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Resumo

Introdugdo: A infegdo cruzada ocorre quando microrganismos patogénicos sao
transmitidos entre pacientes e profissionais. Na pratica dentaria, o risco é elevado
devido a exposigao constante ao sangue, saliva e aerossois que podem conter
microrganismos. As linhas de agua das unidades dentarias podem, portanto, ser uma
fonte importante de contaminagédo, pois o ambiente interno dos tubos promove

biofilmes microbianos.

Objetivo: Identificar a contaminagdo microbiana em diferentes pontos de saida de
uma das unidades dentarias na Clinica Dentaria Universitaria e verificar a eficacia dos
protocolos de desinfecdo dos aspiradores com base na comparacdo de amostras
recolhidas antes e depois da desinfecdo. O estudo avaliou a contaminacio
microbiolégica em cinco pontos de uma unidade dentaria. Amostras de biofilme foram
recolhidas usando palitos e zaragatoas estéreis e colocadas em meios de cultura,
para bactérias (Tryptic Soy Broth e Tryptic Soy Agar) e para fungos (Sabourad Broth
e Sabourad Agar) e depois incubadas por 7 dias a temperatura ambiente. Apds 7 dias,

as coldnias foram contadas e calculadas as médias dos 3 replicados.

Resultados e discussdo: Os resultados mostram que nas saidas de agua nao foi
possivel identificar a presenga de microrganismos, pois mesmo ao fim de uma semana
de crescimento ndo se observa crescimento de microrganismos. O mesmo nao
acontece no que se refere aos aspiradores de saliva e cirurgicos em que foi possivel
identificar crescimento apds 24 horas de incubagao a temperatura ambiente. Estes
resultados mostram que tanto quanto foi possivel avaliar as saidas de agua dos
equipamentos dentarios da Clinica Dentaria Universitaria da Universidade Catdlica
Portuguesa nao sao foco de infecdo cruzada. O crescimento bacteriano e de fungos

ocorreu apenas nas amostras retiradas dos aspiradores.

Conclusao: Estes resultados mostram que, tanto quanto foi possivel avaliar, as
saidas de agua dos equipamentos dentarios da Clinica Dentaria Universitaria da

Universidade Catdlica Portuguesa nao sao foco de infegao cruzada.

Palavras-chave: infegcao cruzada; biofilme; linhas de agua do equipamento dentario;

controlo microbioldgico.



Abstract

Introduction: Cross-infection occurs when pathogenic microorganisms are
transmitted between patients and healthcare professionals. In dental practice, the risk
is particularly high due to constant exposure to blood, saliva, and aerosols that may
contain microorganisms. Consequently, dental unit waterlines (DUWLs) can represent
an important source of contamination, as the internal environment of the tubing

promotes the development of microbial biofilms.

Objective: To identify microbial contamination at different outlet points of a dental unit
at the Portuguese Catholic University (UCP) and to assess the effectiveness of suction
system disinfection protocols by comparing samples collected before and after

disinfection.

The study evaluated microbiological contamination at five locations within a dental unit.
Biofilm samples were collected using sterile toothpicks and swabs and inoculated into
culture media for bacteria (Tryptic Soy Broth and Tryptic Soy Agar) and fungi
(Sabouraud Broth and Sabouraud Agar). The samples were then incubated at room
temperature for seven days. After the incubation period, colonies were counted, and

the mean values of the three replicates were calculated.

Results and Discussion: The results showed that no microorganisms could be
detected in water outlets, as no microbial growth was observed even after one week
of incubation. In contrast, microbial growth was detected in both the saliva and surgical
suction systems after 24 hours of incubation at room temperature. These findings
suggest that, within the scope of this evaluation, the water outlets of the dental
equipment at the Clinica Dentaria Universitaria do not constitute a source of cross-
infection. Bacterial and fungal growth was observed only in samples collected from the

suction systems.

Conclusion: The results indicate that, as far as could be assessed in this study, the
water outlets of the dental equipment at the University Dental Clinic of the Portuguese

Catholic University are not a source of cross-infection.

Keywords: cross-infection, dentistry, dental unit waterline biofilm (DUWL), microbial

contamination, disinfection, microbiological control.
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1. Introdugéao

1.1 Infe¢ao cruzada

A infecdo € um processo bioldgico complexo no qual um microrganismo (bactéria,
virus ou fungo) entra no corpo humano, se multiplica e causa doenga e uma
subsequente resposta imunologica. A infegdo durante a pratica clinica pode ocorrer
com a transmissao de agentes infeciosos entre pacientes e profissionais de saude
num ambiente clinico (1). Na pratica, ocorre quando uma infegao € transmitida de uma
fonte infetada (paciente, profissional de saude ou superficie) para outra pessoa nao

infetada, por contato direto ou indireto.

Apesar do crescente desenvolvimento dos padrées de saude e da qualidade dos
hospitais nos ultimos anos, segundo o relatério da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), centenas de milhdes de pessoas sao afetadas por infe¢des nosocomiais
(Hospital - Acquired Infections - HAIs) todos os anos em todo o mundo embora as

taxas de HAIs variem a nivel mundial (2).

As doengas infeciosas representam um problema de saude publica que os sistemas
de saude enfrentam em muitos paises (3). Frequentemente, durante procedimentos
médicos em ambientes onde se prestam cuidados de saude, existe um alto risco de
contaminagao, resultando em infe¢ées designadas por infegdes nosocomiais que

ocorrem frequentemente por infegdo cruzada.

1.2 Infe¢do cruzada em medicina dentaria

As infecdes cruzadas em medicina dentaria sdo uma questao relevante, dado que os
profissionais da area trabalham em contacto préximo com sangue, saliva e aerossois,
que podem conter microrganismos patogénicos presentes na cavidade oral e no trato
respiratorio. Embora nalguns paises existam regras muito especificas e guias de boas
praticas para evitar a contaminagao cruzada (4) noutros paises ha ainda muito espago
para melhoria (5).

