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Efecto de la exposicion a la luz ultravioleta uv-c
en la viabilidad de especies de
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o RESUMEN

Introduccion. El efecto germicida que presenta la luz UV-C se cataloga como una
herramienta efectiva al momento de inactivar y eliminar agentes contaminantes
perjudiciales como la Escherichia coliy la Salmonella typhimurium. Objetivo. evaluar
la efectividad de la luz UV-C, en la disminucion de la poblacion de Escherichia coli
y Salmonella typhimoriurm de medios de cultivos que contenian el microorganismo,
combinando factores como concentracion, tiempo y distancia. Metodologia. se
utilizo lampara UV-C, con una longitud de onda de 254 nm y potencia de 8 voltios; las
cepas microbianas empleadas fueron Escherichia coliy Salmonella typhimurium de
referencias ATCC. Los factores a evaluar fueron concentracion del microorganismo
1x10% y 1x10° ufc/g, tiempo 5-10y 15 min, distancia 5-10 y 20 cm. Finalmente,
los datos fueron analizados utilizando la estadistica descriptiva y analisis de varianza.
Resultados. se observo un efecto germicida mayor en la concentracion 1x10° en
ambos microorganismos, mostrando asi diferencias significativas en la reduccion
microbiana en Escherichia coli. El tiempo que mostro mayor reduccion en la tasa
de crecimiento de ambos microorganismos fue 15 min y la distancia donde se
observd mayor reduccion microbiana fue 5 cm; sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas en la reduccion microbiana en los factores de tiempo
y distancia. Ademas, la Salmonella typhimorium mostrdo mayor sensibilidad a la
exposicion que la Escherichia coli. Conclusién. la concentracion microbiana es un
factor determinante para la supervivencia de Escherichia coli; luego de la exposicion
a luz UV-C, la Salmonella typhimorium presenta mayor sensibilidad a la exposicion
a luz UV-C que la Escherichia col.
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Effect of the UV-C ultra violet
light exposition on the feasibility
of Eschericha coli and Salmonella
typhimurium species

o ABSTRACT

Introduction. The germicidal effect UV-C
light has is regarded as an effective
tool to inactivate and eliminate harmful
contaminating agents, such as Escherichia
coli and Salmonella typhimurium. Objective.
evaluating the effectiveness of UV-C light for
reducing Escherichia coli and Salmonella
typhimorium populations from cultures
that had the microorganisms, combining
factors like concentration, time and
distance. Methodology. A UV-C lamp, with
a 254 nm and 8 volts power, was used;
the microbial strains used were Escherichia
coli and Salmonella typhimurium of ATCC
references. The factors to be measured
were the concentration ofthe microorganism
1x10° and 1x10° ufc/g, time 5-10 and
15 min, distance 5-10 and 20 cm. The
data were finally analyzed by the use of
descriptive statistics and variance analysis.
Results. a higher germicidal effect was
observed in the 1x10° concentration for
both microorganisms, thus demonstrating
significant differences of the microbial
reduction of Escherichia coli. The time with
the highest reduction of the growth rate
for both microorganisms was 15 minutes
and the distance with the highest microbial
reduction was 9cm. There were not,
nevertheless, significant differences of the

microbial reduction in the time and distance
factors. Besides, Salmonella typhimorium
had a higher sensibility to the exposition
than that of Escherichia coli. Conclusion.
the microbial concentration is a crucial
factor for the Escherichia coli's survival.
After being exposed to the UV-C light,
Salmonella typhimorium is more sensible to
that exposition than Escherichia coll.

Key words. disinfection, cell survival,
UV-C light, Escherichia coli, Salmonella
thyphimorium.

Efeito da exposicao a luz
ultravioleta uv-c na viabilidade
de espécies de Eschericha colie
Salmonela typhimurium

o RESUMO

Introducao. Oefeito germicida que apresenta
aluz UV-C se cataloga como uma ferramenta
efetiva ao momento de inativar e eliminar
agentes contaminantes prejudiciais como a
Escherichia coli e a Salmonela typhimurium.
Objetivo. avaliar a efetividade da luz UV-C,
na diminuicao da populacao de Escherichia
coli e Salmonela typhimoriurm de meios de
cultivos que continham o microrganismo,
combinando fatores como concentracao,
tempo e distancia. Metodologia. utilizou-
se lustre UV-C, com uma longitude de
onda de 254 nm e poténcia de 8 voltios;
as cepas microbianas empregadas foram
Escherichia coli e Salmonela typhimurium
de referéncias ATCC. Os fatores a avaliar
foram concentracdo do microrganismo
1x10% e 1x10° ufc/g, tempo 5-10 e 15
min, distancia 5-10 e 20 cm. Finalmente,
os dados foram analisados utilizando a




estatistica descritiva e analise de variancia.

