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RESUMO

A terapia renal substitutiva ou hemodialise € uatatmento primordial para
pacientes com insuficiéncia renal cronica. A aguasgencial para a terapia de
hemodialise, tanto na producao do fluido como nailizacdo dos dialisadores. A
contaminagdo bacteriana dos fluidos de hemodi&isen grave problema nesta
terapia, uma vez que excessivos niveis de bactéesta solucdo sdo responsaveis
por reacdes pirogénicas. Estudos mostram que aiedjaeteriana

Pseudomonas aeruginosa € a mais isolada como contaminante de fluidos de
hemodialise. Neste estudo avaliamos amostraB. deruginosa oriundas de trés
pontos de coleta em seis Unidades de Terapia Remastitutiva (UTRS) do Estado
do Rio de Janeiro. As UTRS escolhidas apresentaaores insatisfatorios de
contagem de bactérias heterotroficas, sendo is@abactériaP. aeruginosa em
diversos anos consecutivamente. Estas amostras foraliadas quanto a producao
de biofilme, resisténcia aos antimicrobianos e a&erdidade genética. Na
amostragem avaliada nenhuma amostraPdaeruginosa mostrou resisténcia aos
antimicrobianos empregados na pratica clinica, tasio os aminoglicosideos,
fluorquinolonas, carbapenemas pelactamicos utilizados para o tratamento de
infeccbes por esta bactéria. Foi verificado tamléetodas as amostras analisadas
eram fortemente produtoras de biofilme. Utilizandoanalise dos perfis de
fragmentacdo do DNA cromossoémico por PFGE foi olzs#y que na maioria das
vezes 0 mesmo clone d& aeruginosa foi encontrado nos trés pontos de coleta
analisados numa mesma data. Esta metodologia tampbssibilitou a determinacao
do tempo de persisténcia de uma amostra bactem@arsastema de tratamento de
agua de hemodidlise. Deste modo, detectamos ctlaesaeruginosa ao longo de
até trés anos nas clinicas analisadas. Um fatceg#ente foi a deteccédo do clone |
em trés clinicas analisadas. Entretanto podemosrisugue a determinacdo da
diversidade genética das amostras bacterianasdasuie agua de hemodialise seja
um instrumento adicional para avaliar o sistemaut#icacdo de agua das clinicas
de hemodialise uma vez que a metodologia emprguadiaindicar a presisténcia de
clones, produtores de biofilmes que ndo estdo sefetovamente eliminados por
procedimentos de desinfecgcédo. Esta metodologia packeibuir para a melhoria da
gualidade dos fluidos de hemodialise e consequemna garantia da sobrevida de
pacientes com doencas renais cronicas.
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ABSTRACT

The substitutive renal therapy or hemodialysis igrimary treatment for patients
suffering from chronic renal failure. The wateressential for hemodialysis and the
bacterial contamination of hemodialysis fluids isaaious problem in this therapy,
since excessive levels of bacteria are responsdslgpyrogenic reactions. Some
studies had showed that Pseudomonas aeruginosthevasost prevalent bacterial
species in all types of water sample for hemodislys this study we evaluatd®l
aeruginosa strains from three water samples for hemodialygges in six renal
replacement therapy units (RRTS) of Rio de Jandite selected clinics showed
unsatisfactory values of counts of heterotrophictdér@a, and P. aeruginosa strains
were isolated in several years consecutively. Tisaseples were analyzed for the
production of biofilm, antimicrobial resistance agdnetic diversity. None db.
aeruginosa strains showed resistance to antimicrobial agergsd in clinical
practice, such as aminoglycosides, fluoroquinolpreasbapenems anf-lactam
used for the treatment of infections by this baatar It was found that all samples
were strongly biofilm-producing. The characteriaatiof P. aeruginosa strains by
pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) showed ithahost cases the same clone
was found in three water samples for hemodialygmes analyzed in the same
collection date. This approach also allowed themeination of time of persistence
of bacteria in a water sample for hemodialysis. ST aeruginosa clones were
detected over three years in one clinical studyird@resting fact was the detection
of clone | analyzed in three clinics. However, weggest that determining the
genetic diversity of bacterial samples from hemlygia water is an additional tool
to evaluate the system for purification of water femodialysis clinics since the
methodology used may indicate the persistence ofies, which suggests the
presence of biofilms that are not being effectivelyminated by the disinfection
procedures. This methodology can contribute to awimg the quality of
hemodialysis fluids and therefore ensuring the igafvof patients with chronic

kidney disease.
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1. INTRODUCAO
1.1 TERAPIA RENAL SUBSTITUTIVA

A terapia renal substitutiva ou hemodidlise é uatatnento primordial para
pacientes com Insuficiéncia Renal Crbnica. A siilatorna-se crucial, em razao
das dificuldades na obtencdo de um transplantel, r@ogés um paciente pode
atualmente ter que esperar por anos para obt&loamte este tempo, a qualidade
do tratamento de hemodialise a ele prestado sdof faeponderante para a
sobrevida e a qualidade de vida (FAVERO et al.,21390ENICH, RONCO &
LEVIN, 2006).

A importancia da hemodialise pode ser evidenciamtadados que registram
gue, no ano de 2008, cerca de 87 mil brasileir@sriccubmetidos a este tratamento.
Entre estes, poucos conseguem recuperar o funcasriandos rins e apenas um
pequeno numero de pacientes consegue ser subn@tidm transplante renal
(OLIVEIRA, ROMAO JR & ZATZ, 2005; SOCIEDADE BRASILIRA DE
NEFROLOGIA, 2008).

Este tratamento promove a restauracdo dos eler@itbalanco acido base,
além da remocdo de substancias toxicas e do exdestiguido acumulado nos
sangue/tecidos do corpo em consequéncia da falémtah Este processo ocorre no
dialisador (maquina de hemodialise) também conbecamo “rim artificial” que
possui um sistema contendo uma membrana semipegimaéwual existe um fluxo
contra-paralelo do sangue do paciente e fluidoiéesel (dialisato), onde ocorre a
migracdo de substancias entre os dois sistemas. &ptocesso de difusdo o sangue
depurado retorna para o paciente (Figura 1) (HOENRONCO & LEVIN, 2006).

A agua é essencial para a terapia de hemodi&disty ha producéo do fluido
de dialise como na reutilizacdo dos dialisadoreffui@o de dialise ou dialisato, que
banha o dializador (membrana semi-permeéavel), nammé solucdo estéril, é
composta por uma mistura de adgua e concentradelgiodilitico numa proporcéo de
34:1 (VORBECK-MEISTERet al., 1999). Durante uma sessao de tratamento por



hemodialise aproximadamente 120 litros de aguafipadia, misturados em
proporcdes adequadas ao chamado concentrado polidi para hemodialise,
sdo utilizados na depuracdo do sangue, sendo assiqualidade da agua é
fundamental para evitar riscos adicionais a saudepaciente (BOMMER &

JABER, 2006).
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Nefrologia - UFPE



1.2 TRATAMENTO DA AGUA PARA HEMODIALISE

O tratamento da agua para hemodialise é mais godo que o0 da agua
potavel, sendo necessario um sistema de purificag@onal onde a agua utilizada
deve ser potavel. Alguns elementos de toxicidadéecida tais como: aluminio,
fldor, mercurio, cobre entre outros e substanc@sacoc endotoxinas bacterianas e
cianotoxinas devem ter concentracdo controlada gaa apara hemodialise
(BRASIL, 2006b).

Enquanto o concentrado polieletrolitico é produzabonercialmente numa
composicao consistente e com qualidade estritancenteolada, a agua usada pode
variar amplamente na sua composicdo quimica e higlbgica e isto ira
influenciar diretamente a qualidade do fluido pdramodialise (VORBECK-
MEISTER et al., 1999).

Existem sistemas de purificacdo de agua para h@irsmlicompostos de
diferentes combinacdes de tratamento para asseggualidade da agua resultante.
O pré-tratamento é realizado para retirar subsaéreeparticulas da agua que podem
danificar os equipamentos de purificagdo, diminaidsua eficiéncia. Filtros de
areia, abrandadores, filtros de carvao ativadousiimados para o pré-tratamento.
Os sistemas de purificacdo utilizam a agua prédeate diferentes processos de
filtracdo podem ser utilizados tais como: filtragdor osmose reversa, por troca
ibnica e outros, que permitem a remoc¢do de paaScidais e ions, outros ainda
retém bactérias da fase liquida, antes da &aguaemsgegue as unidades de
hemodialise (VORBECK-MEISTER et al., 1999). Segumdcenso realizado em
2008 pela Sociedade Brasileira de Nefrologia, nasBro93,7% das clinicas de
hemodialise utilizam em seus sistemas de tratanmntigua, filtracdo por osmose
reversa, 5,6% utilizam a filtracdo por osmose r&ver deionizagao e 0,7 % utilizam
apenas o0 processo de deionizagdao (SOCIEDADE BRASAE DE
NEFROLOGIA, 2008).



A &gua purificada € armazenada em reservatoriistrébuida por tubulagcdes
para as maquinas. O projeto das tubulacdes detsr @ohas mortas e volumes de
agua que ndo circulem. E recomendado que a agoaleciconstantemente para
evitar proliferacdo bacteriana. O sistema devepsgetado de forma a facilitar a
limpeza, desinfeccdo e enxagle do desinfetante QPERARO &
BISCHOFBERGER, 1998).

