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RESUMO

As Infec¢des Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) sao consideradas como o
efeito adverso de maior frequéncia durante a prestacdo de cuidados a saude e as
superficies, os equipamentos e dispositivos médicos presentes nos hospitais
desempenham um importante papel na sua disseminacdo. Apesar da desinfeccao
eficaz de superficies e ambientes ser considerada uma das principais medidas de
controle da disseminacdo de IRAS, hospitais permanecem como reservatorios
negligenciados estimulando a busca por novos métodos de descontaminagao.
Sendo assim, o ozbnio (O3) surge como um composto promissor para controle
antimicrobiano em diversas areas. O estudo teve como objetivo avaliar o poder
bactericida de baixas concentracdes do Oz gasoso sobre bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas sensiveis ou multirresistentes de importancia sanitaria. A
viabilidade celular, permeabilidade da membrana, os niveis de espécies reativas de
oxigénio intracelular (ERO) e as alteragbes morfologicas visualizadas por
microscopia eletrénica de varredura (MEV) também foram investigadas. Quatro
cepas padrdo e uma cepa clinica multirresistente (MDR) foram expostas a baixas
doses de O3 em diferentes tempos de exposicdo e concentracdes bacterianas. A
inativacdo bacteriana (cultivabilidade, dano de membrana) foi investigada usando
contagens de colbnias, resazurina como indicador metabdlico e iodeto de propidio
(IP). Uma sonda fluorescente (H2DCFDA) foi usada nas andlises de ERO. Apés a
exposicdo ao Oz ndo foi detectada nenhuma redugdo na contagem de unidades
formadoras de colénia (UFC) em comparacdo ao grupo controle. No entanto, a
viabilidade celular de Escherichia coli (30%), Pseudomonas aeruginosa (25%) e
Acinetobacter baumannii (15%) foi consideravelmente reduzida. A membrana
bacteriana de todas as cepas nao foi afetada pelo O3z, mas apresentou aumento
significativo de ERO em E. coli (90 £ 14%), P. aeruginosa (62,5 + 19%) e A.
baumanni (52,6 + 5%). Baixas doses de O3 foram capazes de interferir na viabilidade
celular da maioria das cepas estudadas e, embora ndo cause danos a membrana
bacteriana, niveis elevados de ERO s&o responsaveis por causar um efeito
prejudicial no metabolismo de lipidios, proteinas e DNA. A analise morfologica
mostrou que A. baumannii, E. coli e P. aeruginosa apresentam alteracbes de

membrana apds o tratamento com Os.



Palavras-chave: Ozonio. IRAS. Resisténcia antimicrobiana. ERO. Desinfecgéo.



ABSTRACT

Health care-associated Infections (HAIS) are considered the most frequent adverse
effect during the provision of health care and surfaces, equipment and medical
devices present in hospitals play an important role in their spread. Although the
effective disinfection of surfaces and the environment is considered one of the main
measures to control the spread of HAI, hospitals remain neglected reservoirs,
stimulating the search for new decontamination methods. Thus, ozone (O3) appears
as a promising compound for antimicrobial control in several areas. The study aimed
to evaluate the bactericidal power of low concentrations of gaseous O; on Gram-
positive and Gram-negative sensitive or multidrug-resistant bacteria of sanitary
importance. Cell viability, membrane permeability, levels of intracellular reactive
oxygen species (ROS) and morphological changes visualized by scanning electron
microscopy (SEM) were also investigated. Four standard strains and one clinical
multidrug-resistant (MDR) strain were exposed to low doses of ozone at different
exposure times and bacterial concentrations. Bacterial inactivation (culturability,
membrane damage) was investigated using colony counts, resazurin as a metabolic
indicator, and propidium iodide (PI). A fluorescent probe (H2DCFDA) was used in the
ROS analyses. After exposure to Oz, no reduction in colony forming units (CFU)
count was detected compared to the control group. However, the cell viability of
Escherichia coli (30%), Pseudomonas aeruginosa (25%) and Acinetobacter
baumannii (15%) was considerably reduced. The bacterial membrane of all strains
was not affected by Os, but showed a significant increase in ROS in E. coli (90 £
14%), P. aeruginosa (62.5 £ 19%) and A. baumanni (52.6 + 19%). 5%); Low doses of
O3 were able to interfere with the cell viability of most of the strains studied and,
although it does not cause damage to the bacterial membrane, high levels of ROS
are responsible for causing a harmful effect on the metabolism of lipids, proteins and
DNA. Morphological analysis showed that A. baumannii, E. coli and P. aeruginosa

show membrane changes after O3 treatment.

Keywords: Ozone. HAIs. Antimicrobial resistance. ROS. Disinfection.



LISTA DE ILUSTRACOES

FIGURAS

Figura 1 - Disposicdo das placas na bancada contendo a suspensao
bacteriana nas diferentes concentracdes (10%, 10° e 102 UFC/mL) e tempos de
exposicao (10h e 12h). A - S. enterica (ATCC 10708) e S. aureus (ATCC
6538); B - P. aeruginosa (ATCC 15442) e A. baumannii (MDR); C — E. coli
(ATCEC 25922)....cci ettt e e e e e e e e e s e st e e e e e e e bt e e e e e e sansnnneaeaeaaaas

Figura 2 - Representacdo da sala teste utilizada para a exposicdo das cepas

Figura 3 - Contagem do numero de coldnias em diferentes espécies de
bactérias (A. baumannii MDR, S. aureus (ATCC 6538), S. enterica (ATCC
10708), E. coli (ATCC 25922) e P. aeruginosa (ATCC 15442). A quantificagéo
do namero de colbnias foi realizada no grupo controle (sem tratamento) e nas

suspensdes bacterianas (10° e 10> UFC/mL) apés exposicdo ao Oz por 10 h e

Figura 4 - Andlise da viabilidade celular de diferentes bactérias (A. baumannii,
E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e S. enterica) apds exposi¢cado ao 0zonio por
10 h usando resazurina como indicador metabdlico. Bactérias viaveis
convertem a resazurina em resorufina fluorescente, a comparacdo da
exposicao ao O3 de diferentes colbnias foi visualizada em um boxplot. Os
pontos vermelhos representam a média da fluorescéncia relativa de cada