Exemplos destes organismos incluem o citomegalovirus (CMV), o virus da hepatite C

(HCV), o virus da hepatite B (HBV), o virus do herpes simples (HSV tipos 1 e 2), o
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virus da imunodeficiéncia humana (VIH/SIDA) e outros virus. Quanto as bactérias as
mais prevalentes séo, Mycobacterium spp., Pseudomonas spp., Legionella spp. e

bactérias multirresistentes (6).

As principais fontes de contaminagdo no ambiente dentario incluem, para além dos
fluidos corporais ja referidos, os instrumentos de trabalho, as superficies
contaminadas da unidade dentaria (por exemplo, a pega da luz), as maos e luvas do
operador ou auxiliar e os aerossois e goticulas gerados durante diversos tratamentos
(7). As goticulas formadas provém sobretudo da agua utilizada para arrefecimento dos
instrumentos rotatérios. Por razdes diferentes relacionadas com a pandemia de
COVID 19 a propagacao de microrganismos por aerossois foi bastante estudada apoés
2020, existindo varios estudos que nao s6 avaliavam o potencial de contaminacao
cruzada para o SARS-Cov-2 (8), como exploravam como se podia evitar a exposigao
da equipa de saude oral aos aerossois gerados aquando da utilizacdo dos

instrumentos rotatorios (9).

A infegdo cruzada pode ocorrer quer através da exposi¢do a agua contaminada da
unidade da cadeira dentaria por aspiragdo quer por contacto com microrganismos
presentes nos aerossois ou salpicos de fluidos orais e respiratérios que séao
canalizados através das linhas de agua da unidade dentaria (10). Este processo pode
espalhar particulas biolégicas potencialmente infeciosas no ambiente, aumentando o

risco de infecdo entre os pacientes, os operadores e as superficies circundantes.

1.3 Tipos de contaminagao

Em ambientes onde se prestam cuidados de saude, existem varios tipos de
contaminagao que podem ser classificados com base na sua fonte ou modo de
transmissao. A transmissdo de microrganismos nos consultérios dentarios pode
ocorrer por contacto direto (incluindo contacto sangue-sangue) (11) ou por
inalacao/ingestdo de microrganismos (em (bio)aerossoéis) provenientes da agua

utilizada nos equipamentos dentérios (12).

Nesta secgéao serao explorados os diferentes tipos de contaminagao, comegando pela
contaminagao direta, que representa uma das principais vias de exposicao

ocupacional. Pode ocorrer apdés lesbes acidentais causadas por instrumentos
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cortantes ou salpicos de fluidos biolégicos nas mucosas e pele n&o integra, tornando
essencial o uso constante de equipamento de protec¢ao individual e o cumprimento de

rigorosos padrdes de higiene.

A transmissdo cruzada de microrganismos por contacto direto constitui um risco
inerente a pratica clinica em Medicina Dentaria, podendo, no entanto, ser
significativamente reduzida através da implementagao rigorosa das medidas de
prevencdo e controlo da infecdo; pode ocorrer através das méos, instrumentos
esterilizados de forma inadequada ou acidentes com agulhas. Um exemplo classico
de transmissdo por contacto direto em consultorios dentarios € a utilizagdo de
instrumentos ocos (por exemplo, turbinas, contra angulos), que podem entrar em
contacto com sangue ou saliva contaminados. Se n&o forem devidamente limpos e
esterilizados apds cada utilizagcdo, estes instrumentos podem constituir uma fonte
significativa de infe¢do cruzada (13) Isto porque nos instrumentos ocos a entrada dos
fluidos serve como inéculo da superficie interna dos mesmos que, por nao ser visivel,
pode passar despercebida. Este facto real¢a a importancia da adocao de protocolos
rigorosos de descontaminagdo e manutencao dos equipamentos. O interior destes
instrumentos devem ser devidamente limpos e desinfetados, uma vez que os
instrumentos ocos podem conter contaminagdo tanto do paciente como do

abastecimento de agua/ar (12).

Os maiores riscos de contaminagdo no contexto dos consultérios dentarios ocorrem
quando os agentes patogénicos passam diretamente do sangue do paciente para o
do profissional de saude e vice-versa. Este tipo de exposi¢do pode ocorrer, por
exemplo, apos lesdes acidentais com agulhas ou instrumentos cortantes
contaminados, tornando possivel a transmisséo de virus transmitidos pelo sangue,
como o VHB, o VHC e o VIH. Os médicos dentistas trabalham frequentemente com
instrumentos cortantes e agulhas, nem sempre tendo uma visédo direta da area de
trabalho ou dos seus proprios dedos (12). No entanto as taxas de soroconversao entre
trabalhadores no setor da saude sdo extremamente baixas desde que usados os

equipamentos de protegao individual de forma correta (11).

Outro mecanismo possivel para a transmissdo de microrganismos no consultério
dentario, e também o foco especifico do nosso estudo, é representado pela agua

proveniente das linhas de agua da unidade de consultério dentario. Gragas as
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superficies dos tubos, aos seus pequenos diametros e ao meio aquoso com
temperatura controlada de forma ideal, estas linhas proporcionam condigbes muito
favoraveis ao desenvolvimento de biofilmes microbianos (12). Apesar da agua que
entra nas tubagens da cadeira provir da rede publica de aguas que € agua potavel e,
portanto, sujeita a desinfegdo e elevados padrées de controlo de contaminantes
bacterianos (Decreto-Lei n.° 69/2023, de 21 de agosto que estabelece o regime
juridico da qualidade da agua destinada ao consumo humano), pode ainda assim
surgir contaminagéo. Esta contaminagdo pode vir por refluxo dos fluidos quando o
instrumental esta na boca do paciente ou quando ha entrada de microrganismos pelo

ar que contacta com os tubos (14).

