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Titulo
Evaluacion de la eficacia de la liberacion de radicales hidroxilo para la desinfeccion del

aire y las superficies en la consulta odontoldgica.

Introduccion

El personal de una clinica odontoldgica estd sometido a unos riesgos inherentes a su
profesion debido a su contacto estrecho con los pacientes y a la generacion de aerosoles
que pueden actuar como un vector de transmision. Ante este escenario, en 2020 el
Consejo General de Dentistas elabor6 el documento “Odontologia Segura con
Minimizacion de Aerosoles: OSEMIA” dando lugar al andlisis de férmulas emergentes
que permitieran una practica clinica mas segura en relacion a la climatizacion y

purificacion del aire de la clinica dental.

La cavidad bucal es un medio séptico donde se ha detectado la presencia de mas de 700
especies de microorganismos. Una de las herramientas utiles para controlar la
transmision de enfermedades es la desinfeccion. Los principales agentes desinfectantes
de superficies utilizados en el gabinete odontoldgico son compuestos quimicos pero
también estan disponibles otras opciones como la radiacion ultravioleta (UV) o el ozono
(O3) cuyo uso no esta exento de controversia ya que pueden producir efectos dafiinos

para la salud.

En cuanto a la desinfeccion del aire, debe tenerse en cuenta que la mayoria de las
particulas de los aerosoles que se producen en las consultas odontoldgicas son de un
tamafio inferior a 5 um. Ante este escenario, el uso de barreras fisicas de proteccion son
insuficientes por si solas para evitar la inhalacion de los nticleos mas pequefios y, por
este motivo, es necesario emplear otros métodos como los OH’, que tienen dos grandes
ventajas: ser totalmente inocuos en humanos, lo que permite a los profesionales seguir

trabajando durante su uso, y poder ser utilizados en grandes espacios.
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Hipotesis
Las hipotesis principales de este estudio fueron que los OH' reducen la presencia de

diferentes microorganismos en las superficies y en el aire de la consulta odontologica.

Objetivos

Los objetivos de esta investigacion fueron: 1) Determinar la eficacia de los radicales
hidroxilo (OH") como método de desinfeccion de las superficies y del aire de la consulta
odontoldgica. 2) Cuantificar el crecimiento bacteriano, fiungico y de levaduras en
unidades formadoras de colonias (UFC) de las superficies y del aire presentes en una
consulta odontologica. 3) Detectar la presencia de SARS-CoV-2 en la superficie de la
pantalla facial protectora del operador. 4) Avalar la bioseguridad de las consultas

odontoldgicas.

Métodos

Se propuso un estudio clinico experimental dividido en dos fases. La primera fase se
centrd en evaluar la eficacia de la tecnologia basada en OH" frente a bacterias, hongos y
levaduras localizadas en superficies y en el aire de una consulta odontologica y,
también, frente al virus SARS-CoV-2 exclusivamente en la superficie de la pantalla
facial protectora del operador. La segunda fase, que pretendia estudiar la eficacia de
desinfeccion de los OH' en el aire de la consulta odontoldgica frente a virus de ADN y
ARN, como SARS-CoV-2, quedo supeditada a los resultados obtenidos en la primera

fase.

Para el analisis de superficies se recogieron muestras por triplicado mediante placas
RODAC, con siete medios de cultivo diferentes. Para el muestreo del aire se emplearon
captadores de aire. Las muestras se remitieron al Laboratorio de Microbiologia Sanitaria

y Medioambiental (MSMLab) de 1"Universitat Politécnica de Barcelona.
Para la deteccion de SARS-CoV-2, se efectud un muestreo en la pantalla facial

protectora del operador y las muestras se procesaron mediante la técnica de la reaccion

en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR).
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El estudio se llevo a cabo en un gabinete odontologico donde previamente se analizo el
sistema de ventilacion. La primera fase tuvo una duracion de 5 dias no consecutivos de
actividad terapéutica habitual. Durante los 2 primeros dias se obtuvieron las muestras
control sin el uso del dispositivo liberador de OH'. A continuacidn, se procedio a
instalar el dispositivo y se practico el mismo procedimiento de recogida de las muestras
durante 3 dias adicionales siempre manteniendo los protocolos habituales de
desinfeccion. Los datos se registraron en una hoja de célculo de Excel (Microsoft®,

Redmond, Washington, EE.UU).

Resultados

Lo resultados principales se obtuvieron tras el andlisis de 1.260 muestras
microbioldgicas procedentes de las superficies de la consulta dental, 200 litros (L) de
aire del mismo espacio y 14 muestras para la deteccion de SARS-CoV-2 en la superficie

de las pantallas faciales protectoras del operador.

Respecto al muestreo en aire se encontr6 crecimiento de UFC en los medios de cultivo
para hongos y levaduras, para bacterias aerobias totales y para bacterias Gram-positivo
del género Staphylococcus. Se observo una reduccion significativa del 66,7% en las
muestras test de hongos y levaduras y del 71,4% en las de Staphylococcus tras el uso de

los radicales OH".

Respecto al analisis de los resultados obtenidos en superficies, solo se observo
crecimiento de bacterias aerobias totales. Entre las tres superficies muestreadas solo se
obtuvieron resultados significativos en la superficie del sillon dental (p=0,02) donde la

reduccion fue del 76,9% tras el uso de los radicales OH".
Finalmente, no se detecto la presencia del coronavirus SARS-CoV-2 sobre la superficie

de las pantallas faciales protectoras del operador, razén por la cual no se procedio a la

realizacion de la segunda fase.
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Conclusiones

1. Latecnologia basada en la liberacion de radicales hidroxilo reduce
significativamente la presencia hongos y levaduras y de Staphylococcus en el

aire.

2. Latecnologia basada en la liberacion de radicales hidroxilo reduce la presencia
de bacterias aerobias totales en las superficies de la consulta odontologica. Sobre

superficies, la reduccion solo fue significativa en el sillon dental.

3. Las bacterias aerobias totales se cuantificaron en 48 UFC/100 mL en aire y en
45,24 UFC/placa RODAC en superficies. Se encontraron 7 UFC/100 mL de
Staphyloccus en aire y 6 UFC/100 mL de hongos y levaduras en aire.

4. No se detecto la presencia de SARS-CoV-2 en la superficie de la pantalla facial

protectora del operador.
5. En las condiciones del estudio efectuado puede afirmarse que las consultas

odontoldgicas son ambientes bioseguros para los pacientes y los profesionales

cuando se aplica un protocolo de desinfeccion eficaz.
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3.Introduccion
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3.1. Antecedentes y contextualizacion

A finales del 2019 las autoridades de Wuhan (Hubei, China) informaron sobre la
aparicion de algunos casos de neumonia de etiologia desconocida. Posteriormente se
demostrd que el agente causal era un nuevo virus de la familia Coronaviridae 1lamado
SARS-CoV-2 (1,2). La familia Coronaviridae incluye cuatro géneros (alfa, beta, delta
y gammacoronavirus) asi como subgéneros y especies siendo el SARS-COV-2 un
nuevo miembro del género betacoronavirus. El cuadro clinico asociado a este virus se
ha denominado COVID-19. Esta enfermedad puede producir un amplio abanico de
sintomatologia siendo la fiebre, la tos seca y la disnea los sintomas mas frecuentes.
También se han asociado otros sintomas como la fatiga, la diarrea, la anorexia, la
anosmia o la ageusia e incluso neumonia, sindrome respiratorio agudo grave (SRAG)
y/o fallo renal. Todas ellas situaciones que pueden conducir a la muerte de los pacientes
(3). La COVID-19 se propag6 por todo el mundo causando millones de contagios y
muertes (4), lo que provoco que el 11 de marzo del 2020 la Organizacion Mundial de la

Salud (OMS) declarara el brote de Coronavirus como pandemia.

La transmision del virus se lleva a cabo entre persona-persona a través de las
secreciones de los pacientes infectados y suele deberse al contacto directo con las gotas
respiratorias generadas al toser, al estornudar o al hablar, o bien, a través de fomites (5).
Ademas, también se han sugerido otras vias de propagacion como la orofecal o la
ocular, sin embargo, éstas ultimas aun no se han demostrado (6). En relacion con los
fomites, Van Doremalen y cols. (7) analizaron la estabilidad de SARS-CoV-2 y SARS-
CoV-1 en aerosoles y sobre varias superficies. El estudio consistia en nebulizar las
preparaciones viricas en el interior de una camara Goldberg y se realizaron un total 10
experimentos por triplicado sobre aerosol, plastico, acero inoxidable, cobre y carton. La
presencia de SARS-CoV-2 fue detectada hasta 3 horas después en aire, 6,8 horas en

pléstico, 5,6 horas en acero inoxidable, 4 horas en cobre y hasta 24 horas en carton.

Debe tenerse en cuenta que, como todos los profesionales de la salud, los facultativos y
el personal que trabajan en una consulta de Odontologia y/o de Cirugia Maxilofacial
pueden actuar como un vector de transmision. Por lo que es de especial interés reducir
el riesgo de infeccion cruzada para evitar la propagacion de la enfermedad a la

poblaciéon (8).
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Tras la declaracion del estado de alarma, en Espafa se publica en el Boletin Oficial del
Estado (BOE) la Orden SND/310/2020 por la que se establecen como servicios
esenciales determinados centros, servicios y establecimientos sanitarios entre los que se
encuentran las clinicas dentales. En agosto de 2020, la Federacién Dental Internacional
(FDI) publica una declaracion bajo el nombre “Considerations for the provision of
essential oral health services in the context of COVID-19” (9) en el que se alienta a la
poblacién a acudir al odontélogo con toda seguridad y a hacer uso de los servicios de
salud bucodental. No obstante, declaran que es absolutamente esencial llevar a cabo
mas investigaciones sobre la transmision del virus SARS-CoV-2 incluyendo

consideraciones especificas para la practica odontologica.

En lineas generales, el personal sanitario presenta un mayor riesgo de infeccion y este
hecho favorece su diseminacién comunitaria. Un estudio publicado en Estados Unidos
de América (EE.UU.) y en el Reino Unido estim6 que el riesgo de infeccion por SARS-
CoV-2 para el personal sanitario era 3,4 veces mayor en comparacion con la poblacion
general (10). Estos datos varian segln el pais asi en Francia el riesgo era del 2,2%, en
Grecia del 7,5%, en Alemania del 3,12%, Italia hacia referencia a un 11%, Portugal a un
11,8% y en Polonia los registros fueron de un 17%. Entre marzo y julio del 2020 se
realizo una revision sistematica y un metaanalisis a escala internacional. De los 46
estudios incluidos, 31 se llevaron a cabo en paises europeos, 9 en Estados Unidos y
Canada y 6 en paises asiaticos. La prevalencia global de COVID-19 en personal
sanitario medida a través de confirmacion con reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa (RT-PCR) fue del 11%, con una tasa de mortalidad del 0,5%. En
Espaia los datos demostraron que, en ese momento, de los 250.273 casos confirmados,
40.961 se correspondian con personal sanitario, lo que supuso el 7-8% del total de casos

(11,12).

En cuanto a la prevalencia especifica entre el personal odontolégico mundial, en
Estados Unidos de América (EE.UU.) se practicé una encuesta a 2.195 dentistas
obteniéndose una prevalencia del 0,9%. Algunos de los datos disponibles sobre China
mostraron que, en la Facultad de Odontologia de Wuhan, de los 1.098 miembros del
personal y los 828 estudiantes, solo se infectaron 9 personas. Unicamente Croacia,

Letonia y Portugal disponian de un registro especifico de dentistas afectados por la
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COVID-19, que ascendia a un total de 23 positivos entre los 3 paises y solo 4 de esos 23

casos fueron atribuibles a la asistencia clinica (13).

Desde el Consejo Europeo de Dentistas, que representa a mas de 31 paises, se
monitorizo la situacion de la Odontologia europea en esos momentos contabilizando en
Espaia unos 40.000 colegiados en activo trabajando en mas de 21.628 clinicas durante
la declaracion del estado de alarma (13). El personal de la clinica dental esta sometido a
unos riesgos inherentes a su profesion, debido a su contacto estrecho con los pacientes y
a la generacion de aerosoles durante el tratamiento pero, a pesar de €sto, lo que también
demostraban las cifras publicadas es que durante la pandemia existi6 un mayor grado de

proteccion entre los dentistas respecto al resto del personal sanitario.

No es la primera vez que la comunidad odontologica se enfrenta a situaciones de riesgo
sanitario. La epidemia del virus de la inmunodeficiencia humana/sindrome de
inmudeficiencia adquirida (VIH/SIDA) en la década de los 80 cre6 una gran alarma y
aceler6 la adopcidon de medidas de proteccion universales reforzando las medidas para
conseguir una eficiente desinfeccion y esterilizacion (14,15). Todo ello ha contribuido a
crear espacios mas seguros para los trabajadores y sus pacientes ayudando a minimizar

el riesgo de infeccion cruzada durante el ejercicio de la profesion.

Sin embargo, aunque en la consulta dental se siguen tradicionalmente estrictos
protocolos de limpieza, la imposibilidad de garantizar el contagio cero de SARS-CoV-2
ha creado la necesidad de extremar atin mas las medidas y aplicar las recomendaciones
oficiales de asepsia, esterilizacion y desinfeccion. La proteccion frente a enfermedades
de transmision aérea en un gabinete dental deberia ser exhaustiva, sobre todo durante el
desarrollo de procedimientos quirtargicos y/o generadores de aerosoles, garantizando

condiciones cercanas a las de un quir6fano de cirugia ambulatoria.

Casi todos los procedimientos dentales conllevan un alto riesgo tedrico de infeccion
debido a la propagacion de aerosoles. Como consecuencia, las agencias de Salud
Publica y las Asociaciones Dentales Internacionales (16—20) han emitido pautas para
mejorar el control de la infeccion en un marco epidemioldgico con riesgos persistentes.
El Ministerio de Sanidad espaiol publico las “Recomendaciones de operacion y

mantenimiento de los sistemas de climatizacion y ventilacion de edificios y locales para
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la prevencion de la propagacion del SARS-CoV-2 (21), donde se especificaba que la
transmision por aerosoles se produce a través de particulas que permanecen suspendidas
en el aire durante un tiempo variable, que se propagan a una distancia mayor de 2

metros y, especialmente, en lugares cerrados con escasa ventilacion.

En este contexto parece razonable analizar formulas emergentes que permitan la
practica mas segura basada en la minimizacién de la generacion de aerosoles. De ahi
surge el concepto de Odontologia Segura con Minimizacion de Aerosoles (OSEMIA).
La OSEMIA es innovadora y responde a los requisitos de una emergencia pandémica y
post pandémica actual, donde el riesgo de transmision aérea sigue siendo alto pero
donde se precisa la continuidad en la prestacion de los servicios dentales. A colacion de
ésto fueron publicadas las aclaraciones en relacion con la climatizacion, purificacion del
aire y aireacion en el area clinica dental en las que se recomienda la instalacion de algin
sistema de ventilacion y/o purificacion del aire que garantice una tasa de renovacion de

aire de 6 volumenes/hora (sin reciclaje) (20).

A pesar de la diversidad de ofertas en este campo, no existen estudios que comparen la
eficacia y las ventajas de los sistemas entre si, que evalten las variables y condiciones
de un gabinete dental como tampoco de los efectos secundarios y riesgos inherentes a su
uso. Debido a la falta de estudios comparativos aplicados al campo de la Odontologia, y
a la dinamica de la oferta del mercado en estos momentos, muchos de los protocolos
internacionales recomiendan prudencia a la hora de seleccionar y adoptar un sistema de
purificacion del aire ambiental. Estos sistemas funcionan a través de técnicas de
atrapamiento o mediante técnicas de oxidacion pero ninguno presenta avales cientificos
suficientes ni ninguno puede sustituir al resto de medidas de proteccion utilizadas

habitualmente.

3.2. Microorganismos nosocomiales en Odontologia

La cavidad oral es un medio séptico donde se ha detectado la presencia de mas de 700
especies de microorganismos procedentes de las mucosas y de la saliva (22). Las
primeras bacterias colonizadoras son principalmente del género Streptococcus mitis y

Actinomyces y se adhieren al esmalte de los dientes gracias a las glucoproteinas
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salivales. Posteriormente, y de forma progresiva, se incorporan otras bacterias Gram-
positivo y Gram-negativo, formandose una matriz extracelular que favorece su
coadhesion. Gracias a €sto, y a la comunicacion intermolecular a través del guorum
sensing o percepcion de cudrum, se crea un biofilm estructurado con una alta capacidad
patogena (23). En la figura 1 se observa la macroestructura de las bacterias Gram

positivo y Gram negativo (23).
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Figura 1: Macroestructura de las bacterias Gram positivo (izquierda) y Gran negativo

(derecha)(23).

La proliferacion del biofilm dental estd influenciada por diversos factores locales entre
los que destaca la dieta. La ingesta excesiva de carbohidratos aumenta la presencia de
bacterias Gram-positivo fermentadoras que causan la desmineralizacioén del esmalte
favoreciendo el inicio y desarrollo de la caries (23). Entre los microorganismos
causantes de esta enfermedad destacan las bacterias del género Streptococcus mutans y
sobrinus, Lactobacillus, Bifidobacterium, Atopobium, Propionibacterium, Scardovir,
Abiotrophia y Selenomonas. Cuando la lesion de caries progresa hacia el tejido pulpar
¢éste se necrosa y proliferan bacterias proteoliticas Gram-negativo anaerobias como
Prevotella, Porphyromonas, Eubacterium, Parvimona, Campylobacter, Treponema,

Dialister, Olsenella y Enterococus faecalis (23).

La microbiota gingival esta compuesta mayoritariamente por bacterias anaerobias con
un metabolismo proteolitico entre las que destacan Porphyromonas gingivalis y
Fusobacterium nucleatum. En 1998, Socransky y cols. (24) describieron la microbiota
periodontal basandose en sus asociaciones interespecies y los catalogaron en base a un
codigo de colores. El complejo amarillo engloba aquellos microorganismos que son
compatibles con la salud periodontal como el Actinomyces naeslundii. Los complejos
violeta y verde hacen referencia a microorganismos presentes en estadios iniciales de la

enfermedad periodontal como Veillonella parvula, Actinomyces odontolyticus,
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Eikenella corrodens, Aggregatibacter actinomycetemcomitans 'y diferentes especies de
Capnocytophaga. Sin embargo, en la etiologia de la enfermedad periodontal
principalmente se involucran patégenos del complejo naranja y rojo como
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans y otras especies mas complejas como

Parvimonas, Filifactor, Dialister, Granilucatella y Synergistes (24).

Es importante resaltar que todos estos microorganismos pueden extenderse mas alla de
la cavidad oral desencadenando bacteriemias y desarrollando patologias sistémicas
como la endocarditis bacteriana (23) y, ademas, pueden difundirse en el ambiente a
través de los aerosoles generados durante los tratamientos odontoldgicos. En este
sentido, Zemouri y cols. (25) estudiaron el aire de una consulta odontolégica
encontrando bacterias Gram-negativo del género Acinetobacter wolfflii, Legionella o
Pseudomonas aureus y Gram-positivo como Staphylococcus chromogenes,
Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus, Bacillus pumilus, Diphteroids,
Corynebacteria 'y Bacillus, asi como hongos del género Alternaria, Aspergilius,
Cladosporium y del tipo Bortytis, Geotrochum, Monocilim indicum, Modocitys glauca,

Pencilium, Stemphylium y Ulocladium alternarie (25).

