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RESUMO

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar a contaminagao extraoral causada pelo
tratamento com ultrassom no atendimento clinico de pacientes com doencga periodontal.
O estudo foi conduzido em 30 participantes selecionados na clinica do Departamento de
Odontologia da Universidade de Taubaté (UNITAU). Inicialmente foram coletadas
amostras de saliva de todos os participantes para contagem total de microrganismos em
boca e foi realizada a higienizacdo da face do participante, previamente ao tratamento
proposto. Em seguida foram coletados amostras de swabs em seis regides da face (maca
do rosto do lado direito e esquerdo, asa do nariz do lado direito e esquerdo, labio superior
e mento). Os participantes foram submetidos ao tratamento de Raspagem e Alisamento
Radicular com ultrassom por um periodo de 3 minutos. Posteriormente ao tratamento
foram coletados novamente com swab, amostra de seis regides da face e do 6culos que
o participante utilizou. Imediatamente apds as coletas, as amostras foram distribuidas em
placas de agar-sangue em duplicatas tanto para meio aerdbio quanto para anaerobio. As
analises microbioldgicas foram realizadas por: Meio de Cultura, no qual realizaram-se as
contagens totais das unidades formadoras de colénias bacterianas (UFC) e por meio da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Os principais resultados deste estudo clinico
indicaram que apods o procedimento houve um aumento no numero total de bactérias,
tanto para aerdbias quanto para anaerdbias, nas duas técnicas de biologia molecular
UFC e PCR. As técnicas usadas demonstraram concordancia nos resultados e
confirmaram suas especificidades em relagcdo a carga total bacteriana, ambas se
complementam e seu uso enrique a analise de dados. Pode-se concluir que houve
contaminagao extraoral causada pelo tratamento com ultrassom no atendimento clinico
de pacientes com doencas periodontal. Essa contaminagao extraoral comprovou o risco
do paciente carregar consigo, na face, bactérias presentes na cavidade bucal, o que nos
permite enfatizar a necessidade da assepsia pds procedimento como um método de
biosseguranca.

Palavras-chave: Contaminagéo. Biossegurancga. Assepsia.



ABSTRACT

The general objective of the present study was to evaluate extraoral contamination
caused by ultrasound treatment in the clinical care of patients with periodontal disease.
The study was conducted on 30 participants selected at the clinic of the Department of
Dentistry at the University of Taubaté (UNITAU). Initially, saliva samples were collected
from all participants to count the total number of microorganisms in the mouth and the
participant's face was cleaned prior to the proposed treatment. Swab samples were then
collected from six regions of the face (cheekbone on the right and left side, wing of the
nose on the right and left side, upper lip and chin). Participants underwent Scaling and
Root Planing treatment with ultrasound for a period of 3 minutes. After treatment, samples
from six regions of the face and glasses that the participant wore were collected again
with a swab. Immediately after collection, the samples were distributed on blood agar
plates in duplicates for both aerobic and anaerobic media. Microbiological analyzes were
carried out using: Culture Medium, in which total counts of bacterial colony forming units
(CFU) were carried out and through the Polymerase Chain Reaction (PCR). The main
results of this clinical study indicated that after the procedure there was an increase in the
total number of bacteria, both aerobic and anaerobic, in the two molecular biology
techniques UFC and PCR. The techniques used demonstrated agreement in the results
and confirmed their specificities in relation to the total bacterial load, both complement
each other and their use enriches data analysis. It can be concluded that there was
extraoral contamination caused by ultrasound treatment in the clinical care of patients with
periodontal diseases. This extraoral contamination proved the risk of the patient carrying
bacteria present in the oral cavity on their face, which allows us to emphasize the need
for post-procedure asepsis as a biosafety method.

Keywords: Contamination. Biosafety. Asepsis.
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1. INTRODUGCAO

Em dezembro de 2019 a COVID-19 teve seu inicio em Wuhan, na China e se
tornou um grande problema de saude publica para todos os paises do mundo. O SARS-
COV-2 é o patdégeno responsavel que adentra as vias aéreas do hospedeiro causando
a doenga e sua contaminagao geralmente € produzida diretamente pelos préoprios

individuos (falar, respirar, espirrar, tossir).

A pandemia causada pelo coronavirus demostra as dificuldades no gerenciamento
de surtos provenientes de microrganismos. Como ja demonstrada em outras epidemias
como H1N1, SARS, MERS e EBOLA, a COVID-19 causou expressivo numero de mortes
e sobrecargas aos servigos de saude.

A doenca despertou na populacéo e, principalmente, nos profissionais da saude
atencao para o risco e para medidas de prevencao em relacdo a transmissao por vias
aéreas e o ar contaminado. Nao somente pelo SARS-COV-2, mas também por outros
patdgenos como citomegalovirus, virus das hepatites B e C, virus do herpes simples,
HIV, tuberculose, estafilococos e estreptococos, entre outros.

