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RESUMO

A presencga do biofilme nos reservatérios de agua dos equipos odontologicos
€ um fator de risco de infecgdo. Quantificar bactérias e fungos nos reservatérios do
Laboratorio de Dentistica, Endodontia e Materiais Dentarios da Faculdade de
Odontologia de Bauru — USP (FOB-USP) e avaliar a eficacia do ultrassom foram
nossa meta. Foram analisados 25 reservatérios, sendo aliquotas de 25ul semeadas
em placa de Petri contendo os meios de cultura: R2A, Plate Count Agar (PCA),
Peptona Diluida (PD) e Sabouraund com Cloranfenicol 1% (Sb). Apos descartar a
agua, 1 litro de agua destilada estéril foi adicionado e, submetidos a agédo do
ultrassom por 15 minutos. O mesmo procedimento, descrito anteriormente foi
realizado e as placas de R2A, PCA e PD foram incubadas a 24°C por 72h e de Sb
por 4 a 7 dias. Foi detectada a desestruturagdo do biofilme depois da acdo do
ultrassom de 29,50%, 16,56% e 35,63% para o R2A, PCA e PD respectivamente,
para os fungos a desestruturacao foi de 51.44%. Foram encontrados 6 espécies de
bactérias e 6 géneros de fungos. Concluimos que a agéo do ultrassom foi efetiva na

desestruturacao do biofilme independente dos meios de cultura utilizados.

PALAVRAS-CHAVE: Biofilmes, ultrassom e desinfeccao



ABSTRACT

The presence of biofilm in water reservoirs of the dental units is a risk factor for
infection. Quantify bacteria and fungi in the reservoirs of the Dentistry Laboratory ,
Endodontic and Dental Materials, School of Dentistry of Bauru - USP (FOB-USP) and
evaluate the effectiveness of ultrasound were our goals. Rated 25 water reservoirs,
25ul aliquots of the samples were sown in Petri dishes containing culture media:
R2A, Plate Count Agar (PCA), peptone Diluted (PD) and Sabouraund with
Chloramphenicol 1% (Sb). After discarding the water, 1 liter of sterile distilled water
was added, and subjected to the action of ultrasound for 15 minutes. The same
procedure described above was performed and the plates of R2A, PCA PD and were
incubated at 24 ° C for 72 h and Sb 4 to 7 days. Was detected disruption of the
biofilm after the action of ultrasound 29.50%, 16.56% and 35.63% for the R2A, PCA
and PD, respectively, for fungi disintegration was 51.44%. We found six species of
bacteria and six fungal genera. We conclude that the action of ultrasound was

effective in disruption of the biofilm independent of the culture media used.

KEY-WORDS: Biofilms, ultrasound and disinfection
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1. INTRODUGAO

Mesmo com o avango da tecnologia e a preocupagao com as normas de
biosseguranga, o problema de contaminagdo microbiana na agua dos equipos
odontoldgicos continua existindo (AGUIAR; PINHEIRO,1999). O equipo odontolégico
€ mantido por um compressor de ar, que é responsavel pelo acionamento dos
instrumentos de alta rotacéo, e pela agua, que, além de estar presente na seringa
triplice, serve ainda para a refrigeragcéo das brocas e tecidos biolégicos, evitando,
assim, o aquecimento causado pela alta velocidade das pontas dos instrumentos
rotatorios (MONDELLI, et al.,1987). Esta agua é proveniente de um reservatorio que
possui algumas caracteristicas sendo formado com materiais plasticos, diametro
reduzido das tubulagoes e imperfeicdes microscépicas nas suas superficies internas,
que proporciona o desenvolvimento de micro-organismos em seu interior, chamado
de biofilme. Este biofilme torna-se com o tempo um reservatorio de matéria organica
rico em polissacarideos e glicoproteinas, fornecendo nutrientes e protegdo para o
desenvolvimento de uma grande variedade de micro-organismos (PREVOST, et al.,
1995).

A maioria desses biofiimes sado formados por espécies n&do patogénicas,
embora algumas: Legionella spp., Micobacterium spp., Pseudomonas spp.,
Aeromonas spp., possam ser patégenos oportunistas, que apresentam riscos tanto
para o cirurgido-dentista quanto para o paciente, principalmente se este for
comprometido imunologicamente (GROSS; DEVINE; CUTRIGHT,1976).

O primeiro relato de contaminagao da agua do equipo odontoldgico foi feito por
BLAKE em 1963 e, somente em 1977, KELSTRUP; FUNDER-NIELSEN; THEILADE
demonstraram a presenga de micro-organismos aderidos na parede das linhas
d’agua dos equipos odontologicos.

Sendo assim o biofilme foi definido como a populagcdo microbiana resultante da
multiplicagdo e desenvolvimento de micro-organismos aderidos as superficies,
formada numa interface sdlido-liquida, embutida na matriz de polissacarideos
extracelular - PEC (COSTERTON et al.,, 1987). Esses micro-organismos aderidos
(células sésseis) podem estar melhores adaptados a sobrevivéncia e relativamente
protegidos da acédo de outros biocidas, quando comparados as células livres

(planctoénicas). Estudos feitos com biofilme mostraram que eles podem apresentar
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até 1000 vezes mais resisténcia aos agentes antimicrobianos do que a mesmas
células que crescem em um meio de cultura liquido (MARSH; MARTIN, 2005), isso
ocorre por causa da formagéo do PEC, que funciona como uma esponja que capta e
concentra cations e ions (COSTERTON; LEWANDOWSKI, 1997). Por isso quando
formado, é de dificil remocao por meios quimicos, recomendando-se para isso a
utilizagado de meios mecanicos ou fisicos (POTERA, 1996).

Em 1993 a Center for Disease Control and Prevention (CDC, 1993),
recomendou a ndo utilizagado da agua dos equipos odontolégicos em procedimentos
cirargicos. E s6 em 1996 a American Dental Association (ADA, 1996) recomendou
que todos se esforgassem para que no ano de 2000 a agua dos equipos nao
apresentasse contaminag¢ao acima de 200UFC/m.

No Japdo o limite de micro-organismo (bactérias heterotréficas) na agua
potavel € de 100 UFC/mI, na Europa é de 200 UFC/ml e nos Estados Unidos é de
500 UFC/ml (PREVOST, et al., 1995). No Brasil, de acordo com a portaria n° 518 do
Ministério da Saude, esse limite é de 500 UFC/ml de agua (BRASIL, 2004).

