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2 Prefacio

Este artigo pretende ser uma referéncia geral para dar apoio e instruir médicos, bidlogos, profissionais de saude,
engenheiros e projetistas sobre o processo de oxidagao fotocatalitica para o controlo de doencas infecciosas.

Este artigo representa o background cientifico subjacente aos resultados obtidos pelo abaixo assinado autor e
0s seus colaboradores, em mais de 10 anos de investigagédo e desenvolvimento no setor das nanotecnologias,
conduzidos no Centro de Investigacdo Next Technology de Prato.

Os resultados das investigagdes deram lugar inicialmente a trés patentes (EP1797936, PCT/IB2011/054794 e
PCT/IT2012/000219) para a producao de materiais téxteis e nao-téxteis com superficies fotocataliticas; mais
tarde, originaram produtos comerciais com a marca Pure-Health, gragas a empresa Orien de Calenzano, que
acreditou fortemente neste projeto.

A Pure-Health consiste num sistema de desinfecao fotocatalitica constituido por um material para o revestimento
das paredes, dos pisos e de um sistema de iluminacdo com lampadas fluorescentes de espectro completo
(UVA-Vis). O material de revestimento, que pode ser de resina de vidro (rigido) ou policloreto de vinilo (flexivel),
caracteriza-se pela sua superficie visivel ter propriedades fotocataliticas devido a presenca de nanoparticulas de
didxido de titAnio. A peculiaridade destas superficies reside no facto de o didxido de titanio ser nanoestruturado
com os componentes organicos que constituem a propria superficie. A ativagao fotocatalitica destas superficies
ocorre através da utilizacao de lampadas fluorescentes de espectro completo, lAmpadas essas que podem ser
instaladas em qualquer tipo de espacgo e, sobretudo, podem ser utilizadas na presenga de pessoas.

Tudo isto tem como objetivo constituir, nAo um ponto de chegada, mas sim um ponto de partida para oferecer
a todas as pessoas a possibilidade de viver em espacos sdos e seguros, invertendo a tendéncia dos nossos
edificios de servirem como veiculo de transmissao de doencgas. O meu raciocinio é reflete-se nas palavras do
Dr. Wiadyslaw Jan Kowalski, investigador no Indoor Environment Center (IEC) da Pennsylvania State University,
ao afirmar:

“Ndo encontro um objetivo mais nobre nos tempos que correm do que vencer a guerra contra as doencgas,
uma guerra que, ao contrario das pandemias continuas que ndo trazem qualquer beneficio a humanidade, tem
0 objetivo de ser um meio, salvar vidas em vez de as destruir e transcender todas as barreiras ideologicas,
teolégicas e culturais™.

Leopoldo Corsi
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1 Kowalski W.J. Aerobiological Engineering Handbook / W.J. Kowalski — New York: The McGraw-Hill Companies, Inc,
2006 — p.xii
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3 Risco de infegcoes relacionado com a prestacao de cuidados

De entre os diversos riscos associados aos cuidados de saude e aos cuidados de saude social, o risco efetivo,
ou seja, o risco para os doentes e para os profissionais de contrair uma infecao no decorrer da prestacao de
cuidados ou no ambito de trabalho, ocupa um lugar de destaque face as dimensdes do risco, da complexidade
dos determinantes e da tendéncia epidemiolégica em crescendo.

As principais caracteristicas do risco de infecdo sdo sintetizadas na Tabela 1. Como é possivel observar, as
infecoes associadas a prestacao de cuidados (IAPC) sdo muito frequentes, tanto em doentes em ambiente
hospitalar como naqueles que séo assistidos em casas de saude territoriais € no domicilio.

A tendéncia epidemioldgica das IAPC observada atribui-se a diversos fatores: um aumento da proporgéao de
doentes imunodeprimidos ou frageis, a complexidade acentuada da prestagdo de cuidados, o0 aumento das
infecdes decorrentes de microrganismos resistentes aos antibiéticos (devido a pressao antibidtica e a trans-
missao dos microrganismos no contexto da prestagédo de cuidados) e a transferéncia frequente de doentes na
rede de servigos.

Hoje em dia, as IAPC constituem um grande desafio para a saude publica pois representam um conjunto bas-
tante heterogéneo de condigbes diversas reunidas sob um perfil microbioldgico, fisiolégico e epidemiolégico,
condi¢des estas que tém um

elevado impacto para os custos com a saude e sao indicadores da qualidade dos servigos oferecidos aos do-
entes internados.

Aincidéncia das IAPC varia de local para local e é influenciada pelo diagnéstico primario do doente, pelas pa-
tologias associadas e pela exposigao a intervengdes cirurgicas e/ou diagndstico-terapéuticas.

De um ponto de vista epidemioldgico, as IAPC com maior prevaléncia correspondem |[Ribotipagem
as do trato urinario (em média 27% nas sondagens nacionais de prevaléncia), se- |Temo introduzido por Barbieri (1981)

. . ~ . . , . . ~ . . que corresponde a um sistema
guidas pelas infegbes das vias respiratorias (24%), das infecées do local da cirurgia | intermédio entre o genctipo e o fendtipo;
tal conceito foi reutilizado por Herbert

(17%), das bacteriemias (10%) e de outras infegdes (incluindo infegdes intestinais, |e Ritch (1999), os quais definiram

maioritariamente causadas pela Clostridium difficile, caracterizada com a coquéncs de nucieaidos do RNA de um
027, infegbes cutaneas e subcutaneas e infegdes do sistema nervoso central). e e

Aa infe¢des representam uma das principais causas de morte e sdo responsaveis por um consideravel aumento
dos custos dos servicos de saude, pois obrigam a um prolongamento da duragdo de permanéncia hospitalar.

Segundo o relatério anual de 2008 do European Center for Diseases Control and Prevention (ECDC), diaria-
mente, a prevaléncia no hospital de doentes que contrairam uma infecdo corresponde a 7,1%, com uma varia-
cao de 3,5% a 10,5%, consoante os estudos.
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O ECDC estima que, todos os anos, mais de 4 milhdes de doentes na Comunidade Europeia de 27 paises ad-
quirem uma infegdo no hospital, num total de 4,5 milhdes de infegdes anuais. Como consequéncia destas infe-
¢Oes, verificam-se aproximadamente 37.000 mortes diretamente relacionadas com a infegdo e 110.000 mortes
relativamente as quais a existéncia da infegéo influenciou a evolugao do diagnéstico.

Novamente segundo o ECDC, as infecbes dao origem a cerca de 16 milhdes de dias de permanéncia hospita-
lar adicionais por ano (uma média de 4 dias por infecdo) e custos significativos para os servigos de saude dos
Estados-Membros. Assumindo um custo médio de 435 euros por dia, o custo total anual das infegbes contrai-
das num hospital na Europa pode estimar-se em 7 bilides de euros ao ano, sem ter em consideragao os custos
indiretos resultantes da perda de rendimentos pelas faltas ao trabalho e uma eventual morte, bem como os
custos intangiveis relacionados com o sofrimento fisico e emocional associado. Os meios de diagndstico dispo-
niveis hoje em dia permitem obter diagndsticos em cerca de 90% dos casos. Tal percentagem é posteriormente
aumentada pela monitorizagao e pela supervisdo microbiologica. Contudo, o aspeto mais premente deste pro-
blema ¢, ndo obstante os indiscutiveis progressos da medicina, a incidéncia e a mortalidades das infe¢cdes hos-

pitalares (42 causa de morte no mundo ocidental) que n&o tém tendéncia a diminuir, embora se calcule que 30%
das mesmas poderiam ser prevenidas (135.000- 210.000 de infe¢des que poderiam ser prevenidas em ltalia).

Todas as estruturas sanitarias (hospitais, clinicas, ambulatérios, consultérios de dentistas, etc.), estdo sujeitos
a um risco de infecao decorrente da presenga de organismos patogénicos que podem representar uma ameaca
tanto para os doentes como para os profissionais de saude.

As infecdes relacionadas com a prestacao de cuidados podem ser de dois tipos: e , conso-
ante o microrganismo responsavel seja proveniente do proprio doente ou de outros agentes infeciosos (profis-
sionais de saude, outros odentes, ambiente). As infegdes enddgenas, ou autoinfegdes, sdo originarias da pe-
netracdo em locais estéreis de bactérias normalmente residentes nas superficies das
mucosas; nas autoinfegdes podem ainda ser incluidos os processos de supuracao
causados por bactérias residentes na pele do proprio doente. Todos estes microrga-
nismos podem alcangar a circulagao sanguinea, os tecidos profundos e as cavidades
naturalmente estéreis na sequéncia de intervengdes (por ex. cateterismo vesicular,
broncoscopia), devido a diminui¢cdo da capacidade de defesa a nivel local e geral de-
vido a queimaduras, etc.

A variedade de espécie e do numero de unidade de microrga-
nismos veiculados pelas maos variam de individuo para indi-
viduo, consoante a situagdo, mas dependem essencialmente
dos habitos de higiene pessoal. A seguir as maos enquanto

veiculos de infe¢gdes exdgenas encontram-se: o vestiario dos _Presenca de
profissionais de saude, os instrumentos médicos, os artigos m'°r°;gi’i‘§n'{‘e°s 0o

utilizados e as superficies com as quais o doente entra em
contacto.

