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RESUMO 
 

A terapia renal substitutiva ou hemodiálise é um tratamento primordial para 
pacientes com insuficiência renal crônica. A água é essencial para a terapia de 
hemodiálise, tanto na produção do fluido como na reutilização dos dialisadores. A 
contaminação bacteriana dos fluidos de hemodiálise é um grave problema nesta 
terapia, uma vez que excessivos níveis de bactérias nesta solução são responsáveis 
por reações pirogênicas. Estudos mostram que a espécie bacteriana  

Pseudomonas aeruginosa é a mais isolada como contaminante de fluidos de 
hemodiálise. Neste estudo avaliamos amostras de P. aeruginosa oriundas de três 
pontos de coleta em seis Unidades de Terapia Renal Substitutiva (UTRS) do Estado 
do Rio de Janeiro. As UTRS escolhidas apresentaram valores insatisfatórios de 
contagem de bactérias heterotróficas, sendo isolada a bactéria P. aeruginosa em 
diversos anos consecutivamente. Estas amostras foram avaliadas quanto a produção 
de biofilme, resistência aos antimicrobianos e a diversidade genética. Na 
amostragem avaliada nenhuma amostra de P. aeruginosa mostrou resistência aos 
antimicrobianos empregados na prática clínica, tais como os aminoglicosídeos, 
fluorquinolonas, carbapenemas e β-lactâmicos utilizados para o tratamento de 
infecções por esta bactéria. Foi verificado também que todas as amostras analisadas 
eram fortemente produtoras de biofilme. Utilizando a análise dos perfis de 
fragmentação do DNA cromossômico por PFGE foi observado que na maioria das 
vezes o mesmo clone de P. aeruginosa foi encontrado nos três pontos de coleta 
analisados numa mesma data. Esta metodologia também possibilitou a determinação 
do tempo de persistência de uma amostra bacteriana no sistema de tratamento de 
água de hemodiálise. Deste modo, detectamos clones de P. aeruginosa ao longo de 
até três anos nas clínicas analisadas. Um fato interessante foi a detecção do clone I 
em três clinicas analisadas. Entretanto podemos sugerir que a determinação da 
diversidade genética das amostras bacterianas oriundas de água de hemodiálise seja 
um instrumento adicional para avaliar o sistema de purificação de água das clínicas 
de hemodiálise uma vez que a metodologia empregada pode indicar a presistência de 
clones, produtores de biofilmes que não estão sendo efetivamente eliminados por 
procedimentos de desinfecção. Esta metodologia pode contribuir para a melhoria da 
qualidade dos fluidos de hemodiálise e conseqüentemente a garantia da sobrevida de 
pacientes com doenças renais crônicas.  
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ABSTRACT 

The substitutive renal therapy or hemodialysis is a primary treatment for patients 

suffering from chronic renal failure. The water is essential for hemodialysis and the 

bacterial contamination of hemodialysis fluids is a serious problem in this therapy, 

since excessive levels of bacteria are responsible for pyrogenic reactions. Some 

studies had showed that Pseudomonas aeruginosa was the most prevalent bacterial 

species in all types of water sample for hemodialysis. In this study we evaluated P. 

aeruginosa strains from three water samples for hemodialysis types in six renal 

replacement therapy units (RRTS) of Rio de Janeiro. The selected clinics showed 

unsatisfactory values of counts of heterotrophic bacteria, and P. aeruginosa strains 

were isolated in several years consecutively. These samples were analyzed for the 

production of biofilm, antimicrobial resistance and genetic diversity. None of P. 

aeruginosa strains showed resistance to antimicrobial agents used in clinical 

practice, such as aminoglycosides, fluoroquinolones, carbapenems and β-lactam 

used for the treatment of infections by this bacterium. It was found that all samples 

were strongly biofilm-producing. The characterization of P. aeruginosa strains by 

pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) showed that in most cases the same clone 

was found in three water samples for hemodialysis types analyzed in the same 

collection date. This approach also allowed the determination of time of persistence 

of bacteria in a water sample for hemodialysis. Thus, P. aeruginosa clones were 

detected over three years in one clinical study. An interesting fact was the detection 

of clone I analyzed in three clinics. However, we suggest that determining the 

genetic diversity of bacterial samples from hemodialysis water is an additional tool 

to evaluate the system for purification of water for hemodialysis clinics since the 

methodology used may indicate the persistence of clones, which suggests the 

presence of biofilms that are not being effectively eliminated by the disinfection 

procedures. This methodology can contribute to improving the quality of 

hemodialysis fluids and therefore ensuring the survival of patients with chronic 

kidney disease. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 TERAPIA RENAL SUBSTITUTIVA 

 

A terapia renal substitutiva ou hemodiálise é um tratamento primordial para 

pacientes com Insuficiência Renal Crônica. A situação torna-se crucial, em razão 

das dificuldades na obtenção de um transplante renal, pois um paciente pode 

atualmente ter que esperar por anos para obtê-lo e durante este tempo, a qualidade 

do tratamento de hemodiálise a ele prestado será fator preponderante para a 

sobrevida e a qualidade de vida (FAVERO et al., 1992; HOENICH, RONCO & 

LEVIN, 2006). 

A importância da hemodiálise pode ser evidenciada por dados que registram 

que, no ano de 2008, cerca de 87 mil brasileiros foram submetidos a este tratamento. 

Entre estes, poucos conseguem recuperar o funcionamento dos rins e apenas um 

pequeno número de pacientes consegue ser submetido a um transplante renal 

(OLIVEIRA, ROMÃO JR & ZATZ, 2005; SOCIEDADE BRASILEIRA DE 

NEFROLOGIA, 2008).   

Este tratamento promove a restauração dos eletrólitos e balanço ácido base, 

além da remoção de substâncias tóxicas e do excesso de líquido acumulado nos 

sangue/tecidos do corpo em conseqüência da falência renal. Este processo ocorre no 

dialisador (máquina de hemodiálise) também conhecido como “rim artificial” que 

possui um sistema contendo uma membrana semipermeável, no qual existe um fluxo 

contra-paralelo do sangue do paciente e fluído de diálise (dialisato), onde ocorre a 

migração de substâncias entre os dois sistemas. Após o processo de difusão o sangue 

depurado retorna para o paciente (Figura 1) (HOENICH, RONCO & LEVIN, 2006). 

A água é essencial para a terapia de hemodiálise, tanto na produção do fluido 

de diálise como na reutilização dos dialisadores. O fluido de diálise ou dialisato, que 

banha o dializador (membrana semi-permeável), não é uma solução estéril, é 

composta por uma mistura de água e concentrado polieletrolítico numa proporção de 

34:1 (VORBECK-MEISTER et al., 1999). Durante uma sessão de tratamento por 
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hemodiálise aproximadamente 120 litros de água purificada, misturados em 

proporções adequadas ao chamado concentrado polieletrolítico para hemodiálise, 

são utilizados na depuração do sangue, sendo assim, a qualidade da água é 

fundamental para evitar riscos adicionais à saúde do paciente (BOMMER & 

JABER, 2006). 

 

 

 

Figura 1: Esquema de Hemodiálise - Prof. Frederico Castelo Branco Cavalcanti – 
Nefrologia - UFPE  
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1.2 TRATAMENTO DA ÁGUA PARA HEMODIÁLISE 

 

O tratamento da água para hemodiálise é mais rigoroso do que o da água 

potável, sendo necessário um sistema de purificação adicional onde à água utilizada 

deve ser potável. Alguns elementos de toxicidade conhecida tais como: alumínio, 

flúor, mercúrio, cobre entre outros e substâncias como endotoxinas bacterianas e 

cianotoxinas devem ter concentração controlada na água para hemodiálise 

(BRASIL, 2006b). 

Enquanto o concentrado polieletrolítico é produzido comercialmente numa 

composição consistente e com qualidade estritamente controlada, a água usada pode 

variar amplamente na sua composição química e microbiológica e isto irá 

influenciar diretamente a qualidade do fluido para hemodiálise (VORBECK-

MEISTER et al., 1999).  

Existem sistemas de purificação de água para hemodiálise compostos de 

diferentes combinações de tratamento para assegurar a qualidade da água resultante. 

O pré-tratamento é realizado para retirar substâncias e partículas da água que podem 

danificar os equipamentos de purificação, diminuindo a sua eficiência. Filtros de 

areia, abrandadores, filtros de carvão ativado são utilizados para o pré-tratamento. 

Os sistemas de purificação utilizam a água pré-tratada e diferentes processos de 

filtração podem ser utilizados tais como: filtração por osmose reversa, por troca 

iônica e outros, que permitem a remoção de partículas, sais e íons, outros ainda 

retêm bactérias da fase líquida, antes da água ser entregue as unidades de 

hemodiálise (VORBECK-MEISTER et al., 1999).  Segundo o censo realizado em 

2008 pela Sociedade Brasileira de Nefrologia, no Brasil 93,7% das clínicas de 

hemodiálise utilizam em seus sistemas de tratamento da água, filtração por osmose 

reversa, 5,6% utilizam a filtração por osmose reversa e deionização e 0,7 % utilizam 

apenas o processo de deionização (SOCIEDADE BRASILEIRA DE 

NEFROLOGIA, 2008). 
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 A água purificada é armazenada em reservatórios e distribuída por tubulações 

para as máquinas. O projeto das tubulações deve evitar zonas mortas e volumes de 

água que não circulem. É recomendado que a água circule constantemente para 

evitar proliferação bacteriana. O sistema deve ser projetado de forma a facilitar a 

limpeza, desinfecção e enxágüe do desinfetante (CALDERARO & 

BISCHOFBERGER, 1998). 

