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Relatorio Descritivo da Patente de Invencao para "PROCESSO
E SISTEMA DE DESINFECGAO DE INSTALACAO DESTINADA AOS
CUIDADOS COM A SAUDE COM MISTURA DE OXIGENIO/OZONIO".
CAMPO DA INVENCAO

A presente invengao refere-se a sistemas de desinfecgdo para

uso em instalacoes destinadas aos cuidados com a salde, instalacdes de
salde publica e outras similares, para eliminar ou pelo menos reduzir a ni-
veis aceitaveis, residuos microbianos que sejam resistentes aos sistemas
desinfetantes e esterilizantes convencionais.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

A despeito dos intensivos esforgos preventivos nos ultimos anos
em hospitais e demais instalagdes destinadas aos cuidados com a saude, a
incidéncia de infeccdes que ameagam a vida causada por um conjunto cres-
cente de bactérias resistentes a antibiéticos (por vezes chamadas "super-
bugs") tem crescido significativamente e agora esta impondo um grave pro-
blema as equipes médicas em nivel mundial. De acordo com um editorial no
periédico "Science" (Julho de 2008), o numero de mortes em 2006 imputavel
a infeccbes bacterianas em instalagoes destinadas aos cuidados com a sau-
de nos Estados Unidos superou a taxa de mortes nos Estados Unidos atribu-
ida ao HIV/AIDS no mesmo ano, € provavelmente resulta em até 70.000
mortes por ano nos Estados Unidos. Tudo isso apesar do esforgco maximo
dos funcionarios da satde em limpar adequadamente suas instalagbes e o
equipamento contido em tais instalagoes.

Os principais agentes causadas (bactérias) de infecgbes hospita-
lares (infecgbes nosocomiais) s&o Clostridium difficile (C. difficile); E. coli;
Pseudomonas aeruginosa; Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA); e Enterococcus resistente a vancomicina (VRE).

Aproximadamente 5% de todas as hospitalizagbes de cuidado
intensivo nos Estados Unidos desenvolvem uma infeccdo nosocomial com
uma taxa de incidéncia de cinco infecgdes por mil pacientes-dia, € um gasto
adicional superior a $4,5 bilhdes (Wentzel R, Edmond M D, "The Impact of
Hospital Acquired Blood Stream Infecctions," Emerg. Inf. Dis., Mar-Abril
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2001:7(174)). Quando esta taxa & aplicada a 35 milhdes de pacientes admi-
tidos por 7.000 instituicoes de cuidados intensivos nos Estados Unidos, es-
tima-se que existam mais de 2 milhdes de casos por ano. E estimado que as
infeccbes nosocomiais no minimo duplicam os riscos de mortalidade e mor-
bidez de qualquer paciente admitido.

A expressiva, e crescente, incidéncia de bactérias resistentes a
antibiéticos em instalacdes destinadas aos cuidados com a satide foi deno-
minada por alguns de "Epidemia Silenciosa". No cenario internacional, um
levantamento da Organizagao Mundial da Salde de 55 hospitais em 14 pai-
ses que representam quatro regices WHO (Europa, Mediterraneo Oriental,
Sudeste da Asia e Pacifico Ocidental) relatou que uma média de 8,7% dos
pacientes hospitalares eram portadores de infecgoes nosocomiais. A WHO
estima que, em qualquer momento, mais de 1,4 milhées de pessoas em todo
o mundo sofrem e infecgao adquirida no hospital.

S3o de particular preocupagao neste contexto as bactérias C.
difficile e MRSA. Até bem pouco tempo atras, C. difficile era relativamente
incomum, mas agora € epidémica em muitas regides do mundo. Na realida-
de, atualmente é reconhecida por um numero crescente de funcionéarios da
sadde publica como uma epidemia mundial (pandemia) com incalculaveis
implicagbes na area financeira e da saude. A MRSA foi identificada pela
American Academy of Orthopaedic Surgeons como a maior preocupagao em
procedimentos cirurgicos, € coincidindo com os recentes artigos de periodi-
cos de que constitui uma "epidemia silenciosa". Nos atuais procedimentos
de limpeza e esterilizag&o de uma instalagao para cuidados com a saude, C.
difficile e MRSA, bem como as ja mencionadas E. coli; Pseudomonas aeru-
ginosa; e Enterococcus resistente a vancomicina (VRE), séo tratadas de
forma ineficaz e posteriormente removidas, de modo que as colonias destes
patégenos se acumulam nas instalagbes para os cuidados com a saude,
especialmente sobre superficies porosas, por exemplo, tapetes e cortinas.

As tentativas no sentido de combater e exterminar as infeccoes
nosocomiais causadas por bactérias como Pseudomonas aeruginosa e Sta-

phylococcus aureus sao dificultadas pelo fato de que as bactérias crescem

B
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no interior de biofilmes que as protegem de fatores ambientais diversos. Um
biofilme & um agregado de Micro-organismos onde as células aderem umas
3s outras efou a uma superficie. Elas estao frequentemente incrustadas em
uma matriz autoproduzida de substancia polimérica extracelular (EPS), uma
congregacao polimérica em geral composta de DNA extracelular, proteinas e
polissacarideos. Os biofilmes se formam sobre as superficies, por exemplo,
10 ambito hospital, na presenca de vapor d'agua.

Micro-organismos de flutuagao livre no modo plancténico (célula
Gnica) se fixam a uma superficie, e se nao forem imediatamente removidas,
irao ancorar de forma mais permanente a superficie. Estes primeiros coloni-
zadores proporcionam sitios de adesdo mais diversificados para a chegada
de outras células, comegando desta forma a construir uma matriz que man-
tém a coesao do biofilme e proporciona sitios adicionais de ancoragem para
as células que chegam. O biofime cresce através de uma combinacéo de
divisdo celular e recrutamento. Quando o biofilme & estabelecido, as col6-
nias de células agregadas aparentam ser progressivamente mais resistentes
aos antibiéticos. Foi ainda relatado que as bactérias do biofilme aplicam ar-
mas quimicas em sua defesa contra os desinfetantes e antibioticos (Vide
"Biofilm Bacteria Protect Themselves With Chemical Weapons", Dr. Carsten
Matz e outros, Helmholtz Cetre for Infection Research, Brauschweig, divul-
gado em Inforniac.com, 23 de julho de 2008).

As bactérias que habitam um biofilme tém propriedades que as
diferem significativamente da forma planctonica da mesma espécie, visto
que o ambiente denso e protegido do filme permite que cooperem e intera-
jam de diversas formas. A terapia tradicional com antibioticos usualmente
nao é suficiente para erradicar infecgoes crénicas, e uma das principais ra-
zGes para sua persisténcia parece ser a capacidades de crescimento das
bactérias no interior de biofilmes que as protegem dos fatores ambientais
diversos.

Constituem ainda uma preocupagao crescente os iminentes ata-
ques em guerras e bioterroristas que utilizam bactérias potenciaimente le-

tais. Algumas das bactérias mais nocivas, por exemplo, antrax, sao altamen-
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te resistentes aos tratamentos e agentes convencionais de esterilizagdo. A
contaminacgao de instalagoes puiblicas com tais bactérias constitui uma ame-
aca significativa & vida humana com quantidades residuais de tais bactérias,
o que praticamente impossibilita sua remogao com a utilizacdo dos métodos
correntes.

BREVE REFERENCIA A TECNICA ANTERIOR.

Os procedimentos correntes para a sanificacdo de hospitais e

demais instalagbes para cuidados com a satide vém progressivamente per-
dendo sua eficacia, resultando no acumulo de bactérias mortais nas instala-
coes. Os crescentes custos da prestagao de servicos de salde na maioria
dos paises, se nao em todos eles, defendem nao investir tempo e esforco
além do minimo necessario nos procedimentos de limpeza e esterilizagao.

Solugbes cloradas com € sem aménia sdo comumente utiliza-
dos, mas demonstraram sucesso limitado. Some-se a esse desafio o fato de
que tais solugbes ndo podem ser utilizadas em dispositivos eletrénicos nor-
malmente instalados nas enfermarias, recintos de recuperagao, teatros em
funcionamento, etc.

O peréxido de hidrogénio vaporizado (VHP) é altamente eficaz
quando aplicado a superficies lisas, mas € pouco ou nada eficaz sobre mate-
riais porosos e tecidos. Além disso, 0 VHP é extremamente danoso a dispo-
sitivos eletronicos.

Uma vez que uma superficie nao médica, como tapetes, corti-
nas, roupas de cama, material poroso nos tetos e outras similares, tenha
sido impregnada com patégenos altamente resistentes, especialmente aque-
les que produzem esporos, como C. difficile, essa superficie ndo pode ser
efetivamente desinfetada com o uso dos atuais agentes e processos dispo-
niveis.

O ozdnio é conhecido por ser um potente agente antibacteriano,
antifingico e antiviral. Ha mais de 100 anos é utilizado para purificagéo da
agua. Sua eficacia e reconhecida contra populagdes de Legionella bacteria,
E. coli e Pseudomonas em tais plantas.

O uso do oz6nio em instalagdes destinadas aos cuidados com a
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satde, no entanto, & problematico. Solucdes que contenham o0z6nio sao ex-
plosivas quando aquecidas. A exposicao ao 0zonio é nociva, sob o ponto de
vista médico, causando irritagado das membranas dos othos e mucosas, e-
dema pulmonar, e doenga respiratoria croénica se os reduzidos niveis de se-
guranca forem ultrapassados. Mais ainda, é amplamente reconhecido como
um risco ambiental.

