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RESUMO

Objetivo: Avaliar o potencial antimicrobiano do Ozénio, nas formas de gas e agua
ozonizada, em diferentes concentracdes e em diferentes tempos de exposicao, contra
cepas de Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis. Material e Métodos: O
experimento foi realizado separadamente para cada microrganismo: Staphylococcus
aureus e Enterococcus faecalis. Para cada bactéria, foram utilizadas dez placas de
petri: 5 placas nas quais as bactérias foram inoculadas apds o contato com a agua
ozonizada e 5 com gas oz06nio. Cada uma das placas recebeu os microrganismos. 5
tiveram o contato com a agua ozonizada e 5 com o gas oz6énio. Cada uma das placas
foi dividida em seis partes, contendo trés concentragbes do ozdnio (20 pg/mL, 40
pug/mL e 60 pg/mL), e os diferentes tempos de exposigao (1 e 2 minutos). Também foi
feita uma placa de controle, com cinco divisdes, que recebeu bactérias que nao
tiveram contato com nenhum tipo de produto (controle positivo). Aléem disso, uma
placa, dividida de forma semelhante, recebeu bactérias, com exposicao a clorexidina
a 2%, com 5 divisbes (controle negativo). Os grupos foram comparados de acordo
com a quantidade de UFCs formadas em cada combinagdo tempo/tratamento.
Realizou-se uma comparacédo estatistica entre as concentragdes, o tempo de
exposigao e o tipo de aplicagao de ozo6nio, utilizando-se os testes ANOVA multifatorial,
ANOVA a um critério, teste de Tukey e teste t independente para a comparagao
intergrupos. Resultados: Para o microrganismo Staphylococcus aureus, houve
diferenga estatisticamente significante apenas com relagéo a concentragao de ozdnio,
sendo que as concentracbes de 40 e 60 pug/mL se mostraram mais eficazes na
reducédo de UFCs do que a de 20 pg/mL. Para o microrganismo Enterococcus faecalis,
houve diferencga significante entre o tipo de concentragdo e o tipo de aplicagdo do
ozobnio, sendo que as concentragdes de 40 e 60 pg/mL se mostraram mais eficazes
que a concentragdo de 20 ug/mL, e o gas se mostrou mais eficaz que a agua. Para
ambos os microrganismos, quando comparadas aos grupos controle, todas as
concentragdes de ozdnio se mostraram eficazes na redugdo das bactérias de forma
similar a clorexidina. Conclusées: O o0z6nio se mostrou eficaz na redugao de
bactérias tanto na forma de gas como na forma de agua, em todas as concentragdes

e tempos testados. Quando comparadas entre si, as concentragdes de 40 e 60 pg/mL




se mostraram mais eficazes que a concentragcdo de 20 pg/mL. Para o microrganismo
Enterococcus faecalis, 0 gas 0zénio se mostrou mais eficaz que a agua ozonizada.
Palavras-chave: Ozbnio; Agao antimicrobiana; Staphylococcus aureus; Enterococcus
faecalis.




ABSTRACT

IN VITRO EVALUATION OF ANTIMICROBIAL ACTION OF OZONE

Objective: To evaluate the antimicrobial potential of ozone, in ozonated water and gas
forms, at different concentrations and at different exposure times, against strains of
Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis. Material and Methods: The
experiment was performed separately for each microorganism: Staphylococcus aureus
and Enterococcus faecalis. For each bacterium, ten petri dishes were used: 5 had
contact with the ozonated water and 5 with the ozone gas. Each plate was divided into
six parts, containing three concentrations of ozone (20 pg / mL, 40 ug / mL and 60 pg
/ mL), and the different exposure times (1 and 2 minutes) for each concentration. A
control plate was also made for each bacterium, with five divisions, without receiving
any type of product (positive control). In addition, one plaque was used for each
bacterium, with exposure to chlorhexidine 2%, with 5 divisions. A statistical comparison
was made between concentrations, time of exposure and type of ozone application,
using the multivariate ANOVA test, one-way ANOVA, Tukey and independent t tests
for intergroup comparisons. Results: For the microorganism Staphylococcus aureus,
there was a statistically significant difference only with respect to the concentration of
ozone, and the concentrations of 40 and 60 ug/mL were more effective than the 20
pMg/mL. For the microorganism Enterococcus faecalis, there was a significant difference
between the type of concentration and the type of ozone application, with
concentrations of 40 and 60 pg/mL being more effective than the concentration of 20
pMg/mL and the gas being more effective than water. For both microorganisms, when
compared to the control groups, all concentrations of ozone were shown to be effective
in reducing bacteria similarly to the chlorhexidine. Conclusions: Ozone was effective
in reducing bacteria both in the form of gas and water at all concentrations and times
tested. When compared among them, the concentrations of 40 and 60 ug/mL were
more effective than the concentration of 20 pg/mL. For the microorganism

Enterococcus faecalis, ozone gas was more effective than ozonated water.

Keywords: Ozone; Antimicrobial action; Staphylococcus aureus; Enterococcus
faecalis.
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1 INTRODUGAO

Todos os dias em nossa pratica odontoldgica, entramos em contato com uma
diversidade muito grande de bactérias. A cavidade bucal, por si s6, representa um
ecossistema com condigdes ideais para varios microrganismos e € considerada o local
de maior concentragdo dos mesmos, expondo profissionais e pacientes aos riscos
biologicos (DUTRA et al., 2008). As questdes relativas ao controle de infecgdo de
biosseguranga passaram a ter novo enfoque, ja que nao eram vistas de forma tao

critica como s&o agora (WOO et al., 1992).

Na pratica ortodontica, tem-se aumentado a preocupacdo com o controle de
infecgbes, apds o aumento da incidéncia de doengas como AIDS, hepatites B e C
(KNORST; FINIZOLA FILHO; SALGADO JUNIOR, 1999), estando os ortodontistas
classificados como a segunda incidéncia mais alta de hepatite B entre os profissionais
da Odontologia (GANDINI JUNIOR et al., 1997; STARNBACH; BIDDLE, 1980). Para
diminuir estes riscos, existem precaugdes para evitar a contaminagdo microbiana no
ambiente do consultorio odontoldgico. A clorexidina, por exemplo, € uma substancia
quimica que foi introduzida ha muitos anos como antisséptico de largo espectro contra
bactérias Gram-positivas e negativas (DAVIES et al., 1954). Em odontologia, a
solugao alcoolica de clorexidina surgiu como desinfetante de campo cirurgico e de
canais radiculares (CAWSON; CURSON, 1959), sendo também utilizada para
reducédo do numero de bactérias da cavidade bucal (DENARDI, 1994; NOGALES et
al., 2008).

Apesar de seu efeito antimicrobiano comprovado, tem-se aumentada a busca
por substéncias biocompativeis com a microbiota oral, alcangando o objetivo de
eliminar possiveis infecgdes, e ao mesmo tempo, ndo ter redugcado na viabilidade
celular. O efeito citotdxico de substancias antimicrobianas, como a clorexidina 2 %,
hipoclorito de sodio 0,2%, peroxido de hidrogénio 3% e o antibiético metronidazol foi
avaliado sobre células epiteliais orais humanas (BHY) e fibroblastos de gengiva (HGF-
1), tendo como resultado alta toxicidade da clorexidina para as células BHY, e redugao
da viabilidade celular tanto na utilizagao do hipoclorito como do peréxido de hidrogénio
(HUTH et al., 2006).




