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RESUMO

Introducao: Os implantes dentarios estdo sendo cada vez mais inseridos para
substituir dentes perdidos. No entanto, um problema comum encontrado é o
volume 0sseo insuficiente devido a atrofia 6ssea alveolar. De modo a
proporcionar o ambiente ideal para o aumento do osso alveolar, podem ser
utilizados enxertos 6sseos, tais como autoenxerto ou xenoenxerto, em técnicas
de ROG. Proposicédo: O propdésito da presente pesquisa foi analisar in vitro a
contaminacdo de amostras de membranas de coladgeno de recobrimento e ou
barreiras, em enxertos 6sseos. Material e método: Foi avaliado o nivel de
contaminacdo em membranas de coldgeno em 5 determinados tempos:
imediatamente apds a abertura do invOlucro estéril, 5, 10, 15 e 20 minutos
expostos em campo cirdrgico simulando mesa para cirurgia. ApOs
processamento das amostras, contagem e amostragem das colbnias e
identificacdo das espécies prevalentes foi realizada a andlise estatistica.
Resultados: Nem no grupo controle, nem nos diferentes tempos estudados, foi
observada formagcdo de colénia bacteriana. Todos o0s tempos testados
apresentaram diferenca significante na quantidade de colénias formadas quando
comparados com a quantidade de colonias formadas no grupo controle. Houve
diferenca significativa da quantidade de colonias de fungos formada nos
diferentes tempos. O grupo T20, apresentou uma quantidade de colbnias
significativamente maior em relacdo aos tempos T5, T10 e T15. Conclusao:
Com base nos resultados desse estudo constatou-se que a amostras de
membranas ndo estavam contaminadas imediatamente apds a abertura do
involucro. Ndo houve formacédo de coldnia bacteriana nos diferentes tempos
estudados. Porém, houve formacdo de coldnias de fungos significativa nos
diferentes tempos, com uma maior quantidade para o tempo de 20 minutos. Isso
sugere que as membranas devem ser utilizadas no paciente imediatamente ap6s

sua retirada do involucro.

Palavras-chave: Materiais biocompativeis. Contaminacéo biolégica. Implantes

dentarios.
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ABSTRACT

Introduction: Dental implants are being increasingly inserted to replace missing
teeth. However, a common problem encountered is insufficient bone volume due
to alveolar bone atrophy. In order to provide the ideal environment for the increase
of alveolar bone, bone grafts, such as autograft or xenograft, can be used in RGO
techniques. Proposition: The purpose of the present research was in vitro to
analyze the contamination of samples of collagen membranes covering and or
barriers, in bone grafts. Material and methods: The level of contamination in
collagen membranes was evaluated at 5 certain times: immediately after opening
the sterile wrapper, 5, 10, 15 and 20 minutes exposed in the surgical field
simulating a table for surgery. After processing the samples, counting and
sampling the colonies and identifying the prevalent species, statistical analysis was
performed. Results: Neither in the gold standard nor in the different periods
studied, bacterial colony formation was observed. All times tested showed a
significant difference in the number of colonies formed when compared to the
number of colonies formed in the gold standard. There was a significant difference
in the amount of fungal colonies formed at different times. The T20 group showed
a significantly larger number of colonies compared to the T5, T10 and T15 times.
Conclusion: Based on the results of this study, it was found that the membrane
samples were not contaminated immediately after opening the casing. There was
no formation of bacterial colony at the different times studied. However, significant
fungal colonies were formed at different times, with a greater amount for the time
of 20 minutes. This suggests that the membranes should be used on the patient

immediately after removal from the wrapper.

Keywords: Biocompatible materials. Biological contamination. Dental implants.
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1 INTRODUGAO

Os implantes dentarios estdo sendo cada vez mais inseridos para
substituir dentes perdidos. No entanto, um problema comum encontrado é o
volume 0sseo insuficiente devido a atrofia 0ssea alveolar (SHEIKH; SIMA;
GLOGAUER, 2015). Isso pode resultar em situacfes em que o implante, para
ser colocado em uma posicao funcional e estética favoravel, contém partes de
sua superficie livres da cobertura éssea, originando imperfeicdes dsseas, como
deiscéncias e fenestracoes (MARTINEZ et al., 2018).