Independentemente de qual € a origem dos microrganismos (rede publica de
abastecimento ou refluxo dos fluidos do paciente) o principal problema é quando estes
se conseguem fixar no interior das tubagens da cadeira e adotam um crescimento em

biofilme.

1.4 Os biofilmes e infe¢ao da cadeira

Os biofilmes sao estruturas formadas por bactérias que crescem em microcolonias
rodeadas e protegidas por uma espessa camada de matriz polissacaridea que serve
de protecdo (15). Este € um dos mecanismos que confere uma resisténcia destas
estruturas a desinfecao. Por outro lado, a matriz permite a fixacdo das bactérias a
superficie de forma muito eficiente fazendo com que os procedimentos de

higienizacdo nao sejam faceis (16).

A demonstracéo da presenca de biofilmes bacterianos nas tubagens das cadeiras néo
€ propriamente uma novidade e Putnins e coautores apresentam evidéncia do

crescimento de biofilmes com bactérias heterotréficas viaveis (17).

Numa revisdo com meta-analise publicada por Bayani e coautores (18) verificou-se
que a presenca de biofilmes bacterianos na cadeira era elevada e que a prevaléncia
de Legionella pneumophila e Pseudomonas aeruginosa era de 12 e 8%
respetivamente. Os mesmos autores concluem que o uso de protocolos de desinfecao
apropriados tem de ser usado para reduzir o potencial de contaminagao cruzada.
Embora a literatura indique que Mycobacterium spp., Pseudomonas spp. e Legionella

spp. sejam os géneros mais frequentemente associados as linhas de agua de
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unidades dentarias, considerou-se apropriado também pesquisar a presenca de
fungos, visto que os biofiimes podem abrigar comunidades microbianas complexas
compostas ndo apenas por bactérias, mas também por leveduras e bolores. Além
disso, certos fungos oportunistas podem representar um risco para pacientes
imunocomprometidos. Os fungos mais presentes na literatura sdo Candida spp.,

Aspergillus spp. e Fusarium spp.

A prevencgao da formacgao de biofilmes constitui, por isso, um aspeto fundamental da
manutencido das unidades dentarias e que implica uma constante monitorizagdo da
agua utilizada nas cadeiras e também da agua que sai dos instrumentos e é
pulverizada através dos aerossois e por outro lado entra diretamente na boca do
paciente. Do ponto de vista da engenharia de materiais tem havido muito investimento
no desenvolvimento de modificagdo de superficies usadas em dispositivos médicos

para impedir a formacgao do biofilme (19).

1.5 A Importancia da Agua em Medicina Dentaria

Como referido acima uma das fontes de inoculagao das tubagens da cadeira dentaria
a € a agua que entra na cadeira ou diretamente ou depois de armazenada em
reservatorios ou depdsitos. A agua em medicina dentaria desempenha um papel
essencial tanto nos procedimentos clinicos como na seguranga dos pacientes e do
pessoal. E utilizada para arrefecer instrumentos rotatérios e superficies dentarias,
lavar e irrigar a cavidade oral, facilitar procedimentos endoddnticos e cirurgicos e

administrar agentes quimicos.

A agua nas linhas de distribuicdo deve ser controlada para evitar a formagao de
biofilme e a transmissdo de microrganismos patogénicos, reduzindo assim o risco de
infecdo cruzada. As linhas de distribuicdo de agua da unidade dentaria sdo uma
complexa rede de tubos plasticos de pequeno didmetro, valvulas e jungdes que
disponibilizam &gua para diferentes partes da unidade. Numerosos estudos
demonstraram que as linhas sao frequentemente contaminadas por microrganismos
provenientes das fontes de abastecimento de agua (20). Uma vez que as condi¢oes
para o crescimento dos microrganismos séo favoraveis, estes depois de aderirem as
superficies internas dos tubos crescem e desenvolvem-se formando microcoldnias e,

eventualmente, um biofilme bacteriano (18).
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Os biofilmes microbianos que se podem desenvolver incluem microrganismos
patogénicos ou oportunistas, como Pseudomonas aeruginosa, Legionella
pneumophila e Mycobacterium (21). Estes microrganismos que crescem no interior da
tubagem podem ser aerossolizados durante os procedimentos e consequentemente

inalados por doentes e profissionais.

Alguns estudos documentam a abundéancia microbiana nas linhas de agua dentaria.
Os resultados de uma meta analise mostraram heterogeneidade significativa entre os
estudos existentes e referem a prevaléncia agregada de contaminagéo bacteriana nas
amostras, de acordo com o padrdao da ADA (American Dental Association) como
estimada em 85,0% (18).

Assim sendo, a monitorizagdo da qualidade da agua e a adogao de protocolos
periddicos de desinfecdo e manutencido sado essenciais para manter os niveis
microbianos dentro dos limites recomendados pelas diretrizes internacionais (<200

UFC/ml para agua nao estéril).

Mesmo quando a agua que entra na Dental Unit Waterlines (DUWL) contém
inicialmente muito poucos organismos (como por exemplo menos de 100 UFC/ml), a
agua que sai da peca de mao pode conter até 100.000—-1.000.000 UFC/ml (5). Ou
seja, a mera qualidade da agua de entrada ndo garante a seguranca microbiologica
da agua fornecida pelas unidades dentarias. Assim, € essencial adotar procedimentos
regulares de desinfecao, lavagem e manutencgéo das linhas de agua para prevenir a
formacao de biofilme e reduzir o risco de exposi¢gao a microrganismos potencialmente
patogénicos para os operadores e doentes, de acordo com as diretrizes
internacionais. Sé através de uma gestédo sistematica é possivel reduzir o risco de
exposicao a microrganismos oportunistas e garantir a seguranga dos pacientes e dos

profissionais de medicina dentaria (4).

