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AGAO DESINFECTANTE DO GAS 0ZONIO SOBRE OS AEROSSOIS NA
PRATICA ODONTOLOGICA: ESTUDO PILOTO

DISINFECTANT ACTION OF OZONE GAS ON AEROSOLS IN DENTAL
PRACTICE: PILOT STUDY

Josefa janaina dos Santos Araujo’
Criseuda Maria Benicio Barros?

RESUMO

Esta pesquisa visou analisar a eficacia do gas ozénio (O;) na desinfeccdo de
ambientes odontologicos. Trata-se de um estudo piloto, do tipo experimental
laboratorial realizado em uma clinica escola de odontologia da Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB). A amostra abrangeu 3 grupos: grupo |, coletado antes
dos procedimentos odontologicos; grupo |l coletado durante os procedimentos e nao
submetido a nenhum tipo de desinfeccdo e grupo lll coletado juntamente com o
grupo Il, mas submetido a desinfeccdo com o O;. Para a coleta, placas de Petri
abertas foram expostas ao ambiente contendo os meios de cultura especificos: Agar
Sangue (AS), Agar Sabouraud Dextrose (ASD) e Agar Eosina Azul de Metileno
(EMB). Estas placas foram distribuidas por 3 areas pré-determinadas: area A
(préxima a corrente de ar do aparelho de ar-condicionado), area B (mesa auxiliar) e
area C (bancadas). Apos a coleta, as placas foram mantidas em uma estufa
bacteriologica a 37°C e a contagem de Unidades Formadoras de Colénias (UFCs)
foi feita, bem como analise morfolégica com coloragcdo de Gram. O grupo |lll,
submetido ao O;, apresentou uma redugao no numero de UFCs, quando comparado
ao grupo ll. Nas placas contendo AS e EMB, essa reducéo foi de cerca de 17,30%.
Com relagao a morfologia, foram observados principalmente cocos gram-negativos
nas placas com EMB, cocos gram-positivos nas placas contendo AS e fungos
leveduriformes nas placas com ASB. O O; entdo, mostrou ser um método promissor
para a reducédo da quantidade de microorganismos em ambientes clinicos, uma vez
que foi possivel observar uma reducado na contagem de UFCs em placas de petri
apos sua aplicagao.

Palavras-chave: Ozonio. Clinicas Odontologicas. Microbiologia.



11

ABSTRACT

This research aimed to analyze the effectiveness of ozone gas (O,) in the disinfection
of dental environments.It's a pilot study, of the laboratory experimental type, carried
out in a dental school clinic at the State University of Paraiba (UEPB). The sample
included 3 groups: group |, collected before the dental procedures started; group Il
collected during the procedures and not submitted to any type of disinfection and
group Il collected together with group I, but submitted to disinfection with Os. In
order to collect the samples, open Petri dishes were exposed to the environment
containing the specific culture medium: Blood Agar (SA), Sabouraud Dextrose Agar
(ASD) and Eosin Methylene Blue Agar (EMB). These plates were distributed in 3
predetermined areas: area A (near the air stream of the air conditioning unit), area B
(auxiliary table) and area C (benches). After collection, the plates were kept in a
bacteriological oven at 37°C and colony forming units (CFUs) were counted, as well
as morphological analysis with Gram stain. Group lll, submitted to O;, showed a
reduction in the number of CFUs, when compared to group Il. In plates containing AS
and EMB, this reduction was around 17.30%. Regarding the morphology,
gram-negative cocci were mainly observed in the EMB plates, gram-positive cocci in
the plates containing AS and yeast fungi in the plates with ASB. In conclusion, the O,
showed to be a promising method for reducing the amount of microorganisms in
clinical environments, since it was possible to observe a reduction in the count of
CFUs in petri dishes after its application.

Keywords: Ozone. Dental Clinics. Microbiology
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1 INTRODUGCAO

Durante a pratica clinica, o cirurgiao-dentista se expde a significativo risco
biolégico, tendo em vista a existéncia do constante contato com sangue, saliva e
secrecao respiratéria dos pacientes (GE et al., 2020). Além disso, nos
procedimentos em que ha necessidade de uso da caneta de alta rotacao, a friccao
entre o tecido duro (dente ou 0ss0) e a ponta ativa da fresa gera um calor excessivo
que pode ser prejudicial aos tecidos do paciente. Sendo assim, para prevenir esse
calor excessivo, € necessario que haja refrigeragdao do campo operatério com agua
(FARAH, 2018).