O ambiente odontologico possui alto risco de contaminagdo devido as
caracteristicas uUnicas dos equipamentos utilizados. Os aerossois gerados pelos
equipamentos odontologicos sao capazes de transportar microrganismos e permanecer
no ar por um tempo determinado.

Na rotina odontoldgica, em procedimentos com aparelho ultrassénico em questao,
0s aerossois sdo uma consideragao importante para o controle de possiveis infeccoes,
uma vez que os agentes infecciosos podem ser transmitidos por aerossois para pacientes
ou para a equipe dentro do consultério odontolégico. Com isso, o Conselho Federal de
Odontologia disponibilizou um Manual de Recomendagbes para enfrentamento da
COVID-19 (Recomendagées Amib/CFO para enfrentamento da COVID-19 na
odontologia,202) . Neste Manual, no inicio da pandemia, recomendou a postergagao de
tratamentos eletivos e para tratamentos de emergéncia disponibilizou-se normas de

equipamentos de protecio individual.
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O aparelho ultrassénico € um instrumento utilizado em procedimentos de
Raspagem e Alisamento Radicular na clinica odontolégica para tratamento de pacientes
portadores de doencga periodontal. A doenga periodontal € uma doenga que acomete os
tecidos de protecdo (gengiva) e pode se estender também aos tecidos de sustentagéo
(osso, cemento, ligamento periodontal). Essa doenca também acarreta um desequilibrio
da microbiota bucal, aumentando a quantidade de patdgenos presentes na cavidade
bucal.

Os cirurgides dentistas ao realizarem procedimentos odontoldgicos nao cirurgicos,
como a raspagem e alisamento radicular, ndo tém em sua rotina clinica a higienizagao
da face do paciente pré e pds procedimento, o que nos traz uma reflexdo sobre uma
possivel contaminacdo. Neste caso em questdo, se houver uma contaminagio, o
individuo carregara consigo patdégenos provenientes do aerossol dos equipamentos
odontoldgicos.

Mais estudos devem ser conduzidos com o proposito de responder algumas
questbes ainda em aberto associando a contaminagdo por aerossol no ambiente
odontolégico e principalmente quais medidas podem ser criadas para que essa

contaminagao seja minimizada.



11

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doenca Periodontal e Microrganismos

Doenca periodontal é definida como uma infecg¢ao inflamatoria, desencadeada por
agentes patogénicos presentes no biofilme dental, resultante de um processo que abala
os tecidos de protecdo, no caso de uma Gengivite, ou que se estendem aos tecidos de
sustentacado, no caso de uma Periodontite (Papapanou et al., 2018).

Na atualidade a doenga periodontal € vista como disbibtica e surge da mudancga
de uma microbiota Gram positiva para uma Gram negativa. A inflamacao provoca
mudancas na ecologia do ambiente subgengival e assim proporciona condigdes ideais
para o crescimento de espécies anaerdbias Gram negativas (Loss e Dyke, 2020). Dentre
0s microrganismos Gram negativos temos: Porphyromonas gingivalis, Treponema
denticola e Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Porphyromonas gingivalis influencia no desenvolvimento da doenca por
apresentar longas fimbrias que colaboram no processo de iniciagdo e progressédo da
periodontite (Kuboniwa e Lamont et al., 2010). Assim como a Treponema denticola, que
€ considerado um importante patégeno periodontal por invadir células e tecidos e induzir
a degranulagcdo de leucécitos polimorfonucleares; também apresenta atividade
hemolitica, imunossupressora e algumas cepas expressam em sua superficie proteinas
com atividade citotéxica e de adesdo (Rogas et al., 2000). Ja o Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, com base na literatura, possui um Sorotipo B que é capaz de
produzir os maiores danos teciduais (Yang et al., 2004; Melgar-Rodriguez et al., 2015).

A cavidade bucal € um ambiente diversificado contendo uma infinidade de
microrganismos, como por exemplo bactérias e virus, relacionados a outras doengas e
infeccdes. Quando realizado um procedimento odontoldgico, teremos contato com todos
0S microrganismos presentes em sua cavidade bucal, incluindo Mycobacterium
tuberculosis, estafilococos, estreptococos, virus da imunodeficiéncia humana, virus da
hepatite B, virus da hepatite C, virus herpes simplex, virus influenza, rinovirus e

Legionella pneumonphilia (CDC, 2003; lonescu et al., 2020).
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Como por exemplo, Leggat e Kedjarune (2001) afirmaram em sua revisao de
literatura que procedimentos odontolégicos geram aerossdis bacterianos,
predominantemente dos géneros Streptococos e Staphylococos. A Mycobacterium
tuberculosis, também foi encontrada em particulas de aerossol gerados por uma pecga de
mao de alta velocidade usada durante o procedimento odontolégico em pacientes com
tuberculose ativa (Belting et al., 1964). Outras bactérias cocos gram positivas, nao
formadoras de esporos, que constituem a flora oral, também podem ser espalhadas como

particulas de aerossol (Leggat e Kedjarune, 2001).