Por todo lo expuesto anteriormente, los protocolos de desinfeccion no solo deben
aplicarse frente a la reciente presencia de SARS-CoV-2 si no también frente a los
microorganismos nosocomiales clésicos que, generalmente, residen en superficies,

fomites y aire ambiental.

3.3. Desinfeccion

La infeccion cruzada se define como la transmision de agentes infecciosos entre
pacientes y personal sanitario (26) que puede producirse tanto por contacto indirecto
con las superficies donde se han depositado los fomites o aerosoles, como directo con
las mucosas del tracto respiratorio superior, generalmente de la boca y la nariz, como es

el caso del coronavirus SARS-CoV-2 (22).

46



El proceso de desinfeccion se basa en la destruccion de los gérmenes patogenos en
estado vegatativo o no esporulante (27,28) que puede conseguirse mediante multiples
métodos. La desinfeccion, tanto del aire ambiental como de las superficies, es
fundamental en todos los ambitos sanitarios y tiene una relevancia destacable en las
consultas odontoldgicas donde se implementan diariamente tratamientos que emiten
grandes cantidades de aerosoles y donde el contacto entre el facultativo y el paciente es
muy cercano y directo (22). Por este motivo, los profesionales de la Odontologia tienen
un papel fundamental en la prevencion de la transmision de infecciones viricas,
bacterianas y fungicas (5). El periodo de incubacion de las infecciones bacterianas y
viricas oscila entre 2 y 14 dias y, dado que durante esta fase los pacientes permanecen

asintomaticos, todos deben ser considerados como una fuente potencial de infecciones

(22).

Segun la guia sobre el control de las infecciones en la practica odontoldgica publicada
en 1993 por Centers for Disease Control and Prevention (29), agencia de los EE.UU.
integrada en el Departamento de Salud y Servicios Humanos, las superficies en
ambientes odontologicos se clasifican en criticas, semicriticas o no criticas en funcion
de la necesidad de desinfeccion o esterilizacion. Las criticas son aquellas que precisan
ser esterilizadas por su alto riesgo de infeccion como, por ejemplo, el instrumental
quirtrgico. Las superficies u objetos semicriticos incluyen el instrumental rotatorio de
alta o baja velocidad que entra en contacto directo con las mucosas o la piel del
paciente. Mientras que, aquellas que no entran en contacto con la piel, serian
catalogadas como no criticas, por ejemplo, el equipo informatico, el suelo o las paredes

del gabinete odontolédgico (30).

3.4. Métodos tradicionales de desinfeccion de superficies

Los principales agentes desinfectantes utilizados en el gabinete odontoldgico son

quimicos. A continuacion se describen algunos de las mas empleados (31).
1. Los desinfectantes alcoholes tienen un efecto bactericida superior a su capacidad

bacteriostatica. Son efectivos contra hongos, contra el virus causante de la

hepatitis B o contra Herpes Simplex 1 y 2 pero no son efectivos contra esporas.
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Destacan el alcohol isopropilico al 70% que desnaturaliza las proteinas y lipidos

celulares y el etanol que es mas efectivo cuando se diluye en agua al 60-90%.

El peroxido de hidrogeno al 6% que actua contra el acido desoxirribonucleico
(ADN) del patogeno gracias a la formacion de radicales hidroxilo (OH") que,
tras alterar las cadenas polipeptidicas, fragmentan las proteinas del material
genético celular. Presenta buenas propiedades desinfectantes contra bacterias,

virus, esporas, levaduras y hongos.

Entre el grupo de los aldehidos destacan el formaldehido y el glutaraldehido. El
primero actua sobre las proteinas celulares del patdgeno y es altamente efectivo
contra los virus causantes de la tuberculosis y la Sa/lmonella. Sin embargo, para
la erradicacion de las esporas es mas efectivo el glutaraldehido ya que altera el
ARN, el ADN y/o los grupos aminos de los microorganismos mediante
alcalinizacion. También es eficaz contra bacterias y hongos pero debe diluirse

en agua, tiene una alta toxicidad y un elevado coste econémico.

4. Entre los desinfectantes hipocloritos el mas empleado es el cloro que,

dependiendo de su concentracion, ejerce un efecto biocida sobre bacterias en
estado vegetativo o actua destruyendo esporas en 5 minutos. Su rapida
actuacion no se ve alterada en ambientes humedos y es capaz de eliminar la
biopelicula de las superficies sin dejar residuos toxicos. Un estudio realizado por
Palcs6 y cols. (32) evalud el efecto antibacteriano del clorito sédico (NaClO3)
frente a Enterococcus faecalis demostrando que conseguia una reduccién media
de hasta 1,67 + 2,87 unidades formadoras de colonias (UFC)/placa después de
24 horas.

5. Las soluciones yodadas que actuan sobre los acidos nucleicos y las proteinas

estructurales de la célula del agente patdgeno siguen siendo altamente eficaces
como bactericidas, microbactericidas y viricidas. Sin embargo, necesitan estar
en contacto con la superficie o el objeto durante un largo periodo de tiempo

(hasta 5 minutos) para conseguir resultados satisfactorios.
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6. El 4cido peracético que desnaturaliza las proteinas y altera la permeabilidad de

bacterias Gram-positivo y Gram-negativo, hongos y levaduras.

7. Los amonios cuaternarios, también conocidos como QACS o quacs, se dividen
en cinco generaciones. La primera generacion tiene como compuesto el cloruro
de alquil dimetil bencil amonio (ADBAC). La segunda generacion esta
compuesta por el cloruro de alquil dimetil etilbencil amonio (ADEBAC), la
tercera es una combinacion de ambos (ADBAC+ADEBAC), la cuarta tiene
como compuesto el cloruro de alquil dimietil amonio (DDAC) y la quinta usa la
combinacion de DDAC+ADBAC. Ejercen su accion desinfectante actuando
sobre las enzimas, proteinas y los lipidos celulares del agente patogeno,
principalmente sobre bacterias en estado vegetativo y hongos. Tienen una
actividad de superficie elevada que les permite ser empleados junto con otros

desinfectantes (31).

Algunos de los desinfectantes mencionados anteriormente han sido evaluados por
Moccia y cols. (33). En su estudio se impregnaron toallas de poliéster y nylon con
soluciones de alcohol al 70%, cloro al 5%, sales de amonio cuaternario al 10% y
soluciones fendlicas y se desinfectaron hasta 14 superficies en las estancias
hospitalarias. Se concluy6 que todos los desinfectantes quimicos conseguian una

eliminacion del 90% de UFC/11cm? en superficies.

Otros agentes desinfectantes utilizados en el gabinete odontologico son fisicos. Por
ejemplo, la radiacion ultravioleta (UV) que se clasifica en funcion de su longitud de
onda: UV-A (315-400 nm), UV-B (280-315 nm) y UV-C (200-280 nm) y, también,
segun el tipo de lampara empleada: lampara de Mercurio, de luz pulsada, de Deuterio,
tecnologia Excimer o UV-C LEDS (34). Yamaguchi y cols. (35) publicaron un estudio
aplicando radiacién UV-A sobre una capa de 6xido de titanio (TiO2) con una longitud
de onda de 365 nm y una intensidad de 0.15 mW/cm?. Se determiné su efecto
antimicrobiano reduciendo hasta un 40% la supervivencia de Escherichia coli. Sin
embargo, a pesar de su eficacia demostrada, su uso no esta exento de controversia ya
que puede producir eritema cutaneo y fotoqueratitis impidiendo su empleo mientras el
equipo médico y el paciente estan en la consulta. Para una longitud de onda de 270

nanémetros (nm) la exposicioén a la radiacion UV no debe exceder los 30 J/m? (34). Esta
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es una gran diferencia con la tecnologia basada en la liberacion de OH" que puede

emplearse sin interrumpir la actividad asistencial.

En cuanto a la eficacia de la radiacion UV frente a SARS-CoV-2 la evidencia
disponible todavia es escasa (34). Su efecto se basa en dafiar el acido
desoxirribonucleico (ADN) y &cido ribonucleico (ARN) del virus formando dimeros de
pirimidina y, aunque todavia no existe un consenso sobre la dosis eficaz de aplicacion,
los valores oscilan entre los 1000-2000 mJ/cm?. La eficacia de la radiacion UV contra
los virus es menor que frente a bacterias ya que el patogeno debe estar expuesto
directamente a la radiacion. Ademas, no se aconseja su uso en la desinfeccion de
grandes estancias ya que las superficies que no reflejen la luz o que estén mas alejadas
de la fuente recibiran menos dosis. A pesar de que la literatura disponible sugiere que la
radiacion UV podria inactivar la familia de coronavirus de forma rapida y sencilla, la
falta de homogeneidad en los estudios publicados hace que se plantee su indicacion

como coadyuvante y no como reemplazo de la desinfeccion manual de superficies (34).

Otro de los métodos mas empleados tradicionalmente ha sido el ozono (O3) que se
obtiene a partir del gas oxigeno (O>) al exponerse a un campo eléctrico. Se trata de una
molécula gaseosa inorganica que se comercializa a bajas concentraciones. Sus
caracteristicas antivirales se basan en la oxidacion del recubrimiento proteico y lipidico
del agente patdgeno, en la oxidacion directa de la pared celular y en el dafio de las
purinas y pirimidinas de los acidos nucleicos. Se ha demostrado que con una exposicion
de 110 ppm durante 30 minutos es capaz de destruir el ARN de virus simples,
coronavirus, rinovirus y poliovirus, sin embargo, no tiene eficacia contra esporas
bacterianas ni hongos, es corrosivo en contacto con algunos metales que generalmente
se encuentras en areas hospitalarias y/o odontolégicas y, tras su aplicacion, la estancia
siempre debe ventilarse debido a que su uso podria producir efectos secundarios
perjudiciales sobre el sistema respiratorio del tipo irritacion faringea, tos, disnea, dolor
toracico, vasoconstriccion e, incluso, puede llegar a ser mortal si se inhala. Por todo
esto, los valores de exposicion al O3 se encuentran regulados. A priori, solo niveles de
O3 mayores o iguales a 5 ppm estan considerados como un riesgo inmediato para la
salud. The National Institute for Occupational Safety and Health (36) recomienda un
limite de exposicion de 0,1 ppm que corresponderia a 0,2 mg/m y la Administracion de

Salud y Seguridad Ocupacional de EE.UU. ha establecido los limites de uso en 0,1 ppm
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durante 8 horas o0 0,3 ppm durante 15 minutos. Los dispositivos médicos generadores de
ozono estan clasificados por la Union Europea dentro del grupo IIb y deben aplicarse
teniendo en cuenta la humedad relativa de la estancia ya que, segun el estudio de Sato y

cols. (37) se necesita una humedad minima >80% para que el virus se inactive.

En cuanto al uso del O3 frente al virus SARS-CoV-2 no se dispone de evidencia
cientifica para garantizar su eficacia y seguridad en ambientes hospitalarios. Tampoco
se conoce su eficacia como virucida ni las dosis 6ptimas de aplicacion. Por tanto, la
Sociedad Espafola de Sanidad Ambiental (SESA) desaconseja su uso como

desinfectante (34).

Por otro lado, en el estudio in vitro de Marchesi y cols. (38) se evaluo la eficacia del
vapor seco frente a varios virus en forma de suspensiones consiguiendo una

inactivacion del 99,99% de varias especies virics.

Actualmente, el cloro, el alcali y el alcali-alcohol-amina son los tres tipos principales de
desinfectantes quimicos que mas ampliamente se emplean para eliminar la
contaminacion microbiana. Sin embargo, presentan algunos inconvenientes ya que son
altamente selectivos, su tiempo de procesamiento oscila entre 0,5 - 1 hora debido a su
baja tasa de reaccion quimica y, ademas, tienen un altisimo valor de dosificacion letal.
Esto implica una contaminacion secundaria severa e imposibilita su uso en grandes

espacios (39,40).

3.5. Métodos tradicionales de desinfeccion del aire

La normativa UNE-EN 13098:2019 (41), que adopta la normativa internacional ISO,
estandariza la medicidon de microorganismos y compuestos microbianos en suspension
en el aire basandose en el nimero de microorganismos capaces de crecer y formar

colonias en un medio sélido tras una incubacion aerobia de 30°C.

El Consejo General de Dentistas del Reino Unido clasificé como tratamientos
generadores de aerosoles el uso del instrumental rotatorio de alta y baja velocidad, los
ultrasonidos, las jeringas de aire a presion, aeropulidores, y, también, el drenaje de

infecciones odontogénicas. A esta lista la OMS afiadi6 el cementado de restauraciones
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fijas, la extraccion quirargica de dientes y la cirugia de implantes dentales. Incluso la
toma de radiografias intraorales o de impresiones de las arcadas dentarias han sido
catalogadas como potenciales generadoras de aerosoles ya que pueden inducir la nausea

o el estornudo del paciente (22).

Los aerosoles se diferencian seglin el tamafio de sus particulas. Las salpicaduras tienen
un tamafio superior a 50 um y son transportadas por el aire para acabar asentandose en
el suelo y/o superficies de la consulta odontoldgica. Se habla de gotas cuando el tamafio
oscila entre los 11 y los 50 um y permanecen en el aire hasta que consiguen evaporarse.
Respecto a los ntcleos de gotas, su tamafio es < 10 um y pueden permanecer
suspendidas en el aire entre 30 y 90 minutos. La mayoria de los aerosoles que se

producen en las consultas odontologicas tienen un tamaio inferior a 5 um (42,43).

Ante este escenario, el uso de barreras fisicas de proteccion, como las pantallas faciales,
son de gran ayuda pero insuficientes por si solas para proteger al facultativo, al personal

y al paciente de la inhalacion de las nticleos mas pequetios (44).

La estratificaron de las técnicas de proteccion frente a aerosoles se ordenan en

diferentes niveles (Tabla 1) (42):

1. Uso de barreras fisicas de proteccion como la mascarilla, guantes y gafas de

proteccion (44) .

2. Técnicas que previenen la contaminacion de los aerosoles en la cavidad bucal.
Principalmente consisten en que el paciente realice previamente al
procedimiento odontoldgico un enjuague bucal que reduzca la concentracion de
microorganismos patdgenos en saliva (45). En el estudio de O"Donnell y cols.
(46) se demostrd que la clorhexidina reducia potencialmente la transmision del
SARS-CoV-2 al provocar la disrupcion de la membrana lipidica del virus.
También en el estudio de Meyers y cols. (47) se demostro que era eficaz hasta
en un 99,9% para inactivar coronavirus humano (HCoV) con un tiempo de
contacto de s6lo 30 segundos. En los tltimos afios, se ha ido implementado en
las consultas odontologica el uso de cloruro de cetilpiridino (CPC), un

compuesto que pertenece al grupo de amonios cuaternarios catidnicos y que
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posee una gran capacidad antiséptica. Asi ha quedado demostrado en el estudio
clinico aleatorizado de Maximo y cols. (48) donde se comparaban la
clorhexidina 0,12%, los aceites esenciales y el cloruro de cetilpiridino 0,07%
frente a un grupo control a base de hidroalcohol al 0,5%. Se concluyo que el
CPC consigue la mayor reduccion de bacterias en pacientes con enfermedad

periodontal.

Aspiracion de bajo volumen para evitar la salida de fomites contaminados fuera
de la cavidad oral. Los eyectores de saliva son los mas empleados en

Odontologia (49-51).

Técnicas de ventilacion local, como los sistemas de evacuacion de alto volumen
(HVE), que evitan que los aerosoles contaminados vayan mas all4 de la zona
operatoria (42). Son sistemas capaces de aspirar un gran volumen de aire en
periodos de tiempo cortos. Los mas empleados en Odontologia tienen una
apertura principal de unos 8 mm que debe mantenerse a una distancia entre 6 y
15 mm de la fuente principal de aerosol y estan unidos a un sistema de

aspiracion que puede eliminar hasta 2,8 m® de aire (52).

Ventilacion general a través de los filtros High Efficiency Particle Arrester
(HEPA) capaces de eliminar hasta el 99,95% de las particulas menores de 0,3
um. En Odontologia deben usarse los de categoria H13 o superior que tienen

una eficacia de retencion > 99,95 % (53-55).
La ultima fase de la desinfeccion seria la descontaminacion directa del aerosol

(22) mediante radiacion UV-C, ozonizacion (54), fumigacion mediante

formaldehido o nebulizaciéon mediante peroxido de hidrogeno (56-58).
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Primera linea | Barreras de proteccion fisica Bata, mascarilla, Filtran entre 60-95%

guantes, gafas de de los aerosoles

proteccion
Segunda linea | Prevencion de la contaminacion de | Enjuagues bucales Reduccion de la
aerosoles en la cavidad oral preoperatorios concentracion y

recuento de patogenos

Tercera linea | Técnicas que previenen la Eyectores de saliva
dispersion de aerosoles mas alla de
la cavidad oral

Cuarta linea Técnicas de ventilacion local Sistemas de evacuacion

Reducen la
de alto volumen .,
concentracion de
aerosoles
Quinta linea Filtros HEPA, contaminados
Técnicas de ventilacion general ionizacion.
Sexta linea Reducen la
Descontaminacion directa del Radiacion UV, contaminacion en
aerosol ozonizacion aerosoles

Tabla 1: Métodos de proteccion disponibles para el control de infecciones cruzadas. HEPA: High
Efficiency Particle Arresting. UV: ultravioleta (42).

Al igual que ocurre con la desinfeccion de superficies, el uso de rayos UV para la
descontaminacion del aire es controvertido. Han sido empleados durante muchos afios
en los sistemas de ventilacion para controlar la formacion de biopeliculas y para reducir
la propagacion de agentes infecciosos a través del aire gracias a una oxidacion
fotocatalitica o Photocatalytic Oxidation (PCO) que se demuestra muy eficaz en la
neutralizacion de los patdgenos aerotransportados al alterar su material genético e
impedir su reproduccion. Por otro lado, su uso estd regulado por la Especificacion UNE
0068 y debe utilizarse con cuidado ya que, a longitudes de onda entre 200 y 280 nm,
puede tener efectos perjudiciales sobre la piel (35,42,54,59).

El ozono (O3) ataca la membrana celular de las bacterias a través de la ozondlisis de los
enlaces covalentes dobles C=C presentes en los lipidos de la membrana provocando la
lisis celular (60). En concentraciones superiores a 100 ppm se ha demostrado su alta
capacidad virucida contra virus de ARN (37). Sin embargo, al igual que ocurre sobre las
superficies, su uso no esta exento de controversia ya que puede suponer un riesgo para
el sistema respiratorio de los profesionales sanitarios y los pacientes. Tanto es asi que la

Sociedad Espafiola de Sanidad Ambiental (SESA), la OMS y la Comision Internacional
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de Iluminacion (CIE) desaconsejaron el uso del dioxido de cloro y de Os frente al
coronavirus SARS-CoV-2. Del mismo modo, el Ministerio de Sanidad, en su informe

sobre productos virucidas autorizados en Espafia, no incluye el 4cido hipocloroso.

La fumigacion mediante formaldehido ha demostrado su eficacia frente a
Staphylococcus aureus, Streptococcus spp, Escherichia coli and Aspergillus spp,

aunque hoy en dia no se utiliza debido a sus efectos carcinogenicos (56).

Por tanto, entre las opciones disponibles, los sistemas de presion negativa o alta presion
asociado a filtros HEPA y los sistemas generadores de radicales hidroxilo (OH")
parecen tomar fuerza como método de desinfeccion principal del aire por su eficacia y

su inocuidad.