O papel de cada um deste fatores é diferente e pode ter maior
ou menor importancia, consoante a doencga, as intervengoes
a que o doente é submetido e o ambiente onde ocorrem.

Entre os
Urinary tract = elementos
34.5% ambien-
tais mais
frequen-
temente
apontados como suspeitos da transmissao de infegbes rela-
cionadas com a prestagao de cuidados, encontram-se o ar,
a agua e as superficies (pisos, paredes e outras superficies).
As infegbes exdgenas, por sua vez, partem de um depdsito
de microrganismos no hospital e sdo responsaveis por 10-
20% dos casos de infe¢gdes nosocomiais (40% nas UCI - Uni-
dades de Cuidados Intensivos). As infegbes relacionadas
Bloodstream o com a prestagcao de cuidados, entre as quais as adquiridas
14.29% Surgical site em contexto hospitalar (Figura 1), ou nosocomiais, consti-
17.4% tuem um problema persistente que, por vezes, pode levar a

desfechos tragicos. Os principais pontos de partida so:

Other
20.8%\

Pneumonia
13.2%
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locais humidos e de dificil limpeza, equipamento e partes de equipamento dificilmente esterilizaveis.

A origem da transmisséo das IAPC do tipo exdgeno atribuiveis a microrganismos provenientes do meio exterior
através da transmissao:

por parte de doentes portadores colonizados que sdo admitidos nas alas hospitalares, nao
submetidos a medidas de supervisdo, de isolamento e de erradicagao dofs) germe(sc?;

de doentes que desenvolveram a infegao e para a qual nao foram estabelecidas medidas de
isolamento de distancia ou de contacto;

do contacto com superficies e objetos através das maos;

no decorrer de procedimentos invasivos, no momento de introdugdo e manutengédo de um
dispositivo.

Na Figura 2 é possivel observar um fluxograma que descreve as principais vias de transmissdo de agentes
patogénicos.

: \ Respiratory g Opportunistic .
V'ruv pathogens Bactey pathogens Fury
| I

f f 't }

S — Direct contact | l— Airborne Direct contact E —
Intrusive Surgical Surgical
Surface equipment H sﬁe equipment Surface
4 b : 4 b
‘ i I t 1 I ‘
Re-aerosolization SN . . Re-aerosolization
y 3 l ' Yy y ' v l y ‘r

Worker or patient Patient

S6 sao apresentados os trajetos de primeira e segunda ordem, embora seja possivel que um microrganismo
faca parte de aerossois ou que seja transmitido de pessoa para pessoa mais vezes antes de causar uma infe-
¢ao. Nao foram indicados todos os trajetos possiveis nem todos os trajetos apresentados sdo provaveis: contu-
do, a Figura 2 ilustra a potencial complexidade das etiologias das infecbes nosocomiais.

Os microrganismos dispersos no ar que se depositam nas superficies ou na pele sdo denominados fomites.
Estes fomites podem ser goticulas ou nucleos de goticulas secas que contém um ou mais microrganismos pa-
togénicos. Quer seja através do contacto das maos com os fomites presentes na superficie ou através da refor-
macao de aerossois devido a perturbacdes (e posterior inalagdo), sdo considerados percussores significativos
da transmissao de doencgas infecciosas.

Qualquer pode dar origem a uma infegdo nosocomial.
A maior parte dos agentes patogénicos oportunistas que causam infe¢des no local da cirurgia (Surgical Site
Infections, SSls) encontram-se, pelo menos em parte, dispersos no ar.
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Pseudomonas Serratia Alguns esporos de bolores ambientais, nomea-
88'"30;3053 damentg o] Asper_gill_u§, podgm causar iqfegées
Staphylococeus oportunlstas em mdw@ups |munodepr|m|dos,. A
aureus Figura 3 mostra as espécies de agentes patogeni-
&% cos responsaveis por infecbes nosocomiais: qua-
se todos se encontram potencialmente dispersos
no ar, embora a maior parte das infegbes tenha
uma maior probabilidade de se originar através
do contacto direto e com o equipamento.

Acinetobacter spp.
1% \d

Enterococcus spp.
12%

P[otgg'x_s Sttep%?:oocus
mirabilis '
3% "
Bafter%ides
'ﬁs
Coag(
stapﬁococu
14%
Other
Klebsiella spp. 18
o
Candzt‘iyt PP Enterobacter spp.
%
A Figura 4 mostra as principais bactérias e virus 10 million

nosocomiais ordenados graficamente por incidén-
cia e proporgéo relativas dos respetivos didmetros
médios numa escala logaritmica.

Classificar estes agentes patogénicos em ter-
mos de vitimas ou de custos é muito mais com-
plexo e pode dar origem a hierarquias bastante
diferentes.

1 million

Y
i
s 8
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Streptococcus pneumoniae
Mycobacterium tuberculosis
Varicella-Zoster virus ¥
Parainfluenza virus ( ;
Klebsiella pneumoniae

Influenza virus
]_ Measles virus
[ Streptococcus pyogenes
Respiratory syncytial virus
Staphylococcus aureus (MRSA)
/— Pseudomonas aeruginosa
Bordetella pertussis —p Haemophilus
) influenzae
Rubella virus

Typical annual cases in United States (or Asia)

1,000 E
Legionella pneumophila
Serratia marcescens
100 =
Acinetobacter
10 E

Corynebacterium diphtheriae
SARS virus —

-,

O bioaerossol libertado por uma pessoa tende a permanecer em suspensao em redor
da mesma antes de se precipitar e depositar-se numa superficie onde pode crescer e,
devido a perturbagdes, readquirir a forma de biaerossol (Sherertz, & al., 2001). AFigura
5 ilustra as possiveis fontes: estas flutuagdes podem explicar a forma como os agentes
patogénicos conseguem alcangar a ferida aberta de um doente submetido a cirurgia.
De forma analoga, o processo ocorre quando uma pessoa fala, espirra ou tosse.
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Os microrganismos contidos nos bioaerossois tendem, com o tempo, a depositar-se por agdo da gravidade:
quanto mais pequeno for o microrganismo, maior € a probabilidade de permanecer no ar. A este fator importante
associa-se um outro, também importante, que é o tempo de infecciosidade no ar. Os microrganismos que se
encontram na forma de bioaerossol tendem a morrer no ar, seja pela agao de fatores ambientes ou pela ausén-
cia de nutrientes nos bioaerossois. Por vezes, este efeito é designado fator do ar livre (Open Air Factor, OAF)
(Cox & Baldwin, 1967) (Cox, 1995),

Diversos estudos demonstraram que as varias bactérias patogénicas podem ser transferidas pelas maos dos
profissionais de saude através do contacto com superficies ambientais, na auséncia de contacto direto com os
doentes (Tabela 2).

Simultaneamente, outros estudos documentaram a forma como os agentes patogénicos sado transportados
pelas pessoas e sao introduzidos no ambiente — onde podem sobreviver nas superficies por longos periodos
de tempo, espalhando-se entre as pessoas e 0 ambiente — e como uma melhor higienizac&o reduz as taxas de
infecdo devidas a estes agentes patogénicos (Tabela 3).
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Tabela 2 - Transferéncia através das maos de agentes e marcadores (substitutos) patogénicos presentes nas superficies

Ambito, Local
Laboratério, EUA

Referéncia Organismo(s)

(Rusin & al., 2002) Bactérias e fagos

(Rheinbaben & al.,
2000)

Laboratorio,
Alemanha

(Ray & al., 2002) Quartos de hospital

EUA

(Bhalla & al., 2004) 8 alas, EUA Ag. patogén.

Método

Fomites contaminados para

fins experimentais com uma

mistura de bactérias e fagos,
tocados por voluntarios

YoMaRE LB PlRRIBE8

contaminado para fins
experimentais

Foram detetadas culturas nas
maos apoés 5

segundos de contacto com a
barreira da cama e a
mesinha de cabeceira no
quarto dos doentes com VRE

Foram detetadas culturas nas
maos apés 5 seg.

de contacto com a barreira da
cama e da mesinha

de cabeceira

N° N contaminados (%)

10-
20

14 (100)

13

34 (53)

Comentario

Eficacia de transferéncia maior
para néo fomites porosos
(28% -66%); bactérias Gram
positivas tiveram a eficacia
mais elevada de (41%)

Nas maos dos voluntarios,
o virus inoculado teve uma
recuperagao de 30% - 66%

5 das 6 culturas nas maos eram
indistinguiveis das ambientais
colocadas por PFGE

Resultados positivos para
culturas nas méos em 24% de
25 quartos que tinham sido
limpos apo6s a saida do doente

LEGENDA: UCI, Unidade de Cuidados Intensivos; MRSA, methicillin-resistant Staphylococcus aureus; PFGE, pulsed-field gel electrophoresis; VRE vancomycin-resistant

enterococci.
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Referéncia Ambito, Local Organismo(s) Método do estudo Principais resultados

(Samore & al., 1996) Nas escadas do hospital, C. difficile 6 meses de estudo Frequéncia de transmisséo
EUA prospetivo observacional relacionada com a intensidade da
contaminagéo ambiental

