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RESUMO

DALLALANA, Erick Silva. Agua em elevada temperatura: é viavel a sua
aplicabilidade no controle do biofilme de equipo odontolégico? 2019. 48 f.
Dissertagcao (Mestrado em Enfermagem Fundamental) — Escola de Enfermagem de
Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

Na Odontologia, as linhas d’agua de equipos odontolégicos sao substratos para a
formacdo de biofilme e, consequentemente, dispersdo dessa contaminagao
microbiana para agua destinada ao tratamento odontolégico. O objetivo desta
pesquisa foi investigar a atividade antibiofilme da 4gua em elevada temperatura contra
Pseudomonas aeruginosa, visando a sua aplicabilidade em linhas d’agua de equipos
odontoldgicos para o controle dessa problematica. Trata-se de um estudo do tipo
experimental/laboratorial in vitro. Aliquotas de 2mL de Tryptic Soy Broth com 1% do
indculo bacteriano padronizado (10°UFC/mL) de P. aeruginosa (ATCC 27853) foram
inoculadas em cada um dos pocgos de placas de poliestireno de 24 pocos. Em seguida,
fragmentos de linha d’agua (FL) de 1cm (n=48) foram transferidos para os pogos das
placas. A incubacgao foi efetuada em estufa de agitagao a 37°C por 24h em 80rpm.
Decorrido o periodo de incubagao, os FL foram enxaguados com 5mL de solugao
salina a 0,85% por trés vezes para retirada das células planctdnicas. Posteriormente,
as amostras foram transferidas para duas placas de 24 pogos contendo 2mL de agua
purificada do tipo Il (osmose reversa) esterilizada em cada pogo. Grupos
experimentais com temperaturas e tempos de exposig¢ao diferentes foram avaliados:
temperatura ambiente (controle) — (n=24) e a 60°C (n=24), e 30s (n=12) e 60s (n=12).
As amostras dos FL foram transferidas para microtubos contendo 1mL de Tryptic Soy
Broth e pérolas de vidro. Os tubos foram homogeneizados em agitador de tubos por
2min e, em seguida, aliquotas de 50uL in natura e diluidas (diluicdo decimal seriada
até 10°) foram semeadas em placas de Petri (60x15mm) com Cetrimide Agar. Apés
o periodo de incubacdo em estufa a 37°C por 24h, os numeros de unidades
formadoras de coldnia expressas por FL (UFC/FL) foram determinados. Além disso,
as amostras dos FL foram fixadas, desidratadas, metalizadas e submetidas a analise
por meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV). Os dados coletados foram
submetidos a analise estatistica empregando-se os testes de Shapiro-Wilk e U de
Mann-Whitney por meio do software BioEstat® (versdo 5.3) e nivel de significancia
a=5%. Houve diferenga entre a comparagao das medianas das cargas bacterianas
expostas a agua a temperatura ambiente (335.000UFC/FL) e a 60°C (2.030UFC/FL)
por 30s (p=0,0005), com reducado de 3logUFC/FL. Ainda, a comparacéo entre as
medianas das cargas bacterianas expostas a agua a temperatura ambiente
(173.000UFC/FL) e a60°C (1.780UFC/FL) por 60s mostrou diferencga (p=0,0047), com
reducao de 2logUFC/FL. A MEV demonstrou a presenca de biofiime em todas as
amostras analisadas, entretanto nos FL expostos a a4gua a 60°C, os bastonetes (P.
aeruginosa) foram evidenciados em menor quantidade e com caracteristicas
morfolégicas atipicas. Em conclusdo, a exposi¢cao do biofime de P. aeruginosa
formado nos FL de equipo odontolégico a agua em elevada temperatura reduziu a
carga e alterou a morfologia bacteriana, demonstrando possivel aplicabilidade na
biossegurancga: controle de contaminagao/infecgao na Odontologia.

Palavras-chave: Biofilmes. Controle da Contaminacg&o. Desinfec¢éo. Linha d’agua de
Equipo Odontoldgico. Microbiologia da Agua. Temperatura Alta.



ABSTRACT

DALLALANA, Erick Silva. Water at high temperature: is its applicability for biofilm
control of dental unit viable? 2019. 48 |. Dissertation (Master of Science) — School
of Nursing of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

In dentistry, dental unit waterlines were substrates for biofilm formation and,
consequently, dispersion of this microbial contamination for distilled water to dental
treatment. The objective of this study was to investigate water antibiofilm activity at
high temperature against Pseudomonas aeruginosa, aiming at its applicability in dental
unit waterlines for controlling this problem. It is an in vitro experimental/laboratory
study. 2mL aliquots of Tryptic Soy Broth with 1% of standardized bacterial inoculum
(108CFU/mL) of P. aeruginosa (ATCC 27853) were inoculated on each one of 24-well
polystyrene plates. Next, fragments of waterline (FW) of 1cm (n=48) were transferred
for plates wells. The incubation was carried out in an incubator shaker at 37°C for 24h
at 80rpm. After the incubation period elapsed, the FW were flushed with 5mL of saline
solution at 0.85% by three times for removing planktonic cells. Subsequently, the
samples were transferred to two 24-well plates containing 2mL of type Il purified water
(reverse osmosis) sterilized in each well. Experimental groups with different
temperatures and exposition times were evaluated: room temperature (control) —
(n=24) and at 60°C (n=24), and 30s (n=12) and 60s (n=12). The FW samples were
transferred to microtubes containing 1mL of Tryptic Soy Broth and glass beads. The
tubes were homogenized in an orbital shaker for 2min and, following this, diluted in
natura 50uL aliquots (serial decimal dilution up to 10-°) were seeded in Petri plates
(60x15mm) with Cetrimide Agar. After the incubation period in chamber at 37°C for
24h, the numbers of colony-forming units expressed per FW (CFU/FW) were
determined. Furthermore, the FW samples were fixed, dehydrated, metalized and
submitted to analysis through scanning electron microscopy (SEM). The data collected
were submitted to statistical analysis using Shapiro—Wilk and Mann-Whitney U tests
through BioEstat® (version 5.3) software and a=5% significance level. There was a
difference between the comparison of medians of bacterial loads exposed to water at
room temperature (335,000CFU/FW) and at 60°C (2,030CFU/FW) for 30s (p=0.0005),
with reduction of 3logCFU/FW. Moreover, the comparison between the medians of
bacterial loads exposed to water at room temperature (173,000CFU/FW) and at 60°C
(1,780CFU/FW) for 60s showed difference (p=0.0047), with a reduction of
2logCFU/FW. The SEM demonstrated biofilm presence on all analyzed samples, but
on FW exposed to water at 60°C, the rods (P. aeruginosa) were evidenced in less
quantity and with atypical morphological characteristics. In conclusion, the exposition
of P. aeruginosa biofilm formed in dental unit FW to water at high temperature reduced
the load and changed the bacterial morphology, demonstrating a possible applicability
in biosafety: contamination/infection control in dentistry.

Keywords: Biofilms. Contamination Control. Desinfection. Dental Unit Waterline. Water
Microbiology. High Temperature.



