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RESUMO

As infeccOes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) representam um grave
problema de saude publica, por aumentar as taxas de morbidade, mortalidade e os
custos. Microrganismos  potencialmente  patogénicos, principalmente o0s
multirresistentes aos antimicrobianos podem estar presentes em superficies
hospitalares, aumentando ainda mais os riscos de infec¢des. E imprescindivel a busca
por novos processos de desinfeccdo em servigcos de saude. A agua ozonizada pode
elevar os padrbes de qualidade das superficies por meio da reducdo da carga
microbiana, atuando sobre os microrganismos através da oxidacdo de componentes
estruturais da célula, especialmente das membranas celulares, provocando a sua
destruicdo e decorrente morte celular. Sendo assim, o presente estudo tem como
objetivo avaliar a eficacia da atividade antimicrobiana da agua ozonizada sobre
microrganismos e na desinfeccéo de superficies hospitalares. Para isto, foi utilizada
uma torneira comercial como fonte de agua ozonizada (0,6 ppm de oz6nio). Frascos
reagentes estéreis receberam 200 ml de agua e 200 pl dos inoculos de
microrganismos em concentracao ajustada em espectrofotometro, na escala 0,5 de
McFarland. Posteriormente, 100 ul das amostras foram retirados, ap6s 10 s, 30 s, 1
min e 2 min de contato com a agua e plaqueadas em meio de cultura contendo Brain
Heart Infusion Agar DIFCO® (BHI) para as bactérias e Sabouraud Dextrose Agar
OXOID® (AS) para as leveduras e fungos filamentosos. As placas foram incubadas a
36,5°C com consequente avaliagcdo quantitativa quanto ao numero de unidades
formadoras de col6nias (UFCs). Para avaliar a eficacia da agua ozonizada em um
cenario real, cinco superficies de 19 leitos de UTI, de um hospital terciario do interior
do estado de S&o Paulo (mesa préxima ao leito, puxador da gaveta, monitor, bomba
de infusédo e lateral da cama) foram avaliadas quanto a presenca de microrganismos.
Imprints foram estabelecidos com placas RODAC™ (com inibidor do quaternario de
amonio), em cada superficie, por meio de pressionamento, por 10 s, antes e apés a
limpeza com agua ozonizada. Os resultados mostraram a eficacia da atividade
antimicrobiana da agua ozonizada contra bactérias e fungos, sendo eliminados a partir
do tempo de 10 s. Para todas as superficies analisadas houve reducéo significativa
da carga microbiana, com percentuais de 78,8% a 98,7%, apds a limpeza com a 4gua
ozonizada, quando comparadas com as placas controles. Este procedimento rapido,

de facil conducédo, poderéa fazer parte dos protocolos de limpeza e desinfeccéo



hospitalar, uma vez que, microrganismos sao eliminados rapidamente, principalmente

das superficies hospitalares.

Palavras—chave: Agua ozonizada. Patdgenos hospitalares. A¢do antimicrobiana.

Desinfecgéo.



ABSTRACT

Healthcare-associated infections (HAI) represent a major problem of public health,
raising morbidity and mortality rates and associated costs. Potentially pathogenic
microorganisms may be present in hospital surfaces, increasing infection risk. The
constant search for alternative disinfection methods is essential in the healthcare
setting. Ozonized water can raise the quality standards of surfaces by reducing their
microbial load, causing oxidation of structural components of microorganisms,
especially cell membranes, leading to their destruction and resulting in cell death. The
objective of this study was to evaluate the antimicrobial efficacy of ozonized water
against bacteria and fungi and in the disinfection of hospital surfaces. For this purpose,
a commercial faucet was used as the source of ozonized water (0.6 ppm of ozone). In
sterile reagent bottles, it was added 200 ml of water and 200 pl of microorganism
inoculum adjusted on a spectrophotometer to the 0.5 MacFarland standard. After 10
s, 30 s, 1 min, and 2 min of exposure to the ozonized water, 100 pl of the solution were
inoculated in Brain-Heart Infusion agar (BHI, Difco®) or Sabouraud-Dextrose agar
(SDA, Oxoid®), according to the type of microorganism (bacteria in BHI, yeast and
filamentous fungi in SDA). The plates were incubated at 36.5 °C for quantitative
analysis of colony forming units (CFU). To assess the efficacy of ozonized water on a
real setting, five surfaces of 19 hospital beds of an intensive care unit of a tertiary
hospital of the interior of S&o Paulo state were evaluated before and after ozonized
water cleaning: table next to bed, drawer handle, monitor, infusion pump, and bedside
rail. The presence of microbial contamination was determined by imprints of 10
seconds using Rodac plates® (with ammonium quaternary inhibitor), which were
incubated at 36.5 °C for CFU counting. Results showed significant activity of ozonized
water against bacteria and fungi, from 10 s of exposure. All surfaces analyzed also
showed great reduction of microbial load after ozonized water cleaning (78.8% to
98.7% reduction, in comparison to control plates). This method proved to be fast and
easy to carry out, and it could be included in hospital cleaning and disinfection

protocols to improve microorganism reduction of surfaces.

Keywords: Ozonized water. Hospital pathogens. Antimicrobial activity. Disinfection.
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1 INTRODUCAO

As infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) sdo um dos mais
importantes problemas que impactam a qualidade de vida dos seres humanos e, por
consequéncia, aos programas de politica publica. IRAS compreendem quaisquer
infeccdes adquiridas apos a admissdo do paciente e que se manifestam durante a
internagdo ou apos a alta hospitalar. Estes eventos, acarretam sérios problemas aos
servicos de saude, por altas taxas de morbidade, mortalidade, gastos com o
tratamento, e, com a seguranca dos pacientes (ZEHURI, SLOB, 2018; ANVISA, 2021).

Neste cenario, a multiplicidade de microrganismos com padrfes bioldgicos
complexos, isto é, viruléncia, resisténcia aos antimicrobianos, estdo associados a
condicdo dos pacientes, que pode apresentar graves patologias e muitas vezes
imunossupressao. Ai, se apresenta o risco aumentado as IRAS, grande probleméatica
mundial. No ambiente hospitalar, especialmente nas Unidades de Terapia Intensiva
(UTI), os procedimentos invasivos sao praticas frequentes, e acarretam novas
possibilidades de colonizacdo com consequente infeccdo por microrganismos
oportunistas, bem como patdégenos primarios de importancia clinica. (BORDIGNON,
LIMA, 2017; RODRIGUES et al., 2018).

Os microrganismos podem colonizar ou infectar pacientes pés contato direto
ou indireto com mucosas e superficies corpéreas. Relatos cientificos reiteram esta
afirmativa, uma vez que, alguns patdgenos, capazes de permanecer por longos
periodos no ambiente hospitalar, sdo comumente transferidos de superficies
animadas ou inanimadas e, entram em contato com pacientes aumentando risco de
infeccdo. Tem-se como exemplo, Enterococccus resistente a vancomicina,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), identificados em superficies
de ambiente hospitalar, e como causa de doencas respiratdrias ou sistémicas. Apesar
dos protocolos Institucionais de higiene e limpeza hospitalar, estes eventos estao
presentes com alta frequéncia, e constituem riscos para a propagacao de patégenos
(ASSADIAN et al., 2021; LUCENA et al., 2022).

Inimeras variaveis contribuem para o aumento de risco das IRAS, a saber:
maos dos profissionais de saude, com higienizacao inadequada e, como meio comum
de transmissdo cruzada de microrganismos, 0S processos quimicos e fisicos de

desinfeccdo inapropriados, a variacdo genética dos patdgenos que se apresentam
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cada vez mais resistentes, capacitando a sobrevivéncia em ambiente hostil, entre
outros, (SOARES et al.,, 2019; LUCENA et al.,, 2022). Neste contexto, ressalta a
importancia de medidas de controle e prevencao de disseminacédo de microrganismos
mais efetivas, e de novos protocolos de desinfeccao, a fim de aprimorar 0S processos
de limpeza e desinfecgéo.

