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RESUMO: Objetivos: Criar um modelo experimental in vitro para estudar isolada e controladamente o efeito direto de alguns gases
utilizados em video-laparoscopia sobre o crescimento bacteriano, além de comparéa-los ao efeito do ozdnio, um gés sabidamente
bactericida. M étodo: Exposicdo de grupos de quinze laminocultivos do tipo URIBAC (Probac do Brasil, Sdo Paulo/Brasil), semeados
com uma de trés cepas das seguintes bactérias. Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, e Staphylococcus aureus. A concentragéo
utilizada de bactéria foi de 10* ufc/ml, o tempo de exposicéo foi de uma hora, o fluxo dos gases e a pressdo foram mantidos constantes
em 2L/m e 11 mmHg, respectivamente. Os gases utilizados foram o dioxido de carbono e o hélio na concentragdo de 99,99% para
ambos, 0 0zénio a 0,4% e ar comprimido como controle. Foram também deixados um grupo de quatro placas de cada bactéria sem
exposi¢cdo aos gases como um controle da técnica de diluicdo. A leitura foi realizada ap6s vinte e quatro horas em estufa. Resultados:
O ozbnio promoveu esterilizacdo de 100% dos laminocultivos; os demais gases ndo alteraram significativamente nenhuma das culturas
em relagdo aos controles. Conclusdes: O modelo de exposicao criado é pratico e eficiente. Os gases atualmente utilizados para a
realizagdo do pneumoperitdnio ndo apresentam efeito bactericida significativo sobre as bactérias testadas. O Ozbnio tém efeito
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bactericida superior aos demais gases estudados (Rev. Col. Bras. Cir. 2005; 32(1): 12-14).

Descritores: Ozonio; Gases- Uso terapéutico; Gases- Administragdo & dosagem; Crescimento bacteriano.

INTRODUCAO

O advento da video-laparoscopia como op¢éo
diagndstica e terapéutica gerou questionamentos quanto a
sua viabilidade e seguranca em diversas situactes clinicas,
parti cularmente em doentes portadores deinfecgo peritonial.

Resultados conflitantes de estudos clinicos'? e mes-
mo experimentais*® chamaram aatencéo dapresencadedife-
rentes variaveis envolvidas no bindmio video-laparoscopiae
peritonite. A defesa humoral, peritoneal e sistémica e a sua
interagdo com o pneumoperiténio induzido, o tempo deinsta-
lac8o da peritonite, a gravidade dos pacientes, assim como
diferencas entre os gases utilizados em video-cirurgia, além
de outros fatores, poderiam explicar a heterogeneidade dos
resultados. Salienta-se com isso aimportancia da investiga-
¢80 experimental paraisolar cadaumadestasvariaveiseche-
gar aresultados mais conclusivos ou pelo menos de maisfécil
interpretacao.

Além do didxido de carbono e do hélio, habitualmen-
te utilizados em video-laparoscopiaexistem outros gases me-
dicinais, ainda ndo aproveitados em cirurgias, mas usados
com finalidade terapéutica em outras situaces. Exemplos
destes s8o a hi peroxigenacdo de tecidosinfectados em cama-
ras hiperbéricas e o uso do ozdnio. A incorporacdo de alguns

destes gases a prética da video-laparoscopia poderia trazer
beneficios importantes, além de promover maior seguranca
dasua utilizagdo navigénciade peritonite.

Os objetivos deste trabalho sdo:

1 - Criar um modelo de exposi¢do de bactérias
a gases.

2-Andisar osefeitosde gasesjautilizados em video-
cirurgiacomo o dioxido de carbono e o hélio sobre o cresci-
mento bacteriano.

3 - Comparar o efeito daquel es gases ao ozonio.

METODO

O trabalho foi realizado na Unidade de Técnica Ci-
rurgicae CirurgiaExperimental (UTECE) do Departamento de
Cirurgia e na Disciplina de Microbiologia da Faculdade de
Ciéncias M édicas da Santa Casa de S&o Paulo.

Foram utilizadas as seguintes cepas bacterianas:
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa.

Cada uma das trés cepas foi semeada em quinze
laminocultivosdo tipo URIBACA (Probac do Brasil, S&o Pau-
10/SP) e expostas logo em seguida a quatro diferentes tipos
de gases: ar comprimido, dioxido decarbono (CO,), hélio (He)
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Tabela 1 - Média aritmética (MA) dos resultados em unida-
des formadoras de col6nias por mililitros (ufc/ml) das cultu-
ras de E. coli expostas ao dioxido de carbono (CO,), hélio
(He), ozonio (O,) e ar comprimido (AC) e comparagéo des-
tas aos controles sem exposi¢ao a gases (C).