RESUMEN

DALLALANA, Erick Silva. Agua a elevada temperatura: ;es viable su aplicabilidad
en el control de la biopelicula de equipo odontolégico? 2019. 48 h. Disertacién
(Maestria en Enfermeria Fundamental) — Escuela de Enfermeria de Ribeirdo Preto,
Universidad de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

En Odontologia, las lineas de agua de equipos odontolégicos son sustratos para la
formacion de biopelicula y, consiguientemente, dispersion de esa contaminacion
microbiana para agua destinada al tratamiento odontoldgico. El objetivo de esta
investigacion fue chequear la actividad antibiopelicula del agua a elevada temperatura
contra Pseudomonas aeruginosa, buscando su aplicabilidad en lineas de agua de
equipos odontolégicos para el control del problema. Se trata de un estudio
experimental/laboratorial in vitro. Alicuotas de 2ml de Tryptic Soy Broth con 1% del
inoculante bacteriano estandarizado (10°UFC/ml) de P. aeruginosa (ATCC 27853)
fueron inoculadas en cada uno de los pocillos de placas de poliestireno de 24 pocillos.
A continuacion, fragmentos de linea de agua (LA) de 1cm (n=48) fueron transferidos
a los pocillos de las placas. La incubacion fue realizada en un invernadero de agitacién
a 37°C por 24h en 80rpm. Después del periodo de incubacién, los LA fueron
enjuagados con 5ml de solucion salina a 0,85% por tres veces para la extraccion de
las células plancténicas. Posteriormente, las muestras fueron transferidas a dos
placas de 24 pocillos que contenian 2ml de agua purificada del tipo Il (6smosis inversa)
esterilizada en cada pocillo. Se evaluaron grupos experimentales con temperaturas y
tiempos de exposicion variados: temperatura ambiente (control) — (n=24) y a 60°C
(n=24), 30s (n=12) y 60s (n=12). Las muestras de los LA fueron transferidas a
microtubos que contenian 1ml de Tryptic Soy Broth y perlas de vidrio. Los tubos fueron
homogeneizados en un agitador de tubos por 2 minutos; y, posteriormente, alicuotas
de 50 uL in natura y diluidas (dilucion decimal seriada hasta 10-°) fueron sembradas
en placas de Petri (60x15mm) con Cetrimide Agar. Después del periodo de incubacién
en invernadero a 37°C por 24h, se determinaron los numeros de unidades formadoras
de colonia expresadas por LA (UFC/LA). Ademas, las muestras de los LA fueron
fijadas, deshidratadas, metalizadas y sometidas al analisis por medio de microscopia
electronica de barrido (MEB). Los datos recogidos fueron sometidos al analisis
estadistico empleando las pruebas de Shapiro-Wilk y U de Mann-Whitney por medio
del programa informatico BioEstat® (version 5.3) y el nivel de significacién a=5%. Se
notd una diferencia entre la comparacion de las medianas de las cargas bacterianas
expuestas al agua a temperatura ambiente (335.000UFC/LA)y a 60°C (2.030UFC/LA)
por 30s (p=0,0005), con una reduccion de 3logUFC/ml. Ademas, la comparacién entre
las medianas de las cargas bacterianas expuestas al agua a temperatura ambiente
(173.000UFC/LA) y a 60°C (1.780UFC/LA) por 60s mostro diferencia (p=0,0047), con
una reduccion de 2logUFC/LA. La MEB demostro la presencia de biopelicula en todas
las muestras analizadas, pero, en los LA expuestos al agua a 60°C, los bastoncillos
(P. aeruginosa) se subrayaron en menor cantidad y con caracteristicas morfolégicas
atipicas. Se concluye que la exposicion de la biopelicula de P. aeruginosa formada en
los LA de equipo odontoldégico con agua a elevada temperatura ha reducido la carga
y cambiado la morfologia bacteriana, demostrando una posible aplicabilidad en la
bioseguridad: control de contaminacién/ infeccién en el area de Odontologia.

Palabras clave: Biopeliculas. Control de la Contaminacion. Desinfecciéon. Linea de
agua de Equipo Odontoldgico. Microbiologia del Agua. Temperatura Alta.
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1 INTRODUGAO

O profissional da area da Odontologia esta exposto a todos os cinco tipos de
riscos: fisico (SHIM; HAN, 2018; RAMSEY; GREENOUGH; BREEZE, 2019), quimico
(AL-ZUBAIDI; RABEE, 2017; SHIRKHANLOO et al., 2017), biolégico (KOBZA;
PASTUSZKA; BRAGOSZEWSKA, 2018; SACCUCCI et al.,, 2017), ergonémico
(CERVERA-ESPERT; PASCUAL-MOSCARDO;  CAMPS-ALEMANY,  2018;
MULIMANI et al., 2018) e mecéanico ou de acidentes (GARUS-PAKOWSKA,;
GORAJSKI; GASZYNSKA, 2018; MOODLEY; NAIDOO; WYK, 2018).

Com relagao ao risco bioldgico, a maior fonte de contaminagéao microbiana na
Odontologia é a boca do paciente, que apresenta um microbioma incrivelmente
complexo e alberga cerca de 50 a 100 bilhdes de bactérias (KRISHNAN; CHEN;
PASTER, 2017) pertencentes a 772 espécies de acordo com o Banco de Dados do
Microbioma Oral Humano expandido atualizado em 22 de novembro de 2017 (VERMA
et al., 2018) e pode ser dispersa no ar e no meio ambiente por meio da geragao de
goticulas e aerossois durante os procedimentos clinicos (KADAIFCILER; COTUK,
2014; GUPTA et al., 2014).

No inicio dos anos de 1950, as canetas de alta rotagado supridas com agua
por meio das linhas d’agua foram o desenvolvimento tecnoldégico mais marcante nos
equipos odontolégicos, visando o controle do aquecimento das brocas ou fresas e,
portanto, a injuria térmica tecidual do paciente (NELSEN; PELANDER; KUMPULA,
1953; ESHLEMAN; SARRETT, 2013).

Essa evolugao acarretou a contaminagao microbiana de reservatorios e linhas
d’agua, conforme relatou Blake (1963), um dos primeiros investigadores desse tipo de
contaminagao proveniente da agua de equipos odontoldgicos.

Contudo a agua que abastece os reservatérios dos equipos odontolégicos é
proveniente do abastecimento publico e segue no Brasil a portaria n.° 518 de 2004 do
Ministério da Saude, com limite de carga bacteriana de 500UFC/mL de agua (BRASIL,
2004). Outrossim, em 1996, a American Dental Association (ADA) recomendou que a
agua nao apresentasse contaminagao maior que 200UFC/mL.

Atualmente, para agravar a situacdo da biosseguranga no ambiente
odontoldgico, os reservatorios de agua e as linhas d’agua dos equipos odontoldgicos
ainda continuam propensos a formagdo de biofiime e, por conseguinte, uma

contaminagado microbiana exacerbada na agua utilizada no tratamento bucal dos
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pacientes (BANSAL et al., 2011; LIN etal., 2011; O'DONNELL etal., 2011; PUTTAIAH;
SEIBERT; SPEARS, 2011; LAL et al., 2015; SHAJAHAN et al., 2017; JIl et al., 2018;
ZHANG et al., 2018).