Resultados.  observou-se um  efeito
germicida maior na concentracao 1x10°
em ambos microrganismos, mostrando
assim diferencas significativas na reducao
microbiana em Escherichia coli. O tempo
gque mostrou maior reducao na taxa de
crescimento de ambos microrganismos
fol 15 min e a distancia onde se observou
maior reducdo microbiana foi 5 cm; no
entanto, nao se encontraram diferencas
significativas na reducao microbiana nos
fatores de tempo e distancia. Ademais,
a  Salmonela  typhimorium  mostrou
maior sensibilidade a exposicao do que a
Escherichia coli. Conclusao. a concentracao
microbiana & um fator determinante para
a sobrevivéncia de Escherichia coli; depois
da exposicao a luz UV-C, a Salmonela
typhimorium apresenta maior sensibilidade
a exposicao a luz UV-C do que a Escherichia
coll.

Palavras importantes. desinfeccao,
sobrevivéncia celular, luz UV-C, Escherichia
coli, Salmonela thyphimorium.

INTRODUCCION

La luz ultravioleta (UV) es una radiacion
no ionizante, que actua a una longitud de
onda entre 100 a 400 nm, y se clasifica
en tres tipos: UV - A (315-400nm), UV-
B (280-315nm) y UV- C (200 a 280nm)
(Cabrera et al., 2006); esta Ultima es la
mas reconocida por su accion germicida a
294 nm, valor que se ha reportado como
el optimo para dicho efecto (Rivera et al.,
2007). Su mecanismo de accion se basa
en una reaccion fotoquimica irreversible
sobre el ADN celular, en la cual se forman
dimeros de timina, lo cual causa una

alteracion en los procesos de replicacion
celular que trae como consecuencia una

inactivacion de la reproduccion, que a su
vez lleva a la destruccion de la celula; asi
se logra la eliminacion del microorganismo
(Daniela et al., 2013; Rivera et al., 2007;
Tran et al., 2004; Unluturk et al, 2008;
Wong et al.,1998).

Por sus efectos, este tipo de luz UV es
utilizado como una herramienta efectiva al
momento de inactivar y eliminar agentes
contaminantes en superficies de trabajo
(Wong et al., 1998). Su utilizacion es un
procedimiento econdbmico, que no requiere
personal altamente calificado para su
manejo, ademas de no generar un impacto
negativo para el medio ambiente, puesto
gque no necesita el uso de sustancias
qguimicas y toxicas adicionales para lograr
la desinfeccion de una superficie (Hassen,
Mahrouk, Ouzari, & Cherif, 2000; Hincapie,
2007; Lyon, Fletcher, Berrang, & Cultures,
2002; Wong et al., 1998].

Esta herramienta también es empleada en
la industria alimentaria, como tratamiento
germicida en jugo de naranja (Tran et al.,
2004, huevos (Sevcan et al., 2008]), frutos
(Rivera et al., 2007), carnicos (Canteras et
al.,), entre otros; igualmente, es utilizada
en tratamientos de somatizacion de agua
cuyo objetivo es eliminar patogenos.
(Hincapié et al., 2007). En cuanto a sus
diferentes usos existen una amplia gama
de aparatos diferentes a las tradicionales
camaras de bioseguridad, que utilizan
la UV-C para lograr el efecto germicida,
donde las especificaciones de uso son
generales, en cuanto a factores como el
tiempo, la distancia y la concentracion
del microorganismo ( Klaus et al.(Klaus,
Chaberny, Massholder, Stickler, & Benz,
2003).

Dentro de los agentes contaminantes de
superficies y alimentos encontramos la




Escherichiacoliy Salmonella sp,lascuales son
bacterias Gram negativas, pertenecientes
a la familia Enterobacteriaceae, que son
de rapido crecimiento y amplia distribucion
en suelo, agua, vegetales y gran variedad
de animales; en cuanto a su importancia

en la patologia humana, esta puede
cuantificarse constatando que constituyen
el 50 % aproximadamente, de todos los
aislamientos clinicamente significativos en
los laboratorios micraobiologicos, y hasta el
80 % de todos los bacilos Gram negativos
identificados; se constituyen asi en las
bacterias reportadas como la causa mas
importante de las fiebres entéricas y de la
gastroenteritis en el mundo (Vergés et al
., 2005; (Hijnen, Beerendonk, & Medema,
2006; Verges, 2005).