2.2 Aerossol Odontolégico

As particulas de aerossois geradas pelos equipamentos odontologicos,
consideradas fontes primarias, sdo vetores de agentes infecciosos que mostram
potencial de contaminacdo ndo apenas aos profissionais, mas também aos pacientes e
todo ambiente operatério (lonescu et al, 2020). As particulas geradas pelos
procedimentos odontolégicos sdo um composto de saliva, sangue, agua, biofilme, fluido
crevicular gengival, calculo e restos de tecido duro do dente (Puljich et al., 2022).

Os aerossois e respingos produzidos pelas pegas de mao sao capazes de
transportar e difundir patégenos da cavidade bucal e da saliva para o meio extra bucal
(lonescu et al., 2020). A orofaringe € o principal local de colonizagdo de potenciais
patdgenos respiratorios e o biofilme atua como um reservatério para esses patdégenos
(Veena et al., 2015) Estes patdgenos incluem bactérias, fungos e virus alojados no nariz,
garganta e trato respiratorio.

Durante a realizagdo de um procedimento odontoldgico sao geradas trés fontes de
aerossol. A fonte primaria é associada ao préprio paciente e suas acdes, como
respiracao, fala e tosse. A secundaria é gerada pelo equipamento odontolégico, mas
considerada sem carater infeccioso por nao haver interagao fisica com o paciente. E, por
ultimo, o aerossol gerado pelo equipamento odontolégico, mas considerado infeccioso
pela interacdo com a saliva do paciente durante o procedimento. (Dudding et al., 2022).

Ha um consenso de que as particulas de aerossol de 50 uym ou menos
representam o maior problema de saude (Miller e Micik, 1978; Cottone et al., 1996;
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Cooley, 1984). Particulas menores sdo capazes de permanecer no ar por mais tempo e
adentrar o trato respiratorio. Entretanto, as particulas maiores também preocupam, pois
apods evaporarem deixam restos de materiais contaminados por bactérias respiratérias,
como Mycobacterium tuberculosis (Cottone et al., 1996; Jokit, 1992). Independente do
tamanho das particulas, o aerossol pode conter elementos sanguineos com particulas
virais aderidas, como o virus da hepatite B.

Estudos relatam que a contaminagao de procedimentos odontolégicos pode ser
espalhar até 4 m da fonte, com aerossois permanecendo no ar por até 30 minutos (Allison
et al., 2021; lonescu et al., 2020; Veena et al., 2015). Emery MA, et al. 2023 obtiveram
em seu estudo que houve contaminagao principalmente ao redor do paciente, seguida
pelas areas do clinico e do assistente. Corroborando com outros estudos que afirmaram
que quase todos os incidentes de contaminacdo foram encontrados dentro de 1,2 m,
(Innes et al., 2021; Pierre-Bez et al., 2021).

2.3 Ultrassom Odontolégico

Estudos indicam que o ultrassom odontoldgico € o equipamento que mais produz
aerossol e respingos (Harrel et al., 1998; Larato et al., 1967). Os aparelhos ultrassénicos
possuem uma ponta de vibragao rapida (de 25.000 Hz a mais de 42.000 Hz) que é
responsavel por remover os depdsitos dos dentes. O efeito inevitavel desta acao é a
producao de particulas grandes (respingos) e pequenas (aerossois) quando o aparelho
entra em contato com o liquido. Neste liquido podem estar saliva, sangue e/ou
microrganismos, que serao transportados pelo ar (Harrel et al., 1998).

Em 2020 o Grupo Nacional de Ameacas de Virus Respiratorios Emergentes do
Reino Unido descreveu “procedimentos odontoldgicos (usando dispositivos de alta
velocidade, como raspadores ultrassdnicos)” como representando um risco aumentado
de transmissao de infecgao respiratoria.

Larato DC e seus colaboradores em 1967 demonstraram em seu estudo que o
ultrassom odontoldgico libera um grande numero de microrganismos no ar, quando este

€ usado para remover os calculos dentarios. As gotas de agua emitidas pela ponta do
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equipamento sdo extremamente leves, pois apds 35 minutos do procedimento ainda
podiam ser coletadas no ar.

Em 2021 Akin H et al. avaliaram o tamanho da particula produzida durante varios
procedimentos odontoldgicos e obtiveram como resultado que a raspagem ultrassénica
produziu respingos (didmetro médio de 300 um) e aerossois (didametro médio de 1,38 um)
até 100 cm da boca do paciente, sendo este o ponto mais distante em que os dados do
estudo foram coletados.

Pierre-Bez e seus colaboradores em 2021 realizaram testes complementares para
determinar o tamanho e a dispersdo de particulas e goticulas durante a escala
ultrassbnica, permitindo uma avaliagdo abrangente de aerossois, incluindo a direcéo,
concentracao e distribuicdo de tamanho de goticulas e particulas. Gotas com diametros
entre 25 e 50 ym foram as mais prevalentes. Os autores identificaram que o lado oposto
a méao de trabalho do operador foi a regido com a maior concentragao de goticulas e que
particulas foram detectadas em uma distancia de até 2,4m em todas as dire¢des.

