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RESUMO

Em servicos de saude, a garantia de qualidade é prioritaria. Neste cenério, a
permanéncia ou ocorréncia priméaria de micro-organismos é considerada a principal
fonte de contaminacdo ou infeccdo em humanos. Além do que, as infeccdes
fungicas tiveram enorme importancia nos ultimos anos, com destaque para as
espécies: Candida albicans e Aspergillus fumigatus. O uso do gas o0z6nio (O3) pode
elevar os padrdes de qualidade do ar e superficies por reducdo da carga microbiana,
dada a oxidacdo de compostos e, consequentemente a morte celular, sem deixar
residuos toxicos. Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o
efeito antimicrobiano do gas O3 sobre ar e superficies de ambientes. Para isto, foram
utilizados dois equipamentos geradores de Oz da OZON®, em dez salas, onde foram
coletadas amostras com swab antes e apds o Oz, sobre superficies de bancadas,
paredes e chéo, no tempo de uma hora. O ar ambiental também foi avaliado, com
uma placa de meio de cultura aberta contendo Brain Heart Infusion Agar DIFCO®
(BHI) em todas as salas, antes e apds o Os. A atividade antifungica foi testada, por
meio de placas contendo BHI, contaminadas com culturas de C. albicans e A.
fumigatus e avaliadas pelos dois aparelhos geradores de O3, pelo tempo de uma
hora, sobre as variaveis: distancias, direcionamentos e ar condicionado ligado e
desligado. Os resultados foram obtidos com base no numero de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC). Os dois aparelhos mostraram atividade
antimicrobiana, com diminuicdo do numero de UFC, comparadas as placas
controles. As superficies de chédo e bancadas apresentaram maior nimero de UFC,
e ao mesmo tempo, maior inibicdo pelo Os;. Observou-se uma associabilidade entre
as distancias e direcionamentos, interferindo assim na atividade antifingica
produzida pelo Os. A levedura C. albicans mostrou-se mais sensivel ao O3 do que o
fungo filamentoso A. fumigatus. Ressalta-se ainda que, os testes realizados com o
ar condicionado desligado apresentaram melhor atividade antifingica, independente
da espécie e aparelho ozonizador. Este recurso rapido, de facil conducéo, podera
compor os protocolos de higienizacdo e desinfeccao hospitalar, uma vez que, micro-

organismos sao eliminados das superficies e ar.

Palavras—chave: Oz6nio. Ozonizagdo. Desinfec¢do. Qualidade do ar. Candida

albicans. Aspergillus fumigatus.



ABSTRACT

One priority in health services is to guarantee quality. In this setting, the occurrence
or permanence of microorganisms is considered the main source of contamination or
infection in humans. Hence, fungal infections have been considered of great
importance in recent years, especially those involving the species: Candida albicans
and Aspergillus fumigatus. The use of ozone gas (Os3) can raise air and surface
guality standards by reducing the microbial load by the oxidation of compounds and,
consequently, cell death without leaving toxic waste. Therefore, the present work
aimed to evaluate the antimicrobial effect of O3 gas on air and ambient surfaces.
Swab samples were collected from the surfaces of laboratory workbenches, walls
and floors of ten rooms before and after two OZON® O3 generators were used for
one hour. Ambient air was also evaluated with open Petri dishes containing culture
medium containing DIFCO® Brain Heart Infusion Agar (BHI) in all rooms, before and
after decontamination using Oz. Antifungal activity was tested using well plates
containing BHI contaminated with cultures of C. albicans and A. fumigatus treated for
one hour using the two Oz generators in respect to the distance and direction, and
whether the air conditioning was turned on or off. The results report the number of
colony forming units (CFU). The two devices displayed antimicrobial activity, with a
decrease in the number of CFUs compared to control well plates. The floor surfaces
and workbenches presented higher numbers of CFUs, and at the same time, greater
inhibition by Os;. In the air decontamination tests, an association was observed
between the distance and direction of antifungal activity produced by the Oj;
generators. The yeast C. albicans was more sensitive to O3 than the filamentous
fungus A. fumigatus. Tests carried out with the air conditioning turned off had better
antifungal activity than with the air conditioning on, independent of the species and
the ozonation generator. These fast and easy-to-use devices can be used for
disinfection protocols of hospitals, as microorganisms are eliminated from work

surfaces and from the air.

Keywords: Ozone. Ozonation. Disinfection. Air quality. Candida albicans.

Aspergillus fumigatus.
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1 INTRODUCAO

As infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) tém aumentado em
todo o mundo, principalmente associadas a micro-organismos resistentes (SALES et
al., 2014). IRAS compreendem qualquer infeccdo que se adquire apds a entrada do
paciente no hospital e podem ocorrer durante a internacdo ou logo apds a alta,
desde que hajam relagdo com a internacdo ou com os procedimentos feitos durante
o0 periodo. Também podem estar relacionadas com procedimentos feitos em
consultérios, ambulatorios e unidades de atendimento a saude (RATTI; SOUSA,
2009; RENNER; CARVALHO, 2013). Representam um problema de saude publica,
por aumentar as taxas de mortalidade, morbidade, o periodo de permanéncia dos
pacientes no hospital e os gastos do tratamento (SOUZA et al., 2015).

O ambiente atua na transmissdo de micro-organismos, sobretudo o0s
multidrogas-resistentes, onde a contaminacdo de superficies inanimadas sé&o
potenciais reservatorios de micro-organismos. Os equipamentos e as superficies de
areas hospitalares desempenham um papel na disseminacdo de IRAS, como
reservatorios secundarios, capazes de promover contaminagcdo cruzada. As maos
dos profissionais da saude correspondem ao meio mais comum de transferéncia de
patogenos (FERREIRA et al., 2013). O uso de condicionadores de ar em ambientes,
mantem o ar reciclado com contaminantes biol6gicos ou bioaerossois, propiciando a
colonizacéo e contribuindo para surtos de IRAS, por meio da contaminacao de filtros
de ar condicionado por esses agentes (SILVA et al., 2013).

Nota-se nos ultimos anos que as infeccdes fungicas tém aumentado, e com
iSso, passaram a ter uma enorme importancia em instituicbes de assisténcia a
saude, devido as elevadas taxas de mortalidade e morbidade. Apesar de novas
espécies fungicas serem identificadas, as infeccbes mais predominantes sao
causadas por Candida albicans e Aspergillus fumigatus (NAKAMURA; CALDEIRA;
AVILA, 2013; PARAMYTHIOTOU et al., 2014).

A levedura Candida albicans faz parte da microbiota humana normal, mas
guando acontece uma ruptura do equilibrio biolégico, por condicdes predisponentes,
sejam patologicos, mecanicos, fisiologicos ou imunolégicos, podem causar
infeccbes. A formacdo de biofilme € um dos mais importantes mecanismos de

viruléncia, e devido a essa estrutura, os antifangicos mostram uma susceptibilidade
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reduzida (MATHE; VAN DIJCK, 2013; MAYYER; WILSON; HUBE, 2013; SANTANA
et al., 2013).

No ambiente hospitalar, outro agente infeccioso oportunista relevante € o
Aspergillus fumigatus, sendo a segunda infeccdo fungica mais comum. Este fungo
caracteriza-se como organismo ubiquo, presente em diversos nichos ambientais,
sendo principal causador de doencas respiratérias e alergias. Mediante a producéo
de metabdlitos secundarios e producédo de bombas de efluxo, esta espécie torna-se
um patdgeno de importancia clinica, devido aos fatores de viruléncia e resisténcia
antifingica (KWON-CHUNG; SUGUI, 2013; VAN DE VEERDONK et al., 2017).

A conservacdo do ambiente biologicamente seguro para a prevencao das
IRAS, especialmente por contaminacdo cruzada, é essencial. Assim, as maos dos
profissionais da saude, devem ser monitoradas quanto a higienizacao. Além disso, &
fundamental que as praticas de limpeza e desinfeccdo (L/D) de ambientes, bem
como as superficies e equipamentos, facam parte dos programas de controle de
infeccdo, reduzindo o risco de IRAS, cujo objetivo é reduzir a carga microbiana
(FERREIRA et al., 2013; HAN et al., 2015; RUTALA et al., 2013).

