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RESUMO

A mastite é uma inflamacédo da glandula mamaria, comumente transmitida durante a ordenha, que provoca alteragées
no leite e no tecido mamario, resultando em perdas econémicas significativas. Entre os prejuizos estao os custos com
medicamentos, descarte de leite, queda na producao e, em alguns casos, descarte do animal. Devido ao uso excessivo
de antibioticos e ao aumento de bactérias multirresistentes, torna-se fundamental buscar terapias alternativas
eficazes, sem depender de altas doses de antimicrobianos. Nesse contexto, foi avaliada a eficacia do 6leo de girassol
ozonizado nas concentracdes de 922 mEq, 490 mEq e 6leo in natura, utilizando os métodos de Concentracao Inibitoria
Minima (CIM) e Concentracao Bactericida Minima (CBM), contra isolados bacterianos de Klebsiella sp., Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Proteus sp. e Streptococcus uberis, provenientes de casos de mastite diagnosticados no
Laboratorio de Microbiologia da Unoesc, Campus Xanxeré. Os resultados mostraram que o 6leo ozonizado apresentou
atividade inibitoria contra todas as bactérias testadas nas concentracées de 922 mEq e 490 mEq. Os valores de CIM
variaram entre 0,025% e 13,1% para o 6leo 922 mEq e entre 0,025% e 6,55% para o 6leo 490 mEq. Além disso, os dleos
ozonizados demonstraram atividade bactericida em concentracdes de 0,82% a 1,64% para o 6leo 922 mEq e de 0,41% a
26,19% para o oleo 490 mEq. Contudo, o 6leo in natura ndo foi eficaz contra nenhuma das bactérias testadas. Esses
resultados destacam o potencial do 6leo ozonizado como terapia de suporte no tratamento da mastite, contribuindo
para reduzir o uso de antimicrobianos, diminuir custos com tratamento, mitigar a resisténcia bacteriana e aumentar a
vida produtiva dos animais, promovendo beneficios significativos para a salde animal e a sustentabilidade na pecuaria
leiteira.

Palavras-chave: ozonioterapia; mastite; bactericida; bacteriostatico.

ABSTRACT

Mastitis is an inflammation of the mammary gland, commonly transmitted during milking, which causes changes in milk
and mammary tissue, resulting in significant economic losses. These losses include costs for medications, milk disposal,
reduced production, and, in some cases, the culling of animals. Due to the excessive use of antibiotics and the rise of
multi-resistant bacteria, it is crucial to seek effective alternative therapies without relying on high doses of
antimicrobials. In this context, the efficacy of ozonized sunflower oil was evaluated at concentrations of 922 mEq, 490
mEq, and natural oil, using the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC)
methods against bacterial isolates of Klebsiella sp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Proteus sp., and
Streptococcus uberis, originating from mastitis cases diagnosed at the Microbiology Laboratory of Unoesc, Xanxeré
Campus.The results showed that ozonized oil exhibited inhibitory activity against all tested bacteria at concentrations
of 922 mEq and 490 mEq. The MIC values ranged from 0.025% to 13.1% for the 922 mEq oil and from 0.025% to 6.55%
for the 490 mEq oil. These results highlight the potential of ozonized oil as a supportive therapy in the treatment of
mastitis, contributing to reducing the use of antimicrobials, lowering treatment costs, mitigating bacterial resistance,
and increasing the productive lifespan of animals, promoting significant benefits for animal health and sustainability in
dairy farming.

Keywords: ozone therapy; mastitis; bactericidal; bacteriostatic.
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RESUMEN

