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Resumo

Nos Ultimos anos, a relevancia dos processos de esterilizacdo e antissepsia tem sido bastante
discutida entre os profissionais da area de saude, incluindo cirurgides-dentistas. No entanto,
na pratica odontoldgica, a qualidade da agua utilizada nos equipamentos, aparentemente
inofensiva, pode ser considerada um fator de risco para a salde do paciente. Diante disso, 0
objetivo deste estudo foi verificar a presenca de contaminagdo em equipamentos
odontoldgicos e avaliar a qualidade da dgua dos reservatérios desses equipamentos, por meio
de analise microbioldgica. Foram coletadas 12 amostras de agua diretamente dos reservatorios
das cadeiras odontolégicas e 12 amostras da seringa triplice de seis clinicas multidisciplinares
do Departamento de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN).
O plaqueamento foi realizado com base no método Spread Plate, em meio agar BHI (Brain
Heart Infusion) com incubacéo subsequente em estufa bacterioldgica programada de 37,5°C a
38°C, por um periodo de 24 a 48 horas. Os resultados demonstraram que 83% das placas
incubadas apresentaram crescimento expressivo de fungos filamentosos e bactérias que,
devido ao odor de tutti-frutti e com base nas caracteristicas macroscopicas, sugere-se que
sejam do género Pseudomonas. Nesse contexto, os achados deste estudo atestam a urgéncia
da elaboracdo de uma rotina de cuidados sanitérios, viabilizando a descontaminacdo dos
sistemas de &gua dos equipamentos bem como de seus reservatorios, atendendo aos requisitos
de seguranca do paciente, que deve ser inerente aos consultérios odontolégicos.

Palavras-chave: Agua; Consultérios odontoldgicos; Analise microbioldgica; Contaminacao.

Abstract

In the last years, the relevance of sterilization and antisepsis processes has been widely
discussed among healthcare professionals, including dental surgeons. However, in dental
practice, the quality of the water used in the equipments, apparently harmless, can be
considered a risk factor for the patient's health. Therefore, the objective of this study was to
verify the presence of contamination in dental equipments and to evaluate the water quality of
the equipment's reservoirs, through microbiological analysis. 12 water samples were collected
directly from dental chair reservoirs and 12 samples from the triple syringe of six
multidisciplinary clinics in the Department of Dentistry of the Federal University of Rio
Grande do Norte (UFRN). Plating was performed using the Spread Plate method, on BHI agar
medium (Brain Heart Infusion) with subsequent incubation in a bacteriological oven
programmed at 37,5°C to 38°C, for a period of 24 to 48 hours. The results demonstrated that

83% of the incubated plates showed significant growth of filamentous fungi and bacteria that,
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due to the odor of tutti-fruti and based on macroscopic characteristics, are suggested to be of
the genus Pseudomonas. In this context, the findings of this study attest to the urgency of
developing a health care routine, enabling the decontamination of the equipment's water
systems as well as its reservoirs, meeting patient safety requirements, which must be inherent
in dental offices.

Keywords: Water; Dental offices; Microbiological analysis; Contamination.

Resumen

En los ultimos afos, la relevancia de los procesos de esterilizacion y antisepsia ha sido
ampliamente discutida entre los profesionales de la salud, incluidos los dentistas. Sin
embargo, en la practica dental, la calidad del agua utilizada en el equipo, aparentemente
inofensiva, puede considerarse un factor de riesgo para la salud del paciente. Por lo tanto, el
objetivo de este estudio fue verificar la presencia de contaminacion en el equipo dental y
evaluar la calidad del agua de los depdsitos del equipo, mediante analisis microbioldgicos. Se
recogieron 12 muestras de agua directamente de los depdsitos del sillon dental y 12 muestras
de la jeringa triple de seis clinicas multidisciplinarias en el Departamento de Odontologia de
la Universidad Federal de Rio Grande do Norte (UFRN). El enchapado se realizé utilizando el
método Spread Plate, en medio de agar BHI (Brain Heart Infusion) con incubacion posterior
en un horno bacterioldgico programado de 37,5°C a 38°C, durante un periodo de 24 a 48
horas. Los resultados mostraron que el 83% de las placas incubadas mostraron un crecimiento
significativo de hongos filamentosos y bacterias que, debido al olor de tutti-frutti y segin las
caracteristicas macroscopicas, se sugiere que son del género Pseudomonas. En este contexto,
los hallazgos de este estudio dan fe de la urgencia de desarrollar una rutina de atencion
médica, que permita la descontaminacion de los sistemas de agua del equipo, asi como sus
depdsitos, cumpliendo con los requisitos de seguridad del paciente, que deben ser inherentes a
los consultorios dentales.

