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RESUMO

A terapia renal substitutiva ou hemodialise € um tratamento primordial para
pacientes com insuficiéncia renal cronica. Apesar das diversas barreiras
existentes no sistema de tratamento da agua utilizada, ainda existe o risco de
contaminacdo bacteriana. Varios microrganismos patogénicos tém sido
pesquisados e identificados por meio da analise microbiolégica desta agua,
demonstrando elevados niveis de reacdes pirogénicas e bacteremias. Dentre
0S microrganismos presentes na agua purificada, a predominancia é de
bactérias Gram negativas como a Stenotrophomonas maltophilia,
potencialmente patogénica quando presente em niveis elevados. O presente
estudo aponta este microrganismo como um dos patégenos responsaveis pela
contaminacdo da agua de hemodidlise, ressaltando a eficacia do programa de
monitoramento conduzido pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade
(INCQS/Fiocruz), em colaboracdo com Coordenacao de Vigilancia Sanitaria do
Estado do Rio de Janeiro e pela Superintendéncia de Controle de Zoonoses,
Vigilancia e Fiscalizagdo do Municipio do Rio de Janeiro desde 1999. Os dados
apresentados neste trabalho correspondem ao periodo 2007-2009 e
demonstram que, como resultado do constante monitoramento realizado em
clinicas de dialise, houve uma reducdo significativa na presenca de
Stenotrophomonas maltophilia nas amostras analisadas. Em 2007, o nivel de
contaminagcdo estava em torno de 35%, em 2008, em 13%, e em 2009, em
4,0%. Fica também aqui realcada a necessidade de manutencdo desse
controle rigoroso do sistema de tratamento da agua para hemodialise, aspecto
fundamental para garantir uma boa qualidade de vida dos pacientes

envolvidos.

Palavras-chave: hemodialise, contaminagcédo, Stenotrophomonas maltophilia,

reagOes pirogénicas.
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ABSTRACT

The renal replacement therapy or dialysis treatment is essential for patients with
chronic renal failure. Despite multiple barriers in water treatment system used,
there is still the risk of bacterial contamination. Several pathogens have been
researched and identified through the microbiological analysis of water, showing
high levels of pyrogenic reactions and bacteremia. Among the microorganisms
present in purified water, there is a predominance of gram negative bacteria
such as Stenotrophomonas maltophilia, potentially pathogenic when present at
high levels. This study shows that micro-organism as a pathogen responsible
for the contamination of hemodialysis water, highlighting the effectiveness of the
monitoring program conducted by Instituto Nacional de Controle de Qualidade
(INCQS/Fiocruz), in collaboration with Coordenacéo de Vigilancia Sanitaria do
Estado do Rio de Janeiro and Superintendéncia de Controle de Zoonoses,
Vigilancia e Fiscalizagdo do Municipio do Rio de Janeiro since 1999. The data
presented in this study correspond to the period 2007-2009 and show that, as a
result of constant monitoring carried out in dialysis clinics, there was a
significant reduction in the presence of Stenotrophomonas maltophilia in the
samples considered. In 2007, the level of contamination was 35%, in 2008,
13%, and in 2009, 4.0%. It is here also highlighted the need to maintain strict
control of the system of water treatment for hemodialysis, an essential aspect to

ensure good quality of life to the patients involved.

Keywords:  hemodialysis, contamination, Stenotrofomonas maltophilia,

pyrogenic reactions.
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1. INTRODUCAO

1.1. TERAPIA RENAL SUBSTITUTIVA

A hemodialise é a técnica que, baseada em varios principios fisicos
(osmose, difusdo etc.), transfere solutos de um meio mais concentrado para
outro menos concentrado. No caso do enfermo com insuficiéncia renal cronica,
transfere solutos desde o sangue até o liquido de dialise. Os solutos do dito
liguido também podem penetrar no sangue do doente, fato que serve para
restaurar o déficit de solutos essenciais. (RILEY, et al., 1990).

