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I. INTRODUCCION.

El aumento de la resistencia bacteriana a antibiéticos es un problema que
amenaza la salud animal y por extension, la humana. El uso inadecuado de
antibidticos para tratar infecciones bacterianas sin recurrir primero a antibiogramas
y otros criterios de seleccion terapéutica, aumentan la resistencia bacteriana,
dificultando el tratamiento de infecciones por la disminucién de la efectividad de las

opciones terapéuticas disponibles.

La ozonoterapia consiste en el uso del gas Ozono (O3) efectivo en el
tratamiento de diversas enfermedades. Dado que las bacterias se disipan en una
atmosfera rica en oxigeno, las enfermedades causadas por estos agentes son
tratadas en medicina humana con ozono. La ozonoterapia tiene efectos
beneficiosos comprobados en pacientes humanos como una mejor recuperacion de
enfermedades degenerativas o ulcerativas complicadas con infecciones bacterianas
(pie  diabético), efectos antioxidantes, inmunomoduladores, antialgicos,

antiinflamatorios y germicidas.

Entre los potenciales beneficios de su uso, se encuentran el empleo de una
terapia natural sin efectos secundarios adversos, evita un periodo de retiro de
subproductos de origen animal (leche, carne, huevos) y una alternativa terapéutica
gue no favorece la resistencia bacteriana. En Guatemala, el uso de Ozono es
limitado en medicina humana y no existen estudios que validen su uso en medicina
veterinaria. Se deben realizar investigaciones basicas y clinicas que demuestren la
validez y utilidad de estas terapias para incluirlas dentro de la medicina ortodoxa
cuando asi se requiera. Este estudio fue realizado con el fin de generar informacion
gue respalde la ozonoterapia como alternativa terapéutica de enfermedades

bacterianas en medicina veterinaria.



Il. HIPOTESIS.

Ho: No existe efecto bactericida in vitro de ninguna de las tres
concentraciones de gas ozono a evaluar, sobre las cepas de Staphylococcus

aureus y Pseudomonas aeruginosa a utilizar en la fase experimental.



lll. OBJETIVOS.

3.1 Objetivo General.

e Generar informacion sobre el efecto bactericida in vitro del ozono que valide
la ozonoterapia como alternativa terapéutica contra enfermedades

bacterianas en medicina veterinaria.

3.2 Objetivos especificos.

e Determinar la actividad bactericida in vitro de tres concentraciones de gas

0zono contra cepas de Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa.

e Comparar la efectividad bactericida in vitro entre las tres concentraciones de

gas ozono contra cepas de S. aureus y P. aeruginosa.



IV. REVISION DE LITERATURA.

4.1 Resistencia bacteriana a antibioticos.

La resistencia bacteriana es el mecanismo mediante el cual la bacteria
disminuye la efectividad de los agentes antimicrobianos; es causada por el uso
excesivo e inadecuado de antibioticos. En afios recientes la produccion y desarrollo
de nuevos antibioticos ha disminuido de forma considerable, surgiendo un problema
de consecuencias impredecibles. La rapidez con que surgen los microorganismos
multirresistentes es mayor a la velocidad con que se dispone de nuevos antibioticos
por lo que pronto no habra agentes efectivos para tratar a pacientes con sepsis

graves (Cars et al., 2008).

La resistencia bacteriana es un problema de importancia actual a nivel global.
El aumento de la resistencia bacteriana puede llegar a impedir practicas como la
cirugia mayor, trasplantes de 6rganos y la quimioterapia, ya que sin medicamentos
efectivos en el control y prevencidn de infecciones bacterianas, aumentaria el riesgo
de infeccion para los pacientes. El Centro de Control de Enfermedades de Europa,
en su primer reporte epidemiolégico sobre enfermedades en Europa establece que
la mas importante amenaza por enfermedades es de microorganismos que se han

vuelto resistentes a antibiéticos (Cars et al., 2008).

4.1.1 Tipos de resistencia.

La resistencia bacteriana puede ser natural o adquirida. La resistencia natural
o intrinseca es una propiedad especifica de las bacterias, su aparicion es anterior al
uso de los antibibticos y tiene la caracteristica de ser inherente a una especie en
particular. La adquisicion de material genético por las bacterias susceptibles a
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antimicrobianos de bacterias con resistencia ocurre a través de conjugacion,

transformacion o transduccion (Sierra, 2017).

El uso de agentes antimicrobianos también aumenta la presion selectiva para
el surgimiento de cepas resistentes. Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa son claros de esta situacion. A lo largo de la historia, han mostrado
adaptaciones a muchos de los antibidticos actualmente disponibles y se han
identificado los genes responsables en cada adaptacion (Sierra, 2017).

La resistencia adquirida es un cambio en la composicidon genética de la
bacteria. Los principales mecanismos de resistencia desarrollados por las bacterias

son:
e Bombas de eflujo o excrecidn.
e Inactivacion del antibidtico mediante enzimas hidroliticas.
¢ Bloqueo de la penetracion mediante modificacion del sitio activo.
e Modificacién ribosomal.
e Disminucién de la permeabilidad de la membrana celular bacteriana.

. Biofilmes y sobre-expresion del sitio blanco (Sierra, 2017).

