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RESUMO

Durante a rotina de trabalho, a equipe odontolégica e os pacientes estdao expostos a
contaminagdo pelas &guas utilizadas nas unidades dentais, através da ingestao
acidental ou aspiracao dos aerossoéis gerados pela caneta de alta rotagdo e seringa
triplice. O presente estudo avaliou a qualidade da &gua dos equipamentos
odontolégicos da rede publica estadual de Alagoas, realizando a contagem de bactérias
heterotréficas, a presenca de coliformes totais e termotolerantes, assim como contagem
de fungos filamentosos, potencialmente patogénicos e a presenca de Streptococcus
mutans. Foram coletadas agua, da seringa triplice, caneta de alta rotacdo com a peca
de mao acoplada e desacoplada as mangueiras, reservatério de agua e do local onde
era abastecido o reservatério; de seis consultérios odontolégicos. Para pesquisa de
bactérias heterotroficas e fungos filamentosos volumes de 100 pl da amostra original e
da diluicdo 10" foram semeados em duplicata, em meio Plate Count Agar adicionado
de 50 mg.L" de Cetoconazol e em Agar Sabouraud dextrose adicionado de
cloranfenicol e amplicilina, 50 mg.L" de cada. Os resultados foram expressos em
UFC/mL. Para quantificacdo de coliformes totais e termotolerantes, foi utilizado o
método do substrato enzimatico (Colilert®) e os resultados foram expressos em
NMP/100 mL, de acordo com tabela fornecida pelo fabricante. A pesquisa de S. mutans
foi realizada utilizado o meio Mitis Salivarius Bacitracina com e sem desinfeccao prévia
com alcool a 70% dos pontos de coleta em placas de Petri e em um laminocultivo com
meio Mitis Salivarius Bacitracina Sacarose sem limpeza prévia dos pontos de coleta.
Todos os resultados foram expressos em UFC/mL e submetidos a testes moleculares
para confirmagédo das identidades. Nao foi observado o isolamento de Streptococcus
mutans. Porem a alta contaminagao encontrada indicou que a agua era impropria para
o consumo humano; podendo ser considerada uma fonte potencial de infeccbes
cruzadas.

Unitermos: biofilmes, contaminac¢ao da agua, controle de infecgoes.



ABSTRACT

During routine work, the dental staff and patients are exposed to contamination by water
used in dental units, through accidental ingestion or aspiration of aerosols generated by
high-speed and air-water syringe. This study evaluated the water quality of the dental
equipment of public dental offices in Alagoas, conducting the count of heterotrophic
bacteria, filamentous fungi, as well as the presence of total and fecal coliforms and
Streptococcus mutans. We collected water from air-water syringe, supply hoses with
handpieces disconnected, handpieces with supply hose attached, reservoir and water
where the reservoir was filled from six dental offices. To search for heterotrophic
bacteria and fungi volumes of 100 uL of pure sample and 10" dilution were plated in
duplicate on plate count agar medium supplemented with 50 mg.L™ of Ketoconazole and
Sabouraud dextrose agar supplemented with chloramphenicol and amplicilina, 50 mg.L™
of each. The results were expressed in CFU/mL. For quantification of total and fecal
coliforms, we used the method of enzyme substrate (Colilert ®) and the results were
expressed in MPN/100ml, according to a table supplied by the manufacturer. The
research of S. mutans was accomplished through the use Mitis Salivarius Bacitracin with
and without prior disinfection with alcohol 70% of the collection points in Petri dishes and
a vial with medium Mitis Salivarius Bacitracin Sucrose without prior disinfection of the
collection points. All results were expressed in CFU/mL and subjected to molecular
analysis to confirm the identities. We did not observe the isolation of Streptococcus
mutans. However the high contamination found indicated that the water was unfit for
human consumption can be considered a potential source of cross infections.

Key Words: biofilms, water contamination, infection control.
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1 INTRODUCAO

A qualidade da agua ofertada a populacdo para utilizagdo nas tarefas basicas
diarias como beber, tomar banho ou cozinhar tem sido uma constante preocupacao de

especialistas em saude publica em todo mundo.

No Brasil, ainda ndo existem normas especificas para avaliacdo da qualidade
bacteriolégica da agua utilizada nos equipos odontolégicos, existe apenas, uma
legislacao que regulamenta as aguas de abastecimento publico.

A portaria nimero 518 de 25 de margco de 2004 do Ministério da Saude
determina que, para avaliar a qualidade da agua potavel fornecida a populagcao pelos
sistemas de distribuicdo publicos, sejam feitas andlises bacterioldégicas mensais,
realizando-se pesquisas de coliformes totais e coliformes termotolerantes em todas as
amostras colhidas. E em 20% destas amostras deve ser efetuada a contagem de
bactérias heterotréficas que ndo devem exceder a um limite maximo de 500 unidades
formadoras de colénia (UFC) de bactérias heterotroficas por mililitro de agua; uma vez
excedido este limite, deve ser providenciada imediata recoleta, inspecao local e se
constatada irregularidade, outras providéncias cabiveis. (BRASIL, 2004a).

No servico publico, normalmente, a responsabilidade de fiscalizar os
procedimentos de biosseguranca fica ao encargo dos odontélogos, que além do imenso
volume de trabalho junto ao paciente, acumula fungdo de monitorar a equipe auxiliar
nesses procedimentos, resultando assim, em uma atencao maior com as superficies e

instrumentais em detrimento das linhas d agua dos equipos.

Nas pecas de mao, na maioria das vezes, sao apenas realizada desinfec¢ao por
friccdo com alcool a 70% a cada troca de paciente, ndo havendo portanto uma limpeza
mais efetiva como autoclavagem das pontas da seringa triplice e da caneta de alta
rotacao, esta ultima, quase sempre, s6 € trocada quando apresenta mau funcionamento
e raramente sdo autoclavadas, seja por temor que o procedimento danifique os
rolamentos da peca de mao, seja por falta de outras canetas na unidade de saude para

ser realizada a troca, ou ainda por desconhecimento ou negligéncia.
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Considerando o potencial de risco na transmissdo de microrganismos
causadores de doencas durante tratamentos odontolégicos, torna-se importante a
preocupacdo com o controle da qualidade da agua utilizada nos equipamentos
odontoldgicos da rede estadual de saude de nosso estado, que tem como fungédo o
atendimento especializado a pacientes que necessitam de procedimentos de urgéncia

e/ou emergéncia, e que muitas vezes se encontram comprometidos imunologicamente.

Assim, a proposi¢ao deste trabalho é de avaliar o nivel de contaminagao da agua
utilizada nos equipos odontolégicos das unidades de salde sob a tutela da Secretaria
Estadual de Alagoas. Os resultados obtidos contribuirdo para a busca de medidas que
minimizem a presenga de microrganismos patogénicos diminuindo, conseqiientemente,

a possibilidade de contaminagao para pacientes e profissionais.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral:

Avaliacao microbiol6gica, associada ao risco de infeccao cruzada, da agua

utilizada nos equipos odontolégicos instalados na rede publica estadual de Alagoas.
2.2 Objetivos Especificos:

1- Quantificar bactérias heterotroficas e fungos filamentosos presentes nas aguas

utilizadas nos equipos odontologicos da rede publica estadual de Alagoas;

2- Identificar os fungos filamentosos em nivel de género;

3- Avaliar a presenca de bactérias do grupo coliformes (totais e termotolerantes)

nas aguas dos equipos odontolégicos da rede publica estadual de Alagoas;

4- Detectar Streptococos mutans nas aguas utilizadas nos equipos odontol6gicos
da rede publica estadual de Alagoas e realizar a sua identificacdo molecular,
através da técnica da PCR-GE.
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3  Revisao da Literatura
3.1 A qualidade das aguas utilizadas nas unidades dentais no mundo

Murray e Slack em 1957 testaram alternativas que diminuissem a presenca de
microrganismos nos consultérios odontolégicos, para isso eles selecionaram 20
seringas de ar das unidades dentais instaladas em um hospital de Liverpool, onde
primeiramente pressionaram as seringas cinco milimetros de distancia em placas
contendo agar sangue, depois colocaram um chumaco de algodao estéril na entrada
das mangueiras que levavam as seringas, de forma a fazer um filtro e coletaram a 4gua
nas placas com agar sangue. Repetiram a operacdo mais uma vez s6 que desta vez
embeberam o algodao estéril em uma solugdo de paramonoclorofenol canforado. As
placas foram incubadas por 48 horas e somente as placas onde foi utilizado algodao

com paramonoclorofenol canforado ndo apresentaram crescimento bacteriano.

Concluiram que as seringas de ar estavam contaminadas e esta contaminacao
poderia ser eliminada utilizando um algodao estéril embebido em paramonoclorofenol

canforado como um filtro.

Buscando verificar o nivel de contaminacdo microbiana existente nos
consultérios odontolégicos, Sciaky e Sulitzeanu (1961), examinaram a presenga de
microorganismos em 30 seringas triplices, 15 mesas auxiliares e no ar em volta de 15
equipos odontolégicos. Os resultados mostraram que apesar do ar em volta dos
equipos se encontrar livre de microrganismos, o0 ar, a agua, o spray das seringas
triplices e as mesas auxiliares se encontravam com um consideravel grau de

contaminacao.

Blake, em 1963, analisou o potencial de contaminagdo da agua dos equipos
odontolégicos em um hospital, efetuando a contagem de microrganismos presentes em
dois tipos de reservatérios: nove reservatorios tipo garrafas, de facil remocgao e limpeza,
que abasteciam as seringas triplices e trés fixos, que ndo podiam ser removidos e de
dificil limpeza, que abasteciam as canetas de alta rotagcao. Para conseguir um numero

de microrganismos, foi pipetado 0,5 mL de cada reservatério e colocado em 15 mL de
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caldo glicosado, seguido de homogeneizacao e diluicdes seriadas; aliquotas de 1,0 mL
foram semeadas em meio agar sangue e incubadas em anaerobiose por 24 horas a 37
°C. Os resultados mostraram que as aguas retiradas dos 3 reservatérios fixos
apresentaram contagem de 10x103, 1,08x10° e 2,52x10° respectivamente e dos
reservatorios que abasteciam as seringas triplices, cinco ndo apresentaram crescimento
bacteriano e quatro apresentaram contagens iguais a 9,6x10°, 6,7x10° 4,3x10° e
8,5x10*, respectivamente. O autor conclui que os dois tipos de reservatérios estavam

contaminados.

Mohammed, Manhold e Manhold em 1964, ao estudar meios de diminuir a
presenca de microrganismos no aerosol da caneta de alta rotacdo, demonstraram que
ao lavar a cavidade oral com um enxaguante bucal, antes da realizacdo de
procedimentos operatérios tornava mais efetiva a diminuigdo do ndmero de
microrganismos no spray da caneta de alta, do que quando a boca era lavada somente
com agua destilada.

Para observar a contaminagcao microbiana em consultérios particulares, Abel et
al (1971), coletaram agua primeiramente apenas de canetas de alta rotacao e seringas
triplices. Apds, coletaram agua de varios pontos: mangueiras das canetas de alta
rotacdo com as canetas de alta rotagdo conectadas e desconectadas, das seringas
triplices e das aguas das torneiras que supriam as unidades dentais. Como concluséo,
recomendaram aos dentistas testar a agua das canetas de alta rotacdo e das seringas
triplices, utilizando um método descrito pelos autores como muito simples, que consistia
em acionar as pecas de maos coletando uma aliquota de aproximadamente 0,1 mL em
uma placa com meio agar sangue ou BHI, esperar o meio absorver a agua, inverter e
incubar a 37 °C por 48 horas. Em caso de crescimento de mais de 1000 colénias a
agua deveria ser considerada poluida e agdes corretivas deveriam ser implementadas

para retornar agua aos padroes de potabilidade.

Examinando a flora nasal de trinta dentistas e vinte e nove atendentes, Clarck
(1974) demonstrou que trés atendentes tinham alteragdo na flora nasal e dos trinta

dentistas quatorze também tinham alteracdo na flora nasal. Dezessete dentistas
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reclamavam de renite e, destes, dez tinham anormalidade na flora nasal. Quatro
dentistas tinham a flora nasal anormal, mas n&o tinham queixa de renite. Das
atendentes, apenas um tinha reclamagéao de renite, mas possui a flora nasal normal. Os
microrganismos isolados da flora nasal dos dentistas e atendentes foram:
Pseudomonas spp, Proteus spp, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas cepacia,
Aeromonas spp, Klebsiella spp e micorganismos tipicos da agua.

Segundo Gross, Devine e Cutright (1976), apdés examinarem a qualidade da
agua de doze equipos e nove aparelhos de ultra-sons, concluiram que o flushing de
dois minutos reduzia o nivel de contaminacdo microbiana, mas nao realiza sua
completa eliminagcdo; e que a agua contaminada pode potencialmente provocar
infeccoes em dentistas e pacientes, principalmente nos imunocomprometidos.

Bagga et al. em 1984 estudando o refluxo que ocorre nas aguas das canetas de
alta rotacdo para dentro das mangueiras quando da desaceleragdo da caneta de alta
rotacao, realizou a comparacao entre duas valvulas usadas nas unidades dentais por
ele pesquisadas. Recomendou a remogdo das valvulas que o autor chamou de
retracdo e colocagao das valvulas por ele denominada de anti-retragdo. Sugeriu ainda a
esterilizacdo das pecas de mao entre as consultas, como forma de minimizar a

contaminagéo cruzada e diminuir as chances de causar uma doenca iatrogénica.

Em 1986, Mills, Lauderdale e Mayhew, objetivando reduzir o biofilme formado
nas unidades dentais, testaram o potencial de povidine a 10% na descontaminagao das
linhas d’agua. Dez equipos foram usados nesta pesquisa; em cinco, os reservatérios
foram preenchidos apenas com agua esterilizada e nos outros cinco foi colocado uma
solugcdo de povidine por 12 horas em overnight. Apds o0s reservatérios foram
preenchidos com agua estéril, e todos os consultérios foram operados por 22 dias.
Amostras de agua foram obtidas em 24 horas, 72 horas, 8 dias, 14 dias e 22 dias. Os
resultados mostraram que os reservatédrios que usaram povidine overnight ficaram livres
de contaminacao de trés a quatorze dias, enquanto os consultérios abastecidos apenas
com 4agua estéril apresentaram contaminacdo em todas as coletas. Os autores
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concluiram que apenas agua esterilizada ndo é eficiente para reduzir o nivel de

contaminacao microbiana.

Mayo, Oertling e Andrieu (1990), estudaram a qualidade das aguas dispensadas
através das seringas triplices de seis unidades dentais que ndo foram utilizadas por 48
horas, com o objetivo de verificar se a realizagdo do flush nas seringas triplices seria
capaz remeter os niveis de contaminagdo bacteriana a niveis aceitaveis para
potabilidade da agua (<500 UFC/mL). Concluiram que um flush de 6 minutos reduziu a
niveis aceitaveis de contaminagao para agua ser considerada potavel em apenas duas
das seis amostras colhidas. E recomendou a realizacdo do flush adicionado de um
biocida para uma redugdao mais efetiva dos niveis de contaminagao nas linhas d’aguas
das unidades dentais.

Lewis e Boe (1992) tentaram simular o que ocorria com o material do paciente
dentro da caneta de alta rotacao, para isso injetou ou colocou externamente na caneta
uma solugao corante e demonstrou que o compartimento de ar da caneta serviu como
um reservatdrio para o material que foi deslocado lentamente pelo ar e expelido durante
o procedimento e posteriormente foi diluido pelo spray de agua. Comprovando o fato de
que parte de materiais dos pacientes poderia residir em partes internas do equipamento
onde normalmente ndo séo desinfectados e que o material poderia ser posteriormente
pulverizado em cortes e abrasdes na cavidade oral e que apenas a limpeza externa da
caneta com o flushing ndo eram sufientes para a protecdo dos pacientes atendidos
depois de pacientes infectados e concluiu que a autoclavagem e a limpeza devem ser

componentes essenciais de um protocolo universal para evitar a infec¢do cruzada.