No entanto, essa refrigeragdo tem como consequéncia a geragcao de
aerossois que, combinados com fluidos corporais tais como sangue e saliva,
resultam na formacado de bioaerossodis que estdo comumente contaminados com
bactérias, fungos e virus e podem ficar suspensos no ar por tempo consideravel
(KUTTER et al, 2018). Os bioaerosséis tém diferentes perfis microbiolégicos
dependendo do ambiente e de como sdo gerados (ZEMOURI, 2017).

Ademais, com o surgimento da COVID-19, doenca causada pelo virus
SARS-CoV-2, o novo coronavirus, houve a necessidade de realizar alteragcdes nas
normas de biosseguranga para a execugao dos procedimentos, em razao do alto
risco de contaminagao e transmissao do virus no ambiente odontologico (MUNSTER
et al., 2020). A disseminagao do virus se da facilmente por goticulas e aerossois,
resultando em um alto risco de contaminagdo cruzada durante os procedimentos
odontologicos (CHAN et al., 2020). Também foi observado que mesmo sob
condicbes ideais para manutencdo preventiva, as chances de exposicdo aos
bioaerossois persistem. Portanto, muitas medidas de biosseguranga devem ser
tomadas para minimizar tais riscos (KIM; KABIR; JAHAN, 2018).

Neste contexto, o uso de desinfetantes para limpeza e desinfeccao de
ambientes de saude é uma pratica padréo e inclui agentes como formaldeido, acido
peracético ou clorexidina, hipoclorito de sodio e formulagdes isoladas ou
combinadas com peroxido de hidrogénio (SATO et al., 2019). N&o obstante, muitos
dos métodos utilizados para este fim, tém desvantagens como o impacto ambiental,
toxicidade a saude humana e pratica laboral de preparo e possibilidade de selecéo
dos micro-organismos, como resposta ao uso indiscriminado e com consequente
aumento da tolerancia ou resisténcia adquirida, além da imensa variedade de
espécies de bactérias (WEST et al., 2018).

Métodos alternativos de desinfeccdo, como tecnologias de desinfetantes
gasosos, foram recentemente introduzidos no mercado. Nesse cenario, o O; surge
como uma alternativa promissora, uma vez que possui maior capacidade
desinfetante do que um desinfetante liquido, devido a sua distribuicdo e penetragao
uniformes mesmo em superficies complexas com areas de dificil acesso
(MARTINELLI et al., 2017).Em relagdo ao novo coronavirus, SARS-CoV-2, Martins et
al. (2020) encontraram uma redugé&o significativa do potencial infectante do virus
apds sua exposicdo a agua ozonizada por 1 minuto, sugerindo seu uso para
desinfeccdo de superficies, lavagem de EPIs em hospitais e laboratorios. A alta
capacidade oxidante do O; pode inativar e destruir o SARS-COV-2, atuando nas
proteinas e lipidios que formam a estrutura do virus e nas proteinas responsaveis
pelo inicio da infecgdo no corpo humano (TIZAOUI, 2020).

Outros importantes aspectos a serem observados sao a aplicabilidade do O; e
0 seu impacto no ambiente. A esterilizagdo por O; é relatada como um método verde
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de baixo custo, que pode ser aplicada em materiais termossensiveis e que ndo deixa
residuos toxicos, pois o O; € uma forma alotrépica formada por trés atomos de
oxigénio, de modo que pode ser espontaneamente decomposto em gas oxigénio
(O,) ap6s um curto periodo de tempo (GALANTE et al., 2017). Ainda que o O; tenha
um grau de toxicidade para olhos e trato respiratério, os riscos de seu uso podem
ser evitados com a auséncia de individuos no ambiente no mesmo momento da
desinfeccgao.

A desinfeccao de ambientes com O; tem se mostrado uma alternativa cada vez
mais viavel, segura e com 6timo custo-beneficio para os processos de desinfeccéo e
esterilizacdo de superficies relacionadas com o trabalho em saude (CAETANO et al.,
2021). No entanto, percebe-se que muitos estudos ainda s&o necessarios para
melhor entender as possibilidades e limitagdes do O, bem como para o
desenvolvimento de um protocolo de uso que seja acessivel para o dia-a-dia na
pratica clinica odontoldgica, justificando a realizagdo da presente pesquisa.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Analisar a eficacia da utilizagdo do gas ozénio (O;) na desinfeccdo de
ambientes odontologicos

2.2 Objetivos especificos:

e Avaliar a influéncia do O; sobre o crescimento de microrganismos em
placas de Petri expostas ao ar durante os procedimentos
odontologicos;

e Identificar a quantidade de Unidades Formadoras de Colbnia (UFCs)
nos ensaios microbioldgicos das amostras coletadas, antes e durante a
realizacdo de procedimentos odontologicos, bem apds a aplicagéo do
Os;

e Diferenciar os tipos morfolégicos de col6nias formadas;

e Verificar a dispersédo dos Bioaerossois na clinica odontologica.