As bactérias heterotroficas sédo definidas como micro-organismos que
requerem compostos organicos de carbono e nitrogénio como fontes de energia
(FUNASA, 2004). Segundo a Organizagdao Mundial da Saude (OMS), 80% das
doencas que ocorrem em paises em desenvolvimento sdo ocasionados pela
contaminagéo da agua (GUERRA, et al, 2006).

O biofilme n&o é uma massa compacta, mas um conjunto de micro-organismos
desenvolvidos em colunas e ou andares, com canais por onde circulam liquidos
contendo nutrientes, biocidas, subprodutos e gases (COSTERTON; COOK;
LAMONT, 1999).

A utilizagado do ultra-som (US) pode ser uma maneira de nao deixar residuos
prejudiciais a saude, sendo usado para o controle da viabilidade de micro-
organismos e também aplicado antes da cloragdo e do processo de filtragem
utilizando o sulfato de aluminio (CHEMAT, et al. 2001). O US é formado por ondas
mecanicas longitudinais acima de 20000Hz, onde sua energia é transmitida pela
vibragdo das moléculas no ambiente que a onda esta se propagando. Estudos
mostraram a agdo germicida eficaz, em uma frequéncia de 26000Hz aplicado em
suspensao bacteriana (SCHERBA; WEIGEL; O’'BRIEN JR, 1991).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Demonstrar a presenga de contaminagao microbiana nos reservatorios de
agua dos equipos odontolégicos do Laboratério de Dentistica, Endodontia e
Materiais Dentarios (multiuso) da Faculdade de Odontologia de Bauru — USP e

verificar se o biofilme sofrera alguma agao do ultrassom.

2.2 Especificos

a. Verificar e quantificar a existéncia de bactérias heterotréficas e fungos dos
reservatorios de agua dos equipos odontolégicos do Laboratério de Dentistica,
Endodontia e Materiais Dentarios da Faculdade de Odontologia de Bauru — USP;

b. Avaliar a eficacia do ultrassom na diminuicdo ou eliminagdo do biofilme
presente nestes reservatorios;

c. Comparar a capacidade de recuperagdo de bactérias heterotréficas pelos
meios Peptona Diluida (PD), Plate Count Agar (PCA) e R2A,;

d. Identificar essas bactérias aerdbias e fungos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta das amostras

Foram coletadas amostras de agua de 25 reservatérios dos equipos
odontoldogicos do Laboratério de Dentistica, Endodontia e Materiais Dentéarios
(multiuso) da Faculdade de Odontologia de Bauru — USP. Os reservatérios
apresentam capacidade de aproximadamente 1000ml, sendo 10ml retirados para o
experimento e o periodo entre as coletas e o inicio do processamento microbioldgico

nao excedeu a 30 minutos.

3.2 Contagem das bactérias heterotréficas e fungos

O experimento foi realizado em camara de fluxo laminar (VECO, Campinas,
SP, BR) onde as amostras de agua foram homogeneizadas em agitador (AP56,
PHOENIX) por 1 minuto em poténcia maxima, e em seguida, aliquotas de 1,0 ml
foram transferidas para um tubo (18x100) contendo 9,0 ml de solugéo salina
(AGUIAR; PINHEIRO, 1999; CARDOSO et al., 1999; FANTINO et al., 1992) para
obter as diluicdes de 10" a 10™.

Aliquotas de 25ul das amostras in natura e das diluigdes foram semeadas, pela
técnica da gota (WESTERGREN; KRASSE, 1978), em cinco pontos equidistantes
em placa de Petri contendo os meios de cultura Plate Count Agar (PCA), R2A e
Peptona Diluida (PD), formulados de acordo com as especificagbes do fabricante. A
seguir a agua dos reservatérios foi descartada e cerca de 1000 ml de agua destilada
estéril (WHITEHOUSE et al., 1991; LINGER et al., 2001; WATANABE; PIMENTA;
ITO, 2007) foi adicionada, e os reservatérios foram submetidos a acao do ultrassom
(US) por 15 minutos, sendo repetido o mesmo procedimento descrito anteriormente.
Apos, as placas de Petri serem semeadas, foram incubadas a 24°C por 24h a 72h
quando foi observada a morfologia das colénias e feito a quantificagdo com auxilio
do contador de coldnias (CP600, QUIMIS), sendo expressa em unidades formadoras
de colbnias por mililitro (UFC/ml).

O nivel de contaminacgao foi avaliado conforme a portaria n°® 518 do Ministério

da Saude do Brasil que permite no maximo 500UFC/ml de bactérias heterotroéficas
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na agua para o consumo humano (BRASIL, 2004) e também comparado com o
indicado pela ADA - American Dental Association que recomenda 200 UFC/ml
(AMERICAN DENTAL ASSOCIATION. ADA, 1996).

Para os fungos, aliquotas de 25ul das amostras in natura foram semeadas,
pela técnica de esgotamento em placa de Petri contendo o meio de cultura
Sabouraund com Cloranfenicol a 1% (Difco), formulado de acordo com a
especificagao do fabricante. A seguir a agua dos reservatérios foi descartada e cerca
de 1000 ml de agua destilada estéril (WHITEHOUSE et al., 1991; LINGER et al.,
2001; WATANABE; PIMENTA,; ITO, 2007) foi adicionada, e os reservatérios foram
submetidos a agdo do ultrassom (US) por 15 minutos, sendo repetido o mesmo
procedimento descrito anteriormente. Apds, as placas de Petri, foram incubadas a
24°C de 4 a 7 dias, quando foi observada a morfologia das col6nias e feito a
quantificagdo com auxilio do contador de coldénias (CP600, QUIMIS), sendo

expressa em unidades formadoras de colénias por mililitro (UFC/ml).