As principais espécies microbianas que colonizam as unidades dentais séo de
acordo com Shearer (1996), bactérias, fungos e protozoarios de vida livre. E os virus
como o da AIDS nao se multiplicam nas linhas d’ agua, embora exista a possibilidade
de fluidos humanos serem aspirados de volta para o interior das canetas de alta
rotacdo e mangueiras fazendo com que parte deste material possa ser transferido ao

proximo paciente.
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Trés anos depois, Meiller et al. (1999) estudou a recorréncia do crescimento
bacteriano nas linhas d’agua dos equipos odontoldgico, para isso testou trés agentes
quimicos: hipoclorito de sdédio, glutaraldeido e isopropanol a 15,5%. Observou que
esses agentes reduziam a quantidade de microrganismos nas linhas d’agua, mas eram
pouco eficazes para destruir a matriz do biofilme, que mesmo com tratamentos
periddicos, a populagdo bacteriana voltava rapidamente se recolonizar nas linhas d’
aguas. E concluiu que agentes quimicos ou outros agentes podem ficar preso na
matriz do biofilme podendo representar um risco adicional para o paciente.

No intuito reduzir a colonizacdo e o crescimento de bactérias heterotréficas,
Linger et al. (2001) investigaram o uso de um desinfetante a base de peroxido de
hidrogénio nas linhas de agua de unidades dentais. Escolheram vinte e trés unidades
dentais com sistemas de agua independentes que foram selecionados aleatoriamente
dentre as 76 unidades existentes na University of Detroit Mercy Simulation Lab. Trés
dessas unidades abastecidas com agua da torneira serviram como controle. Vinte e
quatro amostras de agua foram colhidas no inicio do estudo e uma vez por semana
durante cinco semanas. Concluiram que o desinfetante a base de peréxido de
hidrogénio foi eficaz na melhoria da qualidade da agua utilizada para procedimentos

intraorais e que cumpriu a meta da ADA (200UFC/mL).

Em qualquer sistema de circulagcado de agua, 99% das bactérias estdo protegidas
em biofilmes, aderidas as superficies internas. Um biofilme maduro, completo, atua
como se um tecido vivo existisse na superficie interna de uma tubulagao, semelhante
de um endotélio vascular. O biofiilme €& uma comunidade complexa, formada por
microrganismos, incluindo bactérias, fungos e protozoarios, aderidos por uma matriz de
polissacarideos e glicoproteinas, metabolicamente cooperativa, construida por espécies
diferentes, cada uma vivendo em um micro-nicho. O crescimento do biofilme é
favorecido nos equipos odontolégicos devido a estagnacao da dgua nas mangueiras
que sao feitas de plastico, com superficies irregulares, de fino calibre e de dificil
limpeza. (COSTERTON et al., 1987; BIERNAT et al., 2001).
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A presenca de biofilme nas linhas d’aguas de equipos odontoldgicos e o tempo
de flush necessério para reduzir a contaminagdo microbiana a niveis aceitaveis, foi
avaliada por Cobb et al. (2002). O estudo foi realizado em 12 canetas de alta rotacao,
escolhidas ao acaso, dentre as 220 existentes na University of Missouri- Kansas city,
School of Dentistry. Quatro amostras de 50 mL de agua foram coletadas da seguinte
maneira: tempo 0, 2, 3 e 4 minutos de flush continuo. Parte de fragmentos das linhas
d’aguas também foram analisados em microscopio eletrénico de varredura que
demonstrou presenca de biofilme em todos os equipamentos. Os autores concluiram
que o flush continuo de 4 minutos reduzia bastante o nivel de contaminagéo, mas fica
ainda muito acima do considerado ideal pela ADA (200 UFC/mL).

McDowell et al. (2004) testaram a capacidade de um produto a base de
percarbonato de sodio, nitrato de prata e surfactantes catiébnicos, A-dec ICX (A-dec,
Newburg, Oregon), em forma de pastilha efervescente adicionado diretamente aos
reservatorios dos equipo odontolégicos para a inibicdo da formagao de biofilme nas
linhas d’agua. Os resultados mostraram que o produto era eficiente para evitar a
formacao de biofilme por até 16 semanas. Os autores concluiram que o produto é facil
de utilizar e reduz as preocupacgdes sobre contaminagdo bacteriana nas aguas das
unidades dentais.

Com objetivo de determinar se a prevaléncia de doencgas respiratérias entre os
estudantes e residentes de odontologia variava de acordo com a exposicdo ao
ambiente da clinica odontoldgica, Scannpieco et al. (2004) estudou 817 alunos em trés
escolas de odontologia e concluiu que nao havia associacao entre a prevaléncia de
doencas respiratérias € do nimero de anos de permanéncia por aluno na escola de
odontologia ou exposicdo prévia a um ambiente odontolégico como paciente. Estes
resultados sugerem que a exposi¢cdao ao ambiente odontoldégico ndo aumenta o risco de
infeccao respiratdria em profissionais de odontologia.

Schell et al. em 2005 realizou um estudo para comparar alguns produtos
utilizados como desinfetante nas linhas d’aguas das unidades dentais para testar o

potencial destes produtos em atender a diretriz da American Dental Association de
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reduzir para <200 UFC/mL a contaminag¢ao microbiana nas linhas d’agua. Os produtos
escolhidos foram: Alpron, BioBlue, Dentosept, Oxygenal, Sanosil, Sterilex Ultra, e
Ster4Spray, testados em 134 unidades dentais situadas, na Dinamarca, Alemanha,
Grécia, Irlanda, Holanda, Espanha e Reino Unido. Concluiram que os produtos
aplicados continuamente possuiram um desempenho melhor do que o dos produtos
aplicados intermitentemente. Os produtos mais eficazes foram Dentosept e Oxygenal,

embora Dentosept obtivesse um efeito antimicrobiano mais prolongado.

A avaliagao da concentracao e a composicao da flora fungica em linhas de agua
dos equipos odontoldgicos foram realizadas por Szymanska (2006); onde amostras da
agua do reservatério, da caneta de alta rotagéo e do biofilme formado nas paredes das
linhas d’agua antes e ap6s desinfeccdo com peroxido de hidrogénio foram analisadas.
Foi observado que antes da desinfeccdao, Candida albicans e Candida curvata
constituiram a maior proporcao do total de fungos na agua dos reservatérios, contudo
na agua da caneta de alta rotacdo a maior proporcao era de Candida albicans e
Aspergillus glaucus, e nas amostras de biofilme, Aspergillus glaucus e Candida albicans
obtiveram maior contagem. Apés a desinfeccdo, em todos os trés pontos pesquisados,
Candida albicans prevaleceu, constituindo 31,2 (85,7%) do total de fungos. Concluiu
que a aplicacdo do agente contendo peroxido de hidrogénio causou uma diminuigao
significativa tanto no numero total de fungos, como no numero individual de espécies de
fungos, o que confirma a eficacia do produto na descontaminagdo das linhas d’agua

dos equipo odontoldgico.

Um estudo in vivo foi realizado por Herd et al. em 2007, com 20 pacientes para
determinar se os contra-angulos da caneta de baixa rotagdo poderiam tornar-se
contaminados com a flora oral, quando utilizado durante profilaxia. Os resultados
mostraram que 75% dos contra-angulos apresentaram crescimento bacteriano e
concluiram que as superficies internas canetas de baixa rotacao ficaram contaminadas
apds profilaxia e recomendaram esterilizacdo adequada apds cada utilizacao, para

evitar risco para infecgdo cruzada.
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Porteous e Partida (2009) compararam a qualidade da agua de trés reservatorios
de um ambulatério de ensino odontolégico que foram tratadas com um produto a base
de dioxido de cloro a outras trés unidades dentais semelhantes, sem nenhum
tratamento quimico, que foram utilizadas como controle. Amostras de agua foram
coletadas de cada unidade e das torneiras que abasteciam os reservatorios em seis
periodos de tempo diferentes e a freqiéncia de uso de cada linha foi anotado. Apés
quatro semanas de teste, foram cruzados os resultados. A analise estatistica mostrou
que a maior freqiéncia de utilizacdo de linhas de agua nao afetou o nivel de
contaminagdo das linhas que foram quimicamente tratadas, mas apresentou uma

menor contaminacao nas linhas n&o tratadas.
3.2 A qualidade das aguas utilizadas nas unidades dentais no Brasil

Fantinato et al. (1992) observou a contagem de bactérias heterotréficas da agua
utilizada em 83 equipos de escolas de odontologia € 10 equipos de consultérios
particulares que foram utilizados como controles. O resultado mostrou que apenas um
dos oitenta e trés equipos estudados e dois dentre os utilizados como controle estavam
dentro do padrao de potabilidade da agua de 500 UFC/mL.

Baseados neste estudo em 1995, Fantinato e colaboradores, com o objetivo
melhorar a higienizacao dos reservatérios do equipos, testou um anti-séptico a base de
cloramina em 10 equipos odontolégicos pelo periodo de 28 dias. Foi observado que
todos equipos possuiam agua com elevado nimero de bactérias heterotroficas antes da
utilizacdo do Calbenium (Airel- Franga) e que ap6s adigao de referido produto a agua,

as bactérias foram eliminadas.

A avaliagdo da qualidade da agua que alimenta as canetas de alta rotacao de
quatro ambulatérios da Faculdade de Odontologia da UFRGS, através de andlise
microbiolégica quantitativa foi realizada por Bianchi et al. (1998). Em um total de 27
amostras de agua, analisou-se o numero de UFC/mL, através da contagem de bactérias
heterotréficas pelo método de Pour Plate e a presenca ou auséncia de coliformes totais
e fecais usando o método dos tubulos multiplos. Os resultados revelam que 24 das 27
amostras (88,89%) analisadas para bactérias heterotréficas estavam fora dos padroes
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de potabilidade, apresentando contagens de UFC/mL com variacdo de 1,2 a mais de
130 vezes além do permitido. Apenas uma das amostras apresentou coliformes totais e

nenhuma das amostras apresentou coliformes fecais.

Um total de 72 analises bacterioldgicas foram realizadas por Xavier et al. (2000)
em amostras de agua de 68 equipos e de quatro torneiras, para verificar a qualidade
microbioldgica da 4gua através da contagem de bactérias heterotroficas e pesquisa de
coliformes. As amostras coletadas das torneiras apresentavam valores compativeis com
0s padrdes de potabilidade e das 68 amostras obtidas dos equipos 63 estavam
contaminadas. N&ao foi encontrado coliforme nas amostras coletadas. Os autores
concluiram que os resultados apontavam para a necessidade de cuidados especiais,
tais como a descontaminacdo e a desinfeccao periédica dos sistemas de agua dos
equipos.

Em 2001, Sant'anna et al.,, conduziram um estudo onde segmentos de
mangueiras das canetas de alta rotagcao foram retirados de 22 consultérios nas diversas
clinicas especializadas do Hospital de Reabilitacdo de Anomalias Craniofaciais (HRAC-
USP) e foram submetidos a avaliacdo bacteriolégica. Demonstraram que todas as
culturas realizadas foram positivas com uma alta freqiiéncia de bacilos Gram negativo

nao fermentadores da glicose.

A investigacao da existéncia de contaminagdo na agua da seringa triplice em 40
consultérios particulares e populares da cidade de Taubaté, as possiveis correlacdes
com o tipo de reservatério, origem da 4gua de abastecimento e limpeza realizada foi
obtida por Chibebe, Ueno e Palos (2002). As aguas coletadas foram avaliadas pela
técnica de plaqueamento em profundidade para contagem total de microrganismos
aer6bios mesofilos. As amostras de 4agua provenientes de 29 equipamentos
apresentaram niveis de contaminacdo elevados e fora do limite permitido para o
consumo humano. Os consultérios particulares apresentaram menor taxa de
contaminacao, assim como os consultérios que utilizaram o reservatorio tipo PET. Nao
foi encontrada nenhuma correlacao entre o tipo de limpeza realizada ou o tipo de 4gua

de abastecimento com a contaminag¢ao da agua.
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A qualidade da agua dos reservatoérios de equipamentos odontoldgicos, por meio
de analise microbioldgica, realizando a contagem de coliformes totais, coliformes fecais
e bactérias heterotroficas foi efetuada por Araujo e Lopes—Silva (2002). As amostras de
agua foram coletadas dos reservatérios de equipamentos odontoldgicos, em
consultérios de odontopediatria e foi também questionado a fonte de abastecimento
destes. A analise dos resultados permitiu concluir que metade das amostras de agua
analisadas ndo atendeu aos padrdes de potabilidade estabelecidos pelo Ministério da
Saude, podendo ser consideradas fonte potencial de infeccao cruzada e sugeriram que
os cirurgides-dentistas precisariam seguir normas de biosseguranca no que se refere a
procedéncia e ao manuseio da agua do equipamento odontolégico.

Bittencourt et al. (2003) avaliou cinco canetas de alta-rotacdo de diferentes
marcas comerciais com relacdo a contaminacdo das linhas internas. Para isso
contaminou todas as canetas com Bacillus Sthearothen nophilus simulando
atendimento em clinica, descontaminando-as em seguida com alcool etilico 70% e apds
esterilizando-as a vapor sob pressao a temperatura de 134°C por 30 minutos. Os
resultados mostraram que 80% das canetas apresentaram contaminacdo apos 0s
procedimentos de esterilizacdo e em 40% houve contaminacao das linhas d’agua.

Souza-Gugelmin et al (2003) demonstraram a ocorréncia de contaminacao
microbiana nas linhas d’aguas dos equipos odontolégicos coletadas do reservatorio,
seringa triplice e caneta de alta rotagdo. De 15 unidades dentais de consultérios
privados de Ribeirdo Preto. Os autores concluiram que possivelmente a agua dos
consultérios fosse contaminada pelo biofilme formado nas tubulagdes dos equipos.

A ocorréncia de contaminacdo microbiana associada ao risco de infeccao
cruzada da agua de 14 equipos instalados em consultérios publicos foi avaliada por
Xavier, Bertolin e Naval em 2006. Os autores observaram que ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os niveis de contaminagcédo das aguas das seringas
triplices e turbinas de alta rotagédo e entre seringas triplices e mangueiras das turbinas.

Contudo uma grande porcentagem das amostras obtidas das turbinas de alta rotagao,
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mangueiras das turbinas e seringas ftriplices, encontrava-se fora dos padrdes
preconizados pela ADA (< 200 UFC/mL).

Watanabe et al.(2006) comparou e avaliou o nivel de bactérias aerdbias
mesofilas totais presentes em amostras de dgua da caneta alta rotagdo, de 10 equipos
odontolégicos da Faculdade de Odontologia de Ribeirdao Preto — USP, por meio do
método tradicional/convencional pour plate e o método rapido Petrifilm™ AC (3M, St
Paul,MN, USA). Concluiram que o método rapido Petriflm™ foi mais pratico que o
tradicional, e totalmente adequado para monitorar a contaminacdo microbiana das
aguas das canetas de alta rotacdo que estavam acima do recomendado pela American
Dental Association (<200UFC/ml) e do permitido pela legislagdo brasileira
(<500UFC/ml).

No mesmo ano, Galvao, Mota e Alvarez-Leite (2006), avaliaram a contaminacao
da 4gua das tubulagdes dos equipamentos odontologicos e a eficacia do sistema de
descontaminagdo por cloragdo utilizada nas clinicas da Faculdade de Odontologia da
Pontificia Universidade Catdlica de Minas Gerais. Foi verificado que o nivel de
contaminacao das amostras de agua das conexdes dos equipamentos eram superiores
aos encontrados nos reservatorios apresentando um crescimento microbiano superior
aos limites estabelecidos pela ADA. Apéds a utilizagdo do sistema de descontaminacao
(Flush®), houve redugdo dos microrganismos presentes na tubulagdo, tornando-a
adequada para o procedimento clinico odontoldgico.