Palabras clave: Agua; Consultorios dentales; Analisis microbioldgico; Contaminacion.

1. Introducéo

O ambiente odontoldgico esta sujeito a varias formas de contaminacdo, principalmente
por agentes bioldgicos que sdo patogénicos ao organismo humano, podendo ser veiculados
por fluidos corporais ou por &gua contaminada emitida pelos instrumentos odontologicos,

como seringa triplice, por exemplo (Melo et al. 2020). Por esse motivo, a biosseguranca tem
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ganhado destaque cada vez mais, a fim de tentar evitar a propagacdo de infeccGes nos
consultérios odontolégicos (Silva & Ferreira, 2017).

A agua tem um papel muito importante nos procedimentos realizados pelo cirurgido-
dentista, uma vez que permite o resfriamento e a irrigacdo dos equipamentos e dos dentes,
evitando um superagquecimento, além de ser usada para remover detritos do meio ambiente
bucal e enxaguar a boca do paciente (Baudet et al., 2019). A manutencdo da qualidade da
agua usada nesses procedimentos é imprescindivel, tendo em vista que a equipe odontoldgica
e 0s pacientes sdo expostos frequentemente nos atendimentos, seja por contato direto em pele
ou mucosa, por aerossois formados ou pode acontecer de o paciente ingerir aquela substancia
(Chuang et al., 2014).

No entanto, a superficie interna da tubulacdo responsavel por compor os sistemas de
agua dos equipamentos odontoldgicos favorece a formacdo de biofilme, que sdo coldnias de
microrganismos com capacidade de aderéncia a superficies. Esse fato ocorre por diversos
fatores, dentre eles: qualidade da &gua, periodos de inatividade, interconexdes complexas e
materiais que constituem os tubos (Ferreira et al., 2014; Ji et al., 2016).

A é&gua das tubulacdes dos equipamentos odontoldgicos deve possuir uma contagem
minima de microrganismos. Em 1996, a American Dental Association recomendou, como
meta, o limite de 200 UFC/mL (ADA, 1996). Conforme o Ministério da Salde, portaria
nimero 2.914 de 12 de dezembro de 2011, o limite de microrganismos, no Brasil, é de 500
UFC/mL de agua (Brasil, 2011).

No entanto, alguns estudos tém mostrado que a qualidade da agua dos equipamentos
de alguns consultérios odontoldgicos ndo segue o recomendado pelas autoridades de salde
(Paz et al., 2018). Essa contaminacdo excessiva da agua pode representar um risco para o
paciente, uma vez que micro-organismos patogénicos como Mycobacterium spp., Legionella
spp., Pseudomonas spp., Staphylococcus spp. e Candida spp. tém sido detectados nos sistemas
de &gua de equipamentos odontoldgicos (Ferreira et al., 2014; Paz et al. 2018). Esse risco
aumenta quando se trata de pacientes imunocomprometidos, nos quais essas infeccdes podem
ser fatais (Monteiro et al., 2018).

Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo realizar uma andlise
microbioldgica qualitativa da agua dos equipamentos odontoldgicos do Departamento de
Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN).
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2. Metodologia

2.1 Obtencdo das Amostras

As amostras de agua foram obtidas de seis clinicas multidisciplinares do
Departamento de Odontologia (DOD) da Universidade Federal do Rio Grande do Norte
(UFRN), localizado em Natal, Rio Grande do Norte, no més de novembro de 2018. Realizou-
se sorteio de dois boxes de atendimento de cada clinica, de modo que a coleta da agua dos
reservatorios e dos equipamentos fosse realizada aleatoriamente.