Ainda em 2021, Allisson JR e seus colaboradores realizaram procedimentos
odontologicos com aparelho de ultrassom e afirmaram detectar aerossois a uma distancia

da fonte de até 2m, em maiores niveis e até 4m, em niveis mais baixos.

2.4 Meio de Cultura e PCR

Os meios de cultura sdo preparagdes quimicas feitas em laboratérios que
fornecem nutrientes para o crescimento e desenvolvimento de microrganismos, como por
exemplo os fungos e as bactérias, fora do seu habitat natural. Cada tipo de meio de
cultura é indicado para uma determinada funcdo e um microrganismo: alguns tém a
fungdo de nutrir e estimular o crescimento, outros inibem determinado microrganismo e
conseguem indicar seu potencial hidrogeniénico. O meio de cultura traz a contagem de
unidades formadoras de colbénias (UFC) tanto para bactérias aerdbias, quanto para
anaerobias.

Antigamente as técnicas de cultura eram consideradas um método classico e
padrao ouro de diagnostico para detectar as espécies bacterianas que residem no meio
subgengival, no entanto, apresentam sérias limitacdes, principalmente a dificuldade de
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recuperacao de espécies cultivaveis quando encontradas em baixo numero. Além disso,
espécies bacterianas significativas podem ser encontradas no biofilme subgengival,
como as espécies de Treponema e Tannerella forsythensis, que requerem condigdes de
crescimento rigorosas e, portanto, sdo dificeis de detectar e quantificar por meio de
cultura (Tanner et al., 1986; Sakamoto et al., 2002; Lau et al., 2004).

A reagdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QPCR), € uma
técnica baseada na reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional usada para
amplificar e quantificar simultaneamente um DNA alvo. Um termociclador optico é capaz
de detectar a fluorescéncia eventualmente produzida pela amostra e determinar com
precisao a quantidade de DNA alvo presente. Portanto, a gPCR pode ser utilizada para
se avaliar a presenga de um patégeno em uma amostra, podendo ser um teste qualitativo
ou quantitativo (Charanjeet e Sinchita, 2016).

Lau Lz et al., 2004 afirmam que a PCR em tempo real com primers espécie-
especificos fornece um método muito especifico e sensivel para uma detecgao precisa
de microrganismos-alvo e, ao mesmo tempo, permite a quantificacdo de espécies
bacterianas individuais.

Diferencas entre PCR e cultura podem ser devidas a homogeneizacéao insuficiente
das amostras, fatores que afetam o crescimento isolado em presenca de espécies
bacterianas antagonistas. Uma grande e principal diferenca entre a PCR e a cultura é

que a PCR também detecta células bacterianas inviaveis (Boutaga et al., 2003).

2.5 Microrganismos aerébio e anaerobio

Nas infec¢des bacterianas classicas, a diversidade da microbiota diminui a medida
que a doenca se desenvolve, no entanto, nos casos de doencga periodontal, a diversidade
da flora aumenta a medida que a doenca se desenvolve (Mombelli, 2018).

As infeccbes sao nomeadas como bifasicas, em sua fase aguda
predominantemente composta por microrganismos aerobios e em fases mais avangadas

predominantemente composta por microrganismos anaerdbios. (Brook, 1995).
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Numerosas alteragdes ambientais na microflora oral, incluindo o pH, a anaerobiose
€ a nutricdo, podem levar a uma acumulagao de bactérias associadas a periodontite no
sulco subgengival, resultando no inicio da periodontite humana (Abiko et al., 2010).

Na atualidade a doenga periodontal € vista como disbidtica e surge da mudanga
de uma microbiota Gram positiva para uma Gram negativa. A inflamagédo provoca
mudancas na ecologia do ambiente subgengival e assim proporciona condigdes ideais
para o crescimento de espécies anaerobias Gram negativas (Loss & Dyke, 2020).

Bactérias aerdbias s&o aquelas que sobrevivem na presenga de oxigénio, por
exemplo, no ar ambiente; eles também podem crescer em laboratério sob condigbes
anaerobicas, mas preferem condigdes aerdbicas. Alguns sédo aerdbicos obrigatorios,
como Mycobacterium tuberculosis e Pseudomonas aeruginosa; outros sdo anaerobios
facultativos, sobrevivendo com e sem oxigénio, como Staphylococcus aureus e membros
das Enterobacteriaceae (como Escherichia coli e Salmonella spp.). Os anaerdbios
obrigatérios incluem Bacteroides fragilis e a maioria dos Clostridium spp. Alguns
anaerobios, como Clostridium tertium, sdo denominados anaerobios aerotolerantes, pois
seu metabolismo é anaerdbico, mas podem existir na presenca de oxigénio (Hall e
Carroll, 2016).
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar a contaminagao extraoral causada
pelo tratamento com ultrassom no atendimento clinico de pacientes com doenga

periodontal.