Introdugao 13

Em 1873, com a descoberta de sua capacidade de eliminar microrganismos, o
ozénio (O3) passou a ser aplicado para desinfecgao no tratamento de agua e residuos
em redes de esgoto (BOCCI, 2008). O ozbnio € uma molécula triatbmica, de estrutura
ciclica com alto poder oxidativo. Quando utilizado para fins medicinais, consiste em
uma mistura de oxigénio e ozénio puros na proporgao de 0,05% a 5% de Os; e 95% a
99,95% de O, (NOGALES et al., 2008).

No campo da Odontologia, o alem&o Edward A. Fisch foi o primeiro dentista a
usar o 0z6nio em 1950, na forma de agua ozonizada, com finalidade antisséptica em
cirurgias orais, no tratamento de feridas cirurgicas, com o objetivo de aumentar o
aporte de oxigénio; e no tratamento de alvéolos contaminados e tratamentos
endododnticos (AZARPAZHOOH; LIMEBACK, 2008; NOGALES et al., 2008).

Apesar das diversas propriedades do ozénio descritas na literatura, bem como
suas indicagdes terapéuticas na odontologia, seu potencial antimicrobiano é o mais
evidenciado. Sabe-se que 0 0z6nio tem potencial antimicrobiano tanto nas formas de
gas como na forma de agua ozonizada (LYNCH, 2008), porém faltam comparativos
entre diferentes concentracdes e diferentes tempos de exposicdo, nao ficando claro
qual o tipo de aplicacéo é mais eficiente. Tendo em vista a necessidade de prevencao,
controle e eliminacdo de agentes microbianos na pratica odontologica diaria, e o
grande interesse em encontrar uma substancia para desinfec¢do nos consultérios
odontoldgicos que tenha atividade antimicrobiana de amplo espectro (BOCCI, 2005),
e auséncia de toxicidade (NAGAYOSHI et al., 2004), o presente estudo objetiva
comparar a agao antimicrobiana do ozénio nas formas de gas e agua contra cepas de
bactérias comumente presentes na cavidade oral, buscando determinar qual o tipo de

aplicacao de o0z6nio e concentracado é mais eficaz na eliminacdo da contaminacéo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS DE BIOSSEGURANCA

De todos os sitios do corpo humano, a cavidade bucal é aquela que apresenta
0s maiores niveis e diversidade de microrganismos. As caracteristicas anatomo-
fisiolégicas da boca séo responsaveis por esta diversidade, uma vez que apresenta
diferentes tipos de tecidos e estruturas que variam quanto a tensdo de oxigénio,
disponibilidade de nutrientes, temperatura e exposi¢cdo aos fatores imunoldgicos do
hospedeiro (PETERSEN, 2003).

Os microrganismos colonizadores da cavidade bucal podem causar uma série
de doengas infecciosas bucais, incluindo periodontites, caries dentarias,
acometimentos endodénticos, alveolite seca e amigdalite. Tem sido relatado na
literatura relagdes entre bactérias bucais e um numero crescente de doengas
sistémicas (SEYMOUR et al., 2007), incluindo doenga cardiovascular (JOSHIPURA et
al., 1996), acidente vascular cerebral (JOSHIPURA et al., 2003), parto prematuro
(OFFENBACHER et al.,, 1998), diabetes (GENCO et al.,, 2005) e endocardite
bacteriana (BERBARI; COCKERILL; STECKELBERG, 1997).

Na pratica odontologica, tdo importante quanto o conhecimento técnico
cientifico, € a conscientizacio dos riscos de contaminagao durante a atividade clinica.
A Ortodontia é considerada uma especialidade negligente no que diz respeito ao
controle de possiveis infecgcdes, porque os ortodontistas ainda consideram esta
especialidade pouco invasiva, onde a maioria dos pacientes s&o jovens, apresentando
baixo risco de contaminagéo. Sabe-se que 0s microrganismos podem ser transmitidos
através do contato direto com sangue, saliva, outros fluidos corporais e pela
respiragao; pelo contato indireto com instrumentos, equipamentos e superficies
contaminadas. Ha muito tempo o desenvolvimento de métodos para o controle de
transmissao de doengas vem sendo uma preocupag¢ao no meio cientifico. Na area
odontoldgica foi na década de 80 que se deu maior atengdo ao controle da infecgéo
cruzada, tendo como objetivo a criagao de regulamentagdes e exigéncias dos 6rgaos
governamentais (MENEZES et al., 2006; WOO et al., 1992).
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Os ortodontistas, por trabalharem com um maior numero de criangas e
adolescentes quando comparada a outras especialidades, sao relapsos no controle
de infecgdo cruzada, por pensarem que seus pacientes estdo menos expostos a
riscos. Esse fato vem contribuindo para que a Ortodontia se classifiqgue como a
segunda especialidade com mais casos de profissionais contaminados com hepatite
B, perdendo somente para a Cirurgia Bucomaxilofacial (DUTRA et al., 2008; WOO et
al., 1992). Este quadro somente sera revertido com uma maior preocupagao em
relagdo ao ciclo de infec¢do cruzada no consultorio, adotando medidas de
esterilizacdo e desinfecgdo adequadas para cada tipo de material, local ou
procedimento realizado. Os consultorios odontoldgicos em especial, devido a crenga
de possuir baixo risco de contaminacdo, por seus procedimentos nao
necessariamente estrarem em contato com areas cruentas, como sangue, e por
apresentarem carater pouco invasivo, utilizam grande parte de instrumentos que
promovem a formacédo de aerossois, assim como a possibilidade de acidentes com

perfurocortantes, colocando esta especialidade numa categoria de risco.

Estudos apontam que apenas um em cada cinco ortodontistas (20,7%)
esclarece seus pacientes na primeira consulta sobre as medidas de biosseguranca
adotadas em suas clinicas. Esta medida, quando adotada, ndo apenas ajuda a
reforcar a imagem da clinica, como contribui para a conscientizagdo das pessoas
sobre a importancia e os meios de protecéo contra infecgdes cruzadas (DUTRA et al.,
2008). Apesar de carater pouco invasivo, a utilizagcado de jatos de ar e agua em grande
parte dos procedimentos, assim como a possibilidade de perfuragbes com os fios,
coloca a especialidade, ao contrario do que se pensa, numa categoria de risco
(MENEZES et al., 2006).