3 METODOLOGIA

3.1 Tipo de pesquisa

Estudo piloto, do tipo experimental laboratorial com analise quantitativa
e qualitativa dos dados.

3.2 Universo

O universo deste estudo piloto abrange uma clinica escola do departamento
de odontologia da Universidade Estadual da Paraiba, localizado no Campus I, na
cidade de Campina Grande - PB.
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3.3 Amostra

A amostra foi composta por 108 placas de Petri, divididas em 3 grupos:
e Grupo |: 36 culturas foram coletadas antes do inicio dos procedimentos
odontoldgicos, distribuidas por 3 areas pré-definidas;
e Grupo IlI: 36 culturas de controle, coletadas durante os procedimentos
odontoldgicos, distribuidas por 3 areas pré-determinadas
e Grupo lll: 36 culturas de teste, coletadas durante os procedimentos,
que foram submetidas a sanitizagdo com O; na desinfec¢gao de ambientes.

3.4 Critérios de inclusao e de exclusao

3.4.1 Critérios de inclusao

Foram incluidas nesse estudo amostras coletadas antes, durante e apds as
atividades cotidianas realizadas em uma clinica escola do departamento de
odontologia da Universidade Estadual da Paraiba, localizado no Campus |, na
cidade de Campina Grande - PB.

3.4.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos deste estudo piloto, processos de coleta de amostras em
ambientes onde ndo s&o realizados procedimentos clinicos odontolégicos e em
areas onde nao seria possivel posicionar as placas sem interferir nas atividades da
clinica.

3.5 Instrumentos utilizados

3.5.1 Material para a coleta

O processo de coleta dos materiais para a analise microbioldgica foi realizado
por meio de placas de Petri estéreis, com meios de cultura especificos: Agar Sangue
(AS), meio utilizado para identificar um amplo espectro de espécies bacterianas
gram-negativas e gram-positivas que destroem hemaceas; Agar Eosina Azul de
Metileno (EMB), que € um meio seletivo para isolamento de bactérias entéricas
gram-negativas e Agar Sabouraud Dextrose (ASD) que com um PH de 56, é
utilizado para isolar os fungos, inibindo o crescimento de diversas espécies
bacterianas (KUN et al., 2018;TORTORA; CASE; FUNKE, 2012)). Em cada grupo,
foram expostas 12 placas com AS, 12 placas com ASD e 12 placas com EMB,
distribuidas igualmente em 3 areas pré-determinadas, totalizando uma amostra de
108 placas de Petri.

3.5.2 Aparelho para aplicagao do gas ozénio (O;)

O O, foi obtido por um equipamento gerador de ozénio, modelo OZpro, da
marca WIER®. Apresentando a poténcia de 100 W, frequéncia de 50/60 Hz,
temporizador de 10-60 minutos, tensao de 110/220 V e peso de 4,2kg.
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Figura 1. Equipamento gerador de 0zénio, modelo OZpro, da marca WIER®

Fonte: Autoria prépria.

3.6 Determinacgao das areas de exposig¢ao das placas de petri

Trés areas foram pré-definidas para a disposigcéo das placas de Petri: Area A
(proxima a corrente de ar do aparelho de ar-condicionado) Area B (mesa auxiliar)
Area C (bancadas)

Figura 2. Distribuicdo das placas de Petri pelas 3 areas pré-determinadas: area A, area B
e area C.

Fonte: Autoria prépria.

3.7 Coleta e manejo das amostras

As amostras foram coletadas a partir da exposicéo de placas de Petri abertas
e estéreis contendo os meios de cultura especificos: Agar Sangue (AS), Agar
Sabouraud Dextrose (ASD) e Agar Eosina Azul de Metileno (EMB). Em cada grupo,
foram expostas 12 placas com AS, 12 placas com ASD e 12 placas com EMB,
distribuidas igualmente nas areas pré-determinadas, onde permaneceram por 1 hora
e 30 minutos.

Inicialmente foram coletadas as amostras do grupo |, antes da realizagdo dos
procedimentos e apds a limpeza e desinfeccdo habitual da clinica, feita no dia
anterior. Apos passada 1h30min, as placas foram seladas e acondicionadas ainda
antes do inicio das atividades. As culturas dos grupos Il e lll, foram expostas
simultaneamente nas areas pré-determinadas apds o inicio das atividades,
permanecendo por cerca de 1h30min.