Apesar das multiplas barreiras presentes no sistienticatamento que podem
remover bactérias da agua, existe o risco de camégéo bacteriana caso o sistema
ou 0 método de desinfeccéo estejam ineficientesRNIQ2000; CAPPELLI et al.,
2006). A prevencao da contaminacdo da agua requerecimento da origem do
problema dentro da linha de tratamento e a utéiaagde procedimentos de
desinfeccdo adequados. A contaminacdo bacteriangistemas de tratamento e
distribuicdo de agua pode levar a formacgéo deltriefi que podem persistir em
diferentes pontos do sistema de tratamento e delsenvmaior resisténcia ao
procedimento de desinfeccdo (SMEETS et al., 2003).

Véarios métodos de desinfeccdo sdo recomendados enigsdes de
hemodiédlise devem manter um programa de desinfecABOROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2008; AAMI, 2004). Varios desinfetas fisicos (raios
ultravioleta e dgua aquecida > 80° C) e germiciglaisnicos (hipocloritos, acido
peracético, formaldeido, 0zénio) sdo disponiveimargialmente, e a utilizacdo de
um destes ou a combinacdo podem controlar a foondedbiofilme no sistema
(RUTALA & WEBER, 1997; CAPPELLI et al., 2007).

1.3 QUALIDADE MICROBIOLOGICA DA AGUA UTILIZADA NO
TRATAMENTO POR HEMODIALISE

O aspecto microbiolégico do tratamento da agusef@do em conta, quando
foi demonstrado que o0s excessivos niveis de basténo dialisato eram

responsaveis pelas reacdes pirogénicas e bacteféstimlos demonstraram que, a



endotoxina derivada de bactérias Gram negativa® pgohetrar na membrana
semipermeavel do dialisador, sendo responsavel reacdes pirogénicas em
pacientes em hemodiélise (LONNEMANN, 2000).

A bacteremia é uma das principais causas de nuatiéi e mortalidade em
pacientes de hemodialise e tem sido atribuidaeaatfifes causas (AAMI, 2004). A
infeccdo pelo acesso vascular € a causa mais caleudo a cuidados inadequados
com o cateter (TENA et al.,, 2005; LO CASCIO et a006), entretanto alguns
estudos observaram uma relacdo direta entre aéoctarde casos de bacteremia
causados por bactérias Gram negativas e o0 isolant#ses microrganismos a
partir da agua purificada, possivelmente devido edeitbs na integridade da
membrana ou a utilizacdo de agua contaminada moaegsamento das maquinas
de dialise (WANG et al., 1999; MAGALHAES et al.,@%) YAN et al., 2008).

A 4agua purificada contém predominantemente basténieterotroficas do
ambiente aquatico como as espécies da cReselomonadales, que podem crescer
nos circuitos de agua e nas maquinas de hemodiaissubseqientemente
contaminar o dialisato (BOMMER & JABER, 2006). At estudos sobre
identificacdo dos contaminantes bacterianos da agiliaada para hemodialise
indicam que o género bacteriano predominanfesatidomonas (MORIN, 2000).
Consequentemente tem sido sugerido que as amaragua para hemodialise
deveriam ser testadas para a presenca de badtglieesdoras definidas, tais como
“Pseudomonas’, em volumes de pelo menos 100 mL. Na Italia emfdaha a
legislacdo estabelece o limite de 1 UFC/mIR$eudomonas aeruginosa ha agua
para hemodidlise (VORBECH-MEISTERt al., 1999; NYSTRAND, 2008).
Atualmente vérias discussdes tem abordado o usdialisatos ultrapuros, que
possuem limites de contagem menor que 0,1 UFC/mived de endotoxina menor
gue 0,03 EU/mL para prevenir a inflamacdo croniogoacientes em tratamento por
hemodiélise e possiveis infec¢cdes devido as contayies do dialisato (AAMI,
2004; ARIZONO et al., 2004; WARD, 2004; BOMMER & BER, 2006). Em



alguns paises da Europa e no Japdo o fluido désealiéltrapuro esta sendo
amplamente utilizado (MASAKANE et al., 2008; NYSTRE, 2008).

1.4 LIMITES

Embora o papel da qualidade da agua usada parmedidise tenha sido
enfatizado por varios autores ndo existe uma padrgdio universal que inclua
todos os parametros quimicos e microbioldgicos (NWAND, 2001; TRAGER,
2002). Existem diversas recomendacdes oficiais parparametros de qualidade
microbiologico da agua de hemodialise publicadasopgdos governamentais e por
organizacdes internacionais, sendo a mais amplemsilizada a AAMI RD52
(AAMI, 2004). Uma vez que a falta de pureza doisi#b esta relacionada com
complicacbes agudas e crbnicas em pacientes eam#ato por hemodialise os
limites de contagem microbiana e de endotoxinadielm reduzidos (WARD, 2004).
Em 1981, a “Association Advancement of Medical Hmstentation” (AAMI)
recomendava o limite de 2000 UFC/mL para o diaisa00 UFC/mL para a 4gua
purificada e ndo havia limite para endotoxinasalatente ha o limite de 200
UFC/mL e 2 EU/mL para o dialisato (AAMI, 2004). qAins estudos mostraram a
importancia de manter a contagem bacteriana deUR0O/ml no dialisato para
prevenir complicagfes clinicas oriundas da contagdia bacteriana do fluido de
dialise (LONNEMANN, 2000; BRUNET & BERLAND, 2000Em varios paises da
Europa e no Japéao o limite de contagem microbianeefluzido para 100 UFC/mL
(NYSTRAND, 2008). Atualmente, as Farmacopéias Egi@pe a Americana
também recomendam o valor de 100 UFC/mL para agtiicada (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2008; THE UNITED STATES PHARMACOPQX]I 2007).
Nystrand (2008) alerta que as diferentes recom@edaclos parametros para a
gualidade da agua de hemodialise se referem aediéesr técnicas de cultivo

bacteriano o0 que pode gerar interpretacdes equlasadestes limites.



1.5 Pseudomonas aeruginosa

A espécie P. aeruginosa € um bacilo Gram negativo aerdbico, néo
fermentador, pertencente a familia bacteriaRseudomonadaceae. Estes
microrganismos sdo aerébios, ndo formadores de r@spoutricionalmente
versateis, moveis devido a presenca de um ou rntegeldés polares, possuem
metabolismo oxidativo apresentam temperatura otimarescimento entre 3a
42°C, sao produtores de pigmentos difusiveis em mdmscultura, incluindo
pioverdina, piocinina (verde-azulado), piorrubinar(melho) e piomelanina (preto)
(MURRAY et al., 2007). Habitantes comuns de sol@&gua, encontrados em
superficies de plantas, e ocasionalmente, anifBaishumanos comporta-se como
patégeno oportunista, formando biofimes em digpas invasivos e
permanecendo em tecidos quando ha quebra de barm@turais ou perda da
imunidade, embora possa em algumas ocasides, @zt da flora normal de
individuos sadios (POLLACK, 2000).

Dentre as bactérias causadoras de infeccOes Hasgsta destaca-se a
Pseudomonas aeruginosa, caracterizada por sua resisténcia intrinseca dosui
antibioticos, seu perfil de ascendente resistéscia,alta prevaléncia em hospitais,
especialmente em unidades de terapia intensivaHRMORE, 2002). Estudos em
varios paises mostram o encontroR¥eudomonas aeruginosa multirresistentes a
antimicrobianos causando infec¢des hospitalaresSS@G@ INI & MANTENGOLI,
2008). Descri¢cdes de casos de ocorrénciBsdedomonas aeruginosa em unidades
hospitalares, com perfil de resisténcia cada vepmtallmina com a descricdo de
isolados resistentes a todos os antimicrobianéades, exceto polimixina inclusive
no Brasil (DEPLANO et al., 2005; CIPRIANO et alQ@7).

Existem poucos relatos sobre a diversidade dasciespéacterianas
encontradas como contaminantes de amostras dedgéghamodialise, entretanto
estes autores indicam que a espétiaeruginosa € uma das mais frequentemente
encontradas (MORIN, 2000; BORGES et al., 2007; M@NARI et al., 2009).



1.6 BIOFILMES

O biofilme pode ser definido como uma estrutura woitdria de células
microbianas protegidas por uma matriz polissaaaaidu protéica que é sintetizada
pelas células e aderente tanto a superficies settevivas. Esta matriz € formada
fundamentalmente por agua e substancias poliméeixtaacelulares (“extracellular
polymeric substances”) (WIMPENNY, MANZ & SZEWZYK,0D0; DONLAN,
2002).

