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ANALISE GENOMICA E SUSCETIBILIDADE DE Pseudomonas aeruginosa
ISOLADAS DE REDE DE AGUA DE CONSULTORIOS ODONTOLOGICOS
DA CIDADE DE BARRETOS-SP.

RESUMO: Foram estudadas 180 amostras de agua de 45 consultérios
odontolégicos da cidade de Barretos-SP, com o objetivo de isolar, identificar,
determinar a contagem de isolados de Pseudomonas aeruginosa UFC/mL,
determinar o perfil clonal e avaliar a diversidade genémica dos isolados e a
suscetibilidade das mesmas frente a diferentes antibiéticos. As amostras de
agua foram filtradas em filtro Millipore® e a membrana colocada sobre o centro
de uma placa de Petri contendo agar cetrimida, As colbnias tipicas de bactérias
do género Pseudomonas foram identificadas pelo método de Gram, inoculacao
em TSI agar (Triple Sugar Iron), crescimento a 42°C, producao de pigmento,
producéo de alginato, oxidase, motilidade e alcalinizacdo da acetamida. O teste
utilizado para analise genémica foi o ERIC-PCR. Dos 76 (42,2%) isolados de
Pseudomonas aeruginosa, 15 eram provenientes das amostras de torneira de
lavagem das maos, 18 de reservatoério de garrafa pet, 23 de seringa triplice e
20 do motor de alta rotagdo. Todos os isolados de Pseudomonas aeruginosa
foram submetidos ao teste de suscetibilidade segundo a técnica de Kirby-
Bauer. Dos antibidticos testados o que apresentou melhor resultado quanto a
sensibilidade (65,8%) foi a ciprofloxacina. Quanto a similaridade genética dos
isolados dos diferentes pontos analisados, foram encontrados nove “clusters”
de 100% de similaridade.

Palavras chave: Pseudomonas aeruginosa, biofilme, unidade dental, linha
d'agua, ERIC-PCR.



GENOMIC ANALYSIS AND ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY OF
PSEUDOMONAS AERUGINOSA STRAINS ISOLATED FROM WATER PIPS
AND DENTAL CLINICS IN THE CITY OF BARRETOS - SP

ABSTRACT: The biofilm found in water supplies and lines of hospitals and
dental units is extremely important because it presents a large number of

bacteria, leading to risk of infection in immunocompromised patients vulnerable
to opportunistic pathogens such as the Pseudomonas aeruginosa. One

hundred eighty water samples from dental units of the city of Barretos-SP were
evaluated. The water samples filtered in Millipore® filter were incubated in plates
containing Cetrimide agar. The bacteria colonies were identified through the
gram-staining test, inoculation in agar T.S.I (triple sugar Iron), growth at 42 °C,
pigment production, production of alginate, oxidase acetamide alkalization and
motility observation. All Pseudomonas aeruginosa bacteria were submitted to

the susceptibility test according to the Kirby-Bauer technique. The test used for
genomic analysis was the ERIC-PCR. From the total microorganisms studied,

76 (42,2%) were positive for Pseudomonas aeruginosa, isolates from 180 water
samples, where 15 strains were from hand washing incoming local water
supplies, 18 from PET bottled water, 23 from 3-in-1 syringes and 20 from the
high speed handpiece. In relation to the antibiotics tested, the one presenting
the best result with regard to sensibility was ciprofloxacin with 65.8%. The
genetic similarity of isolates from different points analyzed, there were nine

clusters of 100% similarity.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, biofilm, dental units, water line, ERIC-
PCR



| - INTRODUCAO
Pseudomonas aeruginosa:

Pseudomonas aeruginosa, bactéria da familia Pseudomonadaceae,
caracteriza-se como bastonete reto ou ligeiramente curvo, Gram negativo, aerdbio
estrito, podendo ser observado como células isoladas, aos pares, ou em cadeias
curtas, revelando mobilidade através de flagelo polar monotriqueo (POLLACK, 1995).
A pioverdina e a piocianina sao pigmentos fluorescentes difusiveis no meio de cultura
produzidos por esta bactéria. Algumas cepas produzem um pigmento avermelhado

(piorrubina) ou preto (piomelanina).

P. aeruginosa é uma das bactérias mais frequentemente isoladas de amostras
clinicas. A infeccao por este patégeno prevalece particularmente entre pacientes com
feridas de queimadura, fibrose cistica, leucemia aguda, transplante de 6rgaos e
usuarios de drogas intravenosas, costumam ocorrer em qualquer local que existe
tendéncia ao acumulo de umidade — traqueostomia, cateters de demora, queimaduras,
orelha externa (“ouvido de nadador”) e feridas cutaneas exudativas (KONNEMAN et
al., 2007).

P. aeruginosa produzem um polissacarideo capsular (alginato) que permite a
aderéncia do patdgeno as superficies epiteliais pulmonares formando um biofilme que
protege a bactéria da acdo de antibiéticos e do sistema imune do hospedeiro, fator de
viruléncia que é hiperproduzido por este patégeno responsavel por infeccoes
pulmonares em pacientes com fibrose cistica (HEAD et al., 2004).

GOSNEY et al. (1999) relataram que a colonizagao bucal por bacilos aerdbios
Gram negativos (AGNB) ndo é normal e indica geralmente um estado imunolégico
debilitado do hospedeiro. Postularam que a colonizagdo bucal de um individuo por
AGNB pode indicar uma grave infeccao sistémica.

A ceratite ulcerativa € um processo inflamatério em resposta a uma infeccao
bacteriana na cérnea, e tem sido a doenga bacteriana de maior destruigdo em cérnea
humana. Esta infec¢do é causada por traumas na cérnea, pelo frequente uso de lentes

de contato em individuos com predisposi¢ao a doenga (LYCZAK et al., 2000).

O progresso da medicina nos ultimos anos tem resultado em uma importante
mudanga no perfil da terapia intensiva. Entretanto, pacientes imunocomprometidos
devido a graves doencgas, idosos, em terapia com corticosteréides e agentes



imunossupressivos, onde ha o risco de infeccao causada por patégenos oportunistas,
tal como P. aeruginosa, que possui um potencial invasivo baixo, mas uma vez que a
infeccdo sistémica se estabelece a mortalidade é extremamente alta as vezes
chegando a 70,0% (BLOT et al., 2002).

P. aeruginosa é conhecida por sua versatilidade metabdlica e extrema
capacidade de adaptacdo a diferentes ambientes, inclusive aquaticos. Para
desinfeccao de aguas, o cloro e agentes que o contém continuam sendo os mais
usados no mundo (MEDEIROS et al., 2007).

A fosfolipase C destroem a membrana citoplasmatica, o surfactante pulmonar e
inativa as opsoninas. A exotoxina A inibe a sintese protéica em células eucaritticas, e
€ produzida pela maioria das cepas de P. aeruginosa isoladas de espécimes clinicos e
apresenta potentes efeitos locais e sistémicos, incluindo necrose de tecidos moles e
choque séptico, interrompe a atividade celular e a resposta macrofagica (POLLACK,
1983).

Dentre os fatores de viruléncia extracelulares, que facilitam o rompimento da
integridade epitelial, podem ser citadas as elastases, protease alcalina, fosfolipase C,
neuraminidase, exoenzima S, lectina e proteases como hemolisinas e exotoxinas
(JAFFAR-BANDJEE et al., 1995).

P. aeruginosa € uma bactéria muito difundida na natureza e desperta interesse
por ser descrita como o bacilo Gram negativo ndo fermentador mais encontrado nas
infeccbes  hospitalares, principalmente em pacientes imunocomprometidos.
Apresentam elevada morbidade e mortalidade e estdo no centro das preocupacdes da
comunidade cientifica (DE VOS et al., 1997).

Em geral, ambientes como hospitais, onde é exercida uma grande pressao
seletiva de agentes antimicrobianos, promove o aparecimento de linhagens
microbianas resistentes e multirresistentes (BRETT & ELLIS, 2001). Fora de hospitais,
as pressdes que o ambiente exerce sao: temperatura, pH, concentracao de nutrientes,
concentracdo de metais pesados e as préprias interagdes populacionais, entre outras
(BANNING et al., 2003).

A tipagem e o estabelecimento do grau de similaridade de agentes infecciosos
envolvidos em infecgbes nosocomiais, principalmente quando comparado a amostras
isoladas em casos de infeccdo esporadica ou em caso de infeccdo comunitéria,
permitem a formulacdo de hipdteses sobre a existéncia de clones apresentando



caracteristicas especiais de viruléncia e sobre a transmissdo hospitalar desses
agentes (OLIVE & BEAN, 1999).

GALES et al., (2003) chamaram a atengéo para a similaridade e disseminacao
de amostras de P. aeruginosa com resisténcia a varios antimicrobianos, incluindo
carbapenens, distribuidas por 12 hospitais de diferentes estados brasileiros. Nestas
amostras foi observada a producdo de uma enzima que hidroliza b-lactamicos,
incluindo os carbapenens, uma metalo-b-lactamase (M-bla), descrita pela primeira vez
em uma amostra de Sao Paulo e denominada de SPM-1 (Sdo Paulo metalo-b-
lactamase) (TOLEMAN et al., 2002).



Il - REVISAO DE LITERATURA:

P. aeruginosa, em cultura, pode exibir multiplos tipos de colbnias, tal qual a
forma mucdide que ocorre devido a producdo de grandes quantidades de um
polissacarideo extracelular, o alginato, identificado em amostras clinicas de portadores
de fibrose cistica (GILLIGAN, 1991).

P. aeruginosa podem apresentar isolados mucoides e nao mucoides. Os
mucdides sdo mais resistentes, formando colénias de agregados mais firmes que
superam os mecanismos de defesa e que permitem maior aderéncia a superficies
celulares. A caracteristica quimica (polianiénica) e fisica da capsula lhe confere um
poder de barreira a passagem de substancias, inclusive aos antibiéticos, que precisam
saturar toda a sua superficie antes da penetracao (MAI et al., 1993)

LYCZAC et al. (2000) relatam que P. aeruginosa € um patégeno onipresente
capaz de infectar todos os tecidos de mamiferos. A grande variedade de fatores de
viruléncia contribui para infecgées em individuos com queimaduras graves, infecgoes
pulmonares e infecgées oculares. Os fatores de patogenicidade incluem flagelo,
lipopolissacaride, protease, quorum sensing, exotoxina A e exoenzima secretada pelo

sistema de secre¢do do tipo Ill.

2.1 FATORES DE VIRULENCIA:

Segundo KONNEMAN et al., (2008) os fatores de viruléncia de Pseudomonas
aeruginosa sao:

2.1.1 Alginato

Polissacarideo capsular que permite a aderéncia das bactérias infectantes as
superficies epiteliais pulmonares, formando biofilmes, os quais, por sua vez, protegem
as bactérias contra a acao dos antibiéticos e do imunolégico do organismo.

2.1.2 Pili

Apéndices de superficies que permitem a aderéncia do microrganismo aos
receptores de gangliosidio GM-1 presentes na superficie das células epiteliais do
hospedeiro.

2.1.3 Neuraminidase

Remove os residuos de &cido sialico dos receptores de gangliosideos GM-1,
facilitando a ligagao dos pilli (fimbrias).

2.1.4 Lipopolissacaridio

Produz endotoxina e causa sindrome de sepse: febre, choque, oliguria,
leucopenia ou leucocitose, coagulagéo intravascular disseminada, anormalidades
metabdlicas.



