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Freitas, MR. Otimizacdo dos protocolos regulares de limpeza em ambientes
odontolégicos. Universidade de Taubaté, 2023.
RESUMO

Background: No ambiente odontologico, diversos patdégenos sdo facilmente
transportados por meio de aerossol contaminado. Esses se depositam em
superficies e podem facilitar as propagacao das infec¢des cruzadas.

Objetivo: Avaliar, in vitro, uma forma de otimizar os protocolos regulares de
limpeza em ambientes odontoldgicos, comparando o efeito residual de duas
substancias desinfetantes em amostras impressas em PLA.

Métodos: A metodologia analitica foi definida apos a realizacdo de projetos
pilotos. Foram 4 os tempos de coleta, T1: 20 min apds contaminacao, T2: apos
desinfeccéo, T3: imediatamente apds segunda contaminacéo (efeito residual) e,
T4: ap6s segunda desinfeccéo. As unidades formadoras de coldnias bacterianas
(UFC) foram contadas e os resultados submetidos aos testes t pareado e t
student.

Resultados: Independente do grupo e atmosfera analisados, 0 comportamento
se mostrou semelhante, sendo o tempo 3, estatisticamente (p<0,05) maior que
os tempos 1,2 e 4, que se mostraram iguais. Em comparacéo com o alcool 70°GL
puro, o alcool 70°GL enriguecido com dioxido de titdnio e sulfonato de
dodecilbenzeno de sédio mostrou resultados promissores em experimentos
laboratoriais.

Conclusdo: Em comparacdo com o alcool 70°GL puro, o alcool 70°GL
enriquecido apresentou resultados promissores em experimentos laboratoriais,
sendo mais eficiente na desinfeccdo de superficies rugosas, bem como acédo
eficaz quando avaliado o tempo residual de desinfecc¢éo.

Palavras-chave: Bioaerossol; Contaminacdo de superficie; Efeito residual;

Protocolo de desinfeccao



Freitas, MR. Improvement of regular cleaning protocols in dental environments.
Taubate University, 2023.

ABSTRACT

Background: In the dental environment, several pathogens are easily
transported by means of contaminated aerosol. These deposit on surfaces and
can facilitate the spread of cross-infection.

Objective: To evaluate, in vitro, a way to optimize regular cleaning protocols in
dental environments, comparing the residual effect of two disinfectant substances
on samples printed in PLA.

Methods: The analytical methodology was defined after carrying out pilot
projects. There were 4 collection times, T1: 20 min after contamination, T2: after
disinfection, T3: immediately after second contamination (residual effect) and, T4:
after second disinfection. The bacterial colony forming units (CFU) were counted
and the results submitted to paired t and student t tests.

Results: Regardless of the group and atmosphere analyzed, the behavior was
similar, with time 3 statistically (p<0.05) greater than times 1, 2 and 4, which were
similar. Compared to pure 70°GL alcohol, 70°GL alcohol enriched with titanium
dioxide and sodium dodecylbenzene sulfonate showed promising results in
laboratory experiments.

Conclusion: Compared to pure 70°GL alcohol, enriched 70°GL alcohol showed
promising results in laboratory experiments, being more efficient in the
disinfection of rough surfaces, as well as effective action when evaluating the
residual disinfection time.

Keywords: Bioaerosol; Surface contamination; Residual effect; disinfection

protocol



LISTA DE TABELAS

Tabelal -  Definicdo dos termos. 22

Tabela 2 - Descricdo dos tempos das coletas que foram realizadas. 53



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 —

Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 —

Figura 5 —

Figura 6 —

Figura 7 —

Figura 8 —

Figura 9 —

Figura 10 —

Amostra lisa (a), amostra com ranhuras (b).
Linha do tempo do Estudo Piloto 1.

Protocolo de coleta com o swab das amostras
lisas (1) e com canaletas (2).

Placas do estudo piloto 1 dentro da estufa para
crescimento aerdbio e anaerobio.

Comparativo visual de placas representativas de
crescimento aerobio do Estudo Piloto 1.
Comparativo visual de placas representativas de
crescimento anaerobio do Estudo Piloto 1.
Esquema representativo do tamanho do Swab
(em branco) e do aplicador flexivel (em azul) que
serd utilizado.

Placas do estudo piloto 2 dentro da estufa para
crescimento aeroébio.

Linha do tempo ilustrativa do Estudo piloto 2.
Novo design de amostra para o estudo piloto 3.
(A) imagem gerada no software com as medidas
das canaletas. (B) amostra ja impressa em
polimero, destacada da base e com o0s
acabamentos realizados. (C) representacdo do
tamanho aproximado do microbrush, para que a

coleta das quinas internas seja mais eficaz.

40

40

42

43

43

44

a7

a7

48



Figura 11 —

Figura 12 —

Figura 13 —

Figura 14 —

Figura 15 —

Figura 16 —

Comparativo visual apos 48 h de crescimento na
estufa. (Lisa: amostras sem canaletas. RV:
amostras com canaletas design anterior. RN:
amostras com canaletas design novo).

Distribuicdo média dos valores de Ufc para as
amostras lisas, rugosas com canaletas com novo
design (RN) e rugosas com canaletas de design
antigo (RV). * - Diferenca estatisticamente
significativa, teste ANOVA + t student (p=0,0001).

(A) pesagem do SDBS. (B) pesagem do TiOz2. (C)
momento da agitacdo no ultrassom.

Solugéo enriquecida com TiO2 e SDBS pronta
para o uso.

Distribuicdo média dos valores de UFC quando da
desinfeccdo com &lcool 70°GL enriquecido com
dioxido de titAnio (TiO2) + sulfonato de
dodecilbenzeno de sodio (SDBS) apés
crescimento aerobico.

Distribuicdo média dos valores de UFC quando da
desinfec¢cdo com &lcool 70°GL enriquecido com
diéxido de titdnio (TiO2) + sulfonato de
dodecilbenzeno de sbédio (SDBS) apds

crescimento anaeroébico.

50

51

55

56

58

59



Figura 17 — Distribuicdo média dos valores de UFC quandoda 59
desinfeccdo com alcool 70°GL apds crescimento
aerobico.

Figura 18 — Distribuicdo média dos valores de UFC quandoda 60
desinfeccdo com alcool 70°GL ap0s crescimento
anaerabico.

Figura 19 — Distribuicio média dos valores de UFC nos 61
tempos de coleta com os agentes desinfetantes
utilizados para crescimento aerébico.

Figura 20 — Distribuicdo média dos valores de UFC nos 61
tempos de coleta com os agentes desinfetantes
utilizados para crescimento anaerobico.

Figura 21 — Comparativo visual das placas com a substancia 62

desinfetante Alcool 70°GL. (1) T1, aerobiose; (2)
T2, aerobiose; (3) T3, aerobiose; (4) T4,
aerobiose; (5) T1, anaerobiose; (6) T2,
anaerobiose; (7) T3, anaerobiose; (8) T4,
anaerobiose.

Figura 22 — Comparativo visual das placas com a substancia 63
desinfetante Alcool 70°GL + TiO2 + SDBS. (1) T1,
aerobiose; (2) T2, aerobiose; (3) T3, aerobiose;

(4) T4, aerobiose; (5) T1, anaerobiose; (6) T2,
anaerobiose; (7) T3, anaerobiose; (8) T4,

anaerobiose.



SUMARIO

1 INTRODUCAO
2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Contaminacéo geral
2.2 Procedimentos odontolégicos geram contaminacdo no
ambiente
2.3 Contaminacdao proveniente do procedimento odontolégico em
superficie
2.4 Desinfeccao das superficies do ambiente odontolégico
2.5 Nanomateriais e controle microbiano
3 PROPOSICAO
4 METODOLOGIA
4.1 Procedimentos éticos
4.2 Realizacdo de estudos piloto para implementacdo da
metodologia
4.3 Descontaminacdo inicial e preparo de solugdo para
contaminacao das amostras
4.4 Estudo piloto 1
4.5 Estudo piloto 2
4.6 Estudo piloto 3
4.7 Delineamento experimental
4.8 Desenho, impressao e acabamento das amostras
4.9 Tempos de coleta

4.10 Solucao contaminante e protocolo de contaminacéo

16

20

20

21

28

29

36

37

37

37

37

39

45

48

51

52

53

53



4.11 Substancias usadas para descontaminagéo
4.12 Cultivo microbioldgico
4.13 Andlise estatistica

5 RESULTADOS

6 DISCUSSAO

7 CONCLUSAO

REFERENCIAS

54

56

57

58

64

69

70



16

1 INTRODUCAO

Com o advento da pandemia de SARS-CoV-2, o tema contaminacéo de
ambientes e superficies voltaram ao centro das aten¢fes. A Administracdo de
Seguranca e Saude Ocupacional dos Estados Unidos classificou a odontologia
como uma das ocupacodes de alto risco para transmisséo da doenca por causa
de aerossois produzidos advindos da cavidade bucal e contaminacao direta com
a substancia salivar (United States Department of Labor, 2020).

A literatura mostra que os tratamentos odontolégicos aumentam
significativamente a contaminacéo biologica dos operadores para um nivel mais
alto do que as areas publicas (lonescu et al., 2020; Kimmerle et al., 2012;
Zemouri et al., 2017). Os aerossois e respingos produzidos pelas pecas de méo
sao capazes de transportar e difundir qualquer patdgeno que esteja presente no
ambiente bucal e na saliva (lonescu et al., 2020). Estes patégenos incluem
bactérias e virus alojados no nariz, garganta e trato respiratério (lonescu et al.,
2020).

Devido as caracteristicas dos consultérios odontolégicos, o risco de
infeccdo cruzada € uma grande preocupacao para os profissionais da saude.
Além do SARS-Cov, patégenos causadores de doencas como hepatites (B e C),
tuberculose, sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e citomegalovirus
sao facilmente transportados por meio de aerossol contaminado, e depositados
em superficies (Gallagher et al., 2020; Kampf et al., 2020).

Ha evidéncias de que a disseminacdo de patdégenos seja feita por meio
de aerossbis e respingos. Os aerossOis Sdo pequenas particulas
aerotransportadas e micro goticulas de até 5 micrometros de didametro (lonescu

etal., 2020). Os respingos, diferentemente dos aerossois, sdo particulas maiores
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para serem inaladas (100 um) (Leggat e Kedjarune, 2001a) entretanto podem
contaminar a pele, os olhos, o cabelo, as roupas, o0 campo operatério e
movimentar-se por corrente de ar, depositando-se nas superficies: cadeira
odontologica, moveis, pisos e teto (lonescu et al., 2020). Uma vez que as
goticulas/aerossois se disseminam no ar ou depositam-se em superficies, estes
meios passam a desempenhar papel fundamental na propagacéo das doencas
(Lelieveld et al., 2020).

