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RESUMEN. El mecanismo de accién de los aceites vegetales ozonizados sobre los microorganismos no esta auin establecido.
Dada la naturaleza oxidante de sus principales componentes es posible que ocurran danos en los lipidos insaturados y las pro-
teinas que presentan grupos sulfhidrilos de los microorganismos. No existen evidencias que demuestren los posibles efectos
causados por aceites vegetales ozonizados sobre la membrana celular bacteriana, la que constituye uno de los sitios primarios de
ataque de numerosos agentes antimicrobianos de elevado poder oxidante. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto
del OLEOZONP® sobre la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923, en cuanto a la viabilidad, la permeabilidad de la membrana
plasmatica y posibles variaciones de su ultraestructura. A los 1, 3, 10 y 30 min de exposicién al OLEOZON®, se realiz6 un estudio
de susceptibilidad de los cultivos y se determind el contenido de iones K* liberados al medio por las células bacterianas, como
criterio de alteracion de la permeabilidad de la membrana plasmatica. Se realizaron exdmenes por Microscopia Electronica de
Transmision a muestras expuestas al OLEOZON® durante 30 min y 24 h para evaluar los posibles cambios ultraestructurales.
E1 OLEOZON® present6é un marcado efecto bactericida sobre la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923, que se manifestod
en una disminucién de la viabilidad de mas del 90 % desde el primer minuto de contacto. E1l OLEOZON® modificé la permeabi-
lidad de la membrana plasmatica de Staphylococcus aureus, al detectarse la pérdida del contenido intracelular de iones K* con
posterioridad a la afectacion de la viabilidad celular. Este medicamento alterd la ultraestructura de las células de Staphylococcus
aureus, al provocar la reduccion del contenido citoplasmatico, aunque no afect6 la integridad de la envoltura celular bacteriana.
Los cambios encontrados en la viabilidad, la permeabilidad celular y la ultraestructura de Staphylococcus aureus aumentaron
con el tiempo de exposiciéon al OLEOZON®.

ABSTRACT. The action mechanism of ozonized vegetable oils on microorganisms is still unknown. According to the oxidant
nature of its main components, damages are expected on unsaturated lipids and proteins containing sulfhydryl groups of mi-
croorganisms. There is no evidence of effects induced by ozonized vegetable oils on bacterial cell membrane, which is one of the
primary attack sites of several antimicrobial agents with a high oxidant power. The aim of this work was to evaluate the effect of
ozonized sunflower 0il (OLEOZON®) on Staphylococcus aureus ATCC 25923 strain, considering viability, cell membrane permeabi-
lity and possible ultrastructural changes. At 1, 3, 10, and 30 min of exposition to OLEOZON® a microorganism susceptibility study
was done. The content of potassium ions released to media by bacterial cells was employed as a criterion of alteration of the cell
membrane permeability. Analysis of transmission electron microscopy to samples exposed to OLEOZON® during 30 min and 24 h were
applied to evaluate possible ultrastructural changes. OLEOZON® showed a strong bactericidal effect on Staphylococcus aureus
ATCC 25923 strain, which was manifested in a reduction of the viability of more than 90 %, since the first minute of exposition.
OLEOZON® modified the cell membrane permeability of Staphylococcus aureus strain since a reduction of intracellular potassium
content took place after the lost of cell viability. This drug altered Staphylococcus aureus ultrastructure causing a reduction of
cytoplasmic content; nevertheless it did not affect the bacterial cell envelope integrity. The intensity of changes in viability, cell
permeability and ultrastructure on Staphylococcus aureus increased with the exposure time to OLEOZON®.

INTRODUCCION

El OLEOZON® es el primer aceite vegetal ozoni-
zado registrado como medicamento. Este producto ha
mostrado una eficaz actividad in vitro frente a especies
bacterianas Gram positivas y Gram negativas, asi como
frente a hongos filamentosos.! La actividad biolégica de

los aceites ozonizados se atribuye a especies peroxidicas.
Las principales especies peroxidicas trigliceridicas del
OLEOZON?® son: a-hidroxi-hidroperéxidos, peracidos,
a-aciloxi-hidroperéxidos y ozénidos.® Se plantea la
hipétesis de que ocurren danos en la membrana celular
debido a la oxidacién producida por los peréxidos y
afectaciones en complejos enzimaticos esenciales para
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la célula microbiana.® Se afirma ademas, que la actividad
del OLEOZON® puede deberse a un efecto téxico y no a
la interrupcién de un proceso metabdlico, como es gene-
ralmente el caso de los antibiéticos convencionales.?