3.2.1 R2A Agar

Extrato de levedura 0,50g
Peptona protease n.® 3 0,50g
Acidos casaminos 0,509
Dextrose 0,50g
Amido soluvel 0,509
Piruvato de sédio 0,309
Difosfato de potassio 0,30g
Sulfato de magnésio 0,05¢g
Agar 15,009
Agua destilada 1000,00mi

O R2A Agar (Difco™, USA) foi desenvolvido para a contagem de bactérias
heterotréficas em agua. Para cada 18,2 gramas do meio de cultura foi adicionado
1000ml de agua destilada, de acordo com as instrugbes do fabricante. Apds
esterilizagdo em autoclave a 120°C por 20 minutos o meio foi distribuido em placas

de Petri (60x13mm) esterilizadas.
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3.2.2 Plate Count Agar (PCA)

Digesto Pancreatico de Caseina 5,009
Extrato de Levedura 2,509
Dextrose 1,009
Agar 15,009
Agua destilada 1000,00ml

O Plate Count Agar (Difco™, USA) serve para a contagem total de bactérias de
alimentos e agua. Para cada 23,5 gramas do meio de cultura foi adicionado 1000ml
de agua destilada. Apos esterilizagdo em autoclave a 120°C por 20 minutos o meio

foi distribuido em placas de Petri esterilizadas.

3.2.3 Peptona Diluida (PD)

Peptona 0,1g
Mg SO4 7H20 0,69
Fe CL3 0,02¢g
Agar 20g

Agua Destilada  1000ml
O Agar Peptona Diluida ¢ um meio de cultura recomendado para a contagem
de micro-organismos existentes na &gua, sendo formulado segundo as
especificagbes propostas por MAKI et al., (1986). Apos esterilizagdo em autoclave a
120°C por 20 minutos o meio foi distribuido em placas de Petri esterilizadas.

3.2.4 Agar Sabouraund com Cloranfenicol a 1%

Peptic Digest of Animal Tissue 5,0g

Pancreatic Digest of Casein 5,09
Dextrose 40,09
Agar 15,09
Agua Destilada 1000ml

O Agar Sabouraund (Difco™, USA), serve para o isolamento de fungos

filamentosos e leveduriforme. Para cada 65,0 gramas do meio de cultura foi
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adicionado 1000ml de &gua destilada e apds ser autoclavado foi acrescentado
Cloranfenicol até obter a concentracdo final de 1%, para que depois fossem

distribuido em placas de Petri esterilizadas (60x13mm).

3.3 Estocagem das bactérias

Para a estocagem, as colbnias selecionadas foram transferidas para tubo de
rosca (13x100mm) contendo 3 ml de caldo de PD e incubadas na estufa por 2 dias a
24°C para a confirmagdo da viabilidade. Nesta etapa foi constatado que amostras
provenientes de 13 (52%) reservatérios foram perdidas e, optamos por fazer a
transferéncia das colbnias diretamente para placas de petri contendo o Agar R2A, do
qual procedemos a confirmagado da morfologia celular e da pureza. Confirmada a
viabilidade das colénias, as mesmas foram transferidas em tubos Eppendorf com
capacidade de 2ml com fundo plano, onde foi dispensado 1,5ml de Agar R2A. Para
garantir a transferéncia destes micro-organismos foram feitos quatro perfuragées no
Agar em pontos equidistantes e depois de confirmado o crescimento as amostras

foram estocadas em freezer a - 20°C, para posterior identificagao.

3.4 Estocagem dos fungos

Apobs os fungos serem quantificados, foram selecionadas algumas colénias que
foram transferidas para tubos de rosca (18x100mm), contendo 7 ml de Agar
Sabouraund com Cloranfenicol a 1% inclinado (Difco). Feito o repique das coldnias,
os tubos foram encubados a 24°C por 4 dias, e apés, conservados em temperatura

ambiente, até a realizacao do microcultivo.

3.5 Reativagao das amostras bacterianas

As 51 amostras estocadas foram retiradas do freezer a - 20°C, descongeladas
a 24°C por 30 minutos e reativadas em placas de petri contendo o meio de cultura
R2A Agar, incubadas por 3 dias a 24°'C. Destas 51 amostras, 11 (21,56%) foram
perdidas na reativagao, restando 40 (78,43%) para serem identificadas. Para a

confirmagao da morfologia celular e de pureza foram feitos novamente a coloragao
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de Gram, sendo confirmados 35 amostras como bacilos gram negativos e 5 como
cocos gram negativos.

Para que ndo houvesse perda desse estoque, colbnias selecionadas foram
transferidas para tubo Eppendorf, quando foram feitos quatro perfuragdes em pontos
equidistantes, contendo 1,5 ml de Agar R2A e, confirmado o crescimento as

amostras foram estocadas novamente em freezer a - 20°C.
3.6 Identificagoes Bioquimicas

Para a identificagdo bioquimica, as bactérias selecionadas foram transferidas
para tubos de rosca (13x100mm), contendo 4 ml de solugéo salina e com o uso de
espectrofotdmetro foi padronizado o inoculo da suspensao bacteriana, semelhante a
escala 1 de MacFarland (300 milhdes de bactérias/ml). Apds, foram inoculados
100ul desta suspensdo bacteriana em todos os testes bioquimicos e somente para a
Motilidade e Citrato, foi semeada com a agulha, todos os teste foram incubados por
3a7diasa24C.

Todas as provas bioquimicas (Lactose, Maltose, Esculina, Nitrato, Citrato,
Motilidade e Urease) foram preparadas em tubos de rosca (13x100mm) contendo 4
ml de cada substrato (figura 1). Para a catalase foi adicionada nas colénias algumas
gotas de Peroxido de Hidrogénio (H202) a 3%, considerando positivo quando houve
o desprendimento de bolhas e negativo quando ndo houve alteragao.

Figura 1: Série Bioquimica: Da direita para a esquerda - Lactose, Maltose,
Esculina, Nitrato, Citrato, Motilidade e Urease
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3.6.1 Carboidratos: Lactose e Maltose

O meio base utilizado foi preparado a partir do meio comercial desidratado
“‘Phenol Red Broth Base” (Difco), acrescido de 1,0% dos carboidratos Lactose ou
Maltose, sendo distribuidos 4 ml em tubos de rosca (13x100mm), para que depois
fossem autoclavados por 15 minutos a 121°C. Ocorrendo o desenvolvimento de cor
alaranjada foi considerado teste positivo, quando néo houve alteragcdo, ou seja,
continuando avermelhado, foi considerado teste negativo (FINEGOLD, BARON,
1989; KONEMAN et al, 2008).

3.6.2 Hidrolise da Esculina

Para a esculina os reagentes foram pesados e dissolvidos na agua destilada e
4 ml distribuidos em tubos de rosca (13x100mm), para que depois fossem
autoclavados por 15 minutos a 121°C. Foi considerado negativo quando ndo houve
alteragao de cor, mas quando houve mudanga para a cor preta, foi considerado teste
positivo (TORRES, 1990).