O risco de infeccdo cruzada € uma grande preocupacdo para 0S
profissionais da salde. Alguns equipamentos e superficies do ambiente clinico
odontologico, apresentam areas com ranhuras, arestas e angulos que permitem
0 acumulo de material contaminado, podendo interferir na limpeza e desinfec¢éo
adequada das areas.

A transmissao de microrganismos em superficies secas contaminadas foi
postulada incluindo a auto inoculagédo das membranas mucosas do nariz, olhos
ou boca (Geller, Varbanov e Duval, 2012; Otter et al., 2016), enfatizando a
importancia de um entendimento detalhado da persisténcia destes em
superficies inanimadas (Geller, Varbanov e Duval, 2012). Dentre vérias acdes
possiveis para o enfrentamento da contaminacéo, destaca-se o controle desses
agentes, por meio de protecdo antimicrobiana para superficies.

Biocidas, como peréxido de hidrogénio, etandis, hipoclorito de sodio ou
cloreto de benzalcbnio, sdo usados em todo o mundo para desinfeccao,
principalmente em ambientes de saude (Kampf, 2018). Embora o alcool seja
eficaz na eliminacéo das contaminacdes, seu efeito residual € pequeno devido a

sua caracteristica volatil (Boyce, 2018).
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Particulas em escala nanométrica (prata, cobre e titanio) vem sendo
utilizadas em indastria alimenticia, téxtil e odontolégica como moléculas
bactericida, virucida e fungicida. Dentre essas, o0 diéxido de titanio (TiO2) é
amplamente utilizado como material autolimpante e autodesinfetante em muitas
aplicagdes (Fujishima, Rao e Tryk, 2000), para manter ambientes biologicamente
limpos (Matsunaga et al., 1988; Sunada et al., 1998). A irradiagdo com luz
ultravioleta (UV) gera espécies reativas de oxigénio na superficie do TiOz2,
incluindo radicais hidroxila (OH) e superéxido (Oz27) (Maness et al., 1999) que
possuem forte atividade oxidativa e destroem compostos organicos. Embora seu
efeito seja catalisado por luz, sua forma pura ja mostra resultados
antimicrobianos promissores (Levina et al., 2016).

TiO2 € um material inerte, ndo toxico e de baixo custo, com alto indice de
refracao e alta capacidade de absorcao de luz UV (Fonseca et al., 2015), além
de ter baixo custo e ser facilmente encontrado no Brasil. Ainda, tensoativos
incorporados a uma solucdo auxilia na diminuicdo da sua tensdo superficial,
fazendo com que tenha o aumento da sua molhabilidade, resultando em uma
maior area alcancada.

Sao claros os riscos de contaminacao cruzada entre pacientes e membros
da equipe da saude bucal entre sessfes de tratamento odontoldgico. E, mesmo
ap6s a limpeza do ambiente e superficies, algumas areas podem ainda
permanecerem contaminadas devido a dificuldade de acesso e topografia das
superficies do ambiente.

Com base na problematica apresentada, o objetivo desse estudo foi
avaliar, in vitro, a efetividade do alcool 70°GL enriquecido com diéxido de titanio

(TiO2) + sulfonato de dodecilbenzeno de sédio (SDBS) avaliando a cultura de
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microrganismos aerébios e anaerobios, quando comparados ao alcool etilico

hidratado 70° puro.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Contaminacéo geral

Aerossois e respingos produzidos por pecas de mao sdo capazes de
transportar e difundir patdgenos da cavidade oral e saliva para o ambiente extra-
oral (lonescu et al., 2020). Esses patdégenos incluem bactérias, fungos e virus
alojados no nariz, garganta e trato respiratério.

Entre as espécies bacterianas, Osorio et al. (1995)(Osorio et al., 1995) ja
havia detectado a presenca de Streptococcus ssp. e Staphylococcus ssp nos
aerossois produzidos mecanicamente por pecas de mao em procedimentos
odontologicos. Outras espécies, como Mycobacterium tuberculosis, foram
encontradas em particulas de aerossol geradas por uma peca de alta rotacédo
usada durante procedimentos odontolégicos simulados em pacientes com
tuberculose ativa (Belting, Haberfelde e Juhl, 1964). A presenca de
Staphylococcus aureus, Varicella Zoster Virus, Streptococcus spp. e Aspergillus
spp. também foi relatada (Gralton et al., 2011). Além dos presentes na saliva,
outros patdégenos podem estar presentes no sangue € na mucosa, cComo Virus
da herpes simples tipos 1 e 2 (Petti e Lodi, 2019), virus da hepatite B e C
(Ferreiro, Dios e Scully, 2005)., citomegalovirus (Plosa et al., 2012) e HIV
(Sebastiani, Dym e Kirpalani, 2017).

Um procedimento odontoldgico realizado em um individuo infectado pode,
portanto, aumentar o risco de contaminacdo para os pacientes, membros da
equipe odontoldgica e para o ambiente clinico. A dispersao do aerossol gerado
pelas pecas de mao tem sido analisada por diversos estudos, o que resultou em

uma série de recomendacdes para evitar a contaminacao (Gallagher et al., 2020;
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lonescu et al., 2020; Klompas, Baker e Rhee, 2021; Komperda et al., 2021,
Leggat e Kedjarune, 2001b; Lelieveld et al., 2020; Micik et al., 1969; Sebastiani,
Dym e Kirpalani, 2017).

E reconhecido que o tamanho da particula é o determinante mais
importante do comportamento do aerossol (Gallagher et al., 2020). Diferencas
no comportamento aerodinAmico de gotas maiores e menores sao responsaveis
pela distingdo entre gotas, respingos e aerossois. Prather et al. (2020) (Prather
et al., 2020) indica o limite para que as gotas sejam consideradas aerossois
como 100 um. Ja os aerossois consistem em uma suspenséo de liquido no ar,
com particulas menores que 5um, que sao responsaveis pela transmissao de
microrganismos aerossois no ar e podem permanecer no ar por horas (Gallagher
et al., 2020).

Respingos sédo suspensdes de ar de particulas liquidas ou sélidas com
um tamanho de particula maiores que 100 um. Sdo muito grandes para serem
inalados, mas podem contaminar a pele, os olhos, o cabelo e as roupas, além
da &rea de trabalho (lonescu et al., 2020).

Particulas de aerossol podem permanecer suspensas por um tempo
relativamente longo (até 30 minutos) apos o final de um procedimento operatério
e sdo facilmente espalhadas por todo o ambiente operatério por meio de
correntes de ar (Harrel e Molinari, 2004).

Para um melhor esclarecimento dos termos adotados nesta Tese, €

necessaria a definicdo de alguns termos, esses estédo na tabela 1.

. € um antisséptico associado a um agente
Solucéo degermante _
tensoativo
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elimina todos os microorganismos de superficies
Solucéo Desinfetante inanimados, com excecao dasformas microbianas

esporuladas

L € a total eliminacdo da vida microbiologica destes
Esterilizacao o
materiais.

_ _ séo substancias que diminuem a tensao superficial
Substancias tensoativas ) . ) )
o ou influenciam a superficie de contato entre dois
ltensioativas/surfactantes |
liquidos

. € um produto tensoativo usado em conjunto com
Sabéao ] _
agua para lavar e limpar

Tabela 1 — Definicdo dos termos.

2.2 Procedimentos odontoldgicos e contaminacdo no ambiente

O ambiente odontolégico tem um risco de contaminagdo por aerossol
considerado elevado devido as caracteristicas Unicas dos equipamentos
odontologicos. Dentre os procedimentos, 0s que necessitam de instrumento
rotatério ou oscilatério contendo spray de resfriamento se torna uma das
principais fontes de respingos e aerossois (lonescu et al., 2020).

A disseminacdo de microrganismos da cavidade oral durante
procedimentos odontoldgicos tem sido uma preocupacao desde a década de
1960. Os primeiros estudos de Belting et al., (1964) (Belting, Haberfelde e Juhl,
1964) e Micik et al. (1969) (Micik et al., 1969) indicam que procedimentos com
equipamentos rotatérios, principalmente as pecas de alta rotacdo, séo
responsaveis por maiores niveis de contaminacdo quando comparados a outras

atividades odontolégicas.
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No artigo de lonescu et al. (2020) (lonescu et al., 2020) o objetivo foi
mapear e quantificar a contaminacéo bioldégica de um ambiente odontologico.
Foi realizada uma suspensdo de um marcador biolégico bacteriano,
Streptococcus mutans, que foi armazenada no recipiente da cadeira
odontoldgica e utilizada como solugéo para irrigacdo durante a simulacdo de
procedimentos em trés pecas de mao: a alta rotacéo, contra angulo e ultrassom.
Um manequim foi posicionado na cadeira odontolégica e o operador realizou os
procedimentos odontolégicos e placas de petri com meio de cultura foi
posicionado em diversos locais no consultorio, cadeira odontolégica, chao,
paredes e teto em lugares padronizados e demarcado. O procedimento foi
repetido quinze vezes para cada peca de mao e desinfeccdo do ambiente entre
as aplicacdes, foi também realizado um procedimento sem a suspenséo
bacteriana, utilizado como controle. Todos os instrumentos testados espalham o
marcador pela cadeira odontolégica e ambiente circundante, incluindo as
paredes e o teto. O padrdo e o grau de contaminacao foram relacionados a
distancia da fonte de infeccdo, onde a distancia maxima de deteccdo do
marcador foi de 360 centimetros para alta rotacdo, 300 cm para contra-angulo e
240 cm para ultrassom. Nenhuma superficie do consultério odontoldgico ficou
livre do marcador biolégico apds o uso da alta rotagcdo. Concluiu-se que hd uma
preocupac¢do com o0 uso de instrumentos rotatérios e ultrassénico, visto que a
disseminacdo do marcador biolégico foi alta e disseminaria doengas presentes
na cavidade oral do paciente.

Meethil et al., 2021 (Meethil et al., 2021) rastrearam a origem da microbiota
em aerossoéis gerados durante a raspagem com ultrassom, osteotomia para

implante e procedimentos restauradores combinando com RT-PCR (para
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identificar e quantificar o SARS-CoV-2) e o sequenciamento 16S (para
caracterizar todo o microbioma). Em resumo, os autores encontraram evidéncias
suficientes para rejeitar a hipétese de que a saliva é uma fonte potencial de
transmissdo de doencas durante os AGDPs. Em vez disso, eles identificaram
gue o irrigante usado em equipamentos odontolégicos € a principal fonte de
microrganismos durante os procedimentos. Também demonstraram que 0S
sugadores durante o procedimento sdo altamente eficazes na reducdo da
contaminacao salivar do ambiente circundante e que 0s enxaguatorios bucais
pré-procedimento reduzem consistentemente as biocargas microbianas
salivares. Assim, 0os autores concluiram que o risco de transmissao de SARS-
CoV-2 e outros patdgenos respiratérios da saliva em aerossol em consultérios
odontologicos € moderadamente baixo e que as praticas atuais de controle de
infeccdo sao suficientemente para proteger equipe e pacientes.