Para Xavier (2006), o modelo de atendimento odontol6gico na rede publica, onde
ha um intenso fluxo de pacientes usando um Unico equipo durante todo o dia e, as
vezes, uma unica turbina, o contato constante da turbina com a saliva e a auséncia de
esterilizacao, facilita a proliferacdo de varios microrganismos patogénicos, formando
biofimes e tornando o0s equipamentos odontolégicos possiveis veiculos de

disseminacao de doengas na populagao.

Pereira et al. (2008) avaliaram a rotina de descontaminagdo das canetas
odontoldgicas de alta rotacdo e verificaram a acao bactericida e fungicida do éalcool
etilico a 70% na descontaminacao dessas canetas segundo a rotina adotada para o
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reprocessamento em sete unidades basicas de saude do municipio de Goiania. Os
autores observaram que apds o uso do alcool etilico a 70% nas canetas de alta rotacao,
as mesmas acusavam a presenga de microrganismos potencialmente patogénicos na
superficie. Observaram também que o &lcool etilico a 70% sem limpeza prévia da peca
de mao, foi a agdo predominantemente executada nos processos de descontaminagao
de canetas de alta rotacao entre atendimentos nas unidades pesquisadas e concluiram
que o alcool etilico a 70% n&o foi eficiente para inativar os microrganismos para 0s
quais esta provada a sua agao biocida.

Watanabe et al (2008) avaliaram por meio de PetrifilmTM sistema (3M, St Paul,
MN, EUA), o nivel de contaminagao da agua por bactérias aerdbias de equipos antigos
e novos antes e depois flushing pelas linhas d’agua e a presenca de coliformes totais e
fecais. Foram retiradas amostras de agua das seringas triplice e canetas de alta
rotacdo. Os equipos antigos tinham treze anos de uso e os novos um ano. Vinte e
quatro unidades dentais foram utilizadas neste estudo. Os resultados mostraram que as
aguas filtradas da torneira que abasteceram previamente os reservatérios das unidades
apresentaram um baixo nivel de contaminacao bacteriana (4 a 15 UFC/mL). No entanto,
todas as amostras de agua das unidades dentais fossem novas ou velhas, estavam
altamente contaminadas. O flushing reduziu a contagem de bactérias em todas as
unidades, mas a reducdo foi maior nas unidades novas que nas unidades antigas. E.
coli e coliformes totais ndo foram detectados em nenhuma das amostras de &agua
analisadas, e concluiram que o flushing é uma medida simples que deve fazer parte da
rotina odontolégica, devido ao fato de reduzir o nivel de bactérias aerdbias totais em
agua de antigas e novas unidades dentais.

3.3 A qualidade das aguas utilizadas nas unidades dentais no nordeste do
Brasil

A qualidade da agua dos equipos odontologicos de Recife, Pernambuco foi
analisada por Aguiar e Pinheiro (1999). Um total de 148 amostras de 37 equipos
odontolégicos foram avaliadas e distribuidas em trés grupos de acordo com a

localizagdo dos reservatorios e a disponibilidade do sistema de anti-sepsia Flush®. Os
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autores observaram que a maioria das amostras de agua (116 de 148 amostras), nao
satisfazia aos critérios de potabilidade estabelecidos pelo Ministério da Saude. Assim
como, ndo foram observados os supostos efeitos bactericidas do sistema Flush®. Os
resultados mostraram que melhor padréao bacteriolégico foi detectado nas amostras que

procediam de reservatérios situados no solo dos consultérios.

No ano seguinte, os mesmos autores avaliaram a eficacia antimicrobiana das
solugdes usadas no tratamento de amostras de agua procedentes de trinta equipos
odontolégicos, em Recife, Pernambuco. Os equipos foram aleatoriamente divididos em
trés grupos, onde cada um deles forneceu 80 amostras de agua (40 experimentais e 40
controles). Reservatorios, canetas de alta rotacao, seringas de triplice e mangueiras
sem a turbina serviram de locais de coleta. As amostras foram obtidas antes e depois
da adicao das solugdes antimicrobianas. As solugcdes testadas foram: hipoclorito de
sodio a 1% (Roval-Recife) (diluicao 1:100); timol a 0,64%, eucaliptol a 0,09% e salicilato
de metila a 0,06% (Listerine TM— Warner-Lambert Co.-USA) (diluicao de 2 :100) ; e 0,5
mg de cloreto de cetilperidinium (Cepacol ®-Hoechst Marion Roussel S/A-Brasil)
(diluicdo 2:100). Concluiram que apenas o hipoclorito de so6dio reduziu
significativamente o numero de microrganismos detectados, proporcionando a agua um

nivel de pureza semelhante ao da utilizada nos servigos de hemodialise (200 UFC/mL)

O perfil bacteriolégico da agua utilizada nos reservatérios dos equipamentos
odontoldgicos do Sistema Unico de Saltde (SUS) foi analisado em 2006 por DAvila,
Rosa e Caldas Junior no municipio de Joao Pessoa, Paraiba. Cinquenta e quatro
consultérios odontolégicos em 45 unidades basicas de: saude foram utilizados neste
estudo. Foi coletada agua de dois pontos: na mangueira onde é adaptada a caneta de
alta rotacao do reservatério de agua. Foram também entrevistados os diretores das
unidades de saude e os auxiliares de consultério dentario (ACD). Os seguintes
resultados foram encontrados: 64,7% dos reservatorios, a agua utilizada era
proveniente de abastecimento publico, em 23,5% era proveniente do processo de
destilacdo e 11,8% utilizavam &agua mineral. A agua era trocada em 58,8% dos
consultérios e completada em 41,2%. Das 34 amostras analisadas verificou-se a
contaminagdo em 14,7% e resultados negativos em 85,3%. Das cinco amostras
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contaminadas, trés ocorreram na mangueira e duas no reservatorio, sendo que uma
amostra contaminada era proveniente de agua mineral. Os autores sugeriram a

utilizacao de agua destilada nos equipos.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Coleta das Amostras:

As amostras de agua foram coletadas de seis equipos de consultérios
odontoldgicos, pertencentes a unidades de saude sob tutela da Secretaria Estadual de
Saude de Alagoas. Foram pesquisados 100% dos consultérios que possuiam linhas de
agua, segundo dados do Setor de Saude Bucal, da referida secretaria. As coletas
iniciaram-se apos a permissao concedida por meio de oficio (anexo A). E os nomes das
unidades de saude nos quais estavam instalados os consultérios, foram mantidos em

sigilo, e os equipos foram numerados de um a seis.

Amostras de agua foram coletadas de cada equipo (apéndice A, figuras 1 e 4 e
apéndice B, figura 1) em recipiente de boca larga, com marcas externas de 100 mL,
hermeticamente fechado, esterilizado e contendo no seu interior uma pastilha de
tiossulfato de sédio a 10%, para a neutralizagdo do cloro residual em dias e horarios
aleatérios durante o periodo de trabalho no intervalo entre pacientes para ndo haver
comprometimento do servigo oferecido. Porém foi evitado coletar no inicio da manh3,
quando a agua estagnada apdés o pernoite ou o final de semana poderia indicar

concentracdes anormais de bactérias.

Figura 1- Recipiente utilizado na coleta de agua com pastilha de tiossulfato de sédio a 10%

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagéao, 2011
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4.1.1 Primeira Coleta:

Figura 2- organograma dos procedimentos realizados na primeira coleta
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Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagdo, 2011

Foi coletada agua dos seguintes pontos: seringa triplice — SERINGA (apéndice
A, fotos 12,13,14), caneta de alta rotacdo com a caneta de alta rotacdo acoplada as
mangueiras — CANETA (apéndice A, fotos 5, 6, 7, 8), mangueira da caneta de alta
rotacdo sem a peca de mao acoplada — MANGUEIRA (apéndice A, fotos 9,10,11),
reservatério de 4gua — RESERVATORIO (apéndice A, foto 3) e do local onde foi
abastecido o reservatério — FONTE (apéndice A, foto 2).
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Para desinfeccao dos pontos antes das coletas utilizou-se o método de friccao
rapida com gaze embebida com alcool etilico 70% (v/v). A seringa triplice e a caneta de
alta rotacdo foram acionadas e a agua vertida por 10 segundos antes de serem
coletadas. Durante a coleta das amostras o profissional utilizava méscara, luvas de
procedimento descartaveis, gorro e jaleco de manga longa com punhos, de maneira a

evitar contaminagao.

Foram coletadas dez amostras de agua de cada unidade de saude pesquisada,
sendo duas de cada ponto, totalizando sessenta amostras, com 100 mL cada entre
outubro de 2009 a janeiro de 2010.

Apés coleta foi separada uma amostra de cada ponto, perfazendo um total de
cinco amostras. Todas foram acondicionadas em caixas térmicas contendo gelo e
transportadas para o Laboratério de Microbiologia e Genética da Universidade Federal
de Alagoas, para a pesquisa de bactérias heterotréficas e fungos filamentosos, e outras
cinco amostras, uma de cada ponto, foram levadas, também acondicionadas em gelo,
para o Laboratorio Central de Saude Publica da Alagoas (LACEN-AL) para realizagao
de pesquisa de coliformes totais e termotolerantes. Em ambos os casos as amostras

foram processadas em prazo nao superior a quatro horas apés a coleta (figura 3).

Figura 3- Esquema da divisao das amostras ocorrida na primeira coleta.
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Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagéao, 2011
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Ao fim da coleta foi entregue a cada cirurgido-dentista responsavel pelo setor de
odontologia uma midia digital gravada (CD-ROM) contendo um manual da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2006a), em PDF, 943 KB
(apéndice C, figura 1), que versa sobre prevencao e controle de infec¢cées nos servigos
odontoldgicos, onde existe um capitulo dedicado exclusivamente a limpeza das linhas
d’agua do consultério odontoldgico, mediante recebimento protocolado (apéndice C),
para que fosse amplamente divulgado para toda equipe odontolégica de cada unidade
de saude.

4.1.2 Segunda Coleta

Figura 4- organograma dos procedimentos realizados na segunda coleta
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Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011
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Foram coletadas amostras de agua dos seguintes pontos: seringa ftriplice
(SERINGA), caneta de alta rotagcdo com a caneta de alta rotacdo acoplada as
mangueiras (CANETA), mangueira da caneta de alta rotacdo sem a peca de mao
acoplada (MANGUEIRA), sem qualquer desinfeccéo prévia dos pontos estudados, por
se tratar de areas que entram em contato direto ou através de refluxo com a saliva.

Objetivo foi realizar a pesquisa da presenca de Streptoccocus mutans em meio aquoso.

Caso na hora da coleta houvesse atendimento a pacientes, era esperado o
término deste e solicitado que a equipe realizasse os procedimentos de biosseguranca
exatamente como de costume. Apds 15 minutos era realizada a coleta. O profissional
durante a coleta das amostras utilizava mascara, luvas de procedimento descartaveis,
gorro e jaleco de manga longa com punhos, de maneira a evitar contaminagdo. Foram
coletadas trés amostras de agua, uma de cada ponto, totalizando dezoito amostras,
com 100 mL cada.

ApGs, como na primeira coleta, foi coletada dgua dos seguintes pontos: seringa
triplice (SERINGA), caneta de alta rotagcdo com a caneta de alta rotagdo acoplada as
mangueiras (CANETA), mangueira da caneta de alta rotacdo sem a peca de mao
acoplada (MANGUEIRA), reservatério de agua (RESERVATORIO) e do local onde foi
abastecido o reservatorio (FONTE). O objetivo foi reavaliar a contaminagcdo por
bactérias heterotroficas nas aguas dos equipamentos estudados decorrido um periodo
minimo de dois meses da primeira coleta e da entrega do CD-ROM com o manual da
ANVISA (BRASIL, 2006a), assim como realizar a pesquisa da presenca de
Streptoccocus mutans em meio aquoso.

Para desinfeccao dos pontos antes das coletas utilizou-se 0 método de friccao
rapida com gaze embebida com alcool etilico 70% (v/v). A seringa triplice e a caneta de
alta rotacédo foram acionadas e a agua vertida por 10 segundos antes de ser coletada.
O profissional durante a coleta das amostras utilizava méscara, gorro, jaleco de manga
longa com punhos e luvas de procedimentos descartaveis, que foram trocadas a cada
coleta. Foram coletadas cinco amostras de agua, uma de cada ponto, totalizando trinta

amostras, com 100 mL cada, entre margo e abril de 2010.
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Apds realizagao das coletas, as amostras foram acondicionadas em uma caixa
térmica contendo gelo e foram transportadas para o Laboratério de Microbiologia e
Genética da Universidade Federal de Alagoas, para analisar a presenga de bactérias
heterotréficas e Streptococos mutans. Todas as amostras foram processadas em prazo

nao superior a quatro horas apos a coleta.

Foram também entregues nesta etapa, os laudos contendo os resultados
encontrados em cada unidade de saude na primeira coleta (apéndice E). Os laudos
foram entregues lacrados e mediante assinatura comprovando o recebimento por parte

do responsavel pelo setor ou seu substituto (apéndice D).

A pesquisadora ficou a inteira disposi¢ao dos cirurgides-dentistas para responder

e esclarecer os questionamentos surgidos quando da entrega dos laudos.

4.2 Composicao e preparo dos meios e solucoes utilizados nas coletas

v Plate Count Agar (PCA) adicionado de 50 mg/L de Cetoconazol

TRIPTONA ..ot 5,09
EXTRATO DE LEVEDURAS.........ccocovvvan.... 259
DEXTROSE.......o oo 1,09
AGAR AGAR........oooeieeeeeeeeeeeeeeeeeeereen. 24,0 g
AGUA DESTILADA.........c.coeeeeeeeeceene 1000,0 mL

pH final: 7,0 £ 0,2

Todas as substancias foram pesadas em balanca de precisdo, colocadas em
Erlermeyer, completando o volume para 1000 mL com agua destilada, homogeneizado
e esterilizado a 120 °C por 15 minutos. Ap6s resfriamento do meio, a aproximadamente

50 °C foi adicionado Cetoconazol, homogeneizado e distribuidos em placas de Petri.
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Solucao de Cetoconazol

Foi macerado com o auxilio de cadinho e pistilo esterilizados um comprimido
com 200 mg de cetoconazol em um volume 100 mL de agua destilada esterilizada. Ao
final foi armazenado em recipiente de vidro escuro na auséncia de luz e em
refrigeragdo, onde apos o resfriamento do meio, foram adicionados 2,5 mL para cada
100 mL de meio.

4 Agar Sabouraud dextrose (ASD), adicionado de cloranfenicol e
ampicilina, 50mg/L de cada.

DEXTROSE ... 40,0 g
PEPTONA ..ot 10,0 g
AGAR ..o, 15,0 g
AGUA DESTILADA ..o, 1000,0 mL

pH final: 5.6 + 0.2

Todas as substancias foram pesadas em balanca de precisdo, colocadas em
Erlermeyer, completando o volume para 1000 mL com &gua destilada, homogeneizado
e esterilizado a 120 °C por 15 minutos. Apos resfriamento do meio, a aproximadamente
50 °C, foram adicionados 50 mg/L de ampicilina e 50 mg/L de cloranfenicol,
homogeneizados e distribuidos em placas de Petri.

Solucao de ampicilina

Foi macerado com o auxilio de cadinho e pistilo esterilizados um comprimido
com 500mg de ampicilina em um volume 100 mL de &gua destilada esterilizada. Ao
final foi armazenado em recipiente de vidro escuro na auséncia de luz e em
refrigerag@o, onde apds o resfriamento do meio, foram adicionados 1mL para cada 100
mL de meio.
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Solucao de cloranfenicol

Foi macerado com o auxilio de cadinho e pistilo esterilizados um comprimido
com 500 mg de cloranfenicol em um volume 100 mL de agua destilada esterilizada. Ao
final foi armazenado em recipiente de vidro escuro na auséncia de luz e em
refrigerag@o, onde apds o resfriamento do meio, foram adicionados 1mL para cada 100

mL de meio.