Peptona 0,59
Fosfato dipotassico 0,19
Esculina 0,39
Citarto férrico 0,05¢g
Agua destilada 100ml

3.6.3 Nitrato

Foram dissolvidos 9 gramas do caldo de Nitrato (Difco) em 1000 ml de agua
destilada e apds 4 ml foram distribuidos em tubos de rosca (13x100mm), para que
depois fossem autoclavados por 15 minutos a 121°C. Apds o crescimento das
bactérias nos tubos, foi adicionado algumas gotas do Reativo A e B de Griess Islova,
e, ocorrendo a coloragao vermelho tijolo verificamos o teste positivo, se nao ocorrer

o desenvolvimento de coloracao, indicara que o nitrato foi reduzido a nitrito e este,
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sob a agdo da enzima nitratase produziu outros compostos (NO, N2) que n&o séo
detectados pelo reativo empregado.tendo a mudanga de cor para vermelho é
considerado negativo, para o resultado final foi necessario adicionar pé de zinco, foi
considerado negativo quando a coloragao continuou vermelha, ou seja, o nitrato nado
foi reduzido para nitrito pela agdo da enzima nitratase, e positivo se ficou sem
coloragao (ocorreu a redugao) (FINEGOLD, BARON, 1989; KONEMAN et al, 2008).

3.6.4 Citrato de Simmons

Tem como finalidade determinar se o micro-organismo tem a capacidade de
utilizar o citrato de sdodio (acetato, malonato ou mucato de so6dio) como fonte de
carbono para metabolismo e crescimento.

Para cada 23 gramas do meio de cultura Citrato Simmons Agar (Oxoid) foi
necessario adicionar 1000 ml de agua destilada e 4 ml foram distribuidos em tubos
de rosca (13x100mm), para que depois fossem autoclavados por 15 minutos a
121°C, retirados da autoclave os tubos foram colocados em posigéo inclinada (bico
de flauta) até esfriarem. Com a agulha a suspensé&o bacteriana foi inoculada e na
superficie do meio foi feito estrias. Quando o micro-organismo usa apenas o citrato
como fonte de nutrigao, produzira subprodutos que reagem com os sais de amoénia
presentes no meio de cultura, deixando-o alcalino, tendo a mudanga da coloragéo do
meio para azul pela agado do indicador de pH (azul de bromotimol), considerando-se

positivo e negativo quando ele permaneceu em sua colorag&o original (verde).

3.6.5 Motilidade

Para cada 22 gramas do meio de cultura Motilidade Agar (BBL) foi necessario
adicionar 1000 ml de agua destilada e 4 ml foram distribuidos em tubos de rosca
(13x100mm), para que depois fossem autoclavados por 15 minutos a 121°C. A
suspensao bacteriana foi inoculada com a agulha em posic¢ao vertical até na metade
do meio. A motilidade foi considerada positiva quando houve o crescimento

bacteriano e negativo quando nao houve crescimento.
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3.6.6 Ureia

O caldo de Ureia caldo (Difco) ndo pode ser autoclavado, entdo antes do seu
preparo foi necessario autoclavar os tubos de rosca (13x100mm) para que depois
38,7 gramas do meio ser dissolvidos em 1000 ml na 4gua destilada estéril e a seguir
distribuidos 4 ml do meio nos tubos. Com a utilizacido da uréia o meio de cultura
alcaliniza e com isso a coloragao se altera para vermelho/pink confirmando um
resultado positivo (capacidade de hidrolisar a uréia em aménia) e foi considerado

negativo quando ndo ocorreu a mudanga de coloragéo.

3.7 Reativacao dos fungos e microcultivo

Os fungos estocados foram reativados em placas de petri (50x10mm) contendo
5 ml do meio Agar Sabouraund com Cloranfenicol a 1% (Difco). Apenas um repique
foi realizado no centro da placa, sendo incubadas a 24°C por 4 a 7 dias, para a
confirmagéo da morfologia colonial.

A técnica do microcultivo (RIDELL, 1950) é utilizada para a identificagdo de
fungos filamentosos e revela o arranjo dos conidios ou esporos como eles s&o in
situ. Consiste em um sistema estéril onde em placas de Petri (60x13mm) contendo
uma lamina apoiada sobre um suporte de vidro em V, previamente esterilizadas e
com um pequeno bloco de Agar Batata Dextrose (Difco) depositado sobre essa
ldmina. O fungo foi inoculado nas bordas do agar e coberto com laminula. Esse
sistema foi mantido Umido com um algoddo embebido em &gua destilada
previamente esterilizada. As placas de Petri foram vedadas com fita adesiva para
gue ndo houvesse perda da umidade e incubadas a 24°C até o aparecimento das
estruturas de crescimento fungico na laminula apds 4 a 7 dias (SIDRIM; MOREIRA,
1999).

3.8 Identificagdo dos fungos

Depois do crescimento as placas foram abertas e foi colocada uma gota de
formol sobre o algod&o. O vapor do formol, além de inativar o fungo, auxiliou na
fixacdo das estruturas microscépicas. Apds aproximadamente 24 horas retirou-se

entdo a laminula que cobriu o agar, com o auxilio de uma pinga e sobre uma lamina
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limpa com uma gota de corante lactofenol azul de algodao (Cotton Blue), depositou
esta laminula com crescimento. Descartando o pedago de agar que estava sobre a
ldamina, colocou-se uma gota de lactofenol azul de algodao e recobriu-a com uma
laminula limpa, ficando- se assim com duas l|adminas para a observacao
microscopica. A identificacdo foi feita, observando-se as estruturas fungicas
peculiares de cada fungo, como tipo e cor das hifas, forma, disposi¢céo e formagéao
de esporos, os quais foram feitos no Instituto Lauro de Souza Lima — Bauru/SP, no
Setor de Micologia.

Além da observacado microscépica das estruturas de frutificagdo dos fungos,
também foi observada as coldnias macroscopicamente, em relacdo ao tempo de

crescimento, formato das colénias, coloragdo, textura, relevo e bordos.