La mastitis es una inflamacion de la glandula mamaria, cominmente transmitida durante el ordefio, que provoca
cambios en la leche y en el tejido mamario, lo que resulta en pérdidas economicas significativas. Estas pérdidas
incluyen costos por medicamentos, descarte de leche, disminucién de la produccion y, en algunos casos, sacrificio de
los animales. Debido al uso excesivo de antibioticos y al aumento de bacterias multirresistentes, es crucial buscar
terapias alternativas efectivas sin depender de altas dosis de antimicrobianos. En este contexto, se evalud la eficacia
del aceite de girasol ozonizado en concentraciones de 922 mEq, 490 mEq y aceite natural, utilizando los métodos de
Cboncentracion Inhibitoria Minima (CIM) y Concentracion 7Bactericida Minima (CBM) contra aislados bacterianos de
Klebsiella sp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Proteus sp. y Streptococcus uberis, provenientes de casos de
mastitis diagnosticados en el Laboratorio de Microbiologia de Unoesc, Campus Xanxeré. Los resultados mostraron que
el aceite ozonizado presentd actividad inhibitoria contra todas las bacterias probadas en concentraciones de 922 mEq y
490 mEq. Los valores de CIM variaron entre 0,025% y 13,1% para el aceite de 922 mEq y entre 0,025% y 6,55% para el
aceite de 490 mEq. Ademas, los aceites ozonizados demostraron actividad bactericida en concentraciones de 0,82% a
1,64% para el aceite de 922 mEq y de 0,41% a 26,19% para el aceite de 490 mEq. Sin embargo, el aceite natural no fue
efectivo contra ninguna de las bacterias probadas. Estos resultados destacan el potencial del aceite ozonizado como
terapia de apoyo en el tratamiento de la mastitis, contribuyendo a reducir el uso de antimicrobianos, disminuir los
costos del tratamiento, mitigar la resistencia bacteriana y aumentar la vida productiva de los animales, promoviendo
beneficios significativos para la salud animal y la sostenibilidad en la ganaderia lechera.

Palabras-clave: ozonoterapia; mastites; bactericida; bacteriostatico.
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O Oeste de Santa Catarina € a principal
bacia leiteira do estado. E composta por 118
municipios que abrigam 20% da populacao total e
34% da populacao rural, sendo responsavel por
cerca de 76% da producao de leite estadual. Nos
altimos anos, a cadeia leiteira da regiao cresceu
aproximadamente 300%, enquanto o crescimento
estadual foi de cerca de 190%, ambos acima da
média nacional (EMBRAPA, 2018).

Nesse contexto, uma das enfermidades
mais recorrentes na pecuaria leiteira é a mastite,
uma inflamacao da glandula mamaria causada por
ambientais ou

patogenos contagiosos.

Transmitida, frequentemente, durante a
ordenha, a mastite provoca alteracdes no leite e
no tecido mamario, sendo classificada em clinica
ou subclinica e em contagiosa ou ambiental, de
acordo com o patogeno.

A doenca resulta em perdas econdmicas
significativas para o setor leiteiro e, entre os
principais agentes, esta a Escherichia coli e
diferentes espécies dos géneros Staphylococcus e
Streptococcus (Almeida et al., 2021).

O tratamento convencional da mastite
baseia-se com a aplicacao de antibidticos, cuja
eficacia depende do tipo de microrganismo
presente, bem como do seu perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos. Contudo, o uso
indiscriminado de antibidticos pode levar a
selecao de bactérias multirresistentes.
Paralelamente, os residuos de antibioticos no
leite representam um desafio significativo para a
indUstria, podendo causar hipersensibilidade e
atuar como fator de risco na selecao de bactérias
resistentes em humanos, dentro do contexto de
saude Unica (Pereira; Ribeiro; Carvalho, 2006).

Dada a gravidade desses desafios, surge a
necessidade da pesquisa de terapias alternativas,
que reduzam a dependéncia de antibioticos, mas
que assegurem a eficacia terapéutica e mitiguem
os riscos da resisténcia bacteriana. Alternativas

promissoras incluem agentes antimicrobianos

Rev. Interd. v.17, n.® 2, 2024.

Avaliacgdo in vitro da eficacia do 6leo de girassol...

naturais, tais como os oOleos essenciais e
compostos ozonizados. Essas abordagens podem
complementar ~ ou  substituir  antibidticos
tradicionais, contribuindo para a sustentabilidade
da producao animal e a seguranca alimentar,
além de preservar a eficacia dos tratamentos
futuros.

O ozbnio é uma forma alotrépica do
oxigénio, formado pela exposicao de gas puro ou
a luz UV de alta intensidade (Pereira; Ribeiro;
Carvalho, 2006). Estudos mostram que a
ozonioterapia melhora o tratamento de infeccoes
bacterianas, virais e flngicas, bem como lesoes
isquémicas e outras patologias. Sua eficacia deve-
se a capacidade do ozonio de aumentar a
oxigenacao tecidual e acelerar o metabolismo,
promovendo reacdes positivas em infeccoes
agudas e cronicas (Morette, 2011).