El mecanismo de accién de los aceites vegetales ozoni-
zados sobre los microorganismos se desconoce, pero dada
lanaturaleza de sus principales compuestos es de esperar
que ocurran danos en las biomoléculas mas sensibles al
ataque oxidante, como son los lipidos insaturados y las
proteinas que presentan grupos sulfhidrilos. Otros com-
puestos con similar composicién o que contienen algunos
de los principales grupos funcionales presentes en los
aceites vegetales realizan su accién a través de estos dos
grupos de compuestos (lipidos y proteinas).”®

Un estudio reciente demostré que la oxidacién de
los grupos sulfhidrilos constituye uno de los danos pri-
marios asociados al efecto letal del OLEOZON® sobre
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa,’
sin embargo, no existen reportes que demuestren las
posibles afectaciones causadas por aceites ozonizados
a la membrana celular bacteriana, la que constituye
uno de los sitios primarios de ataque de antimicro-
bianos de elevado poder oxidante, como es el caso de
estos agentes.!?

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto
del OLEOZON?® sobre la cepa de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 en cuanto a: viabilidad, permeabilidad de
la membrana plasmética y ultraestructura.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion del inéculo de S. aureus

Se empled la cepa S. aureus ATCC 25923. Se utilizaron
cultivos de 16 a 18 h en caldo triptona soya, a los que
se les realizé una dilucién 1 : 10 en caldos frescos y se
incubaron durante 3 h a 35 °C. Los in6culos obtenidos
fueron lavados dos veces y resuspendidos en disolucién
estabilizadora de fosfato de sodio 0,01 mol/L. a pH 7,5;
con lo que se obtuvo una concentracién finalde0,5a 1- 10
unidades formadoras de colonias (UFC)/mL .

Preparacion del OLEOZON®

Se preparé una emulsién empleando OLEOZON®,
Tween 80 y disolucién estabilizadora de fosfato de sodio
0,01 mol/LapH 7,5 en proporciénde 3:2: 3 (v/v),alaque
posteriormente se le aplicé ultrasonido durante 15 min.

Exposicion del inéculo al OLEOZON®

Las suspensiones bacterianas se sometieron a la ac-
cién de una concentracion de OLEOZON® de 89 mg/mL. A
los 1, 3, 10 y 30 min, se tomaron muestras para los estudios
de viabilidad y permeabilidad y a los 30 min y 24 h para el
estudio por Microscopia Electrénica de Transmisioén.

Estudio de susceptibilidad

La evaluacion se realizé segiin el método de tiempo
de muerte.!! La mezcla de reaccién se preparé con 2 mL
de inéculo y 2 mL de OLEOZON?®. Posteriormente, las
muestras se centrifugaron a 6 500 rpm y los precipitados
resultantes se lavaron tres veces y resuspendieron en 900
wL de disolucién estabilizadora de fosfato de sodio 0,01
mol/L a pH 7,5. Se extrajeron 100 uL. de muestra para
efectuar el conteo de viables en agar triptona soya. La
incubacién se efectud a 35 °C durante 24 h. Como control
se empled una emulsién de aceite de girasol con Tween
80 y disolucién estabilizadora de fosfato de sodio 0,01
mol/L a pH 7,5 en proporciéon de 3 : 2 : 3 (v/v), a la que
posteriormente se le aplicé ultrasonido durante 15 min.

Cada anaélisis se realizé cuatro veces y los resultados se
evaluaron mediante andlisis de varianza con el auxilio
del programa Statgraphics Plus version 5.0.