Inicialmente, para cada unidade de atendimento, foram coletadas, em tubos estéreis,
duas amostras de agua dos reservatorios de garrafas PET que acondicionam a agua utilizada
nos equipamentos, as quais foram armazenadas em condicdes assépticas e sob refrigeracdo
para serem enviadas ao Laboratorio de Microbiologia do Centro de Biociéncias da UFRN.
Posteriormente, em uma segunda coleta, foram obtidas mais duas amostras de cada clinica,
desta vez da agua que sai diretamente das mangueiras da seringa triplice, que foram
armazenadas e enviadas ao Laboratorio de Microbiologia em condi¢Bes semelhantes as da

primeira coleta.

2.2 Processo de Inoculacdo das Amostras de Agua

Em placas de Petri contendo aproximadamente 20 mL do meio de cultura agar Brain
Heart Infusion (BHI), foi inoculada, mediante 0 método de plagueamento em superficie
(Spread Plate), em duplicata, 1 mL de cada uma das amostras de agua apds homogeneizagdo
pelo agitador Vortex, conforme ilustra a Figura 1, sendo distribuida sobre os meios com
auxilio da alga de Drigalski, previamente descontaminada em alcool 70%. Em seguida, as
placas foram incubadas em temperatura de 37,5°C a 38°C em estufa bacterioldgica, por um
periodo de 24 a 48 horas.
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Figura 1 - Plagueamento pelo método de Spread Plate das amostras dos reservatorios.

INOCULAGAO PELO

/ 1mt METODO

HOMOGENEIZAGAO SPREADPLATE EM
EM VORTEX \ MEIO BHI

RESERVATORIO DE AGUA AMOSTRA DE 1mL
COLETADA EM GARRAFAS PET AGUACOLETADA

Fonte: Elaborado pelos autores.

Para a inoculacdo das 12 amostras colhidas a partir da dgua que sai diretamente da
seringa triplice, efetuou-se diluicio seriada a 10 e 102, Conforme exposto na Figura 2, a
diluicio de 107 foi obtida a partir de 1 mL da amostra de agua coletada diretamente da
seringa triplice juntamente com 9 mL de solucdo salina. A solucdo salina foi o diluente
escolhido uma vez que sua osmolaridade € compativel com a osmolaridade das células
bacterianas. Dessa forma, apds homogeneizacdo, foi realizada inoculacdo, novamente pelo
método Spread Plate, com subsequente incubacdo em temperatura de 37,5°C a 38°C em

estufa bacteriolégica, durante 48 horas.

Figura 2 - Plagueamento das amostras a 10" da seringa triplice.

INOCULAGAO PELO
METODO
SPREADPLATE EM
MEIO BHI

10~

HOMOGENEIZACAO
EM VORTEX

1mL

SERINGA TRIPLICE AMOSTRA DE
COLETA AGUADO AGUA COLETADA
RESERVATORIO DE DA SAIDA DA
GARRAFA PET SERINGA
TRIPLICE

Fonte: Elaborado pelos autores.

Para a obtencéo da diluicdo de 1072, disposta na Figura 3, foi realizada uma diluigo
adicional a diluicdo de 107, isto é, retirou-se 1 mL da amostra a 10" juntamente com outros 9
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mL de solucdo salina. Seguindo o mesmo método de plagueamento, as amostras diluidas
foram inoculadas, desta vez em duplicata, de acordo com 0s mesmos parametros de

incubacdo, durante 24 horas.

Figura 3 - Plagueamento das amostras a 107 da seringa triplice.

INOCULAGAO PELO
METODO
SPREADPLATE EM
MEIO BHI

10+ 10

EM VORTEX

iml
HOMOGENEIZAGAO 1mL 1mL

2

o/ o/ Y
SERINGA TRIPLICE COLETA AMOSTRADE 9mL 9omL
AGUADORESERVATORIODE ~ AGUACOLETADA
GARRAFA PET DASAIDADA 1mL

SERINGATRIPLICE

Fonte: Elaborado pelos autores.