O grau de reabsorcdo Ossea leva a um comprometimento estético
importante na reabilitacdo subsequente, porque os contornos ésseos nao podem
suportar adequadamente o tecido mole ou pode haver um volume 0sseo
inadequado para a colocacdo de um implante na posicao ideal (BRONSTEIN et
al., 2016).

De modo a proporcionar o ambiente ideal para o aumento do 0sso
alveolar, podem ser utilizados enxertos 6ésseos, tais como autoenxerto ou
xenoenxerto, em técnicas de regeneracdo 0ssea guiada (ROG), que combina
diferentes membranas de barreira com o material substituto 6sseo (WANG et al.,
2019).

A técnica da ROG baseia-se na criacdo de um espaco segregado para
a invasdo de vasos sanguineos e células osteoprogenitoras, protegendo a
reparacao 0ssea contra o crescimento de tecidos ndo osteogénicos (GAUER et
al., 2015). Porém, as membranas devem possuir caracteristicas que se adequem
aos requisitos bioldgicos, mecanicos e de uso clinico para servirem como
barreira contra a invasao celular indesejavel (COSTA et al., 2016).

As membranas séo classificadas em absorviveis e ndo absorviveis. Os
materiais de membrana ndo absorviveis mais pesquisado e utilizado em
procedimentos de ROG € constituido por uma estrutura especificamente
formada por ePTFE (CARDOSO; PEREIRA, 2018). As membranas absorviveis
sdo mais tolerantes em termos de atraso na cicatrizagao e infec¢ao de feridas e
nao requerem cirurgia adicional para remocdo. Ambas membranas possuem
resultados satisfatérios desde que respeite 0 correto processo do manejo
cirargico.(NAENNI et al., 2019).
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As membranas a base de colageno (MBC) foram classificadas como
membranas néo-reticuladas (MNR) e membranas reticuladas (MR) dependendo
se a ligacdo cruzada entre as fibras de colageno foi artificialmente aumentada.
O principio basico da reticulacdo € a formacdo de ligacBes covalentes entre
fiboras de colageno. O comportamento natural da membrana de colageno
depende do tipo de material usado para reticulagdo (CHOI; SANDOR; KIM,
2018).

Embora tanto as membranas absorviveis como as ndo absorviveis
atendam os objetivos bioldgicos e mecanicos das técnicas regenerativas, existe
a possibilidade de contaminacdes das membranas. E assim, para que as
membranas desempenhem sua funcao, € necessario o manejo adequado das
mesmas com utilizagdo correta das técnicas de colocacgéo e fixacdo (COSTA et
al., 2016).

Além disso, antes da intervencéo pode ocorrer contamina¢ao microbiana
devido ao ambiente, materiais e equipamentos odontologicos nao estarem
devidamente esterilizados (BRACHER et al., 2019; CICCIU, 2020).

Varios estudos apontam contaminagdo provocada por contaminantes
biolégicos ou bioaerossois em consultorios odontolégicos, como qualidade
inadequada do ar (MANARTE-MONTEIRO et al., 2013); cadeiras odontologicas
(ALMUTAIRI et al., 2019); materiais odontolégicos (ZEINALI et al., 2020); uso de
agua contaminada (LISBOA et al., 2014).

Os micro-organismos mais comumente encontrados sao as bactérias
Staphylococcus sp. e Streptococcus sp., Micrococcus sp. e fungos do género
Penicillium, Aspergillus e Cladosporium, que podem causar sérias
consequéncias a saude se forem encontrados em quantidades que excedam o
seu limite de tolerancia. Os bioaerossois, constituidos por fungos, bactérias,
algas, acaros e amebas, utilizam-se de particulas de matéria como substrato
para se multiplicar e normalmente entram em ambientes fechados por meio de
ventilacdo normal ou até mesmo pelo sistema de ar-condicionado (PRASANTH
et al., 2010; KUHN et al., 2018).

Neste contexto o presente trabalho tem como objetivo analisar in vitro a
contaminacdo de amostras de membranas de colageno de recobrimento e ou

barreiras, em enxertos 6sseos.
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2 PROPOSICAO
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2 PROPOSIGAO

O proposito da presente pesquisa foi analisar in vitro a contaminagédo de
amostras de membranas de colageno de recobrimento e ou barreiras, em
enxertos 0sseos.