Apesar das múltiplas barreiras presentes no sistema de tratamento que podem 

remover bactérias da água, existe o risco de contaminação bacteriana caso o sistema 

ou o método de desinfecção estejam ineficientes (MORIN, 2000; CAPPELLI et al., 

2006). A prevenção da contaminação da água requer conhecimento da origem do 

problema dentro da linha de tratamento e a utilização de procedimentos de 

desinfecção adequados. A contaminação bacteriana em sistemas de tratamento e 

distribuição de água pode levar a formação de biofilmes que podem persistir em 

diferentes pontos do sistema de tratamento e desenvolver maior resistência ao 

procedimento de desinfecção (SMEETS et al., 2003).   

Vários métodos de desinfecção são recomendados e as unidades de 

hemodiálise devem manter um programa de desinfecção (EUROPEAN 

PHARMACOPOEIA, 2008; AAMI, 2004). Vários desinfetantes físicos (raios 

ultravioleta e água aquecida > 80º C) e germicidas químicos (hipocloritos, ácido 

peracético, formaldeído, ozônio) são disponíveis comercialmente, e a utilização de 

um destes ou a combinação podem controlar a formação de biofilme no sistema 

(RUTALA & WEBER, 1997; CAPPELLI et al., 2007). 

 

1.3 QUALIDADE MICROBIOLÓGICA DA ÁGUA UTILIZADA NO 

TRATAMENTO POR HEMODIÁLISE 

 

O aspecto microbiológico do tratamento da água foi levado em conta, quando 

foi demonstrado que os excessivos níveis de bactérias no dialisato eram 

responsáveis pelas reações pirogênicas e bacteremia. Estudos demonstraram que, a 
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endotoxina derivada de bactérias Gram negativas pode penetrar na membrana 

semipermeável do dialisador, sendo responsável por reações pirogênicas em 

pacientes em hemodiálise (LONNEMANN, 2000).  

A bacteremia é uma das principais causas de morbilidade e mortalidade em 

pacientes de hemodiálise e tem sido atribuída a diferentes causas (AAMI, 2004). A 

infecção pelo acesso vascular é a causa mais comum devido a cuidados inadequados 

com o cateter (TENA et al., 2005; LO CASCIO et al., 2006), entretanto alguns 

estudos observaram uma relação direta entre a ocorrência de casos de bacteremia 

causados por bactérias Gram negativas e o isolamento desses microrganismos a 

partir da água purificada, possivelmente devido a defeitos na integridade da 

membrana ou a utilização de água contaminada no reprocessamento das máquinas 

de diálise (WANG et al., 1999; MAGALHÃES et al., 2003; YAN et al., 2008).  

A água purificada contém predominantemente bactérias heterotróficas do 

ambiente aquático como as espécies da classe Pseudomonadales, que podem crescer 

nos circuitos de água e nas máquinas de hemodiálise, e subseqüentemente 

contaminar o dialisato (BOMMER & JABER, 2006). Alguns estudos sobre 

identificação dos contaminantes bacterianos da água utilizada para hemodiálise 

indicam que o gênero bacteriano predominante é Pseudomonas (MORIN, 2000). 

Conseqüentemente tem sido sugerido que as amostras de água para hemodiálise 

deveriam ser testadas para a presença de bactérias indicadoras definidas, tais como 

“Pseudomonas”, em volumes de pelo menos 100 mL. Na Itália e Alemanhã a 

legislação estabelece o limite de 1 UFC/ml de Pseudomonas aeruginosa na água 

para hemodiálise (VORBECH-MEISTER et al., 1999; NYSTRAND, 2008). 

Atualmente várias discussões tem abordado o uso de dialisatos ultrapuros, que 

possuem limites de contagem menor que 0,1 UFC/mL e nível de endotoxina menor 

que 0,03 EU/mL para prevenir a inflamação crônica em pacientes em tratamento por 

hemodiálise e possíveis infecções devido às contaminações do dialisato (AAMI, 

2004; ARIZONO et al., 2004; WARD, 2004; BOMMER & JABER, 2006). Em 
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alguns países da Europa e no Japão o fluido de diálise ultrapuro está sendo 

amplamente utilizado (MASAKANE et al., 2008; NYSTRAND, 2008).   

 

1.4 LIMITES 

 

Embora o papel da qualidade da água usada para a hemodiálise tenha sido 

enfatizado por vários autores não existe uma padronização universal que inclua 

todos os parâmetros químicos e microbiológicos (NYSTRAND, 2001; TRAGER, 

2002). Existem diversas recomendações oficiais para os parâmetros de qualidade 

microbiológico da água de hemodiálise publicadas por orgãos governamentais e por 

organizações internacionais, sendo a mais amplamente utilizada a AAMI RD52 

(AAMI, 2004). Uma vez que a falta de pureza do dialisato está relacionada com 

complicações agudas e crônicas em pacientes em tratamento por hemodiálise os 

limites de contagem microbiana e de endotoxina tem sido reduzidos (WARD, 2004). 

Em 1981, a “Association Advancement of Medical Instrumentation” (AAMI) 

recomendava o limite de 2000 UFC/mL para o dialisato, 200 UFC/mL para a água 

purificada e não havia limite para endotoxinas, atualmente há o limite de 200 

UFC/mL e 2 EU/mL para o dialisato (AAMI, 2004).  Alguns estudos mostraram a 

importância de manter a contagem bacteriana de 100 UFC/ml no dialisato para 

prevenir complicações clínicas oriundas da contaminação bacteriana do fluido de 

diálise (LONNEMANN, 2000; BRUNET & BERLAND, 2000). Em vários países da 

Europa e no Japão o limite de contagem microbiana foi reduzido para 100 UFC/mL 

(NYSTRAND, 2008). Atualmente, as Farmacopéias Européia e a Americana 

também recomendam o valor de 100 UFC/mL para água purificada (EUROPEAN 

PHARMACOPOEIA, 2008; THE UNITED STATES PHARMACOPOEIA, 2007). 

Nystrand (2008) alerta que as diferentes recomendações dos parâmetros para a 

qualidade da água de hemodiálise se referem a diferentes técnicas de cultivo 

bacteriano o que pode gerar interpretações equivocadas destes limites. 
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1.5 Pseudomonas aeruginosa 

 

 A espécie P. aeruginosa é um bacilo Gram negativo aeróbico, não 

fermentador, pertencente à família bacteriana Pseudomonadaceae. Estes 

microrganismos são aeróbios, não formadores de esporos, nutricionalmente 

versáteis, móveis devido à presença de um ou mais flagelos polares, possuem 

metabolismo oxidativo apresentam temperatura ótima de crescimento entre 37° a 

42°C, são produtores de pigmentos difusíveis em meios de cultura, incluindo 

pioverdina, piocinina (verde-azulado), piorrubina (vermelho) e piomelanina (preto) 

(MURRAY et al., 2007). Habitantes comuns de solo e água, encontrados em 

superfícies de plantas, e ocasionalmente, animais. Em humanos comporta-se como 

patógeno oportunista, formando biofilmes em dispositivos invasivos e 

permanecendo em tecidos quando há quebra de barreiras naturais ou perda da 

imunidade, embora possa em algumas ocasiões, fazer parte da flora normal de 

indivíduos sadios (POLLACK, 2000).  

Dentre as bactérias causadoras de infecções hospitalares, destaca-se a 

Pseudomonas aeruginosa, caracterizada por sua resistência intrínseca a muitos 

antibióticos, seu perfil de ascendente resistência, sua alta prevalência em hospitais, 

especialmente em unidades de terapia intensiva (LIVERMORE, 2002). Estudos em 

vários países mostram o encontro de Pseudomonas aeruginosa multirresistentes a 

antimicrobianos causando infecções hospitalares (ROSSOLINI & MANTENGOLI, 

2008). Descrições de casos de ocorrência de Pseudomonas aeruginosa em unidades 

hospitalares, com perfil de resistência cada vez maior culmina com a descrição de 

isolados resistentes a todos os antimicrobianos testados, exceto polimixina inclusive 

no Brasil (DEPLANO et al., 2005; CIPRIANO et al., 2007).  

Existem poucos relatos sobre a diversidade das espécies bacterianas 

encontradas como contaminantes de amostras de água de hemodiálise, entretanto 

estes autores indicam que a espécie P. aeruginosa é uma das mais frequentemente 

encontradas (MORIN, 2000; BORGES et al., 2007; MONTANARI et al., 2009). 
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1.6 BIOFILMES 

 

O biofilme pode ser definido como uma estrutura comunitária de células 

microbianas protegidas por uma matriz polissacarídica ou protéica que é sintetizada 

pelas células e aderente tanto a superfícies inertes ou vivas. Esta matriz é formada 

fundamentalmente por água e substâncias poliméricas extracelulares (“extracellular 

polymeric substances”) (WIMPENNY, MANZ & SZEWZYK, 2000; DONLAN, 

2002).  