(Wilcox & al., 2003) 2 unidades, EUA C. difficile 2 anos de estudo prospetivo | Redugao significativa da incidéncia de
cruzado de alas passando CDI numa das unidades (de 8,9 para
de uma desinfetada com 5,3 de casos a cada 100 admissdes),
detergente para outra com mas ndo na outra
lixivia

(Manian & al., 2010) Nas escadas do hospital, C. difficile /VRE 24 meses de estudo Redugéo significativa da C. difficile
EUA prospetivo antes e depois (de 1,0 a 0,5 casos a cada 1.000
da utilizag&o de rotina da doen./dias) e VRE (de 0,3 a 0,15
descontaminagdo com HPV | casos por 1.000 doent./ dias);
redugdes substanciais mas nao
estatist. significativas em MRSA e
Acinetobacter

(Hayden & al., 2006) UCI, EUA VRE 9 meses de estudo Redugéo da frequéncia de
prospetivo antes e depois contaminacéo ambiental;
de uma melhor educagéo a aquisicao de VRE
sobre limpeza e higiene das | por parte do doente foi
maos reduzida em 33 de 17

contragées por 1.000
doentes/dias durante a
fase

de melhor limpeza

(Hardy & al., 2006) UCI, Reino Unido 14 meses de estudo Mais de 10% das transmissdes
prospetivo observacional podem decorrer diretamente do
ambiente

(Dancer & al., 2009) 2 alas, Reino Unido MRSA Estudo prospetivo cruzado Alimpeza avangada foi associada
de 12 meses sobre o as redugdes significativas dos
efeito de 1 detergente contaminantes da superficie, dos
suplementar insucessos, das Operagdes de

higiene e de transmisséo de MRSA

LEGENDA difficile infection; HPV, hydrogen peroxide vapor; UTI, Unidade de Cuidados Intensivos; IRR, incidence rate ratio; MRSA, methicillin-resistant Staphylococcus
aureus; QAC, quarternary ammonium compound; VRE, vancomycin-resistant enterococci.: CDI, Clostridium
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Gram-positivas

Definem-se como Gram-positivas [Gram
(+)] as bactérias que permanecem
com cor azul ou roxa depois de serem
submetidas a coloragao de Gram.

As bactérias Gram positivas  (+)
apresentam uma membrana celular
fotolipidica rodeada por uma parede
celular constituida maioritariamente por
peptidoglicano, o qual confere a célula,
entre outras caracteristicas, a rigidez e
a resisténcia a desagregagdo mecanica

| A maior parte das bactérias

Independentemente das opinides divergentes em matéria de tratamento de desinfe-
c¢ao mais apropriado, um parametro importante para uma correta avaliagao cientifica
corresponde a persisténcia do ag. patogénico nosocomial sobre a superficie. Quanto
mais um ag. patogénico persistir sobre uma superficie, mais pode constituir uma fonte
de transmissao, e desta forma comprometer um doente suscetivel ou um profissional
de saude.

, como a Enterococcus spp. (incluindo a
VRE), a Staphylococcus aureus (MRSA incluida), a Streptococcus pyogenes, sobre-
vivem durante meses em superficies secas (Tabela 4). Em geral, ndo existe qualquer
diferenca evidente entre a sobrevivéncia das estirpes multirresistentes e suscetiveis de
Staphylococcus aureus e Enterococcus spp. (Neely & al., 2000).

Tipo de bactéria Duragao da persisténcia (range)

Acinetobacter spp. 3 dias + 5 meses
Bordetella pertussis 3 + 5 dias
Campylobacter jejuni Até 6 dias
Clostridium difficile (esporos) 5 meses
Chlamydia pneumoniae, C. trachomatis < 30 horas
Chlamydia psittaci 15 dias
Corynebacterium diphtheriae 7 dias + 6 meses
Corynebacterium pseudotuberculosis 1+ 8 dias

Escherichia coli

1,5 h + 16 meses

Enterococcus spp. incluindo VRE e VSE

5 dias + 4 meses

Haemophilus influenza 12 dias
Helicobacter pylori = 90 minutos
Klebsiella spp 2 h +> 30 meses
Listeria spp. 1 dia + meses
Mycobacterium bovis >2 meses
Mycobacterium tuberculosis 1 dia + 4 meses
Neisseria gonorrhoeae 1 + 3 dias
Proteus vulgaris 1+ 2 dias

Pseudomonas aeruginosa

6 h + 16 meses (no piso seco 5 semanas)

Salmonella typhi

6 h + 4 semanas

Salmonella typhimurium

10 dias + 4,2 anos

Salmonella spp.

1 dia

Serratia marcescens

3 dias + 6 meses (no piso seco 5 semanas)

Shigella spp.

2 dias + 5 meses

Staphylococcus aureus, incluso MRSA

7 dias + 7 meses

Streptococcus pneumonia 1 + 20 dias
Streptococcus pyogenes 3 dias + 6,5 meses
Vibrio cholerae 1+ 7 dias

= 16




Gram-negativas Muitas espécies de bactérias , como a Acinetobacter spp., a Esche-

Definemse como Gram negaives| /1C171@ COli, a Klebsiella spp., a_Pseudomonas’ aeruginosa, a Serratia marcescens ou

[Gram (J] as bacterias que permane-| 3 Shjgella spp. podem sobreviver em superficies inanimadas durante meses. Estas

cem com a cor osa apos terem sido sub- LY ~ . ~ .

metidas a coloragao de Gram. espécies encontram-se entre as que sao isoladas com maior frequéncia em doentes
com infe¢gdes nosocomiais (Ruden & al., 1997). Contudo, algumas outras, como a Bor-

- . detella pertussis, a Haemophilus influenzae, a Proteus vulgaris ou a Vibrio cholerae,

el ﬁﬁmgf persistem apenas durante dias. As microbactérias — entre as quais a Mycobacterium
- '..‘J.:‘”vm*.'_.j tuberculosis e as bactérias esporuladas, incluindo a Clostridium difficile — podem so-
o fowi breviver durante meses nas superficies.

As bactérias Gram (-) tém uma parede
celular de espessura menor relativa- . . . ;s ’ . .
mente as Gram (+) e apresentam uma| A Candida albicans, o mais importante agente patogénico fungico nosocomial, pode

segunda membrana externa. Umas das

caracteristicas principais de tais bacte-| SObreviver até 4 meses nas superficies (Tabela 5). Outras leveduras demonstraram
b e Icscanmiiees (Lps). Uma persisténcia similar (Torulopsis glabrata, 5 meses) ou (Candida parapsilosis, 14
endotoxinas capazes de desencadear diaS)
uma resposta imunitaria no hospedeiro. .

Ouer mambrang

Paptdoglhycan

Tipo de fungo Duragao da persisténcia (range)

| Candida albicans 1+ 120 dias
B | Candida parapsilosis 14 dias
LS Torulopsis glabrata 102 + 150 dias

Entre as causas de uma maior persisténcia encontram-se a presenca de soro ou albumina, temperaturas baixas
e uma percentagem de humidade elevada

(Blaschke-Hellmessen & al., 1985).

A maior parte dos virus das vias respiratérias, como o Coronavirus, o Coxsackie- virus, o Influenzavirus, o
SARS e o Rinovirus, podem persistir nas superficies durante dois ou trés dias. Os virus do trato gastrointestinal,
como o Astrovirus, o HAV, o Poliovirus e o Rotavirus persistem durante cerca de 2 meses. Os virus de origem
hematica, nomeadamente o HBV e o HIV, podem persistir por mais de uma semana. Os virus Herpes como o
CMV ou o HSV tipo 1 e 2 demonstraram poder persistir entre poucas horas até 7 dias (Tabela 6).

As maos, ao entrarem em contacto com superficies contaminadas de agentes patogénicos nosocomiais, po-
dem tornar-se vetores de transmissao cruzada (Bures & al., 2000) (Catalano & al., 1999) (Boyce & al., 1997).
Um unico contacto de uma m&o com uma superficie contaminada da lugar a transferéncia de agentes patogé-
nicos de grau variavel: esta transmissao é mais eficaz com o Escherichia coli, o Salmonella spp., o Staphylo-
coccus aureus (todos de 100%) (Scott & Bloomfield, 1990), a Candida albicans (90%) (Rangel-Frausto & al.,
1994), o Rinovirus (61%) (Gwaltney & Hendley, 1982), o HAV (22% - 33%) (Mbithi & al., 1992) e o Rotavirus
(16%) (Ward & al., 1991) (Ansari & al., 1988). As maos contaminadas por virus podem transferir os mesmos a
mais de 5 superficies (Barker & al., 2004) ou a 14 individuos (von Rheinbaben & al., 2000), e podem ser fonte
de recontaminacao das superficies, como foi demonstrado pelo HAV (Mbithi & al., 1992) (Barker & al., 2004).

Em suma, € muito importante sublinhar o modo como, durante as epidemias, o ambiente pode desempenhar
um papel de relevo na transmissao de agentes patogénicos nosocomiais, conforme o sugerido pelos resultados
experimentais.

