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RESUMO

Infec¢des do sitio cirdrgico séo as infecgbes mais comuns adquiridas em hospitais,
sendo o Staphylococcus aureus o principal agente causador devido a sua capacidade
de adesao a instrumentos médicos e formacado de biofilmes. O objetivo deste estudo
foi desenvolver um sistema hidrodindmico inovador que utiliza agua ozonizada e
ultrassom para desinfeccdo de instrumentos cirdrgicos. Cabos de bisturi
contaminados experimentalmente por S. aureus foram submetidos a processos de
desinfeccdo no sistema hidrodinamico utilizando agua ozonizada (2,14 mg/cm? (Os)
por 5 minutos), ultrassom (40 KHz, 50 W acustico por 5 minutos) e a duas técnicas
associadas (3mg/cm? (Os) por 7 minutos). Foram realizados testes microbiolégicos
nos cabos de bisturi e dgua do sistema e imagens por microscopia eletrbnica de
varredura (MEV-FEG) para avaliagdo da superficie do material apés os
procedimentos. Os resultados das analises microbiol6gicas demonstraram que a agua
ozonizada produziu uma desinfeccdo eficiente dos cabos de bisturi, com uma
dosagem de ozdnio aplicada de 2,14 mg/cm? em 5 minutos, porém as imagens
demonstraram que S. aureus, mesmo inativadas, permaneceram na superficie dos
instrumentos. O ultrassom néo foi capaz de produzir um efeito microbicida em 5
minutos, mas demonstrou habilidade em remover os microrganismos da superficie
dos instrumentos. Agua ozonizada associada ao ultrassom, também indicou uma
desinfeccao eficiente dos cabos de bisturi com uma dosagem de ozénio aplicada de
3 mg/cm? em 7 minutos. Além disso, as imagens da superficie do material
demonstraram que este tempo de desinfeccdo foi suficiente para remover
praticamente toda bactéria aderida na superficie dos instrumentos. Esses resultados
demonstram que o sistema hidrodindmico € promissor para desinfetar instrumentos
cirurgicos, apresentando um potencial de esterilizacdo, sendo necessarios estudos

futuros para se verificar este efeito.

Palavras-chave: Engenharia Biomédica. Desinfeccdo. Agua ozonizada.

Ultrassom. Instrumental cirdrgico



ABSTRACT

DISINFECTION OF SURGICAL INSTRUMENTS USING A HYDRODYNAMIC
SYSTEM WITH OZONATED WATER AND ULTRASOUND

Surgical site infections are the most common infections acquired at hospitals, with
Staphylococcus aureus being the main cause due to its ability to adhere to surgical
instruments and biofilm formation. This study aimed to develop an innovative
hydrodynamic system using ozonated water and ultrasound to disinfect surgical
instruments. Scalpel handles experimentally contaminated with S. aureus were
submitted to disinfection processes in the hydrodynamic system using ozonated water
(2.14 mg/cm? (Os) for 5 minutes), ultrasound (40 KHz, 50 W acoustic power for 5
minutes), and both associated techniques (3 mg/cm? for 7 min.). Microbiological tests
were performed on scalpel handles and water, and FEG-SEM obtained images to
evaluate its surface after the procedures. The results of the microbiological analysis
showed that ozonated water produced effective disinfection of the scalpel handles with
an applied ozone dosage of 2.14 mg/cm? in five minutes. However, the images
showed that S. aureus, although inactivated, remained on the surface of the
instruments. The ultrasound was not able to produce a microbicide effect in five
minutes but showed an ability to remove microorganisms from the surface of the
instruments. Ozonated water associated with ultrasound also indicated effective
disinfection of the scalpel handles with an applied ozone dose of 3 mg/cm? in seven
minutes, and the images showed that this disinfection time was sufficient to remove
almost all the bacteria adhered to the surface of the instruments. These findings
indicate that the hydrodynamic system is promising to disinfect surgical instruments
with a sterilization potential, being necessary further studies are needed to verify this

effect.

Key words: Biomedical Engineering. Disinfection. Ozonated water.

Ultrasound. Surgical instruments.
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1 INTRODUCAO

As infeccOes associadas aos cuidados de saude podem levar a custos anuais,
diretos e indiretos da ordem de US$ 96 — 147 bilhdes nos Estados Unidos (EUA)
(SMITH et al., 2018). As infec¢des do sitio cirargico (ISC) sdo as infeccdes mais
comuns adquiridas em hospitais e podem ser definidas de acordo com o Center for
Diseases Control and Prevention (CDC), nos EUA, e o European Center for Disease
Prevention and Control (ECDC), como infecgbes que ocorrem dentro de 30 dias apos
0 procedimento cirdrgico ou dentro de 1 ano para implantes permanentes e, estdo
associadas com o aumento de morbidade e mortalidade, estadia hospitalar
prolongada e aumento dos custos dos tratamentos (BADIA et al., 2017).

A incidéncia de ISC € estimada em cerca de 2-11 % para todas as intervencdes
cirtrgicas e, de acordo com estudos do ECDC, o principal agente causador dessas
infeccbes é a bactéria Staphylococcus aureus, sendo cerca de 50 % dos casos por
sua cepa resistente & Meticilina (MRSA) (CDC, 2008; KOLASINSKI, 2018). S. aureus
€ uma das principais causas de endocardite, bacteremia, osteomielite e infeccées da
pele, do tecido mole e infec¢Bes associadas a assisténcia médica (TURNER et al.,
2019).

De acordo com o CDC (2023), 65% das infeccbes causadas por S. aureus
ocorrem devido a sua capacidade de adesédo a instrumentos médicos e formacéo de
biofilmes. Essa capacidade de produzir matriz extracelular e formar biofilme, torna o
tratamento clinico, extremamente dificil (KARA TERKI et al., 2020).

Os instrumentais cirdrgicos sao considerados itens criticos devido ao alto risco
de infeccdo se estiverem contaminados por microrganismos, pois penetram tecidos
estéreis e sistema vascular e devem ser esterilizados, sendo livres de todas as formas
vidveis de microrganismos. Por serem artigos termo resistentes, devem ser
submetidos a esterilizagdo por vapor e alta pressdo (ANVISA, 2004). Garantir a
esterilizagdo, € fundamental para que néo haja transmisséo de patdgenos infecciosos
aos pacientes (RUTALA; WEBER, 2004).

A presenca de biofilme nos instrumentais cirtrgicos pode interferir no processo
de desinfeccgéo e esterilizagao, inclusive, mesmo os instrumentos passando por uma
descontaminacdo manual e inspecdo visual, estudos mostram que detritos ainda

permanecem presentes em taxas que chegam a 91,7% (RESENDIZ et al., 2020).
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Algumas proteinas altamente hidrofébicas, como prions, responsaveis pela
transmissdo de doencas neurodegenerativas fatais incuraveis, sédo facilmente
adsorvidos pela superficie do aco inoxidavel cirirgico e, apesar dos protocolos de
desinfeccdo serem muito eficientes para a remocdo de contaminantes
microbioldgicos, essas proteinas ainda podem ser mal removidas ou inativadas por
estes métodos (HERVE; SECKER; KEEVIL, 2010; SECKER et al., 2020). Rutala e
Weber (2019) enfatizam que a desinfeccao e a esterilizagdo garantem um uso seguro
dos artigos médicos, e € essencial para prevenir infec¢cdes e o contato com agentes
infecciosos.

O gas ozonio (O3) é uma molécula composta por 3 &tomos de oxigénio, que
quando decomposto, produz radicais altamente reativos. Possui também uma boa
solubilidade em agua, que permite sua reacdo imediata com qualquer composto
presente, podendo ser incorporado na agua através do processo de difusdo gasosa,
por meio de difusores, bem como também por sistemas hidrodinamicos atrelados a
uma valvula Venturi (AWOYAMA et al., 2023; BOCCI, 2011; CARVALHO et al., 2023).
O ozonio tem sido empregado como um agente germicida natural devido sua atividade
oxidativa, degradando a estrutura da membrana celular e sua permeabilidade, através
da oxidacéao de glicolipidios, glicoproteinas e aminoacidos, resultando em uma rapida
morte por lise celular e a inibicAo da atividade respiratoria e reprodutiva dos
microrganismos (LOPES et al., 2015).

Estudos recentes tém demonstrado a eficiéncia do oz6Gnio como agente
microbicida e seu potencial uso como método de desinfec¢do devido a sua praticidade
de manipulacéo, além de ndo apresentar risco aos seus manipuladores e ndo gerar
residuos téxicos (AWOYAMA et al., 2023; DE OLIVEIRA et al., 2023; LOPES et al.,
2015; MOREIRA FONSECA et al., 2021).

Além do ozénio, o ultrassom (US) tem sido empregado na limpeza de materiais
cirirgicos (MUSCAT et al., 2018). Os efeitos mecanicos do ultrassom em meio liquido
sao devidos aos processos de propagacdo das ondas acusticas e cavitacdo, onde as
alteracdes de pressao produzidas causam a formacéo de microbolhas no meio liquido,
gue vao aumentando até implodirem, resultando no local em tempo muito curto, altas
pressdes (500-1000 atm) e temperatura que chega a quase 5000 °C (FETYAN;
SALEM ATTIA, 2020).