grupo. Estatisticamente significativo usando o teste t (** p < 0,01; *** p <

Figura 5 - Quantificacdo de bactérias vivas/mortas apos exposi¢do ao O3z por
10 h. Porcentagem de células vivas e mortas quantificadas a partir de
diferentes imagens MICTOSCOPICAS. ....ccuuiiiiieeiiii ittt e e e e e e e e e e e e e e e aaaanns
Figura 6 - Imagens de fluorescéncia de P. aeruginosa (A), E. coli (B) e A.
baumannii (C) expostas ao Oz por 10h coradas com Syto9 (verde) e iodeto de
propidio (IP; vermelho). Bactérias vivas foram evidenciadas usando Syto9,

enquanto as bactérias mortas com membranas permeaveis foram coradas

25

26

29

30

32



com IP CID: contraste de interferéncia diferencial. Barra = 20 pm......................
Figura 7 - Medicdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) induzidas por O3
nas diferentes bactérias apds incubacdo durante 10h. O peréxido de
hidrogénio (1%) foi usado como controle positivo. Os dados representam a
média e o desvio padréo de triplicatas usando diferentes col6nias. Teste t (***)
P<0,0Le () P < 0,001
Figura 8 - Analise morfologica do tratamento com Oz por microscopia
eletrbnica. A. baumannii (a, b), E. coli (c, d) e P. aeruginosa (e, f) sdo vistos
sem (a, c, e) e sob tratamento com O3 (b, d, f). Depois do tratamento, foram
visualizadas saliéncias de membrana (setas) vistas em A. baumannii (b).
Observe que as células de controle exibem uma superficie homogénea (a).
Tanto E. coli quanto P. aeruginosa apresentam alteraces de superficie apos
o tratamento (d, f). Observamos mais células enrugadas comparadas as
células controle (c, e), e alguns danos verificados (ponta de seta).....................

32



ML

°C
AOAC
ATCC
BHI
CDC
CRF
DNA
EUA
EPA
ERO
ESKAPE

min
mL
MRSA

ROS
NR
OMS
OSHA
PBS

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Microlitros

Graus Celsius

Association of Official Analytical Chemests

American Type Culture Collection

Infusdo de cérebro e coracéo

Centers for Disease Control and Prevention

Code of Federal Regulations

Acido desoxirribonucleico

Estados Unidos da América

Environmental Protection Agency

Espécies Reativas de Oxigénio

Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, Klebsiella spp.,
Acinetobacter spp., Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriaceae
Gramas

Horas

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
lodeto de propidio

Infec¢Bes Relacionadas a Assisténcia a Saude

Metros

Metros cubicos

Resistente a multiplas drogas

Miligramas

Minutos

Mililitros

Staphylococcus aureus resistente a meticilina

Numero

Reactive Oxygen Species

Norma regulamentadora

Organizacao Mundial da Saude

Ocuppational Safety and Health Administration

Salina tamponada fosfatada



POP
ppm
TSA
TSB
UFC
UTlI

viv

Procedimento Operacional Padrao
Partes por Milhao

Agar triptona de soja

Caldo triptona de soja

Unidades Formadoras de Colbnias
Unidade de Terapia Intensiva

Volume por volume



SUMARIO

L INTRODUGAO. ...ttt 15
2 OBJETIVOS . ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e eaan e anns 20
2.1 ODJELIVO QEIAL....uuueiiiiiii e 20
2.2 ObjetiVOS €SPECITICOS.....uuvrriiiiiiiiiie i e e e e e e e e e eae s 20
S METODOLOGIA . ..o e e e e e e e ean e e aaaas 21
3.1 Cepas DACLeriaN@s. .........cccooiiiiiiiiie it 21
3.2 Aparelho gerador de 0z6nio e monitoramento.............cccccvvvvviveveviiiiinnnnnnn. 21
3.3 Inoculacio das superfiCies tESt.........cuuvuiiiiiiiii e 22
3.4 Tratamento COM OZONIO.......cceeieiiiiieiieeiiiiiiiiiee s e e e e e e e e eeeas 22
3.5 Viabilidade CelUIAr...........cooiiiiieee s 23
3.6 ENSAIO VIVO/MOITO......uuviiiiiiiiiiiiiieieee e e e e e e e e st e e e e e aaaaaeeeaneaas 26
3.7 Medicao dos Niveis de ERO.......cccooiiiiiiiiiiieeeeeeii e 27
3.8 Microscopia eletronica de Varredura.............c.uuuueeerieeeiiiiiiieiiieeeeeaeeee e e 27
A RESULTADO S ...t e e et e e et e e et e e e e et eeeanneeees 28
4.1 Monitoramento da concentragao de 0ZONIO...........uveeeieeeeeeeeeieeiiiieeiiiiinnanns 28
4.2 Tratamento COM OZONIO.......uuiiiiiiiieieieee et er e e e e e e eeeaeeeeeaaaa s 28
v NG I =1 {11 (o Jo [0 1N Y0 ] [ 1 30
4.4 ANAlISES A€ ERO.....uuiiiiiiiiiiiieiee e a e 33
4.5 Microscopia eletronica de varredura...............ooeeevvuiiiiiiiiiiiee e, 34
B DISCUSSAOD. ...ttt ettt ettt ettt es s e et b e nees 36
B CONCLUSOES. ..ottt ettt 40

REFERENCIAS . ..o ettt ettt 41



15

1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) utiliza o termo “Endemia Surda”
como referéncia as Infecgbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), j& que
estas sdo identificadas como o efeito adverso de maior frequéncia durante a
prestacdo de cuidados a saude (COELHO et al., 2011). IRAS compreendem
qualquer infeccado que se adquire apds a entrada do paciente no hospital, podendo
ocorrer durante a internacdo ou logo apds a alta, desde que tenha relacdo com a
internacdo ou com os procedimentos feitos durante o periodo (RATTI; SOUSA,
2009, RENNER; CARVALHO, 2013).

As superficies, os equipamentos e dispositivos médicos presentes em
hospitais desempenham um importante papel na disseminacdo de IRAS, como
reservatorios secundarios, capazes de promover contaminacdo cruzada (WHO,
2011). As maos dos profissionais da saude correspondem ao meio mais comum de
transferéncia de patégenos (FERREIRA et al., 2013). Em unidades de tratamento
intensivo (UTI), mesmo ap0s a adocdo de protocolos rigidos de limpeza e
desinfeccdo, muitos pacientes sdo infectados por IRAS (CALFEE, 2011,
TEERAWATTANAPONG et al., 2018, WALTER et al., 2018, WHO, 2011). Nessas
unidades, essas infec¢cdes sdo mais frequentes, sendo onde o0s surtos costumam se
originar (AGABA et al., 2017), j& que o uso de antibidticos é aproximadamente dez
vezes maior do que em enfermarias de hospitais gerais (CURCIO et al., 2009,
CURCIO, 2011). Além disso, as IRAS acarretam o aumento das mortes
(morbimortalidade), favorecem o desenvolvimento de patdégenos resistentes,
prolongam o tempo de internacdo e, consequentemente, 0s custos com a saude
(FUJIMURA et al., 2007; IOSIFIDIS et al., 2008; MONNET et al., 1998; ROGUES et
al., 2007; SALES et al., 2014; NOGUEIRA et al., 2014; SOUZA et al., 2015).

