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Resumo

As tubulagdes de agua dos equipamentos odontologicos sao consideradas focos de contaminagdo microbiana
no consultorio. O objetivo do presente estudo foi avaliar a efetividade antimicrobiana da ozonizagao da
agua de equipos odontoldgicos. Para tanto, um equipamento gerador de ozonio, fabricado por empresa
nacional (Equipo Clean — Q2 TEC, Barretos, SP), foi acoplado ao sistema hidraulico de uma cadeira
odontolégica selecionada de forma aleatdria, junto ao reservatorio de dgua, proximo a caixa de comando.
A agua utilizada no reservatorio do equipo odontolégico foi proveniente do sistema de abastecimento
de dgua do municipio. Foram coletadas, em seis momentos diferentes, amostras da agua (10 mL) da
seringa triplice (ST), da cuspideira (CUS) e da saida do motor de alta rotagdo (AR) apds 10 minutos da
ozonizacdo da agua (grupo teste, n = 6). O grupo controle foi constituido de equipamentos odontologicos
sem o gerador de ozOnio (n = 6). A analise microbiologica foi feita por meio de identificagdo e contagem
em unidades formadoras de coldonia (UFC/mL) por meio da semeadura de cada amostra de agua (200 puL)
em placas contendo meios de cultura especificos para crescimento de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, coliformes totais, fungos e leveduras. As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 36 °C
por 24 horas. O grupo teste demonstrou reducao estatisticamente significante da colonizagdo microbiana
das amostras das unidades de agua dos equipamentos odontoldgicos testados quando comparado ao
grupo controle (ANOVA, p <0,05). Conclui-se que a 4gua ozonizada apresentou comprovada efetividade
antimicrobiana, podendo ser utilizada no controle bioldgico do consultério odontologico.
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Abstract

Water pipes of dental equipment are considered sources of microbial contamination in dental offices.
The objective of the this study is to evaluate the antimicrobial effectiveness of water ozonization on dental
equipment. Thus, an ozone generator equipment manufactured by a Brazilian company (Equipo Clean-Q2
TEC, Barretos, SP) was coupled to the hydraulic system near the command box of a dental chair. The water
used in the reservoir of the dental unit came from the public water supply system of the city. Water samples
(10ml) of the triple syringe (TS), the spittoon (S) and high speed motor output (HSM) were collected after
10 minutes of water ozonization (test group, n = 6) in 6 different periods. The control group was composed
by water samples obtained from dental equipment without ozone generator (n = 6). The microbiological
analysis was performed by identification and counting of colony-forming units (cfu/mL) by seeding each
water sample (200 puL) on plates containing specific culture medium for Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, coliforms, fungus and yeasts. The plates were incubated in bacteriological greenhouse at 36°C for
24 hours. The ozonizated water showed statistically significant reduction of the microbial colonization
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compared to the control group (ANOVA, p < 0.05). It was concluded that the ozone generator was able
to produce ozonizated water with antimicrobial properties which can be used in the biological control of

dental offices.

Keywords: Ozone; Disinfectants; Anti-Bacterial Agents; Dental Equipment.

Introduciao

Um dos grandes desafios enfrentados pela
Odontologia atual ¢ deter a propagacdo de
infecgdes nos consultorios, as quais, pelo aumento
da resisténcia dos microrganismos, pela falta de
cuidado de alguns profissionais e pelo alto risco
de transmissao de doengas infectocontagiosas, tém
se intensificado (SCIAKY; SULITZEANU, 1962;
FERREIRA, 1995; CLEGG, 1996; TEIXEIRA;
SANTOS, 1999).

O Ministério da Satude, por meio da Portaria
n° 518/2004, estabelece os procedimentos e
as responsabilidades relativos ao controle e a
vigilancia da qualidade da 4gua para consumo
humano e seu padrao de potabilidade. Esse mesmo
padrao ¢ adotado na pratica odontolégica, uma
vez que a agua dos equipamentos odontoldgicos
¢ colocada diretamente na cavidade bucal dos
pacientes (BRASIL, 2004).