Apesar dos efeitos da cavitacdo e propagacao das ondas acusticas causarem

ruptura das estruturas quimicas que constituem o microrganismo, estudos
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demonstram que o ultrassom demanda muito tempo de atuacdo a fim de atingir os
microrganismos e inativa-los, porém, ele possui uma importante capacidade de
remové-los das superficies (LOPES et al., 2015; MOREIRA FONSECA et al., 2021,
PASSOS et al., 2014). Com base nestas informagdes, o presente estudo teve como
objetivo principal desenvolver um sistema hidrodinamico utilizando agua ozonizada e

ultrassom para desinfeccao de instrumentos cirlrgicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um equipamento que emprega um sistema hidrodinamico com
adgua ozonizada corrente associada ao ultrassom para a desinfeccdo de cabos de

bisturi.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver um protocolo de desinfeccado utilizando agua ozonizada
corrente associada ao ultrassom para a desinfeccéo de cabos de bisturi
contaminados experimentalmente.

e Comparar a eficacia da inativacdo de S. aureus através de andlises
microbiolégicas apos o processo de desinfeccdo utilizando: somente agua
ozonizada, somente ultrassom e as duas técnicas associadas.

e Analisar a superficie dos cabos de bisturi por Microscopia Eletrdnica de

Varredura (MEV-FEG) ap0s os processos de desinfeccao.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 INFECCOES DO SiTIO CIRURGICO

Na Grécia e Roma antigas, o tratamento de feridas ja era praticado por
Hipdcrates, Celsus e Galeno. A presenca de pus (secrecdo viscosa) na ferida era
considerada sinal de uma cicatrizacdo normal e Hipdcrates dizia que quando o pus
apresentava aspecto branco e ndo era feio, a saude prevalecia, porém, se o pus
apresentasse um aspecto diferente e turvo, a morte acontecia (KOLASINSKI, 2018).

As Infeccdes do Sitio Cirargico sao aquelas infec¢des decorrentes do local do
procedimento cirargico e sdo as complicacdes mais comuns apdés uma cirurgia,
ocorrendo em cerca de 3 % a 20 % dos procedimentos realizados. Elas séo
consideradas as InfeccBes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) mais comuns
e de maior custo, pois além de serem uma ameaca a seguranca do paciente, podem
ainda causar prejuizos fisicos e psicoldgicos, podem prolongar a estadia hospitalar,
aumentar a chance de readmissado hospitalar e a necessidade de cirurgias adicionais
(SAVAGE; ANDERSON, 2013; EBSERH, 2019).

Nos EUA, dados publicados em 2014 pela Society for Healthcare Epidemiology
of America (SHEA) e pela Infectious Diseases Society of America (IDSA) mostram que
a ISC compromete de 2 % a 5 % dos pacientes que receberam procedimentos
cirdrgicos e que, a cada ano, ocorrem de 160.000 a 300.000 casos de ISC no pais.
No Brasil, a infeccdo do sitio cirargico ocupa a terceira posi¢cdo entre todas as
infeccbes em servigos de saude, sendo de 14 a 16 % encontradas em pacientes
hospitalizados. Em 1999, um estudo do Ministério da Saude apontou uma taxa de ISC
de 11 % do total de procedimentos cirdrgicos analisados (ANVISA, 2017).

De acordo com o Center for Diseases Control and Prevention nos Estados
Unidos, as ISC pode ser classificada como:

e Superficial: se desenvolve em até 30 dias do procedimento cirurgico e
envolve a pele e o tecido subcutaneo.
e Profunda: se desenvolve apds 30 dias do procedimento cirirgico ou em

até 1 ano da colocacao de um implante e envolve a fascia e musculos.
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e Infeccdo de oOrgdo ou cavidade corporal préximo ao local do
procedimento cirargico: se desenvolve em até 30 dias do procedimento

cirirgico ou em até 1 ano da colocacao de um implante.

As graves consequéncias aos pacientes que desenvolvem essas infeccdes
determinam a necessidade da criacdo de estratégias para a prevencdo dessa
infeccdo. Nesse sentido, a identificagéo dos fatores de risco para ISC contribui para a
promocdo de acdes que minimizem esse tipo de complicacdo pds-operatoria
(CARVALHO et al., 2017).

Também de acordo com o CDC, as feridas cirtrgicas sdo tradicionalmente
classificadas baseado em quéo limpas ou contaminadas elas sao (Tabela 1):

Tabela 1. Classificagao das feridas cirdrgicas.

L ; . Risco de -
Classificacéo Tipo de ferida ; . Exemplo de cirurgias
infeccéo
) Laparatomia, ressec¢do mamaria,
Classe | Limpa <2% ) .
intervencdes vasculares.
; ) Colecistectomia eletiva, resseccdo do
Classe I Limpa/contaminada <10 % i i ) .
intestino delgado, laringectomia.
) Apendicite aguda, colecistite
Classe Il Contaminada 20 %
gangrenosa.
o Feridas trauméticas infectadas,
Classe IV Suja/infectada >40 %

abcessos.

Fonte: Adaptado de Kolasinski (2018)

De acordo com estudos do ECDC, a bactéria Staphylococcus aureus (S.
aureus) tem se tornado a causa mais comum de infeccfes do sitio cirargico, sendo
cerca de 50 % dos casos causados por sua cepa resistente a Meticilina (MRSA)
(ANDERSON et al., 2015; TURNER et al., 2019).

3.2 STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Em 1882, o cirurgido britanico Alexander Ogston foi o primeiro a interpretar
corretamente causa da supuracdo aguda em humanos; ele descobriu que esse

processo era causado por Micrococcus, bactérias com células esféricas, gram-
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positivas. Havia dois tipos, um que tendia a formar pares ou cadeias, ja denominado
como Streptococcus e outro, que se apresentava em aglomerados, que ele atribuiu o
nome de Staphylococcus, derivado do grego staphyle, que significa cacho de uvas.
Ogston injetou Micrococcus em animais e se a intoxicagdo sanguinea ocorreu neles,
seguiu-se uma infecgéo localizada do tecido. Essa informacao aplicada nas cirurgias
sugeriu que as infeccbes pos-operatdrias eram uma sequela da supuracao das feridas
(LYELL ALAN, 1989; OGSTON, 1984).

S. aureus € uma bactéria gram-positiva, unicelular, esférica, que nédo forma
esporos, e possui membrana plasmatica formada por uma bicamada fosfolipidica. Sua
parede celular possui espessura de 20 a 50 nm, sendo mais espessa que a parede
celular das bactérias gram negativas e € formada por mdltiplas camadas de
peptidoglicano, proporcionando uma estrutura extremamente forte em tenséo. Ligado
a parede celular, hd uma quantidade significativa de acidos teicéicos que Ihe conferem
maior rigidez e acidos lipoteicdicos, que Ihe proporciona aderéncia (FOSTER et al.,
2014).

Figura 1. Desenho da membrana de bactéria Gram-positiva.
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Na maior parte do tempo, a bactéria S. aureus nao é prejudicial, podendo ser
encontrada na regido nasal em cerca de 30% das pessoas, porém em unidades de

saude, por causar infec¢des sérias e fatais, como por exemplo bacteremia (presenca
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de bactérias no sangue), pneumonia (infeccao nos alvéolos pulmonares), endocardite
(inflamacdo na membrana que reveste a parede interna do coracdo) e osteomielite
(inflamacao nos ossos) (CDC, 2011).

Foi uma das primeiras bactérias controladas por antibiéticos, como a penicilina
em 1940, mas tornou-se uma das mais importantes de infecgcdes hospitalares e
comunitarias devido ao seu potencial de evolucao e adaptacdo (AL-ALI et al., 2014).

Doengas agudas e cronicas causadas por S. aureus ocorrem principalmente
pela sua capacidade de adesédo a instrumentos médicos e formacgéo de biofilmes. De
acordo com o CDC, 65 % das infec¢Bes bacterianas ocorrem devido a presenca de
biofiimes (KARA TERKI et al., 2020).

Biofilme é uma comunidade complexa de microrganismos que estao
irreversivelmente ligados a uma superficie e incorporados em uma matriz de
substéancias poliméricas extracelulares. Ele é considerado a forma mais predominante
de desenvolvimento de bactérias na natureza e pode ser formado na superficie da

maioria dos materiais biologicos e nédo biologicos (LOPES et al., 2019).

3.3 INSTRUMENTAL CIRURGICO

Em 1968, Spaulding desenvolveu uma classificacdo racional para a
desinfeccdo e esterilizacdo de artigos médicos. Esse sistema de classificacédo € tao
claro e légico que foi refinado e mantido até hoje para planejar métodos para
desinfeccao e esterilizacdo. Os materiais cirdrgicos foram classificados como artigos
criticos, semicriticos e nao criticos, conforme demonstrado na Tabela 2 (ANVISA,
2010).

Tabela 2. Classificagdo dos materiais cirdrgicos.