Las bacterias pueden presentar resistencia a los antibiéticos como resultado
de mutaciones cromosomales e intercambio de material genético de otras bacterias
o fagos (virus que utilizan bacterias para su desarrollo y reproduccion), a través de

mecanismos como:

e Transformacién: Transferencia o incorporacion por una bacteria de ADN libre

extracelular procedente de la lisis de otras bacterias.



e Transduccion: Transferencia de ADN cromosOmico o plasmidico de una

bacteria a otra mediante un bacteriéfago.

e Transposicion: Movimiento de una seccion de ADN (transposén) que puede
contener genes para la resistencia a diferentes antibioticos.

« Conjugacion: Intercambio de material genético entre dos bacterias (donante y
receptor) (Sierra, 2017).

4.2 Ozono.

4.2.1 Propiedades del ozono.

El ozono esta presente en la atmodsfera de modo natural. Es un gas azul
tenue opaco que filtra las radiaciones solares de alta frecuencia y absorbe la
mayoria de los rayos ultravioleta del sol, asegurando la vida en el planeta. Dado
gue ninguna bacteria anaerobia, virus, protozoos u hongo pueden vivir en una
atmosfera con alta concentracion de oxigeno, todas las enfermedades causadas
por estos agentes patdgenos son potencialmente curables mediante la accion del
ozono. Usado correctamente, es una terapia econémica y simple con efectividad en

un amplio espectro de practicas sanitarias y médicas (llzarbe, 2010).

El ozono esta presente como un constituyente gaseoso natural en las capas
altas de la atmoésfera y representa el 0,0001% de su composicion total.
Etimologicamente, la palabra Ozono deriva del griego Ozein, verbo que significa
"oler", y esto reafirma las caracteristicas de este gas, el cual no puede olerse
cuando su concentracion supera las 0,1 ppm, porque comienza a ser un gas
irritante. El descubrimiento de las propiedades bactericidas y cicatrizantes del ozono
permiti6 a los investigadores profundizar en el conocimiento de sus efectos

beneficiosos, hasta entonces desconocidos, y en el uso del ozono como terapia
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curativa en los distintos campos de la medicina. Kleinmann, en Alemania, realiz6 el
primer estudio bacteriologico en el que describi6 el efecto del ozono sobre

organismos patdgenos (Arencibia, Leyva, Collymore y Araujo, 2006).

4.2.2 Propiedades fisico-quimicas del ozono.

El ozono es una variedad alotropica del elemento oxigeno que contiene un
atomo mas que el oxigeno atmosférico. Es inestable, se descompone de forma
espontanea en oxigeno diatbmico lo que hace muy dificil en la practica su
transporte y almacenamiento, por lo que es necesaria su obtencidén en el lugar y
momento de su empleo. Es perceptible por su olor penetrante y color ligeramente
azulado a elevadas concentraciones (Arencibia et al., 2006).

Su molécula estd compuesta por tres atomos de oxigeno enlazados entre si.
El proceso de descomposicidon implica la formacion de oxigeno molecular y ocurre
con desprendimiento de energia. Su formacién presupone la absorcién de la misma
cantidad de energia. El ozono es soluble en una gran cantidad de disolventes
organicos, siendo baja su solubilidad en agua, pero 10 veces mayor que el oxigeno.
El ozono presenta una banda intensa de absorcion en la region ultravioleta del
espectro, entre los 200-300 nm. Esta propiedad del ozono es la que permite el
desarrollo de la vida en la Tierra, al absorber en la estratosfera la mayor parte de la
luz ultravioleta proveniente del sol, accién que reduce la intensidad de esta
radiacion en unas 900 veces, tomando como referencia la concentracion de ozono
reportada para la capa de ozono (Arencibia et al., 2006, llzarbe, 2010; Menéndez,
Gonzales, Ledea, Hernandez, Leon y Diaz, 2016).



4.2.3 Caracter oxidante del ozono.

Este gas reacciona con una gran cantidad de compuestos, tanto organicos
como inorganicos, se destaca por su gran poder oxidante en disolucion acuosa.
Después se dan potenciales de oxidacion-reduccion de compuestos oxigenados de
reconocido poder oxidante. La reactividad quimica del ozono y el oxigeno difieren
marcadamente y aunque el segundo se combina con practicamente todos los
elementos lo hace solamente a elevadas temperaturas mientras el ozono lo hace en
condiciones de reaccidon mucho mas nobles (Arencibia et al., 2006; Menéndez et
al., 2016).

4.2 .4 Métodos de obtencién de Ozono.

El ozono se genera con fines Utiles a la sociedad en equipos llamados
ozonizadores. Su aplicacion implica su generacién in situ. Los métodos para su
obtencion son la electrosintesis por chispa o descarga silente, la irradiacién con luz
ultravioleta con longitud de onda menor a 200 nm vy la electrélisis. Casi todos los
generadores de ozono se basan en el método de descarga silente por barrera
dieléctrica (Menéndez et al., 2016).

4.2.5 Propiedades germicidas del ozono.

Desde su descubrimiento, el ozono ha sido reconocido como una sustancia
muy oxidante. Esta propiedad le confiere un elevado poder germicida, permitiendo

su empleo en la desinfeccién de aguas (Arencibia et al., 2006; llzarbe, 2010).