Estudos tém demonstrado que a agua proveniente
das unidades de tratamento odontoldgico apresenta
grande potencial de contaminagao entre o paciente
e o cirurgido-dentista (1x10® UFC/mL) (DHALEN;
ALENAS-JARL; HIORT, 2009; NIKAEEN et al.,
2009; PERCIVAL et al., 2009). Em fungao desse
problema, a qualidade da 4gua de abastecimento
dos reservatdrios dos equipamentos odontologicos
utilizada durante procedimentos clinicos ¢ causa
constante de preocupagdo (COLEMAN et al.,
2009; DHALEN; ALENAS-JARL; HIORT, 2009;
NIKAEEN etal., 2009; PERCIVAL et al., 2009).

Alguns estudos tém evidenciado a contaminagdo
microbiologica primaria da 4gua dos equipamentos
odontoldgicos a partir da conexdo com a rede
de esgoto (SCIAKY; SULITZEANU, 1962;
WILLIAMS et al., 1995). Autores acreditam que
a contaminacdo secundaria seja proveniente da
mangueira/linha d’agua, em virtude da formacao de
biofilme (WILLIAMS etal., 1993; WATANABE,
2003). Outros autores relacionam a contaminagao
da agua dos equipamentos odontologicos ao
refluxo da agua, o que provoca a realimentagio
para o sistema e ocasiona a contaminagao cruzada
de outros pacientes (MILLS; KARPAY, 2002;
COLEMAN etal., 2009). Adicionalmente, grande
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énfase tem sido dada a alta rotagéo, pelo fato de o
seu funcionamento de refrigeracdo levar a produgio
de aerossodis com alto potencial de contaminagao
do ambiente odontolégico (BLAKE, 1963;
FANTINATO et al., 1992; MILLS; KARPAY,
2002; WATANABE, 2003).

Entre as diversas técnicas de desinfec¢ao dos
equipamentos odontologicos testadas, alguns estudos
indicam a utilizagdo do gas 0z6nio (O,), 0 qual vem
demonstrando potencial oxidante superior ao do
cloro no controle de infecgdo cruzada e no controle
microbioldgico em ambientes clinicos e cirargicos
na area da saude (BOCCI, 2000; FARIA et al.,
2005; TERAO et al., 2003; JACINTO, 2012).
O ozo6nio ¢é utilizado na industria alimenticia,
no tratamento de agua para reuso e de efluentes
(GUZEL-SEYDIM; GREENE; SEYDIM, 2004)
e na saude das pessoas (BOCCI, 2005).

O 0z6nio também é empregado como substituto
do cloro, demonstrando eficacia na inativagdo de
bactérias, virus e protozoarios (COSTA; DANIEL,
2002) e na destrui¢do do biofilme, podendo causar
descontaminagdo de superficies de contato de
equipamentos ¢ em circuitos hidraulicos (KIM;
YOUSEF; DAVE, 1999; DHALEN; ALENAS-
JARL; HJORT, 2009).

O ozbnio exerce forte efeito germicida devido
ao seu alto potencial oxidante dos elementos que
constituem as paredes celulares, penetrando,
assim, no interior dos microrganismos e oxidando
enzimas, proteinas e acidos nucleicos, o que
leva a destruig¢@o e a morte da célula microbiana
(AGUIAR; PINHEIRO, 1999; BOCCI, 2000,
2005; MAHAPATRA; MUTHUKUMARAPPAN,;
JULSON, 2005).