Ainda em relagéo ao estudo Meethil et al., 2021 (Meethil et al., 2021), o
experimento foi realizado com 28 participantes, em um ambiente fechado com
ventilagdo de 6 trocas/min. Sugadores intraorais de alto volume (capacidade
média de succ¢do, 7,1 L/min) foram utilizado durante os procedimentos e 0s
aparelhos ultrassénicos foram usados com irrigacdo (fluxo de agua de 19,3
mL/min) e uma alta rotagdo com uma Unica porta de refrigeracdo e vazao de
23mL/min foi usada para procedimentos restauradores, nesse estudo também
foi avaliado a realizacdo de um implante. Foi avaliado a utilizacdo de um
enxaguatorios pré procedimento, onde individuos utilizaram um bochecho com
e peroxido de hidrogénio a 1% (30 mL por 1 min). Antes do procedimento, 1 mL
de saliva ndo estimulada e do irrigante da unidade odontol6gica (ou do motor de

implante) foi coletado em tubos contendo estabilizador de RNA (RNALater;
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Oragene). Aos 30 min apds o procedimento, o aerossol foi coletado dos
protetores faciais do operador e assistente, do torax do paciente e de uma area
de 6 pés distante do local da operacgédo (“ambiente”). Foi encontrado diferencas
significativas entre as classes de bactérias do microbioma salivar e a microbiota
de aerossol depositada no operador, paciente, assistente ou ambiente (P < 0,01,
analise de semelhancas).

Por outro lado, lonescu et al., 2020 (lonescu et al., 2020) encontraram que
0S aerossois e respingos produzidos pelas pecas de méo sédo capazes de
transportar e difundir qualquer patégeno que esteja presente no ambiente bucal
e na saliva A saliva pode conter uma variedade de patdgenos e, apesar de varios
mecanismos antimicrobianos, a transmissao destes pode ocorrer (Ferreiro, Dios
e Scully, 2005).

O HIV / AIDS interrompe o equilibrio microbiano do hospedeiro. Durante
a progresséao da doenca, 0 ambiente microbiano oral é alterado em pessoas nédo
tratadas vivendo com HIV / AIDS (Guo et al., 2021). Assim, no estudo de (Guo
et al., 2021), foi avaliado as relagbes entre a disfungcdo imune e altera¢des na
microbiota salivar e foi observado que, ha abundéancias bacterianas na saliva que
aumentam dramaticamente durante a infeccdo aguda pelo HIV. Assim, além do
virus HIV, em individuos portadores da doenca, ha bactérias, como
Porphyromonas e Solobacterium, que estdo presente na saliva e geram
preocupacao quanto a possivel disseminacdo para o ambiente odontoldgico
apos um procedimento.

Nesse mesmo contexto, a saliva tem sido descrita como uma amostra
menos invasiva e de facil manuseio, em comparagcdo com swabs nasofaringeos,

no diagnéstico de COVID-19 em adultos (Felix et al., 2022). O estudo de Felix et
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al. (2022) (Felix et al., 2022) teve como objeto de estudo amostras de saliva de
criancas com suspeita de COVID-19 atendidas em servi¢cos publicos de saude,
concluindo que a saliva é uma amostra alternativa confidvel para o diagndéstico
de COVID-19 na populacéo pediatrica. Sendo assim, o0 contato com essa saliva
contaminada se mostra um possivel vetor de contaminacao para a doenca.

Outra patologia transmissivel pelo contato com saliva contaminada é a
tuberculose pulmonar, uma doenca infectocontagiosa bacteriana, provocada
pelo Mycobacterium tuberculosis, dito bacilo de Koch, podendo atingir quase
todos os tecidos do corpo, especialmente os pulmdes, caracterizada pela
formacdo de tubérculos caseosos. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
priorizou a pesquisa de testes rapidos baseados em biomarcadores para TB
usando amostras de escarro de facil obtencédo, como saliva (Khambati et al.,
2021).

Além dessas doengas como mononucleose infecciosa (Womack e
Jimenez, 2015) e herpes simples (Petti e Lodi, 2019), podem ser transmissiveis
pelo contato de um individuo saudavel com a saliva contaminada, porém, nédo
ha estudos demonstrando o tempo de sobrevivéncia de seu patégeno quando
este esta em aerossol.

Na tentativa de oferecer uma maneira de reduzir qualquer aerossol
particulado gerado durante o procedimento odontolégico com pecas de mao,
Nulty et al. (2020) (Nulty et al., 2020) avaliou, por meio de um estudo
comparativo, dispositivos externos de extracdo de alto volume. No total, dez
procedimentos restauradores foram monitorados com um contador de particulas
industrial posicionado a distancia média de trabalho do operador de 420 mm. A

contagem de particulas de aerossol foram registradas em niveis estatisticamente
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aumentados durante procedimentos odontolégicos sem um dispositivo HVE
externo quando comparado quando do uso do dispositivo. Como foram
encontradas diferencas significativas entre os resultados da quantidade de
contagem de particulas de aerossol com e sem dispositivo HVE, os autores
sugerem estudos in vivo, a viabilidade da utilizacdo de dispositivos como HVE
na pratica clinica, visto que ha resultados promissores no controle da

disseminacao de particulas de aerossol.

2.3 Contaminacao em superficies

Os fluidos orais tornam-se aerossois durante os procedimentos com
instrumentos rotatérios, alta rotacdo e contra angulo, e oscilatérios, ultrassom.
Quando combinados com spray de agua, também fornecem um alto nimero de
particulas de aerossol contendo fluidos corporais (por exemplo, saliva, sangue e
placa dentaria) e microrganismos (Bennett et al., 2000).

A contaminacdo de superficies pelo toque frequente em ambientes de
saude é uma fonte potencial de transmissdo de doencas. Com o advento da
pandemia de SARS-CoV-2, essa preocupagdao vem aumentando entre o0s
profissionais da saude. Os coronavirus humanos (SARS e MERS) podem
permanecer infecciosos em superficies inanimadas a temperatura ambiente por
até 9 dias (Kampf et al., 2020).

A importancia da transmiss@o aérea de microrganismos na comunidade
odontoldgica e o risco de infec¢do cruzada entre pacientes e entre pacientes e
profissionais de saude bucal sdo amplamente documentados, principalmente em
relacao aos patdgenos transmitidos pelo sangue. No estudo de Prospero, Savini,

Annino (2003) (Prospero, Savini e Annino, 2003), os autores determinaram a
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contaminacao bacteriana quantitativa e qualitativa das faces dos profissionais de
saude bucal e outras superficies na pratica odontologica durante procedimentos
de rotina.

Nesse artigo, Prospero, Savini, Annino (2003) (Prospero, Savini e Annino,
2003), simularam atendimentos odontolégicos para procedimento restaurador e
de profilaxia. Durante os procedimentos foi avaliada a carga microbiana por meio
de filtros coletores da mascara do operador, bandejas de carrinhos moveis,
cuspideira e refletor de luz. Como resultado, as superficies que apresentaram os
maiores niveis de contaminacdo foram, em ordem decrescente: mascaras
cirargicas do operador, refletor de luz, areas proximas a cuspideira e bandejas
méveis, que estavam mais distantes da boca dos pacientes durante os dois tipos
de procedimentos odontolégicos. O ponto mais interessante desta pesquisa
talvez seja a estimativa da carga bacteriana que reveste o rosto dos profissionais
de saude durante o trabalho em um Unico paciente, foram encontradas amostras
positivas para as diferentes superficies de espécies de Streptococcus (42%),
espécies de Staphylococcus (41%) e bactérias gram-negativas (17%).

Alguns autores enfatizaram a importancia do uso de diques de borracha.
Introduzidos para isolar o campo operatorio da cavidade oral, esses dispositivos
constituem uma barreira protetora contra a fonte de contaminagdo microbiana
representada pela cavidade oral, reduzindo assim a disseminacao ambiental de
microrganismos. O aerossol gerado mecanicamente pelas pecas de mao com a
agua continua existindo, porém, sem 0s patdégenos presentes na saliva do

paciente (Cochran, Miller e Sheldrake, 1989).

2.4 Desinfeccao das superficies do ambiente odontol6gico
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A ANVISA, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, por meio da

Resolugdao — RDC Ne 35, de 16 de Agosto de 2010, Dispde sobre o Regulamento
Técnico para produtos com agdo antimicrobiana utilizados em artigos criticos e
semicriticos. Essa compreende os produtos com agdo antimicrobiana,

destinados ao uso em objetos e ambientes relacionados a assisténcia a saude.

No artigo de Kampf et al. (2020) (Kampf et al., 2020), foi revisada a
literatura sobre todas as informacgfes disponiveis no que diz respeito a
persisténcia de coronavirus humanos e veterinarios em superficies inanimadas
bem como estratégias de inativacdo utilizando agentes biocidas para
desinfeccdo quimica. Nesse estudo, os autores relatam que 0s coronavirus
humanos, como SARS e MERS ou o coronavirus humanos endémico (HCoV),
podem persistir em superficies inanimadas como metal, vidro ou plastico por até
9 dias, mas pode ser eficientemente inativado por procedimentos de desinfeccao
de superficie com etanol 62 — 71%, peroxido de hidrogénio 0,5% ou hipoclorito
de sddio 0,1% durante o tempo de contato de 1 minuto. Outros agentes biocidas
como cloreto de benzalcénio 0,05 — 0,2% ou digluconato de clorexidina 0,02%
sé&o menos eficazes.

Embora a carga viral de coronavirus em superficies inanimadas néo seja
conhecida, parece plausivel reduzir a carga viral em superficies por desinfeccao,
especialmente de superficies frequentemente tocadas no entorno imediato do
paciente, onde a carga viral mais alta pode ser esperada (Kampf et al., 2020).

O tempo de incubacdo da COVID tem sido descrita com tempos entre 2 a
10 dia. Sendo assim, o virus pode persistir em superficies por esse periodo e,

guando ndo descontaminadas de maneira adequada, estas sdo meios propicios



30

para a contaminacdo cruzada, ndo s6 da COVID mas também de outras
doencas, por meio de goticulas e toque das maos.

Com a existéncia de infec¢Bes resistentes, é preciso reforcar a prevencéo
da infeccdo. Um produto com eficacia de longa duracao tende a inibir a formacéo
de biofilme.