En el campo de la medicina, en 1915, Wolf usé el ozono, teniendo en cuenta
su caracter germicida, en el tratamiento local de fistulas, Ulceras por decubito,

heridas infectadas, asi como en la osteomielitis. Posteriormente, tras el
8



descubrimiento de los materiales plasticos, se hizo posible el tratamiento local de
extremidades sépticas con 0zono gaseoso, introduciéndose en bolsas plasticas de
facil produccion y adquisicion. Con el progresivo desarrollo de la ozonoterapia, se
introdujo el tratamiento mediante sistemas de baja presién (subatmosférico) por
Werkmeister en 1976. Esta variante permite, mediante dispositivos resistentes a la
accion oxidante del ozono, el tratamiento local de lesiones sépticas. La accion
germicida de amplio espectro del ozono permite que la ozonoterapia sea un valioso
tratamiento para la limpieza y desinfeccion de heridas infectadas y otros procesos
sépticos locales. Ademas, esta forma de aplicacion puede ser combinada con otros
procedimientos también derivados de las aplicaciones del gas sin el peligro de
resistencia de los microorganismos, ni de toxicidad o efectos adversos y con la
ventaja de resultados curativos mas precoces en afecciones en las que la evolucion

puede ser de meses (Arencibia et al., 2006; Menéndez et al., 2016).

En los tratamientos locales se plantea la inactivacion de los microorganismos
por la accion directa del ozono, con la ruptura oxidativa posterior de sus membranas
(Menéndez et al., 2016).

4.2.6 Consideraciones sobre las concentraciones de ozono.

Las concentraciones y dosis recomendadas en la ozonoterapia provienen de
estudios in vitro e in vivo, por tanto, deben ser tomadas en cuenta como
recomendaciones solamente y ser adaptadas a cada paciente en particular con sus
condiciones especificas. Se sabe que existe un intervalo de concentraciones
terapéuticas entre 25 a 80 mg/L. Estudios de microscopia electrdnica realizados
en eritrocitos, linfocitos, leucocitos y trombocitos sometidos a diferentes a
concentraciones de ozono refieren alteraciones en ellos a partir de 80 a 90 mg/L
(Menéndez et al., 2016).



4.2.7 Descubrimiento y estudios sobre ozonoterapia.

El ozono fue descubierto en 1840 por el quimico aleman Christian Frederick
Schonbein de la Universidad de Basilea en Suiza. En 1940, Kleinmann realizo los
primeros ensayos bacteriologicos sobre gérmenes patdégenos y la primera
insuflacion del gas en animales y humanos. Actualmente, la investigacion cientifica
en cuanto a usos médicos del ozono est4 siendo llevado a cabo en Cuba, Rusia y
Alemania (llzarbe, 2010; Menéndez et al., 2016).

La naturaleza quimica del ozono fue dada a conocer en 1872 por Benajmin
Collins Brodie y en 1873, Fox descubri6 su capacidad para eliminar
microorganismos. Frolich y Erlwein divulgaron el empleo del ozono para fines

higiénicos (Menéndez et al., 2016).

Las primeras aplicaciones fueron el tratamiento de aguas, atendiendo su
capacidad desinfectante. En medicina pasaron muchas décadas de silencio desde
su descubrimiento hasta que, durante la Primera Guerra Mundial, el ozono fue
utilizado para la curaciéon de heridas vy fistulas por Albert Wolff. El escaso y simple
estudio de las bases bioldgicas de la ozonoterapia y la experiencia clinica se han
mantenido limitadas a la practica de la medicina privada (Menéndez et al., 2016).

En 1998 un estudio in vitro fue realizado en la Universidad médica y dental
de Tokyo con el objetivo de comparar el efecto bactericida de ozono gaseoso con el
de agua ozonizada para determinar su posible utilidad en la desinfeccion de
dentaduras. Para el estudio se utilizaron cepas de Streptococcus mutans y S.
aureus aisladas de casos clinicos de odontologia. Al usar el gas, el numero de
bacterias de las dos cepas seleccionadas disminuyé a niveles no detectables por

espectofotometria después de 3 minutos de exposicion de ozono a un flujo
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constante de 20 mg/L. El estudio concluy6 que la exposicidn a 0zono gaseoso tiene
un mejor efecto bactericida que el agua ozonizada. Cuando las bacterias fueron
expuestas a 0zono gaseoso, un efecto bactericida fue expresado y se volvi6 mas
evidente con el tiempo. En contraste, el agua ozonizada present6 efectividad
bactericida durante los primeros 30 segundos, sin cambios posteriores. Estos
resultados demostraron que el efecto germicida depende del nUmero de moléculas
de ozono en contacto con las bacterias. También se observd que el ozono,
comparado con otros métodos de limpieza dental disponibles comercialmente,
presentaba un mejor efecto germicida (Oizumi, Suzuki, Uchida, Furuya y Okamoto,
1998).

En otros estudios se reporta la disminucion de la concentracién inicial de los
microorganismos desde los primeros instantes de la ozonizacion para
microorganismos Gram positivos y negativos, esporas de Bacillus subtilis y

Cryptosporidium (Fernandez, Bataller, Hernandez, Sanchez y Morales, 2009).