O ambiente odontolégico é considerado potencialmente infectado em
decorréncia da presenca de fluidos bioldgicos, tais como a saliva, o sangue e cole¢des
purulentas. Assim, os profissionais que trabalham nesta area estao sujeitos a uma
série de doengas contagiosas (KRIEGER; BUENO; GABARDO, 2010).
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2.2 CARACTERISTICAS GERAIS DO 0ZONIO

O o0zbénio (O3) € um composto alotrépico do oxigénio (O,), formado através de
descargas elétricas sobre a molécula de oxigénio. Esta molécula se quebra, liberando
atomos, onde se liga a outra molécula de oxigénio, formando o ozbnio. Por ser
extremamente oxidante e instavel, ele retorna a sua forma molecular de oxigénio com
facilidade, tornando-se na medicina um grande potencializador da cicatrizagdo e
reparagao tecidual. Para uso na area da saude precisa ser sintetizado através de
geradores especificos. A maioria dos geradores com finalidade medicinal no mercado
utiliza o efeito corona para a produgédo da mistura gasosa oxigénio — 0z6nio (BOCCI,
2005; SORIANO; PEREZ; BAQUES, 2000).

Na natureza é formado na camada externa da atmosfera através do
bombardeamento do oxigénio pelos raios ultravioleta, originando a camada de ozénio.
Chuvas com descargas elétricas e a poluicdo atmosférica sdo fontes de producao de
ozbnio, aumentando sua participagédo frente a outros gases. Na troposfera torna-se

toxico por conta da intolerancia a inalagdo (NOGALES et al., 2008).

Em temperatura ambiente, o ozdnio existe na forma de gas e sua coloragao
varia do incolor ao azulado, na dependéncia da concentragdo. Apresenta odor
pungente e rapidamente detectavel em concentragdes baixas como 0,02 a 0,05 ppm.
Devido ao seu alto poder de oxidacdo, o ozbnio é altamente corrosivo para
determinados materiais, tais como: ferro, aluminio e latex, e inerte para outros, tais
como: ago inoxidavel, titanio, ceradmicas, vidro e silicone (WEAVERS;
WICKRAMANAYAKE, 2001).

Existem trés formas de produg¢do do ozdnio: por luz ultravioleta, por eletrdlise
ou por descarga corona, a ultima sendo a forma de elei¢do para os geradores de
ozbénio com finalidades terapéuticas, pois € capaz de produzir alta taxa de ozdnio
(NOGALES; LAGE-MARQUES, 2010).

2.2.1 Historico

Introdutor do o0zbnio, o quimico alemao Christian Friedrich Schdenbein

trabalhava com eletrdlise da agua e durante o processo percebia um odor
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caracteristico, o qual nomeou “Ozon”, derivado do termo grego “Ozein” (aquele que
emite cheiro). Inicialmente considerava o 0z6nio como um potente oxidante e também
como um desinfetante (RUBIN, 2001).

Wehrli e Steinbart (WEHRLI; STEIMBART, 1954) foram os primeiros a expor o
sangue humano ao oxigénio com irradiag&o ultravioleta. O médico alemao Albert Wolf
utilizava o ozbnio topico para o tratamento de feridas em soldados, conseguindo
excelentes resultados, além do que foi o primeiro médico a desenvolver uma técnica

de expor o sangue diretamente a mistura gasosa composto por oxigénio-ozénio.

O primeiro cirurgido-dentista a utilizar o ozénio foi Edward Fisch, em 1950. Ele
utilizou agua ozonizada como antisséptico bucal ao realizar cirurgias orais, no
tratamento de feridas cirurgicas, buscando aumentar a oxigenagao dos tecidos, € no
tratamento de alvéolos e de canais radiculares contaminados (STUBINGER; SADER,;
FILIPPI, 2006).

A maioria dos geradores com finalidade medicinal presente no mercado utiliza
o efeito corona para produgédo da mistura gasosa oxigénio-oz6énio, uma vez que apos
o oxigénio puro (medicinal) passar por um gradiente de alta voltagem (5-13 mV), suas
moléculas sao dissociadas, o que permite a formagao do gas ozdnio a partir da unido
de moléculas e atomos de oxigénio. O uso de ar atmosférico como matéria prima para
producao de ozdénio medicinal € contraindicado pela formagao de espécies toxicas,
tais como N,O, (dioxido de nitrogénio) e HNO; (acido nitrico), dentre outras.
(FERNANDEZ et al., 2007).

O ozobnio pode ser utilizado na Odontologia preventiva, tratamento de caries,
tratamentos endodénticos, tratamentos gengivais e em todos os atos cirurgicos:
periodontais, implantes, extragbes, dentre outros (BAST; HAENEN; DOELMAN,
1991).

Em fungdo da molécula triatbmica ser muito instavel e reativa, o ozénio nao
pode ser armazenado, devendo ser utilizado imediatamente a partir da geragdo. Em
condicbes normais, a préopria temperatura do ambiente em que se encontra tem
grande influéncia em sua degradagao (NOGALES; LAGE-MARQUES, 2010).
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2.3 AGAO ANTIMICROBIANA DO OZONIO

O ozbnio é capaz de produzir oxidagao letal no citoplasma bacteriano, através
de alteragbes nos acidos graxos poli-insaturados da parede bacteriana, tornando-se
microbicida, bactericida, fungicida e parasiticida. Sua biocompatibilidade permite que
praticamente todas as pessoas possam utilizar seus beneficios e a eficiéncia da
substancia (BRUZADELLI-MACEDO et al., 2002).

Nagayoushi et al. (NAGAYOSHI et al., 2004) avaliaram a a¢ao antimicrobiana
da agua ozonizada em tubulos dentinarios contaminados com Enterococcus faecalis,
comparando com o Hipoclorito de Sodio (NaCl). Observaram que quando se utilizou
a agua ozonizada na concentragédo de 4 pg/mL aliada a ultrassonificagdo, reduziu-se
a contagem de UFC/mL, similar ao hipoclorito. Em nosso estudo, comparando-se
apenas as 3 concentragdes de ozbénio houve diferencga significativa da concentragéo
de 20 pg/mL para com as concentragdes de 40 pg/mL e 60 pyg/mL, sendo eficiente
nos dois tipos de aplicacdo e nos dois tempos de exposicao.

A inativacdo de microrganismos pelo ozOnio & atribuida, principalmente, a
ruptura do envoltorio celular e posterior dispersdo dos constituintes citoplasmaticos,
uma vez que esse gas apresenta alto potencial oxidativo. Essa capacidade do oz6nio
de inativar ou inibir o desenvolvimento dos microrganismos é fundamental, pois pode
representar uma forma de controle de fungos potencialmente aflatoxigénicos e,
consequentemente, de prevencdo da sintese de aflatoxina (JORGE et al., 2005;
PATIL et al., 2009).