1.6 Desinfeg¢ao das tubagens das unidades dentarias

Como a contaminagao de DUWL é agora um risco de saude bem conhecido, existem
varios meios para reduzir o crescimento bacteriano nas linhas de agua, e estes sao
controlos de engenharia, controlos de procedimentos e controlos quimicos (22). As

diretrizes de engenharia na prevengao de doengas recomendam que as unidades
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dentarias devem ter um reservatério autbnomo de 1 litro para fornecer agua estéril,
desionizada ou destilada ao sistema dentario. Outra técnica de engenharia para
aumentar a qualidade da agua é instalar filtros microbianos imediatamente antes do
acoplamento dos instrumentos. Outras solugdes sao filtros microbianos, instalados
imediatamente antes das ligagdes dos instrumentos, ou valvulas antirretragao para
evitar a aspiragao de material organico. Além de mecanismos antiestagnagao que
mantém o fluxo continuo de agua e sistemas automatizados com capacidades de
monitorizagdo automatizada que oferecem desinfecdo continua e informagdes em

tempo real sobre limpeza e qualidade da agua (22).

Embora os sistemas de filtracdo e desinfecdo possam reduzir a entrada de
microrganismos no corpo, eles ndo eliminam as bactérias presentes na agua e na
equipa de saude oral. Os procedimentos sdo baseados em diretrizes que
recomendam a lavagem das linhas de instrumentos intraorais (pegcas de maéo,
ultrassons, seringas de ar/agua) por 2 minutos no inicio do dia e 20 a 30 segundos
antes de cada paciente. No final do dia, € recomendado secar a tubulagédo com ar
comprimido ou qualquer um dos produtos recomendados pelo fabricante. A lavagem
remove temporariamente os microbios na agua, mas nao remove o biofilme e,
portanto, deve ser usada em conjunto com outros sistemas de controle, como quimico
ou eletroquimico, para garantir que a agua seja segura em DUWLs (22). Varios
biocidas s&o usados nas linhas de agua dentaria para tratar biofiimes. Os produtos
mais eficazes sao perdxido, cloro ou bisbiguanidas e sao frequentemente combinados
com agentes quelantes para reduzir o risco. Os agentes quelantes atuam através da
ligagdo a ibes metalicos essenciais a estabilidade da matriz do biofilme, como calcio
e magnésio, contribuindo para a sua desestruturacdo e facilitando a agéo posterior
dos agentes desinfetantes. Os tratamentos podem ser continuos ou periédicos: o
primeiro € melhor para evitar o crescimento, enquanto o ultimo para reduzir a
exposicao a produtos quimicos. Tratamento frequente de baixa dose e de choque é
frequentemente o mais eficaz. Isso ocorre porque os sistemas de filtracdo e
desinfecdo eliminam bactérias vivas, mas nao removem necessariamente as
substancias téxicas ou metabolitos que essas bactérias ja produziram. Portanto,
mesmo com agua "estéril", ainda ha um risco quimico/biolégico. Novas tecnologias
como solucbes eletroativadas, plasma e cartuchos de iodo sdo boas em baixa
toxicidade (22).
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1.7 Mecanismos de desinfe¢cao das unidades dentarias da Faculdade de

Medicina Dentaria

No manual do equipamento dentario Dentsply Sirona Intego / Intego Pro (23), a gestao
microbiolégica do sistema de agua e dos sistemas de aspiragdo € estruturada em
varios niveis operacionais, com o objetivo de reduzir o risco de contaminagao e manter
elevados padrdes de segurancga e higiene durante a pratica clinica. Em particular, o
protocolo baseia-se em duas estratégias principais complementares: a lavagem diaria

dos circuitos e a sanitizagao aprofundada dos sistemas.

Um primeiro nivel de intervengao é representado pela lavagem dos circuitos de agua,
realizada através das fungbes denominadas “Purge” e “AutoPurge”, além de
procedimentos de lavagem manual. Este processo consiste em fazer circular agua
pelas linhas do equipamento, incluindo a seringa de ar/agua, os instrumentos
rotatérios e os circuitos de spray. O objetivo principal é eliminar a agua estagnada que
pode acumular-se nas condutas durante os periodos de inatividade e reduzir a
presenca de microrganismos livres em suspensido. Durante o procedimento, os
instrumentos sado colocados nos suportes apropriados e o sistema ativa
automaticamente o fluxo de agua durante um tempo pré-estabelecido, permitindo a
lavagem interna dos circuitos e a posterior descarga do liquido. Este tipo de
tratamento é eficaz na redugédo da carga microbiana livre, mas nao é suficiente para
eliminar completamente o biofime que pode aderir as superficies internas das

tubagens e resistir a acdo mecanica da lavagem.

Para além dos circuitos de entrada da agua na cadeira e saida para os instrumentos,
outro aspeto importante da gestao higiénica das unidades dentarias diz respeito ao
sistema de aspiragdo, que é tratado através de procedimentos especificos e
independentes em relagéo aos circuitos de agua do equipamento. O manual prevé
tanto a lavagem do sistema de aspiragdo como a desinfe¢do dos dispositivos de
sucgao. Na pratica, o sistema € submetido a aspiracédo de uma solugéo detergente e
desinfetante, que percorre toda a rede de tubagens. Este processo permite remover
e reduzir significativamente os residuos biolégicos, o material organico e as formacoes
de biofilme que podem acumular-se no interior das condutas. A acdo combinada da

solugdo quimica e da passagem forgcada pelos tubos contribui, assim, para a
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manutengdo de um elevado nivel de higiene do sistema de aspirag¢ao, reduzindo o

risco de contaminacao cruzada.