Figura 3. Distribuicao das placas de Petri do grupo I.

Fonte: Autoria prépria.

Figura 4. Distribuicao das placas de Petri dos grupos Il e Ill.

Fonte: Autoria prépria.
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Passado o tempo determinado, as amostras do grupo Il foram recolhidas e
acondicionadas e as amostras do grupo lll permaneceram no local para serem
submetidas a desinfeccdo com o O, feita apds o fim das atividades quando nao
havia pessoas na clinica. Inicialmente, foi identificado se o seletor de tensao
110/220V se apresentava de acordo com a tensao da rede fornecida na clinica onde
seria feita a aplicagdo. Em seguida foi feita a determinagao do tempo de aplicacéao,
de acordo com as informacdes fornecidas pelo manual do aparelho, onde consta
uma tabela que relaciona o tamanho do ambiente com a quantidade de tempo
necessaria para a desinfecgdo, como na seguinte tabela:

Tabela 1. Relacdo entre o tamanho do ambiente e o tempo de funcionamento
necessario para promover a desinfecgao.

Até 25 m? 15 minutos ou conforme necessidade
25m?a40m? 30 minutos ou conforme necessidade
40 m?2a 70 m? 60 minutos ou conforme necessidade
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Com um calculo de regra de trés, determinou-se o tempo de 1h40min para o
tamanho da clinica. Como o temporizador do aparelho permite no maximo 60
minutos por aplicacao, para este estudo, foram feitas duas aplicacées em sequéncia:
uma primeira de 60 min e outra de 40 min, imediatamente apds a primeira aplicagao.

Portas e janelas foram fechadas e apenas uma pessoa, utilizando
equipamento de protecao individual, entrou para configurar e ligar oaparelho, saindo
imediatamente em seguida. O gerador de O, foi posicionado a uma altura de cerca
de um metro do piso, na area central da clinica e a sinalizagcdo do ambiente foi
realizada a fim de impedir a entrada de pessoas. Posteriormente, dado o tempo de
aplicacao, as portas e janelas da clinica foram abertas para promover a ventilagao
do ambiente e eliminagao do Ojresidual, respeitando o tempo minimo de 30 minutos
de arejamento para a utilizacdo do ambiente. Todas as informagdes descritas acerca
do funcionamento do gerador de Ozbnio OZpro da marca Wier® foram fornecidas
pelo fabricante, no manual do aparelho.

Figura 5. Aplicagdo do O; com a clinica vazia. A clinica foi sinalizada para que as
pessoas ndo entrassem durante a desinfecgao.

-

Fonte: Autoria prépria.

Uma vez feita a desinfeccdo, as amostras foram recolhidas e acondicionadas
para serem enviadas de imediato ao Laboratorio de Analises Clinicas do CCBS -
UEPB, CAMPUS I. Vale ressaltar que as coletas de todos os grupos foram feitas na
mesma manha. O processo de incubacéo foi realizado em uma estufa bacterioldgica
a uma temperatura de 37°C, pelo periodo de 24 horas para as placas com AS e
EMB e de 48 horas para as placas com ASD. Apds o periodo de incubacgao, foi
realizada a contagem de Unidades Formadoras de Colénia (UFCs).

Figura 6. Placas de Petri armazenadas na estufa bacterioldgica.

Fonte: Autoria prépria



18

3.8 Analise microbiolégica

ApOs passadas 24 horas de incubagao, foi feita a contagem de UFCs das
placas contendo os meios de cultura AS e EMB, uma vez que nesse periodo de
tempo ja foi possivel observar o crescimento de col6nias. Apos 48 horas de
incubacédo, as UFCs observadas nas placas contendo ASD foram contadas. A
contagem foi feita pelo método visual. Apds isso, realizou-se a identificagao
morfolégica das colénias através do método visual com coloragdo gram (GEMELLI,
2020). Os dados obtidos foram registrados e catalogados em fichas para entdo
serem submetidos a analise estatistica.

Figura 7. Contagem de UFCs pelo método visual. Na imagem, placa de Petri
contendo EMB, com 6 UFCs.

—

Fonte: Autoria Prépria

Figura 8. A esquerda, preparacdo das laminas para a analise morfoldgica das
UFCs. A direita, analise sendo feita no microscépio.

