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RESUMO

A biossegurangca é extremamente importante em servigos de saude e beleza. A
Vigilancia Sanitaria propde que saldes de beleza utilizem um procedimento
operacional padrao (POP) para higienizagdo de escovas de cabelo, porém a falta
dessa aplicacdo pode acarretar infecgdes cruzadas. Nesses estabelecimentos
existem materiais termossensiveis, que ndo podem ser submetidos a autoclave, por
isso 0 0zbnio € uma alternativa de esterilizacido a baixa temperatura. Presente na
nossa microbiota normal, o Staphylococcus aureus pode acarretar desde doengas
simples até mais graves. Da mesma forma o Microsporum é um dermatofito zoofilico
conhecido por causar tinhas do couro cabeludo. O presente estudo foi realizado em
escovas de cabelo e culturas contaminadas com os microorganismos descritos
acima, avaliando o efeito do 0z6nio no controle microbiano. Em placas na avaliagao
de M. canis, observou-se reducgao parcial do crescimento em 30 minutos e inibigao
total em 60 minutos. Ja com S. aureus, essa inibigdo ocorreu em ambos os tempos.
Na avaliacdo em escovas de cabelo, os resultados atingidos ndo foram satisfatorios
quanto a esterilizagao.

Palavras-chaves: Ozo6nio. Microsporum. Staphylococcus aureus. Couro cabeludo.
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Ozonio no controle microbiano em patdgenos capilares

OZONE IN MICROBIAL CONTROL IN SCALP PATHOGENS
ABSTRACT

Biosafety is extremely important in health and beauty services. The Sanitary
Surveillance proposes that beauty salons use a standard operating procedure (SOP)
for cleaning hair brushes, but lack of such application can lead to cross-infection. In
these establishments there are thermosensitive materials, which can not be
autoclaved, so ozone is a low temperature sterilization alternative. Present in our
normal microbiota, Staphylococcus aureus can lead from simple to more serious
diseases. Likewise Microsporum is a zoophilic dermatophyte known to cause tinea
capitis. The present study was carried out on hairbrushes and cultures contaminated
with the microorganisms described above, evaluating the effect of ozone on microbial
control. In plaques in the evaluation of M. canis, partial growth reduction was
observed in 30 minutes and total inhibition in 60 minutes. With S. aureus, this
inhibition occurred at both times. In the evaluation of hairbrushes, the results
achieved were not satisfactory for sterilization.

Key-words: Ozone. Microsporum. Staphylococcus aureus. Scalp.

1 INTRODUGAO

A biosseguranga é importante em ambientes de saude e beleza, no entanto é
tratada como algo trivial. As infecgdes cruzadas podem ser frequentes em salbes de
beleza devido ao grande fluxo de pessoas, por isso € importante a utilizagado apropriada
dos métodos de descontaminacdo dos materiais, como a desinfeccao e a esterilizagao.
A vigilancia sanitaria propde que esses estabelecimentos tenham um procedimento
operacional padrdao (POP) para higienizagao de utensilios, porém ainda € um problema
comum a falta da aplicagdo dos mesmos. Outra adversidade encontrada é que alguns
instrumentos sdo feitos de materiais termossensiveis, onde a autoclavagem nao é
viavel. Diante disso, instrumentos como escovas de cabelo sdo apenas submetidos a
uma higienizagao simples, tornando-as ambientes favoraveis a proliferacao de bactérias
e fungos que por sua vez podem ser patogénicos e colocar em risco a populagao
(RAMOS, 2009). A RDC N° 15, de 15 de marco de 2012, dispde requisitos de boas
praticas para o processamento de produtos para saude. Nela contém normas de como
realizar a limpeza de cada artigo conforme seu nivel de risco (Ministério da Saude,
2012).

A desinfecg¢ao é definida como um processo fisico ou quimico de destruicdo de
microorganismos na forma vegetativa. Ja a esterilizagdo é o processo de eliminagéo ou
destruicao de todas as formas de vida microbiana, inclusive na forma de esporos, e
acontece por processos fisicos e quimicos. Atualmente, ha uma procura por tecnologias
de esterilizagdo a baixa temperatura devido a necessidade de adaptagcédo dos agentes
esterilizantes aos diferentes materiais, devido a busca de maior rapidez no
processamento além, é claro, da preocupagao com os residuos produzidos em relagéo
ao descarte. Alguns métodos de esterilizacdo a baixa temperatura disponiveis sao:
oxido de etileno, plasma de perdoxido de hidrogénio, vapor a baixa temperatura de

29
Saude Meio Ambient. v. 8, p. 28-41, 2019
ISSNe 2316-347X



Camila Borges Polesso et al.

formaldeido, radiagdo gama, tecnologia por feixe de elétrons, esterilizantes quimico-
liquidos e, ha pouco tempo, o ozénio (O3) (GRAZIANO et al,. 2013; PAUROSI et al.,
2018; GOLVEIA, 2007).