No conjunto, estes procedimentos representam um conjunto integrado de medidas
preventivas que, quando aplicadas regularmente de acordo com as indica¢gdes do
fabricante, permitem controlar eficazmente a contaminagdo microbiolégica do
equipamento dentario, garantindo condigdes de trabalho mais seguras para o paciente

e para o operador (23).
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2. Objetivo

Tendo em conta os impactos negativos da contaminagdo cruzada no contexto da
Clinica de Medicina Dentaria, € uma vez que a Clinica Dentaria Universitaria esta em
fase de renovagao de equipamentos, o objetivo deste trabalho foi avaliar o grau de
contaminagao microbiana (bactérias e fungos) dos varios pontos de saida de agua
dos equipamentos dentarios da clinica considerando os equipamentos mais recentes
(sala pos-graduacgao). Pretendeu-se igualmente avaliar a eficacia dos sistemas de
desinfecao utilizados na instituicdo para a desinfecdo dos tubos de aspiracao, através
da comparacdo entre amostras recolhidas antes e apds os procedimentos de

desinfecao.
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3. Material e métodos

A amostragem incidiu sobre trés pontos de saida de agua a torneira da cuspideira, a
seringa ar/agua e o destartarizador e os dois aspiradores da unidade dentaria: o
aspirador cirurgico e o aspirador de saliva. As recolhas foram efetuadas em dois
momentos distintos, nomeadamente no final da atividade clinica (apd6s os
procedimentos de desinfecdo) e no inicio do dia seguinte apdés uma noite de

inatividade.

Para a realizagao do estudo foram utilizados 6 palitos estéreis, 4 zaragatoas, 10 tubos
de 15 ml com meio de cultura liquido (5 tubos de Tryptic Soy Broth e 5 de Sabouraud
Dextrose Broth) e 30 placas de Petri (15 de TSA e 15 de SA). Todo o material foi
utilizado para cada um dos dois momentos de recolhas para um total de 12 palitos, 8
zaragatoas, 20 tubos de 15ml e 60 placas de Petri. Antes da recolha das amostras

procedeu-se a preparagao dos meios de cultura.

Para os tubos de 15 ml foram preparados segundo as instrugdes do fabricante do
meio, 500 ml de Tryptic Soy Broth (TSB) e Sabourad Broth (SB) A mistura foi
homogeneizada e aquecida até a dissolugdo completa dos componentes.
Posteriormente, os meios foram transferidos para a autoclave a 121°C durante 15
minutos. Para a obtencao dos meios soélidos foram adicionados 15g/I de agar os meios
liquidos preparados como descrito. Depois de homogeneizados a suspensao foi
autoclavada também a 121°C durante 15 minutos. Apds a esterilizacdo, os meios
foram deixados a arrefecer até atingir aproximadamente 45-50°C no caso dos meios
com agar, € em condi¢des assépticas, foram distribuidos por placas de Petri estéreis.
Depois da solidificagdo do meio, as placas foram devidamente identificadas com o tipo
de meio de cultura, o ponto de amostragem, o numero do replicado e a data de
recolha. No caso dos meios liquidos apds o arrefecimento, e também em condi¢des
de assepsia, 10 ml de meio foram transferidos para os tubos de 15 ml. Identificados

com o tipo de meio.

Os dispositivos usados para a recolha do biofilme foram palitos de madeira que foram
embrulhados individualmente em papel de aluminio. As zaragatoas usadas para
recolha do biofilme dos aspiradores vinham embaladas individualmente em mangas

estéreis.
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Figura 1 - Imagem da unidade dentaria da clinica da Universidade Catdlica Portuguesa, com os
respetivos pontos analisados.

A: torneira da cuspideira, B: seringa de ar e agua, C: destartarizador, D: aspirador cirurgico, E:
aspirador de saliva.

Foram avaliados 5 pontos da cadeira dentaria: torneira da cuspideira (A), seringa de
ar e agua (B), destartarizador (C), aspirador cirurgico (D) e aspirador de saliva (E). A
primeira recolha foi realizada as 18h30 apds a desinfecdo da cadeira incluindo a
desinfecdo diaria dos aspiradores. A colheita comecou introduzindo cuidadosamente
o palito estéril no interior da saida A (torneira da cuspideira) rodando suavemente a
superficie interna para recolher possivel biofiime. Em seguida, foi aberto o tubo, foi
quebrada a extremidade do palito para o interior do tubo estéril contendo TSA e foi
fechado imediatamente. O procedimento foi repetido na mesma saida com um novo
palito estéril, que no final foi quebrado e colocado no tubo contendo o meio SA. As
etapas foram repetidas novamente para a saida B (seringa ar e agua) e C (mangueira
do destartarizador). Apds concluirmos a recolha dos microrganismos nos pontos de
saidas de agua da cadeira, iniciamos a recolha nos pontos D (aspirador cirurgico) e E
(aspirador de saliva) mas utilizando zaragatoas em vez de palitos uma vez que o
orificio era bastante mais largo. Também as zaragatoas foram inseridas nos tubos de

15 ml contendo os meios. As amostras foram deixadas durante a noite a temperatura
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ambiente. O mesmo protocolo de colheita foi executado no dia seguinte antes e depois
das consultas do dia.