Os biofilmes podem ser constituídos por uma única espécie microbiana (por 

exemplo, alguns biofilmes associados a infecções e biofilmes que crescem em 

implantes médicos) ou, mais frequentemente, por várias espécies formando 

consórcio de fungos, algas, bactérias e outros microrganismos (WIMPENNY, 

MANZ &  SZEWZYK, 2000). A natureza variável dos biofilmes foi mostrada 

utilizando recursos de microscopia eletrônica. Os biofilmes de implantes se 

mostraram mais simples contendo substâncias poliméricas e apenas uma forma 

bacteriana. Os biofilmes de sistemas de água são altamente complexos, formados 

por substâncias químicas diversas, produtos de corrosão e de diferentes espécies 

bacteriana inclusive formas celulares filamentosas (DONLAN, 2002). No interior 

dos biofilmes se encontram partículas de matéria orgânica e inorgânica que servem 

como nutriente aos microrganismos e quanto maior a diversidade destes, maior a 

diversidade do consórcio (WIMPENNY, MANZ & SZEWZYK, 2000; CAPELLI et 

al., 2007). O desenvolvimento e persistência dos biofilmes são afetados não somente 

pelo ambiente circunvizinho, mas também pela variedade de espécies presentes 

(KOMLOS et al., 2005; SIMÕES, SIMOES & VIEIRA, 2007).  

Nos ecossistemas terrestres e aquáticos os microrganismos aparecem como 

células livres (estado planctônico) ou sob forma de biofilmes ligados a suportes 

sólidos. Na última década, os biofilmes microbianos foram intensamente estudados 

uma vez que há um grande interesse científico do conhecimento de como bactérias 
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formam e vivem em comunidades multicelulares (KLAUSEN el al., 2006). A 

formação e desenvolvimento dos biofilmes ocorrem em etapas iniciando com a 

adesão das células a superfície, maturação, onde ocorre a produção de polímeros e 

reprodução celular até o desprendimento, onde pode ocorrer a liberação de células 

do biofilme, as quais podem voltar ao seu estado planctônico (DONLAN, 2002).  

Monds e O’Toole (2009) afirmam que a formação de biofilme é um 

fenômeno biológico complexo pois vários parâmetros ambientais podem influenciar 

o padrão de formação de biofilme. Segundo Parsek e Tolker-Nielsen (2008), os 

padrões em biofilmes de Pseudomonas aeruginosa são formados através de uma 

interação complexa entre um número de diferentes fatores incluindo a proliferação e 

migração celular em resposta aos nutrientes disponíveis e outros sinais ambientais 

externos, assim como os sinais intracelulares e a produção de uma matrix 

extracelular. Estes autores afirmam que o padrão de formação de biofilme permite a 

bactéria se posicionar favoravelmente dentro de gradientes de nutrientes e também 

possibilita o desenvolvimento e manutenção de subpopulações distintas 

fisiologicamente, o que facilita a sobrevivência de uma ou mais subpopulações em 

condições ambientais adversas.  

Nos biofilmes as células se comunicam através da elaboração e do 

reconhecimento de pequenas moléculas, tal mecanismo é conhecido como quorum 

sensing (QS) (SAKURAGI & KOLTER, 2007). Os sistemas QS estão envolvidos na 

regulação de uma variedade de processos fisiológicos incluindo biossíntese de 

antibióticos, motilidade, trensferência de plasmídeos, produção de biofilme entre 

outros (JUHAS, EBERL & TÜMMLER, 2005). Em P. aeruginosa dois sistemas 

QS, conhecidos como las e rlh, foram descritos e estes estão envolvidos na produção 

e regulação da matrix do biofilme desta espécie bacteriana (SAKURAGI e 

KOLTER, 2007). 

Dependendo do ponto de vista, os biofilmes podem ser benéficos ou nocivos. 

Os biofilmes que se formam nos leitos dos rios, lagos e ambientes marinhos 

contribuem grandemente para a remoção de contaminantes orgânicos e inorgânicos 
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da água e são considerados benéficos. Os utilizados nas indústrias de fermentação e 

farmacêutica também são considerados benéficos. Quando os biofilmes estão 

alojados em locais indesejáveis podem trazer sérios problemas. Nas indústrias o 

acúmulo de biofilmes nos equipamentos causa impacto negativo a qualidade dos 

produtos finais por causarem corrosão aos equipamentos, interrupção do processo 

para limpeza entre outros prejuízos (PEYTON & CHARACKLIS, 1995; 

SARAVANAN & SREEKRISHNAN, 2006). Estes também são indesejáveis no 

interior de oleodutos, na aquicultura e nos sistemas de ar condicionado (DONLAN, 

2002). 

A formação de biofilme é um fator importante no desenvolvimento e 

persistência de doenças infecciosas. Eles podem ocorrer em cateteres, implantes e 

lentes de contato causando infecções graves (FUX et al., 2005). Na nefrologia 

clínica, os biofilmes influenciam no desenvolvimento de cálculos renais e afetam 

sistemas de diálise, inclusive cateteres peritoneais e venosos, além de ter um papel 

crítico na persistência de infecções renais e do trato urinário (MARCUS et al., 

2008). Foi sugerido que a proximidade das bactérias dentro do biofilme maduro 

poderia facilitar as trocas horizontais de informações genéticas, incluindo genes de 

resistência aos antimicrobianos e determinantes de virulência (JUHAS, EBERL & 

TÜMMLER, 2005). 

Os biofilmes são os maiores responsáveis pela contaminação da água potável 

e em água tratada para utilização em unidades de terapia renal substitutiva (UTRS), 

com conseqüências em nível de saúde pública e elevados custos associados. Nas 

UTRS o controle da formação de biofilmes é uma grande preocupação uma vez que 

o desprendimento destes causa um aumento dos níveis de endotoxinas permeáveis as 

membranas utilizadas no processo de purificação do sangue dos pacientes que são 

submetidos a este tratamento causando uma série de quadros clínicos e até a morte 

destes (MARION et al. 2005). Os biofilmes podem ser controlados através do uso de 

biocidas, biodispersantes, tecnologia enzimáticas e da minimização do nutriente 

limitante. As desinfecções realizadas nas UTRS devem ser direcionadas ao controle 
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de biofilmes para garantir a qualidade adequada do tratamento dialítico (MARION 

et al., 2005; CAPELLI et al, 2006). 

 

1.7 TIPAGEM MOLECULAR 

 

Dentre os métodos de tipagem molecular que foram usados para estudar a 

epidemiologia de P. aeruginosa e outros patógenos hospitalares, a análise dos perfis 

de restrição separados por eletroforese de campo pulsado (PFGE) é o método mais 

amplamente utilizado (SINGH et al. 2006). Essa técnica possibilita a separação 

efetiva de grandes fragmentos de DNA gerados após digestão do cromossomo 

bacteriano com enzimas de restrição de sítios pouco frequentes no genoma 

bacteriano. Os fragmentos obtidos originam um número relativamente pequeno de 

bandas no gel que facilitam a interpretação do mesmo e permite a comparação dos 

genomas bacterianos em questão (TENOVER et al. 1995). Este método identifica e 

determina o espalhamento de clones bacterianos e possui grande reprodutibilidade 

interlaboratorial (CARRIÇO et al. 2005). 

PFGE mostrou ser útil nas investigações de surtos nosocomiais, na 

identificação de cepas de Pseudomonas aeruginosa multiresistentes e/ou produtoras 

de β-lactamases, inclusive na detecção da disseminação do clone de Pseudomonas 

aeruginosa produtora de Mβla SPM-1 em vários estados brasileiros (GALES et al., 

2003; FONSECA et al., 2006; CIPRIANO et al. 2007)   

 

1.8 JUSTIFICATIVA 

 

O Instituto Nacional de Controle de Qualidade (INCQS) desenvolve desde 

1999, um programa de avaliação da qualidade da água utilizada em unidades de 

tratamento por hemodiálise em colaboração com a Coordenação de Vigilância 

Sanitária do Estado do Rio de Janeiro e com a Superintendência de Controle de 

Zoonoses, Vigilância e Fiscalização Sanitária do Município do Rio de Janeiro.  
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A importância da qualidade da água é evidente e avaliá-la ao longo de todo o 

processo desde o ponto de entrada, antes do tratamento de purificação, após 

diferentes etapas deste e em pontos de utilização é primordial para obtenção de 

informações que orientem o desenvolvimento tecnológico do processo e a tomada de 

medidas de vigilância sanitária visando à minimização dos riscos para os pacientes.  

O Programa de Hemodiálise/INCQS tem realizado estudos sobre a qualidade 

da água utilizada em hemodiálise e esta dissertação será mais uma contribuição para 

auxiliar as orientações concedidas por este Programa. 

A análise dos perfis de fragmentação do DNA genômico através de 

Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) tem sido amplamente utilizada em 

investigações de suspeitas de surtos e epidemias de infecções causadas por 

Pseudomonas aeruginosa. Sendo assim, esta metodologia será empregada neste 

estudo para avaliar amostras de P. aeruginosa contaminantes, isoladas de água 

tratada para hemodiálise em unidades de terapia renal substitutiva, com intuito de 

verificar a diversidade genética e a persistência dos clones detectados em sistemas 

de tratamento para a água de hemodiálise. Para a vigilância sanitária estes aspectos 

são importantes, pois poderão auxiliar posteriormente em diversas ações referentes à 

limpeza do sistema de purificação, equipamentos utilizados neste sistema entre 

outras. 