Segundo Del Pozo (2018), o biofilme representa um modo de protecéo, que
torna as células microbianas menos suscetiveis aos antimicrobianos, permitindo a
sobrevivéncia em ambientes hostis e a dispersdo desses micro-organismos para
formacao de biofilmes em outros locais.

Devido a essa problematica do biofime em linhas d’agua dos equipos
odontoldgicos, autores mencionaram diferentes protocolos para desinfec¢do com
substancias e/ou produtos comerciais ou ndo, com vistas ao controle da formacao do
biofilme (BOWEN et al., 2015; HIKAL; ZAKI; SABRY, 2015; LAL et al., 2015; PETTI;
POLIMENI; ALLEN, 2015; DITOMMASO et al., 2016b; LIZON et al., 2016; PAWAR et
al., 2016; FUJITA; MASHIMA; NAKAZAWA, 2017; SHAJAHAN et al.,, 2017,
AMPORNARAMVETH et al., 2018; DITOMMASO et al., 2018; MONTEIRO, 2018;
VOLGENANT; PERSOON, 2018; LIZZADRO et al., 2019).

Assim, pesquisas sdo necessarias para o desenvolvimento e compreensao de
novos protocolos e/ou técnicas que visem o controle do biofilme nas linhas d’agua de
equipos odontolégicos e, por conseguinte, a melhoria da qualidade microbiolégica da

agua empregada no tratamento bucal dos pacientes.
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2 REVISTA DA LITERATURA

Esta revista da literatura foi desenvolvida a partir de uma busca sistematizada
de artigos cientificos originais acerca da temperatura da agua e a atividade
antibiofilme contra diferentes tipos de micro-organismos, publicados no portal PubMed

da National Library of Medicine e por meio de busca livre a partir do ano 2000.

Barbeau publicou em 2000 um artigo cientifico a respeito da qualidade
microbiolégica da agua proveniente de reservatorios de equipos odontoldgicos. O
artigo enfatizou a preocupagao da comunidade cientifica com relagédo ao aumento dos
casos de formacédo de biofiime em linhas d’agua de equipos odontoldgicos e,
consequentemente, o risco de exposi¢cao dos profissionais da Odontologia e seus
pacientes a contaminacédo microbiana. Nesse estudo, 0s principais micro-organismos
relatados foram Legionella pneumophila e Pseudomonas aeruginosa. Ademais, o
abastecimento de reservatoérios de equipos com aguas destilada e esterilizada nao foi
recomendado, pois as linhas d’agua, provavelmente, ja apresentavam biofilme como

fonte de contaminagao por micro-organismos.

Borella et al. (2005) avaliaram a contaminagcdo da agua e a formacgao de
biofilme em encanamento de hotéis, principalmente, de edificios antigos, bem como o
enfrentamento dessa problematica com agentes quimico (cloro) e fisico (calor).
Diferentes concentracdes de cloro e temperaturas da agua foram avaliadas a fim de
entender a formacao de biofilme nos encanamentos. Hotéis com até 20 e acima de 50
anos de construcdo demonstraram reduzida e elevada quantidade de biofilme,
respectivamente. Ainda, salientaram que a maioria dos paises europeus estabelece
uma temperatura da agua de armazenamento de no maximo 50°C. Os resultados
indicaram que o cloro pode ser prejudicial a saude humana em decorréncia da sua
concentragdo na agua proveniente da rede de abastecimento publico. Além disso, a
agua a 60°C reduziu o biofilme nos encanamentos dos hotéis. Em conclusao, a agua
em elevada temperatura controlou o biofime nos encanamentos dos hotéis, no
entanto essa solucdo simples pode aumentar os custos e inviabilizar a sua
implementacgao, porque ha a necessidade do uso de caldeiras e misturadores, com
agua quente e fria para se atingir a temperatura adequada que nao cause injurias

térmicas nos clientes.
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Em 2007, Al-Hiyasat et al. determinaram a contaminagao da agua de equipos
odontoldgicos de uma universidade da Jordania. Cabe ressaltar que os 10 equipos
eram abastecidos com agua de dois reservatérios. A determinacdo da carga
microbiana foi efetuada pela filtragem das amostras em membrana de nitrocelulose e
semeadura em placas de Petri com meio de cultura. Todas as amostras de agua
apresentaram contaminacdo microbiana e o abastecimento dos reservatorios com
agua com baixo padrao de qualidade microbiolégica pode contaminar de forma
generalizada os equipos. Concluiu-se que a prevencgao da contaminagao da agua de
equipos odontolégicos deve iniciar com o abastecimento dos reservatérios com agua
em temperatura adequada e dentro dos padrdes microbiolégicos aceitaveis. Uma
opcao para esse controle € a adicao de cloro nos reservatérios dos equipos e a

manutencgao da temperatura da agua acima de 50°C.

Coleman et al. (2008) reportaram o emprego de sistemas automatizados para
a melhoria da qualidade microbioldgica da agua de equipos odontolégicos. Por longos
periodos e com uma intervengdo humana minima, esses sistemas automatizados
demonstraram baixa deterioracdo dos componentes dos equipos e seguranga aos
profissionais da Odontologia e aos pacientes. Ressaltou-se a cautela no uso de agua
em elevada temperatura, sendo que entre 25 e 37°C pode haver o crescimento dos
micro-organismos. Dessa maneira, o uso de agua em elevada temperatura controlou
a contaminagdo microbiana da agua, bem como a formagao de biofilme das linhas

d’agua de equipos odontoldgicos.

Farhat et al. (2009) utilizaram a 4gua em elevada temperatura conjuntamente
com descargas elétricas no combate de micro-organismos planctonicos e na forma de
biofilme de uma rede de encanamentos em escala piloto. Os protocolos experimentais
de intervencao foram embasados em ciclos de 3 dias, com as amostras em contato a
60, 70 e 80°C durante 30min. Em seguida, as descargas elétricas foram empregadas
por 10, 20 e 30min. Em suma, houve diminuic¢ao inicial de 90% dos micro-organismos
durante os ciclos de exposigado, todavia apenas a agua em elevada temperatura

manteve as atividades antimicrobiana e antibiofilme.

Em 2011, Kisk6 e Szabo-szabd avaliaram a utilizagdo potencial da agua em

elevada temperatura para o controle de biofilme. Como vantagem, a 4gua em elevada
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temperatura pode atingir locais de dificil acesso e sem uso de agentes quimicos.
Todavia, algumas restricbes sdo pontuadas, como na industria de laticinios, uma vez
que a desnaturacao das proteinas pode auxiliar no condicionamento das superficies,
aumentando a aderéncia inicial dos micro-organismos. Decorrido o periodo de
formagao dos biofilmes por 24, 48 e 168h, a agua em elevada temperatura (85°C) foi
mantida em contato durante intervalos de 1min. Os resultados mostraram que o local
que foi aplicada a agua em elevada temperatura, o biofime n&do se desenvolveu
plenamente, sendo necessaria a fricgdo para a remogao total dos micro-organismos.
Concluiram que apenas o uso de agua em elevada temperatura nao foi suficiente para
remogao total do biofilme, sendo necessario o emprego complementar de agentes

quimicos.