A Rede Nacional de Seguranca em Saude dos Centros para Controle e
Prevencdo de Doengas (CDC) estimou 687.000 IRAS em hospitais de cuidados
agudos dos EUA causando 72.000 mortes e custos estimados em $ 97-147 bilhdes
anualmente (MAGILL et al., 2014, CDC, 2015). Em paises de baixa e média renda,
como o Brasil, a frequéncia de infec¢cdo adquirida na UTI é pelo menos 2-3 e até 5
vezes maior do que em paises de alta renda (WHO, 2016, ROSENTHAL et al.,



16

2016) e 5-10 vezes maior do que aquelas adquiridas em enfermarias gerais clinicas
e cirurgia (WEBER et al., 1999).

No Brasil, um estudo encontrou incidéncia de eventos adversos de 8,4% em
pacientes hospitalizados, sendo as IRAS a segunda mais frequente (20% dos casos)
ap0s 0s eventos cirdrgicos (24,6%) (MENDES et al.,, 2013). Uma pesquisa
multiestadual, realizada no Brasil com uma equipe de coletores de dados treinados,
detectou uma taxa geral de prevaléncia de IRAS de 10,8% (FORTALEZA et al.,
2017). Outro estudo realizado no Brasil demonstrou a prevaléncia geral de IRAS,
que foi maior (51,2%) do que a relatada para os EUA (6,1%) e Europa (48,4%) em
estudos de vigilancia multicéntricos (RICHARDS et al., 2000, VINCENT et al., 2009,
ALBERTI et al., 2012), mas semelhante a outros estudos brasileiros (SILVA et al.,
2012, LISBOA et al., 2007). Neste estudo, a maior prevaléncia (78,6%) foi observada
em uma unidade localizada na regido norte do estado, regido de menor renda
(BRAGA et al., 2018).

A resisténcia antimicrobiana € um dos mais complexos desafios de saude
hoje. Apesar dos alertas de organizac¢des internacionais, o mundo ha muito tempo
ignora os avisos de que antibioticos e outros medicamentos estdo perdendo sua
eficacia apos décadas de uso excessivo e impréprio na medicina humana, saude
animal e agricultura (WHO, 2020, UNITED NATIONS, 2019). Doengas comuns como
pneumonia, infeccdes poés-operatodrias, diarreia, dentre outras estdo se tornando
cada vez mais intrataveis devido ao surgimento e disseminacao da resisténcia aos
medicamentos. Infelizmente a tendéncia para o consumo de antibidticos continua a
aumentar em alguns paises, especialmente em paises de baixa e média renda
(KLEIN et al., 2018). Nos ultimos anos, alguns paises de alta renda conseguiram
diminuir o consumo de antibiéticos, sugerindo que as estratégias
educacionais/regulatorias desenvolvidas nos ultimos anos estdo tendo algum
impacto na redugao do consumo (O’'NEILL et al., 2016). Entretanto a projegcao do
consumo global de antibioticos em 2030, caso nenhuma mudanca de politica seja
realizada, sera em até 200% (KLEIN et al., 2018).

Em 2017, a OMS publicou um relatério que identificou a resisténcia
antimicrobiana como um dos trés problemas mais importantes para a saude humana
(WHO, 2017, BASSETTI; GINOCCHIO; MIKULSKA, 2011) e os agentes patogénicos
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resistentes a multiplas drogas (MDR) mais comuns e graves que causam IRAS séo
Clostridium difficile e as bactérias englobadas na sigla "ESKAPE" (Enterococcus
spp., Staphylococcus aureus, Klebsiella spp., Acinetobacter spp., Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacteriaceae) (MAGILL et al., 2018). Muitas dessas bactérias
exibem resisténcia antimicrobiana e podem causar infecgbes da corrente sanguinea,
do trato urinario, pneumonia grave e infeccdo do sitio cirtrgico (AGABA et al., 2017,
LAX; GILBERT, 2015). A Unica defesa possivel contra a ameaca de resisténcia
antimicrobiana e a possibilidade de uma era pos-antibidtica € um esforco global e
coordenado de todas as partes interessadas em apoiar o desenvolvimento de novos

medicamentos antimicrobianos, diagndésticos, vacinas e outras ferramentas.

O ambiente hospitalar € apontado como um importante reservatério de
microrganismos, especialmente o0s multirresistentes. Dentre os fatores que
favorecem a contaminacdo do ambiente dos servicos de saude, podemos citar:
maos dos profissionais de salde em contato com as superficies, manutencdo de
superficies umidas, molhadas e empoeiradas, condi¢cdes precarias de revestimentos
e manutencdo de matéria organica (GARNER, 1996, OLIVEIRA, 2005). A presenca
de sujidades, principalmente matéria organica de origem humana, pode servir como
substrato para a proliferacdo de microrganismos ou favorecer a presenca de vetores,
que podem carrear passivamente esses agentes. Dai a importancia da limpeza e
desinfeccdo rapida de qualquer area com presenca de matéria organica,
independentemente da area do hospital (PELCZAR et al., 1997, FERNANDES et al.,
2000, HAN et al., 2015, RUTALA et al., 2013). Apesar da desinfeccao eficaz de
superficies e ambiente ser considerada uma das principais medidas de controle da
disseminacdo de IRAS, as superficies dos hospitais permanecem reservatorios

negligenciados.

A aparente falta de eficacia de alguns métodos tradicionais de desinfeccéo de
ambientes hospitalares (BLYTHE et al.,, 1998, FRENCH et al., 2004) estimulou a
busca por novos métodos de descontaminacdo que também sdo "amigos do
ambiente”. Como resultado, tem havido interesse no uso do gas Oz como elemento
quimico para controle antimicrobiano em diversas areas (FAN et al., 2002, de BOER
et al., 2006, HUDSON et al., 2007, SHARMA; HUDSON, 2008; ELVIS; EKTA, 2011,
WALLACE, 2016) e também como desinfetante (MARTINELLI et al., 2017, BITTER
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et al., 2017, HUTH et al., 2009, ROSENBLUM et al., 2012, SHARMA; HUDSON,
2018).