3.1 OJETIVOS SECUNDARIOS

- Comparar as regides coletadas nos momentos pré e pds procedimento por meio das
técnicas de UFC e PCR.

- Comparar as regides coletadas em relagao condigao, aerébio e anaerdbio, por meio da
contagem de UFC.

- Comparar as regides coletadas em relagéo a condi¢ao, aerébio e anaerdbio, por meio
de PCR.
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4. METODOLOGIA

O presente estudo foi conduzido na clinica de pés-graduagao da Universidade de
Taubaté - Sdo Paulo, Brasil. Este estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica
sob numero CAAE: 42985121.0.0000.5501.

4.1 Alocagao dos participantes

Foram incluidos 30 participantes portadores de doenca periodontal (ndo houve
classificagao especifica) de ambos os géneros com ao menos 14 dentes naturais em
boca e em boas condigdes de saude geral maiores de 18 anos de idade. Os individuos
forem excluidos nas seguintes condigdes: (I) diabéticos nado controlados, (Il)
imunossuprimidos, (lll) mulheres gravidas / lactantes, (IV) usuarios de préteses fixas
extensas.

O modelo de coleta das amostras utilizado neste estudo é inédito, ou seja, foi
criado através de muita pesquisa e estudos pelo grupo de professores e alunos da
Universidade de Taubaté em parceria com o Instituto Tecnolégico da Aeronautica. As
coletas foram desenhadas a partir de uma analise do procedimento odontolégico com a

utilizagdo do ultrassom e o caminho percorrido pelo aerossol.

4.2 Procedimentos



19

Critérios de Inclusdo
Ambos os géneros

Boa condicdo de satide geral

30 participantes portadores de doenca Maiores de 18 anos

periodontal .
Critérios de exclusdo N

l Diabéticos ndo controlados

Coleta de 0,5 ml de saliva ndo Imunossuprimidos

estimulada em tubos eppendorf. Mulheres gravidas ou lactantes

Usuarios de proteses fixas extensas

|
[ Asspesiada face do participante. ]

|
Coleta com swabem 6 regides da face
pré procedimento.
[
Procedimento de Raspagem Dental e
Alisamento Radicular.
|
Coleta com swab em 6 regides da face
pos procedimento.

A

-

Fig. Fluxograma de Procedimentos

4.2.1 Coleta de Saliva

Antes do inicio do procedimento clinico, foi realizada a coleta de 0,5ml de saliva
nao estimulada depositadas em tubos eppendorf estéreis. As amostras foram
armazenadas em freezer -80°C no laboratério CEPEO (Centro de Pesquisa
Odontoldgico) até seu processamento que incluiu quantificagdo microbiana por meio de

cultura (e posteriormente analisada pela técnica PCR.

4.2.2 Coleta com swab

Primeiramente a face do paciente foi higienizada com Clorexidina 2% e em
seqguida foi realizada a primeira coleta de swab. Apds o procedimento clinico foi realizada
uma segunda coleta na face do paciente. Foram demarcados 6 regides da face: maca do
rosto do lado direito e esquerdo, asa do nariz do lado direito e esquerdo, labio superior e
queixo. Os swabs foram embebidos em uma solugéo de soro fisioldgico.

Os 6culos de protegao foram higienizados com alcool 70 antes do procedimento e

apos procedimento realizou-se uma terceira coleta com swab nos mesmos.
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Fig 1. Demarcacéo das regides de coleta com swab.

4.2.3 Raspagem e Alisamento Radicular

Os participantes foram submetidos ao procedimento de raspagem e alisamento
radicular durante um periodo de 3 minutos com o auxilio do equipamento ultrassénico
Sonic Borden 2000N (Kavo, S&o Paulo, Brasil).

Fig 2. Procedimento de Raspagem e Alisamento Radicular.
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4.3 Analises Microbiolégicas

4.3.1 Meio de Cultura

Imediatamente apds a coleta, as amostras foram distribuidas em placas de agar-
sangue em duplicatas. Seguindo Balejo et al., 2017, as placas foram incubadas por 48h
a 35 ° C, para determinar as contagens aerdbias totais. Para a incubag¢do anaerdbica,
também de 48h a 35°C, foram utilizadas jarras geradores de atmosfera especial
Anaerobac (Probac do Brasil — Sdo Paulo). As unidades formadoras de col6nias
bacterianas (UFC) foram contadas por um sistema automatizado de contagem de

colénias por um unico pesquisador.

Fig 3. Placas ap0s realizagdo da semeadura.