En el 2009 se evaluo el efecto oxidante de ozono contra Escherichia coli,
Salmonella entericavar y Salmonella Typhimurium y se logré determinar que la
actividad antimicrobiana del ozono tiene un efecto residual debido a los
subproductos de la reaccion. Tras el agotamiento del ozono disuelto desde los
primeros instantes, se detectd actividad antimicrobiana generada cuando no se
detectaba ozono disuelto en el medio de exposicion. Se observé una rapida
disminucién del nimero inicial de microorganismos debido a la accion del ozono
bajo concentraciones superiores a 0.4mg/L. Se determiné que el disefio de los
tratamientos pueden mejorarse teniendo en cuenta el mecanismo de accion y su
relacion con parametros tales como el tiempo de contacto y la concentracion de
ozono disuelto en medios liquidos. Por ello se hace necesario profundizar en
estudios dirigidos a evaluar los efectos de la ozonizacion bajo diferentes
condiciones experimentales sobre microorganismos (Fernandez et al., 2009).
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4.2.8 Ozonoterapia en medicina veterinaria.

La ozonoterapia empezé a ser utilizada recientemente en clinica veterinaria
con resultados que motivan a profesionales del area realizar trabajos cientificos
relacionados con esta opcion terapéutica. Las enfermedades que padece el ser
humano son similares a las que afectan a los animales. Al tomar como
antecedentes los estudios realizados en modelos experimentales de laboratorio y
en humanos, es posible fundamentar el uso de la ozonoterapia en diferentes
enfermedades de animales que son dificiles de controlar con tratamientos

convencionales (Vidal, 2009).

Estudios clinicos realizados con ozonoterapia en pacientes que padecian
enfermedades como osteodistrofia y displasia coxofemoral, fractura mdiltiple de
cadera, Acanthosis nigricans, lipidosis hepatica, estrechamiento del espacio
intervertebral L1-L2 y calificacion del disco intervertebral T12-T13, tuvieron
resolucidbn completa de las enfermedades y lesiones, disminucion y posterior
eliminacién del dolor y aumento de actividad e interaccion con otras mascotas
(Vidal, 2009).

Los estudios fueron realizados con concentraciones entre 0.1 a 100 mg/L de
ozono con flujos de oxigeno que varian de 0.25 a 1 L/min. Las vias de
administracion empleadas para las distintas enfermedades fueron rectal,
autohemoterapia menor (sangre ozonizada intramuscular) y paravertebral (Vidal,
2009).

Las enfermedades fueron tratadas previamente utilizando medicamentos
alopaticos como antiinflamatorios, esteroides, protectores gastricos, antibioticos,

bafios de clorhexidina o peréxido de benzoilo, ketoconazol e itraconazol,
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fluidoterapia y antieméticos. En ninguno de los pacientes se logré una resolucion
satisfactoria con estos medicamentos y en algunos casos los cuadros empeoraron
por los efectos secundarios adversos. Estos ensayos clinicos y otros estudios in
vitro sobre el efecto microbicida del ozono, respaldan el uso de la ozonoterapia
como una terapia complementaria o alternativa para tratar patologias comunes en
medicina veterinaria, tanto por los resultados como por la ausencia de efectos

secundarios adversos (Vidal, 2009).

4.3 Cepas bacterianas seleccionadas para el estudio.

4.3.1 Staphylococcus aureus.

Los estafilococos son cocos esféricos, Gram positivos, generalmente
dispuestos en forma irregular como racimos de uvas. Algunos forman parte de la
microbiota normal de la piel y las mucosas de los mamiferos y las aves. Otros estan
asociados a procesos supurativos, infecciones dseas, genitourinarias, de piel,
tejidos blandos y oportunistas, septicemias e intoxicaciones alimentarias. Los
estafilococos son el microorganismo mas extendido que existe y su difusion en la
naturaleza es extraordinaria. Staphylococcus aureus es la especie que mas se ha
estudiado (Stanchi, 2007).

4.3.1.1 Caracteristicas de cultivo.

El género no presenta exigencias nutritivas. En medio liquido, después de 24
horas de incubacion a 37°C, se desarrollan produciendo turbidez homogénea con
abundante depésito en el fondo del tubo y a menudo aparece un crecimiento en
forma de anillo en la superficie del medio que se adhiere a las paredes del tubo. En

medios solidos, forman colonias redondas de 1 a 2 milimetros de diametro, de
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contornos netos y superficie lisa, opaca y mucoide (Stanchi, 2007).

4.3.1.2 Resistencia bacteriana.

Staphylococcus aureus es el mejor ejemplo de la evolucion adaptativa de las
bacterias en la era de los antibiéticos, ya que continuamente demostré una
habilidad Unica para responder rapidamente a cada antibiético nuevo al que se
enfrentd, con el desarrollo de nuevos mecanismos de resistencia, empezando con
la penicilina y metilcilina hasta otros méas recientes como linezolid y daptomicina.
Los mecanismos de resistencia incluyen la inactivacion de antibiéticos por enzimas,
la alteracion estructural bacteriana con afinidad disminuida por el antibiético y
bombas de eflujo (Okano, 2009).

Complejos mecanismos de resistencia bacteriana han sido adquiridas por S.
aureus a través de mutaciones espontaneas y seleccion positiva. La deteccion de
nuevos mecanismos de resistencia son un respaldo importante para la vigilancia de
la susceptibilidad antibidtica en S. aureus y el desarrollo de nuevos tratamientos
eficaces (Okano, 2009).