Estudio de permeabilidad de la membrana plasmatica

Este estudio se realiz6 a través de la determinaciéon
de la concentracién de iones potasio (K*) en el medio
extracelular. El liquido sobrenandante de la mezcla de
reaccion y los lavados se utilizaron para determinar el
contenido de iones K* liberado al medio por las células
bacterianas. Las muestras inicialmente se sometieron a
una digestion acida, empleando una mezcla formada por
los acidos: nitrico, sulfurico y perclérico en proporcién
de 10:4:1. Luego de digeridas, se realiz6 la determina-
cién de la concentracién de iones K* en las muestras
mediante espectrometria de absorcién atémica con
llama aire-acetileno y fotometria de llama, en un equipo
Solar 919 (UNICAM). Las condiciones experimentales
empleadas fueron: longitud de onda de 768 nm; flujos
de aire y acetileno de 4,6 y 1,0 L/min respectivamente.
Cada analisis se realiz6 cuatro veces. Se empleé el
programa Statgraphics Plus versién 5.0. para compa-
rar los valores medios del contenido de iones K* a los
diferentes tiempos de contacto mediante el anélisis
de varianza.

Estudio por Microscopia Electronica de Transmision

Las pastillas resultantes de la centrifugacién se fija-
ron en glutaraldehido 2,5 % en disolucién amortiguadora
de cacodilato de sodio 0,1 mol/La pH 7,4 y posteriormente
con tetréxido de osmio 1 % en la misma disolucién
amortiguadora. Se realizé la deshidratacion en etanol
y la inclusién en resina Spurr. Los cortes ultrafinos se
contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo y
se observaron mediante un Microscopio Electrénico de
Transmisién JEOL JEM 100 S (Jeol, Japén) a 80 KV .

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio de susceptibilidad

En el estudio de susceptibilidad de la cepa S.
aureus ATCC 25923 al OLEOZON® se observé un
marcado efecto bactericida del medicamento sobre
el microorganismo (Fig. 1).

—&@— Tratada con OLEOZON®

—m—Tratada con aceite de girasol

0 10 20 30 40
Tiempo (min)
Fig. 1. Susceptibilidad de S. aureus al OLEOZON® (89 mg/

mL) mediante el método de tiempo. Cada valor representa el
promedio de cuatro determinaciones. (N cantidad de UFC).
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Transcurrido el primer minuto de contacto entre la
cepa bacteriana y el medicamento se alcanzé una letali-
dad superior al 90 %, lo cual representa una diferencia
estadisticamente significativa respecto al nimero inicial
de células viables. A los 30 min de tratamiento se logré la
inactivacion cercana al 99,9 % de la poblacién inicial, lo
que demuestra la elevada sensibilidad que presenta este
microorganismo al OLEOZONP®. La muestra tratada con
aceite de girasol no mostré variaciones estadisticamente
significativas durante los 30 min de contacto respecto
al numero inicial de microorganismos.

Estudio de permeabilidad de la membrana plasmatica

La pérdida del contenido intracelular de iones K* es
un indicador eficiente de la alteracién de la permeabi-
lidad celular bacteriana como respuesta a la accién
de determinados agentes antimicrobianos.!?!® Al en-
frentar la cepa de estudio a una concentracién letal de
OLEOZONP® de 89 mg/mL, no se apreciaron diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control
tratado con aceite de girasol durante 3 min de contacto
(Fig. 2). A los 10 min se observé una acumulacién de
iones K* en el medio extracelular, significativamente
superior al detectado en el control para el mismo tiempo
de contacto (p < 0,01). Esta diferencia se incrementé a
los 30 min, lo que evidencia que la causa del flujo de
salida de iones K* debe ser la accién de los compuestos
presentes en el OLEOZON®.

K* (mglL)
18 1

14 1

10
—— Tratada con OLEOZON®

—m— Tratada con aceite de girasol
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Fig. 2. Efecto del OLEOZON® (89 mg/mL) en la liberacién de
iones K*. Cada valor representa el promedio de cuatro deter-
minaciones.

Alrelacionar estos resultados con los obtenidos en el
estudio de susceptibilidad empleando una concentraciéon
de OLEOZON® de 89 mg/mL (Fig. 2), se aprecia que la
liberaciéon de iones K* se detecta con posterioridad a la
pérdida de viabilidad de mas del 99,9 % de las células
expuestas, lo que sugiere que la alteracién de la per-
meabilidad celular causada por este antimicrobiano, es
un fenémeno que se evidencia luego de la pérdida de la
capacidad de multiplicacién de las bacterias.