Para avaliar a eficacia antimicrobiana da ozonioterapia em dentes
contaminados com Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis e
Staphylococcus aureus, Nogales et al. (NOGALES et al., 2016) utilizaram 180 dentes
unirradiculares contaminados, divididos em grupos: Grupo | — controle; Grupo Il —
protocolo padrao(instrumentacdo endodontica seriada até a lima K-file 25 + irrigacéo
com 3 mL de hipoclorito de sédio 1% + EDTA 17% por trés minutos preenchendo o
canal radicular , apds, 5 mL de solugao salina); Grupo Il — protocolo padréo + gas
ozébnio, 40pg/mL; Grupo IV — protocolo padrao + agua ozonizada, 8ug/mL. Os
resultados revelaram eficacia antimicrobiana do grupo IV, com UFC (Unidades
Formadores de Colbnias) nulo, comprovando que a ozonioterapia melhorou a

descontaminacgdo dos canais radiculares ex vivo (NOGALES et al., 2016).
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Para avaliar o potencial antimicrobiano do hipoclorito de sodio 2,5%,
Clorexidina 2% e agua ozonizada, contra cepas de Enterococcus faecalis,
Streptococcus mutans e Candida albicans em canais radiculares mesio-linguais com
curvatura severa de molares inferiores, foram contaminados 60 canais radiculares, e
apos randomicamente divididos em quatro grupos de acordo com a solugdo de
irrigagao: SH: hipoclorito de sodio 2,5%; CH: Clorexidina 2%; Os: agua ozonizada;
Grupo controle: agua bidestilada. Foi realizada a instrumentagdo dos canais com o
sistema WaveOne Gold Primary. Resultados: todos os grupos mostraram redugéo
significativa de biofilme apds a irrigagao (p<0,01). Apds a instrumentagéo, Hipoclorito
de Saodio (98,07%), Clorexidina (98,31%) e agua ozonizada (98,02%), produziram uma
reducédo significante na contagem de bactérias comparado ao grupo controle (agua
bidestilada), (controle, 72,98%) (p<0,01), comprovando que a agua ozonizada pode
ser uma alternativa para redugado microbiana, tendo resultados similares as outras
solugdes irrigadoras (PINHEIRO et al., 2018).

Também foi avaliado o potencial antimicrobiano e de cicatrizagcdo da terapia
com ozénio. Células HaCaT (ceratindcito) e células L-929 (fibroblasto de rato) foram
cultivadas em meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e
1% de antibidticos (penicilina — estreptomicina), mantido a 37°C, 5% CO?2. As células
foram separadas com tripsina 0,25% e solucdo de EDTA 1mM. A atividade
antimicrobiana foi testada contra cepas de Candida Albicans (ATCC 10231) e
Staphylococcus aureus (ATCC 29213). As células HaCaT e L-929 foram cultivadas a
uma densidade de 5x10° em 96 placas de cultura e incubadas. Apés, foram tratadas
com diluigbes seriadas de solug&o salina tamponada com fosfato ozonizado (PBS) (8;
4;2;1;0,5e 0,25 ug/mL), clorexidina 0,2% (controle positivo) ou somente o meio PBS
(controle negativo). Para a ozonizagdo do meio PBS a 8ug/mL, 1 L de PBS foi
colocado em uma coluna de vidro, a um fluxo de % L/min por um periodo de 10
minutos. O contato com as células foi por 5 minutos, e entdo a solucdo foi inoculada
no meio de cultura. Clorexidina foi diluida diretamente no meio de cultura. Apds 24
horas ou 48 horas, 10 ug/mL de solugdo MTT a uma concentragdo de Sug/mL foi
adicionada a cada pocgo de cultura, seguido de incubagao por 4 horas a 37°C. Foi
adicionado 100uL de isopropanol para dissolver os cristais de formazan. Clorexidina
0,2%, usada como controle positivo, resultou em uma reducgdo estatisticamente

consideravel nas duas linhas de células (HaCaT - viabilidade 38% em 24 horas e 30%
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em 48 horas; L929 — 15% em 24 horas e 28% em 48 horas respectivamente). HaCaT
tratadas com solugdo salina ozonizada mostrou em 24 horas um aumento na
viabilidade celular comparado ao grupo controle. A concentragédo de 8 ug/mL resultou
no maior aumento na viabilidade celular, com um aumento de 134%. Nas outras
concentragdes (1, 2 e 4 ug/mL) ndo se notou resultados estatisticamente significativos.
A atividade antimicrobiana do meio PBS ozonizado mostrou-se mais efetivo quando
associado com clorexidina, tanto para Staphylococcus aureus quanto para Candida
albicans (BORGES et al., 2017).

Estudaram-se aplicagdes de terapias com ozdénio contra bactérias resistentes.
Esta resisténcia bacteriana esta sendo discutida globalmente desde 2015, pela
Assembléia Mundial de Saude, envolvendo planos de agdo da ONU juntamente com
os grupos G7 e G20. Foram utilizados no estudo 13 cepas bacterianas (6 Gram
positivas- Staphylococcus aureus, Streptococcus epidermidis, Streptococcus
agalactiae, Enterococcus faecium, Corynebacterium striatum e 7 Gram negativas
Escherichia coli, klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Pseudémonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii ), com diferentes suscetibilidades a antibidticos e
quimioterapicos, multirresistentes, isolados de diferentes pacientes hospitalizados.
Antes do teste, cada cepa bacteriana foi cultivada duas vezes em meio TSAa 37°C
por 24 horas para garantir a viabilidade celular. 1 mL de suspensao bacteriana a uma
densidade de 1.5x10® UFCs foram ozonizadas a 40ug/mL (produzido com o gerador
Multiossigen Medical 95 device) a uma temperatura de 20° a 22°C, enquanto a
quantidade da mistura Oxigénio-Ozdnio foi de 100cc, para que a concentragao final
de Ozbnio fosse de 4000ug. O tempo de exposigao foi de 40 minutos de acordo com
a meia-vida do 0zd6nio (20 minutos) dissolvido em agua a um pH 7, a uma temperatura
de 20°C. Foi contabilizado o numero de células/mL no inicio do teste e o numero de
células sobreviventes apds 40 minutos de contato com o meio de cultura ozonizado.
Os resultados mostraram que o tratamento com Ozénio foi efetivo na eliminagédo das
colénias bacterianas, e ndo gerou nenhuma resisténcia antimicrobiana. Mesmo em
concentragbes baixas, os antibidticos afetam as bactérias, resultando em um
desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana (GIULIANI et al., 2018).

Para avaliar a utilizagdo do Ozb6nio em forma de agua ozonizada para
prevengao de infecgdo cruzada entre o consultério odontologico e o laboratério de
prétese, através da desinfecgdo dos materiais de moldagem, 32 amostras de 1 cm de




Revisao da Literatura 22

diametro x 2mm de espessura de material de moldagem hidrocoldide, foram
contaminados com Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus
(ATCC 51299), e Candida albicans (PTCC 5027). Com excegé&o do grupo controle
(n=2), as outras amostras foram imersas em agua ozonizada por 5 e 10 minutos, com
um fluxo de ozbnio saindo do gerador a uma concentragdo de 200ppm/min. (5
amostras de cada grupo). Foi realizada a analise microbiolégica para UFC (Unidades
Formadoras de Coldnias). Como resultados, o numero de UFC apds a desinfecgao
com agua ozonizada diminuiu significativamente (11,84%, 61,55% e 20,27% apos 5
minutos e 11,03%, 14,50% e 16,99% apo6s 10 minutos para P. aeruginosa, S. aureus
e C. albicans, respectivamente. (p<0,001), concluindo que a utilizagdo da agua
ozonizada para desinfec¢gdo de materiais de moldagem por 10 minutos n&o levara a
uma completa desinfec¢do, mas ira diminuir o numero de microrganismos a um nivel

que pode prevenir a transmissao de infecgdes (SAVABI et al., 2018).