Ribeiro et al. (2015) (Ribeiro et al.,, 2015) realizaram uma revisao
sisteméatica de literatura com o objetivo de avaliar a eficacia da limpeza e
desinfeccéo de materiais semicriticos com alcool 70. Nesta revisdo de literatura,
observou-se que a desinfeccdo com alcool foi satisfatéria para produtos de
saude como nasofaringoscopios, laringoscopios, filmes radiograficos e pontas
de tondmetros. Esses produtos de salde ndo possuem ranhuras e ndo sao
tubulares; ou seja, séo estruturalmente menos complexos e entram em contato
com menor quantidade de contaminantes, nos quais a desinfeccao com alcool
ndo se mostrou satisfatéria nesta revisdo. Nesse artigo, concluiram que a
desinfeccdo de produtos semicriticos com alcool 70% ndo pode ser
recomendada a todos os produtos de saude de forma irrestrita. No entanto, de
acordo com o tipo de produto semicritico, a desinfec¢cdo pode ser obtida com ou

sem limpeza prévia.

2.5 Nanomateriais e controle microbiano

A nanotecnologia é uma ciéncia que se dedica ao estudo da manipulacéo
da matéria numa escala atbmica e molecular lidando com estruturas entre 1 e
100 nanémetros. Os conceitos que semearam a nanotecnologia foram discutidos

pela primeira vez no Encontro Anual da American Physical Society, Richard



31

Feynman apresentou uma palestra com o titulo “There is plenty of room at the
bottom” (n&o falta espaco la em baixo da escala) em 1959.

As moléculas-chave em biologia, como DNA, enzimas, receptores,
antigenos, anticorpos e transportadores de oxigénio podem ser incluidos na
escala nanométrica. Na era atual, as nanoparticulas sao consideradas uma
oportunidade para a pesquisa biomédica, pois possuem niveis elevados de
atividade bactericida no tratamento de doencas infecciosas (Ali et al., 2016).
Assim, hd um interesse significativo no desenvolvimento de biomateriais
antimicrobianos para aplicacdo na em embalagens de dispositivos meédicos e
alimentos (Kubacka et al., 2007). Diferentes nanoparticulas como prata (Zapata
etal., 2012), cobre (Palza et al., 2010) e nanoparticulas de TiO2 (Kubacka et al.,
2009; Li et al., 2009; Yafiez et al., 2015; Zapata et al., 2012) tém sido
incorporadas em polimeros, a fim de obter propriedades biocidas.

Na fabricacdo de materiais para prote¢cdo ambiental & Saude, é ideal partir
de materiais duraveis, quimicamente estaveis, e de complexidade e custo baixos
(Fonseca et al., 2015).

Particularmente, ions de prata e compostos a base de prata sdo o agente
antimicrobiano bem conhecido pela importancia medicinal desde 1000 aC e tém
sido usados como um aditivo de saude eficiente na medicina Ayurveda chinesa
e indiana (Gupta e Silver, 1998). O nitrato de prata € usado para acéo
antimicrobiana ha muito tempo, mas atualmente as nanopatrticulas de prata (Ag
NPs) tem acéo antimicrobiana eficiente devido a sua propriedade fisico-quimica
em que uma maior relacdo superficie/volume resultou em maior exposicao
superficial aos microbios o que leva a fornecer melhores propriedades

antimicrobianas (Deshmukh et al., 2019).
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Yin et al. (2020) (Yin et al., 2020) em uma revisdo de literatura sobre o
mecanismo de acdo das Ag NPs e a sua aplicacao na odontologia, afirmam que
formam um material que tem propriedades antibacteriana, antifingica e antiviral
com praticamente nenhum efeito adverso. O seu efeito antibacteriano se da na
penetragdo das paredes celulares, mudando a estruturas das membranas,
resultando em morte celular. Sua eficacia se deve nao apenas ao seu tamanho,
mas também a sua grande proporcdo de area de superficie para volume, além
de poder aumentar a permeabilidade das membranas celulares, produzir
espécies reativas de oxigénio e interromper a replicacdo do &cido
desoxirribonucleico pela liberacdo de ions de prata. Embora ndo haja um
consenso na literatura sobre a seguranca das nanoparticulas de prata, nenhuma
toxicidade sistémica foi relatada pois, sao liberadas baixas concentracdes que
nao sao toxicas aos fibroblastos.

A adicdo de Ag NPs em materiais para uso odontologia vem sendo
estudada, ha estudos sobre a sua incorporacao a resinas acrilicas (Castro, de et
al., 2018; Li et al., 2016), adesivos (Dias et al., 2019), solucéo irrigadora e
material obturador no tratamento endodoéntico (Mishra e Tyagi, 2018; Suzuki et
al., 2019), materiais adesivos no tratamento ortoddntico (Espinosa-Cristobal et
al., 2018; Hernandez-Gomora et al., 2017), membrana para regeneracao tecidual
guiada no tratamento periodontal (Lee et al., 2016; Mehrabani et al., 2018), e
revestimento em implantes dentarios (Gunputh et al., 2020; Pokrowiecki et al.,
2017). Quando incorporada a materiais odontoldgicos, ha relatos de inibigdo do
crescimento de bactérias como Streptococcus mutans, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus (Castro, de et al., 2018) e a adesédo de Candida albicans

(Li et al., 2016).
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As industrias téxteis estdo mudando e adotando novas tecnologias néo
apenas no processamento de tecidos, mas também no uso de agente
antimicrobiano para evitar a contaminacdo bacteriana. A escolha de Ag NPs é
preferivel em comparacdo com agentes antimicrobianos tradicionais, como sais
metdlicos, compostos quaternarios de amonio e triclosan. Isso é superior devido
a varios fatores, como resisténcia bacteriana, estabilidade, mais barato e
benigno ao meio ambiente (Tamboli et al., 2013; Wagener et al., 2016). Portanto,
€ mais 0til que a prata i6nica, pois ndo pode gerar manchas nos tecidos,
mantendo a respirabilidade e o manuseio dos tecidos. No entanto, ha evidencia
de que as varias vias de exposi¢cao a prata, como o contato entre o tecido e a
pele, bem como a ingestdo e a inalagcdo para criangas, sao responsaveis pela
toxicidade para as células humanas (Bender e Stutte, 2001).

No que diz respeito a efeitos adversos das Ag NPs, Deshmukh et al.
(2019) (Deshmukh et al., 2019) em sua revisdo de literatura mostraram que h&
sinais de toxicidade in vivo ou in vitro devido as suas propriedades fisico-
guimicas. E, o uso extensivo de Ag NPs como desinfetante pode ser um risco de
resisténcia microbiana, o que reduz sua aplicabilidade. Em tecidos com Ag NPs
incorporados, em que ha um constante toque com a derme, pode acontecer uma
mudanca na cor cinza-azulada, devido a coloracao e toxicidade das Ag NPs. A
toxicidade surge da nanoprata ou prata dissolvida em agua é muito debatida,
mas os relatorios de pesquisa atuais mostram que a toxicidade surge devido a
uma descarga de prata no ambiente no tipo particulado, bem como em tamanho
nanometrico, em vez de prata dissolvida.

Por outro lado, o dioxido de titanio (TiOz) € um material ecologicamente

amigavel e barato, além de atender a esses requisitos, é disponivel no Brasil em
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grande quantidade, e, principalmente, destaca-se por sua acao antimicrobiana
gue pode ser catalisada por luz UV (Levina et al., 2016).

As nanoparticulas de TiO2 podem ser efetivamente usadas para diminuir
a toxicidade de bactérias (Fonseca et al., 2015; Gupta et al., 2013; Verdier et al.,
2014). Ali et al., em 2016 (Ali et al., 2016), relataram que a atividade inibitoria
bacteriana do TiO2 se deve a geragdo fotocatalitica de forte poder oxidante
guando iluminado com luz UV em comprimento de onda inferior a 385 nm por 30
minutos. As particulas de TiO2 catalisam a morte de bactérias na iluminagdo com
luz UV, sendo a geracgéo de radicais hidroxila livres ativos por particulas de TiO2
fotoexcitadas, sendo os responsaveis pela atividade antibacteriana. Ainda, em
seu artigo, os autores enfatizam que, em pouco tempo, as nanoparticulas de
TiO2 terdo um papel significativo na area de pesquisa médica para a producao
de antibioticos eficazes contra diferentes bactérias resistentes a antibiéticos .

Cui et al., 2010 (Cui et al., 2010) realizaram um estudo para investigar a
eficiéncia do nanomaterial de TiO2 como um novo desinfetante ecoldgico para
controlar a gripe aviaria por sua capacidade de esterilizacdo fotoquimica. Como
concluséo, a inativacdo dos virus causador dessa patologia atingiu até 100%.
Assim, a anatase (anatase € uma das trés formas minerais do TiOz, sendo as
outras duas o rutilo e a brookite) nano-TiO2 € um agente antiviral potencialmente
amigavel ao meio ambiente para prevenir a gripe aviaria.

Fonseca et al.,, 2015 (Fonseca et al., 2015) estudaram sobre a acéo
antimicrobiana do acido polilatico com nanoparticulas de TiO2. O acido polilatico
€ um dos biopolimeros capazes de substituir os derivados do petréleo, que é
derivado de recursos 100% renovaveis, como acucar, milho, batata e beterraba.

Em relacdo as propriedades biocidas, apds 2 h de contato, os compdsitos de
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acido polilatico enriquecido com TiO2 mostraram uma reducdo de colbnias de
Escherichia coli de aproximadamente 82% sob nenhuma irradiagdo UV em
comparacdo com &cido polilatico puro. Esta caracteristica biocida pode ser
aumentada sob irradiacdo UV, com nanocompdésitos, matando 94% das
bactérias. Os nanocompdésitos de acido polilatico com TiO2 com 8% em peso
também foram 99,99% efetivos contra Aspergillus fumigatus sob irradiagdo UV.

Nanoparticulas de TiO2 tem seu potencial antiviral quando agregados a
compositos. Liga etal., 2013 (Liga et al., 2013) concluiram que as nanoparticulas
de TiOz atuam em regibes de RNA e DNA do virus da influenza. Os
nanocompositos de TiO2 que agem em DNA de virus podem ser usados com
sucesso para a inibicao eficiente e especifica do local do virus influenza A de
diferentes subtipos.

Levina et al., 2010 (Levina et al., 2016) estudaram que o TiO2 em
suspensao ou absorvido em filme possui propriedades bactericidas e virucidas
causadas por reacoes fotocataliticas. Os autores fizeram microscopia eletrénica
e mostraram que as nanoparticulas de diéxido de titdnio destruiram o virus da
gripe apos 30 minutos de incubacéo. O efeito de inativagéo foi observado quando
a incubacao foi realizada no escuro, mostrando que as propriedades de
inativacao de virus do TiO2 sdo baseadas principalmente no contato direto entre
nanoparticulas e particulas de virus.

