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RESUMO 

 

A periodontite é a afecção oral mais comum nos animais de companhia, 

principalmente os senis, caracterizando-se pelo acometimento do periodonto. Esta 

enfermidade é a principal causa de perda de dentes em cães e gatos. Deste modo, o 

objetivo nesta pesquisa foi avaliar a eficácia de óleos ozonizados no controle in vitro 

de agentes causadores da periodontite canina. Foram selecionadas cepas de 

Staphylococcus aureus e Escherichia coli isoladas de cães diagnosticados com 

doença periodontal Grau 3. As bactérias passaram novamente por processo de 

identificação por meio da realização da coloração de Gram e provas bioquímicas. Para 

os testes de susceptibilidade foram utilizados óleos de oliva, girassol e coco 

ozonizados. As bactérias foram semeadas em placas de Petri contendo Ágar TSA e 

em seguida fora adicionados discos de papel filtro contendo 10, 15, 20 e 25μL de óleo 

ozonizado e no centro de cada placa um disco de antibiótico ciprofloxacina 5μg. As 

placas foram colocadas na estufa BOD a 37° para incubação e procedeu-se a leitura 

em 24 horas, por meio da averiguação e medição de halos de inibição de crescimento. 

Os resultados obtidos foram tabulados e submetidos à análise de acordo com a 

avaliação pela escala de Duraffourd e expostos em formato de tabelas. Notou-se 

nesta pesquisa que o óleo ozonizado de oliva apresentou efeito inibitório frente a 

Staphylococcus aureus e o de girassol frente a E. coli isolados de cães com doença 

periodontal. Os halos de inibição foram de 10 e 12 mm, ou seja, nas concentrações 

utilizadas, os microrganismos testados apresentaram baixa sensibilidade frente aos 

óleos ozonizados de girassol e oliva.  Conclui-se que, as cepas de Staphylococcus 

aureus e Escherichia coli isoladas de cães que apresentaram doença periodontal Grau 

3 apresentaram baixa sensibilidade in vitro ao óleo ozonizado de oliva e girassol, 

respectivamente. Este fato demonstra a necessidade de mais estudos com relação ao 

uso de óleos ozonizados na tentativa de viabilizar sua utilização in vivo, pois os óleos 

apresentaram, mesmo que baixa, ação inibitória dos patógenos. 

Palavras-chave: Doenças periodontais. Ozonioterapia. Tratamento Alternativo. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A doença periodontal (periodontite) é uma enfermidade que acomete o tecido 

de suporte do dente e o periodonto, incluindo as gengivites e periodontites. Esta 

enfermidade é a principal causa de perda de dentes em cães e gatos, e sua 

prevalência aumenta com a idade, estando presente em 80% dos indivíduos com mais 

de cinco anos (SILVA et al. 2017). 

Alguns fatores predispõe a ocorrência desta afecção, como por exemplo, raça, 

idade, dieta e mastigação (HOFFMANN & GAENGLER, 2004). Entretanto, o agente 

etiológico é a placa bacteriana, formada por bactérias, restos alimentares, leucócitos, 

macrófagos, lipídios, carboidratos, sais minerais, metabólitos e células de 

descamação oral (SANTO et al. 2012).  

A periodontite, de acordo com o grau de acometimento do periodonto, é 

classificada em Grau 0 (Gengiva saudável – fina, normocorada, sem dor e firme), Grau 

1 (Gengivite marginal – coloração da gengiva avermelhada mas com a margem livre), 

Grau 2 (Gengivite leve – edema, vermelhidão, leve enrolamento da margem gengival), 

Grau 3 (Gengivite moderada – edema acentuado, com ou sem cálculo dentário, 

vermelhidão intensa, enrolamento da margem gengival, presença de bolsas gengivais 

de 4 a 6 mm, e dentes firmes), e Grau 4 (Periodontite Severa – inflamação severa, 

bolsas gengivais com mais de 6 mm, presença de pus e mobilidade dentária) (WHYTE 

et al., 2014). 

Devido a intensa vascularização do periodonto, casos de periodontite podem 

evoluir para bacteremias, afetando rins, fígado, articulações e coração, principalmente 

em indivíduos imunossuprimidos. Por isso, a instituição do tratamento adequado é 

fundamental não só para o controle da doença oral, mas também para evitar o risco 

da disseminação destes agentes (ALMEIDA et al. 2017; FRANÇA et al. 2017; KANG 

et al. 2017).  

 O principal foco do tratamento da doença periodontal é a remoção da placa 

bacteriana, a extração dentária (quando necessária), e a instituição de 

antibioticoterapia adequada (ROZA, 2004; SALINAS et al., 2006).  

 A antibioticoterapia, tem por objetivo reduzir e suprimir a microbiota 

patogênica, e assim promover a melhora clínica do quadro (MEIRA, et al., 2007). 