Fonte: Autoria Prépria
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3.9 Analise estatistica dos dados

Os resultados das contagens foram logaritmizados e analisados através de
Analise de Variancia (ANOVA) seguida do teste de Tuckey (p<0,05) para a
comparagao de médias (GOMES, 1978), a fim de obter informagbdes sobre a
disseminagdo de bioaerossois durante os procedimentos odontolégicos, nivel de
crescimento microbiano nas amostras coletadas, bem como analisar o grau de
eficacia do O; na desinfecgdo de ambientes. Os dados foram rodados no programa
SAS (2001).

3.10 Aspectos éticos

Seguindo os preceitos da Resolugdo n.° 466 de 2012 do CNS, a qual
regulamenta a ética da pesquisa que envolve seres humanos no Brasil, o presente
estudo ndo precisou ser submetido a um Comité de Etica em Pesquisa, pois se trata
de uma pesquisa apenas laboratorial.

4 RESULTADOS

Contagem de unidades formadoras de coldnias

Os meios de cultura agar EMB (p=0,0018), AS (p<0,001) e ASD (p<0.001)
apresentaram diferencga significativa em fungcédo dos grupos estudados (Tabela 1). O
EMB apresentou maior valor no segundo grupo e nos grupos | e lll esse valor foi
menor e estatisticamente semelhante. Com relagdo ao AS observa-se que 0s grupos
Il e Ill apresentaram maiores valores e o grupo | menor valor, houve um aumento de
quase 95% do Grupo | para o dois, e do grupo |l para o lll uma redugao de 17,30%.
Ja o ASD apresentou maior valor também para os grupos Il e lll e menor valor no
grupo |, ocorreu um aumento de 82% do grupo | para o Il, e uma redugao de 13,83%
do grupo Il para o lll. Observa-se que os maiores valores sao do grupo Il e lll com
excegao do agar EMB que foi maior s6 no grupo |l.

Tabela 2. Médias das variaveis analisadas em fun¢do dos grupos

Meios de Grupo Valor de
cultura p

I Il 1
EMB 0,33+0,49b 2,83+2,69a 0,67+1,07b 0,0018
AS 0,75+0,86b 14,91+4,50a 12,33+9,1a <.0001
ASD 1,16+0,83b 6,58+2,23a 5,67+2,61a <.0001

Letras diferentes na linha diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Fonte: Autoria prépria
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Grupo Area EMB AS ASD
| A 0,25+0,50bD 0,25+0,50bD 0,50+0,58cD
| B 0,50+0,582D 1,50+1,00aC 1,75+0,502C
| C 0,25+0,50bD 0,50+0,58bD 1,251£0,96bC
Il A 0,25+0,50cD 16,00+2,94%A 6,50+1,292A
Il B 5,75+1,26°2A 18,25+3,77°A 7,75+1,892A
Il C 2,50+2,08bB  10,50+3,00bB 5,50+3,11bB
[l A 0,50+1,00bD 4,50+£7,72cB 5,75+2,75bB
[l B 1,50+1,292C 18,50+5,44%A 7,251+2,062A
[l C 0,00+0,00ce  14,00+£8,98bA  4,00+2,44bB
Valor de p
Grupo <.0001 <.0001 <.0001
Area <.0001 0,0151 0,0535
Grupo*area 0.0003 0,0198 0,6444

Letras minusculas na coluna diferem entre si dentro do grupo e letras maiusculas diferem
entre si entre os grupos pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Fonte: Autoria
propria. Fonte: Autoria prépria.

Com relagcdo ao EMB observa-se que o grupo Il area B foi o que apresentou
maior valor, seguido do grupo Il area C. Com relagao ao AS, observa-se que 0 maior
valor esta no grupo Il area A e B e no grupo lll area B e C, seguido do grupo Il area
C e grupo lll area C mostrando-se estatisticamente semelhantes. Ja o ASD
apresentou efeito para grupo o que ja foi apresentado na Tabela 1 e na Tabela 3.

Com relagao as areas observam-se que nao houve efeito significativo para AS
(p=0,2175) e ASB (p=0,2841), mas o EMB apresentou efeito significativo (p=0,0120).
O maior valor para EMB foi na area B e nas demais areas valores menores. Da area
A para a B observa-se um aumento de 87%, como também da area C para a B
tem-se um aumento de 64%
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Tabela 4. Média das variaveis em funcao das areas

Variaveis Area Valor de
A B C P
EMB 0,33+0,65b 2,58+2,57a 0,92+1,62b 0,0120
Sangue 6,92+8,18b 12,75+9,01a 8,33%7,76ab  0,2175
ASD 4,25+3,22ab 5,58+3,20a 3,5812,81b 0,2841

Letras diferentes na linha diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Fonte: Autoria prépria.