O ozonio penetra nos tecidos e atua como
agente  antialgico, antisséptico e anti-
inflamatorio, interferindo nos mediadores da
inflamacdao e estimulando o sistema imune
(Tiwari et al., 2017). E importante destacar que o
0zOnio possui varias vantagens significativas em
tratamentos veterinarios, visto que, diferente dos
antibioticos, o produto nao deixa residuos no
leite e na carne, nao contribui para o
desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana,
nao interage com outros medicamentos ou com a
microbiota gastrointestinal dos animais tratados e
nao provoca reacoes alérgicas em concentracoes
terapéuticas. Isso torna o o0zbnio uma opcao
promissora no controle de doencas infecciosas em
animais (Durici¢; Valpoti¢; Samardzija, 2015),
destacando o potencial dos oleos ozonizados
como uma alternativa sustentavel e eficaz no
controle de infeccbes na pecuaria.

O oleo ozonizado é formado pelo
borbulhamento continuo de gas ozonio em oleo
vegetal até que se solidifique. Quando em
contato com o tecido, o ozonio é liberado (Brito
et al., 2021). No contexto da mastite, a
ozonioterapia pode reduzir os gastos com
antimicrobianos e o descarte de leite devido a

residuos de antibioticos, além de beneficiar os
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animais, evitando a geracdo de bactérias

multirresistentes (Arévalo et al., 2021). Assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antimicrobiana in vitro do O6leo de girassol
ozonizado com diferentes indices de peroxidos
(490 mEq e 922 mEq), frente a patdgenos isolados
de casos de mastite bovina, destacando suas
potenciais aplicacbes clinicas e impacto na

sustentabilidade da producao leiteira.

O trabalho foi desenvolvido no laboratorio
de Microbiologia da Unoesc Xanxeré, SC. Para
avaliar o potencial antimicrobiano do oleo de
girassol ozonizado frente a patogenos causadores
de mastite bovina, foram utilizadas bactérias
isoladas de amostras de leite recebidas no mesmo
laboratério. As amostras provieram de fémeas
bovinas com diagnéstico de mastite, oriundas de
propriedades produtoras de leite da regiao oeste
do estado. Foram selecionadas espécies
bacterianas prevalentes na regiao e comumente

isoladas de amostras de leite no laboratorio.

OBTENCAO DO OLEO

Os oleos ozonizados empregados foram
obtidos da empresa Ozone & Life®, de Sao Paulo,
SP, sendo o 6leo de baixo indice de perdxido 490
mEq e o de alto indice de peroxido 922 mEq. O
oleo de girassol in natura (sem ozonio) foi obtido
da mesma empresa. A escolha das concentracoes
do o6leo ozonizado considerou as diferencas nos
indices de peroxido, que refletem a quantidade
de compostos reativos de oxigénio presentes e
sua relacao direta com a atividade
antimicrobiana. Oleos com indices de peroéxido
mais elevados tendem a apresentar maior
potencial bactericida, enquanto indices mais
baixos  podem  proporcionar uma  acao
antimicrobiana progressiva € menos agressiva aos
tecidos. Dessa forma, a utilizacao de duas
concentracdes distintas permitiu avaliar a

eficacia do oleo ozonizado em diferentes niveis
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de atividade, auxiliando na identificacao de
concentracoes mais adequadas para o controle de
patdgenos associados a mastite bovina. Os dleos

foram armazenados a 4°C.

IDENTIFICACAO E PADRONIZACAO DOS ISOLADOS

As bactérias foram isoladas das amostras
de leite, identificadas por caracteristicas
bioquimicas e tintoriais, conforme Markey et al.
(2013), e preservadas por congelamento por meio
do preparo de solucao composta por leite e
glicerol a 10%, mantidas a -80°C.