Este fendmeno foi descrito para os varios tipos de microrganismos, como a Acinetobacter baumannii (Fierobe &
al., 2001) (Lemmen & al., 2004) (Ling & al., 2001), a Clostridium difficile (Hanna & al., 2000) (Verity & al., 2001)
(Kaatz & al., 1988)e o MRSA (Lemmen & al.,, 2004) (Fitzpatrick & al., 2000), a Pseudomonas aeru-
ginosa (Engelhart & al., 2002) (Lemmen & al., 2004), a VRE (Duckro & al., 2005) (Martinez & al., 2003), SARS
(Mukhopadhyay & al., 2004) (Chen & al., 2004), o Rotavirus (Butz & al., 1993) (Wilde & al., 1992) e o Norovirus
(Chadwick & al., 2000).
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Tipo di virus

Duragéao da persisténcia (range)

Adenovirus 7 dias + 3 meses
Astrovirus 7 + 90 dias
Coronavirus 3 horas

SARS associated virus 72 + 96 horas
Coxsackie virus > 2 semanas
Citomegalovirus 8 horas
Echovirus 7 dias

HAV 2 horas + 60 dias
HBV > 1 semana

HIV > 7 dias

Herpes simplex virus, type 1 and 2 4,5 h + 8 semanas
Influenza virus 1+ 2 dias
Norovirus and feline calici virus (FCV) 8 horas + 7 dias
Papillomavirus 16 > 7 dias
Papovavirus 8 dias

Parvovirus >1 ano

Poliovirus type 1

4 horas + < 8 dias

Poliovirus type 2

1 dias + 8 semanas

Pseudorabies virus

2= 7 dias

Respiratory syncytial virus Até 6 horas
Rhinovirus 2 horas + 7 dias
Rotavirus 6 + 60 dias

Vacciniavirus

3 +> 20 semanas
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4 Intervengdes no ambiente
As infecdes relacionadas com a prestagao de cuidados constituem um problema de relevo em termos sociais,
econémicos e de saude.

Caiu por terra a ilusdo de que a disponibilidade de novos antibiéticos possa resolver todos os tipos de infecao.
Pelo contrario, a ampla utilizagdo de antibiéticos nos ultimos anos deu origem a selegao de estirpes multirre-
sistentes.

Consolidou-se a convicgao da necessidade de enfrentar a nivel mundial o problema com uma estratégia abran-
gente, que reconhega nos procedimentos de limpeza e desinfecado (ou no sanitizagdo), um instrumento funda-
mental de profilaxia das doencgas infecciosas.

A sanitizacdo é um processo que elimina uma grande quantidade de materiais que nao fazem parte de um
elemento, incluindo as poeiras, um grande numero de microrganismos e a matéria organica que os protege.
Por sanitizagdo entende-se a atuagao simultadnea, ou melhor, os dois momentos distintos da limpeza e da de-
sinfecado de qualquer superficie.

O termo limpeza refere-se a remoc¢ao da sujidade visivel das superficies. Uma vez que a sujidade é composta
por uma mistura de poeiras, lipidos, germes e outras matérias organicas (com a possivel existéncia de pus,
sangue e outros liquidos biolégicos), a limpeza requer a utilizagédo de sabdes, detergentes (ou de produtos de
acao enzimatica) assegurando, sempre que corretamente realizada, uma reducéo superior a 90% da flora mi-
crébica. A limpeza é por isso:

um processo obrigatério e fundamental para reduzir a flora micrébica existente;

realizada com a utilizagao de produtos especificos;

precedida por outros tipos de tratamento, uma vez que foi demonstrada a capacidade do soro,
do sangue e de outros produtos bioldgicos de anular a agdo de alguns desinfetantes e reduzir
a acgao de protecao que a sujidade garante, impedindo o contacto do desinfetante com os
microrganismos.

Por desinfecao entende-se o processo de destruir os microrganismos patogénicos ou potencialmente patogéni-
cos presentes ou que se presume possam estar presentes num determinado espaco ou subcamada. Contudo,
esta nao inclui a destruicao de todos os micrébios como € o caso da esterilizagdo, mas apenas dos que possam
causar problemas na situagdo em questdo. Na pratica, uma desinfegao é aceitavel quando permite obter uma
reducao marcada da carga microbica. A desinfegao é levada a cabo a temperaturas inferiores a 100°C (pasteu-
rizagao), técnica preferivel por motivos de eficacia e do seu custo, ou com a utilizagdo de substancias quimicas
quando o primeiro método nao é praticavel devido as caracteristicas dos materiais.

Existem muitos elementos que podem condicionar este processo. Alguns sao fatores intrinsecos aos microrga-
nismos, os quais demonstram uma resisténcia crescente aos desinfetantes, segundo a ordem bactérias > virus
lipofilicos > fungos > virus hidrofilicos > microbactérias > enddsporos.

Em muitos dos casos, a resisténcia esta relacionada a fatores
estruturais do germe ou a exposi¢ao aos germicidas, que pode
induzir a selegao de estirpes mais resistentes: a reversibilidade
do fendmeno é documentada, sendo objeto de estudo a possivel
interacao entre a resisténcia aos antibidticos e a resisténcia aos
Alto livello germicidas. Outros fatores que dizem respeito ao PH das solu-
¢bes, a temperatura, a concentragdo dos produtos, ao tempo de
exposicao, a presenca de substancias organicas, a conformagéo
do objeto, bem como ao nivel de limpeza do substrato (em par-
ticular de substéncias como o pus ou o0 sangue) sdo essenciais.
E necessario saber quais as misturas desaconselhaveis de
desinfetantes e que a possibilidade de a sua acao ser neutralizada
varia grandemente de molécula para molécula; segundo este
ponto de vista, os alcoois apresentam uma resisténcia 6tima.

Livello
intermedio

Basso livello

A desinfecao divide-se comummente em 3 niveis:
alto
médio
baixo
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O nivel alto tem como objetivo eliminar todos os microrganismos, a exceg¢ao dos
esporos das bactérias.

O nivel médio ou intermédio visa destruir a maior parte das bactérias e dos fungos, da Mycobacterium tubercolosis
mas nao dos esporos de bactérias.

O nivel baixo atua sobre alguns fungos, virus e bactérias, mas nao sobre o Mycobacterium tubercolosis e os
esporos.

E costume distinguir, consoante a finalidade, a desinfegdo continua da terminal e da ocasional.

A desinfecao continua é efetuada no doente acamado e esta estreitamente relacionada com alguns aspetos
epidemioldgicos da doenga em causa, sobretudo dos relativos as vias de eliminacdo e de penetragdo do
agente patogénico.

A desinfecao terminal tem como objetivo a sanitizagdo do espago ocupado pelo doente infectado, apds o
tratamento, a transferéncia ou a morte; Intervengées em ambientes

€ necessario, em tais casos, proceder nao so a desinfecdo do local ou locais, mas também a dos artigos de
cama (lengdis, colchdes) e aos utilizados pelo doente, efetuada no local por pessoal qualificado ou em estagdes
para o efeito.

A desinfecao ocasional ou periddica é praticada a intervalos reguladores de tempo ou sempre que houver
necessidade, em locais publicos, salas de cinema, aulas e meios de transporte publicos.

Os desinfetantes (Tabela 7) sdo amplamente utilizados no dmbito hospitalar e sanitario
como instrumentos de controlo e prevencao das infegbes; do ponto de vista da
regulamentacéo, sdo considerados provisdes médico-cirurgicas, 0os que sao preparados
com vista a preservar a saude e a seguranga. Por este motivo, a comercializagéao é
permita mediante prescricdo prévia do Ministério da Saude, obtida depois do produto
ter sido aprovado em verificacbes de eficacia, de toxicidade, de estabilidade quimica,
etc. Por este motivo, as informacgodes fornecidas pelo fabricante ao utilizador devem ser
autorizadas pelo Ministério.

O desinfetante reduz a quantidade de microrganismos, mas nem sempre € eficaz
contra os esporos; o efeito € sempre condicionado pelo facto de que a sua utilizagéo é
precedida de uma limpeza a fundo.

O principio fundamental para a utilizagcao correta e racional de antissépticos e
desinfetantes é que nao existe um desinfetante valido para todas as ocasides: a
sua selegao esta sempre dependente da utilizagdo para a qual é indicado. Convém
recordar que a eficacia do antisséptico e do desinfetante depende de numerosos
fatores que dizem respeito ao local, ao préprio dispositivo, ao material a tratar e a
populacédo micrébica em questao.

Em condi¢des de uso como desinfetante Como esporicidas
Virus com Gram (+) Gram (-) Fungos Virus Microbactérias | Esporos
capside sem capside

ALCOOL ETILICO

ALCOOL ISOPROPILICO

GLUTARALDEIDO

CLOREXIDINA SOL. ALC.

CLOREXIDINA SOL. AQ.

IPOCLORITO

POVIDONA DE I0DO
(IODOFORL)

COMP. AMONIO QUAT.

* aumentando o tempo de contacto LEGENDA: Il = Boa = Variavel W = Insuficiente
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Os desinfetantes:

devem ser utilizados segundo a concentragéo indicada nas instru¢ées de utilizagéo;
necessitam de um determinado tempo de contacto para agirem com eficacia.

