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Resumo

O ozbdnio utilizado medicinalmente, é composto por aproximadamente até 5% de oz6nio e 95% de
oxigénio. A ozonioterapia ja foi utilizada para inibicdo de diversos microrganismos, porém existem
poucos estudos sobre os efeitos do 0zénio em cepas de bactérias multirresistentes. Devido a essa
necessidade, este trabalho teve por objetivo, realizar um estudo sobre o uso do 0zénio como alternativa
de inibicdo para cepa padrdo ATCC® de Klebsiella pneumoniae (4352). Sendo assim, foi preparado um
indculo bacteriano e semeado em Agar MacConkey, seguido da exposicdo a diferentes concentragdes
de ozbnio gasoso, variando entre 30, 35 e 40 pg/ml pelo tempo de 20 minutos. Apdés a incubagéo por
48h a 37°C, foi realizada contagem das unidades formadoras de colénia, observado uma elevada
inibicdo do crescimento microbianoa partir da concentracdo de 35 pg/mL, concluindo-se que a eficacia
total do o0zdnio gasoso para inibicdo de cepa padrdo de Klebsiella pneumoniae, ocorre em
concentracdes de 35 e 40 pug/mL.

Palavras-chave: Ozonioterapia. Klebsiella pneumoniae. Ozénio.
Area do Conhecimento: Ciéncias da Saude - Biomedicina.
Introducao

O ozonio consiste em uma molécula formada por trés atomos de oxigénio (triatbmico), caracterizado
por sua instabilidade (ANDRADE, 2020). Esta molécula é encontrada naturalmente na atmosfera em
sua forma gasosa, sendo produzido através da agdo dos raios ultravioleta do sol ou de forma artificial,
através de um gerador. Na situacdo em que o ozbnio é produzido através de um gerador, é utilizada
uma descarga elétrica de alta voltagem e alta frequéncia para realizar a passagem de oxigénio puro.
Sendo assim, o 0zdnio utilizado medicinalmente é composto por aproximadamente até 5% de ozénio e
95% de oxigénio. Sua dosagem possui variacdo de acordo com a doenga e a via de administracéo,
utilizando- se entre 1 e 100 mg de oz6nio por litro de oxigénio (MORETTE, 2011), podendo ser aplicado
na forma gasosa, oleosa ou aquosa (BELEGOTE et al., 2018). O uso do ozénio pode ser aplicado
diretamente sobre cepas de microrganismos selecionados, sendo muito comum a utilizacdo de gas
ozonizado. A aplicagdo pode se dar em diferentes concentracdes, variando de acordo com o resultado
esperado, sendo este de regeneragédo ou inibicio (ANDRADE, 2019).

Possui grande efeito bactericida devido ao seu potencial oxidante, que se manifesta com agéo direta
no microrganismo (MORETTE, 2011), além de seu efeito destrutivo em fungos e virus (ANDRADE,
2020). Acredita-se que 0 0zdnio possui sua agao primaria na parede celular da bactéria e, entéo, apés
penetrar em seu interior, realiza a oxidagao dos aminoacidos e acidos nucléicos (MORETTE, 2011).
Consequentemente, ha danificacdo da membrana, facilitando a penetracdo do ozdénio de maneira
eficiente nas células e a liberagéo de radicais livres de oxigénio, destruindo seu ambiente (ANDRADE,
2020). Porém a acao do ozénio pode ocorrer em diversos componentes celulares como enzimas,
proteinas, lipidios etc., sendo assim, seu efeito em microrganismos ocorre por processos muito
complexos (FANIN et al., 2020). Este efeito do 0zdnio sobre microrganismos pode ser até 3.500 vezes
mais eficiente que o efeito do cloro 6 (MORETTE, 2011). A ozonioterapia, como alternativa de inibig¢éo,
foi utilizada para diversos microrganismos, além disso, apesar do pouco estudo, também pode-se citar
algumas bactérias multirresistentes, entre elas, a Klebsiella pneumoniae.
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Klebsiella pneumoniae é um microrganismo pertencente a familia das Enterobacteriaceae, do grupo
de bactérias Gram — negativas, sendo considerado multirresistente. Destaca-se pela habilidade de
desenvolver mecanismos enzimaticos de resisténcia, considerada a grande responsavel por diferentes
doencas infecciosas, sendo uma das principais causadoras de infec¢cfes hospitalares. A infeccdo por
esse microrganismo se da em seres humanos por meio do contato com diversas fontes ambientais,
apresentando grande resisténcia aos mecanismos de defesa do hospedeiro devido a sua capsula
polissacaridica. O processo infeccioso € iniciado quando ha fixacdo do microrganismo as mucosas das
células epiteliais do trato intestinal, respiratério e urogenital, que utiliza da presenca de adesinas e
fimbrias como mecanismo de fixacdo. A espécie pode estar associada a meningites e sepse, infeccdes
do trato urinario, pneumonia, rinite croénica atrofica, artrites etc. Além disso, possui custos elevados de
tratamento, terapias malsucedidas, morbidade e mortalidade de muitos pacientes (SILVA, 2018).