Ressalta-se que a recomendacdo para a desinfeccdo de superficies
hospitalares consiste na limpeza prévia do local a ser desinfetado usando sabédo ou
detergente, com o auxilio de panos de mobilia. Posteriormente a realizacao de friccao
com alcool a 70% ou outro desinfetante estabelecido pelo servico de controle de
infeccao hospitalar (SCIH) (ANVISA, 2020).

Nos ultimos anos o0 uso do ozdnio tornou-se evidente, por ser um potente
agente oxidante utilizado em diversas areas como controle antimicrobiano. O Os atua
sobre 0s microrganismos, por meio da oxidacdo de constituintes celulares,
especialmente das membranas, causando a sua destruicdo e consequente morte
celular (MARTINS; KOZUSNY-ANDREANI; MENDES, 2015; TORMIN et al., 2016).

As propriedades antimicrobianas da agua ozonizada tém sido demonstradas
com excelentes resultados, com relatos de estudos na area de desinfeccdo de
superficies (LIMA et al., 2022), tratamentos endoddnticos (CARDOSO; OLIVEIRA,;
KOGA-ITO; JORGE, 2008; GALLO, SCRIBANTE, 2021), em alimentos (SKOWRONK
et al., 2019), tratamentos para agua potavel (SHIN et al., 2003; DEMIR et al., 2015) e
na desinfeccdo das maos, como alternativa aos desinfetantes tradicionais a base de
alcool e liquidos (BREIDABLIK et al. 2019).

Desta maneira, a agua ozonizada mostra-se um promissor composto para
controle antimicrobiano. Com o crescente e preocupante aumento de microrganismos
multirresistentes, em ambientes hospitalares, aos desinfetantes disponiveis no
mercado, a utilizacdo da agua ozonizada apresenta-se como uma opcao efetiva e de
baixo custo. Contudo, sdo necessarios mais estudos para demonstrar suas

possibilidades e eventuais limitacfes de uso.



16

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histérico-oz6nio

O o0z6nio foi descoberto em 1839 por Christian Friedrich Schonbein que
estudava a decomposicao eletrolitica da agua e somente apds duas décadas ficou
evidentemente identificada a composicéo triatdmica do ozbnio, contendo apenas
oxigénio (LAPOLLI et al., 2003). Em 1866, Meritens o reconheceu como potente
desinfetante de agua (LANGLAIS; RECKHOW; BRINK, 1991; LAPOLLI et al., 2003).

A aplicabilidade do ozbnio em grande escala ocorreu pela primeira vez em
1893, no tratamento de 4gua em Oudshoorn, na Holanda (LANGLAIS; RECKHOW,;
BRINK). Em 1897, o quimico Marius Paul Otto criou a primeira companhia
especializada na construcao e instalacdo de equipamentos de ozonizacéo, para este
fim (LAPOLLI et al., 2003). Posterior a este momento, foram construidas plantas de
tratamento de agua em Paris, Nice e Chartres na Franca; Wiesbaden e Paderborn na
Alemanha; Niagara, no estado de Nova Yorque nos Estados Unidos; Sado Petesburgo,
na antiga Unido Soviética e Madri, na Espanha (LANGLAIS; RECKHOW:; BRINK,
1991). Desde entdo, o 0zonio passou a ser utilizado na Europa, no tratamento de
agua para abastecimento publico (GRAHAM, 1997; GUZEL-SEYDIM; GREENE;
SEYDIM, 2004).

Em 1982, o ozbnio foi certificado como um produto seguro (“General
Recognized As Safe" — GRAS”) para o tratamento de agua engarrafada pelo FDA
(Food and Drug Administration) (GUZEL-SEYDIM; GREENE; SEYDIM, 2004;
RUSSEL; HUGO; AVLIFFE, 1999). J4 na década de 90, os Estados Unidos assegura
0 0zbénio como uma substancia GRAS em produtos alimenticios, promovendo um
crescimento dessa aplicacdo no processamento de alimentos (GRAHAM, 1997).

A partir de 1983 a ozonizacdo passou a ser empregada no Brasil, como opcao
em relacdo as técnicas convencionais de pré-cloracao e pré-aeracdo no tratamento
de aguas superficiais (LAPOLLI, et al., 2003).

Em 2006, foi fundada a Sociedade Brasileira de Ozonioterapia (ABOZ). A
Ozonioterapia, um método que utiliza a mistura dos gases oxigénio e ozbnio é
empregado como agente terapéutico para o tratamento de inUmeras patologias, como

gueimaduras, problemas circulatérios, cancer, entre outros. A ABOZ trabalha para que
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esta prética seja realizada de maneira legal, consciente, responsavel e ética
(ASSOCIAC;AO BRASILEIRA DE OZONIOTERAPIA, 2022).

O uso de ozénio nao exige registro de “Autorizagdo de Uso” na industria
alimenticia como tratamento antimicrobiano, ou seja, na reducdo da carga
microbiologica (ANVISA, 2020)

2.2 Producéao do ozonio

Para a formacéo do ozdnio, a reacdo é considerada altamente endotérmica e
ndo espontanea, pois uma molécula de oxigénio € inicialmente dissociada e o oxigénio
livre reage com outras moléculas de oxigénio, formando a molécula de oz6nio, com
grande gasto de energia (RUSSEL; HUGO; AVLIFE, 1999; USEPA, 1999; VIDAL,
2003).

A formacdo do ozbnio ocorre espontaneamente em pequenas quantidades
(0,05 mg/L), na estratosfera quando a radiacdo solar interage com a molécula de
oxigénio. E produzido também uma pequena quantidade de ozoénio na troposfera,
decorrente de reacbes fotoquimicas entre hidrocarbonetos, oxigénio e nitrogénio,
provindo de industrias, automoveis, florestas e acéo vulcanica. Pelo contrario, o gas
produzido assim, € instavel e decompde-se rapidamente (HORVATH; BILITZKY:;
HUNTER, 1985).

O ozbnio pode ser produzido a partir de uma descarga eletroquimica,
denominada como efeito corona (KHADRE; YOUSEF; KIM, 2001; RUSSEL; HUGO;
AVLIFFE, 1999). O equipamento € composto por dois eletrodos, que sdo submetidos
a diferentes potenciais de acdo, e a passagem de ar ou oxigénio puro entre os dois
eletrodos gera 0 Oz (GUZEL-SEYDIM; GREENE; SEYDIM, 2004; KHADRE; YOUSEF;
KIM, 2001;). E necessario que seja gerado no local que sera destinado seu uso, em
razao da instabilidade, pois ao entrar em contato com o ar, se dissocia rapidamente
(LAPOLLI et al., 2003; RUSSEL; HUGO; AVLIFFE, 1999; USEPA, 1999). A figura 1

mostra o esquema de um gerador de ozénio pelo efeito corona.
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Figura 1 — Geragédo do O3 pelo método de descarga corona.

A Calor

— Eletrodo (alta tensdo)

— Dielétrica

O, = Intervalo de descarga —*0,

—Eletrodo (baixa tensio)

é(.‘alor

Fonte: Adaptado de Rice et al. (1981).

A formacao do ozénio a partir do ar, em geral, depende de um pré-tratamento,
gue compreende: filtracdo, compresséao, resfriamento e desumidificacdo. Ao contrario,
guando gerado a partir do oxigénio puro, é necessario um tanque de oxigénio liquido,
precedido de um evaporador (LAPOLLI et al., 2003).

2.3 Propriedades fisico-quimicas do ozdnio

O o0zbnio é uma molécula composta por trés atomos de oxigénio denominada
triatbmica (Os), sendo considerado instavel, parcialmente soluvel em agua, de odor
caracteristico e penetrante (DI BERNARDO; DANTAS, 2005; LAPOLLI et al., 2003;
RUSSEL; HUGO; AVLIFFE, 1999; SAINI, 2011). E detectado facilmente em
temperatura ambiente, em concentracdes baixissimas (0,01 a 0,05 mg/L) e se
apresenta como um gas incolor. Em concentracdes mais elevadas, passa a ter uma
coloracdo azulada (RICE et al., 1981; LANGLAIS; RECKHOW:; BRINK, 1991; USEPA,
1999; LAPOLLI et al., 2003; SILVEIRA, 2004). Na tabela 1 estdo registradas as

principais propriedades fisico-quimicas do ozonio.
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Tabela 1: Principais propriedades fisico-quimicas do ozénio.