Existe uma preocupacao em relacdo a protecdo dos profissionais de saude
gue trabalham nos hospitais, pois 0s agentes quimicos usados para L/D tém
causado sérios impactos ambientais e danos a saude humana. Esses problemas
estdo relacionados a toxicidade, as praticas e habitos laborais e a vulnerabilidade da
populacdo exposta, conforme a frequéncia e tempo de exposicdo. Além de que, a
utilizacdo indiscriminada de desinfetantes tem provocado a selecdo dos micro-
organismos como resposta (CORREIA et al., 2013; FRENCH, 2004; OMIDBAKHSH;
SATTAR, 2006). Essa resisténcia da-se por fatores intrinsecos do organismo, pelo
aumento de tolerancia ou resisténcia adquirida por alteracdo genética (AVANCINI;
BOTH, 2017). Diante desta realidade, a busca por novos agentes antimicrobianos é
fundamental, na tentativa de ajudar e prevenir as doencas infecciosas causadas por
esses micro-organismos presentes nos ambientes.

Tornou-se evidente nos ultimos anos o uso do gas Oz como elemento quimico
para controle antimicrobiano em diversas areas. Devido ao seu alto poder oxidante
se destaca como composto Util para desinfeccdo e/ou esterilizacdo. Na oxidacao de
materiais bioldgicos, o efeito bactericida do O3 é maior que o cloro. O Oz atua sobre
bactérias, virus, helmintos e fungos, por meio da oxidagdo da parede celular,

membrana citoplasméatica e demais constituintes da estrutura celular microbiana,
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ocasionando a sua destruicdo e resultante morte celular (MARTINS; KOZUSNY-
ANDREANI; MENDES, 2015; TORMIN et al., 2016).

Dentre algumas aplicacdes do Oz, podemos citar: no tratamento de agua
(CARDOSO et al., 2003; KOROL et al., 1995; UMAR et al., 2013); alimentos (KIM;
YOUSEF; CHRISM, 1999; MURRAY et al., 2018; PONCE et al., 2010; SANTOS et
al., 2016; YESIL et al., 2017); efluentes (OTURAN; AARON, 2014; WU et al., 2012);
ambientes e superficies (CAVALCANTE et al., 2014; GARCIA et al., 2008; PINTO et
al., 2007); na area da saude: em residuos de servicos hospitalares (MARTINS;
KOZUSNY-ANDREANI; MENDES, 2015), na desinfeccdo de maquinas de
hemodialise (CANADA et al.,, 2014), na odontologia (FERREIRA et al., 2013;
OLIVEIRA; MENDES, 2009) e para fins terapéuticos (CARVALHO; BRIOSCHI;
TEIXEIRA, 2015; MANOTO; MAEPA; MOTAUNG, 2018).

Desta forma, o Oz mostra-se um composto promissor para controle
antimicrobiano. Considerando o surgimento de micro-organimos resistentes aos
antimicrobianos convencionais e, consequentemente, desinfetantes disponiveis no
mercado, utilizados nas Instituicbes de Assisténcia a Saude, o emprego do O3 como
agente desinfectante € uma opcao efetiva e de baixo custo. No entanto, sao

necessarias mais pesquisas para evidenciar suas possibilidades e restricées de uso.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histérico-oz6nio

Em 1839, estudando a decomposicao eletrolitica da agua, o ozonio foi
descoberto por Christian Friedrich Schonbein e s6 apdés duas décadas ficou
evidentemente identificada a composicédo triatbmica do ozénio, contendo somente
oxigénio (LAPOLLI et al., 2003). Meritens, em 1866, o reconheceu como potente
desinfetante de agua (LANGLAIS; RECKHOW; BRINK, 1991; LAPOLLI et al., 2003).

A primeira aplicagdo do ozbnio, em grande escala, ocorreu em 1893, no
tratamento de agua em Oudshoorn, na Holanda (LANGLAIS; RECKHOW,; BRINK,
1991; LAPOLLI et al., 2003). Em 1897, o quimico Marius Paul Otto criou a primeira
companhia especializada na construgcdo e instalagdo de equipamentos de
ozonizacédo, para este fim (LAPOLLI et al., 2003). A partir deste 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; Sdo Petesburgo, na antiga Unido Soviética e Madri, nha Espanha
(LANGLAIS; RECKHOW,; BRINK, 1991). Logo toda a Europa adotou o uso do 0zénio
no tratamento de agua para abastecimento publico (GRAHAM, 1997; GUZEL-
SEYDIM; GREENE; SEYDIM, 2004).

Em 1982, o FDA (Food and Drug Administration) certifica o0 0zénio como um
produto seguro (“General Recognized As Safe” — GRAS) para o tratamento de agua
engarrafada (GUZEL-SEYDIM; GREENE; SEYDIM, 2004; RUSSEL; HUGO;
AVLIFFE, 1999). Na década de 90, o ozbnio foi assegurado como uma substancia
GRAS em produtos alimenticios pelos Estados Unidos, promovendo um crescimento
dessa aplicacdo no processamento de alimentos (GRAHAM, 1997).

A ozonizacao no Brasil passou a ser empregada a partir de 1983, 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 consiste em um método onde o 0zbénio-oxigénio € empregado como
agente terapéutico, em um grande numero de patologias. A ABOZ trabalha para que
esta pratica seja realizada de maneira legal, consciente, responsavel e ética
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE OZONIOTERAPIA, 2017).
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2.2 Producéao do ozonio

A reagdo para a geracdo do ozOnio é altamente endotérmica e néo
espontanea, onde uma molécula de oxigénio € dissociada e o oxigénio livre
resultante reage com outras moléculas de oxigénio, formando a molécula de oz6nio,
com grande gasto de energia (RUSSEL; HUGO; AVLIFE, 1999; USEPA, 1999;
VIDAL, 2003).

O ozobnio é formado espontaneamente em pequenas quantidades (0,05 mg/L)
guando a radiacdo ultravioleta, de origem solar, interage com 0 oxigénio, na
estratosfera. Na troposfera é produzida também uma pequena quantidade de
ozobnio, decorrente de reacdes fotoquimicas entre hidrocarbonetos, oxigénio e
nitrogénio, provenientes de industrias, automoveis, florestas e acdo vulcanica. Ao
contrario, 0 gas produzido assim, € instavel e decompde-se rapidamente
(HORVATH; BILITZKY; HUNTER, 1985).

Esse gas pode ser produzido sinteticamente por descarga eletroquimica,
conhecida como efeito corona (KHADRE; YOUSEF; KIM, 2001; RUSSEL; HUGO;
AVLIFFE, 1999). O equipamento € composto por dois eletrodos, que sdo submetidos
a diferentes potenciais de acéo, e a passagem de ar ou oxigénio puro entre os dois
eletrodos gera o Oz (GUZEL-SEYDIM; GREENE; SEYDIM, 2004; KHADRE;
YOUSEF; KIM, 2001;). E preciso gera-lo no local onde vai ser usado, em razéo de
sua grande instabilidade, pois 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 ozonio pelo efeito corona.

Figura 1 — Geracao do O3 pelo método de descarga corona.

A Calor
1

— Eletrodo (alta tensdo)

— Dielétrica

O, = Intervalo de descarga — >0,

—Eletrodo (baixa tensio)

1]
v Calor

Fonte: Adaptado de Rice et al. (1981).
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A formacao do ozénio a partir do ar, em geral, depende de um pré-tratamento,
gue compreende: filtragdo, compresséo, resfriamento e desumidificacdo. Ao
contrario, quando gerado a partir do oxigénio puro, é preciso um tanque de oxigénio
liquido, precedido de um evaporador (LAPOLLI et al., 2003).

2.3 Propriedades fisico-quimicas do oz6nio

O o0zbnio € uma molécula composta por trés atomos de oxigénio, sendo um
gas instavel, parcialmente solivel em &agua, de odor tipico e penetrante (DI
BERNARDO; DANTAS, 2005; LAPOLLI et al.,, 2003; RUSSEL; HUGO; AVLIFFE,
1999; SAINI, 2011). E facilmente detectado em temperatura ambiente, em
concentragdes baixissimas (0,01 a 0,05 mg/L) e se apresenta como um gas incolor.
Em concentracbes 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 estédo registradas as principais propriedades fisico-

guimicas do ozénio.

Tabela 1: Principais propriedades fisico-quimicas do ozonio.