4 Mitis Salivarius adicionado de bacitracina na concentracao final de
0,2 Ul/mL e telurito de potassio a 1%. (MSB)

FOSFATO DIPOTASSICO ... 409
CASEINA ENZIMATICA HIDROLISADA ............ 15,09

DIGESTAO PEPTICO DE TECIDO ANIMAL ....... 509

AZUL DE TRIPAN ..o 75,0mg
CRISTAL DE VIOLETA ..o 0,8 mg
Y XeT\ =0 ] = 50,0 g
XY= R 15,0 g
DEXTROSE oo seeeeeee e seeeeeeneens 1,09

pH final: 7,0 £ 0,2

Foram dissolvidos 90 gramas da formulacdo em agua destilada, completando-se
o volume para 1000 mL. Em seguida o meio foi autoclavado por 15 minutos a 120 °C e
entdo resfriado a aproximadamente 50 — 55 °C quando foi adicionada, em condicdes
assépticas, 1TmL de uma solucao de bacitracina de forma a se obter uma concentracao
final de 0,2 Ul/mL e 1 mL uma solugcao de telurito de potassio a 1%.
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Solucao de Bacitracina:

Foram pesados 40,0 mg de bacitracina (Sigma-Aldrich - poténcia 50,000 U/q),
em balanca analitica e em condicdes assépticas adicionou-se 10mL de agua destilada

esterilizada.
Solucéao de Telurito de Potassio

Foi pesado 0,1 g de telurito de potassio, em balanga analitica e em condi¢des

assépticas adicionou-se 10 mL de agua destilada esterilizada.

v caldo cérebro coracao (BHI)

INFUSAO DE CEREBRO DE CARNEIRO.........cccooovvereeeennn. 200,09
INFUSAO DE CORAGAOQ DE BOl.....c.ovceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeee 250,09
PEPTONA PROTEOSE.........oouioeueeeecee e e e eeeeeeenes e, 10,09
DEXTROSE.......oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s ene s anesnneneas 2,09
CLORETO DE SODIO.......ociceeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 5,09
FOSFATO DISSODICO........cociueceeeeeeeeeeeeeeeeee e 2,59

pH final: 7.4 + 0.2

Todas as substancias foram pesadas em balanca de precisdo, colocadas em
Erlermeyer, completando o volume para 1000 mL com agua destilada, em seguida
foram homogeneizadas e esterilizadas a 120 °C por 15 minutos. Apés resfriamento o

meio foi Identificado e armazenado adequadamente a 2-8 °C.
Solucao de Clorofil

Em um tubo de Falcon foram adicionados e homogeneizados 24 mL de

cloroférmio e 1 mL de alcool isoamilico, apés foi armazenado sob refrigeracao.
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Solucéao de Clorofane

Em um tubo de Falcon foram adicionados e homogeneizados 25 mL de fenol ja
saturado, 24 mL de cloroférmio e 1 mL de alcool isoamilico e posteriormente

armazenado sob refrigeracéo e utilizado ap6s 24 horas.
Solucéao de Lise

Foram adicionados e homogeneizados 20 mL de Tris 1M pH 8,0, 5 mL de EDTA
0,5M pH 8,0, 5 mL de NaCl 0,5M, 10 mL de SDS a 10% e 60 mL de agua bi-destilada
deionizada esterilizada. Ao final a solucdo foi armazenada em recipiente com tampa a

temperatura ambiente.

4.3 Inoculacao e cultivo das amostras:

4. 3.1 Bactérias Heterotroficas:

Para cada amostra foi realizada uma diluicdo de 10™". Volumes de 0,1mL da
amostra original e da diluicdo em duplicata, foram semeadas em placas de Petri sobre a
superficie do meio Plate Count Agar (PCA) adicionado de 50 mg/L de Cetoconazol e
espalhado com auxilio de uma alca de Drigalski até a completa absor¢dao. Em seguida,
as placas foram incubadas invertidas em estufa bacteriolégica a 37 °C, por 24 a 72
horas. ApGs incubacao, as placas foram submetidas a contagem com o auxilio de um
contador de coldnias, e os resultados foram expressos em UFC/mL.



Figura 5 - Fluxograma da metodologia utilizada na pesquisa de bactérias Heterotroficas
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Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011
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4.3.2 Fungos Filamentosos e Leveduras:

Para cada amostra foi realizada uma diluicdo de 10™". Volumes de 0,1mL da
amostra original e da diluicdo, em duplicata, foram semeadas em placas de Petri sobre
a superficie do meio Agar Sabouraud Dextrose, adicionado de cloranfenicol e
ampicilina, 50 mg/L de cada e espalhado com auxilio de uma alga de Drigalski até a
completa absorcdo. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a
28 °C durante um periodo de quatro a seis dias. Apos incubacao, as placas foram
submetidas a contagem e os resultados foram expressos em UFC/mL.

4.3.2.1 ldentificagdao dos Fungos Filamentosos:

Foi realizada analise macroscopica tendo como base as caracteristicas
morfolégicas macroscopicas de cada colénia como forma, cor, bordos, presenca de
pigmentos, tamanho e tempo de crescimento. As caracteristicas microscopicas foram
baseadas nas diferengas morfoldgicas das estruturas reprodutivas e no modo como os
esporos sdo produzidos. Esta ultima foi analisada com o auxilio da técnica de
microcultivo preconizada por Ridell (1950) em meio lactrimel; que consiste em colocar
sobre uma lamina esterilizada, dentro de uma placa de Petri estéril, um pequeno
pedaco de meio de cultura lactrimel agar. Esta lamina, por sua vez, fica sobre um
suporte formado por dois palitos ou canudos plasticos. Fragmentos do fungo devem ser
semeados, nos quatros lados do cubo de meio de cultura. Apés, recobriu-se com uma
laminula esterilizada. Para fazer uma cdmara Umida, deve-se adicionar 1 a 2 mL de
agua destilada estéril no fundo da placa de Petri embebida ou ndo em um chumaco de
algodao estéril, para evitar o ressecamento do meio de cultura, durante o crescimento

do fungo.

Em seguida a estes procedimentos, as placas foram incubadas a temperatura de
28 °C por 7 a 15 dias, dependendo da velocidade de crescimento do fungo. Apds
crescimento, foi montada a laminula, de cada microcultivo, em uma lamina limpa, com
uma gota de lactofenol azul-algodao. Foi também montada a lamina do microcultivo,
retirando-se o pedaco de lactrimel 4gar e colocando uma laminula limpa, com uma gota
de lactofenol azul-algodéo.
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Figura 6 — Fluxograma da metodologia utilizada no cultivo e identificacdo de fungos

filamentosos

Cultivo de fungos filamentosos

amostra +diluigéo - r-ﬂ,1mL | . Agar Sabouraud Dextrose,

andlise macroscopica

10" adicionado de
cloranfenicol e ampicilina,
- 50mglL de cada
=
> !
@y - !
s L 4 -
resultados em | 28 °C durante pord a6 pfaqueamenFo -
P superficie
UFC/mL. . -
Identificacao

microcultivo andlise microscépica

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011
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4.3.3 Coliformes totais e termotolerantes:

Foi utilizado o método do substrato enzimético, Colilert®, que é uma técnica de
identificacdo rapida de espécies bacterianas baseada na sintese de compostos
incolores que originam produtos de hidrélise coloridos diretamente ou ap6s adi¢cao de
um reagente (MACHADO, 2004).

Inicialmente, foi feita a assepsia nos recipientes onde a agua estava
acondicionada, com gaze embebida com éalcool etilico 70% (v/v), em seguida foi medido
100 mL da agua coletada em uma proveta estéril, e transferida para um frasco de
Erlermayer também estéril, onde foi adicionado o reagente a &gua. Apéds
homogeneizagao, a solugéo foi colocada em uma cartela composta de cinqienta e uma
CUpulas, e inserida em uma seladora e a agua distribuida igualmente. A cartela foi
datada e numerada. Em seguida, incubada em estufa bacteriolégica a 35 + 0,2 °C por
24 horas. Decorrido este tempo, a leitura foi feita com auxilio de uma lampada
ultravioleta. O teste foi considerado positivo para coliforme total se nas cupulas
apresentasse a coloracdo amarela e, para coliforme termotolerante se apresentasse
coloracao azul sob a luz ultravioleta. O teste era negativo com auséncia de coloragao.
Os resultados foram expressos de acordo com a tabela de NMP (numero mais provavel

em 100 mL de agua), fornecida pelo fabricante.

Figura 7- Fluxograma da reacao ocorrida na técnica de substrato enzimatico

L Tl o e

il = ortoenitrofenil i Ricini g e

aroonitrofenol

WCor amarela)

Onde . ONPCG = enzima presente nos coliformes totals — orto nitro fenil galacturonidase

Hidrdlise
o - slucoronidase
. d-metil umbeliferil —7 glucoroniden - 4 el umbeliferil
{ Pé = reagente Colilert )
o el g dies

4-metil umbeliferons

Froducfio de brilho filvorescente

Onde. glucoronidase = enrimas presentes nas £ ool

Fonte: SILVEIRA NAF, 2006.



Figura 8 — Metodologia utilizada na pesquisa de coliformes totais e termotolerantes
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assepsia nos adigao do I selamento
recipientes da agua reagente a agua

incubagdoa35%0,2 - teste positivo para teste positivo para

por 24 horas coliforme total coliforme termotolerante

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011

4.3.4 Streptococcus mutans

4.3.4.1 Com desinfeccao prévia dos pontos de coleta estudados:

ara cada amostra foi realizada uma diluicdo de 10". Inéculos de 0,1mL da

amostra original e da diluicdo em duplicata foram semeadas em placas de Petri

contendo aproximadamente 20 mL de meio Mitis Salivarius (HIMEDIA) adicionado de

bacitracina e telurito de potassio a 1%. Os indculos foram plaqueados em superficie,

com auxilio de uma alga de Drigalski. Em seguida, as placas foram incubadas

invertidas em estufa bacteriol6gica a 37 °C, por 24 a 48, em uma atmosfera de 10% de

COs..
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Para controle positivo do meio foi utilizada cepa de Streptococcus mutans (ATCC
25175), gentilmente cedida pela Fundagéao Osvaldo Cruz (FIOCRUZ).

Apoés incubacao, as placas foram submetidas a contagem com o auxilio de um

contador de coldnias, e os resultados foram expressos em UFC/mL.

4.3.4.2 Sem desinfeccao prévia dos pontos de coleta estudados:

Foram utilizados dois dispositivos (placas de Petri e vial com laminocultivo) com
meio Mitis Salivarius para pesquisa de crescimento de Streptococcus mutans em agua.

4.3.4.2.1 Placas de petri com meio Mitis Salivarius (HIMEDIA), adicionado de
bacitracina na concentracao final de 0,2 Ul/mL e telurito de potassio a 1% (MSB).

Foram realizados exatamente os mesmos procedimentos descritos anteriormente
no item 4.3.4.1.

4.3.4.2.2 Laminocultivo composto pelo meio Agar Mitis Salivarius modificado,
com a concentracao de 20% de sacarose e a utilizacdao de discos de papeis
impregnados de bacitracina — (MSBS) Dental Cult 2 (LABORCLIIN).

Foram distribuidos 2 mL de agua (1 mL em cada lamina contendo meio de
cultura), com uma pipeta de Pasteur, de forma homogénea. Aguardou-se alguns
minutos para secar. Com auxilio de uma pinga estéril, foi colocado um disco de
bacitracina em cada lamina. Em seguida um comprimido de CO,, foi depositado no
fundo do vial em contato com o excesso da agua utilizada na inoculagdo. Fechado o
vial e incubado em estufa bacteriolégica por 24-48 horas. Depois foi realizada a

contagem através de um gabarito visual fornecido pelo fabricante (figura 9).
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Figura 9- Gabarito visual fornecido pelo fabricante para contagem de Steptococcus.mutans no
laminocultivo.

10°mL

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagdo, 2011

4.2.2.3 ldentificacao do Streptococcus mutans
v Extracdo do DNA

Para obtencao do DNA as col6nias bacterianas foram inoculadas em meio BHI e
incubadas a 37 °C por 24 a 48 horas em atmosfera com 10% de CO.. Apds o
crescimento bacteriano, foi coletado 1.200 pL do indculo e colocado em um microtubo
de 1,5 mL onde foi homogeneizado, em seguida centrifugado a 5.000 rpm por trés
minutos, descartado o sobrenadante e recomposto o volume com agua destilada estéril,
repetindo-se o procedimento por mais uma vez. Em seguida o sobrenadante foi
descartado e adicionado 600 pl de solugao de lise, mantendo-se em banho-maria a 65
°C por 30 minutos e com agitagdo por inversdao a cada cinco minutos. Na etapa
seguinte foi acrescentado 600 pL de solucado clorofane, agitando-se levemente no
vortex até turvar e formar duas fases, centrifugando-se a 12.000 rpm por 10 minutos.
Um volume de 500 pL foi transferido para outro microtubo devidamente identificado ao
qual foi adicionado 500 pL solucéo de clorofit. Apds agitagéo, centrifugou-se a 12.000
rpm por 10 minutos. Um volume de 400 pL do sobrenadante foi transferido para outro
microtubo, ao qual foram adicionados 800 uL de etanol absoluto gelado, e colocado no
freezer a —20 °C pra precipitacao do DNA, por um periodo minimo de duas horas. Apds
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a precipitacdo, o DNA foi lavado duas vezes com 300 pL de etanol gelado a 70 % (v/v).
Apoés lavagem e secagem foi adicionado ao DNA 100 uL de TRIS- EDTA (10mM Tris-
HCI, 1imM EDTA, pH 8,0) e armazenado a -20 °C até o momento do uso.

v Reacéao de Polimerizagcdo em Cadeia (PCR)

As amostras de DNA foram submetidas a PCR para confirmagdo molecular da
identidade de Streptococcus mutans, através de pares de iniciadores especificos para a
regiao do gene correspondente a glicosiltransferase (gtB de S. mutans), de acordo com
a seguinte sequéncia: GTFB-F- 5’- ACT ACA CTT TCG GGT GGC TTG G - 3 e
GTFB-R- 5’- CAG TAT AAG CGC CAG TTT CAT C -3’, amplificando um fragmento de
517 pb.

A reacao de PCR foi processada de acordo com a tabela 1.

TABELA 1- Reagentes utilizados na PCR para identificacao de Streptococcus mutans

Componentes Concentracao de estoque Concentracao da reacao Concentracao
(L) final

Agua ultrapura - 10,75
Tampéo de PCR 10X 2,5 1X
BSA 0,25 mg/mL 2,5 0,025 mg/uL
Mistura DNATP’s 2,0 mM 2,5 0,2 mM
Iniciador 1 10,0 pmol 2,0 0,8 pmol
Iniciador 2 10,0 pmol 2,0 0,8 pmol
Mg Cl, 50 mM 1,5 3,0 pmol/uL
Taq Polimerase 5 u/uL 0,25 0,05 U/uL
DNA 50,0 ng/uL 1,0 2,0 ng /uL

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagéo, 2011.
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Além das amostras, em cada conjunto de PCR, foi utilizado como controle
positivo, DNA extraido de S. mutans (ATCC 25175) e como controle negativo, agua bi-

destilada deionizada esterilizada.

A amplificagdo ocorreu em termocilcador MJ de acordo com a seguinte
programagao: desnaturagao inicial a 95 °C por cinco minutos, seguida um total de 30
ciclos onde cada ciclo consistiu por 15 segundos de desnaturacdo a 95 °C, 30
segundos de pareamento a 59 °C e um minuto de extensédo a 72 °C, e finalmente de um
ciclo de extenséo a 72°C por cinco minutos (OHO et al., 2000).