4.3.2 Pseudomonas aeruginosa.

El género Pseudomonas esta integrado por numerosas especies,
ampliamente distribuidas en la naturaleza, el suelo, el agua y en todo lugar donde
exista materia organica en descomposicion. Pseudomonas aeruginosa es la Unica
gue en el hombre y los animales reviste una enorme importancia clinica, aunque
raramente constituye el agente primario de la enfermedad.El aislamiento en cultivo
puro de P. aeruginosaes un fuerte indicio de patogenicidad, en especial en

pacientes con tejidos debilitados por quemaduras o traumas, con heridas,
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neoplasias, inmunosuprimidos o con antecedentes de tratamiento con antibiéticos y
corticoides, por la resistencia que presenta esta bacteria a numerosos antibioticos
(Stanchi, 2007).

4.3.2.1 Caracteristicas de cultivo y bioquimicas.

Es un bacilo aerobio estricto, utiliza el oxigeno como aceptor final de
electrones, aunque puede crecer en un ambiente anaerébico empleando nitratos
como aceptor terminal de electrones. No tiene exigencias nutritivas y crece en
medios comunes de laboratorio. Se desarrolla entre los 10 y 42°C. Se desarrolla en
24 horas a pH 7 (Stanchi, 2007).

4.3.2.2 Resistencia bacteriana.

Pseudomonasaeruginosa es intrinsecamente resistente a muchos
antibidticos por la baja permeabilidad de su membrana externa, la expresion de
varias bombas de eflujo y la produccion de enzimas que inactivan antibioticos.
También es capaz desarrollar o adquirir nuevos mecanismos de resistencia a
antibidticos. Esto se debe a la gran versatilidad de su genoma ademéas de su
distribucién en habitats acuaticos que constituyen una reserva para bacterias que
acarrean otros genes asociados con resistencia bacteriana. Las infecciones
causadas por cepas resistentes son de interés en muchos hospitales alrededor del
mundo ya que estdn asociados con aumentos en indices de mortalidad,
bacteremias secundarias y tiempo de hospitalizacion, asi como un aumento

considerable en costos de salud (Mesaros et al., 2007).
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4.4 Cultivo de bacterias.

Consiste en propagar bacterias brindandoles las condiciones ambientales
adecuadas. Las bacterias adaptadas al hombre y a los animales tienen la capacidad
de desarrollarse en medios nutritivos fuera del hospedador (in vitro) (Stanchi, 2007).

4.4.1 Medio de cultivo.

Es una mezcla equilibrada de componentes nutricionales que reunen la
condiciones para la multiplicacion in vitro de los gérmenes que alli se siembran.
Contiene una fuente de carbono, nitrégeno y azufre, una fuente mineral, y factores
de crecimiento que la bacteria es incapaz de sintetizar como ciertos aminoacidos,
purinas, pirimidinas y vitaminas. Ademas durante el crecimiento se deben regular el

pH, la temperatura, la concentracion de sales y la potencia ionica (Stanchi, 2007).

4.4.2 Medio de cultivo BHI (Brain Heart Infusion).

Es un medio de uso general adecuado para el cultivo de una amplia variedad
de tipos de organismos, incluidas bacterias, levaduras y hongos filamentosos, a
partir de muestras clinicas. Se ha utilizado como medio base para las nuevas
féormulas de medios de cultivo cuando se suplementa con sangre o agentes
selectivos. El agar sin suplemento se recomienda actualmente como medio
universal para bacteriologia aerobia a partir de muestras clinicas y no clinicas. El
agar BHI obtiene los nutrientes de la infusion de cerebro y corazon, la peptona y la
glucosa. Las peptonas y la infusion son fuentes de nitrégeno orgéanico, carbono,
azufre, vitaminas y sustancias de traza. La glucosa es la fuente de hidrocarburos
gue los microorganismos utilizan mediante fermentacion. Se utiliza fosfato di sodico

como tampon en el medio (Becton, Dickinson and Company, 2013).
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V. MATERIALES Y METODOS.

5.1 Area de trabajo:

Laboratorio de Microbiologia, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ),
USAC.

5.2Recursos Humanos:

e Estudiante tesista

e Personal de laboratorio

5.3 Recursos Biolégicos:

Cepas de Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa aisladas y

proporcionadas por el Laboratorio de Microbiologia FMVZ, USAC.

5.4 Materiales y equipo:

5.4.1 Materiales de oficina.

e Cuaderno de notas.
e Computadora.

e Hojas papel bond

e Impresora

e Lapiceros
17



e Camara fotografica

5.4.2 Materiales y equipo de laboratorio.

e Tanque de oxigeno.

e Flujémetro.

e Mangueras de conduccion.

e Sondas de alimentacion.

e Asa bacteriolégica de nicromo.

e Generador de ozono Doktor Ozono CVTOX.
e Guates de latex.

e Incinerador de asas

e Nefelometro.

e Medio de cultivo BHI en placas de petri.
e Agua destilada.

e Campana bacterioldgica de flujo laminar.

e Incubadora.

5.5 Criterios de inclusion.

5.5.1 Seleccion de cepas.

Cepas bacterianas con baja susceptibilidad a farmacos antimicrobianos:
tanto P. aeruginosa como S. aureus son resistentes a una amplia gama de
antibidticos, la resistencia es desarrollada naturalmente y potenciada por malas

practicas de uso.
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Diferencias estructurales: Las bacterias Gram + (S. aureus) y Gram — (P.
aeruginosa) presentan diferencias estructurales en su membrana celular que
influyen en la efectividad de tratamientos conocidos y experimentales. Ambos
grupos deben ser incluidos en experimentos sobre efectos bactericidas.