Propriedades fisico-quimicas

Massa molar 48 Da
Massa especifica (0°C e 101,3 kPa) 2,154 kg/m3
Ponto de ebulicdo -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/m3
Temperatura critica -12,1 °C
Pressao critica 5,53 MPa

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

Em comparacdo a outros agentes oxidantes, o ozénio € o segundo mais
potente, devido ao seu alto potencial de oxidacdo (2,07 mV). Perde apenas para o
fldor (3,06 mV) (RUSSEL; HUGO; AVLIFFE, 1999; LAPOLLI et al., 2003; GUZEL-
SEYDIM; GREENE; SEYDIM, 2004). Na tabela 2 é mostrado o valor do potencial de

oxidacao do 0z6nio comparado a outros agentes oxidantes.
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Tabela 2: Agentes oxidantes e respectivos potenciais de oxidacao.

Agente oxidante Potencial de oxidagdo (mV)
Flaor 3,06
Ozobnio 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 solugdo aquosa, o ozdnio 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
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, o 0zonio além de ser mais
estavel, possui uma meia-vida de 12 horas no ar atmosférico, de acordo com a
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (DI BERNARDO; DANTAS,
2005; GRAHAM, 1997; RICE et al., 1981; RUSSEL; HUGO; AVLIFFE, 1999; VIDAL,
2003; WICKRAMANAYE, 1991).

2.4 Acao antimicrobiana do ozdnio

O ozobnio 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 micro-organismos pelo 0z6nio € um processo complexo, pois
ataca varios constituintes celulares: proteinas, lipidios insaturados, enzimas
respiratérias, peptideoglicano e acidos nucleicos (ARANA et al., 1999; BABLON et
al., 1991; HUNT; MARINAS, 1997; SEIDLER et al., 2008; VICTORIN, 1992; ZHANG
etal., 2011).
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A acdo do ozdnio sobre os micro-organismos ocorre pela oxidacado de
glicopeptideos, glicoproteinas e aminoacidos da parede celular, alterando a
permeabilidade e causando rapidamente a lise. Ao adentrar no interior da célula, o
O3 recombina-se com elementos citoplasmaticos, provocando a oxidacdo de
aminoacidos e acidos nucléicos, ocasionando a clivagem e resultante morte celular.
O O3 ataca também grupos sulfidrila de enzimas, ocasionando o colapso da
atividade enziméatica celular. Além disto, altera as bases puricas e pirimidicas dos
acidos nucléicos, como acontece com determinados virus, onde € destruido seu
RNA e ainda altera as cadeias polipeptidicas do capsideo protéico (HUNT;
MARINAS, 1999; MARTINS; KOZUSNY-ANDREANI; MENDES, 2015; TORMIN et
al., 2016).

Alguns fatores podem influenciar essa atividade antimicrobiana, como:
concentracdo do ozbnio, 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).

Diversos estudos listados a seguir (Quadro 1), comprovam as mais diversas
formas do uso do ozbnio na microbiologia. Nota-se que ndo ha um padrdo em
relacéo aos protocolos, em relacdo aos métodos de aplicacdo, concentracdo, tempo
de exposicdo, tipo de equipamento e muito menos 0s propodsitos a que Sao
destinados. No entanto, a acdo antimicrobiana € demonstrada nestas pesquisas.
Torna-se imprescindivel o desenvolvimento e a realizacdo de estudos controlados e
gue estabelecam dosagens especificas e melhorem os métodos e os resultados
obtidos.



Quadro 1 — Aplicagcbes do ozbnio na microbiologia.

Autor/Data Tipo de micro- Concentracao de Tempo de contato  Potencial de agéo Material testado
organismo ozbnio (Redugéo em log
ou contagem)
FINCH; SMITH,; Bactéria 4,4 a800 30 a 120 segundos 05a6,5 Populagéo de E. coli
STILES microgramas/L logaritmos (log)
(1988) em contagem
RAMIREZ et al. Bactéria 8% (p/p) 15 segundos 1 log Pele de frango
(1994) inoculada com
Salmonella
enteritidis
KOROL etal. Varias bactérias 0,33 mg/L 5 log Amostras de agua
(1995) inoculadas
artificialmente
TORRES; REGE Nao especificado 2,1 Partes por 95% Carcagas de frango
FERREIRA; milhdo (PPM)
RiMOLI
(1996)
DAVE et al. Bactéria 1,5 PPM 6 log Populagéo
(1998) de Salmonella
enteritidis em agua
destilada
KIM; YOUSEF; Bactérias 1,3 Milimolar 3 minutos 2 log Unidade Alface picada
CHRISM (mM) Formadora de
(1999) Colbdnia por grama
(UFC/g) em
contagem total
VELANO et al. Bactéria 100% Cepas
(2001) de Staphylococcus
aureus
CARDOSO et al. Micro-organismos 4 mg/L 2 minutos 13% a 100% Sanitizacdo de
(2003) aerobios galGes de agua de 20
heterotréficos Litros
/bactérias
NAGAYOSHI et Bactérias Viabilidade Dentes bovinos
al. diminuida contaminados
(2004a) com Enterococcus
faecalis e Streptococ
cus mutans
PEREIRA et al. Bactérias 0,4% (99,6% 1 hora 100% Escherichia coli,
(2005) restante de Staphylococcus
oxigénio) aureus e
Pseudomonas
aeruginosa na
concentragéo de 10*
UFC/mL
PINTO et al. Fungos ambientais 30 mgOs/h Superficie dos Sala de maturacéo de
(2007) queijos (0,74 queijos parmeséo
logso); superficie tipo Grana
das prateleiras
(0,91 logso); Ar
(1,5 |0g1o)
GARCIAcet al. Micro-organismos 30 minutos Micro-organismos  Descontaminacéo de
(2008) aerébios mesofilos; aerobios mesofilos salas cirtrgicas
fungos filamentosos (71,11%); fungos
e leveduras filamentosos e
leveduras
(98,38%)
HUTH etal. Bactérias e 1,25a20 1 minuto-culturas 5 pg/mL de Canais radiculares de
(2009) leveduras microgramas por plancténicas 0z0nio aquoso dentes
planctdnicas; mililitro (pg/mL) 10 minutos — eficaz para células
biofilme mono- biofilme plancténicas
espécie 20 pg/mL eficaz
para biofilme
PONCE et al. Meso6filos aerébios, 50 mg.L™" 30 e 60 minutos Reducéo Morangos
(2010) fungos filamentos, significativa em

leveduras e
coliformes

1,3 ciclos log a
contagem de
fungos e




leveduras.
Coliformes a 45
°C ndo foram
encontrados em
morangos apos a
aplicagdo dos
tratamentos de

sanificacdo
adotados.
BIALOSZEWSKI Biofilmes de 1,2 -3,6 pg/mL Menos Queda brusca de Cepas clinicas de
etal. bactérias de 30s células viaveis Staphylococcus
(2011) aureus e
Pseudomonas
aueruginosa
FONTES et al. Bactérias 20 pg de O3/ mL 5 Inibicdo do Escherichia coli,
(2012) minutos crescimento de Staphylococcus
todas as cepas aureus,
Enterococcus
faecalis, Klebsiella
pneumoniae,
Acinetobacter
baumannii e
Pseudomonas
aeruginosa na
concentragdo de 10°
bactérias/prato
CASE et al. Biofilme mono- 140 PPM 120 segundos Ineficaz na Canais radiculares de
(2012) espécie de bactéria eliminacéo total dentes extraidos
do biofilme,
porém util como
adjuvante na
desinfec¢do
KATTI; CHAVA Bactérias 2,40 mgl/Litro. 40 segundos Eficaz na redugéo Tecido periodontal
(2013) anaerdbias gram- (trés vezes na das bactérias de pacientes com
negativas semana, durante Porphymonas periodontite cronica
duas semanas) gingivalis,
Prevotella
intermedia,
Fusobacterium
nucleatum
CAVALCANTE Micro-organismos 0,03 mg.L™ 60 dias Ar de circulagéo e Sanitizacdo de
etal. aerébios mesdfilos superficies camaras frias para a
(2014) e fungos internas da estocagem de queijo
filamentosos camara, minas frescal
respectivamente,
0,81 e 1,01 ciclos
logaritmos
AL-SAAD et al. Biofilmes e células 0,1 mg / minuto 15a Reducéo de 99% Suspensdes de 1 x
(2015) planctonicas de 360 minutos de células 10° CFU/mL de S.
Staphylococcus planctdnicas em aureus e Biofilme
aureus 15 minutos de de S. aureus em
exposicéo. discos
Erradicacdo total de liga de titanio
do biofilme em
360 minutos de
eXposicao.
SANTOS et al. Fungos concentragao de 12,24, 36,48 e 60 Redugéo em 3,8 Gréos de arroz
(2016) filamentosos e 10,13 mg L, em horas ciclos log (100%) inoculados com
leveduras fluxo continuo de na contagem de Penicillium spp. e
1,0 L min* leveduras e Aspergillus spp.
inibicao total dos
fungos dos
géneros
Aspergillus e
Penicillium
YESIL et al. Bactéria 1,5 g de oz6nio por 30 minutos Populacdes Folhas de espinafre
(2017) kg de mistura de iniciais inoculadas com

gas

aproximadas de

10°,10" e 10> 0,2,
2,1e28log
CFU/g,

respectivamente e
emin6culoa 1,4 x

10° CFU/g: <3
MPN (maior que 3

Escherichia coli
0157:H7 em
populacdes iniciais

aproximadas de 10%,

107 e 10° CFU/g e

1,4 x 10° CFU/g (que
se aproxima do nivel

de contaminagéo
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log de reducéo natural)
MURRAY et al. Listeria 6 g/h 20 minutos Redugdo de 2,12 Macés
(2018) monocytogenes a 3,07 log UFC
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