O O3 € um desinfetante oxidante bioativo que se decompde em O, e O, essa
altima molécula € extremamente reativa que provoca o rompimento das paredes
celulares bacterianas e altera a funcao de proteinas e carboidratos (MARTINELLI et
al., 2017, BITTER et al., 2017). O ozbnio gasoso e a base de 4gua séo utilisados
para desinfeccdo na indastria de alimentos e saneamento dos sistemas hidricos, e
atualmente estdo sendo estudados para interromper biofilmes em periodontias
(HUTH et al., 2009, ROSENBLUM et al., 2012, MARTINELLI et al., 2017, BITTER et
al., 2017). Na fase gasosa, o0 Oz tem meia-vida de aproximadamente 20 min, o que
tem restringido algumas aplicacdes diante de exposi¢cdes de baixa concentracao por
periodos prolongados, com eficacia limitada (BERRINGTON; PEDLER, 1998).
Contudo, o ozénio ja foi aplicado na limpeza de roupas hospitalares (CARDOSO et
al., 2000), e um estudo recente demonstrou a erradicacao de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) no ambiente doméstico de uma enfermeira apo6s
descontaminacdo com ozonio (de BOER et al, 2006). O 0z6nio gasoso
concentracdes relativamente altas (25 ppm), também tém sido usado para inativar
norovirus e bactérias em ambientes de escritérios e quartos de hotel, com a
remocdo desse 0zdnio apds uso de purificador de sistema (HUDSON et al., 2007,
SHARMA; HUDSON, 2008). Na medicina, o ozonio ja foi utilizado em diferentes
formas de aplicacdo (parenteral ou local), visando combater isquemias, doencas
articulares, imunodepressdo, doencas degenerativas e infeccbes (BOCCI, 1998,
BOCCI, 1999, DI PAOLO, 2004) e para fins terapéuticos (CARVALHO; BRIOSCHI;
TEIXEIRA, 2015, MANOTO; MAEPA; MOTAUNG, 2018). No entanto, em
concentracdes elevadas ele se torna toxico (SILVA et al., 2009). Assim, se usado de

modo correto e de forma controlada, diferentes efeitos benéficos podem ser obtidos.

Desta forma, o Oz mostra-se um composto promissor para controle
antimicrobiano. Considerando o surgimento de microrganismos resistentes aos
antimicrobianos convencionais e, consequentemente, desinfetantes disponiveis no
mercado, utilizados nas Instituicbes de Assisténcia a Saude, o emprego do O3z como
agente desinfetante € uma opcdo efetiva e de baixo custo. No entanto, s&o
necessarias mais pesquisas para evidenciar suas possibilidades e restricbes de uso,

ja que a eficiencia dos resultados varia provavelmente devido as diferencas na
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concentracdo de ozobnio, modo de distribuicdo e tempo de exposicdo juntamente
com diferentes bactérias e condi¢des de crescimento.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o poder bactericida de baixas concentracbes do gas o0zbnio sobre

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

2.2 Objetivos especificos

e Monitorar a concentragdo ambiental de O3 emitido.

e Avaliar se o tratamento com O3 € capaz de interferir na contagem de colonias
bacterianas.

e Observar a viabilidade celular através da reducdo enziméatica da resazurina.

e Avaliar a permeabilidade da membrana por microscopia de fluorescéncia.

e Observar o efeito do Oz através do uso dos corantes Syto9 e iodeto de
propidio.

e Medir os niveis intracelulares de ERO com uso de sonda fluorescente.

e Examinar alteracbes morfoldgicas nas cepas bacterianas através de

microscopia eletrdnica de varredura.
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3 METODOLOGIA

3.1 Cepas bacterianas

Foram utilizadas cepas padrdo — American Type Culture Collection (ATCC)
conforme descricdo a seguir: Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Salmonella
enterica subsp enterica sorovar choleraesuis (ATCC 10708), Escherichia coli (ATCC
25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) adquiridas na empresa Plastlabor
(Plast Labor Ind e Com E H Lab Ltda-RJ) com certificado de analise (Anexo 1).
Também foi utilizada uma cepa de Acinetobacter baumannii multirresistente (MDR)
de origem hospitalar, carreadora do gene blapxia2z € representativa de um dos
gendtipos disseminados no Brasil (ST15/CC15). Esta cepa foi gentilmente cedida
pela Dra. Maria Helena Simdes Villas-Bbas do laboratério de Saneantes do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude da Fundacdo Oswaldo Cruz
(INCQS/Fiocruz). Esta cepa faz parte da Colecado de Microrganismos de Referéncia
em Vigilancia Sanitaria do INCQS/Fiocruz. Estas cepas bacterianas foram
inicialmente cultivadas de acordo com as instru¢cbes da ATCC, em seguida
aliquotadas, estocadas em criotubos contendo Caldo Triptona de Soja (TSB) (Difco)

com 20% de glicerol (v/v) e mantidas em freezer a -20°C para posterior utilizagao.

3.2. Aparelho gerador de Ozdnio e monitoramento

Para o experimento, utilizamos o purificador de ar/gerador de 0z6nio
comercialmente denominado SANITECH PURI-MU - Purificador de ambiente
(Gerador de ozoénio e eliminador de impurezas do ar) com capacidade suficiente
para area de até 30m> da Empresa Astech (Petrépolis-RJ). O monitoramento e a
medicao da concentracdo ambiental de O3 emitido foram realizados por meio de um
detector de gas portatili BH-90A (Single Gas Detector - Forensics Detectors). A
medicao foi feita encostando o detector diretamente na grade frontal do aparelho.

Este detector pode fazer a deteccdo continua de gases combustiveis e toxicos, com
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sensor de excelente qualidade que faz a deteccdo por difusdo natural. Possui boa
sensibilidade e reprodutibilidade. O detector adota controlador MCU embutido e de
acordo com suas especificacdes mede o intervalo de 0 a 20ppm com dois alarmes

configurados para 5ppm e 10ppm. O detector possui certificado de calibracao.