O uso do gas ozdnio (O3) como elemento quimico no controle antimicrobiano em
diversas areas ja é notorio. Devido ao seu alto poder oxidante se destaca como
composto util para desinfeccdo e/ou esterilizagdo. O O3 é altamente soluvel em agua e
oxidativo (MARTINS et al,. 2015; TRAVAGLI, 2010).

Presente na nossa microbiota normal, principalmente na pele e nas fossas
nasais, o Staphylococcus aureus (S. aureus) € uma bactéria capaz de acarretar doencgas
simples, como espinhas e furinculos, até doengas graves, como pneumonias,
endocardites e septicemias. Ele também pode sobreviver por longos periodos em
particulas de poeira e é considerada a bactéria mais virulenta do seu género. (LIMA et
al,. 2018) O S. aureus também ¢é responsavel por infecgdes do couro cabeludo e
eventualmente pode causar alopecia cicatricial por foliculite decalcante, um quadro
crébnico de foliculite favorecida pela presenca demasiada de dermatite seborreica
(STEINER, 2013).

A tinha do couro cabeludo é uma dermatomicose que acomete pele e anexos
cutaneos devido infec¢des fungicas geradas por dermatdéfitos. Microsporum canis € o
dermatofito zoofilico mais prevalente, causando tinea corporis e tinea capitis, sendo que
a maioria dos casos esta associada a exposicdo a animais sintomaticos ou
assintomaticos. A transmissao inter humana tem sido implicada, porém com menos
frequéncia (SUBELJ et al., 2012). Quem mais sofre com essas infecgdes sdo criangas
em idade escolar, porém eventualmente pessoas imunocomprometidas e mulheres na
pos-menopausa também podem ser atingidas (SIDRIM, 2004; OLIVEIRA, 2002). Wille et
al. (2009), propuseram a possibilidade de contagio inter humano de M. canis indiferente
a idade, pela presencga de Tinea Capitis em irmaos na cidade de Araraquara- SP.

A acao fisiolégica do ozbénio em bactérias e fungos € observada através da
oxidacao das paredes celulares das membranas citoplasmaticas. O O3 ndo atua como
um veneno sistémico no controle microbiano. Além disso, € impossivel para um
microorganismo desenvolver resisténcia a oxidagéo (DI-TANNO, 2017).

Visando salientar a importancia dos métodos de higienizacdo de escovas de
cabelo em saldes de beleza, possibilitando uma esterilizagdo a baixa temperatura,
evitando danos ao material e impedindo a contaminagdo cruzada, o presente estudo
realizou um experimento in vitro diretamente em cepas de S. aureus e M. Canis, e em
escovas de cabelo, avaliando o poder de desinfecgéo ou esterilizacdo de um gerador de
ozonio.

2 METODOLOGIA

A avaliacao do crescimento microbiano apds exposi¢cao ao ozénio foi realizado no
Laboratério de Microbiologia Clinica e no Laboratério de Parasitologia e Micologia da
Universidade de Caxias do Sul - UCS, no periodo de margo a julho de 2017.
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Os experimentos envolveram a andlise de uma cepa bacteriana padrdao de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e uma cepa de levedura Microsporum canis de
origem clinica concedida pela Micoteca do Laboratoério de Parasitologia - UCS.

Escovas de cabelo novas de cerdas mistas (naturais e artificiais), da marca
Raskalo, previamente esterilizadas em autoclave, para exclusdo de qualquer
contaminagao anterior, e placas de Petri com meios de cultura foram contaminados com
as cepas microbianas e submetidos a concentragdo de O3/0O2 60ug/ml em tempos de 30
e 60 minutos utilizando um gerador de ozb6nio (ver Figura 1).

Figura 1 — Ozonizador

O gas ozbnio foi produzido a partir de oxigénio medicinal (oxigénio liquido com
um grau de pureza de 98%). O produto final foi uma mistura gasosa de O3/O2, em que a
concentracao foi regulada por variagdo de fluxo de oxigénio e a tensédo aplicada aos
eletrodos. O equipamento utilizado foi o OxyLumen da empresa Tonederm (Figura 1).