En el sector industrial, la busqueda de
soluciones alos problemas de contaminacion
causados por este tipo de microorganismos
en las superficies de trabajo de laboratorios
y plantas de procesamiento se ha enfatizado
en encontrar mecanismos o procedimientos
rapidos, economicos e inocuos, eficaces
en su eliminacion, que garanticen la
prevencion de enfermedades que pueden
ser mortales para el ser humano (Katara,
Hemvani, Chitnis, Chitnis, & Chitnis, 2008;
Klaus et al., 2003; Menzies, Pasztor,
Rand, & Bourbeau, 1999]. Por tal razon,
es importante valorar la utilizacion de la
luz UV-C en combinacion de parametros
como tiempo, distancia, concentracion
de microorganismos; de esta manera
determinar el papel que ejercen estos
parametros en la disminucion de la carga
microbiana de patbgenos importantes para
la salud publica, como lo son la Escherichia
coliy la salmonella sp. (Verges, 2009).

De manera que este trabajo tiene como
objetivo evaluar la efectividad de la luz UV-
C, en la disminucion de la poblacion de

Escherichia coli y Salmonella thyphimorium
de medios de cultivos que contenian el
microorganismo, combinando factores
como concentracion del microorganismo,
tiempo y distancia; esto, con el fin de
promover el diseno y estandarizacion de los
procedimientos para el uso de este tipo de
tecnologia, y lograr condiciones optimas de
trabajo que mejoren el proceso que busca
la disminucion de la carga microbiana.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se realizd en el laboratorio de
investigacion de la Institucion Universitaria
Colegio Mayor de Antioquia, entre los
meses de junio- diciembre del 2011.

2.1 Luz ultravioleta

Para el desarrollo del experimento se utilizd
una lampara de UV-C, con una longitud
de onda de 253.7 nm de irradiacion, una
potencia de 8 voltios y de referencia GBW TS
SYLVANIA. El control de las caracteristicas
de la lampara utilizada se determind por los
atributos y parametros estipulados por el
fabricante (Sylvania, 201 3).

2.2 Microorganismos

Las cepas microbianas empleadas fueron
Eschericha coli ATCC 25922 y Salmonella
typhimurium ATCC 14028, previamente
enriquecidas en caldo BHI (Merk,
Alemania) y sembradas en agar Mackonkey
(Merck,Alemania) a 37 °C por 24 horas,
para su posterior uso.




2.3 Ensayo

Se preparo una solucion madre comparable
con un patron de Macfarland de 1x10° ufc/
ml para cada microorganismo, a partir de
la cual se hicieron diluciones seriadas desde
1x10" a 1x108, de las cuales se escogieron
las diluciones 1x10°y 1x10° para el ensayo
(factor 1). De las diluciones, se tomaron
100 ul para cada ensayo, se sembraron
por superficie en cajas de petri con agar
mackonkey, e  inmediatamente fueron
sometidas a irradiacion a los tiempos de
exposicion (factor 2) y distancias (factor 3).
Luego, se dejaron incubando por 48 horas
a 37 °C, para posteriormente realizar el
conteo en placa. Estos experimentos fueron
realizados por triplicado.

2.4 Factores experimentales

Los factores experimentales fueron
seleccionados de acuerdo con las
condiciones reportadas en la bibliografica
consultada teniendo en cuenta los
parametros utilizados por otros autores
(Katara et al., 2008]) (Klaus et al., 2003).

® Diluciones 1x10%y 1x10° (factor 1).

e Tiempos de exposicion de 5, 10y 15
minutos, (factor 2).

e Distancias de 5,10y 20 cm, (factor 3).

Como control negativo se utilizd una
caja de petri con agar mackonkey sin
inoculacion, mientras que para el control
positivo se utilizaron cajas inoculadas
con los microorganismos no sometidos
a irradiacion. En el ensayo se mantuvo
constante la longitud de onda de la lampara
empleada (254 nm), la potencia de la
lampara (8 voltios) y el medio de cultivo en
donde se inocularon las cepas.

2.5 Diseno experimental

Los analisis fueron hechos por duplicado,
planteando un disefio factorial 3x3x2;
la  variable respuesta del experimento
corresponde a la disminucion de la
viabilidad del microrganismo, y los factores
a considerar dentro del experimento
fueron: concentracion, tiempo y distancia.
Las pruebas fueron aleatorizadas por
medio de la funcion Random del software
estadistico R version 2.13; para el analisis
de los resultados se implementd un estudio
exploratorio y analisis de varianza (ANOVA)
en el mismo programa.