3.8.1 Lactofenol Azul de Algodao

Acido Lactico 20g
Critais de Fenol 20g
Glicerina 20g
Azul Algodéao 0,05¢g

Agua destilada 20ml

3.9 Analise Estatistica

Para a analise estatistica foi utilizado os softwares Microsoft Office Excel 2007
e SigmaPlot 12.0. O teste estatistico utilizado para a comparagado das médias dos
grupos foi a Analise de Variancia a dois critérios (ANOVA), considerando-se os dois
critérios de avaliagcdo deste estudo: ultrassom (dois niveis: com e sem ultrassom) e
meio (3 niveis: R2A, PCA e Peptona diluida).

O calculo do tamanho da amostra foi baseado em estudo piloto que considerou
um valor de P<0,05 (a=5%) e uma forga de teste de 80% (B=0,80), que indicou a
necessidade de somente 1 reservatorio (diferenca minimamente detectavel= 500
UFC/ml e desvio padrao esperado= 26.000 UFC/ml).
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4. RESULTADOS
4.1 Deteccao de bactérias

No apéndice A (pagina 48) é apresentado o numero de unidades formadoras
de colbnias (UFC/ml), presentes nos 25 reservatérios de agua dos equipos
odontoldgicos do Laboratoério de Dentistica, Endodontia e Materiais Dentarios.

Os valores médios dos 25 reservatoérios antes e apos a agéo do ultrassom nos

meios R2A, PCA e PD sao apresentados na tabela 1 e na figura 2 para o meio PCA.

Tabela 1: Média de UFC/ml, antes e depois da agao do ultrassom em cada meio de cultura e
porcentagem de desestruturacédo do biofilme.

Ultrassom Meio de cultura Média Desvio Padrao Desestruturagao

47.608
Antes R2A 24.660 29.50%
Depois R2A 7.292 6.089
26.830
Ante§ PCA 14.450 16.56%
Depois PCA 2.394 2.493
48.787
Ante?e, PD 17.233 35.63%
Depois PD 6.140 8.790

Figura 2: Crescimento de bactérias antes (esquerda) e depois (direita) da agdo do ultrassom no meio PCA.

Na avaliagdo dos 25 reservatorios de agua, verificamos a presenga de
bactérias em todos os reservatérios, nos meios de cultura R2A e PCA, antes da

aplicagéo do ultrassom e somente para o PD néo foi detectado em 2 (8%) casos (R4
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e R25) a presencga de micro-organismos. Com a aplicagdo do US houve a presenga
de bactérias em todos os reservatérios no meio R2A, no PCA né&o verificamos o
crescimento em somente um caso (R11) e no PD néao foi detectado em 4 casos
(R11, R29, R32 e R35).

As figuras de 3 a 5 representa a comparagédo da qualidade da agua em cada
meio de cultura (R2A, PCA E PD) , nos reservatorios, antes e apés a agédo do
ultrassom, quando é comparada com o preconizado (200 UFC/ml) pela ADA -
American Dental Association (ADA, 1996) e pela resolugédo numero 518 de 2004 do
Ministério da Saude (500 UFC/ml) (BRASIL, 2004).

14
E N Antes
3 =

I Depois
] ifTffifFnInInnnInnl
ﬁ e Br a5l
2 =

A\ DA

iffnnnnni
12345 911161921222324252728293235363740424651
Reservatdrios

Figura 3: UFC/ml no meio R2A em Log presentes nos reservatorios.
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Figura 4: UFC/ml no meio PD em Log presentes nos reservatérios.
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Figura 5: UFC/ml no meio PCA em Log presentes nos reservatorios.

4.2 ldentificagdo bacteriana

Nesta etapa foram submetidas a identificacdo 51 amostras provenientes de 13
reservatorios dos 25 avaliados, conforme apresentado na tabela 2, entretanto 11

amostras nao puderam ser recuperadas. Das 40 amostras reativadas que foram
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submetidas ao método de gram, 35 (87,50%) foram confirmadas como bacilos gram
negativos e 5 (12,50%) como cocos gram negativos e foi possivel a identificagéo de
6 espécies de bacilos e para os cocos nao foi possivel a identificacdo das espécies,

conforme apresentado na tabela 3.

Tabela 2: Amostras identificadas a partir dos
reservatérios analisados.

Reservatoério Amostra (n°)
2 5
4 11/16/22/25/39/44
9 6/8/14/26/33/42/45/50
11 3/28/51
16 46
23 13/21/34/41
25 1/4/24/38
29 7/132/37
32 9/10/23/29/40
35 15/17/19/27/36/43/47/48
40 35
42 18/20/49
46 2/12/30/31
13 51

Verificamos que dos 13 reservatérios, 4 (30,77%) foram colonizados por uma
unica espécie bacteriana (R2, R11, R16 e R29), enquanto 2 espécies foram
detectadas nos reservatorios R23, R25 e R46 (23,07%), 3 espécies em R32 e R42
(15,38%), 4 espécies nos reservatorios R9 e R35 (15,38%) e 5 espécies no
reservatorio R4 (7,69%) enquanto somente no R40 (7,69%) a colbnia nao foi
recuperada (tabela 5).

Das 40 amostras, 35 eram bacilos gram negativos, sendo encontradas 6
especies distintas: Achromobacter xylosoxidans (5,71%), Alcaligenes faecalis (20%),
Caulobacter diminuta (11,42%), Caulobacter vesicularis (11,42%), Comamonas
acidovorans (28,57%), e Sphingomonas paucimobilis (22,85%), para os 5 cocos

gram negativos, nao foi possivel a identificacao.



Tabela 3: Identificacdo das 51 amostras, obtidas de 13 reservatérios analisados.