Propriedades fisico-quimicas

Massa molar 48 Da
Massa especifica (0°C e 101,3 kPa) 2,154 kg/m3
Ponto de ebuli¢cao -111,9+0,3°C
Ponto de fuséo -192,5+0,3°C
Solubilidade em agua a 0°C 20 g/m3
Solubilidade em agua a 30°C 1,5 g/md
Temperatura critica -12,1°C
Presséo critica 5,53 MPa

Fonte: Vidal (2003); Manley et al. (1967 apud Guzel-Seydim; Greene; Seydim, 2004).

Comparado a outros agentes oxidantes, o 0zdnio é considerado o segundo
mais potente, em razdo do seu alto potencial de oxidac&o, sendo o primeiro o flGor
(RUSSEL; HUGO; AVLIFFE, 1999; LAPOLLI et al., 2003; GUZEL-SEYDIM; GREENE;
SEYDIM, 2004). Na tabela 2 € mostrado o valor do potencial de oxidacdo do 0z6nio

comparado a outros agentes oxidantes.

Tabela 2: Agentes oxidantes e respectivos potenciais de oxidacao.

Agente oxidante Potencial de oxidacdo (mV)
Flaor 3,06
Ozbnio 2,07
Peréxido de hidrogénio 1,78
Permanganato 1,67
Dioxido de cloro 1,50
Hipoclorito 1,49
Cloro 1,36

Fonte: Manley et al. (1967) apud Guzel-Seydim; Greene; Seydim (2004).

Em solucédo aquosa, o ozbnio é parcialmente instavel e apresenta meia-vida
gue varia de 20 a 30 minutos a 20°C, em agua destilada (KHADRE; YOUSEF; KIM,
2001; VIDAL, 2003; WICKRAMANAYARE, 1991). Contudo, alguns estudos
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mencionam uma meia-vida de 165 minutos (DI BERNARDO; DANTAS, 2005;
KHADRE; YOUSEF; KIM, 2001; RICE et al.,, 1981; VIDAL, 2003; WALTER;
SHERMAN, 1976; YANG; CHEN, 1979). Na fase gasosa, o0 0zdnio além de ser mais
estavel, possui uma meia-vida de 12 horas no ar atmosférico, de acordo com a
Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos (DI BERNARDO; DANTAS, 2005;
GRAHAM, 1997; RICE et al., 1981; RUSSEL; HUGO; AVLIFFE, 1999; VIDAL, 2003;
WICKRAMANAYE, 1991).

2.4 Agédo antimicrobiana do ozdnio

O o0zbnio apresenta atividade antimicrobiana contra fungos filamentosos,
leveduras, virus, bactérias e protozoarios, além de esporos bacterianos e fungicos,
devido ao seu alto poder oxidante (BIALOSZEWSKI et al., 2010; KIM; YOUSEF;
CHRISM, 1999; NAGAYOSHI et al., 2004b; SADATULLAH; MOHAMED; RAZAK,
2014; STUBINGER; SADER; FILIPPI, 2006).

A inativacdo de microrganismos pelo 0z6nio € um processo complexo, pois
ataca varios constituintes celulares: proteinas, lipidios insaturados, enzimas
respiratorias, peptideoglicano e acidos nucleicos (ARANA et al., 1999; BABLON et al.,
1991; HUNT; MARINAS, 1997; SEIDLER et al., 2008; VICTORIN, 1992; ZHANG et
al., 2011).

O ozb6nio age sobre os microrganismos pela oxidacdo de glicopeptideos,
glicoproteinas e aminoacidos da parede celular, alterando a permeabilidade e
causando rapidamente a lise celular. Ao introduzir se no interior da célula, o Os
recombina-se com elementos citoplasmaticos, provocando a oxidacdo de
aminoéacidos e acidos nucléicos, ocasionando a clivagem e resultante morte celular.
O O3 ataca também grupos sulfidrila de enzimas, ocasionando o colapso da atividade
enzimatica celular. Além disto, altera as bases puricas e pirimidicas dos acidos
nucléicos, como acontece com determinados virus, onde é destruido seu RNA e ainda
altera as cadeias polipeptidicas do capsideo proteico (HUNT; MARINAS, 1999;
MARTINS; KOZUSNY-ANDREANI; MENDES, 2015; TORMIN et al., 2016).

O trabalho realizado por Pascual, Llorca, Canut (2007) demonstra a acao do
0z6nio sobre o microrganismo que acontece pelo rompimento ou fragmentagdo do

envoltério celular, provocando extravasamento do conteddo da célula. Interromper o
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mecanismo celular ou a lise é considerado o mecanismo de inativacdo mais &gil do
gue outros formulagdes de desinfetantes, que requerem que a acéo do desinfetante
seja permear primeiro a membrana celular, para tornar eficaz sua agéo.

Determinados fatores influenciam essa atividade antimicrobiana, tais como:
concentracdo do ozb6nio, tempo de exposicdo e a espécie microbiana (BAYSAN;
WHILEY; LINCH, 2000; CELIBERT; PAZERA,; LUSSI, 2006; HASS & KAYMAK, 2003;
LAPOLLI et al., 2003; LUDDEKE et al., 2015).

De acordo com Matrtinelli et al. (2017), a utilizagcdo do 0zonio aquoso e gasoso
é eficaz para a desinfec¢do da agua e do ar, sendo considerado um potente agente
antimicrobiano, reduzindo as unidades formadoras de colonias dos microrganismos.
Constituindo assim uma técnica de sanitizacdo alternativa aos desinfetantes
convencionais. Assim como, Lamb et al. (2021) encontrou efetividade na utilizacéo
do oz6nio em meios com grande quantidade de contaminacdo microbiana sobre

diferentes concentracdes e tempos de contato.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

» Avaliar a atividade antimicrobiana da agua ozonizada contra bactérias e
fungos por ensaios in vitro e na desinfec¢éo de superficie hospitalar.

3.2 Objetivos especificos

> Avaliar a atividade antimicrobiana da &gua ozonizada gerada por torneira
comercial, sobre cepas de referéncia e isolados clinicos de fungos
filamentosos, leveduras e bactérias, nos respectivos tempos: 10 s, 30 s,
1 mine 2 min;

» Avaliar a atividade antimicrobiana da agua ozonizada gerada por torneira
comercial, na eliminagdo de microrganismos, em 19 leitos de Unidade
de Terapia Intensiva em um hospital terciario do interior do estado de
Sao Paulo, sobre cinco superficies: mesa proxima ao leito, puxador da

gaveta, monitor, bomba de infuséo e lateral de cama
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Agua ozonizada: avaliagdo da eficacia antimicrobiana

Resumo

Objetivo. Analisar a eficacia antimicrobiana da agua ozonizada.

Métodos. Culturas de bactérias e fungos foram ativadas a cada momento anterior aos
ensaios antimicrobianos, de onde indculos de microrganismos foram preparados e
ajustados na escala 0,5 de McFarland e leitura por espectrofotdmetro. Considerou -se
nove espécies de bactérias e 13 de fungos. Frascos de vidro estéreis foram utilizados
para transferéncia de 200uL do in6culo com inclusdo de 200 ml de agua ozonizada
produzida em tempo real pela torneira comercial (0,6 ppm). Uma aliquota de cada
amostra foi retirada nos tempos: 10 s, 30 s, 1 min e 2 min, para 0 plaqueamento
subsequente em meio de cultura para bactérias e fungos, através da técnica de
spread-plate utilizando alca de Drigalsky. Como controle, os procedimentos foram
iguais, apenas diferindo sobre a agua comum utilizada, submetida a esterilizagéo
prévia.