Aplicacao do ozénio nas escovas contaminadas com Staphylococcus aureus
(ATCC 25923)

Apos o cultivo do S. aureus em cerca de 400mL de caldo TSB por 18 a 24h a
351£2°C, trés escovas de cabelo (um para controle e duas submetidas 30 e 60
minutos de ozbnio, respectivamente) foram contaminadas por submersao no caldo
durante 5 minutos em agitagédo e apds dispostas em estufa a 35+2°C por 30 minutos
para secagem, invertendo sua posi¢ao na metade de tempo.

As escovas foram colocadas em um saco plastico (plastic bag) duplo e
submetidas ao o0z6nio nos tempos de 30 e 60 minutos, respectivamente, uma
escova para cada tempo. Apds a aplicagdo do ozbénio, com o auxilio de um suabe
estéril, foi coletado material de toda a escova por 2 minutos. O suabe foi transferido
para 1mL de solucdo salina estéril para o preparo de diluicdes seriadas de 1:10 e
1:100 e posterior semeadura em superficie de meio de cultura Agar manitol
hiperténico, incubacdo a 35+2°C por 48h e posterior avaliagdo de crescimento
microbiano em Unidades Formadoras de Colénias (UFC).

Aplicacao do ozonio nas placas contaminadas com Staphylococcus aureus
(ATCC 25923)

Paralelamente ao experimento das escovas, placas de Agar manitol
hiperténico contaminadas com o cultivo inicial do S. aureus foram submetidas ao
o0zbénio nas mesmas condi¢gdes de concentragdo e nos dois tempos de exposicao de
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30 e 60 minutos. As placas foram dispostas em estufa a 35£2°C por 18 a 24h por
48h e posterior avaliagdo de crescimento microbiano em Unidades Formadoras de
Colbnias (UFC).

Aplicacdao do ozénio nas escovas contaminadas com Microsporum canis
(Micoteca do Laboratério de Parasitologia da UCS)

Apo6s o cultivo de Microsporum canis em meio de cultura agar-Sabouraud-
dextrose e incubacéo a 25° C por sete dias para seu desenvolvimento, duas escovas
de cabelo foram contaminadas com Microsporum canis, passando sobre a cultura e
pressionando levemente em sentido rotatério. Para obtencdo de placa controle, a
mesma escova foi pressionada, também com movimentos rotatérios, sobre novas
placas contendo agar-Sabouraud-dextrose, a fim de inocular esporos no meio de
cultura e confirmar a contaminagdao das escovas. Estas placas também foram
incubada a 25° C por sete dias.

As escovas contaminadas foram colocadas em um saco plastico (plastic bag)
duplo e foram submetidas ao o0zbénio nos tempos de 30 e 60 minutos,
respectivamente, uma escova para cada tempo. Apos a aplicagdo pressionou-se as
escovas levemente em sentido rotatério sobre placas, também contendo agar-
Sabouraud-dextrose, a fim de inocular esporos no meio. Esta placa foi incubada a
25° C por sete dias.

Aplicacao do ozénio nas placas contaminadas com Microsporum canis
(Micoteca do Laboratério de Parasitologia da UCS)

Paralelamente ao experimento das escovas, para obtencéo de placa controle,
foi retirada uma algcada do fungo e inoculada em placa com agar-Sabouraud-
dextrose incubada a 25° C por sete dias, com observacao diaria, para acompanhar o
desenvolvimento do fungo. As placas foram submetidas ao o0zbénio nas mesmas
condi¢cbes de concentragcdo e nos dois tempos de exposi¢cao de 30 e 60 minutos.
Apods a aplicacado foram dispostas em estufa a 25°C por sete dias, com observagao
diaria, para acompanhar o desenvolvimento ou ndo do fungo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

S. aureus

As placas controle contaminadas com S. aureus estdo dispostas em trés
concentragbes: total, 1/10 e 1/100, respectivamente (figura 2). As placas
contaminadas com as mesmas concentracdes, total, 1/10 e 1/100 respectivamente,
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submetidas ao ozénio por 30 (figura 3) e 60 minutos (figura 4) ndo mostraram
crescimento bacteriano em nenhuma das concentragdes testadas.

Figura 2 — Placas controle.

Figura 4 — Placas com aplicagdo de oz6nio 60 minutos.