Figura 9. Placas de Petri contendo o meio de cultura ASD. A esquerda, placa que ndo
apresentou nenhuma UFC. A direita, placa com 4 UFCs (circulada em azul)

Fonte: Autofia prépria.

Figura 10. Placas de Petri contendo o meio de cultura Agar EMB. A esquerda, placa que
nao apresentou nenhuma UFC A direita, placa com 4 UFCs (cwculada em azul).

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 11. Placas de Petri contendo o meio de cultura AS. A esquerda, placa que ndo
apresentou nenhuma UFC. A direita, placa com 20 UFCs (circulada em azul).

Analise da morfologia das colénias

Grupo |

No grupo |, com relagdo as placas com o meio seletivo EMB, foi possivel
observar o aparecimento de cocos gram-negativos, tanto na area A como na area B.
Ja nas placas expostas na area C deste grupo, foram encontrados bacilos
gram-negativos. As placas com o meio AS apresentaram colOGnias de cocos
gram-positivos para as areas A e C, ja na area B foi possivel observar o crescimento
de fungos leveduriformes. Para o meio ASD, em todas as areas, as colbnias
encontradas eram formadas por fungos leveduriformes.

Tabela 5. Morfologia das UFCs encontradas em cada meio de cultura e em cada
area do grupo |

EMB Sangue ASD

Area A Cocos gram-negativos  Cocos gram-positivos Fungos leveduriformes
AreaB Cocos gram-negativos  Fungos leveduriformes  Fungos leveduriformes

Area C Bacilos gram-negativos  Cocos gram-positivos  Fungos leveduriformes

Fonte: Autoria prépria.

Grupo Il

Assim como no grupo |, a morfologia das colbnias encontradas nas placas
com sabouraud, em todas as areas do grupo I, foi de fungos leveduriformes. Para o
meio AS, a morfologia encontrada em todas as areas foi a de cocos gram-positivos.
Na area A desse mesmo grupo, foi possivel observar a formagdo de coldnias de
fungos leveduriformes, enquanto nas areas B e C, a morfologia observada foi de
cocos gram-negativos.
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Tabela 6. Morfologia das UFCs encontradas em cada meio de cultura e em cada
area do grupo |l

EMB Sangue ASD
Area A Fungos leveduriformes Cocos gram-positivos  Fungos leveduriformes
Area B Cocos gram-negativos  Cocos gram-positivos  Fungos leveduriformes
Area C Cocos gram-negativos  Cocos gram-positivos  Fungos leveduriformes
Fonte: Autoria propria.
Grupo lll
No tocante ao grupo |Ill, observou-se um crescimento de bacilos

gram-negativos em placas contendo AS da area B, o que também foi observado na
area A para placas contendo agar EMB. Ainda nas placas contendo AS, observou-se
cocos gram-positivos nas areas A e C deste mesmo grupo. As placas contendo EMB
dispostas na area B, formaram colénias de cocos gram-negativos e na area C,
nenhuma UFC foi observada. Nas placas contendo ASD, em todas as areas, as
colénias encontradas eram formadas por fungos leveduriformes.

Tabela 7. Morfologia das UFCs encontradas em cada meio de cultura e em cada
area do grupo |l

EMB Sangue ASD

Area A Bacilos gram-negativos  Cocos gram-positivos Fungos leveduriformes
AreaB Cocos gram-negativos  Bacilos gram-negativos ~ Fungos leveduriformes

Area C - Cocos gram-positivos Fungos leveduriformes

Fonte: Autoria prépria.

Figura 12. Colénias analisadas sob o microscépio 6ptico, com coloragdo de Gram. A) Cocos
gram-negativos observados em uma amostra retirada de uma placa do grupo l/area A,
contendo agar EMB; B)Cocos gram-positivos observados em uma amostra retirada de uma
placa do grupo l/area A contendo agar sangue; C) Bacilos gram-negativos observados em
uma amostra retirada de uma placa do grupo lll/area A contendo agar EMB; D) Fungos
leveduriformes observados em uma amostra retirada de uma placa do grupo lll/area A
contendo ASD.

Fonte: Autoria propria.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo evidenciou efeito significativo do O; como inibidor do
crescimento microbiano no ambiente clinico, conforme indicado pela contagem de
UFCs. Do grupo Il (ndo exposto ao O;) para o grupo Il (exposto ao O;) houve
reducédo de 17,30% na contagem das UFCs nas placas com AS, o que ocorreu de
forma estatisticamente semelhante com as placas contendo agar EMB. Nas placas
contendo ASD, houve uma reducdo de 13,83% na contagem total de UFCs. Isso
demonstra o efeito do O; como agente desinfectante no combate a microrganismos
dispersos pelos aerossois durante a pratica clinica odontolégica. De toda a amostra,
o grupo | apresentou a menor contagem de UFCs.