Resultados. Considerando-se os tempos avaliados frente as culturas de bactérias e
fungos expostas a agua com ozoénio, foi possivel observar que o nimero de unidade
formadora de colbnias, para todos os tempos testados, 10 s, 30 s, 1 min e 2 min, foi
menor em relacdo ao numero obtido nas placas controles.

Concluséo. A agua ozonizada, na concentracdo de 0,6 ppm, apresenta expressiva
propriedade antimicrobiana contra bactérias Gram positivas, Gram negativas, fungos
leveduriformes e filamentosos e pode ser considerada uma estratégia adjuvante para
compor os protocolos de limpeza e desinfeccdo de superficies.

Introducao

As infeccbes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) acarretam sérios
impactos a saude publica por contribuirem com o aumento da morbidade, mortalidade
e dos custos. Além do mais, afetam negativamente a seguranca do paciente e a
gualidade dos servicos de saude (ANVISA, 2021).

As IRAS sdo um dos eventos mais frequentes associados ao ambiente
hospitalar, acredita-se que tal fato estd relacionado a maior ocorréncia de
intervencdes invasivas, uso de antibiéticos de amplo espectro, presenca de doencas

subjacentes e internacdes mais longas (GOMES et al., 2020).
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Diversos microrganismos estdo relacionados a ambientes hospitalares, sendo
0s principais: Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Enterococcus resistente
a vancomicina, Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos e
enterobactérias produtoras de beta lactamases (BORDIGNON, LIMA, 2017; LUTZ et
al., 2017; MEDINA-POLO et al., 2021).

De modo geral, microrganismos patogénicos podem estar presentes em alta
carga nas areas de proximidade de leito de pacientes, isto €, monitores, grade de
cama, mesa acessoéria. Assim, um paciente infectado ou colonizado, pode aumentar
em duas ou mais vezes o risco de infeccdo aos ocupantes subsequentes de leitos,
evidenciando a importancia dos processos de desinfeccdo nos servigcos de saude
(MITCHELL et al., 2015). Neste contexto, novos protocolos de desinfec¢cédo devem ser
estudados e desenvolvidos para tornar os processos de desinfec¢cao mais eficazes na

eliminag&o de microrganismos.

O ozbnio € um potente agente oxidante que afeta diretamente as células de
bactérias, fungos e protozoarios, além de danificar a estrutura dos virus, sendo efetivo
em baixas concentracdes e com pouco tempo de acdo (WYSOK et al., 2006). Com
acao oxidativa, afeta a parede celular e a membrana citoplasmatica das células
microbianas, aumentando a permeabilidade e, consequentemente, causando a morte
do microrganismo (YAMAYOSHI et al., 1993; AZARPAZHOOH, LIMEBACK, 2008).

O ozodnio dissolvido em agua tem alcancado bons resultados para a reducao
da carga microbiana, com relatos de estudos na area de tratamentos endodénticos
(CARDOSO et al., 2008), em alimentos (ARAYAN et al., 2017; SKOWRON et al.,
2019) e em tratamentos para agua potavel (SHIN et al., 2003; DEMIR et al., 2016).
Contudo, tem-se que, em processos de desinfec¢cdo de ambiente por agua ozonizada
nao ha consenso, como observado para tratamentos estabelecidos com o0zoénio
gasoso. Como alternativa, os desinfetantes tradicionais a base de alcool e liquidos
constituem as praticas mais comuns para controle microbiano (BREIDABLIK et al.,
2019).

Assim, este estudo objetiva analisar a eficacia da atividade antimicrobiana da

agua ozonizada na eliminacdo de microrganismos.
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Materiais e Métodos
Inéculo microbiano — Fungos filamentosos, leveduras e Bactérias

Foram utilizadas cepas de referéncia e isolados clinicos de bactérias e fungos
filamentosos e leveduras, pertencentes ao Laboratério de Microbiologia do
Departamento de Doencas Dermatoldgicas, Infecciosas e Parasitarias da Faculdade
de Medicina de Sdo José do Rio Preto — FAMERP, Sao Paulo, Brasil, local de
realizagéo dos experimentos.

Segue abaixo as cepas utilizadas:

Quadro 1 — Fungos filamentosos — Origem

Trichophyton rubrum ATCC 2266
Epidermophyton floccosum Clinica
Microsporum canis Clinica

Quadro 2 — Leveduras — Origem

Candida albicans ATCC 90028
Candida parapsilosis ATCC 22019
Candida krusei ATCC 40147
Candida tropicalis ATCC 13803
Candida glabrata ATCC 2950
Cryptococcus neoformans ATCC 90012
Candida auris Clinica
Trichosporon asahii Clinica
Geotrichum candidum Clinica
Rhodotorula mucilaginosa Clinica

Quadro 3 — Bactérias — Origem

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Pseudomonas aeruginosa ATCC 1025
Escherichia coli ATCC 25922
Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase Clinica
Shigella flexneri Clinica
Enterococcus faecium Clinica
Acinetobacter baumannii Clinica
Stenotrophomonas maltophilia Clinica
Burkholderia cepacia Clinica

Salmonella enteritidis Clinica
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Os in6culos foram preparados em solucdo salina e ajustados por
espectrofotometria, em correspondéncia a escala 0,5 de McFarland. Para as
bactérias, ap0s o ajuste, foi feita uma diluicao 1:10 do in6culo em salina, permitindo a
contagem de unidade formadora de coldnia (UFC/ml).

Avaliacdo da 4gua ozonizada frente aos microrganismos

Para os experimentos, foi utilizada uma torneira da empresa DOCOL® como
fonte de agua ozonizada. A torneira mistura o 0zénio gasoso na agua que é gerado
por um efeito corona e sistema de succdo por um efeito Venturi localizado
internamente no corpo do produto. A taxa de producdo de ozdnio pelo gerador é de
100 mg/h, onde apds a mistura com a vazéo de agua do produto, atinge uma diluicao
de 0,2-0,8 ppm (mg/l) de ozbnio na agua.

Foram colocados 200 ml de agua ozonizada em frascos reagentes graduados
e esterilizados, que receberam simultaneamente 200 pl dos inéculos preparados.
Apo6s, homogeneizacgéao, 100 pl das amostras foram retirados, nos respectivos tempos:
10 s, 30s, 1 min e 2 min. O plagueamento das amostras foi feito em meio de cultura
Brain Heart Infusion Agar DIFCO® (BHI) para as bactérias e Sabouraud Dextrose Agar
OXOID® (AS) para as leveduras e fungos filamentosos, distribuidos com auxilio de
alca de Drigalski.

Como controle, 200 ml de agua sem o0zonio previamente esterilizada foram
introduzidos em frascos reagentes graduados e esterilizados, que receberam 200 pl
dos inéculos preparados no mesmo momento do ensaio com agua ozonizada. Apos,
a semeadura seguiu 0s mesmos parametros metodoldgicos descritos.

A incubacao das placas ocorreu por de 24 h a 35+2°C para as bactérias e
leveduras, e 48-72 h a 30+2°C para os fungos filamentosos. Registro de crescimento
foi documentado em nimero de unidade formadora de colénia (UFC/0,1ml) para grupo
tratado e controle.

Todos os testes foram feitos em duplicata, para cada microrganismo testado.

A concentracdo de oz6nio na agua para os testes acima descritos foi validada
por kit colorimétrico CHEMets® KIT Ozone (K-7404), seguindo-se a instru¢do do
fabricante.

Registros de temperatura e concentracdo de cloro foram monitorados.
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Resultados

A concentracdo de 0zonio na dgua, no momento dos testes, correspondeu de
0,5 a 0,6 ppm, com registros de temperatura de 21°C a 31°C, e concentracéo de cloro
de 0,2 a 0,5 mg/L.