No existen reportes sobre posibles alteraciones en
la membrana celular causadas por aceites ozonizados.
Sin embargo, empleando ozono se han detectado
alteraciones en la permeabilidad de la membrana de E.
coli® y Euglena gracilis.'* En ambos casos, se atribuye la
alteracién a los danos oxidativos causados por el ozono
sobre los lipidos y proteinas de membrana. La gravedad

de las lesiones impide que la membrana pueda ejercer
su funcién de barrera, con lo que se origina un flujo no
controlado de iones K*, que obedece al gradiente de
concentracion creado por la célula empleando un trans-
porte activo. Danos similares podrian ocurrir al actuar
los compuestos presentes en el OLEOZON® sobre las
membranas, ya que presentan un alto poder oxidante,
aunque inferior al del ozono.?

Estudio por Microscopia Electronica de Transmision

Las imagenes obtenidas mediante Microscopia Elec-
tréonica de Transmisién muestran que el OLEOZON®
provocé la pérdida de parte del contenido citoplasmatico
de las células, con lo que se observaron espacios vacios
entre la envoltura celular bacterianay el citoplasma (Fig. 3).
Este fenémeno aumenté con el tiempo de exposicion al
OLEOZON®, no solo en cuanto a la cantidad de células
afectadas, sino también, en cuanto a la severidad de la
lesion ocasionada: alos 30 min de exposicion, se observd
en muchas células bacterianas (Fig. 3B); mientras que
a las 24 h, la mayoria de las células presentaron una
pérdida considerable de su contenido citoplasmético y
una mayor separacién entre la membrana plasmatica y
el citoplasma (Fig. 3C).

Fig. 3. Células de Staphylococcus aureus ATCC 25923. A) Cultivo
control no tratado. B, C) Cultivos tratados con OLEOZON®.
B) 30 min de exposicion, C) 24 h de exposicion. Saetas zonas
de retraccion citoplasmadtica.
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La pérdida de material citoplasmatico se considera
un indicador de dano grueso e irreversible de la mem-
brana plasmaética y otros autores han reportado este tipo
de dano en cultivo bacterianos después del tratamiento
con agentes antimicrobianos.!® Sin embargo, en ningu-
na de las muestras estudiadas se observé dano a nivel
de la envoltura celular bacteriana (Fig. 3). Esto puede
atribuirse a las condiciones de preparacién empleadas
(fijacién quimica e inclusién en resina) y al Microscopio
Electréonico que se utilizé, cuyo voltaje de aceleracion es
de 80 kV, pero no puede descartarse la posibilidad de que
la membrana plasmatica haya sido afectada.

La técnica de inclusién en resinas, usada tradicio-
nalmente en los estudios de bacterias por Microscopia
Electrénica de Transmisién, se basa en la extraccién
del agua celular. Al extraerse el agua del interior de la
bacteria, la mayoria de las estructuras se encogen y
las macromoléculas cambian su configuracion. Actual-
mente, con el empleo de criotécnicas y criomicroscopios
electrénicos cuyo voltaje de aceleracién es de 200 kV, es
posible estudiar la estructura nativa hidratada de las
bacterias, ya que este tipo de técnicas permiten preservar
las estructuras de mayor ordenamiento como las capas
de la envoltura bacteriana.!

En trabajos encaminados a evaluar otros agentes anti-
microbianos en cultivos de Staphylococcus aureus, se ha
considerado el andlisis de la liberacion de potasio como un
indicador sensible de dano de la membrana plasmatica,!”
aun cuando por Microscopia Electrénica convencional la
envoltura bacteriana no esté afectada.?

La pérdida del contenido citoplasmatico detectada por
Microscopia Electrénica, unido con la pérdida de iones K*
demostrada en este trabajo, sugieren que el OLEOZON?®,
al igual que otros agentes antimicrobianos de elevado
poder oxidante, es capaz de alterar la permeabilidad
selectiva de la membrana plasmatica de S. aureus.