Todos los métodos descritos anteriormente han sido ampliamente empleados en las
consultas odontoldgicas, sin embargo, como se concluye en nuestra revision sistematica
sobre los métodos de desinfeccion disponibles, ninguno puede considerarse el estandar

de oro y ninguno puede reemplazar las medidas fisicas de proteccion (61).

3.6. Tecnologia basada en la liberacion de radicales hidroxilo (OH")

Tras la situacidn sanitaria que se produjo en 2020 la preocupacion sobre la calidad del
aire ambiental ha crecido exponencialmente y, por tanto, el interés por las nuevas

tecnologias capaces de reducir la contaminacion ambiental microbiana (62).

3.6.1. Definicidén y mecanismo de accion:

Los radicales hidroxilo (OH") son el oxidante natural mas importante y eliminan
algunos gases causantes del efecto invernadero. Son un oxidante verde que se
descomponen en agua (H>O) y oxigeno (O2) sin oxidantes residuales dafiinos después
de sus reacciones bioquimicas (figura 2)(63). Estos radicales estan presentes de forma
natural en la troposfera en una concentracion aproximada de 0,05 ppm que varia segiin
la estacion del afio, el momento del dia y la posicion en el globo terrestre (de 10° a

107 moléculas por cm?). En interiores la concentracion suele estar alrededor de

103 moléculas por cm? aunque puede aumentar hasta 10® moléculas por cm?® (63,64).
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Figura 2: Degradacion de los OH" en compuestos organicos no dafiinos (63).

Dependiendo de la
humedad ambiental y su
pH, parcialmente se
convertira en agua,
oxigeno,
carbonatos/bicarbonatos
solubles en agua

Su caracter biocida se basa en un proceso de oxidacion avanzada (AOP) que se produce
en las membranas, lipidos y enlaces sulthidrilo de las proteinas y nucleotidos del ARN
virico mediante varios procesos diferentes (65):

- Peroxidacion lipidica. Los 4cidos grasos insaturados de las membranas celulares
reaccionan con los OH" por dos vias: por adicion, rompiendo los dobles y triples
enlaces generando radicales alcohdlicos (-OH), o por abstraccion de un
hidrogeno generando alquilo, peroxilo y finalmente hidroperdxidos. La
mineralizacion y la peroxidacion de las membranas lipidicas modifican su
distribucion espacial y en consecuencia su estructura (figura 3) (66).

- Pérdida de la conformacion proteica. Las proteinas estan compuestas por
aminoacidos y los OH" pueden alterar sus cargas por transferencia de electrones.
Esto modifica su estructura 3D, conduce a la fragmentacion de proteinas y puede
formar enlaces disulfuro entre aminoacidos lo que resulta en enlaces intra e
interproteicos. En ambos casos las proteinas forman agregados y pierden su

correcta estructura tridimensional.

Estas alteraciones estructurales irreversibles creadas en lipidos y proteinas a través de la
oxidacion promovida por OH' conducen a la pérdida de la integridad de las estructuras
que envuelven a los microorganismos y, consecuentemente, a la pérdida de su
viabilidad y funcionalidad. Sin embargo, algunos autores han descrito la capacidad de
ciertos microorganismos para revertir las consecuencias de este proceso oxidativo. Por
ejemplo, Escherichia coli o Staphylococcus aureus emplean tres metaloenzimas para

neutralizan los oxidantes y reducir el dafio oxidativo (67,68).
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Figura 3: Peroxidacion lipica producida por los radicales hidroxilo sobre las membranas celulares
de los patogenos. RH: acido graso, ‘OH: especie reactiva del oxigeno, H,O: agua, O,:0xigeno,
ROQO’: radical peroxilo libre, ROOH: lipohidroperéxido (66).

La tecnologia basada en la liberacion de OH" tiene un potencial oxidativo de 2,8 voltios
(V) (inferior al del fltior que es de 3,08 V) lo que hace que su selectividad sea
practicamente nula. Gracias a ésto puede destruir la gran mayoria de agentes patdgenos
con una concentracion de 0,8 mg, lo que equivaldria a 10 milésimas partes de la dosis
de los desinfectantes quimicos convencionales. Tiene un tiempo de procesamiento de 4
segundos ya que la velocidad a la que se produce su reaccion quimica es superior a 10°
L mol"'. Mediante pulverizacion su capacidad de dispersion es de 22 ml/cm?, lo que
representa una milésima parte de otros desinfectantes como el ozono (O3). Todas estas
reacciones generan como productos de deshecho compuestos no dafiinos debido a que
los OH" se descomponen en H>O y O sin generar oxidantes residuales citotoxicos. Es
importante resaltar que los OH" destruyen los microorganismos, no los concentran ni los

transfieren al ambiente (69,70).

3.6.2. Produccion de radicales hidroxilo:

Los OH® reaccionan con los compuestos orgéanicos de 3 formas diferentes (71):
1) Por transferencia de electrones (e”) desequilibrando la carga y formando
nuevos enlaces. Esto se produce gracias a que los radicales libres tienen e

desapareados (fendmeno conocido como desequilibrio de espin).
2) Por adicion a anillos aromaticos o a enlaces dobles y/o triples de los

hidrocarburos insaturados, rompiéndolos y generando un radical alcohol que

se incorporard a la via de oxidacion clasica.
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3) Por abstraccion de un hidrogeno de los hidrocarburos saturados dando como
resultado una molécula de agua (H2O) y un radical alquilo libre (R-) que
inicia el proceso de peroxidacion causante de dafios irreversible en la

molécula del microorganismo patogeno.

Todos estos procesos suceden de forma natural en la atmodsfera pero, ademas, los
radicales OH' también pueden obtenerse en un laboratorio bajo condiciones controladas

a través de multiples formulaciones tanto en fase acuosa como gaseosa.

En fase acuosa los radicales OH" pueden producirse mediante las siguientes técnicas
(72):
1) Fotolisis del nitrato (NOs3") cuando absorbe radiacion ultravioleta (UV) Cy B

superior a 340 nm.

NO3 +hv S [ O" +'NO2]cage = O™ + 'NO2
O~ +H" s OH’
NO; + hv — ONOO -
ONOO ~ + H" 5 ONOOH
ONOOH — OH'+ ‘NO»
2) Fotolisis del anion nitrito (NO2") cuando absorbe radiacion UV C y A. En este

caso la produccion de OH" varia en funcion de la longitud de onda.
NOz +hy — O +'NO
O"+H's OH’

3) Fotolisis del péroxido de hidrégeno (H20:) con una irradiacion UV C y una

emision lineal de mercurio (Hg) de 253.6 nm.

hv
H,O, — 2 OH

H>0,*OH® — HO>" + H20

4) Reaccion de Fenton: Deriva de la reaccion de Haber-Weiss descrita en 1930.
Esta catalizada con hierro (Fe) y se basa en la reaccion del peroxido de

hidrogeno (H202) en una solucion 4cida con iones metalicos, principalmente los
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S)

6)

7)

8)

iones ferrosos (Fe?*, Fe**) y cobre (Cu?*). La secuencia de la reaccion de Fenton

es la siguiente:

Fe* + H»0, — FeOH*" +OH"

Fe?"+ OH' — FeOH?*

H,0,+OH® — HOz'+ H»0

FeOH?*"+ HO,'/0," — Fe?'+ 0, -H,O/OH"
FeOH?"+ H,0, — Fe?'+ H,0 + HOy

Tecnologia Foto-Fenton: Se basa en la combinacion de dos reacciones (Fe 2" +
H>0, — FeOH?" +OH" seguida de la reaccion Fe'— L + Ay — Fe? + L") en
un pH igual a 3. En ocasiones se pueden usar otras fuentes diferentes al Fe'l

como oxalato, citrato o &cido etilendiaminotetraacético (EDTA).

Ozonizacién: El O3 es un desinfectante eficaz que tiene una alta reactividad con
los alquenos, las aminas y los compuestos aromaticos ricos en € pero reacciona
poco con los compuestos organicos saturados aumentado la posibilidad de que
se formen compuestos intermedios dafiinos. Este inconveniente se subsana
gracias a la produccion de OH® ya que disminuyen la demanda quimica de O> y
del carbono orgénico total de las aguas residuales permitiendo, incluso, su

mineralizacion.

Sonolisis del agua mediante la aplicacion de ultrasonidos de alta frecuencia
(entre 100 kHz y 1 MHz). Esto aumenta la temperatura y produce la pirolisis del
H>O produciendo radicales OH"y H® principalmente a través de la siguiente

)
reaccion: H.0 — OH" + H".

Fotolisis del agua: La radiacion ultravioleta de vacio (VUV) contempla

longitudes de onda en un rango < 190 nm y es capaz de producir OH® mediante

fotolisis del agua mediante el siguiente proceso: H>O + hv — H'+OH".
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La produccion de OH' en fase gaseosa puedes producirse mediante las siguientes

técnicas (72):

1) Ozonolisis de alquenos: es la principal fuente de produccién de OH® en
interiores. En los afos 60 se acufio el término Open Air Factor (OAF) haciendo
referencia a las propiedades germinicidas del aire de zonas rurales atribuible a lo
que hoy en dia se conoce como alqueno o hidrocarburo con dobles enlaces.
Afos mas tarde, Dark y Nash (73) comprobaron que la adicion de ozono (O3) a
ese alqueno ataca su doble enlace y genera un ozonido primario inestable que
evoluciona generando iones hibridos de peroxido conocidos como birradicales
de Criegee. Los birradicales pueden descomponerse a través de tres vias pero es

la via remanente la que se considera la fuente principal de OH".

2) Fotolisis del perdxido de hidrogeno (H20z). El H20: se fotoliza con pulsaciones
de laser excimer de 248 nm. Los radicales OH" generados reaccionan con el

exceso de H,O» con la tasa constante k= 1,7 x 10—12 cm?® molécula™! s7!.

3) Fotolisis del acido nitroso (HONO) a longitudes de onda por debajo de 400 nm.
Sin embargo, la concentracion de OH' que se puede producir mediante esta

reaccion es insuficiente, sobre todo, en presencia de COVs.

4) Fotocatalisis basada en el dioxido de titanio (Ti0Oz). El TiO actia como
semiconductor (fotocalizador) absorbiendo la radicacion UV Ay By
promoviendo la migracion de e” desde la banda de valencia donde dejan huecos
positivos (h+) hasta la banda de conduccion. A este proceso se le conoce con el
nombre de “par electron-hueco”. El hueco positivo (h+) oxida los contaminantes
produciendo OH" y éstos a su vez degradaran los compuestos organicos.
Ademas, los electrones de la banda de conduccion producen radicales

superoxido (O2) y otros grupos reactivos.
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Estas reacciones de oxidacion y reduccion son el mecanismo fundamental de la
fotocatalisis.

=Ti"=+0; »=TiV=+0,"
20, +2H" — HO»
H,O, + hv — 2 OH’
H,0, +=Ti" - - =Ti"V =+ OH" + OH"

Todos los métodos enumerados anteriormente son validos para la produccion de OH" y,
por tanto, para la descontaminacion de ambientes acuosos y/o gaseosos. Hoy en dia, los
OH’ estan considerados el agente activo del OAF y en el dispositivo empleado en

nuestro estudio in vitro se generan a través de los reactantes del peroxido de hidrogeno

(H202).

3.6.3. Ventajas y desventajas

Para la generacion de OH" se necesita un catalizador que inicie el proceso de oxidacion
avanzada. Tradicionalmente se han empleado la reaccion de Fenton, la fotocatalisis y el
O3, pero todos tienen grandes desventajas ya que ofrecen poca concentracion de OH'y,
ademas, necesitan grandes cantidades de reactivos quimicos, lo que supone un alto coste
economico (74-78). Actualmente, el 6xido de titanio (Ti0>) es el fotocalizador més
empleado para generarlos pero también tiene desventajas ya que su tasa de fotocatalisis
es baja, da lugar a productos de deshecho intermedios toxicos y necesita irradicacion
UV (79). Todo esto supone un inconveniente cuando se necesita emplear los OH" en

grandes espacios.

Ante este problema, surge la idea de un dispositivo (WellisAir Disinfection Wadu02®-
Airtecnics, Castellar del Valles, Barcelona, Espaiia) que consigue generar los OH’
evaporando en su interior dos especies reactivas de oxigeno (ERO): el peroxido de
hidrogeno (H20>) y el d-limoneno. Al evaporarse, las ERO reaccionan con una
concentracion interna de Os inferior a 0,02 ppm, muy por debajo del limite de 0,05 ppm
establecido por la OMS en el afio 2000 (80). Se emplean estas dos ERO por diversos
motivos. El H>O» tiene una alta capacidad oxidativa y no se asocia a efectos
teratogénicos, cancerigenos, mutagénicos y/o cromosomicos en humanos (69). El d-
limoneno es una alternativa natural que también es susceptible de oxidacion. Se trata de

un monoterpeno extraido de los aceites esenciales de la cascara de frutas citricas que se
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caracteriza por tener un bajo peso molecular, una alta volatilidad y estar compuesto por

enlaces covalentes dobles C=C (81-84).

El dispositivo generador de OH" evapora el d-limoneno en concentraciones de 0,4g/24h
y su emision es < 2 ppb. En el caso del H2O: los limites establecidos hacen referencia a
emisiones de 10 mg/m? (que equivalen a 7 ppm) para evitar dafios en el aparato
respiratorio y de 20 mg/m? y los efectos dermatoldgicos indeseados. La emision de
H>0: en el dispositivo es de 0,9 mg/m?, que equivale a 0,64 ppm. Por otro lado, la
emision de O3 es inferior a 0,02 ppm (68). En la figura 4 (70) se puede observar la
produccion de OH® en ausencia (linea discontinua) y presencia (linea continua) del
dispositivo WellisAir Disinfection Wadu02®- Airtécnics, Castellar del Vallés,

Barcelona, Espana.
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Figura 4: Evolucion temporal de la produccion de OH- en ausencia (linea discontinua) y
presencia (linea continua) del dispositivo WellisAir Disinfection Wadu02® (70).

Sin embargo, estas dos ERO no estan exentas de controversia ya que, en su interaccion
con el O3, pueden generar compuestos organicos volatiles (COV) que a su vez pueden
dar lugar a la formacidon de formaldehidos y particulas en suspension ambos
considerados contaminantes atmosféricos secundarios. Ante €sto, y con el fin de

garantizar la bioseguridad del dispositivo, se analizo su eficacia en la reduccion de
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formaldehidos y COV mediante el método de ensayo SPS-KACA002-132:2016 en

condiciones de temperatura y humedad controladas (21+1°C y 45+5% de humedad

relativa, respectivamente).

Por lo que respecta a su eficacia antibacteriana, por ejemplo, se ha demostrado una

reduccion del 99,9% de Escherichia coli en la primera hora de exposicion al proceso de

oxidacion avanzada en superficies y a los 20 minutos en aire (tabla 2)(68).

Patogeno Medio Exposicion Eficacia %
Staphylococcus aureus Superficie 1h 52,3
Superficie 4h 99,9
Aire 1h 99,9
Staphylococcus aureus resistente Superficie 4h 99,9
(MRSA) Aire 4h 99,9
Pseudomona aeruginosa Superficie 4h 99,9
Enterobacterspecies: Escherichia Superficie 1h 99,9
coli. Superficie 4h 99,9
Aire 20 mins 99,9
Influenzavirus Humedo 30 mins 86
Seco 30 mins 38
Respiratory Syncytial Virus (VRS) Humedo 2h 99
Seco 2h 92
Rotavirus Humedo 2h 37
Seco 2h 99

Tabla 2: Resultados del test de eficacia del dispositivo WellisAir Disinfection Wadu02® con

limoneno (Airtécnics, Castellar del Valles, Barcelona, Espafia) como biocida frente a diferentes

microorganismos. Mins: minutos (68).
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En cuanto a su eficacia frente a virus, €sta depende de las condiciones de humedad
relativa del ambiente y de la morfologia del patogeno (virus envueltos o no

envueltos)(figura 5) (69).

Proteinas

O Cipside Eavoltura
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Figura 5: Estructura macromolecular de virus no envueltos (izquierda) y envueltos (derecha).
(69).

Lipidos

3.7. Justificacion

Debido al contexto socio-sanitario que se vive desde que la OMS declarara el brote de
virus SARS-CoV-2 como pandemia, el estudio de los microorganismos patdgenos y de
los métodos para evitar su propagacion ha aumentado exponencialmente. Por ésto, la
primera fase de nuestro estudio se desarroll6 durante los meses de septiembre y octubre
de 2023 en el transcurso de la quinta ola pandémica de la COVID-19 (semanas de la 37
a la 40) (figura 6)(93).
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Figura 6: Informe n° 99. Situacion COVID-19 en Espafia a 6 de Octubre de 2021. Red Nacional de
Vigilancia Epidemioldgica. Fuente: CNE, ISCIII (93).
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Como sociedad nos enfrentamos de manera constante a otros patdogenos potencialmente
pandémicos y/o epidémicos estacionales. Tanto es asi que el Centro Europeo para la
Prevencion y Control de Enfermedades (ECDC) recomendo6 la implantacion de un
sistema de vigilancia centinela de la Infeccion Respiratoria Aguda (SiVIRA) en
atencion primaria (IRAs) y en hospitales (IRAG) que incluye el SARS-CoV-2, la gripe
y el virus respiratorio sincitial (VRS) (85). En la figura 7 se puede observar la tasa de

incidencia de IRAs durante los afios 2021-2022 en Espaiia (86).
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Figura 7: Tasas de incidencia semanal de IRAs (SARS-CoV-2, gripe y VRS). SiVIRA,
temporada 2021-22. Espafia Fuente: CNE.ISCIII. Sistema centinela de Vigilancia de Gripe en
Espafia. A(HIN1) pdm09: virus de la gripe A (HIN1)pdmO09. C: virus de la gripe C. VRS: virus
respiratorio sincitial. A(H3N2): virus de la gripe A(H3N2). IRAs: infeccidn respiratoria agua.
ANS: virus de la gripe ANS. B: virus de la gripe B (86).

La gripe es una enfermedad virica aguda producida por el virus influenza concretamente
por los tipos A (subtipos HIN1, H3N2) y B (linaje B/Yamagata y B/Victoria) que suele
afectar entre los meses de otofio e invierno. Segiin la OMS, en los afios 2019-2020, se
registraron mas de 27.000 hospitalizaciones, 1.800 ingresos en la unidad de cuidados
intensivos (UCI) y 3.900 muertes. Las personas con mayor riesgo de padecer la
enfermedad son los ancianos, las embarazadas, los ninos menores de 59 meses, los
pacientes con enfermedades cronicas y/o inmunodeprimidos y los profesionales
sanitarios que, a su vez, actuan de vehiculo de transmision a otras personas vulnerable

(87-89).
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Por otro lado, durante el periodo 2022-23, también se ha observado una tendencia
creciente del virus respiratorio sincitial (VRS). Segtn el SiVIRA durante la semana
41/2022 la tasa de VRS en atencidn primaria se situd en 14,4 casos por 100.000
habitantes y en hospitales en 1,2 casos por 100.000 habitantes, afectando principalmente

a los grupos de poblacion entre los 0-4 afos y a los mayores de 65 afios (90).