Em 2015, Leoni e colaboradores abordaram os riscos e estratégias de
enfrentamento da contaminagdo da agua dos equipos odontolégicos por Legionella
spp. Em um total de 63 equipos (seringas triplices e saidas de alta rotagdo) foram
implementadas medidas de controle de contaminacdo por meio de protocolos de
desinfeccao continua e periddica, bem como treinamento frequente da equipe
odontoldgica. Os resultados mostraram que a temperatura da agua influenciou na
formagao do biofilme nas linhas d’agua. Ademais, a estratégia inicial para o controle
de contaminagéao por Legionella spp. deveria ser o uso de agua em temperatura acima
de 50°C em conjunto com protocolos de desinfecgao e treinamento dos profissionais.
Diante do exposto, concluiu-se que a agua em elevada temperatura controlou a
formagao de biofilme nas linhas d’agua de equipos odontoldgicos e a contaminagao
da agua causada por Legionella spp. em conjunto com outras estratégias

estabelecidas nessa pesquisa.

Ditommaso et al. (2016a) investigaram a contaminagado dos sistemas de
distribuicdo de agua e das linhas d’agua de equipos odontoldgicas por Legionella spp.
De acordo com os resultados, a contaminacgao inicia-se pela agua das torneiras, que
abastecem os reservatérios dos equipos odontologicos. Outrossim, as aguas em
temperaturas de 22 e 36°C, frequentemente utilizadas em consultérios odontoloégicos
europeus, demonstraram 68 e 93% de contaminagdo por Legionella spp.,
respectivamente. Além disso, temperaturas mais reduzidas nao inibiram a

contaminagao da agua e a formacgéao de biofilme nas linhas d’agua. Assim, a agua em
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temperaturas acima do padrao utilizado pela comunidade europeia poderia controlar
a contaminacéao por Legionella spp., € 0 monitoramento dessa bactéria realizado por

meio de um bom indicador, a quantificagao de bactérias heterotroficas aerdbias totais.

Em 2016, van der Kooij e colaboradores avaliaram a formagéao de biofilme por
L. pneumophila em diferentes temperaturas de agua. As temperaturas utilizadas foram
de 37 a47°C. Cepas de L. pneumophila foram cultivadas em meios de cultura de com
extrato de levedura e carvao vegetal. No entanto, essas bactérias nao cresceram nos
biofilmes em temperaturas acima de 41°C, bem como as suas hospedeiras tipicas
(Vermamoeba vermiformis) —amebas. Ao que tudo indica, a multiplicagado das amebas
se faz necessaria para permitir a viabilidade das cepas de L. pneumophila em
temperatura elevada da agua. Em concluséo, duas cepas de L. pneumophila nao se
multiplicaram no biofiime em temperaturas acima de 47°C devido a auséncia do

hospedeiro termotolerante, V. vermiformis.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
v Investigar a atividade antibiofiime da agua em elevada temperatura contra

Pseudomonas aeruginosa, visando a possivel aplicabilidade em linhas d’agua de

equipos odontoldgicos.

3.2 Objetivos especificos

v Avaliar a redugao da carga bacteriana no biofilme formado em linhas de agua de
equipos odontoldgicos por diferentes periodos de contato da d4gua em elevada

temperatura;

v Analisar a morfologia do biofiime formado em linhas de agua de equipos

odontoldgicos por meio de microscopia eletrénica de varredura.
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4 MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma pesquisa experimental/laboratorial em modelo in vitro que
atende o objetivo geral preestabelecido de investigar a atividade antibiofilme da agua
em elevada temperatura contra Pseudomonas aeruginosa, visando a aplicabilidade

em linhas d’agua de equipos odontoldgicos.

4.1 Local de estudo

O experimento microbiolégico da pesquisa foi desenvolvido no laboratério do
Nucleo de Estudos de Prevencao e Controle de Infeccdo nos Servicos de Saude
(NEPECISS) da Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao
Paulo (EERP-USP), Ribeirao Preto, SP, Brasil.

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi realizada no laboratério de
Microscopia Eletrénica de Varredura do Departamento de Quimica da Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (FFCLRP-USP), Ribeirdao Preto, SP,
Brasil pertencente ao Programa de Equipamentos Multiusuarios da Fundacéo de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) — (Processo n.° 04/09320-9).

4.2 Procedimentos éticos em pesquisa

Esta pesquisa ndo foi submetida & apreciacdo do Comité de Etica em

Pesquisa, visto que se tratou de um modelo in vitro.

4.3 Avaliagao da carga bacteriana no biofilme formado em linhas de agua de
equipos odontolégicos antes e apdés exposicdo a agua em elevada

temperatura

4.3.1 Linha d’agua de equipo odontolégico

A linha d’agua de equipo odontolégico (Figura 1) empregada nesta pesquisa foi
confeccionada em poliuretano (em cor cinza e temperatura de trabalho de até 60°C)
e é a responsavel pelo transporte da agua do reservatorio até as seringas triplice e as

saidas dos alta rotacdo, conforme as especificacdes do fabricante.
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Figura 1 — Vista panoramica da: A) linha d’agua de equipo odontolégico; B) ilustragao
de um corte transversal da linha d’agua de equipo odontolégico com as
saidas de 1) ar (3mm); 2) ar (1mm) e 3) agua (1mm). Ribeirdo Preto, SP,
Brasil, 2019.

Fonte: elaborada pelo autor.

As amostras de fragmento de linha d’agua dos equipos odontolégicos foram
cortados transversalmente (1cm) e, em seguida, longitudinalmente (saidas de 2 e 3
da Figura 1).

Os fragmentos de linha d’agua foram embalados em papel grau cirurgico e
esterilizados em autoclave vertical — linha AV (Phoenix, Araraquara, SP, Brasil) a
120°C por 20min. Decorrido esse processo, as embalagens foram submetidas a

secagem em forno de Pasteur (Quimis, Diadema, SP, Brasil) 60°C por 24h.

4.3.2 Experimento bacteriolégico

O experimento bacteriolégico foi realizado segundo os principios basicos de
assepsia em Cabine de Seguranca Biolégica Classe || — modelo Bio Seg 12 (Grupo
VECO, Campinas, SP, Brasil).

Os fragmentos de linha d’agua foram distribuidos em placas de poliestireno de

24 pocos (Kasvi, Curitiba, PR, Brasil) com auxilio de pinga esterilizada.

4.3.2.1 Padronizacgao do in6culo bacteriano

Cultura recente da cepa padrao de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

foi obtida a partir da semeadura em placa Petri (15x60mm) com Muller Hinton Agar
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(BD Difco, Sparks, MD, EUA) e incubagédo em estufa (Quimis, Diadema, SP, Brasil) a
37°C por 24h.

Com auxilio de alca esterilizada, o inéculo bacteriano da placa Petri foi
transferido para o tubo de ensaio (25x150mm) com 10mL de solugéo salina a 0,85%
e pérolas de vidro. Em seguida, realizou-se a homogeneizag¢ao do in6culo em agitador
de tubos AP-56 (Phoenix Luferco, Araraquara, SP, Brasil) por 1min.