O ozbnio possui grande perspectiva ao se tratar de seu efeito no organismo, sendo capaz de
interferir na oxigenagdo, bem como no metabolismo dos tecidos inflamados, e melhorar a resposta
imune do organismo, além de seu efeito bactericida, fungicida e virucida (MORETTE, 2011; ANDRADE,
2020). Sendo assim, este trabalho tem como objetivo avaliar in vitro a agdo do 0zbénio em diferentes
concentracdes, como alternativa para inativagdo de cepa padréo de Klebsiella pneumoniae.

Metodologia

No presente estudo foi utilizado um aparelho gerador de Ozénio do modelo Medplus Mx (Philozon)
(Figura 1), para obter diferentes concentrages de 0zbnio gasoso, variando entre 30, 35 e 40 pg/mi
pelo tempo de 20 minutos de aplicacdo sobre cepas padrao ATCC® de Klebsiella pneumoniae (4352).

Para a preparagdo de um inoculo padronizado na concentragdo de 108 células/ml, foi utilizado o
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 625 nm e densidade Optica (DO) de 0,08. Para o
experimento, as amostras foram divididas em 5 grupos: grupo controle negativo; grupo controle positivo
com tratamento por UVC; grupo 0z6nio em concentragdo de 30 pg/ml; grupo 0zdnio em concentragao
de 35 pg/ml e grupo 0zdnio em concentracéo de 40 pg/ml.

Uma aliguota de 100 pl de cada grupo foi semeada com o auxilio de al¢a de Drigalski em agar PCA,
exceto para o grupo controle negativo, em que foi realizada uma diluicdo de 1:100000 previamente a
semeadura, a fim de viabilizar a contagem das colbnias posteriormente.

O grupo controle positivo, recebeu tratamento com a lampada UV de 12W de poténcia (comprimento
de onda de 200 a 280nm) da capela de fluxo laminar Filtracom, durante 20 minutos.

Nos grupos 0zénio, nas trés concentracdes utilizadas, as placas ficaram submetidas ao gas sendo
inseridas em uma bag de o0z6nio onde permaneceram, de acordo com a determinada concentracéo,
pelo tempo de 20 minutos, independentemente da concentracdo de ozénio utilizada. Sendo assim, foi
realizada a contagem de Unidades Formadoras de coldnia (UFC/ml) e o célculo de percentual de
reducéo apoés a incubacgédo de 24h a 37°C.

Figura 1 - Aparelho Gerador de Ozénio (modelo Medplus Mx, marca Philozon)

Fonte: o autor.
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Resultados

Os resultados obtidos nos experimentos utilizando gas ozonizado, estdo descritos na Tabela 1, em
gue é possivel observar tanto o grupo controle positivo (tratado com 20 min de UVC) e os grupos
tratados com ozdnio nas concentragbes de 35 pg/ml e 40 pg/ml n&o tiveram crescimento de colbnias,
enquanto o grupo controle negativo (sem tratamento) teve crescimento correspondente a concentragdo
utilizada no inéculo e o grupo tratado com oz6nio na concentracdo de 30 pg/ml teve o crescimento de
llog. Os valores expressos na tabela 1 ja consideram o fator de correcdo, para que os dados sejam
expressos em UFC/ml, uma vez que o volume semeado foi de 100 pl.