Devemos mencionar ainda que a legislação atual (BRASIL, 2004a) que 

estabelece as especificações técnicas para a água utilizada em unidades de 

hemodiálise apresenta pontos a serem revistos, e que as informações que serão 

obtidas neste estudo podem permitir que os critérios utilizados pela legislação 

vigente em nosso país sejam avaliados e que outras revisões possam ser sugeridas. 
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2. OBJETIVO 

 

Determinar a diversidade clonal e perfis de produção de biofilmes e de 

resistência aos antimicrobianos de Pseudomonas aeruginosa isoladas da água 

utilizada nas unidades de tratamento por hemodiálise. 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Determinar a diversidade genética de amostras de Pseudomonas aeruginosa 

isoladas de água de hemodiálise provenientes de seis Unidades de Terapia 

Renal Substitutiva (UTRS) durante o período de 2004 a 2008; 

b)  Determinar o tempo de persistência dos clones de P. aeruginosa no sistema 

de tratamento de água das UTRS avaliadas; 

c) Determinar o perfil de resistência das amostras de P. aeruginosa provenientes 

de água de hemodiálise analisadas neste estudo;  

d) Determinar a produção de biofilme pelas amostras de P. aeruginosa avaliadas 

para correlacionar com a persistência da amostra no sistema de tratamento de 

água. 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1 UNIDADES DE TERAPIA RENAL SUBSTITUTIVA 

 

Foram selecionadas seis Unidades de Terapia Renal Substitutiva (UTRS) para 

este estudo considerando os seguintes critérios: UTRSs que tiveram resultados 

insatisfatórios,  pela análise microbiológica da água realizada no INCQS/FIOCRUZ 

segundo os limites da RDC n° 154/2006 (BRASIL, 2006b) e que apresentaram a 

espécie bacteriana Pseudomonas aeruginosa como contaminante das amostras de 

água para hemodiálise no período de 2004 a 2008. As clínicas analisadas neste 

estudo foram identificadas com letras maiúsculas diferentes.   

As amostras de água de hemodiálise foram coletadas de UTRSs localizadas 

no estado do Rio de Janeiro em colaboração com a Superintendência de Controle de 

Zoonoses, Vigilância e Fiscalização Sanitária do Município do Rio de Janeiro e 

Coordenação de Vigilância Sanitária do Estado do Rio de Janeiro em função da 

RDC n° 154/2006 ( tabela 1). 

 

3.2 AMOSTRAS DE ÁGUA PARA HEMODIÁLISE 

 

Por ocasião das inspeções, foram coletadas amostras de água provenientes de 

diversos pontos do sistema de tratamento da água: 

1) amostras coletadas após o tratamento (pós-osmose reversa); 

2) amostras da água utilizada no reprocessamento dos dialisadores (reuso); 

3) solução de diálise (dialisato). 

  As amostras de água foram coletadas em frascos estéreis (um volume 

aproximado de 200 mL). As amostras foram mantidas em temperatura inferior a 

10°C e processadas no mesmo dia da coleta. 
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3.3 ENSAIO DE CONTAGEM DE BACTÉRIAS HETEROTRÓFICAS 

 

O ensaio foi realizado segundo metodologias descritas: no POP 

INCQS/FIOCRUZ no. 65.3210.010 (MANUAL DA QUALIDADE, 2009a) e  POP 

INCQS/FIOCRUZ no. 65.3210.030 (MANUAL DA QUALIDADE, 2009b).  

Foi utilizado o método de contagem em placa de profundidade (em 

duplicata), utilizando o meio de cultura ágar caseína-soja. A amostra foi diluída em 

caldo caseína-soja (diluição 1:9) inoculando 1 mL da amostra em 9 mL de caldo 

caseína-soja. Um mililitro da diluição foi adicionado a 20 mL do meio TSA fundido 

e resfriado a 45-50° C. Após solidificação, o meio foi incubado a 30-35ºC durante 

48 ± 3 horas. A contagem das unidades formadoras de colônias (UFC) foi realizada 

em placas que continham até 300 UFC. Para a obtenção do resultado expresso em 

UFC/mL foi utilizada a seguinte fórmula: 

 

N=    P1 + P2   D 

     2 

 

Onde: N = número de UFC/1 g ou 1 mL 

 D = Fator da diluição utilizada 

 P1 = Número de colônias observadas na placa 1  

 P2 = Número de colônias observadas na placa 2  

 

O limite estabelecido pela legislação é de no máximo 200 UFC/mL para a 

água purificada e até 2000 UFC/mL para o dialisato (BRASIL, 2006b). Para a 

solução de diálise o limite é de 100 UFC/mL segundo acordo do INCQS com as 

VISAS, uma vez que a legislação brasileira, RDC Nº. 154/2006 (BRASIL, 2006b) 

não contempla solução para diálise, deste modo, seguimos as  recomendações das 

Farmacopéias Americana (THE UNITED STATE PHARMACOPOEIA, 2008) e 

Européia (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2008).  
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3.4 IDENTIFICAÇÃO BIOQUÍMICA DAS BACTÉRIAS ISOLADAS  NAS 

AMOSTRAS DE ÁGUA PARA HEMODIÁLISE 

 

A identificação bioquímica das amostras bacterianas obtidas nos ensaios de 

contagem de bactérias heterotróficas foi realizada segundo Murray e colaboradores (2007) 

e o POP INCQS/FIOCRUZ n° 65.3210.008 (MANUAL DA QUALIDADE, 2008). As 

bactérias foram identificadas através de testes bioquímicos tais como: Bastonestes Gram 

negativos, aeróbios, não formadores de esporos, nutricionalmente versáteis, móveis devido 

à presença de um ou mais flagelos polares, metabolismo oxidativo (glicose,xilose e 

manitol), temperatura ótima de crescimento a  42°C, produtores de pigmentos difusíveis em 

meios de cultura, pioverdina, piocinina (verde-azulado), piorrubina (vermelho) e 

piomelanina (preto),não fermentador , produtor da enzima  oxidase, presença da enzima 

catalase, crescimento em ágar Mac Conkey,ágar cetrimide, descarboxilação do aminoácido 

arginina, presênça de  crescimento em  concentração de 6,5 % de NaCl, , produção de indol 

negativa, utiliza citrato como única fonte de carbono, não produz a enzima DNAse, 

produção de H2S negativa, fenilalanina negativa, produz  a enzima lecitinase, não hidrolisa 

o  amido, esculina, hidrolisa a gelatina, utilização da  uréia positiva, reduz o nitrato a nitrito 

com produção de gás, extração da piocianina positiva. 

 

3.5 DETERMINAÇÃO DO PERFIL DE RESISTÊNCIA AOS 

ANTIMICROBIANOS 

 

 O perfil de resistência aos antimicrobianos foi determinado pelo método 

automatizado VITEK 32 (BioMerieux), utilizando os cartões GNS-655 conforme 

instruções do fabricante. Os antibióticos utilizados no cartão utilizado foram: 

amicacina (AN), ampicilina (AM), ampicilina/sulbactam (AMS), aztreonam (AZM), 

cefepime (FEP), cefotaxime (TAX), cefoxitina (FOX), ceftazidime (TAZ), 

cephalotina (CF), ciprofloxacina (CIP), gentamicina (GM), imipinem (IMI), 

meropenem (MEM), piperacilina/tazobactam (TZP), trimetoprim/sulfametaxazole 

(SXT). As amostras foram repicadas no meio de cultura TSA por 24 horas e o 
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crescimento bacteriano foi utilizado para preparar uma suspensão em salina 0,85% 

com turvação equivalente a 0.5 da escala de Mac Farland. Uma quantidade de 250 μl 

desta suspensão foi diluida em 1,8 ml de salina 0,85%. Esta diluição foi utilizada 

para preencher os cartões GNS-655. O resultado foi obtido após incubação do cartão 

no equipamento por aproximadamente 10 a 18 horas.  

 

3.6 DETERMINAÇÃO DOS PERFIS DE FRAGMENTAÇÃO DO DNA 

CROMOSSÔMICO OBTIDOS PELA SEPARAÇÃO POR ELETROFORES E 

EM GEL DE CAMPO PULSADO (PFGE) 

 

O DNA cromossômico foi preparado pela técnica de uso “in situ”, em blocos 

de agarose, segundo os procedimentos de Teixeira e colaboradores (1997) e 

Cipriano e colaboradores (2007). Em resumo, uma alíquota de 2 mL do crescimento 

bacteriano em fase exponencial com concentração compatível com o padrão 2da 

escala de Mac Farland foi centrifugada a 3000 g por 10 minutos (eppendorf modelo 

5415 C) e as células obtidas foram suspensas em 250 µL de salina estéril. Foi 

adicionada a suspensão de células, 250 µL de agarose (low melting, NuSieve, BMA) 

a 2 % em salina 0,85% a 50°C. A mistura foi homogeneizada e distribuída em 

moldes. Os blocos foram então transferidos para tubos contendo 4 ml de so1ução de 

lise (NaCl 1M; TRIS-HCl 6mM pH 7,6; EDTA 100mM pH 8,0; BRIJ-58 0,5 %; 

desoxicolato 0,2 %; sarcosina 0,5 % e lisozima 1 mg/mL) e incubados a 37°C 

durante 18 a 24 horas. Em seguida, o tampão de lise foi substituído pelo tampão ESP 

(EDTA 0,5M pH 8,0; sarcosina 1 %) contendo 0,1 mg/mL de proteinase K (Sigma) 

e os blocos incubados por 24 horas a 50°C. Os blocos foram lavados 10 vezes com 

tampão TE (TRIS-HCI l0mM pH 8,0; EDTA 0.1mM pH 8,0) a 37°C e então 

incubados com 10U da enzima de restrição SpeI (Invitrogen) diluída em tampão 

específico conforme instruções do fabricante por 24 h a 37°C. Os blocos foram 

fundidos a 68-70ºC e aplicados no gel de agarose (NA, Amersham) a 1,0 % 
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preparado em tampão TBE (TRIS 44,5 mM; ácido bórico 44,5 mM; EDTA 1mM pH 

final 8,3). Um padrão contendo fragmentos de DNA com pesos moleculares 

conhecidos foi aplicado em um dos orifícios do gel para a avaliação do tamanho dos 

fragmentos de DNA. Os fragmentos de DNA foram separados em um sistema de 

eletroforese de campo pulsado, CHEF-DR III (Bio-Rad, Richmond, USA), 

utilizando as seguintes condições: tempo de pulso crescente de 5 a 35 segundos por 

24 horas a 6V/cm, na temperatura de 12º C. Após a eletroforese os géis foram 

corados com solução de brometo de etídio (0,5µg/mL) e os perfis de restrição foram 

observados e as imagens registradas no equipamento Gel Logic 100 - Imaging 

System (KODAK). A análise dos perfis de fragmentação do DNA cromossômico 

separados em gel de agarose por eletroforese de campo pulsado foi realizada por 

inspeção visual. As interpretações foram realizadas de acordo com as 

recomendações de Tenover e colaboradores (1995). As amostras que apresentaram o 

mesmo perfil eletroforético com diferença de até três bandas foram assinaladas 

como pertencentes a um único clone e receberam um algarismo romano. As 

amostras que apresentaram perfis eletroforéticos com mais de sete bandas de 

diferença foram consideradas clones diferentes e receberam algarismos romanos 

diferentes e os perfis que apresentaram menos de seis bandas de diferença receberam 

letras minúsculas para identificá-los. 