3. Resultados e Discussao

As amostras de agua foram submetidas a analise microbiologica na perspectiva de
analisar a sua qualidade. O crescimento ideal para a contagem das Unidades Formadoras de
Colbnia (UFC/mL) deve se concentrar entre 30 a 300 coldnias (ADA, 1996; Brasil, 2011),
contudo, no presente estudo foi observado crescimento maior que o previsto, tornando
invidvel a contagem das UFCs. Desse modo, a determinacdo da expressividade da
contaminacdo foi realizada considerando a divisdo das placas em quatro quadrantes. Nos
casos em que houve a presenca de incontaveis coldnias em até um quadrante, a contaminacao
foi considerada pouco expressiva, e em dois ou mais, muito expressiva.

As analises qualitativas, expostas na Tabela 1, demonstraram que com relagdo as
amostras dos reservatorios, as plaqueadas sem diluicdo apresentaram crescimento muito
expressivo em 83,3% e pouco expressivo em 16,7%, enquanto as diluidas a 10"t apresentaram
crescimento muito expressivo em 66,7% e pouco expressivo em 33,3%. Nas amostras diluidas
a 102, em 83,3% n&o houve crescimento, e em 16,7% o crescimento foi pouco expressivo.
Todas as amostras ndo diluidas provenientes das seringas triplices apresentaram contaminacgao

expressiva. Nas amostras diluidas a 10 observou-se que em 83,3% delas o crescimento foi
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muito expressivo, e em 16,7% ndo houve crescimento. Na diluicdo de 1072 16,7%

apresentaram contaminagéo, enquanto que em 83,3% nédo houve crescimento.

Tabela 1 - Expressividade da contaminacdo de acordo com as dilui¢cbes das amostras de agua

do reservatorio e da seringa triplice.

Sem Crescimento pouco  Crescimento muito
Amostras e Diluicdo Crescimento expressivo expressivo
n (%) n (%) n (%)
Agua do reservatorio
Sem Diluicédo Né&o se aplica 2 (16,7%) 10 (83,3%)
10 Né&o se aplica 4 (33,3%) 8 (66,7%)
1072 10 (83,3%) 2 (16,7%) Né&o se aplica
Agua da seringa triplice
Sem Diluicédo N&o se aplica N&o se aplica 12 (100%)
101 N&o se aplica 2 (16,7%) 10 (83,3%)
1072 10 (83,3%) 2 (16,7%) N&o se aplica

Fonte: Elaborado pelos autores.

A auséncia de crescimento na maioria das amostras a 102 provavelmente ocorreu
devido a acentuada diluicéo utilizada. A contaminacdo expressiva das placas com amostras de
agua provenientes da seringa triplice a 10* e com amostras nio diluidas do reservatério foi
similar, o que revela uma provavel maior contaminacdo das seringas triplices, o que se
justifica, uma vez que as amostras sem diluicdo da seringa triplice apresentaram o maior
percentual de contaminacdo de todas as analises realizadas. Esse maior percentual pode ter
relacdo com o provavel acumulo de biofilme no sistema de tubulos que conectam os
reservatorias as seringas, fazendo com que estas eliminem agua com maior concentracdo de
microrganismos.

Com base nas caracteristicas macroscopicas, apés a analise de dois microbiologistas,

0s principais microrganismos que obtiveram crescimento significante foram fungos
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filamentosos e bactérias que, de acordo com o odor de tutti-frutti ou de uva e com as
caracteristicas das colbnias, especialmente o crescimento rapido, formato plano com bordas
em difusdo e a coloragdo amarelo-esverdeada aparentam ser do género Pseudomonas spp.