As placas controle das escovas contaminadas estdo dispostas em trés
concentragdes: total, 1/10 e 1/100, respectivamente (Figura 5). As placas das
escovas contaminadas com as mesmas concentragbes, total, 1/10 e 1/100
respectivamente, submetidas ao ozénio por 30 minutos (Figura 6) mostraram
significante diminuicdo no crescimento de S. aureus nas escovas de cabelos
contaminadas.

Figura 5 — Controle escovas
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Figura 6 — Escovas com o0z6nio 30 minutos.

M. canis

A placa controle contaminada com M. canis, mostrando o desenvolvimento
efetivo do fungo (Figura 7). A placa contaminada com o repique submetida ao
ozénio por 30 minutos (Figura 8) mostrou moderada diminui¢do do crescimento do
fungo quando comparado ao controle. Entretanto, ao ser submetida ao tempo de 60
minutos (Figura 9) ndo mostra crescimento de M. canis na placa com o repique.

Figura 7 — Placa controle

Figura 8 — Placa com repique de M. canis com aplicagao de ozdnio por 30 min.
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Figura 9 — Placa com repique de M. canis com aplicagao de ozdnio por 60 min.

A placa controle da escova contaminada com M. canis, mostrando o
desenvolvimento efetivo do fungo (Figura 10). A placa da escova contaminada
submetida ao o0z6nio por 30 minutos (Figura 11) mostrou significante diminuicdo do
crescimento do fungo, sendo quase total, quando comparado ao controle.

Figura 10 — Controle escova.

Figura 11 — Placa da escova com aplicacdo de ozénio por 30min.
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No conceito de inovagbes na eliminagdo de microorganismos, um estudo
utiizando o equipamento de ozénio TSO3 (modelo 125L), testou a efetividade na
eliminagcdo de microorganismos em materiais de confecgdo de agulhas hospitalares e
em um uretroscopio. Apenas um de todos os materiais expostos ao 0zdnio apresentou
crescimento bacteriano, mostrando a eficacia do o0zénio na esterilizacdo de utensilios
hospitalares, apontando resultados positivos em materiais onde a esterilizacao é dificil e,
ainda, negando crescimento de microorganismos mesmo apos 14 dias de incubagéo
posterior a aplicagdo do ozbénio (DUFRESNE et al., 2008). Materiais odontologicos
também foram submetidos aos efeitos do 0zdnio, seguindo a ideia de esterilizagdo em
baixa temperatura. Um estudo testou materiais infectados com B. subtilis em diferentes
concentragoes, tempos, temperaturas e com o material seco ou molhado. A esterilizagédo
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foi obtida na concentragdo de 20.000-30.000 ppm de O3 a 50°C com 3-5 minutos de
exposicao e umidade relativa a 80%, o que demonstra uma alteracdo na umidade pode
trazer mais efetividade ao processo (MASUDA, 1990). Com isso, notamos que em
escovas de cabelo poderia ter sido mais eficaz se houvesse um aumento da umidade no
local de acéo do tratamento com ozdnio.

Um experimento com ozonizacdo de Oleos testou em cinco espécies de
dermatdfitos diferentes, Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton
rubrum, T.mentagrophytes e T.interdigitales, o possivel efeito do O3 e foi constatado que
os dois microorganismos de classificagdo superior microsporum foram o0s mais
suscetiveis ao gas, enquanto os outros mostram maior resisténcia. Desta forma M.
gypseum e M. canis apresentaram declinio na formagao de esporos, afirmando que o
0zobnio possui agdo no controle dos mesmos (OUF, 2016). Os dermatofitos Trichophyton
rubrum e Trichophyton mentagrophytes foram testados na avaliacdo da eficacia do
ozénio na desinfeccao de calgados em pacientes contaminados com onicomicose, 0 gas
ozébnio foi eficaz na higienizagdo desses calgados e representa um novo método para
tratar pacientes com onicomicose e tinea pedis (GUPTA; BRINTNELL, 2013). Foi visto
que bactérias patogénicas humanas, como Escherichia coli e Pseudomonas
fluorescens, Salmonella typhimurium e Klebsiella pneumoniae expostas ao o0zbnio
mostraram elevada sensibilidade, sendo que a E. coli foi a mais afetada (PRABAKARAM
et al., 2012).