 

3.8 ENSAIO DA FORMAÇÃO DE BIOFILMES 

 

Para a detecção de biofilme foram utilizadas placas para microtitulação de 

fundo plano, compostas de poliestireno inerte, contendo 96 poços (Nunclon; Nunc 

InterMed). As amostras bacterianas analisadas foram semeadas por esgotamento em 

meio TSA (Tripticase Soy Agar) e incubadas por 24 h a 37°C. Foram incluídas 

também como controles negativo (CN) e positivo (CP), respectivamente cepas-

padrão de E. coli DH5A e EAEC 042, além da cepa P. aeruginosa ATCC 9027 uma 

vez que está é cepa é preconizada como controle positivo para ensaios com P. 
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aeruginosa. Após esse período, uma alçada do crescimento de 24h foi repicada para 

tubos contendo 3 ml de caldo caseína-soja e incubados por uma noite com agitação. 

Em seguida, foram aplicados 200 µL das culturas bacterianas em cada poço em 

triplicata. Posteriormente, as placas foram incubadas por 4h a 37ºC para avaliação 

da produção rápida de biofilme ou por 24 h a 37ºC conforme a metodologia seguida. 

Após a incubação, os conteúdos da placa foram aspirados e os poços foram lavados 

3 vezes com 200 µL de PBS (0.01M, pH 7,2) e a placa foi colocada a temperatura 

ambiente para secar. Em seguida, 30 µL de solução de cristal violeta 0,5% foram 

adicionados em cada poço por 10 minutos. Após a coloração do biofilme o corante 

foi aspirado e os poços foram lavados três vezes com 200 µL de PBS (0,01M, pH 

7,2). A placa foi mantida à temperatura ambiente para secar e o corante foi eluído 

com 200 µL de etanol absoluto por 10 minutos e 150 µL da solução contida em cada 

um dos poços da placa foram transferidos para outra placa limpa e seca. A densidade 

ótica do biofilme (DO) foi quantificada utilizando um leitor de ELISA (BioRad, 

modelo 550), em comprimento de onda de 570 nm e as amostras foram classificadas 

segundo Stepanović e colaboradores. (2000). Foram realizados quatro experimentos 

independentes. As amostras foram classificadas em quatro categorias de acordo com 

a média das DOs (densidade ótica) relacionada com os resultados obtidos para as 

(DOc - densidade ótica do controle negativo) E. coli DH5A. As categorias foram 

baseadas nos seguintes critérios: não aderente (NA), quando a DO ≤ DOc; 

fracamente aderente (+) quando a DOc < DO ≤ 2 x DOc; moderadamente aderente 

(++), quando  2 x DOc< DO ≤ 4 x DOc ou fortemente aderente (+++), quando 4x 

DOc <DO. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 AMOSTRAS BACTERIANAS 

 

 Neste estudo foram analisadas 56 amostras identificadas como P. aeruginosa 

provenientes da contagem de bactérias heterotróficas de amostras de água para 

hemodiálise, coletadas em diferentes pontos do sistema de tratamento, como: após o 

tratamento (pós-osmose reversa), de água utilizada no reprocessamento dos 

dialisadores (reuso) e da solução de diálise (dialisato). As amostras bacterianas 

foram isoladas no período de 2004 a 2008 (Tabela 1). 

 

4.2. ANÁLISE DOS PERFIS DE FRAGMENTAÇÃO DO DNA 

CROMOSSÔMICO OBTIDOS PELA SEPARAÇÃO POR ELETROFORES E 

EM GEL DE CAMPO PULSADO (PFGE). 

 

 Um total de 56 amostras de P. aeruginosa provenientes de água de 

hemodiálise de seis UTRS foi analisado por esta metodologia. Foram observados 

nove perfis eletroforéticos entre as amostras bacterianas analisadas. Com exceção 

dos perfis eletroforéticos, II e IIa que apresentaram apenas 2 bandas de diferença, os 

demais perfis apresentaram mais de sete bandas de diferença sendo considerados 

não relacionados e portanto clones diferentes. Os perfis II e IIa foram considerados 

como pertencentes ao mesmo clone.   

Neste estudo foi observado que a maioria das amostras de P. aeruginosa 

oriundas de uma coleta no mesmo ano (mesma data) tiveram o mesmo perfil 

eletroforético independente do ponto de coleta (pós osmose, reuso e solução de 

diálise). Apenas as UTRS A e D apresentaram mais de um perfil de PFGE na mesma 

data de coleta. Na UTRS A foi observado que no ano de 2007 (A4/2007, A5/2007, 

A6/2007) foram encontrados os perfis eletroforéticos II e IIa que pertenciam ao 

mesmo clone e no ano de 2008 (A7/2008, A8/2008 e A9/2008) foram encontrados 
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os perfis eletroforéticos IIa e I (Tabela 2, Figura 2). Na UTRS D foi observado que 

no ano de 2007 (D7/2007, D8/2007 e D9/2007) foram apresentados os perfis 

eletroforéticos IV e V (Tabela 2 e Figura 5).  

O perfil eletroforético I foi encontrado em três UTRS (A, B e C). Na UTRS A 

foi encontrado no ano de 2005 e novamente em 2008, na UTRS B em 2006 e 2008 e 

na UTRS C nos anos de 2005, 2006 e 2007 (Tabela 2, Figuras 2, 3 e 4).  

Também foi verificada a persistência de outros perfis eletroforéticos nas 

demais UTRS. O perfil eletroforético III foi encontrado nos anos de 2004 e 2005 na 

UTRS B, o perfil IV em 2005 e 2006 na UTRS D, os perfis VI e VII em 2005 e 

2006 e em 2007 e 2008 respectivamnete na UTRS E e o perfil VIII em 2005 e 2006 

na UTRS F (Tabela 2, Figuras 3, 5, 6 e 7). Apenas as UTRS C e F apresentaram o 

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

 

4.3 PERFIL DE RESISTÊNCIA AOS ANTIMICROBIANOS 

 

 Na análise do perfil de resistência aos antimicrobianos foi observado que 

todas as 56 amostras de P. aeruginosa apresentaram resistência aos seguintes 

antibióticos: ampicilina (AM), ampicilina/sulbactam (AMS), cefoxitina (FOX), 

cefotaxime (TAX), cephalotina (CF). Todas as amostras bacterianas apresentaram 

sensibilidade aos antimicrobianos: amicacina (AN), aztreonam (AZM), cefepime 

(FEP), ceftazidime (TAZ), ciprofloxacina (CIP), imipinem (IMI), meropenem 

(MEM), piperacilina/tazobactam (TZP). Dezessete (30,36%) amostras bacterianas, 

todas pertencentes aos perfis eletroforéticos II, IIa, III e VIII, apresentaram 

resistência ao trimetropim/sulfametaxazole (SXT). Observamos também que todas 

as amostras (8,93%) dos perfis II e IIa apresentaram resistência à gentamicina (GM) 

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

 

 Os resultados sobre a expressão de biofilme pelas cepas de P. aeruginosa 

oriundas de amostras de água de hemodiálise estão apresentados na tabela 3. A 

metodologia foi empregada utilizando amostras de P. aeruginosa de representantes 

de todos os perfis eletroforéticos. Foram escolhidas amostras de P. aeruginosa 

representantes de todos os anos analisados em cada UTRS. Todas as amostras 

provenientes de água de hemodiálise analisadas foram classificadas como 

fortemente aderentes (+++) quando analisadas quanto a produção de biofilme em 4h 

e em 24 horas. A amostra de P. aeruginosa ATCC 9027 foi utilizada neste estudo e 

também foi classificada como fortemente aderente. Pouca variação foi observada na 

DO dos biofilmes de P. aeruginosa quando comparamos o período de tempo (Tabela 

3). 

 

 

 

. 
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Tabela 1. Número de amostras de P. aeruginosa analisadas neste estudo de acordo 

com a origem e o ano da coleta. 