5.5.2 Seleccién de concentraciones de ozono.

Las propiedades beneficiosas del ozono se obtienen aplicandolo a una
concentracion entre los 25 - 80 mg/L. La capacidad de obtener una concentracion
deseada de ozono depende del generador y el flujometro del tanque de gas. Por
estos motivos se seleccionaron concentraciones de 25, 35 y 50 mg/L que se
encuentran dentro del rango terapéutico y se pueden obtener con el generador de

ozono disponible.

5.6 Método.

5.6.1 Resiembra de cepas.

La resiembra de las bacterias se llevd a cabo segun el protocolo del
Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
USAC. El medio de cultivo elegido para la siembra fue BHI. Ambas cepas
bacterianas, conservadas en refrigeracion en el banco de cepas, fueron sembradas
por separado usando el método de siembra masiva en dos placas con agar sangre.
Después de ser incubadas durante 24 horas a 37°C, no hubo contaminacion con

otro microorganismo y se procedio con la fase experimental.
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5.6.2 Fase experimental.

5.6.2.1 Exposicion de las bacterias a gas ozono.

Cada cepa bacteriana en estudio fue suspendida en agua destilada en tubos
de ensayo usando el asa bacterioldégica de nicromo. Se uso el asa hasta alcanzar
una concentracion de 0.5 medidas de turbidez nefelométricas (15x107 UFC/ml) en
el agua destilada de cada tubo, siendo esta la concentracion bacteriana estandar
para siembra empleada en el Departamento de Microbiologia de la FMVZ. Al agua
destilada de cada tubo se le aplico un flujo constante de gas ozono durante tres
minutos. Estudios previos realizados con otras especies bacterianas y
concentraciones bajas de ozono (0.4mg/L), concluyen que después de un minuto de
exposicion se elimina la mayoria de bacterias y después de tres minutos son
totalmente eliminadas. La exposicibn a ozono se repitid6 cinco veces para cada
concentracion (25, 35 y 50 mg/L). Por cada vez que se usaron las tres
concentraciones en distintos tubos, se realizé un control negativo que no fue
expuesto a ozono. Se utilizaron en total veinte tubos por cada cepa, cinco tubos
para cada concentracion y cinco para los controles.

La ozonizacion del agua destilada se realizé con una sonda de alimentacién
estéril cuyo extremo distal se introdujo hasta el fondo del tubo de ensayo para
asegurar una distribucion homogénea del ozono. El otro extremo de la sonda de

alimentacion estéril iba conectada al extremo terminal del generador de ozono.

Después de ozonizar el agua destilada, se sembro una asada de cada tubo
en un cuadrante de placa de petri con agar BHI. Después de 24 horas de
incubacion a 37°C, se realizo la lectura de las placas de petri para determinar si el

ozono tuvo un efecto bactericida y el porcentaje de efectividad de cada
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concentracion. La variable a medir fue de tipo cualitativa nhominal (la presencia o
ausencia de colonias bacterianas en el agar BHI incubadas durante 24 horas a
37°C).

5.6.2.2 Recopilacion de resultados por repeticion.
La tabla de datos se utiliz6 para recolectar los resultados positivos y
negativos de cada concentracion de ozono utilizada contra las cepas bacterianas,

ademas de los controles negativos del estudio (Ver anexo 2).

5.7 Anédlisis estadistico.

Se realiz6 un estudio no probabilistico a conveniencia, utilizando estadistica
no paramétrica. Se realizé el analisis estadistico por medio de la prueba de
hip6tesis de una variable binomial con un nivel alfa del 0.05 y una confianza de
95%.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Determinacion del efecto bactericida.

La importancia del presente estudio radica en la validacion de la
ozonoterapia como una alternativa terapéutica natural, eficaz, econOmica y
disponible para el tratamiento contra microorganismos patdogenos de importancia en
medicina veterinaria. Debido al aumento de la resistencia bacteriana resultante del
incremento en la presion selectiva por el uso de antibidticos, es necesario realizar
estudios que validen la aplicacion de la ozonoterapia en medicina veterinaria. Para
evaluar la actividad bactericida se usé el método de inyeccion de gas ozono (Oizumi
et al., 1998). El método fue viable y reproducible para evaluar el efecto bactericida
de las tres concentraciones, por lo que es util saber que este método es aplicable
en su totalidad para la realizacidbn de bioensayos contra patdégenos aislados de

casos clinicos veterinarios.