4.3.2 Extracao do DNA e PCR (Polymerase Chain Reaction)

As amostras foram centrifugadas (10.000 x g por 10 min a 4 ° C) e 500 ul do
sobrenadante foram transferidos para um tubo de 1,5 ml, que foi centrifugado (10.000 x
g por 3 min a 25 ° C) e o sobrenadante descartado, produzindo um pellet. O DNA
gendmico (gDNA) foi extraido do pellet e purificado usando PureLink Genomic DNA Mini
Kit (Life Technologies; Carlsbad, CA, EUA) de acordo com as especifica¢cdes do
fabricante. Primeiramente calculou-se para o preparo do tampao de lisozima e adicionou
500 pl em cada uma das amostras. Retirou-se 180 ul e colocou-se em um microtubo de
1,5ml, o restante foi armazenado em freezer -20°C. Os microtubos foram vortexados e
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incubados em estufa por um periodo de 30 min a 37°C. Posteriormente, cada microtubo
recebeu adi¢cao de 20 ul de Proteinase K e foi vortexado. Recebeu, ainda, adi¢ao de 200
Ml de Genomic Lysis e vortexagédo e foi incubado a 55°C por 2 horas. Recebeu adigéo de
200 pl de etanol, vortexou por 5 segundos e centrifugou por 3 minutos para o conteudo
que estava aderido na tampa descer. Transferiu-se todo o conteudo para o tubo do Kit
(contém coluna de silica) e centrifugar por 1 minuto. Descartou-se o tubo coleto de baixo
e substituiu-se por um novo. Acrescentou 500 ul de Wash Buffer 1 e centrifugou a 12000
rom por 1 minuto. Descartou-se novamente a coluna removivel e substituiu-se por uma
nova. Acrescentou-se 500 pl de Wash Buffer 2 e centrifugou-se a 12000 rpm por 3
minutos. Descartou-se o tubo coletor novamente e substituiu-se por um microtubo
(1,5ml). Acrescentou-se 30 pl de Genomic Elution Buffer e centrifugou-se 12000 rpm por
1 minuto. Descartou-se o tubo com a coluna de silica e obteve-se o DNA extraido no
microtubo. Posteriormente iniciou-se a PCR.

A quantificacdo de células bacterianas totais foi realizada por PCR quantitativo
em tempo real (QPCR) utilizando o ensaio TagMan (TagMan Universal PCR Master Mix
II, Life Technologies) no aparelho 7500 Fast Real-Time PCR System da Applied
Biosystems seguindo as instrugdes do fabricante em reag¢des de 20 ul. As condi¢des de
gPCR foram: 50 ° C por 2 min, 95 ° C por 10 min, 40 ciclos de 95° C por 15 mine 60 ° C

por 1 min.

Fig 4. Coleta de colbénia na placa apds o tempo de incubacéo.
4.4  Andlise Estatistica

Apods o processamento laboratorial, os dados foram tabulados e organizados.
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Primeiramente foi realizado o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov, em
que as amostras foram classificadas como ndo normais. Assim escolheram-se os testes
de Wilcoxon e T-Student One-Sample. Os testes apropriados foram adotados com um

nivel de significancia de 5% e o intervalo de confianga (IC) de 95%.

5. RESULTADOS

Este estudo contou com o total de 30 participantes portadores de doenga
periodontal submetidos ao tratamento de Raspagem e Alisamento Radicular com a
utilizagao de aparelho ultrassénico. Previamente realizou-se a coleta de saliva e amostras
de swab foram coletadas em 6 regides da face do participante pré e pds procedimento
odontologico.

Ao comparar os tempos pré e pds para o resultado do swab pela técnica de UFC
observou-se que houve aumento tanto na condicdo aerdbia quanto anaerdbia, sendo este
dado estatisticamente significativo, pois no ambiente anaerdbio a média foi 657,8 para
1.310,0 (p-valor <0,001) (tabela 1 e grafico 1).



Tabela 1. Comparagao dos momentos pré e pos swab para a técnica de UFC

5 Desvio
Media

P-
padrao valor
. Pre 530,0 9791
Aerobio  p.. o048 gogo 0001
UFC ;
. Pré 657.8
Anaerébio

1.213,5
Pés 1.310,0 1.633,5 <0,001

Grafico 1. Box-Plot dos Momentos para swab na técnica UFC.
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Para a técnica de PCR nos momentos pré e pés houve aumento dos valores, mas

somente na condicdo anaerdbio esse aumento foi estatisticamente significante com a
média aumentando de 15.925.400 para 18.277.647para (p-valor = 0,008) (tabela 2 e
grafico 2).

Tabela 2. Comparacgao dos tempos pré e pos swab para a técnica de PCR

24
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Média Desvjo P-
padrao  valor

.. Pré 16.123.638 5.691.694
Bk Aerdbio 5. 416901.014 5301411 020
Anaeropic PTe 15925400 4.837.723
Pos 18.277.647 4.093.623

0,008

Grafico 2. Box-Plot dos Momentos para swab na Técnica PCR.
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Para comparar a medida de coleta dos 6culos precisou-se adotar uma medida
inicial de 0, pois os 6culos foram esterilizados antes do inicio do procedimento, utilizando
do teste de t-Student One-Sample para obtencdo do resultado. A comparagcao foi

realizada tanto para a condicido de aerébio quanto de anaerdbio, para ambas as técnicas,
UFC e PCR.