O Pedido de Patente do Canada 2.486.831 Arts e outros, des-

creve o uso de uma combinacao de ozénio e radiacao UV para descontami-
nacgao do ar em um recinto como uma unidade de isolamento movel, um re-
cinto hospitalar e outros do género. O ar é levado a escoar através de uma
unidade portatil que contém um filtro exposto ao ozonio.

O Pedido de Patente dos Estados Unidos 7.404.624 Cumberland

e outros, expedido em 5 de agosto de 2008, descreve métodos para reduzir
alérgenos, patégenos, odores e compostos organicos volateis no ar, utilizan-
do uma atmosfera dotada de combinagdes especificas de concentracao de
ozénio, concentracbes de perdxido de hidrogénio, temperatura e umidade
entregues ao longo de um periodo de tempo especifico. A patente contém
um relato experimental para o tratamento de recintos de uma residéncia,
tratando com eficacia os esporos do mofo Cladosporium e do mofo Penicilli-
umiAspergillus no ar do recinto. Nao foram fornecidos detalhes acerca das
condicdes precisas utilizadas. Nao ha demonstragao ou descricdo do trata-
mento das superficies contaminadas em um recinto. A descrigao geral da
patente afirma que condicoes selecionadas de concentragdo de ozonio, pe-
roxido de hidrogénio, umidade e temperatura sao altamente eficazes na eli-
minagao de mofos e fungos transmitidos via aérea em concentragoes de o-
z6nio abaixo de 6 - 9 ppm, mas as condigdes precisas nao sao descritas. De
modo geral, a patente ensina 0 uso em uma atmosfera de 2 - 10 ppm de o-
z6nio, peroxido de hidrogénio que esteja entre 75% - 150% por peso da con-
centragdo atmosférica de ozonio, em uma temperatura de 15 - 27°C e tempo
de 0,5 - 3 horas. E afirmado que diversos patégenos transmitidos pelo ar,
inclusive bactérias, podem ser tratados por este método, mas nao é ofereci-

da qualquer evidéncia experimental.
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Portanto, ha caréncia de um sistema eficaz, porém econémico,
que promova a desinfec¢ao de recintos das instalagoes destinadas aos cui-
dados com a saude, inclusive de todo o seu contetudo. Um sistema desse
tipo reduziria drasticamente (99,999% ou acima) pelo menos as quantidades
das cinco bactérias mencionadas em todos os espagos contaminados que
sejam de valor clinico e de salde publica. Ademais, é preciso atingir um ni-
vel tal de descontaminacédo microbiana que permita ao espaco ser privado
de sua finalidade exclusivamente por um periodo minimo de tempo, perma-
necendo, nesse interim, seguro e inofensivo aos equipamentos eletrénicos e
aos demais equipamentos no recinto. Consequentemente, o processo de
descontaminagao nao deve requerer o esvaziamento do contetido do espago
em questdo, enquanto o sistema & operado.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengéo proporciona, em um aspecto, um sistema

de desinfeccédo a base de ozbnio para recintos e seus conteudos no interior
de todas as instalagdes destinadas aos cuidados com a salide, mbveis ou
estacionarios, e outras infraestruturas essenciais, como escolas e prédios
governamentais. Utilizando tal sistema, gases contendo ozbnio sdo entre-
gues e aplicados as superficies e equipamentos & aos objetos contidos no
recinto. A aplicacdo pode ser feita por meio do contato simples da atmosfera
gasosa com as superficies, ou, no caso de superficies de dificil limpeza, co-
mo cortinas, tapetes e demais superficies fibrosas, isso pode ser feito por
meio de um sistema de desalojamento que promova a agitagao fisica da su-
perficie (escovas de limpeza, jatos de alta pressao ou similares, por vezes
chamados neste documento de "purificagdo"). Os gases contendo 0z6nio
sdo aplicados em concentragdes controladas e, em alguns casos, em pres-
sées elevadas constatadas como de natureza eficaz na destruicéo de pato-
genos virais, bacterianos e fangicos de carater critico encontrados nos am-
bientes, incluindo-se, entre outros, as cinco bactérias especialmente incon-
venientes Clostridium difficile (C. difficile); E. coli; Pseudomonas aeruginosa;
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA); e Enterococcus resis-

tente a vancomicina (VRE).
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Além de eliminar efetivamente os patégenos aerossolizados
dentro de um dado espaco, o sistema da invengdo também permite a um
operador aplicar os gases que contém ozénio em concentragdes predeter-
minadas de ozdnio diretamente as superficies problematicas no recinto, com
uma acao de agitagao fisica e sob pressao quando apropriado. O sistema
inclui ainda uma unidade destruidora de oz6énio que remove o 0zoénio residu-
al da atmosfera do recinto. Todo o sistema & portatil, podendo ser movido de
recinto para recinto conforme a necessidade, além de ser inofensivo ao e-
quipamento contido no recinto. Uma vez que O processo de esterilizagao
seja finalizado, o recinto pode retornar ao uso médico no prazo de 20 minu-
tos, com o ozdnio atmosférico residual em um nivel aceitavel igual ou inferior
a 0,04 ppm.

BREVE REFERENCIA AOS DESENHOS

A figura 1 dos desenhos acompanhantes € uma ilustracdo es-

quematica de um aparelho de acordo com uma modalidade da invencgao,
disposto dentro de um recinto a ser desinfetado;

As figuras 2A e 2B sFo ilustragdes esquematicas dos sistemas
de agitacao fisica para uso nas modalidades da invencao;

A figura 3 é uma ilustracdo esquematica de um aparelho de a-
cordo com a invengao, em um modo de transporte portatil;

A figura 4 é uma ilustragéo esquematica de um aparelho de teste
utilizado para gerar alguns dos resultados de teste divulgados abaixo;

A figura 5 é uma ilustragéo esquematica do aparetho de teste uti-
lizado para gerar os resultados divulgados no Exemplo 10 abaixo.
AS MODALIDADES PREFERENCIAIS

Um recurso significativo do sistema de acordo com determina-

das modalidades da invencao é a capacidade de ajustar uma press&o da
mistura de 0zonio/gas oxigénio que ¢ utilizada com a finalidade de desinfec-
¢ao. Foi constatado que, em muitos casos, a desinfeccéo eficaz de um recin-
to e de seu contetdo da contaminacdo bacteriana pode ser maximamente
obtida pressurizando uma atmosfera no recinto com a mistura de o0z6-

nio/oxigénio contendo de cerca de 10 a cerca de 100 ppm de ozobnio, até
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uma pressao mais alta que a pressao atmosférica normal, por exemplo, de
cerca de 14,7 psi a cerca de 100 psi. Um jato de ar pressurizado localizado
também pode ser utilizado, o que tornaria desnecessario elevar a pressao
geral no recinto. Elevar a pressdo do recinto pode requerer uma vedagao
inicial do recinto antes do processo de descontaminag@o. Com muitos recin-
tos onde os procedimentos médicos sdo conduzidos, como teatros em fun-
cionamento, este & um processo simples, visto que tais recintos sao projeta-
dos para permanecerem substancialmente vedados quando em uso para
procedimentos médicos. Com outros recintos, pode ser necessario alguma
preparacao inicial de significancia.

Outra modalidade particularmente preferencial da invengao utili-
za peroxido de hidrogénio, bem como ozénio, na atmosfera gasosa desinfe-
tante. Quando sao utilizados ozénio e peréxido de hidrogénio, talvez nao
seja preciso elevar a pressao no interior do recinto. Bactérias particularmen-
te inconvenientes que provavelmente causam infecgbes nosocomiais em um
ambiente hospitalar, a saber, Clostridium difficile (C. difficile); E. coli; Pseu-
domonas aeruginosa; Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA);
Enterococcus resistente a vancomicina (VRE), se depositam sobre as super-
ficies de um ambiente hospitalar, como superficies de aco inoxidavel, super-
ficies ceramicas e superficies de marmore, e rapidamente formam um biofil-
me onde prosperam os Micro-organismos. O tratamento com a combinagao
de peréxido de hidrogénio e ozdnio, na umidade apropriada, de acordo com
este aspecto preferencial da invengao, destroi as bactérias no biofilme, seja
pelo ataque quimico do biofilme para expor os Micro-organismos a agao bio-
cida do oz6nio e perdéxido de hidrogénio, pela interferéncia da atividade das
células bacterianas no biofilme pela combinagéo de ozénio/peroxido de hi-
drogénio empregada, ou por uma combinagao de todos esses mecanismos,
possivelmente com outros.

Portanto, de acordo com esta modalidade preferencial da pre-
sente invengdo, em um aspecto, & fornecido um processo para combater
bactérias em um espaco confinado dentro de um recinto e contidas no bio-

filme sobre as superficies no interior do recinto, que compreende:

——
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criar no recinto uma atmosfera desinfetante que inclui ozénio em
uma concentragdo de 2 - 350 ppm por peso e peroxido de hidrogénio em
uma quantidade de 0,2 - 10 porcento em peso, em uma umidade relativa de
pelo menos 60%;

expor as superficies portadoras do biofilme contendo bactérias
vivas a atmosfera desinfetante por um periodo de pelo menos 30 minutos,
suficientes para uma exterminacao efetiva das bactérias no microfilme;

e em seguida remover o ozénio da atmosfera, até um nivel igual
ou inferior a 0,04 ppm.