2.1.5 Exotoxina A

Destrui¢do tecidual, inibicdo da sintese de proteinas; interrompe a atividade
celular e a resposta dos macrofagos.

2.1.6 Enterotoxina

Interrompe a atividade gastrintestinal normal, resultando em diarréia.

2.1.7 Exoenzima S

Inibe a sintese de proteinas

2.1.8 Fosfolipase C

Destr6i a membrana citoplasmatica; destréi o surfactante pulmonar; inativa as
opsoninas.

2.1.9 Elastase

Cliva as imunoglobulinase os componentes do complemento e anula a
atividade dos neutréfilos.

2.1.10 Leucocidina

Suprime outras bactérias e anula a atividade ciliar respiratéria; causa lesao

oxidativa dos tecidos, principalmente os tecidos oxigenados, como o pulmao.

2.2 EQUIPO ODONTOLOGICO: ESTUDO DA CONTAMINAGCAO DA LINHA
D'AGUA.

Em 1996, a ADA recomendou ag¢des para a manutencao da qualidade da agua
do tratamento odontol6gico, resumindo-se em:

» drenagem de agua, no comeco do dia de trabalho, para reduzir as bactérias
que se desenvolvem durante a noite ou finais de semana;

» drenagem de 20 a 30 segundos, entre o atendimento de pacientes, para
eliminar qualquer material que pudesse ter sido aspirado;

» cumprimento das orientages dos fabricantes do equipo odontologico;

* uso de solugao fisioldgica ou agua esterilizada em procedimentos cirurgicos, o
que levou ao desenvolvimento de reservatorios e dispositivos autoclavaveis,
acoplados ao equipo (MILLS, 2000);

+ utilizacdo de opcdes comerciais para melhorar a qualidade da éagua
(reservatérios de agua independentes, tratamento quimico, filtros, valvulas anti-
retracao).

Apesar de nao fornecer as condi¢oes ideais para que haja a multiplicacao de
microrganismos, a agua € uma excelente via de transmissado de patdégenos para os
seres humanos e animais, sendo que as areas urbanas e rurais tém contaminado os

lencois de agua utilizados em nosso meio (AMARAL, 1996).



PANKHURST & COULTER (2007) revisaram artigos que investigavam a
infeccdo de individuos por microrganismos encontrados na linha d'agua de equipos
odontoldégicos no periodo de 1966 a 2007, relatando que a maioria dos
microrganismos isolados deste ambiente sdo de baixa patogenicidade. No entanto,
citam dados de um pequeno numero de estudos descritos de infec¢cao ou colonizagcao
do hospedeiro suscetivel a Legionella spp., Pseudomonas spp.e micobactérias
provenientes da linha d'agua de equipos odontologicos. Um caso fatal da doenca do
legionario em um cirurgidao dentista concluiu que as linhas d'agua do equipo
odontoldgico foi a provavel fonte da infecgdo. A espécie dominante encontrada em
unidade dentaria sao bactérias Gram negativas, produtoras de endotoxina, sendo que
a consequéncia da exposicao a endotoxina € o desencadeamento ou exacerbacao de
asma sendo relatado casos em um sub-grupo de cirurgides dentistas nos quais a
asma surgiu apds o inicio carreira.

BARBEAU et al. (1996) concluiram que o equipo odontolégico € um
ecossistema em que patégenos oportunistas colonizam a superficie Interna das
tubulagdes. Com isso ha um aumento da populagcdo de patdégenos na agua
exacerbando o potencial de risco de transmissao hidrica desses microrganismos. Esta
pesquisa realizada na Universidade de Montreal demonstra que nenhuma das linhas
de agua fica isenta da contaminag¢ao microbiana.

SOUZA-GUGELMIM et al. (2003) demonstraram a ocorréncia de
contaminacdo microbiana na linha d'dgua de equipos odontolégico em virtude da
formacdo de biofilme microbiano nas tubula¢des deste. Verificaram a partir do teste de
Wilcoxon, que o nivel de contaminacao das amostras de dgua, recuperada tanto a partir
do motor de alta-rotagdo como da seringa triplice, era significativamente maior que o
nivel de contaminagdo inicial da dgua, verificada no reservatério. A dgua do equipo
odontolégico, possivelmente, seja contaminada pelo biofilme microbiano, que com o
passar do tempo, se forma em suas tubulacdes, uma vez sabido que, o biofilme se forma
onde superficie s6lida esteja em contato com dgua por um determinado espago de
tempo.

OLIVEIRA et al. (2008) relataram a ampla variedade de patdgenos
oportunistas que tem sido detectadas nos tubos de alimentacdo de dgua dos equipos
odontolégicos, particularmente no biofilme formado na superficie do tubo. Entre os
patégenos oportunistas encontrados nos tubos de dgua, P. aeruginosa é reconhecida

como uma das principais causadoras de infec¢des nosocomiais.



WALKER et al. (2004) avaliaram a contaminac¢ao de equipos pelo biofilme em
procedimentos odontoldgicos em sete paises europeus, Reino Unido, Irlanda, Grécia,
Espanha, Alemanha, Dinamarca e Paises Baixos. As linhas d’agua de 51,0% das 237
amostras colhidas excederam as recomendacdes da American Dental Association
(ADA). Concluindo que uma quantidade elevada de equipos que possuem niveis de
contaminagdo microbiana fora dos padrées preconizados pela ADA independe do
pais, equipo ou fonte de agua. Enfatizam a necessidade de mecanismos eficazes para
reduzir a contaminacéo, destacando o risco de exposi¢cdo ocupacional e de infeccao
cruzada na pratica odontologica. Afirmam ainda que equipos odontolégicos estao
associados a patdégenos oportunistas devido ao biofilme que se forma nas tubulacdes
de agua.

TUTTLEBE et al. (2002) relataram que a maioria dos procedimentos
odontoldgicos usa grande quantidade de agua, sendo para irrigacao, refrigeracao dos
equipamentos e lavagem da cavidade bucal. Constataram também que o biofilme
bacteriano em equipos odontolégicos € um problema de dificil resolucdo, expondo
assistentes e pacientes a um risco significante de infecgdes, principalmente em
individuos doentes ou imunocomprometidos. Os mesmos autores propuseram
investigar a contaminagédo bacteriana da 4gua de equipos odontologicos de “Dublin
Dental Hospital” para verificar a eficacia de dois desinfetantes a base de perdxido de
hidrogénio na tentativa de reduzir essa contaminac¢do para 200 UFC/mL seguindo as
recomendacdes da ADA.

OLIVEIRA et al. (2008) realcam a necessidade de um mecanismo efetivo para
reduzir a contaminagdo bacteriana dentro dos tubos de alimentagdo de agua dos
equipos odontoldgicos, e o risco da exposicdo ocupacional e infeccao cruzada na
pratica odontolégica, em especial quando o paciente apresenta doencas que causam

imunossupressao.
2.3 BIOFILME:

Biofilme microbiano é definido como uma associacao de células microbianas,
fixadas a superficies, bibdticas ou abidticas, envolta por uma complexa matriz
extracelular de substancias poliméricas. Os biofilmes representam mais de 90% dos
contaminantes existentes em sistemas aquosos, industriais, clinicos e ambientais
(LUCCHESI, 20086).

A adesao de Peudomonas aeruginosa a superficie € o primeiro passo para a
instalacdo do biofilme, porém, condigbes ambientais como velocidade do fluxo,
temperatura, pH, disponibilidade e conteudo de nutrientes, hidrofobicidade celular,



mobilidade, estrutura celular incluindo substancias extra polimérica (EPS) e flagelo,
concentracdo idnica, fase de crescimento da célula, concentragdo de células
suspensas e aspereza da superficie sdo capazes de influenciar na formagédo e

propriedades do biofilme.

Na natureza, acredita-se que a maior parte da biomassa bacteriana é formada
por comunidades de células aderidas chamado biofilme. P. aeruginosa € modelo para
o estudo deste modo de crescimento. Ao longo da Uultima década, avangos
significativos foram conquistados na compreensdo do desenvolvimento desse
patégeno e dos mecanismos envolvidos na formacao do biofilme. Dados sugerem que
nao existe uma forma especifica para o desenvolvimento destas comunidades. A
comunicagdo entre as ceélulas envolvidas é conhecida por “quorum sensing”,
mecanismo muito utilizado por P. aeruginosa e que representa um desafio para se
compreender a complexidade da formacédo do biofilme (KIEVIT, 2009).

Segundo DAVEY & O'TOOLE (2000), biofime é definido como uma
comunidade de microorganismos associados a uma matriz organica de origem
microbiana e se forma naturalmente em qualquer superficie em contato com agua. A
matriz organica apresenta na sua composicao polissacarideos, proteinas, acidos
nucléicos, entre outros polimeros. O biofiime se forma seguindo um padrdao de
colonizacao no qual podem ser distinguidas quatro fases, adsor¢cdo de compostos
quimicos dissolvidos, macromoléculas, as superficies por processos fisicos
espontaneos; colonizacdo bacteriana: apds colonizarem o substrato as bactérias
comegam a produzir EPS que serve de protecdo contra predadores, resisténcia a
radiagdo, a desidratacdo, entre outros fatores; colonizagdo por eucariontes
unicelulares; colonizagdo por eucariontes multicelulares. A presenca de biofilme
bacteriano em equipamentos médico-hospitalar € de extrema importancia pois as
antibiéticoterapias para combater infec¢gdes causadas por bactérias que participam da
colonizagdo desses biofilmes sao pouco eficientes, frente a multiresistencia
desenvolvida por tais patégenos.

A contaminacdo das linhas d'agua de equipos odontolégicos € uma
preocupacdo emergente na odontologia. SPRATT et al. (2004) avaliaram a eficacia
da descontaminacgéo de tubulagbes de equipos utilizando solugbes de
Tetracetiletilenodiamina (TAED). Um modelo de biofilme foi usado para simular as
condicdes clinicas, gerando trés biofilmes: (1) biofilme de agua, (2) biofilme de agua +
bactérias comensais humanos e biofilme de agua contaminado por bactérias bucais



(3). As espécies utilizadas para a contaminagcdo foram Streptococcus oralis,
Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus. Concluiram que as solugbes de TAED
se mostraram eficazes frente a descontaminacdo da linha d’agua de equipo
odontologico.

A estrutura dos equipos odontolégicos favorece a formacao de biofiime e a
contaminacdo microbiana da linha d’agua que passa por essas tubulagdes. Tais
microrganismos contaminam o ambiente por aerossoéis que se formam quando o motor
de alta rotacdo é acionado. A maioria dos isolados sdo de baixa patogenicidade, no
entanto, para saude publica, muitos dos microrganismos encontrados neste ambiente
sdo de origem desconhecida, levando em conta 0 numero crescente de pessoas
imunocomprometidas que frequentam o ambiente odontolégico. Enfatiza-se a
necessidade de desenvolver mecanismos eficazes para reduzir esta contaminagéo e a
formacao de biofilme (SZYMANSKA et al, 2008).