No dia seguinte apdés cada momento de colheita foi feito o plagueamento dos
microrganismos para o crescimento nas placas de Petri preparadas previamente. O
plaqueamento bacteriano tem como objetivo distribuir progressivamente as bactérias
sobre a superficie do agar, de modo que as células individuais se separem e possam
formar coldnias isoladas através da técnica de riscado segundo o procedimento que
é descrito a seguir. Cada tubo contendo ou o palito ou a zaragatoa foi agitado no
Vortex durante 10s a velocidade maxima. Foi usada uma zaragatoa estéril para
recolher uma pequena quantidade da amostra que foi posteriormente espalhada na
placa de Petri. O procedimento levou a inoculagdo de 3 placas a partir de cada
amostra (tubo), e foram plagueadas amostras recolhidas no meio TSA e SA. As placas
foram deixadas a temperatura ambiente (22°C) por 7 dias aguardando o crescimento.
As placas foram deixadas na bancada com a tampa para baixo, dentro de um saco de
plastico para ndo haver dessecacdo. Foram observadas as placas todos os dias a
mesma hora e fotografadas quando se registou crescimento, nesses casos foram

contadas as coldnias presentes em cada placa.
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4. Resultados e discussao

Sete dias apdés a primeira incubagdo, observamos e contamos as colonias
microbianas (Figura A1 no Anexo 1) que se desenvolveram nas placas
correspondentes ao primeiro momento de amostragem apés a desinfecdo da unidade
dentaria. As coldnias estavam bem individualizadas e podiam ser contadas, e a média
das trés placas inoculadas para cada ponto de amostragem foi calculada (Figuras A1
e A2 no Anexo |). Em geral, podemos dizer que a desinfecdo implementada na clinica
foi eficazes na remocédo da contaminacdo imediatamente apds sua aplicagdo. A

Tabela 1 apresenta o resumo dos resultados obtidos nesta observagéo.

Tabela 1 - Numero de colonias observado para cada ponto de recolha em TSA apds 7 dias
de incubacao aerdbia a temperatura ambiente. Os dados detalhados s&o apresentados no
Anexo |

Local de Crescimento apos Crescimento apos inatividade
amostragem desinfegao
Cuspideira  Nao Nao
Seringa Ar-Agua | Nao Nao
Destartarizador  Nao Nao
Aspirador Cirargico | Minimo Abundante
Aspirador de Saliva | Minimo Abundante

O crescimento microbiano nas placas correspondentes a segunda e terceira recolhas,
foram monitorizados durante 7 dias. Apds 24 horas de incubacédo observamos que as
placas correspondentes as saidas de agua nao tiveram nenhum crescimento, mas
conseguimos ver um crescimento minimo (média inferior a 300) para a recolha feita
apo6s a desinfe¢dao e abundante apds uma noite de inatividade dos microrganismos
nas placas correspondentes aos aspiradores (Tabela 1). As amostras do aspirador
cirurgico apresentavam um crescimento abundante com uma média de 435 col6nias
(Figura 2).

Apesar da metodologia utilizada ndo permitir uma analise quantitativa verifica-se o
que pode ser considerado um crescimento abundante logo ao fim de 24 horas. As
colénias apresentavam 2 aspetos distintos sendo umas pequenas e de cor
acinzentada e outras maiores € com uma coloragao branco leitoso. A colheita nao
permite uma analise quantitativa pois a recolha com os palitos e as zaragatoas tém

muita variabilidade dependendo do numero de vezes que € raspado o interior do tubo
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e da quantidade de potencial biofilme removido o que depende do vigor com que a

raspagem é feita e até da superficie que é raspada.

TSA

Ponto D - Aspirador cirurgico

Figura 2 - Placas de Petri correspondentes ao aspirador cirdrgico apds crescimento de 24 horas.
TSA: Tryptic Soy Broth e Agar
Resultados idénticos aos obtidos para o TSA foram obtidos para o SA (Figura 3).
Neste caso o aspirador em que se verificou crescimento foi o aspirador de saliva com
um numero de coldnias idéntico (466) como pode ser observado na figura 4 e na
Tabela A4 (Anexo I). Curiosamente o aspeto das colonias em TSA e SA nao diferiu
pelo que pensamos possam ser também bactérias a crescer no meio SA apesar deste

ser destinado aos fungos.

SA

Ponto E - Aspirador de saliva

Figura 3 - Placas de Petri correspondentes ao aspirador de saliva apds crescimento de 24 horas.
SA: Sabouraud Dextrose Broth.

Nos dias seguintes e até ao fim de 7 dias de incubagédo nao se verificou qualquer
alteracdo. As placas relativas as saidas de agua Cuspideira, Seringa Ar-Agua,
Destartarizador, ndo apresentaram crescimento nem no meio TSA nem no SA. Quanto
as placas com as amostras recolhidas dos aspiradores as colonias continuaram a

crescer durante todo o periodo de observagao.

26



Os padrdes de crescimento observados foram os esperados, uma vez que se previa
baixa ou inexistente contaminagao nas saidas de agua sujeitas a desinfeg¢ao regular
e maior crescimento microbiolégico nos sistemas de aspiragado devido ao contacto
frequente com fluidos biolégicos e matéria orgénica. Ficou evidente que nas tubagens
de saida de agua, tanto quanto conseguimos registar, ndo ha crescimento, portanto,
nao foi possivel demonstrar a presenca de microrganismos cultivaveis nas condi¢des
avaliadas, sugerindo que os protocolos atuais de manutencdo e desinfecdo sao
eficazes na reducgéo do risco de contaminagdo microbiolégica. Deve ser, no entanto,
referido que as observagbes se referem apenas aqueles microrganismos que
potencialmente cresceriam nos meios de cultura e nas condigbes de incubacgao
usadas. Kader e coautores (2) reportam que na Africa do Sul a situacéo é diferente e
nas aguas municipais é possivel encontrar coliformes, Legionella e Pseudomonas
aeruginosa, microrganismos que quando se instalam nas tubagens, depodsitos e
reservatorios das cadeiras tém o potencial de criar biofilmes e s&do um risco elevado
de contaminacido cruzada. Os mesmos autores referem a necessidade de serem
tomadas medidas para melhorar os protocolos de descontaminacdo das cadeiras e
de haver regulamentagcdo mais especifica para as DUWL nesse pais. Buitrago e
coautores também verificaram no Canada que o aumento da frequéncia de
monitorizagao esta associada a um aumento de reportes de inconformidade. Por outro
lado, os mesmos autores indicam que quando sao detetadas as inconformidades nao
ha frequentemente a resposta necessaria para corrigir a situacao e, portanto, propdem
que haja uma atencao redobrada a monitorizacdo das DUWL (24). Essa atencao pode
passar por melhor formacado dos profissionais. Um estudo no Reino Unido mostrou
que quando sensibilizados para os requisitos das aguas para consumo humano e para
o facto de ser importante verificar se nos seus consultorios se observavam os minimos
preconizados quer pelo Center for Disease Control dos Estados Unidos quer pela
Unido Europeia, os profissionais conseguiram melhorar a qualidade da agua das
DUWL nos casos em que esses critérios ndo eram cumpridos. A informacéo sobre os
requisitos do numero maximo de Unidades Formadoras de Colénicas/ml, e por outro
lado o conhecimento dos procedimentos para fazer a desinfecao, revelaram-se Uteis
para aumentar a seguranga dos pacientes nestas clinicas (25). Este estudo mostra
bem a importancia de aumentar a literacia sobre a contaminagdo cruzada no