MA c
Co, 102 102
He 102 102
o, 0 102
AC 102 102

Fonte: Disciplina de Microbilogia— FCMSC-SP.

e 0zonio(O,). Além destes, foram semeados mais quatro
laminocultivos de cada cepa, sem exp6-losanenhum gas, uti-
lizados apenas como controle do crescimento das bactérias.

A concentragdo das bactérias utilizadafoi de 10*
unidades formadoras de col6nias por mililitros (ufc/ml) e o
tempo de exposi¢céo aos gasesfoi de umahora. Imediatamente
apGs aexposi ¢ao eram col ocadas em estufaa 37°C por vintee
guatro horas, e redlizada a leitura qualitativa e quantitativa
das culturas no dia seguinte. Nos casos de leitura negativa
para crescimento bacteriano, os laminocultivos eram
recolocados na estufa por mais vinte e quatro horas para con-
firmar estanegatividade.

As concentragBes dos gases utilizadas foram:
dioxido de carbono 99,99%; hélio 99,99%; 0z6nio 0,4% (99,6%
restante de oxigénio) e ar comprimido (21% oxigénio e 79%
nitrogénio).

O sistema de exposi¢ao aos gases foi por nds
ideslizado e confeccionado, utilizando cilindro deinox de 15cm
de diémetro por 30cm de comprimento, o que permitiaacondi-
cionar quinze laminocultivos por ensaio. A temperatura do
cilindro eraaferida continuamente durante os ensaios através
determémetro digital. O fluxo dosgasesatravésdo cilindroe
a pressdo interna do sistema eram mantidos continuamente
em 2 litros/min e 11 mm/hg, respectivamente.

Foi considerado como padréo deinibicéo decres-
cimento bacteriano a reducdo maior ou igual a duas casas
decimais na média aritmética das culturas quantitativas das
bactérias expostas e ndo expostas aos gases.

Tabela 2 - Média aritmética (MA) dos resultados em ufc/ml
das culturas quantitativas de S. aureus expostas ao dioxido
de carbono (CO,), hélio (He), ozonio (O,) e ar comprimido
(AC) e comparacéo destas aos controles (C) sem exposi¢cao
a gases.

Devido alinearidade dosresultados ndo foi necessa-
riaandlise estatistica.

RESULTADOS

Os resultados das culturas estédo demonstrados nas
Tabelas1,2e3:

DISCUSSAO

Apesar daampla utilizacdo da video-laparoscopia hd
mais de uma década, ainda hoje muitos questionamentos per-
sistem quanto aos efeitos do pneumoperitdnio sobre o pacien-
tecirdrgico. Particularmente na presencade peritonite, aprética
clinica da video- cirurgia ? e até estudos experimentais in
vivo*®, produziram resultados controversos quanto a segu-
ranga da sua utilizagdo e a sua influéncia sobre as defesas
peritoneais e sistémicas, além do seu efeito sobre o cresci-
mento bacteriano.

Propusemos neste estudo entdo um modelo experi-
mental original para estudar especificamente ainfluénciade
gasesja utilizados em video cirurgia (CO, e hélio) e também
comparé-los e introduzir o 0zonio, que tém propriedades
bactericidas. Tal estudo € o ponto de partida de umalinha de
pesquisaque visafuturamente a utilizagdo do 0zénio em video-
cirurgiade pacientes com peritonite. Assim, émdepor fima
discussdo sobre a seguranca da inducéo de pneumoperiténio
nestes pacientes, o gas participariadaterapéuticadaperitonite.

Os resultados encontrados neste estudo foram bas-
tante homogéneos dentro de cada um dos ensaios, demons-
trando assim ser adeguado o sistema de exposi¢do proposto.
Conseguimos um estudo verdadeiramente controlado. Por
outro lado identificamos dois grupos de gases distintos, o
primeiro de poucainfluénciasobre o crescimento bacteriano,
0 segundo de grande inibico de crescimento. No primeiro
grupo encontram-se 0 ar comprimido, o didxido de carbono e
0 hélio, no segundo o ozbnio.

Mantivemos controles das bactérias sem exposi¢ao
aos gasesjustamente para confirmar aviabilidade das cepase
adiluicdo obtida, evitando assim conclusdes erréneas.