> Avaliar o efeito antimicrobiano do gas ozénio sobre ar e superficies

presentes em ambiente experimental.

3.2 Objetivos especificos

> Avaliar e comparar a atividade antimicrobiana do gas oz6nio, gerado
por dois equipamentos, sobre o ar e superficies: chdo, bancadas e
paredes, em dez salas;

» Avaliar e comparar a atividade antifingica do gas ozonio produzido por
dois equipamentos geradores de Os;, sobre superficie de meio de
cultura contaminadas com Candida albicans e Aspergillus fumigatus,
em diferentes distancias e posicionamentos, em ambiente com ou sem

ar condicionado ligado;
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Resumo

Objetivo: Avaliar o potencial de desinfec¢do do gas 0zonio (O3) sobre o ar e superficies de
dez salas.

Métodos: Estudo transversal realizado em dez salas de um laboratorio de pesquisa. As
superficies demarcadas do chdo, parede e bancada foram avaliadas, quanto a presenca ou
auséncia de micro-organismos, a partir de coletas feitas com swab umedecido em &gua
destilada estéril, em dois tempos distintos, antes e apds a exposicdo do Oz gerado por dois
equipamentos distintos. Apds este procedimento, o swab foi inoculado na superficie do meio
de cultura Brain Heart Infusion Agar DIFCO® (BHI), seguindo-se a incubacgdo a 35°C por
24h. Para analise microbioldgica do ar, uma placa com BHI foi exposta aberta por uma hora,
para todas as salas, antes e ap0s o tratamento do gas Os e incubadas segundo 0s mesmos
critérios.

Resultados: A atividade antimicrobiana do O3 gerado por ambos 0s equipamentos foi efetiva
para todas as areas investigadas, com registros de reducdo do numero de Unidades
Formadoras de Coldnias (UFC). O potencial de desinfeccdo dos aparelhos foi avaliado e se
manteve proximo para os critérios de analise adotados, no entanto, alguns parametros das
areas investigadas apresentaram resultados com diferencas significativas de maior efetividade
do o0zbnio, com destaque as areas do chao e bancada.

Conclusdo: A ozonizagdo do ambiente para 0s critérios aqui investigados, se constitui como
um procedimento pratico, factivel de descontaminacdo de ar e superficies, podendo constituir
novos protocolos de higienizacdo para segmentos da area de saude. Adequacéo de tempo de
exposicdo e concentracdo do Oz poderdo melhorar os padrdes de desinfeccdo e ou
esterilizacdo de ambientes.

Descritores: Ozonio; Ozonizagdo; Desinfeccdo; Salas; Qualidade do ar
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Introducéo

O controle de infeccBes relacionadas a assisténcia & salde (IRAS) representa um
assunto relevante para a satide publica, motivo de morbidade, mortalidade e grandes custos.®
3)

O ambiente participa efetivamente na transmissdo de micro-organismos, onde a
contaminacdo de superficies inanimadas € o potencial reservatorio. Os equipamentos e
superficies de areas hospitalares exercem um papel na disseminacdo de IRAS, muitas vezes,
como reservatérios secundarios, sendo capaz de promover contaminacdo cruzada.” Neste
cenario, o uso de condicionadores de ar, como préatica de climatizacdo ambiental, mantem o ar
reciclado com particulas microbianas e aerossois, que comprometem a qualidade do mesmo, e
se constitui como fator de risco para doenca infecciosa.®

As préticas de limpeza e desinfec¢do (L/D) de ambientes, bem como a higienizagéo de
superficies e equipamentos, fazem parte dos programas de controle de infeccdo, na tentativa
de adequar o ambiente, minimizando o risco de doencas.*®” Neste cendrio, o uso de
desinfetantes é uma pratica padréo para o controle microbiano, incluindo a vaporizagdo com
formaldeido, acido peracético ou clorexidina, hipoclorito de sodio e formulac6es isoladas ou
combinadas com perdxido de hidrogénio.® Tais métodos tém algumas desvantagens como, o
alto custo, a prética laboral de preparo, além do potencial para inalacdo dos vapores toxicos
pelos profissionais que atuam préximos aos produtos.®*

O o0zbnio (O3) vem sendo utilizado como elemento quimico de controle de micro-
organismos para diversos segmentos da area da salde, como tratamento aos residuos
hospitalares™, como antissépticos para cavidade oral e superficie corporal®™, na desinfecgdo
de méquinas de hemodialise*?, na descontaminagéo de salas cirtrgicas™, entre outros.

Considerando o alvo microbiano, € conhecido que o Oz atua na oxidacdo de
glicopeptideos, glicoproteinas e aminoacidos da parede celular, modificando a permeabilidade
e ocasionando a lise celular. Ao penetrar no interior da célula, o O3 recombina-se com
elementos citoplasmaticos, acarretando a oxidacdo de aminoacidos e &cidos nucléicos,
consequentemente a clivagem e morte celular. Além disso, 0 O3 promove o colapso da
atividade enzimatica celular, atacando os grupos sulfidrila de enzimas e também modifica as
bases puricas e pirimidicas dos acidos nucléicos.™>1®)

Neste contexto, o objetivo do atual estudo foi avaliar o potencial de desinfeccdo do gas

O3, sobre o ar e superficies de dez salas laboratoriais.
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Meétodos

O presente estudo de carater descritivo transversal foi realizado em dez salas internas

de um laboratdrio de pesquisa.

Avaliagdo da atividade antimicrobiana do gas O3

Dez salas de ambiente controlado, com é&rea de 9m? foram submetidas & anélise
microbioldgica antes e apds uma hora de exposi¢cdo do gas O3, gerado por dois equipamentos,
conforme as especificagdes abaixo descritas: Geradores de O3 - GEO 20000/AR-TD (Mod.I) e
GEO 20000/AR (Mod.I1), produzidos pela empresa OZON®, quadro 1. Os experimentos

conduzidos pelos dois equipamentos I e I, ocorreram num intervalo de 6 meses.

Quadro 1. Modelos GEO 20000/AR-TD (Mod.I) e GEO 20000/AR (Mod.I1)

Especificages técnicas GEO 20000-AR/TD GEO 20000/AR
(Mod.1) (Mod.IT)

Vazdo (m*/h)/ppm o0zdnio 200 - 2,0 ppm 100 - 2,1 ppm

Umidade relativa maxima (%) 75 75
Temperatura de trabalho (°C) 6-35 5-40
Poténcia nominal (W) 135 127
Tensdo de alimentacédo (V) 127 110
Peso (kg) 5,40 4,9
Area maxima de trabalho (m?) 300 300
Dimensdes (cm) 18x30x47,5 18x30x37

Legenda: M3/H — Metro clibico por hora; % - Porcentagem; °C — Grau Celsius; W — Watt; V — Volt;
KG — Kilograma; M? — Metro quadrado; CM — Centimetro; PPM — Partes por milhdo

Para a investigacdo microbioldgica de superficie da parede, chdo e bancada, a coleta
foi conduzida por um swab pré-umedecido em &gua destilada estéril, e, posto em contato
sobre 4rea especifica de um quadrante de 30X30cm?. Seguiu-se com a inoculagdo imediata do
mesmo na superficie de meio de cultura contendo BHI e incubacdo a 35°C por 24 horas. Na
etapa subsequente do experimento, o equipamento gerador de O3 localizado no chdo da parte
central das salas, foi ligado por uma hora, e a area de investigacdo mantida fechada e lacradas

durante todo o procedimento de desinfec¢do, sem interferéncia alguma. Ao término deste
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periodo, nova coleta foi elaborada, utilizando-se um outro swab, agora, submetido ao contato
da superficie diametralmente oposta do quadrante, seguindo-se 0s procedimentos de anélise
como da primeira etapa. A figura 1 ilustra as areas investigadas, bem como a disposi¢do do

aparelho gerador de Os.