Foi relatado que as DUWL s&o contaminadas com biofilme bacteriano que
pode ser colonizado por patégenos oportunistas. YABUNE et al. (2005) objetivaram
investigar a capacidade tubulagdo de fluoreto de polivinilideno (PVDF) para inibir a
contaminacdo em tubulagdes de agua de equipos odontoldgicos. Instalaram nas
unidades dentais dois tubos, um tubo convencional de poliuretano (unidade A) e um
outro tubo de PVDF (unidade B). O nimero de bactérias da unidade B foi inferior a da
unidade A que foram colonizadas pelo biofilme ap6s 94 dias, enquanto que no tubo da
unidade B nao foi observada a formacéao de biofilme, mesmo depois de 185 dias. Apds
1 ano de wuso, a unidade B apresentou uma contaminagdo bactériana
significativamente inferior a unidade A. Os resultados indicaram que os tubos de PVDF
foram efetivos na inibicdo da formacao do biofilme reduzindo o fluxo de bactérias na
unidade dental.

O "quorum sensing systems" contribue para a habilidade da P. aeruginosa na
formacao do biofilme de importadncia médica e efetua o controle da producdo de
diferentes fatores de viruléncia para manipular a resposta imune do hospedeiro
(LYCZAK et al., 2000).

O "Quorum sensing" é a habilidade de bactérias em iniciar a transcricdo de
certos genes apenas quando certa densidade da populacéo é alcancada. E usado por
uma extensa variedade de bactérias, incluindo patégenos humano. E um gene
importante que potencializa a patogenicidade de P. aeruginosa e Staphylococcus
aureus (DONABEDIAN, 2003).
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Ao longo dos ultimos anos, trabalhos demonstraram que o “quorum sensing” €
um mecanismo que permite que bactérias coordenem a densidade populacional de um
meio, sendo que sem esse sistema seria dificil, sendo impossivel a sobrevivéncia de
uma Uunica célula bacteriana. P. aeruginosa é um dos patégeno oportunista

amplamente estudado pela habilidade do “quorum sensing” (JUHAS et al., 2005).

WATANABE (2007) avaliou o nivel de contaminacdo por bactérias aerdbias
totais em agua de equipos odontoldgicos e torneiras de cinco clinicas odontol6gicas da
USP- Ribeirdao Preto, determinando o nivel de contaminacédo por Pseudomonas ssp.,
coliformes e fungos, detectando também a formacéo de biofilme com o auxilio de
Microscopia Eletrénica de Varredura mostrando uma diversidade microbiana embutida

em densas e extensas matrizes de polissacarides extracelulares.
2.4 MULTIRESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS:

LYCZAK et al. (2000) relataram que P. aeruginosa € um patégeno nosocomial
que apresenta elevada resisténcia a antimicrobianos e causa graves infecgdes quando
hé& alterag6es nos mecanismos de defesa do hospedeiro.

GUERRA et al. (2006) analisaram 413 amostras de agua potavel do sistema
principal e do sistema secundario em Bandeirantes, Estado do Parana, através de
membrana filtrante para P. aeruginosa e bactérias heterotréficas. Das amostras
examinadas, 10,4% estavam contaminadas por P. aeruginosa, sendo 23,5% das
amostras do sistema de agua secundario, e 8,6% das amostras do sistema de agua
principal. Somente uma amostra apresentou contagem de bactérias heterotréficas
acima do nivel maximo recomendado. P. aeruginosa isoladas foram testadas para
sensibilidade ao cloro livre e sobreviveram a uma concentracdo de cloro trés vezes
acima da concentracdo minima com concentragdes definidas com base na legislacao

vigente no pais, do ano da pesquisa.

MEDEIROS et al. (2007) avaliou a resisténcia de linhagens de P. aeruginosa,
isoladas de amostras de aguas de diversos ambientes, ao cloro em que foram
testados diferentes tempos de contato (1, 5, 10, 20, 30 e 40 minutos) e solucdes
aquosas de cloro, com concentragcdes definidas com base na legislacdo vigente no
pais, no ano da pesquisa, para agua potavel: 0,5; 1,0 e 2,0 ppm, revelando que P.
aeruginosa, isoladas de diferentes fontes de agua, tém a habilidade de sobreviver a
diferentes concentragdes de cloro. Na concentracdo de 1 ppm, a maioria das
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linhagens nao foram inibidas. As linhagens mais resistentes ao cloro também
apresentaram relagdo de multirresisténcia a maioria dos antibioéticos testados.

P. aeruginosa podem colonizar o trato intestinal de individuos que foram
submetidos a intervencdes cirtrgicas. E um dos patégenos mais freqiientes em
hospitais, sendo associados ao surgimento de focos de infecgdo pulmonar, infec¢ao
do trato urinario, infecgdes biliares e septicemia em individuos com doencgas graves,
sendo de dificil tratamento devido a sua multirresisténcia (SASAKI et al., 2004). E uma
bactéria emergente e um importante patégeno nosocomial, especialmente para
pacientes neutropénicos e imunocomprometidos. (VIDAL & MENSA, 1996).

ZAMBRANO & HERRERA, (2004) determinaram a suscetibilidade
antimicrobiana de cepas de P. aeruginosa isoladas de pacientes atendidos no Hospital
Regional de Antofagasta (Chile), sendo que 48,0% dos isolados eram provenientes de
pacientes com infeccbes graves e 52,0% de pacientes com predisposi¢do a infeccoes.
Os isolados mostraram-se resistentes a amicacina (36,8%), ceftazidima (36,8% e
ciprofloxacina (68,4%), moderadamente resistentes a imipenem (26,3%) e pouco
resistentes a piperacilina/tazobactam (5,3%) e cefoperazona/sulbactam (15,8%).

TOLEMAN et al. (2002) relataram que uma paciente pediatrica, internada em
um hospital da cidade de S&o Paulo, apresentava quadro de neutropenia com
episodios de febre alta. O tratamento empirico foi feito com ceftriaxona e amicacina,
sendo posteriormente substituido pela ceftazidima. Uma cultura pura de P. aeruginosa
suscetivel apenas a polimixina B foi isolada da urina da paciente, 0 que promoveu a
substituicdo da ceftazidima pela polimixina B. Apds cinco dias, foi isolada P.
aeruginosa, a partir de hemocultura com o0 mesmo perfil de suscetibilidade, mas um
choque séptico levou a paciente ao 6bito, sendo posteriormente identificado um novo
gene produtor de Mbla, diferente dos anteriormente identificados que codificam as
enzimas IMP e VIM. Este novo gene, com caracteristicas proprias, foi denominado
blaSPM-1 (Sdo Paulo metalo-B-lactamase).

Durante a ultima década foram identificadas enzimas de Pseudomonas
aeruginosa que promovem a hidrélise das cefalosporinas e dos carbapenens, que
pertencem a classe B de Ambler e sdo denominadas de carbapeneses. Foram
descobertos quatro tipos: IMP-1; VIM-1; VIM-2; e SPM-1. Inicialmente foram
detectadas amostras produtoras de IMP-1, frequentemente isoladas no Japao, China,
Europa e no Canada, posteriormente foi detectada na ltalia, Franca, Coréia do Sul e
na Grécia denominadas de VIM-1 e VIM-2. Recentemente foi identificada em cepas de
P. aeruginosa, isoladas na cidade de Sao Paulo a enzima SPM-1 (GALES et al.,,
2003). Além da enzima SPM-1, foi relatada por SADER et al. (2005) a presenca das
enzimas IMP-1 e VIM-2 em cepas isoladas na cidade de Sao Paulo.
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P. aeruginosa apresenta resisténcia a uma variedade de antimicrobianos, como
a maioria dos p-lactdmicos, tetraciclinas, cloranfenicol e grande parte das
fluoroquinolonas e aminoglicosideos. Destacam-se dentre o0s mecanismos
responsaveis a baixa permeabilidade da membrana externa, sistema de efluxo,
producdo de enzimas inativadoras de aminoglicosideos, alteracdo do alvo das
fluoroquinolonas e producao da enzima [-lactdmase (LI et al., 1995).

2.5 ERIC-PCR

A descoberta de que genomas procariotos contém seqiiéncias repetitivas como
a ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus), tem expandido o uso da
biologia molecular, Util para avaliar a variabilidade genética de varios isolados
bacterianos, inclusive E. coli (VERSALOVIC et al., 1991). ERIC-PCR sao sequéncias
de palindromos imperfeitos de 127 pb que ocorrem em mdultiplas cdpias no genoma
das bactérias entéricas e vibrios (WILSON et al., 2006). A ERIC-PCR possui uma boa
capacidade discriminatéria e pode substituir o RAPD-PCR ou RFLP, os quais sao
requeridos para demonstrar pequenos niveis de variabilidade genética (MAURER et
al., 1998).

LIPMAN et al. (1995) citam que a genotipagem pelo método de ERIC-PCR é
mais pratico, simples e rapido. Esta técnica é baseada na andlise de sequéncias
cromossomais repetidas, que tem sido usada para a caracterizacdo clonal de
diferentes espécies de enterobactérias e para o estudo da relacdo genética entre
isolados (COSTA et al., 2006).

Visando uma maior precisdo da tipagem de microrganismos, técnicas
moleculares foram desenvolvidas, apresentando elevada importancia entre as cepas
envolvidas em casos de infeccao hospitalar, pois se aproximaram da possibilidade de
erradicacao de fontes ambientais, prevencéo de infeccdes cruzadas e monitoramento
da eficacia da terapia antimicrobiana (POH, 1992).

De 24 isolados hospitalares de P. aeruginosa provenientes de Recife, Brasil, 15
(62%) produziram metalo-B-lactamase. Tais isolados foram resistentes as principais
drogas anti-Pseudomonas, exceto polimixina B e aztreonam. A enzima responsavel
pela resisténcia aos carbapanémicos pertence a classe SPM-1 e o gene envolvido,
blaspm-1, provavelmente é plasmidial (MAGALHAES et al.,2005).

Estas técnicas baseiam-se na andlise do DNA cromossomal ou extra-
cromossomal, e fornecem um poder discriminatério maior que o0s parametros
fenotipicos. Estudos mostram que estas técnicas permitem a identificacdo de cepas
endémicas e de surtos, assim como, a identificagdo de um clone entre cepas de uma

mesma espécie, antibiotipo, sorotipo e fagotipo (GOERING, 1993).
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SCHELSTRAETE et al. (2008) investigaram a origem de isolados de P.
aeruginosa de pacientes fibrocisticos por comparacao genética de recém infectados
com o gendtipo de isolados do ambiente e de outros pacientes tratados no “Cistic
Fibrous Centre” (Franga) chegando a um total de total de 50 novos casos.
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lll- OBJETIVOS:

Os objetivos do presente trabalho foram:

1. Isolar e identificar cepas de P. aeruginosa de agua (torneira de lavagem das
maos, reservatorio, seringa triplice, caneta de alta rotacdo) de consultérios
odontolégicos da cidade de Barretos/SP.

2. Determinar a contagem em UFC/mL de P. aeruginosa.

3. Determinar a suscetibilidade das cepas de P. aeruginosa isoladas frente a

diferentes antibioticos.

4. Avaliar a diversidade gendmica dos isolados através da técnica molecular de
ERIC-PCR.

5. Observar, utilizando a técnica de Microscopia Eletrénica de Varredura, a
presenca de biofilme no interior de tubulagbes de agua de equipos odontolégicos.
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IV- MATERIAIS E METODOS:

4.1- CONSULTORIOS ODONTOLOGICOS
Para a realizagdo deste estudo, foram selecionados aleatoriamente, 40
consultérios odontoldgicos, localizados em diferentes bairros da cidade de Barretos,
SP, situados em pontos estratégicos, de modo que as amostragens de agua
analisadas, representassem todo o municipio de Barretos, durante o periodo de
outubro de 2008 a maio de 2009.
Em cada consultério escolhido para a pesquisa, foi analisado:
1. tipo de equipo,
2. tipo de reservatorio utilizado
3. fonte de agua utilizada
3.a) se erafiltrada;
3.b) do sistema de abastecimento municipal;
3.c) destilada, para o abastecimento dos mesmos.
4. tempo de uso do equipamento.