Algumas estirpes de bactérias e de virus podem ser sensiveis a um tipo de antisséptico ou de desinfetante
enquanto outras ndo o sdo. A maior parte dos desinfetantes pode ser neutralizado, em percentagens variaveis,
na presenca de matéria organica; é de extrema importancia selecionar o desinfetante em funcéo da utilizagao
e da limpeza antes da desinfeg¢ao especifica.

A limpeza é fundamental para reduzir a carga bacteriana inicial; o desinfetante ndo é eficaz quando é utilizado
em objetos que nao foram limpos de forma eficaz.

As solugdes desinfetantes podem encontrar-se contaminadas por microrganismos nao incluidos no espectro de
atividade do produto. O problema da contaminacao reside sobretudo nas solugbes aquosas de desinfetantes
com baixo nivel de eficacia que deveriam ser utilizados 7 a 10 dias apds a diluicdo ou abertura do recipiente.
Todos os desinfetantes utilizados de forma impropria, além de perderem a eficacia, podem ter efeitos toxicos e
nocivos para os doentes e os profissionais de saude.
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5 Desinfegao fotocatalitica (PCD) com diéxido de titanio

As propriedades fotocataliticas do dioxido de titanio (TiO2) sdo amplamente conheci-
das e foram encontradas muitas aplicagdes para 0 mesmo, nomeadamente a remogao
de contaminantes organicos e a criagdo de vidro de autolimpeza. Hoje em dia, existe
um interesse crescente na aplicagdo de TiO2 enquanto fotocatalisador para a de-
sinfecao de superficies, do ar e da agua (Figura 6). Recentemente, foram publicadas
reviews sobra a aplicagdo da fotocatalise enquanto sistema de desinfegdo (Gamage
& Zhang, 2010) (Chong, Jin, Chow, & Saint, 2010) e sobre os mecanismos de agao do
TiO2 (Dalrymple & al., 2010).

O dioxido de titanio fotoativado demonstrou ser capaz de destruir uma ampla gama de
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, fungos filamentosos e unicelulares, algas,
protozoarios, virus e bacteriéfagos. O mecanismo de destruicdo de microrganismos
comporta a degradacao da parede celular e da membrana citoplasmatica devido a pro-
ducdo de um tipo reativo de oxigénio, nomeadamente radicais hidroxilos e peréxido
de hidrogénio.

180

160
» 140 Este radical da origem inicialmente a perdas de con-
S teddo celular e a lise celular, que pode ser seguida da
s 120 mineralizagdo completa do organismo.
'§ 100 A destruicdo dos microrganismos € mais eficaz quan-
& do ha um contacto préximo entre os organismos e o
° 80 catalisador TiOz2.
3
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=
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O biéxido de titanio € um semicondutor e, na natureza, existem trés polimorfismos
distintos: o anatasio, o rutilo e a brookite. A maior parte dos estudos demonstra
que o anatasio é a forma mais eficaz do ponto de vista fotocatalitico e que o rutilo é a
menos ativa; esta diferenca deve-se provavelmente a extensdo da reacgao resultante
da associacao entre eletrdes a lacunas nas duas formas alotrépicas (Miyagi, Kamei,
Mitsuhashi, Ishigaki, & Yamazaki, 2004). A absorgao, por parte do TiO2, de um fotdo
com energia suficiente faz com que os eletrbes passem da banda de valéncia ( ew)
para a banda de condugao ( e ),, deixando uma lacuna com carga positiva na banda
de valéncia ( h+; (1.1) (Figura 7).

O salto energético (a energia necessaria para fazer saltar um eletrao)
do anatasio é de cerca de 3,2 eV, o que significa que o processo
de fotocatalise pode ser ativado por fotbes com um comprimento de
onda de cerca de 385 nm (UV-A, 315-400 nm).




Os eletroes ficam desta forma livres para migrarem no interior da banda de condugéao
enquanto as lacunas podem ser preenchidas pela migracdo de um eletrdo de uma
molécula adjacente, deixando uma nova lacuna, fazendo com que o processo se repita.
Por conseguinte, também as lacunas sédo moveis. Os eletrbes e as lacunas podem
recombinar-se (processo de massa) através de uma reagdo nao produtiva que reduz
a eficiéncia do processo, ou gerar, quando atingem a superficie, espécies reativas de
oxigénio (ROS), como o radical superdxido O -- (1.2) e o radical hidroxilo -OH (1.3).
Estes radicais, ao reagirem com as moléculas de agua, produzem H202 (1.4), além dos
radicais hidroxilos (1.5) e hidroperdxido (1.6). A reagéo dos radicais com compostos
organicos da origem a sua mineralizagao (1.7).

TiO, +hv = e, +h, (1.1)

0, te, = 0O, (1.2)

h, +H0 - ‘OH+H,_ (1.3)

-OH + -OH — H,0, (1.4)

0, +HO, - -0H+0H +0, (1.5)

0., +H — -O0H (1.8)

‘OH + Composto orginico + — CO, ,H,0 (1.7)
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A fotocatalise demonstrou conseguir destruir uma vasta gama de organismos, nomeadamente as bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas (incluindo os enddsporos), os fungos, as algas, os protozoarios e os virus,
e revelou ainda conseguir neutralizar prides (Paspaltsis, et al., 2006) e destruir toxinas micrébicas. Apenas os
quistos de Acanthamoeba e os conidiéforos de Trichoderma asperellum apresentaram uma certa resisténcia,
embora ndo tenham sido estudados de forma extensiva. A capacidade de eliminar todos os outros tipos de mi-
crorganismos indica que as superficies fotocataliticas tém o potencial de serem auto-esterilizantes. Nao obstan-
te, até hoje, € mais correto fazer referéncia as superficies fotocataliticas como um sistema auto-desinfetante e
nao auto-esterilizante. Em muitos estudos, foram utilizadas culturas puras de microrganismos, mesmo existindo
estudos em que é evidenciada a atividade fotocatalitica em culturas mistas (Van Grieken, Marugan, Pablos, &
Lopez, 2010) e comunidades naturais (Armon, Laot, Narkis, & Neeman, 1998) (Arafia & al., 2002) (Cho & al.,
2007a).

A maior parte dos estudos centraram-se na Escherichia coli (Figura 8) (S6kmen, Candan, & Stimer, 2001) (Dun-
lop & al., 2010) (Pal & al., 2007). Outros exemplos de bactérias Gram-negativas que sao suscetiveis a PCD
incluem os cocos, os bacilos e as formas filamentosas de géneros diferentes (Tabela 8).

ACINETOBACTER CHENG &AL., 2009)

2008) SALMONELLA ENTERIDITIS TYPHIMURIUM
SHIGELLA FLEXNERI
VIBRIO VULNIFICUS

CUSHNIE & AL., 2009)
CHENG &AL., 2009)
SONG &AL., 2008)

(
COLIFORMI (ARANA & AL., 2002)
ENTEROBACTER AEROGENES (IBANEZ & AL., 2003)
ENTEROBACTER CLOACAE SM1 (YAO & AL., PHOTOCATALYTIC DISINFECTION OF
PHYTOPHYTOPATHOGENIC VISIBLE LIGHT., 2007A)
COLIFORMI FECALI (WATTS &AL., 1995)
FLAVOBACTERIUM SP. (COHEN-YANIV & AL., 2008)
FUSOBACTERIUM NUCLEATUM (BAI & AL., 2007)
LEGIONELLA PNEUMOPHILA (CHENG & AL., 2007)
MICROCYSTIS (KIM & AL., 2005)
P. AERUGINOSA (FIGURA 9) (KUHN & AL., 2003)
P. FLUORESCENS B22 (SKORB &AL.,
(
(
(
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Muitos estudos evidenciaram que as bactérias Gram-positivas sdo mais resistentes a desinfecao fotocatalitica
do que as Gram-negativas (Kim & al., 2003) (Liu & al., 2003) (Erkan & al., 2006) (Pal & al., 2007) (Muszkat &
al., 2005) (Hu & al., 2007) (Sheel & al.,

2008) (Skorb & al., 2008). Este comportamento divergente é atribuido em exclusivo a estrutura distinta das
paredes celulares existente entre as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. As bactérias Gram-negativas
tém uma parede celular com trés camadas, constituida por uma membrana interna (IM), uma camada fina de
peptidoglicano (PG) e uma membrana externa (OM), enquanto as Gram-positivas possuem um PG mais fino
e nao tém OM. Contudo, o nimero de estudos que demonstra esta maior sensibilidade das Gram-positivas é
bastante limitado.

q
« 4 s
o, Py EY Na Tabela 9 sdo enumeradas as bactérias Gram-positivas
5 eliminadas mediante PCD: foram incluidos 17 géneros,
2 B % entre os quais microrganismos esporiferos aerdbios e
' | ’ ﬁ - anaerodbios. Os enddsporos apresentaram-se, em termos
~ ¢ ‘ gerais, mais resistentes a acao da PCD do que as células
e I p vegetativas.
» ~ -
* - *
" "’ - . .
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&
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BACILLUS CEREUS (CHO &AL., TITANIUM DIOXIDE/UV PHOTOCATALYTIC
DISINFECTION IN FRESH CARROTS., 2007A)