Recientemente se ha iniciado en Europa el brote de viruela del mono ‘mpox’ que se
define como una enfermedad zoonética viral endémica en paises de Africa. Fue
detectada por primera vez en humanos en la Reptiblica Democratica del Congo en 1970,
sin embargo, llegd a Europa en mayo de 2022. En Espatfia, a fecha de abril de 2023, se
confirmaron 7.549 casos estando el 66,8% de los afectados en un rango de edad entre
los 30 y 49 anos. El 40,6% de los confirmados eran, ademas, portadores del virus de la
inmudeficiencia humana (VIH), 81 casos estaban inmunodeprimidos, el 4% requirid

hospitalizacion y el 8% presentd alguna complicacion (91).

Todo lo descrito anteriormente supone una gran carga asistencial, social y economica
que también ha ocasionado una alta presion en las consultas dentales donde el riesgo de
infecciones cruzadas entre profesionales y pacientes es muy elevado. Esto se debe a dos
particularidades de los tratamientos odontoldgicos entre las que destacan, la gran
cantidad de aerosoles que se generan con el uso del instrumental rotatorio de alta
velocidad que actian como reservorios de microorganismos y el estrecho contacto del

profesional con la boca del paciente y sus fluidos.

Por tanto, a pesar de la urgencia sanitaria generada por el SARS-CoV-2, los esfuerzos
dirigidos para garantizar una correcta desinfeccion y esterilizacion deben contemplar
todas las variantes de microorganismos que pueden estar presentes en las superficies,

objetos y aire de una consulta odontolégica.
Actualmente, no existen estudios de alta calidad metodoldgica sobre como evitar la

contaminacion microbiana a través de aerosoles en una clinica dental. De ahi surge la

necesidad de demostrar qué medidas pueden ser efectivas.
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Este trabajo, por lo tanto, pretende llevar a cabo el primer estudio experimental, con el
objetivo de determinar el efecto desinfectante de los radicales hidroxilo (OH") en los

consultorios odontolégicos.
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4.Hipotesis
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En esta tesis doctoral se plantean las siguientes hipotesis de trabajo:

- Hipdtesis principal: Los radicales hidroxilo (OH") reducen la presencia de

bacterias, hongos, levaduras y virus en las superficies de la consulta odontologica.

- Hipotesis secundaria: Los radicales hidroxilo (OH") reducen la presencia de

bacterias, hongos y levaduras en el aire de la consulta odontolégica.
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5.0bjetivos
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Los objetivos de este estudio son los siguientes y todos corresponden al articulo

publicado:

1. Objetivo principal: Determinar la eficacia de los radicales hidroxilo (OH")
como método de desinfeccion de las superficies y del aire de una consulta

odontoldgica.

2. Objetivos secundarios:

- Cuantificar el crecimiento bacteriano, fingico y de levaduras en unidades
formadoras de colonias (UFC) de las superficies y del aire presentes en una

consulta odontologica.

- Determinar la presencia de SARS-CoV-2 en la superficie de la pantalla facial

protectora del operador.

- Verificar la bioseguridad de las consultas odontolégicas.
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6.Material y Método
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6.1.Diseiio del estudio

Se propuso un modelo de estudio clinico experimental “in vitro” que fue realizado en
una consulta odontologica del Centro Médico Teknon (Barcelona, Espafia) (figura 8),
empleando un dispositivo liberador de radicales hidroxilo (OH"). El estudio fue

aprobado por el Comité Etico de Investigacién con Medicamentos (CEIm) del grupo

hospitalario Quirénsalud-Catalunya con el codigo de protocolo 2022/54-ODO-CMT.

Figura 8: Consulta odontologica donde se llevo a cabo el estudio.

FEl disefio del estudio se dividid en dos fases:

- La primera fase se centr6 en evaluar la eficacia de la tecnologia basada en OH"
frente a bacterias, hongos y levaduras localizadas en superficies y en el aire de la
consulta odontologica y, también, frente al virus SARS-CoV-2 exclusivamente

en la superficie de la pantalla facial protectora del operador.
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- La segunda fase estuvo supeditada a los resultados obtenidos en la primera fase,
pretendia evaluar la eficacia de desinfeccion de los OH" en el aire de la consulta

odontologica frente a virus de ARN, como el SARS-CoV-2, y de ADN.

6.2.Muestras de estudio

Durante el desarrollo del estudio no se aplicoé ningtn tipo de intervencion sobre
pacientes salvo los tratamientos bucales programados. El objeto de estudio fueron las
muestras recogidas del aire y de las siguientes superficies: dos paredes del gabinete
odontolégico, el respaldo, reposabrazos y brazo fijo del sillon dental y la pantalla facial
protectora del operador. Quedaron excluidas aquellas muestras contaminadas o que no

se pudieron analizar por el laboratorio de microbiologia.

El presente estudio se planted como un experimento exploratorio en el que se buscaron
diferencias de:

- Carga microbiana en el gabinete odontologico.

- Diferencias significativas en diferentes grupos microbianos.

- Diferencias entre el grupo control y el experimental.

Al plantearse dos condiciones diferentes, con varias superficies y grupos microbianos,
en microbiologia los muestreos se toman por duplicado o triplicado para poder realizar

una estadistica descriptiva basica.

6.3.Material

6.3.1.Dispositivo generador de radicales hidroxilo

El dispositivo empleado liberador de radicales hidroxilo (OH") (WellisAir Disinfection
Wadu02®- Airtécnics, Castellar del Vallés, Barcelona, Espafia) (figura 9), tiene unas
dimensiones de 220 mm de ancho por 370 mm de alto y 150 mm de profundidad, pesa
alrededor de 1,9 kg y su consumo eléctrico es de 3,6 W/h (figura 10). Contiene un
cartucho consumible emisor de perdxido de hidrogeno (H20>) que debe ser reemplazado

cada 3 meses (figura 11), no tiene filtros y consta de un sensor en tiempo real que indica
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la calidad del aire a través de una gama de colores (figura 12) y un modo noche en el

que el ruido producido por el dispositivo es inferior a 30 decibelios (dB) (figura 13).

. .. . )

Wellisair

Figura 9: Dispositivo liberador de OH" (WellisAir Disinfection Wadu02").
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Figura 10: Dimensiones del dispositivo liberador de OH’ (WellisAir Disinfection Wadu02®). A:
Vista frontal. Anchura del dispositivo y de la base de soporte. B: Vista lateral. Altura del
dispositivo con base de soporte. C: Vista lateral. Altura y profundidad del dispositivo sin base
de soporte. D: Vista trasera del dispositivo. Dimensiones del cartucho. Dimensiones del auxiliar
para pared.
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Figura 11: Insercion del cartucho consumible emisor de H»0 en el dispositivo liberador de OH'
(WellisAir Disinfection Wadu02®).
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Figura 12: Sensor en tiempo real que indica la calidad del aire a través de una gama de colores
en el dispositivo liberador de OH' (WellisAir Disinfection Wadu02®).
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Figura 13: Modo noche en el dispositivo liberador de OH" (WellisAir Disinfection Wadu02®)
en el que el ruido producido por el dispositivo es inferior a 30 decibelios (dB).

6.3.2.Medios de cultivo de las muestras del aire y de las superficies

Para el analisis microbiologico de bacterias, hongos y levaduras se emplearon siete

medios de cultivo diferentes que estan descritos en la tabla 3.

Grupo bacteriano Medio cultivo Temperatura Dias
incubacion incubacion
Bacterias aerobias Tryptic Soy Agar (TSA) (Eur. Pharm.) 37°C 1
Hongos y levaduras Sabouraud Chloramphenicol Agar 25°C 2
Bacillus spp Bacillus cereus Selective Agar 35°C 1
Staphylococcus Manitol salt agar (Chapman) 37°C 1
Escherichia coli Microinstant Tryptone Bile Glucuronic A. | 44 °C 1
(TBX Agar)

Pseudomonas Cetrimide Agar (Eur. Pharm.) 37°C 1
Enterobacterias Violet Red Bile Dextrose Agar (VRBD 37°C 1
totales Agar)

Tabla 3: Medios de cultivo empleados para el estudio microbiologico.
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Para el analisis del aire se emplearon tres captadores (figura 14) que permitieron obtener

las muestras de toda la consulta odontolédgica por triplicado al mismo tiempo.

Figura 14: Captador de aire empleado para el muestreo del aire.

6.4.Recogida y preparacion de la muestra

El estudio se llevo a cabo en un gabinete odontologico con una superficie util de 10,92
m?. Previamente a su ejecucion, se estudio el sistema de ventilacion teniendo en cuenta
sus dimensiones geométricas, el caudal de los flujos del aire acondicionado y, también,
la salida y retorno de aire. A continuacion, se estimo6 el caudal volumétrico circulante a
partir del flujo total emitido (20 m*/min) por la maquina de aire acondicionado de la
consulta teniendo en cuenta como se repartian los flujos para cada elemento de

impulsion (figuras 15-17).
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Figura 15: Demostracion de las lineas de 30 corriente de las rejas verticales de impulsion. Este
perfil también cubre toda la consulta odontologica y es el responsable de la trayectoria seguida
por los radicales hidroxilo.
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Figura 16: Demostracion del camino que siguen las 25 lineas de corriente de los radicales
hidroxilos impulsados por el dispositivo WellisAir Disinfection Wadu02®. En general, el perfil
de velocidades sigue un camino que cubre practicamente toda la consulta odontoldgica.
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Figura 17: Demostracion de la mezcla del aire acondicionado con los radicales hidroxilos en un
régimen estabilizado.

La primera fase se desarrolld durante 5 dias no consecutivos durante los meses de
septiembre y octubre de 2021. Durante los 2 primeros dias se obtuvieron las muestras
control sin el uso del dispositivo liberador de OH". Se atendieron 6 pacientes y se
realizaron 5 procedimientos periodontales con empleo de ultrasonidos y una
intervencion quirurgica con uso de material rotatorio. A continuacion, se procedio a
instalar el dispositivo y se practico el mismo procedimiento de recogida de las muestras
durante 3 dias mas. En este periodo se atendieron 8 pacientes, se practicaron 5
procedimientos de terapéutica dental con uso de turbina y 3 procedimientos
periodontales con uso de ultrasonidos. Siempre se mantuvieron los procedimientos
habituales de desinfeccion de superficies basados en el uso de un espray a base de 550
mg/g de etanol al 99,5%, propionato de N,N-didecil-N-metal-polioxietil amonio y 1,1
mg/g de perfume (Instrunet Inibsa® Spray, Laboratorios Inibsa S.A., Lli¢a de Vall,

Barcelona, Espafia).

La recogida de muestras se efectuo en 3 tiempos distribuidos al inicio de la jornada
laboral, al finalizar un tratamiento y después de un procedimiento dental donde se
esperaba la maxima produccion de aerosoles. Todos los procedimientos terapéuticos
practicados en diferentes dias fueron equivalentes en cuanto a tiempo de tratamiento.
El muestreo de bacterias localizadas en las superficies se realizo de 2 paredes del

gabinete concretamente de la pared lateral izquierda y frontal del gabinete (figura 18)
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por ser las mas proximas al sillon dental y por presentar mayor superficie muestreable.
También se tomaron muestras del respaldo, reposabrazos y brazo fijo del sillén dental y
de la pantalla facial protectora del operador. El muestreo se obtuvo mediante placas
RODAC (didmetro de 6,5 cm y superficie de 33,16625 cm?) (figura 19) por triplicado
en 7 medios de cultivo diferentes (6 para indicadores de bacterias y 1 como indicador de

la presencia de hongos y levaduras) (tabla 3).

Para el muestreo del aire se emplearon 3 captadores para poder obtener muestras de

todo el consultorio por triplicado al mismo tiempo.

Figura 18: Paredes del gabinete muestreadas en la evaluacion de superficies. PLI: Pared lateral

izquierda. PF: pared frontal del gabinete.
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Figura 19: Placas RODAC. A) Violet Red Bile Dextrose Agar (VRDB Agar), B) Tryptic Soy
Agar (TSA), C) Sabouradud Chloramphenicol Agar, D) Manito Salt Agar, E) Microinstant
Tryptone Bile Glucuronic A (TBX Agar), F) Cetrimide Agar, G) Bacillus cereus Selective Agar.

Los dispositivos se situaron a una distancia minima de 1 metro respecto al sillon dental
y a una altura de 1,5 metros y en su interior se introdujeron las placas de Petri. Las
muestras se remitieron al Laboratorio de Microbiologia Sanitaria y Medioambiental
(MSMLab) de 1"Universitat Politécnica de Barcelona (UPC) para su incubacion y

posterior recuento de colonias (figuras 20,21).

Figura 20: Autoclave.
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Figura 21: Incubadoras celulares.

Para la deteccion de SARS-CoV-2, se efectué un muestreo en la pantalla facial
protectora del operador con un area de 20x100 cm? (figura 22), segtn el protocolo
recomendado para su deteccion en superficies industriales u hospitalarias (Laboratorios

Echevarne. Division Industrial. Barcelona, Espana).

Figura 22: Toma de muestras sobre pantalla facial protectora del operador.
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Se empled un kit compuesto por 2 tubos, uno de ellos con un escobillén y otro con
suero salino. La punta de escobillon se introdujo dentro del tubo con suero salino para
humedecerla asegurandose de que quedaba totalmente inmersa. Tras eliminar el exceso
de liquido de la punta del escobillon, presiondndola sobre las paredes interiores del
tubo, se hizo el muestreo sobre la superficie de la pantalla protectora del facultativo
frotando el escobillon de un lado a otro mientras se rotaba la punta. Se hicieron dos
pasadas, una de izquierda a derecha y otra de arriba hacia abajo. Al finalizar, se
introdujo de nuevo el escobillon en su tubo sin liquido (figura 23). Las muestras se
conservaron refrigeradas hasta su procesamiento mediante la técnica de Reverse

Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) para virus RNA.
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Figura 23: Protocolo recomendado para deteccion de SARS-CoV-2 en superficies industriales u

/

0

hospitalarias.
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6.5.Analisis estadistico

Todos los datos se registraron en una hoja de calculo de Microsoft Excel® (Microsoft
Corp., Redmond, Washington, EE.UU.) y, posteriormente, se importaron al software

STATA 14.2 (StataCorp®, College Station, EE. UU.) para su depuracion y procesado.

Para la depuracion de los datos se emplearon pruebas de l6gica, rango y de consistencia
de los resultados. Adicionalmente, se obtuvo la distribucion de valores desconocidos y

de las variables de estudio descritas en la tabla 4.

Para las variables categoricas se efectu6 un analisis descriptivo basado en tablas de
medidas de frecuencias absolutas y relativas y bivariables con una prueba de Chi-
cuadrado (o test exacto de Fisher cuando no se cumplian las condiciones de aplicacion).
Se usaron odds ratio (OR) con un intervalo de confianza del 95% (IC 95%) como

medida de asociacion.

Para las variables de escala (unidades formadoras de colonias - UFC) se comprob¢ la
normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilk y el analisis visual de los diagramas de
caja y graficos P-P. Cuando no se cumpli6 la normalidad, se realiz6 el rango
intercuartilico (RIC) y la mediana. Cuando la distribucion fue compatible con la

normalidad, se utilizaron la media y la desviacion estandar (DE).

La asociacion entre variables categodricas se evaluo con la prueba de 2 de Pearson 6 la
prueba exacta de Fisher. Se usé la OR como medida de asociacion con un intervalo de

confianza del 95% (IC 95%).

Para analizar el efecto del dispositivo sobre la reduccion de UFC, se empled un
ANOVA de un factor por cada uno de los medios de cultivo. El cumplimiento de los
supuestos de aplicacion se verifico mediante las pruebas de normalidad y homogeneidad

de varianzas (pruebas de Shapiro-Wilk y de Levene, respectivamente).

En todos los casos, el nivel de significacion se fijo en P<0,05.
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Variable categorica

Tipo de muestra: superficie/aire.

Tipo de intervencion: Odontologia restauradora/Cirugia bucal
/Periodoncia.

Presencia de SARS-CoV-2 en la pantalla facial protectora del
operador: si/no.

Taxonomia: bacteria/virus/hongo-levaduras

Variable de escala

Unidades formadoras de colonias (UFC).

Tabla 4: Descripcion de las variables de estudio.
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7.Resultados
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Durante la primera fase se recogieron un total de 1.260 muestras para el analisis
microbioldgico en superficies y aire. La tabla 5 muestra el total de placas empleadas

para cada uno de los medios de cultivo y de los ambientes muestreados.

Paredes del box | Sillon dental | Pantalla facial Aerosol
protectora

Cantidad 1 1 1 1
Réplicas 3 3 3 3
Medios de cultivo | 7 7 7 7
Muestras por dia 3 3 3 3
Dias control 2 2 2 2
Dias test 3 3 3 3
Subtotal de 315 315 315 315
muestras
Total de muestras 1260

Tabla 5: Numero de placas usadas en el muestreo de cada ambiente.

7.1. Analisis de resultados para el muestreo de superficies

Respecto al andlisis de los resultados obtenidos en superficies no se cuantificé ningin
crecimiento, 0 UFC por placa RODAC, en los medios de cultivo para Staphylococcus,
hongos y levaduras, Escherichia coli, Enterobacterias totales, Bacillus spp. y
Pseudomonas. Solo se observo crecimiento en las placas del agar TSA para bacterias
aerobias totales donde la reduccion fue del 76,9% en las muestras test (p=0,01) (figura

24).

En la figura 25 se observa el efecto de la tecnologia liberadora de radicales hidroxilo
sobre bacterias aerobias totales en cada una de las tres superficies analizadas. Solo se
obtuvieron resultados significativos en el sillon dental (p=0,02). Respecto a las paredes
del gabinete y la pantalla facial protectora del operador no se observaron diferencias
significativas (p valor de 0,15 y 0,27, respectivamente). Sin embargo, aunque el efecto

de reduccion sobre el sillon dental fue significativo, fue inferior a 1 Log.
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Figura 24: Efecto de la tecnologia liberadora de radicales hidroxilo en la reduccion de bacterias
aerobias totales (agar TSA) en superficies.
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Figura 25: Efecto de la tecnologia liberadora de radicales hidroxilo en la reduccion de bacterias
aerobias totales (Agar TSA) en superficies: a) sillon dental, b) paredes del gabinete y c) pantalla
facial protectora del operador.
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Respecto a la presencia del coronavirus SARS-CoV-2 sobre la superficie de las
pantallas faciales protectoras del operador no se detect6 en ninguna de las 14 muestras

recogidas en la primera fase (figura 26).

Parametro Resultado 1
Método-Técnica
SARS-COV-2 PCR SARS-Cov-2 No detectado

GVIRCoV2-PCR

1 £ Laboralorio tiene a disposicion ael cliente /a incertidumbre de mediaa ae 10s ensayos cuantitalivos acreditados.

Método:
GVIRCoV2: Método interno basado en VIRSeek RNA Extractor food y VIRSeek SARS-CoV-2 Screen

Técnica:
PCR: PCR (Polymerase Chain Reaction) Tiempo real

Figura 26: Ejemplo de resultados de PCR (Polymerase Chain Reaction)- RT (real time) para
detectar la presencia de SARS-CoV-2 en la superficie de la pantalla facial protectora del operador.

7.2. Analisis de resultados para el muestreo del aire

Se muestrearon un total de 200 litros de aire para cada placa de Petri en los que se
detecto crecimiento de UFC en el agar Sabouraud para hongos y levaduras, TSA para
bacterias aerobias totales y Manitol para bacterias Gram-positivo del género
Staphylococcus en las muestras control y test. En las figuras 27-29 se describe el

muestreo para cada placa agar durante los cinco dias de estudio.