Classificacao Utilizacao Processo

» Procedimentos de alto risco que L
Criticos ) o Esterilizagao
penetram tecidos ou 6rgéos

o Entram em contato com a pele nédo ) . .
Semicriticos i ) Desinfecc¢éo de alto nivel
integra ou com a mucosa do paciente

Né&o criticos Entram em contato com a pele intacta Desinfecgéo de baixo nivel

Fonte: ANVISA (2010)
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A desinfeccdo € considerada um processo fisico ou quimico que destréi a
maioria dos microrganismos patogénicos de objetos inanimados e superficies. Na
desinfeccdo de baixo nivel, h4 a eliminacéo de bactérias vegetativas e de alguns virus
e fungos, enquanto na desinfeccdo de alto nivel, todos os microrganismos sao
eliminados, com excecdo de esporos bacterianos. A esterilizacédo, no entanto, € um
processo validado que serve para fazer um artigo critico e/ou semicritico livre de todas
as formas vidveis de microrganismos (ANVISA, 2010).

Os instrumentais cirargicos sédo considerados artigos criticos, pois penetram
tecidos ou 6rgaos e requerem esterilizacdo para o seu uso (ANVISA, 2010).

Rutala e Weber (2019) enfatizam que a desinfeccao e a esterilizagdo garantem
a utilizacdo segura de dispositivos médicos e sdo essenciais para prevenir infeccdes.
No entanto, a presenca de biofilme em instrumentos cirargicos pode afetar o processo
de desinfeccdo e esterilizacdo, embora passem por inspec¢do visual, estudos
mostraram que residuos ainda estao presentes em niveis tao altos que chegam a 91,7
% (RESENDIZ et al., 2020).

Algumas proteinas altamente hidrofébicas, como prions, responsaveis pela
transmissdo de doencas neurodegenerativas fatais incuraveis, sdo facilmente
adsorvidos pela superficie do aco inoxidavel cirdrgico e, apesar dos protocolos de
desinfeccdo serem muito eficientes para a remocdo de contaminantes
microbiolégicos, essas proteinas sdo mal removidas ou inativadas por estes métodos
(HERVE; SECKER; KEEVIL, 2010; SECKER et al., 2020). Com base nessas
informacBes, novas técnicas e procedimentos mais eficientes para limpeza e

desinfeccdo se tornam essenciais.

3.4 0ZONIO

Em 1840, o quimico germano-suico Christian Friedrich Schonbein (1799-1868)
enquanto trabalhava com uma pilha voltaica na presenca de oxigénio, notou o
surgimento de um gas com um "cheiro elétrico e pungente” que poderia ser uma
espécie de "oxigénio superativo". Ele nomeou entdo esse gas de ozénio, derivado da
palavra grega para cheiro, ozein (RUBIN, 2001).

Somente em 1856, o fisico-quimico irlandés Thomas Andrews (1813-1885)
demonstrou que o oz6nio & formado somente por moléculas de oxigénio,

apresentando sua identificacdo quimica estrutural. Em 1863, 0 quimico suico
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Jacques-Louis Soret (1827-1890) estabeleceu a relagéo entre o 0z6nio e 0 oxigénio,
demonstrando que trés volumes de oxigénio produziam dois volumes de 0z6nio
(RUBIN, 2001).

O gés ozbnio é naturalmente encontrado na estratosfera terrestre (camada de
ozo6nio), atuando como uma camada de protecdo, pois absorve parte da radiacéo
ultravioleta (UV) emitida pelo Sol (Mecanismo de Chapman), responsavel por
mutacdes genéticas e desenvolvimento de cancer. A radiagdo UV catalisa a producéo
de ozbnio, que entdo controla a irradiacdo UV, protegendo os sistemas biolégicos da
Terra (BOCCI, 2011).

02+ UV (<242 nm) — O + O

202 + 20 — 203

Essa camada de protecdo da Terra se mantém constante devido ao equilibrio
dindmico entre a formacao de ozdnio e sua dissociacdo natural. Como o o0zénio é
termodinamicamente instavel, ndo pode ser estocado, sendo necessario seu uso
imediato, quando ndo vinculado a algum meio.

Em 1857, na Alemanha, o conceito que o ozénio deriva do oxigénio quando
uma descarga elétrica é gerada foi aplicado pelo quimico Werner von Siemens, que
inventou o chamado tubo de super indugéo (tubo da Siemens), consistindo em duas
placas de eletrodos interpostos ajustadas em uma alta tensdo que, na presenca de
oxigénio, poderia gerar ozénio (BOCCI, 2011).

No sistema definido como ozonizador de descarga corona, 0 0z6nio é formado
quando o oxigénio passa por uma lacuna entre dois eletrodos metalicos submetidos a
alta tenséo, criando um campo de alta energia denominado corona. A energia criada
pela descarga elétrica favorece a quebra das moléculas de oxigénio em atomo de
oxigénio, que formam a molécula tri atbmica de ozdénio, demonstrado na Figura 2
(BOCCI, 2011).
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Figura 2. Geracédo de oz6nio através do processo corona.
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A concentracdo de ozbdnio obtida através da descarga corona é determinada
por trés parametros principais:
e Tensdao elétrica: a concentracao final de 0z6nio aumenta com a tenséo
de forma n&o proporcional.
e Espacamento entre os eletrodos: serve para modular um aumento
gradual da concentracao de ozonio.
e Fluxo de oxigénio: expresso como volume (litro) por minuto. A
concentracdo final de ozbnio € inversamente proporcional ao fluxo de

oxigénio.

Para a producdo de ozénio com fins terapéuticos, é mais adequado utilizar
oxigénio puro, uma vez que o ar atmosférico gera subprodutos, como o diéxido de
nitrogénio (NO2), que é altamente reativo com o tubo de descarga corona e com 0s
sistemas biologicos (BOCCI, 2011).

O gas 0zb6nio possui também uma boa solubilidade em agua, que permite sua
reacdo imediata com qualquer composto presente, podendo ser incorporada através
do processo de difusdo gasosa por meio de difusores, bem como por sistemas
hidrodinamicos atrelados a uma valvula Venturi (BOCCI, 2011; CARVALHO et al.,
2015).

A estabilidade da molécula de gas ozdénio depende da temperatura, em 20 °C

a concentracdo de ozonio € reduzida pela metade em 40 minutos, em 30 °C essa
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reducdo ocorre em 25 minutos, enquanto em -50 °C a concentracao se reduz pela

metade somente apos 3 meses (BOCCI, 2011).

3.4.1 Dosagem de ozbnio

De acordo com Rakness et al (1997), a forma mais comum para mensurar a
Taxa (T) de producéo de oz6nio [mg/min] € multiplicar a Concentracéo (C) de 0zbnio
[Mg/mL ou mg/ml] pela Taxa de Fluxo (Q) de gas oxigénio [L/min].

A guantidade em massa de 0z6nio (m) [mg ou g] inserida no sistema pode ser
encontrada multiplicando-se a taxa de producéo de ozénio (T) [mg/min] pelo tempo de
exposicdo ao gas ozonio (t) [min ou h]. A dosagem de ozobnio aplicada (D) [mg/cm?]
pode ser calculada dividindo-se a quantidade de ozonio em massa (m) [mg ou g] pela
area da superficie exposta ao 0zonio (A) [cm?] (Tabela 3) (VAN LEEUWEN, 2015).

Tabela 3. Pardmetros utilizados para célculos com ozonio.

Parametros Calculo Unidade
Taxa de Producéo de ozdnio (T) T=CxQ mg/min
Quantidade de 0zdnio em massa (m) m=Txt mg ou g
Dosagem de oz6nio aplicada (D) D=m/A mg/cm?

Fonte: Autor

3.4.2 Mecanismo de acdo do ozbnio

Durante a 12 guerra mundial, o 0zonio foi utilizado para tratamento de gangrena
pés-traumatica em soldados alemées. A ideia de se utilizar o 0zonio na pratica médica,
durante o século passado, foi estimulada pelas propriedades desinfetantes do 0zénio
e pela falta de antibidticos. Em 1935, o dentista suico Edward Fish foi o primeiro a
utilizar o ozoénio na pratica clinica. Em 1936, na Franca, o Dr. Aubourg propés a
insuflacédo retal de 0z6nio para tratamento de colite cronica e fistulas (BOCCI, 2011,
RUBIN, 2001).

Devido a sua atividade oxidativa, o ozénio é considerado o segundo agente
mais oxidativo, perdendo apenas para o fluor (Tabela 4), o que o torna um poderoso
composto para ser utilizado como desinfetante (DA SILVA et al., 2011).
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Tabela 4. Agentes oxidantes e respectivos potenciais de oxidacéo.

Agente oxidante Potencial de oxidacdo (mV)
Flaor 3,06
Oz6nio 2,07
Peroxido de hidrogénio 1,78
Permanganato 1,67
Dioxido de cloro 1,50
Hipoclorito 1,49
Cloro 1,36

Fonte: Da Silva et al. (2011)

A reducdo da quantidade ou inativacdo dos microrganismos pelo ozonio,
depende de sua concentracéo, tempo de aplicacéo e do microrganismo envolvido. Ele
é eficaz na inativacdo de bactérias, bolores, leveduras, virus, protozoarios, incluindo
as formas esporuladas e cistos de protozoarios, que sdo mais resistentes (DA SILVA
et al., 2011).