4.2- COLETA DAS AMOSTRAS.

Os consultorios analisados foram divididos conforme a quantidade presente em
cada regido e da autorizagdo do cirurgido-dentista para a realizagéo da coleta. Do total
dos consultérios pesquisados, 14 pertenciam a convénios, 17 ao Sistema Unico de
Saude (SUS) e 14 a consultorios particulares.
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CIDADE DE BARRETOS

\J

45 CONSULTORIOS ODONTOLOGICOS

\J \J \J

14 CONVENIOS 17 UBS 14 PARTICULARES

4.2.1- AMOSTRAGEM DE AGUA

Foram analisadas 180 amostras de aguas distribuidas em quatro pontos
distintos (caneta de alta rotacao, torneira de lavagem das maos, reservatério e seringa
triplice), sendo que os equipos nao foram submetidos a desinfeccdo prévia e as
coletas foram realizadas no periodo da tarde, apds quatro horas de uso do equipo. Em
cada consultério escolhido para a pesquisa, foram analisados: tipo de reservatério
(todos eram de garrafa de plastico tipo Pet), fonte da agua (filtrada, sistema de
abastecimento municipal ou destilada), e tempo de uso do equipo.

{
el

Figura 1. Tipos de reservatorios utilizados nos consultérios odontologicos.
A = reservatdério de chdo, B = garrafa tipo Pet.
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4.2.2- Coleta Das Amostras De Agua

Foram colhidas 200 mL de cada amostra, que foram acondicionadas em
frascos com capacidade de 250 mL, previamente esterilizados, com tampa rosqueavel
e identificados. As amostras foram coletadas pelo mesmo pesquisador e no mesmo
periodo. Para colher as amostras de agua dos reservatorios do tipo garrafa Pet, foram
esvaziadas no préprio frasco de coleta até completar o volume de 200 mL. As
amostras de agua coletadas das canetas de alta rotacao foram realizadas, acionando
0 pedal e vertendo o fluxo no frasco de coleta, sendo que o primeiro fluxo foi
desprezado por 30 segundos. A agua da seringa triplice foi drenada, diretamente,
dentro do frasco de coleta ap6s o acionamento da mesma, sendo que o primeiro fluxo
foi desprezado por 1 minuto, as amostras das torneiras de lavagem das maos foram
coletada diretamente no frasco sem que este tocasse na superficie da torneira. Em
todas as amostras de agua foram adicionados 0,5 mL de tiossulfato de so6dio, na
concentracao final de 10mg/L para que houvesse precipitacdo dos sais e ions da agua
(APHA-AWWA-WEF, 1999). Em momento algum, os frascos de coleta, tocaram as
superficies dos pontos de coleta. As amostras foram armazenadas em caixas de
isopor com gelo e transportadas, em um periodo de duas horas, para o laboratério de
Microbiologia do Departamento de Patologia Veterinaria da FCAVUNESP.

No laboratério, todo o experimento foi realizado em camara de fluxo laminar. As
amostras de agua foram filtradas em filtro Millipore® de 0,45 ym, num total de 200mL.
Em seguida, cada filtro foi depositado no centro de placas de Petri, contendo agar
Cetrimida e foram incubadas em estufa a temperatura de 42°C por 24- 48 horas.

Apos a incubacao das placas, contendo os filtros das amostras de agua, foi
realizada a contagem de bactérias na forma de unidades formadoras de colénia
(ufc/mL). Para a contagem, utilizou-se um contador de colénias modelo EC.
550A(Phoenix).



18

L

Figura 2. Coleta de amostra de 4gua da Caneta de alta rotagdo (A), seringa triplice (B),
torneira de lavagem das maos (C).

4.3- Coloracao pelo método de Gram

Colbénias suspeitas de pertencerem ao @género Pseudomonas, com
pigmentacdo azul ou verde com odor caracteristico, foram coradas pelo método de
Gram, para observacdo de suas caracteristicas morfotintoriais. As laminas foram

observadas em microscépio 6ptico com objetiva de imersao (10x).



19

4.4- TESTE PRESUNTIVO:
As colénias com caracteristicas morfotintoriiais positivas para o género
Pseudomonas eram inoculadas com auxilio de estilete de niquel-cromo em tubos

contendo agar TSI (Triplice Agucar Ferro) e incubados a 37°C por 24 a 48 horas.
4.5- PROVAS BIOQUIMICAS:

O crescimento presente nos tubos de agar TSI, com caracteristicas
compativeis as do género Pseudomonas, foram submetidas a testes de identificagao
bioguimica através da alcalinizacdo da acetamida, oxidase, observacao da motilidade,

crescimento a 42°C, producao de alginato e producao de pigmento.
4.6-TESTES DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

O método de difusdo de discos em &gar foi realizado segundo Kirby & Bauer
(1966), e descrito pelo “National Commite for Clinical Standards” (NCCLS, 2003),
atualmente denominado “Clinical and Laboratory Standard Institute” (CLSI),
responsavel por estabelecer os critérios e a padronizagdo de “breakpoints” para 0s

diferentes antimicrobianos.

Uma suspensdo bacteriana contendo 106UFC/mL em caldo Mueller-Hinton
(MH) incubado a 37°C por 6 horas, foi semeada com o auxilio de um suabe estéril. A
semeadura realizada era continua em trés a quatro diregbes (horizontal, vertical e
diagonal), de forma a obter um crescimento uniforme em toda superficie da placa de
agar Mueller-Hinton. Passados aproximadamente 15 minutos, os discos de
antimicrobianos foram depositados e levemente comprimidos sobre o agar com o
auxilio de uma pinga esterilizada e incubados a 35°C por 18-24 horas. Apds este
periodo, com o auxilio de um paquimetro, foram medidos os didmetros dos halos de
inibicdo (em mm) do crescimento bacteriano presentes ao redor dos discos de
antimicrobianos e comparados aos valores de referéncia fornecidos pelo NCCLS.

Os antibiéticos utilizados foram escolhidos com base em dados da literatura:
ciprofloxacina, meropenem, gentamicina, polimixina B, piperacilina + tazobactam e

cefepima.
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4.7- EXTRAGCAO DE DNA:

O DNA bacteriano, de todos os isolados, foi extraido segundo a técnica
proposta por KESKIMAKI et al. (2001), onde a colbnia isolada de P. aeruginosa foi
semeada por 12 horas em um tubo de ensaio contendo 1 mL de meio BHI (Brain Heart
Infusion), depois transferida para um tubo eppendorf e centrifugado a 14.000 rpm para
a sedimentacao das células e descarte do sobrenadante. As células sedimentadas
foram ressuspensas em 250uL de agua Millique estéril e agitada em vortex por 30
segundos. A cultura bacteriana foi novamente sedimentada e repetido o processo de
lavagem. Apds duas lavagens com agua ultra-pura, o tubo eppendorf contendo as
células bacterianas foi colocado por 10 minutos na agua fervente (1002 C). Apo6s esse
tempo, os sedimentos dos debris celulares foram sedimentados através de
centrifugacao a 14.000 rpom durante 30 segundos. Do tubo foi retirado uma aliquota de
150uL do sobrenadante fervido e transferida para outro tubo eppendorf. Em seguida
esse material foi estocado em freezer a —20° C até o momento de uso.

4.8- ERIC-PCR

A técnica de ERIC-PCR foi realizada em 76 isolados de P. aeruginosa. O DNA
gendmico foi amplificado por PCR (39 ciclos de 94°C por 1 minuto, 50°C por 1 minuto,
72°C por 2 minutos, com extensao final de 72°C por 10 minutos), utilizando como
iniciadores as sequéncias ERIC 1 (5’- ATGTAACTCCTGGGGATTCAC-3’)e ERIC2 (5’-
TAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’) descritos por VERSALOVIC et al. (1991).

O produto da reagéo amplificado foi observado em gel de eletroforese contendo
10 yL do produto de PCR e 1,5% de gel de agarose. Foi utilizado o marcador
molecular Gene Ruler 1 Kb DNA Ladder # SM0311/2/3 (Fermentas). A matriz de
similaridade foi construida através do programa Freetree (versdo 0.9.1.50) e a arvore
foi obtida e visualizada pelo programa Tree View (versao 1.30).

4.9- MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA:

Foram utilizados fragmentos das linhas d'agua de equipos odontolégicos de
aproximadamente 10 mm de comprimento retiradas da extremidade proximal da
seringa triplice e alta rotagdo e como controle um fragmento de 10 mm de tubulagéo
sem uso, acondicionadas em tubos Eppendorf (1.5 ml) para fixagdo em Glutaraldeido
a 3% por 48 horas, em seguida procedeu- se a lavagem em solu¢cdo tampao para
remover o excesso do glutaraldeido. Na pds fixagao foi utilizado ter6xido de ésmio a
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3% overnight. A desidratagéo dos fragmentos foi através de série crescente de alcoois,
30%; 50%; 70%; 80%; 90% com intervalo de 20 minutos, finalizando com desidratagéo
de aalcool 100% nuama série de 3 vezes com intervalo de 20 minutos (SANTOS,
1992).

A secagem das amostras foi realizada em secador de ponto critico e na metalizagao

dos fragmentos foi utilizado ouro 1000 por 120 segundos.

4.10- ANALISE ESTATISTICA:

A comparacéao da eficiéncia entre as duas técnicas para o isolamento de P.

aeruginosa foi realizada pelo teste Qui-quadrado (?).
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V- RESULTADOS

Das 180 amostras de agua de consultérios odontolégicos analisadas, durante o
periodo de outubro de 2008 a maio de 2009, 76 (42,2%) isolados foram positivos para
P. aeruginosa.

Dos 14 consultérios pertencentes a convénios, 11 utilizavam agua filtrada e 3
utilizavam agua da torneira da rede de abastecimento municipal. Os 16 consultérios do
sistema Unico de saude utilizavam agua da torneira proveniente da rede de
abastecimento municipal e 1 utilizava agua filtrada. Os 14 consultérios particulares
utilizavam agua filtrada e todos utilizavam reservatério do tipo garrafa Pet de 500 mL.

Em relacdo ao tempo de uso dos consultérios, 21 (46,7%) tinham menos de
cinco anos de uso e 24 (53,3%) mais de cinco anos.

De acordo com a procedéncia das amostras 15 isolados eram provenientes de
amostras agua de torneira de lavagem das maos, 18 das amostras de agua do
reservatorio para equipos (de garrafa PET), 23 de agua de seringa triplice e 20 de
agua de motor de alta rotacdo (Tabela 1).
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TABELA 1 Contagem total de P. aeruginosa em UFC/mL isolados em agar cetrimida
das amostras de agua dos 45 consultérios odontolégicos de Barretos-SP, durante o

periodo de outubro de 2008 a maio de 2009.