Os biofilmes podem ser constituidos por uma Unggéee microbiana (por
exemplo, alguns biofilmes associados a infeccOdsoBlmes que crescem em
implantes médicos) ou, mais frequentemente, poliavaespécies formando
consorcio de fungos, algas, bactérias e outrosongianismos (WIMPENNY,
MANZ & SZEWZYK, 2000). A natureza variavel dos bimes foi mostrada
utilizando recursos de microscopia eletrbnica. Oafilimes de implantes se
mostraram mais simples contendo substancias patias€e apenas uma forma
bacteriana. Os biofilmes de sistemas de agua s$ameaite complexos, formados
por substancias quimicas diversas, produtos deséwre de diferentes espécies
bacteriana inclusive formas celulares filamentq&SNLAN, 2002). No interior
dos biofilmes se encontram particulas de matégaroca e inorganica que servem
como nutriente aos microrganismos e quanto maidversidade destes, maior a
diversidade do consércio (WIMPENNY, MANZ & SZEWZYR000; CAPELLI et
al., 2007). O desenvolvimento e persisténcia dollines sdo afetados ndo somente
pelo ambiente circunvizinho, mas também pela vadedde espécies presentes
(KOMLOS et al., 2005; SIMOES, SIMOES & VIEIRA, 2007

Nos ecossistemas terrestres e aquaticos 0s minrengas aparecem como
células livres (estado planctdnico) ou sob formabadilmes ligados a suportes
solidos. Na ultima década, os biofilmes microbiaftwam intensamente estudados

uma vez que ha um grande interesse cientifico dbemmento de como bactérias



formam e vivem em comunidades multicelulares (KLADSel al., 2006). A
formacédo e desenvolvimento dos biofilmes ocorrem etapas iniciando com a
adesdo das células a superficie, maturacdo, omtee a producdo de polimeros e
reproducdo celular até o desprendimento, onde podeer a liberacdo de células
do biofilme, as quais podem voltar ao seu estaalcpbnico (DONLAN, 2002).

Monds e O’Toole (2009) afirmam que a formacdo defilnie é um
fenbmeno biolégico complexo pois varios parametamobientais podem influenciar
o0 padrdo de formacdo de biofiime. Segundo Parsé&blieer-Nielsen (2008), os
padrées em biofilmes deseudomonas aeruginosa sdo formados através de uma
interacdo complexa entre um numero de diferentesefaincluindo a proliferacéo e
migracdo celular em resposta aos nutrientes digpisné outros sinais ambientais
externos, assim como o0s sinais intracelulares erocalupdo de uma matrix
extracelular. Estes autores afirmam que o padrdordeacdo de biofilme permite a
bactéria se posicionar favoravelmente dentro ddigmées de nutrientes e também
possibilita o desenvolvimento e manutencdo de guidpgdes distintas
fisiologicamente, o que facilita a sobrevivénciauea ou mais subpopulacdées em
condi¢cdes ambientais adversas.

Nos biofilmes as células se comunicam através ddoedcdo e do
reconhecimento de pequenas moléculas, tal mecamésocamhecido comquorum
sensing (QS) (SAKURAGI & KOLTER, 2007). Os sistemas QSaesenvolvidos na
regulacdo de uma variedade de processos fisiol®giecuindo biossintese de
antibiéticos, motilidade, trensferéncia de plasmogleproducdo de biofilme entre
outros (JUHAS, EBERL & TUMMLER, 2005). ErR. aeruginosa dois sistemas
QS, conhecidos comas erlh, foram descritos e estes estdo envolvidos na paadu
e regulacdo da matrix do biofiilme desta espécietedaca (SAKURAGI e
KOLTER, 2007).

Dependendo do ponto de vista, os biofilmes poderbesgeficos ou nocivos.
Os biofilmes que se formam nos leitos dos riospdag@ ambientes marinhos

contribuem grandemente para a remocao de contategharganicos e inorganicos



da 4gua e séo considerados benéficos. Os utilizesdustrias de fermentacéo e
farmacéutica também sdo considerados benéficosndQuas biofilmes estdo
alojados em locais indesejaveis podem trazer s@roklemas. Nas industrias o
acumulo de biofilmes nos equipamentos causa impaet@ativo a qualidade dos
produtos finais por causarem corrosdo aos equipasieimterrupcao do processo
para limpeza entre outros prejuizos (PEYTON & CHAFRKAIS, 1995;
SARAVANAN & SREEKRISHNAN, 2006). Estes também saumlésejaveis no
interior de oleodutos, na aquicultura e nos sistedear condicionado (DONLAN,
2002).

A formacdo de biofilme é um fator importante no ete®lvimento e
persisténcia de doencas infecciosas. Eles podemeoa@m cateteres, implantes e
lentes de contato causando infeccbes graves (FUX..eR005). Na nefrologia
clinica, os biofilmes influenciam no desenvolvinewle calculos renais e afetam
sistemas de didlise, inclusive cateteres peritaneaienosos, além de ter um papel
critico na persisténcia de infec¢des renais e dt turinario (MARCUS et al.,
2008). Foi sugerido que a proximidade das bactél&adro do biofilme maduro
poderia facilitar as trocas horizontais de inforées;genéticas, incluindo genes de
resisténcia aos antimicrobianos e determinantedrd€ncia (JUHAS, EBERL &
TUMMLER, 2005).

Os biofilmes sédo os maiores responsaveis pelamimgdo da agua potavel
e em agua tratada para utilizacdo em unidadesa@deaenal substitutiva (UTRS),
com consequéncias em nivel de saude publica edelswvaustos associados. Nas
UTRS o controle da formacéo de biofilmes é umadggireocupacdo uma vez que
o desprendimento destes causa um aumento dos déverglotoxinas permeaveis as
membranas utilizadas no processo de purificacasadgue dos pacientes que sao
submetidos a este tratamento causando uma ségeadeos clinicos e até a morte
destes (MARION et al. 2005). Os biofilmes podemcsetrolados através do uso de
biocidas, biodispersantes, tecnologia enzimaticata aninimizacdo do nutriente

limitante. As desinfeccdes realizadas nas UTRSrdesar direcionadas ao controle
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de biofilmes para garantir a qualidade adequadaadamento dialitico (MARION
et al., 2005; CAPELLI et al, 2006).

1.7 TIPAGEM MOLECULAR

Dentre os métodos de tipagem molecular que foraadass para estudar a
epidemiologia dé°. aeruginosa e outros patdégenos hospitalagr@snalise dos perfis
de restricdo separados por eletroforese de campadmu(PFGE) € o método mais
amplamente utilizado (SINGH et al. 2006). Essa itécpossibilita a separacao
efetiva de grandes fragmentos de DNA gerados apgestdo do cromossomo
bacteriano com enzimas de restricdo de sitios pdueguentes no genoma
bacteriano. Os fragmentos obtidos originam um ndanmelativamente pequeno de
bandas no gel que facilitam a interpretacdo do raesmpermite a comparacéo dos
genomas bacterianos em questdo (TENOVER et al.)188% método identifica e
determina o espalhamento de clones bacterianossiipgrande reprodutibilidade
interlaboratorial (CARRICO et al. 2005).

PFGE mostrou ser util nas investigacbes de surtosogomiais, na
identificacdo de cepas dRseudomonas aeruginosa multiresistentes e/ou produtoras
de B-lactamases, inclusive na deteccédo da dissemindgaione dePseudomonas
aeruginosa produtora de Mla SPM-1 em vérios estados brasileiros (GALES &t al
2003; FONSECA et al., 2006; CIPRIANO et al. 2007)

1.8 JUSTIFICATIVA

O Instituto Nacional de Controle de Qualidade (IN&}Q@esenvolve desde
1999, um programa de avaliacdo da qualidade da @gjimmda em unidades de
tratamento por hemodidlise em colaboracdo com ardéoacdo de Vigilancia
Sanitaria do Estado do Rio de Janeiro e com a Bigpedéncia de Controle de

Zoonoses, Vigilancia e Fiscalizagdo Sanitaria dmigipio do Rio de Janeiro.
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A importancia da qualidade da agua € evidente kageaao longo de todo o
processo desde o ponto de entrada, antes do trdtande purificacdo, apés
diferentes etapas deste e em pontos de utilizagawmédrdial para obtencdo de
informacgdes que orientem o desenvolvimento techadddo processo e a tomada de
medidas de vigilancia sanitaria visando a mininéipagos riscos para 0s pacientes.

O Programa de Hemodialise/INCQS tem realizado estsdbre a qualidade
da agua utilizada em hemodialise e esta dissersgaomais uma contribui¢cdo para
auxiliar as orientacdes concedidas por este Pragram

A andlise dos perfis de fragmentacdo do DNA genénmatravés de
Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) tem andplamente utilizada em
investigacdes de suspeitas de surtos e epidemiagmfdecbes causadas por
Pseudomonas aeruginosa. Sendo assim, esta metodologia sera empregada nest
estudo para avaliar amostras Ee aeruginosa contaminantes, isoladas de agua
tratada para hemodialise em unidades de terap#& sebstitutiva, com intuito de
verificar a diversidade genética e a persisténom aones detectados em sistemas
de tratamento para a dgua de hemodialise. Pagilancia sanitaria estes aspectos
sdo importantes, pois poderdo auxiliar posteriotenem diversas acdes referentes a
limpeza do sistema de purificacdo, equipamentdgzadbs neste sistema entre
outras.