Numero R Espécie

5 2 Sphingomonas paucimobilis
11 4 Caulobacter vesicularis
16 4 Alcaligenes faecalis

22 4 Nao Identificado

25 4 Nao Identificado

39 4 Comamonas acidovorans
44 4 Caulobacter diminuta

6 9 NR

8 9 Caulobacter vesicularis
14 9 Caulobacter diminuta

26 9 Sphingomonas paucimobilis
33 9 NR

42 9 NR

45 9 Sphingomonas paucimobilis
50 9 Alcaligenes faecalis

3 11 Sphingomonas paucimobilis
28 11 NR

51 11 NR

46 16 Alcaligenes faecalis

13 23 Caulobacter vesicularis
21 23 Caulobacter vesicularis
34 23 Comamonas acidovorans
41 23 NR

1 25 Alcaligenes faecalis

4 25 Comamonas acidovorans
24 25 Comamonas acidovorans
38 25 Alcaligenes faecalis

7 29 Sphingomonas paucimobilis
32 29 NR

37 29 Sphingomonas paucimobilis
9 32 Achromobacter xylosoxidans
10 32 Alcaligenes faecalis
23 32 Comamonas acidovorans
29 32 Comamonas acidovorans
40 32 Comamonas acidovorans
15 35 Caulobacter diminuta

17 35 Comamonas acidovorans
19 35 Nao Identificado
27 35 Nao Identificado
36 35 Sphingomonas paucimobilis
43 35 NR
47 35 Caulobacter diminuta

29
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Nimero R Espécie
48 35 Comamonas acidovorans
35 40 NR
18 42 Sphingomonas paucimobilis
20 42 Comamonas acidovorans
49 42 Achromobacter xylosoxidans
2 46 Nao Identificado
12 46 Alcaligenes faecalis
30 46 NR
31 46 NR

NR: Nao Recuperadas

4.3 Detecgao de fungos

No apéndice B (pagina 49) é apresentado o numero de unidades formadoras
de colbénias (UFC/ml) dos fungos, presentes nos 25 reservatérios de agua dos
equipos odontolégicos do Laboratério de Dentistica, Endodontia e Materiais
Dentarios. Os valores médios dos 25 reservatorios antes e apds a acao do ultrassom
no meio de cultura Sabouraund com Cloranfenicol a 1% sao apresentados na tabela
4.

Tabela 4: Média UFC/ml de antes e depois da agédo do ultrassom em relagéo aos fungos.

Ultrassom Meio de Média Desestruturagcao

cultura
Antes Sb 444 .80
51.44%
Depois Sb 228,80

Na avaliagdo dos 25 reservatorios de agua, nao foi detectada a presencga de
fungos em somente um reservatorio (4%) antes da aplicagdo do ultrassom (R23),
apos a agao do ultrassom, ndo foi detectada a presenga de fungos em 7 (28%), R2,
R3, R17, R27, R44, R46 e R51.

4.4 |dentificagao dos fungos

Foram submetidas a identificagdo em nivel de género 50 amostras,

provenientes dos 25 reservatérios, conforme apresentado na tabela 5, sendo
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encontradas 6 géneros distintos na forma filamentosa: Acremonium sp (figuras 6 e
7), Cladosporium sp (figuras 8 e 9), Fusarium sp (figuras 10 e 11), Paecilomyces sp
(figuras 12 e 13), Penicillium sp (figuras 14, 15 e 16) e Rhinocladiella sp (figuras 17 e
18).

Tabela 5: Identificagdao dos fungos em nivel de Género antes e
apos a agéo do ultrassom

Reservatoério Género
2 Penicillium sp
2US NHC
3 Penicillium sp
3 US NHC
6 Penicillium sp
6 US Fusarium sp
7 Paecilomyces sp
7 US Penicillium sp + Paecilomyces sp
8 Paecilomyces sp
8 US Penicillium sp + Paecilomyces sp
12 Paecilomyces sp
12 US Penicillium sp + Paecilomyces sp
15 Paecilomyces sp
15 US Penicillium sp + Acremonium sp
16 Paecilomyces sp
16 US Rhinocladiela sp
17 Penicillium sp + Acremonium sp
17 US NHC
21 Penicillium sp
21 US Penicillium sp
22 Paecilomyces sp
22 US Penicillium sp
23 NHC
23 US Paecilomyces sp
25 Penicillium sp
25 US Penicillium sp
27 Penicillium sp
27 US NHC
31 Penicillium sp + Paecilomyces sp
31 US Penicillium sp
32 Penicillium sp
32 US Paecilomyces sp
33 Paecilomyces sp
33 US Cladosporium sp
35 Paecilomyces sp
35 US Paecilomyces sp

36 Cladosporium sp
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Reservatoério Género
36 US Paecilomyces sp
37 Cladosporium sp
37 US Cladosporium sp
40 Paecilomyces sp
40 US Paecilomyces sp
44 Paecilomyces sp
44 US NHC
46 Penicillium sp
46 US NHC
50 Paecilomyces sp
50 US Penicillium sp
51 Penicillium sp + Paecilomyces sp
51 US NHC

Das 50 amostras avaliadas, foram encontradas 13 amostras (26%) de
Penicillium sp, 16 (32%) de Paecilomyces sp, 4 (8%) de Cladosporium sp e um
amostra dos géneros Fusarium sp (2%) e Rhinocladiela sp (2%). Para as
associagbes entre Penicillium sp com Paecilomyces sp foram encontrados 5
amostras (10%) e entre Penicillium sp com Acremonium sp somente 2 amostras
(4%). Sendo que, em uma amostra (2%) néo houve crescimento de colbnia antes da
aplicagao do ultrassom, e apés a acado do ultrassom, ndo houve crescimento em 7

(14%) amostras.



Figura 6: Acremonium sp

Figura 7: Verso e reverso da coldnia de Acremonium sp
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Figura 8: Cladosporium sp

Figura 9: Verso e reverso da coldnia de Cladosporium sp
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Figura 10: Fusarium sp

Figura 11: Colbnia de Fusarium sp
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Figura 13: Verso e reverso da colénia de Paecilomyces sp.
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Figura 14: Penicillium sp

Figura 15: Verso e reverso da colénia de Penicillium sp.
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Figura 16: Verso e reverso da colbnia de Penicillium sp.
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Figura 17: Rhinocladiella sp

Figura 18: Verso da col6énia de Rhinocladiella sp.
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5. DISCUSSAO

Vérias medidas foram sugeridas para reduzir a contaminagédo da agua dos
equipos odontoldgicos, como a adi¢éo de hipoclorito de sddio (1:10) e posterior fluxo
de 30 segundos (SCHAEFER, 1990), uso de agua estéril ou solugdo salina nos
reservatorios para procedimentos cirurgicos, desinfec¢do das unidades de agua uma
vez por semana (WILLIAMS et al.,, 1993), a instalacdo de valvulas anti-refluxo
(SHEARER, 1996). Independente do procedimento a ser realizado, ARAUJO;
LOPES-SILVA (2002) sugeriram que os cirurgides-dentistas devem adotar medidas
para manter a qualidade da agua dos equipos odontolégicos e reduzir o risco de
contaminagéo.