Os resultados das culturas expostas aos gases foram
coerentes com 0s controles respectivos. As diferencas entre
as concentragBes de E. coli, S aureus e P. aeruginosa expos-

Tabela 3 - Média aritmética (MA) dos resultados em ufc/ml
das culturas quantitativas de P. aeruginosa expostas ao
dioxido de carbono (CO,), héelio (He), ozonio (O,) e ar com-
primido (AC) e comparacéo destas aos controles (C) sem
exposicao a gases.

MA c MA c

Co, 10° 10° co, 6,4x10? 7,75x10°
He 10° 10° He 7,6x107 7,75x10°
o, 0 10° o, 0 7,75x10°
AC 10° 10° AC 9,4x10° 7,75x10°

Fonte: Disciplina de Microbiologia— FCMSC-SP.

Fonte: Disciplinade Microbiologia— FCMSC-SP.
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tasao hélio, ao didxido de carbono e ao ar comprimido foram
menores que duas casas decimais ou iguais aos controles.
Assim, mesmo com possivei s variagdes no preparo das bacté-
rias, conseguimos concluir que estes gases ndo influenciaram
0 crescimento bacteriano.

No caso do 0z6nio, ndo houve crescimento bacteriano
algum das cepas expostas, mesmo com a concentracdo dos
control es ndo expostostendo variado de 10 a10° ufc/ml. As-
sim, concluimos ser este o Unico inibidor de crescimento
bacteriano entre os gases testados.

Osresultados homogéneos também tornaram desne-
cess&riaaandlise estatisticapois 0 0zénio mostrou-seinibidor
do crescimento bacteriano em 100% dos experimentos e 0s
demais gasesem 0%.

Em nenhum dos experimentos houve contaminagdo
por bactérias ndo semeadas. Ao final dos ensaios, 0 método
deidentificagdo de bactérias nos URIBA Camostrou-se efici-
ente e simples em sua execugéo.

E importante salientar que testamos um nimero res-
trito de bactérias muito inferior ao universo de agentesinfec-

Ciosos existentes. Deveréo ser testadas doses menores de
0z0nio em periodos mais curtos, paraque possamos avaliar o
seu efeito bactericida

Como dito anteriormente, aozonizagdo dacavidade é
umaidéiainovadorapara o tratamento de peritonites sem re-
gistro prévio em literatura.Porém, para comprovarmos a sua
eficaciaclinica, estudos subsequientes deverdo comparar seu
efeito aos efeitos in vivo dos demais gases utilizados em
videol aparoscopia.

As condicBes do presente trabalho nos permitem
concluir:

1) O sistemacriado de exposi¢ao de bactériasagases
mostrou-se prético e eficiente para realizag8o dos testes pro-
postos.

2) O didxido de carbono e o hédlio, atualmente utiliza-
dosem video cirurgia, ndo possuem efeito direto significativo
sobre o crescimento das bactérias testadas.

3) O 0zbnio é um potente inibidor do crescimento
bacteriano, sendo este efeito muito superior ao dos demais
gases testados.

ABSTRACT

Background: Our aim was to create an “in vitro” experimental model to study the direct effect of some gases used in
videol aparoscopy, on bacterial growth, and compare themto the effect of 0zone, a bactericidal gas. Methods: We performed
some assays with display of fifteen side cultures of URIBAC type (Probac do Brasil, Sao Paulo- Brasil) sown with one of the
threestrainsof different bacterias: Escherichia coli, Pseudomonasaeruginosa and Saphyl ococcusaureus. Bacterial concentration
was 10* ufc/ml. Exposure time was of one hour, with the flux of gases and the pressure kept constant in 2L/mm and 11mmHg,
respectively. The used gases were carbon dioxide and helium, in a concentration of 99,99% for both, ozone 0.4% and
compressed air as control. A group of four boards of each bacteria was | eft without display to the gases as a control for the
dilution technique. The reading was carried through twenty four hoursinincubator. Results: The ozone promoted sterilization
of 100% of the slide culture; the other gases did not promote significant changesin any of the slide cultures exposed to them,
including controls. Conclusions: The expository model bred is practical and efficient. The gases currently used do no exert
direct effect up on the tested bacteria. The ozone has a high bacterial effect, much greater than the other gases.

Key words: Ozone; Gases- therapeutic use; Gases- Administration & dosage; Bacterial growth.
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