A inativacdo de microrganismos pelo oz6nio se da inicialmente pela oxidacéo
de glicolipidios, glicoproteinas e aminoacidos, resultando em uma rapida morte pela
lise. O ozbnio ataca também grupos sulfidrila de enzimas, ocasionando o colapso da
atividade enzimatica celular. Sua acdo sobre o material nuclear dos microrganismos
altera as bases puricas e pirimidicas dos acidos nucleicos (DA SILVA et al., 2011).

Atualmente, o potencial do gas ozonio e da agua ozonizada como agente
microbicida tem sido amplamente estudado. O trabalho de Megahed, Aldridge, Lowe
(2018) verificou a eficacia do gas e da dgua ozonizada para desinfeccéo de superficies
contaminadas com esterco de gado, concluindo que a agua ozonizada foi mais eficaz
que o gas ozb6nio, em superficies lisas e moderadamente rugosas, porém ambas nao
foram efetivas na reducédo bacteriana em superficies complexas, como a madeira.

Taba et al. (2023) verificaram que o gas 0z6nio associado a baixa pressao se
mostrou eficaz na inativacdo de S. aureus em agulhas de sutura. Oliveira et al. (2023)
demonstraram que a utilizacdo de agua ozonizada para desinfeccdo de mesa de
instrumental cirirgico se mostrou mais efetiva que alcool 70%, com uma porcentagem
de eficacia de 98,1 % e 86,5 % respectivamente.

Awoyama et al. (2022) através de um sistema hidrodinamico, promoveram a
desinfeccdo de membrana amnidtica humana com uma concentracdo minima de 2.7

mg/L de ozonio dissolvido em agua, em 10 minutos. Carvalho et al. (2023), também
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através de um sistema hidrodindmico utilizando agua ozonizada, promoveram a
desinfeccao de alto nivel de endoscéopio com uma dosagem de 0zo6nio aplicada de 3.9
g/cm?, reduzindo o tempo de desinfeccdo convencional por glutaraldeido de 30

minutos, para apenas 15 minutos.
3.4.3 Toxicidade do oz6nio
O gés ozbnio quando inalado pode ser perigoso, devido sua alta toxicidade ao

ser humano. Os sintomas e altera¢cdes patoldgicas devido a respiracao prolongada do

ar contaminado com o 0z6nio sdo resumidos na Tabela 5 (BOCCI, 2011):

Tabela 5. Efeitos toxicos do gas 0zénio em humanos.

Concentracdo de Oz no ar (ppmv) Efeitos toxicos

0.1 Lacrimejamento e irritacdo das vias respiratérias superiores.

T Rinite, tosse, dor de cabeca e ocasionalmente nausea e ansia de
' ' vomito. Individuos predispostos podem desenvolver asma.

_ Aumento progressivo da dispneia, espasmo broénquico, dor
2.0 —5.0 (10-20 min)

retroesternal.
5.0 (60 min) Edema pulmonar agudo e, ocasionalmente, paralisia respiratoria.
10.0 Morte em 4 horas
50.0 Morte em poucos minutos

Fonte: Adaptado de Bocci (2011)

3.5 ULTRASSOM

Com a descoberta do efeito piezoelétrico pelos irmaos Pierre e Jacques Curie
na Franca, em 1880, a base para a geracao atual do ultrassom foi desenvolvida. Apés
15 anos, em 1895, Thornycrof e Sidney descreveram primeiramente e documentaram
o fendbmeno de cavitacdo. Em 1928, Harvey e Loomis publicaram seu primeiro estudo
sobre o0 uso do ultrassom como desinfetante e, somente em 1945, a compreenséao do
fendbmeno da cavitagcéo evoluiu em conjunto com desenvolvimentos significativos de
circuitos eletrénicos e transdutores (FETYAN; SALEM ATTIA, 2020).

O som pode ser representado como energia mecanica transmitida em gas,
liquido ou sdlido, na forma de ondas pressurizadas. O ultrassom, € uma pressao

sonora ciclica, que atinge o limite superior da audigdo humana (20 KHz), que pode ser
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gerado pela técnica piezoelétrica, onde a energia elétrica € convertida a energia de
alta frequéncia por cristais piezoelétricos ligados a uma peca vibratoria. A maioria dos
equipamentos modernos de ultrassom sédo baseados em transdutores com esse tipo
de material (GOGATE, 2007).

Os efeitos mecanicos do ultrassom em meio liquido sdo devidos ao processo de
cavitacdo (Figura 3). O aumento da pressdo acustica proporciona a formacao de
milhares de microbolhas no meio liquido, que vdo aumentando de tamanho. Durante
o ciclo de rarefacéo, essas bolhas se estendem e entram em colapso durante a
compressao ultrassénica, gerando “hot spots” com jatos de alta velocidade (300-1000
m/s), temperatura (3000-5000 K) e pressao (entre 500 e 10000 atm) em um periodo
de tempo muito curto (microssegundo) (FETYAN; SALEM ATTIA, 2020; GOGATE,
2007; PASSOS et al., 2014).

Figura 3. Propagacao de ondas de ultrassom em meio liquido.
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O processo de propagacéao das ondas acusticas é um fluxo fluido causado pela
transferéncia da onda acustica para o liquido em que esta se propagando, com um
intervalo até da ordem de centimetros (VYAS et al., 2019).

O processo de cavitacao pode promover a formacao de radicais hidroxila (OH)
e hidrogénio (H*), produzindo um processo de oxidacdo dos compostos organicos
dissolvidos no meio (FETYAN; SALEM ATTIA, 2020).
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3.5.1 Ultrassom como agente microbicida

A cavitagdo tem demonstrado produzir tensbes de cisalhamento suficientes

para causar a ruptura da membrana celular dos microrganismos. O mecanismo exato

de como ela proporciona a inativacdo dos microrganismos ainda néo foi estabelecido

de forma conclusiva, embora seja uma combinacdo dos seguintes mecanismos de
acao (GOGATE, 2007; PASSOS et al., 2014):

Efeitos mecanicos: geracdo de turbuléncia, circulacdo de liquido e
tensdes de cisalhamento.

Efeitos quimicos: geracao de radicais livres.

Quando utilizada combinada com outros tratamentos quimicos (cloro,
peréxido de hidrogénio e o0z6nio), o intenso gradiente de pressao
melhora a penetracdo desses agentes quimicos oxidantes através da
membrana celular. A cavitacdo também auxilia na remocédo dos
microrganismos aglomerados, aumentando a eficacia dos outros

agentes quimicos.

Estudos tem observado que os efeitos mecanicos sdo 0s principais

responsaveis pela inativacdo de microrganismos, enquanto os efeitos quimicos e de

aguecimento apenas auxiliam o processo (MASON et al., 2003).

Fatores relacionados as células dos microrganismos também afetam a
eficiéncia microbicida do ultrassom (GOGATE, 2007):

Tamanho da célula: células maiores, como células em processo de
divisdo experimentam mais tensdo de tracdo do que as células menores.
Formato da célula: células maiores e mais alongadas sdo mais
suscetiveis aos efeitos de cavitagdo do que células menores e mais
compactas.

Estagio de desenvolvimento: células dipléides (em divisao celular) sao
mais suscetiveis a morte do que células em fase estacionaria.

Espécie: algumas espécies, como por exemplo Pseudomonas spp.

apresentam resisténcia ao tratamento por ultrassom.
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3.5.2 Acdo do ultrassom naremocao de biofilme

Além do efeito microbicida, o ultrassom também tem um papel muito importante
na remoc¢ao do biofilme. Durante o processo de cavitacdo, ha a formacgédo de nuvens
de cavitacao (aglomerados de microbolhas). Se esta nuvem estiver em contato com o
biofilme, os jatos dentro dela sdo direcionados para as bolhas circundantes, auxiliando
na remocdo do biofilme. As ondas de choque formadas pelo colapso das bolhas
também contribuem para a limpeza da superficie, fragmentando o biofilme. A
propagacédo das ondas acusticas atinge a superficie a ser limpa perpendicularmente,
também auxiliando nesse processo (VYAS et al., 2019).

O ultrassom associado a outras técnicas como a cavitacao hidrodinamica, tem
sido utilizado para aumentar a ozonizacdo e reduzir o tempo de desinfeccdo e
degradacdo de contaminantes em efluentes (WU et al., 2012, 2016).

O aprimoramento que o ultrassom fornece a eficiéncia da ozonizacdo €
geralmente atribuido a dois mecanismos fisico-quimicos:

e Decomposicao de ozbnio pelo ultrassom devido ao aumento da atividade
dos radicais livres;
e O tratamento simultaneo do ultrassom e do 0zénio aumenta o coeficiente

de transferéncia de massa volumétrica em fase liquida.

Ambos os mecanismos melhoram a transferéncia de 0z6nio entre gas e liquido,
bem como a utilizacdo do ozénio. A degradacao do ozénio pelo ultrassom faz com que
sua concentracdo na agua diminua, permitindo assim que mais ozénio seja difundido
na solucéo.