 

UTRS a 2004 b 2005 2006 2007 2008 Tota

l 

 POc Rd SD
e 

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    9 

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
 

a UTRS – Unidade de Terapia Renal Substitutiva 
b  As coletas realizadas nos anos indicados foram realizadas na mesma data nos diferentes pontos: pós osmose, 

reuso,  solução de diálise 
c PO – Pós osmose  
d R - Reuso  
e  SD- Solução de diálise 
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Tabela 2. Amostras de Pseudomonas aeruginosa provenientes de água de 

hemodiálise: resultados da análise do perfil de resistência aos antimicrobianos e do 

perfil de fragmentação do DNA cromossômico obtidos pela separação por 

eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE). 

 

Amostras 

bacterianas 

Origem  

(Pontos de Coleta) 

Perfil  

eletroforético 

Perfil de resistência aos 

antimicrobianos a 

A1/2004 Pós osmose I AM, AMS, FOX, TAX, CF 

A2/2004 Reuso I AM, AMS, FOX, TAX, CF 

A3/2004 Solução de diálise I AM, AMS, FOX, TAX, CF 

A4/2007 Pós osmose II AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT, GM 

A5/2007 Reuso II AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT, GM 

A6/2007 Solução de diálise II a AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT, GM 

A7/2008 Pós osmose II a AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT, GM 

A8/2008 Reuso II a AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT, GM 

A9/2008 Solução de diálise I AM, AMS, FOX, TAX, CF 

B1/2004 Pós osmose III AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT 

B2/2004 Reuso III AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT 

B3/2004 Solução de diálise III AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT 

B4/2005 Pós osmose III AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT 

B5/2005 Reuso III AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT 

B6/2005 Solução de diálise III AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT 

B7/2006 Pós osmose I AM, AMS, FOX, TAX, CF 

B8/2006 Reuso I AM, AMS, FOX, TAX, CF 

B9/2006 Solução de diálise I AM, AMS, FOX, TAX, CF 

B10/2008 Pós osmose I AM, AMS, FOX, TAX, CF 

B11/2008 Reuso I AM, AMS, FOX, TAX, CF 

B12/2008 Solução de diálise I AM, AMS, FOX, TAX, CF 

C1/2005 Pós osmose I AM, AMS, FOX, TAX, CF 

C2/2005 Reuso I AM, AMS, FOX, TAX, CF 

C3/2005 Solução de diálise I AM, AMS, FOX, TAX, CF 
a  AM - ampicilina, AMS - ampicilina/sulbactam, FOX - cefoxitina, TAX - cefotaxime, CF - cephalotina, 

SXT - trimetropim/sulfametaxazole, GM – gentamicina. 
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Tabela 2. Continuação 

Amostras 

bacterianas 

Origem  

(Pontos de Coleta) 

Perfil  

eletroforético 

Perfil de resistência aos 

antimicrobianos a 

C4/2006 Pós osmose I AM, AMS, FOX, TAX, CF 

C5/2006 Reuso I AM, AMS, FOX, TAX, CF 

C6/2006 Solução de diálise I AM, AMS, FOX, TAX, CF 

C7/2007 Pós osmose I AM, AMS, FOX, TAX, CF 

C8/2007 Reuso I AM, AMS, FOX, TAX, CF 

C9/2007 Solução de diálise I AM, AMS, FOX, TAX, CF 

D1/2005 Pós osmose IV AM, AMS, FOX, TAX, CF 

D2/2005 Reuso IV AM, AMS, FOX, TAX, CF 

D3/2005 Solução de diálise IV AM, AMS, FOX, TAX, CF 

D4/2006 Pós osmose IV AM, AMS, FOX, TAX, CF 

D5/2006 Reuso IV AM, AMS, FOX, TAX, CF 

D6/2006 Solução de diálise IV AM, AMS, FOX, TAX, CF 

D7/2007 Pós osmose IV AM, AMS, FOX, TAX, CF 

D8/2007 Reuso V AM, AMS, FOX, TAX, CF 

D9/2007 Solução de diálise V AM, AMS, FOX, TAX, CF 

E1/2005 Pós osmose VI AM, AMS, FOX, TAX, CF 

E2/2005 Reuso VI AM, AMS, FOX, TAX, CF 

E3/2005 Solução de diálise VI AM, AMS, FOX, TAX, CF 

E4/2006 Reuso VI AM, AMS, FOX, TAX, CF 

E5/2006 Solução de diálise VI AM, AMS, FOX, TAX, CF 

E6/2007 Pós osmose VII AM, AMS, FOX, TAX, CF 

E7/2007 Reuso VII AM, AMS, FOX, TAX, CF 

E8/2007 Solução de diálise VII AM, AMS, FOX, TAX, CF 

E9/2008 Pós osmose VII AM, AMS, FOX, TAX, CF 

E10/2008 Reuso VII AM, AMS, FOX, TAX, CF 

E11/2008 Solução de diálise VII AM, AMS, FOX, TAX, CF 

F1/2005 Pós osmose VIII AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT 

F2/2005 Reuso VIII AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT 

F3/2005 Solução de diálise VIII AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT 
a  AM - ampicilina, AMS - ampicilina/sulbactam, FOX - cefoxitina, TAX - cefotaxime, CF - cephalotina, 

SXT - trimetoprim/sulfametaxazole, GM – gentamicina. 
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Tabela 2. Continuação 

F4/2006 Pós osmose VIII AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT 

F5/2006 Reuso VIII AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT 

F6/2006 Solução de diálise VIII AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT 

a  AM - ampicilina, AMS - ampicilina/sulbactam, FOX - cefoxitina, TAX - cefotaxime, CF - 

cephalotina, SXT - trimetoprim/sulfametaxazole, GM – gentamicina. 
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Tabela 3. Resultados de produção de biofilme de perfis eletroforéticos de amostras 

de Pseudomonas aeruginosa provenientes de água de hemodiálise. 

 
Amostra  bacteriana Classificação Perfil 

eletroforético 
Produção de 

biofilme 4 horas 
(média da DOa) 

Produção de 
biofilme 24 horas 
(média da DO) 

E.coli AEAC 042 (CP b) NAc NRd 1,415 1,498 
E.coli DH5A (CN e) NA NR 0,138 0,240 
P aeruginosa ATCC 
9027 

+++f NR 1,921 2,105 

A1/2004 +++ I 2,028 2,401 
A6/2007 +++ II 2,297 2,712 
A7/2008 +++ II a 1,944 2,792 
B1/2004 +++ III 2,092 2,612 
B4/2005 +++ I 2,065 2,262 
B7/2006 +++ I 1,921 2,448 
C1/2005 +++ I 1,910 2,324 
C4/2006 +++ I 1,940 2,269 
C7/2007 +++ I 1,985 2,275 
D1/2005 +++ IV 2,219 2,519 
D4/2006 +++ IV 1,997 2,421 
D7/2007 +++ IV 2,208 2,545 
E1/2005 +++ VI 2,201 2,750 
E4/2006 +++ VII 2.369 2,663 
E8/2007 +++ VII 2,401 2,576 
F1/2005 +++ VIII 2,434 2,525 
F6/2006 +++ VIII 2,198 2,512 
 
a DO – Densidade ótica  
b CP – Controle positivo 
c NA – Não se aplica  
d NR – Não realizado 
e CN – Controle negativo 
f +++ - fortemente aderente 
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Figura 2. Perfil de fragmentação do DNA cromossômico de amostras de P. 
aeruginosa provenientes da UTRS A após digestão com a enzima de restrição SpeI.  
PM – peso molecular (kilobase), lambda PFGE marker (New England Biolabs); 1 – 
A1/2004 (perfil de PFGE I), 2 – A2/2004 (perfil de PFGE I), 3 – A3/2004 (perfil de 
PFGE I), 4 – A4/2007 (perfil de PFGE II), 5 – A5/2007 (perfil de PFGE II), 6 – 
A6/2007 (perfil de PFGE IIa), 7 – A7/2008 (perfil de PFGE IIa), 8 – A8/2008 (perfil 
de PFGE IIa), 9 – A9/2008 (perfil de PFGE I). 
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Figura 3. Perfil de fragmentação do DNA cromossômico de amostras de P. 
aeruginosa provenientes da UTRS B após digestão com a enzima de restrição SpeI.  
PM – peso molecular (kilobase), lambda PFGE marker (New England Biolabs); 1 – 
B2/2004 (perfil de PFGE III), 2 – B3/2004 (perfil de PFGE III), 3 – B5/2005 (perfil 
de PFGE III), 4 – B6/2005 (perfil de PFGE III), 5 – B8/2006 (perfil de PFGE I), 6 – 
B9/2006 (perfil de PFGE I), 7 – B10/2008 (perfil de PFGE I), 8 – B11/2008 (perfil 
de PFGE I), 9 – B12/2008 (perfil de PFGE I). 
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Figura 4. Perfil de fragmentação do DNA cromossômico de amostras de P. 
aeruginosa provenientes da UTRS C após digestão com a enzima de restrição SpeI.  
1 – C1/2005 (perfil de PFGE I), 2 – C2/2005 (perfil de PFGE I), 3 – C3/2005 (perfil 
de PFGE I), 4 – C4/2006 (perfil de PFGE I), 5 – C5/2006 (perfil de PFGE I), 6 – 
C6/2006 (perfil de PFGE I), 7 – C7/2007 (perfil de PFGE I), 8 – C8/2007 (perfil de 
PFGE I), 9 – C9/2007 (perfil de PFGE I), PM – peso molecular (kilobase), lambda 
PFGE marker (New England Biolabs). 
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Figura 5. Perfil de fragmentação do DNA cromossômico de amostras de P. 
aeruginosa provenientes da UTRS D após digestão com a enzima de restrição SpeI.  
1 – D1/2005 (perfil de PFGE IV), 2 – D2/2005 (perfil de PFGE IV), 3 – D3/2005 
(perfil de PFGE IV), 4 – D4/2006 (perfil de PFGE IV), 5 – D5/2006 (perfil de PFGE 
IV), 6 – D6/2006 (perfil de PFGE IV), 7 – D7/2007 (perfil de PFGE IV), 8 – 
D8/2007 (perfil de PFGE V), 9 – D9/2007 (perfil de PFGE V), PM – peso molecular 
(kilobase), lambda PFGE marker (New England Biolabs). 
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Figura 6. Perfil de fragmentação do DNA cromossômico de amostras de P. 
aeruginosa provenientes da UTRS E após digestão com a enzima de restrição SpeI.  
1 – E1/2005 (perfil de PFGE VI), 2 – E2/2005 (perfil de PFGE VI), 3 – E3/2005 
(perfil de PFGE VI), 4 – E4/2006 (perfil de PFGE VI), 5 – E5/2006 (perfil de PFGE 
VI), 6 – E7/2007 (perfil de PFGE VII), 7 – E8/2007 (perfil de PFGE VII), 8 – 
E10/2008 (perfil de PFGE VII), 9 – E11/2008 (perfil de PFGE VII), PM – peso 
molecular (kilobase), lambda PFGE marker (New England Biolabs). 
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Figura 7. Perfil de fragmentação do DNA cromossômico de amostras de P. 
aeruginosa provenientes da UTRS F após digestão com a enzima de restrição SpeI.  
PM – peso molecular (kilobase), lambda PFGE marker (New England Biolabs); 1 – 
F1/2005 (perfil de PFGE VIII), 2 – F2/2005 (perfil de PFGE VIII), 3 – F3/2005 
(perfil de PFGE VIII), 4 – F4/2006 (perfil de PFGE VIII), 5 – F5/2006 (perfil de 
PFGE VIII), 6 – F6/2006 (perfil de PFGE VIII). 
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5. DISCUSSÃO 