Nas duas condi¢des (aerdbio e anaerdbio) e tanto na técnica de UFC quanto de
PCR, foram observados valores médios estatisticamente diferentes de zero, mostrado

na tabela 3, gréaficos 4 e 5.

Tabela 3. Comparacao dos valores de 6culos com a condi¢ao e técnica.
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Desvio

Oculos Meédia . P-valor
padrio
upe  Aerébio 3142 3922 <0001
Anaerébio 4008 635.7 0,002
PCR Aerobio 20575731 4377175 <0,001

Anaerobio 16987983 2938492 <0001

Grafico 4. Box-Plot para Oculos na Técnica UFC.
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Grafico 5. Box-Plot para Oculos na Técnica PCR.
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Boxplot de Oculos
Tecnica = PCR
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Na comparacao entre as duas condicdes, aerdbio e anaerobio, foi utilizado o teste
de Wilcoxon. Essa comparagao foi realizada para saliva, 6culos e para o Delta (diferenga
matematica simples de pds — pré). Essa analise foi feita nos resultados da técnica de
UCF e PCR, separadamente. Lembrando que o Delta foi analisado em valor absoluto e

em percentual, ou seja, ponderado pelo valor do pré.

A tabela 4 e o grafico 6 apresentam que em UFC existe diferenca entre as
condicdes para o swab Delta %, onde tivemos média de 1557% para aerdbio contra

6602% em anaerdbio (p-valor = 0,015).

Tabela 4. Comparacao das condicdes para Saliva, Oculos e swab Delta em UFC.

UFC Medim OO s
padrio
_ Aerébio 1340 566
Bl Anaerdbio 1438 865 8491
2 Aerobio 314 392
Ocul i 0,531
AR Anaerébio 401 636 :
Aerdbi 675 522
Swab Delta Abs - oor0 0371

Anaerobio 652 1.047

Aerébio  1557% 1515%
Swab Delta % 1O 0,015
Wab Dea T Anaerdbio 6602% 9856%

Grafico 6: Box-Plot da Condicado para Saliva, Oculos e Delta do swab em UFC.
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Ja a tabela 5 e o grafico 7, apresentam a comparagao entre saliva, swab e delta
para a técnica de PCR, onde encontrou-se significancia estatistica entre as condigbes
apenas em Oculos, onde a média ficou em 20.574.731 para aerdbio contra 16.987.983

em anaerobio (p-valor <0,001).

Tabela 5. Comparacao das condicdes para Saliva, Oculos e swab Delta em PCR.

Desvio

PCR Meédia padrio P-valor

o g o B
Galos o o 1658000 299 <0001
Swab Delta Abs A’;:;?EL‘:O g;; jii; 0,299
SwbDeliato o dias oy 0198

Grafico 7: Box-Plot da Condicao para Saliva, Oculos e Delta do swab em PCR
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6. DISCUSSAO

29

Um novo tipo de coronavirus foi oficialmente anunciado, pelo Centro Chinés de

Controle e Prevengéo de Doencgas, como o patdégeno causador da COVID-19 (Corona

Virus Disease) em 8 de janeiro de 2020 (Li et al., 2020). Estudos de caso em todo o

mundo indicam que o SARS-CoV-2 tem taxas de sobrevivéncia viavel no aerossol por

pelo menos trés horas, sendo emitido por individuos infectados (Lelieveld et al., 2020).
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A literatura mostra que os tratamentos odontolégicos aumentam
significativamente a contaminacgéao bioldgica 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 pegas de mao sdo capazes de
transportar e difundir qualquer patégeno que esteja presente no ambiente bucal e na
saliva (lonescu et al., 2020).

A pandemia de 2019 reforgou medidas de biossegurangca e alertou para
cuidados especificos o cenario dos cirurgides dentistas devido as caracteristicas
especificas do atendimento odontoldégico, como a geragdo de aerossois e a
proximidade com os pacientes (Tonkaboni et al., 2021). Com isso nos trouxe o
guestionamento sobre a contaminacao pés procedimento, ndo somente do operador,
mas também do préprio paciente. Os microrganismos presentes na cavidade bucal se
alojam nas particulas de aerossol e sao transmitidos pelo ar, podendo infectar, por
exemplo, a face do paciente.

A maior dificuldade presente neste estudo foi na busca de artigos e/ou estudos
semelhantes que analisaram microrganismos presentes nos tempos pré e pdés
procedimento e se havia diferenga na quantidade entre os tempos. Com isso, houve
a necessidade da inovagdo do método de coleta, desenhado a partir da sequéncia
clinica do procedimento odontolégico, devido a contaminagédo da face do paciente
entendeu-se a importdncia da coleta em regides da face. Previamente ao
procedimento é realizada a assepsia na face do paciente, mas n&o ha regras sobre a
assepsia pos procedimento visualizando a prevengao de contaminagao e infecgao.