consultério de Medicina Dentaria.
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Embora neste estudo néo tenha sido realizada uma quantificagdo direta da carga
microbiana da agua em UFC/ml, a auséncia de crescimento microbiolégico nas
amostras recolhidas das saidas de agua sugere que os niveis de contaminacéo se
encontram dentro dos limites recomendados pelas principais orientagdes
internacionais. A American Dental Association (ADA) e os Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) recomendam que a agua utilizada nas unidades dentarias
apresente uma qualidade microbiolégica equivalente a da agua potavel, com valores
inferiores a 200-500 UFC/ml. Ja a Unido Europeia preconiza valores apenas para
E.coli e outros enterococci intestinais. A Diretiva Europeia 2020/2184 estabelece
valores que nado podem existir amostras com UFC de E.coli (indicador de
contaminagao fecal recente) nem de outros enterococci intestinais (indicador de
contaminagao fecal persistente) (26). A mesma diretiva indica ainda que apesar de
nao terem um limite maximo, a quantidade de bactérias heterotréficas nas aguas de
consumo humano deve ser monitorizada e em caso de aumento nas UFC encontradas
deve ser investigada a causa. Os resultados obtidos sdo consistentes com estas
recomendagdes e sugerem que os protocolos de manutengéo, lavagem e desinfegéo
atualmente implementados na Clinica Dentaria Universitaria sao eficazes na

preservacgao da qualidade microbioldgica da agua fornecida aos pacientes.

Ao contrario das amostras recolhidas na saida de agua das cadeiras as observagdes
diferiram para os pontos de amostragem referentes aos aspiradores. Neste caso
registou-se um crescimento muito abundante logo ao fim de 24 horas. Esta
observacao registou-se para as situagdes em que a colheita foi feita uma noite e um
dia depois da desinfecao diaria (Tabelas 3 e 4), pois imediatamente apds a desinfegcéo

o0 numero de coldnias foi negligenciavel mesmo nos aspiradores (Tabelas 1 e 2).

Apesar de os aspiradores serem uma saida da agua e fluidos bioldgicos e, portanto,
teoricamente nao terem impacto no paciente nem na infegao cruzada, o facto de poder
haver refluxo, pode levar a que haja situacbes em que os biofilmes na tubagem
possam voltar a entrar na boca do paciente (27). Tal como acontece para as DUWL
em que ha saida de agua, também nos tubos de aspiragdo foram encontrados
biofilmes bacterianos (21). Por este motivo a maioria dos fabricantes coloca valvulas
de contengdo nas tubagens (28). Isso foi evidente aquando da colheita destas
amostras pois nalguns casos foi recolhida a amostra ao inicio do tubo e noutros foi

inserida a zaragatoa para além da valvula de conteng¢do. Pensamos que seja isso que
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pode explicar o crescimento nestas amostras. Assim, mesmo com as valvulas de
retencao e porque o material também pode ao fim de algum tempo perder as suas
propriedades, ha a possibilidade de existir refluxo com potencial risco para o paciente
€ para a equipa de saude oral. Por isso mais uma vez se salienta a importancia de
uma boa desinfe¢do no minimo apds cada dia de uso das cadeiras. Apesar de ser
sempre rotina fazer a desinfecdo da cadeira entre pacientes e a substituicdo das
pecas que entraram em contacto com a boca do paciente como os aspiradores, nao
€ exequivel apds cada paciente fazer uma desinfecdo de todas as tubagens, no
entanto no fim de cada dia de atendimento é essencial desinfetar as tubagens dos

aspiradores para evitar infegao cruzada.

A diferenga observada entre as saidas de agua e os sistemas de aspiragao pode ser
explicada pelas diferentes condi¢gées microbioldgicas a que estes componentes estao
sujeitos. Enquanto as saidas de agua recebem agua proveniente de um sistema
sujeito a procedimentos regulares de lavagem e desinfecdo, os aspiradores entram
diariamente em contacto direto com saliva, sangue, restos alimentares, biofilmes orais
e outros materiais organicos provenientes da cavidade oral dos pacientes. Esta
exposicao continua fornece nutrientes e microrganismos que favorecem a adesao
bacteriana as superficies internas das tubagens e a subsequente formagido de
biofilmes. Além disso, apesar da existéncia de valvulas anti refluxo, pequenas
quantidades de material biolégico podem permanecer no interior dos circuitos,
contribuindo para a rapida recolonizagcdo microbiana apos os procedimentos de
desinfecao. Estes fatores ajudam a explicar a elevada carga microbiana observada
nos aspiradores e reforcam a importancia da sua descontaminagao regular como

medida fundamental de prevencéo da infecao cruzada.