Niveis de contaminacao em UFC/mL

Local de 0 - 200 201 - 2000 Total
coletas

Torneira 15 25 45
Reservatorio 18 27 45
Seringa triplice 7 38 45
Alta rotacao 13 32 40

Em relacdo a contagem de isolados para P. aeruginosa em UFC/mL, das
amostras de dgua dos 14 consultorios particulares foi encontrado 57,1% das amostras
de torneiras de lavagem das maos estavam acima das 200 UFC/mL recomendado
pela ADA (American Dental Association), assim como, 50,0% dos reservatérios de
agua, 78,6% das seringas triplice e 64,3% de motor alta rotacdo. Dos 14 consultérios
de convénios foram encontradas 42,9% das amostras de torneiras de lavagem das
maos, 50,0% dos reservatérios, 85,7% das seringas triplice e 64,3% de motor de alta
rotacdo acima das 200 UFC/mL. As amostras dos 17 consultérios do sistema unico de
saude estavam acima das 200 UFC/mL, 76,5% das torneiras de lavagem das maos,
76,5% dos reservatérios, 88,2% das seringas triplice e 82,4% de motor de alta rotagéo
(Tabela 2).
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TABELA 2: Origem e porcentagem de amostras de agua colhidas nos 45 consultérios

odontol6gicos de Barretos-SP, durante o periodo de outubro de 2008 a maio de 2009.

Origem das amostras amostras contaminadas Numero Total de
% Consultérios
Torneira: 45
Particulares 57,1 14
Convénios 42,9 14
UBS 76,5 17
Reservatério: 45
Particulares 50,0 14
Convénios 50,0 14
UBS 76,5 17
Seringa triplice: 45
Particulares 78,6 14
Convénios 85,7 14
UBS 88,2 17
Alta rotacao: 45
Particulares 64,3 14
Convénios 64,3 14

UBS 82,4 17
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O Gréfico 1 mostra os resultados dos testes de antibiograma com os isolados de P.
aeruginosa frente aos nove antibiéticos testados. O antibittico ciprofloxacina foi o que

apresentou melhor resultado com 65,9.% das cepas testadas sensiveis.
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A Tabela 3 mostra os resultados do nivel de resisténcia desses isolados frente

aos antimicrobianos utilizados.

Tabela 3 Nivel de resisténcia, frente aos antimicrobianos utilizados no estudo, de

isolados de Pseudomonas aeruginosa de amostras de agua colhidas nos 45

consultérios odontolégicos de Barretos-SP, durante o periodo de outubro de 2008 a

maio de 2009.
Resisténcia Torneira Reservatério Seringa triplice  Motor de alta
N %% rotacao

N /% N %% N /%
1 principio 2/2,8 3/4,2 - 2/2,8
ativo
2 principios 2/2,8 4/5.3 1/1,3 1/1,3
ativos
3 principios 3/4,2 4/5,3 6/7,9 4/5,3
ativos
4 principios 3/4,2 6/7,9 8/10,5 9/11,8
ativos
5 principios 3/4,2 6/7,9 4/5,3 -
ativos
6 principios 1/1,3 1/1,3 2/2,8 4/5,3

ativos
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No cluster A encontramos 16 isolados sendo que no consultério n° 43 os
isolados de torneira e seringa triplice apresentaram 100% de similaridade em relagao
aos isolados da seringa triplice e caneta de alta rotacdo do consultério n° 32, que se
encontra a algumas quadras de distancia. Esse fato nos leva a crer, que neste caso, a
possivel fonte de disseminagdo clonal seja a rede de distribuicdo de agua desta
regido, que se localiza no centro da cidade. As amostras de torneira e reservatério do
consultério n° 38 apresentaram 100% de similaridade genética com as amostras de
torneira do consultério n° 39, estas se encontravam no mesmo prédio e os consultérios
compartilham a mesma caixa de agua, podendo ser o biofilme-linha d’agua a fonte de
disseminacao clonal. No cluster B, duas amostras, uma de caneta de alta rotacdo do
consultério n° 40 e uma de seringa triplice do consultério n° 2, apresentaram 85% de
similaridade genética.

No cluster C, foram encontrados cinco isolados, desses um de torneira e um de
reservatorio do consultério n° 3 apresentaram 100% de similaridade genética. No
consultério 21 os isolados de seringa triplice e alta rotagdo apresentaram 91% de
similaridade genética entre si. No cluster D, isolados de torneira, reservatorio e seringa
triplice do consultério n°® 11 apresentaram 100% de similaridade, e isolados de torneira
e reservatorio do consultério n° 21 apresentaram 100% de similaridade genética.

Os isolados do Cluster E de torneira e seringa triplice do consultério n° 13
apresentaram 100% de similaridade genética. No Cluster F os isolados de oito pontos
de coleta apresentaram 72% de similaridade genética sendo que nas amostras de
torneira e alta rotagdo do consultério n° 44, estas apresentaram 100% de similaridade.
No Cluster G, dos trés isolados, um era de seringa triplice do consultério n° 38 e um
do consultério n°© 39, e esses apresentaram 85% de similaridade. Os dois consultorios
se situam no mesmo prédio.

Em relagé@o ao Cluster |, os isolados de reservatério e caneta de alta rotacao do
consultério n° 13 apresentaram 100% de similaridade. No Cluster J, duas amostras de
reservatorio do consultério n° 32 e reservatorio do consultério n° 39 apresentaram 85%
de similaridade genética.
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As figuras 4, 5 e 6 nos apresentam a eletroforese do gel de agarose 1,5% de
produto de PCR, onde podemos observar as bandas formadas pelo ERIC de todos os
genes pesquisados dos isolados de Pseudomonas aeruginosa.

1Kb

8 41 42 43 47 48 51 53 81 82 83 80 126 129 123 50 88 127 176 159 174 155 178 153

Figura 4 Eletroforese de gel de agarose 1,5% de produto de ERIC-PCR na presenca
dos primers ERIC 1 e ERIC 2, utilizando o marcador de Gene Ruller 1KbDNA Ladder #
SM0311/2/3 - Fermentas.
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1Kb 55 130 180 128 178 9 151 169 122 160 84 150 125 78 144 98 179 131 91 10 54 56 50 46
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Figura 5 Eletroforese de gel de agarose 1,5% de produto de ERIC-PCR na presenca
dos primers ERIC 1 e ERIC 2, utilizando o marcador de Gene Ruller 1KbDNA Ladder #
SM0311/2/3 - Fermentas.
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1Kb 99 124 156 49 172 93 74 94 166 171 154 45 19 52 20 177 97 167 118 44 147 157 49 46

' - . - . @®
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Figura 6 Eletroforese de gel de agarose 1,5% de produto de ERIC-PCR na presenca
dos primers ERIC 1 e ERIC 2, utilizando o marcador de Gene Ruller 1KbDNA Ladder #
SM0311/2/3 - Fermentas.
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A figura 7 nos apresenta a microscopia eletrénica de varredura de amostras
das linhas d'agua de equipamentos odontolégicos.

Figura 7: Eletromicrografia das linhas d'agua de equipamento odontol6gico. matrizes
densas e extensas de substancias poliméricas extracelulares.
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VI- DISCUSSAO

No Reino Unido, BLAKE (1963), um cirurgiao dentista, foi o primeiro a
relatar a existéncia de elevados niveis de bactérias na agua que refrigerava o
motor de alta rotacao.

A relacdo de uma infeccdo sistémica com tratamento odontol6égico €
dificil, devido a falta de uma conexdo O6bvia entre o periodo varidvel de
incubagdo das doengas e a inexisténcia de programas de vigilancia que
registrem complicagbes pos-operatérias (MILLS, 2003).

Conforme preconiza a ADA (American Dental Association) o nivel de
contaminacao das aguas de equipos odontoldgicos ndo deve exceder a 200
UFC/mL. No presente trabalho, mais de 42,2% das amostras de agua
estudadas, das diferentes procedéncias, estavam acima deste padrao.

Quanto ao tempo de uso dos equipamentos odontoldgicos, variam de
recém instalados (WILLIAMS et al., 1995); um ano (SHEPHERD e FRENCH,
2001); cinco anos (SMITH et al., 2002); 10 anos (FIEHN & LARSEN, 2002), 20
anos (MARAIS & BROZEL, 1999), neste estudo o tempo de uso dos equipos

variaram de 6 meses a 15 anos.

Diversos métodos e meios de cultura podem ser empregados para
avaliacoes da contaminacdo dessas aguas, tais como: semeadura das
amostras em profundidade (pour plate), método utilizado para contagem de
bactérias aerdbias totais em Plate Count agar (NOCE, et al., 2000; SOUZA-
GUGELMIM et al.,, 2003), semeaduras na superficie de agar sangue
(CARDOSO et al.,, 1999), agar simples (CARDOSO et al., 1999), R2A agar
(BARBEAU et al.,1996 e OLIVEIRA ET. al.,, 2008), Brain Heart Infusion
suplementado com vitamina K e hemina (PREVOUST et al., 1995), Trypcase
Soy Agar (CHIBEBE et al., 2002; COBB et.al., 2002), Tryptose Blood Agar
suplementado com extrato de levedura (WHITEHOUSE et al., 1991), emprego
da membrana filtrante (KETERING et al., 2002; PORTEOUS et al., 2004;
OLIVEIRA et al., 2008)

WATANABE (2003) usando a técnica de Petri-Film,relatou que o numero

de bactérias mesdfilas totais encontradas em uma amostra de agua
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proveniente de motor de alta rotacédo foi de 6,1 x 102 UFC/mL e de seringa
triplice com 8,1 x 10" UFC/mL. Outros autores, como WALKER et al. (2000)
relataram contagens menores (2,9 x 10° UFC/mL), BARBEAU et al. (1996) 1,1
x 10° UFC/mL pela técnica de diluigdo decimal e SOUSA-GUGELMIM et al
(2003) até 3,0 x 10° UFC/mL pela técnica de diluicio em APHA. Neste
trabalho realizado pelo método de filtragdo em Millipore®, em agar Cetrimida a
contagem foi superior a 2,0 x 10> UFC/mL de isolados de Pseudomonas
aeruginosa.

A adicdo de tiossulfato de sbédio nas amostras coletadas é de
fundamental importancia para inativar o cloro residual (NOCE et al., 2000), Em
todas as amostras de agua deste trabalho foram adicionados 0,5 mL de
tiossulfato de so6dio, na concentragdo final de 10mg/L (APHA-AWWA-WEF,
1999)

Em relagcéo ao tempo de flush, na literatura variam de um a 20 minutos:
um minuto (PUTNINS et al., 2001), dois minutos ( NOCE et al., 2000;
BARBEAU & BUHLER, 2001), cinco minutos ( PUTNINS et al., 2001), 10
minutos (PUTININS et al., 2001) 15 minutos (SCHEID et al., 1990), 20 minutos
(WHITEHOUSE et al.,, 1991). Neste estudo, as coletas dos equipos foram
realizados apds o procedimento de flush continuo. Para seringa triplice foram
realizados flush de dois minutos e para as canetas de alta rotacéo o flush foi de
um minuto, essa diferenca é devido ao fluxo de dgua ser maior na caneta de
alta rotacdo em relagdo a seringa triplice . Uma vez que flush é o sistema

continuo de lavagem com agua.