A utilizacao da agua ozonizada com o objetivo
de minimizar a presenga de contaminagao nas linhas
de 4gua foi empregada em diferentes estudos ndo
padronizados, os quais demonstraram eficiente
acdo desinfetante do ozonio (RICE et al., 1981;
JANNUZZI, 1991; VELANO et al., 2001; COSTA;
DANIEL, 2002; TERAO et al., 2003; FARIA et al.,
2005; MAHAPATRA; MUTHUKUMARAPPAN;
JULSON, 2005).
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A hipoétese nula ¢ comprovar que a agua
ozonizada obtida pelo gerador de 0zonio tem acdo
desinfetante e/ou antimicrobiana, demonstrada
pela redugdo da carga microbiana das unidades
de dgua dos equipamentos odontologicos.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a
efetividade antimicrobiana da ozonizagdo da agua
de equipos odontologicos por meio da utilizagao
de equipamento fabricado por empresa nacional
(Equipo Clean — Q2 TEC, Barretos, SP).

v. 13, n. 1, jan./jun. 2017

Material e Métodos

Instalacdo do equipamento gerador de
ozonio

Os equipamentos fabricados por empresa
nacional (Equipo Clean — Q2 TEC, Barretos, SP)
foram acoplados ao sistema hidraulico da cadeira,
junto ao reservatorio de agua, proximo a caixa
de comando de um equipo selecionado de forma
aleatoria (grupo teste), na Clinica Integrada do

Figura 1. A. Equipamento acoplado ao sistema hidraulico da cadeira odontologica. B. Kit para teste
de concentracdo ozdnio. C. Coleta das amostras de agua da Seringa Triplice (ST) em tubos de falcon
estéreis. D. Coleta das amostras de agua da Cuspideira (CUS) em tubos de falcon estéreis. E. Coleta
das amostras de agua do motor de Alta Rotagdo (AR) em tubos de falcon estéreis.

Ciéncia e Cultura

37




A ozonizagdo da agua de unidades de tratamento odontoldgico e o controle

microbiologico

Centro Universitario da Fundagdo Educacional
de Barretos (UNIFEB) (Figura 1A).

A agua utilizada no reservatdrio do equipo
odontolégico foi proveniente do sistema de
abastecimento de dgua do municipio. A concentracao
final da 4gua ozonizada foi analisada por meio do
teste de concentracdo, com ampolas que, comparadas
em uma escala colorimétrica, identificavam a
concentragdo de ozonio presente na agua (CHEmets
kit ozone) (Figura 1B). Obteve-se a concentragdo
final da dgua coletada na seringa triplice (ST), na
cuspideira (CUS) e no motor de alta rotagao (AR).

O kit utilizado para os testes de concentragao
sdo da marca CHEmets, contendo material
necessario para realizagdo 30 testes: ampolas,
escalas colorimétrica de baixa (0,1-0,5 PPM mg/L)
e alta (0,6-2,0 PPM mg/L) concentragao, solugao
ativadora e copo de 25 mL para amostras.
Adicionaram-se 5 gotas de solugdo ativadora no
copo de 2 mL e, em seguida, 25 mL de amostra de
agua proveniente de cada local (ST, CUS e AR).
Imediatamente ap6s a coleta, colocou-se uma
ampola em posi¢do no copo de 25 mL com a
amostra de agua e quebrou-se sua ponta dentro
do copo; entdo, a ampola logo encheu de dgua da
amostra coletada. Misturou-se, invertendo varias
vezes a ampola, e secou-se durante 1 minuto para
desenvolvimento da cor. Obteve-se um resultado
para cada amostra, o qual foi analisado usando a
escala apropriada (baixa ou alta concentragao).

Preparacgdo do material para coleta das
amostras

As placas de petri tiveram suas tampas revestidas
com discos de papel-filtro qualitativas (Nalgon).
Apds esse procedimento, foram embrulhadas em
papel-manteiga e colocadas em bandejas; assim,
foram esterilizadas.

Previamente a analise microbioldgica, foi
feita a preparacdo dos meios de cultura para
identificacdo dos microrganismos: Escherichia
coli (E.coli), Staphylococcus aureus (S.aureus),
coliformes totais, fungos e leveduras.