En este estudio se seleccionaron tres concentraciones de ozono (25,
35, 50 mg/L) en base a estudios de ozonoterapia en humanos, por la poca
informacion sobre la actividad del ozono contra patégenos de importancia en
medicina veterinaria y por poder generarlas con el equipo disponible. Las cepas de
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa fueron expuestas a las tres
concentraciones de gas ozono (25, 35 y 50mg/L), la exposicién de cada repeticion
fue de 3 minutos. Se realizaron cinco repeticiones con cada concentracion de gas
ozono en tubos de ensayo individuales ademas de los cinco tubos de control
negativo para cada cepa para un total de cuarenta tubos. Después se sembrd una
asada de cada tubo en agar BHI en placas de petri. Las siembras fueron incubadas

a 37°C durante 24 horas, obteniendo los siguientes resultados.
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Como se observa en los cuadros 1y 2, las tres concentraciones de 0zono
utilizadas durante el experimento fueron activas contra ambas cepas bacterianas y
existe una relacion concentracion-efecto del gas ozono contra bacterias. Los
resultados demostraron que los controles negativos fueron adecuados ya que en
todas las repeticiones se observd actividad positiva que resulté en saturacion del
medio de cultivo BHI.Con la concentracién de ozono de 25mg/L utilizada contra la
cepa de S. aureus, se obtuvo una efectividad del 80%, permitiendo el crecimiento
bacteriano en 20% de las siembras. Al usar 25mg/L de concentracion de ozono
contra la cepa de P. aeruginosa el resultado fue el mismo.

La concentracion de ozono de 35mg/L utilizada contra la cepa de S. aureus
obtuvo una efectividad de 60%, permitiendo el crecimiento de colonias en un 40%
de las siembras. Al usar la misma concentracion contra la cepa de P. aeruginosa
se obtuvo un efecto positivo del 80% y crecimiento bacteriano en 20% de las

siembras.

Como se observa en los cuadros 1 y 2, la concentracion de ozono de 50
mg/L fue mas efectiva contra ambas cepas bacterianas en comparacion con las de
25y 35 mg/L, ya que en el 100% de las siembras se obtuvo un resultado positivo

del ozono sin crecimiento bacteriano.

23



Cuadro 1. Determinacion del efecto bactericida del ozono

Staphylococcus aureus.

Namero de Concentracion de ozono.
siembra 25mg/L 35mg/L 50mg/L Control.
1 + + - +
2 - + - +
3 - - - +
4 - - - +
5 - - - +
% de efectividad 80% 60% 100% /

() = No hay crecimiento o actividad positiva.

(+) = Si hay crecimiento o actividad negativa.

Cuadro 2. Determinacion del efecto bactericida del ozono

Pseudomonas aeruginosa.

Numero de Concentracion de ozono.
siembra 25mg/L 35mg/L 50mg/L Control.
1 + + - +
2 - - - +
3 - - - +
4 - - - +
5 - - - +
% de efectividad 80% 80% 100% /

(-) = No hay crecimiento o actividad positiva.

(+) = Si hay crecimiento o actividad negativa.
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En las dos siembras de S. aureus expuestas a 0zono a una concentracion de
35mg/L en las cuales hubo crecimiento bacteriano, solo se observaron diez
colonias, cinco por cada siembra. En la siembra de S. aureus expuesta a 0zono a
una concentracion de 25mg/L donde hubo crecimiento de bacteriano, se observaron
ciento ocho colonias en una distribucion similar a la de los controles negativos. Por
este motivo, desde un punto de vista cualitativo, se considera que la concentracion

de 35 mg/L es mas efectiva que la de 25mg/L contra S. aureus.

En las dos siembras de P. aeruginosa expuestas a concentraciones de 25y
35 mg/L de ozono donde hubo crecimiento bacteriano, se observaron ocho y nueve
colonias, respectivamente. La efectividad de ambas concentraciones de ozono es
similar contra esta cepa bacteriana. La concentracion de ozono de 50 mg/L es la
gue puede considerarse como la alternativa bactericida mas indicada contra S.
aureus y P. aeruginosa por su efectividad demostrada en este estudio. Ya que
ambas bacterias son ubicuas, multiresistentes, oportunistas y asociadas a
infecciones nosocomiales reincidentes dificiles de controlar, es de utilidad saber que
son sensibles al gas ozono, por lo que la ozonoterapia puede ser considerada como

una alternativa para el tratamiento de infecciones asociadas a estos patégenos.

La informacién generada en este estudio valida la actividad bactericida del
ozono en medicina veterinaria. Ademas de la potencial aplicacion clinica de estos
resultados, este estudio es el punto de partida para otras investigaciones, ya que es
necesario validar el efecto bactericida del ozono contra otros microorganismos
ademas de sus beneficios en patologias no infecciosas, tanto en animales de

compariia como de animales de produccion.

La ozonoterapia ofrece ventajas como no inducir ningun tipo de resistencia
bacteriana, no requiere de un periodo de retiro para los productos y subproductos

de origen animal, no tiene efectos secundarios adversos y tiene multiples vias de
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aplicaciéon ademas de poderse generar a diferentes concentraciones, permitiendo
adaptar los tratamientos para mascotas pequefias 6 animales de produccién de
gran tamafio. Por todos estos motivos se deben realizar més estudios de
laboratorio y ensayos clinicos que permitan conocer todas las aplicaciones y

protocolos de aplicacion del ozono en medicina veterinaria.
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VIl. CONCLUSIONES

Se confirmé la actividad bactericida de las tres concentraciones (25, 35 y
50mg/L) de gas ozono contra Staphylococcus aureus y Pseudomonas

aeruginosa.

La concentracién de ozono mas efectiva fue la de 50 mg/L ya que tuvo un
100% de efectividad in vitro contra S.aureus y P. aeruginosa. Para esta

concentracion se rechaza la hipétesis nula con ambas cepas.
Las concentraciones de ozono de 25y 35 mg/L tienen menores porcentajes
de efectividad que la de 50mg/L contra S. aureus y P. aeruginosa, para estas

concentraciones se acepta la hipotesis nula con ambas cepas.