WATANABE (2003) ndo encontrou P. aeruginosa em agua de equipos
odontolégicos. Em 2007, esse mesmo autor relatou a presenca de P.
aeruginosa em apenas uma amostra de agua de motor de alta rotacdo, em
discordancia com este trabalho no qual se isolou de 20 diferentes pontos de
motor de alta rotacédo, enquanto que O'DONNEL et al (2005) encontraram uma
prevaléncia de 43,0% das amostras contaminadas pela bactéria, OLIVEIRA et
al (2008) isolaram 44,4% e neste trabalho a frequéncia de isolados foi de
42,2%, havendo, pois, uma ligeira diminuicdo, uma vez que a pesquisa foi
realizada na mesma cidade de Barretos/SP.
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KOHNO et al (2004), verificaram que apesar da dgua de abastecimento
de reservatério apresentar excelente qualidade, a coleta a partir de seringas
triplice e canetas de alta rotacdo, excederam em mais de cinco vezes a
contaminacao tolerada para o consumo humano em concordancia com este
trabalho.

No ano de 2005, entre os meses de janeiro a junho, foi realizado um
estudo da agua de 40 consultérios odontoldgicos da cidade de Barretos-SP em
que no Sistema Unico de Salde e alguns consultérios de Convénios foram
encontrados reservatérios de agua que ficavam sobre o chao que, devido a sua
estrutura, impossibilitava a sua higienizacao (OLIVEIRA et al.,, 2008). No
presente trabalho, realizado entre os meses de outubro de 2008 a maio de
2009 todos os consultérios estudados na cidade de Barretos-SP utilizavam
reservatérios do tipo garrafa Pet, pois foi realizada a troca destes
equipamentos antigos por equipamentos novos. Na comparagao dos resultados
entre o nivel de contaminagdo das aguas entre os dois trabalhos, ndo foram
encontradas diferencas entre os diversos modelos de equipos odontolégicos
estudados, independente se esses sistemas eram de garrafa Pet, tanques ou
se vinham direto da rede de abastecimento municipal de agua, este resultado
foi bastante semelhante ao encontrado por WALKER et al.(2000), entretanto,
no presente trabalho foram investigados apenas reservatérios do tipo Pet.

Este fato leva a crer que o biofilme, formado na parede interna das
mangueiras de agua do equipo, seja a causa da contaminacdo da seringa
triplice (84,0%) e caneta de alta rotacéo (71,0%), visto que a agua utilizada era
potavel, confirmando os dados relatados por WILLIANS et al. (1994).

TALL et al. (1995) tentaram solucionar o problema da contaminagéo da
linha d' agua substituindo as mangueiras de equipos para monitorar a dinamica
da formacdo do biofilme constatando que em oito horas ja se observava
colonizagdo bacteriana. BARBEAU et al. (1996) verificaram que, menos de
uma semana apés a instalacdo de equipos novos na Universidade de Montreal,
a 4gua afluente de equipos ja apresentava contaminacgdo superior a 2,0x10°
ufc/mL.

O biofiilme é uma matriz complexa, na qual uma variedade de

comunidades bacterianas pode coexistir em cooperacdo, estruturadas em
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matriz solida, com ramificacdo de canais, por onde circula a &gua
(COSTERTON & WILSON, 2004). O biofiime é formado com o passar do
tempo nas tubulacgdes, a partir de polimeros extracelulares excretados por uma
variedade de bactérias, compondo uma camada organica na qual bactérias,
algas, protozodrios e compostos organicos e inorganicos convivem ( ARMON
etal.,, 1997).

WATANABE (2007) utilizando a técnica de MEV (Microscopia Eletrdnica
de Varredura) visualizou a presenga da formagao de biofilme no interior das
tubulacdes de alimentacdo de agua de equipo odontolégico o que também foi
observado neste trabalho utilizando a mesma técnica.

A resisténcia intrinseca de P. aeruginosa aos antimicrobianos € bem
conhecida, mas o aparecimento de novos mecanismos de resisténcia a
antimicrobianos anti-Pseudomonas é considerado alarmante. OIE et al. (1999)
avaliaram os efeitos in vitro de varias combinacées de cinco tipos de
antibioticos usados no tratamento de infecgbes por P. aeruginosa: piperacilina,
meropenem, ceftazidima, astreonam e amicacina, na combinacao de trés tipos
de B-lactdmicos tiveram um resultado melhor do que quando utilizado dois ou
apenas um antibiético. Esses mesmos autores em 2003 no tratamento de
infeccbes causadas por P. aeruginosa mulli-resistentes, combinaram os
antibiéticos ciprofloxacina, meropenem, piperacilina, aztreonam, ticarcilina +
acido clavulénico e ceftazidima, o melhor resultado foi a combinacgéo
ciprofloxacina + aztreonam + amikacina. @£ SCHEFFER (2008) relatou em seu
estudo que as amostras de P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos
apresentaram 96,7% de sensibilidade para piperacilina/tazobactam. Kiffer e
colaboradores descreveram uma taxa de suscetibilidade a
piperacilina/tazobactam de 63,8% (KIFFER et al., 2005).em discordancia com
este trabalho em que foram encontrados 35,5% de sensibilidade a este
antimicrobiano.

ZELENITZK et al. (2003) concluiram em seu trabalho utilizando
antibiéticos aminoglicosideos, ciprofloxacina, piperacilina, e ceftazidima que a
combinacao entre aminoglicosideos + ciprofloxacina tiveram melhor resultado.
OLIVEIRA et al (2008) trabalhando com os antibiéticos ciprofloxacina,

meropenem, piperacilina, aztreonam, ticarciina + acido clavulénico e
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ceftazidima relataram que o melhor resultado entre os farmacos utilizados foi a
ciprofloxacina com 51,0% das amostras sensiveis, enquanto no presente
trabalho, o resultado foi bem mais elevado com 65,8% dos isolados sensiveis a
este farmaco e bem proximo do porcentual de 68,4% encontrado por
ZAMBRANO (2004).

Quanto a diversidade genémica dos isolados, os resultados encontrados
mostram que existe uma similaridade genética em 59 isolados e, portanto, foi
encontrado uma disseminacao clonal de P. aeruginosa nos diferentes pontos
analisados. Foram encontrados nove “clusters” com 100% de similaridade,
devendo-se destacar que a maioria desses isolados apresentaram
multirresisténcia aos antimicrobianos utilizados. Foram encontrados clones nos
isolados de torneira de lavagem das maos, nos de reservatorios, nos de
seringas triplice e nos de alta rotacdo. HEO et al (2008) realizaram estudo em
estirpes de P. aeruginosa, Staphylococcus aureus e Acinetobacter spp isolados
de biofilme dental e lavado broncoalveolar de pacientes de UTI e observaram
similaridade superior a 95,0% através da técnica ECP. VAN DAELE et al.
.(2006) encontraram 75,0% de similaridade genética em pacientes portadores
de fibrose cistica colonizado por P. aeruginosa e SCHELSTRAETE et al. (2008)
observaram 72,0% de similaridade genética entre isolados deste patégeno de
pacientes fibrocisticos e o ambiente em que vivem utilizando a técnica de
ERIC-PCR.
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VII- CONCLUSAO:

A fonte de contaminacdo da agua da seringa triplice e caneta de alta
rotacdo pode ser em funcdo da presenca de Pseudomonas aeruginosa no
biofilme formado na tubulacédo de agua.

A determinacdo da contagem de Pseudomonas spp na agua, pelo
método de filtracdo em Millipore® ,mostrou que 68% nao atenderam ao padrao
de potabilidade estabelecidos pela American Dental Association.

Dos antibidticos testados nos testes de suscetibilidade a ciprofloxacina
foi 0 que apresentou a melhor sensibilidade.

Foram encontrados 9 clusters de 100% de similaridade genética em

amostras multirresistentes.

A analise por Microscopia Eletronica de Varredura do biofilme formado
nas linhas d'agua mostrou uma diversidade microbiana embutida densas e

extensa de polissacarideos extracelulares.

Diante de tais fatos, sugere-se que aos 6rgaos competentes pelo
exercicio da odontologia, adotarem medidas de controle de contaminacéo da
agua do consultério odontolégico e que novos estudos devem ser realizados
para solucionar o problema biofilme-linha d’dgua para garantir melhores
condi¢Oes de seguranga aos dentistas, auxiliares e pacientes.



39

VIll- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS:

AMERICAN DENTAL ASSOCIATION. Council on Scientific Affairs and ADA
council on dental practice. Infection control recommendations in the dental
office. J. Am. Dent. Assoc., v.127, n.5, p.672-680, 1996.

ADA Council on Scientific Affairs. Dental unit waterlines: aprroaching the year
2000. J. Am. Dent. Assoc., Chicago, v. 130, n. 11, p. 653-664, Nov. 1999.

AMARAL LA. Controle da Qualidade microbiolégica da agua utilizada em
avicultura. In: MACARI M. (Ed.). Agua na avicultura industrial. Jaboticabal:
Funep 1996. p. 93-117.

APHA-AWWA-WEF, STANDARD METHODS FOR EXAMINATION OF WATER
AND WASTEWATER. American Public Heal™ Association, American Water
Works Association, Water Environ. Fed. 20th Edition, 9.29-9.30, 1998.

ARMON R; STAROSVETZKY, J.; ARBEL, T.; GREEN, M. Survival of
Legionella pneumophila and Salmonella Typhimurium in biofilms systems.
Water Science Technology, Kindlington, v. 35, n. 11-12, p. 293-300, 1997.

BANNING N, TOZE S, MEE BJ. Persistence of biofilm-associated Escherichia
coli and Pseudomonas aeruginosa in groundwater and treated effluent in a
laboratory model system. Microbiology, v. 149, p. 47-55, 2003.

BARBEAU, J.; TANGUAY, R.; FAUCHER, E.; AVEZARD, C.; TRUDEL, L.;
COTE, L.; PREVOST, A. P. Multiparametric analysis of waterline contamination
in dental units. Appl. Environ. Microbiol., Washington, V. 62, N. 11, p. 3954-
3959, Nov. 1996.

BARBEAU, J.; BUHLER, T. Biofilms augment the number of free-living
amoebae in dental unit waterlines. Res Microbiol, v. 152, p. 753-760, 2001.



40

BLAKE, G. C. The incidence and control of bacterial infection in dental spray
reservoirs. Braz. Dent. J., Ribeirdo Preto, v. 115, p. 413-446, 1963.

BLOT, S.; VANDEWOUDE, E.; HOSTE, E.; COLARDYN, F. Reppraisal of
attributable mortality in critically ill patients whith nosocomial bacteremia
involving Pseudomonas aeruginosa. J. Hosp. Inf.,v. 53, p. 18-24 Nov 2002.

BRETT M, ELLIS PEGLER R. Surveillance of antimicrobial resistence in New
Zealand. N Z Pub Health report, v. 8, p 17-24, 2001.

BRITO D V D; OLIVEIRA E J; DARINI AL C; ABDALLAHV O S; GONTIJOP P
F, Nosocomial Outbreaks Due To Pseudomonas Aeruginosa And
Acinetobacter Baumannii In A Neonatal Intensive Care Unit (Nicu) Of The
Uberlandia Federal University Hospital, Brazilian Journal of Microbiology, n.
34 (Suppl.1), p. 27-28, 2003.

CARDOSO, O. et al. Carbapenem-hidrolozing from clinical isolates of
Pseudomonas aeruginosa in Portugal. J. Antimicrob. Chemother, n. 44, p.
135-8, 1999.

CHIBEBE P. C. A; UENO, M.; PALLOS, D. Biosseguranca: Avaliacdo da
Contaminacdo Da Agua De Equipamentos Odontoldgicos. Rev.
biociénc.,Taubaté, v.8, n.1, p.53-59, jan.-jun.2002.