Analisar microbiologicamente estes materiais, afim de observar se as
amostras poderiam estar contaminadas dentro do involucro em que se
apresentam, imediatamente apés sua abertura; e também, apds determinado
periodo de tempo sobre a mesa cirlrgica estéril, antes de sua utilizacdo no

paciente.
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3 MATERIAL E METODOS
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3 MATERIAL E METODOS

O intuito do trabalho foi avaliar in vitro o nivel de contaminacdo em
membranas de colageno da marca Critéria — Lumina Coat (S&do Carlos, Sédo Paulo,
Brasil) em 5 determinados tempos: imediatamente apés a abertura do involucro
estéril, 5, 10, 15 e 20 minutos expostos em campo cirargico simulando mesa para

cirurgia.

Lumina-Coat

VO euILUnT

Figura 1. Membrana de colageno Lumina Coat — Critéria

3.1 MATERIAL AMOSTRADO E FOMRA DE COLETA

Foram amostrados 25 membranas de colageno Lumina Coat, com dimenséao
de 1x20x30, lote LC032/19 (marca Critéria — Sdo Carlos — SP — Brasil), sendo 5
amostras de membrana de colageno para determinado tempo.

Cada membrana de colageno foi exposta ao ar ambiente durante 5, 10, 15 e
20 minutos, sobre campo estéril (marca BEST FABRIL- KIT—- Santa Barbara
D’Oeste — SP — Brasil) e também logo apo6s a abertura do invélucro estéril para
avaliar possivel contaminagéo.

Apoés tempo determinado, cada amostra foi inserida em eppendorf estéril
(marca eppendorf— Alto da Lapa — SP — Brasil), contendo 1000 pL de solugéo salina
0,9% estéril, com o auxilio de pin¢a estéril e lamparina proxima ao eppendorf. Os
eppendorfs foram colocados em caixa térmica com gelo e levados ao laboratério

de microbiologia.
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Figura 2. Membrana embebida em solucéo salina 0,9% dentro do eppendorf

3.2 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Cada eppendorf foi agitado em voértex (marca Biosan — Assis — Sdo Paulo -
SP) por aproximadamente 20 segundos. Utilizando-se micropipeta estéril (Marca
HTL Lab Solutions — Varsévia — Pol6énia) de 100 pL, foram transferidos 100 pL da
solucéo do eppendorf para placas contendo 20 mL de Agar TSA — Tryptic Soy
Agar (marca Laborclin — Pinhais — PR — Brasil) para contagem de bactérias e 100
uL para placas contendo 20 mL de Agar Sabouraud (marca Laborclin — Pinhais —
PR — Brasil) para contagem de leveduras e demais fungos. Como a pesquisa foi

em duplicata obteve-se o dobro de placas: 100 ao total.
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Figura 3. A) Agitador de vértex. B) Ponteira estéril. C) Placas de Agar TSA. D) Placas de Agar

Sabouraud

Cada amostra recebeu duas placas de Agar TSA e de Agar Sabouraud. Os
100 pL de cada amostra foram espalhados em placa com o auxilio de al¢ca de vidro
(marca Didatica SP — Sdo Paulo — SP — Brasil), utilizando-se a técnica de spread
plate. As placas de Agar TSA foram incubadas a 37°C durante 24h e as coldnias
foram contadas. A placa de Agar Sabouraud foi incubada por 72h, para contagem
de fungos filamentosos. Ambas em estufa para cultura (marca Odontobras —

Araraquara — SP — Brasil).
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Figura 4. A) Alca de vidro. B) Espalhando amostra na placa com alga de vidro. C) Estufa para cultura

3.3 AMOSTRAGEM DAS COLONIAS

O numero de unidades formadoras de coldnias foi multiplicado por 10, que é
o fator de correcéo utilizado para contagem pela técnica de spread plate, tendo em

vista o inéculo de 100 pL.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados tabulados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) one
way com teste post hoc de Dunnet, para comparacado com o grupo controle, e teste
de Tukey para comparacédo entre os diferentes tempos, considerando o nivel de
significancia de 5%. Os dados foram analisados no software BioEstat (Fundacéo

Mamiraua, Belém, Brasil).
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4 RESULTADOS
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4 RESULTADOS

Os valores médios e desvio-padrao da contagem de col6nias flungicas e

bacterianas estédo apresentados na Tabela 1.

