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Objetivo: Avaliar o efeito microbicida do o0zénio gasoso em diferentes
concentragdes e tempos perante aos micro-organismos patogenicos:
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Candida albicans
cultivadas em placas de Petri. Material e Métodos: O efeito do gas de
ozOnio perantes cepas padronizadas das bactérias Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 e da levedura Candida
albicans ATCC 10231 foi testado em seis concentragdes diferentes utilizando
um gerador de ozonio. Gupo 1: sem tratamento; grupos experimentais
com tratamento: de ozdnio: Grupo 2: 60 pug/ml a 10 minutos, Grupo 3:
40 pg/ml a 10 minutos, Grupo 4: 30 pg/ml a 10 minutos, Grupo 5: 20 pg/
ml a 5 minutos e Grupo 6: 15 pg/ml a 5 minutos, Os micro-oorganismos
foram inoculados em placas de Petri com agar sangue e em seguida
receberam o gas de ozonio. Resultados: O gas de 0zonio mostrou atividade
antimicrobiana na maioria das concentracdes utilizadas. Conclusao: O
gas de ozénio mostrou uma atividade antimicrobiana valiosa contra os
microorganismos testados. Uma aplicagao topica tunica por nebulizagdo de
cada concentracao utilizada de ozono inibiu o crescimento da maioria das
estirpes de bactérias potencialmente patogénicas com resisténcia conhecida
a agentes antimicrobianos.
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Abstract

Objective: To evaluate the microbicidal effect of ozone gas at different
concentrations and times before pathogenic microorganisms: Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus and Candida albicans grown in Petri
dishes. Material and Methods: The effect of ozone gas against standardized
strains of the bacteria Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and
Staphylococcus aureus ATCC 25923 and the yeast Candida albicans ATCC
10231 was tested in six different concentrations using an ozone generator.
Group 1: without treatment; experimental groups with treatment: ozone:
Group 2: 60 pug / ml at 10 minutes, Group 3: 40 pg / ml at 10 minutes, Group
4: 30 pg / ml at 10 minutes, Group 5: 20 ug / ml at 5 minutes and Group
6: 15 pg / ml at 5 minutes. The microorganisms were inoculated into Petri
dishes with blood agar and then received the ozone gas. Results: Ozone
gas showed antimicrobial activity in most of the concentrations used.
Conclusion: Ozone gas showed a valuable antimicrobial activity against the
microorganisms tested. A single topical spray application of each used ozone
concentration inhibited the growth of most strains of potentially pathogenic

bacteria with known resistance to antimicrobial agents.

Infrodugao

O ozdnio é um oxidante poderoso, permitindo
oxidar compostos organicos e inorganicos e nao é
fonte de poluicdo, promove alto nivel de desinfeccio,
possui atividade microbicida potente, sendo bactérias
esporos e virus sensiveis ao seu efeito com apenas
alguns minutos de exposi¢ao, isso devido ao poder de
ataque direto aos micro-organismos com a oxidagao
do material bioldgico. Aplicado principalmente
como desinfetante de agua potavel e residual. O
ozb6nio é um aldtropo de oxigénio, um gas instavel
que se decompde apos aproximadamente 20 (vinte)
minutos. Possui efeito sobre o metabolismo e tecidos
ativando a resposta imune do corpo e destruindo
bactérias. A terapia com ozdnio ¢ utilizada para tratar
feridas infectadas, ulceras, queimaduras, ulceragdes,
inflamagdes na pele entre outros.

O uso excessivo de antibidticos no tratamento de
infec¢oes induz o aparecimento de bactérias multi
resistentes. O 0zOnio ndo contamina o ambiente e ndo
contribui para resisténcia bacteriana.