Nakano et al., 2017 (Nakano et al., 2012) fizeram um estudo sobre a acéao
de inativacdo de microrganismos, comparando a inativacdo de vérias espécies
de bactérias e virus quando suas suspensdes foram lancadas em uma superficie
de vidro revestido com TiO2. Bactérias gram-positivas, por exemplo,

Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Enterococcus faecalis resistente
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a vancomicina e Streptococcus pneumoniae resistente a penicilina, foram
facilmente inativadas por fotocatalise, enquanto algumas bactérias gram-
negativas, por exemplo, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa
multirresistente, foram gradualmente inativados por fotocatélise. O virus da
gripe, um virus envelopado, foi significativamente inativado por fotocatalise em

comparacao com o calicivirus felino, um virus ndo envelopado.
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3 PROPOSICAO

Objetivo geral

Avaliar, in vitro, uma forma de otimizar os protocolos regulares de limpeza

em ambientes odontol6gicos, comparando o efeito residual de duas substancias

desinfetantes em amostras impressas em PLA.

Objetivos especificos

1-

Comparar a efetividade do alcool 70°GL puro e, do mesmo quando
enriguecido com dioxido de titanio (TiO2) + sulfonato de

dodecilbenzeno de sédio (SDBS) em superficie de amostras de PLA;

Variar as atmosferas de crescimento microbiolégico, aerébio e

anaeroébio;

Variar os tempo de contaminacdo e descontaminacao (avaliacdo do
efeito residual) na efetividade do alcool 70°GL enriguecido com di6xido

de titdnio (TiO2) + sulfonato de dodecilbenzeno de sodio (SDBS);

Desenvolvimento de um protocolo analitico para a conducédo desta

pesquisa através de estudos piloto.
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4 METODOLOGIA

A metodologia foi conduzida em colaboracdo com o Laboratério de
Bioengenharia do Instituto Tecnolégico de Aeronautica (ITA) e com o Centro de

Pesquisa Odontologico (CEPEO).

4.1 Procedimentos éticos
Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da

Universidade de Taubaté, e aprovado (CAAE: 42985121.0.0000.5501).

4.2 Realizacéo de estudos piloto para implementacdo da metodologia

Com o objetivo de aprimoramento de uma substancia desinfetante
utilizada frequentemente em ambientes odontolégicos, foram propostos projetos
pilotos, in vitro, os quais nortearam a metodologia final do trabalho, e
adicionalmente, trouxeram dados relevantes para a analise final dos resultados.
Assim os estudos pilotos e seus resultados parciais também compdem a
metodologia deste trabalho.

As amostras obtidas para o0s experimentos foram previamente
desenhadas em um programa de computador (Blender, Stichting Blender
Foundation, Amsterdam, Holanda) e impressas em material de poliacido latico
(PLA) por impressora 3D (Makerbot Replicator+, MakerBot Industries, Brooklyn,

NY).

4.3 Descontaminacao inicial e preparo de solugdo para contaminacdo das

amostras
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Foram impressas amostras lisas e com diferentes desenhos de canaletas.
As amostras com canaletas tinham por finalidade simular os angulos e arestas
presentes na cadeira odontol6gica, nos méveis e nas demais superficies, onde
ha contaminacdo, e a limpeza pode, muitas vezes, ndo ser tdo efetiva pela
dificuldade de acesso. Abaixo, na descricdo dos estudos pilotos, estdo descritos
os desenhos dos diferentes tamanhos das amostras utilizadas. As amostras
foram desenvolvidas e impressas no Laboratério de Bioengenharia do ITA.

A realizacdo de todo o protocolo de processamento das amostras foi no
CEPEO. Para descontaminagéo inicial das amostras foi a sua submersédo
durante um periodo de 8 horas em solucdo de Clorexidina 0,2% (Riohex,
Rioquimica, S&o José do Rio Preto, Brasil) e, apos o periodo, as mesmas foram
retiradas da solucdo e secas com gaze estéril para remocdo do excesso do
liquido. Este procedimento foi adotado, visto a impossibilidade autoclavagem das
amostras, por serem confeccionadas em material polimérico, ndo sendo
resistente a altas temperaturas.

A contaminagdo das amostras foi realizada com uma solugdo contendo
saliva humana colhida no momento da realizacéo de cada projeto (sempre por 2
voluntarios presentes no laboratorio), e adicionada a soro fisiologico estéril
formando uma solucdo. Em cada inicio de experimento, uma nova solucao de
contaminacao foi feita e, a mesma descartada ao final.

A coleta de saliva ndo estimulada foi realizada em um tubo Falcon estéril
(Olen, K30-050S) e a diluicdo da saliva com soro fisiolégico, na proporcao de
1:10, com soro fisiologico estéril. Esta mistura foi homogeneizada no vortex
(agitador de tubos WR 56, WR Research Products, Morumbi, Sdo Paulo, Brasil)

durante 2 minutos e dispensado em um recipiente com um borrifador acoplado



40

(Maximaplast, Sorocaba, Sao Paulo, Brasil). Assim, houve uma padronizacéo da
distancia para posicionamento do frasco contendo a solugdo contaminante e o
borrifador foi posicionado perpendicularmente as amostras, que estavam
apoiadas na bancada, a 30 centimetros de distancia.

A cultura microbioldgica foi realizada em placas de petri contendo agar
sangue (Biocen do Brasil, Campinas, S&o Paulo, Brasil).

Foram realizados 3 estudos piloto e a metodologia de cada um sera

definida a seguir:

4.4 Estudo piloto 1

As amostras impressas foram destacadas da base e o0s excessos
removidos com o auxilio de uma peca reta (Micromotor 500, Kavo, Joinville, SC,
Brasil) acoplado a um micromotor (Kavo, Joinville, SC, Brasil) e broca maxicut
de tungsténio (American Burrs, Palhoca, SC, Brasil). Foram impressas amostras
de 2 cm de diametro e 0,5 cm de altura, com a superficie lisa e outras contendo

ranhuras de um milimetro de profundidade (figural)

Figura 1 — Amostra lisa (a), amostra com ranhuras (b).
Dentre as amostras impressas, foram selecionadas aleatoriamente duas

amostras lisas e duas amostras com ranhuras, dando um total de quatro corpos
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de prova para esse estudo piloto. A desinfec¢ao inicial ocorreu com clorexidina
da forma ja descrita anteriormente.
Os tempos que ocorreram a pré-contaminagdo, contaminagdo e

semeadura estéo representados na linha do tempo abaixo (figura 2)

| | | | |
I [ [ I |
« Tempo -1 « Tempo 1 « Tempo 2 « Tempo 3 « Tempo 4
Pré contaminagdo Pés 1° contaminagdo Pés 1° desinfeccdo Pés 2° contaminagdo Pds 2° desinfeccdo
Assim que as amostras Com saliva Com élcool 70
sairam da imersdo em
clorexidina

Figura 2 — Linha do tempo do Estudo Piloto 1.

Para a coleta e semeadura foi utilizado o método do esfregagco com um
swab estéril (Neolab, Sdo José dos Pinhais, Parana, Brasil ) umedecido em soro
fisiolégico estéril (cloreto de sédio 0,9%, Samtec, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo,
Brasil).

As coletas aconteceram a depender do tipo de cultivo, aerdbio ou
anaerobio (Figura 2):

e as placas que foram para o cultivo aerébio, o swab umedecido em soro
fisiolégico estéril foi passado 5 vezes na amostra de cima para baixo e
semeado nas placas original e duplicata;

e ja as placas que iriam para o cultivo anaerébio, o Swab foi passado 5

vezes, mas, de baixo para cima e semeado nas placas original e duplicata.
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Swab umedecido em soro fisiolégico estéril Swab umedecido em soro fisiologico estéril
1 Passado 5x na amostra e semeado: Passado 5x na amostra e semeado: 2

i
U

w
Anaero
N
w

original original original original
duplicata duplicata duplicata duplicata

Figura 3 — Protocolo de coleta com o swab das amostras lisas (1) e com
canaletas (2).

Para o cultivo anaerdbio, as placas foram colocadas em jarras para
anaerobiose contendo o Anaerobac (Probac do Brasil Produtos Bacterioldgicos
Ltda, Sdo Paulo, Brasil), gerador de atmosfera especifico para cultivo de
microrganismos estritamente anaerébios, que faz com que aconteca uma reacao
de 6xido-reducdo, diminuindo a concentracdo de oxigénio, em taxas abaixo de
3% e aumentando concentragdo de CO:z. Ainda, dentro da jarra, foi colocado
indicadores de CO2 (Probac do Brasil Produtos Bacteriolégicos Ltda, S&o Paulo,
Brasil) para a confirmacéo.

Antes do inicio do experimento, as placas foram identificadas como:
original ou duplicata; amostra lisa ou com canaletas; nimero da amostra; tempo
de coleta; e cultura aerdbia ou anaerdbia.

Assim que as amostras sairam da imerséo em clorexidina, o excesso do
liguido foi removido totalmente com uma gaze estéril, momento em que
aconteceu a coleta no tempo -1.

Entéo foi dado 2 flushes da solucdo de saliva, utilizando o protocolo ja
descrito, e aguardado o prazo de 20 min para crescimento dos microrganismos,

nesse momento aconteceu a coleta no tempo 1.



43

Apoés a coleta no tempo 1, aconteceu a descontaminacdo com alcool
etilico hidratado, 70 °GL (Alcool Zulu a 70°INPM, CNA, Companhia Nacional de
Alcool, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) que foi inserido em um recipiente com
borrifador (Maximaplast, Sorocaba, Sdo Paulo, Brasil), sendo o recipiente o
mesmo modelo do utilizado para o armazenamento da solugédo contaminante de
saliva. A distancia foi padronizada e dada 2 flushes do alcool na amostra (com a
mesma padronizacdo de posicionamento e distancia da solucdo contaminante),
e uma gaze estéril passada duas vezes. Imediatamente, houve a coleta no
tempo 2.

A coleta no tempo 3 foi realizada ap0s a recontaminacéo das amostras e
aconteceu seguindo o protocolo j& descrito (distancia padronizada, 2 flushes
perpendiculares as amostras), e aguardo do crescimento 20 minutos.

ApOs isso, aconteceu a descontaminacgédo 2 das amostras, utilizando-se o
mesmo protocolo da primeira, dando origem as coletas no tempo 4.

As placas foram para a estufa imediatamente apds a semeadura, as
destinadas ao crescimento anaerobio ficaram dentro da jarra com o Anaerobac
e as placas para crescimento aerdbio dentro da estufa bacterioldgica, (Olidef cz,

Ribeirdo Preto, Brasil) a 35°C, ilustrado na figura 4.
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Figura 4 — Placas do estudo piloto 1 no interior da estufa para crescimento

aerébio e anaerdbio.