Contaminacgéo por bactérias

Nem no grupo controle, nem nos diferentes tempos estudados, foi

observada formacgé&o de colonia bacteriana.

Contaminagéo por fungos

Todos os tempos testados apresentaram diferenca significante (p<0.001)
na quantidade de coldnias formadas quando comparados com a quantidade de
col6nias formadas no grupo controle.

Houve diferenca significativa da quantidade de colénias de fungos
formada nos diferentes tempos (p<0.0001). A quantidade de colénia formada em
T5 nédo apresentou diferenca significativa em relacdo a quantidade de colonia
formada em T10 (p=0.107) e T10 né&o apresentou diferenca significante
(p=0.096) em relacdo a T15, mas T5 e T15 apresentam diferenca significante
entre si (p<0.01). E o grupo T20, apresentou uma gquantidade de coldnias

significativamente (p<0.01) maior em relacdo aos tempos T5, T10 e T15.

Tabela 1. Valores médios e desvio-padrdo da quantidade de colbnias
bacterianas e fuangicas formadas no grupo controle(TO) e nos diferentes tempos
estudados (T5, T10, T15 e T20).

TO T5 T10 T15 T20
Bacterianas 0 0 0 0 0
Fungicas oA 8(+4,22)® 14 (+5,16)B8 19(+7,28)¢ 27 (+4,83)°

*Letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significante entre os grupos,
considerando nivel de significancia de 5%.
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5 DISCUSSAO
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou a possivel contaminacdo em membranas de
colageno em 5 determinados tempos: imediatamente apés a abertura do
invélucro estéril, 5, 10, 15 e 20 minutos expostos em campo cirdrgico simulando
mesa para cirurgia. Os resultados mostraram que ndo houve contaminagao por
bactérias em nenhum dos tempos testados. Ja a contaminacéo por fungos, todos
os tempos testados apresentaram diferenca significativa na quantidade de
colonias formadas. Resultados semelhantes foram encontrados no estudo de
Kuhn et al. (2018) avaliando niveis de contamina¢do em consultério publico e
privado, a concentracdo de fungos foi maior do que a de estafilococos coagulase
positiva no consultério privado, segundo 0s autores, essa maior contaminacao
provavelmente é atribuida ao fato de se tratar de um ambiente permanentemente
climatizado com pouca frequéncia na renovacdo do ar interior, quando
comparado ao consultério publico. Prasanth et al. (2010) observaram que a
contaminacdo do ar foi bastante alta, principalmente com estreptococos alfa
hemoliticos, estafilococos e fungos.

Os resultados do presente estudo mostraram contaminagéao por fungos
guando expostas ao meio ambiente por um tempo maior. Ou seja, apés imediata
abertura do invélucro (Tempo 0) as membranas estavam estéreis, mas nos
tempos de 5, 10 e 20 minutos houve formacéo de colbnias de fungos. Esses
resultados sugerem que quanto maior o tempo de exposicdo das membranas
em campo cirdrgico, maior o risco de contaminagdo das mesmas. No estudo de
Manarte-Monteiro et al. (2013) ao analisar a qualidade do ar em clinica
odontolégica mediante utilizacdo de contagens bacterianas em aerossois
dentarios produzidos durante a realizacdo de diferentes procedimentos
dentéarios, observaram que tratamentos mais longos estdo associados a
contagens mais elevadas de UFC, tanto para procedimentos de dentistica como
de endodontia.

Por outro lado, Jain et al. (2020) avaliando o nivel de contaminacgdo
microbiana atmosférica observaram que a contagem de colénias aumentou apés

a sessao de trabalho e que o maior aumento na contagem meédia de coldnias foi
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encontrado no departamento de periodontologia durante as sessfes de
tratamento. Concluiram que os aerossoéis aumentam durante e apos as sessdes
de trabalho e, portanto, aumenta a chance de transmissdo de agentes
infecciosos em ambientes clinicos. Também Sousa e Fortuna (2011) avaliaram
microrganismos em amostras coletada em consultérios odontolégicos
climatizados artificialmente. Identificaram fungos e bactérias com maior
frequéncia na area da cuspideira, em razao da contaminacéao salivar e disperséo
dos contaminantes pelo ar.