O potencial antifungico de 6leos ozonizados foi testado em coelhos infectados
com o patégeno, M. canis, em diversas regides do corpo. Foi utilizada uma pomada de
Terbinafina, normalmente utilizada em fungos e dermatdfitos, em comparagcdo com
0,12g de O6leo ozonizado. A Terbinafina demonstrou maior eficacia em relagdo ao
0zobnio, porém o O3 causou menor agressao a epiderme do animal (DAUD, 2011). Sendo
de conhecimento que o tratamento sistémico com antifungicos, principalmente com o
uso a longo prazo, possui efeitos colaterais, alternativas como o uso do o0zbnio vem
sendo estudadas por sua forte propriedade germicida contra virus, bactérias, parasitas e
fungos. Fisiologicamente, a interacdo do O3 com esses microorganismos gera a
oxidacdo dos fosfolipidios da membrana citoplasmatica tornando alvos as enzimas
intracelulares e os materiais genéticos, resultando na morte dos microorganismos por
lise celular (ARANA, 1999; GONCALVES, 2009).

Outro estudo avaliou a eficacia de 6leo e agua ozonizados no combate a S.
aureus e S. aureus resistente a meticilina. Os resultados obtidos com o éleo mostraram
uma taxa de eliminagdo de quase 100% em 5 minutos para a S. aureus e 15 minutos
para a cepa resistente. Além disso, a agua ozonizada demonstrou esterilizagao total em
um minuto de contato com ambas bactérias. Isso comprova a acéo eficaz do ozénio no
combate destes microorganismos (SONG, 2018).

O ozbnio também pode ser associado com outros componentes para
potencializar a inibicdo de microrganismos, ja que todo processo de esterilizagdo requer
uma higienizagdo ou desinfec¢ao prévia. Este é o caso de um estudo que testou a
associagao de ozénio com clorexidina 0,2% em cepas de S. aureus e Candida albicans,
demonstrando que o efeito foi potencializado pela associagdo e diminuido quando
utilizados separadamente. Foi avaliado também se haveria citotoxicidade em
fibroblastos e queratindcitos, obtendo resultado negativo e atestando a seguranga do
uso do ozénio (BORGES, 2017).

36
Saude Meio Ambient. v. 8, p. 28-41, 2019
ISSNe 2316-347X



Ozonio no controle microbiano em patdgenos capilares

Um estudo comparou a eficacia de outros gases com o ozdnio (concentragao
0,4% e restante O2), o didxido de carbono (concentragdo 99,99%), ar comprimido (21%
oxigénio e 79% nitrogénio) e gas hélio (concentragao 99,99%). Neste estudo, somente o
O3 conseguiu ser efetivo na destruicdo completa dos microorganismos testados, desta
forma o 0z6nio mostrou-se superior aos outros gases testados no controle microbiano
(PEREIRA,2005).

Outro estudo concluiu que o ozénio é eficiente no controle de microorganismos
isolados de residuos de servigos de saude (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Candida albicans, Clostridium tetani, Staphylococcus sp, Aspergillus niger, Trichophyton
mentagrophytes, Microsporum gypseum e Clostridium sp.) evidenciando a possibilidade
de o gas ser utilizado como método de tratamento desses residuos (MARTINS et al.,
2015). Além disso, alternativas estdo sendo testadas, embora ainda sejam pouco
utilizadas, para o uso do ozdénio. Exemplos sdo os métodos de descontaminacédo que
tém sido aplicados com eficacia na industria, na higienizagcédo de alimentos (TRINDADE
et al., 2012), na odontologia, no tratamento alternativo de caries (BURKE, 2012), na
medicina (MARTINEZ-SANCHES et al., 2012), no tratamento de agua e efluentes
(PISARENKO et al.,, 2012; WU et al.,, 2012) e na desinfeccdo de maquinas de
hemodialise (CANADA et al., 2014).

4 CONSIDERAGOES FINAIS

Tendo em vista a importancia da higienizagdo de escovas de cabelo em salbes
de beleza, os resultados obtidos foram importantes. Entretanto, sugere-se que a
metodologia aplicada para futuros estudos possa ser modificada a fim de otimizar os
resultados, visto que na esterilizagdo por autoclave recomenda-se a higienizag&o prévia
do material para remogéo de residuos bioldgicos, o que nao foi realizado no presente
estudo a fim de obter o resultado legitimo da acdo do O3 nas escovas de cabelo. Ja a
metodologia aplicada nas placas, que consistiu na aplicagdo do O3 diretamente em
culturas, corroborou com a literatura existente pela destruicdo dos microorganismos, na
avaliagdo com o M. canis parcial em 30 minutos e total em 60 minutos e total em 30 e 60
minutos com o S. aureus, mostrando que o ozbénio pode ter acdo sobre o controle
microbiano de possiveis patégenos do couro cabeludo.
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