3.3. Inoculacédo da superficie teste

Para a reativacéo das cepas, as mesmas foram retiradas da cultura estoque,
semeadas em Caldo Triptona de Soja (TSB) (Difco) respectivamente, e incubadas a
37°C, por 24 horas. ApOs o crescimento, 0s microrganismos foram suspensos em
solucdo salina a 0,85 % estéril e usando um dispositivo fotométrico (colorimetro
padrdo Densichek™ Plus, BioMérieux, USA). Posteriormente, foram feitas diluicées
sucessivas em caldo BHI, de modo a se obter uma concentracao final de células de
10* UFC/mL, 10° UFC/mL e 10> UFC/mL, respectivamente para cada
microorganismo. Aliquotas de 100 pL das suspensdes bacterianas de S. aureus
(ATCC n° 6538), S. enterica (ATCC 10708), E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa
(ATCC 15442) e A. baumannii (MDR) em diferentes concentracdes (10%, 10° e 107
UFC/mL) foram plaqueadas por espalhamento em Agar Triptona de Soja (TSA)
(Difco) em triplicata e incubadas a 37°C por 24 h.

3.4 Tratamento com Oz6nio

As placas inoculadas contendo os diferentes microrganismos foram dispostas
em uma bancada medindo 2,55 m? (2,50m x 0,62m) equidistantes e simetricamente
opostas (Figura 1), em seguida abertas e expostas a apenas um aparelho
SANITECH PURI-MU disposto acima das placas (no centro da bancada) a uma
distancia de 1,15m (ligado 1h antes de iniciar o experimento) por 10h e 12h em uma
sala teste medindo cerca de 38m?® (3,60m x 3,65m x 2,90m) (Figura 2), mantida

fechada, exceto no momento da medicdo e monitoramento da concentracéo
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ambiental de ozb6nio. Apés o tempo de exposicdo, as placas foram fechadas e
incubadas a 37°C por 24h.

Como controle positivo do ensaio, foram utilizadas placas com TSA contendo
as mesmas suspensoes bacterianas, porém sem exposicdo ao 0z6énio. Essas placas
controle permaneceram a temperatura ambiente e foram incubadas a 37°C por 24h
juntamente com as placas expostas ao 0z6nio. Uma placa contendo apenas TSA foi
utilizada como controle negativo. O ensaio foi realizado em triplicata. A contagem
das colbnias foi realizada apenas nas placas que obtiverem numero de coldnias de 0
a 300.

3.5 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi medida em suspenséo bacteriana selecionada de 10°
UFC/mL apdés 10 h de exposicdo ao Oz com base em resultados anteriores
(contagem de células — UFC/mL). Todo o experimento anterior foi realizado
novamente (na concentracdo e tempo definidos), e apds 24 h de incubacao, trés
colonias distintas de cada placa foram inoculadas separadamente em um tubo de
ensaio contendo caldo BHI (Difco). Como controle positivo do ensaio, realizamos o
mesmo procedimento com as placas que nado foram expostas ao Oz, onde trés
colonias distintas de cada placa foram inoculadas separadamente em um tubo de
ensaio contendo caldo BHI (Difco). Em seguida, 100 yL da suspenséao bacteriana de
cada colbnia foram transferidos, em triplicata, para os po¢os da microplaca de 96
pocos, que foi incubada a 37°C por 24 h. Cada cepa foi testada em duplicata e o
crescimento bacteriano foi detectado pela adicdo de 0,02% de resazurina (nome
IUPAC: 7-hidroxi-10-oxidofenoxazina-10-ium-3-ona; Sigma-Merck, St Louis, MO,
EUA) 1 h de incubagdo. A resazurina € um reagente azul ndo tOxico e ndo
fluorescente que, apds a reducdo enzimatica, torna-se altamente fluorescente. Essa
conversao ocorre apenas em células viaveis e, como tal, a quantidade de resofurina
produzida € proporcional ao nimero de células viaveis na amostra. Como controle
negativo, utilizou-se caldo BHI, e a medida em 590 nm foi feita em leitor de placas
ELISA (Flex Station 3, Molecular Devices, San José, CA, EUA).
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Os dados coletados foram analisados por meio do programa R (verséo 3.6.0)
e R Studio, onde foi aplicado o teste t pareado para comparar a significancia
estatistica entre as duas amostras (com e sem tratamento com O3) com <0,01. Cada

experimento foi repetido trés vezes para cada microrganismo tratado com Os.
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Figura 1 - Disposicdo das placas na bancada contendo a suspensdo bacteriana nas diferentes
concentragdes (10%, 10% e 10° UFC/mL) e tempos de exposicdo (10h e 12h). A - S. enterica (ATCC
10708) e S. aureus (ATCC 6538); B - P. aeruginosa (ATCC 15442) e A. baumannii (MDR); C - E. coli

(ATCC 25922).
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Figura 2 - Representacéo da sala teste utilizada para a exposicdo das cepas ao ozbnio.

2.50m comprimento

0,62m

3.65m lareura

3,60m comprimento

Fonte: o autor

3.6 Ensaio vivo/morto

O efeito do 0z6nio na permeabilidade da membrana bacteriana foi medido
usando sondas fluorescentes para corar bactérias vivas (Syto9) e mortas com a
membrana rompida (IP). Resumidamente, a suspenséo de bactérias (10° UFC/mL)
foi cultivada em caldo BHI por 24 h em placas de 24 pocos na presenca de Oz. Apds
exposicao, as culturas foram incubadas com 15 pM de IP (Sigma—Aldrich, St Louis,
MO, EUA) e 2 uM de Syto9 (Thermo, Waltham, MA, EUA) por 15 min no escuro. As
células foram lavadas em PBS trés vezes por centrifugacéo (4000 x g por 5 min). Em
seguida, a suspenséo celular foi espalhada em uma lamina de vidro e analisada em
um microscépio Axio Imager M2 (Carl Zeiss do Brasil Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil). A
fluorescéncia foi capturada de células vivas/mortas e imagens de contraste de
interferéncia diferencial (CDI) para cada campo de visdo de varias areas para
andlise. A quantificacdo foi realizada usando o fluxo de trabalho Knime de diferentes
colbnias de bactérias (RANGEL et al, 2020).
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3.7 Medicéo dos niveis de ERO

Os niveis intracelulares de ERO foram medidos em bactérias tratadas e néo
tratadas com O3 (A. baumannii MDR, E. coli (ATCC 25922) e P. aeruginosa (ATCC
15442). A suspenséo de bactérias em BHI (10® UFC/mL) foi cultivada em placas de
24 pocos por 10 h na presenca de Os. As bactérias foram incubadas por 30 min em
H.O, (1% v/v) como controles positivos. ApOGs a incubacdo, as bactérias foram
carregadas com 20 puM de H2DCFDA por 45 min. O sinal de fluorescéncia, gerado
pela oxidacdo da sonda por ROS intracelular, foi medido usando comprimentos de
onda de excitacdo/emissdo de 485/535 nm com um leitor de microplacas
SpectraMax M2 (Molecular Devices, CA, EUA) (LARA et al, 2018).