No se observo crecimiento de colonias en las muestras control ni test en el 99% del agar
TBX para la bacteria Gram-negativo Escherichia coli, tampoco en Cetrimida para

Pseudomonas, ni en VRBG para enterobacterias totales o en MYP para Bacillus spp.

En el agar TSA para bacterias aerobias totales la reduccion del crecimiento observado
en las muestras test no fue significativo (p =0,65). Por el contrario, si que se observo un
efecto positivo de reduccion en el agar Manitol para Staphylococcus donde se cuantifico
una reduccion alrededor del 71,4% (p=0,001) y en el agar Sabouraud para hongos y

levaduras con una reduccion del 66,7% en las muestras test (p=0,03) (figura 30).
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Figura 27: Crecimiento microbiologico expresado en unidades formadoras de colonias (UFC)
en agar TSA para bacterias aerobias totales en aire durante los dias control y test.
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Figura 28: Crecimiento microbioldgico expresado en unidades formadoras de colonias (UFC)
en agar Manitol para Staphylococcus sp. en aire durante los dias control y test.
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Figura 29: Crecimiento microbiologico expresado en unidades formadoras de colonias (UFC)
en agar Sabouraud para hongos y levaduras en aire durante los dias control y test.
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Figura 30: Efecto de la tecnologia liberadora de radicales hidroxilo en la reduccion de bacterias
aerobias totales (agar TSA), Staphylococcus sp. (agar Manitol) y hongos y levaduras (agar
Sabouraud) en el aire.
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El ejercicio de la profesion de odontdlogo esta sometida a unos riesgos inherentes
debido al contacto estrecho entre el facultativo y el paciente y a la elevada produccion
de aerosoles. Es por ello que, aunque se siguen estrictos protocolos de higiene y asepsia,
la imposibilidad de garantizar el contagio cero de infecciones cruzadas hace necesario
extremar las medidas de prevencion y aplicar las recomendaciones oficiales de asepsia,

esterilizacion y desinfeccion.

La comunidad odontoldgica se ha enfrentado a numerosas situaciones de riesgo
sanitario. Por ejemplo, la epidemia de VIH/SIDA en la década de los 80 cre6 una gran

alarma y acelero la adopcion de medidas de proteccion universales (14,15).

La incidencia de COVID-19 directamente atribuible al ejercicio de la profesion
odontoldgica ha sido baja y prueba de ello es que, en mayo de 2020, la incidencia fue
solo de 1,4% positivos confirmados mediante prueba de RT-PCR (92). Sin embargo, la
pandemia de la COVID-19 ha supuesto un acontecimiento mundial sin precedentes que
ha puesto en entredicho la eficacia de todos los métodos tradicionalmente empleados, ya
que el coronavirus SARS-COV-2 posee una elevada capacidad de transmision por via
aérea con un numero de reproduccion bésica R de 2,5 (R indica el nimero de
infecciones que un caso genera en un periodo determinado sobre una poblacion no
inmunizada ni infectada) que afecta a toda la poblacién sin patrén ni grupo de riesgo
definido y esto ha dado lugar a indices de mortalidad muy elevados. Ademas la
permanencia y supervivencia de virus y bacterias sobre las superficies es elevada
pudiendo ser detectados tras largos periodos de tiempo (horas e incluso dias) (93). Esto
es de vital importancia en el contexto de los centros de atencion sanitaria, como las
clinicas odontologicas, donde el flujo de pacientes es constante, el intervalo de tiempo
entre ellos es reducido y la accion de los agentes desinfectantes puede verse

comprometida.

Durante el quinto periodo epidémico, que tiene como fecha de inicio el 20 de junio de
2021, se notificaron a la Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (RENAVE)
1.182.201 casos confirmados de COVID-19, 44.593 hospitalizaciones (3,8% de los
casos), 4.226 ingresos en UCI (0,4%) y 4.796 defunciones (0,4%). Hasta ese momento,
y desde el inicio de la pandemia en 2020, se habian cuantificado 4.969.491 casos y

86.671 defunciones (94).
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Durante las semanas 37 a la 39, correspondiente a la quinta ola de la pandemia, el
numero de casos confirmados en Cataluia fue 919.606 con una incidencia acumulada
(casos/100.000 habitantes) de 44,7 en la semana 37. A nivel nacional, la cifra ascendia a

4.969.491 con una incidencia acumulada de 35,4 (94).

Los centros sanitarios fueron el &mbito de principal exposicion en 55.628 casos de los
60.228 casos de COVID-19 confirmados en personal sanitario que se notificaron a la

RENAVE a partir del 22 de junio de 2021 (94).

La transmision del coronavirus SARS-CoV-2 por via hospitalaria o sociosanitaria fue
de mucha menor envergadura si se compara con la transmision entre familiares
convivientes o por relaciones sociales. Esto queda muy bien reflejado en los resultados
encontrados en nuestro estudio donde no se detectd la presencia de coronavirus SARS-
CoV-2 en la pantalla facial protectora del operador a pesar de que se sitia a una corta
distancia respecto al paciente y a que recibe el primer impacto de los aerosoles. Podria
afirmarse que, incluso realizdndose el muestreo durante la quinta ola de la pandemia, las
medidas de cribaje de los pacientes, la desinfeccion rutinaria y los desinfectantes

utilizados son eficaces respecto al control del virus SARS-CoV-2.

Tras 3 afios de emergencia sanitaria y millones de muertes reportadas a nivel mundial,
el pasado mes de mayo de 2023 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declar¢ el
fin de la emergencia sanitaria provocada por la pandemia de la COVID-19 (91).
Actualmente, el 89% de los profesionales sanitarios, el 82% de la poblacién adulta
mundial y, aproximadamente, el 66% del resto de la poblacion han recibido una pauta
de vacunacion completa contra el coronavirus SARS-CoV-2. Gracias a ésto la presion
sanitaria esta remitiendo (95). Tanto es asi que el 5 de mayo de 2023 la OMS
determin6 que la COVID-19 ya no constituia una emergencia de salud publica de
importancia internacional (ESPII). En Espafia, a principios de 2023, se aprecio un
descenso medio de la incidencia del 0,8%, los indicadores de gravedad también
mostraron niveles muy bajos y estables y la ocupacion hospitalaria oscilaba entre el
1,06 % y el 0,99%. Por tanto, el 4 de julio de 2023 se publico en el Boletin Oficial del
Estado (BOE) la Orden SND 726/2023 en la que se derogo6 la obligatoriedad del uso de
la mascarilla tanto en la poblacion general como en los centros sanitarios (Ley 2/2021)

(96). No hay evidencia directa disponible que avale el uso de la mascarilla quirtrgica
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convencional ni la tipo FPP2, que en teoria protege frente a particulas de aerosol <1
pm, como medida de proteccion eficaz frente al coronavirus SARS-CoV-2 ni frente a
otros virus respiratorios susceptibles de transmision en la consulta odontologica (97,98).
Por lo tanto, la desinfeccion del aire es un complemento imprescindible y se recomienda

su aplicacion durante todo el tiempo de la atencién clinica.

Ante este nuevo escenario, la OMS ha elaborado un nuevo plan estratégico para los 2
proximos afos (2023-2025) basado en 3 objetivos fundamentales (95):
- Reducir y controlar la incidencia del SARS-CoV-2 en poblaciones vulnerables y
de alto riesgo.
- Reducir la mortalidad, la morbilidad y las secuelas a largo plazo.

- Fortalecer la gestion de la enfermedad COVID-19.

El nuevo plan estratégico de la OMS denominado “Preparacion, respuesta y resiliencia
ante emergencias sanitarias” (de las siglas en inglés HEPR) esta basado en cinco pilares
fundamentales y pretende mantener una vigilancia colaborativa que garantice una
atencion mediante el diagnostico precoz, el tratamiento y la atencidn sanitaria en
poblaciones de riesgo, la integracion de la vacunacion contra la COVID-19 en los
servicios de atencion primaria, la proteccion de los profesionales sanitarios y el rastreo
tanto de las variantes conocidas del coronavirus SARS-CoV-2 como de la aparicion de

otros patdogenos respiratorios que puedan constituir una nueva amenaza pandémica (95).

La afectacion mundial por la COVID-19 ha cambiado la forma en que trabajamos y nos
socializamos. Aunque se haya decretado el fin de la emergencia sanitaria, el esfuerzo
global debe ir encaminado hacia el mantenimiento de los logros alcanzados para
garantizar un acceso equitativo a todas las herramientas que puedan reforzar el sistema

sanitario de cada pais (95).

Ni la Asociacion Dental Americana (ADA) ni el Centro para el Control y Prevencion de
Enfermedades (Center for Disease Control and Prevention, CDC) han publicado
recomendaciones oficiales para la desinfeccion del aire en las clinicas odontologicas
durante la pandemia de la COVID-19 mas all4 del consenso sobre el uso de filtros
recogedores de particulas con una alta eficacia, > 99,995 %, correspondiente a las

siglas en inglés “Portable High Efficiency Particulate Air” (HEPA). En condiciones no
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pandémicas, la tasa de renovacion del aire en la consulta odontologica debe ser > 1,5
cambios de aire/hora, sin embargo, en la situacion de riesgo sanitario provocada por la

COVID-19, la tasa de ventilacion debia aumentarse a 6 cambios de aire/hora (93).

Los radicales hidroxilo (OH") fueron descubiertos por Haber y Weiss en 1934 y se
definen como un agente oxidante inestable con un potencial oxidativo de 2,80 voltios y
una vida media de 10” segundos. Los OH" forman parte de las especies reactivas del
oxigeno (ERO) junto con los aniones hidroxido (OH") o el peroxido de hidrogeno
(H20,), entre otros. Todos ellas generan especies precursoras de inestabilidad que dan

lugar a un entorno oxidante que se propaga de molécula en molécula (71).

Los OH" estan considerados los principales iniciadores de los procesos oxidativos que
suceden en la atmdsfera donde su sintesis, degradacion y concentracion dependen de las
especies presentes a su alrededor como el ozono (O3), los 6xidos de nitroso (NOx) o los
compuestos organicos volatiles (COVs) con las que reacciona de forma rapida y no

selectiva. Su concentracion estacionaria suele ser del valor de 10° moléculas/ cm? (72).

En nuestro estudio (99), para que la generaciéon de OH" fuese similar a su produccion
natural, el reactante empleado fue el peroxido de hidrogeno (H20-) obtenido por
evaporacion de 35 ml de peréxido liquido en contacto con una mecha de poliéster. Sin
embargo, la produccion de OH" no s6lo puede alcanzarse a través del uso del H20:
como reactante, si no también empleando dioxido de titanio (T102) como catalizador ya
que es barato, muy estable, eficaz a bajas concentraciones, no es toxico y es facilmente
degradable. A este proceso se le conoce como oxidacion fotocatalitica, correspondiente
a las siglas en inglés PCO, y sus principales efectos se consiguen aplicando radiacién

UV sobre el TiO; lo que da lugar a la produccion de los OH".

Garcia-Raurich y cols. (71) analizaron dos modelos de estudio en laboratorio, uno
estequiométrico y otro cinético, para conocer el funcionamiento exacto de la generacion
de OH" a través del dispositivo empleado en nuestro estudio in vitro (99). El dispositivo
contenia 35 ml de solucién a base de 0,04 mg/h de ozono (O3) y de H202 que se
evaporaba constantemente con un flujo de 0,39 ml/dia. El modelo estequiométrico tenia
tres objetivos: en primer lugar, establecer un modelo tedrico de emision de OH*

midiendo la capacidad de reaccion entre el Oz y el H20, en estado gaseoso, en segundo
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lugar determinar la eficacia de la reaccion y, por Gltimo, cuantificar la cantidad de

residuos generados.

En cuanto a la eficacia de la reaccion se considera eficacia tedrica cuando la emision de
OH" es maxima y se considera optimizada cuando la presencia de residuos reactivos es
baja. Es importante recordar que los limites establecidos por las leyes de las
organizaciones internacionales (OMS, OSHA y FDA) son 1 ppm para el peroxido de
hidrogeno (H202) y 0,05 ppm para el ozono (O3) en un maximo de 8 horas
(73,81,100,101). La eficacia de la emision de OH" varia en funcion de la pureza del
H>0; empleado, la concentracion inicial de O3 y el volumen de la estancia donde tiene
que tener lugar la reaccion. Para grandes volimenes (aproximadamente 300 m?) se debe
utilizar un H>Ox del 17,95% de pureza y para volumenes pequefios (alrededor de 8 m?)
un H20: del 4,95% de pureza. De esta manera se consiguen los valores de eficacia altos
con valores de residuos mas bajos. Ademas, el estudio cinético (71) también pretendia
evaluar la evolucion temporal de la concentracion OH" sin el dispositivo activo y con la
presencia de una fuente externa que aportaba 2,84-107 molec-cm-s' de OH" adicional
en una estancia de diferentes volimenes que, inicialmente, estaba vacia y luego ocupada
por personas. Los resultados demostraron que, gracias a esa fuente externa, se
aumentaba y mantenia la produccion de OH® en torno a 10® molec/cm?. Esto se explica
porque, en espacios donde no existe renovacion del aire, todo el OH" se consume en las

reacciones ambientales y la produccion es igual a cero.

En cuanto a la influencia de la presencia de personas sobre la concentracion de OH® se
concluy6 que cuanto menor sea el nimero de personas, mayor era la concentracion de
OH’, ya que la exhalacion de didxido de carbono (COz) es menor y, en consecuencia, la
caida de radicales es mas tardia. Concretamente se estimo6 que a partir de los 10 minutos

con la presencia de una sola persona la emision de OH® era 6,3 veces mayor.

Respecto a la cantidad de residuos generados, el riesgo que siempre se asocia a las
reacciones de oxidacion entre el Oz y los compuestos organicos, principalmente
terpenos presentes en productos de limpieza de superficies, es la produccion de COVs.
Sin embargo, ésto no debe ser un impedimento en el uso de esta tecnologia ya que son
mineralizados por los OH" impidiendo su acumulacion en interiores. Por ejemplo, los

OH’ pueden mineralizar el formaldehido en 1,2 dias mientras que el O3 tardaria en
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hacerlo més de 4,5 afios (71). Un ejemplo claro es el estudio de Mohamed y Awad
(102) donde uno de los objetivos fue evaluar los cambios en la concentracion de tolueno
demostrando que los OH’, derivados de la fotoxidacion bajo radiacion UV, redujeron el
97% del tolueno degradandolo en H,O y CO?. Son, por tanto, productos que garantizan

la bioseguridad de los ambientes donde se emplean.

Segun los resultados obtenidos en nuestro estudio in vitro (99), la tecnologia basada en
la liberacion de OH"tiene una eficacia mas destacable en la reduccion de un tipo de
microorganismo patégeno muy concreto y, por el contrario, no alcanza resultados
estadisticamente significativos en la reduccion de otros. Concretamente, el sistema
liberador de OH" obtuvo reducciones significativas del 71,4% frente al género
Staphylococcus que son bacterias Gram positivo. Para entender por qué a pesar de
actuar de forma no selectiva la accion de la tecnologia basada en OH" es altamente
eficaz contra una especie concreta es necesario conocer la estructura macromolecular de
los patogenos. Los OH" son altamente reactivos sobre microorganismos muy sensibles a
la oxidacion y ésto depende de la estructura de sus acidos nucleicos, lipidos y proteinas.
Por ejemplo, las bacterias del género Staphylococcus son menos susceptible al ataque
de los OH" porque estan compuestas por una pared muy gruesa de peptidoglucanos. En
cambio las bacterias Gram negativo, como Escherichia Coli, tienen una pared celular
mucho mas delgada formada por fosfolipidos, lipopolisacaridos y lipoproteinas que las

hace mas susceptibles al ataque de las especies reactivas del oxigeno (ERO).

En aquellos casos en los que se emplea como reactante el TiO., su fotocatalisis produce
la lisis celular del microorganismo patdégeno degradando su pared celular y su
membrana citoplasmatica. Sin embargo, la eficacia del proceso de desinfeccion depende
de muchos factores como la configuracion del reactor, la fuente de luz, los componentes
del medio 6 el tipo de microorganismo. Es un método de desinfeccion que, al igual que
la tecnologia empleada en nuestro estudio, tambié ha sido estudiado frente a bacterias
Gram positivo y negativo (mayoritariamente frente a Escherichia coli), hongos, algas,
protozoos y virus, aunque no frente al coronavirus SARS-CoV-2 (102,103).
Precisamente en el estudio de Yamaguchi y cols. (35) se pretendia evaluar la capacidad
bactericida fotocatalitica del didxido de titanio (Ti0O2) contra Staphylocccus aureus y
Escherichia coli. Las bacterias fueron irradiadas con radiacion ultravioleta A (UV-A)

aplicada con una longitud de onda de 365 nandémetros (nm) durante 12 horas con una
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intensidad de 0,15 mW/cm?. Los resultados evidenciaron dos hechos destacables. El
primero de ellos es que, en ambos casos, la tasa de supervivencia de las dos bacterias se
redujo. Sin embargo, el efecto sobre Escherichia coli fue mayor alcanzandose una
reduccion del 100% en 3 horas. Esto se explica porque, como se ha comentado
anteriormente, la pared de las bacterias Gram negativo es mucho mas fina y, por tanto,
susceptible. En segundo lugar, se descubri6 que el efecto bactericida conseguido se
basaba en la fotolisis y fotocatalisis de las bacterias gracias a la generacion de OH*

derivados de la aplicacion de la radiacion luz ultravioleta (UV).

También en el estudio in vitro de Yang y cols. (104) se empled un nuevo método de
desinfeccion puesto a prueba contra cinco especies bacterianas entre las que también se
encontraban Escherichia coli'y Staphylococcus epidermidis, entre otras, y que estaba
basado en la aplicacion de una lampara de radiacion ultravioleta C (UV-C) para
conseguir una irradiacion ultravioleta germinicida (UVGI- inducida) dentro de los
conductos de un sistema de calefaccion, ventilacion y de aire acondicionado
(correspondiente a las siglas en inglés HVAC). Los resultados mostraron eficacia
destacable del 76,1% frente a Staphylococcus epidermidis que esta considerada la

bacteria mas resistente a la radiacion UV-C.

Ambos estudios (35,104) evidencian un gran inconveniente y es que durante el proceso
de desinfeccion con radiacion UV-A y UV-C, necesaria para activar la fotocatalisis del
Ti03, la estancia clinica debe estar vacia debido a los efectos dermatoldgicos adversos
que se le atribuyen (como cancer de piel o la fotoconjuntivitis, entre otros). Esto no
ocurri6 en nuestro estudio (99) donde el sistema liberador de OH" se activo
simultdneamente al desarrollo de la actividad asistencial obteniendo reducciones
significativas del 71,4% frente al género Staphylococcus sin ningin dafio perjudicial

sobre la salud de las personas presentes.

Por otro lado, también en el estudio de Mohamed y Awad (102) ya comentado
anteriormente, se evalud el efecto de la oxidacion fotocatalitica del TiO2 sobre los
microorganismos patdgenos en el aire. Los resultados mostraron que se redujo la
presencia de microorganismos al 100%, esto es 0 UFC, después de 300 minutos de

aplicacion de la fotocatalisis del TiO2. Sin embargo, en este estudio no se especifica
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qué microorganismo han sido evaluados lo que impide la comparacion de sus resultados

con otros estudios como el nuestro.