Para E.coli e coliformes totais, utilizou-se o
meio de cultura EMB (Eosina Azul de Metileno
Levine Agar) da marca Kasvi. Foram dissolvidas
37,5 gramas de meio de cultura em 1.000 mL
(1 L) de agua destilada e entdo misturadas até
sua completa dissolugdo, com esterilizagdo em
autoclave a 121 °C por 15 minutos
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Para S. aureus, utilizou-se o meio de cultura
MH (Mueller Hinton Agar) da marca Himedia.
Foram dissolvidas 38 gramas de meio de cultura
em 1.000 mL (1 L) de 4gua destilada e agitadas até
completa dissolugdo do meio, com esterilizagdo em
autoclave a 121 °C por 15 minutos e agitacao apds
aautoclave. Também utilizou-se para S. aureus o
meio de cultura DNAase (DNAase Test Agar Base)
da marca Himedia. Foram dissolvidas 42 gramas
de meio de cultura em 1.000 mL (1 L) em agua
destilada, com frequente agitacdo até dissolucao
completa e esterilizagdo na autoclave a 121 °C
por 15 minutos.

Para fungos e leveduras, foi utilizado o meio
de cultura SA (Agar Sabouraud Dextrosado) da
marca Prodimol Biotecnologia. Foram dissolvidas
65 gramas de meio de cultura em 1.000 mL (1 L)
de agua destilada, aquecidas, fervidas e agitadas
frequentemente por 1 minuto para completa
dissolug@o do meio. Logo apos, esse procedimento
foi autoclavado.

Apds o preparo de todos os meios de culturas,
foram distribuidos 20 mL por placa de petri e
armazenados em estufa bacteriologica a 36 °C
por 24 horas para posterior uso dos meios.

Obtengdo das amostras

As amostras de agua foram coletadas em
tubos tipo Falcon estéreis para posterior analise
microbioldgica. Amostras da agua (10 mL) da
seringa triplice (ST) (Figura 1C), da cuspideira
(CUS) (Figura 1D) e da saida do motor de alta
rotacdo (AR) (Figura 1E) foram obtidas apos
10 minutos do inicio da ozonizagio da d4gua com
0 equipamento (grupo teste).

Esse procedimento foi repetido seis vezes.
Dessa forma, foram obtidas seis amostras de
dgua (5 mL) de cada local (ST, CUS e AR).
Da mesma forma, foi realizada a coleta em seis
equipamentos odontoldgicos sem o gerador de
0zo6nio (grupo controle).

Algumas placas com meio de cultura universal
(MH) foram dispostas com 1 m de distancia ao
redor das cadeiras odontolédgicas, sendo esse
procedimento realizado na cadeira odontoldgica
com gerador de ozdnio utilizada para a coleta do
grupo teste ¢ na cadeira odontologica utilizada
para as coletas do grupo controle.

Essas placas foram abertas no periodo da manha,
quando se inicia a clinica Integrada do Centro
Universitario da Funda¢ao Educacional de Barretos
(UNIFEB), e ficaram expostas pelo periodo de
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1 hora. Ap6s esse procedimento, as placas foram
levadas ao laboratdrio de microbiologia, incubadas
em estufa bacteriologica 36% por 24 horas, e, em
seguida, foi realizada a analise microbioldgica,
fazendo a contagem do crescimento bacteriano
em UFC/mL.

Analise microbiologica

A analise microbiologica foi feita por meio de
identificagdo e contagem em unidades formadoras
de colonia (UFC/mL) por meio da semeadura de
cada amostra em placas de identificacdo com meios
de cultura especificos para os microrganismos:
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, coliformes
totais, fungos e leveduras.

Para tanto, no fluxo laminar, apds vibragdo
constante (Vortex), 200 uL de cada amostra foram
plaqueadas nos meios de cultura especificos.

As placas foram incubadas em estufa
bacteriologica a 36 °C por 24 horas.

Apos esse tempo, foi observada presenca
ou auséncia do crescimento das colonias com
auxilio de uma lupa estereoscopica. Confirmado o
crescimento, foi realizada a contagem em unidades
formadoras de coldnias (UFC/mL) por meio de
um contador de células.

Cada meio apresenta suas proprias caracteristicas.
A cor original do meio EMB ¢ vermelho-escuro com
tom esverdeado, mas quando apresenta colonias
preto-azuladas sdo coliformes fecais. Colonias
com brilho verde metalico sdo fermentadoras
de lactose, enquanto colonias incolores sao nao
fermentadoras de lactose.