Em um estudo in vitro, com o objetivo de comparar a eficacia do gas ozoénio e
hipoclorito de sédio na desinfecgdo de materiais de moldagem em polivinil siloxano
hidrofilico (silicone de adigéo leve) inoculados com Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus faecalis, 140 amostras de discos
deste material foram expostos ao gas 0zo6nio e ao hipoclorito de sodio por 30 minutos
a temperatura ambiente. No grupo do ozbnio, as amostras foram submetidas a um
contato continuo do gas a uma concentragdo de 12.8 mg/L, enquanto as espécies
submetidas ao contato com hipoclorito de sédio, foram submersas em solugao a 0.5%.
O material exposto aos dois desinfetantes por 30 minutos demonstrou redugao
significativa no numero de bactérias, mostrando que o tratamento de desinfeccdo com
oz6nio é um método promissor para materiais de moldagem em silicone de adig&o
(CELEBI; BUYUKERKMEN; TORLAK, 2018).
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3 PROPOSIGAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a agdo antimicrobiana do ozénio, nas
formas de gas e agua ozonizada, em diferentes concentragbes e tempos de
exposic¢ao, contra cepas de Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis.
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4 MATERIAL E METODOS

O calculo amostral foi feito baseado em um nivel de significancia alfa de 5%
(0,05) e um beta de 20% (0,20) para atingir um poder de teste de 80% para detectar
uma diferenca média de 2 x10° com desvio padrdo de 1,04 x10°para as unidades
formadoras de colénias (NOGALES et al., 2016). Desta forma, o calculo amostral

resultou que ha necessidade de uma amostra com n=5 em cada grupo.

4.1 PREPARO DO INOCULO

Foram utilizadas cepas padrao ATCC de Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
e Enterococcus faecalis (ATCC 29212), selecionadas do acervo de bactérias do
laboratorio de Microbiologia Clinica do Centro Universitario Inga. Todos os

procedimentos foram realizados em fluxo laminar.

Inicialmente, cada bactéria foi descongelada e distribuida em placas de Petri
contendo Tryptic Soy Agar (TSA) e em seguida incubadas em estufa a 37°C por 24
horas. Depois desse tempo, uma coldnia de cada bactéria foi inoculada em 10mL de
Tryptic Soy Broth (TSB) e incubada por 24 horas 37°C.

Depois de 24 horas, a concentragdo de bactérias foi ajustada utilizando a
escala 0,5 de McFarland (LENNETTE et al., 1985), correspondendo a 1,5x108
UFC/mL.
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4.2 PLAQUEAMENTO

Para cada bactéria, foram utilizadas dez placas de petri: 5 placas nas quais as
bactérias foram inoculadas apds o contato com a agua ozonizada e 5 com gas ozénio.
Cada uma das placas recebeu os microrganismos. 5 tiveram o contato com a agua
ozonizada e 5 com o gas oz6nio. Cada uma das placas foi dividida em seis partes,
contendo trés concentragbes do ozoénio (20 pg/mL, 40 uyg/mL e 60 pg/mL), e os
diferentes tempos de exposi¢ao de 1 e 2 minutos. (Figs. 1 e 2). Também foi feita uma
placa de controle, com cinco divisdes, que recebeu bactérias que nao tiveram contato
com nenhum tipo de produto (controle positivo)(Fig. 3). Além disso, uma placa,
dividida de forma semelhante, recebeu bactérias, com exposicéo a clorexidina a 2%,

com 5 divises (controle negativo)(Fig 4).

Agua Ozonizada Agua Ozonizada
2 minutos 1 minuto
60pg/mL 20pg/mL
Agua Ozonizada Agua Ozonizada
1 minuto 2 minutos
60pg/mL 20pg/mL
Agua Ozonizada Agua Ozonizada
2 minutos 1 minuto
40pg/mL 40pg/mL /
//

Figura 1. Placa com 6 divisdes — Agua Ozonizada
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Gas
1 minuto
20pg/mL

Figura 2. Placa com 6 divisbes — Gas Ozbnio

Figura 3. Placa com 5 divisbes — Controle Positivo
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Figura 4. Placa com 5 divisbes — Controle Negativo

4.3 PREPARO DA AGUA OZONIZADA

Foi utilizado um aparelho gerador de Ozbnio particular (Philozon®, Santa
Catarina, Brasil) para realizar os experimentos. Este apresenta autocalibrarao, com
estabilizacao automatica. O oxigénio medicinal utilizado (99,5% - White Martins — Rio

de Janeiro, Brasil) tém fluxo regulado em 1 L/min.
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Figura 5 - Gerador de Ozo6nio; Coluna para ozonizagéo da agua

A precisao na concentracdo de ozénio fornecida pelo aparelho € calibrada
fotometricamente no laboratério do fabricante. As concentragdes de produgdo do gas
ozoénio permitidas por este aparelho variam de 5 a 60 pg/mL.

Utilizamos agua bidestilada estéril, resfriada até o momento do uso (Eurofarma
Laboratérios, S&o Paulo, Brasil), a qual foi depositada em uma coluna de vidro para
realizar a diluicdo do ozbénio na agua. A quantidade de agua ozonizada por
experimento foi de 200 mL, por um periodo de tempo de 5 minutos cada amostra.

Nove (9) mL de cada grupo experimental foi transferido para um tubo de ensaio
e entdo 1mL de cada suspensao bacteriana foi adicionado ao tubo. Para cada grupo
foram realizados dois contatos, um de 1 minuto e um de 2 minutos. Apds esse contato,
diluicbes seriadas foram realizadas e as amostras foram plagueadas em TSA, onde
firam incubadas por 24 horas a 37°C. Depois disso a contagem de unidades

formadoras de col6nia (UFC) foi realizada.
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4.4 TESTE DA AGAO DO GAS 0ZONIO

O gas foi obtido de forma fracionada, diretamente do gerador para uma seringa
siliconada estéril (Terumo, Tokyo, Japao) de 10 mL. Foi descartado o excedente,
ficando na seringa somente 1mL do gas. Em outra seringa, foi coletado 1 mL da
suspensao bacteriana, e, através de uma ponta conectora, as seringas foram unidas,
e foi realizada a homogeneizagéo das substancias, em um total de 10 movimentos de

uma seringa para a outra, por amostra.

Para cada grupo foram realizados contatos por 1 e 2 minutos. Apos o contato,
diluicbes seriadas foram realizadas e as amostras plaqueadas em TSA onde firam
incubadas por 24 horas a 37°C. Depois disso a contagem de unidades formadoras de
colénia (UFC) foi realizada.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi verificada com o teste de Shapiro-Wilk.