Devemos mencionar ainda que a legislacdo atual @RA2004a) que
estabelece as especificagbes técnicas para a aguada em unidades de
hemodialise apresenta pontos a serem revistos,eeagunformacdes que serdo
obtidas neste estudo podem permitir que os critéutilizados pela legislacdo

vigente em nosso pais sejam avaliados e que oatri@des possam ser sugeridas.
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2. OBJETIVO

Determinar a diversidade clonal e perfis de produdé biofiimes e de
resisténcia aos antimicrobianos @seudomonas aeruginosa isoladas da agua

utilizada nas unidades de tratamento por hemoeialis

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar a diversidade genética de amostrd2salelomonas aeruginosa
isoladas de agua de hemodialise provenientes delsedlades de Terapia
Renal Substitutiva (UTRS) durante o periodo de 200008;

b) Determinar o tempo de persisténcia dos cloed3. deruginosa no sistema
de tratamento de agua das UTRS avaliadas;

c) Determinar o perfil de resisténcia das amosted® aeruginosa provenientes
de agua de hemodialise analisadas neste estudo;

d) Determinar a producéo de biofilme pelas amosteds aeruginosa avaliadas
para correlacionar com a persisténcia da amosteistama de tratamento de

agua.
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3. METODOLOGIA

3.1 UNIDADES DE TERAPIA RENAL SUBSTITUTIVA

Foram selecionadas seis Unidades de Terapia Rebslititiva (UTRS) para
este estudo considerando os seguintes critérioRSdTque tiveram resultados
insatisfatorios, pela analise microbioldgica daagealizada no INCQS/FIOCRUZ
segundo os limites da RDC 154/2006 (BRASIL, 2006b) e que apresentaram a
espécie bacterianBseudomonas aeruginosa como contaminante das amostras de
agua para hemodialise no periodo de 2004 a 200&liAgas analisadas neste
estudo foram identificadas com letras mailsculgsetites.

As amostras de agua de hemodialise foram cole@eld$TRSs localizadas
no estado do Rio de Janeiro em colaboracédo conperi§tendéncia de Controle de
Zoonoses, Vigilancia e Fiscalizacdo Sanitaria doigipio do Rio de Janeiro e
Coordenacao de Vigilancia Sanitaria do Estado do d& Janeiro em funcdo da
RDC rf 154/2006 ( tabela 1).

3.2 AMOSTRAS DE AGUA PARA HEMODIALISE

Por ocasido das inspecdes, foram coletadas amdsti@gua provenientes de
diversos pontos do sistema de tratamento da agua:

1) amostras coletadas ap0s o tratamento (pds-osmassag

2) amostras da agua utilizada no reprocessamentiasadores (reuso);

3) solucéo de dialise (dialisato).

As amostras de agua foram coletadas em frasdeéseiss (um volume
aproximado de 200 mL). As amostras foram mantidastemperatura inferior a

10°C e processadas no mesmo dia da coleta.
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3.3 ENSAIO DE CONTAGEM DE BACTERIAS HETEROTROFICAS

O ensaio foi realizado segundo metodologias descritno POP
INCQS/FIOCRUZ no. 65.3210.010 (MANUAL DA QUALIDADE2009a) e POP
INCQS/FIOCRUZ no. 65.3210.030 (MANUAL DA QUALIDADE009Db).

Foi utilizado o método de contagem em placa de updifiade (em
duplicata), utilizando o meio de cultura 4gar casesioja. A amostra foi diluida em
caldo caseina-soja (diluicdo 1:9) inoculando 1 malLadhostra em 9 mL de caldo
caseina-soja. Um mililitro da diluicdo foi adicialbaa 20 mL do meio TSA fundido
e resfriado a 45-50° C. Apos solidificacdo, o mieioincubado a 30-35°C durante
48 + 3 horas. A contagem das unidades formadorasl@aias (UFC) foi realizada
em placas que continham até 300 UFC. Para a olotete@iesultado expresso em

UFC/mL foi utilizada a seguinte formula:

N=_P1+P2D

2
Onde: N = nudmerode UFC/1goulmL
D = Fator da diluicao utilizada
P1 = Numero de colbnias observadas na placa 1
P2 = Numero de colbnias observadas na placa 2

O limite estabelecido pela legislacdo é de no max@®0 UFC/mL para a
agua purificada e até 2000 UFC/mL para o dialigBBASIL, 2006b). Para a
solucéo de dialise o limite € de 100 UFC/mL seguadordo do INCQS com as
VISAS, uma vez que a legislacéo brasileira, RDC1$%/2006 (BRASIL, 2006b)
nao contempla solucdo para dialise, deste modaijreeg as recomendacdes das
Farmacopéias Americana (THE UNITED STATE PHARMACQORA, 2008) e
Européia (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2008).
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3.4 IDENTIFICACAO BIOQUIMICA DAS BACTERIAS ISOLADAS NAS
AMOSTRAS DE AGUA PARA HEMODIALISE

A identificacdo bioquimica das amostras bacterianb8das nos ensaios de
contagem de bactérias heterotroficas foi realizzdpindo Murray e colaboradores (2007)
e 0 POP INCQS/FIOCRUZ°n65.3210.008 (MANUAL DA QUALIDADE, 2008). As
bactérias foram identificadas através de testegubiticos tais como: Bastonestes Gram
negativos, aerobios, ndo formadores de esporascinnalmente versateis, moveis devido
a presenca de um ou mais flagelos polares, metatmlioxidativo (glicose,xilose e
manitol), temperatura 6tima de crescimento 4C4produtores de pigmentos difusiveis em
meios de cultura, pioverdina, piocinina (verde-ada), piorrubina (vermelho) e
piomelanina (preto),ndo fermentador , produtor damea oxidase, presenca da enzima
catalase, crescimento em agar Mac Conkey,agamie¢yi descarboxilagcdo do aminoacido
arginina, presénca de crescimento em concentagéch % de NaCl, , produgéo de indol
negativa, utiliza citrato como Unica fonte de cadondo produz a enzima DNAse,
producao de k6 negativa, fenilalanina negativa, produz a enzeuginase, ndo hidrolisa
o amido, esculina, hidrolisa a gelatina, utilizaga uréia positiva, reduz o nitrato a nitrito
com producgédo de gas, extracdo da piocianina pasitiv

3.5 DETERMINACAO DO PERFIL DE RESISTENCIA AOS
ANTIMICROBIANOS

O perfil de resisténcia aos antimicrobianos foiedeinado pelo método
automatizado VITEK 32 (BioMerieux), utilizando oartbes GNS-655 conforme
instrucdes do fabricante. Os antibioticos utilizadwo cartdo utilizado foram:
amicacina (AN), ampicilina (AM), ampicilina/sulbach (AMS), aztreonam (AZM),
cefepime (FEP), cefotaxime (TAX), cefoxitina (FOXkeftazidime (TAZ),
cephalotina (CF), ciprofloxacina (CIP), gentamiciti@&M), imipinem (IMI),
meropenem (MEM), piperacilina/tazobactam (TZP)métoprim/sulfametaxazole

(SXT). As amostras foram repicadas no meio de @IiSA por 24 horas e o
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crescimento bacteriano foi utilizado para preparaa suspensao em salina 0,85%
com turvacédo equivalente a 0.5 da escala de MdarfdatUma quantidade de 25D
desta suspenséao foi diluida em 1,8 ml de salin&%,&sta diluicdo foi utilizada
para preencher os cartdes GNS-655. O resultadibfmio apds incubacgao do cartdo

no equipamento por aproximadamente 10 a 18 horas.

3.6 DETERMINACAO DOS PERFIS DE FRAGMENTACAO DO DNA
CROMOSSOMICO OBTIDOS PELA SEPARACAO POR ELETROFORESE
EM GEL DE CAMPO PULSADO (PFGE)

O DNA cromossémico foi preparado pela técnica ae“ussitu”, em blocos
de agarose, segundo os procedimentos de Teixeicaladoradores (1997) e
Cipriano e colaboradores (2007). Em resumo, ungaaié de 2 mL do crescimento
bacteriano em fase exponencial com concentracagatdrel com o padrdo 2da
escala de Mac Farland foi centrifugada a 3000 glpaminutos (eppendorf modelo
5415 C) e as células obtidas foram suspensas enmuR5fe salina estéril. Foi
adicionada a suspenséao de células,[258e agarose (low melting, NuSieve, BMA)
a 2 % em salina 0,85% a %0 A mistura foi homogeneizada e distribuida em
moldes. Os blocos foram entédo transferidos parmastabntendo 4 ml de solucéo de
lise (NaCl 1M; TRIS-HCI 6mM pH 7,6; EDTA 100mM pH@ BRIJ-58 0,5 %;
desoxicolato 0,2 %; sarcosina 0,5 % e lisozima ¥mhy e incubados a 3T
durante 18 a 24 horas. Em seguida, o tampao dioilisabstituido pelo tampao ESP
(EDTA 0,5M pH 8,0; sarcosina 1 %) contendo 0,1 nigfte proteinase K (Sigma)
e 0s blocos incubados por 24 horas &5@Ms blocos foram lavados 10 vezes com
tampédo TE (TRIS-HCI IOmM pH 8,0; EDTA 0.1mM pH 8,8) 37C e entdo
incubados com 10U da enzima de restrigael (Invitrogen) diluida em tampé&o
especifico conforme instrucdes do fabricante poth24 37C. Os blocos foram

fundidos a 68-70°C e aplicados no gel de agaroge mersham) a 1,0 %
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preparado em tampé&o TBE (TRIS 44,5 mM; acido bote® mM; EDTA 1mM pH
final 8,3). Um padrédo contendo fragmentos de DNAncpesos moleculares
conhecidos foi aplicado em um dos orificios dopgeh a avaliacdo do tamanho dos
fragmentos de DNA. Os fragmentos de DNA foram sag@s em um sistema de
eletroforese de campo pulsado, CHEF-DR Il (Bio-R&ichmond, USA),
utilizando as seguintes condi¢cdes: tempo de puksscente de 5 a 35 segundos por
24 horas a 6V/cm, na temperatura de 12° C. Apoketeorese os geéis foram
corados com solucdo de brometo de etidiou@bL) e os perfis de restricdo foram
observados e as imagens registradas no equipan@itdogic 100 - Imaging
System (KODAK) A analise dos perfis de fragmentacdo do DNA cradosco
separados em gel de agarose por eletroforese deocpntsado foi realizada por
inspecdo visual. As interpretacbes foram realizadks acordo com as
recomendacgdes de Tenover e colaboradores (1998maAstras que apresentaram o
mesmo perfil eletroforético com diferenca de a#s tbandas foram assinaladas
como pertencentes a um unico clone e receberam lgarissno romano. As
amostras que apresentaram perfis eletroforéticos nmis de sete bandas de
diferenca foram consideradas clones diferentescebezam algarismos romanos
diferentes e os perfis que apresentaram menosdeaelas de diferenga receberam

letras mindsculas para identifica-los.