A 4gua ozonizada produzida pela torneira mostrou atividade antimicrobiana
sobre 0s microrganismos analisados. Foi possivel observar que as placas estudadas
apresentaram reducdo parcial ou total, do numero de UFC em relacdo as placas
controles, para todos os tempos testados e em ambos o0s testes em
duplicata.Considerando-se os tempos avaliados frente as culturas de bactérias e
fungos expostas a agua com o0zbnio, em ambos os testes, foram observados
crescimento apenas para Epidermophyton floccosum e Microsporum canis, no tempo
de 10 s. Comparando com as placas controles, mesmo havendo crescimento,
observou-se uma reducédo no numero de UFC, sendo eliminados a partir do tempo de
30 s de contato com agua ozonizada (Quadro 4). As demais culturas de
microrganismos, apresentaram reducéo total do nimero de UFC a partir do tempo de

10 s, conforme quadro 4, 5 e 6.

Quadro 4 — Demonstracdo numerica da media aritmética das UFC dos fungos filamentosos

sobre as placas de Petri, nos tempos de 10 s, 30 s, 1 min e 2 min, em gua sem Oz (controle) e

com Os.
Controle —Sem O3 Com O;
Fungos filamentosos Tempo Tempo
10s 30s 1 min 2 min 10s 30s 1 min 2 min
Trichophyton rubrum 6 UFC 6 UFC 3 UFC 4 UFC 0 UFC 0 UFC 0 UFC 0 UFC
Epidermophyton floccosum | 18 UFC | 18 UFC 8UFC | 11UFC | 8UFC 0 UFC 0 UFC 0 UFC
Microsporum canis 2 UFC 4 UFC 2 UFC 2 UFC 1 UFC 0 UFC 0 UFC 0 UFC
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Quadro 5 — Demonstracdo nimerica da média aritmética das UFC das bactérias sobre as placas

de Petri, nos tempos de 10 s, 30 s, 1 min e 2 min, em &gua sem O3z (controle) e com Os.

Controle — Sem O; Com O3
Bactérias Tempo Tempo
10s 30s 1 min 2 min 10s 30s 1 min | 2min
Staphylococcus aureus =262 UFC | 156 UFC | =402 UFC | ~386 UFC |OUFC| OUFC | OUFC | OUFC
Pseudomonas aeruginosa ~840 UFC | =708 UFC | ~682 UFC | ~836 UFC |OUFC | OUFC | OUFC | OUFC
Escherichia coli ~372 UFC | =430 UFC | ~462 UFC | 591 UFC |OUFC | OUFC | OUFC | OUFC
’;lrzzsl:fg‘r’apé’:‘c’;"rggfeenemase ~430 UFC | ~254 UFC | =78 UFC | 84UFC |OUFC| OUFC | OUFC | 0UFC
Shigella flexneri ~576 UFC | =544 UFC | ~362 UFC | 476 UFC | OUFC | OUFC | OUFC | OUFC
Enterococcus faecium ~314 UFC | =268 UFC | 112 UFC | 107 UFC |OUFC| OUFC | OUFC | OUFC
Acinetobacter baumannii ~450 UFC | =340 UFC | =396 UFC | 381 UFC |OUFC | OUFC | OUFC | OUFC
fntsﬂf,zlfﬁ,-/; omonas ~506 UFC | ~646 UFC | ~582 UFC | ~443 UFC | OUFC | OUFC | OUFC | OUFC
Burkholderia cepacia ~422 UFC | =438 UFC | ~360 UFC | ~448 UFC |OUFC | OUFC | OUFC | OUFC
Salmonella enteritidis ~438 UFC | =316 UFC | 112 UFC | =282 UFC |OUFC| OUFC | OUFC | OUFC
Quadro 6 — Demonstracdo numerica da media aritmética das UFC das leveduras sobre as placas

de Petri, nos tempos de 10 s, 30 s, 1 min e 2 min, em agua sem O3z (controle) e com Os.

Leveduras Controle — Sem O3 Com O;

Tempo Tempo
10s 30s 1 min 2 min 10s 30s 1 min 2 min
Candida albicans 119 UFC | 125 UFC | 118 UFC | 116 UFC | 0 UFC 0 UFC 0 UFC 0 UFC
Candida parapsilosis 89 UFC | 88UFC | 75UFC | 59UFC | OUFC 0 UFC 0 UFC 0 UFC
Candida Krusei 46 UFC | 58 UFC | 57UFC | 30UFC | OUFC 0 UFC 0 UFC 0 UFC
Candida tropicalis 83 UFC | 84UFC | 61UFC | 93UFC | OUFC 0 UFC 0 UFC 0 UFC
Candida glabrata 122 UFC | 92 UFC | 120UFC | 56 UFC | O0UFC 0 UFC 0 UFC 0 UFC
Cryptococcus neoformans 85UFC | 58 UFC | 89 UFC | 90 UFC 0 UFC 0 UFC 0 UFC 0 UFC
Candida auris 131 UFC | 113 UFC | 85UFC | 66 UFC | 0UFC 0 UFC 0 UFC 0 UFC
Trichosporon asahii 61 UFC | 56 UFC | 58 UFC | 56 UFC 0 UFC 0 UFC 0 UFC 0 UFC
Geotrichum candidum 101 UFC | 89 UFC | 99 UFC | 92 UFC 0 UFC 0 UFC 0 UFC 0 UFC
Rhodotorula mucilaginosa 77 UFC | 74UFC | 68 UFC | 35UFC 0 UFC 0 UFC 0 UFC 0 UFC

Todas as culturas foram fotografadas. Apenas como demonstracdo, segue

abaixo a de Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase, com reducao total

do numero de UFC, guando em contato com 4gua ozonizada e agua normal.
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Figura 1 — Cultura de Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase sobre as placas de
Petri, nos tempos de 10 s, 30 s, 1 min e 2 min, em 4gua sem O3 (controle) e com Os.

10s 30s 1 min 2 min

Discussao

As praticas de limpeza e desinfeccdo (L/D) de ambientes, superficies e
equipamentos fazem parte dos programas de controle de infeccéo, na tentativa de
adequar o ambiente, minimizando o risco de doencas (HAN et al., 2015; FROTA, et
al., 2017; FURLAN et al., 2019). Neste cenario, 0 uso de desinfetantes é uma pratica
padrdo para o controle microbiano, incluindo &acido peracético ou clorexidina,
hipoclorito de sodio e formulacdes isoladas ou combinadas com peroxido de
hidrogénio (SATO et al., 2019). Tais métodos tém desvantagens, como o alto custo, a
préatica laboral de preparo, além do potencial para inalacdo dos vapores toxicos pelos
profissionais que atuam proximos aos produtos.( CHUGHTAI et al., 2019; WEST et
al., 2018).

A busca por novos produtos e métodos para a desinfec¢do de ambientes sé&o
importantes para facilitar a formulagéo e execucdo dos protocolos de desinfeccéo,
sendo que a 4gua ozonizada surge como um composto promissor controle microbiano
(BREIDABLIK et al., 2019). Neste estudo, foi possivel observar a 6tima perfomance

antimicrobiana do ozénio em sua forma de agua ozonizada.
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A acdo da &gua ozonizada, nos testes executados, apresentou acao
antimicrobiana com 10 segundos), contra fungos filamentosos, bactérias e leveduras.
As espécies, Epidermophyton floccosum e Microsporum canis, apresentaram
crescimento ap0s o contato com a 4gua ozonizada apenas em 10 segundos. Esta
acdo € relevante uma vez que quaisquer produtos quimicos de agdo antifungica,
comegam a atuar somente com 10 minutos de contato, conforme concentragéo das
formulagBes. Comparando-se o numero de UFC do tratado com o controle, o
crescimento foi inferior, com reducdo da carga microbiana. A literatura cientifica
considera que os fungos filamentosos sao mais resistentes ao ozonio do que as
leveduras, com capacidade de crescer e sobreviver a ambientes de umidade e
temperaturas extremos, com dispersdo de conidios (KIM et al., 1999; VEERDONK et
al., 2017). Aqui tem-se um dado divergente para duas espécies de fungo filamentoso,
uma vez que foram eliminados com pouco tempo de contato.