A figura 2 mostra os meios de cultura dos diferentes grupos apés incubacdo a 37°C por 24h.

Tabela 1- Resultados utilizando gas ozonizado com 24h de incubacéo.
Grupo
Tempode “controle controle  ozénio-  o0zonio-  0zonio -
incubacdo  pegativo  positivo  30ug/mL  35ug/mL 40ug/mL
(UFC/mL) (UVQC) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)

24h 6,47log 0 llog 0 0
Fonte: o autor.

Figura 2 — Imagens dos meios apés incubacgédo a 37°C por 24h dos diferentes grupos: (A) controle negativo, (B)
controle positivo, (C) ozénio 30pg/mL, (D) ozénio 35ug/Ml e (E) ozdnio 40ug/mL

Fonte: o autor.

Discussao

O uso de ozénio como abordagem antimicrobiana apresenta grandes perspectivas, considerando
sua eficécia, j& comprovada, contra outros microrganismos além da Klebsiella pneumoniae, que possuli
grande importancia médica, devido aos custos elevados de tratamento e a taxa de mortalidade (SILVA,
2018). Muitos estudos com a ozonioterapia ja foram realizados em pacientes com infec¢des, lesdes
cutaneas e feridas, contaminadas por diferentes microrganismos, como Escherichia coli (OLIVEIRA,
2011), Candida spp. (MENDES, 2017), Virus herpes simples (HSV) (DIETRICH et al., 2020).
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Oliveira (2011), realizou um estudo para inibicdo de Escherichia coli, Candida albicans,
Staphylococcus aureus e Candida tropicalis utilizando 6leo, agua, gas e creme ozonizados. E
importante mencionar que a Escherichia coli se assemelha ao microrganismo utilizado no presente
estudo, a Klebsiella pneumoniae, devido as suas caracteristicas de pertencerem ao grupo de bactérias
Gram-negativas, sendo microrganismos de dificil tratamento. Oliveira (2011), realizou a ozonizagao
através do aparelho de alta frequéncia, para o tratamento da Ulcera por pressao, a fim de promover a
cicatrizagdo de feridas, feridas em pé diabético, infecc@o de pele, onicomicoses e dermatofitoses. O
creme para a aplicacéo, foi ozonizado a 30% e o 6leo foi utilizado puro no tratamento da ferida em pé
diabético nas primeiras 5 sessdes. Através da ozonioterapia para o tratamento das lesdes, houve uma
reparacao tecidual significativa, assim como seu efeito analgésico, bactericida, fungicida e antisséptico.
A ferida apresentou cicatrizacdo total somente apds 14 semanas a partir do inicio do tratamento. Deve
ser levado em consideracao que a ozonioterapia foi aplicada de maneira clinica no estudo, o que pode
levar a uma diferenca no tempo de tratamento e de inibicdo do microrganismo, se comparado ao
presente estudo que foi realizado de maneira in vitro. Além disso, a forma de aplicagdo do 0zbnio
também é relevante para o tempo de tratamento, onde h& uma possibilidade de o gas ozonizado ser
mais efetivo em um periodo de tempo menor do que quando aplicado na forma de creme.

O estudo de Mendes (2017) consistiu na utilizacéo de 6leo de coco ozonizado a 5,0 e 7,5%, com o
objetivo de promover a inibicdo de espécies diferentes de Candida spp. envolvidas na estomatite
dentaria, confirmando os efeitos fungicidas do Oleo de coco ozonizado contra as 4 espécies
identificadas: C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei. Porém, foi observado uma reducao de
apenas 25 e 55% com o 6leo de coco ozonizado a 5,0 e 7,5%, respectivamente. Sendo assim, pode-
se observar que houve um efeito sobre o microrganismo, porém nao o suficiente para causar uma
inibicao total, diferentemente dos resultados do presente trabalho no qual foram observadas inibicdes
totais utilizando gas ozonizado tanto em 35 pug/ml, quanto em 40 pg/ml, o que pode ser explicado pelas
diferencas entre os microrganismos estudados, como também pela forma de aplicacédo e pela baixa
concentracdo de ozdnio aplicada.