A cor original do MH ¢ amarela-palha, mas
quando ha presenca de microrganismo ela se
apresenta opaca ¢ ocorre a formagao de um halo
de crescimento.

v. 13, n. 1, jan./jun. 2017

A cor original do meio SA ¢ amarelo-claro
opalescente, mas, ap6s o crescimento de fungos
e leveduras, deve seguir a identificagdo quando da
formagdo do halo de crescimento opaco.

A cor original do meio de cultura DNAase
com azul de toluidina é azul, quando ocorre o
crescimento de Staphylococcus sp que possui a
enzima desoxirribonuclease, causando a degradagio
do acido nucleico (DNA) e formando o halo
cor-de-rosa ao redor do inéculo, o que indica a
presenca dessa bactéria.

Andlise estatistica

Os resultados em UFC/mL foram convertidos
para logaritmo e submetidos a analise estatistica
ANOVA (Tukey) para p < 0,05.

Resultados

Inicialmente, a 4gua utilizada no reservatorio
do equipo odontologico, proveniente do sistema
de abastecimento de dgua do municipio, foi
analisada por meio do teste de concentragdo de
0zo6nio presente na agua (CHEmets kit ozone).
Obteve-se a concentracdo final da 4gua coletada
na seringa triplice (ST), na cuspideira (CUS) e
no motor de alta rotagdo (AR). A concentragdo
final de 0zonio das amostras de agua coletadas na
seringa triplice (ST) apresentou 0,6 PPM (mg/L);
na cuspideira (CUS), as amostras apresentaram
1,3 PPM (mg/L); no motor de alta rotacao, as
amostras apresentaram 1,2 PPM (mg/L).

Os resultados podem ser observados na
Tabela 1, na qual existe a presenca de diferenga
estatisticamente significante entre os grupos
testados. A agua ozonizada gerada pelo equipamento
(Equipo Clean — Q2 TEC, Barretos, SP) é capaz

Tabela 1. Coloniza¢ao microbiana nas areas coletadas nos grupos testados (UFC/mL) na casa decimal de 10°.

Meios de cultura (x10%)

Areas de coleta Grupos MH SA DNAase BEM
média=DP média+DP médiatDP média+DP

CUS Teste 1,0£1,2 @ 3,2+4,0 ¢ 6,8+4,6 ¢ 2,0+1,8 @
controle 9,7+1,8 27,5494 48,2+20,4 43,7+11,1

AR Teste 9,0+2,2 ¢ 4,2+1,2 3,4+1,6 ¢ 0+0 @
controle 38,0+9,2 7,0£3,7 37,2£10,2 23,0£11,2

ST Teste 3,0+4,1¢ 2,543,3¢ 4,243,1¢ 0+0 @

controle 47,2+7,1 45,7+4,6 35,0£3,5 20,5+2,8

CUS = cuspideira; AR = alta rotagdo; ST = seringa triplice; UFC = unidade formadora de col6nia; DP = desvio-padrao;
MH = Mueller Hinton Agar; SA = Agar Sabouraud Dextrosado; DNAase = DNAase Test Agar Base; EMB = Eosina Azul
de Metileno Levine Agar. * Simbolos significam presencga de diferenga estatisticamente significante entre os grupos para a
area de coleta correspondente e para cada meio de cultura utilizado, pelo teste ANOVA (Tukey p < 0,05).
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Tabela 2. Teste para verificagdo de contaminagdo no
ambiente.

Niuimero de colénias (UFC/mL)
Grupos

Média + DP
Teste 21,0+4,0 @
controle 57,5€17,0

* UFC = unidade formadora de col6nia; DP = desvio-padrao.
* Simbolos significam presenga de diferenca estatisticamente
significante entre os grupos para a area de coleta correspondente
e para cada meio de cultura utilizado, pelo teste ANOVA
(Tukey p <0,05).

de diminuir a colonizagdo microbiana das areas
coletadas.