Diversos estudos vém sendo conduzidos com o proposito de investigar a
atividade antimicrobiana do gas 0z6nio contra fungos, sensiveis ou resistentes, com
diversidade de tempo de exposicao e concentracao. Variaveis foram analisadas para
inibicdo de leveduras, formacéo do tubo germinativo e biofilme, comprovando-se que
0 gas ozonio dentro de protocolos bem estabelecidos para tempo de exposicao,
sempre apresenta excelente atividade antimicrobiana (HUDSON, SHARMA, 2009;
MATHE, DIJCK, 2013; TORMIN et al., 2016; ZARGARAN, FATAHINIA, ZAREI
MAHMOUDABADI, 2017; FERRO et al.,, 2019; HAYRAN, DENIZ, AYDIN, 2020;
WOLHEIM et al., 2020). Ressaltam-se também estudos comprovando a atividade
antibacteriana do Oz, em diferentes concentracdes e tempos de exposi¢cao, seja in
vitro, agua potavel, odontologia e alimentos (VELANO et al., 2001; CAVALCANTE et
al., 2015; BELEGOTE et al., 2018; DING et al., 2019). ). Assim, a pesquisa atual
corrobora com o dados da literatura, demonstrando e comprovando a atividade
antimicrobiana da agua ozonizada sobre bactérias e fungos.

Os resultados estimulam a continuacdo das investigacdes, pois 0 uso de
solugbes contendo Oz, ou mesmo a sua utilizacdo na forma gasosa, quer como
desinfetante, quer como substancia asséptica, poderdo contribuir para a reducao da
transmissao desses microrganismos e até no desenvolvimento de novas modalidades
terapéuticas. Por ser um gas instavel, o 0zénio possui um tempo de meia vida curto,
aproximadamente 20,0 minutos em agua a 20,0°C (KHADRE, YOUSEF, KIM, 2001).
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A ocorréncia de microrganismos multirresistentes € uma preocupacao
crescente e preocupante dentro e fora do ambiente hospitalar, e com isso, devido ao
amplo espectro de agdo do Oz, pode ser utilizado para remover microrganismos
resistentes e genes de resisténcia do ambiente (WU et al.,, 2021). Com isso, €
importante destacar a atividade antimicrobiana da agua ozonizada sobre Klebsiella
pneumoniae carbapenemase, demonstrada neste estudo, uma vez que apresenta
resisténcia aos antibioticos carbapenémicos. Essa resisténcia tras preocupacao, pois
esta adaptacdo da bactéria ao medicamento dificulta a escolha do antibiético a ser
usado no tratamento dos pacientes internados no hospital, que € um local de facil e
rapida disseminacédo (DE PAULA et al., 2020). A ampla e rapida acdo antimicrobiana
da agua ozonizada, traz novo potencial de controle de bactéria resistente em ambiente

hospitalar.

O numero de relatos de infec¢gbes causadas por espécies de Candida néo-
albicans, como C. glabrata e C. Krusei é crescente. Além do que, estas espécies
apresentam resisténcia aos antifingicos, com destaque para a classe dos azolicos
(ROCHA et al., 2021). Neste estudo, a atividade fungicida da agua ozonizada sobre
estas duas espécies reforca o uso do 0z6nio na desinfeccéo de superficies e sendo
assim minimizando o risco de infec¢cdes causadas por essas duas espécies nao-

albicans.

Candida auris, um fungo emergente que representa uma série ameaca a saude
publica, pelo fato de ser multirresistente e se distinguir entre as leveduras do mesmo
género, pois se espalha facilmente em ambientes de salde, em contrapartida surtos
hospitalares de outras espécies de Candida ndo sdo comuns (MACHADO,
DALMOLIN, BRANDAO, 2021). Em nosso estudo, a 4gua ozonizada apresentou
atividade fungicida sobre Candida auris, no tempo de 10 s, com reducédo total do
numero de UFCs. A agua ozonizada surge como um composto promissor que podera
diminuir e freiar a disseminacéo desta espécie fungica, a despeito de seu padrao de

resisténcia aos antimicrobianos utilizados na pratica clinica.

A ingestdo de alimentos que ndo atendem aos padrdes sanitarios, seja por
representarem perigos fisicos, quimicos e, principalmente, biolégicos, sdo um risco
iminente a seguranca alimentar, sendo a contaminagao por agentes biol6gicos a maior
causadora dessas doencas (SORAGNI, BARNABE, MELLO, 2019). Na industria os
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métodos de sanitizacdo de superficies e matérias primas ou biologicas, se fazem
necessarios para evitar que o produto contaminado seja liberado, causando graves
prejuizos a saude, e uma perda econdmica drastica. A importancia de um processo
adequado de sanitizacdo, nas superficies de contato durante a manipulacdo de
qualquer procedimento, diminui os riscos de contaminacao. Nesta perspectiva a 4gua
ozonizada surge também como um importante antimicrobiano, para a prevencao dos
processos industriais em geral, podendo reduzir a carga microbiana. O presente
estudo demonstrou reducédo total do numero de UFCs de Salmonella enteritidis e
Shigella flexneri, no tempo de 10 s em contato com a agua ozonizada. Os resultados
apresentados neste estudo sdo promissores para a utilizagdo nos processos de
desinfeccdo e sanitizacao das superficies, seja para a area industrial ou hospitalar.

Acinetobacter baumannii vem assumindo importante papel nos processos
infecciosos, e inUmeros séo os relatos de surto de infeccdo hospitalar no mundo. O
uso extensivo de terapia antimicrobiana em hospitais tem contribuido para a selecéo
e para o aumento no numero de isolados de A. baumannii multirresistentes aos
antimicrobianos, inclusive aos carbapenémicos, dificultando o tratamento (HARDING,
HENNON, FELDMAN, 2018). Por fim, outro patégeno oportunista preocupante,
Burkholderia cepacia, com alto potencial para causar infec¢des respiratorias graves
em pacientes com doencas subjacentes, a saber, fibrose cistica e doenca
granulomatosa crbnica. Além disso, apresentam uma resisténcia inerente a
antibidticos e antissépticos (TAVARES et al., 2020). Destaca-se a excelente atividade
antimicrobiana da agua ozonizada para esses dois grupos de microrganismos citados,

sendo eliminados também no tempo de 10 s.

Concluséao

Este estudo comprova a potente atividade antimicrobiana da agua ozonizada,
produzido por uma torneira comercial. Esta pesquisa fornece uma nova perspectiva
para controle microbiano, com potencial atividade para efeito antiséptico ou

desinfetante.

Considera-se a vantagem de que o 0z6nio dissolvido em agua, rapidamente se

dissocia, sem deixar residual para o ambiente. A incorporacdo da agua ozonizada aos
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protocolos de higiene e desinfec¢do hospitalar € um método barato, e de producgéo
continua, sem que haja preparo prévio, isto é, apenas com a abertura do sistema

gerador de oz6nio integrado a torneira, o ozénio é gerado.

A utilizacao do ozénio no controle de microrganismos, podera diminuir as taxas
de permanéncia e disseminacao de patdgenos nas unidades de salde, até mesmo de
bactérias multirresistentes de conhecida e ampla presenca em ambientes hospitalares
ou ainda de microrganismos de moderada ocorréncia, mas que inspiram cuidados por

sua alta capacidade de resisténcia aos farmacos como € o caso da Candida auris.
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AGUA OZONIZADA NA DESINFECCAO DE SUPERFICIE HOSPITALAR DE ALTO
CONTATO: EFICACIA DE REMOCAO MICROBIANA

OZONIZED WATER IN HOSPITAL HIGH-TOUCH SURFACE DISINFECTION:
EFFECTIVENESS OF MICROBIAL REMOVAL

AGUA OZONIZADA EN LA DESINFECCION DE SUPERFICIES HOSPITALARIAS DE
ALTO CONTACTO: EFECTIVIDAD EN LA ELIMINACION DE MICROORGANISMOS

Resumo

Objetivo. Analisar a eficacia da &gua ozonizada na eliminacao de microrganismos presentes em
superficies hospitalares, buscando contribuir no aperfeicoamento dos protocolos hospitalares
de desinfeccdo.