Além de seu efeito bactericida e fungicida, Dietrich et al. (2020), realizou um estudo com aplica¢ces
subcutaneas com injecédo de ozdnio e aplicacao tdpica de éleo de girassol ozonizado para tratamento
de lesdo causada pelo virus herpes simples (HSV). Foi utilizado 60 pug/ml de ozénio insuflado com
seringa de 3 ml, sendo aplicado 0,5 ml por regiéo totalizando o volume de 2 ml, além de uso tdpico de
Oleo de girassol ozonizado. Com o tratamento, obteve-se remisséo total da lesdo em 3 dias, sendo
relatado uma melhora imediata apés a aplicacdo, o que configura um resultado satisfatorio. Os
resultados desse trabalho utilizando 6leo como forma de aplicagdo, foram mais significativos devido ao
fato de a aplicacgéo ter sido associada ao uso topico, duas vezes ao dia, até a remisséo total da leséo.
Além disso, também € possivel notar que, assim como este presente trabalho, a concentra¢do do
ozbnio utilizado foi maior do que nos demais estudos citados (Mendes, 2017; Oliveira, 2011) que
utilizaram o 6leo como forma de aplicacdo. Ha um possivel padrdo de comportamento na acao do
o0zbnio quando utilizado em maiores concentracdes para microrganismos mais resistentes, uma vez
gue o virus, inclusive, € um parasita intracelular obrigatério, portanto para elimina-lo, é necessario
causar a destruicao das células onde ele se encontra.

Além dos resultados promissores demonstrados em diversos estudos, Morette (2011) menciona que
a ozonioterapia € um tratamento de baixo custo, eficiente no tratamento processos isquémicos,
alérgicos e de feridas extensas de dificil cicatrizagdo, além da sua atuacdo em processos de
desinfeccéo.

Os resultados obtidos no presente estudo se assemelham aos resultados dos artigos de Oliveira
(2011) e Dietrich et al. (2020), que utilizaram o 0zbnio para tratamento das leses alcancando 100%
de inibicdo dos microrganismos, principalmente quando se trata de bactérias Gram negativas. Houve
variagdes na maneira de aplicagdo do 0z6nio, além de sua forma gasosa, e na concentragéo utilizada,
sendo que, de maneira geral, para inibicdo de bactérias multirresistentes, foram utilizadas
concentracdes variando entre 20 e 30pg/ml de ozénio, enquanto no presente estudo, foi observado um
resultado satisfatério a partir da concentracdo de 35ug/ml. Devido ao fato dos estudos utilizando o
0zbnio gasoso para inibicao de cepas de Klebsiella pneumoniae serem muito escassos, essa diferenca
de concentracdes pode ocorrer devido a uma maior resisténcia deste microrganismo em particular.

A utilizag8o do UVC, para o grupo controle positivo do presente estudo, foi muito eficaz considerando
gue ndo houve crescimento de coldnias no periodo de 48h e possui o seu efeito microbicida
comprovado. Desta forma, o UVC foi utilizado como tratamento para o grupo controle positivo, devido
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ao fato de que a exposicao do microrganismo se assemelha a forma de exposi¢édo do gas ozonizado,
possuindo um melhor efeito comparativo.

Conclusao

Conclui-se que 0 0zbdnio gasoso aplicado sobre cepas padrao ATCC® de Klebsiella pneumoniae,
ndo somente é eficaz, como também apresenta grandes perspectivas de tratamento nas concentracées
estudadas, alcancando inibicdo total a partir da concentracdo de 35 pg/ml e que, considerando os
poucos estudos a respeito da aplicacdo da ozonioterapia em microrganismos multirresistentes, é
necessario que haja um maior nimero de estudos variando tempo de aplicacdo/concentracéo para
verificar o melhor protocolo in vitro, uma vez que a ozonioterapia em suas mais variadas aplicacdes,
vem mostrando resultados promissores na microbiologia.
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