Cada experimento foi repetido trés vezes para cada microrganismo tratado
com Os. O teste t pareado foi aplicado para comparar a significAncia estatistica entre
as duas partes (com e sem tratamento com O3), sendo as diferencas consideradas

significativas se p < 0,05.

3.8 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As alteracbes morfoldégicas nas espécies de bactérias foram visualizadas
usando MEV. Para andlise, as células controle ou o tratamento com Oj foram
fixadas por 1 h com glutaraldeido 2,5% em tampéao cacodilato 0,1 M. Apdés a fixacao,
as células foram lavadas trés vezes em PBS por 5 min, pos-fixadas por 15 min em
tetroxido de 6smio a 1% (OsO,) e lavadas novamente trés vezes em PBS por 5 min.
Em seguida, as amostras foram desidratadas em uma série ascendente de etanol
(7,5, 15, 30, 50, 70, 90 e 100% etanol) por 15 min cada etapa, ponto critico seco
com CO,, revestido com 15 nm de espessa camada de ouro e examinada em um

microscopio eletrénico de varredura Jeol JSM 6390 (Téquio, Japao).
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4 RESULTADOS

4. 1 Monitoramento da concentracdo de Ozénio

O monitoramento da concentracao de O3 na sala teste mostrou que a emissao
diretamente do aparelho variou de 0,6 ppm a 2,1 ppm com a média de todas as
medi¢cdes em torno de 1,4 ppm. Todos o0s ensaios foram realizados a uma

temperatura ambiente de 27°C.

4. 2 Tratamento com Ozbnio

No tratamento com Oz em diferentes tempos de exposicdo (10 e 12h), nossos
resultados mostraram que a aplicacdo de uma baixa dose de O3 gasoso nao
preveniu completamente o crescimento in vitro de todas as cepas bacterianas
testadas (Figura 3), jA que ndo houve reducdo estatisticamente significativa na
contagem de colbnia em comparacado ao grupo controle (ndo tratado com O3). Para
as cepas A. baumannii MDR e S. aureus ATCC 6538, a contagem das col6nias
bacterianas no grupo controle foi maior que as que sofreram o tratamento com Osg,
porém sem diferenca estatistica significativa. Nas demais cepas de S. enterica
ATCC 10708, P. aeruginosa ATCC 15442 e E. coli ATCC 25922 o0 O3 nao teve efeito

sobre a proliferagéo bacteriana, em comparagao com o grupo de linha de base.
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Figura 3 - Contagem do nimero de colénias em diferentes espécies de bactérias A. baumannii
(MDR), S. aureus (ATCC 6538), S. enterica (ATCC 10708), E. coli (ATCC 25922) e P. aeruginosa
(ATCC 15442). A quantificacdo do numero de coldnias foi realizada no grupo controle (sem
tratamento) e nas suspensdes bacterianas (103 e 10° UFC/mL) apés exposigcédo ao Oz por 10 h e 12 h.
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Uma vez que a contagem de colbnias ndo fornece informac¢des quanto ao
estado metabdlico, funcional e capacidade proliferativa das bactérias, foi realizado o
ensaio viabilidade celular em solucdo utilizando resazurina como indicador
metabdlico. Apds tratamento com O3 trés colbnias aleatérias foram incubadas em
meio e apos 24 horas a viabilidade das diferentes espécies foi medida (Figura 4).
Foi observado uma diferenca significativa na viabilidade do grupo tratado com
ozbnio em 3 diferentes espécies, A. baumannii MDR, E. coli ATCC 25922 e P.
aeruginosa ATCC 15442. O tratamento com Oz reduziu principalmente o
crescimento bacteriano em E. coli, levando a uma inibicdo de cerca de 30 %,

seguido de P. aeruginosa (25 %) e A. baumannii (15%). Nenhuma diferenca na
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viabilidade bacteriana foi encontrada apos o tratamento com O3z nas espécies S.

aureus e S. enterica.

Figura 4 - Andlise da viabilidade celular de diferentes bactérias (A. baumannii, E. coli, P. aeruginosa,
S. aureus e S. enterica) apds exposicdo ao Oz por 10 h usando resazurina como indicador
metabolico. Bactérias viaveis convertem a resazurina em resorufina fluorescente, a comparacéo da
exposicdo ao Oz de diferentes colbnias foi visualizada em um boxplot. Os pontos vermelhos
representam a média da fluorescéncia relativa de cada grupo. Estatisticamente significativo usando o
teste t (** p < 0,01; *** p < 0,001)
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4.3 Efeito do Oz6nio

O uso de IP como indicador de permeabilidade da membrana mostrou que as
membranas bacterianas de todas as cepas ATCC nao foram afetadas pelo Os.
Nenhuma diferenga estatistica foi observada em comparagdo com o controle ndo
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tratado (Figura 5). Imagens de fluorescéncia representativas da comparacdo dos
grupos ndo tratados e tratados com Oz também ndo mostraram diferenca na
distribuicdo de bactérias permeaveis a IP (Figura 6).

Figura 5 - Quantificacdo de bactérias vivas/mortas apds exposi¢do ao Oz por 10 h. Porcentagem de
células vivas e mortas quantificadas a partir de diferentes imagens microscépicas.
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Figura 6 - Imagens de fluorescéncia de P. aeruginosa (A), E. coli (B) e A. baumannii (C) expostas ao
O3 por 10h coradas com Syto9 (verde) e iodeto de propidio (IP; vermelho). Bactérias vivas foram
evidenciadas usando Syto9, enquanto as bactérias mortas com membranas permeaveis foram
coradas com IP CID: contraste de interferéncia diferencial. Barra= 20 pm.
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4.4 Andlises de ERO

Como o O3 se difunde em solucédo e se decompde em oxigénio elementar e
radicais livres, medimos o estresse oxidativo produzido pelo tratamento com Oj;
usando uma sonda fluorescente. Os resultados demonstram um aumento
significativo de ERO no grupo tratado com O3 para as trés bactérias patogénicas.
Comparado ao controle ndo tratado, o aumento de ERO foi maior em E. coli (90 %
14%), seguido por P. aeruginosa (62,5 £ 19%) e A. baumanni (52,6 + 5%) (Figura
7). E. coli € mais sensivel aos agentes oxidantes, pois o H,O, leva a um aumento
de aproximadamente 215% em relacdo a producéo basal de ERO do grupo controle.
A. baumannii e P. aeruginosa tiveram um aumento semelhante no tratamento com

H,0,, 171 e 173%, respectivamente (Figura 7).