Preferencialmente a atmosfera desinfetante tem uma umidade
relativa de pelo menos 65%.

Outra modalidade preferencial proporciona um processo para
desinfetar um recinto e as superficies do mesmo para combater pelo menos
um dos Micro-organismos bacterianos Clostridium difficile (C. difficile); E.
coli: Pseudomonas aeruginosa; Staphylococcus aureus resistente a meticili-
na (MRSA); Enterococcus resistente & vancomicina (VRE); Bacillus subtilus,
elou antrax, que compreende expor o recinto e as superficies do mesmo a
uma atmosfera gasosa que inclui uma quantidade eficaz de oz6nio e uma
quantidade eficaz de peréxido de hidrogénio, por um periodo de tempo que
reduza substancialmente os niveis de bactérias sobre as superficies, e em
seguida removendo o ozonio residual na atmosfera do recinto, até um nivel
seguro e reduzido.

O processo & particularmente eficaz com ou sem agitagao fisica,
na desinfeccao de superficies de aco inoxidavel que abundam nas instala-
¢bes de tratamento médico, e sobre as quais as bactérias s&do persistentes e
dificeis de destruir, em decorréncia, pelo menos em parte, de sua geracao a
partir de um biofilme sobre tais superficies. O processo também é eficaz na
destruicio e desativagdo das bactérias antrax, conforme comprovado por
sua eficacia contra o substituto bem estabelecido do antrax, Bacillus subtilis.

De acordo com outro aspecto desta modalidade, é fornecido adi-
cionalmente um sistema portatil para desinfetar rapidamente recintos, super-

ficies e os equipamentos ali contidos, que compreende:

—
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um gerador de ozénio para descarregar no recinto uma mistura
gasosa incluindo 0zonio;

um controlador de ozénio adaptado para controlar uma quanti-
dade de ozonio descarregado;

uma fonte de peréxido de hidrogénio para descarregar quantida-
des controladas de peroxido de hidrogénio no recinto;

meio para descarregar o peroxido de hidrogénio e ozénio no re-
cinto;

meio de ajuste de umidade adaptado para elevar ou reduzir a
umidade relativa do recinto durante tratamento; e

um removedor de ozdnio adaptado para destruir 0zénio, até um
nivel seguro na atmosfera do recinto para posterior utilizagdo humana.

Em algumas circunstancias € benéfico, aumentar a eficacia e re-
duzir a duragdo do processo, para operar em pressdo elevada, mesmo
quando ozonio e peroxido de hidrogénio sao utilizados no gas desinfetante.
Assim, de acordo com outro aspecto da presente invencao, é fornecido um
processo para desinfetar um recinto de uma instalac@o para cuidados com a
salde, que compreende:

introduzir no recinto uma mistura gasosa que inclui ozonio e pe-
réxido de hidrogénio em quantidades eficazes;

elevar a pressao no interior do recinto acima da pressao atmos-
férica, ou introduzir uma corrente de gas pressurizado;

agitar fisicamente as superficies fibrosas e porosas no interior do
recinto enquanto as superficies s&o expostas a corrente de gas pressurizado
de peréxido de hidrogénio e a atmosfera contendo ozénio de umidade relati-
va pelo menos 60%;

retornar o recinto a pressao atmosférica; e,

remover o ozdnio residual da atmosfera do recinto, até um nivel
seguro.

As quantidades preferenciais de 0zénio sao de cerca de 20 - 350
partes por milhdo na atmosfera do gas de tratamento, mais preferencialmen-

te de 20 - 200, ainda mais preferencialmente 20 - 90 partes por milhao na
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mistura gasosa de oxigénio/ozbnio, € com preferéncia maxima 35 - 80 ppm
de ozénio. As quantidades preferenciais de peroxido de hidrogénio sao as
quantidades supridas a atmosfera de tratamento do recinto utilizando uma
solucao aquosa contendo 0,2 - 10%, mais preferencialmente 1 - 5%, de pe-
réxido de hidrogénio. Na descrigdo abaixo, 0s percentuais de peréxido utili-
zados sdo algumas vezes expressos em termos destes percentuais da solu-

s quantidades sao selecionadas para que nenhum efeito deletério gra-

3>

¢ao.
ve seja sofrido por outro equipamento no recinto do tratamento. A quantida-
de de perdxido de hidrogénio na atmosfera desinfetante pode ser calculada
a partir do volume de peroxido de hidrogénio aquoso evaporado na atmosfe-
ra desinfetante, do volume do recinto que é desinfetado e da concentragao
de peroxido de hidrogénio na solucao de partida. Tempos de exposicao do
recinto e de sua superficie a atmosfera contendo ozdnio sdo adequadamen-
te de 30 minutos a cerca de 120 minutos, preferencialmente de cerca de 60
a cerca de 105 minutos, e com preferéncia maxima de cerca de 90 minutos.
Estes tempos s&o limitados em parte pela necessidade de limpeza do recinto
de ozénio (até um maximo de 0,04 ppm) em seguida a fase de desinfecgéo,
e devolver o recinto ao uso médico dentro de um periodo de tempo razoavel,
com um tempo completo entre o inicio e finalizacao nao superior a 150 minu-
tos. A remocao do 0z6nio € um processo extremamente rapido e plenamente
eficaz. Tanto o peréxido de hidrogénio quanto o ozonio (e quaisquer produ-
tos que interajam com 0s mesmos) precisam ser removidos antes que o re-
cinto retorne ao uso normal.

Outro recurso significativo das modalidades preferenciais da
presente invengéo € o fornecimento de um sistema de desalojamento na
extremidade de saida da descarga. O sistema de desalojamento permite a
penetragéo das superficies do tapete, cortina e superficies similares no re-
cinto, para obter acesso aos esporos elou colénias de bactérias sequestra-
dos/ocultos. O sistema de desalojamento pode ser operado manualmente,
com operadores protegidos por uma mascara ou vestimenta protegida, ou
pode ser operado remotamente ou ser totalmente automatizado. Pode ado-

tar a forma de um ou mais jatos de saida, com associagao de controles de
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pressao de jato operados manualmente. Pode adotar a forma de uma esco-
va fixa ou revoluta com cerdas de rigidez apropriada, isoladamente ou em
combinagdo com um jato de saida. Qualquer forma de sistema de desaloja-
mento eficaz para disturbar o empilhamento de tecidos do tapete, tecidos do
estofamento e outros itens similares para acessar as partes remotas capaz
de abrigar esporos ou coldnias bacterianas pode ser utilizada. Isso inclui a-
plicagbes néo fisicas, como jatos de ar, energia ultrassonica, energia de fre-
quéncia de radio e ondas eletromagnéticas, por exemplo, capazes de causar
degradacéo fisica e que resultam em movimentos micro fisicos das superfi-
cies fibrosas.

O oz6nio para uso na presente invengao pode ser gerado por
qualquer meio conhecido. No caso de corona ou outra geracao de descarga
elétrica de oxigénio, o aparelho da invengéo inclui preferencialmente um re-
cipiente de oxigénio de graduagao médica. O recipiente de oxigénio pode ser
um vasilhame pressurizado padrao contendo oxigénio de graduagao meédica,
do tipo normalmente encontrado em instalagbes medicas. O oxigénio deste
recipiente é abastecido a um gerador de oz6nio, onde o oxigénio € submeti-
do a descarga elétrica, normalmente com corrente alternada de alta tenséo,
para converter pequenas quantidades de oxigénio em ozénio e produzir uma
mistura gasosa de oxigénio e ozdnio. A quantidade de oz6nio na mistura €
controlavel pelo ajuste da tensio de descarga elétrica. Geradores de ozbnio
adequados sdo conhecidos e estdo comercialmente disponiveis. As quanti-
dades relativas de ozdnio geradas sao relativamente pequenas, expressas
em partes por milhdo (ppm), mas o poder desinfetante do ozbnio, especial-
mente em combinagdo com o peroxido de hidrogénio de acordo com esta
invencao, é tal que essas pequenas quantidades de ozdnio é tudo que é ne-
cessario.

Formas alternativas de geracdo de oz6nio podem ser utilizadas,
se essa for a preferéncia. Uma radiagéo ultravioleta de comprimento de onda
apropriado, que incida mediante oxigénio ou ar, & uma alternativa aceitavel.
Nesse tipo de sistema, o ar do recinto em si pode ser alimentado na unidade

geradora de oz6nio para suprir o oxigénio necessario a conversdo em o0z06-
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nio. Outros métodos de geracao de ozdnio passiveis de uso incluem reacoes
fotocataliticas, plasma frio, etc.