A comparagao intergrupos de cada bactéria com relacdo ao tempo de
exposic¢ao, tipo de aplicagao e concentracao de ozénio foi realizada pelo teste ANOVA
multifatorial. A comparacgao intergrupos entre as diferentes concentragcées de ozénio
com e sem 0s grupos controle foi realizada pelo teste ANOVA a um critério e teste de
Tukey. A comparacgao intergrupos entre a agua ozonizada ou gas foi realizada pelo
teste t independente.

Os testes foram realizados com o programa Statistica for Windows (versao 7.0,

Statsoft, Tulsa, Okla, EUA) e os dados foram considerados significantes para p<0,05.
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5 RESULTADOS

Para o teste com o microrganismo Staphylococcus aureus, houve diferenca
estatisticamente significante somente para a concentracdo de ozoénio (Tabela 1).
Quando comparadas as 3 concentragdes, a concentragao de 20 ug/mL mostrou maior
numero de microrganismos do que as concentracdes de 40 pg/mL e 60 ug/mL (Tabela
2). Quando as trés concentragdes foram comparadas com os grupos controle positivo
e de clorexidina, todas as concentracdes se apresentaram semelhante ao controle
clorexidina e com uma diferenga estatisticamente significante com o controle positivo,

mostrando um numero significantemente menor de UFC/mL (Tabela 3).

Com relagdo ao microrganismo Enterococcus faecalis, houve diferenca
estatisticamente significante para a concentragcdo e o tipo de aplicagdo de ozdnio
(Tabela 4). O gas ozonizado foi mais efetivo no controle antimicrobiano do que a agua
ozonizada, para o microrganismo Enterococcus faecalis (Tabela 5).

Com relacgéo as concentragdes de ozdnio, a concentragao de 20 uyg/mL mostrou
significantemente mais UFC/mL do que as concentragdes de 40 ug/mL e 60 pg/mL
(Tabela 6). Comparando-se as trés concentragdes com os grupos controle positivo e
clorexidina, todas as concentra¢des foram semelhantes ao grupo controle clorexidina
e mostraram significantemente menores numeros de UFC/mL do que o controle

positivo (Tabela 7).
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Tabela 1 — Resultados da comparacéo entre o tempo, tipo de aplicagao e concentragao, para
o microrganismo Staphylococcus aureus (Anova multifatorial; tempo - 1 e 2 minutos, tipo de
aplicagao de ozénio — agua e gas, e concentragao - 20 yg/mL, 40 ug/mL e 60 pug/mL).

SS GL MS F P
Intercepto 0,004 1 0,004 158,89 0,000*
Tempo 0,000 1 0,000 1,37 0,245
Tipo de aplicagao 0,000 0,000 0,00 0,980
Concentragao 0,008 2 0,004 155,30 0,000*
Erro 0,001 55 0,000

* Estatisticamente significante para P<0,05

Tabela 2 - Resultados da comparacdo entre as 3 concentracbes de ozbdnio para o
microrganismo Staphylococcus aureus (ANOVA a um critério de selegao e teste de Tukey).

20pg/mL 40pg/mL 60pg/mL
N=20 N=20 N=20 P
Média (d.p.) Média (d.p.) Média (d.p.)
Staphylococcus 0,02 x10° 0,00 x10° 0,00 x10°
0,000*
aureus (UFC/mL) (0,00) A (0,00)B (0,00)B

* Estatisticamente significante para P<0,05
Letras diferentes indicam a presenga de uma diferenga estatisticamente significante

Tabela 3- Resultados da comparacdo entre as 3 concentra¢gdes de ozbnio e os grupos
controle positivo e clorexidina, para o microrganismo Staphylococcus aureus (ANOVA a um

critério de selecéo e teste de Tukey).

N=20 N=20 N=20 N=5 N=5 o
Média Média Média Média Média
(d-p.) (d.p.) (d.p.) (d.p.) (d.p.)
Staphylo-
coccus 0,02 x10° | 0,00 x10° | 0,00 x10® | 8,20 x10° 0,00 x10° 0.000
aureus (0,00) A (0,00) A (0,00) A (0,77)B (0,00) A ’
(UFC/mL)

* Estatisticamente significante para P<0,05
Letras diferentes indicam a presenga de uma diferenga estatisticamente significante
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Tabela 4 - Resultados da comparacgao entre o tempo, tipo de aplicacdo e concentracdo, para
0 microrganismo Enterococcus faecalis (Anova multifatorial; tempo - 1 e 2 minutos, tipo de
aplicagao de ozénio — agua e gas, e concentragao - 20 ug/mL, 40 ug/mL e 60 pug/mL).

SS GL MS F P
Intercepto 0,988 1 0,988 36,32 0,000*
Tempo 0,001 1 0,001 0,07 0,789
Tipo de aplicagao 0,694 1 0,694 25,53 0,000*
Concentracao 1,747 2 0,873 32,11 0,000*
Erro 1,496 55 0,027

* Estatisticamente significante para P<0,05

Tabela 5 - Resultados da comparagao entre as os tipos de aplicagao de ozonio (agua ou gas)
para o microrganismo Enterococcus faecalis (teste t independente).

AGUA GAS
N=30 N=30 P
Média d.p. Média d.p.
Enterococcus
faecalis 0,23 x108 0,33 0,02 x108 0,02 0,000*
(UFC/mL)

* Estatisticamente significante para P<0,05

Tabela 6 - Resultados da comparacdo entre as 3 concentragcdes de ozbnio para o
microrganismo Enterococcus faecalis (ANOVA a um critério de selegao e teste de Tukey).

20 yg/mL 40 yg/mL 60 pg/mL
N=20 N=20 N=20 P
Média (d.p.) | Meédia(d.p.) | Meédia (d.p.)
E"ti; ZiZZE"S 0,36 x10° 0,01 x10° 0,00 x10° 0.000°
(UFCImL) (0,33) A (0,01)B (0,00)B

* Estatisticamente significante para P<0,05
Letras diferentes indicam a presencga de uma diferenga estatisticamente significante
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Tabela 7 - Resultados da comparacéo entre as 3 concentragdes de ozénio e 0s grupos
controle positivo e clorexidina, para o microrganismo Enterococcus faecalis (ANOVA a um
critério de selecéo e teste de Tukey).

20 gL | 40ugimL | 60 pgimL | LSS | (PR
N=20 N=20 N=20 N=5 N=5 p
Média Média Média Média Média
(d.p.) (d.p.) (d.p.) (d.p.) (d.p.)
Entero-
coccus 0,36 x10® | 0,01 x10° 0,00 x10® | 12,00 x10° | 0,00 x10° 0.000*
faecalis (0,33) A (0,01) A (0,00) A (6,12) B (0,00) A ’
(UFC/mL)

* Estatisticamente significante para P<0,05
Letras diferentes indicam a presenga de uma diferenga estatisticamente significante
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6 DISCUSSAO

Devido a alta toxicidade frente as células epiteliais orais dos bactericidas
padrao (clorexidina, hipoclorito, peroxido de hidrogénio) , e a escassez de substancias
gue tenham um efeito antimicrobiano, e, ao mesmo tempo, permitam uma estabilidade
na viabilidade celular, alcangando um efeito bioldgico e eficaz na redugao de bactérias
da microbiota oral, comparamos a ag&do do ozénio na forma de agua ozonizada e de
gas ozbnio contra cepas bacterianas comumente encontradas na cavidade oral
(HEMS et al., 2005), e os resultados mostraram que o 0z6nio se mostrou eficaz na
eliminagdo de bactérias tanto na forma de gas como na forma de agua, em todas as
concentragdes e tempos testados.