Muitas alternativas para o tratamento feridas
cronicas infectadas sdo citadas na literatura. A
aplica¢ao tdépica de antibidticos tem demonstrado
eficicia limitada no tratamento de feridas infectadas,
Varios  estudos

sem resultados conclusivos.

experimentais in vitro e in vivo tem se apresentado nos

ultimos anos, afim de investigar o efeito bactericida
da aplicagdo topica de ozonio em diferentes situagoes,
incluindo a administracio em feridas infectadas.
Tem sido relatado a utilizagdo de O, como agente
bactericida sob varias formas, tais como solugdo
salina ozonizada, a agua ozonizada, 6leo ozonizado,
o ozbnio é associado com outras substiancias, e
com maior frequéncia a mistura O, / O, gasoso. A
utilizagdo tépica de O, também tem sido relatada para
a descontamina¢do ambiente em diversas situagdes:
na agricultura para a descontaminagdo de alimentos,
em odontologia, e em ambientes clinicos tal como
no tratamento de feridas infectadas. Ozonio gasoso
também foi potencialmente considerado para a
desinfeccao do ambiente hospitalar, que pode ser uma
fonte de microrganismos para pacientes. Entretanto,
uma minima dose antibacteriana eficaz de ozdnio
gasoso durante aplicagdo topica ndo foi claramente
determinada. O objetivo deste estudo foi determinar
qual concentragdo de O,, de uma mistura gasosa de
O,/0, aplicado a placas de Petri uma tunica vez,
contendo cultura bacteriana elimina completamente
o crescimento de bactérias Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Candida albicans.

Material e Método

A presente pesquisa foi realizada no Laboratério
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de Microbiologia Clinica - LMC da Universidade
de Caxias do Sul - UCS. Duas cepas bacterianas
aeruginosa ~ ATCC 27853 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923) e uma cepa de
levedura (Candida albicans ATCC 10231) foram
submetidas in vitro a diferentes concentracdes e
tempos de gas de ozonio utilizando um ozonizador
adaptado (ver Figura 1.)

(Pseudomonas

Figura 1. Ozonizador adaptado para o estudo.

Fonte LMC-UCS

O gas ozonio foi produzido a partir oxigénio
medicinal (oxigénio liquido com um grau de pureza
de 98%). O produto final foi uma mistura gasosa
de O,/O,, em que a concentragdo foi regulada por
variagdo de fluxo de oxigénio e a tensdo aplicada aos
eletrodos.

As  cepas
aerobicamente em agar sangue a 35+2°C por 18 a
24h e apds foram preparados indculos utilizando
suspensdes de colonias diretas em solugdo salina
estéril numa concentragdo padrio de turbidez
de 0,5 da McFarland (1 a 2 x 10® UFC/mL). Cada
suspensao foi diluida a 1:1000 em solugdo salina
estéril, contendo cerca de 10° UFC/mL. Uma aliquota
de 10pL desta suspensao foi inoculada em outra placa
de agar sangue, numa concentragéo final de 10° UFC/
mL, e espalhada com um alga de Drigalski, conforme
metodologia modificada de Fontes et al (2012).

Seis grupos de experimento foram realizados em
triplicata: o grupo controle (Gupo 1) sem tratamento,
0 e 0s grupos experimentais com tratamento: (Grupo
2) concentragdo de O,/O, 60 pg/ml a 10 minutos,

microbianas foram  cultivadas

(Grupo 3) concentragio de O,/O, 40 ug/ml a 10
minutos, (Grupo 4) concentragdo de O,/O, 30 ug/ml
a 10 minutos, (Grupo 5) concentragio de O,/O,20 pg/
ml a 5 minutos, (Grupo 6) concentragao de O,/O, 15
pg/ml a 5 minutos. A cepa de C. albicans foi testada
somente no Grupo 1.

Ap6s a aplicagao do gas de ozonio, as placas foram
cultivadas aerobicamente a 35+2°C por 18 a 24h e
submetidas a contagem de Unidades Formadoras
de Colonias (UFC) em equipamento de contador de
colonias.

Resultados

Os testes com a Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus demonstraram que doses >
30 pg/ml de O,/O, durante 10 minutos impediram
totalmente o crescimento destas cepas bacterianas.
Para a levedura Candida albicans quando submetida a
concentragdo de O,/O, 60 ug/ml durante 10 minutos
também ndo observado crescimento apds a incubacio.