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Efecto la luz UV-C de acuerdo con la
concentracion microbiana

En la tabla 1 se muestran los valores
promedio de los crecimientos de Escherichia
coliy Salmonella sp, en las concentraciones
1x10%y 1x10°.

De acuerdo con lo anterior, se encuentra
que para E.coli en la concentracion 1x10°
obtuvo crecimiento luego de la exposicion
de (0-6 Log ufc/g), con un promedio de 2.7
log; esta concentracion de 1x10° mostro
un crecimiento entre O- 4 log ufc/g, con un
promedio de 1.16 log, existiendo diferencias
significativas entre ambas concentraciones
(p< 0.05), con una mayor reduccion en el
crecimiento en la concentracion 1x10°.
Para Salmonella, los conteos microbianos
en la dilucion 1x10°® fueron de O-5 log

ufc/g, con un promedio 1.86 log. y en la
dilucion 1x105 los conteos estuvieron entre
O- 5.7 log ufc/g, con un promedio de 0.90
log ufc/g., y se observo mayor reduccion
en la concentracion 1x105. Asi que no se
encontraron diferencias significativas entre
ambas diluciones, (p>0.05) (Tabla 1).




Tabla 1. Promedios de conteos microbianos de Escherichia coliy Salmonella sp,
(log CFU/g) segun la concentracion microbiana.

FACTOR 1 PROMEDIO MIN MAX DS

Escherichia coli 1x103 2,7 0 6.0 2,1

1x10° 1,2 @] 4,7 1,7

Salmonella sp 1x103 1,8 @ 5,0 1,9
1x10° 0.8 @] 9,6 2,08

Al comparar los resultados obtenidos
en Escherichia coli y Salmonella sp
se evidencido una mayor reduccion de
viabilidad en la concentracion 1x10°
en ambos microorganismos; tuvo una
mayor sensibilidad a la exposicion con
luz UV-C la salmonella sp, (Figura 1); un
resultado similar fue reportado por Wong
y colaboradores en 1998, donde se evalud
la reduccion en la poblacion microbiana de
E.colivs Salmonella s. en un medio de cultivo
y piel de cerdo, y se obtuvo mayor tasa de
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reduccion en salmonella s. en comparacion
con E. coli (Wong et al., 1998). De modo

que Unlutuk y colaboradores, en 2008,
reportaron una menor sensibilidad a la
exposicion de luz UV-C de cepas de E.colino
patbgenas en comparacion con Salmonella
(Unluturk et al., 2008); sin embargo, es
importante tener en cuenta la intensidad
empleada en la lampara UV-C, porque
esta tiene una influencia directa sobre la
supervivencia microbiana (Hincapig, 2007).
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Figura 1. Efecto de la luz UV-C, de acuerdo a la concentracion
microbiana para E. coliy Salmonella t.




3.2 Efecto de la luz UV-C de acuerdo con el tiempo de exposicion

A continuacion, la tabla 2 muestra los promedios del efecto de la viabilidad de la luz UV-C
sobre las bacterias segun el tiempo de exposicion.

Tabla 2. Promedios de conteos microbianos de E.coliy Salmonella typhimurium.
(log CFU/g) segun tiempo de expaosicion.

FACTOR 1 PROMEDIO MIN MAX DS
E. coli 5 min 2,1 0 6.0 2,4
10 min 1,8 0 4,6 2,0
15 min 1,7 0 4,0 1,8
Salmaonella t. 9 min 2,18 @] 9,7 2,4
10 min 1,0 0 5,6 2,0
15 min 0.8 0 3.6 1,5
Deacuerdoconloanterior, para E.colilostres ~ Aunque no existieron diferencias

tiempos presentaron promedios similares;
estos son: el tiempo de exposicion que
tuvo mayor reduccion de microorganismaos
fue 15 min, con un promedio de 1.73 log
ufc/g, y con valores que oscilaron entre
(04 log ufc/g); el analisis de varianza no
mostro diferencias significativas entre los
crecimientos en este parametro (p >0.05)
(tabla 2). Para Salmonella typhimurium,
en el tiempo de 5 minutos se presentd un
recuento microbiano de 2.18 log ufc/g,
en 10 minutos se observd un recuento
microbiano de 1.0 log ufc/g y para un
tiempo de 15 minutos se tuvo un conteo
microbiano de 0.86 log ufc/g.; se observo
una reduccion mayor en el tiempo de 15
minutos. Por su parte, el analisis de varianza
no mostro diferencias significativas en los
tiempos estudiados (p>0.09).