A presenga de micro-organismos nos reservatérios da FOB-USP, confirma os
resultados pioneiros obtidos por BLAKE em 1963 e KELSTRUP; FUNDER-
NIELSEN; THEILADE em 1977, que constataram que este local e as tubulagbes de
agua, abrigavam organismos com potencial de causar doengas aos pacientes e a
equipe odontolégica.

A multiplicacdo e desenvolvimento de uma populacdo microbiana nos
reservatorios de agua sao favorecidos pela estruturacdo do biofilme, sendo que os
micro-organismos nestas condigdes apresentam maior resisténcia aos agentes
antimicrobianos (COSTERTON et al., 1987; MARSH; MARTIN, 2005). A produgéao
de polissacarideos (COSTERTON; LEWANDOWSKI, 1997; COSTERTON; COOK;
LAMONT, 1999; AUGSPURGER et al., 2010; FLEMMING; WINGENDER, 2010),
dificulta a remogéao do biofilme por meios quimicos e 0 emprego de meios mecanicos
(POTERA, 1996) poderia ser uma alternativa para o controle destes micro-
organismos.

Unidades odontolégicas em uso por tdo pouco tempo, quanto 2 semanas
apresentaram bactérias aderentes e, apds 6 meses, um biofilme continuo estava
formado (PUTNINS, DI GIOVANNI, BHULLAR, 2001). Nosso estudo detectou a
presenca de micro-organismos em todos os 25 reservatorios de agua do Laboratério
de Dentistica, Endodontia e Materiais Dentarios da FOB-USP, sendo constatada a
presenca de elevada quantidade de bactérias, corroborando outros estudos da
literatura (GROSS; DEVINE; CUTRIGHT, 1976; AGUIAR; PINHEIRO, 1999; XAVIER
et al., 2000; WATANABE, 2007).
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O emprego dos meios de cultura PCA, PD e R2A na detecgdo de micro-
organismos em reservatérios de agua dos equipos odontoldgicos nao é uma conduta
encontrada em todas as pesquisas, o que dificulta a comparacao dos resultados. Em
nosso trabalho, verificamos que o meio R2A possibilitou o isolamento de bactérias
em todos os 25 reservatorios, enquanto WATANABE (2007) ndo detectou em 8
(32%) dos casos. Resultado semelhante ao nosso foi encontrado por WALKER et
al., em 2000, que ao avaliarem 55 reservatérios, detectou a presenga de bactérias
em todos os casos quando usou o meio R2A.

A falta de protocolos para avaliar amostras de &agua proveniente dos
reservatorios odontolégicos dificulta a comparagao entre os trabalhos de pesquisa e,
segundo YABUNE; IMAZATO; EBISU (2005) que empregaram o meio R2A a 25 °C,
ap6s 7 dias de incubacao, verificaram ser estas condi¢des altamente favoraveis ao
crescimento das bactérias heterotroficas, indicando uma sensibilidade de
aproximadamente 100 vezes aquela obtida pelo uso do Trypticase Soy Agar (TSA) a
temperatura de 37°C, que apresentou uma variagdo de 10° a 10° UFC/ml. Fato
semelhante foi observado em nosso trabalho quando da estocagem das amostras
em PD, que n&o possibilitou a recuperagao de 12/25 (48%) reservatérios e, quando
mantidas e estocadas em Agar R2A, foi possivel a sua recuperagao e identificagéo.
Essa opinido é compartilhada por MONTEBUGNOLI et al., (2004), que associa a
grande variabilidade entre as amostras dentro de cada unidade dentaria, assim
como o tipo de meio de cultura, tempo e temperaturas de incubagao, séo fatores que
influenciam tanto o numero como o tipo de micro-organismo recuperado de cada
reservatorio.

Outro fator que apresenta grande variagdo nas pesquisas é o tempo e
temperatura de incubacdo. Ainda com relacdo ao meio R2A, WALKER et al., em
2000, incubou as placas por 48 horas a 37°C, WATANABE (2007) por 7 dias a 24°C
e optamos por 24°C por 72 horas, que proporcionou melhor selecao e isolamento de
colbénias das bactérias heterotroficas.

O meio de cultura PCA detectou micro-organismos em todos os reservatorios
por nos avaliados, enquanto XAVIER et al. (2000) encontrou em 63/68 (92,7%) a
presenca de bactérias heterotréficas. Estes pesquisadores empregaram a técnica de
pour plate para semear as placas, que foram incubadas a 37 °C por 48 horas,
enquanto em nosso estudo as placas foram semeadas pela técnica da gota
(WESTERGREN; KRASSE, 1978). A técnica da gota por ser mais econdmica e nao
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utilizar o meio de cultura aquecido, como na técnica de pour plate, poderia ter
interferido com o desenvolvimento dos micro-organismos, fato que nos permitiu
maior detec¢cdo de bactérias em relagdo ao obtido por XAVIER et al. (2000). As
possiveis alteragdes verificadas com relacdo aos resultados dos trabalhos citados
poderiam estar associadas com as diferentes técnicas de semeadura e de
incubacgao utilizadas.

O uso do ultrassom para o controle de micro-organismos foi avaliado em
suspensdes bacterianas por SCHERBA; WEIGEL; O’BRIEN (1991) e antes do
processo de cloragéo e filtragem no tratamento de agua por CHEMAT et al. (2001).
Estratégias desenvolvidas para controlar a contaminagéo dos reservatérios de agua
das unidades dentarias procuram reduzir ou eliminar o biofilme e as bactérias
heterotréficas (WALKER et al., 2000). Apesar do uso do ultrassom n&o eliminar
completamente o biofilme, o seu emprego foi efetivo na redugcdo do mesmo,
conforme foi constatado nos 3 meios de cultura empregados (tabela 1) indicando
que este procedimento pode ser implementado nas condutas de limpeza dos
reservatorios de agua dos equipos odontolégicos como uma alternativa em melhorar
a qualidade da agua.

Das 51 amostras identifcadas em 13 reservatérios, a presenga de
Sphingomonas paucimobilis (22,85%) foi semelhante observada por SZYMANSKA J.
(2007) que encontrou a mesma bactéria em 6/25 (24%) reservatérios avaliados,
porém nao foram utilizados os mesmos meios de cultura.