3.8 ENSAIO DA FORMACAO DE BIOFILMES

Para a deteccdo de biofilme foram utilizadas plgzaa microtitulacéo de
fundo plano, compostas de poliestireno inerte,exaid 96 pocos (Nunclon; Nunc
InterMed). As amostras bacterianas analisadas feeaneadas por esgotamento em
meio TSA (Tripticase Soy Aga® incubadas por 24 h a 37°C. Foram incluidas
também como controles negativo (CN) e positivo (Q¥pectivamente cepas-
padrao dee. coli DH5A e EAEC 042, além da cepaaeruginosa ATCC 9027 uma

7z

vez que esta é cepa é preconizada como controlevpogara ensaios corr.

18



aeruginosa. Apos esse periodo, uma alcada do crescimentdidéoRrepicada para
tubos contendo 3 ml de caldo caseina-soja e inoshyaor uma noite com agitagéo.
Em seguida, foram aplicados 2QQ das culturas bacterianas em cada po¢o em
triplicata. Posteriormente, as placas foram incabgubr 4h a 37°C para avaliacao
da producéo rapida de biofilme ou por 24 h a 3¥@arme a metodologia seguida.
Apoés a incubacao, os conteludos da placa foramaagire os pogos foram lavados
3 vezes com 200 pL de PBS (0.01M, pH 7,2) e a diaiceolocada a temperatura
ambiente para secar. Em seguida, 30 puL de solueawistal violeta 0,5% foram
adicionados em cada poc¢o por 10 minutos. Apés @agdo do biofilme o corante
foi aspirado e os pocos foram lavados trés vezes2@0 pL de PBS (0,01M, pH
7,2). A placa foi mantida a temperatura ambienta gacar e o corante foi eluido
com 200 pL de etanol absoluto por 10 minutos epll5@a solugéo contida em cada
um dos poc¢os da placa foram transferidos para pléaca limpa e seca. A densidade
otica do biofilme (DO) foi quantificada utilizandam leitor de ELISA (BioRad,
modelo 550), em comprimento de onda de 570 nmaenastras foram classificadas
segundo Stepanave colaboradore¢2000). Foram realizados quatro experimentos
independentes. As amostras foram classificadasuatnagcategorias de acordo com
a média das DOs (densidade ética) relacionada conesultados obtidos para as
(DO, - densidade otica do controle negati¥o)coli DH5A. As categorias foram
baseadas nos seguintes critérios: ndo aderente, (f4gndo a DO< DQ
fracamente aderente (+) quando a.BODO < 2 x DQ; moderadamente aderente
(++), quando 2 x D& DO < 4 x DQ. ou fortemente aderente (+++), quando 4x
DO, <DO.
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4. RESULTADOS

4.1 AMOSTRAS BACTERIANAS

Neste estudo foram analisadas 56 amostras idad#sccomd’. aeruginosa
provenientes da contagem de bactérias heterotsofieaamostras de agua para
hemodialise, coletadas em diferentes pontos denséstle tratamento, como: apés o
tratamento (pds-osmose reversa), de agua utilizaolareprocessamento dos
dialisadores (reuso) e da solucdo de dialise ¢dim). As amostras bacterianas

foram isoladas no periodo de 2004 a 2008 (Tabela 1)

4.2. ANALISE DOS PERFIS DE FRAGMENTACAO DO DNA
CROMOSSOMICO OBTIDOS PELA SEPARACAO POR ELETROFORESE
EM GEL DE CAMPO PULSADO (PFGE).

Um total de 56 amostras de. aeruginosa provenientes de &agua de
hemodialise de seis UTRS foi analisado por estadoéigia. Foram observados
nove perfis eletroforéticos entre as amostras haotes analisadas. Com excecéo
dos perfis eletroforéticos, Il e lla que apreseartaapenas 2 bandas de diferenca, os
demais perfis apresentaram mais de sete bandadedenda sendo considerados
nao relacionados e portanto clones diferentes.etfssgl e lla foram considerados
como pertencentes ao mesmo clone.

Neste estudo foi observado que a maioria das aasosP. aeruginosa
oriundas de uma coleta no mesmo ano (mesma datxprti 0 mesmo perfil
eletroforético independente do ponto de coleta @smose, reuso e solucédo de
dialise). Apenas as UTRS A e D apresentaram maisrdperfil de PFGE na mesma
data de coleta. Na UTRS A foi observado que nod=n@007 (A4/2007, A5/2007,
A6/2007) foram encontrados os perfis eletroforétitoe lla que pertenciam ao
mesmo clone e no ano de 2008 (A7/2008, A8/2008 /208B) foram encontrados
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os perfis eletroforéticos lla e | (Tabela 2, Fig@jaNa UTRS D foi observado que
no ano de 2007 (D7/2007, D8/2007 e D9/2007) forgresentados os perfis
eletroforéticos IV e V (Tabela 2 e Figura 5).

O perfil eletroforético | foi encontrado em trésRS (A, B e C). Na UTRS A
foi encontrado no ano de 2005 e novamente em 2@0B.TRS B em 2006 e 2008 e
na UTRS C nos anos de 2005, 2006 e 2007 (Tab&ig@as 2, 3 e 4).

Também foi verificada a persisténcia de outros ipezfetroforéticos nas
demais UTRS. O perfil eletroforético Il foi encaado nos anos de 2004 e 2005 na
UTRS B, o perfil IV em 2005 e 2006 na UTRS D, osfipevl e VIl em 2005 e
2006 e em 2007 e 2008 respectivamnete na UTRS pgeefibVIII em 2005 e 2006
na UTRS F (Tabela 2, Figuras 3, 5, 6 e 7). Apesad BRS C e F apresentaram o

mesmo perfil eletroforético em todos os anos aaddis (Tabela 2, Figura 4 e 7).

4.3 PERFIL DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

Na analise do perfil de resisténcia aos antimiarais foi observado que
todas as 56 amostras dRe aeruginosa apresentaram resisténcia aos seguintes
antibiéticos: ampicilina (AM), ampicilina/sulbactaifAMS), cefoxitina (FOX),
cefotaxime (TAX), cephalotina (CF). Todas as anasstracterianas apresentaram
sensibilidade aos antimicrobianos: amicacina (A&Btreonam (AZM), cefepime
(FEP), ceftazidime (TAZ), ciprofloxacina (CIP), ipmem (IMI), meropenem
(MEM), piperacilina/tazobactam (TZP). Dezessete,38%) amostras bacterianas,
todas pertencentes aos perfis eletroforéticos 18, lll e VI, apresentaram
resisténcia ao trimetropim/sulfametaxazole (SXThs€@vamos também que todas
as amostras (8,93%) dos perfis Il e lla apresemtaesisténcia a gentamicina (GM)

além do trimetropim/sulfametaxazole (SXT).
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4.4 PRODUCAO DE BIOFILMES

Os resultados sobre a expresséo de biofilme pelpas deP. aeruginosa
oriundas de amostras de agua de hemodiadlise egtéeeatados na tabela 3. A
metodologia foi empregada utilizando amostra®daeruginosa de representantes
de todos os perfis eletroforéticos. Foram escaothidmostras dé°. aeruginosa
representantes de todos os anos analisados emUJdRIS. Todas as amostras
provenientes de agua de hemodialise analisadasm farkassificadas como
fortemente aderentes (+++) quando analisadas qagmtoducao de biofilme em 4h
e em 24 horas. A amostra Beaeruginosa ATCC 9027 foi utilizada neste estudo e
também foi classificada como fortemente adererdgac® variacédo foi observada na
DO dos biofilmes de Reruginosa quando comparamos o periodo de tempo (Tabela
3).
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Tabela 1. NUumero de amostrasRleaeruginosa analisadas neste estudo de acordo

com a origem e 0 ano da coleta.

UTRS ® 2004 ° 2005 2006 2007 2008 Tota
I

PO° R’ SD PO R SD PO R SD PO R SD PO R SD

A 1 1 1 1 1 1 1 1 1 9

B 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 12

C 1 1 1 1 1 1 1 1 1

D 1 1 1 1 1 1 1 1 1 9

E 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11

F 1 1 1 1 1 1 6
TOTAL 56

2UTRS - Unidade de Terapia Renal Substitutiva

® As coletas realizadas nos anos indicados foralizadas na mesma data nos diferentes pontos: passes
reuso, solucao de didlise

°PO - P6s osmose

YR - Reuso

¢ SD- Solugéo de didlise
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Tabela 2. Amostras ddéPseudomonas aeruginosa provenientes deagua de
hemodialise: resultados da analise do perfil destégcia aos antimicrobianos e do
perfil de fragmentacdo do DNA cromossOomico obtidesla separacdo por

eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE).