Resultados do Estudo piloto 1

As unidades formadoras de colbnias bacterianas (UFC) foram avaliadas
visualmente com o auxilio de um sistema automatizado de contagem de
colénias, por um Uunico pesquisador. Foram selecionadas aleatoriamente

amostras e foram fotografadas para o comparativo visual (Figura 5 e 6).

« Tempo -1 « Tempo 1 « Tempo 2 « Tempo 3 « Tempo 4

Pré contaminagao Pés 1* contaminacgéao Pés 1* desinfecgcdo  Pés 2° contaminagdo Pés 2* desinfeccado
Figura 5 — Comparativo visual de placas representativas de crescimento aerdbio

do Estudo Piloto 1.
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« Tempo -1

Pré contaminacéo

« Tempo 1

Pés 1? contaminacao

« Tempo 2

Pés 1* desinfeccao
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Anaero

. Tempo 3 . Tempo4

Pés 2® contaminacédo Pés 2* desinfeccao

Figura 6 — Comparativo visual de placas representativas de crescimento

anaeroébio do Estudo Piloto 1.

Com os resultados obtidos, foi possivel concluir que :

. Metodologia de contaminacéo e descontaminacao sao viaveis;

. Ap6s 12 h de imersdo em clorexidina foi obtida superficie onde nédo

houve crescimento bacteriano (controle);

. Alcool etilico hidratado, 70 °GL, foi efetivo na descontaminacg&o

apos os dois episddios de contaminacdo tanto em amostras lisas como com

canaletas;

. Perfil das placas de aerobiose e anaerobiose foram semelhantes.

Percebeu-se que o swab pode néo ter sido efetivo na coleta dos

microrganismos dentro das canaletas das amostras, pelo diametro do swab ser

maior do que o da canaleta, algumas sugestdes e modificacdes foram indicadas

para que para melhoria e adequac¢des metodoldgicas, sendo:

. Melhorar o acabamento das amostras e eliminacdo de ranhuras

internas do sulco, aumentando a espessura para facilitar a coleta;

BsIT]
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. Utilizar 2 métodos para descontaminacao;

. Flush com alcool etilico hidratado, 70 °GL + limpeza da superficie
com gaze estéril;

. Limpeza da superficie com gaze embebida em alcool etilico
hidratado, 70 °GL,;

. Utilizar micro aplicadores de haste flexivel para a coleta da regido

interna da canaleta (Figura 7)

Figura 7 — Esquema representativo do tamanho do Swab (em branco) e

do aplicador flexivel (em azul) que sera utilizado.

4.5 — Estudo piloto 2

Tendo em vista melhorar os pontos mencionados no primeiro estudo
piloto, as amostras apds destacadas da base receberam um melhor acabamento
e ampliagdo das canaletas com auxilio de uma peca reta (Micromotor 500, Kavo,
Joinville, SC, Brasil) acoplado a um micromotor (Kavo, Joinville, SC, Brasil) e
broca maxicut de tungsténio (American Burrs, Palhoga, SC, Brasil). Foram
utilizados micro aplicadores de haste flexivel (Kg Brush Fine, KG Sorensen,
Cotia, SP, Brasil) para a coleta das regides internas das ranhuras da amostras.
Antes do inicio dos experimentos as amostras ficaram em imersdao em
Clorexidina 2% para desinfeccdo seguindo o protocolo ja descrito.

Neste momento, o cultivo microbiolégico foi de crescimento aerébio e sem

duplicata, tendo o total de quatro amostras (duas amostras lisas e duas amostras
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com canaletas). As amostras com canaletas tiveram suas modificacdes
realizadas com um disco diamantado dupla face (American Burrs, Palhoca, SC,
Brasil) montado na peca reta e micromotor (Kavo, Joinville, SC, Brasil)
resultando em uma canaleta mais espessa para facilitar a coleta da face interna.

A coleta de saliva, diluicho em soro fisiologico (propor¢do 10:1),
homogeneizagcdo e armazenamento ocorreram seguindo o protocolo ja descrito
e a solucdo armazenada da mesma forma.

ApOs sairem da imersdo em clorexidina, as amostras e os microbrushes
foram secos com gaze estéril (coleta tempo -1).

As amostras foram contaminadas e a coleta aconteceu apds o tempo de
20 minutos, para o crescimento dos microrganismos (coleta tempo 1).

A descontaminacdo aconteceu seguindo dois protocolos distintos, como
sugerido apos realizacdo do primeiro estudo piloto, sendo ambos feitos com
alcool etilico hidratado (Alcool Zulu 70°INPM, CNA, Companhia Nacional de
Alcool, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) que ficou armazenado no mesmo frasco
com borrifador acoplado do estudo piloto 1. Em uma amostra lisa e uma amostra
rugosa foi realizado o primeiro protocolo e, em outra amostra lisa e outra amostra
rugosa, foi realizado o segundo protocolo (coleta tempo 2):

e no primeiro protocolo de descontaminacéo, o frasco contendo o alcool
etilico hidratado foi posicionado a uma distancia de 30 cm com a saida do
liquido perpendicular as amostras que estavam posicionadas na bancada
e o liquido dispensado pelo borrifador diretamente sobre as amostras;

e ja no segundo protocolo de descontaminacdo, uma gaze estéril foi
umedecida com alcool etilico hidratado e esta foi passada na amostra com

3 movimentos circulares no sentido horério.
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Logo apds finalizadas as semeaduras nas placas referentes ao tempo 2,
houve a segunda contaminacdo (mesmo protocolo descrito) e, apds 20 minutos
para o crescimento, a coleta do tempo 3 foi realizada.

Apbés a semeadura do tempo 3, foi realizada a segunda fase de
descontaminacéo, seguindo os protocolos referentes & cada amostra (protocolo
1 ou 2) e coleta do tempo 4.

As placas foram para a estufa imediatamente apds a semeadura para

crescimento aerébio dentro da estufa a 37°C (figura 8) e ficaram por 48 horas.

Figura 8 — Placas do estudo piloto 2 no interior da estufa para crescimento

aerobio.

A Figura 9 mostra a linha do tempo, para ilustrar como aconteceram as

coletas:
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i
Padroniza¢ao Microbrush umedecido em soro fisiologico estéril
da distancia Passado 5x na amostra e semeado:
: i Protocolo de descontaminagao 2
> |
: Gaze estéril umedecida com alcool X
i Limpeza com a gaze (5 voltas) 2

tra IRe 2R
amostra 1Re 2R . amostra R e
Aerobiose

Il

= Protocolo de descontaminagéo 1
P
o
S = T 5 % N .
2 Remogdodo = Padronizagao da distancia Moaima _ _
< excessode ; 2 flushes de alcool 70 metodplogna da Mesma metodologia 2
= A ; ) e
& clorexidina com Limpeza com gaze estéril (2 voltas) pinens da primeira 5
£ gazeestéril contaminagéo descontaminagao g
8 y , £
5 ! ! > 2
s | §
£ . . E
© | p [ S [ o
o P o - z N = N = s " -
‘% Pré contaminacao Pés 1® contaminacao P6s 1° descontaminacao Pés 2° contaminagdo Pos 2° descontammacaog
£ Com saliva 10:1 Com élcool 70

Figura 9 — Linha do tempo ilustrativa do Estudo piloto 2.

Apos a andlise dos resultados do Estudo piloto 2, concluiu-se que:

e Havia necessidade do desenho e impressdo de um novo design de
amostra, simulando com mais fidelidade as quinas existentes no ambiente
e melhorando as condi¢des para que a coleta seja mais efetiva. Desse
modo, as canaletas ja seriam impressas com uma espessura na qual ndo
fosse necessaria a ampliacdo com discos diamantados. Que a utilizacao
do método de desinfeccdo com a gaze umedecida com alcool etilico
hidratado, 70 °GL mostrou-se mais efetivo e assim adotado desse
momento em diante (umedecimento da gaze estéril e passa-la sobre a

superficie da amostra) para todos os procedimentos de desinfeccao.

4.6 — Estudo piloto 3
Assim como sugerido apos analise dos resultados do ultimo estudo piloto, foi
desenhado e impresso um novo design de amostras utilizando o mesmo

polimero, porém com canaletas mais espessas, como mostra a figura 10.
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B G ]
/S

Figura 10 — Novo design de amostra para o estudo piloto 3. (A) imagem gerada
no software com as medidas das canaletas. (B) amostra ja impressa em
polimero, destacada da base e com o0s acabamentos realizados. (C)
representacdo do tamanho aproximado do microbrush, para que a coleta das

guinas internas seja mais eficaz.

As amostras impressas pela impressora 3D foram destacadas da base e
0s excessos foram removidos com o auxilio do micromotor, peca reta e broca
maxicut de tungsténio (de acordo com procedimentos descritos no estudo piloto
1).

Neste estudo, o numero de coleta e 0 nimero de amostras foram
reduzidos, visando apenas avaliar o design da amostra e os tempos de coleta
gue sera realizado adiante.

Foram selecionadas 3 amostras (uma amostra lisa, uma amostra com
canaleta do design antigo e uma amostra com canaleta do novo design).

Como o protocolo inicial de descontaminacao (imersao em clorexidina 2%
por 8 horas previamente ao inicio do experimento) estabelecido nos projetos
piloto anteriores mostrou-se efetivo, a primeira coleta ja aconteceu apés a

primeira contaminacao.
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A coleta do tempo 1 aconteceu 20 minutos apos a primeira contaminacao
(para crescimento dos microrganismos) com a solucao de saliva (coleta de saliva
antes do inicio do experimento com diluicdo 10:1 com soro fisiologico,
homogeneizacdo e armazenamento no mesmo frasco com borrifador ja
utilizado), com uma distancia padronizada de 30 cm e a saida da solucéo ficou
perpendicular as amostras, que estavam apoiadas na bancada.

A coleta no tempo 2 foi imediatamente apds a primeira descontaminacao,
onde uma gaze estéril foi umedecida com alcool etilico hidratado (Alcool Zulu
70°INPM, CNA, Companhia Nacional de Alcool, Piracicaba, S&o Paulo, Brasil) e
passada na amostra em movimentos circulares sentido horario.

Logo em seguida houve a segunda contaminacdo (mesmo protocolo), e a
terceira coleta aconteceu imediatamente apds a contaminacao (com a intencéo
de avaliar o efeito residual do &lcool).

A coleta no tempo 4 foi realizada ap6s a segunda descontaminacao.

As placas foram para a estufa para crescimento aerébio por 48h a 37°C.