A umidade relativa do espaco de tratamento deve ser de pelo
menos 60% e preferencialmente de pelo menos 65%, para uma desinfeccao
eficaz. Para garantir isso, é preferivel incorporar um umidificador no sistema
da invencao, utilizando agua esteéril de um reservatério de sistema interno
para ajustar e controlar a umidade da mistura gasosa emissora. Desta for-
ma, a umidade desejavel para uma desinfeccao mais eficaz é obtida no pon-
to de descarga onde o desalojamento de um tapete ou superficie de cortina
pode ocorrer. O umidificador ajustavel precisa somente aumentar a umidade
do espaco até o nivel desejado, podendo ser posicionado em qualquer local
dentro do espaco. Quando utilizando perdxido de hidrogénio, além do 0z6-
nio, o vapor do peroxido de hidrogénio é aplicado convenientemente, em
quantidades controladas, ao vapor de ar / agua emitido pelo umidificador e,
portanto, é adicionado & mistura gasosa contendo ozénio/oxigénio. Como
alternativa, o peroxido de hidrogénio pode ser aplicado & agua utilizada para
umidificar o local alvo. O peréxido de hidrogénio estd comerciaimente dispo-
nivel como solucdes aquosas de concentragdes padronizadas de peroxido
de hidrogénio. Para uso nas modalidades da presente invenc&o, uma solu-
cdo padrao com uma concentragdo conhecida de peroxido & adequadamen-
te diluida por um volume fixo de agua destilada. A carga de perdxido € pa-
dronizada com base no volume de agua conhecida da solugdo de peroxido
requerido para elevar a umidade relativa até o ponto desejado, por exemplo,
de 40 - 80%. A partir dai, é possivel calcular a quantidade de peroxido de
hidrogénio em percentual de volume ou ppm por volume introduzido na ins-
talacao para tratamento.

Determinados sistemas de acordo com as modalidades da in-
vencao podem incluir um controlador e ajustador de temperatura para a mis-
tura gasosa. Isso pode ser um aquecedor / resfriador simples através do
qual passa o oxigénio incidente e a mistura de oxigénio/ozénio gerada antes
da descarga na atmosfera do recinto. Apesar de que um simples ajuste da

temperatura do recinto utilizando um sistema externo de aquecimento do
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recinto e termostato possa ser eficaz, é preferivel ajustar a temperatura da
mistura gasosa que é emitida, para um tratamento de maxima eficacia das
superficies do tapete e cortinas. A faixa de temperatura ideal para a descon-
taminacdo de patdgenos por ozonio e ozonio/perdxido de hidrogénio € de
15°C a 30°C.

O sistema da invencao inclui ainda uma unidade de remogao de
oz6nio. Tais unidades sdo conhecidas, e podem ser adquiridas comercial-
mente para uso na presente invengdo. Dependendo do volume da atmosfera
do recinto e da capacidade da unidade de remog&o de ozonio, mais de uma
unidade deste tipo unidade pode ser incorporada no sistema da invengao.
Unidades de remocéo de oz6nio convenientes sao aguelas que empregam
carbono ativado como meio de remocao. Estas unidades atuam com muita
rapidez, e nao levam a formagao de produtos de reagao perigosos. A inclu-
s3o0 de tais unidades permite que a instalacao tratada fique livre de ozobnio e
seja devolvida ao uso normal rapidamente, um recurso importante onde es-
tejam envolvidas instalagdes para cuidados com a saude. Outros tipos inclu-
em sistemas baseados em catalisadores, como oOxido de manganés ou ou-
tros 6xidos metalicos, os quais podem ser aquecidos para remover a umida-
de, destruicdo térmica juntamente com outros metais, inclusive platina ou
paladio.

A figura 1 dos desenhos acompanhantes mostra uma sala cirar-
gica do recinto para pacientes 10, fechada e pronta para desinfecgao por
meio de um processo de acordo com uma modalidade da invengao. A sala é
vedada de forma substancialmente hermética. Dentro da sala esta um cilin-
dro pressurizado 12 de oxigénio, abastecendo um umidificador 14 com o gas
oxigénio e, portanto, um gerador de ozdnio 16, que inclui placas de descarga
elétrica de tensdo variavel para ajustar a quantidade de ozénio que € gera-
da. Um aquecedor e um controlador de pressao (n&o mostrado) podem ser
dispostos proximo a entrada do gerador de ozobnio. A saida da mistura gaso-
sa de oxigénio/ozénio ocorre por meio das saidas do recinto 18, 20 até uma
atmosfera da sala 10, e por meio das varetas 22A e/ou 22B até um meio de

desalojamento na forma de escovas de purificagéo 24A e 24B montadas so-
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bre as extremidades de saida das respectivas varetas 22A, 22B. O aquece-
dor, o controlador de pressao, a tensao suprida ao gerador de ozénio 16 e o
nivel de umidade fornecido pelo umidificador 14 sdo todos controlados e a-
justados a partir de um painel de controle externo 26 por meio das respecti-
vas conexdes elétricas 28, 30, 32 e 34. Também é disposto dentro da sala
um ventilador oscilante 34 e uma unidade de filtro de destruicdo de ozdénio
36.

E disposto no interior da sala 10 um recipiente de solugao aquo-
sa de peroxido de hidrogénio 19 e soprador de ar associado 21 que, durante
a operacao, sopra peroxido de hidrogénio vaporizado em quantidades con-
troladas na vareta de descarga 22A e 22B para misturar com a saida de o-
z6nio/oxigénio no mesmo. A quantidade de peroxido de hidrogénio que &
suprida é controlada pelo ajuste do soprador 21 através de uma conexao do
mesmo ao painel de controle 26. Em uma disposi¢ao alternativa, o peroxido
de hidrogénio pode ser suprido pelo gerador 19 ao umidificador 14.

As figuras 2A e 2B dos desenhos acompanhantes mostram com
mais detalhamento as formas dos meios de desalojamento 24A e 24B para
uso na presente invencdo, fixados a saida, as extremidades de descarga
das respectivas varetas 22. O meio de desalojamento 24A tem um bico de
saida de jato 38A em sua extremidade, e uma placa em geral circular 40
montada sobre a vareta 22A préximo a extremidade de descarga. A vareta
22A passa através de uma abertura central 42 em uma placa 40. A placa 40
possui cerdas de escova 46A montadas em sua superficie inferior, dispostas
em dois arcos ao redor do bico de saida de jato 38A e que se projetam para
baixo ate um ponto imediatamente além da extenséo de saida do bico 38A.
Em uso, a mistura gasosa de oxigénio/ozonio ou a mistura de gas oxigé-
nio/oz6nio/ peréxido de hidrogénio parte do bico 38A em uma pressao relati-
vamente alta, e pode ser direcionada pelo operador que segura a vareta a
uma area da superficie do tapete ao mesmo tempo em que o operador es-
frega a area da superficie do tapete com as cerdas 46A.

A figura 2B mostra uma disposicao alternativa, mas essencial-

mente similar, em que a placa 40 é substituida por uma plataforma com ro-
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das 44 que carrega duas escovas rotativas 46B e trés saidas de jato 38B
para a entrega de oxigénio/ozonio/peroxido de hidrogénio na pressao, locali-
zada anteriormente as escovas rotativas 46B.

A figura 3 dos desenhos acompanhantes ilustra a portabilidade
de um sistema de acordo com a invencédo. As partes sdo numeradas como
na figura 1. Um carrinho com 4 rodas 24 é fornecido, sobre o qual todas as
partes componentes do sistema podem ser carregadas para facilidade de
transporte de um recinto a outro. O painel de controle e instrumentagao pode
ser desconectado para transporte, e novamente conectado e disposto do
lado externo quando o aparelho estiver localizado em outro recinto para uso
como mostra a figura 1. O carrinho 24 é removido enquanto o sistema esti-
ver em uso, mas & carregado com os componentes depois do uso, seja para
transporte a outro recinto, seja para armazenamento.

A operacao do sistema sera prontamente evidenciada a partir da
descrigéo precedente acerca de suas partes componentes e de sua interco-
nexdo. O carrinho 24 que carrega as partes componentes é deslocado no
recinto 10 a ser desinfetado, e as partes séo distribuidas ao redor do recinto
e conectadas em conjunto como ilustrado na figura 1. Um operador vestido
com uma roupa de seguranca e demais vestes protetoras adequadas entra
no recinto e segura a vareta 22. O recinto € vedado. As condi¢Ges de trata-
mento sdo reguladas no painel de controle 26, e o aparelho é ligado para
que a mistura de mistura gasosa de oxigénio/ozonio/peroxido de hidrogénio
em condigdes controladas da concentragdo de ozonio, concentracdo de pe-
roxido de hidrogénio, umidade relativa, temperatura e presséo elevada seja
emitida pelo bico do jato 38. O operador aplica a mistura gasosa em jatos as
superficies dos tapetes, superficies drapeadas e demais superficies absor-
ventes no recinto, esfregando ao mesmo tempo as superficies com as cer-
das 46. O recinto é pressurizado acima da pressao atmosférica, em decor-
réncia da introducao da mistura gasosa de oxigénio/ozonio. A press&o € mo-
nitorada continuamente pelo painel de controle 26 para garantir condigoes
seguras de trabalho ao operador, bem como a temperatura, umidade e con-

centragdo de ozénio no recinto. Superficies lisas no recinto talvez nao preci-
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sem da acdo do meio de desalojamento, mas s&o satisfatoriamente desinfe-
tadas pelo contato com a atmosfera no recinto, especialmente quando pero-
xido de hidrogénio e ozdnio forem utilizados em combinacéo. O ventilador
oscilante 34 & operado durante todo o procedimento, para circular a mistura
de oxigénio/ozbénio em todo o recinto.