Amostras Origem Perfil Perfil de resisténcia aos

bacterianas  (Pontos de Coleta)  eletroforético antimicrobiano$

A1/2004 Po6s osmose I AM, AMS, FOX, TAX, CF
A2/2004 Reuso I AM, AMS, FOX, TAX, CF

A3/2004 Solucéo de didlise I AM, AMS, FOX, TAX, CF
A4/2007 P6s osmose Il AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXTMG
A5/2007 Reuso Il AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT, GM
A6/2007 Solucéo de dialise Ila AM, AMS, FOX, TARF, SXT, GM
A7/2008 P6s osmose Ila AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXGIM
A8/2008 Reuso Ila AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT, GM
A9/2008 Solucéo de didlise I AM, AMS, FOX, TAX, CF
B1/2004 P6s osmose I AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT
B2/2004 Reuso 11 AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT
B3/2004 Solucéo de didlise 1] AM, AMS, FOX, TAXFCSXT
B4/2005 P6s osmose I AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT
B5/2005 Reuso 11 AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT
B6/2005 Solucéo de didlise 1] AM, AMS, FOX, TAXFCSXT
B7/2006 Pds osmose I AM, AMS, FOX, TAX, CF
B8/2006 Reuso I AM, AMS, FOX, TAX, CF

B9/2006 Solucéo de didlise I AM, AMS, FOX, TAX, CF
B10/2008 Po6s osmose I AM, AMS, FOX, TAX, CF
B11/2008 Reuso I AM, AMS, FOX, TAX, CF
B12/2008 Solucéo de didlise I AM, AMS, FOX, TAX, CF
C1/2005 P6s osmose I AM, AMS, FOX, TAX, CF
C2/2005 Reuso I AM, AMS, FOX, TAX, CF
C3/2005 Solucéo de didlise I AM, AMS, FOX, TAX, CF

& AM - ampicilina, AMS - ampicilina/sulbactam, FOXefoxitina, TAX - cefotaxime, CF - cephalotina,

SXT - trimetropim/sulfametaxazole, GM — gentamicina
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Tabela 2. Continuacao

Amostras Origem Perfil Perfil de resisténcia aos
bacterianas  (Pontos de Coleta)  eletroforético antimicrobianog

C4/2006 Pds osmose I AM, AMS, FOX, TAX, CF
C5/2006 Reuso I AM, AMS, FOX, TAX, CF
C6/2006 Solucéo de dialise [ AM, AMS, FOX, TAX, CF
C7/2007 Po6s osmose I AM, AMS, FOX, TAX, CF
C8/2007 Reuso I AM, AMS, FOX, TAX, CF
C9/2007 Solucéo de didlise I AM, AMS, FOX, TAX, CF
D1/2005 P6s osmose v AM, AMS, FOX, TAX, CF
D2/2005 Reuso \Y AM, AMS, FOX, TAX, CF
D3/2005 Solucéo de didlise v AM, AMS, FOX, TAX, CF
D4/2006 P6s osmose v AM, AMS, FOX, TAX, CF
D5/2006 Reuso \Y AM, AMS, FOX, TAX, CF
D6/2006 Solucéo de didlise v AM, AMS, FOX, TAX, CF
D7/2007 Pds osmose Y AM, AMS, FOX, TAX, CF
D8/2007 Reuso \% AM, AMS, FOX, TAX, CF
D9/2007 Solucéo de didlise \% AM, AMS, FOX, TAX, CF
E1/2005 Pds osmose Vi AM, AMS, FOX, TAX, CF
E2/2005 Reuso VI AM, AMS, FOX, TAX, CF
E3/2005 Solucéo de dialise Vi AM, AMS, FOX, TAX, CF
E4/2006 Reuso VI AM, AMS, FOX, TAX, CF
E5/2006 Solucéo de dialise Vi AM, AMS, FOX, TAX, CF
E6/2007 Pds osmose Vi AM, AMS, FOX, TAX, CF
E7/2007 Reuso VII AM, AMS, FOX, TAX, CF
E8/2007 Solucéo de didlise VI AM, AMS, FOX, TAXFC
E9/2008 P6s osmose VI AM, AMS, FOX, TAX, CF
E10/2008 Reuso VI AM, AMS, FOX, TAX, CF
E11/2008 Solucéo de didlise Vi AM, AMS, FOX, TAKF
F1/2005 P6s osmose VI AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT
F2/2005 Reuso VI AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT
F3/2005 Solucéo de didlise VI AM, AMS, FOX, TAXF, SXT

& AM - ampicilina, AMS - ampicilina/sulbactam, FOXefoxitina, TAX - cefotaxime, CF - cephalotina,

SXT - trimetoprim/sulfametaxazole, GM — gentamicina
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Tabela 2. Continuacao

F4/2006 P&s osmose Vil AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT
F5/2006 Reuso VIl AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT
F6/2006 Solugéo de dialise VI AM, AMS, FOX, TAXF, SXT

% AM - ampicilina, AMS - ampicilina/sulbactam, FOXefoxitina, TAX - cefotaxime, CF -
cephalotina, SXT - trimetoprim/sulfametaxazole, Glgentamicina.
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Tabela 3. Resultados de producédo de biofilme dispeletroforéticos de amostras

de Pseudomonas aeruginosa provenientes de agua de hemodialise.

Amostra bacteriana Classificacéo Perfil Producédo de Producédo de
eletroforético  biofilme 4 horas  biofilme 24 horas
(média da DO (média da DO)

E.coli AEAC 042 (CP) NA® NR? 1,415 1,498

E.coli DH5A (CN®) NA NR 0,138 0,240

P aeruginosa ATCC T NR 1,921 2,105
9027

A1/2004 +++ | 2,028 2,401
A6/2007 +++ [ 2,297 2,712
A7/2008 +++ Ila 1,944 2,792
B1/2004 ++ 1l 2,092 2,612
B4/2005 ++ | 2,065 2,262
B7/2006 ++ | 1,921 2,448
C1/2005 +H+ | 1,910 2,324
C4/2006 -+ | 1,940 2,269
C7/2007 +++ | 1,985 2,275
D1/2005 +H+ \Y 2,219 2,519
D4/2006 +H+ \Y 1,997 2,421
D7/2007 +H+ \Y 2,208 2,545
E1/2005 -+ VI 2,201 2,750
E4/2006 -+ i 2.369 2,663
E8/2007 -+ i 2,401 2,576
F1/2005 -+ VIII 2,434 2,525
F6/2006 -+ VIII 2,198 2,512

DO - Densidade odtica
CP — Controle positivo
“NA — Néo se aplica

YNR — N4o realizado

°CN - Controle negativo
"+++ - fortemente aderente
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Figura 2. Perfil de fragmentacdo do DNA cromossomie amostras dé.
aeruginosa provenientes da UTRS A apds digestdo com a endémastricadpel.
PM — peso molecular (kilobase), lambda PFGE maikew England Biolabs); 1 —
A1/2004 (perfil de PFGE 1), 2 — A2/2004 (perfil BEGE 1), 3 — A3/2004 (perfil de
PFGE I), 4 — A4/2007 (perfil de PFGE 1), 5 — ASIZ0(perfil de PFGE 1l), 6 —
A6/2007 (perfil de PFGE lla), 7 — A7/2008 (perfé @FGE Ila), 8 — A8/2008 (perfil
de PFGE lla), 9 — A9/2008 (perfil de PFGE 1).
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Figura 3. Perfil de fragmentacdo do DNA cromossomie amostras dé.
aeruginosa provenientes da UTRS B apds digestdo com a ercimastricadpel.
PM — peso molecular (kilobase), lambda PFGE mgikew England Biolabs); 1 —
B2/2004 (perfil de PFGE lll), 2 — B3/2004 (perfé ¢FGE IIl), 3 — B5/2005 (perfil
de PFGE lll), 4 — B6/2005 (perfil de PFGE 1ll), B8/2006 (perfil de PFGE 1), 6 —
B9/2006 (perfil de PFGE I), 7 — B10/2008 (perfil BIEGE 1), 8 — B11/2008 (perfil
de PFGE 1), 9 — B12/2008 (perfil de PFGE ).
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Figura 4. Perfil de fragmentacdo do DNA cromossomie amostras dé.
aeruginosa provenientes da UTRS C ap6s digestdo com a erggmestricadpel.

1 — C1/2005 (perfil de PFGE 1), 2 — C2/2005 (ped&l PFGE 1), 3 — C3/2005 (perfil
de PFGE 1), 4 — C4/2006 (perfil de PFGE 1), 5 —208b (perfil de PFGE 1), 6 —
C6/2006 (perfil de PFGE 1), 7 — C7/2007 (perfilleEGE 1), 8 — C8/2007 (perfil de
PFGE I), 9 — C9/2007 (perfil de PFGE ), PM — pesalecular (kilobase), lambda
PFGE marker (New England Biolabs).
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Figura 5. Perfil de fragmentacdo do DNA cromossomde amostras dé.
aeruginosa provenientes da UTRS D ap6s digestdo com a erdennastricadpel.