Parede EB
-
Bancada EE

Chao O
H @

) OJ §

Q

Q

Q

Porta

Figura 1. Figura ilustrativa da disposicdo do ozonizador e pontos coletados
Legenda: O — Aparelho gerador de géas 0z6nio; F - Pontos de coleta;
O - Meio de cultura BHI Agar DIFCO® para analise da qualidade do ar

O ar ambiental, antes e apds uma hora de exposi¢cdo do gas Os, constituiu como um
parametro de investigacdo, com exposicdo de placas de Petri, contendo BHI, mantidas abertas
por uma hora e incubacdo das mesmas a 35°C, por 24 horas. Registros de temperatura e
umidade das salas foram monitorados.

A acdo antimicrobiana foi elaborada por contagem das UFC na superficie da placa de
Petri, do indculo oriundo das superficies de chdo, bancada, parede e ar do ambiente, antes e
apés o tratamento com Os.

Os dados coletados foram submetidos a analise estatistica, onde foi aplicado o teste t
pareado para comparar duas amostras, antes e depois, ou seja, verificar se existe diferenca
significativa de uma variavel entre dois grupos de interesse e o teste de Wilcoxon matched

pairs test para verificar de modo geral a eficiéncia dos aparelhos ozonizadores.
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A atividade antimicrobiana do gas ozonio foi efetiva para todas as areas estudadas,

com registros de reducdo do nimero de UFC, frente aos dois equipamentos (Quadro 2 e 3).

Considerando-se a atividade do 0zonio gerado pelo equipamento I, no chdo de todas as

salas, houve reducdo da carga microbiana (UFC) e, negativacdo da contagem para salal. Este

evento também foi observado para as bancadas, com a exce¢do da sala 4, que manteve a

mesma contagem de colbnias, antes e ap6s o 0zdnio. Considerando-se as paredes, 50%

apresentaram reducgdo da contaminagdo microbiana. Valorizado o ar ambiental como objeto

de analise, notou-se uma reducdo da contaminacdo em sete salas, sendo que as demais, ndo

foram detectados microrganismos nem antes (A) e apds (D) o tratamento.

Quadro 2. Apresentacdo numérica da UFC e percentual

tratamento de 0zonio (APARELHO 1) em dez salas

obtidos antes (A) e apds (D) o

Local Salal Sala?2 Sala3 Sala4 Salas Sala 6 Sala 7 Sala 8 Sala 9 Sala 10
Chéo
A(UFC) |1 7 2 19 9 17 110 10 11 30
D(UFC) |0 5 1 4 6 10 105 7 5 25
% 100 29 50 79 33 41 5 30 55 17
Bancada
A(UFC) | 10 7 10 2 32 30 18 3 12 44
D(UFC) |7 5 5 2 31 21 2 2 6 10
% 30 29 50 0 3 30 89 33 50 77
Parede
A(UFC) |1 0 1 1 1 14 0 3 2 1
D(UFC) |0 0 1 1 1 8 0 0 0 0
% 100 0 0 0 0 43 0 100 100 100
Ar
A(UFC) |0 1 1 3 1 11 0 2 0 6
D(UFC) |0 0 0 1 0 6 0 0 0 3
% 0 100 100 67 100 45 0 100 0 50

Legenda: A — Antes; D — Apds; % - Percentagem de reducdo microbiana

Os resultados obtidos da atividade antimicrobiana do gas

ozbnio frente ao

equipamento 1l, estdo apresentados no Quadro 3. Novamente, ficou evidente a atividade

antimicrobiana, uma vez que houve reducdo da UFC para todas as variaveis estudadas, como

ar e superficies, antes e ap0s o tratamento. Foi observada apenas em duas salas (4 e 9), a

manutengdo do nimero de UFC para os dois tempos de investigacéo.
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Quadro 3. Apresentacdo numeérica da UFC e percentual obtidos antes (A) e apés (D) o
tratamento de 0zonio (APARELHO I1) em dez salas

Local Salal Sala 2 Sala 3 Sala 4 Sala5b Sala 6 Sala7 Sala 8 Sala9 Sala 10
Chéo
A(UFC) | 89 479 309 94 193 182 782 186 55 114
D (UFC) 22 39 68 74 162 69 167 131 53 74
% 75 92 78 22 16 62 79 30 4 35
Bancada
A(UFC) | 23 36 0 281 5 15 9 73 26 54
D (UFC) | 16 19 0 55 4 2 5 4 7 41
% 30 47 0 80 20 87 45 95 73 24
Parede
A(UFC) |3 0 0 1 0 4 1 3 1 1
D(UFC) |0 0 0 1 0 3 0 1 1 0
% 100 0 0 0 0 25 100 67 0 100
Ar
A(UFC) |0 1 1 0 1 4 0 0 2 1
D(UFC) |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
% 0 100 100 0 100 100 0 0 100 100

Legenda: A — Antes; D — Apo6s; % - Percentagem de reducdo microbiana

Independentemente dos equipamentos, o controle microbiano foi maior para as areas
de chdo e bancada. Alem disso, considerando todas as areas investigadas, o Mod.l e Mod.II
apresentaram diferencas estatisticas significativas (p<0,05). Quando avaliados separadamente,
em relacdo a cada uma das superficies e o ar ambiental, 0 Mod.l e Mod.lI, os resultados nédo
foram significantes, a excecao da parede (p=0,0639) e bancada (p=0,1267), respectivamente.

Ressalta-se que, 0s equipamentos | e Il apresentam vazdo de ar ozonizado e
concentracdo distintos, isto &, de 200 e 100m*h - 2,0 e 2,1 ppm de 0z6nio, respectivamente .

Os registros de temperatura e umidade das salas mostraram valores médios de 21°C e

58% de umidade para os dois momentos de investigacao.
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Discussao

As limitacOes dos resultados deste estudo estdo associadas a alguns motivos, uma vez
que, o desenho transversal foi conduzido por especificacdo e recomendacdo técnica do
fabricante. A condigdo ambiental das salas laboratoriais foi considerada como parametro de
analise e inferéncia ao ambiente hospitalar, 0 que ndo descaracteriza a importancia da
pesquisa como protétipo para a avaliagdo microbioldgica, em dois tempos de investigacéo,
antes a ap0s o tratamento de 0zdnio. Neste sentido, 0s pesquisadores pretenderam mimetizar a
realidade de ambientes, quanto a ocorréncia de microrganismos presentes em superficies e no
ar, introduzir o processo de desinfeccéo, para depois desenvolver protocolos de higienizacéo
ambiental.

Vale ressaltar que os resultados obtidos nesta pesquisa, devem ser considerados, uma
vez que trouxeram contribuicdes expressivas da eficdcia do gas ozonio como agente de
desinfeccdo de superficie. Pode-se inferir com este estudo, que a aplicabilidade pratica do O3
em ambiente hospitalar melhora a condi¢do microbiologica, prevenindo e podendo contribuir
com a reducdo das taxas de IRAS. Além disso, considera-se que a caracteristica portatil do
equipamento torna o processo de desinfeccdo modvel e factivel para monitoramento de areas
hospitalares especificas.

E conhecido que o O; faz parte da rotina de desinfeccdo e sanitizagdo,*” com
controles para bactérias e fungos."®*'® No atual estudo, a negativacdo do crescimento
microbiano, ou reducdo da contagem de UFC em placas pds o tratamento com Oj para
qualquer superficie analisada, em comparacdo ao grupo controle, comprova a eficiéncia do
gas o0zbnio nos processos de controle microbiano. Evento semelhante foi narrado por Garcia e
colaboradores (2008) ¥ com descontaminagéo de sala cirdrgica de um Hospital Veterinério.
Nos dois estudos, fica evidente o potencial do Oz no processo de desinfeccdo de ambiente,
uma vez que a diminuicdo na contagem de aerdbios mesofilos, bolores e leveduras ocorreu
com frequéncia.