Estudos tem demonstrado que o uso do ultrassom associado ao 0zonio tem
demonstrado um grande potencial microbicida. Passos et al. (2014) realizaram uma
analise comparativa dos efeitos do ozénio e ultrassom na eliminagdo de cistos de
Giardia ssp. de aguas residuais. Os resultados obtidos mostraram que as duas
técnicas promoveram uma eliminagcdo eficiente dos cistos, porém quando
combinadas, o efeito foi mais acentuado.

Moreira Fonseca et al. (2015) avaliaram a desinfeccdo de instrumentos
odontologicos contaminados com Streptococcus Mutans, utilizando agua ozonizada
sozinha e combinada com ultrassom. Eles também verificaram que as duas técnicas

foram eficazes, porém quando combinadas, obtiveram melhores resultados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 TIPO DE PESQUISA

Trata-se de uma pesquisa experimental, laboratorial e comparativa. Foi
realizado um estudo in vitro, com andlise microbiologica para avaliar a inativacédo de

S. aureus em cabos de bisturi contaminados experimentalmente.

4.2 LOCAL DA PESQUISA

O protocolo experimental foi realizado no Centro de Inovacéo, Tecnologia e
Educacéo (CITE). Para o desenvolvimento do sistema de desinfecgéo, foi utilizado o
Laboratério de Apoio Mecanico, para a contaminacdo microbiolégica dos cabos de
bisturi e avaliacdo dos protocolos de desinfeccdo foram utilizados os Laboratorios de

Biotecnologia e Desinfeccao e Esterilizacao.

4.3 DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA HIDRODINAMICO

Foi desenvolvido um sistema, utilizando a acdo hidrodindmica da &gua
ozonizada associada ao ultrassom para a desinfeccdo de cabos de bisturi
contaminados experimentalmente. Como a dissociagdo do ozbnio gera radicais
altamente oxidativos, para a fabricacdo do protétipo foram escolhidos materiais inertes
ao ozobnio, de modo a evitar reacfes de oxidacdo e a geracdo de subprodutos que
pudessem interferir no processo de desinfeccao.

A atividade vibracional do cristal piezoelétrico gera um aumento de temperatura
no transdutor de ultrassom, que combinado com a cavitagdo, promove um aumento
de temperatura da agua do sistema. Como a temperatura € um fator importante para
a estabilidade do ozonio, foi instalado um sistema de refrigeragdo com ventoinhas e
placa Peltier para evitar o aumento da temperatura da agua durante o processo de
desinfeccdo. A temperatura da agua foi monitorada ao longo do tempo, antes e apos
a refrigeracdo do sistema hidrodinamico.

A Figura 4 demonstra o reservatério principal do sistema, por onde a agua

ozonizada flui e onde foi realizada a descontaminacédo dos cabos de bisturi (1). No
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interior desse reservatorio foi construido com um circuito em geometria sinuosa para
criar um fluxo de agua, auxiliando na limpeza dos objetos (5). Com o intuito de
favorecer a dindmica da agua e evitar a formacao de redemoinhos, foram inseridas,
nos cantos do reservatoério, placas de PVC (Polyvinyl Chloride) curvadas, formando
um raio longo para a curvatura (4). Foram instalados dois fios de nylon (6) com
espessura de 0,3 mm no fundo do reservatorio principal para que os cabos de bisturi
(2) pudessem ser apoiados com a minima area de contato possivel, a fim de evitar
acumulo de bactéria na regido e favorecer a desinfeccao.

Figura 4. Reservatdrio principal.

A. Vista superior do reservatério principal: (1) reservatério principal, (2) cabos de bisturi, (3)
entrada de agua ozonizada, (4) péas, (5) circuito de &gua corrente, (6) fios de nylon para
suporte dos cabos de bisturi, (7) saida de 4gua ozonizada. B. Vista em perspectiva do
reservatério principal. Fonte: Autor

A Figura 5 demonstra o sistema hidrodinamico incluindo todos os seus
acessorios. A agua escoa do reservatorio principal (1) através de uma bomba
centrifuga, que operou com uma vazado de 1.300 cm3®/min (2) e passa por um sistema
de resfriamento utilizando uma placa Peltier (3). A 4gua é entdo escoada num injetor
Venturi (4), a qual na sua terceira via h4 a inser¢cao do gas o0zonio para a mistura com

a agua e entdo retorna ao reservatorio principal, fechando assim o circuito hidraulico.
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Um gerador de ultrassom com cristal piezelétrico (40 KHz, 50 W acusticos) e
ventoinhas acopladas (5) para refrigeracdo foi instalado abaixo do reservatoério
principal. Um cilindro com oxigénio (6) foi acoplado a uma valvula reguladora de fluxo
(7) para que a vazéo de oxigénio fosse controlada em 0,25 L/min. O gerador de 0z6nio
(MS3G, MS Ltda, Brazil) (8), foi ajustado a uma concentracdo de 48 mg/L e para
monitorar todo o processo de desinfeccdo foram imersos sensores no reservatorio
principal para medir a concentracdo de ozonio dissolvido na agua (DOZ30, Clean®)
(9) e a temperatura (10).

Figura 5. Sistema de desinfec¢éo incluindo todos os acessoérios

11 H
10
[ooo I

Ya

Fluxo de agua ozonizada

A — Controle eletronico
B — Oxigénio (O,)
C—0,+G;

(1) reservatorio principal, (2) bomba centrifuga, (3) Sistema de refrigeracdo com placa Peltier, (4)
injetor Venturi, (5) cabecote ultrassom com cristal piezoelétrico e ventoinhas, (6) cilindro de
oxigénio, (7) valvula reguladora de fluxo, (8) gerador de o0z6nio, (9) sensor de concentragao de
0z06nio na agua, (10) sensor de temperatura, (11) controle eletrdnico para ativar e controlar todo

o sistema. Fonte: Autor
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Com a determinacdo do ajuste da vazado da bomba centrifuga (Q) em 1.300
cm3/min e da area do reservatorio principal (A) de 10,5 cm?, por onde a agua fluiu, foi

possivel calcular a velocidade média da agua (V) no reservatério principal:

Q [cm3/min] = A [cm?] x V [cm/min]
V = 1300 cm3®mint/ 10,5 cm?
V=2cmls

Foi possivel também, de acordo com os dados informados acima, mesurar a
taxa de producao de oz6nio para cada tempo de exposicéao, e a partir disso, determinar
a quantidade em massa de ozonio entregue, e as dosagens de 0z06nio aplicadas nos
cabos de bisturi.

Considerando a vazéao do cilindro de oxigénio = 0,25 L/min e a concentragcao

de O3 =48 mg/L, a Taxa de producéo de ozbnio foi:

T [mg/min] = C [mg/L] x Q
T =48 mg/L x 0,25 L/min
T =12 mg/min

Considerando a taxa de produgéo de Oz = 12 mg/min e o tempo de exposi¢céo
ao 0zonio do grupo 2 de 7 minutos e do grupo 3 de 5 minutos, a quantidade de Oz em

massa aplicada foi:

Mgrupo2 [MQ] = T [Mmg/min] X toz[min]
Mgrupo2 = 12 mg/min X 7 min

Mgrupo2 = 84 Mg

Mgrupo3 [Mg] = T [mg/min] X tos[min]
Mgrupo3 = 12 mg/min x 5 min

Mgrupo3 = 60 mg

Considerando que o cabo de bisturi possui uma area de superficie exposta ao

Os de 28 cm?, a Dosagem de ozo6nio aplicada para os grupos 2 e 3 foi:
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Dgrupo2 [Mmg/cm2] = Mgrupo2 [MQ] / A [sz]
Dgrupo2 = 84 mg / 28cm?

Dgrupo2 = 3 mg/cm2

Dgrupo3 [Mg/cmz] = Mgrupo3 [Mg] / A [cm?]
Dgrupo3 = 60 mg / 28cm?
Dgrupo3 = 2,14 mg/cm?

4.4 PROTOCOLO DE DESINFECQAO

Todo o protocolo experimental foi realizado em ambiente climatizado, com
temperatura de 20 °C. Foi utilizada agua deionizada estéril & 18 °C. Com o intuito de
se obter a saturacdo da concentracdo de ozénio (mg/L) dissolvido na dgua e produzir
desinfeccdo em todo circuito interno hidrodinamico, o sistema de ozonizacdo atuou
previamente durante 10 minutos. Apos esse periodo, os cabos de bisturi foram
introduzidos no reservatorio principal, iniciando o processo de desinfeccéo.

Foram definidos 4 grupos amostrais, demonstrados na Tabela 6. Para cada

grupo foram utilizados 15 cabos de bisturi contaminados experimentalmente.