Os  microrganismos  testados foram
descongelados em temperatura ambiente e
repassados para tubos contendo caldo Brain Heart
Infusion (BHI). Foram incubados a 37° por 24
horas, sendo em seguida repassados para placas
contendo Agar BHI com o objetivo de avaliar a
pureza e Vviabilidade das colonias. Para
padronizacao dos inodculos, foram adicionadas
colonias puras obtidas no agar BHI, em solucao
salina 0,85%, estéril, até turbidez comparavel a
solucdo padrao 0.5 de McFarland, que

corresponde a 1,5 x 108 UFC/mL.

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA
MINIMA (CIM)

Para a determinacao da concentracao
descrita por Clinical & Laboratory Standards
Institute (2017), baseada no método de micro
diluicdo em caldo. Para isso, em microplacas de
96 pocos contendo 100 pL de caldo Mueller
Hinton (Merck), foram adicionados 100 pL do 6leo
na concentracao a ser testada (922 mEq ou 490
mEq). Foram realizadas diluicdes seriadas 1:2, e
as microplacas foram incubadas em condicoes
aerobicas a 37 °C por 20-24 h.

Apds a incubacao, foram adicionados 10 pL
de 1% de cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazolio (CTT)
(Dinamica, Sao Paulo, Brasil) em todos os pocos
das microplacas e realizada nova incubacao a 37
°C durante 40 minutos. Posteriormente,
procedeu-se a leitura com base na alteracao de

cor para rosa, ou seja, os po¢cos que ficaram na
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cor rosa apds a adicao do corante indicaram

crescimento  bacteriano. A Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) é o ultimo poco a nao ser
corado nesse momento. Os testes foram

realizados em triplicata.

DETERMINACAO DA
BACTERICIDA MINIMA (CBM)

Previamente a adicao do CTT para

CONCENTRACAO

avaliacao da MIC, com a ajuda de um replicador,
o conteldo de cada poco da microplaca foi
inoculado em uma placa de Petri contendo Agar
Muller Hinton e incubado a 37°C por 24 horas
para os isolados de Klebsiella sp., Proteus sp.,
Escherichia coli e Staphylococcus sp., e inoculado
em uma placa de Petri contendo agar MH
suplementado com 5% de sangue de ovelha para o
isolado de Streptococcus sp., incubado nas
mesmas condicoes anteriores. A concentracao
bactericida minima foi considerada a menor
concentracao em que nao houve crescimento de
unidades formadoras de colonias (UFC) no meio

de cultura quando avaliada visualmente.

Os resultados de CIM e CBM dos dleos de
girassol ozonizados frente aos patogenos
associados a mastite estdao apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1 - Concentracdo Inibitdria Minima (CIM) e
Concentracao Bactericida Minima (CBM) dos oleos de
girassol ozonizados com indice de peroxido 922 e 490
mEq (%) e 6leo in natura (6leo puro)

Oleo<922mEq  Oleo<d90mEq  Oleo controle

Bactéria Cw - CB Cm CoM Cw CBM

Escherichia coli 041 100 32 00 A00 100
Proteus sp. 0,055 08 005 04 H00 0 100
Klebsiella 5p. 0,1 1,64 00 041 00 100
Staphylococcus ures 8,55 »100 655 100 00 »100

Streptococcus wberis 0,025 0.8 0,005 1619 00 100

Fonte: Elaborada pelos autores (2023).
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O o6leo ozonizado demonstrou atividade
inibitoria em todas as bactérias testadas,
independentemente das concentracdes utilizadas.
No Quadro 1, estdao apresentados os valores de
inibicao, que variam de 0,02% a 6,55% para o oleo
ozonizado em alta concentracao (922 mEq), e de
0,02% a 6,55% para o 6leo ozonizado em menor
concentracao (490 mEq), evidenciando a
atividade antimicrobiana em todas as espécies
analisadas.

Além disso, os oleos testados mostraram
atividade bactericida nas concentracdes que
variam de 0,82% a 1,64% para o 6leo ozonizado
em alta concentracao (922 mEq) e de 0,41% a
26,19% para o Oleo ozonizado em menor
concentracao (490 mEq). Os 6leos ozonizados em
diferentes concentracées foram eficazes na
inibicdo do crescimento bacteriano nas espécies
dos géneros Klebsiella sp, Streptococcus sp e
Proteus sp. No entanto, é importante ressaltar
que, independentemente do microrganismo
considerado, o oleo de girassol in natura nao
apresentou eficacia na supressao do crescimento

bacteriano.