Considerando-se o processo de eliminacdo microbiana pelo Os, é conhecido que a
destruicdo celular se d& por oxidacdo de elementos estruturais, sem especificidade a alvos
presentes na célula bacteriana ou fingica.™® Neste sentido, organismos multirresistentes
podem ser eliminados, com ampla vantagem, se comparados aos métodos de desinfecgédo
hospitalar por outros compostos quimicos.

Sdo fundamentais nas pesquisas epidemioldgicas, amostras bioldgicas que indicam o

ambiente ou superficies como provaveis reservatérios na transmissdo de IRAS.*?2) No
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ambiente hospitalar, a limpeza terminal ¢ feita abrangendo as areas e superficies proximas ou
em contato com o paciente, apds a saida do mesmo em casos de 0Obito, transferéncia, término
de isolamento.®?2%2%) Apesar dos esforcos, nem sempre o resultado dos processos de
limpeza e desinfeccéo ¢ satisfatorio.®?® O uso do gas 0zonio na pesquisa traz comprovacao
cientifica sobre o potencial controle microbiano, desta forma, o O3 mostra-se um composto
capaz de ser utilizado como procedimento de desinfec¢do de ambiente constituintes de area
da salde.

Nesta pesquisa, buscou-se avaliar diferengas entre dois equipamentos geradores de O3
em relagdo ao potencial antimicrobiano sobre as mesmas condigdes na desinfecgdo de
ambientes, com destaque a vazéo e poténcia nominal dos aparelhos. Os resultados mostraram
diferencas significativas para alguns parametros, porém de modo geral, de um modelo para
outro, o potencial de desinfeccéo foi proximo. Protocolos inovadores poderéo ser criados com
0 objetivo de melhorar o padréo antimicrobiano aqui detectado.

Os valores de UFC de uma sala para outra apresentaram diferencas, isso mostra que
um ambiente nem sempre apresenta as mesmas condi¢cdes microbiologicas, evento esperado,
considerando-se o ambiente hospitalar. Com a delimitacdo de areas investigadas, antes e ap0s
o0 tratamento, tem-se apenas uma amostragem de area da superficie, 0 que ndo garante que em
toda extensdo, os resultados seriam os mesmos. Mais uma vez, a préatica de esterilizagédo pelo
ozOnio, gerado por equipamento portatil, certamente viabiliza a implantacdo de novas
medidas de controle microbiano no ambiente hospitalar.

As superficies do chdo e bancadas apresentaram maior contagem no numero de UFC,
e a0 mesmo tempo corresponderam as areas de maior inibicdo microbiana pelo 0zonio. As
particulas microbianas sdo densas em relacdo ao ar, fato que normalmente contribui para
permanéncia de patégenos potenciais no chdo de ambiente nosocomial.?” Neste sentido, o
equipamento portatil pode ser levado proximo as areas de alta contaminacdo ambiental e
reduzir a carga microbiana.

O efeito antimicrobiano do O3 aumenta com o aumento da temperatura, da umidade
relativa e o tempo de exposicdo, segundo os dados da pesquisa de Kim, Yousef e Dave
(1999).® No atual estudo, estes critérios foram avaliados e mantidos em igualdade de
condicdes experimentais minimizando possiveis vieses.

Deve-se considerar a pouca importancia em relacdo a qualificacdo do grupo do
Servico de Limpeza e Desinfeccdo de Superficies em Servicos de Saude, essencial para a
reducdo das IRAS. Desta forma, é fundamental que as praticas de limpeza e desinfec¢do de

ambientes, equipamentos e superficies fagcam parte das Comissdes de Infeccdo Hospitalar,
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junto com a enfermagem e servicos de limpeza, desenvolvendo atividades relacionadas a
protocolos de higiene ambiental, supervisao e treinamento das equipes.*®2%3 Sendo assim, a
busca de novos produtos ou metodos, bem como de novas praticas hospitalares para
desinfeccdo ou esterilizacdo de superficies, sdo imprescindiveis para o controle das IRAS e o
gas 0zOnio surge COMO UM composto promissor.

No geral, avaliando as pesquisas que envolveram a desinfeccdo de ambientes pelo Os,
ndo excluindo nossos achados, nota-se que ndo ha muitos estudos na literatura, porém as
condicdes experimentais sdo variadas, 0 que sugere a necessidade de criagdo de protocolos
bem elaborados, para fins de controle microbiano.

Conclusao

Pelo presente estudo, fica evidente que o potencial antimicrobiano do O3 produzido
pelos dois equipamentos e, obedecidos os critérios descritos, a desinfeccdo é obtida com
garantia. Assim a ozonizacdo do ambiente se constitui um procedimento pratico de
descontaminacéo do ar e superficies, factivel para rotina doméstica, empresarial e hospitalar.
Este recurso podera compor os protocolos de higienizacdo e desinfeccdo hospitalar,
valorizada a rapidez e facilidade de execucdo, garantindo o controle de desenvolvimento
microbiano, condicdo fundamental para a manutencédo da qualidade ambiental e melhoria para

salde.
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Artigo a ser submetido na revista Applied Microbiology and Biotechnology, de acordo com as
normas e formato.

Resumo

Foram estudados os efeitos antimicrobianos do gas o0z6nio (Os), produzido por dois
equipamentos comerciais, sobre culturas de dois fungos. Placas de Petri foram inoculadas
com concentracdes padrdes de Candida albicans e Aspergillus fumigatus e colocadas sobre
uma bancada, em relacdo a trés distancias: 30cm, 1m e 2m em trés direcionamentos de
exposicdo do Os, dois laterais e um central, com e sem ar condicionado ambiente. Ambos 0s
equipamentos demonstraram potencial atividade antifingica, porém, destacou-se o gerador
Mod.I (p<0,05), que apresenta o dobro da vazéo de Os;. Os resultados da atividade inibitoria
do O3 gerado pelo Mod.Il, a excecédo das culturas de Candida albicans na distancia de 2m e,
para Aspergillus fumigatus, nas distancias de 1m e 2m, apresentaram diferencas significativas
(p<0,05). Candida albicans mostrou-se mais sensivel ao Oz (p<0,05) do que o fungo
filamentoso Aspergillus fumigatus. Destaca-se ainda que, 0s experimentos realizados com o ar
condicionado desligado comprovaram a maior atividade antimicrobiana do gas Os;. Em
relacdo as distancias e direcionamentos, o pior resultado foi observado para as placas de
Aspergillus fumigatus, na distancia de 2m e proximas a parede e, o melhor para as placas
centrais, na distancia de 30cm, para Candida albicans. O potencial antifungico produzido
pelos dois equipamentos, como prética de desinfeccdo de ambiente, € de facil na execucdo. O
método de desinfeccdo por O; avaliado nesta pesquisa apresenta potencial antimicrobiano
factivel para estabelecer novos protocolos de higienizacdo e desinfec¢do hospitalar, reduzindo

a contaminacdo ambiental por fungos.

Palavras-chave Ozénio - Ozonizacdo - Candida albicans - Aspergillus fumigatus - Desinfec¢édo
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Introducéo

Em Instituicdes de Assisténcia a Salde, as infecgdes fungicas tém enorme importancia
no cenario das doengas nosocomiais, com crescente taxas de morbidade e mortalidade. Micro-
organismos transmitidos pelo ar, &gua, alimentos, podem contaminar as superficies corpéreas
e permanecerem no ambiente hospitalar favorecendo o risco de doencas infecciosas. Diversos
fungos, como oportunistas ou patdégenos priméarios sdo agentes frequentes, com destaque as
espécies Candida spp. e Aspergillus spp. (Ferreira et al., 2013; Nakamura et al., 2013;
Paramythiotou et al., 2014; Sales et al., 2014).

Candida albicans faz parte da microbiota normal, mas mediante ruptura do equilibrio
biolégico, por condicbes predisponentes patoldgicas, mecanicas, fisioldgicas ou
imunologicas, podem causar infec¢des (Mathe e Dijck, 2013; Mayer et al., 2013; Santana et
al., 2013).

Aspergillus fumigatus € um fungo saprofitico ubiquo que libera milhdes de conidios no
meio ambiente e quando inalados, é causa comum de infec¢des invasivas, bem como agente
alérgeno (Kwon-Chung e Sugui, 2013; Veerdonk et al., 2017).