BACILLUS CEREUS SPORES (ARMOR & AL., 2004)

BACILLUS SUBTILIS VEGETATIVE CELLS AND (WOLFRUM & AL., 2002)

ENDOSPORES

BACILLUS SUBTILIS ENDOSPORES
CLOSTRIDIUM DIFFICILE

CLOSTRIDIUM PERFRINGENS SPORES
ENTEROCOCCUS (STREPTOCOCCUS) FAECALIS
ENTEROCOCCUS HIRAE

LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS
LISTERIAMONOCYTOGENES
MICROBACTERIUM SP. MICROBACTERIACEAE STR. W7
MRSA

MYCOBACTERIUM SMEGMATIS
STAPHYLOCOCCUS AUREUS (FIGURA 10)
STREPTOCOCCUS MUTANS

GREIST & AL., 2002)
DUNLOP &AL., 2010)
GUIMARAES & AL., 2003)
SINGH & AL., 2005)
TSUANG & AL., 2008)
CHOI & AL., 2007A)
KIM & AL., 2003)

PAL & AL., 2007)

OKA & AL., 2008)
KOZLOVA & AL., 2010)
SHIRAISHI & AL., 1999)
CHUN & AL., 2007)

— 11111111~ |—

Vérios estudos demonstraram a sensibilidade dos fungos, das algas e dos protozoarios a PCD. Entre estes,
incluem-se os fungos filamentosos, as leveduras, as amebas, a apicomplexa, diplomonadida, ciliados e algas,
incluindo as diatomaceas. Na Tabela 10 sao identificados alguns fungos passiveis de serem eliminados por
PCD.

ASPERGILLUS NIGER (CHEN & AL., 2009)
A. NIGER SPORES (WOLFRUM & AL., 2002)
CANDIDA ALBICANS (FIGURA 11) (LONNEN & AL., 2005)
CLADOSPORIUM CLADOSPOIROIDES (GIANNANTONIO & AL., 2009)
EPICOCCUM NIGRUM (GIANNANTONIO &AL., 2009)
FUSARIUM MUCOR (GIANNANTONIO & AL., 2009)
PENICILLIUM OXALICUM (GIANNANTONIO &AL., 2009)
( )
(
(
(
(

PESTAOTIOPSIS MACULANS GIANNANTONIO & AL., 2009
2009) SACCHARAROMYCES CEREVISIAE ERKAN & AL., 2006)
SPICELLUM ROSEUM SAWADA & AL., 2005)
TRICHODERMA ASPERELLUM GIANNANTONIO & AL., 2009)
2009) TRICHODERMA HARZIANUM SAWADA & AL., 2005)

Os virus suscetiveis a neutralizagdo por PCD sao identificados na Tabela 11. A maior parte dos estudos foram
conduzidos em bacteriéfagos de E. coli em suspensao, permitindo demonstrar a agao viricida da PCD em virus
ssARN com simetria icosaédrica (MS2 e Qf), virus ssARN filamentosos (fr), virus ssADN (phi- X174) e virus
dsADN (A e T4). No que diz respeito a virus de mamiferos nos estudos, foram estudados o poliovirus 1, os virus
influenza humana (Figura 12) e aviaria e o coronavirus da SARS.
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PASSAROS INFLUENZA (AVIARIA) A/H5N2 (GUILLARD & AL., 2008)
E. COLI COLIFAGO (GUIMARAES & AL., 2003)
E. COLI FR (GERRITY &AL., 2008

E. COLI T4 (DITTA&AL., 2008)

E. COLI A VIR (YU &AL, 2008)

E. COLI ANM1149 (BELHACOVA & AL., 1999)
E. COLI X174 (GERRITY &AL., 2008

E. COLI MS2 (VOHRA & AL., 2006)

E. COLI Qp (OTAKI & AL., 2000)
HOMEM EPATITE B ANTIGENE HBsAg (ZAN & AL., 2007)
HOMEM INFLUENZA A/H1N1 (LIN &AL., 2006)

HOMEM INFLUENZA A/H3N2 (KOZLOVA & AL., 2010)
HOMEM NOROVIRUS (KATO & AL., 2005)
HOMEM POLIOVIRUS TIPO 1 (WATTS &AL., 1995)
HOMEM SARS CORONAVIRUS (HAN & AL., 2004)
HOMEM VACCINIA (KOZLOVA & AL, 2010)

Diversos estudos demonstraram que a atividade fotocatalitica consegue neutralizar as toxinas bacterianas, en-
tre as quais as endotoxinas das bactérias Gram-negativas e as toxinas das cianobactérias (Tabela 12).

BREVETOXINA KHAN & AL., 2010
CILINDROSPERMOSINA (SENOGLES &AL., 2001)
ENDO TOXINA LIPOPOLISACCARIDE (SUNADA & AL., 1998)
ICROCISTINA-LR (FEITZ &AL., 2003)
(
(

MICROCISTINALR, YAe YR SHEPHARD & AL., 1998)
ODULARINA LIU &AL., 2005)

O modo de atuagao do TiO2 fotoativado foi estudado tanto para as bactérias Gram-positivas como para as
Gram-negativas. Enquanto mecanismo de eliminacdo das bactérias, inicialmente foi proposta a deplecao da
coenzima A mediante dimerizacdo e consequente inibicdo da respiracdo (Matsunaga & al., 1988).Contudo,
existem provas irrefutaveis de que a acao letal se deve a rotura da membrana e das paredes celulares. Estas
provas derivam de estudos de microscopia, da detecdo dos produtos de peroxidacao lipidica, da perda de
componentes intercelulares (por exemplo, catides, ARN e proteinas), da permeabilidade de moléculas de baixo
peso molecular (por exemplo, o-nitrofenil-galactosido — ONPG) e de estudos espectroscépicos.

As provas indiretas de danos ocorridos nas membranas celulares foram encontradas em estudos de perda de
componentes celulares. Num estudo (Saito & al., 1992), foi evidenciado que existe uma rapida perda de K+em
células tratadas com AHT Streptococcus sobrinus, que tal perda ocorre apés 1 minuto de exposicado se da em
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simultdneo com a perda de vitalidade, seguida de uma libertagcdo mais lenta de ARN e de proteinas. Enquanto
decorre a morte celular das E. coli, foi constatada uma perda de K+ (Hu & al., 2007) (Kambala & al., 2009). Num
outro estudo notavel (Huang & al., 2000) em que as células de E. coli foram expostas a PCD, verificou-se que
apo6s um aumento inicial da permeabilidade de pequenas moléculas como a ONPG, segue-se uma saida de
moléculas maiores, como a de B-D-galactosidases, sugerindo um progressivo aumento da permeabilidade da
membrana.

Estudos conduzidos com o auxilio da analise de SEM e TEM evidenciaram uma di-
latagcdo da membrana celular, seguida da formagao de orificios na OM, em particular
quando as particulas de TiO2 se encontram em contacto com as células.

Através de imagens TEM de células de S. sobrinus, foi possivel verificar que ocorre a
rutura parcial da parede celular na sequéncia de um tratamento fotocatalitico de 60 min
com TiOz, apresentando posteriores desequilibrios depois de 120 min de tratamento
(Saito & al., 1992). Os autores sugeriram que a morte celular pode ser causada pela
alteracdo na permeabilidade celular e pela decomposigao das paredes celulares. Ima-
gens SEM de S. aureus, MRSA, E. coli e M. luteus demonstraram que, ap0s irradiagao
com UV-A no TiOz, ocorreram alteragdes morfolégicas associadas as interrupgdes na
parede celular (Kangwansupamonkon & al., 2009).

Na parede celular de P. aeruginosa foram evidenciadas, mediante analise com SEM e TEM (Figura 13),
alteragcbes na estrutura da membrana do tipo “bubble-like protuberances which expelled cellular material’
(Amezaga-Madrid & al., 2002) (Amezaga-Madrid & al., 2003)

Os cientistas evidenciaram uma saida de material celular e uma divisdo celular anormal, embora as bolhas pos-
sam dever-se a danos localizados na camada de peptidoglicano e a uma consequente dilatagdo da membrana
interna. Num outro trabalho, foi estudada a neutralizagcao de E. coli em peliculas finas de TiO2 — foi possivel
demonstrar que ocorreu um dano inicial na membrana externa e, posteriormente, uma degradagédo completa da
membrana citoplasmatica — a neutralizagéo fotocatalitica ocorreu sem uma degradagao substancial visivel do
peptidoglicano. A decomposigao inicial da membrana externa foi comprovada através de medi¢des de micros-
copia de forga atdmica das células na pelicula de TiOzirradiada (Sunada & al., 2003b).

Analises TEM de secgdes finas de células tratadas com TiO2z fotoativado permitiram evidenciar varios graus de
rotura da célula, entre os quais a plasmolise e detritos celulares (Vacaroiu & al., 2009). Novamente através de
uma analise TEM, foi possivel observar a separagcdo da membrana citoplasmatica da cama de peptidoglicano
nas células tratadas com S. aureus (Chung & al., 2009). Analises SEM permitiram demonstrar alteragdes na
membrana externa de E. coli (Li & al., 2008) (Shah & al., 2008) (Gartner & al., 2009), a formagao de produtos
de degradagao da membrana (Erdem & al., 2006) e a distor¢ao de células, tanto de MRSA como de S. aureus
sensivel a meticilino (MSSA) tratadas com anatasio (Shah & al., 2008) e, em todos os casos, foram encontradas
provas de danos nas paredes celulares.