A intensa colonizac¢do microbiologica das placas foi reflexo da forte contaminacdo dos
equipamentos odontoldgicos do departamento, 0 que traz & tona a necessidade de melhoria
das condigcbes higiénico sanitarias, bem como a de protocolar a limpeza regular desses
equipos. Assim sendo, € relevante a efetivacdo de praticas como limpar, lavar e desinfetar
todos os componentes do sistema de agua, tubulagdes e garrafas, diariamente. O emprego de
biocidas pode ser feito, seguindo as recomendagfes dos fabricantes. Ademais, outra conduta
interessante é a andlise microbioldgica da agua dos equipos odontoldgicos, regularmente
(Pankhurst, 2017).

Concernente aos niveis de contaminacdo, os resultados do presente estudo corroboram
com outros achados na literatura, como o estudo de Franca & Oliveira (2015) que evidenciou
crescimento incontavel e acima do nivel recomendado em 80% das amostras de agua
coletadas de seringa triplice e de equipos odontoldgicos. Por outro lado, Monteiro e
colaboradores (2018) ao analisarem 27 unidades odontoldgicas da Faculdade de Odontologia
de Ribeirdo Preto - Sdo Paulo, observaram uma contaminacao de bactérias aerdbias totais de
3,7% e 14,8% nos reservatorios e seringas triplices, respectivamente. Apesar de tais nUmeros
terem sido obtidos a partir da contagem de Unidades Formadoras de Colénias (UFC/ml) é
possivel inferir que o nivel de contaminac¢do microbiano encontrado pelo referido trabalho foi
significativamente inferior, ao verificado por esse estudo.

Apesar deste trabalho ndo ter utilizado recursos laboratoriais para a identificacdo de
espécies bacterianas especificas, a literatura sugere que além do género Pseudomona spp.,
patdgenos respiratorios como Leigionella spp. e Micobactérias ndo tuberculosas (NMT), sdo
microrganismos que podem atingir concentracdes infecciosas em sistemas de equipos
odontolégicos (Pankhurst, 2017).

Ao comparar a contaminacdo de amostras de &gua da seringa triplice e dos
reservatorios, os achados deste trabalho estdo de acordo com os encontrados ao avaliar
amostras de agua de 13 equipamentos odontologicos do Centro de Especialidades
Odontoldgicas (CEQO) de Caruaru (PE), sendo a contaminacdo por Pseudomonas aeruginosa
observada em 31% das amostras obtidas dos reservatdrios dgua, e em 64% das amostras da
seringa triplice. Essas anélises implicam no fato de que a contaminacdo foi mais significativa

quando a agua passou pela seringa triplice, o que possivelmente pode ser atribuido & formacao
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de biofilme no interior das tubulacbes dos equipamentos analisados (Xavier, Silva & Jdcomo
Junior, 2013).

Além disso, durante a analise microbiolégica das placas, foi avaliado intenso
crescimento e colonizacdo de Pseudomonas spp. nas amostras, sendo essas bactérias,
responsaveis por possuir diversas cepas capazes de gerar infeccdes. E valido destacar que os
microrganismos inerentes a linha de &gua das unidades odontolégicas formam uma
comunidade envolvida por uma substancia polimérica extracelular que se adere as estruturas
abioticas de todo o sistema - biofilme -, havendo portanto a coexisténcia de varias espécies,
que pode resultar em sucessdo microbiana com potencial patogénico (Pankhurst, 2017).

Sob essa Otica, vale destacar o estudo de Navia et al. (2013), no qual 100% das
amostras de agua analisadas sob condicdes semelhantes as dos estudos citados tiveram
crescimento significativo de Coliformes totais e Pseudomonas spp. Ademais, bactérias
oportunistas como a Pseudomonas aeruginosa podem gerar contaminagédo cruzada, sobretudo
em individuos com supressdo imunoldgica. Fato este preocupante, dada a associacdo de tais
bactérias ao desenvolvimento de fibrose cistica, em hospedeiros susceptiveis (Volgenant &
Soet, 2018).

O presente estudo também revelou a presenca significativa de fungos filamentosos, 0s
quais ndo costumam fazer parte da microbiota humana e, portanto, sdo adquiridos via extra-
corporea, podendo causar infeccdes em pacientes susceptiveis. Esse achado se assemelha ao
expressivo crescimento de fungos filamentosos observado em 100% das amostras de agua do
reservatorio individual e dos equipamentos odontolégicos de uma clinica escola em
Araguaina, Tocantins, denotando, novamente, a necessidade de maior atencdo aos protocolos
de biosseguranca (Xavier et al., 2015).