significativas entre los tiempos estudiados,
el tiempo es un factor determinante en la
viabilidad de los microrganismos luego de
la exposicion a luz UV-C (Svecan et al.,
2007); incluso, la relacion entre el tiempo
y la intensidad de la radiacion es el principal
factor a tener en cuenta en el diseno de
lamparas UV. (Murakami et al., 2006). Al
comparar el efecto del tiempo entre los
microrganismos estudiados, se observa
una mayor reduccion de la poblacion
microbiana en Salmonella typhimuriurm que
en E. coli (figura 2).
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Figura 2. Efecto de la luz UV-C de acuerdo al tiempo de exposicion
para E. coliy Salmonella typhimurium.

3.3 Efecto de la luz UV-C de acuerdo con la
distancia de exposicion

Teniendo en cuenta el parametro de
distancia, se obtuvo para E.coliun promedio
de 1.57 log ufc/g, con valores entre (O
-3,3 log ufc/g). Para la distancia de 10
centimetros se observdo un crecimiento
de (O- 4.34 log ufc/g), con un promedio
de 1.59 log, vy para la distancia de

20 centimetros se pudo observar un
crecimiento de (O- 6 log ufc/g), con un
promedio de 2.55 log ufc/g, con mayor
reduccion en el crecimiento bacteriano a
una distancia de 5 cm (tabla 3]).

El analisis de varianza no mostro diferencias
significativas en las distancias estudiadas
(p>0.05), lo cual puede deberse a la
iInteraccion que tiene la distancia con la
potencia de la lampara. Por su parte,
Katara y colaboradores, en el 2008,
concluyeron que utilizando una distancia de
8 pies ( 243.840 cm), con una lampara
de 40watt de potencia se obtiene una
reduccion de cuatro unidades logaritmicas,
a una concentracion de 1x10° ufc /ml.
(Katara et al., 2008).




Tabla 3. Promedios de conteos microbianos de E.coliy Salmonella typhimurium.
(log CFU/g), segun la distancia de exposicion.

FACTOR 1 PROMEDIO MIN MAX DS

E. coli 5 min 1,6 @] 3.3 1,6
10 min 1,6 @] 4,3 2,0

20 min 2,5 @) 6.0 2,4

Salmonella t. 9 min 1,3 @] 9,6 2,0
10 min 1.1 @] 5,0 2,0

20 min 1,6 @) 5,6 2,1

Para salmonellat. se observo un crecimiento
de (G-5,60 log ufc/g), con un promedio
de 1.3 log ufc/g, a una distancia de 5
centimetros; de otro lado, auna distanciade
10 centimetros se observd un crecimiento
de (O- 5 log ufc/g), con un promedio de
1.1 log ufc/g; por ultimo, a una distancia
20 centimetros se observo un crecimiento
de (0-5.69 log ufc/g), con un promedio de
1.68 log ufc/g, observando asi una mayor
reduccion en el crecimiento bacteriano a
una distancia de 10 centimetros.

El analisis estadistico demuestra que no
existieron diferencias significativas en las
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distancias utilizadas (p>0.05), aunque hay
estudios como H. H. Chun y colaboradores
en el 2009, donde se ha obtenido reduccion
de la tasa de crecimiento de Salmonella
typhimurium de 1.29, and 1.19 log ufc/g,
utilizando una distancia promedio de 18 cm,
con lamparas similares a las utilizadas en
el presente estudio (Chun et al., 2009). Al
comparar la reduccion microbiana de E.coli
y Salmaonella typhimurium se observa que, al
igual que con el tiempo y la concentracion,
hay una mayor reduccion de la poblacion
microbiana, luego de la exposicion en
Salmonella typhimurium (figura 3).
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Figura 3. Efecto de la luz UV-C de acuerdo a la distancia de exposicion para
E. coliy Salmonella typhimurium.




CONCLUSION

La concentracion microbiana es un factor
determinante para la inactivacion de E. coli
utilizando luz ultravioleta UV-C, mientras que
los factores evaluados de tiempo y distancia
no mostraron diferencias significativas en
la inactivacion microbiana, tanto de E.coli
como Salmonella typhimurium. Ademas,
la utilizacion de luz UV-C tuvo mayor
efectividad en la disminucion de la viabilidad
de Salmonella typhimurium que en E.col.
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