A padronizagdo do indculo bacteriano (108UFC/mL) foi realizada apds a
transferéncia para uma cubeta de quartzo. Em espectrofotdmetro — modelo 22PC
(Spectrumlab, China), a leitura da absorbancia foi determinada entre 0,080 e 0,100 e

em comprimento de onda de 625nm.

4.3.2.2 Formagao de biofilme nos fragmentos de linha d’agua de equipo

odontolégico

Aliquotas de 2mL do meio de cultura Tryptic Soy Broth (Difco, Sparks, MD,
EUA) com 1% do inéculo bacteriano padronizado (108UFC/mL) foram inoculadas em
cada um dos pogos de placas de poliestireno de 24 pogos (Kasvi, Curitiba, PR, Brasil).
Em seguida, os fragmentos de linha d’agua (n=48) foram transferidos para os pogos
das placas com auxilio de pinca esterilizada. A incubacao foi efetuada em estufa de

agitacao orbital (Quimis, Diadema, SP, Brasil) a 37°C por 24h em rotagao de 80rpm.

4.3.2.3 Avaliagcao da carga bacteriana

Decorrido o periodo de incubagao, os fragmentos foram enxaguados com 5mL
de solugado salina a 0,85% por trés vezes para retirada das células plancténicas.
Posteriormente, as amostras foram transferidas para duas placas de 24 pocgos
contendo 2mL de agua de agua purificada do tipo Il — osmose reversa (Quimis,
Diadema, SP, Brasil) esterilizada. Uma das placas foi mantida a temperatura ambiente
(n=24), enquanto que a outra a 60°C com auxilio de banho-maria (n=24). Para cada
temperatura, dois tempos de contato das amostras foram estipulados: 30s (n=12) e
60s (n=12).

Vale salientar que o monitoramento da temperatura a 60°C foi realizado em
um poco de cada placa, exclusivamente para esse propoésito, com auxilio de um

termostato.
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As amostras dos fragmentos foram transferidas para microtubos contendo
1mL de Tryptic Soy Broth e pérolas de vidro. Os tubos foram homogeneizados em
agitador de tubos por 2min e, em seguida, aliquotas de 50uL in natura e diluidas
(diluigdo decimal seriada até 10°) foram semeadas em placas de Petri (60x15mm)
com Cetrimide Agar (Difco, Sparks, MD, EUA).

Apos o periodo de incubagao em estufa (Quimis, Diadema, SP, Brasil) a 37°C
por 24h, a leitura das placas foi efetuada com auxilio estereomicroscépio trinocular —
modelo AQZ-DS4-TRI70 (Tecnival) e os numeros de unidades formadoras de colbnia

bacterianas expressas por fragmento de linha d’agua (UFC/FL).

4.3.2.4 Analise do biofilme por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Decorrido o periodo de incubacado para formacao do biofilme, as amostras
foram transferidas para microtubos (1,5mL) contendo 1mL de glutaraldeido a 2,5% em
tampao cacodilato de sddio a 0,1M e pH 7,4, para fixacdo do biomaterial e material
bioldgico (biofilme). Decorrido o periodo de fixagdo, por no minimo 12h, as amostras
foram desidratadas em série de alcoois a 15, 30, 50, 70, 95 e 100%, durante 15
minutos para cada concentracdo. Uma vez desidratadas, as amostras foram
transferidas para microtubos (1,5mL) perfurados para secagem e armazenados em
contéiner com silica, a fim de se evitar a incorporagao de agua.

As amostras foram fixadas em um suporte para secagem com COz2, no ponto
critico, em aparelho Bal-Tec CPD 050 (Critical Point Dryer — Furstentum -
Liechtenstein). Em seguida, procedeu-se a montagem das amostras em suportes
(stubs) metalicos e a metalizagcdo com ouro (20kV, 15mA, 2min) para torna-las
condutoras.

A metalizacdo das amostras com ouro e a avaliagao dos biofilmes formados
nos fragmentos de linha d’agua de equipos odontolégicos foram realizadas no
Laboratério de Microscopia Eletronica de Varredura do Departamento de Quimica da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdao Preto — USP pertencente ao
Programa de Equipamentos Multiusuarios da Fundagdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo (FAPESP) — (Processo n.° 04/09320-9).

As amostras foram submetidas a analise por meio do microscépio eletrénico
de varredura Zeiss EVO 50 com contrastes topografico e composicional, alto vacuo e

baixo vacuo.
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4.4 Analise estatistica

Os dados coletados foram submetidos a analise estatistica empregando-se
os testes de Shapiro-Wilk e U de Mann—Whitney por meio do software BioEstat®

(versdo 5.3) e nivel de significancia a=5%.
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5 RESULTADOS

Os resultados foram apresentados nesta pesquisa considerando os aspectos
relacionados a avaliagdo da carga bacteriana do biofime de Pseudomonas
aeruginosa formado nas superficies dos fragmentos de linha d’agua (FL) de equipo
odontoldgico, bem como a analise da morfologia do biofilme por meio de microscopia

eletrbnica de varredura (MEV).

5.1 Avaliagao da carga bacteriana do biofilme formado em fragmentos de linha

de agua de equipo odontolégico

Os resultados das medianas das cargas bacterianas das amostras de FL de
equipo odontoldgico, que foram expostas a agua a temperatura ambiente (controle)
por 30 e 60s demonstraram 335.000UFC/FL / 5,0logUFC/FL (72.000 a
212.000.000UFC/FL / 4,9 a 8,3logFC/FL) e 173.000UFC/FL (10.000 a 3.800.000
UFC/FL / 4,0 a 6,6logFC/FL), respectivamente (Figura 2 e Apéndices A e B).

Assim, ndo houve diferenga entre as medianas das cargas bacterianas
expostas a agua a temperatura ambiente com relagédo aos diferentes periodos de 30
e 60s (p=0,2727).

Figura 2 — Comparacgao entre as medianas das cargas bacterianas de P. aeruginosa
das amostras de fragmentos de linhas d’agua (FL) de equipo odontolégico
expostas a agua a temperatura ambiente (controle). As letras iguais
indicam que nao ha diferenga entre os grupos experimentais (p=0,2727).
Ribeirao Preto, SP, Brasil, 2019.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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De acordo com a Figura 3 e Apéndices A e B, as medianas das cargas
bacterianas das amostras de FL de equipo odontolégico expostas a agua a 60°C
foram de 2.030UFC/FL / 4,0logFC/FL (0 a 496.000.000UFC/FL / 2,0 a 8,7logFC/FL)
por 30s e de 1.780UFC/FL / 3,0logFC/FL (0 a 82.000.000UFC/FL / 1,3 a 7,9logFC/FL)
por 60s.

Dessa forma, apesar de ter havido uma reducédo da mediana da carga
bacteriana de 250UFC/FL (12,3%), ndo houve diferenca (p=0,5254) nem

demonstragao de redugao logaritmica em UFC/FL.