La oxidacion fotocatalitica también ha sido estudiada en sinergia con los filtras HEPA,
dando lugar a una tecnologia conocida como “filtros HEPA fotocataliticos”. En el
estudio de Chotigawin y cols.(105) se consiguieron los filtros fotocataliticos mediante
recubrimiento de inmersion de un filtro HEPA en una suspension de TiO», La tecnologia
fue evaluada en una camara in vitro de 8m? y en una sala hospitalaria de dialisis de
259,2 m?, que es un volumen similar al 4rea de una consulta odontélogica. Ademas se
aplico radiacion UV-A para potenciar la reaccion oxidativa y conseguir mayor efecto
desinfectante. Los resultados mostraron que la desinfeccion en el interior de la cadmara
in vitro oscilo entre el 72,4% y 88,5% tras 10 horas de irradiacién poniendo de
manifiesto un efecto mas notable sobre Staphylococcus Epidermis, que se redujo en un
83,4%. Sin embargo, en condiciones reales y hospitalarias, la desinfeccion fue menor.
Las bacterias se redujeron en un 63,5%, en un 23,9% y en un 28,2% para distancias de 2
metros, 6,5 metros y 8 metros, respectivamente. Los autores atribuyen estas diferencias
tan notables a que la humedad relativa (HR) en la sala de didlisis era excesivamente alta
(alrededor del 73,75%). Esto supone una desventaja ya que cuando los valores de HR
son altos las moléculas de agua cubren la superficie del filtro HEPA fotocatalitico
ocupando el espacio reservado para la produccion de los radicales y, en consecuencia,
reduciendo su eficacia. Para que la oxidacion sea eficaz la HR debe oscilar entre el 40 y
el 70% siendo optima en el 50%, aunque también afectan a los resultados las
dimensiones utiles de la estancia y la distancia entre las superficies y el aire respecto a
la posicion del purificador. Por tanto, no parece ser una tecnologia especialmente utiles

cuando se trata de alcanzar una desinfeccion 6ptima de estancias de grandes volumenes.

La mayor parte de los estudios se centran en la desinfeccion de bacterias aerobias
totales pero las infecciones nosocomiales también estan causadas por mas agentes
patogenos. Respecto a los hongos y levaduras sus macroestructuras estan formadas por
una pared de quitina y glucanos de la que sobresalen las glucoproteinas. Estas
caracteristicas anatomicas los convierte en microorganismos patogenos muy
susceptibles a la accion de algunas tecnologias de desinfeccion como el Oz o los OH".
Sin embargo, no todas las tecnologias de desinfeccion disponibles son ttiles frente a

ellos ya que como puede observarse en el estudio de Chotigawin y cols. (105) los
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hongos y levaduras no son susceptiblos al efecto desinfectante de los filtros HEPA

fotocataliticos ya que sus membranas celulares carecen de moléculas fotosensibles.

El uso del O3 frente a hongos y levaduras se evalu6 en el estudio de Moccia y cols.
(106) mediante un dispositivo que liberaba 3.2 ppm de O3z en 1 hora. Los resultados
mostraron una reduccion superior al 90% en los medios PCA y Sabouraud, medio de
cultivo que también ha sido empleado en nuestro estudio, tanto en superficies como en
el aire. Sin embargo, es importante resaltar que su uso es incompatible con el desarrollo
de la actividad clinica diaria debido a que, al inhalarse, puede producir disminucion de

la funcion pulmonar y aparicion de irritaciones cutaneas (106).

También en el estuido de Bergeron y cols. (107) se evalu6 el efecto de una nueva
tecnologia electroestatica con reactores de plasma no térmicos. La tecnologia fue
aplicada en dos estancias hospitalarias de alta riesgo: un quir6fano con una superficie
util de 118 m? y una sala de hematologia pediatrica. El estudio se centr6 en la reduccion
de microorganismos mesofilos, que son aquellos capaces de crecer en temperaturas
oscilantes entre los 25°C y los 40°C, y de hongos como Aspergillus fumigatus.

Los resultados del quiréfano mostraron una descontaminacion biologica del aire del
90% a una velocidad de 1,5 metro/segundo (m/s) de particulas mayores a 0,5
micrometros (um) reduciendo la presencia de hongos a niveles indetectables. En la sala
de hematologia, los hongos se redujeron de forma significativa en un 75% para los
especies oportunistas y en un 82% para las especies no patégenas. Por otro lado,
también en nuestro estudio in vitro (99) se obtuvo una reduccion significativa del 66,7%
en el medio Sabouraud, donde crecen hongos y levaduras, para las muestras del aire.
Nuestros valores, aunque son inferiores a los obtenidos con la tecnologia electroestatica
con reactores de plasma no térmicos y a la tecnologia que emplea el O3, tienen un valor
afnadido y es que se han conseguido mientras los pacientes y los facultativos estaban
presentes. Esto no puede ocurrir mediante la aplicacion del O3 y, a dia de hoy, todavia
se desconoce si es compatible la actividad clinica asistencial con la aplicacion

simultanea de la tecnologia basada en los reactores de plasma.

En cuanto a los virus, desde un punto de vista de la anatomia macromolecular, se

clasifican en no envueltos, que presentan una capside proteica, o envueltos, que tienen
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una bicapa lipidica con glucoproteinas. La nucleocépside esta formada en los virus
envueltos por la cépside y el ADN/ARN mientras que en los virus no envueltos esta
formada por el acido nucleico mas la capside de capsomeros. Concretamente, el SARS-
CoV-2 pertenece a la familia Coronaviridae. Los coronavirus (CoV) son un grupo de
virus de ARN monocatenario de sentido positivo y origen zoondtico. Se pueden dividir
en 4 géneros: a-CoV, B-CoV, y-CoV y 8-CoV. Todos los coronavirus tienen > 4 proteinas
estructurales: S (pico) que es la responsable de la fusion entre el virus y las células del
hospedador durante la infeccion, E (envoltura), M (membrana) y N (nucleocapside). El
SARS-CoV-2 pertenece al subgrupo B-CoV y tiene un didmetro de 0,125 um, lo que le
permite penetrar a través de los poros de la mayoria de las mascarillas que forman parte
de los equipos de proteccion individual (EPI). Tiene un genoma idéntico en un 79,6% al
SARS-CoV (coronavirus de sindrome respiratorio agudo grave) y en un 96% al
murci¢lago Rhinolophus affinis, que podria considerarse su hospedador natural (93). El
SARS-CoV-2 es un virus estable a 4°C, sin embargo, es muy sensible al calor: a 70°C se

inactiva en 5 minutos, a 56°C en 30 minutos y a 37°C tarda hasta 2 dias.

La estabilidad del SARS-CoV-2 es muy elevada y puede permanecer durante horas en
aerosoles y hasta dias en superficies (7,108). La entrada del SARS-CoV-2 en el
organismo hospedador se produce a través de la union de la proteina espiga trimétrica
del virus con la enzima conversiva de la angiotensina 2 (ECA?2). Esta union se produce
gracias a la gran afinidad que presenta el dominio C-terminal de la proteina espiga de
SARS-CoV-2 con el ECA2 humano (109). Tras la entrada, el SARS-CoV-2 se aloja en
los tejidos pulmonares y se dirige contra los neumocitos I- II y contra los macrofagos
alveolares pudiendo llegar a generar hasta 3 veces mas particulas infecciosas que el

SARS-CoV (110).

A pesar de que la saliva y los aerosoles generados en los procedimientos odontologicos
pueden tener un papel crucial en la transmision del coronavirus SARS-CoV-2 (111), no
se ha detectado su presencia en ninguna de las muestras obtenidas de la pantalla facial
protectora del operador de nuestro estudio (99) hecho que impide comprobar la eficacia
de los radicales OH' frente a este tipo de patogenos. Esto podria justificarse por el
cribaje protocolizado de pacientes que se implementa en las clinicas odontologicas de

forma sistematica desde que la OMS declarase en 2020 el estado de pandemia.
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El uso de la tecnologia basada en OH" no ha sido evaluada frente a SARS-CoV-2 en
ambiente hospitalario, sin embargo, en estudios publicados si se ha demostrado la
eficacia de otros métodos de desinfeccion frente a virus con estructuras similares al
SARS-CoV-2. Entre ellos destaca el uso del vapor seco que en el estudio de Marchesi y
cols. (38) mostrd una eficacia del 99,99% frente al coronavirus OC43 (HCoV) mediante
cultivo de células HCT-8, el Virus Influenza Humano (subtipo A/HIN1/WSN/33) con
cultivo de células Vero y el Echovirus 7 (ATCC VR37) a través del cultivo de células
MDCK, lo que corresponde a un factor > 4 Logio.

También la radiacion ultravioleta (UV), que son ondas electromagnéticas que se
clasifican seglin su longitud de onda en UV-A (315-380 nm), UV-B (280-315 nm) y
UV-C (200 a 280 nm) y que se emite a través de lamparas germinicidas es una
tecnologia que ha demostrado ser eficaz frente a virus como SARS-CoV y MERS-CoV
(93). Respecto a su eficacia frente a SARS-CoV-2, en el estudio de Ge y cols. (112) se
evalud en la unidad de cuidados intensivos (UCI) del hospital universitario de Zhejiang
(China) donde se ingresaron 3 pacientes positivos de COVID-19. La desinfeccion del
aire se realizdo mediante flujo constante de plasma combinado con radiacion UV y para
la desinfeccion de las superficies se emplearon toallitas cloradas aplicadas 6 veces al
dia. Las muestras de superficies se obtuvieron 2 horas después de la desinfeccion
mediante escobillones y fueron procesadas mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa (qQRT-PCR). Solo en 2 de las 105 muestras se
encontrd6 RNA para SARS-CoV-2 concluyendo que el conjunto de procedimientos
desinfectantes empleados (radiaciéon UV+ toallitas cloradas) eran eficaces en la

reduccion del potencial riesgo de infeccion cruzada en el ambito hospitalario.

También en el estudio de Han y cols. (113) se comprobé el efecto que la radiaciéon UV
tiene sobre la desinfeccion de microorganismos patogenos de tipo virico.
Concretamente, en el estudio se evaluo un filtro fotocatalitico de apatita de titanio
(correspondiente a las siglas en inglés PTAF) como método de desinfeccion frente a
SARS-CoV. Los primeros resultados mostraron una eficacia del 99,99% a las 6 horas
de aplicacion alcanzando el 100% de inactivacion del virus cuando el filtro se irradiaba
con radiacion UV. Por tanto, dada que el SARS-CoV tiene condiciones estructurales
similares al SARS-CoV-2, podria pensarse que la tecnologia PTAF también seria eficaz

en la inactivacion de este ultimo.
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Uno de los objetivos establecidos en nuestro estudio in vitro (99) fue cuantificar el
crecimiento de microorganismos (bacterias, hongos y levaduras) y determinar la
presencia de coronavirus SARS-CoV-2. El promedio de bacterias en aire fue de 48
UFC/100 ml y de 45,24 UFC/placa RODAC en superficies. Respecto a los hongos y
levaduras solo crecieron en el aire con un promedio de 6 UFC/100 ml. La
cuantificacion del crecimiento de microorganismos patdgenos fue 1til para comprobar
que, tal como se planteo en las hipotesis propuestas, la tecnologia basada en la
liberacion de OH" aplicada sobre superficies reduce la presencia de bacterias siendo su
efecto mas significativo sobre Staphylococcus, hongos y levaduras. Esto nos permite
confirmar que, efectivamente, los OH" son eficaces como método de desinfeccion y
que, ademas, las consultas odontoldgicas son ambientes clinicos seguros donde el riesgo

de infeccion cruzada es practicamente cero.

Nuestro estudio (99) es el primero desarrollado en condiciones clinicas reales con un
flujo constante de pacientes y la implementacion de tratamientos odontoldgicos
generadores de aerosoles. Ademas fue llevado a cabo durante la quinta ola pandémica
permitiendo valorar la eficacia de la tecnologia liberadora de OH' en condiciones reales
de riesgo sanitario con alta probabilidad de infeccion cruzada. Sin embargo, los
resultados del estudio se basan en un tamafio muestral muy pequefio que no permite
extrapolar los resultados a consultas odontologicas con un mayor nimero de gabinetes
operativos y, por tanto, con un gran volumen de pacientes. Ademas, la distribucion de
los procedimientos en el grupo control/ test no fue aleatorizada ni la duracion de los
tratamientos era igual. Todo ésto pone en evidencia la necesidad de efectuar nuevos
estudios mas protocolizados, a doble ciego, aleatorizados y con un tamafio muestral

mayor.
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9.Conclusiones
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La tecnologia basada en la liberacion de radicales hidroxilo reduce
significativamente la presencia hongos y levaduras y de Staphylococcus en el

aire.

La tecnologia basada en la liberacion de radicales hidroxilo reduce la presencia
de bacterias aerobias totales en las superficies de la consulta odontologica. Sobre

superficies, la reduccion solo fue significativa en el sillon dental.

Las bacterias aerobias totales se cuantificaron en 48 UFC/100 mL en aire y en
45,24 UFC/placa RODAC en superficies. Se encontraron 7 UFC/100 mL de
Staphyloccus en aire y 6 UFC/100 mL de hongos y levaduras en aire.

. No se detecto la presencia de SARS-CoV-2 en la superficie de la pantalla facial

protectora del operador.
En las condiciones del estudio efectuado puede afirmarse que las consultas

odontoldgicas son ambientes bioseguros para los pacientes y los profesionales

cuando se aplica un protocolo de desinfeccion eficaz.
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Abstract

Background: A systematic review was carried out to compare the disinfectant capacity of hydroxyl radicals (OH-)
versus other products commonly used for disinfecting the air and surfaces.

Material and Methods: A literature search was made of the Cochrane Library, PubMed (MEDLINE) and Scopus
databascs. “In vitro” studies evaluating disinfection methods applicable to several surfaces and room air were inclu-
ded in the search. The search was carried out in April 2022, with no restrictions in terms of language or publication
date.

Results: Of the 308 articles identified from the initial search, 8 were included for the quantitative analysis. All pu-
blications corresponded to experimental “in vitro” studies. Seven of them evaluated biocidal action against bacteria,
and only two assessed activity against viral loads. The generation of contaminants secondary to application of the
disinfectants was only analyzed in one of the studies, with the conclusion that the production of peroxyl radicals
(RO,) derived from the oxidation of volatile organic compounds (VOCs) is greater when chemical surface disin-
fectants are used versus air disinfection systems.

Conclusions: The disinfection capacities of the currently available methods are similar, and none of them are able
to replace the use of additional physical protection measures.

Key words: Disinfection methods, hydroxyl radical, environment, surfaces, dentistry.
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Introduction

Disinfection is a fundamental procedure characterized
by the elimination of pathogenic microorganisms from
surfaces, the air and inert objects (1). In contrast to ste-
rilization, however, disinfection does not destroy spores
2).

Since the World Health Organization (WHO) declared
the state of alarm due to the pandemic caused by the
SARS-CoV-2 virus in 2020, concern about the quality
of room air has increased exponentially, and thus also
interest in new technologies capable of reducing envi-
ronmental contamination, with the aim of avoiding the
spread of cross-infections (3).

The disinfection of both room air and surfaces is of great
importance in dental clinics, where routine practice is
characterized by the important generation of aerosols,
and where contact between the professional and the pa-
tient is direct (4). Accordingly, dental professionals play
a key role in preventing the transmission of bacterial,
viral and fungal infections (5).

The incubation period of the infections ranges between
2-14 days. During this prodromal phase, patients remain
asymptomatic; all patients therefore should be regarded
as potential sources of risk (6). The environment moreo-
ver plays an important role in the chain of transmission,
since many microbiological agents are able to survive
for prolonged periods of time on inert surfaces (7).

An adult inhales an average of 700 liters of air per hour,
and patients undergoing dental treatment moreover typi-
cally experience hyperventilation (4). On the other hand,
the oral cavity constitutes an ecological niche for over
700 species of bacteria — many of which are resistant to
antimicrobials (8). All this implies that the bidirectional
spread of infections is very high (4).

Cross-infection may occur through indirect contact with
surfaces on which fomites and aerosols have been depo-
sited, as well as through direct contact with the mucous
membranes of the upper airway (generally the nose), as
in the case of SARS-CoV-2 (3). In this respect, the best
way to avoid exposure to aerosols is to prevent them
from ejecting from the oral cavity. However, in the great
majority of cases this is not possible, due to the duration
of the treatments and the amounts of aerosols they ge-
nerate (3).

In some cases, disinfection procedures are not entirely
effective due to human error in applying them, or becau-
se in general, assessment of the efficacy of the procedure
is based simply on visual inspection. This was evidenced
in the study published by Whiteley et al. (1), where 74%
of the surfaces analyzed after disinfection presented less
than 100 colony-forming units (CFUs) — a measure that
counts the number of viable microorganisms in a liquid
or solid sample, and which determines the degree of mi-
crobiological contamination of a given environment.
On the other hand, the room air in the dental clinic may
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be contaminated not only from external but also from in-
ternal sources. The evidence suggests that the secondary
contaminants, derived from oxidation of the primary
contaminants - fundamentally volatile organic com-
pounds (VOCs) - are the cause of the described adverse
effects upon the health of patients and healthcare staff
(9). In other words, the use of certain disinfectants could
pose an added occupational risk. Hence the importance
of choosing innocuous products, such as agents based
on hydroxyl radicals (OH"), that protect the health of the
professional.

In order for the disinfection process to be effective,
we must take a number of factors into account, such as
the optimum concentration of the disinfectant used, its
application time, and the efficacy range. In this respect,
the efficacy of disinfectants is defined by their antimi-
crobial spectrum (10).

The present systematic review was carried out to deter-
mine which methods for disinfecting the air and surfaces
are most effective against the microorganisms present in
healthcare environments, and to assess the current role
in this respect of technology based on hydroxyl radicals
(OH).

Material and Methods

The present systematic review was carried out following
the preferred reporting items for systematic reviews and
meta-analyses (PRISMA) statement (11) and it was re-
gistered in PROSPERO: CRD42021265224.

-Selection criteria

The key question raised in this study was: “Do hydroxyl
radicals (OH") achieve a greater decrease in microbial
counts on surfaces and in room air compared with other
disinfection methods?”

The review thus selected all those studies that included
the items of the following PICO (patient, intervention,
comparison, outcome) question:

- (P) Patient: dental clinic and/or hospital setting.

- (I) Intervention: use of hydroxyl radicals (OH.) as main
disinfection method.

- (C) Comparison: comparison with at least one traditio-
nal disinfection method.

- (O) Outcome: the primary outcome variable was the
bacteria colony-forming units (CFUs) on surfaces and
in air. The secondary outcome variables were viral pre-
sence on surfaces and in air, and quantification of the
volume of contaminated aerosols.

-Inclusion and exclusion criteria

We included “in vitro” studies on the disinfection me-
thods used in the dental clinic and/or hospital setting,
applied to both surface and room air.

Studies with missing data that could not be retrieved
through contact with the authors were excluded.
-Search strategy

Two independent examiners (A.P-C and B.T-G) conduc-
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ted the search in the Cochrane Library (Wiley), PubMed
(MEDLINE) and Scopus databases in April 2022, with
no restrictions in terms of language or publication date.

The following search strategy was used:

- PubMed: (“disinfection methods” OR “hydroxyl radi-
cal” [Mesh]) AND (“environment” [Mesh]) AND (“sur-
faces”) AND (“dentistry” [Mesh]).