Apds um tempo pré-regulado do procedimento, e depois que to-
das as superficies absorventes apropriadas foram purificadas, periodo nor-
malmente nao superior a 90 minutos, o suprimento de peroxido de hidrogé-
nio (se utilizado), o suprimento de oxigénio e o gerador de ozbnio s&o desli-
gados. Em seguida o filtro destruidor de oz6nio & operado, sugando os ga-
ses que contém ozodnio, destruindo o ozénio e emitindo oxigénio puro a partir
do mesmo. O recinto pode ser aberto neste momento, o aparelho desconec-
tado e carregado no carrinho 24, e o recinto devolvido ao seu uso normal.
EXEMPLOS EXPERIMENTAIS

Condicées ideais e eficazes para uso na presente invengéo fo-

ram determinadas utilizando um aparelho de laboratéric como geralmente
ilustrado na figura 4 dos desenhos acompanhantes.

Uma Unica colénia pura de cada uma das bactérias de teste ae-
robicas, a saber, E. coli; Pseudomonas aeruginosa; Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA); e Enterococcus resistente a vancomicina
(VRE) foi inoculada em uma placa com agar Colimbia com 5% de sangue
de ovelha. As placas foram incubadas a 35°C no ar ambiente por 18 - 24
horas. Da placa, foram selecionadas 4-5 col6nias isoladas, e suspensas em
caldo triptico de soja para obter um padréao de turbidez de McFarland igual a
0,5 (1,5 x10° ufc/ml) medido com o uso de um espectrofotémetro. O indculo
foi preparado realizando diversas diluicbes em série de 0,9 ml de caldo de
NaCl a 0,85 com 0,1 ml do in6culo original a 0,5 de McFarland (6 x 10 vezes)
para produzir soluges de 107", 1072, 1073, 10, 10°, 10° e 107 ufc/mL.

Os organismos foram plaqueados em trés repetices, onde 0,1
ml de cada solucéo foram espalhados por toda a superficie das placas de
agar Columbia com sangue de ovelha. Dois conjuntos de placas (12 placas

por organismo) foram submetidos a uma exposi¢do de ozoénio/oxigénio em
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concentracoes de ozénio (ppm), condicdes de umidade e temperatura pré-
selecionadas no aparelho ilustrado. Os outros conjuntos de 2 foram tratados
como controles, sem qualquer exposicao ao ozonio, mas mantidos a tempe-
ratura ambiente.

Para exposicdo ao ozénio, foi utilizado o aparelho ilustrado de
modo geral na figura 4.

As placas de teste foram montadas dentro de uma camara de
desinfeccao 60, cuja extremidade a montante 62 tinha uma porta de entrada
de ozbnio 64, uma porta de entrada do vapor de perdxido de hidrogénio 65
(que foi bloqueada nos Exemplos 1 - 9 descritos abaixo), e uma porta de
entrada de vapor d'agua 66. Foi fornecido um cilindro 68 de oxigénio de gra-
duagdo médica pressurizado, cilindro esse que abastece com oxigénio um
gerador de ozbénio 70, equipado com placas elétricas de corrente alternada
as quais a tensao variavel seria suprida através do controle de entrada 72. A
saida do gas misto de oxigénio/ozénio do gerador de ozénio 70 foi alimenta-
da a porta de entrada de oz6nio 64 da camara de desinfecgéo 60. Um umidi-
ficador do vapor d'agua 74 supriu vapor d'agua a porta de entrada 66. A ca-
mara de desinfecgdo 60 continha adicionalmente um aquecedor/resfriador
(ndo mostrado), um sensor de temperatura 76, um sensor de pressgo 78, um
sensor de umidade 80 e um sensor de ozonio 82, conectados eletricamente
através das respectivas linhas 84, 86, 88 e 90 a um painel de controle e mo-
nitor 92, conectado para realimentar o cilindro de oxigénio 68 a fim de con-
trolar o fluxo para fins de ajuste de pressao, ao gerador de ozdnio 70 para
controlar e ajustar a quantidade de ozbnio, ao umidificador do vapor d'agua
74 para controlar e ajustar a umidade relativa na camara de desinfecgéo 60,
e ao aquecedor/resfriador para controlar e ajustar a temperatura na camara.
Esses parametros foram todos pré-ajustados no painel de controle para os
valores desejados e eram automaticamente reajustados intrinsecamente pa-
ra esses valores a medida que os experimentos progrediam.

Um filtro destruidor de ozénio 94 foi conectado a extremidade a
jusante 96 da camara de desinfecgéo 60 na porta de saida 98, para destruir

o ozdnio emitido pela camara 60 na extremidade do experimento. Os gases
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foram circulados dentro da camara 60, e expelidos ao término do experimen-
to, utilizando um ventilador 100 montado na mesma. Depois de colocar as
placas de teste na camara 60, ela foi vedada até o término de cada experi-
mento.

As placas de controle e as placas tratadas com ozoénio foram co-
locadas em uma incubadora ao mesmo tempo. As contagens da placa foram
lidas por meio de um microscopio, € 0s nimeros de unidades formadoras de
colénia sobre cada placa foram contabilizados. Os esporos eram aerotole-
rantes.

EXEMPLO 1

Uma série de testes conforme descrigdo acima foi conduzida em
MRSA ATCC 33592. As placas portadoras do micro-organismo foram expos-
tas na camara a uma atmosfera mista de oxigénio/ozonio contendo 80 ppm
de ozénio, por 90 minutos a 20°C e 85% de umidade relativa. Foram execu-
tadas placas de teste duplicatas. Aliquotas de volume de 10 pL lavadas das
placas foram diluidas serialmente com indculo, para os fatores de diluicao
final 102, 10°, 104 10, 10° e 107. Placas de controle, ndo submetidas a
exposi¢cdo ao ozdnio, foram preparadas, e as placas incubadas por 24 horas
conforme descricdo. As superficies das placas de agar foram eluidas para
remover as colénias de bactérias, e os eluados plaqueados para exame em
microscopio.

A contagem das colonias ativas e reprodutivas de bactérias nas
composicdes eluadas, sob microscopio, revelou que os eluados das placas
de controle nas diluicbes 1072, tinham 19 e 11 ufcs (placas duplicatas), e ne-
nhuma ufc das placas de diluigao mais alta, enquanto as placas experimen-
tais expostas ao ozonio produziram composicdes que nao exibiam qualquer
ufc em qualquer das diluigoes testadas. Uma reducéo do log de 3,35 foi al-
cancada (8,3 log a 4,9 log).

EXEMPLO 2

O experimento do exemplo 1 foi repetido utilizando a mesma ce-

pa bacteriana, mas expondo as placas de teste na camara a 50 ppm de 0z6-

nio em oxigénio, a 20°C e 80% de umidade relativa.
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A contagem das coldnias ativas e reprodutivas de bactérias nas
composigbes eluadas, sob microscopio, revelou que os eluados das placas
de controle nas diluicoes 102, tinham 374, 415, 414 e 423 ufcs (placas com
quatro repeticdes), 33, 35, 38 e 37 ufcs de placas de controle nas diluictes
103, tinham 4, 1, 2 e 2 ufcs na diluigao 10 e nenhuma ufc em diluicdes mais
altas. As contagens dos eluados das placas tratadas revelou 27, 11, 42 e 58
ufcs ativas nas diluicoes 102, 3, 1, 3 e 5 ufcs na diluicao 10 (placas com
quatro repeticdes), e nenhuma ufc de placas de diluicao mais alta.
EXEMPLO 3

O experimento do Exemplo 1 foi repetido, salvo para utilizacao
como organismo de teste a P. aeruginosa ATCC 27853. As mesmas condi-
coes de exposigao ao ozbnio, dilui¢ao, incubacdo e teste foram utilizadas.
Nas placas de teste, as contagens de colénias ativas de 11 e 18 foram en-
contradas na diluicao de 102 e contagens de coldnias ativas de 5 e 27 fo-
ram encontradas na diluicdo de 10, Em diluicées mais altas, ndo houve co-
Ibnias detectaveis. Em contrapartida, as placas de controle expostas ao 0z6-
nio mostraram colénias extremamente numerosas para serem contadas, em
todas as diluicbes até e inclusive 10°°. Uma reducao de log de 2,8 foi obtida
(log de 7,9 a log de 5,1).