Figura 3 — Comparacao entre as medianas das cargas bacterianas de P. aeruginosa
das amostras de fragmentos de linhas d’agua (FL) de equipo odontolégico
expostas a agua a 60°C. As letras iguais indicam que ndo ha diferenca
entre os grupos experimentais (p=0,5254). Ribeirdo Preto, SP, Brasil,
2019.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Segundo a Figura 4 e Apéndices A e B, as medianas das cargas bacterianas
de P. aeruginosa das amostras de FL de equipo odontolégico expostas a agua a
temperatura ambiente (controle) e a 60°C durante 30s foram de 335.000UFC/FL /
5,0logFC/FL (72.000 a 212.000.000UFC/FL / 4,9 a 8,3logFC/FL) e 2.030UFC/FL /
4,0logFC/FL (0 a 496.000.000UFC/FL / 2,0 a 8,7logFC/FL), respectivamente.

Dessa maneira, houve diferenga entre a comparagao das medianas das
cargas bacterianas expostas a agua a temperatura ambiente (5logUFC/FL) e a 60°C
(4logUFC/FL) por 30s (p=0,0005), com redugéao de 1logUFC/FL.
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Figura 4 — Comparacgao entre as medianas das cargas bacterianas de P. aeruginosa
das amostras de fragmentos de linhas d’agua (FL) de equipo odontolégico
expostas a agua a temperatura ambiente (controle) e a 60°C por 30s. As
letras diferentes indicam que ha diferenca entre os grupos experimentais
(p=0,0005). Ribeirdo Preto, SP, Brasil, 2019.
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Fonte: elaborada pelo autor.

A mediana da carga bacteriana de P. aeruginosa das amostras de FL de
equipo odontoldgico expostas a agua a temperatura ambiente (controle) por 60s foi
de 173.000UFC/FL / 4,5logFC/FL (10.000 a 3.800.000UFC/FL / 4,0 a 6,6logFC/FL),
enquanto que a 60°C por 60s foi de 1.780UFC/FL / 3,0logFC/FL (0 a
82.000.000UFC/FL /1,3 a 7,910gFC/FL) — (Figura 5 e Apéndices A e B).

Entdo, a comparacéo entre as medianas das cargas bacterianas expostas a
agua a temperatura ambiente (4,5lo0gUFC/FL) e a 60°C (3logUFC/FL) por 60s mostrou
diferenga (p=0,0047), com redugao de 1,5logUFC/FL.
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Figura 5 — Comparacao entre as medianas das cargas bacterianas de P. aeruginosa
das amostras de fragmentos de linhas d’agua (FL) de equipo odontolégico
expostas a agua a temperatura ambiente (controle) e a 60°C por 60s. As
letras diferentes indicam que ha diferenga entre os grupos experimentais
(p=0,0047). Ribeirdo Preto, SP, Brasil, 2019.

a

180000 -
160000 -
140000 -
120000 -
100000 -
80000 -
60000 -
40000 - b

20000 - A

0

UFC/FL

Temperatura ambiente 60°C

Fonte: elaborada pelo autor.

5.2 Analise do biofilme por microscopia eletréonica de varredura (MEV)

Os resultados da analise do biofilme formado nos FL de equipo odontoldgico
por microscopia eletrénica de varredura (MEV) foram exibidos nas Figuras 6 a 9.
Todas as amostras demonstraram formagao de biofilme por P. aeruginosa.

As Figuras 6 e 7 com as eletromicrografias (5.000x, 10.000x e 20.000x)
exibiram biofilmes constituidos com numerosos bastonetes (P. aeruginosa), que foram
expostos a agua a temperatura ambiente (controle) por 30 e 60s, respectivamente.
Por outro lado, uma menor quantidade de bactérias com caracteristicas morfolégicas
atipicas foi identificada nas amostras de FL expostas a agua a 60°C por 30s (Figura
8) e 60s (Figura 9).
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Figura 6 — Eletromicrografia por microscopia eletrénica de varredura (MEV) do
fragmento de linha de agua (FL) de equipo odontolégico com a formagéao
de biofilme por P. aeruginosa exposto a agua a temperatura ambiente
controle) por 30s. Ribeirdo Preto, SP, Brasil, 2019.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 7 — Eletromicrografia por microscopia eletrénica de varredura (MEV) do
fragmento de linha de agua (FL) de equipo odontolégico com a formagéao
de biofilme por P. aeruginosa exposto a agua a temperatura ambiente
controle) por 60s. Ribeirdo Preto, SP, Brasil, 2019.
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Figura 8 — Eletromicrografia por microscopia eletrénica de varredura (MEV) do
fragmento de linha de agua (FL) de equipo odontolégico com a formagéao
de biofilme por P. aeruginosa exposto a agua a 60°C por 30s. Ribeirao
Preto, SP, Brasil, 2019.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 9 — Eletromicrografia por microscopia eletrénica de varredura (MEV) do
fragmento de linha de agua (FL) de equipo odontolégico com a formagéao
de biofilme por P. aeruginosa exposto a agua a 60°C por 60s. Ribeirao

Preto, SP, Brasil, 2019.
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6 DISCUSSAO

Com relagao ao enfrentamento da problematica do biofilme em linhas d’agua
dos equipos odontoldgicos, a literatura cientifica tem sinalizado o uso de diferentes
agentes quimicos (BOWEN et al., 2015; HIKAL; ZAKI; SABRY, 2015; LAL et al., 2015;
PETTI; POLIMENI; ALLEN, 2015; DITOMMASO et al., 2016b; LIZON et al., 2016;
PAWAR et al., 2016; FUJITA; MASHIMA; NAKAZAWA, 2017; SHAJAHAN et al., 2017;
AMPORNARAMVETH et al., 2018; DITOMMASO et al., 2018; MONTEIRO, 2018;
VOLGENANT; PERSOON, 2018; LIZZADRO et al., 2019).

Todavia, apesar das vantagens inerentes dessas substancias e/ou produtos
para a manutengdo do ambiente biologicamente seguro na Odontologia, ha
desvantagens relacionadas a toxicidade e desequilibrio do ecossistema ambiental a
curto ou longo prazo, que podem ser contornadas pela substituicdo por agentes
fisicos, como as ondas acusticas (PANTANELLA et al., 2019) e a agua em elevada
temperatura (AL-HIYASAT et al., 2007; COLEMAN et al., 2008; LEONI et al., 2015;
DITOMMASO et al., 2016a; VAN DER KOOUJ et al., 2016).

Desde a época de Pasteur, diversos relatos quanto ao controle microbiano
pela implementacdo de processos de pasteurizacdo e de elevadas temperaturas
(dgua em ebulicao) foram reportados. No entanto, pesquisas recentes sao escassas
acerca da eficacia de tais técnicas, particularmente no que diz respeito a desinfecgcao
de alto nivel de artigos odonto-médico-hospitalares (WINTHROP; HOMESTEAD et al.,
2012).

O calor umido por meio da dgua em elevada temperatura é um agente fisico
que causa a morte microbiana por meio da termocoagulacdo das proteinas
(TRABULSI et al., 2008; MADIGAN et al., 2016; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

Em encanamento de hotéis, a agua em elevada temperatura controlou o
biofilme, mas essa solucdo simples pode aumentar os custos e inviabilizar a sua
implementacgao, porque ha a necessidade do uso de caldeiras e misturadores, com
agua quente e fria para se atingir a temperatura adequada que nao cause injurias
térmicas nos clientes (BORELLA et al., 2005).