Higien Higien

20min ¥
+

+ +

coleta Soleta coleta coleta

+ +

coleta coleta
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Figura 11 - Comparativo visual apés 48 h de crescimento na estufa. (Lisa:
amostras sem canaletas. RV: amostras com canaletas design anterior. RN:

amostras com canaletas design novo).

Com os valores obtidos da contagem do numero de unidade formadora
de colénia (UFC), foi realizada analise estatistica com o auxilio do software Bio
Estat 5.2, adotando significancia estatistica de 95% (p<0,05) e Power de 90%,
os testes ANOVA e T Student foram selecionados para as interacdes
estatisticas.

Observando os resultados obtidos o novo desenho das canaletas das
amostras proporcionou maior crescimento bacteriano no tempo 3 quando
comparada ao crescimento bacteriano na amostra de desenho antigo com
canaletas e com as amostras lisas. Reforgcando a necessidade de conducao de
pesquisas que utilizem substancias desinfetantes alternativas ao alcool etilico
hidratado 70° e que possibilitem uma diminuicdo de contaminacdo, ou até

mesmo, possam zerar a contaminagao presente nos tempos 3 e 4.
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Figura 12 - Distribuicdo média dos valores de Ufc para as amostras lisas,
rugosas com canaletas com novo design (RN) e rugosas com canaletas de
design antigo (RV). * - Diferenca estatisticamente significativa, teste ANOVA +t
student (p=0,0001).

Com os resultados obtidos nos estudos pilotos 1, 2 e 3 foi possivel
determinar os protocolos relacionados a contaminacdo e descontaminagéo,
desenhos de amostras e, também possibilitou a realizacdo do calculo amostral

do presente estudo.

4.7 — Delineamento experimental

Seréo utilizadas amostras lisas e com canaletas, visto que as amostras com
canaletas simulardo as quinas presentes no ambiente odontologico, onde existe
contaminacao, mas a limpeza pode ndo ser tdo efetiva devido a dificuldade de
acesso. Adicionalmente, também sera testada uma substancia alternativa ao

alcool etilico 70°, sendo as variaveis estudadas:

e Variaveis de estudo:
1) tipos de material desinfetante (alcool etilico hidratado e alcool
etilico enriquecido com SDBS + nanopatrticulas de TiOz2);

2) tempos de analise (T1, T2, T3 e T4).

e Variaveis de resposta:

1) cultura bacteriana aerobica;

2) cultura bacteriana anaerobica.

4.8 — Desenho, impressao e acabamento das amostras
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As amostras foram desenhadas pelo programa de computador Blender, de
computador e impressas PLA pela impressora 3 Makerbot +.

As pecas foram impressas em uma impressora 3D, disponibilizada pelo
Laboratério de Bioengenharia do Instituto tecnolégico de Aeronautica (ITA).
Apoés a impressdo, as amostras foram destacadas da base de impresséo e
receberam acabamento com uma peca reta (Micromotor 500, Kavo, Joinville,
SC, Brasil) acoplado a um micromotor (Kavo, Joinville, SC, Brasil) e broca
maxicut de tungsténio (American Burrs, Palhoga, SC, Brasil).

Foram impressas dois tipos de amostras circulares, ambas com 2 cm de
diametro e 0,5 cm de altura, contendo na superficie ranhuras de um milimetro
de profundidade e 1 mm de espessura, simulando superficies com quinas e

frestas.

4.9 — Tempos de Coleta

Os tempos de avaliacdo seguiram a tabela abaixo:

Momento Identificacdo da coleta

Apos protocolo de contaminacéo e 20
Tempo 1 (T1)
min de crescimento microbiano

Ilmediatamente apo6s protocolo de
Tempo 2 (T2)
desinfeccao

| Imediatamente apos segunda
Tempo 3 (T3)
contaminacao

" Apés desinfecgao Tempo 4 (T4)

Tabela 1 — Descricdo dos tempos das coletas que foram realizadas.
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4.10 — Solucdo contaminante e protocolo de contaminacao

Houve a coleta de saliva ndo estimulada em um tubo Falcon estéril (Olen,
K30-050S), e esta foi misturada com solucédo de cloreto de sodio a 9% (JP
IndUstria Farmacéutica S. A., Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil) na proporcéo de
1:10. A quantidade foi mensurada com uma pipeta. Foi homogeneizado no vértex
(agitador de tubos WR 56, WR Research Products, Morumbi, Sdo Paulo, Brasil)
durante 2 minutos e, em seguida, a solucdo homogeneizada foi dispensada em
um recipiente com um borrifador acoplado (Maximaplast, Sorocaba, S&o Paulo,
Brasil).

O protocolo de contaminagdo das amostras foi:

1) posicionamento das amostras na bancada: como o padréo de saida do
liqguido do borrifador da um padrao circular, as amostras foram posicionadas
formando um circulo, para garantir que a mesma quantidade da solu¢éo chegue
em todas as amostras.

2) padronizagdo da distancia da saida do liquido com as amostras: a
padronizacéo foi de 30 cm, mensurado com uma régua.

3) apobs o posicionamento do frasco contendo a solucéo atingir a distancia

correta, trés flushes da solucéo foram realizadas.

4.11- Substancias utilizadas para descontaminacao

A desinfeccdo aconteceu com duas solucdes a base de alcool etilico
hidratado 70 °GL (Prolink, Guapiacu, SP, Brasil). A primeira foi o alcool 70 °GL
puro e, a segunda, a solucdo contendo o alcool 70°GL + sulfonato de

dodecilbenzeno de sédio (tensoativo) + nanoparticulas de TiOa2.
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Para o desenvolvimento do alcool etilico hidratado 70 °GL enriquecido
com nanoparticulas de TiO: e sulfonato de dodecilbenzeno de sédio (SDBS), os
materiais utilizados foram:

e Aalcool etilico hidratado 70 °GL (Prolink, Guapiagu, SP, Brasil);

e sulfonato de dodecilbenzeno de sédio (SDBS) (Aldrich, Darmstadt,

Alemanha);

e nanoparticulas de TiOz.

A disperséao do SDBS e do TiOz2 na solugéo aquosa de etanol aconteceu com
a agitacdo com bagueta e ultrassom (USC750, Unique Ind. e Com. De Produtos
Ltda., Indaiatuba, SP, Brasil).

Para 1 litro de solucédo aquosa de etanol, foi pesado 2,5085g de TiO2 e 0,500g
de SDBS. O SDBS é soluvel, ja as nanoparticulas de TiO2 ficam dispersas. Apos
misturadas, a solugéo contendo o etanol, SDBS e TiO2 foi agitada com bagueta
por cerca de dois minutos e, em seguida, foi colocada no ultrassom por 30

minutos (Figura 12) e armazenada em recipiente de vidro (Figura 13).

Figura 13 — (A) pesagem do SDBS. (B) pesagem do TiO2. (C) momento da

agitacdo no ultrassom.
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Figura 14 — Solugéo enriquecida com TiO2 e SDBS pronta para 0 uso.

A definicdo do protocolo de descontaminacdo foi baseada no Estudo
Piloto 3, onde uma gaze estéril foi umedecida com o agente desinfetante
correspondente ao grupo e passada nha amostra em movimentos circulares

sentido horério.

4.12 — Cultivo microbioldgico

As placas foram para a estufa imediatamente ap0s a semeadura e, as
destinadas ao crescimento anaerobio, ficaram dentro da jarra com o Anaerobac
e as placas para crescimento aerdbio dentro da estufa bacterioldgica a 35°C,

como realizado nos Projetos Piloto descritos acima.
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As colbnias bacterianas foram contadas col6énias e os dados foram

inseridos em uma planilha.

4.13 Analise estatistica

ApOs o processamento laboratorial, e realizada as leituras das placas, os
dados foram tabulados, agrupados e submetidos a andlise estatistica especifica.
Apoés a caracterizacdo da distribuicdo amostral os testes estatisticos foram
selecionados. Para as andlises intra-grupo o teste estatistico t pareado foi
selecionado. J& para as comparacdes inter-grupos o teste estatistico t de
Student foi aplicado. Toda a analise foi conduzida com o auxilio do software Bio
Estat 5.0 e adotando em toda as andlises o nivel de significancia estatistica de

95% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

Inicialmente, foi proposta uma comparacdo intragrupo referente aos
agentes desinfetantes utilizados (alcool 70°GL e o alcool 70°GL enriquecido com
didxido de titanio (TiO2) + sulfonato de dodecilbenzeno de sodio (SDBS)).
Independente do grupo e atmosfera analisados, o comportamento se mostrou
semelhante, sendo o tempo 3, estatisticamente (p<0,05) maior que 0s tempos

1,2 e 4, que se mostraram iguais (Figuras 1, 2, 3 e 4).

Alcool 70°GL + TiO, + SDBS

300

250 2435 *
200

150

100

50

0 2.6 0 01
TEMPO 1 TEMPO 2 TEMPO 3 TEMPO 4
AEROBIOSE

* - Diferenca estatisticamente significativa, teste t pareado (p<0,05).
Figura 14 - Distribuicdo média dos valores de UFC quando da desinfec¢éo
com alcool 70°GL enriquecido com diéxido de titdnio (TiO2) + sulfonato de

dodecilbenzeno de sédio (SDBS) ap06s crescimento aerodbico.
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Alcool 70°GL + TiO, + SDBS
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* - Diferenca estatisticamente significativa, teste t pareado (p<0,05).
Figura 16 - Distribuicdo média dos valores de UFC quando da desinfec¢cdo com
alcool 70°GL enriquecido com dioxido de titanio (TiO2) + sulfonato de

dodecilbenzeno de sédio (SDBS) apds crescimento anaerdbico
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* - Diferenca estatisticamente significativa, teste t student (p<0,05).
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Figura 17 - Distribuicdo média dos valores de UFC quando da desinfeccdo com

alcool 70°GL ap0s crescimento aerobico.

Alcool 70°GL
>~ 857.1*
800
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500
400
300
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100
0 0.1 0
TEMPO 1 TEMPO 2 TEMPO 3 TEMPO 4

ANAEROBIOSE

* - Diferenca estatisticamente significativa, teste t student (p<0,05).
Figura 18 — Distribuicdo média dos valores de UFC quando da desinfec¢éo

com alcool 70°GL apds crescimento anaeroébico.

No entanto, quando se comparou a magnitude do efeito das solu¢des, no
tempo 3, observou-se, também independente da atmosfera de incubagédo, um
maior (p<0,05) poder desinfetante do alcool 70°GL enriquecido com diéxido de
titAnio (TiO2) + sulfonato de dodecilbenzeno de sédio (SDBS) em comparacao

ao alcool 70°GL (figuras 5 e 6).
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* - Diferenca estatisticamente significativa, teste t de Student (p<0,05).