A microscopia de forgca atémica foi ainda utilizada para evidenciar danos na membrana de E. coli, S. aureus e
Diplococcus (Streptococcus) pneumoniae em camadas finas de TiO2 (Miron & al., 2005).

A demonstracao da destruigdo da endotoxina de E. coli sem degradagao substancial do peptidoglicano (Sunada
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& al., 1998) indica que, no caso das bactérias Gram-negativas, a destruicdo da célula ocorreu de acordo com o
esquema OM®PG®IM. Contudo, pode nao ser facil identificar, numa micrografia eletronica, as altera¢des da
camada de peptidoglicano que se caracteriza por ser uma estrutura altamente reticulada e sobre a qual podem
ocorrer danos consideraveis, mesmo se o seu aspeto geral permanecer inalterado. Pode ocorrer uma destrui-
¢ao localizada se as particulas de TiO2 se encontrarem em contacto com a célula: este processo pode darori-
gem a uma protusao da membrana interna através da parede celular (Amezaga- Madrid & al., 2003), seguida
de uma rotura completa da prépria parede.

A acao do TiO2 pode levar a uma danificagdo do ADN mas esta é provavelmente uma etapa tardia que se su-
cede a rotura da membrana e a morte celular (Wamer & al., 1997) (Hirakawa & al., 2004) (Wang & al., 2005)
(Gogniat & al., TiO2 photocatalysis causes DNA damage via Fenton reaction-generated hydroxyl radicals
during the recovery period., 2007) (Shen & al., 2008) (Yao & al., 2007c) (Yang & al., 2008) .

Recorrendo a uma analise difratométrica de raios-X (Suwalsky & al., 2005), a espetroscopia a laser cinética e
a espectroscopia ATR-FTIR, foi possivel relacionar a atividade do didxido de titanio sobre uma camada fosfo-
lipidica dupla com a destruicao da estrutura da prépria dupla camada. Esta destruicao deve-se a peroxidacao
lipidica por parte das ROS (Kiwi & al., New evidence for TiO2 photocatalysis during bilayer lipid peroxidation.,
2004) (Nadtochenko & al., 2006), mensurada através da produgcédo de malondialdeido (MDA) enquanto produto
da rotura da membrana celular, correspondendo a uma perda de atividade respiratéria da membrana, mensu-
rada pela reducéo de cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazolio (Maness & al., 1999). A peroxidacéo lipidica ocorre
quando acidos gordos polinsaturados, como o acido linoleico, se ligam a ROS (Kiwi & al., 2005).

Espectros FTIR de E. coli tratados por fotocatalise confirmaram a produ¢ao de MDA como produto da degra-
dacdo da membrana celular, o qual é posteriormente degradado com periodos de irradiagdo mais longos (Hu
& al., 2007).

O decaimento eletrénico do TiO2 foi estudado mediante espectroscopia a laser cinética, na presenca de fos-
fatidiletanolamina, lipossacarideos e E. coli (Nadtochenko & al., 2006). Estudos espectroscopicos FTIR evi-
denciaram que os componentes organicos ligados ao TiO2 sdo diretamente oxidados por reduc¢ao das lacunas
eletronicas (Nadtochenko & al., Inactivation of pathogenic microorganisms in the photocatalytic process on
nanosized TiO2 crystals., 2008). Este procedimento sugere que a oxidacdo direta dos componentes celulares
pode ocorrer sem a producao de ROS, mas apenas se as células se encontrarem em contacto direto com a su-
perficie de TiO2. Esta descoberta corrobora a eficacia aumentada da PCD quando as células se encontram em
contacto com o TiO2, em vez de em suspensao. No geral, os estudos espectroscopicos corroboram os estudos
de microscopia e confirmam a ordem de destruicdo OM®IM®PG (Dalrymple & al., 2010).

O papel das ROS no mecanismo de eliminagao das bactérias encontra-se esquematizado na Figura 14. A maior
parte dos estudos demonstram que as ROS sao responsaveis pela eliminagao dos microrganismos e varios au-
tores propdem que a principal agao seja levada a cabo por radicais hidroxilo (-OH) (Ireland & al., 1993) (Kikuchi
& al., 1997) (Maness & al., 1999) (Salih & al., 2002) (Cho & al., 2004) (Cho & al., 2005) (Cho & Yoon, 2008).
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De facto, acrescentar dimetilsulfoxido e cisteamina (dois scavengers de -OH) a uma suspenséao de TiO2em agua
anula a atividade da PCD (Salih & al., 2002). Nao obstante, os -OH possuem uma vida curta e provavelmente
nao se difundem mais do que 1um a contar da superficie do TiO2, especialmente na presencga de substancias
organicas (Pryor, 1986) (Kikuchi & al., 1997). Kikuchi et al demonstraram que a eliminagédo de E. coli ocorre
inclusive quando as bactérias sdo separadas da superficie por intermédio de uma membrana porosa com uma
espessura de 50 um. Contudo, constatou-se também que a eliminagao das bactérias € inibida por manito (sca-
venger de radicais livres) apenas na auséncia da membrana e de catalise (que deveria degradar o H202) com
ou sem membrana. Este facto sugere que o -OH e o H202 sdo responsaveis pela eliminacao das bactérias nas
proximidades da superficie de TiO2, onde a acdo de H202 se estende até uma determinada distancia.

Um estudo de ESR sobre o mecanismo de agdo de -‘OH e H202produzidos por ativa-
¢ao UV de uma camada fina de TiO2 evidenciou que os -OH sao produzidos inclusive
por fotélise direta do H202, além de nas reagdes (1.3) e (1.4) (Yan & al., 2009).

No radical hidroxilo foi identificada a espécie ROS que participa mais ativamente na
eliminagao de quistos de C. parvum (Cho & Yoon, 2008).

Estudos levados a cabo com E. coli superoxido desmutases (SOD)-carente evidencia-
ram que o dano oxidativo produzido na membrana e associado a pressao interna da
célula permeabiliza o o envelope celular, permitindo a saida de metabdlitos essenciais
(Imlay & Fridovich, 1992).

Diferentes estudos demonstraram que um contacto préximo entre as bactérias e o TIO, aumenta os danos oxi-
dativos (Horie & al., 1996a) (Gumy & al., 2006a) (Pratap Reddy & al., 2008) (Caballero & al., 2009) (Cheng &
al., 2009). Alguns destes estudos eV|denC|aram que o TIO, € muito mais ativo em suspensao do que imobilizado
sobre uma superficie (Lee & al., 1997) (Otaki & al., 2000) (Sun &al., 2003) (Gumy & al., 2006b) (Marugan &al.,
2006) (Marugan & al., 2008) (Cohen-Yanlv &al., 2008) Este facto deve -se provavelmente a um maior contacto
entre as particulas de TiO2 e as células bacterianas em suspensao, além de existir uma maior area de superfi-
cie Util para a producdo de ROS.

Mediante microscopia ética (Nadtochenko & al., 2005) (Gumy & al., 2006b) (Gogniat & al., 2006) e eletrénica,
foi possivel demonstrar com clareza a relacao existente entre as particulas de titdnio e as células bacterianas
(Gumy & al., 2006a) (Saito & al., 1992) (Cheng & al.,

2007) (Shah & al.,, 2008). NaFigura 15 ¢ exibida uma micrografia eletrénica que mostra particulas de
TiO2 ligadas a uma célula de E. coli.

Apos os danos celulares iniciais e a consequente morte celular, a fotocatalise demonstrou conseguir mineralizar
completamente as bactérias (Jacoby & al., 1998) (Wolfrum & al., 2002).

O mecanismo de eliminagéo das bactérias por parte do TiO, encontra-se esquematizado na Figura 16. Inicial-
mente, podem ocorrer danos devido ao contacto entre as células e o TiO, que comprometem a permeabilidade
da membrana mas que sao reversiveis. Numa segunda fase, ocorrem danos maiores, que comprometem todas
as camadas da parede celular e que permitem a perda de moléculas pequenas,
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nomeadamente de ides. Nesta fase, os danos podem ser irreversiveis, e podem ser acompanhados da morte
das células. Uma vez que o peptidoglicano € uma molécula altamente reticulada, estes danos podem nao ser
facilmente visiveis nesta fase ou podem ser localizados (se o TiO2 estiver em contacto com as células). Um
dano posterior a membrana faz com que atravessem a mesma componentes de alto peso molecular como as
proteinas. Este procedimento pode ser seguido pela protusdo da membrana citoplasmatica para o meio circun-
dante através de zonas degradadas do peptidoglicano e, por fim, da ocorréncia da lise celular. Neste caso, pode
verificar-se uma degradagdo dos componentes internos da célula, seguida de uma mineralizagdo completa.
Este processo de degradacao pode ocorrer de forma gradual a partir da face da célula que se encontrar em
contacto com o catalisador.