. osassio

Os resultados de CIM e CBM demonstraram
que o oleo ozonizado apresenta atividade
antimicrobiana frente aos isolados bacterianos
testados, embora para alguns nao tenha sido
possivel encontrar a CBM para os 6leos testados.
Observou-se boa acao dos o6leos em relacdao aos
agentes Gram-negativos testados (Klebsiella sp.,
Proteus sp., Escherichia coli), geralmente
associados a casos clinicos de mastite. De acordo
com Thanomsub et al. (2002), esse resultado
justifica-se em funcao das caracteristicas da
parede celular dessas bactérias, rica em
lipoproteinas e lipopolissacarideos, o que torna o
ozOnio mais eficaz.

No experimento in vivo de Jo (2005), com
24 animais e 49 quartos mamarios, foi concluido

que bactérias do género Escherichia sp. sao
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sensiveis a acao do ozonio. Andrade (2020)

demonstrou que o o6leo de girassol ozonizado a
600 mEq inibe o crescimento de Escherichia sp.
tanto na CIM como na CBM a uma concentracao
de 0,02%, apresentando atividade bactericida e
bacteriostatica. No presente experimento,
Escherichia sp. apresentou CIM de 0,41% com éleo
a 922 mEq e 3,27% com o6leo a 490 mkEq,
entretanto nao foi possivel determinar a CBM nas
concentracoes de oleo utilizadas. Isso pode
sugerir a utilizacdo do o6leo como terapia
associada, mas, para determinar se essa
associacao reduziria as doses de antimicrobiano,
sao necessarios outros estudos.

Andrade (2020), avaliando o agente
Proteus sp. exposto a 6leo a 600 mEq, obteve 50%
de inibicdo na CIM e CBM, enquanto éleo a 500
mEq nao inibiu o crescimento. No atual
experimento, os oleos a 490 mEq e 922 mEq
mostraram CIM de 0,025% para ambas as
concentracoes e CBM de 0,41% e 0,82%,
respectivamente. A sensibilidade ao dleo
ozonizado foi confirmada, embora diferencas
possam ser atribuidas a patogenicidade das cepas
utilizadas.

No estudo de Contrucci (2021), Klebsiella
sp. apresentou uma CIM de 50%, com acao
bacteriostatica, mas nao bactericida. No presente
experimento, ambos os o6leos (922 mEq e 490
mEq) demonstraram atividade bactericida e
bacteriostatica, com CIM de 0,1% e CBM de 0,05%
para o 6leo de maior indice de peroxido. A falta
de informacdes sobre o indice de peroxido no
trabalho de Contrucci pode explicar essas
diferencas.

Quintana (2019) relatou o tratamento
eficaz de mastite subclinica causada por
Staphylococcus aureus com oOleo ozonizado,
destacando a vantagem do O6leo sobre o gas
ozonizado devido a sua estabilidade e prolongada
acao dentro da glandula mamaria. Esse achado
também é consistente em experimento realizado
por Couto (2014), que observou maior eficacia
com maior tempo de exposicao ao gas ozonio.

Andrade (2020) também testou dleo de girassol
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ozonizado a 600 mEq em cepas de isolados
clinicos e Staphylococcus aureus ATCC 6538,
obtendo uma CIM e CBM de 2,50%. No presente
experimento, a CIM foi de 6,55% para ambos os
oleos, mostrando atividade bacteriostatica. Ja o
Streptococcus uberis foi sensivel ao o0zonio,
apresentando CIM de 0,025% e CBM de 0,82% com
6leo a 922 mEq e CIM de 0,025% e CBM de 26,19%
com oleo a 490 mEq, indicando atividade
bactericida e bacteriostatica.