Em 2007, Al-Hiyasat et al. relataram o controle de contaminag¢ao por meio da
adicao de cloro nos reservatérios dos equipos odontolégicos e a manutencao da

temperatura da agua do reservatério dos equipos acima de 50°C. Entretanto,
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conforme Coleman et al. (2008), a temperatura da agua entre 25 e 37°C pode permitir
o crescimento microbiano na agua.

Com o intuito de reforcar a importancia da manutencdo da qualidade
microbiolégica da agua para a manutencao do ambiente biologicamente seguro, em
fevereiro de 2011, uma mulher de 82 anos de idade foi internada em uma unidade de
terapia intensiva com febre e dificuldade respiratéria. A radiografia de térax mostrou
varias areas do pulmao afetadas pela infecgdo, e agente etiolégico diagnosticado
como Legionella pneumophila. Infelizmente a paciente desenvolveu um choque
séptico fulminante e irreversivel e morreu 2 dias mais tarde. Uma investigacao
minuciosa foi instaurada, e esse foi o primeiro relato confirmado de legionelose ou
febre de Pontiac relacionada a agua e linha d’agua de equipo odontolégico como
fonte/causa de infecgao (RICCI et al., 2012). Ainda, o mais preocupante tem sido o
relato da literatura cientifica da elevada prevaléncia de Legionella spp. na agua e
linhas d’agua de equipos odontolégicos (BARBEAU, 2000; BORELLA et al., 2005;
O'DONNELL et al, 2011; PASQUARELLA et al., 2012; LEONI et al.,, 2015;
DITOMMASO et al., 2016a; DITOMMASO et al., 2016b; VAN DER KOOIJ et al., 2016),
que pode ser monitorada por meio de um bom indicador, a quantificacdo de bactérias
heterotréficas aerdbias totais (DITOMMASO et al., 2016a).

Cabe ressaltar, que na analise de rotina, ndo é recomendada a avaliacédo de
micro-organismos especificos como Legionella spp. ou Pseudomonas spp., exceto se
houver uma investigacao de surtos de doencgas infectocontagiosas transmitidas pela
agua (KOHN et al., 2003; SEHULSTER et al., 2003).

De acordo com Leoni et al. (2015), a estratégia inicial para o controle de
contaminacgao por Legionella spp. deveria ser 0 uso de agua em temperatura acima
de 50°C em conjunto com protocolos de desinfecgao e treinamento dos profissionais,
salientando que ndo houve o crescimento de duas cepas de L. pneumophila no
biofilme em temperaturas acima de 47°C devido a auséncia do hospedeiro
termotolerante, V. vermiformis (VAN DER KOOIJ et al., 2016).

Nesta pesquisa, apesar de nao termos trabalhado com Legionella spp., a
atividade antibiofilme da agua em elevada temperatura (60°C) foi realizada contra
Pseudomonas aeruginosa, visando a possivel aplicabilidade em linhas d’agua de
equipos odontoldgicos.

P. aeruginosa sao bastonetes gram-negativos nao fermentadores de glicose,

de vida livre e ubiquitarios (isolados no solo, nas aguas doce e salgada, nos vegetais,
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nos animais, nos alimentos e em ambientes domésticos e de assisténcia a saude).
Sao bactérias versateis, que podem se adaptar a uma gama de habitats e até crescer
em agua purificada (osmose reversa e destilada). Em individuos saudaveis,
ocasionalmente, causam infeccéo, todavia em imunocomprometidos sao os principais
agentes etioldgicos oportunistas relacionados a infec¢ao hospitalar. A sua importancia
clinica decorre da dificuldade de se controlar o processo de infeccdo com continuos
fracassos terapéuticos, em virtude dos fatores de viruléncia e de resisténcia aos
antimicrobianos dessa bactéria (TRABULSI et al., 2008; MENA; GERBA, 2009;
MADIGAN et al., 2016; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

Em 1987, Martin identificou P. aeruginosa de abscessos bucais de dois
pacientes com cancer submetidos ao tratamento odontoldgico. Vale destacar que as
bactérias dos pacientes e das amostras de agua dos equipos odontolégicos
produziram o mesmo tipo de piocianina (pigmento). No entanto, essa caracteristica
fenotipica bacteriana especifica nao foi cabal para relacionar as cepas de P.
aeruginosa provenientes da agua dos equipos odontoldégicos com as infecgdes dos
pacientes.

Diversos autores relataram em estudos, P. aeruginosa em amostras de agua
de equipos odontolégicos (MARTIN, 1987; BARBEAU, 2000; AL-HIYASAT et al.,
2007; ABDALLAH; KHALIL, 2011; O'DONNELL et al., 2011; KRAMER et al., 2012;
AGAHI et al., 2014; DALLOLIO et al., 2014; ABDOUCHAKOUR et al., 2015; LIZON et
al., 2016; VINCENT et al., 2017; LAL; RAVINDRA; BISWAL, 2018). Outrossim, o uso
dessa bactéria em sistemas simulados de contaminagao das linhas d’agua de equipos
odontoldgicos foi reportado em outros trabalhos cientificos (GAWANDE et al., 2008;
ORRU et al., 2010; PETTI; POLIMENI; ALLEN, 2015; MONTEIRO, 2018).

Cabe destacar Al-Hiyasat et al. (2007), que mencionaram, no inicio do
expediente de trabalho e antes do atendimento dos pacientes, a presenca de P.
aeruginosa em 86,7% dos equipos odontoldgicos.

Segundo Vincent et al. (2017), cepas de P. aeruginosa provenientes de linhas
d’agua de equipos odontolégicos apresentaram caracteristicas impressionantes
quanto a colonizacao eficiente de diferentes ambientes e, assim, uma adaptacao
genbmica rapida com a aquisicao de elementos genéticos méveis para o aumento do

conjunto de genes disponiveis, bem como a exclusao de genes dispensaveis.
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Segundo Spinks et al. (2006), a faixa de temperatura de 55 a 65°C foi capaz
de eliminar enterobactérias e, dessa maneira, inferiram que a temperatura da agua
proveniente do sistema de abastecimento publico deveria ser no minimo de 60°C.

Apesar da redugéo inicial de 90% dos micro-organismos durante os ciclos de
exposicao da agua em elevada temperatura em uma unidade simulagdo de um
sistema de agua quente em escala piloto (FARHAT et al., 2009), em 2011, Kiské e
Szabd-szabd concluiram que apenas o uso de agua em elevada temperatura (85°C)
nao foi suficiente para remogao total do biofilme, sendo necessario o emprego
complementar de agentes quimicos.

Conforme Winthrop e Homestead (2012), a desinfecgao de alto nivel de um
dispositivo de atendimento domiciliar reduziu a carga bacteriana de mais de
6,3logUFC (10min) e 6,8logUFC (15min) apds a exposi¢gdao a agua a 95°C (em
ebuli¢do).