O oz6nio vem sendo proposto como uma alternativa no processo de
desinfeccdo, devido ao seu alto potencial antimicrobiano (BOCCI, 2005; GIULIANI et
al., 2018; NOGALES et al., 2016; PINHEIRO et al., 2018, WEAVERS;
WICKRAMANAYAKE, 2001).

O ozbnio é capaz de produzir uma oxidagao letal no citoplasma bacteriano,
através de alteragbes nos acidos graxos poli-insaturados da parede bacteriana,
tornando-se microbicida, bactericida, fungicida e parasiticida. Sua biocompatibilidade
permite que praticamente todas as pessoas possam utilizar seus beneficios e a
eficiéncia da substancia (BRUZADELLI-MACEDO et al., 2002).

O ozbnio esta sendo o foco de discussédo na odontologia por ser uma possivel
alternativa aos antissépticos padrdo. Seu alto poder antimicrobiano, sem o
desenvolvimento de resisténcia medicamentosa foi demonstrado na purificagdo de
agua e preservagao de alimentos (PARASKEVA; GRAHAM, 2002; RESTAINO et al.,
1995; UNAL; KIM; YOUSEF, 2001).

A selecéo destes dois microrganismos especificos (Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis) para o estudo tem relagdo com a sensibilidade aos
antimicrobianos por bactérias gram positivas. A resisténcia dos microrganismos &
motivo de grande preocupagcdo na area meédica. No Brasil, na atualidade, os

estafilococos, incluindo o S. aureus, mostram-se resistentes a penicilina G, ampicilina
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e amoxicilina em mais de 70% das cepas isoladas, seja em ambiente hospitalar ou na
comunidade, ndo sendo mais indicado o uso destes antimicrobianos para o tratamento
de infec¢des estafilocdcicas, mesmo que benignas e mesmo que procedam do
ambiente extra-hospitalar. Os enterococos sao habitantes da microbiota do trato
digestivo humano e da microbiota bucal, e, mesmo  apresentando baixa
patogenicidade, sdo causa de infec¢des urinarias e intra-abdominais, endocardite e
sepse, comportando-se, muitas vezes, como um agente oportunista em infecgdes
hospitalares (DUARTE; VERAS; MARTINS, 1994; HUYCKE; SAHM; GILMORE, 1998;
PERRY; JONES; GOULD, 1999; SADER, 1998; SANTOS FILHO; FREITAS;
SIQUEIRA JR, 1994).

Investigagbdes recentes tem reportado efeitos antimicrobianos em patégenos
orais apds exposig¢ao tanto ao gas 0zoénio como a agua ozonizada (BAYSAN; LYNCH,
2004; BAYSAN; WHILEY; LYNCH, 2000; KOMANAPALLI; LAU, 1998; NAGAYOSHI
et al., 2004), por isso selecionou-se estas duas formas de utilizagao para avaliagao e
comparagao no presente estudo. Alguns resultados indicam o poder antimicrobiano
da agua ozonizada, e afirmam que a utilizagdo do ozénio diluido em agua é vantajoso
pois ha manutencéo da poténcia oxidante do ozénio, sendo seu manuseio mais facil
e seguro se comparado a forma gasosa (NAGAYOSHI et al., 2004). Diversos estudos
avaliaram a agua ozonizada (PINHEIRO et al., 2018; SAVABI et al., 2018) e o gas
ozonizado (CELEBI; BUYUKERKMEN; TORLAK, 2018) separadamente ou com
outras substancias antimicrobianas e desinfectantes, mas a comparacao entre ambos

nas mesmas concentracdes € limitada (NOGALES et al., 2016).

Na literatura, encontram-se variagdes muito grandes no tempo de exposi¢ao ao
ozbnio. Savabi et al. (SAVABI et al., 2018) avaliaram a desinfeccdo com agua
ozonizada por 5 e 10 minutos em material de moldagem. Velano et al. (VELANO et
al., 2001) utilizaram um periodo de exposigéo ao 0zénio de 20 minutos, utilizando um

gerador de ozénio a partir de raios ultravioleta.

Como o ozobnio é altamente instavel, ele reage imediatamente. Baysan, Whiley
e Lynch (BAYSAN; WHILEY; LYNCH, 2000) relataram que a aplicagdo de ozénio por
10 ou 20 segundos foi efetivo para eliminar a grande maioria dos microrganismos
testados in vitro. Na presente pesquisa, foi escolhido os tempos de 1 e 2 minutos pela
praticidade. Alguns estudos testaram a aplicagdo do ozénio por 30 e até 60 minutos
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(BRINK et al., 2008; CELEBI; BUYUKERKMEN; TORLAK, 2018), tempo muito grande,

gue inviabiliza sua utilizagao clinica posteriormente.

Foram testadas diversas concentragbes de ozbnio, visto que o ideal é a
utilizacdo da menor concentracdo que oferega o melhor potencial antimicrobiano. O
excesso ou a alta concentragao de ozénio pode ser prejudicial ao organismo, e devido
ao seu alto potencial oxidante, pode apresentar toxicidade biolégica (HALLIWELL;
CROSS, 1994).

Clinicamente, seria mais viavel a utilizagdo da agua ozonizada ao invés do gas
por causa da inalag&do. Apds inalagao, o ozdnio reage com antioxidantes e acidos poli-
insaturados do fluido dos alvéolos pulmonares, enquanto a reacgao tardia formada sao
produtos de peroxidacgéo lipidica, que sdo absorvidos sistemicamente (PRYOR; DAS;
CHURCH, 1991). O efeito do ozénio no trato respiratorio foi previamente estudado
tanto in vivo quanto in vitro. Diversos estudos demonstraram que exposi¢des agudas
ao O; estdo associadas com hiper-responsividade das vias aéreas aumentada e
funcdo pulmonar prejudicada. E caracterizada por alteragdes patoldgicas
concentradas nas vias aéreas inferiores, incluindo edema, dano celular epiteliar e
acumulo de mediadores inflamatorios (foi observado em quase todas as espécies
estudadas expostas ao ozonio) (GILMOUR; SELGRADE, 1993).

Para a aplicagao clinica do gas 0z6nio, para ndo permitir o contato com o trato
respiratério, é necessaria uma aplicagdo em um veiculo (agua, sangue,etc). Pode-se
também aplicar de forma infiltrativa ou utilizando-se moldeiras de silicone que nao
permitem o extravasamento do gas, tornando a utilizagdo no ozénio neste tipo de
aplicacdo uma forma segura e mais barata, pois evita-se o desperdicio, sendo

coletado somente a quantidade exata a ser utilizada.