La ozonoterapia puede ser utilizada en medicina veterinaria como un agente

bactericida alternativo a antibioticos.
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VIll. RECOMENDACIONES

Evaluar el efecto bactericida del ozono contra otros microorganismos

(bacterias, virus, hongos, protozoos) aislados de casos clinicos veterinarios.

Determinar el espectro de susceptibilidad in vitro usando mas cepas de cada

especie bacteriana.
Evaluar otras actividades del ozono (inmunomoduladora, antiinflamatoria,
analgésica, cicatrizal) en estudios clinicos que validen el uso de la

ozonoterapia en medicina veterinaria.

Evaluar la efectividad in vivo de la ozonoterapia contra las infecciones

causadas por Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa.

Disefiar protocolos de tratamiento para animales basados en los resultados

obtenidos de los estudios realizados con gas ozono.
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IX. RESUMEN

Se evalug el efecto bactericida in vitro de tres concentraciones de gas 0zono
(25, 35 y 50 mg/L) contra las bacterias Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa. Se utilizé el método de inyeccion de gas ozono en tubos de ensayo
para exponer las bacterias diluidas en agua destilada al ozono. Se sembré una
asada de cada tubo en placas de petri con agar BHI que después fueron incubadas
a 37°C durante 24 horas. Se demostro actividad de las tres concentraciones contra
ambas bacterias. La concentracion de 50 mg/L demostré ser la mas eficaz para
eliminar ambas bacterias ya que en las repeticiones en las que se utiliz6 esta
concentracion no hubo crecimiento bacteriano de ninguna cepa. Las
concentraciones de 25 y 35 mg/L permitieron el crecimiento bacteriano de ambas
cepas y se considera que tienen una efectividad inferior a la concentracion de 50
mg/L. Esto nos permite afirmar que existe una relacion concentracién-efecto en la
actividad bactericida del ozono. La informacion obtenida de este estudio, valido la
actividad biolégica del ozono en medicina veterinaria. Ademas de la aplicacion
clinica de estos resultados, la informacién obtenida es un punto de partida para
diversas investigaciones que respalden el uso de la ozonoterapia como parte del

tratamiento de patologias infecciosas en medicina veterinaria.

29



SUMMARY

The in vitro bactericidal effect of three ozone gas concentrations (25, 35 and
50 mg/L) against Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa was evaluated
The ozone gas injection method (Oizumi et al. 1998) was used in test tubes to
expose the previously diluted in distilled water bacteria to ozone gas. Bacteria from
each tube were planted in Petri dishes that contained BHI. Later they were
incubated at 37°C for 24 hours.

Activity from the three ozone gas concentrations against both bacterial strains
was demonstrated. The 50 mg/L concentration proved to be the most effective to
eliminate both bacterial strains, since it did not allow any bacterial growth in any
repetition during the test. The 25 and 35 mg/L ozone gas concentrations allowed
the growth of both bacterial strains and are considered to have an inferior
effectiveness to the 50 mg/L concentration.  The information obtained from this
study validated the biological activity of ozone in veterinary medicine. Besides the
clinical application of these results, they are a starting point for diverse investigations
that might back up de use of ozone gas as part of the treatment of infectious

pathologies in veterinary medicine.
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Anexo 1. ABREVIATURAS Y ACRONIMOS.

e FMVZ: Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.

e Ho: hipotesis nula.

¢ mg/L: miligramos/Litro.

e nm: nanémetros.

e ppm: partes por millon.

e UFC/ml: unidades formadoras de colonias/mililitro.

e USAC: Universidad de San Carlos de Guatemala.

Anexo 2. HOJA DE RECOPILACION DE DATOS POR REPETICION.

Cepa/Concentracién

de Ozono

Control.

Baja (25 mg/L)

Media (35 mg/L)

Alta (50
mg/L)

Staphylococcusaure

us

Pseudomonasaerug

inosa
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Repeticiones

25mg/L 35mg/L 50mg/L
H Crecimiento 1 2 0
B No crecimiento 4 3 5

Anexo 3. EVALUACION DEL EFECTO BACTERICIDA IN VITRO DE TRES
CONCENTRACIONES DE OZONO CONTRA Staphylococcus aureus.

6
5
5
n 4
e
3
2
(8]
= 2
o
) 1
(a4
0
M Crecimiento 1 1 0
H No crecimiento 4 4 5

Anexo 4. EVALUACION DEL EFECTO BACTERICIDA IN VITRO DE TRES
CONCENTRACIONES DE OZONO CONTRA Pseudomonas aeruginosa.
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Anexo 5: CRECIMIENTO DE COLONIAS DE Staphylococcus aureus EN AGAR

BHI.
Siembra Concentracion de ozono.
25 mg/L 35 mg/L 50 mg/L
1 108 5 0
2 0 5 0
3 0 0 0
4 0 0 0
5 0 0 0
Total 108 10 0

Anexo 6: CRECIMIENTO DE COLONIAS DE Pseudomonas aeruginosa EN

AGAR BHI.
Siembra Concentracion de ozono.
25 mg/L 35 mg/L 50 mg/L
1 8 9 0
2 0 5 0
3 0 0 0
4 0 0 0
5 0 0 0
Total 8 9 0
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