- Cochrane Library and Scopus: (“disinfection methods”
OR “hydroxyl radical”) AND (“environment”) AND
(“surfaces”) AND (“dentistry”).

A search was also made in OpenGrey and www.greylit.
org to identify grey literature. Likewise, ClinicalTrial.
gov was explored to detect unpublished studies of re-
levance. Lastly, a manual search was made in the fo-
llowing journals specialized in the field: Journal of
Clinical Biochemistry, Quintessence International, In-
ternational Journal of Engineering Science, Indoor Air,
Nutrition, and Journal of Hospital Infection, covering
the period corresponding to the last 10 years.

-Selection of studies

The two independent examiners (A.P-C., B.T-G.) first
selected the articles based on the inclusion criteria. A
third reviewer (M.S-G) did not have to be consulted to
resolve any discrepancies. Cohen’s kappa coefficient
was used to assess agreement between the reviewers re-
garding the selected articles.

Based on the PRISMA statement (11), a first evaluation
was made of the study title, followed by the abstract.
Only those publications that met all the inclusion criteria
subsequently underwent full-text evaluation.

-Data extraction

The information obtained from the articles was entered
into tables, with inclusion of the following data: au-
thor/s, year of publication, country, study design, eva-
luated disinfection method, and results of interest. In the
case of any missing relevant information, the examiners
contacted the authors of the publication.

-Risk of bias and quality assessment

A modification of the Cochrane risk of bias tool (RoB
2.0) was used to assess the methodological quality of the
“in vitro” studies (12). Based on this, the evaluation fo-
cused on the following domains: randomization process,
protocolization of the disinfection method, description
of the environment to be disinfected (area, volume), bias
in measurement of the results, and protocolization of the
statistical analysis. The quality assessment was carried
out independently by two authors (A.P-C and B.T-G)
and, in the event of disagreement, consensus was rea-
ched through discussion with a third reviewer (M.S-G).

Results

-Search findings

The initial electronic search identified 308 articles.
Following the removal of duplicates and of irrelevant
articles based on the title and abstract, a total of 29 pu-
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blications were subjected to full-text review. As can be
seen in Figure 1, 20 articles were excluded due to the
following reasons: 8 articles were excluded on the basis
of their design (2-4,6,7,13-18), three due to the impossi-
bility of full-text access (19,20), 5 because they did not
investigate air and surface disinfection methods (1,21-
25), and one because of the impossibility of accessing
the results of the randomized clinical trial (26).

A total of 8 articles were finally included in the qualita-
tive synthesis (9,27-33). Only three of them (29,30,33)
were realized in hospital environment and no one in den-
tal clinics. Inter-examiner agreement was excellent with
a kappa coefficient of 1.

-Data extraction

-Qualitative synthesis

The 8 studies included in the review (9,27-33) were
“in vitro” experimental studies. Two of them (28,33)
used technology based on the release of OH™ radicals.
The study of Moccia et al. (29) evaluated an ozone (O,)
releasing device, while Marchesi ef al. (27) used a dry
steam-based method. The studies of Moccia et al. (30)
and Palcso et al. (31) evaluated different chemical surfa-
ce disinfectants, specifically alcohol, chlorine, phenols,
polyphenols, quaternary ammonium salts, tertiary ami-
nes, chlorhexidine gluconate and sodium chlorite (Na-
Clo,).

Six of the included studies (28-33) evaluated the bac-
tericidal effects of the disinfectants. The study of Mar-
tinez-Vimbert et al. (28) cultured Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus and methicillin-resistant Sta-
phylococcus aureus (MRSA), as well as Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella, Klebsiella and Escherichia
coli. The study of Palcsé et al. (31) evaluated biocidal
activity against Enterococcus faecalis, while Wong et
al. (33) evaluated activity against bacteriophage MS-2
and Staphylococcus epidermidis. Lastly, Yamaguchi et
al. (32) selected culture media for the growth of Es-
cherichia coli and Staphylococcus aureus. Only two of
the included studies (27,28) evaluated the effects of the
disinfection methods in application to viral loads, spe-
cifically Human Influenza virus, Respiratory Syncytial
virus (RSV), Rotavirus, Echovirus 7 and Coronavirus
0OC43 (HCoV). Only one of the studies (9) evaluated
contaminating waste products (OHx and volatile organic
compounds [VOCs]) generated after the application of
a surface disinfectant based on glutaraldehyde and ben-
zisothiazolinone and a hydroxyl radical (OH") releasing
device for the disinfection of room air (Table 1) show the
methodological characteristics of the included studies.
-Risk of bias and quality of the included studies

The methodological quality of the included “in vitro”
studies was assessed using a modification of the Cochra-
ne risk of bias tool (RoB 2.0) (12). The general quality
of the studies was rated as low (Table 2). None of the
“in vitro” studies designs involved randomization. One
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A new disinfection technology in dentistry
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£
S
o
=
2
b=
=]
£
2
=
=

| l

Articles after elimination of duplicates

Screening

Screening of articles
(n=35)

Excluded articles
(n=6)

£z
=
2
B
=

Articles subjected to full-text
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_— + No access to full text: 19,20.

+ No study of air/surface disinfection
methods: 1,21-25.

No access to results: 26.
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Articles included in qualitative
synthesis
(n=8)

Fig. 1: PRISMA statement flowchart.

of the articles (9) failed to specify the concentration and
time of application of the disinfectants used. Two of the
studies (30,33) did not indicate the dimensions of the
environments in which sampling was performed. Only
three “in vitro” studies performed a quantitative statisti-
cal analysis of the data obtained (29,30,33).

Discussion

The standard UNE-EN 13098:2019 (36), which also
adopts the ISO international standard, determines the me-
asurement of microorganisms and microbial compounds
in suspension in the air by counting the number of mi-
croorganisms capable of growing and forming colonies in
a solid medium following aerobic incubation at 30°.
-Disinfection of contaminated surfaces

According to the guide on the control of infections in
dental practice published in 1993 by the United States
Centers for Disease Control and Prevention (37), the sur-
faces in dental treatment settings are classified as critical,
semicritical and non-critical, according to their need for
disinfection or sterilization. Critical surfaces are those
that need to be sterilized due to their high risk of infec-
tion, such as surgical instruments. Semicritical surfaces or
objects include high or low speed rotary instruments that
come into direct contact with the mucous membranes or
skin. Those surfaces that do not come into contact with
the skin in turn are classified as non-critical (38).

The need to achieve optimal disinfection of surfaces is
evident in the study by Riddell et al. in which the pre-
sence of SARS-CoV-2 was detected for up to 28 days at

¢499

140



J Clin Exp Dent. 2023:15(6):¢494-504.

Table 2: Risk of bias of the included studies. (+) low risk of bias; (-) high risk of bias.
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20 °C on surfaces such as glass and stainless steel (39).
Marchesi et al. (27) evaluated the effectiveness of dry
steam against three viruses: coronavirus OC43 (HCoV)
as a substitute of SARS-CoV-2, Human Influenza virus
(subtype A/HIN1/WSN/33), and Echovirus 7 (ATCC
VR37). The authors applied 100 ul of each viral sus-
pension in a constant laminar flow chamber during 20
minutes. The investigators concluded that dry steam is
effective in neutralizing the three viral species, with an
inactivation rate of 99.99%, which corresponds to factor
>4 1logl0.

The quaternary ammonium compounds, also known as
QACs or quacs, are divided into 5 generations. These
compounds exert their disinfectant effects by acting
upon the enzymes, proteins and cell membrane (lipids)
of the pathogen — fundamentally bacteria in the vegetati-
ve state and fungi. They afford high surface activity and
can be used in combination with other disinfectants (17).
Some of these disinfectants have been studied by Moc-
cia et al. (30). These authors used disposable polyester
and nylon cloths impregnated with different disinfectant
solutions: 70% alcohol, 5% chlorine, 10% quaternary
ammonium salts, 5% chlorhexidine gluconate and phe-
nolic solutions that deactivate the enzyme system of the
cell membrane, allowing the penetration of metabolites
(17,30). The study concluded that all the chemical disin-
fectants were effective and were able to eliminate 90%
of the surface CFU/11cm?’. It should be noted that the
biocidal effect on the floor was lower (only about 65%
reduction of CFU/11cm?).

Another traditionally used method has been ozone (O,).
However, its utilization has not been without some con-
troversy, due to the possible risk of harmful effects for
the healthcare staff and patients. In this regard, Moccia
et al. (29) evaluated an O, — generating device. The
study was carried out in two hospital rooms: a non-surgi-
cal room and an operating room. The response variables
were the antibacterial effect of the device upon the surfa-
ce and air. It was concluded that O; is able to reduce the
presence of microorganisms in healthcare environments
by up to 90%, with no added risk for human health, since
the maximum concentration of ozone after the first hour
of application was 3.2 ppm, and decreased exponentially
over the following 5 hours (29). It is important to note
that because of the associated risks, ozone exposure va-
lues are regulated. According to the National Institute for
Occupational Safety and Health (40), the recommended
O, exposure limit is 0.1 ppm, which corresponds to 0.2
mg/m’. Only O, levels > 5 ppm are considered to pose an
immediate health hazard (39). Regarding the use of ozone
against the SARS-CoV-2 virus, there is insufficient scien-
tific evidence regarding its efficacy and safety (41).
Chlorinated compounds have also been traditionally
used. Palcso et al. (31) evaluated sodium chlorite (Na-
ClO,) impregnated in fibers of different sizes. The res-
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ponse variables were the production of chlorine dioxide
(ClO,), which is the compound that really produces the
biocidal effect, and antibacterial activity against Entero-
coccus faecalis. It was concluded that chlorine dioxide
(ClO,), under conditions of relative humidity > 95% and
5% CO,, generated on impregnating the fibers with 1
and 5 mg of NaClO,, achieved a mean decrease in CFU/
plate of 1.67 + 2.87 and 1.00 + 1.73 after 24 hours, res-
pectively.

On the other hand, ultraviolet C radiation (UV-C) ra-
diation has also been traditionally used in healthca-
re environments as a germicide for the disinfection of
nosocomial pathogens in the air and in water. Its use is
regulated by Specification UNE 0068, since waveleng-
ths between 200-280 nm can have harmful effects for
the skin of healthcare staff and patients (3,41). In this
regard, ultraviolet radiation cannot be applied during
healthcare working activities, in contrast to technology
based on the release of hydroxyl radicals (OH"), which
can be used without having to interrupt healthcare acti-
vities. Yamaguchi et al. (32) applied ultraviolet A radia-
tion (UV-A) to a TiO, NT surface against Escherichia
coli (Gram-) and Staphylococcus aureus (Gram+). The
authors concluded that UV-A radiation reduced the sur-
vival of Escherichia coli by up to 40% in the first three
hours, since its impact upon the TiO, NT surface gave
rise to the formation of OH- radicals. The concentration
of OH- increased exponentially with the radiation appli-
cation time. The effect was less pronounced in the case
of Staphylococcus aureus, due to the composition of its
cell membrane. These morphological features cause this
species to be less sensitive to the action of reactive oxy-
gen species (ROS) such as OH- radicals. Regarding its
efficacy against SARS-CoV-2, the available evidence is
scarce and very heterogeneous (41).

-Disinfection of contaminated room air

Clarkson et al. (42) determined that aerosol generating
dental procedures (AGP) are those that use high and
low speed handpieces, air and water syringes, sonic and
ultrasonic devices and surgical motors. Aerosols are
differentiated according to particle size. Most aerosols
produced in the dental clinic are under 5 pm in size (43).
In this scenario, the use of physical protection barriers
such as face screens is of great help, though such mea-
sures alone are unable to protect the dental professional
and the patient from the inhalation of the smaller nuclei
droplets (6).

Several techniques affording protection against aero-
sols have been described and are classified according to
the timing of their application. On one hand there are
techniques that prevent the contamination of aerosols
generated within the oral cavity, while others prevent
the projection of fomites outside the oral cavity. In turn,
ventilation techniques are intended to avoid aerosol
spread beyond the operating zone, while other general
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ventilatory methods aim to prevent particles from sprea-
ding outside the dental office. Direct decontamination of
the aerosol corresponds to the last phase of the disinfec-
tion process (6).

The first protective barrier against aerosols consists of
controlling the endogenous microbiota of the oral cavity
of the patient (6,43). Emerging studies demonstrate the
importance of the oropharynx and oral salivary glands
as sites of replication and transmission of microorganis-
ms. In a study conducted by O’Donnell ef al. (44) was
evaluated the action of mouthwashes, such as chlorhexi-
dine or cetylpyridine chloride (CPC), on the disruption
of the lipid membrane of viruses such as SARS-CoV-2.
These mouth rinses have been shown to potentially re-
duce the transmission of SARS-CoV-2 and therefore a
mouth rinse prior to dental treatment is recommended to
reduce oral microbial load. Also in the study by Meyers
et al. (45) mouthwashes were shown to be up to 99.9%
effective in inactivating human coronavirus (HCoV)
with a contact time of only 30 seconds. In recent years,
cetylpyridinium chloride (CPC) has been incorporated
to use in the dental clinic. This is a cationic quaternary
ammonium compound with great antiseptic capacity, as
evidenced by the randomized clinical study published by
Maximo et al. (46) in 2020, in which three test groups
(0.12% chlorhexidine, essential oils and 0.07% CPC)
were compared against a control group with 0.5% wa-
ter-alcohol solution. The authors concluded that CPC
achieved the greatest decrease in bacteria in patients
with periodontal diseases.

Conventional saliva ejectors are essential for preventing
particles from escaping from the oral cavity. Howe-
ver, such low-volume aspirators are generally unable
to neutralize all the generated aerosols. In this respect,
high-volume evacuation (HVE) systems are needed to
prevent aerosol dispersion beyond the surgical zone.
These systems are able to evacuate up to 2.8 m3 of air
per minute, reducing aerosol presence by up to 90.8%
(6). In this regard, Wan Hassan et al. (26) are current-
ly conducting a parallel-group randomized clinical trial
to evaluate the processing of aerosols generated during
dental treatments, in order to avoid cross-infections,
comparing the conventional aspiration system of a den-
tal clinic versus a new high-volume evacuation system.
Once aerosols escape from the surgical zone and are
suspended in the environment of the dental office, the
general ventilation system is responsible for neutralizing
them. It is important to avoid the use of ventilating fans,
since they facilitate recirculation of the contaminated
air, maintaining correct ventilation of the dental office
by opening the windows. However, and above all, it is
necessary to install a high-performance filtering system,
involving the use of HEPA filters or high-efficiency par-
ticle filters (6).

-Technology based on the release of hydroxyl radicals
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(OH.)

In view of the need to develop a rapid and effective
method for protecting healthcare environments from
cross-infections, an environmental method has been de-
veloped for the elimination of pathogenic microorganis-
ms in large spaces and surfaces. This technology is based
on the release of reactive oxygen species (ROS) in the
form of hydroxyl radicals (OH"). The OH- radical is the
most important natural oxidant in the troposphere, and
plays a key role in the elimination of greenhouse effect
gases (28). The biocidal actions of OH- radicals begin
through solar radiation, with the degradation of organic
compounds transported in the air into harmless organic
compounds. Such radicals are therefore included within
the “green oxidant” concept, since they decompose into
water (H,0) and oxygen (O,). Their function is media-
ted by an advanced oxidation process (AOP) that takes
place in the membranes, lipids and hydrosulfide bonds
of the proteins and nucleotides of DNA, giving rise to
lipid peroxidation, cross-bonding between proteins, and
mutations of the genetic material of pathogenic microor-
ganisms (28). This technology affords several advanta-
ges with respect to the traditional chemical disinfectants
such as chlorinated agents or quaternary ammonium
compounds. Firstly, OH- radicals are not selective and
can eliminate any pathogen with very low doses (0.8
mg/l), with an oxidation potential of 2.8 vatios (V). In
addition, their processing time is very short (4 seconds),
since their reaction velocity is high and constant, speci-
fically 109 L/mol/sec and they have a persion-dispersion
density of 22 ml/cm2, equivalent to a thousandth of that
of other disinfectants (28). Since technology based on
OH: release produces oxidative damage to lipid mem-
branes, with denaturalization of proteins and the modifi-
cation of nucleic acids of pathogens, its utilization may
have adverse side effects.

In this regard, Carslaw et al. (9) evaluated the produc-
tion of hydroxyl radicals (OHX) generated following
the use of a surface disinfectant composed of glutaral-
dehyde, benzisothiazolinone and a number of essential
oils, and with the utilization of an air disinfection devi-
ce. The first measurements indicated an initial hydroxyl
radical and hydroperoxyl (hydrogen superoxide) radical
(OH2) concentration of 6.5 x 105 ¢cm™ and 1.3 x 107
cm’, respectively. After disinfection of the surfaces, the
concentrations of hydroxyl radicals and OH2 increased
to 4 x 106 cm™ and 4 x 108 cm?, respectively. In turn,
following activation of the air disinfection device, the
concentrations reached 2 x 107 cm™ and 6 x 108 cm™.
An analysis was also made of the production of poten-
tially contaminating secondary chemical species, spe-
cifically peroxyl radicals (RO,), which are generated
following the oxidation of volatile organic compounds
(VOCs). An increase in RO, of between 80-96% was re-
corded, derived mainly from two types of VOCs: terpe-
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nes and aromatic groups. In addition, the production of
RO, was seen to be greater after applying the chemical
surface disinfectant versus the air purifying device. This
implies two important things: on one hand, the bacterici-
dal effect of the disinfectants is mediated by highly reac-
tive chemical mechanisms that can also produce secon-
dary chemical agents, and on the other, the disinfectant
application medium is a fundamental factor — not only
to ensure greater bactericidal effects but also to reduce
the production of potentially contaminating secondary
compounds (9).

In contrast, Martinez-Vimbert ef al. (28) concluded that
the use of an OH- releasing device is entirely safe and
innocuous. These authors conducted different laboratory
studies with two reactive agents: hydrogen peroxide
(H,0,) and D-limonene (a natural terpene). The hydro-
gen peroxide output with the studied device was 0.9 mg/
m?, which is equivalent to 0.64 ppm, a concentration
lower than that considered to be toxic for the respiratory
tract. The natural terpene D-limonene has double carbon
bonds, allowing it to interact with O,, generating OH.
radicals and other stable products such as ketones or car-
boxylic acid. It is postulated that the potential harmful
effect of D-limonene is due to the fact that this reaction
can also generate volatile organic compounds (VOCs),
generally glutaraldehyde. However, this is not harmful,
due to several reasons. Firstly, the production of D-li-
monene is 1.84 parts per million (ppm) - a concentration
that is lower than the limits established by the regula-
tions of other European countries such as Sweden, with
a limit of 27 ppm, or Germany, with 10 ppm. Secondly,
its evaporation is below 2 ppb (parts per billion) in a
space of 60 m2. Furthermore, the emission of O, is less
than 0.02 ppm.

Another issue related to this technology is its utilization
in large spaces. In this regard, Wong et al. (33) carried
out an “in vitro” study using an OH" releasing device
(Inov8®, Buckingham UK) in different areas of a hos-
pital center. The OH" radicals were generated as a result
of the reaction of O, with water vapor (H,0), catalyzed
by a terpene (D-limonene). The results were satisfac-
tory, since there was a decrease in bacteriophage MS-2,
composed of single-strand RNA, and in Staphylococcus
epidermidis, a facultative anaerobic Gram+ bacterium.
Specifically, the reductions were between 26-55% in
air samples and between 35-62% on TSA (Tryptic Soy
Agar) plates for total acrobic bacteria, respectively.
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Abstract

Background: Concerning about the quality of room air has increased exponentially. Specially in dental clinics
where diary practice is characterized by the important generation of aerosols.