Figura 19 - DistribuicAo média dos valores de UFC nos tempos de coleta com 0s

agentes desinfetantes utilizados para crescimento aerobico.
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* - Diferenca estatisticamente significativa, teste t pareado (p<0,05).
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Figura 20 - Distribuicdo média dos valores de UFC nos tempos de coleta com os

agentes desinfetantes utilizados para crescimento anaerébico.

Para uma andlise visual, esta representado na Figura 20 e 21, placas

escolhidas aleatoriamente para representar o crescimento de cada tempo.
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Figura 21 — Comparativo visual das placas com a substancia desinfetante Alcool
70°GL. (1) T1, aerobiose; (2) T2, aerobiose; (3) T3, aerobiose; (4) T4, aerobiose,;
(5) T1, anaerobiose; (6) T2, anaerobiose; (7) T3, anaerobiose; (8) T4,

anaerobiose.
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Figura 22 — Comparativo visual das placas com a substancia desinfetante Alcool
70°GL + TiO2 + SDBS. (1) T1, aerobiose; (2) T2, aerobiose; (3) T3, aerobiose;
(4) T4, aerobiose; (5) T1, anaerobiose; (6) T2, anaerobiose; (7) T3, anaerobiose;

(8) T4, anaerobiose.
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6 DISCUSSAO

Agentes contaminantes provenientes de aerossol gerados a partir de
procedimentos odontolégicos, como patdgenos causadores da COVID-19,
hepatite (A e B), citomegalovirus e pneumonia se espalham principalmente por
goticulas e depois se depositam em superficies, tornando-as vetores de
infeccbes cruzadas. As doencas infectocontagiosas sao os maiores desafios
para os seres humanos, devido ao surgimento de mais de 300 doengcas com uma
nova adaptagdo (Deshmukh et al., 2019). Dentre varias a¢des possiveis para o
enfrentamento da contaminacéo, destaca-se o controle desses agentes por meio
de desinfeccéo e protecdo antimicrobiana para superficies.

Com a pandemia do COVID-19, a preocupacdo com o controle do
aerossol contaminado e a descontaminacdo de superficies ficou em alta. A
odontologia foi classificada como uma das ocupacOes de alto risco para
transmissao da doenca por causa de aerossois produzidos mecanicamente por
meio de pecas de mao (United States Department of Labor, 2020). Estudos
recentes mostraram que o SARS-CoV-2 pode persistir em uma variedade de
superficies de horas a dias (Doremalen, van et al., 2020; Kampf et al., 2020).

Diante do novo cenario, desafios surgiram na descontaminacao rotineira
de consultérios e clinicas odontolégicas. Portanto, o objetivo desse estudo foi
avaliar, in vitro, a efetividade, do ja utilizado, do alcool 70°GL e, do mesmo,
porém enriquecido com dioxido de titanio (TiO2) e sulfonato de dodecilbenzeno
de sodio (SDBS).

Para confeccdo das amostras, foi realizado o desenho digital com o auxilio
de um programa de computador de cédigo aberto, a ferramenta de apoio foi o

programa Blender. Esse programa foi selecionado porque de cdédigo livre, isso
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€, tem uma licenca gratuita e permite ser alterado conforme a necessidade de
usuario, facilitando a personalizacdo dos desenhos das amostras. O material de
impresséo foi o PLA, que € um polimero biodegradavel obtido de fontes
renovaveis e comercializado em larga escala, além de ser um material seguro e
economicamente viavel.

Os protocolos de contaminacdo e contaminagao foram desenvolvidos
apos a realizacao de estudos pilotos, os quais determinaram também os tempos
de leitura necessarios. Neste estudo, apds a contaminacdo (T1), as amostras
foram desinfetadas com o agente desinfetante correspondente, alcool 70°GL +
TiO2 + SDBS ou alcool 70°GL puro (T2) e, logo em seguida foram contaminadas
novamente (T3) para, entdo, sofrerem novo ciclo de descontaminacao utilizando
0 agente desinfetante correspondente a primeira descontaminacéao (T4). A coleta
referente ao Tempo 3, mostrou que, independente da atmosfera de crescimento,
o alcool 70°GL + TiO2 + SDBS apresenta um efeito residual maior do que o
alcool 70° GL, pela menor contagem de UFCs independente da atmosfera de
crescimento.

Alguns produtos de agao desinfetante sdo caracterizados pelo seu efeito
residual, que acontece quando tais substancias permanecem no local onde
foram aplicadas por um maior periodo, ja que se degradam lentamente. Para
superficies de dificil acesso a desinfeccao, o efeito residual de uma substancia
desinfetante se torna uma caracteristica interessante.

Diferentes tipos de agentes biocidas como alcoois, perdxido de
hidrogénio, benzalcdnio ou cloreto de hipoclorito de sédio séo aplicados em todo
o mundo para desinfeccdo (Kampf et al.,, 2020). Foi comprovado que

desinfetantes com 62-71% de &lcool ou 0,1% de hipoclorito de sddio podem
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reduzir a contaminacdo em superficies dentro de um minuto de exposi¢cao
(Asgharzadeh et al., 2007; Kampf et al., 2020). Em produtos de saude que
possuem ranhuras, ou seja, sdo estruturalmente mais complexos e entram em
contato com maior quantidade de solucdo desinfetante, a desinfeccéo com alcool
nao se mostrou satisfatéria (Ribeiro et al., 2015), os resultados destes trabalhos,
corroboram com os achados do nosso estudo, onde as amostras com canaletas
apresentaram maior crescimento de UFCs quando comparadas as lisas.

Dentro desta configuracdo das amostras, extrapolando para o ambiente
clinico, os equipamentos odontolégicos possuem um grande numero de
superficies onde as canaletas ou quinas sdo proeminentes, como por exemplo,
proximo da cuspideira, a qual € uma regido de extrema contaminagao, bem como
canetas de alta e baixa rotacdo e refletores, que apesar de seguirem um
protocolo rigido de limpeza e desinfeccdo entre pacientes, os resultados
claramente evidenciam que existe uma aumento de contaminacdo e a nao
eliminacdo por completo destas regides.

Para este estudo, foi selecionado o TiO2 + SDBS para enriquecimento
alcool 70°GL. Embora existam outros tipos de materiais nanométricos utilizados
como agentes antimicrobianos, nanoparticulas de TiO2 se trata de um material
inerte, ndo toxico e de baixo custo, com alto indice de refracao e alta capacidade
de absorcao de luz UV (Fonseca et al., 2015). O TiO2 desencadeia uma série de
reacBes quimicas (Fonseca et al., 2015) reage com agua e oxigénio, gerando
radicais hidroxila (OH) e espécies reativas de oxigénio capazes de degradar
componentes celulares de microrganismos e atuar como agentes
antibacterianos (Fonseca et al., 2015) e antivirais (Levina et al., 2016). O TiO2

se enquadra na categoria de nanomateriais fotocataliticos, e pode ser uma
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alternativa valiosa aos desinfetantes quimicos sem a limitacdo de gerar
subprodutos poluentes e com a vantagem de reutilizagcdo no tempo (Pasquale,
De et al., 2021).

Com relacéo as propriedades biocidas, compadsitos poliacido latico com
TiO2, com 8% em peso apresentaram uma reducao de colonias de Escherichia
coli de aproximadamente 82% sob nenhuma irradiacdo UVA em comparacéo
com o PLA puro (Fonseca et al., 2015). Neste estudo, para 1 litro de solucéo
aquosa de etanol, foi pesado 2,5085 g de TiO2 e 0,5009g de SDBS.

As caracteristicas bactericidas e virucidas do TiO2 em forma de
suspensao ou em camadas sobre um filme séo descritas em estudos onde a
destruicdo de virus e bactérias sob irradiacao ultravioleta foi apresentada (Ali et
al., 2016; Cho et al., 2005; Cui et al., 2010). Embora estudos mostrem que a
acao bacteriana do TiO2 séo fotocatalisadas pela luz UV, Levina et al. (2010)
(Levina et al., 2016) e Fonseca et al. (2015) (Fonseca et al., 2015) mostraram
em seus estudos que o efeito de inativacdo de microrganismos foi observado
guando a incubacéo foi realizada sem a fotocatalise com a luz UV, mostrando
gue as propriedades de inativagcdo do TiO2 sdo baseadas principalmente no
contato direto entre nanoparticulas e particulas de virus (Levina et al., 2016).

Ha relatos na literatura onde o TiO2 foi usado contra bactérias e fungos
(Mitoraj et al., 2007; Sunada, Watanabe e Hashimoto, 2003). Muitos produtos
gue utilizam a fotocatdlise de TiO2 foram comercializados em muitos paises,
tendo, por exemplo, ladrilhos revestidos com TiO2 tém sido usados como
materiais autolimpantes e antibacterianos (Fujishima, Rao e Tryk, 2000).

O SDBS é um agente quimico usado para a fabricacdo de produtos de

limpeza, tais como; detergentes, umectantes e emulsionantes. O detergente
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diminui a tensdo superficial do liquido, alterando sua molhabilidade. Sendo
assim, € possivel que o alcool enriquecido seja mais efetivo nas amostras com
ranhuras devido ao fato de o agente bactericida atingir as quinas no fundo das
ranhuras, onde o alcool puro ndo consegue atingir.

Os resultados obtidos neste estudo indicaram que superficies contendo
quinas e reentrancias podem requerer um método de descontaminacao diferente
de superficies lisas, assim como a solucao desinfetante utilizada.

Diante deste cenario o alcool 70°GL enriquecido com TiO2 + SDBS
mostrou-se mais efetivo do que o alcool 70°GL puro. Séo resultados
promissores, porém, por se tratar de resultados de um experimento in vitro,
estudos clinicos sdo necessérios para ampliar a analise investigativa de tal
substancia e transpor para a realidade de ambientes contaminados. Outras
variaveis de estudo pertinentes ao objetivo proposto, também podem ser
avaliadas em estudos futuros, como promover a fotocatalise com a luz UV, onde
h& relatos na literaturas que o TiO2z pode ter seu efeito maximizado, e ainda,
analisar o perfil microbiolégico quantitativamente e qualitativamente com

analises de biologia molecular.
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7 CONCLUSAO

Em comparacdo com o alcool 70°GL puro, o alcool 70°GL enriquecido
com dioxido de titdnio e sulfonato de dodecilbenzeno de sdédio apresentou
resultados promissores em experimentos laboratoriais, sendo mais eficiente na
desinfeccéo de superficies rugosas, bem como ac¢éo eficaz quando avaliado o
tempo residual de desinfeccdo. Assim, se torna uma possivel alternativa na
otimizacao dos protocolos regulares de desinfecdo de ambientes odontoldgicos,

visto que € uma solucao de facil acesso a de baixo custo.
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