 

Em 1999, o INCQS estabeleceu um programa de avaliação da qualidade da 

água de hemodiálise em colaboração com a Coordenação de Vigilância Sanitária do 

Estado do Rio de Janeiro e a Superintendência de Controle de Zoonozes, Vigilância 

e Fiscalização Sanitária do Município do Rio de Janeiro. Este programa originou 

uma série de estudos e ações que vem sendo realizadas até a presente data. Esta 

dissertação é parte dos estudos realizados pelo Programa de Hemodiálise.  

Os resultados obtidos no INCQS durante o período de 1999 a 2003 

mostravam um quadro preocupante, onde o número de análises microbiológicas 

insatisfatórias da água de hemodiálise estavam acima de 69,77%. Neste período 

várias orientações sobre aperfeiçoamento do tratamento da água, desinfecção 

apropriada do sistema das máquinas, observação dos protocolos de reprocessamento 

dos dialisadores, monitoramento e controle de qualidade em todo sistema foram 

dadas pelo programa de hemodiálise visando à melhoria contínua para saúde dos 

pacientes. Os dados relacionados à avaliação microbiológica realizada pelo 

Programa de Hemodiálise/INCQS também alertaram para a necessidade de 

determinar um nível de ação que foi sugerido pelo INCQS numa consulta pública. O 

nível de ação de 50 UFC/mL referente à contagem de bactérias heterotróficas foi 

incluído na resolução (BRASIL, 2006a) que substituiu a Portaria nº. 82/2000 

(BRASIL, 2000c). O nível de ação de 50 UFC/mL foi estabelecido pela AAMI e é 

atualmente recomendado (AAMI, 2001, 2004). 

O estabelecimento do nível de ação causou mudanças nos procedimentos do 

tratamento da água utilizada no sistema de hemodiálise e foi observado o impacto 

desta medida na avaliação microbiológica realizada pelo Programa de 

Hemodiálise/INCQS. O cumprimento deste limite pelas clínicas de hemodiálise e o 

monitoramento constante das clínicas de hemodiálise resultaram numa profunda 

melhoria na qualidade da água de hemodiálise, o que pode ser facilmente constatado 

com a análise comparativa dos resultados obtidos a partir do ano de 2004, já que o 
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número de análises insatisfatórias foi consideravelmente reduzido (6,99% de 

resultados insatisfatórios em 2006) (FERREIRA, 2006).   

Ferreira (2006) verificou também que a principal espécie bacteriana isolada 

de amostras de água purificada e dialisato nas clínicas do Estado do Rio de Janeiro 

era a P. aeruginosa, como também relatado em outros estudos (ZUNINO et. al., 

2002; ARVANITIDOU et al., 2003; BOMMER & JABER, 2006; MONTANARI et 

al., 2009). Sendo assim, nesta dissertação esta espécie bacteriana foi escolhida como 

objeto de estudo e avaliamos amostras oriundas de três pontos de coleta em seis 

clínicas de hemodiálise do Rio de Janeiro. Estas clínicas apresentaram valores 

insatisfatórios de contagem de bactérias heterotróficas sendo isolada a bactéria P. 

aeruginosa em diversos anos consecultivamente. Estas amostras foram avaliadas 

quanto à produção de biofilme, à resistência aos antimicrobianos e a diversidade 

genética. 

A espécie P. aeruginosa de origem clínica apresenta altas taxas de resistência 

aos antimicrobianos, e geralmente apresentam multiresistência incluindo 

importantes antimicrobianos como β-lactâmicos e fluorquinolonas (ROSSOLINI & 

MANTENGOLI, 2008). Entretanto, ao testar a susceptibilidade das amostras de P. 

aeruginosa provenientes de amostras de água de hemodiálise deste estudo frente aos 

antimicrobianos utilizados no cartão GNS-655 (VITEK/BioMerieux), observamos 

que as amostra apresentaram pouca resistência aos antimicrobianos empregados na 

prática clínica, tais como os aminoglicosídeos, fluorquinolonas, carbapenemas e β-

lactâmicos  utilizados para o tratamento de infecções por Pseudomonas. 

Observamos em todas as amostras analisadas apenas a resistência aos 

antimicrobianos aos quais a espécie bacteriana em questão apresenta resistência 

intrínseca. Apenas três perfis eletroforéticos (II, III e VIII) apresentaram resistência 

a gentamicina e/ou ao sulfametaxazole-trimetropim mostrando que as amostras de P. 

aeruginosa analisadas apresentaram pouca resistência aos antimicrobianos. 

Arvanitidou e colaboradores (2003) observaram que todas as amostras de P. 

aeruginosa isoladas de água de hemodiálise apresentaram resistência ao 
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trimetropim-sulfametaxazole e a tetraciclina e houve detecção de cepas resistêntes a 

alguns antimicrobianos utilizados na clínica como: cefepime (3/32), ceftazidime 

(4/32), ciprofloxacina (5/32), ticarcilina (11/32). Recentemente, um estudo, 

realizado em uma unidade de terapia substitutiva em um hospital do Brasil, no 

Paraná, verificou que as amostras de P. aeruginosa isoladas de água de hemodiálise 

apresentaram alta resistência ao cloranfenicol (12/15 amostras) e algumas amostras 

apresentaram resistência aos antimicrobianos: cefepime (6/15), ceftazidime (3/15), 

gentamicina (5/15), imipinem (6/15) (BORGES et al., 2007). Comparando o aspecto 

amostragem, os estudos de Borges e colaboradores (2007) e Arvanitidou e 

colaboradores (2003) analisaram principalmente amostras provenientes de dialisato 

e em nosso estudo foram analisadas amostras bacterianas de outros pontos do 

sistema de tratamento de água para hemodiálise. Neste estudo a resistência 

apresentada pelas amostras de P. aeruginosa aos antimicrobianos não foi tão alta 

quanto naquelas encontradas em hospitais. Este fato pode ser explicado devido a 

origem das amostras de P. aeruginosa analisadas que, possivelmente estão presentes 

no meio ambiente e têm acesso ao sistema de purificação da água onde não há 

pressão seletiva das drogas antimicrobianas, como acontece com as amostras 

oriundas de pacientes hospitalizados. 

A análise dos perfis de fragmentação do DNA cromossômico por PFGE 

possibilitou a determinação do relacionamento das amostras de P. aeruginosa 

provenientes de água de hemodiálise de seis UTRS analisadas neste estudo. 

Inicialmente utilizamos esta metodologia para determinar o relacionamento das 

amostras da mesma espécie isoladas de água coletadas em diferentes pontos do 

sistema de tratamento e distribuição numa mesma data de coleta. Verificamos então 

que havia um relacionamento estreito na maioria das vezes, isto é, detectamos o 

mesmo clone nos três pontos de coleta analisados numa mesma data (Tabela 2). Ao 

longo do estudo observamos que em algumas coletas as amostras não eram 

relacionadas. Na UTRS A, na coleta do ano de 2008, observamos que dois pontos 

possuiam amostras de P. aeruginosa do mesmo clone e o terceiro ponto uma 
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amostra pertencente a um clone detectado no ano de 2005. Na UTRS D observamos 

no ano de 2007, caso semelhante ao anteriormente citado, dois clones detectados na 

mesma coleta. Este fato nos leva a pensar que no caso de contaminações persistentes 

a colonização do sistema de tratamento de água pode ocorrer por mais de um clone 

da mesma espécie. No caso da formação de biofilmes devido à contaminação do 

sistema de água, a composição de espécies microbianas pode ser variável como 

ocorre em vários ambientes na natureza (ANDERSSON et al, 2008).  