Material and Methods: An in vitro model was used in which samples were collected from the surfaces and room
air of a dental clinic before and after the use of an OH" radical generator.

Results: A total of 1260 samples were collected for bacteriological analysis and 14 samples for the detection of
SARS-CoV-2. Following OH" treatment, the tested surface samples showed a decrease in the number of colony
forming units (CFUs) of 76.9% in TSA culture medium. The circulating room air samples in turn showed a
decrease in CFUs of 66.7% in Sabouraud medium and 71.4% in Mannitol agar medium. No presence of SARS-
CoV-2 was observed on the surface of the face shield.

Conclusions: The disinfectant technology based on the use of hydroxyl radicals (OH") is effective in reducing the
presence of moulds and yeasts and Staphylococcus in the air, and in reducing total aerobic bacteria on the tested
surfaces.

Key words: Disinfection methods, hydroxyl radical, environment, surfaces, dentistry.

el

147



Med Oral Patol Oral Cir Bucal-AHEAD OF PRINT - ARTICLE IN PRESS

Introduction

The study of pathogenic microorganisms and of meth-
ods to avoid their spread has become the focus of many
research projects, particularly since the start of the
COVID-19 pandemic (1). Efforts to guarantee correct
disinfection and sterilization of the dental clinic should
consider all types of organisms, since the oral cavity is
characterized by the presence of biofilm containing over
700 microbiological species from the mucous mem-
branes and saliva (2). In relation to bacteria, mention
must be made of grampositive organisms such as the
genus Streptococcus and Staphylococcus aureus, while
most nosocomial fungal infections are attributable to
the genus Candida. In turn, the most frequent cross-in-
fections due to viruses include human immunodeficien-
cy virus (HIV)(Retroviridae), hepatitis B and C viruses
(Hepadnaviridae and Flaviviridae, respectively), her-
pes simplex virus (HSV) 1 and 2 (Herpesviridae), Var-
icella-Zoster virus (VZV)(Herpesviridae) and Epstein-
Barr virus (EBV)(Herpesviridae), among others (2).
Traditionally, the main surface disinfectants used in the
dental clinic have been chemical agents such as quater-
nary ammonia, alcohols, formaldehyde, hypochlorites
or iodinated solutions (1,3). However, in the dental clin-
ic, where abundant aerosols are formed, some pathogens
may remain suspended in the air for a variable period
of time, particularly in closed areas with poor ventila-
tion (4-6). In this regard, the guidelines referred to air
conditioning and purification in the dental clinic recom-
mend the use of an air ventilation and/or purification
system capable of guaranteeing a renewal of 6 volumes/
hour (7). The most widely used methods are based on
chlorine dioxide, ozone (O,), ultraviolet radiation (UV)
and HEPA (High Efficiency Particulate Air) filters (8,9).
However, despite the range of options in this field, no
studies have compared their efficacy and advantages or
side effects and risks.

On the other hand, techniques have been developed
based on the release of hydroxyl radicals (OH"), which
constitute the most important natural oxidant agent as
an Open Air Factor effect. Their bactericidal action is
mediated by an advanced oxidation processes (AOP)
that takes place in the membranes (lipids), proteins
(amino acids) and genetic material (RNA and DNA nu-
cleotides) of the pathogens. These techniques are able
to destroy the great majority of pathogens at a concen-
tration of 0.8 mg/l, i.e., using the equivalent of one ten
thousandth of the required dose of conventional chemi-
cal disinfectants, with a processing time of four seconds
and without producing cytotoxic (harmful) residual
compounds. The hydroxyl radical emissions and disper-
sion capacity through natural chain reaction at RH 50%
and 23°C are from 14,21*¥106 molecule cm3 per second
and 43,56* 106 molecule cm3 per second, very far from
the natural emissions (10) that we breath abroad and
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equivalent to one thousandth of that of other disinfec-
tants (11-12). This implies two major advantages: the
dental professionals are able to continue working while
the agent is being used, and it can be employed in large
spaces. In other words, OH" generators, along with high
pressure or negative pressure systems combined with
HEPA filters, appear to offer good results and have been
postulated as a primary disinfection strategy (2,7,9).
The present study constitutes the first experimental in
vitro investigation of the efficacy of OH" in disinfecting
the surfaces and room air of dental clinics.

Material and Methods

The present in vitro study was divided into two phases
(Ia and Ib) and involved the use of a hydroxyl radical
(OH’) releasing system based on hydrogen peroxide
(WellisAir Disinfection Wadu02®- Airtécnics, Castellar
del Vallés, Barcelona, Spain). The device measures 220
mm in width, 150 mm in depth and 370 mm in height,
with a weight of 1.9 kg and a power rating of 3.6 W/
hour. It has no filters but contains a cartridge that gener-
ates hydrogen peroxide (H202) and must be replaced
every three months. It is also equipped with a real-time
sensor that reports air quality based on a range of col-
ors, and a night mode in which the noise generated by
the device is less than 30 dB.

Study phase Ia was carried out in a dental office of
Centro Medico Teknon (Barcelona, Spain), with a use-
ful surface of 10.92 m?. Prior to the in vitro study, an
analysis was made of the ventilation system, based on
the geometric dimensions of the office, the different air
conditioning flows, and air outlet and return. The circu-
lating volumetric flow in the dental office was estimated
from the total flow (20 m3/min) generated by the main
air conditioning machine, taking into account the distri-
bution of the flow lines (Fig. 1).

Phase Ia was carried out over 5 non-consecutive days
(13, 15,22 and 29 September, and 4 October, 2021), eval-
uating the disinfection capacity of OH" against bacteria
on the surfaces and in the air of the dental office, and
against SARS-CoV-2 on the face shield of the operator.
All the studied samples were obtained from the walls
of the dental office, the protective face shield of the op-
erator, the surface of the dental chair, and the room air.
Samples that were contaminated or could not be ana-
lyzed were excluded. We collected control samples dur-
ing the first two days prior to utilization of the OH" gen-
erating device. Then, the device was installed and the
same sampling procedure was carried out for another
three days, always maintaining the routine disinfection
measures based on the use of a spray with 550 mg/g
of ethanol, N,N-didecyl-N-methyl-polyoxyethyl am-
monium propionate and 1.1 mg/g of perfume (Instrunet
Inibsa® Spray, Laboratorios Inibsa S.A., Lli¢a of Vall,
Barcelona, Spain).
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Fig. 1: A) Flow lines of the hydroxyl radicals (OH") generated by
the WellisAir Disinfection Wadu02® device. B) Flow lines of the
vertical air conditioning impulsion grids. This profile covers the
entire room and generates the trajectory of the hydroxyl radicals
(OH"). C) Mixing of the air conditioning with the hydroxyl radi-
cals (OH") under stabilized conditions.

Table 1: Culture media used for each of the microbial indicators.

Hydroxil radical technology in the dental clinic

Sampling of bacteria from the surfaces of two walls of
the dental office, the back and arm rest and fixed arm
of the dental chair, and the protective face shield of the
operator, was performed using RODAC plates in tripli-
cate, with 7 different culture media (6 for bacteria and
one for the presence of moulds and yeasts) (Table 1).
The samples were sent to the Health and Environmen-
tal Microbiology Laboratory (MSMLab) of Barcelona
Polytechnic University (UPC) for incubation and the
posterior count of colonies.

For the detection of SARS-CoV-2, sampling was made
of the protective face shield of the operator with an area
of 20 x 100 cm?, following the recommended protocol
for detecting the virus on industrial or hospital surfaces
(Laboratorios Echevarne. Division Industrial. Barce-
lona, Spain). The samples were kept refrigerated until
processing with the reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR) viral RNA test.

In the case of the air samples, three capturing devices
were used in order to obtain samples from the entire
office in triplicate at the same time. The devices con-
taining the Petri plates were placed at a distance of at
least one meter from the dental chair and at a height of
1.5 meters.

The samples were collected at three timepoints dis-
tributed over the start of the work day, at the end of a
treatment, and after a dental procedure in which maxi-
mum aerosol production was expected to occur. All the
treatment procedures performed on different days were
equivalent in terms of the type of intervention and its
duration. Specifically, 9 periodontal procedures with ul-
trasound and 6 dental treatments involving the use of a
turbine were carried out.

Surface sampling for the detection of SARS-CoV-2 was
carried out on the protective face shield of the operator.
For this purpose we used a kit composed of two tubes: one
containing a swab and the other containing saline solution.

Microorganisms Culture medium Reference t:elllnc:)l:rztti:::e D::l);)s;:ifoi:-
Total aerobic bacteria Tryptic soy agar (TSA) (Eur. Pharm.) Scharlau 01-200-500 37°C 1
Total moulds and yeasts Sabouraud chloramphenicol agar Scharlau 01-166-500 25°C 2
Bacillus spp Bacillus cereus selective agar Scharlau 01-487-500 35°C 1
Staphylococcus Mannitol salt agar (Chapman) Scharlau 01-116-500 37°C 1
Escherichia coti | Mhcroinstant “i‘;t;‘)‘f:;)gl“cummc 38| S charlau 01-619-500 44°C 1
Pseudomonas Cetrimide agar (Eur. Pharm.) Scharlau 01-160-500 37°C 1
Total enterobacteria Violet red bile dextrose agar (VRBD agar) | Scharlau 01-295-500 37°C 1

e3
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The tip of the swab was fully immersed in the saline
solution tube, and the excess liquid was then drained
by pressing the swab against the inner walls of the tube.
The swab was subsequently used to sample the face
shield, rotating and rubbing it in zigzag from one side
to the other. This procedure was done twice: from left
to right and then from top to bottom of the face shield.
Lastly, the swab was returned to its tube, without liquid.
The primary study variable was the colony forming
unit (CFU) count and the secondary study variable
was the presence or absence of SARS-CoV-2 on the
protective face shield of the operator. All data was re-
corded in a Microsoft Excel® (Microsoft Corp., Red-
mond, Washington, USA) and subsequently imported
into STATA 14.2 software (StataCorp®, College Sta-
tion, USA). For categorical variables, a descriptive
analysis was carried out based on tables of absolute
and relative and bivariate frequency measurements
with a Chi-square test or Fisher's exact test. Odds ra-
tios (OR) with a 95% confidence interval (95% CI)
were used as a measure of association. Normality of
scale variables (CFU) were explored through Shapiro-
Wilk’s test and visual analysis of the P-P and box plots.
To analyze the effect of the device on the reduction of
CFU an ANOVA of one factor was used for each of the
culture media. In all cases, the significance level was
set at P<0.05.

Results

During phase Ia of the study we collected a total of 1260
samples for microbiological analysis and 14 samples for
the detection of SARS-CoV-2 of the surface of the face
shield of the operator. Likewise, a total of 200 liters of
room air were sampled per Petri plate. Table 2 shows
the total plates used for each of the culture media and
sampled environments.

The results referred to the air samples evidenced growth
in Sabouraud agar for moulds and yeasts, tryptic soy
agar (TSA) for total aerobic bacteria, and Mannitol for
grampositive bacteria of the genus Staphylococcus, in
the control and test samples (Fig. 2).

Hydroxil radical technology in the dental clinic

100

@Promedio control (UFC)
@Promedio WellsAir (UFC)

UFCH00mI

TSA MANITOL
Medios de cultho

SABOURAUD

Fig. 2: Effect of the hydroxyl radical (OH") releasing device in
reducing total acrobic bacteria, Staphylococcus spp. (gramposi-
tive bacteria), moulds and yeasts.

However, growth was absent in the control and test
samples in 99% of the plates with tryptone bile X-gluc-
uronide (TBX) medium for the gramnegative bacterium
Escherichia coli, in cetrimide medium for Pseudomo-
nas, in violet red bile dextrose (VRBG) agar for total
enterobacteria, and in Mannitol egg yolk polymyxin
(MYP) agar for Bacillus spp.

In TSA medium for total acrobic bacteria, the observed
decrease in microbial growth was not statistically signifi-
cant (p =0.65) in the test samples. In contrast, a significant
decrease (66.7%) (p=0.03) was recorded in Sabouraud me-
dium for moulds and yeasts in the test samples, and also
in Mannitol agar for Staphylococcus (71.4%) (p=0.001).
Regarding the results corresponding to the surfaces,
no growth was observed (0 CFUs per RODAC plate)
with the culture media for Staphylococcus, moulds and
yeasts, Escherichia coli, total enterobacteria, Bacillus
spp. and Pseudomonas. Growth was only observed with
TSA medium for total aerobic bacteria (Fig. 3), with a
decrease of 76.9% in the test samples (p=0.01). Of the
different sampled surfaces, significant results were only
recorded for the dental chair (»p=0.02) (Fig. 4). The re-
sults corresponding to the walls of the dental office and
the face shield of the operator failed to reach statistical
significance (p=0.15 and p=0.27, respectively).

Table 2: Number of plates used in sampling each environment. Total number of samples obtained after sampling three types of surface and the

room air.
‘Walls of the dental office Dental chair Protective face shield Aerosol

Amount 1 1 1 1
Replicates 3 3 3 3
Culture media 7 7 7 7
Samples per day 3 3 3 3
Control days 2 2 2 2
Test days 3 3 3 3
Subtotal samples 315 315 315 315
Total samples 1260
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Total Aerobic Bacteria (TSA) in Surfaces
100

CFU/Rodac Plate

Control Wellis

Fig. 3: Effect of the hydroxyl radical (OH") releasing device in
reducing total acrobic bacteria (TSA medium).
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Fig. 4: Effect of the hydroxyl radical (OH") releasing device in
reducing total acrobic bacteria (TSA medium) on surfaces.

Lastly, no presence of SARS-CoV-2 was observed in
phase Ia of the study in the 14 samples obtained from
the surface of the face shield.

Discussion

The choice of the 7 culture medias was made to assess
the growth of the most common nosocomial pathogens
in dental practice. However, CFUs were only quantified
in the Sabouraud, Mannitol and TSA media.

With regard to moulds and yeasts, disinfection based on
OH’ release yielded a significant decrease exclusively
in room air of about 67%. In comparison, in the study
published by Moccia et al. (13), which evaluated the ef-
fect of an ozone (O,) releasing device using plate count
agar (PCA) for the culture of mesophilic aerobic micro-
organisms and Sabouraud dextrose agar for moulds and
yeasts, the observed reduction was over 90% for both
surfaces and air. However, it is important to note that
the use of ozone is not compatible with routine clinical
practice, since its inhalation can result in serious lung
problems and the appearance of skin irritation (13).

In relation to the genus Staphylococcus, we recorded a
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decrease of 71%, though only in the air samples. This
percentage is greater than in the study by Wong et al.
(14), where the Inov8® OH' releasing device produced
a decrease in Staphylococcus epidermidis of 50-60%.
When compared with ultraviolet A (UV-A) radiation,
OH’ based disinfection offers a number of advantages,
as demonstrated by Yamaguchi ez al. (15), since UV-A
exposure only resulted in a 40% decrease in the pres-
ence of Staphylococcus aureus on surfaces, and more-
over the disinfection process had to carried out in the
absence of both the healthcare professionals and the pa-
tients, due to the risk of adverse effects such as skin can-
cer or retinal photokeratitis. This does not happen with
OH’, which can be used concomitant to care activity.
In the case of total aerobic bacteria, the decrease in
CFUs was only seen to be significant in the samples ob-
tained from the dental chair. This can be explained by
the direct contact with different patients in the course of
the work day, despite the use of conventional antiseptics
to disinfect the surfaces between patients.

In the present in vitro study, the WellisAir Disinfection
Wadu02® OH’ generating device produced reductions
over 70% in the counts of Staphylococcus. However,
grow was absent in the agar TBX for Escherichia coli.
These are probably attributable to a number of factors.
On one hand, the cell wall composition of the bacte-
ria. In effect, grampositive pathogens (such as the ge-
nus Staphylococcus) have a thick cell wall composed
mainly of peptidoglycans, while gramnegative bacteria
(such as Escherichia coli) are characterized by a much
thinner wall composed of phospholipids, lipopolysac-
charides and lipoproteins. These structural differences
make gramnegative bacteria more vulnerable to attack
by reactive oxygen species (ROS) such as OH". On the
other hand, our study was the first to perform sampling
under non-controlled environmental conditions with
the real presence and movement of people, reflecting
daily practice in the dental clinic - though this also
limited sampling homogeneity. Lastly, the microbiota
count in the dental clinic was 1 Log,, (log units), which
is lower than that found in the laboratory experiments.
This can probably be attributed to the hygienization and
chemical disinfection protocols commonly used in den-
tal practice, and which explain why the observed count
reductions were not more significant.

The fact that SARS-CoV-2 was not detected in any of
the samples obtained from the protective face shield of
the operator prevented us from establishing the efficacy
of OH" against pathogens of this kind. This situation
can probably be explained by the protocolized screen-
ing of patients performed on a systematic basis since
the World Health Organization (WHO) declared the
pandemic state in 2020. Nevertheless, the efficacy of
other disinfection methods against viruses with a struc-
ture similar to that of SARS-CoV-2 has been demon-
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strated. As an example, in a study involving the use of
dry steam, Marchesi et al. (16) reported an efficacy of
over 90% against coronavirus OC43 (HCoV) or human
influenza virus, among others.

Finally, the implementation of phase Ib of the study,
which aimed to evaluate the efficacy of OH™ disin-
fection against RNA viruses such as SARS-CoV-2
and DNA viruses exclusively in the air of the dental
clinic, was not considered to be necessary, since nega-
tive readings were obtained for all the samples from
the protective face shield of the operator, which are the
samples closest to the patient and receive the greatest
impact of aerosols.

In contrast to the other abovementioned disinfection
strategies, OH" based technology has not been tested
against SARS-CoV-2 in the hospital setting. In this re-
gard, Ge et al. (17) evaluated the disinfection procedures
used in the Intensive Care Unit of Zhejiang University
Hospital (China), where three SARS-CoV-2 patients
were admitted. Disinfection of the air was carried out by
means of a constant plasma flow combined with ultravi-
olet radiation, while surface disinfection was done with
chlorinated towels applied 6 times a day. Surface sam-
pling was performed with swabs two hours after disin-
fection, and sample testing was made using qRT-PCR.
In only two out of 105 samples was SARS-CoV-2 RNA
detected, leading the authors to conclude that the global
disinfection measures adopted were effective in reduc-
ing the risk of cross-infection in the hospital setting.
Thus, the results of the present study suggest that the
main advantage of the WellisAir Disinfection Wadu02®
OH’ generating device is that it can be used with the
dentist and the patient present in the dental office, im-
proving the quality of the room air. However, although
a statistically significant decrease in the presence of
certain microorganisms was observed, the magnitude
of the effect was less than expected, and clinical studies
are needed involving greater homogeneity of the proce-
dures and randomization of the patients, in order to de-
termine whether the results obtained effectively imply a
decrease in the risk of cross-infection.

Conclusions

The technology based on the release of hydroxyl radi-
cals (OH") can be used in the course of clinical activity
in the dental clinic, and reduces the presence of moulds
and yeasts and Staphylococcus in the air, and of total
aerobic bacteria on the surfaces of the clinic.
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