Porém não deve ser a única forma de tratamento, pois a permanência da placa 

bacteriana pode evoluir para mineralização e formação de cálculo (HAWKINS,1997).  
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 A escolha e uso do antibiótico deve ser feita com critério, pois quando os 

mesmos são utilizados de forma inadequada podem contribuir para o desenvolvimento 

de microrganismos resistentes (SALINAS et al., 2006). Por este motivo métodos 

alternativos auxiliares para tratamento de doenças periodontais estão sendo 

avaliados, dentre eles a ozonioterapia, devido as propriedades e efeitos benéficos e 

seguros do ozônio (HOLMES, LYNCH, 2004). 
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2 OBJETIVO 

 

Avaliar a eficácia de óleos ozonizados no controle in vitro de agentes 

causadores da doença periodontal canina. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

O projeto de pesquisa que deu origem a esse estudo foi aprovado pela 

Comissão de Ética para Uso de Animais – CEUA/Universidade Brasil, sob protocolo 

nº 1900013. 

Foram selecionadas cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli 

isoladas de cães diagnosticados com doença periodontal Grau 3, que estavam 

armazenados no laboratório de Microbiologia da Universidade Brasil, Campus 

Fernandópolis. 

As bactérias passaram novamente por processo de identificação. Para isso, 

colônias de Staphylococcus aureus foram semeadas em ágar TSA e de Escherichia 

coli em EMB, levadas a incubadora (BOD) a temperatura de 37°C durante 24 horas. 

Em seguida, foi realizada a identificação por meio da realização da coloração de Gram 

e provas bioquímicas (catalase e coagulase, indol, motilidade em ágar semissólido, 

redução de nitrato, acidificação de carboidratos, produção de H
2
S, crescimento em 

TSI, ágar citrato de Simmons). Os agentes etiológicos foram identificados com base 

no Manual of Clinical Microbiology (JORGENSEN et al., 2015). 

Após a identificação as cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli 

foram novamente semeadas em ágar TSA e EMB e levadas a incubadora (BOD) a 

temperatura de 37°C durante 24 horas. Em seguida, as bactérias foram suspensas 

em solução salina (0,9%) obedecendo a escala MC Farland de diluição para se obter 

a turvação relacionada a 1,5 x 10⁸ unidades formadoras de colônia (UFC). 

Para os testes de susceptibilidade foram utilizados óleos comerciais 

(Ozonebalm®) de oliva, girassol e coco ozonizados.  

As bactérias foram semeadas na superfície de placas de Petri contendo Ágar 

TSA com a utilização de swab estéril. Após duas horas, foram adicionados em cada 

placa, discos de papel filtro contendo quatro quantidades do óleo ozonizado a ser 

testado, sendo elas 10, 15, 20 e 25μL. Foi adicionado no centro de cada placa um 

disco de antibiótico ciprofloxacina 5μg. As placas foram preparadas em quadriplicata. 

Foi preparado de cada cepa, também em quadriplicata, placas testemunhas, que 

foram inoculadas e receberam discos de papel filtro com quatro quantidades de 

solução salina (10, 15, 20 e 25μL) e no centro o disco de antibiótico ciprofloxacina 

5μg. 
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Após o preparo das placas, elas foram colocadas na estufa BOD a 37° para 

incubação e procedeu-se a leitura em 24 horas, por meio da averiguação e medição 

de halos de inibição de crescimento com utilização de paquímetro. 

Todos os resultados obtidos foram tabulados e submetidos à análise de acordo 

com a avaliação pela escala de Duraffourd (DURAFFOURD et al., 1987), e expostos 

em formato de tabelas. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A doença periodontal é provocada incialmente pela placa bacteriana que se 

forma sobre o esmalte do dente e é composta por um material viscoso e amarelado 

constituído por bactérias, denominado biofilme (GOUVEIA, 2009).  

Diversos microrganismos aeróbios e anaeróbios presentes na cavidade oral do 

cão têm sido associados à doença periodontal, incluindo os gêneros Streptococcus, 

Micrococcus, Staphylococcus, Peptoniphilus, Actinomyces, Propionibacterium, 

Enterococcus e Lactobacillus, Neisseria, Veillonella, Haemophilus, Actinobacillus, 

Eikenella, Capnocytophaga, Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium e 

Escherichia coli (SANTOS, 2018). Por isso a escolha dos agentes desta pesquisa 

(Figura 1 e Figura 2). 

 
 

Figura 1. Staphylococcus aureus – Placa testemunha, com disco central de 
ciprofloxacina 5μg 

  
Fonte: Autoria própria 
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Figura 2. Escherichia coli – Placa testemunha, com disco central de ciprofloxacina 
5μg 

  

 

Fonte: Autoria própria 
 

Os resultados referentes ao teste de susceptibilidade de Staphylococcus 

aureus, frente aos óleos ozonizados estão descritos na Tabela 1.  