 Esta metodologia também foi utilizada para responder outra questão: qual 

seria o tempo de persistência de uma amostra bacteriana em um sistema de 

tratamento de água de hemodiálise? Deste modo analisamos amostras coletadas em 

diferentes datas e observamos que foram detectados clones ao longo de até três anos 

como o caso do clone I na UTRS C. Um fato interessante foi a detecção do clone I 

em três UTRS analisadas. Este clone foi detectado na UTRS A em 2005 e em 2008, 

na UTRS B em 2006 e 2008 e na UTRS C ao longo dos três anos analisados (2005, 

2006 e 2007) (Tabela 2). Este clone não apresentou resistência aos antimicrobianos 

utilizados na UTRS, sugerindo uma origem ambiental e foi classificado como 

produtor forte de biofilme, apresentando valores de densidade ótica (DO) 

semelhantes as amostras pertencentes a outros clones. Nossos resultados sugerem 

que este clone possui características que possibilitaram sua adaptação ao sistema de 

tratamento da água para hemodiálise. 

     A contaminação bacteriana no sistema de tratamento e distribuição de água 

de hemodiálise pode levar a formação de biofilmes, e a presença destes representa 

um grande risco para a qualidade da água para hemodiálise devido à persistência do 

microrganismo em diferentes pontos do sistema, à contínua liberação de bactérias e 

de seus componentes celulares e ao desenvolvimento de resistência aos 

procedimentos de desinfecção (SMEETS et al., 2003; CAPPELLI et al., 2005). 

Vários estudos mostram a formação destas estruturas no sistema de tratamento de 

água para hemodiálise (MAN et al., 1998; CAPPELLI et al., 2003).  
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A produção de biofilme “in vitro” utilizando placas de poliestireno foi 

realizada neste trabalho de dissertação para avaliar amostras de P. aeruginosa de 

diferentes clones detectados por metodologia molecular. Foi verificado que todas as 

amostras analisadas eram fortemente produtoras de biofilme, segundo a metodologia 

utilizada (Tabela 3). No estudo de Borges e colaboradores (2007), que utilizou a 

mesma metodologia de detecção de biofilme em amostras de P. aeruginosa oriundas 

de água de hemodiálise e de “dialisato”, foram verificadas amostras classificadas 

como produtoras fortes, moderadas ou fracas. Bernardo (2009) utilizou a mesma 

metodologia para avaliar a produção de biofilme de P. aeruginosa isoladas de água 

mineral e encontrou 52,9% de amostras produtoras forte, 41,2% de amostras 

produtoras moderadas e 5,9 % de amostras produtoras fracas. Outros estudos 

realizados com P. aeruginosa de origem clínica também mostraram esta variação na 

classificação, entretanto diferem nas metodologias de detecção (FONSECA et al., 

2004; FONSECA et al., 2007). As metodologias diferem principalmente nos meios 

de cultura utilizados, no tempo de formação do biofilme, no corante, no tempo de 

coloração e na interpretação dos resultados. No nosso estudo verificamos que as 

amostras de P. aeruginosa analisadas não apresentaram variações significativas na 

leitura da DO quando o tempo de incubação para a formação de biofime foi variado 

(Tabela 3). Entretanto não há outros estudos sobre a detecção de biofilme nesta 

espécie bacteriana, provenientes de água e não há uma metodologia padronizada 

para a detecção da produção de biofilme em placas de poliestireno. Recentemente, 

um estudo (PEETERS, NELIS & COENYE, 2008) foi realizado comparando os 

métodos de quantificação da produção de biofilme utilizando placas de poliestireno, 

onde  

estes autores realizaram uma padronização desta metodologia para algumas 

espécies bacterianas, inclusive para P. aeruginosa, entretanto os estudos que 

avaliam a produção de biofilme em P. aeruginosa realizados até a presente data, não 

seguem as recomendações sugeridas.  



 39

  Cappelli e colaboradores (2005) afirmaram que não há como avaliar a 

extensão e incidência da formação de biofilmes num sistema de tratamento de água 

para hemodiálise, uma vez que não há um método de detecção “in vivo” que 

verifique a sua erradicação, além disso, as condições experimentais “in vitro” não 

representam as condições do sistema. Estes autores afirmam também que uma vez 

que o biofilme esteja formado, este passa a ser mais resistente aos métodos 

convencionais de desinfecção e que todos os esforços devem ser feitos para impedir 

a contaminação bacteriana e a colonização a fim de impedir e tratar complicações 

inflamatórias em pacientes de hemodiálise. Nosso estudo sugere que as amostras 

oriundas de água de hemodiálise apresentam um grande potencial de produção de 

biofilme nas condições em que foram realizados os experimentos “in vitro”.  

Entretanto, podemos sugerir que a determinação da diversidade genética das 

amostras bacterianas oriundas de água de hemodiálise seja um instrumento adicional 

para avaliar a qualidade microbiológica do sistema de purificação de água das 

clínicas de hemodiálise, uma vez que a metodologia empregada pode indicar a 

persistência de clones que poderiam estar associados à presença de biofilmes, que 

não estariam sendo efetivamente eliminados por procedimentos de desinfecção. 

Além da aplicação citada acima, esta metodologia pode ser empregada pelo 

Programa de Hemodiálise/INCQS também para avaliar se os surtos de bacteremia 

em clínicas de hemodiálise tem como fonte os fluidos de hemodiálise com intuito de 

orientar o monitoramento das clínicas. 

 Vários estudos mostram a importância dos procedimentos de desinfecção  e 

existem vários guias e protocolos internacionais que preconizam o estabelecimento 

de protocolos a serem utilizados por clínicas de hemodiálise (AAMI, 2004; 

CAPPELLI et al., 2006; EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2008). Entretanto, 

estes procedimentos são bastante negligenciados e estudos que investigaram a 

qualidade da água purificada e do dialisato produzidos nos centros de diálise em 

vários países mostram a dificuldade de alcançar padrões de qualidade satisfatórios 

permanentemente (ARVANITIDOU et al., 1998; ZUNINO et al., 2002). 
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 No Japão, a Sociedade Japonesa de Terapia para Diálise estabeleceu padrões 

de qualidade da água para hemodiálise, mais restritos que os estabelecidos 

internacionalmente. Naquele país são utilizados dializadores de alta performance e é 

recomendada a utilização de fluido de diálise ultrapuro em todas as modalidades de 

diálise (KAWANISHI et al., 2009). Masakane e colaboradores (2008) realizaram 

um estudo para avaliar a qualidade microbiológica do fluido para hemodiálise em 

várias clinicas no Japão e verificaram que a qualidade deste é extremamente alta e 

associaram este fato a uma alta taxa de sobrevida de pacientes que realizam 

hemodiálise. Evidentemente, estas medidas só podem ser adotadas em países 

desenvolvidos, mas exemplifica a importância de manter a qualidade microbiológica 

da água para hemodiálise. O trabalho realizado por Ferreira (2006) junto ao 

Programa de Hemodiálise do INCQS mostrou também a importância do 

monitoramento constante das UTRS e da avaliação microbiológica da qualidade da 

água utilizada. 

 Nystrand (2009) alerta para a necessidade de padronização das 

recomendações oficiais para a qualidade dos fluidos de diálise, visando a 

harmonização e uma referência mundial de qualidade que facilitará a interpretação 

de estudos internacionais e conseqüentemente a garantia da sobrevida de pacientes 

com doenças renais crônicas.   
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6. CONCLUSÕES 

 

Com relação ao perfil de resistência das amostras de P. aeruginosa 

provenientes de amostras de água de hemodiálise, foi observado que  as amostras 

bacterianas apresentaram pouca resistência aos antimicrobianos empregados na 

prática clínica. Apenas três perfis eletroforéticos (II, III e VIII) apresentaram 

resistência a gentamicina e/ou ao sulfametaxazole-trimetoprim além dos 

outros(Tabela 2), mostrando que as amostras de P. aeruginosa analisadas 

apresentaram pouca resistência aos antimicrobianos em comparação com amostras 

de P. aeruginosa de origem hospitalar. 

 

A análise dos perfis de fragmentação do DNA cromossômico por PFGE 

possibilitou a determinação do relacionamento das amostras de P. aeruginosa 

provenientes de água de hemodiálise e mostrou: 

A) um relacionamento estreito entre as amostras de P. aeruginosa nos três 

pontos de coleta analisados numa mesma data, isto é, foi detectado o mesmo 

clone nos pontos de coleta analisados na maioria das UTRS;  

B) a presença de clones diferentes na mesma coleta nas UTRS A e D. Este fato 

nos leva a pensar que no caso de contaminações persistentes a colonização do 

sistema de tratamento de água pode ocorrer por mais de um clone da mesma 

espécie; 

C) a persistência de clones ao longo de até três anos como o caso do clone I na 

UTRS C; 

D) a detecção do clone I em três UTRS (A, B e C) analisadas. 

 

A detecção da produção de biofilme “in vitro” utilizando placas de poliestireno 

foi utilizada para avaliar amostras de P. aeruginosa de diferentes clones detectados 
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por metodologia molecular e foi verificado que todas as amostras foram fortemente 

produtoras de biofilme. 

 

Este estudo mostra que a determinação da diversidade genética das amostras 

bacterianas oriundas de água de hemodiálise pode ser um instrumento adicional para 

avaliar a qualidade microbiológica do sistema de purificação de água das UTRS, 

uma vez que a metodologia de PFGE que foi avaliada neste estudo pode indicar a 

persistência de clones que poderiam estar associados à presença de biofilmes, que 

não estariam sendo efetivamente eliminados por procedimentos de desinfecção. 
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