Estos resultados indican que el efecto letal del
OLEOZON® sobre S. aureus puede deberse a la inte-
rrupcién de uno o varios pasos metabdlicos en los que
toman parte enzimas que presentan grupos sulfhidrilos
u otros sensibles al ataque oxidante de los peroéxidos; a
la modificacién de sistemas de transduccién de senales
o ala alteracién de forma irreversible del balance redox
intracelular, siendo la alteraciéon de la permeabilidad
celular una consecuencia de estos procesos, o un evento
cronoldégicamente posterior causado también por la
accién directa de los peréxidos sobre los lipidos y
proteinas de membrana.

CONCLUSIONES

El OLEOZON® presenta un marcado efecto bacte-
ricida sobre la cepa de Staphylococcus aureus ATCC
25923, que se manifesté en cambios en cuanto a viabili-
dad, permeabilidad celular y ultraestructura, los cuales
aumentan con el tiempo de exposicién.

El OLEOZONP® provoca disminucién de la viabilidad
de S. aureus en mas del 90 % desde el primer minuto de
contacto y modifica la permeabilidad de la membrana
plasmatica de estas células, al detectarse la pérdida del
contenido intracelular de iones K* con posterioridad a
la afectacion de la viabilidad celular. Este medicamento
induce la reduccién del contenido citoplasmatico de
las células de S. aureus. En las condiciones de trabajo
empleadas no se observa afectaciéon de la integridad de
la envoltura celular bacteriana.
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TRATAMIENTS DE AGUA

Se aplican experiencias de mas de 27 anos de trabajo en el estudio de la Quimica
y las Aplicaciones del Ozono, fundamentalmente en el tratamiento de agua, tanto
en potabilizacién como en el desarrollo de tecnologias de desinfeccion.

Se cuenta con soluciones aplicables en industrias farmacéuticas, biotecnolégicas,
alimentarias, cosmética, del turismo y embotelladoras de agua mineral y bebidas, asi
como en instituciones hospitalarias y de investigacion cientifica, en la cria de animales
para laboratorios y muchas otras.

Obtencion de agua potable
Se posee gran experiencia en la obtencién de agua potable con ozono, la cual se aplica
en muchas plantas embotelladoras en Cuba.
Las fuentes de abasto pueden ser subterraneas o superficiales. En este ultimo caso,
el tratamiento incluye la decoloracién.
El fuerte caracter oxidante y desinfectante del ozono permite:
e Disminucion o eliminacion efectiva de olores, sabores y de color.
* Reduccién de la concentracién de metales pesados, entre otros, hierro y manganeso
a niveles muy bajos.
* Control de contaminantes organicos e inorganicos.
* Destruccion efectiva y rapida de bacterias e inactivacién de virus.
* Reduccién de la cantidad de cloro necesaria para mantener la concentracién residual
requerida de desinfectante, lo que reduce la formacién de productos clorados que son
toxicos.

Tratamiento de aguas de piscina

Se cuenta con un sistema desarrollado para el tratamiento de agua de piscina
en condiciones tropicales, aplicable a piscinas en funcionamiento y a nuevos proyectos,
el cual garantiza: mejor desinfeccién, ausencia de irritacion por subproductos de la cloracién, segu-
ridad para los banistas y razonable costo de operacion.

Tratamiento de aguas residuales de actividades industriales

El ozono es cada vez mas usado para el tratamiento de aguas residuales domésticas
e industriales debido a sus numerosas ventajas: disminucion de contaminantes organicos
e inorganicos, control del olor y el color, incremento de la biodegradabilidad, efectividad
en la desinfeccién, redso de efluentes en los tratamientos terciarios.

Investigaciones y Tecnologias
La experiencia acumulada posibilita ofrecer:
e Estudios del problema y propuestas de solucién.
* Diseno y construccion de la tecnologia a la medida.
* Montaje y puesta en marcha.
* Evaluacion de la tecnologia.
* Servicios garantizados de postventa.

Centro de Investigaciones del Ozono
Calle 230y 15, No. 1313, Siboney, Playa, Apartado Postal 6412, Ciudad de La Habana, Cuba.

Teléfonos: (53-7) 271-9264; 271-2089. Fax: (53-7) 271-0233. E-mail: ozono@infomed.sld.cu  http://www.ozono.cubaweb.cu