Importa ainda referir que apesar de neste trabalho ndo se ter chegado a identificagéo
dos microrganismos isolados nas tubagens de aspiragao, a literatura refere sobretudo
a presenca de Pseudomonas, Legionella e Mycobacteria (21). Apesar destes
microrganismos serem inOcuos para a maioria dos pacientes com um sistema
imunitario competente, no caso dos pacientes imunocomprometidos pode haver
consequéncias graves o que faz com que o cuidado de descontaminacéo dos tubos
de aspiragcdao tenha de ser uma preocupacdo constante e aplicada sempre

independentemente do paciente a ser observado. Por todos estes motivos mais que
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um stakeholder produziu e atualiza guias de boas praticas para a gestdo das DUWL
(29, 30)

A principal limitagao deste trabalho foi a auséncia de identificagdo dos microrganismos
isolados, ndao tendo sido possivel determinar as espécies presentes nem o seu
potencial patogénico. No entanto este trabalho sera feito pela colega da Licenciatura
em Ciéncias Biomédicas que contibuiu para este trabalho. Adicionalmente, o estudo
foi realizado apenas numa unidade dentaria e num numero limitado de momentos de
amostragem, pelo que os resultados obtidos podem n&o refletir a totalidade da

variabilidade microbiologica existente ao longo do tempo.

Outra limitagdo importante prende-se com a metodologia de recolha utilizada. A
colheita de amostras por raspagem com palitos estéreis e zaragatoas constitui uma
abordagem essencialmente semiquantitativa, estando sujeita a variabilidade
associada a area amostrada, a profundidade da recolha e a quantidade de biofilme
removida em cada procedimento. Assim, os valores obtidos ndo permitem uma

quantificagéo rigorosa da carga microbiana presente nas tubagens.

Importa ainda referir que apenas foram utilizados métodos de cultura microbiolégica
convencionais. Consequentemente, microrganismos viaveis, mas nao cultivaveis nas
condi¢bes utilizadas, bem como microrganismos com exigéncias nutricionais
especificas, poderdo nao ter sido detetados. Técnicas complementares de
identificagcdo molecular, como a PCR ou a sequenciagao genética, poderiam fornecer

uma caracterizacdo mais abrangente das comunidades microbianas presentes.

Apesar destas limitagdes, os resultados obtidos permitem uma avaliacdo preliminar
da eficacia dos protocolos de desinfecdo atualmente implementados na Clinica
Dentaria Universitaria e constituem uma base para estudos futuros envolvendo um
maior numero de unidades dentarias, periodos de monitorizagdo mais prolongados e

metodologias microbiolégicas mais avangadas.
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5. Conclusao

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que, nas condi¢gbes avaliadas, nao
foi possivel detetar crescimento microbiano nas saidas de agua da unidade dentaria
analisada, sugerindo que os protocolos de manutencéo e desinfegdo implementados
na Clinica Dentaria Universitaria da Universidade Catdlica Portuguesa sao eficazes

na prevengao da contaminag&o microbioldgica das linhas de agua.

Em contraste, observou-se crescimento abundante de microrganismos nas amostras
recolhidas dos sistemas de aspiragdo apds um periodo de utilizacdo clinica,
evidenciando que estas estruturas constituem locais particularmente suscetiveis a
acumulagao de contaminagdo microbiolégica e reforgcando a importadncia da sua

desinfecao regular.

Embora os resultados sejam encorajadores, devem ser interpretados com cautela,
uma vez que o estudo se baseou em métodos de cultura microbiolégica e numa
amostragem limitada a uma unidade dentaria. Assim, ndo €& possivel excluir a
presenga de microrganismos nao cultivaveis ou de biofilmes em niveis inferiores ao

limite de detecdo dos métodos utilizados.

Em conjunto, estes dados reforcam a importancia da monitorizagdo microbiolégica
periddica das unidades dentarias e da implementagao rigorosa dos protocolos de
desinfecdo, contribuindo para a reducdo do risco de infecdo cruzada e para a

promogao da seguranga de pacientes e profissionais de saude oral.
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Anexo |

Tabela A1 - Numero de coldnias observado para cada ponto de recolha em cada um dos replicados
imediatamente apds a desinfegao (TSA) apds 7 dias. N=3

Pontos
A B C| D E
avaliados
1 1 0|0 2
TSA
Replicados 0 0 0|0 1
1 1 00 1
Média 0,66+0.58 | 0,66+0.58 | 0 | 0 | 1,33+0,58

Tabela A2 - Numero de coldnias observado para cada ponto de recolha em cada um dos replicados
imediatamente apds a desinfegdo (SA) apds 7 dias. N=3

Pontos avaliados A B C D E
6 1 1 3 3
SA Replicados 1 0 4 0 1
0 0 1 0 1
Média 2,3343,21 | 0,33+0,58 | 241,73 | 1£1,73 | 1,67+1,15

Tabela A3 - Numero de colénias observado apds 24 horas de crescimento a temperatura ambiente
para cada ponto de recolha (triplicado) no meio Tryptic Soy Agar (TSA). N=3

Pontos

A B C D E
avaliados
0 0 0 337 0
TSA

Replicados 0 0 0 452 0
0 0 0 517 0
Média 0 0 0 (43549115 O
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Tabela A2 - Niamero de coldnias observado apds 24 horas de crescimento a temperatura ambiente
para cada ponto de recolha (triplicado) no meio Sabouraud Agar (SA). N=3

Pontos
A B C D E
avaliados
0 0 0 0 400
SA
Replicados 0 0 0 0 497
0 0 0 0 502
Média 0 0 0 0 |466%57,5
TSA
Saida A - Torneira da cuspideira Saida B - Seringa ar e agua Saida C - Destartarizador
Ponto D - Aspirador cirlirgico Ponto E - Aspirador saliva
SA
Saida A - Torneira da cuspideira Saida B - Seringa ar e dgua Saida C - Destartarizador

Ponto D - Aspirador cirirgico Peonto E - Aspirador saliva

Figura A1 - Placas de Petri apds crescimento de 7 dias. TSA: Tryptic Soy Broth e Agar, SA: Sabouraud
Dextrose Broth.
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