Em suma, microrganismos como Pseudomonas aeruginosa sdo altamente patogénicos,
possuem potencial para adesdo e formacao de biofilmes, além de serem resistentes a biocidas.
Possuem preferéncia por ambientes Umidos, como o0s circuitos de agua em consultérios
odontolégicos; seu controle, bem como de toda populacdo microbiana, incluindo fungos, é
uma tarefa complexa capaz de envolver aspectos clinicos e microbioldgicos, além da adogéo
de métodos de esterilizacdo e desinfeccdo (Abdouchakour, et al. 2015).

Considerando esses fatores, é clara a urgéncia de aplicacdo de protocolos eficazes para
desinfeccdo e controle microbiologico dos equipos odontoldgicos. Consonante a isso, a
literatura ja demonstrou efetividade de alguns protocolos, tais como o uso de Perborato

Tetracetiletilenodiamina (TAED) aliado ao uso de &gua estéril ou dgua associado a 2ppm de

10
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dioxido de cloro para limpeza e remogdo de depositos de biofilmes na tubulagdo e nos
reservatorios de dgua de unidades odontoldgicas (Puttaiah et al, 2010).

Ademais, estudos sugerem a limpeza de todos os reservatorios de adgua e tubulacdes
dos equipos, duas vezes por dia, através da lavagem seguida de desinfeccdo, aléem de outras
medidas como: manter a temperatura da agua entre 20-23°C, utilizar filtros microbioldgicos e
sistemas de purificacdo de agua para auxiliar na manutencdo da boa qualidade hidrica para
uso odontoldgico (Pankhurst, 2017). H& também registros da eficacia da dgua ozonizada
(4mg/L) capaz de reduzir em até 50% o0s microrganismos presentes nas linhas de agua das
unidades odontoldgicas, quando comparada a 4gua da torneira clorada e a solu¢do tamponada
com fosfato (Okubo et al, 2019).

4. Considerac0es Finais

A linha de &gua das unidades odontoldgicas € utilizada para resfriar 0os equipamentos,
bem como um recurso indispensavel aos procedimentos clinicos e cirurgicos. Por outro lado,
pode ser uma possivel fonte de microrganismos patogénicos, especialmente quando 0s
devidos cuidados sanitarios ndo séo efetivados e 0s niveis microbiolégicos aceitaveis ndo sao
respeitados, podendo resultar em doencas de hospedeiros susceptiveis.

Considerando as avaliacdes realizadas e dentro das limitacdes impostas ao presente
estudo, os resultados indicaram qualidade inadequada da &gua utilizada para procedimentos
odontolégicos nas clinicas do Departamento de Odontologia da UFRN, fator que vai de
encontro as normas de biosseguranca estabelecidas pelo Ministério da Saude. Diante dessa
realidade, medidas de biosseguranca ja estdo sendo criteriosamente adotadas e reforcadas pelo
Departamento, com o intuito de mitigar possiveis doencas infecciosas, inclusive aquelas que
possam resultar do gerenciamento inadequado tanto dos equipamentos quanto da agua
empregados durante os atendimentos.

Com base nas caracteristicas macroscopicas dos microrganismos desenvolvidos nas
placas, provavelmente trata-se, em sua maioria, de fungos filamentosos e bactérias do género
Pseudomonas spp., fator este preocupante, tendo em vista a capacidade de ambos infectar
pacientes susceptiveis por meio de infeccdo cruzada e pds-operatoria.

Logo, é imprescindivel realizar o controle da qualidade da dgua. Assim, esse processo
deve ocorrer através de desinfeccdo periddica ndo s6 dos reservatorios utilizados para

armazenamento da agua, como também das mangueiras da seringa triplice, visando garantir a
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seguran¢a do paciente e do cirurgido-dentista, evitando, entdo, riscos de contaminacdo e
infeccdo a ambos.
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