EXEMPLO 4

O experimento do Exemplo 3 foi repetido, utilizando o mesmo
organismo de teste, mas tratando as amostras de teste na camara com uma
mistura de oz6nio/gas oxigénio contendo 50 ppm de oz6nio, a 80% de umi-
dade, por 90 minutos. Através de procedimentos de teste e recuperagao i-
dénticos, foi determinado que as placas de controle tinham ufcs extrema-
mente numerosas para serem contadas. As placas de teste, realizadas com
duas repeticoes, tinham contagens de ufc de 212 e 183 na diluicao 10%; con-
tagens de 13 e 50 na diluicao 10"%; e nenhuma ufc em diluicbes mais altas.
EXEMPLO 5

O experimento do Exemplo 3 foi repetido, porém utilizando a ce-
pa clinica 80269 de Enterococcus faecalis (elevado nivel de resisténcia a

vancomicina) como organismo de teste, com exposicao de 90 minutos a mis-
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tura de ozoénio/oxigénio de 35 ppm de ozonio, a 21°C e 80% de umidade re-
lativa. Os eluados de placas de controle (repetidos) tinham contagens de ufc
extremamente numerosas para serem contadas na diluigao 10 10° © 107
contagens de ufc de 402 e 346 na diluicao 10°; contagens de ufc de 35 e 25
na diluicao 10°; e contagens de ufc de 14 e na diluicao 10”". Em contraparti-
da, os eluados das placas de teste (duplicadas) produziram contagens de
ufc de 78 e 29 na diluicao 10% contagens de ufc de 47 e 6 na dilui¢do 10°3;
112 e 50 na diluicao 10 contagens de ufc de 0 e 1 na diluigao 10; conta-
gens de ufc de 1 e 0 na diluiggo 10®; e contagens de ufc de 0 e 1 na diluigédo
10”. Uma redugao de log de 2,95 foi obtida (log de 7,7 a log de 4,7).
EXEMPLO 6

O experimento do Exemplo 5 foi repetido utilizando a mesma
Cepa Clinica VRE do organismo de teste, mas com exposi¢éo de 90 minutos
a mistura de ozo6nio/oxigénio de 50 ppm de ozdnio, a 20°C e 80% de umida-
de relativa. Os eluados de placas de controle (duplicados) tinham contagens
de ufc extremamente numerosas para serem contadas na diluicao 107%, 10°°
10*: contagens de ufc de 369 e 359 na diluigio 107°; contagens de ufc de 46
e 46 na diluicao 10°; e contagens de ufc de 9 e 2 na diluicao 10”. Em con-
trapartida, os eluados das placas de teste (duplicatas) produziram contagens
de ufc de 50 na diluicdo 102 contagens de ufc inferiores a 30 na diluigao
1073 e contagens de ufc iguais a 0 em diluicdes mais altas 107.
EXEMPLO 7 |

O experimento do Exemplo 3 foi repetido, porém utilizando a ce-
pa ATCC 25922 de E. coli do organismo de teste, com exposi¢cao de 90 mi-
nutos a mistura de ozdnio/oxigénio de 35 ppm de ozénio, a 21°C e 80% de
umidade relativa. Os eluados de placas de controle (duplicados) tinham con-
tagens de ufc extremamente numerosas para serem contadas na diluicao 10°
2 40310 contagens de ufc superiores a 300 na diluigao 10°°; contagens
de ufc de 95 e 66 na diluicao 10°; e contagens de ufc de 3 e 10 na diluigao
107, Em contrapartida, os eluados das placas de teste (duplicatas) produzi-
ram contagens de ufc de 43 e 38 na diluicao 10%; contagens de ufc de 25 e

1 na diluigdo 10; 6 e 15 na diluigao 10™*; contagens de ufc de 3 e 10 na dilu-
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icao 10; e contagens de ufc iguais a 0 em diluigdes mais altas.

Uma reducéo de log de 3,22 (log de 7,8 a log de 4,6) foi obtida.
EXEMPLO 8

O experimento do Exemplo 7 foi repetido utilizando a mesma
Cepa ATCC 25922 de E. coli do organismo de teste, mas com uma exposi-
¢ao de 90 minutos a mistura de ozoénio/oxigénio de 50 ppm de ozé6nio, a
20°C e 80% de umidade relativa. Os eluados de placas de controle (duplica-
dos) tinham contagens de ufc extremamente numerosas para serem conta-
das na diluicdo 102, 10 © 10™ contagens de ufc de 563 e 350 na diluigao
10°%; contagens de ufc de 74 e 87 na diluigio 10®; e contagens de ufc de 7 e
7 na diluigao 10”. Em contrapartida, os eluados das placas de teste (duplica-
tas) produziram contagens de ufc de 13 e 28 na diluicao 10 contagens de
ufc de 8 e 7 na diluicao 10 contagens de ufc de 7 e 5 na diluigéo 10% e 0
em todas as outras diluicdes mais altas.
EXEMPLO 9

Uma cepa de C. difficile (cepa clinica nao toxigénica n°® 135,
Queens University Medical School, Kingston, Ontario, Canada) também foi
utilizada como um organismo de teste, mas devido as reconhecidas dificul-
dades no crescimento das cepas de C. difficile (exigéncias anaerdbicas, por
exemplo), um método preparatorio ligeiramente diferente foi adotado.

A cepa de C. difficile foi riscada em placas de agar-sangue de
Brucella pré-preparadas 12-20 e incubadas anaerobicamente por 48 horas a
35°C. Cada placa foi inundada com 5 ml de agua destilada estéril e as col6-
nias de bactérias delicadamente raspadas da superficie do a4gar com uma
alca bacteriologica plastica e estéril. A suspenséo bacteriana resultante foi
misturada e deixada em repouso a temperatura ambiente em um tubo veda-
do por 20 minutos para permitir a lise osmética das formas vegetativas das
bactérias. A medida que a suspensao bacteriana foi centrifugada a 3.000 x a
gravidade por 20 minutos para peletizar os esporos e as células bacterianas
remanescentes. O sobrenadante foi descartado e o pélete ressuspenso em 5
- 7 mililitros de agua destilada estéril e misturada vigorosamente para res-

suspender os esporos e as células bacterianas remanescentes. As etapas
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acima foram repetidas trés vezes para produzir um pélete consistindo em
esporos de C. difficile. Para exterminar bactérias vegetativas remanescen-
tes, a suspensao final foi colocada em um bloco de aquecimento a 70°C por
20 minutos. Os esporos foram armazenados em etanol 100% a 4°C. Esta
preparagdo produziu aproximadamente 1,5 x 10° ufc/ml de esporos. A colo-
racao de Gram da preparagdo de esporos confirmou que a suspensao con-
siste de esporos com pouquissimas células vegetativas.

Diluicbes em série de 10 vezes a suspensao de esporos em Na
Cl estéril a 0,85% NaCl foram conduzidas como previamente descrito, e em
seguida a inoculagéo foi conduzida aspergindo 0,1 ml de cada diluigao sobre
a superficie de placas de agar BAK. A producéao de esporos de C. difficile foi
de cerca de 6 x 10* -2 x 10° ufc/ml. Algumas placas foram expostas ao 0z6-
nio no aparetho ilustrado como previamente descrito, outros foram mantidos
como controles.

As placas de teste foram expostas por 90 minutos a mistura de
ozénio/oxigénio com 35 ppm de ozdnio, a 21°C e 80% de umidade relativa.
A incubacéo seguinte foi de 48 horas sob condi¢des anaertbicas. Os elua-
dos de placas de controle (duplicados) tinham contagens de ufc de 113 e 50
na diluicao 102°10 e 10 na diluigao 10™: enquanto os eluados das placas de
teste nao mostraram qualquer ufc nas diluicoes testadas.

Uma reducao de log de 4 (log de 4 a zero) foi obtida.

EXEMPLO 10

Experimentos conduzidos para simular os problemas comumen-

te enfrentados na maior parte dos hospitais modernos relacionados a des-
contaminagdo de produtos téxteis, como tapetes e cortinas, demonstraram
claramente a eficacia superior do fluxo de ar direto pressurizado em um am-
biente gasoso mais estatico. Foi utilizado um aparelho como ilustrado dia-
gramaticamente na figura 5 em anexo. Uma camara 100, fechada enquanto
os experimentos estavam em progresso, continha perto de uma extremidade
um quadro 102 que prendia uma camada (disco) 104 de material de cortina
fibroso (gaze de algodao estéril), impregnado com MRSA e seco de modo

que fosse formado um biofilme. Uma atmosfera rica em oz6nio € abastecida
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na camara. Um ventilador elétrico 106 com laminas rotativas 108 foi disposto
a 3 cm da gaze, de modo a soprar os gases dentro da camara através da
gaze em alta velocidade, para promover a agitagao fisica da gaze. Um prato
110 contendo uma gaze exposta impregnada de forma similar 112 foi dispos-
to proximo & outra extremidade da camara 100, para que fosse exposta a
atmosfera essencialmente estatica na camara. Uma gaze de controle, que
foi impregnada de forma similar, mas recebida no tratamento, também foi
avaliada.

Os resultados estao divulgados no quadro 1 abaixo. No quadro
1, as colunas A, B, C e D sao os resultados em diluigbes seriais em 10 ve-
zes, obtidas por procedimento padronizado. Os resultados medidos nas ga-
zes submetidas a agitagao fisica sdo registrados como "diretos". Os resulta-
dos sobre as gazes em atmosfera essenciaimente estatica sao registrados
como "indiretos".