Os produtos da PCR foram analisados imediatamente, ou armazenados em
freezer a -20 °C. Os amplicons foram separados pela eletroforese em gel de agarose
(1%) e 60 volts por 1 hora. Em seguida, o gel foi corado em brometo de etideo a 0,5
pug/mL (INVITROGEN® - Life Technology do Brasil), visualizado sob luz ultravioleta e

fotografado em sistema de fotodocumentacéo Vilber Lourmat modelo Doc-Print 11®.
4.4 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada utilizando o programa Stat Plus
Professional 2009; onde para comparacao dos dados vinculados empregou-se o teste
nao paramétrico de Wilcoxon ao nivel de 5% de significancia. As comparacoes foram
do nivel de contaminacao por bactérias heterotréficas em amostras de agua coletada

em cinco pontos pesquisados.

Foram também realizadas comparag¢des do nivel de crescimento de colénias nos
meios MSB (placas de Petri) antes e depois da desinfeccdo dos pontos pesquisados

com alcool a 70%, em amostras de agua dos pontos abaixo discriminados:

- Mangueiras das canetas de alta rotacdo das unidades pesquisadas
com e sem desinfecgao prévia com alcool a 70% dos pontos pesquisados

- Canetas de alta rotacdo das unidades pesquisadas com e sem
desinfecgcao prévia com alcool a 70% dos pontos pesquisados
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- Seringas ftriplices das unidades pesquisadas com e sem

desinfecc¢ao prévia com alcool a 70% dos pontos pesquisados.

Nos dados nado vinculados foi usado o teste U nao paramétrico de Mann-
Whitney, a 5% de significancia. A analise estatistica dos resultados foi realizada
utilizando o programa BioEstat 5.0; para as comparacdes do nivel de crescimento de
colénias nos meios MSB (placas de Petri) e MSBS (vial com laminocultivo) em

amostras de agua dos seguintes pontos:

- Mangueiras das canetas de alta rotagdo das unidades
pesquisadas:
> Placas de Petri x Vial com laminocultivo
- Canetas de alta rotacdo das unidades pesquisadas
> Placas de Petri x Vial com laminocultivo
- Seringas triplices das unidades pesquisadas
> Placas de Petri x Vial com laminocultivo
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5 RESULTADOS
5.1. Bactérias Heterotroficas:

Todos 0s equipos apresentaram pelo menos dois pontos de coletas onde a
presenca de bactérias heterotroficas na agua excedia o valor permitido pela Portaria
518 de 25 de margo de 2004 do Ministério da Saude (MS) que é de 500 UFC por 100
mL de agua. Os valores encontrados podem ser observados na tabela 2.

TABELA 2- Resultado quantitativo (média aritmética) em UFC/mL para bactérias
heterotroficas, obtido a partir de 30 coletas em seis unidades dentais da rede publica
estadual de Alagoas por ponto coletado

EQUIPO FONTE RESERVATORIO MANGUEIRA CANETA SERINGA
1 2,7x10* 2,8x10* 1,7 x 103 6,1 x 102 3,1x10*
2 3,5 x102 7,0 x 10° 2,9 x 108 8,6 x 102 6,5 x 102
3 2,2x10* 2,3x102 1,0 x 103 4,7 x 102 5,3 x 102
4 1,7 x 102 6,4 x 102 1,1x 103 2,1x102 7,5x10°
5 9,3x10* 8,9 x 10* 8,9 x 10 8,6 x 10* 1,2x10°
6 SC 2,3 x 103 2,4 x10° 1,6 x 103 3,0 x 10*

Nota: SC- SEM CRESCIMENTO

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagéao, 2011.

A tabela 3 mostra a avaliacdo da qualidade da agua, através da contagem de
bactérias heterotréficas, encontrada nos equipos apdés um periodo minimo de dois
meses entre a primeira e a segunda coleta e da entrega do CD-ROM com o manual da
ANVISA (BRASIL, 2006) nas unidades pesquisadas. Os valores encontrados nas duas
coletas foram analisados através do teste ndo paramétrico de Wilcoxon ao nivel de 5%
de significancia, pelo programa Stat Plus Professional 2009.



Tabela 3- Resultados das diferencas obtidas para bactérias heterotréficas, a partir de 60 coletas

em seis unidades dentais da rede publica estadual por ponto coletado.

PONTO DE Equipo Antes Depois Valor de p significancia
COLETA

FONTE 1 2,7 x10* 57 x10°
2 3,5 X 107 3,4X10°
3 22x10* 8,2X10°
4 1,7x 107 1,5x 10° 0,4652 NS
5 9,3x 10* 1,3 X 10°
6 SC SC

RESERVATORIO 1 2,8x10* 50x10'
2 7,0 x 103 1,3 X 10*
3 2,3x10° 1,4 X 10*
4 6,4 x 102 6,7x 10° 0,1380 NS
5 8,9x 10" 1,0 x 10°
6 2,3x103 7,0 x 10

MANGUEIRA 1 1,7x10° 56 x 10°
2 29x10° 3,7 X 10*
3 1,0 x 10° 7,1 X 10°
4 1,1 x10° 1,2x 10* 0,0431 S
5 8,9x 10" 1,0 x 10°
6 2,4x10° 1,7 x10°

CANETA 1 6,1 x 102 3,1 x10?
2 8,6 x 10° 1,4 X 10*
3 4,7 x 10° 9,2 X 10*
4 2.1 x10° 7,9 x10° 0,0431 S
5 8,6 x 10* 1,0 x 10°
6 1,6 x 10° 5,5 x10*

SERINGA 1 3,1x10* 3,6 x 10°
2 6,5 x 10° 57 x10°
3 53x10° 6,4 x 10°
4 7,5x10° 9,0x 10° 0,6858 NS
5 1,2x10° 1,0 x 105
6 3,0x 10* 1,4 x10°

Notas: NS= nao significante, S= significante; SC = sem crescimento

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011.
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5.2 Fungos Filamentosos e leveduras

Foram isolados fungos filamentosos em 21 de 30 amostras, o que corresponde a
um total de 70% e em 19 de 30 amostras (63,3%) cresceram leveduras e em 50% das

amostras cresceram fungos e leveduras (tabela 4).

TABELA 4- Analise qualitativa para fungos filamentosos e leveduras obtida a partir de
30 coletas em seis unidades dentais da rede publica estadual de Alagoas por ponto
coletado

UNIDADE  FONTE  RESERVATORIO MANGUEIRA  CANETA SERINGA
1 F/L F/L sC sC sC
2 L F/L F/L F/L F/L
3 F/L F F F L
4 F F/L F sC F
5 F/L F/L F/L L L
6 SC F/L F/L F/L F/L

Notas: SC = SEM CRESCIMENTO; F = FUNGO FILAMENTOSO; L= LEVEDURA.
Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011

O maior niumero de isolados de fungos filamentosos foi encontrado nas aguas
coletadas do ponto MANGUEIRA e a maior concentragao de leveduras foi encontrada
no ponto SERINGA (tabela 5).

TABELA 5- Numero de isolados fungicos e de leveduras obtidos a partir de 30 coletas
em seis unidades dentais da rede publica estadual de Alagoas por ponto coletado.

PONTO DE COLETA FUNGOS LEVEDURAS
ISOLADOS (n°) ISOLADOS (n°)

SERINGA 07 1488
RESERVATORIO 43 688
CANETA 39 63
MANGUEIRA 108 54
FONTE 15 16

Total 212 2.315

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011
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No total, 212 isolados e 16 géneros de fungos filamentosos foram recuperados

das aguas das unidades dentais (tabela 6 e figura 7).

TABELA 6 — Numero de isolados fungicos por géneros obtidos e identificados a
partir de 30 coletas em seis unidades dentais da rede publica estadual de Alagoas

FUNGOS ISOLADOS

Acremonium spp
Aspergillus spp

Bipolaris spp

Cladophialophora spp

Cladosporium spp
Chrysosporium sp
Curvularia sp
Exophiala spp
Fusarium spp
Mycelia Sterilia
Paecilomyces sp
Penicillium spp
Phoma spp
Rhinocladiella spp
Scapulariopsis sp

Verticilium spp

Total

(n°)
99
19
06
10
06
01
05
31
02
06
01
20
01
02
01

02

212

(%)
46,7
8,9
2,9
4,7
2,9
0,4
2,3
14,7
1,0
2,9
0,4
9,4
0,4
1,0
0,4

1,0

100,0

Nota: n°= nimero total de isolados obtidos

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011
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Figura 10- Aspecto macroscoépico (esquerda) e microscédpico (direita) de oito dos dezesseis

géneros isolados e identificados a partir de 30 coletas em 6 unidades dentais da rede publica

estadual de Alagoas

Rhinocladiella spp

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011
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5.3 Coliformes Totais e Termotolerantes:

Nao foi detectada presengca de coliformes termotolerantes em nenhum dos
pontos coletados de todas as unidades de saude pesquisadas (NMP< 1UFC/mL).
No entanto, onze de trinta amostras (36,6%), apresentaram coliformes totais, indicando
que a agua se encontrava fora de especificacdo segundo Portaria 518 do MS, que
preconiza auséncia de coliformes totais e termotolerantes em 100 mL de agua (tabela
7).

TABELA 7- Resultado quantitativo em NMP/100mL, para coliformes totais encontrados
nas aguas dos equipos das unidades de saude da rede publica estadual de Alagoas por

ponto pesquisado.

UNIDADE FONTE RESERVATORIO MANGUEIRA CANETA SERINGA
1 NMP >200,5 NMP <1 NMP <1 NMP <1 NMP <1
UFC/100 mL UFC/100 mL UFC/100 mL UFC/100 UFC/100 mL
mL
2 NMP <1 NMP = 3,1 NMP = 11,1 NMP = 8,7 NMP =41
UFC/100 mL UFC/100 mL UFC/100 Ml UFC/100 UFC/100 mL
mL
3 NMP <1 NMP <1 NMP <1 NMP <1 NMP <1
UFC/100 mL UFC/100 mL UFC/100 mL UFC/100 UFC/100 mL
mL
4 NMP = 8,7 NMP <1 NMP <1 NMP <1 NMP <1
UFC/100 mL UFC/100 mL UFC/100 mL UFC/100 UFC/100 mL
mL
5 NMP = 83,1 NMP = 22,2 NMP =406 NMP=7,5 NMP = 13,7
UFC/100 mL UFC/100 mL UFC/100 mL UFC/100 UFC/100 mL
mL
6 NMP <1 NMP <1 NMP <1 NMP <1 NMP <1
UFC/100 mL UFC/100 mL UFC/100 mL UFC/100 UFC/100 mL
mL

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011
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5.4 Streptococcus mutans
5.4.1- Com desinfeccao prévia dos pontos de coleta estudados:

Dentre trinta amostras colhidas, nove amostras (30%) apresentaram
crescimento, tabela 8. Todas as col6nias crescidas em placas de Petri apresentavam-se
macroscopicamente semelhantes (figura 11).

TABELA 8- Média aritmética da concentracao de S.mutans (UFC/mL) com desinfeccao
prévia dos pontos coletados obtidos a partir de 30 coletas em seis unidades dentais da
rede publica estadual de Alagoas em meio MSB

EQUIPO FONTE RESERVATORIO  MANGUEIRA CANETA SERINGA

1 SC SC SC SC SC
2 SC 2,0x102 1,0x10! 6,5x10! SC
3 SC SC SC SC SC
4 SC 1,0x10? SC SC 2,0x101
5 SC SC 3,7x102 7,1x102 7,8x102
6 SC SC SC SC 3,5x101

Nota:SC = SEM CRESCIMENTO
Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011

Figura 11 — Aspecto macroscopico de colbnias crescidas em meio MSB seletivo para Streptoccocus
mutans

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011



5.4.2 Sem desinfeccao prévia dos pontos de coleta estudados:

Na tabela 9 pode-se observar que nas placas de Petri com meio MSB houve
crescimento de 44,4% (oito de dezoito amostras), enquanto que no vial com

laminocultivo com meio MSBS, houve crescimento em apenas 16,6% (trés de dezoito

amostras). Todas as colonias crescidas em placas de Petri

apresentavam-se macroscopicamente semelhantes (figura 12)

laminocultivo

TABELA 9- Média aritmética da concentracao de S.Mutans (UFC/mL) sem limpeza

prévia dos pontos coletados, obtidos a partir de 36 amostras inoculadas em placas de

Petri em meio MSB e em vial com laminocultivo em meio MSBS, em seis unidades
dentais da rede publica estadual de Alagoas

EQUIPO CANETA
P.PETRI VIAL
1 SC SC
2 1,4 x 103 SC
3 SC SC
4 SC SC
5 1,0 x 10° 10°
6 SC SC

MANGUEIRA
PETRI VIAL
SC SC
7,3 x 102 SC
SC SC
1,0 x 101 SC
1,2 x 10° 10*
SC SC

SERINGA TRIPLICE

PETRI

SC

1,0x102

SC

1,2x102

7,7 x102

SC

VIAL

SC

SC

SC

SC

10°

SC

Notas: SC = SEM CRESCIMENTO, P.PETRI = MEIO MSB EM PLACAS DE PETRI, VIAL = MEIO MSBS

EM LAMINOCULTIVO

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagdo, 2011
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Figura 12- Contagem e aspecto macroscopico de coldnias crescidas em meio MSB e MSBS

seletivos para S.mutans

PLACA DE PETRI

1,2x 108

LAMINOCULTIVO

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011

TABELA 10- Comparacao estatistica do nivel de crescimento de colénias bacterianas em
amostras de agua com e sem desinfeccao prévia dos pontos coletados obtidas de trinta
seis coletas em seis unidades dentais da rede publica estadual de Alagoas em meio MSB

por ponto de coleta

PONTO DE COLETA

MANGUEIRA
com desinfeccao prévia (alcool a 70%) x sem
desinfeccao prévia

CANETA
com desinfeccdo prévia (alcool a 70%) x sem
desinfeccao prévia

SERINGA
com desinfeccdo prévia (alcool a 70%) x sem

desinfecgéo prévia

Valor de p Significancia
0,1797 NS
0,1088 NS
0,4652 NS

Nota:NS= nao significante

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011
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TABELA 11- Comparacao estatistica do nivel de crescimento de colonias bacterianas em
amostras de agua sem desinfeccao prévia dos pontos coletados obtidas de trinta e seis
coletas em seis unidades dentais da rede publica estadual de Alagoas em meio MSB (placas
de Petri) e MSBS (vial com laminocultivo)

PONTO DE COLETA Valor de p Significancia
MANGUEIRA

Placa de Petri x Vial 0.4712 NS
CANETA

Placa de Petri x Vial 0.5752 NS
SERINGA

Placa de Petri x Vial 0.4712 NS

Nota:NS= nao significante

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagdo, 2011

5.4.3 Identificacao de Streptococcus mutans

Todas as colbnias isoladas das aguas coletadas e inoculadas em placa de Petri ou
laminocultivo sejam com ou sem desinfeccdo prévia, ndo foram confirmadas para
S.mutans, como mostram as figuras 13 e 14, onde houve amplificacdo apenas da cepa

controle.



Figura 13- Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados pela PCR
para pesquisa de S.mutans das amostras crescida em placas de Petri com meio
MSB com desinfeccao prévia dos pontos estudados (amostras de 1 a 9) e sem
desinfeccdo prévia dos pontos estudados (amostras de 10 a 13): 1-
Reservatorio equipo 2, 2- Mangueira equipo 2, 3- Caneta equipo 2, 4-
reservatorio equipo 4, 5- Seringa equipo 4, 6- Mangueira equipo 5, 7- Caneta
equipo 5, CP- Controle positivo, CN- Controle negativo, 8- Seringa equipo 5, 9-
Seringa equipo 6,10- Caneta equipo 2,11- Mangueira equipo 2, 12- Seringa

equipo 2,13- Mangueira equipo 4, MPM- Marcador de peso molecular de 100
pb.