Métodos. Cinco superficies (mesa proxima ao leito, puxador da gaveta, monitor, bomba de
infusdo e lateral da cama) de 19 leitos de Unidades de Terapia Intensiva foram avaliadas quanto
a presenca de microrganismos antes e apos limpeza com agua ozonizada produzida por torneira
especializada.

Resultados. Todas as superficies testadas estavam contaminadas com microrganismos. Em
todas elas houve reducéo significativa da carga microbiana apos limpeza com agua ozonizada,
variando de 78,8% a 98,7% de reducéo.

Concluséo. Mais estudos sdo necessarios para determinar o protocolo ideal, porém a agua
ozonizada mostrou ter potencial para reduzir significativamente a contaminacao microbiana de
superficies hospitalares e pode ser considerada uma estratégia adjuvante para compor
estratégias de limpeza e desinfeccao.

Descritores: Oz6nio; Servigo Hospitalar de Limpeza; Fémites; Contaminagéo Bioldgica.

Abstract

Obijective. To assess the effectiveness of ozonized water in eliminating microorganisms present
on hospital surfaces and, consequently, to contribute to the improvement of hospital
disinfection protocols

Methods. Five surfaces (table next to the bed, drawer handle, monitor, infusion pump) of 19
beds of Intensive Care Units were evaluated for the presence of microorganisms, before and
after cleaning with ozonized water produced by a specialized faucet.

Results. All surfaces tested were contaminated with microorganisms. In all of them, there was
a significant reduction in the microbial load after cleaning with ozonized water, ranging from
78.8% to 98.7% reduction.

Conclusion. More studies are needed to determine the ideal protocol, but ozonized water has
shown to have the potential to significantly reduce microbial contamination of hospital surfaces,
and it can be considered an adjuvant strategy to include in cleaning and disinfection strategies.

Keywords: Ozone; Housekeeping, Hospital; Fomites; Biological Contamination.
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Resumen

Objetivo. Analizar la efectividad del agua ozonizada en la eliminacion de microorganismos
presentes en superficies hospitalarias, buscando contribuir a la mejora de los protocolos de
desinfeccion hospitalaria.

Método. Se evalué la presencia de microorganismos en cinco superficies (mesa cercana a la
cama, manija de cajon, monitor, bomba de infusion) de 19 camas en Unidades de Cuidados
Intensivos, antes y después de la limpieza con agua ozonizada producida por grifo
especializado.

Resultados. Todas las superficies probadas estaban contaminadas con microorganismos. En
todas ellas hubo reduccion significativa de la carga microbiana después de la limpieza con agua
ozonizada, variando entre un 78,8% y un 98,7% de reduccion.

Conclusion. Se necesitan mas estudios para determinar el protocolo ideal, pero el agua
ozonizada ha demostrado tener el potencial de reducir significativamente la contaminacion
microbiana de las superficies hospitalarias y puede considerarse una estrategia adyuvante para
componer las estrategias de limpieza y desinfeccion.

Palabras clave: Ozono; Servicio de Limpieza en Hospital; Fomites; Contaminacion Biologica.

Introducéo
As infeccbes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) estdo associadas a

microrganismos multirresistentes que podem prolongar o tempo de internacdo, aumentar as
taxas de mortalidade e os custos hospitalares, sendo importante ameaca a satide plblica.* Além
da atuacéo dos proprios profissionais da satde na transmissao de patdgenos entre pacientes, as
superficies de alto contato também atuam como significativas fontes de transmissdo. Neste
contexto, a limpeza e desinfeccdo eficiente dessas superficies atuam como estratégia para
prevenir as IRAS.?

As superficies de alto contato proximas ao paciente apresentam grande carga
microbiolégica e podem contribuir para a transmissao secundaria a outros pacientes por contato
direto ou veiculadas pelas médos de profissionais de salde e visitantes.> Por outro lado,
patdgenos também podem ser transmitidos por um ocupante anterior do quarto infectado ou
colonizado, aumentando o risco de infec¢do aos ocupantes subsequentes, em duas ou mais
vezes. Por isso, a descontaminacdo dos quartos e leitos € fundamental para reduzir e prevenir a
transmissdo de patdgenos no ambiente hospitalar.*

Métodos de limpeza e/ou desinfeccdo ambiental, bem como uso de produtos com
potencial antimicrobiano, sdo adotados para prevenir a manutencdo de micro-organismos no

ambiente hospitalar com exclusdo dos reservatorios.®
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Os protocolos padrdes de desinfeccdo de materiais e areas hospitalares utilizam
desinfetantes quimicos aplicados de modo manual, 0 que pode gerar variagfes na forma de
execugdo. Como por exemplo, alteracdes relacionadas as dilui¢Ges, tempo de acdo e a ordem
da aplicacdo dos produtos, o que pode decorrer em falhas nos processos de desinfeccéo.?

Devido a essas limitacdes, novas tecnologias de desinfeccdo sdo estudadas e
desenvolvidas para tornar os processos de limpeza e desinfeccdo mais eficazes para combater
microrganismos de ambiente hospitalar. Nesta perspectiva, 0 0zonio apresenta esse potencial
por ser um agente oxidante que afeta diretamente as células microbianas de bactérias, fungos e
protozodrios, além de danificar a estrutura dos virus, mesmo em baixas concentracfes e com
pouco tempo de acdo. De fato, este gas é uma forma alotropica do elemento oxigénio, formado
por trés atomos ligados covalentemente com angulo de 127° entre eles, muito instavel Em
associagdo com a agua, o potencial biocida é observado sobre biomoléculas, proteinas, acidos
nucléicos, carboidratos e lipideos de diversos microrganismos.’

Atualmente, o 0zbnio vem sendo empregado em associagdo com solugdo salina, com
dgua, Oleo e, mais frequentemente, na sua forma gasosa.® O ozonio gasoso tem sido
potencialmente considerado para desinfetar ambientes hospitalares, uma vez que pode penetrar
facilmente na maioria das areas e superficies.®

As propriedades antimicrobianas da agua ozonizada em processos de desinfecgcdo foram
descritas, com sua eficiéncia na reducdo da carga microbiana em tratamentos endoddnticos®,
em alimentos'® e em tratamentos para agua potavel’', e, no atual contexto de pandemia,
demonstrada a atividade antiviral contra o virus causador da COVID-19.12 Assim, a agua
ozonizada é referida como alternativa aos desinfetantes tradicionais a base de alcool e liquidos
utilizados na desinfeccdo das maos.:®

O uso de &gua ozonizada nunca foi implantado nos estudos sistematizados juntos ao
ambiente hospitalar, com énfase ao combate de agentes infecciosos e consequente desinfec¢do
de superficies. Assim, este estudo objetivou analisar a eficacia da &gua ozonizada na eliminacéo
de microrganismos presentes em superficies hospitalares, buscando contribuir no

aperfeicoamento dos protocolos hospitalares de desinfeccao.

Método
Tratou-se de um estudo quantitativo, descritivo e exploratério, realizado antes e apds o

processo de limpeza/desinfeccdo de superficies com agua ozonizada, considerando cinco

superficies de 19 leitos de Unidades de Terapia Intensiva em um hospital terciario do interior
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do estado de S&o Paulo. Como alvos do tratamento, foram incluidos: a grade lateral da cama, a
mesa acessoria proxima ao leito, o puxador da gaveta, 0 monitor e a bomba de infusdo,

obedecendo aos procedimentos normativos padrdes de higiene e limpeza hospitalar, Figura 1.

Figura 1. Areas delimitadas para coleta. a) lateral de cama; b) gaveta; c) mesa acessoria; d)
monitor; e) bomba de infus&o.

Um quadrante de 10 cm? foi utilizado como area demarcada para coleta antes e apos o
tratamento com agua ozonizada. Inicialmente, um imprint foi destinado em um dos lados do
quadrante, em cada superficie, por meio de pressionamento, por 10 segundos, da placa
RODAC™ (com inibidor do quaternario de amdnio), permitindo a contagem da carga
microbiana inicial, sendo considerado como o controle.