Qualquer que seja o caso, a combinacao de 80 ppm de ozbnio e
1% de H,O, em uma umidade relativa de 80% com um tempo de exposi¢ao
de 30 minutos mostrou-se superior a todas as outras combinag¢des que inclu-
iam 1% de H,O, sem ozdnio e 80 ppm de ozénio sem H,0,. Nestes experi-
mentos a metodologia utilizada para os procedimentos microbiolégicos foi
idéntica a anteriormente descrita para os outros experimentos. Consequen-
temente, conclui-se que para obter uma exterminagao bacteriana de log de
6-7 em ambientes hospitalares onde tapetes e outros produtos téxteis s&o
comumente encontrados, um aplicador de pressdo ou agitador fisica de 0z6-
nio/H,0, & imprescindivel. Com base nos experimentos fornecidos e em ou-
tras pesquisas, o aumento incremental na exterminagao bacteriana passivel
de ser alcancada por meio de um aplicador de pressao € da ordem de 2 - 3
logs (100 - 1000 x maior).
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QUADRO 1

"N do Orga- J‘OZOI’IIO H202 | EXP | Umi- bieeo | A | B | G

* ciclo |nismo [(PPM)! (%) | (min) i dade

:Con— Con- _

trole  IMRSA 0 0 0 0 trole [ TNTC /180 |2 0

1 IMRsalso i1 30 B0 {1 o o Jo o |Dieto
i | | | | Indi-
2 MRSA 80 1 30 8 2 77 o2 A reto
3 MRSAD 0 s0 80 3  TNTC TNTC 181 12  [Direto
| | Indi-
4 IMRSAO 0 6O 80 4  TNTC 233 21 3 lreto
5  MRsAD 1 60 80 5 220 34 0 0  IDireto
| % | ~ | | Indi-
6 MRSAD 1 B0 80 B 245 112 0 0 elo
7 MRSAD 1 0 B0 7 134 1o 2 o IDireto
| - | ] Indi-
8  MRSAD 1 %0 80 8 112 {7 B3 0 jeto
9 MRSA 80 0 30 80 9 43 14 [0 0 Direto
: Indi-
10 |MRSAB0 0 B0 80 {10 112 15 3 b jeto
11 MRsA0 11 o0 0 {1 86 {2 o 0  [Direto
ﬁ , ‘ | ﬁ | Indi-
12 MRSADO 90 80 (12 136 54 0 0 lreto
EXEMPLO 11

Bactérias de teste, a saber, Clostridium difficile (C. difficile); E.

coli; Pseudomonas aeruginosa (PAU); Staphylococcus aureus resistente a

meticilina (MRSA); Enterococcus resistente a vancomicina (VRE); foram

preparadas conforme a descricdo para os experimentos anteriores (vide o

Exemplo 1 para a preparagao de bactérias aerébicas, o Exemplo 9 para a

preparacao de C. difficile). Bacillus subtilis (o substituto para o antrax) foi

preparado analogamente a preparacao de C. difficile, salvo que as bactérias

foram cultivas em placas de agar Columbia com sangue de ovelha incubado

por 18 - 24 horas ao ar ambiente a 35°C. Elas foram cultivadas separada-

mente em placas por 24 horas. A partir da placa, 4-5 colénias isoladas foram
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selecionadas, e suspendidas em NaCl 0,85 para obter um padrao de turva-
cao de 0,5 na escala de McFarland (1,5 x10 ® ufc/ml) medido com o uso de
um espectrofotdmetro. O inéculo foi preparado realizando diversas diluicbes
em série de 0,9 m! de caldo de NaCl a 0,85 com 0,1ml do inéculo original de
McFarland a 0,5 (6x10 vezes) para produzir solugées de 10™, 102 10> 10~
410 10 ®e 10 7 ufc/mL. Os organismos foram plaqueados em trés repeti-
codes, como previamente descrito, onde 0,1 ml de cada solugéo foram espa-
lhados sobre a superficie de agar Columbia com sangue de ovelha (para as
bactérias aerodbicas) ou placas de agar-sangue anaerébico de Brucella (para
C. difficile e B. subtilis) sobre as placas, ou sobre placas de ago inoxidavel.
Em agar, as bactérias conservam o modo plancténico. Nas placas de ago, os
biofilmes contém a forma das bactérias.

Para os experimentos em placas de aco, 40 microlitros do in6cu-
lo original como preparado acima foram colocados sobre a superficie de uma
série de discos de aco inoxidavel com 1 cm de didmetro. Foram deixados a
secar em um gabinete de seguranca biolégica por aproximadamente 45 mi-
nutos até que os pontos de indculo estivessem secos. Os discos de ago fo-
ram colocados em uma placa de Petri estéril para facilitar sua transferéncia a
camara de teste. Uma vez secos, a tampa da placa de Petri foi colocada so-
bre os discos, e foram cuidadosamente transferidos ao local de tratamento
onde eram expostos as condicbes de teste com ozénio. Um nimero apropri-
ado de discos de controle permanecia coberto no gabinete de seguranga
biolégica, ndo sendo expostos as condigbes de teste com ozoénio.

Algumas das placas foram submetidas a exposicao de 0z6-
nio/oxigénio utilizando ozoénio a 80 ppm, 42 - 80% de umidade e temperatura
ambiente a aproximadamente 22°C, por um periodo de 90 minutos, no apa-
relho ilustrado, como controles. Controles adicionais nao receberam qual-
quer tratamento com ozoénio ou peréxido de hidrogénio, mas foram prepara-
dos e expostos do mesmo modo.

Com referéncia a figura 4, as placas de teste foram montadas
dentro da cdmara de desinfeccdo 60, e tratadas com ozénio e vapor d'‘agua

como previamente descrito, mas utilizando adicionalmente peroxido de hi-
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drogénio suprido como um vapor a cdmara através da porta 65. A camara de
desinfecgao 60 também continha o mesmo sistema de aquecedor/resfriador
e sensores ja descritos.

As placas tratadas de acordo com a invengao foram expostas a
80 ppm de ozonio e peroxido de hidrogénio gasoso a partir de uma solugao
aquosa a 1% ou a 3%, sendo o ar soprado através da solugdo aquosa no
aparelho ilustrado para criar o peroxido de hidrogénio gasoso. Outras condi-
coes e tempos de exposicao foram mantidos de modo idéntico.

Imediatamente apds a exposicdo as condicdes de teste, e de
modo similar aos discos de controle ndo expostos, os discos de ago inoxida-
vel foram vigorosamente misturados em 10 ml de solucdo salina estéril a
0,85% utilizando um misturador por turbilhonamento em alta velocidade por
60 segundos para descartar por eluigdo todas as bactérias ou esporos via-
veis sobreviventes. A suspensado eluida, contendo bactérias vivas e mortas,
¢ diluida serialmente 10 vezes em solucao salina estéril a 0,85% e as bacté-
rias diluidas foram quantitativamente plaqueadas em placas de agar Colum-
bia com sangue de ovelha para as bactérias aerébicas ou placas de agar-
sangue anaerdbico de Brucella para C. difficile, incubadas sob condigGes
apropriadas, em trés repeticoes para determinar a concentragéo do in6culo
original. As contagens da col6nia sobrevivente foram logaritmicamente trans-
formadas e a média geométrica calculada. A diferenca entre as contagens
de bactéria dos controles nao expostos e dos discos de teste expostos pro-
duziram a reducgao logaritmica nas bactérias sob as condigbes de teste. Se
este procedimento resultasse na auséncia de crescimento, 100% das bacté-
rias contidas no biofilme teriam sido exterminadas pela exposigdo ao 0z6-
nio/peréxido de hidrogénio.

As placas de agar apds a exposicao foram cultivadas em uma
incubadora por 24 horas. As placas foram entéo coloridas, examinadas em
um microscopio, e os nimeros de unidades formadoras de coldnia em cada
placa foram contabilizados.

Os resultados estao divulgados no quadro 2 abaixo, como redu-

coes de 10 vezes em bactérias vivas na placa de &gar ou na placa de aco,
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em comparagao a placa de partida antes de qualquer exposicédo. Portanto,
um valor de 1 significa 10 vezes ou uma redugdo de um log em relacéo as
amostras de controle, o que ndo é considerado um efeito significativo. Um
valor de 5 significa que um log de 5 ou uma redugao de 99,999% em bacté-
rias vivas foi obtido, o suficiente para ser denominado "desinfecgao total",
em termos praticos. Um valor de 6 significa que um log de 6 ou uma reducao
de 99,9999% em bactérias vivas foi obtido, o que & definido internacional-
mente (CDC) como "esterilizagao". As cepas bacterianas estavam de acordo
com os relatos dos experimentos anteriores. O Bacillus subtilis se originou
de esporos de ATCC 19659.

TABELA 2
Bacterias 2 e e O e ok de H0n
Agar Aco agar aco aco

C. difficile 45 2,5-3,0 1,5 1,00 6,5+
MRSA 4.5 5,0 1,5 1,5 7,0+
E. coli 4.0 3,5 2,0 1,0 7,0
VRE 4.5 3,5 1,0 1,0 6,5
PAU 4.0 3,0 2,0 0,5 7,0
Bacillus 1,0 1,0 7,0+
Sub

EXEMPLO 12

Os Quadros 3, 4, 5, 6, 7 e 8 abaixo fornecem um resumo dos
experimentos, e com isso as combinagdes de ozénio, H20,, umidade e tem-
po de exposicdo foram avaliados em termos da capacidade de eliminar as
seguintes bactérias quando artificialmente aplicadas como um biofilme em
superficies nao porosas, como discos de aco inoxidavel: E. coli; Pseudomo-
nas aeruginosa (PAU); Bacillus subtilis (o substituto do antrax). Clostridium
difficile (C. difficile); Enterococcus resistente a vancomicina (VRE); e Staph-
ylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), as mesmas cepas anterio-
res.

Os discos de aco para teste e as placas de agar para teste fo-

ram preparadas, expostas e testadas conforme descricdo no Exemplo ante-
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rior, as condi¢coes de exposicdo sdo mostradas nos quadros abaixo. Em al-
guns casos, indicado como "camara”, os testes foram conduzidos conforme
a descri¢ao no Exemplo 10 e com um aparelho em geral conforme ilustrado
na figura 4. Em outros casos indicados como "recinto”, os testes foram con-
duzidos expondo os discos e as placas em um recinto fechado, como ilus-
trado de modo geral na figura 1.