Tabela 6. Grupos experimentais realizados

Grupos Descricdo do protocolo

Grupo 1 Controle (néo foi submetido a desinfec¢éo)
Grupo 2 0O3+US (5 minutos) + Oz (2 minutos)
Grupo 3 O3 (5 minutos)

Grupo 4 US (5 minutos)

0O3+US = 0z6nio associado ao ultrassom; Oz = 0z6nio; US = ultrassom. Fonte: Autor

4.5 CONTAMINACAO EXPERIMENTAL DAS AMOSTRAS

Para a contaminacao experimental, cepas de S. aureus (CCCD S013), foram
cultivadas em meio TSA (Tryptic Soy Agar - Liofilchem®) e incubadas por 24 horas a
37 °C para serem utilizadas no preparo de suspensdes bacterianas. As suspensodes
bacterianas foram preparadas com a transferéncia de col6nias de S. aureus em
solucéo de cloreto de sodio 0,9 % estéril para obtencéo da concentragcao ajustada pela

turbidez, baseada na escala nefalométrica de McFarland entre 0,2 e 0,25 (equivalente
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a 10’ UFC/mL). Para leitura da turbidez, foi utilizado um turbidimetro (Plus, Alfakit,
Florianopolis, Brasil), calibrado com agua ultrapura e verificado com os padrdes 0,5 e
4,0 McFarland. Apos o ajuste da concentracao, a suspensao foi diluida para obtencao
de uma concentracgéo final de 10 UFC/mL.

Os cabos de bisturi foram inseridos em um recipiente de vidro estéril e
homogeneamente inoculados com 300 mL da suspensao bacteriana, que foi incubada
por 30 minutos em estufa a 37 °C. Apdés o periodo de incubacédo, os cabos de bisturi
foram colocados para secagem em um suporte de aco inoxidavel estéril por 30

minutos em temperatura ambiente (22 °C) em seguida, submetidos a desinfecc¢éao.

4.6 ANALISE MICROBIOLOGICA DA AGUA

Para a analise microbioldgica, foi coletado 0,1 mL de agua do reservatério
principal em triplicata (total de 15 amostras), durante os processos de desinfec¢céo. As
amostras foram semeadas em meio TSA pelo método de espalhamento em placa e
incubadas em estufa a 37 °C para quantificacdo visual do crescimento bacteriano apés
24 e 48 horas. Na auséncia de crescimento, as placas permaneceram incubadas pelo
periodo total de 14 dias para uma nova leitura.

O protocolo da analise microbiologica da agua é representado na tabela 7.

Tabela 7. Descrigdo do protocolo de anélise microbioldgica da agua.

Grupos Descricdo do Protocolo Tempo de coleta
Grupo 2 03+US (5 min.) + O3 (2 min.) 0,5e 7 min.
Grupo 3 O3 (5 min.) 0 e 5 min.
Grupo 4 US (5 min.) 0 e 5 min.

0O3+US = 0z6nio associado ao ultrassom; Oz = 0z6nio; US = ultrassom. Fonte: Autor

4.7 ANALISE MICROBIOLOGICA DA SUPERFICIE DOS CABOS DE
BISTURI

Para a analise microbiolégica quantitativa da superficie do cabo de bisturi,
amostras foram coletadas de suas duas faces, em trés regides: proximal (area total

de 2 cm?), medial (area total de 4 cm?) e distal (area total de 0,8 cm?), conforme
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demonstrado na Figura 8. ApOs os processos de desinfeccdo, os cabos foram
retirados do reservatorio principal e as amostras foram coletadas por meio de friccao
com o swab estéril. Na sequéncia foi realizada a recuperacéo bacteriana do swab em
agua destilada e 100 pL dessa suspensao foi semeada em meio TSA pelo método de
espalhamento em placa. As placas foram incubadas a 37 °C para quantificacédo visual
do crescimento bacteriano apds 24 e 48 horas. Na auséncia de crescimento, as placas
permaneceram incubadas pelo periodo total de 14 dias para uma nova leitura. Foram

testados 15 cabos de bisturi em cada grupo experimental.

Figura 6. Indicagdo das regides onde foram coletadas amostras da superficie do

cabo de bisturi com o auxilio de um swab estéril.

Proximal

) Distal
Medial

A=0,4cm?

Fonte: Autor.

4.8 ANALISE MICROBIOLOGICA DIRETA DOS CABOS DE BISTURI

Para a analise microbioldgica qualitativa, apés os processos de desinfeccao,
os cabos de bisturi foram imersos em tubos estéreis contendo meio TSB (Trypitic Soy
Broth) para avaliar a presenca de crescimento bacteriano. Neste meio de cultura, a
turvacdo do meio apos incubacao indica a presenca de crescimento bacteriano. Os
tubos foram incubados a 37 °C para verificacdo da turbidez apds 24 e 48 horas. Na
auséncia de crescimento bacteriano (turvagao), os tubos permaneceram incubados
pelo periodo total de 14 dias para uma nova verificagdo. Foram testados 15 cabos de

bisturi para cada grupo experimental.
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4.9 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA MEV-FEG

Amostras do cabo de bisturi que passaram por diferentes processos de
desinfeccdo foram preparadas para analise em Microscopio eletrénico de varredura
(MEV-FEG, Tescan, MIRA3). As amostras foram fixadas por imersdo em uma solugéo
contendo 25% de glutaraldeido em uma solucdo tamponada com fosfato 0,2 M e agua
destilada. Apos a fixacdo, as amostras foram mantidas entre 2 e 8 °C por 24 horas, e
entdo, lavadas 3 vezes por 30 minutos cada em uma solugdo com tampéao fosfato 0,2
M e agua destilada na proporcao 1:1. Apos a lavagem, foi realizada a desidratacéo,
da seguinte forma: alcool 30 % por 10 minutos; alcool 50 % por 10 minutos; alcool 70
% por 10 minutos; &lcool 90 % por 10 minutos; alcool 90 % por 20 minutos; alcool 100
% por 10 minutos e &lcool 100 % por 20 minutos.

ApoOs a desidratacdo, as amostras foram revestidas com uma pelicula de ouro
em metalizadora a plasma (Desk V, Denton Vaccum) a fim de se atingir a

condutividade necessaria para analise visual das imagens no MEV-FEG.
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5 RESULTADOS

A temperatura da agua foi monitorada durante o uso do ultrassom antes e apos
a refrigeracdo do sistema hidrodinamico, ao longo de 10 minutos (Figura 7). Antes da
refrigeracdo do sistema, observamos um aumento de temperatura de 2,7 °C (5
minutos) e 5,6 °C (10 minutos), enquanto apos a refrigeracdo, o aumento foi de
apenas 1,9 °C (5 minutos) e 3,7 °C (10 minutos). Baseado nesses dados, foi definido
o tempo de associacdo da agua ozonizada com o ultrassom em 5 minutos e a
temperatura da agua do sistema em 18 °C. Dessa forma, mesmo com o0 aquecimento,

a agua se manteria em torno de 20 °C.

Figura 7. Curva de temperatura da agua ao longo do tempo antes
e apos a refrigeracdo do sistema hidrodinamico.
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AR = antes da refrigeracao, PR = pés refrigeracdo. Fonte: Autor

Foi determinada a curva de concentracdo de ozénio com a finalidade de se
obter sua saturacdo na agua (mg/L) em funcéo do tempo de ozonizacao (Figura 8).
AplOs 7 minutos de ozonizacdo a concentracdo de ozonio dissolvido na agua se
manteve praticamente estavel, sendo que a concentracdo maxima obtida foi de 3,34
mg/L apos 9,5 minutos de ozonizacdo. Com base nestas informacdes, foi definido que

10 minutos seria 0 tempo ideal para se obter a saturacédo da concentracédo de ozénio
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dissolvido na agua, e a partir dai, as amostras poderiam ser inseridas no sistema para
serem desinfetadas. Com R? = 0,99 (coeficiente de determinagdo), os resultados
demonstraram uma alta correlagéo. E possivel verificar também que ap0s a ativagéo
do ultrassom e a adi¢cao dos cabos de bisturi contaminados houve uma reducdo na

concentracdo de 0zo6nio dissolvido na agua de 3,15 mg/L para 2,50 mg/L.

Figura 8. Curva de concentracdo de ozobnio dissolvido em agua durante todo
processo de desinfeccdo utilizando agua ozonizada associada ao ultrassom
(Grupo 2).
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Fonte: Autor

5.1 ANALISE MICROBIOLOGICA DA AGUA

O resultado das analises microbiologicas da agua é apresentado na Tabela 8.
Em todos os processos avaliados, ndo foi detectado crescimento bacteriano da agua
antes da colocacéo dos cabos de bisturi para desinfec¢céo (0 min.), indicando que o
sistema hidrodindmico ndo estava contaminado. N&o foi detectado crescimento
bacteriano na agua durante o processo de desinfeccédo utilizando agua ozonizada

associada ao ultrassom (Grupo 2) e somente agua ozonizada (Grupo 3). No entanto,
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guando se empregou apenas o ultrassom (Grupo 4), a agua apresentou crescimento

bacteriano em todas as etapas analisadas.

Tabela 8. Determinacéo de crescimento bacteriano na agua durante o protocolo dos grupos 2, 3
e 4 ao longo do tempo.

Tempo de Desinfeccao

Tempo de Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

Incubacéao
0 min. 5 min. 7 min. 0 min. 5 min. 0 min. 5 min.