Tabela 1. Halo de inibição (mm) do teste de susceptibilidade de Staphylococcus 
aureus frente a óleos ozonizados em diferentes volumes 

 Volumes 

Testes 10 ml 15 μL 20 μL 25 μL 

COCO 0 0 0 0 

GIRASSOL 0 0 0 0 

OLIVA 0 0 10 12 

CIPROFLOXACINA 30 30 30 30 

TESTEMUNHA 0 0 0 0 
Fonte: Autoria própria 

 
 

 

 Os halos de inibição de Staphylococcus aureus frente ao óleo ozonizado de 

oliva nos volumes 20 e 25 μL estão demonstrados na Figura 3.  
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Figura 3. Teste de susceptibilidade de Staphylococcus aureus frente ao óleo 
ozonizado de oliva 

 
Fonte: Autoria própria 

 

Com relação aos resultados referentes ao teste de susceptibilidade da bactéria 

E. coli, frente aos óleos ozonizados, os mesmos estão descritos na Tabela 2.  

Tabela 2. Halo de inibição (mm) do teste de susceptibilidade de E. coli frente a óleos 
ozonizados em diferentes volumes 

 Volume 

Testes 10 μL 15 μL 20 μL 25 μL 

COCO 0 0 0 0 

GIRASSOL 0 0 0 10 

OLIVA 0 0 0 0 

CIPROFLOXACINA 25 25 25 25 

TESTEMUNHA 0 0 0 0 

Fonte: Autoria própria 

 

Os halos de inibição de E. coli frente ao óleo ozonizado de girassol no volume 

de 25 μL está demonstrados na Figura 4.  
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Figura 4. Teste de susceptibilidade de E. coli frente ao óleo ozonizado de girassol 

 
Fonte: Autoria própria 

 
Notou-se nesta pesquisa que o óleo ozonizado de oliva apresentou efeito 

inibitório frente a Staphylococcus aureus e o de girassol frente a E. coli isolados de 

cães com doença periodontal, os outros óleos não apresentaram efeitos. 

De acordo com a escala de Duraffourd (Escala utilizada para determinar o efeito 

inibitório in vitro segundo o diâmetro de inibição, considera-se efeito Nulo, quando o 

diâmetro do halo for menor que 8mm; Sensibilidade baixa, para diâmetro entre 8 e 14 

mm; sensibilidade média, para diâmetro entre 14 e 20 mm; e extremamente sensível 

para diâmetro maior que 20 mm (DURAFFOURD et al., 1987). 

Na atual pesquisa, os halos de inibição foram de 10 e 12 mm, ou seja, nas 

concentrações utilizadas, os microrganismos testados apresentaram baixa 

sensibilidade frente aos óleos ozonizados de girassol e oliva.  

Pesquisa realizada por Diaz et al. (2006) e Moureu et al. (2015), detectou ação 

inibitória dos óleos de girassol e oliva ozonizados frente a cepas padrão de 

Staphylococcus aureus e E. coli. Montevecchi et al. (2013) relataram efeito o óleo 

ozonizado de oliva frente a Staphylococcus aureus.  

Pilar (2020), também relatou a eficácia do óleo ozonizado de girassol, frente a 

Porphyromonas gingivalis. Rensi et al. (2014) citaram eficácia do óleo de girassol e 

oliva ozonizado contra Propionibacterium acnes, já Zanardi et al. (2013), 

demonstraram efeito antibacteriano de óleo de gergelim ozonizado contra 

Staphylococcus aureus. 
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Vale ressaltar que estudo realizado por Elshinawy et al. (2018) demonstrou 

eficiência antimicrobiana do óleo de oliva ozonizado frente a bactérias Gram positivas, 

e relataram a capacidade deste produto de inibir a formação de biofilmes. 
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5 CONCLUSÃO  

 

Conclui-se que, as cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli isoladas 

de cães que apresentaram doença periodontal Grau 3 apresentaram baixa 

sensibilidade in vitro ao óleo ozonizado de oliva e girassol, respectivamente. Este fato 

demonstra a necessidade de mais estudos com relação ao uso destes óleos 

ozonizados frente aos dois microrganismos testados, principalmente para avaliar a 

utilização de doses mais elevadas na tentativa de viabilizar sua utilização in vivo, pois 

os óleos apresentaram, mesmo que baixa, ação inibitória dos patógenos. 

Além disso, sabe-se que o efeito de óleos vegetais ozonizados está também 

correlacionado ao processo de ozonização que foram submetidos, em que óleos com 

maiores concentrações de insaturações e acidez são melhores na produção de 

peróxidos e ácidos carboxílicos, apresentando melhor ação bactericida. 
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