Tornou-se evidente nas Ultimas décadas que o uso do ozbnio (O3z) como
antimicrobiano, se destaca como composto quimico Gtil para os processos de desinfeccéo
elou, esterilizacdo devido ao seu alto poder oxidante (Martins et al., 2015). Embora os
mecanismos de acdo nao estejam totalmente elucidados, sabe-se que o 0z6nio age na parede
celular, devido a oxidacdo de glicopeptideos, glicoproteinas e aminoacidos, modificando a
permeabilidade e ocasionando a lise. Ao atingir o interior da célula, o O3 é recombinado com
elementos citoplasmaticos, causando a oxidacdo de aminoacidos e &cidos nucléicos,
acarretando a clivagem e consequente morte celular. O O3 também ocasiona o colapso da
atividade enzimatica celular, por sua acdo nos grupos sulfidrila de enzimas, além de alterar as
bases puricas e pirimidicas dos acidos nucléicos. (Hunt e Marifias, 1999; Martins et al., 2015;
Tormin et al., 2016).

Este estudo teve como objetivo comparar a atividade antifungica do gas O3 produzido
por dois equipamentos comerciais, contra culturas de Candida albicans e Aspergillus

fumigatus.
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Materiais e Métodos
Geradores de 0zbnio — especifica¢des técnicas

Dois equipamentos da Empresa OZON®, denominados GEO 20000/AR-TD (Mod.l) e
GEO 20000/AR (Mod.II) foram utilizados na pesquisa, cujas especificacdes estdo indicadas

no quadro 1.

Quadro 1 Modelos GEO 20000/AR-TD (Mod.I) e GEO 20000/AR (Mod.11)

Especificagdes técnicas GEO 20000-AR/TD GEO 20000/AR
(Mod.1) (Mod.1I)
Vazéo (m*/h)/ppm oz6nio 200 — 2,0 ppm 100 — 2,1 ppm
Umidade relativa maxima (%) | 75 75
Temperatura de trabalho (°C) 6-35 5-40
Poténcia nominal (W) 135 127
Tensdo de alimentacdo (V) 127 110
Peso (kg) 5,40 4,9
Area maxima de trabalho (m?) 300
Dimensdes (cm) 18X30X47,5 18X30X37

Legenda: M3H — Metro clbico por hora; % - Porcentagem; °C — Grau Celsius; W — Watt; V — Volt;
Kg — Kilograma; M? — Metro quadrado; Cm — Centimetro; PPM — Partes por milhdo

In6culo microbiano e local do experimento

Foram utilizadas cepas de Candida albicans (ATCC 90028) e de Aspergillus
fumigatus (origem ambiental), pertencentes a Micoteca do Laboratério de Microbiologia do
Departamento de Doencas Dermatoldgicas, Infecciosas e Parasitarias da Faculdade de
Medicina de S&o José do Rio Preto — FAMERP, S&o Paulo, Brasil, local de realizacdo dos
experimentos.

Os inoculos de Candida albicans e Aspergillus fumigatus foram preparados e
ajustados as concentraces de micro-organismos por espectrofotometria, em correspondéncia
a escala 0,5 de MAC FARLAND. Dez placas de Petri contendo Brain Heart Infusion Agar
DIFCO® (BHI) receberam 100pl do inéculo e foram estriadas com alga de Drigalski. Como

controle, uma placa recebeu mesmo inoculo, porém, ndo sendo exposta a 0zonizacao.
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Ozonizagéo com geradores — Mod.l e 11

Apos semeadura, nove placas foram colocadas sobre a superficie de uma bancada de
granito medindo 2,72m de comprimento por 0,58m de largura, em uma sala experimental de
9m?. As distancias de 30cm, 1m e 2m foram determinadas de acordo com o posicionamento
do equipamento gerador do gés oz6nio. O direcionamento do fluxo de O foi avaliado em trés
diferentes posicGes, aqui denominadas de A (placas préximas a parede), B (placas centrais) e
C (placas opostas a parede), conforme demonstrado na Figura 1.

Figura 1 Imagem fotografica ilustrativa sobre o direcionamento e distancia do equipamento gerador de ozénio,

em relagdo as placas de Petri.

A exposi¢do ao gas oz6nio ocorreu em ambiente fechado, por uma hora. Apos, as
placas foram fechadas e submetidas a incubacdo por cinco dias, a 35°C, com observacoes
diarias sobre o crescimento fungico. A placa controle, apenas recebeu o indculo e foi
incubada segundo 0s mesmos critérios. Os experimentos foram realizados em triplicata.

O procedimento acima descrito foi conduzido em dois momentos distintos: com e sem

ar condicionado ligado, registrando-se a temperatura e umidade.
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Apds a incubacdo de 24h e 48h, as placas cultivadas para Candida albicans e
Aspergillus fumigatus, respectivamente, foram observadas quanto ao ndmero de unidade
formadora de col6nias (UFC/0,1ml), comparando-as com o grupo controle.

Os dados foram submetidos a analise estatistica, segundo média aritmética do
crescimento fungico dos testes em triplicata. Em seguida, foi aplicado o teste Qui Quadrado
(X?) para verificar a existéncia ou ndo de associabilidade ou dependéncia entre as variaveis:

direcionamentos (A, B e C) e distancias (30cm, 1m e 2m), com e sem ar condicionado.

Resultados

Os equipamentos geradores de ozonio (Mod.I e 1) mostraram atividade antifngica
sobre as duas espécies de fungos estudadas. Foi possivel observar que as placas estudadas
apresentaram reducao do numero de UFC em relacéo as placas controles.

O aparelho Mod.I mostrou maior eficiéncia no processo de redugdo de carga
microbiana, valorizados os parametros de tempo, distancia e direcionamento (p<0,05). Para o
aparelho Mod.ll, os resultados apresentaram diferencas significativas (p<0,05), a excecéo da
cultura de C. albicans na distancia de 2m e para A. fumigatus, nas distancias de 1m e 2m,
comprovando a associabilidade entre as variaveis.

Considerando-se a distancia e direcionamento dos equipamentos frente as culturas, foi
observado que as placas mantidas na distancia de 2 m, no direcionamento (A), apresentaram o
pior resultado antifingico para Aspergillus fumigatus e, o melhor, na distancia de 30 cm, no

direcionamento B, para Candida albicans (Quadro 2).
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Quadro 2 Demonstracdo numérica da média aritmética das UFC dos fungos sobre as placas
de Petri, nas distancias de 30cm, 1m e 2m e, direcionamentos A, B e C, em sala, com e sem ar
condicionado, além do grupo controle.

GEO 20000/AR-TD (Mod.l)

Ar condicionado desligado Ar condicionado ligado
Controle| 30cm Im 2m [Controle| 30cm Im 2m
A 481 198 335 1915 2187 2800
Candida albicans B 4704 186 253 316 4784 318 2843 2997
C 1175 163 507 461 1373 3339
A 413 411 760 715 851 840
Aspergillus fumigatus B 931 360 267 547 1110 659 840 957
C 384 608 461 859 795 813

GEO 20000/AR (Mod.II)

Ar condicionado desligado Ar condicionado ligado
Controle| 30cm 1m 2m [Controle| 30cm 1m 2m
A 163 195 184 204 198 265
Candida albicans B 3845 150 155 185 4199 159 194 225
C 169 206 213 175 242 263
A 281 281 351 366 349 369
Aspergillus fumigatus B 639 228 327 367 685 297 344 363
C 281 337 323 370 361 387

No Quadro 3 estdo registrados os valores percentuais de inibicdo para todas as
variaveis estudadas. Observou-se que os maiores valores de inibicdo ocorreram para as
culturas de Candida albicans pés atividade do 0z6nio dos dois equipamentos, com diferencas
estatisticas significantes (p<0,05). Considerando-se as culturas de A. fumigatus, os valores de
inibicdo foram menos expressivos e, proximos a 50%.

Independente da espécie fungica, evidencia-se que, a atividade antifingica do ozdnio
foi melhor para os testes realizados na sala sem ar condicionado, com destaque aos
percentuais de inibicdo de 83% e 78%, respectivamente, ao equipamento Mod.l e Mod.II.

Quando ligado o ar condicionado, os valores foram menores, 28% e 67%, respectivamente.
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Quadro 3 Percentual de inibicdo obtido pela média aritmética das UFC das placas de Petri,
nas distancias de 30 cm, 1m e 2 m e, direcionamentos A, B e C, em sala, com e sem ar
condicionado.