Com relagdo ao microrganismo Staphylococcus aureus, houve diferenca
estatisticamente significante para a concentragédo do ozbnio, tanto no tipo de aplicagéo
agua ozonizada como em forma de gas, sendo que a concentragdo de 20 pg/mL
mostrou maior contagem de UFC/mL ao final do experimento quando comparada as
concentragdes de 40 ug/mL e 60 ug/mL (Tabelas 1 e 2). O tempo de exposicao, tanto
ao gas como a agua ozonizada ndao mostrou diferenga estatisticamente significativa
neste estudo (Tabela 1). Giulliani et al. (GIULIANI et al., 2018) utilizaram uma
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metodologia com somente um tempo de exposi¢ao (40 minutos), tendo comprovado

também a agdo antimicrobiana do ozénio contra o Staphylococcus aureus.

Em um estudo recente, Nogales et al. (NOGALES et al., 2016) avaliaram a agao
antimicrobiana do gas ozonio em concentragao de 40 pg/mL e de agua ozonizada a 8
Mg/mL, contra cepas de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Pseudomona
aeruginosa, encontrando redugao da contagem das UFC na exposi¢cdo ao gas e a

agua ozonizada.

Quando comparadas as trés concentragbes com os grupos controle positivo e
clorexidina, mesmo a concentragdo de 20 pg/mL mostrou uma agdo antimicrobiana
eficaz (Tabela 3), comprovando redug&o no numero de UFC/mL mesmo em baixas
concentragdes de 0zonio, como ja foi avaliado em outros estudos (NAGAYOSHI et al.,
2004; NOGALES et al., 2014; NOGALES et al., 2016; NOGALES; LAGE-MARQUES,
2010; PINHEIRO et al., 2018).

As 3 concentragbes de oz6nio mostraram-se semelhantes ao grupo controle
negativo (clorexidina 2%), que é um dos desinfectantes mais utilizados na pratica
odontoldgica, sendo considerado com padrao ouro (CAWSON; CURSON, 1959;
DAVIES et al., 1954).

Com relagdo ao microrganismo Enterococcus faecalis, o potencial
antimicrobiano do oz6nio foi avaliado considerando os critérios tempo de exposigao
(1 e 2 minutos), tipo de ozénio (agua e gas) e concentragéo (20 pg/mL, 40 ug/mL e 60
pMg/mL), e n&do houve diferenga estatisticamente significante para o tempo de
exposi¢cao, mas sim para o tipo de aplicacdo de ozbnio e para a concentragao (Tabela
5).

Ao compararmos os tipos de aplicagdo de 0zdnio o gas se mostrou mais eficaz
quando comparado a agua ozonizada (Tabela 6). Hems et al. (HEMS et al., 2005)
aplicaram o ozbnio na forma de agua e gas em biofilmes contaminados com
Enterococcus faecalis, e utilizaram uma metodologia diferente da utilizada no presente
estudo. Foi ozonizada a agua por periodos de tempo diferentes (5, 10, 20, 30 e 60
segundos), tendo uma concentracdo de ozobnio final baixa (0,68 mg/L), sendo
posteriormente aplicada em placas de vidro e também em biofilme bacteriano. Como

resultado, apresentou reducao de UFC/mL no Enterococcus faecalis plaqueado, mas
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pouco efeito bactericida quando em biofilme. Outros autores também compararam a
acao do ozoénio na forma de gas e agua contra cepas de E. faecalis em canais
radiculares (NOGALES et al., 2016). O gas foi aplicado na concentragéo de 40 pg/mL
por 30 segundos dentro do canal. A agua ozonizada foi utilizada na concentragao de
8 pg/mL, aplicando-se 10 mL dentro do canal apds a preparagado padrao do mesmo.
Tanto o gas quanto a agua ozonizada se mostraram eficazes, reduzindo a contagem
de UFC/mL.

Ao compararmos as 3 concentragdes de 0zbnio nas placas do microrganismo
Enterococcus faecalis, houve diferenga significante entre a concentragao de 20 pg/mL
e as concentragcbes de 40ug/mL e 60ug/mL, sendo a concentracdo de 20 pg/mL
menos eficaz na redugao de UFC/mL (Tabela 6).

Como resultado da comparacao entre as 3 concentragdes de ozdnio e 0s
grupos controle positivo e clorexidina, as 3 concentragdes e o grupo clorexidina foram
semelhantes e apresentaram uma diferenga estatisticamente significante para o grupo
controle positivo (Tabela 7), indicando a eficacia antimicrobiana do ozénio em todas

as concentragdes testadas contra este microrganismo.

Ap0s resultados obtidos ao utilizar a agua ozonizada em concentragdes de 2 a
4 pg/mL e aplicadas por 20 segundos em culturas bacterianas, obtiveram-se
resultados nos quais a aplicagao da agua ozonizada foi efetiva tanto na eliminagdo de
microrganismos bucais Gram positivos como Gram negativos. Utilizar o ozénio diluido
em agua é vantajoso no sentido de manutengdo da poténcia oxidante do ozobnio,
sendo seu manuseio mais facil e seguro se comparado a forma gasosa (NAGAYOSHI
et al., 2004).

Mesmo tendo bastante literatura em trabalhos in vitro no campo da Odontologia
utilizando a Ozonioterapia (BORGES et al., 2017; GIULIANI et al., 2018; NAGAYOSHI
et al., 2004; NOGALES et al., 2016), a falta de ensaios clinicos e padronizagado na
metodologia de avaliagéo dificultam a implementagao de protocolos de tratamento nas
mais diversas especialidades.

Atualmente a ozonioterapia vem sendo amplamente utilizada em diversos
paises da Europa, América central, Asia e Estados Unidos. Em alguns paises, como

Cuba e Russia, o tratamento com 0zénio € oferecido a populagcédo na rede publica de
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atendimento para as mais diversas patologias, comprovando que a utilizagdo do
Ozbnio como uma terapia complementar na pratica diaria ndo so € viavel, como esta
proximo da concretizacdo, devido aos resultados positivos apresentados. E uma
aplicacao de facil manejo, custo baixo e, se seguido o protocolo mundial (Declaragéo
de Madrid, 2015), muito segura.

O presente estudo comprovou a eficacia tanto do gas e da agua ozonizada, em
diversas concentragoes e tempos de exposicado. Foi demonstrado neste trabalho que
a forma mais pratica de utilizagdo em meio oral é na forma de agua ozonizada, com
exposi¢cao de 1 minuto, na concentragdo de 20 pg/mL, tornando sua aplicagao facil,
possivel e eficaz. Em casos de periodontite ou alguma infecgdo, talvez as
concentragdes de 40 e 60 pg/mL sejam mais indicadas.




7 CONCLUSOES
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7 CONCLUSOES

O ozbnio se mostrou eficaz na eliminagéo de bactérias tanto na forma de gas

como na forma de agua, em todas as concentragdes e tempos testados.

Quando comparadas entre si, as concentracbes de 40 e 60 ug/mL se
mostraram mais eficazes que a concentragdao de 20 pg/mL para ambos os
microrganismos. Para o microrganismo Enterococcus faecalis, 0 gas se mostrou mais

eficaz que a agua ozonizada.
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