No presente estudo, houve diferenga entre a comparacdo das medianas das
cargas bacterianas expostas a agua a temperatura ambiente (335.000UFC/FL /
5,0logUFC/FL) e a 60°C (2.030UFC/FL / 4,0logUFC/FL) por 30s (p=0,0005) — Figura
4 e Apéndices A e B, com reducao de 1logUFC/FL. Ainda, a comparagao entre as
medianas das cargas bacterianas expostas a agua a temperatura ambiente
(173.000UFC/FL / 4,5lo0gUFC/FL) e a 60°C (1.780UFC/FL / 3,0logUFC/FL) por 60s
mostrou diferenga (p=0,0047) — Figura 5 e Apéndices A e B, com reducgdo de
1,5logUFC/FL. Ademais, a MEV demonstrou a presencga de biofiime em todas as
amostras analisadas, entretanto nos fragmentos de linha d’agua expostos a agua a
60°C, os bastonetes (P. aeruginosa) foram evidenciados em menor quantidade e com
caracteristicas morfolégicas atipicas (Figuras 6 a 9) decorrentes do processo de
termocoagulacdo das proteinas bacterianas ocasionada pela agua em elevada
temperatura.

Extrapolando nossos resultados para a realidade do consultorio ou clinica
odontoldégica, a agua em elevada temperatura (60°C) poderia abastecer os
reservatorios dos equipos e dessa forma permitir que a drenagem ou flush de agua
nas seringas triplices e saidas dos alta rotacédo fosse efetuada antes do inicio e no
final do expediente, bem como entre o atendimento dos pacientes por no minimo 20
a 30s (ADA, 1996; CDC, 1993). Embora o flush ndo remova o biofilme formado nas
linhas d’agua dos equipos, ele pode reduzir temporariamente a contaminagao

microbiana da agua, bem como retirar fluidos bucais que por ventura tenham entrado
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via refluxo da boca dos pacientes. Autores relataram efeitos positivos desse
procedimento (WIRTHLIN; MARSHALL Jr., 2001; COBB et al., 2002; KETTERING et
al., 2002; AL-HIYASAT et al., 2007; MONTEIRO et al., 2018; MONTEIRO, 2018).
Entretanto, um questionamento veio a tona durante o desenvolvimento desta
pesquisa: a agua em elevada temperatura poderia causar algum tipo de dano nas
linhas d’agua dos equipos e/ou lesdo na mucosa bucal dos pacientes durante o
tratamento odontolégico?
Em resposta a essa pergunta, decidimos trabalhar com a temperatura da agua
a 60°C por 30 e 60s, porque:
v A linha d’agua de equipo odontolégico (Figura 1) empregada nesta pesquisa foi
confeccionada em poliuretano e temperatura de trabalho de até 60°C, conforme as

especificacdes do fabricante;

v' Os tempos de contato foram reduzidos, embasados no flush de agua dos equipos
e na praticidade para realizacdo do procedimento antes do inicio e no final do
expediente, bem como entre o atendimento dos pacientes (ADA, 1996; CDC, 1993).
Além disso, o calor umido gerado pela agua em elevada temperatura pode
ocasionar a termocoagulagao das proteinas dos micro-organismos presentes no
biofilme e, por consequéncia causar o aumento do condicionamento da superficie

das linhas d’agua, iniciando o processo de formacéao do biofilme;

v A agua em elevada temperatura nao seria utilizada diretamente na boca do
paciente, mas se esse fato ocorresse por acidente, em analogia com as bebidas
quentes, como o cha, o chocolate e o café, que sao servidas entre 71,1 e 85°C
podendo causar lesdes bucais, decidimos pelo uso de uma temperatura menor
(60°C), sendo que a literatura cientifica reportou o consumo de café a temperatura
de 57,8°C por ter reduzido o risco de lesdes bucais e melhorado a satisfacdo do
cliente quanto ao consumo dessa bebida (BROWN; DILLER, 2008).

Por outro lado, como limitagbes da nossa pesquisa, reportamos a utilizagao
de apenas uma cepa bacteriana (P. aeruginosa) em um modelo experimental in vitro,
visando simular a formacgéo de biofilme em linhas d’agua de equipos odontoldgicos,

qgue na realidade é constituido de diferentes tipos de micro-organismos.
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Em suma, a abordagem cientifica entre microbiologia, fisica e biosseguranca:
controle de contaminacéao/infegdo na Odontologia permitiu o avango do conhecimento
no que tange a formacao de biofilme por P. aeruginosa em linha d’agua de equipo
odontoldgico, bem como a aplicabilidade da atividade antibiofilme da agua em elevada

temperatura.
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7 CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos, concluimos que:

v E viavel a aplicabilidade da agua em elevada temperatura (60°C) por 30s no
controle do biofilme de Pseudomonas aeruginosa formado em linhas d’agua de

equipos odontoldgicos;

v" A agua em temperatura elevada (60°C) pode ser utilizada para redugao da carga

bacteriana por apenas 30s;

v A agua em alta temperatura (60°C) pode ser empregada para o controle da

quantidade de bactérias com caracteristicas morfolégicas atipicas no biofiime;

v  Pesquisas futuras sdo necessarias para avaliar o flush de agua em elevada
temperatura das seringas triplices e das saidas dos alta rotagao antes do inicio e

no final do expediente, bem como entre o atendimento dos pacientes por 30s.
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Apéndice A — Avaliagdo da carga bacteriana de Pseudomonas aeruginosa (UFC/FL)
das amostras de linha d’agua expostas a diferentes temperaturas e
tempos. Ribeirdo Preto, SP, Brasil, 2019.

Amostras Temperatura ambiente 60°C
30s 60s 30s 60s

1 104.000 26.000 46.800 2.600
2 520.000 92.000 2.060 2.360.000
3 72.000 12.000 480 82.000.000
4 2.800.000 180.000 1.420 7.000
5 212.000.000 340.000 0 3.860
6 110.000 3.800.000 100 320
7 1.020.000 400.000 620 20
8 1.080.000 1.880.000 2.000 460
9 100.000 166.000 496.000.000 960
10 146.000 12.600 9.600 4.160
11 3.840.000 1.420.000 4.520 0
12 150.000 10.000 40.800 0

Mediana 335.000 173.000 2.030 1.780

Legenda: UFC/FL, unidades formadoras de colénias por fragmento de linha d’agua de equipo
odontoldgico.
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Apéndice B — Avaliagdo da carga bacteriana de Pseudomonas aeruginosa
(logUFC/FL) das amostras de linha d’agua expostas a diferentes
temperaturas e tempos. Ribeirdo Preto, SP, Brasil, 2019.

Amostras Temperatura ambiente 60°C
30s 60s 30s 60s
1 5,0 4.4 4,7 3,4
2 5,7 5,0 3,3 6,4
3 4,9 4.1 2,7 7.9
4 6,4 53 3,2 3,8
5 8,3 5,5 - 3,6
6 5,0 6,6 2,0 2,5
7 6,0 5,6 2,8 1,3
8 6,0 6,3 3,3 2,7
9 5,0 5,2 8,7 3,0
10 5,2 4.1 4,0 3,6
11 6,6 6,2 3,7 -
12 5,2 4,0 4.6 -
Mediana 5,0 4,5 4,0 3,0

Legenda: logUFC/FL, logaritmo das unidades formadoras de colbnias por fragmento de linha

d’agua de equipo odontolégico; -, sem resultado.