Nao obstante, ressalta-se a influéncia dos fatores espaciais nos efeitos do O,
como a distancia entre as placas e a saida de O;, e das condicdes do local da
pesquisa. Isso porque o aparelho gerador O foi posicionado no centro da clinica, a
qual possui biombos, armarios e outras interferéncias que podem ter dificultado o
alcance do gas em algumas placas. Um estudo realizado por WOOD et al. (2020),
avaliou o uso do O; para a inativacdo de esporos de Bacillus anthracis e Bacillus
subtilis em materiais de construcédo. Os resultados mostraram que a concentragao
de ozbnio, tempo de contato e umidade relativa do ar influenciaram a eficacia da
descontaminagéo.

Dito isto, os resultados obtidos no presente estudo corroboram com o que ja
se sabe sobre a utilizacdo do O; como método de desinfecgdo e expande o
conhecimento acerca do assunto, uma vez que possibilitou analisar a agado do gas
em microorganismos selecionados a partir dos 3 diferentes meios de cultura
utilizados para a coleta. Com exceg¢ao do grupo |, o qual apresentou um maior
numero de UFCs nas placas contendo ASD, foi observado que as placas contendo
AS apresentaram a maior contagem de UFC. Tal fendmeno pode ter se dado em
decorréncia do préprio meio de cultura, uma vez que o AS é um meio que permite o
crescimento de um maior espectro de espécies bacterianas, quando comparado ao
agar EMB e ao ASD (TORTORA; CASE; FUNKE, 2012).

O uso de diferentes meios de cultura indicou a importancia das condi¢des de
crescimento encontradas, uma vez que houve diferenga significativa na formacgao de
colonias entre os meios EMB, AS e ASD. Nas placas com agar EMB observou-se
colénias de cocos gram-negativos em todos os grupos. Desse modo, a redugao de
cerca de 17% na contagem de UFCs para esta variavel, observada do grupo Il para
o grupo lll, aponta para a eficacia do O; como agente desinfectante sobre as
bactérias do grupo dos cocos gram-negativos. Fendbmeno semelhante ocorreu nas
placas contendo AS, nas quais foram observadas principalmente cocos
gram-positivos.

Os efeitos do O; sob algumas bactérias dos grupos supracitados ja vém
sendo demonstrados na literatura. Um estudo publicado em agosto de 2020 elucidou
o efeito bactericida do ozbénio para células de Staphylococcus aureus, bactéria do
grupo dos cocos-gram positivos, apds 30 min de tratamento (TARAN et al., 2020).
Um outro estudo, aplicado em 2021, avaliou a concentragcdo minima de O;
necessaria para controlar e matar um conjunto de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas sensiveis ou multirresistentes. Nenhuma redugao na contagem de
colonias foi detectada apds a exposigdo ao O; em comparagdo com O grupo
controle. No entanto, a viabilidade celular das bactérias E. coli, P. aeruginosa e A.
baumannii foi consideravelmente reduzida (RANGEL et al., 2021).
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A respeito dos efeitos do O; em fungos, os estudos feitos em ambientes de
cuidado a saude ainda sao escassos. Contudo, numerosos estudos indicaram que o
O; pode reduzir o nivel de micotoxinas nos alimentos, embora existam variagdes
notaveis nos tempos de exposicao e nas taxas de dose. Em geral, niveis mais altos
de concentragdo do gas sao necessarios para a redugdo de micotoxinas do que os
necessarios para suprimir o crescimento de fungos produtores de micotoxinas
(AFSAH-HEJRI; HAJEB; EHSANI, 2020).

No presente estudo, o O; foi capaz de reduzir em até 13,83% a contagem de
UFCs nas placas contendo ASD, as quais apresentaram crescimento de fungos
filamentosos. Tal taxa de reducdo foi menor que a observada nas placas contendo
AS e agar EMB. Isto pode indicar uma maior resisténcia de certos fungos a
desinfeccdo com O,;, quando comparados a certas bactérias, como as dos grupos
analisados neste estudo. Todavia, mais pesquisas sdo necessarias para de fato
compreender os efeitos da desinfecgdo com o O, sobre fungos.