Das 50 amostras de fungos recuperadas de 25 reservatorios, foram detectados
seis géneros (Acremonium sp, Cladosporium sp, Fusarium sp, Paecilomyces sp,
Penicillium sp e Rhinocladiela sp) que corroboram os dados relatados por KELLEY
et al., 2003 que verificaram a presenga de 16 géneros isolados com maior
frequéncia na agua para consumo humano (Acremonium sp, Alternalia sp,
Aspergillus sp, Candida sp, Cladosporium sp, Cryptococcus sp, Fusarium sp,
Geotrichium sp, Mucor sp, Paecilomyces sp, Penicillium sp, Phialophora sp, Phoma
sp, Rodotorula sp, Thichoderma sp e Verticillium sp) que estdo associados a
producédo de substancias que causam mau gosto.

GONGCALVES et al., (2006) verificaram que os géneros Penicillium sp (40,6%)
e Acremonium sp (38,8%) foram encontrados com maior incidéncia nas amostras de
agua da rede publica analisada, enquanto nos reservatorios dos equipos

odontolégicos verificamos a maior incidéncia para Paecilomyces sp em 16 (32%)



42

casos, seguido por Penicillium sp 13 (26%) e Cladosporium sp em 4 (8%).
Associagao de Acremonium sp e Penecillium sp foi encontrado em 2 (4%)
reservatorios, sendo os géneros obtidos em nossa pesquisa, semelhantes aos
resultados encontrados na literatura.

HEDAYATI et al., (2011) verificaram a presenca de fungos em torneiras de
quatro hospitais na cidade de Sari, no Ira. Foram selecionadas 498 col6nias durante
o periodo de janeiroa dezembro de 2009 e 12 géneros foram identificados, sendo
Aspergillus sp (29,7%), Cladosporium sp (26,7%) e Penicillium sp (23,9%) os mais
isolados. A deteccdo de Penicillium sp em 26% das amostras isoladas em nosso
trabalho é semelhante a obtida por HEDAYATI et al., (2011), indicando que
provavelmente a contaminagdo ocorreu quando teve o abastecimento dos
reservatorios.

No caso do reservatério (R23) em que somente foi detectado fungo apds o uso
do US, podemos inferir que o mesmo estava no interior do biofilme e, que a
desestruturacdo produzida pela acdo do mesmo, possibilitou a deteccdo do
Paecilomyces sp, fato que podemos associar com a efetividade do US em
desagregar o biofilme e como uma medida complementar para a garantir a
qualidade de agua.

Os resultados desta pesquisa indicam que o ultrassom foi capaz de
desestruturar o biofilme, sem eliminar totalmente os micro-organismos, sendo
necessario monitorar regularmente a qualidade da agua nos reservatoérios dos

equipos odontoldgicos.
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6. CONCLUSAO

Em funcgao dos resultados obtidos podemos concluir que:

1.

2.

3.

Na avaliagédo dos 25 reservatorios de agua, verificamos a presenga de
bactérias em todos os reservatoérios, nos meios de cultura R2A e PCA,
antes da aplicacéo do ultrassom e somente para o PD ndo foi detectado
em 2 (8%) casos (R4 e R25) a presenga de micro-organismos. Com a
aplicagao do US houve a presenga de bactérias em todos os reservatorios
no meio R2A, no PCA né&o verificamos o crescimento em somente um
caso (R11) e no PD n&o foi detectado em 4 casos (R11, R29, R32 e R35).

A acdo do ultrassom foi efetiva na desestruturacdo do biofilme,
independente dos meios de cultura utilizados (R2A, PCA, PD e Sb).

A comparagédo entre os meios de cultura utilizados (R2A, PCA e PD) na
quantificagdo de micro-organismos, mostrou ser estatisticamente néao
significante, indicando que todos foram capazes de recuperar micro-

organismos.

Foram identificadas 6 espécies bacterianas em 51 amostras obtidas de 13
reservatorios analisados e 6 géneros de fungos em 50 amostras avaliadas

de 25 reservatorios.
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Apéndice A: Valor total de bactérias em UFC/ml nos meios de culturas R2A, PCA e PD antes e depois da

acao do ultrassom.

R R2A sem US | R2A com US |PCA sem US| PCA com US |PD sem US | PD com US
1 92.533 24.400 38.400 5.440 41.800 22.200
2 18.820 16.213 6.140 2.453 1.700 4.107
3 8.413 3.667 660 640 2.040 3.800
4 1.720 5.100 8.000 290 0 3.400
5 4.346 3.146 2.280 2.520 2.420 4.140
9 224.000 12.300 112.000 10.800 240.000 38.000
11 1.070 6.000 100 0 3.000 0
16 4.573 4.680 1.813 440 3.360 1.160
19 51.540 3.366 14.906 1.720 84.400 5.360
21 3.260 3.933 2.480 2.680 940 3.780
22 32.740 5.346 31.920 2.240 7.707 2.400
23 2.300 1.100 420 462 2.600 7.200
24 18.200 6.560 11.600 360 160 2.120
25 7.400 8.200 5.400 2.080 0 2.800
27 3.300 1.860 86.000 1.300 440 1.680
28 89.066 2.140 2.160 1.440 12.400 840
29 300 8.400 850 410 180 0
32 890 2.700 590 813 390 0
35 17.400 3.800 1.006 1.920 10.000 0
36 9.493 7.200 11.600 2.293 760 440
37 6.660 2.680 3.200 600 8.520 2.620
40 10.733 23.560 7.053 5.666 5.093 14.413
42 5.347 12.746 7.506 7.560 320 5.760
46 790 4.500 380 3.040 2.100 22.000
51 1.600 8.693 4.800 2.680 500 5.280
\ MEDIA\ 24.660 7.292 \ 14.451 2.394 17.233 6.140 \
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Apéndice B: Valor total de fungos em UFC/mI no meio de cultura Sabouraund com Cloranfenicol 1% antes
e depois da agao do ultrassom.

R Sb sem US Sb com US
2 240 0

3 40 0

6 120 240
7 40 560
8 240 240
12 120 40
15 280 40
16 440 120
17 80 0
21 640 280
22 920 320
23 0 280
25 880 1.600
27 80 0
31 2.000 880
32 160 120
33 360 240
35 240 200
36 480 120
37 240 80
40 360 200
44 320 0
46 1.200 0
50 520 120
51 1.120 0

| MEDIA | 444,80 228,80