Figura 2. Grupo Controle Staphylococcus aureus -
Observa-se crescimento de Unidades Formadoras de
Colonia -UFC.

Fonte LMC-UCS

Figura 3. Grupo com tratamento (60 pg/ml durante
10 minutos) Staphylococcus aureus O3 - Nao se
observa Unidades Formadoras de Colonia - UFC.

Fonte LMC-UCS

Para as cepas bacterianas, entretanto, na aplicagéo
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de 0,/0,a 20 pg/ml por 10 e 5 minutos e a numa
concentragdode 15 pg/ml por 5 minutos, foi observado
crescimento de coldnias de Pseudomonas aeruginosa

e Staphylococcus aureus apos 24h de incubagido (ver

Tabelal ) .

Tabelal. Resultados obtidos com trés cepas microbianas sob a¢éo de diferentes concentragdes e tempos.

*UFC/placa
Grupo 1 | Grupo 2 | Grupo 3 | Grupo 4 | Grupo 5 | Grupo 6
Cepas microbianas Grupo
Controle 0,/0, 0,/0, 0,/0, 0,/0, 0,/0, 0,/0,
60 pg/ 40 pg/ 30 pg/ 20pg/ | 20pg/ | 15ug/
mL (10 | mL (10 | mL (10 | mL (10 mL mL
min) min) min) min) (5 min) | (5 min)
Pseudomonas aeruginosa 548 0 0 0 - 557 630
ATCC 27853
Staphylococcus aureus 1806 0 0 0 2129 | 1897 | 2085
ATCC 25923
Candida albicans
ATCC 10231 1250 0 NR NR NR NR NR

*Unidade Formadora de Colonia - ** Foi observado crescimento em experimento isolado. NR: nao realizado.

Discussdo

Os trés micro-organismos patogénicos utilizados
neste estudo foram selecionados por apresentarem-se
comumente como agentes de piodermites e infec¢oes
de ferida tanto em pacientes ambulatoriais como em
pacientes hospitalizados, inclusive apresentando com
fenétipo de multirresisténcia.

Segundo a Declaragdo de Madri (2015), para o
uso de ozonio em bolsa, de acordo com o estagio e
evolucio da lesdo sdo recomendas as concentragdes
de ozonio de 60, 40, 30 e 20 pg/ml e de 60 e 70 pug/ml
apenas em infecgdes purulentas por 20 a 30 minutos.
Os nossos resultados mostraram que a aplica¢do de
uma dose tnica de O,/O, de 30 ug/ml por 10 minutos
de ozdnio gasoso impediu totalmente o crescimento
in vitro das cepas bacterianas analisadas.

Ao entrar em contato com a célula, o O3 promove
uma combinagdo bioquimica gerada por oxidagio,
que permite o aumento da permeabilidade da
membrana citoplasmatica bacteriana desencadeando

a coagulagio do citoplasma das bactérias
(desnaturacao). (ZHANG, 2011).

Experimentos in vitro, realizados por Fontes et.
el (2012) mostraram que uma dose de 20 pg/ml em
uma Unica aplica¢ao tdpica por nebuliza¢do durante 5
minutos efetivamente inibiu o crescimento de todas as
cepas bacterianas patogénicas, tais como, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa e de Staphylococcus
aureus.

Contudo, estudos in vitro apresentam limitac¢oes,
considerando que as cepas bacteriana sdo semeadas
superficialmente sobre o meios de cultura e na pratica
clinica outros fatores tais como, fluxo sanguineo
variavel, isquemia e tecido necrético com altas
concentragdes bacterianas podem influenciar na agao
do gas de ozonio, especialmente considerando lesdes

em pacientes diabéticos.
Conclusao

No presente estudo as concentragdes de ozonio
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de 30, 40 e 60 pg/ml por 10 minutos impediram
o crescimento in vitro das cepas microbianas
patogénicas, tais como Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Candida albicans testadas. Na
concentragao de 20 pug/ml por 10 e 5 minutos houve
crescimento de colonias, bem como na concentracio
de 15 pg/ml por 5 minutos.
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