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011
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Figura 14- Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados pela PCR para
pesquisa de S.mutans das amostras crescidas em placas de Petri com meio MSB
(amostras de 1 a 4) e em vial com o0 meio MSBS (amostras de 5 a 7): 1- Seringa equipo
4, 2- Caneta equipo 5,3- Mangueira equipo 5, 4- Seringa equipo 5, 5- Caneta equipo 5,
CP- Controle positivo, CN- Controle negativo, 6- Mangueira equipo 5, 7- Seringa equipo 5,

MPM- Marcador de peso molecular de 100 pb

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011
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6. DISCUSSAO
6.1 Bactérias Heterotroficas:

Em 1995 a ADA (American Dental Association) langou um desafio aos dentistas
para baixar o nivel aceitavel de contaminacao bacteriana das dguas que abastecia os
equipamentos odontolégicos de 500 UFC/mL para 200 UFC/mL, a meta deveria ser
atingida até o ano 2000. Porém, diversos estudos realizados ao longo destes mais de
15 anos demonstraram que esta é uma realidade ainda dificil de ser alcangada. Embora
métodos de reducao ou eliminacdo da contaminagdao microbiana nas unidades dentais
tenham sido amplamente reportados, muitos dentistas ainda ndo implantaram no dia a
dia estes métodos.

No equipo odontolégico sado encontrados o reservatério de agua com
aproximadamente 1000 mL, a caneta de alta rotagéo, a seringa triplice e a caneta de
baixa rotacdo, todos funcionando através de um compressor de ar quando do
acionamento de um pedal ou no caso da seringa triplice, durante o pressionamento dos
botdes localizado no cabegote da mesma. Contudo, o reservatério de agua nao esta
ligado a um nenhum sistema de abastecimento automatizado, devendo sempre ser
reabastecido manualmente (XAVIER, 2000)

Os equipos possuem tubulagdes construidas com materiais plasticos, de
didmetro reduzido e imperfeicbes microscépicas nas suas superficies internas, que
propiciam o desenvolvimento e a formacdo de uma capa de bactérias, chamada de
biofilme, recobrindo todo o interior destas pequenas tubulacdes (PREVOUST et al.,
1995).

As aguas coletadas neste estudo no ponto FONTE, que vieram de garrafées de
agua mineral (apéndice B, figura 2), apresentaram crescimento bacteriano. Trés de
cinco equipos abastecidos com agua mineral estavam fora das especificagbes ditadas
pelo MS (equipos um, trés e cinco) e dois apresentavam niveis de contaminac¢ao dentro
do permitido pelo MS (equipos dois e quatro). No entanto a unidade seis que era
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abastecida por um destilador de agua existente na unidade de saude, foi a Unica que

nao apresentou crescimento bacteriano.

Para Xavier et al. (2000) a utilizagdo de agua destilada ou mesmo esterilizada
nos reservatorios dos equipos nao é suficiente para prevenir ou impedir a contaminagao
e a formacao de biofilmes no interior dos sistemas de agua desses equipamentos. Por
outro lado, Watanabe et al.(2006) recomenda que no inicio de todo expediente de
trabalho se deve preencher os reservatérios com agua da torneira e/ou filtrada do
sistema de abastecimento publico, visto que a dgua mineral apresenta um custo mais

elevado e ndo é adicionada de cloro, o que pode levar a maior proliferagdo microbiana.

Na presente pesquisa, todos 0s equipos dos quais foram coletadas as amostras
de agua, apresentava reservatorio tipo garrafa pet. Porém foi possivel perceber que em
trés unidades as garrafas pet eram garrafas de refrigerantes reutilizadas. (apéndice 2,
figura 3). Todas as amostras coletadas do ponto RESERVATORIO estavam acima de

500 UFC/mL, com excec¢ao do equipo trés que apresentou contagem de 2,3x102.

Para Chibebe, Ueno e Pallos (2002) os reservatoérios tipo pet apresentam menor
indice de contaminacdo quando comparado com reservatorios tipo fixo, por apresentar
maior facilidade de limpeza e custo reduzido fato que poderia propiciar um descarte

mais freqUente do mesmo.

Foi observado também que nenhuma das unidades de saude adiciona qualquer
solucao desinfetante, como por exemplo, hipoclorito de sédio ou peroxido de hidrogénio
a agua do reservatorio, para realizar através de desinfecgdo quimica a limpeza interna
das linhas d’agua e nenhum dos equipamentos possuiam sistema de desinfeccao tipo
“flush”, que possibilita a liberagdo de uma solugdo desinfetante, para este fim. Estes
dados sugerem que a maioria das unidades de saude pesquisadas ndo mantém limpas
as linhas d’agua de seus equipos, o que foi comprovado com a enorme contaminagao

encontrada nas aguas que abastecem equipos pesquisados.

Segundo Xavier (2006), a falta de limpeza periddica da garrafa pet, que serve
como reservatério de agua do equipo, pode contribuir para que bactérias se
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multipliguem no remanescente de agua que fica parado na garrafa, principalmente apés
longos periodos de desuso (finais de semana), e quando acionada as pecas de mao,

tais microrganismos podem ser expelidos no paciente através do spray de agua.

De acordo com ANVISA (BRASIL, 2006a) as estratégias para assegurar
qualidade a agua dos equipamentos odontolégicos e alguns periféricos incluem
desinfec¢ao quimica das linhas de agua e drenagem diéria, manutengao a seco durante

a noite e finais de semana dos reservatorios.

Como mencionado anteriormente, metade das amostras coletadas do ponto
FONTE, estavam dentro do limite permitido pelo MS, (equipos dois, quatro e seis);
porém, as amostras correspondentes a estas no ponto RESERVATORIO, apresentaram
namero acima do permitido pela legislacdo, o que sugere desatencdo aos
procedimentos de biosseguranga, no tocante a limpeza dos reservatérios nestas

unidades de saude.

O alto nivel de contaminacdo observado no ponto de coleta RESERVATORIO
deste estudo foi confirmado em outras pesquisas (GALVAO, MOTTA e ALVAREZ-
LEITE, 2006; RUSSO et al., 2000; XAVIER, 2006).

A contagem de bactérias heterotréficas das aguas coletadas das amostras das
canetas de alta rotacdo variou de 2,1x102 UFC/mL a 8,6x10* UFC/mL, concordando
com Souza-Gugelmin et al. (2003) que também encontrou diferentes niveis de
contaminagdo neste ponto, com variacdes de 1,9x102 UFC/mL a 3,0x10% UFC/mL.

Nao foi possivel precisar se as canetas de alta rotagdo encontradas nas
unidades pesquisadas possuiam valvulas anti-retracdo, pois a maioria era muito antiga,
sem marca comercial definida e com diversos consertos realizados, nem sempre em

lojas autorizadas pelo fabricante, coincidindo com os achados de Xavier (2006).

De acordo com Russo et al. (2000) apenas um procedimento operatério, em um
anico paciente, € suficiente para promover alta contaminagao da ponta da seringa tripli-
ce (numero de UFC > 300).
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No presente estudo, todos os equipos no ponto de coleta SERINGA,
apresentaram valores acima do recomendado pelo MS, coincidindo com resultados de
Mayo, Oertling e Andrieu (1990), Williams et al. (1994), Prevoust et al. (1995) e Barbeau
et al. (1996).

Watanabe (2006), ao comparar niveis de bactérias heterotréficas através de
métodos tradicionais e rapidos demonstrou uma contagem de 3,35x10°® UFC/mL, em
amostras de aguas das mangueiras da caneta de alta rotacdo sem a peca de mao
acoplada. Por outro lado, neste estudo a maior contagem encontrada neste ponto, foi
de 8,6x10* UFC/mL no equipo de nimero cinco. Porém, em ambos os estudos foi
possivel perceber o alto indice de bactérias encontrado neste ponto de coleta.

Nas aguas coletadas da caneta de alta rotacdo, seja acoplada a mangueira
(CANETA) ou desacoplada (MANGUEIRA), todas apresentaram crescimento acima do
permitido pela legislacdo, exceto nos equipos trés e quatro no ponto CANETA, que
tiveram valores dentro do permitido. Demonstrando que a contaminacdo bacteriana

ocorreu mais nas mangueiras do que nas canetas.

Neste ponto de coleta (MANGUEIRA) foram obtidas contagens de 1,0x103
UFC/mL a 8,9x10* UFC/mL. Contrariando os dados de Prevoust et al. (1995) e Xavier
(2006) que obtiveram contagem entre 5x10? UFC/mL a 3.3x10° UFC/mL e 1,0° UFC/mL
a 3,7x10° UFC/mL, respectivamente.

Na segunda coleta foram obtidas novas amostras de agua dos mesmos pontos
estudados para comparagdo do nivel de contaminacdo por bactérias heterotréficas
antes e depois da entrega do CD-ROM com o manual da ANVISA (BRASIL, 2006a). Os
resultados mostraram significancia estatistica apenas nos pontos MANGUEIRA e
CANETA (tabela 3) indicando um aumento da contaminacao nestes pontos, que teve a
maior variacao no ponto MANGUEIRA no equipo seis, com variagao de 2,4x103 (antes)
para 1,7x10° (depois) e no ponto CANETA, no equipo trés, que variou de 4,7x102
(antes) para 9,2x10* (depois). Estes resultados demonstram um aumento consideravel
no nivel de contaminagéo. Os demais pontos continuaram, com indices semelhantes de

contaminacédo, ndo havendo portanto diferenca, estatisticamente significativa entre o
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antes e depois., ficando claro a necessidade de capacitacao, atualizacao e avaliagao
das equipes odontolégicas da rede publica estadual de Alagoas, assim como a

padronizagcédo de procedimentos em toda rede.
6.2 Fungos Filamentosos e leveduras

Durante muitos anos a micologia teve pouca expressdao na area médica,
possivelmente pela falta de diagnéstico adequado. Com o aparecimento da
antibioticoterapia, utilizacdo de métodos imunossupressores, surgimento da AIDS e
melhora nos métodos diagnésticos foi observado um aumento no numero de casos de
infecgdes fungicas. (ALMEIDA, [20007])

Apenas recentemente os fungos foram conhecidos como causadores de
enfermidades disseminadas, endocardites, infeccdes pulmonares, ceratites entre

outras, em pacientes imunodeprimidos (BRASIL, 2004b).

Os patbégenos fuangicos oportunistas, como Candida spp, Cryptococcus
neoformans e Aspergillus spp, geralmente s6 causam infeccdo quando ocorrem
quebras nas barreiras protetoras da pele e das mucosas ou quando defeitos no sistema
imune do hospedeiro permitem a penetracao, colonizagcao e reproducao no hospedeiro.
Entretanto nas infecgbes oportunistas ha fatores associados ao organismo, € ndo ao
hospedeiro, que contribuem para capacidade do fungo causar doenca. (MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2006).

Os fungos mais comuns que causam problemas orais sdo as leveduras
imperfeitas e destas, a espécie Candida responde pela maioria das infeccoes. A
Candida albicans é sem duvida, a levedura mais comumente isolada das infeccoes
orais, mas outras espécies podem também ser isoladas (MARSH e MARTIN, 2005), em
nosso estudo 2.315 leveduras foram isoladas.

De acordo com Molinare (1994) e Williams, Molinare e Andrews (1996) apenas
0s seguintes géneros de fungos haviam sido isolados das unidades dentais até aquele
momento: Penicillum spp, Cladosporium spp, Alternaria spp, Scapulariopsis spp. No
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entanto Pankhurst, Johnson e Woods (1998), em sua revisdo citaram Phoma spp,
Penicillum spp, Cladosporium sp, Alternaria spp e Scapulariopsis spp.

No presente estudo o género mais frequente foi o Acremonium spp, diferindo do
estudo de Mills, Lauderdale e Mayhew (1986), que isolaram: Rhodotorula rubra, como o
fungo mais frequente, seguido por Aspergillus sp, Cladosporium sp, Penicilluns sp € um
fungo amarelo cinza nao identificado. Diferindo também do estudo de Szymanska
(2005), onde o género de fungo filamentoso mais frequente foi o Aspergillus spp,

seguido por Penicillum spp, Sclerotium sp e Citromyces spp.

Porteus et al.(2003), isolaram Exophiala sp, ao qual os autores denominaram
como um fungo nado usualmente presente nas linhas d’agua dos consultérios
odontol6gicos. Neste estudo também foi isolado Exophiala spp, sendo este género o

segundo mais frequente.

Foram recuperados das linhas d’dgua dos consultérios pesquisados, dezesseis
géneros destes, dez géneros dos que foram isolados, Acremonium spp, Bipolaris spp,
Cladophialophora spp, Chrysosporium sp, Curvularia spp, Fusarium spp, Mycelia
Sterilia, Paecilomyces sp, Rhinocladiella spp, Verticilium spp, ndo foram mencionados

nos estudos acima.

O aerossois contaminado com fungos gerados durante o trabalho com pecas de
mao dos equipos odontologicos, podem ser uma ameaga para a saude tanto para
pacientes como para a equipe odontolégica. A infeccdo resultante da inalacao de
esporos de Aspergillus spp pode causar asma bronquica em pacientes alérgicos a
antigenos deste fungo (SZYMANSKA, 2005). Além do Aspergillus spp, fungos como,
Curvularia spp, Mycelia Sterilia, Phoma spp e Scopulariopsis spp, apresentam algumas
espécies com potencial patogénico para causar reagdes alergicas e hipersensibilidade
(MURAY, 2002). Por outro lado, os géneros Acremonium spp, Bipolares spp,
Cladosporium spp, Penicillium spp, Paecilomyces spp e Verticillium spp, podem causar
infeccbes nas cérneas, podendo trazer problemas para usuarios de lentes contato
(MURAY, 2002; SZYMANSKA, 2005).
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Uma atengdo maior tem sido dada a infecgbes por fungos do género Fusarium
spp em pacientes apds traumas e cirurgias, pois espécies deste fungo podem causar
Infecgdo ocular, infeccao sistémica, sinusite, infecgdo na pele e nas unhas (MURAY,
2002).

Outra preocupagdo é com os géneros Cladophialophora spp e Rhinocladiella
spp, pela possibilidade de causar cromoblastomicose, uma infeccdo cronica,
granulomatosa, caracterizada por lesdes nodulares, verrucosas, as vezes ulceradas
(MURAY, 2002; BRASIL, 2004b).

Preocupante também sdo os géneros Chrysosporium spp e Exophiala spp que

podem provocar lesdes de pele e endocardites (MURAY, 2002;).

Foi encontrada presenga de uma grande diversidade de fungos filamentosos nas
aguas dos consultérios estudados, com o agravante fato, que todos os géneros

isolados apresentam espécies potencialmente patogénicas.
6.3 Coliformes Totais e Termotolerantes:

As bactérias do grupo coliforme estdo presentes no intestino humano e de
animais de sangue quente, sendo eliminadas nas fezes em nimeros elevados (10°-
10%/g). Entretanto, o grupo dos coliformes totais inclui bactérias ndo exclusivamente de

origem fecal, podendo ocorrer naturalmente no solo, agua e plantas.

O grupo dos coliformes termotolerantes inclui bactérias de origem nao
exclusivamente fecal, embora em proporcdo bem menor que a encontrada no grupo
dos coliformes totais. Contudo, a presenca de coliformes termotolerantes, na maioria
das vezes, guarda melhor relacdo com a presenca de E. coli, o indicador mais preciso
de contaminacdo fecal. Mesmo em mananciais bem protegidos ndo se pode
desconsiderar a importancia sanitéria da detec¢ao de E. coli, pois, no minimo, indicaria
a contaminacéao de origem animal silvestre, podendo tornar-se reservatorios de agentes
patogénicos ao ser humano.(BRASIL, 2006b).
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Assim sendo a presenca de coliformes totais indica a possibilidade de
contaminagao fecal e a presenca de coliformes termotolerantes determina a origem

fecal da contaminacao.