COBB, C. M.; MARTEL, C. R.; MCKNIGHT, S. A.; PASLEY-MOWRY C.;
FERGUSON, B. L.; WILLIAMS K. How does time-dependent dental unit
waterline flushing affect planctonic bacteria levels? J Dent Educ, v. 66, p. 549-
555, 2002.

COSTA, MM; SILVA, MS; SPRICIGO, DA; WITT, NM; MARCHIORO, SB;
KOLLING, L.; VARGAS, APC. Caracterizacdo epidemioldgica, molecular e
perfil de resisténcia aos antimicrobianos de Escherichia coli isoladas de
criatorios suinos do sul do Brasil. Pesq Vet Bras n.26, p.5-8, 2006.

COSTERTON, W. J.; WILSON, M. Introducing biofilms. Biofilms, Cambridge,
v. 1, p. 1-4, 2004.



41

DAVEY, M. E.; TOOLE, G A. O. Microbial Biofilms: from Ecology to Molecular
Genetics. Vol. 64, n. 4, p. 847-867, 2000.

DE VOS D, LIMA JR A, PIRNAY JP, DUINSLAEGER L, REVETS H,
VANDERKELEN A, HAMERS R, CORNELIS P. Analysis of epidemic
Pseudomonas aeruginosa isolates by isoeletric focusing of pyoverdine and
RAPD-PCR: modern tools for an integrated anti-nosocomial infection strategy in
burn wound centers. Burns, n. 23, p. 379-386, 1997.

DONABEDIAN, H. Quorum sensing and its relevance to infectious diseases.
Journal of Infection, v.46, p.207-14, 2003.

GALES, A. C.; MENEZES, L. C.; SILBERT, S.; SADER, H. S. Dissemination in
distinct Brazilian regions of an epidemic carbapanem-resistant Pseudomonas
aeruginosa producing SPM metallo-B-lactamase. J Antimibrobio Chemother,
v. 52, p. 699-702, 2003.

GILLIGAN, P. H. Microbiology of airway disease in patients with cystic fibrosis.
Clin Microbiol Rev; v. 4, n. 1,p.35-51, 1991.

GUERRA NMM; OTENIO MH ; SILVA MEZ ; GUILHERMETTI M ; NAKAMURA
TU; MAKAMURA CV ; DIAS FILHO, BP . Ocorréncia de Pseudomonas
aeruginosa em agua potavel. Acta Scientiarum. Biological Sciences, v. 28, p.
13-18, 2006.

GOERING, R.V. Molecular epidemiology of nosocomial infection: analyses of
chromosomal restriction fragments patterns by pulsed-field gel eletrophoresis.
Infect Control Hosp Epidemiol, v. 14, p. 595-600, 1993.

GOSNEY, M. A.; PRESTON, A. J; CORKHILL, J.; MILLS, B.; MARTIN, M. V.

Pseudomonas aeruginosa septicaemia from an oral source. Br Dent J. v. 187,

n.12 p.639-40, Dec.1999.



42

HEAD, N.E, YU, H. Cross-Sectional Analysis of Clinical and Environmental
Isolates of Pseudomonas aeruginosa: Biofilm Formation, Virulence, and
Genome Diversity. Infection and Immunity. vol. 72, n. 1, p 133-144, Jan 2004.

HEO, SM Genetic Relationships between Respiratory Patogens Isolated fron
dental plaque and bronchoalveolar lavage fluid from patients in the Intensive
Care Unit undergoing mechanical ventilation. Clinical Inrctious Disease, n 47,
p 1562-1570, 2008.

FIEHN, N. E.; LARSEN, T. The effect of dryng de. Int. Dent. J., Dental unit
waterline biofilms on the bacterial load of dental unit water. London, v. 52, n. 4,

p. 251-254, Aug. 2002.

JAFFAR-BANDJEE, M. C.; LAZDUNSKI, A.; BALLY, M.; CARRERE, J;
CHAZLETTE, J. P.; GALABERT, C. Production of elastase, exotoxin A, and
alkaline protease in sputa during pulmonaty exacerbation of cystic fibrosis in
patients chronically infect by Pseudomonas aeruginosa. J Clin Microbiol, v. 33,
p. 924-929, 1995.

JUHAS M, EBERL L & TUMMLER B Quorum sensing: the power of cooperation
in the world of Pseudomonas. Environ Microbiol v.7, p. 459-471, 2005.

KETTERING, J. D.; STEPHENS, J. A.; MUNOZ-VIVERQOS, C, A,; NAYLOR, W.
P. Pseudomonas aeruginosa causing a right corotid artery mycotic aneurysm
after a dental extraction prodecure. Mayo Clinic Proc.,.v.77, n.10, p.1125-30,
Oct 2002.

KESKIMAKI, M.; MATTILA, L.; PELTOLA, H.; SIITONEN, A. EPEC, EAC and
STEC in stool specimens: Prevalence and molecula epidemiology of isolates.
Diag Microbiol Infect Dis. n.40, p. 151-156, 2001.

KIEVIT TR, Quorum sensing in Pseudomonas aeruginosa biofilms.
Environmental microbiology v.11, n. 2, p279-88, 2009.



43

KIFFER C, HSIUNG A, OPLUSTIL C et al - Antimicrobial susceptibility of Gram-
negative bacteria in Brazilian hospitals: the MYSTYC Program Brazil 2003.
Braz J Infect Dis; v. 9, p. 216-224, 2005.

KOHNO S, KAWATA T, KAKU M, FUITA T, TSUTSUI K, OHTANI J, TENJO K,
MOTOKAWA M, TOHMA Y, SHIGEKAWA M, KAMATA H, TANNE K.
Bactericidal effects of acidic electrolyzed water on the dental unit waterline. Jpn
J Infect Dis. n. 57, vol. 2, p. 52-4, Apr 2004.

KONEMAN, E.W.; ALLEN, S. D.; JANDA, W. M.; SCHRECKENBERGER, P. C;
WINN JR, W. C. - Diagndstico Microbioldogico: texto e atlas colorido. 5. ed.
Guanabara Koogan : Rio de Janeiro, 2007.

LYCZAH, B. J.; CANNON, C. L.; PIER, G. B. Establishment of Pseudomonas
aeruginosa infection: lessons from a versatile opportunist. Mic. and Inf.,
Boston, v. 2, n. 9, p. 1051-1060 Oct 2000.

LI, X; NIKAIDO, H.; POOLE, K. Role of MexA-MexB-OprM in antibotic efflux in
Pseudomonas aeruginosa. Antimicrob Agents Chemother, v. 39, p. 1948-1953,
1995.

LIPMAN, LJA; NIJS, A; LAM, TJG M.; GASTRA, W. Identification of Escherichia
coli strains from cows with clinical mastitis by serotyping and DNA
polymorphism patterns with REP and ERIC primers. Vet Microbiol. n. 43, p.13-
19, 1995.

LUCCHESI, E. G., Desenvolvimento de sistema de obtencao de biofilmes in
vitro e a avaliacdo de sua susceptibilidade a biocidas. Dissertacao (Mestrado
em Biotecnologia), UNICAMP, Campinas, 2006.

MAGALHAES, V; LINS A. K.; MAGALHAES M. Metallo-B-Lactamase Producing
Pseudomonas Aeruginosa Strains Isolated In Hospitals In Recife, Pe, Brazil.
Brazilian Journal of Microbiology n. 36, p. 123-125, 2005.



44

MAI, G.T., MCCORMACK, J. G., SEOW, W. K., PIER, G. B., JACKSON, L. A,
THONG, Y. H. Inhibition of adherence of mucoid Pseudomonas aeruginosa by
alginase, specific monoclonal antibodies, and antibiotics. Infect Immun; n. 61,
v.10, p 4338-43, 1993.

MARAIS, J. T.; BROZEL, V. S. Electro-chemically activated water in dental unit

water lines. Br. Dent. J., London, v.187, n. 3, p. 154-158, Aug. 1999.

MAURER, J. J.; LEE, M. D.; LOBSINGER, C.; BROWN, T.; MAIER, M,
THAYER, S. G. Molecular typing of avian Escherichia coli strains isolated by
random amplification of polymorphic DNA. Avian Dis. n.42, p.431-451, 1998.

MILLS, SE. The dental unit waterline controversy: defusing the myths, defining
the solutions, J Am Dent Assoc. 2000, 131 (9):1427-1441.

MILLS, SE. Waterborne pathogens and waterline. Dent Clin North Am, 2003,
47(3), 545-557.

MEDEIROS L.V., VASCONCELOS U., CALAZANS G.M.T. Ocorréncia de
linhagens de Pseudomonas aeruginosa cloro resistentes em &aguas de
diferentes origens. Acta Sci. Biol. Sci. v. 29, n. 3, p. 309-313, 2007.

NATIONAL COMITEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS.
Performance standards for antimicrobial suscetibility tests. Twelth
informational supplement. NCCLS. USA. Publication M100-S12; 2003.

NOCE, L.; DI GIOVANNI, D.; PUTININS, E. E. An evaluation of sampling and
laboratory procedures for determination of heterotrophic plate counts in dental
unit water lines. J. Can. Dent. Assoc., Otawa, v. 66, n. 5, p. 262-268, May,
2000.

O'DONNELL. M. J.; TUTTLEBEE, C. M.; FALKINER, F. R. Coleman DC.
Bacterial contamination of dental chair units in a modern dental hospital caused
by leakage from suction system hoses containing extensive biofilm. J. Hosp.
infec. v. 59, p.348-360, Jan. 2005.



45

OIE, S.; SAWA, A.; KAMIYA, A.;; MIZUNO, H. In-vitro effects of a
antipseudomonal antibiotics against mult-drug resistant Pseudomonas
aeruginosa . J. Antim. Chemot. v. 44, p. 689-691, Apr. 1999.

OIE, S.; UEMATSU, T.; SAWA, A.; HIDEKAZU, M.; TOMITA, M. In-vitro effects
of combinations of antipseudomonal agents against seven strains of multidrug-
resistant Pseudomonas aeruginosa. J. Antim. Chemot. v. 52, n.6, p. 911-914,
Oct. 2003.

OLIVE, D. M.; BEAN, P. Principles and applications of methods for DNA-based
typing of microbial organisms. J Clin Microbiol, v. 37, p. 1661-1669, 1999.

OLIVEIRA AC; MALUTA RP; STELLA AE ; RIGOBELO EC ; MARIN JM, AVILA
FA . Isolation of Pseudomonas aeruginosa strains from dental office
environments and units in Barretos, state of Sdo Paulo, Brazil, and analysis of
their susceptibility to antimicrobial drugs. Brazilian Journal of Microbiology, v.
39, p. 579-584, 2008.

PANKHURST C.L., COULTER W.A. Do contaminated dental unit waterlines
pose a risk of infection? Journal of Dentistry, v. 35, n. 9, pp. 712-720, 2007.

POH, C. L.; YEO, C. C.; TAY, L. Genome fingerprint by pulsed field gel
eletrophoresis and ribotyping to differentiate Pseudomonas aeruginosa
serotype O11 strains. Eur J Clin Microbiol Infect Dis, v. 11, p. 817-822, 1992.

POLLACK, M. The role of exotoxin A in Pseudomonas disease on immunity.
Rev Infect Dis, v. 5, p. 979-984, 1983.