Os 6leos ozonizados mostraram importante
atividade contra as seis bactérias testadas, com
maior  susceptibilidade das gram-negativas
Proteus e Klebsiella. Contrucci (2021) observou
que o oleo de girassol teve CIM de 100% para
Streptococcus e 50% para Escherichia e
Klebsiella, mas nao apresentou atividade
bactericida, ao contrario do presente estudo, em
que houve atividade bactericida contra Proteus,
Klebsiella e Streptococcus. Essa diferenca pode
ser atribuida a patogenicidade das cepas e as
concentracoes de 0zonio no Oleo utilizado. Além
disso, 60% dos animais com mastite clinica
tratados com ozbnio nao necessitaram de
antimicrobianos para cura da enfermidade
(burici¢; Valpoti¢; Samardzija, 2015). Até o
momento, nao ha relatos de resisténcia ao 0zonio
entre agentes associados a mastite.

Apesar dos resultados promissores, é
importante reconhecer as limitacGes desta
pesquisa, como a auséncia de experimentos in
vivo. Essa limitacao impede uma avaliacao mais
abrangente sobre o comportamento do o6leo
ozonizado em condicdes clinicas reais, incluindo a
interacao do 6leo com os tecidos, a regeneracao
tecidual e a seguranca em longo prazo. A
transposicao dos achados in vitro para aplicacées
clinicas exige cautela, pois diferencas nos
mecanismos de acao e nos resultados esperados
podem surgir.

Patdgenos Gram-negativos, como
Klebsiella sp. e Proteus sp., apresentaram maior
sensibilidade ao o¢leo ozonizado, enquanto
Staphylococcus  aureus  demonstrou  maior

resisténcia, provavelmente devido a mecanismos
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de defesa contra o estresse oxidativo. Essas

diferencas reforcam a necessidade de direcionar
estudos futuros para compreender melhor essas
variacoes e ajustar as estratégias de uso do o6leo
conforme o agente etiologico.

Estudos futuros devem incluir
experimentos em animais, avaliando a aplicacao
do oleo diretamente em casos clinicos e
analisando sua viabilidade como alternativa aos
tratamentos  convencionais. Também  sera
essencial explorar possiveis associacoes entre o
oleo ozonizado e antimicrobianos tradicionais,
visando reduzir as doses necessarias e o risco de
resisténcia bacteriana. Avaliacées economicas do
uso do oOleo em propriedades leiteiras serao
fundamentais para validar sua aplicacao em larga
escala.

Apesar das limitacdes, os resultados
reforcam o potencial do dleo como uma
alternativa sustentavel e eficaz no manejo da
mastite bovina, contribuindo para a reducao do
uso de antimicrobianos e para a sustentabilidade

da cadeia produtiva.

. conawsio

Nas condicoes deste estudo, o oleo de
girassol ozonizado, com indices de peroxido de
490 mEq e 922 mEq, demonstrou eficacia
antimicrobiana contra os principais patogenos
associados a mastite bovina. Esses resultados
destacam o potencial do 6leo ozonizado como
uma alternativa ao wuso convencional de
antibidticos, oferecendo uma  abordagem
inovadora para o manejo da mastite na pecuaria
leiteira.

O uso do ozonio em formulacoes estaveis,
como o O6leo ozonizado, traz contribuicoes
significativas para a area de saude animal. Além
de sua acao antimicrobiana, o produto apresenta
vantagens como a auséncia de residuos no leite e
a capacidade de reduzir o uso de antibidticos,
contribuindo para a mitigacdo da resisténcia

bacteriana. No contexto da pecuaria, isso
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representa nao apenas beneficios a salde animal,
mas também um impacto econdmico positivo, ao
reduzir os custos de tratamento e o descarte de
leite contaminado.

Embora promissores, os resultados obtidos
in vitro ainda precisam ser validados por estudos
in vivo para determinar a seguranca e a eficacia
clinica do oleo ozonizado, bem como sua
aplicabilidade em propriedades leiteiras. Ainda,
sugere-se, para estudos futuros, a introducao de
testes utilizando antimicrobianos de uso rotineiro
na pecuaria leiteira em comparacao ao uso do
6leo ozonizado. Esses estudos também poderado
estabelecer protocolos de uso mais precisos,
considerando as diferencas entre os agentes
patogénicos e as condicoes especificas do
ambiente de producao. Ainda assim, os achados
deste trabalho reforcam o potencial do oleo
ozonizado como uma alternativa viavel e
sustentavel para o controle de mastite,
contribuindo para a saude dos animais e a

sustentabilidade da producao leiteira.
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