GEO 20000/AR-TD (Mod.l)
Ar condicionado desligado Ar condicionado ligado
30cm 1m 2m 30cm 1m 2m
A 90 96 93 60 55 42
Candida albicans B 97 95 94 94 41 38
Cc 76 97 90 91 72 31
A 56 56 19 36 24 25
Aspergillus fumigatus B 62 72 42 41 25 14
Cc 59 35 51 23 29 27
GEO 20000/AR (Mod.ll)
Ar condicionado desligado Ar condicionado ligado
30cm 1m 2m 30cm 1m 2m
A 96 95 96 96 96 94
Candida albicans B 97 96 96 97 96 95
Cc 96 95 95 96 95 94
A 57 57 46 a7 50 a7
Aspergillus fumigatus B 65 49 43 57 50 48
Cc 57 48 50 46 48 44

Considerando-se 0 ambiente experimental, com ar condicionado ligado e desligado, os
registros de média de temperatura obtidas foram de 21°C e 25°C. Os registros de umidade

foram 58% e 53%, com e sem ar condicionado ligado.

Discussao

Este estudo é pioneiro quanto a avaliacdo da acdo antifingica do gas ozonio sobre
superficie de meio de cultura contaminada por Candida albicans e Aspergillus fumigatus, por:
(1) testar diferentes distancias e posicionamentos, por dois equipamentos geradores deste gas;
(2) avaliar a interferéncia do fluxo aéreo do ar condicionado sobre os efeitos antifungicos.

De acordo com os dados, apesar de se observarem contagens de UFC, apds a
ozonizacdo, estas contagens sempre foram inferiores as do grupo controle, para ambos 0s
experimentos, considerando-se todas as varidveis: micro-organismos, distancias,
direcionamentos, aparelhos geradores de gas ozbnio e ar condicionado ligado ou desligado.

Neste estudo, comparando-se 0s dois equipamentos geradores, estatisticamente o
aparelno Mod.l mostrou eficiéncia no processo de reducdo de carga microbiana,
independentemente da espécie flangica testada, fato explicado pela diferente vazdo dos
aparelhos. Embora as concentragdes de 0zonio em parte por milh&o (ppm) sejam praticamente

iguais, o gerador de 0z6nio Mod.l apresenta o dobro de vazdo em relagcdo ao Mod.ll. Destaca-
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se a excegdo da reducdo da UFC com o Mod.Il, que ndo teve diferenga quanto aos resultados
com significancia estatistica das culturas de C. albicans na distancia de 2 m, e A. fumigatus,
nas distancias de 1 e 2 m, independentemente do posicionamento das placas (A, B e C).
Comprova-se aos demais, portanto, uma associabilidade ou dependéncia entre o0s
direcionamentos e as distancias, interferindo na atividade antifingica do gas ozonio.

Neste contexto, a melhor condicdo experimental ocorreu para C. albicans, na distancia
de 30cm, direcionamento B (central), enquanto A. fumigatus, na distancia de 2m e
direcionamento A (placas proximas a parede), representou a condicdo menos favoravel. Isto
pode estar relacionado aos escoamentos ou fluxos dos gases. Em escoamentos laminares, as
particulas movem-se de maneira ordenada, mantendo sempre a mesma posicéo relativa. Ja no
regime turbulento, essas particulas se movimentam aleatoriamente, de maneira irregular
(Vasques et al., 2016), ou seja, o fluxo do gas 0zonio ao atingir a parede, torna-o desordenado
e com isso diminuindo assim a atividade antifungica em relacéo as placas proximas a parede.
E isso talvez até esteja interferindo em todo o fluxo do ozénio, justificando assim a variacao
do numero de UFC em todas as distancias e direcionamentos.

A melhor atividade antifingica no processo de ozonizacdo para os dois aparelhos
quando o ar condicionado estava desligado, independente da espécie fangica, pode ter sido
observada, pois, o0 alvo (superficie) é mais atingido pelo gas 0z6nio, sem sofrer nenhuma
interferéncia. Diferentemente, com o ar condicionado ligado, cuja funcdo é de captar ar e
filtrar antes de joga-lo ao ambiente (Silva et al., 2013), o fluxo do gas 0zonio esta sofrendo
variacao ao atingir a superficie, diminuindo assim a sua atividade antifungica.

De acordo com Kim et al. (1999), a variacdo da temperatura, da umidade relativa e o
tempo de tratamento, conduz a um efeito antimicrobiano do oz6nio modificado. No atual
estudo, estes fatores foram considerados e mantidos igualmente em todas as condicGes
experimentais, minimizando possiveis vieses. Conforme os valores aqui detectados, as
culturas de C. albicans foram mais sensiveis do que A. fumigatus, evento que corrobora com
estudo de Kim et al. (1999). De fato, A. fumigatus possui uma capacidade de crescer e
sobreviver a ambientes de umidade e temperaturas extremos, com dispersdo de conidios
(Veerdonk et al., 2017). Segundo Santana et al., 2013, C. albicans esta menos adaptada a
diversidade de ambientes externos ao corpo humano do que A. fumigatus.

Diversos estudos vém sendo conduzidos com o propdsito de investigar a atividade
antimicrobiana do gas ozdnio contra fungos, sensiveis ou resistentes, com diversidade de
tempo de exposicdo e concentracdo. Varidveis foram analisadas para inibicdo de leveduras,

formacdo do tubo germinativo e biofilme, comprovando-se que o gas ozbnio dentro de
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protocolos bem estabelecidos para tempo de exposicdo, sempre apresenta excelente atividade
antimicrobiana (Adyas et al., 1983; Komanapalli e Lau, 1998; Martins et al., 2015; Tormin et
al., 2016; Zargaran et al., 2018). Assim, é evidente que a pesquisa atual corrobora com o
expresso na literatura.

Zotti et al. (2008) observaram mudancas fenotipicas da colénia de A. flavus e A. niger,
apos exposicdo do gas 0zonio, com diminuicdo drastica do crescimento de ambos, e mudanca
da pigmentacdo natural destas espécies fungicas. Neste sentido, pode-se esperar que além da
atividade antimicrobiana do gas 0zdnio, 0 mesmo possa atuar inibindo pigmentos e a sintese
de proteina, com comprometimento futuro aos fatores de viruléncia de espécies fungicas
patogénicas.

A limpeza de superficies é fundamental para o controle das Infec¢Bes relacionadas a
assisténcia a saude (IRAS) (Frota et al., 2017). Por este estudo, € garantido o potencial
antifangico do Os, produzido pelos dois equipamentos diferentes, aos critérios descritos.
Trata-se de um procedimento satisfatorio para as praticas de descontaminacdo de superficies
de bancadas, factivel como rotina, valorizada a rapidez e a facilidade na execugdo. Este
recurso abre mais uma perspectiva para a desinfeccdo de superficies visando melhor controle
da dispersdo de micro-organismos. A incorporacdo deste procedimento aos protocolos de
higienizacdo e desinfeccdo hospitalares poderda diminuir as taxas de contaminacdo e,
consequentemente, infecgdes fungicas nos ambientes da area de saude.

A acdo do ozbnio para o controle fangico € de fundamental importancia e, a realizacéo
de mais pesquisas, buscando otimizar a melhor performance deste gas contra este grupo de

microrganismos, é relevante.
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4 CONCLUSOES

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

- Os equipamentos geradores de gas ozbnio apresentam atividade antimicrobiana
contra micro-organismos presentes no ar e em superficies, como chéo, bancada e
parede.

- As superficies de chdo e bancadas correspondem as areas de maior inibicao
microbiana provocada pelo gas 0zonio, independentemente do equipamento.

- O gés ozbnio, nas concentracdes de 2,0 e 2,1ppm, apdés uma hora de exposicao,
atua contra C. albicans e A. fumigatus, com destaque a espécie Candida albicans.

- O aparelho Mod.I, com maior vazao para producdo de gas ozonio, representa o
equipamento de maior eficiéncia de agéo antifungica.

- Em salas com ar condicionado desligado, o direcionamento e distancia entre o
aparelno e o alvo a ser desinfetado, interfere sobre a maior performance dos
equipamentos geradores de 0z6nio quanto a atividade antifangica.

- A criacdo de novos protocolos experimentais, com adequacdes sobre o tempo de
exposicao e concentracdo do ozénio poderdo melhorar os padrées de desinfeccao
ou esterilizacdo de ambientes, tornando factivel a utilizacdo em ambientes criticos
para contaminac&o microbiana.
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