No estudo de Chuang et al. (2014) ao investigar as caracteristicas de
espalhamento da contaminacdo bacteriana por aerossois durante tratamento
dentario, afirmaram que os resultados mostraram que a contaminacdo por
aerossois bacterianos poderia se espalhar a uma distancia horizontal de 100 cm
e a uma distancia vertical de 50 cm da cavidade oral do paciente e permanecer
suspensa no ar por 20 minutos. Portanto, conforme Libert et al. (2019) a
contaminagao por fungos e bactérias em ambientes fechados e climatizados é
cada vez mais considerada um problema de saude publica, pois podem ser
responsaveis por diversas patogenias.

Cicciu (2020) e Costa et al. (2016) alertaram para que fato de que as
infeccbes podem ocorrer através do uso de agua contaminada. De acordo com
Rivera Silva et al. (2017) a American Waters Works Association (AWWA) afirma
gue a agua de boa qualidade para o controle de infec¢des deve conter menos
de 500 UFC/mL (zero unidades formadoras de coldnias por mililitro). Portanto,
na situacdo em que esta recomendacdo nado é atendida, deve ser realizada uma
fitragem da mesma, através do uso de um filtro conectado a fonte de agua
corrente da unidade odontologica.

Um estudo avaliou a qualidade da &agua usada em consultorios
odontolégicos da rede publica, através da analise de contaminagdo por
coliformes totais e E.coli, bactérias heterotréficas e fungos filamentosos. Um total
de 212 fungos filamentosos foram identificados agrupados em 16 géneros. Os
géneros mais frequentes foram Acremonium (46,7%), Exophiala (14,7%),
Penicillium (9,4%), Aspergillus (8,9%) (LISBOA et al., 2014).

Ja outros autores investigaram o numero e a colonizacdo de fungos em
unidades odontolégicas na cidade de Istambul, Turquia. Amostras de agua foram

coletadas de seringas de ar-agua, brocas de alta velocidade e aguas de entrada
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de 41 unidades. A contagem de fungos mesofilicos aerébicos em brocas de alta
velocidade foi superior as aguas de entrada e seringas de agua e ar. Fungos nao
esporulados foram encontrados em 7 unidades (KADAIFCILER; OKTEN; SEN,
2013). Corroborando com os achados de Damasceno et al. (2017) onde o
mecanismo de alta rotacao continha a maior quantidade média de fungos, 14,93
+ 18,18 UFC/mL.

No que se refere a contaminacéo de equipamentos no consultério, alguns
autores observaram contaminacao por varias espécies de fungos em cadeiras
odontologicas (ALMONDES et al., 2016; ALMUTAIRI et al., 2019; BRACHER et
al., 2019); mangueiras de succéo e pecas de mao (BOYLE et al., 2015; ZEINALI
et al.,, 2020); detritos de proteses, bases de teste, moldes e articuladores
(MOODLEY; OWEN; PATEL, 2020); além de contaminacdo cruzada entre
consultorios odontologicos e laboratérios de proteses (ASNAASHARI et al.,
2019).

Desta forma, varios microrganismos, como algas unicelulares, bactérias e
fungos, tém o potencial de se infiltrar em praticamente todos os materiais da
clinica odontolégica, e assim, para minimizar o risco de infeccdo na pratica
odontoldgica requer a formulagcédo e implementacdo de protocolos rigorosos e
frequentes de higienizacgao e assepsia (PRASANTH et al., 2010; ALMONDES et
al., 2016; KUHN et al., 2018; CICCIU, 2020), uma vez que a contaminacio é
prejudicial para os procedimentos cirdrgicos, podendo trazer riscos a saude tanto
do paciente como dos profissionais (JAIN et al., 2020).

Na presente pesquisa foi observado formacéo de colbnias de fungos, mas
nao foi observado formacéao de colbnia bacteriana, e assim, sugere-se que mais

estudos deverao ser realizados em ambiente clinico.
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6 CONCLUSOES

As amostras de membranas ndo estavam contaminadas imediatamente
apos a abertura do invélucro.

Ndo houve formacdo de coldnia bacteriana nos diferentes tempos
estudados.

Porém, houve formacgéo de colbnias de fungos significativa nos diferentes
tempos, com uma maior quantidade para o tempo de 20 minutos. ISso sugere
gue as membranas devem ser utilizadas no paciente imediatamente apds sua

retirada do invélucro.
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