24 horas A/IC 15* A/C15* A/C15* A/C15* A/C15* A/C15* P/C15*
48 horas A/IC 15* A/C15* A/C15* A/C15* A/C15* A/C 15* ==

14 dias A/IC 15* A/C15* A/C15* A/C15* A/C15* AJ/C15* --

A/C = Auséncia de crescimento bacteriano; PC = Presenca de crescimento bacteriano

* representagdo do numero total de amostras. Fonte: Autor

5.2 ANALISE MICROBIOLOGICA DA SUPERFICIE DOS CABOS DE
BISTURI

A Tabela 9 mostra a determinacao do crescimento bacteriano da superficie dos
cabos de bisturi contaminados experimentalmente (regides proximal, média e distal)
dos Grupos 1, 2 e 3. Nao foi observado crescimento bacteriano nos cabos de bisturi
que foram submetidos ao processo de desinfeccdo com agua ozonizada associada
ao ultrassom e somente 4gua ozonizada, indicando que houve uma reducéo de 2-Log
(regido distal) e 3-Log (regides média e proximal) na contagem bacteriana.

Em contrapartida, as amostras do grupo que foi submetido a desinfecgao
somente por ultrassom (Grupo 4) apresentaram crescimento bacteriano incontavel em
todas as regides dos cabos de bisturi, indicando que o ultrassom sozinho néo foi capaz

de promover uma descontaminacgao eficiente.
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Tabela 9. Determinacédo do crescimento bacteriano nas regifes proximal, média e distal dos cabos de
bisturi dos grupos 1,2 e 3

Tempo de incubacao (UFC/mL)

Amostras
(regido) 24 horas 24 horas  48horas  14dias 24 horas 48 horas 14 dias
regido

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

proximal 8 x 102 A/C 15* AIC 15* A/C 15* A/C 15* A/C 15* A/C 15*

média 9 x 108 A/C 15* A/C 15* A/C 15* A/C 15* A/C 15* A/C 15*
distal 4x108 A/C 15* AIC 15* A/C 15* A/C 15* A/C 15* A/C 15*

A/C = Auséncia de crescimento microbiano. * representacdo do nimero total de amostras. Fonte: Autor

5.3 ANALISE MICROBIOLOGICA DIRETA DOS CABOS DE BISTURI

A Tabela 10 mostra os dados da analise qualitativa em relacéo a presenca ou
auséncia de crescimento bacteriano apds os diferentes processos de desinfec¢cdo. O
resultado demonstrou que néo houve turvacdo do meio TSB nos grupos que foram
submetidos a desinfeccdo com &gua ozonizada associada ao ultrassom (Grupo 2) e
somente agua ozonizada (Grupo 3), indicando a auséncia de células bacterianas
viaveis nos cabos de bisturi. A desinfec¢do se mostrou eficiente mesmo nas areas de
contato dos cabos de bisturi com os fios de nylon. O grupo submetido somente ao

ultrassom (Grupo 4), apresentou turvacdo do meio TSB em todas as analises.

Tabela 10. Determinacéo do crescimento bacteriano (turvacdo do meio TSB) dos cabos de bisturi

contaminados experimentalmente em meio TSB.

Amostras 24 horas 48 horas 14 dias
Grupo 2 Negativo Negativo Negativo
03US (5 min.) + Oz (2 min.) (15/15) (15/15) (15/15)
Grupo 3 Negativo Negativo Negativo
O3 (5 min.) (15/15) (15/15) (15/15)
Grupo 4 Positivo
US (5 min.) (15/15)

Positivo = nimero de amostras com crescimento bacteriano; Negativo = nimero de amostras sem
crescimento bacteriano/total de 15 amostras. Fonte: Autor
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5.4 ALTERACOES INDUZIDAS PELA OZONIZACAO E ULTRASSOM NA
SUPERFICIE BACTERIANA UTILIZANDO MICROSCOPIO ELETRONICO
DE VARREDURA (MEV-FEG)

A Figura 9 apresenta as imagens das amostras biolégicas obtidas por MEV-
FEG apds a ozonizacdo e sonicacdo isoladamente, com o intuito de verificar as
alteracOes induzidas na superficie das bactérias. Nas amostras in natura de S. aureus
foi possivel observar as bactérias na sua forma de cocos, apresentando morfologia
caracteristica e superficie uniforme (9A,9B). Apés 3 e 5 minutos de exposicdo
somente ao oz6nio foi possivel observar danos (lesdes) na superficie da parede
celular das bactérias, observou-se também uma transformacdo da geometria se
apresentando uma forma irregular (9C,9D). Ap0s a exposi¢do das amostras somente
ao ultrassom, durante 5 e 10 minutos, também foi possivel observar danos na
superficie da parede celular das bactérias (9E,9F). As setas indicam os danos

causados nas bactérias.

Figura 9. Imagens das amostras bioldgicas obtidas por MEV. (9A, 9B) controle positivo, (9C)
amostra submetida ao ozénio por 3 minutos, (9D) amostra submetida ao ozénio por 5
minutos, (E) amostra submetida ao ultrassom por 5 minutos, (9F) amostra submetida ao

ultrassom por 10 minutos.

Fonte: Autor.
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Na Figura 10A é apresentada uma imagem de amostras que ndo foram
submetidas ao processo de desinfeccdo, é bem visivel a quantidade de bactérias
presentes na superficie. Cabe destacar que a superficie metélica é bem irregular
apresentando cavidades de alojamento dos microrganismos, o que favorece a adeséo
das bactérias e dificulta a sua remocao. Na figura 10B as amostras do Grupo 2
apresentaram uma reducéao nitida do niumero de bactérias presentes, as setas indicam
o residuo de bactérias que ficaram na superficie da amostra. A figura 10C representa
a imagem anterior ampliada, evidenciando que as bactérias remanescentes apos a
desinfeccao apresentaram morfologia alterada, sugerindo que ndo estdo mais viaveis,

uma vez que nas analises microbioldgicas ndo houve crescimento bacteriano.

Figura 10. Imagens das amostras biolégicas obtidas por MEV-FEG. (12A) controle positivo; (12B)
amostra submetida ao protocolo do grupo 2, as setas indicam o residuo de bactérias presente. (12C)
imagem ampliada da amostra submetida protocolo do grupo 2, as setas indicam as bactérias com
morfologia alterada.
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6 DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi desenvolver um sistema hidrodindmico que pudesse
se beneficiar do efeito sinérgico da corrente de agua formada pelo circuito sinuoso, da
acao oxidativa do ozonio e da propagacao de ondas acusticas e cavitacdo geradas
pelo ultrassom para promover a desinfec¢éo de materiais cirdrgicos.

O reservatorio principal foi construido com uma geometria sinuosa para que se
formasse uma corrente de agua, auxiliando na remocao das bactérias da superficie
dos cabos de bisturi. Foi decidido utilizar agua ozonizada ao invés de gas 0zonio, pois
estudos demonstram que o 0z6nio mantém seu poder oxidante por mais tempo em
meio aquoso, além de possuir baixa toxicidade, sendo mais seguro (AGOSTINI et al.,
2021). Para a incorporacédo de 0zonio na agua, foi escolhido utilizar um injetor Venturi
ao invés de um difusor, pois ele torna o processo de transferéncia de oz6nio na agua
mais eficiente (CARVALHO et al., 2015).

O cabecote de ultrassom com cristal piezoelétrico fixado abaixo do reservatoério
principal, emite altas intensidades de ondas acusticas no meio liquido, gerando
também o efeito de cavitacdo, onde ocorre a imploséo de bolhas, resultando no local
altas pressoes e temperaturas (PASSOS et al., 2014). A atividade vibracional do cristal
gera aumento de temperatura no transdutor, que associado a cavitacao, promoveu
um aumento de cerca de 2,7 °C na agua, em 5 minutos. Para evitar a degradacéo do
ozobnio pelo aumento da temperatura, foi instalado um sistema de refrigeracéo, com
duas ventoinhas, uma de cada lado do cabecote de ultrassom e um sistema de
refrigeracdo utilizando placa Peltier, que foi capaz de diminuir esse aumento de
temperatura para 1,9 °C, em 5 minutos. Para a desinfeccao foi decidido utilizar agua
deionizada estéril a 18 °C, pois mesmo com a mudanca de temperatura gerada pelo
ultrassom, a 4gua ainda permaneceu em torno de 20 °C, temperatura que o 0z6nio
possui meia-vida de 40 minutos, que significa a diminuicdo de sua concentracéo pela
metade durante esse tempo (BOCCI, 2011).

Foram colocados no fundo do reservatério principal dois fios de nylon (0,3 mm)
para que os cabos de bisturi pudessem ser apoiados com 0 minimo contato possivel
de area. Embora o contato de area seja minimo, ainda sim poderia ser um local que

possibilitasse a permanéncia das bactérias, porém a condi¢cdo hidrodinamica do
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sistema com a propagacéao das ondas acusticas e a cavitacdo se mostraram eficientes
na remocao das bactérias mesmo nessas areas de contato.

Dentre os instrumentos cirdrgicos foram selecionados cabos de bisturi, pois,
sdo instrumentos que se aproximam da incisdo cirargica e possuem alto risco de
contaminacdo. Eles foram previamente esterilizados e depois contaminados
experimentalmente com S. aureus, uma vez que ela possui grande capacidade de
formacao de biofilmes em materiais cirtrgicos e € a causa mais comum de infec¢fes
do sitio cirdrgico (KARA TERKI et al., 2020; KOLASINSKI, 2018). Para este estudo,
apos a contaminacdo dos cabos de bisturi, eles ndo foram submetidos a nenhuma
limpeza manual, justamente para que o sistema hidrodinamico pudesse ser submetido
a uma condigéo extrema de contaminag&o.