O protocolo para aplicacdo da agua ozonizada, considerou-se trés friccdes das
superficies como descritas no estudo de Rigotti & Ferreira (2015)°. Foram utilizados tecidos
ndo tecidos (TNT) umedecido com &gua ozonizada, produzida por torneiras DOCOL®,
instaladas proximas aos leitos. De cada torneira, a concentracdo do oz6nio na agua era
monitorada com o auxilio do conjunto colorimétrico CHEMets® KIT Ozone (K-7404),

seguindo-se a instrucdo do fabricante, Figura 2.
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CHEMets

/

Figura 2- Conjunto colorimétrico CHEMets® KIT Ozone (K-7404).

Apos 5 minutos da aplicacgéo e friccdo da dgua ozonizada nas superficies, novo imprint
por pressionamento da placa RODAC™ era feito seguindo 0s mesmos critérios, porém na area
oposta do quadrante delimitado. Este cuidado garantiu a analise sem viés quanto a reducéo da
carga microbiana por agdo mecéanica da coleta inicial.

Apos as coletas, as placas foram acondicionadas em caixas herméticas e transportadas
ao Laboratdrio de Microbiologia, do Departamento de Doencas Infecciosas e Parasitarias, da
Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto (FAMERP), para 0 processamento
microbioldgico. As placas RODAC™ foram incubadas por até sete dias, em estufa
bacteriolégica a 35°C, com subsequente contagem dos microrganismos (fungos filamentosos,
leveduras e bacteérias), caso presentes.

Para a analise estatistica, inicialmente utilizou-se o teste de normalidade de Shapiro-
Wilk, que mostrou que os dados ndo seguiam distribui¢cdo normal. Assim, o teste de Wilcoxon
foi realizado para comparacdo das médias de contagem de UFC antes e apds a limpeza com

agua ozonizada, com valor-p < 0,05 considerado significativo.

Resultados
A analise da quantidade de 0zdnio na agua foi realizada no momento de cada coleta,

com registros que variaram entre 0,5 e 0,6 ppm.

Os dados obtidos das culturas mostraram que, inicialmente, todas as superficies testadas
estavam contaminadas com microrganismos, com ampla variacdo da contagem de unidades
formadoras de coldnias (UFC), com nivel de contaminag&o entre 1 e 190 UFC, por amostra. A

média de UFC para cada superficie foi de 47 coldnias, para a grade; 44, para o monitor; 31,
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para a gaveta; 25, para a bomba; e 22, para a mesa. Apos higienizagdo com agua ozonizada,
todas as superficies demonstraram uma diminuigdo significativa da carga microbiana (Figura
1). O percentual médio de reducdo microbiana pés-higienizacédo foi: 98,66%, para o monitor;
96,19%, para bomba; 83,33%, para a gaveta; 83,26%, para a grade; e 78,82%, para a mesa.
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Figura 1. Contagem de UFC das superficies testadas, antes e ap0s a higienizacdo com agua
ozonizada. As barras correspondem as medias, as linhas correspondem ao desvio padrdo e, o

asterisco, as diferencas estatisticamente significativas.

Discusséao
Os protocolos de higiene e limpeza hospitalar atuais vém sendo analisados e

despontando como atividade essencial, ndo s6 para seguranca do paciente, mas dos profissionais
de salde. A busca de melhores recursos e aperfeicoamento de atividades de limpeza e
desinfeccdo tornam-se obrigatoriedades cada vez mais importantes, uma vez que falhas nos
processos podem ter como consequéncia a disseminacao de microrganismos do ambiente para
0 paciente, colocando em risco a seguranca de todos. Estudos tém demonstrado que atencédo
sobre higienizacdo hospitalar, classificacdo das areas, produtos, métodos e técnicas de execucao
das atividades, frequéncia de execucdo do servico, se constituem como boas praticas, porém
muitas variaveis comprometem a qualidade final dos protocolos padrdes.'* No atual estudo, fica
comprovada a existéncia de quebra de barreiras no ambiente original estudado, uma vez que

todas as amostras de diferentes superficies apresentaram crescimento de bactérias.
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A unidade de realizagdo do estudo foi UTI, sendo que alguns leitos passaram por
limpeza concorrente e outros limpeza terminal antes do momento da coleta. Como
consequéncia, foram registradas amplas variagcdes quanto as unidades formadoras de col6nias
das éareas originais (antes da limpeza com agua ozonizada). Em qualquer um destes
procedimentos, o tratamento fisico/mecéanico e o quimico, com quaternarios de amonio,
constituiram as préaticas de limpeza e desinfeccdo de superficies. Conforme demonstrado em
estudos anteriores, a permanéncia de microrganismos em superficies, tem como causa multiplos
fatores, a saber: falhas dos processos que atuem 0s recursos humanos, produtos quimicos sem
efetividade, bem como indutores de resisténcia antimicrobiana, e constante fonte humana e
ambiental de microrganismos de colonizagdo ou infecgdo. %

A acdo da agua ozonizada apresentou alto poder degermante, imediatamente a sua
formacdo, com tempo répido de acdo contra bactérias, fungos e virus. Devido ao seu amplo
espectro de acdo, o 0zonio pode ser utilizado para remover bactérias resistentes e genes de
resisténcia do ambiente. 8

Outra vantagem do uso do 0zonio pode estar no controle de biofilmes bacterianos. Um
estudo mostrou resultados promissores do uso da agua ozonizada para remocdo de biofilmes
bacterianos, porém na area alimenticia.'® Estudos adicionais ainda sdo necessarios para avaliar
a atividade da agua ozonizada sobre biofilmes em ambientes hospitalares, assim como as
concentracOes ideais de o0zbnio e o tempo de exposicdo. Dados preliminares de um estudo
realizado por nosso grupo de pesquisa comprovou que, apos 10 segundos de contato, houve
reducdo parcial ou total de células microbianas, mesmo para grupos de origem hospitalar e
resistentes aos antimicrobianos, como exemplo, Klebsiella pneumoniae produtora de

carbapenemase (dados submetidos para publicacdo).

Conclusdo
Em conclusdo, este estudo demonstrou que superficies de hospitalares de alto contato

estdo sujeitas a contaminacao por microrganismos, mesmo apos passarem pelos protocolos de
limpeza convencionais. A agua ozonizada mostrou ter potencial para reduzir significativamente
a contaminacdo microbiana dessas superficies. Apesar de mais estudos serem necessarios, essa
pode ser considerada uma estratégia adjuvante, factivel para compor estratégias de limpeza e

desinfeccdo.
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4 CONCLUSOES

Considerando-se os resultados obtidos nestes estudos, pode-se concluir que:

- A agua ozonizada produzida por uma torneira comercial, na concentracéo de 0,5 a
0,6 ppm apresenta eficacia na remocdo de microrganismos presentes em superficies
hospitalares.

- As superficies hospitalares, mesmo ap0s passarem por protocolos de limpeza, estdo
sujeitas a contaminacao por microrganismos. Sendo assim, a gua ozonizada mostra-
se como um composto promissor para ser utilizado como estratégia adicional aos
protocolos de limpeza e desinfeccéo de superficies hospitalares.

- A especificidade da ac&o antimicrobiana da agua ozonizada, contra bactérias Gram
positivas e Gram negativas, abre novas perspectivas de controle de microrganismos
em superficies animadas ou inanimadas.

- A acao antimicrobiana da agua ozonizada contra fungo filamentosos de importancia
clinica, é de extrema importancia, pois ambientes hospitalares que recebem pacientes
imunossuprimidos poderdo passar por processos de desinfeccdo, minimizando a
transferéncia destes organismos.

- A acao surpreendente da agua ozonizada contra Candida auris podera despertar
interesse aos setores publicos de saude, uma vez que sua permanéncia em ambiente
podera expor a graves riscos a saude humana, evento de preocupacédo mundial.