Entendendo o momento em que vivemos e possiveis protocolos que podem
ser criados, este estudo foi produzido a partir da real necessidade de prevencao de
contaminagao do ambiente odontolégico e com a prioridade da protegao do paciente,
ja que os cirurgides dentistas, mesmo que contaminados, utilizam de equipamentos
de protecao individual.

Os principais resultados deste estudo clinico indicam que no momento pés
procedimento por meio da analise do swab houve um crescimento no numero total de
bactérias, tanto para aerdbias quanto para anaerdbias, nas duas técnicas de biologia
molecular UFC e PCR.



31

Os 6culos usados durante o procedimento foram previamente esterilizados.
Sendo assim considerou-se o valor nulo no momento pré e o resultado confirmou o
crescimento na quantidade total de carga bacteriana nas condi¢gdes aerdbia e
anaerobia, como também nas duas técnicas UFC e PCR.

As col6nias de bactérias, ficam unidas e, através da contagem, € possivel
realizar o estudo do comportamento e da estrutura desses microrganismos. Neste
estudo utilizamos do meio de cultura agar sangue por se tratar de um meio
enriquecido usado para cultivar bactérias que n&ao crescem facilmente. Por outro lado,
utilizamos também a técnica de PCR em tempo real, para gerar dados quantitativos
com maior precisdo em tempo real, permitindo a deteccdo e amplificacao
simultaneamente. Técnica que contém elevada sensibilidade e especificidade.

Por essas razdes foram usadas as duas técnicas para o enriquecimento do
trabalho e complementacgao de dados, evitando vieses e possibilitando a confirmagao
dos resultados, como também fizeram Lau Lz et al., 2004 concluindo que o estudo
demonstrou uma boa concordancia entre a tecnologia de PCR e o procedimento de
cultura, a alta sensibilidade e especificidade da tecnologia de PCR e a capacidade da
técnica de cultura de detectar varias espécies bacterianas coincidentemente e de
detectar bactérias inesperadas.

Boutaga K et al. 2003, concluiram em seu estudo clinico que os resultados da
PCR em tempo real confirmaram os da cultura quantitativa, mas asseguraram que a
PCR em tempo real oferece vantagens significativas com relacdo a rapidez e
sensibilidade quando comparada a técnica de cultura, corroborando o presente
trabalho em que sao utilizadas as técnicas de PCR e de cultura para complementacéao
de dados dando maior peso e significado para a qualidade do resultado.

O crescimento na quantidade de carga total bacteriana nos momentos pré e
pos procedimento traz a confirmagao que as bactérias presentes na cavidade bucal
podem ser transmitidas para o meio extrabucal através do uso de pecas de mao
odontoldgicas, corroborando lonescu et al. 2020 que afirmaram que os aerossois e
respingos produzidos durante o atendimento odontolégico sdo capazes de se difundir

para o meio extrabucal.
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Assim como afirmado por Dudding et al., 2022 que concluiram que o aerossol
gerado pelo equipamento odontoldgico é infeccioso pela interagdo com a saliva do
paciente durante o procedimento, confirmando os resultados aqui apresentados que
mostram o aumento de carga total bacteriana nos momentos pré e pos procedimento
tanto para a condigado anaerdbio quanto para aerobio.

Os autores Allison et al., 2021; lonescu et al., 2020; Veena et al., 2015
afirmaram que a contaminagao de procedimentos odontologicos pode ser espalhar
até 4 m da fonte e Emery MA, et al. 2023 obtiveram em seu estudo que houve
contaminagao principalmente ao redor do paciente, seguida pelas areas do clinico e
do assistente indo de encontro com o achado deste presente estudo pelo aumento do
carga total bacteriana no 6culos pos procedimento, trazendo a confirmagdo que o
aerossol gerado pelo procedimento odontolégico pode se propagar no meio extra
bucal e atingir o proprio paciente.

O presente estudo clinico se classifica como um dos pioneiros, entdo ha a
necessidade de mais estudos para confirmar os achados sobre a contaminagao
extraoral e a disseminacdo de bactérias na face dos pacientes durante os

atendimentos odontolégicos com uso de ultrassom.

7. CONCLUSAO

O presente estudo pdde concluir que houve contaminacgao extraoral causada
pelo tratamento com ultrassom no atendimento clinico de pacientes com doencgas
periodontal. Essa contaminagao extraoral comprovou o risco de o paciente carregar
consigo, na face, bactérias presentes na cavidade bucal e com isso deve-se enfatizar
a necessidade da assepsia pos procedimento como um método de biossegurancga.
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As técnicas usadas demonstraram concordancia nos resultados e confirmaram
suas especificidades em relagdo a carga total bacteriana. Seu uso para conjunto

complementou e enriqueceu a analise dos dados.
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