Figura 7 - Medicao de espécies reativas de oxigénio (ERO) induzidas por O3 nas diferentes bactérias
apoés incubacao durante 10h. O peréxido de hidrogénio (1%) foi usado como controle positivo. Os
dados representam a média e o desvio padrao de triplicatas usando diferentes coldnias. Teste t (***) p
<0,01 e (****) p <0,001.
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4.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura foi realizada para confirmar o dano a
membrana das espécies bacterianas. A analise morfolégica mostrou um efeito
marcante do Oz em A. baumannii. As bactérias tratadas mostraram muitas saliéncias
que se assemelham a bolhas de membrana. Todos os controles bacterianos
apresentaram superficies lisas e homogéneas. Tanto E. coli quanto P. aeruginosa
apresentam alteracdes de membrana ap6s o tratamento com Ojz;. O tratamento
produziu, nas membranas das células bacterianas, enrugamento com &areas

danificadas com invaginacao (Figura 8).
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Figura 8 - Analise morfolégica do tratamento com O3 por microscopia eletrbnica. A. baumannii (a, b),
E. coli (c, d) e P. aeruginosa (e, f) séo vistos sem (a, c, €) e sob tratamento com O3 (b, d, f). Depois do
tratamento, foram visualizadas saliéncias de membrana (setas) vistas em A. baumannii (b). Observe
gue as células de controle exibem uma superficie homogénea (a). Tanto E. coli quanto P. aeruginosa
apresentam alteracbes de superficie apds o tratamento (d, f). Observamos mais células enrugadas
comparadas as células controle (c, €), e alguns danos verificados (ponta de seta).

Fonte: o autor
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5 DISCUSSAO

A resisténcia antimicrobiana € um problema crescente e preocupante dentro e
fora do ambiente hospitalar. Apesar de diversos estudos terem demonstrado que o
efeito bactericida aumenta com a utilizacdo de concentracbes mais altas do Og,
mesmo com tempo de exposicdo menor (NOGALES et al.,, 2014; TORMIN et al.,
2016), pouco se sabe com relagcdo ao seu efeito bactericida quando utilizado em
baixas concentracdes (ambientes ocupados) ja que os resultados séo limitados ou
inconclusivos. As cepas bacterianas utilizadas neste estudo foram selecionadas por
serem as quatro cepas de referéncia preconizadas para avaliacdo da qualidade de
produtos desinfetantes de acordo com Método da Diluicdo de Uso adotado para a
avaliacdo da atividade bactericida de desinfetantes na forma liquida, segundo
estabelecido pela Association of Official Analytical Chemists — AOAC (TOMASINO,
2012) e o POP INCQS n° 65.3210.007 (MANUAL DA QUALIDADE, 2013) e uma
cepa patogénica MDR de A. baumannii jA caracterizada, comumente presente em

pacientes com infec¢cdes nosocomiais graves.

A concentragcdo de O3 produzida por um Ozonizador depende do tamanho da
area, capacidade do equipamento, se ha portas abertas ou se ha materiais que
reagem com Oz no local (MCCLURKIN, 2013; NEEMICH, 2015).

Os principais 6rgaos reguladores emitiram regras e leis que regulam o
namero maximo de horas permitidas para determinadas concentracées de gas no
local de trabalho. A Administracdo de Seguranca e Saude Ocupacional do
Departamento de Trabalho dos Estados Unidos (OSHA) permite a exposi¢ao
maxima de 0,1 ppm de Oz em ambientes de trabalho de 8 horas (OSHA, 1992). A
Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA), através do Codigo de Regulamentacdes
Federais (CRF) titulo 21, permite a exposicdo maxima de 0,05 ppm de gas (EPA,
2015). No Brasil, as dosagens seguras de Oz em ambientes de trabalho sé&o
indicadas pelo Ministério do Trabalho, por meio da Norma Regulamentadora (NR 15,
anexo 11) (BRASIL, 2016), o que significa uma exposicdo maxima de 0,08 ppm
(0,16 mg/m3) para jornada de trabalho de até 48 horas semanais. Existem fatores no
ambiente de trabalho que devem ser considerados, como ventilagdo e outros

elementos que atuam na destruicdo da molécula de Os.



37

As medicOes foram realizadas para estimar a concentracdo de O3 no ar
ambiente gerado pelo purificador/esterilizador de ar com Og, diretamente na grade
de saida do dispositivo SANITECH O3 PURI-MU com emisséo variando de 0,6 a 2,1
ppm. De acordo com a Eco Sensors Divisdo da KWJ Engineering Inc, que € a
principal designer de instrumentos de deteccdo de gas e deteccdo de Oz para
ambientes industriais e protecdo pessoal, atendendo as necessidades de seguranca
do trabalhador na deteccéo de O3 e gas desde 1992 (EcoSensors Company 2020a),
a concentracao de O3 diminui rapidamente a medida em que se aumenta a distancia
de medicdo do gerador. Quando se I1é 10 ppm de O3 diretamente na grade de saida
raramente excede 0,1 ppm a 1 metro do gerador (EcoSensors Company 2020b).
Portanto, o aparelho utilizado no estudo produziu baixas concentracdes de Oz no
ambiente, estando de acordo com as normas brasileiras (NR 15) com emissado de

niveis seguros de O3 em ambientes ocupados assegurando sua toxicidade.

Embora a eficacia do O3 para desinfeccéo de superficies e quartos tenha sido
examinada em Vvarios estudos anteriores, muitos usaram baixas concentracdes de
O3 por causa da natureza toxica do gas e sua meia-vida relativamente longa
(MASAOKA et al.,, 1982, DYAS et al.,, 1983, ISHIZAKI et al., 1986, WHISTLER;
SHELDON 1989, BERRINGTON; PEDLER, 1998). No entanto, baixas
concentracbes de Oz geralmente levam a resultados limitados ou inconclusivos.
Apesar de ndo termos obtido uma reducéao significativa do crescimento bacteriano in
vitro, quando investigamos sua capacidade metabdlica através da resazurina,
encontramos uma diminuicao significativa nos valores para trés das cinco bactérias
estudadas, mostrando que mesmo em baixas concentracbes, o Oz foi capaz de
interferir na viabilidade. Além disso, verificamos que o O3 apresentou o maior efeito
inibitério sobre E. coli (30%), seguido por P. aeruginosa (25%) e A. baumannii
(15%). Entre as bactérias, a E. coli é o mais sensivel ao Os.