Neste estudo 11 amostras apresentaram coliformes totais, discordando dos
estudos realizados por Mayo, Oertling e Andrieu (1990), Xavier et al, (2000) e Araujo e
Lopes-Silva, (2002), onde foram negativas as pesquisas para bactérias do grupo
Coliformes.

Todas as aguas coletadas do ponto FONTE vieram de garrafdes de d4gua mineral
que se localizavam sobre bebedouros elétricos, exceto na unidade seis que foi coletada
de um destilador de agua existente na unidade de saude (apéndice B, figura 2). Os
resultados mostraram que a agua que tem por proposito matar a sede das equipes
multidisciplinares das unidades um, quatro e cinco, eram improprias para 0 consumo
humano. O mesmo ocorreu com as aguas que abasteceram os reservatorios, seringas

triplices e canetas de alta rotacao dos equipos das unidades dois e cinco.

Como todos os cuidados foram tomados para nao haver contaminagao durante
coleta e processamento da agua, os resultados do ponto FONTE no que diz respeito as
unidades um e quatro, sugere que a dgua que existia no reservatério no momento da
coleta, ndo provinha do mesmo bebedouro ou talvez, se do mesmo bebedouro, de um
garrafao de agua mineral diferente.

6.4 Identificacao do Streptococcus mutans

De acordo com Jorge (2008) os estreptococos do grupo mutans sdo cocos Gram
positivos, imdveis, catalase negativos, que formam cadeias curtas ou médias. Em meio
Agar Mitis Salivarius crescem como colénias convexas, opacas, com aparéncia de vidro
esmerilhado. Para Moreira (2006) as bactérias S. mutans sao cocos Gram positivos,
com morfologia ovalada, medindo aproximadamente 0,5 a 0,75 um de diametro,
agrupam-se aos pares ou em cadeias, requerem meios nutricionalmente ricos para seu
crescimento e temperatura média de 37 °C. Em meio de cultura 4gar Mitis Salivarius
acrescido de bacitracina (MSBS), formam col6nias pequenas, com bordos irregulares,
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fortemente aderidas ao meio. Com adi¢do de sacarose ao agar, muitas linhagens de S.
mutans produzem colénias de cerca de 1 mm de didametro. O Streptococcus mutans é o
coco Gram-positivo mais rotineiramente isolado da placa dental, das lesbes cariosas e
da saliva. (LINDQUIST e EMILSON,1991; RODRIGUES et al, 2008).

O meio de cultura mais utilizado para isolamento do Streptococcus mutans é o
Agar Mitis Salivarius. Este meio foi inicialmente elaborado por Chapman (1946) e
continha azul de tripan e cristal de violeta como agentes seletivos e era ainda acrescido
de 1% de telurito de potassio; foi por muito tempo utilizado no isolamento de
estreptococos da cavidade bucal (JORGE, 2008). Porém Gold et al.(1973), fizeram uma
modificacdo no meio Mitis Salivarius acrescentando 15% de sacarose e 0,2 Ul de
bacitracina por mililitro, surgindo assim, o meio Mitis Salivarius Bacitracina Sacarose
(MSBS). O MSBS possui custo bastante elevado e sua preparacao € laboriosa. Outra
desvantagem deste meio de cultura é o curto prazo de validade em média de sete dias

devido a presenca da bacitracina na sua composicao (JORGE, 2008).

Segundo Kamiyama et al. (2003) e Saraiva (2010), diferentes meios de cultura
sélidos ou liquidos tem sido utilizados para a deteccao de estreptococos do grupo
mutans na saliva e no biofilme dentario. Porém, o MSBS € ainda o mais utilizado no
isolamento do Streptococus mutans (JORGE, 2008).

Neste estudo foi utilizado o meio Mitis Salivarius elaborado por Chapman (1946)
adicionado de bacitracina (MSB) em placa de Petri com desinfec¢ao prévia dos pontos
(friccdo de é&lcool a 70%) em todos os cinco pontos estudados, e sem desinfecgao
prévia em trés pontos (CANETA, MANGUEIRA e SERINGA) onde a possibilidade da
presenca de Streptococcus mutans seria mais efetiva.

Foi feita a comparacao dos pontos sem desinfec¢ao prévia entre o meio MSB e
MSBS, utilizando para o primeiro 0 meio em placas de Petri e para o segundo um
dispositivo (vial) feito de duas laminas contendo o meio MSBS, e através da PCR foi
comprovado que de todas as colénias bacterianas crescidas em ambos 0s meios,
nenhuma era de Streptococcus mutans. (figuras 13 e 14) Para Kimmel e Tinanoff,
(1991), o MSB nao suprime os estreptococos nao-mutans, podendo levar a resultados
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falso-positivos e para Tanzer et al. (1984) o MSBS ¢ parcialmente seletivo. Nesta
pesquisa, em ambos 0s meios houve crescimento de outros microrganismos que nao
eram Streptococcus mutans, inclusive crescimento de fungos filamentosos.
Confirmando os achados de Tanzer et al. (1984) e Kimmel e Tinanoff, (1991), que os

meios MSB e MSBS néo sao seletivos, sdo, quando muito, parcialmente seletivos.

Entretanto, este resultado apontou o meio menos susceptivel a um crescimento
diferenciado, que neste caso foi o MSBS, como também mostrou que o laminocultivo
pode ser uma alternativa interessante para isolamento de Streptococcus mutans, pois
sua utilizagdo é muito pratica e seu preco de aproximadamente U$ 8,0 por vial ndo é
tao abusivo se levado em conta que vem um kit completo, incluindo a pastilha de CO,
para a anaerobiose. A Unica desvantagem observada foi seu gabarito (figura 9) que
leva a uma superestimacao no numero de col6nias. Por outro lado, cabe ressaltar que
este foi um estudo feito em agua, ndo em saliva. Para uma avaliagdo deste dispositivo

em saliva, seriam necessarios novos estudos.

A desinfeccdo prévia com alcool a 70% nao inibiu a sua presengca de
microrganismos. Concordando com Pereira et al., (2008) que ao estudar a rotina de
descontaminagdo de 19 canetas de alta rotacdo concluiu que alcool a 70% néo foi

eficiente para inativar os microrganismos presentes.

Bagga et al., (1984) e Berllutti et al. (2003), demonstraram que as valvulas de
retracdo na sua maioria ndo impedem o refluxo quando da paralisacdo da caneta de
rotacdo e que parte do material do paciente retorna para dentro das mangueiras
contaminando as linhas d’agua. Por sua vez Russo, (2003) demonstrou que a
contaminacao do ambiente de trabalho por Streptococcus mutans resultante do aerosol
gerado pela caneta de alta rotacdo durante procedimentos de dentistica, variou de um
paciente para o outro e atingiu a uma distancia de 2 metros e a contaminagao foi maior
na area proximo ao paciente, sobretudo a esquerda a 30 centimetros, bem como no

avental e na mascara do operador.

A presenga de Streptococcus mutans no biofilme dental esta bem documentada
na literatura. Mas quanto ao isolamento de Streptococcus mutans no biofilme formado
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nas linhas d’agua dos consultérios odontoldgicos existe um vazio literario. Isto acontece
talvez devido a pouca possibilidade de sobrevivéncia desse microrganismo no biofilme
formado nas mangueiras dos equipos que sao flexiveis e ndo tdo dura quanto a
superficie dental, dificultando assim a adesao a parede das mangueiras. Outro fator que
dificulta o isolamento de S mutans pode estar ligado a auséncia de um fornecimento
constante de sacarose nas linhas d’ agua, pois segundo Marsh e Martin (2005), a
distribuicdo dos microrganismos esta relacionada a sua habilidade de aderéncia a um
local, assim como a satisfacdo das necessidades ambientais e nutricionais. Outra
possibilidade para o ndo isolamento seria devido a variagao de temperatura sofrida pela
agua que muitas vezes ficam acondicionadas durante horas em um reservatério de um
equipo, sujeita a mudangas de temperatura ocorridas dentro do consultério; ou ainda
durante a coleta onde sofre uma variacao de temperatura brusca, quando depois de
colhida a amostra, a mesma é colocada diretamente no gelo. Outra alternativa
plausivel, seria devido a variacao do pH, que segundo a portaria niumero 518 do MS
(BRASIL, 2004a) a agua potavel deve ter o pH entre 6,0 e 9,5, quando o pH ideal para
o desenvolvimento do Streptococcus mutans, de acordo com JORGE (2008), € um pH
acido (4,3), entretanto para Li (2001) o Streptococcus mutans tem viabilidade de 100%
para seu crescimento e multiplicagdo em um pH entre 5,5 e 6,0, em um pH de 5,0 esta
viabilidade cai e fica entre 98% a 91% e no pH 3,0 suas células morrem. Provavelmente
o fato de nao ter conseguido isolar S.mutans nas aguas dos equipos estudados, seja

devido a uma associacao de todos os fatores expostos anteriormente.
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7 CONCLUSOES
Os dados obtidos permitiram concluir que:

- O alto indice de contaminacao encontrado demonstrou que a agua das unidades
dentais pesquisadas nado era de boa qualidade. A presenca de coliformes totais
tornou a agua nao potavel e considerada imprépria para o consumo humano e
conseqlientemente para utilizacdo em procedimentos odontolégicos, podendo

assim, ser considerada como uma fonte potencial de infec¢gdes cruzadas.

- A grande quantidade e diversidade encontradas de isolados de fungos
filamentosos com espécies potencialmente patogénicas mostraram que a anélise
micolégica perioddica das aguas utilizadas nos procedimentos odontoldgicos € de

suma importancia na prevenc¢ao contra infecgoes.

- A técnica de PCR-GE demonstrou que 0s microrganismos que cresceram, nos
meios seletivos para S.mutans nao correspondiam a esta espécie, mostrando
que estes meios ndo suprimem o crescimento de outras espécies de bactérias e
fungos filamentosos. Nao foi possivel o isolamento de Streptococcus mutans nas
linhas d’agua dos consultérios odontolégicos da rede publica estadual de
Alagoas. Sugerindo a necessidade de novos estudos que retifiquem ou

ratifiquem estes dados.
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APENDICE A

ILUSTRAGCOES DOS PONTOS DE COLETA

Figura 1- Vista geral do consultério odontol6gico

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011

Figura 2- Pontos de coleta FONTE

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011
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Figura 3- Ponto de coleta RESERVATORIO

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011

Figura 4- Circuito hidrico do equipo odontol6gico

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011
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Figura 5- Ponto de coleta CANETA Figura 6- Orificios de saida de agua

(caneta de alta rotacéo acoplada a mangueira) da caneta de alta rotacéo

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011

Figura 7- Orificios de encaixe da caneta de alta Figura 8- Spray da caneta de alta rotagédo

rotacdo com a mangueira

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011
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Figuras 9 e 10- Ponto de coleta MANGUEIRA (mangueira da caneta do alta rotacdo sem a

peca de mao acoplada)

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011

Figura 11- Ponto de coleta MANGUEIRA (mangueira da caneta do alta rotagao
sem a pecade mao acoplada)

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011



Figura12- Ponto de coleta SERINGA Figura13- Ponto de coleta SERINGA
(seringa triplice) (seringa triplice)

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011

Figura 14- Flushing da seringa triplice

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagdo, 2011
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APENDICE B

ILUSTRAGOES DOS PONTOS PESQUISADOS NO MOMENTO DA COLETA

Figura 1- Situacdo dos equipos encontrada em cada consultério pesquisado antes da coleta nos
seis consultorios avaliados na primeira coleta no periodo de outubro de 2009 a janeiro de 2010

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011

Figura 2- Pontos informados por cada unidade de saude como sendo o local de abastecimento
dos reservatorios.

Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagao, 2011




Figura 3- Reservatorios encontrados em cada equipo no dia da coleta.
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Fonte: Elaborado pela autora desta dissertagéo, 2011
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APENDICE C

MODELO DO PROTOCOLO DE RECEBIMENTO
DO CD-ROM E ILUSTRAGAO DA CAPA DO MANUAL DA ANVISA

PROTOCOLO

Recebi da Dra Guacyra Machado Lisboa, 01(um) CD-ROM onde se encontra gravado
o manual de odontologia da ANVISA, em PDF, 943 KB, entregue apds realizagao de
coleta de amostras de agua para a pesquisa: ANALISE DA CONTAMINACAO DA
AGUA DAS TUBULACOES E RESERVATORIOS DE EQUIPAMENTOS
ODONTOLOGICOS DAS UNIDADES DE ATENDIMENTO ESTADUAL, realizada ap6s
autorizacao constante no processo 19768 da Secretaria Estadual de Saude.

Maceio, / /

Nome legivel



Figura 1- capa do manual da ANVISA

Servicos Odontologicos

Prevengdo e Controle de Riscos

Tecnologia em Servigos de Satde

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE/ANVISA
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APENDICE D

MODELO DO PROTOCOLO DE RECEBIMENTO
DOS LAUDOS

PROTOCOLO

Recebi da Dra Guacyra Machado Lisboa, 01(um) envelope com os laudos dos
resultados obtidos na pesquisa: ANALISE DA CONTAMINACAO DA AGUA DAS
TUBULACOES E RESERVATORIOS DE EQUIPAMENTOS ODONTOLOGICOS DAS
UNIDADES DE ATENDIMENTO ESTADUAL, obtidos ap6s autorizagdo constante no
processo 19768 da Secretaria Estadual de Saude.

Maceio, / /

Nome legivel



APENDICE E
MODELO DO LAUDO MICROBIOLOGICO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALGOAS
2 LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA E GENETICA
\! 1 !.; PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

LAUDO MICROBIOLOGICO

PROJETO: ANALISE DA CONTAMINACAO DA AGUA DAS TUBULACOES
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E

RESERVATORIOS DE EQUIPAMENTOS ODONTOLOGICOS DAS UNIDADES DE

ATENDIMENTO ESTADUAL.
UNIDADE DE SAUDE:
Data da coleta:

Amostra 1: seringa triplice

Resultado: }

INTERPRETACAOQ: ( ) Valores dentro do padrao de aceitabilidade (portaria 518/04)
( ) Valores fora do padrédo de aceitabilidade (portaria 518/04)

Amostra 2: Caneta de alta rotacdao com a caneta acoplada as mangueiras

Resultado: _

INTERPRETACAOQO: ( ) Valores dentro do padrao de aceitabilidade (portaria 518/04)
( ) Valores fora do padrédo de aceitabilidade (portaria 518/04)

Amostra 3: Caneta de alta rotacdao com a caneta desacoplada das mangueiras

Resultado: _

INTERPRETACAOQO: ( ) Valores dentro do padrao de aceitabilidade (portaria 518/04)
( ) Valores fora do padrao de aceitabilidade (portaria 518/04)

Amostra 4: Reservatorio

Resultado: _

INTERPRETACAOQO: ( ) Valores dentro do padrao de aceitabilidade (portaria 518/04)
( ) Valores fora do padrédo de aceitabilidade (portaria 518/04)

Amostra 5: Local onde é abastecido o reservatério (FONTE)

Resultado: }

INTERPRETACAOQ: ( ) Valores dentro do padrao de aceitabilidade (portaria 518/04)
( ) Valores fora do padrao de aceitabilidade (portaria 518/04)
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Valores de referéncia segundo portaria 518 de marco de 2004:

§7° Em 20% das amostras mensais para analise de coliformes totais nos sistemas de
distribuicao, deve ser efetuada a contagem de bactérias heterotréficas e, uma vez
excedidas 500 unidades formadoras de colénia (UFC) por ml, devem ser
providenciadas imediata recoleta, inspecéao local e, se constatada irregularidade, outras
providéncias cabiveis.