1 — D1/2005 (perfil de PFGE V), 2 — D2/2005 (pedé PFGE 1V), 3 — D3/2005
(perfil de PFGE 1V), 4 — D4/2006 (perfil de PFGE))\8 — D5/2006 (perfil de PFGE
V), 6 — D6/2006 (perfil de PFGE 1V), 7 — D7/200@e(tfil de PFGE IV), 8 —
D8/2007 (perfil de PFGE V), 9 — D9/2007 (perfil EEGE V), PM — peso molecular
(kilobase), lambda PFGE marker (New England Biglabs
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Figura 6. Perfil de fragmentacdo do DNA cromossomde amostras dé.
aeruginosa provenientes da UTRS E apoés digestdo com a erdemeastricadyel.

1 — E1/2005 (perfil de PFGE VI), 2 — E2/2005 (dedt PFGE VI), 3 — E3/2005
(perfil de PFGE V1), 4 — E4/2006 (perfil de PFGE\3 — E5/2006 (perfil de PFGE
VI), 6 — E7/2007 (perfil de PFGE VII), 7 — E8/20Q@erfil de PFGE VII), 8 —
E10/2008 (perfil de PFGE VIl), 9 — E11/2008 (ped&é PFGE VII), PM — peso
molecular (kilobase), lambda PFGE marker (New EmgjRiolabs).
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Figura 7. Perfil de fragmentacdo do DNA cromossomie amostras dé.
aeruginosa provenientes da UTRS F apos digestdo com a erggmestricadpel.
PM — peso molecular (kilobase), lambda PFGE maikew England Biolabs); 1 —
F1/2005 (perfil de PFGE VIII), 2 — F2/2005 (perfie PFGE VIIl), 3 — F3/2005
(perfil de PFGE VIII), 4 — F4/2006 (perfil de PFGAHII), 5 — F5/2006 (perfil de
PFGE VIIl), 6 — F6/2006 (perfil de PFGE VIII).
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5. DISCUSSAO

Em 1999, o INCQS estabeleceu um programa de a#ialida qualidade da
agua de hemodialise em colabora¢do com a Coordexaciigilancia Sanitaria do
Estado do Rio de Janeiro e a Superintendéncia dedl®mde Zoonozes, Vigilancia
e Fiscalizagdo Sanitaria do Municipio do Rio deeltan Este programa originou
uma série de estudos e acbes que vem sendo realiassl a presente data. Esta
dissertacéo é parte dos estudos realizados peajpaPma de Hemodialise.

Os resultados obtidos no INCQS durante o periodol9@ a 2003
mostravam um quadro preocupante, onde o numerondisses microbiolégicas
insatisfatérias da agua de hemodialise estavamaaden69,77%. Neste periodo
varias orientacbes sobre aperfeicoamento do trat@mmda agua, desinfecgéo
apropriada do sistema das maquinas, observacaralogolos de reprocessamento
dos dialisadores, monitoramento e controle de dadé em todo sistema foram
dadas pelo programa de hemodidlise visando a nielbontinua para saude dos
pacientes. Os dados relacionados a avaliacdo notiglta realizada pelo
Programa de Hemodialise/INCQS também alertaram paraecessidade de
determinar um nivel de acéo que foi sugerido p&©QS numa consulta publica. O
nivel de acdo de 50 UFC/mL referente a contagerbadé&érias heterotréficas foi
incluido na resolugcdo (BRASIL, 2006a) que substitai Portaria n° 82/2000
(BRASIL, 2000c). O nivel de acdo de 50 UFC/mL fsiadelecido pela AAMI e é
atualmente recomendado (AAMI, 2001, 2004).

O estabelecimento do nivel de acdo causou mudaoesagrocedimentos do
tratamento da agua utilizada no sistema de henaliél foi observado o impacto
desta medida na avaliacdo microbiolégica realizage@lo Programa de
Hemodialise/INCQS. O cumprimento deste limite pelasicas de hemodialise e 0
monitoramento constante das clinicas de hemodiétisaeltaram numa profunda
melhoria na qualidade da 4gua de hemodialise, pode ser facilmente constatado

com a analise comparativa dos resultados obtidmsta do ano de 2004, ja que o
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namero de analises insatisfatorias foi considerasete reduzido (6,99% de
resultados insatisfatorios em 2006) (FERREIRA, 2006

Ferreira (2006) verificou também que a principgléese bacteriana isolada
de amostras de agua purificada e dialisato naga$imlo Estado do Rio de Janeiro
era aP. aeruginosa, como também relatado em outros estudos (ZUNINGilet.
2002; ARVANITIDOU et al., 2003; BOMMER & JABER, 260 MONTANARI et
al., 2009). Sendo assim, nesta dissertacao estaiesmcteriana foi escolhida como
objeto de estudo e avaliamos amostras oriundasédepbntos de coleta em seis
clinicas de hemodialise do Rio de Janeiro. Estascak apresentaram valores
insatisfatérios de contagem de bactérias hetercai®fsendo isolada a bactéRa
aeruginosa em diversos anos consecultivamente. Estas amdsitas avaliadas
guanto a producdo de biofilme, a resisténcia atisnenobianos e a diversidade
genética.

A espécieP. aeruginosa de origem clinica apresenta altas taxas de rasiaté
aos antimicrobianos, e geralmente apresentam #ssiffiéncia incluindo
importantes antimicrobianos confidactamicos e fluorquinolonas (ROSSOLINI &
MANTENGOLI, 2008). Entretanto, ao testar a susd®idade das amostras ¢
aeruginosa provenientes de amostras de 4gua de hemodiabse estudo frente aos
antimicrobianos utilizados no cartdo GNS-655 (VITBiWMerieux), observamos
gue as amostra apresentaram pouca resisténciantméceobianos empregados na
pratica clinica, tais como os aminoglicosideorfjuinolonas, carbapenemag-e
lactdmicos  utilizados para o tratamento de infes¢@or Pseudomonas.
Observamos em todas as amostras analisadas apenassisténcia aos
antimicrobianos aos quais a espécie bacteriana w@st&p apresenta resisténcia
intrinseca. Apenas trés perfis eletroforéticosl(lle VIII) apresentaram resisténcia
a gentamicina e/ou ao sulfametaxazole-trimetropwstrando que as amostrasRle
aeruginosa analisadas apresentaram pouca resisténcia aosni@obianos.
Arvanitidou e colaboradores (2003) observaram cquaad as amostras de

aeruginosa isoladas de &agua de hemodialise apresentaramtéress ao
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trimetropim-sulfametaxazole e a tetraciclina e ldeteccdo de cepas resisténtes a
alguns antimicrobianos utilizados na clinica cornefepime (3/32), ceftazidime
(4/32), ciprofloxacina (5/32), ticarcilina (11/32)Recentemente, um estudo,
realizado em uma unidade de terapia substitutivauemhospital do Brasil, no
Parand, verificou que as amostrasPdaeruginosa isoladas de agua de hemodialise
apresentaram alta resisténcia ao cloranfenicoll§lamostras) e algumas amostras
apresentaram resisténcia aos antimicrobianos: icefe(6/15), ceftazidime (3/15),
gentamicina (5/15), imipinem (6/15) (BORGES et 2007). Comparando o aspecto
amostragem, os estudos de Borges e colaboradof®¥)(2 Arvanitidou e
colaboradores (2003) analisaram principalmente aa®provenientes de dialisato
e em nosso estudo foram analisadas amostras baeterde outros pontos do
sistema de tratamento de agua para hemodialisete Netudo a resisténcia
apresentada pelas amostrasRdeeruginosa aos antimicrobianos néo foi tdo alta
guanto naquelas encontradas em hospitais. Esteptate ser explicado devido a
origem das amostras & aeruginosa analisadas que, possivelmente estao presentes
no meio ambiente e tém acesso ao sistema de pgéficda agua onde ndo ha
pressao seletiva das drogas antimicrobianas, cotootece com as amostras
oriundas de pacientes hospitalizados.

A analise dos perfis de fragmentacdo do DNA cromosso por PFGE
possibilitou a determinacdo do relacionamento dasstras deP. aeruginosa
provenientes de agua de hemodialise de seis UTR#isamas neste estudo.
Inicialmente utilizamos esta metodologia para deitesr o relacionamento das
amostras da mesma espécie isoladas de agua celetadaliferentes pontos do
sistema de tratamento e distribuicdo numa mesnaaddatoleta. Verificamos entao
gue havia um relacionamento estreito na maioriavéags, isto €, detectamos o
mesmo clone nos trés pontos de coleta analisadna mesma data (Tabela 2). Ao
longo do estudo observamos que em algumas coletasmmstras nao eram
relacionadas. Na UTRS A, na coleta do ano de 2008:rvamos que dois pontos

possuiam amostras de. aeruginosa do mesmo clone e o0 terceiro ponto uma
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amostra pertencente a um clone detectado no aR00%e Na UTRS D observamos
no ano de 2007, caso semelhante ao anteriormeat® cdois clones detectados na
mesma coleta. Este fato nos leva a pensar quesnadeacontaminacdes persistentes
a colonizacao do sistema de tratamento de aguaquuiteer por mais de um clone
da mesma espécie. No caso da formacdo de biofilleeisio a contaminacdo do
sistema de agua, a composicao de espécies micagbj@ode ser varidvel como
ocorre em varios ambientes na natureza (ANDERSSQ@IN 2008).