———

Cellula intatta

PROTEINE

Fuoriuscita di loni e
di piccole molecole K’
Danno cellulare irreversibile

e CO, H,0 MINERALI

Completa mineralizzazione
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della cellula

A neutralizacdo das bactérias mediante fotocatalise heterogénea com UV-A (315-400
nm) e TiO2 é considerada uma das tecnologias de desinfecdo mais eficazes, uma vez
que durante o processo nao ha formagao de substancias cancerigenas, mutagénicas

ou fétidas (Ibanez & al., 2003).

Pelo contrario, embora as lampadas fluorescentes ja estejam a venda no mercado,
€ limitado o numero de estudos que relata uma analise aprofundada da sua eficacia,
sobretudo em termos de desinfegao microbiana.

Uma lampada fluorescente pode emitir uma fragdo muito pequena de UV-A (Harm,
1980), pois é essencialmente uma lampada de mercurio de baixa pressdo com a su-
perficie interna revestida por varios tipos de fosforos que absorvem a radiacéo de 254
nm e emitem comprimentos de onda maiores (Bolton, 2002). Mesmo se o invdlucro de
vidro em redor da lAmpada absorver toda a emissdo de UV longinquos, as lampadas
fluorescentes comuns (daylight ou cool white) irradiam quantidades notaveis de 313,
334, e 365 nm das linhas de emissao espectral do mercurio. A estes comprimentos
de onda, uma emissdo muito mais intensa é tipica das lampadas blacklight, por vezes
utilizadas nos locais devido aos seus efeitos fluorescentes.

A eficiéncia da neutralizagdo bacteriana segue uma cinética de primeira ordem a res-
peito das colonias de bactérias ( N:), definida pela equagéo
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onde, N: é o nimero de UFC apds uma irradiagdo de t min.; Noaos 0 min.; k é a cons-
tante de veloc. de neutralizagdo; Nit/No sobrevivéncia.

Na auséncia de TiO2, a exposicio a radiacao fluorescente aparentemente neutraliza
varias estirpes de bactérias (Pal & al., 2007). A Figura 17 mostra que em cercade 2 h
foram neutralizadas 40-50% de E. coli K-12, P. fluorescens e Paenibacillus sp. SAFN-
007, 20% de B. subtilis e apenas 13% de Microbacterium sp.. De facto, na literatura
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alguns estudos demonstram que a exposi¢ao a raios UV-A pode dar origem a radicais reativos de oxigénio no
interior das células, causando um stresse oxidativo com danos celulares subsequentes (Kihn & al., 2003).
Além disso, observou-se que a luz UV com um comprimento de onda na gama de 320-400 nm provoca danos
nos microrganismos, sobretudo devido a excitacdo de moléculas fotossensiveis presentes no interior da célula,
gerando desta forma espécies ativas como Oz , e H202, e *OH que incidem sobre o genoma e sobre outras
moléculas intracelulares com consequéncias nefastas, dando origem a mutacgées celulares, atrasos no cresci-
mento, etc. (Oguma & al., 2002).
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Como foi dito anteriormente, a neutralizagéo das bactérias por parte do TiO2 irradiado com luz fluorescente
apresenta uma cinética de reacéo de primeira ordem. A intensidade de neutralizagcdo aumenta para todas as
bactérias com o aumento da exposicao a luz fluorescente. Contudo, as bactérias a nivel individual demonstram
um ritmo diferente do da constante de velocidade de neutralizacdo, quando se aumenta a quantidade de TiOx2.
Na Figura 18 é apresentada a neutralizagdo de E. coli K-12 aos 0, 15, 30, 45, 60 e 120 min utilizando uma
ldmpada fluorescente com uma intensidade de UV-A (365 nm) correspondente a 0,013 mW/cmz2 (13 w W/cm2),
ou seja, a seis doses de UV-A (0 - 11,7 - 23,4 - 35,1 - 46,8 - 93,6 mJ/cmz, respetivamente), na presencga de dife-
rentes quantidades de TiO2. Um aumento da quantidade de TiO2de 234 para 1.666 mg/m2 melhora a eficiéncia
da neutralizagao de E. coli K-12. Com uma quantidade de 234 mg/m2 TiO2, mais de 98% de E. coli K-12 séo
neutralizadas apos 60 min (46,8 mJ/cmz2) de irradiacao fluorescente.
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Quando a concentracéo de TiO2 é superior a 1.666 mg/mz2, mais de 96% de bactérias sao neutralizadas apés
15 minutos de exposi¢do e todas as bactérias sdo neutralizadas apos uma exposi¢cao de 30 minutos. Estes
dados sao encorajadores uma vez que uma intensidade de UV- A de apenas 0,013 mW/cm2, disponivel na
radiacao fluorescente, produz uma eficiéncia de neutralizagdo comparavel a obtida por Huang (Huang & al.,
2000), que detetou danos nas paredes das células de E. coli apds

20 minutos de exposi¢ao com luz UV-A de 0,8 mW/cmz2 na presenca de TiO2.

Uma vez que uma quantidade maior de TiO2 pode aumentar a produc¢ao de espécies reativas do oxigenio (ROS)
capazes de reagir com as paredes celulares, a membrana citoplasmatica e outros componentes intracelulares,
a velocidade de neutralizagao resultante aumenta de forma significativa. Estes resultados vao de encontro aos
de estudos anteriores nos quais foi observada uma maior neutralizagao de E. coli no meio aquoso quando eram
utilizadas elevadas concentragdes de TiO2 na presenca de radiagdo UV-vis superior a 380 nm (Wei & al., 1994)
ou sobre uma irradiagéo de UV-A (Cho & al., 2004).

Neutralizagdo com lampada fluorescente Neutralizagdo com uma fonte de UV-A (4,28 mW/cm?)
(0,013 mW/cm?de UV-A)

E.coliK-12  B.subtilis Microbacterium sp. E. coli K-12 B.subtilis  Microbacterium sp.
0,009 0,0022 0,005 0,175 0,1279 0,171
0,070 0,0027 0,027 0,180 0,1263 0,238
0,097 0,0032 0,031 0,243 0,1807 0,262
0,129 -2 0,018 0,290 0,1979 P

aDados indisponiveis
b Erro experimental

A Tabela 13 evidencia que, independentemente das fontes luminosas utilizadas, as constantes da velocidade
de neutralizagdo aumentam com o aumento da quantidade de TiOz2 (até 840 mg/mz), inclusive se a uma lampa-
da fluorescente (que possui uma baixa intensidade de UV-A de 0,013 m\W/cmz2) corresponderem constantes de
velocidade de neutralizagdo muito mais pequenas do que as relativas a neutralizagdo com fontes de UV-A (que
possui uma intensidade de 4,28 mW/cmz). Este fendmeno é expectavel uma vez que a intensidade da fonte de
UV-A é cerca de 330 vezes maior do que a disponivel na lampada fluorescente. Embora a B. subtilis e Micro-
bacterium sp. sejam mais resistentes ao tratamento fotocatalitico do que E. coli K-12, estas demonstraram ser
muito sensiveis a uma intensidade UV-A mais elevada (Tabela 13) e que o efeito foi ligeiramente superior na
auséncia de TiO2 (carga de 0 mg/mz2). Na presenga de TiO2, as velocidades de neutralizagao revelaram ser su-
periores num fator de 2,57-56, em particular para as bactérias Gram-positivas (B. subtilis e Microbacterium sp.).
Estes resultados indicam duas possibilidades: (i) que as reagdes dos radicais *OH e de outras espécies reativas
podem neutralizar significativamente as bactérias Gram-positivas relativamente aos danos incorridos pelo exci-
tamento de moléculas fotossensiveis presentes no interior das células, (ii) que 0,013mW/mz2 de radiagao UV-A
disponivel na lampada fluorescente é suficiente para excitar a quantidade de TiOz2 utilizada no presente estudo.
Em trabalhos posteriores, foi demonstrado que a neutralizacao de E. coli € maior com o aumento da intensidade
da radiagao incidente (Chen & al., 2009) (Benabbou & al., 2007) (Rincon & Pulgarin, 2003). Quando a quan-
tidade de fotdes aumenta, geram-se mais pares de eletrées/lacunas que levam a formagao de mais radicais
-OH. Noutro estudo, foi comprovada a existéncia de uma correlacdo linear entre a neutralizagao de E.coli € a
concentracao de -OH (Cho & al., 2004). Esta dependéncia linear da velocidade de reagdo com o fluxo de fotdes
foi detetada exclusivamente para baixas intensidades de radiagdo, uma vez que a intensidades elevadas, a
concentracao dos elementos portadores de carga é de tal forma grande que é maioritariamente favorecida a
recombinacao (uma reagado de segunda ordem), a qual limita a eficiéncia do processo (Vincze & Kemp, 1995)
(Herrmann, 1999). Quando, pelo contrario, a radiagado incidente diminui, € observado um atraso inicial mais
comprido. Este facto vai de encontro as previsdes, considerando que o niumero de danos cumulativos necessa-
rios para neutralizar as bactérias deve permanecer o mesmo: consequentemente, se o numero de fotdes dis-
poniveis diminuir (e, por conseguinte, a quantidade de radicais de -OH), & necessario um tempo de irradiagao
maior para se poder produzir danos irreversiveis.
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