Os quadros de resultados adiante relatam ainda um periodo de p6s exposi-
¢ao (PEEP), em minutos, que € o intervalo de tempo entre o término da ex-
posicdo ao ozdnio/peroxido e o inicio do procedimento para determinagao
dos resultados. Isso simula a pratica real de desinfecgao de recintos hospita-
lares e de ambientes similares, onde as bactérias, apds o tratamento desin-
fetante, morrem ao longo de um periodo de tempo. Para permitir isso, € pre-
ferivel que tenham decorrido pelo menos 25 minutos do término do tempo de
exposigdo do ozénio/peroxido de hidrogénio antes do recinto desinfetado

retornar ao servico normal.
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Os achados com relagao ao Bacillus subtilis indicam claramente
que 80 ppm de o0z6nio, H,02 a 1% com 80% de umidade relativa produz uma
reducao de log de 6 (+) quando estes esporos aerobicos sao expostos por
90 minutos. Dada a singularidades destas bactérias e o fato de que s&o roti-
neiramente utilizados como substituto ao antrax, a combinagdo dos parame-
tros de tratamento acima produzem este dispositivo altamente eficaz em um
cenario de contramedidas ao bioterrorismo.

Os achados com relagdo a Pseudomonas aeruginosa mostram
definitivamente que 80 ppm de ozénio, H0, a 1% com 80% de umidade re-
lativa com um tempo de exposi¢do de 25 minutos produz uma exterminagao
de 100% (7 + logs). Achados semelhantes foram observados quando biofil-
mes de amostras de E. coli nos discos de ago inoxidavel foram expostos por
25 minutos em uma combinagdo de 80 ppm de ozoénio, H202 a 1% em uma
umidade relativa de 80%.

Em relacao ao Clostridium difficile e a Enterococcus resistente a
vancomicina, a mesma combinacdo de 80 ppm de oz6nio, H,02 a 1% e 80%
de umidade relativa demonstrou ser altamente eficaz em alcangar 100% de
eliminacao das bactérias em biofilmes colocados sobre uma superficie de
aco inoxidavel e exposta por 45 minutos.

Os resultados sintetizados no quadro 8 acima demonstram cla-
ramente que a mesma combinagao de 80 ppm de ozbnio, H,0; a 1% e 80%
de umidade relativa alcanca 100% de exterminagdo (reducdo de log 6+)
quando biofimes de MRSA foram expostos por 30 minutos.

Conclusao

Os dados fornecidos nos quadros anteriores demonstram clara-
mente que o processo de acordo com a invengao € capaz de eliminar com-
pletamente as bactérias contidas em preparagées de biofilme em uma super-
ficie endurecida nao porosa, como o ago inoxidavel. Muito embora sejam
necessarios pequenos ajustes no tempo de exposi¢cao para os patdégenos
comuns encontrados no ambito hospitalar (25 - 45 minutos), o Bacillus subti-
lis e, portanto, seu primo antrax, requer praticamente duas vezes o tempo de

exposicdo, mas estes patdgenos sdo de pouca relevancia para hospitais.
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Portanto, um aspecto da invengao é um processo para desinfe-
tar um recinto, que compreende introduzir no recinto uma mistura gasosa de
oxigénio/ozénio, elevar a pressdo no interior do recinto acima da presséo
atmosférica, agitar fisicamente as superficies fibrosas e porosas no interior
do recinto enquanto as superficies sdo expostas a atmosfera contendo 0z6-
nio em umidade relativa pelo menos 65%, retornar o recinto a pressao at-
mosférica, e remover o ozonio residual da atmosfera do recinto, até um nivel
maximo de 0,04 ppm.

Outro aspecto da invengdo é um sistema portatil para desinfetar
recintos e as superficies do mesmo com ozénio, que compreende um recipi-
ente de oxigénio, um gerador de ozbnio abastecido com oxigénio de gradua-
cdo médica proveniente do recipiente de oxigénio e descarregar uma mistura
de oxigénio e ozénio, um controlador de ozénio adaptado para controlar a
proporgéo de ozonio na mistura de oxigénio e ozbnio, um tubo de descarga
para receber a mistura de oxigénio e ozénio a partir do gerador de ozénio, o
tubo de descarga tendo uma extremidade de saida, um sistema de agitacao
fisica na extremidade de saida do tubo de descarga, para agitacao fisica de
superficies com a mistura de oxigénio/ozénio emitida pelo mesmo, meio de
ajuste de pressdo conectado ao gerador de ozbnio disposto para ajustar a
pressao da mistura de oxigénio/ozénio descarregada pelo sistema de agita-
cao fisica e a pressdo do gas oxigénio/ozonio no recinto em tratamento,
meio de ajuste de temperatura conectado ao gerador de oz6nio e disposto
para ajustar a temperatura da mistura de oxigénio/ozo6nio descarregada pelo
sistema de agitacao fisica, meio de ajuste de umidade adaptado para umidi-
ficar o local de tratamento a uma umidade relativa nao inferior a 65%, e um
removedor de 0z6nio adaptado para receber a mistura de oxigénio/ozénio do

ambiente de uso do tubo de descarga e para remover o 0z6nio da mistura.
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REIVINDICACOES

1. Processo para combater bactérias em um espac¢o confinado
dentro de um recinto em biofilme sobre as superficies dentro do recinto, ca-
racterizado pelo fato de que o processo compreende:

criar no recinto uma atmosfera desinfetante que inclui 0zénio em
uma concentracdo de 2 - 350 ppm em peso e peréxido de hidrogénio em
uma quantidade de 0,2 - 10 por cento em peso, em uma umidade relativa de
pelo menos 60%, onde dita quantidade de perdxido de hidrogénio é derivada
de uma solucéo fornecida de 0,2 - 10 por cento de peroxido de hidrogénio;

expor as superficies portadoras do biofilme contendo bactérias
vivas no mesmo a dita atmosfera desinfetante por um periodo de tempo efe-
tivo para causar a exterminagao substancial, por pelo menos uma reducao
de log de 5, das bactérias no biofilme, o periodo de tempo sendo pelo menos
de 30 minutos;

e em seguida remover 0 0z6nio da atmosfera, até um nivel igual
ou inferior a 0,04 ppm.

2. Processo, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que o tempo de exposicao é de 30 minutos a 120 minutos, ou de
60 a 105 minutos, ou 90 minutos.

3. Processo de acordo com a reivindicacao 1 ou 2, caracteriza-
do pelo fato de que a quantidade de ozb6nio na atmosfera de gas de trata-
mento é de 20 a 350 ppm, 20 a 200 ppm, ou 20 a 90 ppm, ou 35 a 80 ppm.

4. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1
a 3, caracterizado pelo fato de que a quantidade de perdxido de hidrogénio
na atmosfera desinfetante é de 1 - 5% e é derivada de uma solucéo forneci-
da de 0,2 - 10 por cento de perdxido de hidrogénio.

5. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a
4, caracterizado pelo fato de que a temperatura da atmosfera desinfetante é
de 15 - 30 graus C.

6. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicacoes 1
a 5, caracterizado pelo fato de que as bactérias que estdo sendo combati-

das sao Clostridium difficile (C. difficile); E. coli; Pseudomonas aeruginosa;
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Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA); Enterococcus resis-
tente & vancomicina (VRE); ou combinacfes de duas ou mais das ditas bac-
térias.
7. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a
5 6, caracterizado pelo fato de inclui a etapa adicional de submeter superfi-
cies fibrosas e porosas dentro do recinto a agitagao fisica enquanto expostas
a atmosfera desinfetante, opcionalmente em que a agitacéo fisica é condu-
zida com aplicacéo de cerdas, ainda opcionalmente, em que a agitagao fisi-
ca € conduzida com aplicagdo de jatos de pressdo de ar, e ainda opcional-
10 mente, em que a agitacao fisica é conduzida com aplicacdo de energia ul-
trassonica, energia de radiofrequéncia ou ondas eletromagnéticas, capazes
de causar ruptura fisica.
8. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a
7, caracterizado pelo fato de que as superficies portadoras de biofilme séo
15 expostas a corrente localizada da atmosfera desinfetante.
9. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a
8, caracterizado pelo fato de que a pressdo da atmosfera desinfetante
guando as superficies portadoras de biofiime sdo expostas a mesma esta
acima da pressao atmosférica, preferivelmente de 101,35 a 689,48 kPa (14,7
20 a 100 psi).
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RESUMO
Patente de Invencao: "PROCESSO E SISTEMA DE DESINFECGCAO DE
INSTALACAO DESTINADA AOS CUIDADOS COM A SAUDE COM MIS-
TURA DE OXIGENIO/OZONIO™.

A presente invengao refere-se a um sistema e processo para
desinfeccédo de recintos, como recintos de instalag6es para cuidados com a
saude com uma mistura de oxigénio/ozonio, que seja eficaz no combate aos
"superbugs", como Clostridium difficile (C. difficile); E. coli; Pseudomonas
aeruginosa; Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA); e Ente-
rococcus resistente a vancomicina (VRE). Nas modalidades preferenciais,
peréxido de hidrogénio é adicionalmente utilizado. O sistema e processo &
eficaz para destruir bactérias depositadas sobre superficies como biofilmes,
e, acompanhados da agitago fisica, tais como saidas de bico de jato & efi-
caz na desinfeccao de tapetes, drapeados e superficie porosas e absorven-

tes similares.
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