Adicionalmente, no que se refere ao crescimento de colénias, o grupo Il
apresentou a maior contagem de UFCs para todos os meios de cultura, o que
aponta para uma alta no numero de microorganismos dispersos no ar durante os
procedimentos realizados na clinica. Foram observadas diferengas também entre as
areas onde as placas foram expostas, especialmente em relagao a distancia do local
de realizacdo dos procedimentos odontoldgicos. Desse modo, a area B (mesa
auxiliar) mostrou contagem de UFC elevada em todos os grupos estudados, efeito
que pode ser explicado por se tratar da area de amostragem mais proxima ao local
de realizagao dos procedimentos clinicos.

Tais dados reforgam, ainda, que a maioria dos microrganismos formadores de
colénia nas amostras do estudo sdo, de fato, oriundos dos procedimentos clinicos e
nao dispersos por outras fontes ou agentes. Estudos ja demonstraram haver um alto
nivel de risco biolégico em consultorios odontolégicos durante os procedimentos
(NOORDIEN; MULDER-VAN STADEN; MULDER, 2021). Em razédo da natureza
unica da odontologia, a maioria dos procedimentos gera quantidades significativas
de bioaerossodis, apresentando riscos potenciais de transmissao de infecgoes (GE et
al. 2020).

Devido sua capacidade ampla de inativacdo de bactérias e virus, o O; tem se
mostrado uma alternativa promissora no combate a microrganismos patogénicos em
diversas areas e vem sendo estudado e utilizado no tratamento de agua por cerca
de um século (MORRISON et al., 2022). A ozonioterapia também tem se mostrado
um método eficaz para combater microrganismos em tecidos bioldgicos, inclusive
como uma alternativa para assepsia de canais radiculares em tratamentos
endodénticos (SILVA et al., 2020). Ademais, um estudo demonstrou que o O, diminui
a infectividade do virus SARS-CoV-2 em uma ampla gama de concentragdes e
tempos de exposi¢cdo, com 99% de redugdo registrada apds 30 minutos de
exposicao, sugerindo que o O3 é um desinfetante eficaz para o virus, com alto
potencial para superar a baixa acessibilidade de desinfetantes liquidos comumente
aplicados. (ZUCKER et al., 2021).

Outrossim, MOCCIA et al. (2020) relatam, sobre a utilizagdo do O;, vantagens
como garantia da redugdo e completa inativagdo dos microrganismos
aerotransportados evitando a posterior deposi¢cao nas superficies, mas ressalta que
os procedimentos de limpeza com detergentes s&o uma etapa obrigatéria antes de
qualquer tratamento para remover completamente a matéria organica em
superficies. No presente estudo, a aplicagdo do O; foi feita sem a limpeza habitual
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da clinica apés os procedimentos, a fim de melhor avaliar sua eficacia na redugao de
UFC'’s, sem a interferéncia de outros métodos de limpeza.

Deste modo, o ambiente desempenha um papel efetivo na transmissao de
infeccdes, ndo sO através do ar, mas também das superficies que muitas vezes
acabam sendo um reservatério secundario de micro-organismos. Se faz necessario
o desenvolvimento de métodos eficazes de limpeza e desinfeccdo de ambientes de
saude, principalmente aqueles em que ha geracdo de aerossois (FURLAN et al.,
2019). Neste sentido, caracteriza-se a importancia desta pesquisa como protétipo
para a avaliagdo da agdo microbioldgica em trés tempos de investigagéo: grupo |,
horas apds a limpeza habitual do ambiente e antes do inicio das atividades da
clinica; grupo Il, durante os procedimentos e ndo exposto a nenhum tipo de
desinfeccao e grupo lll, exposto durante os procedimentos, mas também submetido
a desinfeccdo com O,

6 CONCLUSAO

A utilizagdo do O; como desinfectante em ambientes odontolégicos é um
método promissor, uma vez que foi possivel observar uma reducéo na contagem de
UFCs em placas de petri apds sua aplicacdo, mostrando seu efeito em diferentes
espécies de bactérias e de fungos leveduriformes. Além disso, a desinfec¢gao com o
O; se configura como um método pratico e rapido, que néo oferece riscos a saude
humana, desde que o protocolo de uso seja seguido a risca. Vale ressaltar também,
que houve um aumento significativo na contagem de UFCs durante os
atendimentos, o que sugere que ha uma maior dispersao de bioaerrossois na clinica
enquanto os procedimentos estdo sendo realizados. Ademais, mais estudos sao
necessarios para melhor compreender a acdo do O; sobre os diferentes tipos de
microrganismos, especialmente fungos.
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