PONTO CONTAGEM COLIFORMES CONTAGEM DE ESCHERICHIA
TOTAIS coLl
NMP NMP

RESULTADO RESULTADO RESULTADO RESULTADO
QUANTITATIVO | QUALITATIVO | QUANTITATIVO | QUALITATIVO

CANETA DE ALTA
COM CANETA
(CANETA)

CANETA DE ALTA SEM
CANETA (MANGUEIRA)

FONTE

RESERVATORIO

SERINGA TRILPICE

NMP- NUMERO MAIS PROVAVEL

Padrao microbiol6gico de potabilidade da agua para consumo humano (portaria N° 518
de 25 de marco de 2004)

PARAMETRO | vMp™
Agua para consumo humano"’
Escherichia coli ou Auséncia em 100ml
coliformes

termotolerantes®
Agua na saida do tratamento

Coliformes totais [ Auséncia em 100ml

Agua tratada no sistema de distribuicio (reservatérios e rede)

Escherichia coli ou Auséncia em 100ml

coliformes

termotolerantes®

Coliformes totais Sistemas que analisam 40 ou mais amostras por
més:

Auséncia em 100ml em 95% das amostras
examinadas no més;

Sistemas que analisam menos de 40 amostras
por més:

Apenas uma amostra podera apresentar
mensalmente resultado positivo em 100ml

NOTAS:

(1) Valor Maximo Permitido.

(2) agua para consumo humano em toda e qualquer situagdo, incluindo fontes individuais como pogos, minas,
nascentes, dentre outras.

(3) a detecgéo de Escherichia coli deve ser preferencialmente adotada.

Responsavel Técnico
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ANEXO A

PROTOCOLO E APROVACAO PELA SECRETARIA ESTADUAL DE SAUDE PARA A
COLETA DOS DADOS

%
ESTADO DE ALAGOAS
SECRETARIA ESTADUAL DE SAUDE
SUPERINTENDENCIA DE ATENGAO A SAUDE
DIRETORIA DE ASSISTENCIA HOSPITALAR E DE URGENCIA

Processo - n°. 2000 / 19768 / 2008

Interessado: Dra. Guacyra Lisboa

Assunto: Pesquisa Microbiologica da Agua dos Equipamentos Odontologicos da Rede
Piblica Estadual

A: Geréncia de Nicleo de Satde Bucal

Para tomar ciéncia, andlise e parecer, Voltando,

Macei6, 18 de novembro de 2008,

Quilerer
Waﬁa Lucia B. Feitosa

(3
Assessoria Tecnica da SBA;
~priniendencia de Alencao a =

ESTADO DE ALAGOAS
Secrefaria Executiva de Saide — SESAU

welona memonendo “om  Ulessame.  elg

GOVERNO DE ALAGOAS
P78 g SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
#e Qugad % NUCLEO DE PROCESSAMENTO D€ DADOS - NPD
=% i i s, 7 DMISAO DE PROTOCOLO E ARGUIVO - DIPAR p—
Pe awvlo, rox enlindun Jux )x/w/wsr‘
:’.f’"“" 20000/19768/2008

w>iJ; o ,“\J}MNL pl o et clode ol

Interessado: GUACYRA MACHADO LISBOA

] 10/11/2008

N processa:

S Téenic  ola Juentc U Vultdey olx S, Bucug Natureza:  REQUERIMENTO

: oy e - : Mssunto:  SOL AUTORIZAGEO PARA
fomedi U 9. ol N«? cho {334 COLETAR DABOS

Or, Vanilo §92:2 d?ﬂ;f
Sup(ﬁn\cﬂw R
~" 4 Satide
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ANEXO B

APROVAGCAO PARA REALIZACAO DO PROJETO PELO COLEGIADO DO CURSO
DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS DA SAUDE

S

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
INSTIUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE

Maceid, 23 de margo de 2009

Senhora Mestranda Guacyra Machado Lisboa

O Colegiado do Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias da Saude
(PPGCS), reunido em 17 de fevereiro de 2009 e apés anadlise do projeto intitulado:
“Analise da contaminagdo da agua das tubulacbes e reservatérios de
equipamentos odontolégicos das Unidades de atendimento estadual”, de sua
autoria e sob orientagao do Prof Dr Euripedes Alves da Silva Filho, vem por meio
deste instrumento comunicar sua aprovagao.

Atenciosamente,

J 'Phﬂ/yvﬂ—(}- E =
Prof®

r® Salete Smaniotto
Coordenadora PGCS/ICBS/UFAL
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ABSTRACT

Fungi cause disseminated infections, endocarditis, lung infections, keratitis and other
diseases in immunosuppressed patients. Host penetration occurs preferentially by upper airways
or through the epidermis after trauma with cutting or perforating objects. This study analyzed the
quality of water in dental units in the public dental services of the state of Alagoas, Brazil, and
evaluated this water as a possible source of filamentous fungi, which are potentially pathogenic
organisms. We collected 100 mL of water at 5 sites in six dental offices: three-way syringe, the
high-speed handpiece connected to tubing, the high-speed handpiece not connected to tubing, the
water reservoir, and the source of water for the reservoir. Aliquots of 100 pl of pure samples and
at a 10" dilution were plated in duplicate in Sabouraud dextrose agar to which 50 mg.L" of
chloramphenicol and 50 mg.L™" of ampicillin were added and incubated at 28° C for 4 to 6 days.
Results were expressed in CFU/mL. The large number and diversity of filamentous fungus
isolates with potentially pathogenic species suggest that the water used in dental units should

undergo regular mycological analysis to prevent infections.

Key words: Water Quality, Biofilms, Infection Control.
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1. INTRODUCTION

As the incidence of serious transmissible diseases increased in the last decades, dentists
went through a radical change of attitude, which demanded a greater awareness of the risks of
contamination (Russo et al. 2000). Although infection control procedures have been extensively
discussed, exposure of patients and dental staff to microorganisms found in the water in the
dental units remains common in public and private dental services (Xavier 2006). Microbial
contamination of dental office waterlines comes from biofilm accumulation on the walls of the
hose, which originates in the quality of the water used or the reflux of material from the patient's
mouth when the high-speed handpiece slows down and is promoted by the defects on the hose
walls and water stagnation within the water circuit. Highly contaminated sprays generated when
the high-speed handpieces and tree-way syringes are operated seem to be a difficult problem to
solve (Cobb et al. 2002, Lee et al. 2001, Russo et al. 2000, Szymanska 2003).

Once contaminated, the surface of hose lumen may act as a reservoir and facilitate
continuous recontamination (Russo et al. 2000).

For many years, mycology received little attention in medical sciences, probably because
adequate diagnoses were not made. However, the number of fungal infection diagnoses increased
after the advent of antibiotic treatments, the use of immunosuppression, the appearance of AIDS,
and the improvement of diagnostic methods (de Almeida).

In Brazil, the Ministry of Health issued the Directive # 518 of March 25, 2004 , which
defined that, to evaluate the quality of potable water supplied to the population by the public
distribution systems, monthly bacteriological analysis should be performed and total coliforms
and thermotolerant coliforms should be investigated in all collected samples. In 20% of the
samples, heterotrophic bacteria should be counted, and the total should not be greater than 500

colony forming units (CFU) per milliliter of water (Brasil 2004). However, according to Varo et
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al. (2007), there are no national or international qualitative or quantitative standards for the
mycological analysis of water.

Therefore, this study analyzed the quality of the water used in dental services in the public
health care system of the state of Alagoas, Brazil, and evaluated samples as possible sources of

potentially pathogenic filamentous fungi.

2. MATERIAL AND METHODS

Water samples were collected from six dental units in hermetically closed, sterilized 100
mL graded wide-mouth bottles containing a 10% sodium thiosulfate tablet to neutralize residual
chlorine. Water was collected at random times and days during working hours at the intervals
between patients to avoid disrupting the provision of dental care.

Water was collected from the following sites: three-way syringe — SYRINGE; high-speed
handpiece connected to the tubing — HANDPIECE; high-speed handpiece not connected to the
tubing — TUBING; water reservoir — RESERVOIR; and the source at which the reservoir was
supplied — SOURCE.

To disinfect these sites before collection, they were rapidly wiped with a piece of gauze
soaked in 70% ethyl alcohol. The three-way syringe and the high-speed handpiece were turned on
and the water ran for 10 seconds before collection. From October 2009 to January 2010, five
samples of water were collected, one from each site, in the six dental units, at a total of thirty 100
mL samples. After collection, the samples were kept in ice boxes with ice and processed within

four hours of collection.
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2.1 Sample inoculation and culture

The samples were diluted at 10”'. We plated 0.1 mL of the original sample and the
dilution on Sabouraud dextrose agar in Petri dishes, to which 50 mg/I of chloramphenicol and 50
mg.L" ampicillin were added, and were spread with a Drigalski spatula until fully absorbed.
After that, the dishes were incubated in a bacteriological incubator at 28° C for four to six days.
After incubation, the plates were analyzed and colonies were counted; the results were expressed

in CFU/mL.

2.2 Identification of filamentous fungi

Filamentous fungi were identified according to genus based on macroscopic and
microscopic features. Microscopic analysis was conducted using the microculture technique
(Riddell 1950) in Lactrimel medium (14 g wheat meal, 14 g dried milk, 7 g honey and 0.4 g

chloramphenicol per liter).

3. RESULTS

Filamentous fungi were isolated in 21 (70%) of the 30 samples (Table 1).

A total of 212 isolates and 16 genera of filamentous fungi were identified in water
collected from dental units (Table 2 and Figure 1).

All the 16 genera isolated had potentially pathogenic species.

The greatest number of filamentous fungi isolated was found in the water collected from
the TUBING site, which indicates that there is a greater concentration of biofilm in this site

(Table 3).
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4. DISCUSSION

For many years, mycology had little expression among medical sciences, probably
because adequate diagnostic tests were not available. With the development of antibiotic
treatments, the use of immunosuppression methods, the appearance of AIDS and the
improvement of diagnostic methods, there was an increase in the number of fungal infections (de
Almeida).

It was only recently that fungi were recognized as the cause of disseminated diseases,
endocarditis, pulmonary infections, keratitis and other conditions that affect patients with
immunosuppression (Brasil 2004).

Opportunistic fungal pathogens, such as Candida spp, Cryptococcus neoformans and
Aspergillus spp, usually only cause infections when there are breaks in the protective skin and
mucosal barriers or when immune system defects allow their penetration, colonization and
reproduction in the host. However, opportunistic infections have factors associated with the
microorganism, rather than with the host, that contribute to the microorganism’s capacity to cause
disease (Murray et al. 2006). That might explain why few authors have been concerned with
including the investigation of fungi in their studies.

Several genera of filamentous fungi have been found in reviews of the specialized
literature. According to Molinari (1994) and Williams, Molinare and Andrews (1996), only the
following fungi had been isolated in dental units up to the time their studies were conducted:
Penicillum spp, Cladosporium spp, Alternaria spp, and Scapulariopsis spp. However, Pankhurst,
Johnson and Woods (1998) found Phoma spp, Penicillum spp, Cladosporium sp, Alternaria spp
and Scapulariopsis spp in their review.

In this study, the most frequent genus was Acremonium spp, differently from the study

conducted by Mills, Lauderdale and Mayhew (1986), who found that Rhodotorula rubra was the
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most frequent fungus, followed by Aspergillus sp, Cladosporium sp, Penicilluns sp and an
unidentified grey-yellow fungus. Our findings were also different from those reported in the
study conducted by Szymanska (2006), in which the most frequent filamentous fungus was
Aspergillus spp, followed by Penicillum spp, Sclerotium sp and Citromyces spp.

Porteus et al. (2003) isolated Exophiala sp, which, according to the authors, was not often
found in dental unit waterlines. Exophiala spp was also found in this study and was the second
most frequent genus.

In this study, 16 genera were found in the dental unit waterlines under examination, and
10 of the isolated genera, Acremonium spp, Bipolaris spp, Cladophialophora spp, Chrysosporium
sp, Curvularia spp, Fusarium spp, Mycelia Sterilia, Paecilomyces sp, Rhinocladiella spp,
Verticilium spp, had not been reported in the studies discussed above.

Sprays contaminated with fungi and generated when the dental unit handpieces are
operated may be a threat to the health of both patients and the dental team.

Infections resulting from inhaling Aspergillus spp spores may cause asthma in patients
allergic to this fungal antigen (Szymanska 2006). In addition to Aspergillus spp, some other
species of fungi, such as Curvularia spp, Mycelia Sterilia, Phoma spp and Scopulariopsis spp,
have a pathogenic potential to cause allergic reactions and hypersensitivity (Murray 2003). Also,
Acremonium spp, Bipolares spp, Cladosporium spp, Penicillium spp, Paecilomyces spp and
Verticillium spp may cause corneal infections and be a problem for contact lens wearers (Murray
2003, Szymanska 2006).

Greater attention has been assigned to infections due to Fusarium spp fungi in patients
after trauma and surgeries because some of these fungal species may cause ocular and systemic

infections, sinusitis, and skin and nail infections (Murray 2003).
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Cladophialophora spp and Rhinocladiella spp are an additional source of concern because
they may cause chromoblastomycosis, a chronic, granulomatous infection characterized by
verrucous, occasionally ulcerated nodules (Brasil 2004, Murray 2003).

Also concerning are Chrysosporium spp and Exophiala spp, which may cause skin lesions
and endocarditis (Murray 2003).

A great variety of filamentous fungi was found in the dental unit waterlines under study,

which is of greater concern because all isolated genera have potentially pathogenic species.

5. CONCLUSIONS

Regular microbiological evaluation of the water used in dental units is extremely
important to prevent crossed infections.

All the fungi found in our study had potentially pathogenic species. Therefore,
standardized procedures must be urgently reviewed to establish new protocols and criteria to
evaluate the water used in dental units in private offices and public healthcare services.
Moreover, they should be monitored not only for number of bacteria, but also for the presence of

filamentous fungi.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1. Macroscopic and microscopic image of eight of the sixteen genera isolated and
identified in 30 samples from 6 dental units in the public dental care services of the state of

Alagoas, Brazil
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TABLE 1. Qualitative analysis of filamentous fungi and yeasts found in 30 samples of water of

dental units in the public dental care services of the state of Alagoas, Brazil, according to

collection site

Unit Source Reservoir Tubing Handpiece Syringe
1 F/Y F/Y NG NG NG

2 Y F/Y F/Y F/Y F/Y

3 F/Y F F F Y

4 F F/Y F NG F

5 F/Y F/Y F/Y Y Y

6 NG F/Y F/Y F/Y F/Y

NG = no growth; F = filamentous fungus Y = yeast



TABLE 2. Number of fungi according to genus isolated and identified in 30 samples from 6

dental units in the public dental care services of the state of Alagoas, Brazil

Isolated fungi n %
Acremonium spp 99 46.7
Aspergillus spp 19 8.9
Bipolaris spp 06 2.9
Cladophialophora spp 10 4.7
Cladosporium spp 06 2.9
Chrysosporium sp 01 0.4
Curvularia sp 05 23
Exophiala spp 31 14.7
Fusarium spp 02 1.0
Mycelia Sterilia 06 29
Paecilomyces sp 01 0.4
Penicillium spp 20 9.4
Phoma spp 01 0.4
Rhinocladiella spp 02 1.0
Scapulariopsis sp 01 0.4
Verticilium spp 02 1.0
TOTAL 212 100.0

n = total number of isolates; % = percentage according to number of isolates
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TABLE 3. Number of fungi isolated and identified in 30 samples from 6 dental units in the public

dental care services of the state of Alagoas, Brazil, according to collection site

Collection site Isolates (n)
Syringe 07
Reservoir 43
Handpiece 39
Tubing 108
Source 15
TOTAL 212

n = number of isolates