POLLACK, M. Pseudomonas aeruginosa. In: Mandell, D.; Benneths, J.; Dolin,

R. (eds.). Principles and practice of infections diseases, 1995.

PREVOST, AP, ROBERT, M, CHARLAND, R, BARBEAU, J. Doctor, Would you
drink water from your dental unit? N.Y. State Dent J. v. 61, n 12, p 22-28, 1995.



46

PUTNINS, E. E.; DI GIOVANI, D.; BHULLAR, A. S. Dental unit waterline
contamination and its possible implications during periodontal sugery. J.

Periodontal., Chicago, v. 72, n. 3 p. 393-400, Mar. 2001.

SANTOS, J. M. Microscopia Eletronica de Varredura aplicada as Ciéncias
Biol6gicas. FUNEP/CAVJ(UNESP), 27 p (Apostila), Jaboticabal, 1992.

SASAKI, M.; HIYAMA, E.; TAKESUE, Y.; KODAIRA, M.; SUEDA, T. Clinical
surveillance of surgical imipenem-resisteant Pseudomonas aeruginosa infection

in a Japanese hospital. J. Hosp. Infect. v. 56, p. 111-118, Oct. 2004.

SADER, H. S.; CASTANHEIRA, M.; MENDES, R. E.; TOLEMAN, M.; WALSH,
T. R.; JONES, R. N. Dissemination and diversity of metallo--lactamase in Latin
America: report from the SENTRY Antimicrobial Surveillance Program. Int J
Antimic Agents, v. 25, p. 57-61, 2005.

SCHEFFER, M. C. Genotipagem e pesquisa de metalo-beta-lactamases em
isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa resistentes aos

carbapenémicos. Dissertacdo de Mestrado, UFPR, 2008.

SCHELSTRAETE P., VAN DAELE S., DE BOECK K., PROESMANS M.,
LEBECQUE P., LECLERCQ-FOUCART J., MALFROOT A., VANEECHOUTTE
M. AND DE BAETS F. Pseudomonas aeruginosa in the home environment of
newly infected cystic fibrosis patients. Eur Respir J; n. 31, p. 822-829, Apr
2008.

SHEID, R. C.; ROSEN, S.; BECK, F. M. Reduction of CFUs in high-speed
handpiece water lines over time. Clin. Prev. Dent., Philadelphia, v. 12, n. 2, p.

9-12. June/July, 1990.



47

SHEPERD, P. A.; SHOJAEI, M. A.; ELEAZER, P. D. VAN STEWART, A.
Clearance of biofilms from dental unit waterlines through the use of
hydroperoxide ion-phase transfer catalysts. Quintessence Int., Berlin, v. 32, n.

10, p. 755-761, Nov./Dec. 2001.

SMITH, A. J.; HOOD, J.; BAGG, J.; BURKE, F. T. Water, water everywhere but

not a drop to drink? Br. Dent. J., London, v. 193, n. 10, p. 593-596, Nov. 2002.

SOUZA-GUGELMIN MC; LIMA CDT.; LIMA SM; MIAN, H; ITO, IY Microbial
contamination in dental unit waterlines. Braz Dent J. Ribeirdo Preto, v. 14, n.1,
p. 55-57 , Mar.2003.S

SPRATT D.A., LATIF, J., MONTEBUGNOLI, L.L., WILSON, M. In vitro
modeling of dental water line contamination and decontamination. FEMS
Microbiology Letters. n. 235, p. 363—-367, 2004.

STANDARD METHODS FOR EXAMINATION OF WATER AND
WASTEWATER. AMERICAN PUBLIC HEALT ASSOCIATION, American Water
Works Association, Water Environment Federation. 20™ Edition 1998 p. 9.29-
9.30.

SZYMANSKA J,; SITKOWSKA J,; DUTKIEWICZ J. Microbial Contamination of
Dental Unit Waterlines. Ann Agric Environ Med, v. 15, 173-179, 2008.

TALL, B.D.; WILLIAMS, H.N.; GEORGE K. S.; GRAY, R. T.; WALCH M.
Bacterial succession within a biofilm in water supply lines of dental air-water
syringes. Can J Microbiol. V. 41 n.7 , p.647-654, Jul 1995.

TOLEMAN, M. A.; SIMM, A. M.; MURPHY, T. A.; GALES, A. C.; BIEDENBACH,
D. J.; JONES, R. N.; WALSH, T. R. Molecular characterization of SPM-1, a
novel metallo-beta-lactamase isolated in Latin America: report from the
SENTRY antimicrobial surveillance program. J Antimicrob Chemother, v. 50,
p. 673-679, 2002.



48

TUTTLEBEE, C. M., O'DONELL, M. J.; KEANE, C. T.; RUSSELL, J. R;
SULLIVAN, D. J. Effective control of dental chair unit waterline biofilm and
marked reduction of bacterial contamination of output water using two peroxide-
based desinfectants. J. Hosp. Infect. v. 52, p. 192-205, 2002.

VAN DAELE S, VANEECHOUTTE M, DE BOECK K, et al. Survey of
Pseudomonas aeruginosa genotypes in colonised cystic fibrosis patients. Eur
Respir J; v. 28, p. 740-747, 2006.

VERSALOVIC J; KOEUTH T; LUPSKI JR. Distribution of repetitive DNA
sequences in eubacteria and application to fingerprinting of bacterial genomes.
Nucleic Acids Res.; v.19, p. 6823-6831, 1991.

VIDAL, F.; MENSA, J. Epidemiology and outcome of Pseudomonas aeruginosa
bacteremia, with special emphasis on the influence of antibiotic treatment:
analysis of 189 epsodes. Arc. Int. Med. v.156 n. 18, p. 2121-2126, Oct.1996.

ZAMBRANO A.; HERRERA N. Susceptibilities antimicrobianas de cepas de
Pseudomonas aeruginosa aisladas en el laboratério del Hospital Regional Dr.
Guzman de Antofagasta, Chile. Revista Chilena de Infectologia, v. 21, n. 2, p.
117-124, 2004.

ZELENITSKY, S. A. ; HARDING, G. K. M; SUN, S.; UBHI, K.; ARIANO, R. E.
Treatment and outcome of Pseudomonas aeruginosa becteremia: an antibiotic

pharmacodynamic analysis. J. Antiml Chemot. v.52, p. 608-674, 2003.

WALKER, J. T.; BRADSHAW, D. J.; BENNETT, A. M.; FULFORD, M. R
MARTIN, M. V. Microbial biofilm formation and contamination of dental-unit
water systems in general dental pratice. Appl. Environ. Microbiol.,
Washington, v. 66, n. 8, p. 3363-3367, Aug. 2000.

WALKER,J. T.; BRADSHAW, D. J.; FINNEY, M.; FULFORD, M. R;
FRANDSEN, E.; OSTERGARD, E. Microbiological evaluation of dental unit
water systems in general dental practice in Europe. Eur J Oral Sci v.112 n. 5
p. 412-8, Oct. 2004



49

WATANABE, E. Avaliacdo do nivel de contaminacdo da &gua de equipo
odontolégico, Dissertacdo de Mestrado, FCFRP, USP Ribeirdo Preto, 2003.

WATANABE, E. Agua do equipo odontolégico: técnicas convencionais e
modernas para avaliar a contaminagcdo microbiana, Tese de Doutorado,
FCFRP, USP Ribeirdao Preto, 2007.

WILLIAMS, H. N.; QUINBY, H.; ROMBERG, E. Evaluation and use of a low
nutrient medium and reduced incubation temperature to study bacterial
contamination in the water supply of dental units. Can. J. Microbiol. V. 40, p.
127-131, 1994

WILLIAMS, H. N.; JOHNSON, A.; KELLEY, J. I.; BAER, M. L.; KING, T. S;
MITCHELL, B.; HASLER, J. F. Bacterial contamination of the water supply in
newly installed dental units. Quintessence Int., Berlin, v. 26, n. 5, p. 331-337,
May, 1995

WHITEHOUSE, R. L. S.; PETRES, E.; LIZONETTE, J.; LILCE, C. Influence of
biofilms on microbial contamination in dental unit water. J. Dent., Bristol, v. 19,
n. 5, p. 290-295, Oct. 1991.

WILSON, L. A.; SHARP, P. M. Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus
(ERIC) sequences in Escherichia coli: evolution and implications for ERIC-PCR.
Mol Biol Evol. n. 23, v.6, p.1156-1168, 2006.

YABUNE T; IMAZATO S; EBISU S. Inhibitory effect of PVDF tubes on biofilm
formation in dental unit waterlines. Dent Mater.; v. 2, n. 8, p. 780-786. 2005.



50

ANEXO:

Anexo 1.

Agar Nutriente

Extrato de carne (DiIfCO) ....ueeuieiiiiiiieiiee e 10,09
Peptona (DifCO) ....eeeii i 10,09
(07101 (=1 (I e [T o o (o TSRS 5,09
Agar-agar (FISher) ... 15,09
Agua

AESHIAAA. ... o 1000mL

Final pH 7,5 +0,2

Os componentes do meio de cultura foram diluidos em agua destilada e o0 meio
foi esterilizado a 1210C por 30 minutos e resfriado a aproximadamente 50 oC. A
seguir a solucéo (Aliquotas de 20,0 mL) foi distribuida em placas de Petri de
20x100 mm esterilizadas.

BHI — Brain heart broth (Difco)

Infus@o de CErebro DOVINO.........oooo i 2009
INfUSEO0 de COragaO0 DOVINO .......uuuiiiiiiiiiiiiee e 2509
Protease PeptoNa .......coueeiiiiie e 109
BaCIO-AEXITOSE ...t 29
ClOreto de SOIO ....ceeiiiiiiiiiiii e 59
Fosfato disSOdICO .........ccveuiiiiiiiiiiiic 2,59
Agua

AESHIATA. ... 1000mL

Cetrimida Agar Base

PePIONG. .. ————————————— 20 ¢
Cloreto de MagNESIO........ueeiiiiiiiiiieiee e e e 1,49
Sulfato de POtASSIO. ....ccii i 10 g
Cetrimida (Bromuro de cetiltrimetilamonio)..........ccccoiiiiiiiieii s 0,3¢g
BaCIO AQar ... e 13,6 g

pH final 7,2 £ 0,22 25°C

TSI

[ q =Y (o0 [T 0= o L= P 3,09

EXIrato de 1eVEAUIa .......coviiiiieieeeee e 3,09

P PIONG. .. 20,09
Cloreto de SOAI0........ccooeeiiiiiiee 5,09

E= (o (0 11 = 10,09
STz Te3= 1 (0 1T 10,09

GlICOSE oo 1,09

(11 (=1 (=3 L3N =T 4 (0 1R 0,39



BITOFSTI 011 =1 (o e [T Y0 Lo [ o N 0,39
Vermelno de fENOL....... oo 0,0249
AV = PRSPPI 12,09
AQUA AESHIAAA. ...ttt 1000mL

Teste Bioquimico:

Meio motilidade teste

= (o (o I ] o] (o 1] 10g
ClOreto de SOUIO. ...cciii ittt 59
BaCIO AQAr ... i 59

[ B 11 = | 7,2
Agua

AESHIATA. ... 1000mL
Acetamida

0= 2= 1 1] o F= TR 10,09
Fosfato MONOPOIASSIO. ... .uuureeeeeeiiie e 0,73¢g
Vermelho de FENOL....... .o 0,012¢g
(01101 (=] (o T =TS o Lo Lo Y 5,09
FOSfato DIPOtaSSIO. ....cuiiiiiiiiieiei e 1,399

Final pH 7,0+0,2
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