Esta metodologia também foi utilizada para resporalitra questao: qual
seria o tempo de persisténcia de uma amostra lzaeteem um sistema de
tratamento de agua de hemodialise? Deste modsamals amostras coletadas em
diferentes datas e observamos que foram detectémtess ao longo de até trés anos
como o caso do clone | na UTRS C. Um fato intergssti a deteccdo do clone |
em trés UTRS analisadas. Este clone foi detectaddTRS A em 2005 e em 2008,
na UTRS B em 2006 e 2008 e na UTRS C ao longor@esahos analisados (2005,
2006 e 2007) (Tabela 2). Este clone nao apreseasisténcia aos antimicrobianos
utilizados na UTRS, sugerindo uma origem ambieptdbi classificado como
produtor forte de biofilme, apresentando valores dinsidade otica (DO)
semelhantes as amostras pertencentes a outros.cdossos resultados sugerem
gue este clone possui caracteristicas que potmidith sua adaptacdo ao sistema de
tratamento da agua para hemodialise.

A contaminacgéo bacteriana no sistema de teattome distribuicdo de agua
de hemodialise pode levar a formacao de biofilrees,presenca destes representa
um grande risco para a qualidade da agua para léieedievido a persisténcia do
microrganismo em diferentes pontos do sistemanéirae liberacdo de bactérias e
de seus componentes celulares e ao desenvolvimdatoresisténcia aos
procedimentos de desinfeccdo (SMEETS et al., 2A@X8PPELLI et al., 2005).
Vérios estudos mostram a formacdo destas estrutarasstema de tratamento de
agua para hemodialise (MAN et al., 1998; CAPPELildle 2003).
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A producédo de biofilme “in vitro” utilizando placade poliestireno foi
realizada neste trabalho de dissertacdo para awahastras d€. aeruginosa de
diferentes clones detectados por metodologia miaedtoi verificado que todas as
amostras analisadas eram fortemente produtora®filenk, segundo a metodologia
utilizada (Tabela 3). No estudo de Borges e cokadares (2007), que utilizou a
mesma metodologia de deteccao de biofilme em aasoddP. aeruginosa oriundas
de agua de hemodidlise e de “dialisato”, foramfiwadas amostras classificadas
como produtoras fortes, moderadas ou fracas. B#wn@009) utilizou a mesma
metodologia para avaliar a producdo de biofilmddaeruginosa isoladas de agua
mineral e encontrou 52,9% de amostras produtora®, fd1,2% de amostras
produtoras moderadas e 5,9 % de amostras produt@eas. Outros estudos
realizados conf. aeruginosa de origem clinica também mostraram esta variagdo n
classificagédo, entretanto diferem nas metodolodesleteccdo (FONSECA et al.,
2004; FONSECA et al., 2007). As metodologias difergincipalmente nos meios
de cultura utilizados, no tempo de formacao doiloief no corante, no tempo de
coloracao e na interpretacdo dos resultados. Neonestudo verificamos que as
amostras dé. aeruginosa analisadas ndo apresentaram variagdes signibsatia
leitura da DO quando o tempo de incubacao paranaaftfo de biofime foi variado
(Tabela 3). Entretanto ndo ha outros estudos salaeteccdo de biofilme nesta
espécie bacteriana, provenientes de agua e naonhametodologia padronizada
para a deteccdo da producédo de biofiime em plaegmliestireno. Recentemente,
um estudo (PEETERS, NELIS & COENYE, 2008) foi reatlo comparando os
métodos de quantificacdo da producao de biofilnliezando placas de poliestireno,
onde

estes autores realizaram uma padronizagdo destalol®jia para algumas
espécies bacterianas, inclusive pd&a aeruginosa, entretanto os estudos que
avaliam a producéo de biofilme déMaeruginosa realizados até a presente data, ndo

seguem as recomendac0des sugeridas.
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Cappelli e colaboradores (2005) afirmaram que haocomo avaliar a
extensao e incidéncia da formacéo de biofilmes sistema de tratamento de agua
para hemodialise, uma vez que ndo ha um métodoetkrgdio “in vivo” que
verifique a sua erradicacdo, além disso, as coediedperimentais “in vitro” ndo
representam as condi¢cdes do sistema. Estes aafoream também que uma vez
gue o biofilme esteja formado, este passa a ses maEistente aos métodos
convencionais de desinfeccédo e que todos os esfdmeem ser feitos para impedir
a contaminacao bacteriana e a colonizagédo a finmgedir e tratar complicacdes
inflamatérias em pacientes de hemodialise. Nostadessugere que as amostras
oriundas de agua de hemodialise apresentam umeggotdncial de producéo de
biofilme nas condicbes em que foram realizados xjgerementos “in vitro”.
Entretanto, podemos sugerir que a determinacéo idersilade genética das
amostras bacterianas oriundas de agua de hemedié|s um instrumento adicional
para avaliar a qualidade microbiologica do sistedeapurificacdo de agua das
clinicas de hemodialise, uma vez que a metodolegipregada pode indicar a
persisténcia de clones que poderiam estar assscagoesenca de biofiimes, que
nao estariam sendo efetivamente eliminados porepioentos de desinfeccéo.
Além da aplicacdo citada acima, esta metodologide pser empregada pelo
Programa de Hemodialise/INCQS também para avadiarsssurtos de bacteremia
em clinicas de hemodialise tem como fonte os flidi® hemodialise com intuito de
orientar o monitoramento das clinicas.

Vérios estudos mostram a importancia dos proceadisede desinfeccdo e
existem varios guias e protocolos internacionass greconizam o estabelecimento
de protocolos a serem utilizados por clinicas dendu#dlise (AAMI, 2004;
CAPPELLI et al.,, 2006; EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 200&ntretanto,
estes procedimentos sao bastante negligenciadastudos que investigaram a
qgualidade da &agua purificada e do dialisato prathszinos centros de dialise em
varios paises mostram a dificuldade de alcancardpadde qualidade satisfatérios
permanentemente (ARVANITIDOU et al., 1998; ZUNINGag, 2002).
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No Japdao, a Sociedade Japonesa de Terapia pdise @istabeleceu padrées
de qualidade da agua para hemodidlise, mais osstque os estabelecidos
internacionalmente. Naquele pais séo utilizaddi&zdaores de alta performance e é
recomendada a utilizacdo de fluido de dialise pitra em todas as modalidades de
dialise (KAWANISHI et al., 2009). Masakane e coledmores (2008) realizaram
um estudo para avaliar a qualidade microbiologidluido para hemodialise em
varias clinicas no Japao e verificaram que a qadéddeste é extremamente alta e
associaram este fato a uma alta taxa de sobrewdgadientes que realizam
hemodialise. Evidentemente, estas medidas s0 paimadotadas em paises
desenvolvidos, mas exemplifica a importancia deteraaqualidade microbiologica
da agua para hemodidlise. O trabalho realizado Resreira (2006) junto ao
Programa de Hemodiadlise do INCQS mostrou tambémmaortancia do
monitoramento constante das UTRS e da avaliacambnitogica da qualidade da
agua utilizada.

Nystrand (2009) alerta para a necessidade de padgdo das
recomendacfes oficiais para a qualidade dos fluides dialise, visando a
harmonizacdo e uma referéncia mundial de qualida@efacilitara a interpretacéo
de estudos internacionais e consequentemente atigada sobrevida de pacientes

com doencas renais cronicas.
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6. CONCLUSOES

Com relacdo ao perfil de resisténcia das amosteasP.d aeruginosa
provenientes de amostras de 4gua de hemodidliseb$ervado que as amostras
bacterianas apresentaram pouca resisténcia aasi@nbianos empregados na
pratica clinica. Apenas trés perfis eletroforétidtis Il e VIII) apresentaram
resisténcia a gentamicina e/ou ao sulfametaxadobetoprim além dos
outros(Tabela 2), mostrando que as amostrasPdeaeruginosa analisadas
apresentaram pouca resisténcia aos antimicrob&mosomparacdo com amostras

deP. aeruginosa de origem hospitalar.

A analise dos perfis de fragmentacdo do DNA crodosso por PFGE
possibilitou a determinacdo do relacionamento da®stras deP. aeruginosa
provenientes de agua de hemodialise e mostrou:

A) um relacionamento estreito entre as amostras’.daeruginosa nos trés
pontos de coleta analisados numa mesma data,, ikibdetectado 0 mesmo
clone nos pontos de coleta analisados na maicsi®dRS;

B) a presenca de clones diferentes na mesma c@st? TRS A e D. Este fato
nos leva a pensar que no caso de contaminacOestgretess a colonizacéo do
sistema de tratamento de agua pode ocorrer pordeaisn clone da mesma
espécie;

C) a persisténcia de clones ao longo de até tr@s @mo o caso do clone | na
UTRS C;

D) a deteccéo do clone | em trés UTRS (A, B e @Jisadas.

A deteccéo da producédo de biofilme “in vitro” wdndo placas de poliestireno

foi utilizada para avaliar amostras Beaeruginosa de diferentes clones detectados
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por metodologia molecular e foi verificado que ®da amostras foram fortemente

produtoras de biofilme.

Este estudo mostra que a determinacdo da diveesigadética das amostras
bacterianas oriundas de 4gua de hemodialise podensimstrumento adicional para
avaliar a qualidade microbiol6gica do sistema defipacdo de agua das UTRS,
uma vez que a metodologia de PFGE que foi avaladée estudo pode indicar a
persisténcia de clones que poderiam estar assscagoesenca de biofiimes, que

nao estariam sendo efetivamente eliminados poepioentos de desinfecgao.
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