Estudos que utilizaram o ultrassom para desinfeccdo demonstraram que ele
demanda muito tempo de atuacdo para ter uma ac¢do microbicida expressiva. Passos
et al. (2014), comparou o efeito do ultrassom e do o0z6nio na eliminacdo de cistos
Giardia ssp de aguas residuais e demonstrou que ele foi capaz de promover uma
redugdo microbiana significante (80 %) somente com 240 minutos de tratamento.
Fonseca et al. (2015) também comparou o efeito do ultrassom e do o0zbénio na
eliminacao de Streptococcus mutans em instrumentos odontoldgicos e obteve 2-log
de reducdo de microbiana (99,2 %) com 25 minutos de exposicdo somente ao
ultrassom. No presente estudo foi realizado um protocolo de desinfeccdo com
ultrassom por 10 minutos e o resultado das andalises microbioldgicas confirmaram que
este tempo nao foi suficiente para se obter um efeito microbicida.

Apesar do ultrassom néo ter induzido uma reducédo do crescimento microbiano
em 10 minutos, ele foi utilizado nesse trabalho pela sua capacidade de remover 0s
microrganismos e residuos de superficies através da propagacédo das ondas acusticas
e da cavitacdo (FETYAN; SALEM ATTIA, 2020). Fonseca et al. (2015) demonstraram
a sinergia entre 0zonio e ultrassom, que quando combinados, aumenta o poder de
inativacdo de microrganismos. Os estudos que combinam US e oz6nio utilizaram
sistemas de desinfec¢éo estatico, neste sentido, no presente estudo foi desenvolvido
um sistema hidrodindmico inovador.

Diversos estudos demonstraram o potencial da dgua ozonizada como agente
microbicida (AGOSTINI et al., 2021; AWOYAMA et al., 2023; CARVALHO et al., 2023;
MARSON et al., 2016; MOREIRA FONSECA et al., 2015, 2019, 2021; PASSOS et al.,

2014). Ao avaliar o efeito do sistema hidrodindmico com agua ozonizada sem 0
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ultrassom, foi constatado que com 5 minutos houve uma desinfeccao eficiente dos
cabos de bisturi, porém a imagem por MEV-FEG demonstrou que as bactérias, mesmo
inativas, ainda permaneciam em grande quantidade na superficie dos cabos de bisturi.
Esse resultado enfatizou a necessidade da associacdo do ultrassom para uma
remocado mais eficiente do das bactérias e de residuos orgéanicos aderidos na
superficie.

O protocolo de desinfecgdo foi monitorado e de acordo com a curva de
concentracdo de ozénio dissolvido em &gua, foi obtida uma concentracdo maxima de
3,34 mg/L durante o periodo de 10 minutos de ozonizacédo prévia. Apos esse periodo,
o ultrassom foi ativado e o material contaminado foi colocado no sistema, iniciando-se
0 processo de desinfeccdo. Nesse momento, houve uma queda da concentracéo de
oz6nio de 3,15 mg/l para 2,50 mg/L, que depois continuou oscilando até o final do
processo. Esse fato provavelmente ocorreu pela dissociacdo do ozénio devido ao
inicio do processo de propagacao das ondas acuUsticas e cavitacdo, associado ao
consumo do ozbnio durante o processo de oxidacdo das bactérias presentes,
informacao também relatada em outros trabalhos (LIU et al., 2019; WU et al., 2020).

Awoyama et al. (2022) utilizou um sistema hidrodindAmico com agua ozonizada
para a desinfeccdo de membrana amnidtica humana com uma dosagem de 0z6nio
aplicada de 3,9 mg/cm?, obtendo apés 10 minutos, uma reducdo de contagem
microbiana de 2-log. O sistema desenvolvido no presente estudo operou com uma
dosagem de oz6nio aplicada de 3,0 mg/cm? e em 7 minutos houve uma reducéo de
contagem microbiana na superficie dos cabos de bisturi de 2-log (regido distal) e 3-
Log (regibes média e proximal). A analise microbiologica da dgua durante o protocolo
de desinfeccdo também ndo apresentou crescimento microbiano, confirmando que o
tempo estabelecido de ozonizagdo prévia e a concentracao de oz6nio utilizada foram
suficientes para eliminar as bactérias do meio aquoso.

Lipscomb et al. (2006) em seu estudo relatou que a capacidade da técnica de
coletar amostras eficazes por friccdo com swab varia significativamente. Neste
sentido, foi definido avaliar também a contaminacéo dos cabos de bisturi baseado na
observacéo de turbidez devido ao crescimento de microrganismos em meio de cultura
liquido (MARSON et al., 2016). Neste teste, os cabos de bisturi foram totalmente
submersos em meio de cultura TSB estéril e ndo foi observada turvacdo dos meios

apos 14 dias.
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As amostras foram submetidas a analise por MEV-FEG para verificar possiveis
alteracdes nas bactérias e avaliar o poder de remocdo do biofilme formado na
superficie dos cabos de bisturi. Foi verificado que a partir de 3 minutos em contato
com o ozbnio, as bactérias ja comecaram a sofrer danos, apresentando lesées na
superficie celular, provavelmente decorrente da oxidacdo de seus componentes
celulares. Nas amostras que tiveram contato somente com o ultrassom, também foram
observadas rupturas na superficie celular, alterando toda a sua morfologia, que pode
ser explicado pela acdo da cavitacdo e propagacao das ondas acusticas. Estes dados
corroboram com os obtidos por Fonseca et al. (2020) que avaliaram a bactéria
Streptococcus mutans, considerada um dos agentes etioldgicos da carie humana.

O MEV-FEG também foi empregado para verificar o grau de contaminacao da
superficie das amostras analisadas. As imagens demonstraram que 7 minutos de
desinfeccdo foram suficientes para remover praticamente todo o biofilme formado.
Algumas bactérias foram encontradas durante a captacao das imagens, porém, como
confirmado pela analise microbiol6gica, se encontravam inativas.

Baseado em todas essas informacfes, este sistema inovador se mostrou
eficiente para a remocéao de biofilme da superficie dos instrumentos, bem como para
a desinfeccdo, apresentando um grande potencial de esterilizagcdo. A condi¢éo
hidrodindmica do sistema associada a propagacao das ondas acusticas e a cavitacao
produzidas pelo ultrassom promoveram uma remocao das bactérias da superficie dos
cabos de bisturi (a¢o inox) enquanto a agua corrente ozonizada favoreceu a diluicdo
da matéria organica no liquido, ndo permitindo sua sedimentacdo. Dessa forma, o
ozobnio dissolvido na agua foi capaz de desempenhar seu papel microbicida de forma
eficiente, oxidando a matéria organica presente.

O sistema utilizado nesse estudo foi capaz de promover uma desinfeccao
eficiente em pouco tempo e 0 uso da agua ozonizada apresentou a vantagem de ser
seguro, uma vez que o 0z6nio se decompde em oxigénio e ndo gera residuos téxicos.
A agua ozonizada é inclusive autorizada a ser utilizada para consumo humano pelo
Ministério da Saude, Trabalho e Previdéncia no Japao, demonstrando seu alto nivel
de seguranca, mostrando sua propriedade atoxica (HAYAKUMO et al., 2013). Além
dessas vantagens, esse sistema ndo necessita de aditivos quimicos, podendo
inclusive ser utilizado para a desinfec¢cdo de para materiais termo sensiveis.

Devido ao potencial de esterilizag&o, estudos futuros verificariam este efeito e,

a partir disso, seria possivel desenvolver um equipamento com capacidade de
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esterilizacdo. O reservatério principal deste equipamento teria uma embalagem
semiaberta e, apos o processo de desinfec¢cdo, a agua seria drenada, haveria a
secagem do material com vacuo e radiacao infravermelha, inje¢cdo de gas ozénio e
entdo a selagem automatizada da embalagem, garantindo assim um armazenamento

residual de ozénio a fim de garantir a esterilizac&o.
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7 CONCLUSAO

Pode-se concluir que o sistema hidrodinamico desenvolvido mostrou-se
eficiente para a desinfeccédo de cabos de bisturi contaminados experimentalmente.
Ele é inovador por se beneficiar da sinergia do fluxo de corrente de agua associada
ao poder de remocédo de biofilme do ultrassom e a acdo oxidante do 0zonio. Neste
sentido, foi capaz de promover a desinfec¢do dos cabos de bisturi empregando-se
uma concentra¢do minima de ozénio dissolvido em agua de 2,50 mg/L, em 7 minutos.

E um sistema seguro, ndo gera residuos quimicos e ndo necessitada de
aditivos quimicos, podendo inclusive ser utilizado para materiais termo sensiveis. Os
resultados demonstraram que o sistema hidrodinamico é eficiente para a desinfeccéo
de instrumentos cirargicos com um potencial de esterilizacdo, sendo necessarios

estudos futuros para verificar este efeito.
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