Como ¢ possivel observar na Tabela 2,
verificou-se uma diminui¢do de 50% na
contamina¢ao do ambiente em 1 m de diametro da
cadeira odontologica com a utilizagao do gerador
de 0zo6nio quando comparado ao grupo controle
(21 x 10% e 54,5 x 10%, respectivamente).

Discussao

Os resultados demonstraram a efetividade
antimicrobiana da ozonizac¢ao da dgua de equipos
odontologicos por meio da utilizagdo de equipamento
fabricado por empresa nacional (Equipo Clean
— Q2 TEC, Barretos, SP). A redug@o microbiana
observada apds ozonizagao da agua de abastecimento
do equipamento odontolégico em comparacdo ao
grupo controle esta em concordancia com estudos
que relataram que o ozonio tem sido utilizado
como substituto do cloro, demonstrando eficacia
na inativacdo de bactérias, virus e protozoarios
(COSTA; DANIEL, 2002; LOPES etal., 2013) e
na destrui¢ao do biofilme, podendo ser utilizado
na descontaminacgao de superficies de contato de
equipamentos ¢ em circuitos hidraulicos (KIM;
YOUSEF; DAVE, 1999; DHALEN; ALENAS-
JARL; HIORT, 2009).

A presen¢a de contaminagdo na dgua que
abastece a unidade de tratamento odontolégico,
associada a um possivel refluxo de fluidos do
meio bucal para o sistema, permite a circulagdo
de microrganismos patogénicos nas mangueiras
das linhas d’agua, possibilitando sua adesdo
e formacgdo de biofilme nas paredes internas
(JACINTO, 2012). Tal fato pode ser justificado
pela presenca de microrganismos nas amostras
de agua coletadas da cuspideira, do motor de alta
rotagdo e da seringa triplice no grupo controle.
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Salienta-se que, apds 10 minutos de acionamento
do gerador de ozo6nio, foi possivel verificar
reducdo da microbiota encontrada nas amostras
de agua. A ozonizagdo apresenta eficiéncia para
o controle microbioldgico, indicando reducéo do
nimero de UFC/mL encontrado na agua apos a
sua saida (JACINTO, 2012). Tais achados estao
em concordancia com os resultados de outros
autores, que demonstraram que a utilizagdo da agua
ozonizada minimiza a presenca de contaminagao nas
linhas de d’agua (RICE etal., 1981; JANNUZZI,
1991; VELANO et al., 2001; FARIA et al., 2005;
MAHAPATRA; MUTHUKUMARAPPAN; JULSON,
2005). Ademais, apesar de ndo apresentarem uma
padronizacdo de protocolos de concentragao,
tempo e frequéncia, mostraram uma eficiente
acdo desinfetante de ozonio devido ao seu alto
poder de oxirreducao.

No teste de verificagdo de contaminagdo no
ambiente, foi possivel verificar uma diminui¢ao
de 50% na contamina¢do em 1 m de didmetro da
cadeira odontologica com a utilizacao do gerador
de ozonio. Diante desses achados, pode-se dizer
que a agua ozonizada ¢ uma opg¢ao no controle
da infec¢do cruzada odontoldgica, visto que o
0zonio exerce potente efeito germicida em razao
do seu alto potencial oxidante dos elementos que
constituem as paredes celulares, penetrando,
assim, no interior dos microrganismos e oxidando
enzimas, proteinas e acidos nucleicos, o que
leva a destruicao e a morte da célula microbiana
(AGUIAR; PINHEIRO, 1999; BOCCI, 2000,
2005; MAHAPATRA; MUTHUKUMARAPPAN;
JULSON, 2005).

Acredita-se que a comprovagao da efetividade
da dgua ozonizada como agente desinfetante traz
beneficios adicionais no controle da infecgao cruzada
na clinica odontologica por ser uma substancia de
rapida obtengdo e de facil aplicacao.

Conclusio

Conclui-se que a dgua ozonizada apresentou
comprovada efetividade antimicrobiana, podendo
ser utilizada no controle biologico do consultorio
odontologico.
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