A terapia renal substitutiva ou hemodialise é um tratamento
primordial para pacientes com insuficiéncia renal cronica. A situacao torna-se
crucial em razdo das dificuldades na obtencdo de um transplante renal. Um
paciente pode atualmente ter que esperar por anos para obté-lo e, durante este
tempo, a qualidade do tratamento de hemodidlise a ele prestado sera fator
preponderante para a sobrevida e a qualidade de vida (FAVERO et al., 1992;
HOENICH, RONCO & LEVIN, 2006).

A importancia da hemodialise pode ser evidenciada por dados que
registram que, no més de janeiro de 2006, cerca de 60 mil brasileiros foram
submetidos a este tratamento (SBN, 2006). Entre esses, poucos conseguiram
recuperar o funcionamento dos rins e apenas um pequeno numero desses
pacientes conseguiu ser submetido a um transplante renal (FERREIRA, 2006).

A hemodialise promove a restauracdo dos eletrdlitos e o balango
acido base, além da remocéo de substancias toxicas e do excesso de liquido
acumulado no sangue e nos tecidos do corpo em consequéncia da faléncia
renal. Este processo ocorre no dialisador (maquina de hemodialise), também
conhecido como “rim artificial’, que possui um sistema contendo uma
membrana semipermeavel na qual existem um fluxo contra-paralelo do sangue
do paciente e o fluido de dialise (dialisato), onde ocorre a migracdo de
substancias entre os dois sistemas. Apds o0 processo de difusdo, o sangue
depurado retorna para o paciente (FERREIRA, 2006). A agua purificada é
armazenada em reservatorios e distribuida por tubulacfes para as maquinas. O

projeto das tubulacbes deve evitar zonas mortas e volumes de agua que néo
1



circulem. E recomendado que a agua circule constantemente para evitar
proliferagcdo bacteriana. O sistema deve ser projetado de forma a facilitar a
limpeza, a desinfeccdo e o0 enxague do desinfetante (CALDERARO &
BISCHOFBERGER, 1998).

Apesar das multiplas barreiras presentes no sistema de tratamento,
que podem remover bactérias da agua, existe ainda o risco de contaminacao
bacteriana (MORIN, 2000). A prevencdo da contaminacdo da &gua requer
conhecimento da origem do problema dentro da linha de tratamento. Nestes
casos, existe a necessidade da caracterizacdo bacterioldégica seguida do
tratamento da fonte de contaminag&o. A solugdo mais frequentemente adotada
€ 0 uso de um método de desinfeccdo, tal como a cloracdo. Barato e facil de
aplicar, o hipoclorito de sédio € também o mais eficiente desinfetante contra
bioflmes que sdo formados sobre superficies e que consistem de
microcolbnias de bactérias embebidas numa matriz extracelular protetora
secretada pelas células que promovem a adesdo (MORIN, 2000; RUTALA E
WEBER, 1997).

A necessidade de um controle rigoroso no servico de hemodialise
tornou-se algo de extrema importancia para garantir uma melhor qualidade de
vida aos pacientes submetidos a este tratamento, uma vez que a falta de
controle de qualidade da agua tem levado a 6bito varios pacientes. O estudo de
LIMA (2005) teve como objetivo avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e
bacteriol6gicas da agua utilizada pelos servigos de hemodialise em hospitais da
cidade de Sao Luis. Os microrganismos identificados na unidade hospitalar B
foram: Burkholderia cepacia, Alcaligenes xilosoxidans, Pseudomonas
aeruginosa e Stenotrophomonas maltophilia. Na unidade C, foram
identificados: Flavimonas oryzihabitans, Ralstbnia picketti e Burkholderia
cepaci. Ja na unidade A, os niveis de cloro livre estavam dentro dos valores
permitidos, nenhum crescimento bacteriano foi observada. O cloro livre e seus
derivados (di6xidos de hipoclorito, e cloraminas) sédo adicionados a agua
natural para eliminar microrganismos e / ou para oxidar certos ides
indesejaveis, tais como ferro e manganés. Houve uma correlagdo significativa
entre a presenca de endotoxinas e caracteristicas fisico-quimicas da agua, tais
como turbidez e condutividade. Estes dados revelaram que duas das trés
unidades hospitalares avaliadas precisavam rever o controle do sistema de
agua de hemodialise.