Baixas doses de O3 podem efetivamente controlar o protozoario
Cryptosporidium e a espécie bacteriana Mycobacterium avium (WHO, 2004). Um
estudo mostrou que uma unica aplicacao tépica por nebulizacdo de uma pequena
guantidade de O3 pode inibir completamente o crescimento de varias cepas
bacterianas potencialmente patogénicas com resisténcia conhecida a agentes
antimicrobianos (FONTES, 2012). Cocos gram-positivos (Staphylococcus e

Streptococcus) e virus sdo mais resistentes ao Os.
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Embora, o O3z possa matar bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(ALMAZ, 2015), o O3 é uma molécula instavel que decai rapidamente para O, e
libera um dnico atomo de oxigénio. O Unico atomo de oxigénio reage com a
membrana celular da bactéria, ataca os componentes celulares, interrompe a
atividade celular normal e depois destréi as bactérias (ALMAZ, 2015; YAMAYOSHI,
1993; KOMANAPALLI, 1998). Outro estudo verificou a eficacia do Oz como
desinfetante terminal avaliando diferentes microrganismos inoculados em quadrados
de aco inoxidavel e incubados em varias temperaturas e umidade relativa por até 4
h. Os patios contaminados foram configurados para serem identicamente
comparados apds exposicdo ao Oz (2 ppm/4 h) a sobrevivéncia desses
microrganismos. A liberacdo de O3 nas superficies sujas resultou em uma reducao
na viabilidade microbiana que variou de acordo com o tipo de organismo (valores log
de 7,56 a 2,41), sugerindo que, se aplicado apos a limpeza adequada, o 0zbnio
pode ser usado como um desinfetante terminal eficaz (MOORE, 2000). Um estudo in
vitro observou que o Oj reduz efetivamente as concentracbes de A. baumannii,
Clostridium difficile e S. aureus resistente a meticilina (MRSA) em amostras secas e

Uumidas, sugerindo que pode ser usado como desinfetante (SHARMA, 2008).

O estresse oxidativo € definido como um distarbio do equilibrio pro-
oxidante/antioxidante em favor dos pro-oxidantes, levando a danos potenciais a
célula (SIES, 2015). O excesso de pro-oxidantes pode resultar em estresse
oxidativo, danificando componentes celulares, como proteinas, lipidios e DNA.
(FARR, 1991; YOSHIKAWA, 2002). O estresse oxidativo induz radicais livres com
elementos altamente reativos, como espécies reativas de oxigénio (ERO), que
podem atacar moléculas biolégicas e levar a morte (VATANSEVER, 2013). O O3 é
um oxidante forte que gera espécies reativas de oxigénio (ERO) no tecido e causa
danos celulares (CHENG, 2003). Em nossa analise, a permeabilidade da membrana
bacteriana de todas as cepas ATCC nao foi significativamente afetada pelo 0zb6nio,
nao havendo diferenca na distribuicdo de bactérias IP positivas. No entanto,
observamos um aumento significativo de ERO no grupo tratado com ozo6nio para E.
coli (90 £ 14%), seguido por P. aeruginosa (62,5 + 19%) e A. baumanni (52,6 = 5%)

e certos danos a membrana observados por MEV.

E bem sabido que o 0z6nio € venenoso; este é um fator essencial na poluicao

do ar, afetando principalmente as criancas; a inalacdo pode danificar os pulmdes
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com possiveis consequéncias graves (MATHINEU-NOLF, 2002). No entanto, em
comum com muitas outras terapias que induzem ERO, o resultado do tratamento
com 0z6nio, em doses rasas, pode ser benéfico em vez de prejudicial (BOCCI, 2004;
BOCCI, 2009; VALACHCI, 2005).

Embora o efeito microbicida do O3 seja conhecido, seu mecanismo de acéo é
desconhecido. Um estudo anterior avaliou o efeito bactericida sob baixa
concentracdo de Oz e descobriu que 0s ions negativos e positivos gerados durante a
exposi¢do induzem estresse oxidativo, incluindo oxidagdo de aminoécidos, reacao
da parede celular (VELANO, 2001) e danos ao DNA (PARK, 2016), causando morte
celular. Foi hipnotizado que a lise celular depende da extensao da reacdo (VELANO,
2001). Os alvos celulares primarios para O3 sdo &cidos nucleicos, onde os danos
podem variar de lesdes de base a quebras de fita simples e dupla (VON SONNTAG,
2012). As lesdes podem levar a mutacbes pontuais mais ou menos
comprometedoras, enquanto a quebra macica do DNA ¢é letal se nao for reparada
(HAMELIN, 1974; HAMELIN, 1977; HAMELIN, 1978). Muitos outros estudos
fornecem evidéncias de que o envelope celular é afetado durante a ozonizacao,
provavelmente mesmo antes de ocorrerem danos graves ao DNA (SCOT, 1963;
HUNT, 1999; DODD, 2012).

A eficacia do O3 como desinfetante varia significativamente entre os diferentes
tipos de bactérias, mesmo no nivel da cepa, conforme mostrado anteriormente (VON
SONNTAG, 2012; VON GUNTEN, 2003) e por nossa andlise. No entanto, seu efeito
depende de varios fatores intrinsecos, como estagio de crescimento, envelope
celular, eficiéncia dos mecanismos de reparo e tipo de indicador de viabilidade
utiizado (BROADWATER, 1973; CASOLARI, 1988; PATIL, 2011). Além disso,
outros fatores extrinsecos, como concentracao e tipo de material organico dissolvido
ou a presenca de flocos ou particulas, podem reduzir a estabilidade do O3z ou
proteger 0os microrganismos de seus efeitos, diminuindo a eficiéncia da desinfec¢éo
(XU, 2002; PATIL, 2009; TANG, 2011; PAK, 2016). No entanto, o gas ozo6nio foi
aplicado com sucesso em virus de desinfeccdo em superficies e aerossois (TSENG,
2006; CANNON, 2013).



40

6 CONCLUSOES

Dadas as internacdes prolongadas em hospitais e 0 aumento dos custos de
tratamento observados em pacientes que desenvolvem IRAS, as abordagens de
descontaminacdo com base no Oz podem ser uma intervengdo extremamente
econbmica e promissora. O presente estudo constitui uma investigacao preliminar,
contudo, nossos resultados foram promissores e estimulam a continuacdo das
investigagdes do uso do O3z gasoso a baixas concentragbes como desinfetante ou
antisséptico, avaliando seu efeito bactericida, j& que podera contribuir na reducéo da
transmissdo desses microrganismos e na manutencdo e/ou desinfeccdo de

ambientes de saude. Portanto, novos estudos devem ser incentivados.
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