O aspecto microbiologico do tratamento da agua foi levado em conta
guando se demonstrou que 0s excessivos niveis de bactérias no dialisato eram
responsaveis pelas reacfes pirogénicas e por bacteremia (LONNEMANN,
2000). Estudos demonstraram que a endotoxina derivada de bactérias Gram
negativas podem penetrar na membrana semipermeavel do dialisato e ser
responsavel por reacdes pirogénicas em pacientes em hemodidlise
(LONNEMANN, 1993).

A atividade biologica da endotoxina bacteriana estd associada ao
lipopolissacarideo (LPS). A toxicidade esta relacionada com o componente
lipidico (lipideo A) e a imunogenicidade est4d associada ao componente
polissacaridico. Os antigenos da parede celular (antigenos O) sdo também
componentes do LPS (ALBERTINO, 2009).

A bacteremia € uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em pacientes de hemodialise e tem sido atribuida a diferentes
causas (AAMI, 2004). A infeccdo pelo acesso vascular € a causa mais comum
devido a cuidados inadequados com o cateter (TENA, et al., 2005; LO CASCIO
et al, 2006), entretanto alguns estudos observam uma relacdo direta entre a
ocorréncia de casos de bacteremia causadas por bactérias e o isolamento
desses microrganismos a partir da agua purificada, possivelmente devido a
defeitos na integridade da membrana ou a utilizacdo de agua contaminada no
reprocessamento das maquinas de dialise (WANG et al., 1999; MAGALHAES
et al., 2003).

A 4gua purificada contém predominantemente bactérias Gram
negativas do ambiente aquatico com indices elevados da espécie de
Stenotrophomonas maltophilia, que pode crescer nos circuitos de agua e nas
magquinas de hemodialise e subsequentemente contaminar o dialisato
(BOMMER & JABERT, 2006). Outros estudos sobre identificagdo dos
contaminantes bacterianos da agua utilizada para hemodialise indicam que o
género bacteriano predominante é Stenotrophomonas (MORIN, 2000; FAVERO
et al., 1992). Atualmente, varias discussfes tém abordado o uso de dialisatos
ultrapuros, que possuem limites de contagem menor que 0,1 UFC/mL e nivel
de endotoxina menor que 0,03 EU/mL, para prevenir a inflamacdo crénica em
pacientes em tratamento por hemodialise e possiveis infec¢cbes devido a
contaminagdes do dialisato (AAMI, 2001; ARIZONO et al., 2004; WARD, 2004;
BOMMER & JABERT, 2006).



Tendo como base as doencas que acometem os pacientes de didlise
e suas sintomatologias (tais como: glomerulonefrite, o diabetes, a Hipertensao
Arterial (pressao alta) e as infe¢des urinarias repetidas, que ocorrem quando ha
dificuldades de escoamento da urina, presenca de célculos ou cistos Renais.
Algumas doencas levam anos ou até mesmo décadas para que seu dano se
torne aparente), este estudo tem por objetivo a andlise da contaminacdo
microbiolégica por Stenotrophomonas maltophilia relacionada com tais
patologias. Neste caso, serdo utilizadas as metodologias especificas e a
legislacdo vigente, de acordo com os limites estabelecidos pela RDC n°
154/2004 (republicada em 2006). A contaminacdo pelo microrganismo em
estudo foi quantificada e relacionada com a sintomatologia dos pacientes
submetidos a hemodialise (FIGURA 1).

FIGURA 1. MAQUINA DE HEMODIALISE.

{lugar onde filtra o sangue } Capilar

Maguina
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Hemodialise

Fluxo de Sangue
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Dialisador

Fluxo de Sangue Filtrado
de volta para o corpo

Representacédo esquematica de uma sessdo de hemodialise.
Fonte: http://www.jesocarneiro.com.br/saude/hemodialise-estrangulada.html [Acesso em 20 de
novembro de 2010].




1.2. Stenotrophomonas maltophilias
S. maltophilia € um dos bacilos Gram-negativos nao-fermentadores mais

comumente isolados. Este microrganismo era originalmente classificado no
género Pseudomonas e, mais recentemente, foi incluido no género
Xanthomonas. A despeito da confusdo criada por estas alteragoes
taxonbmicas, a importancia clinica deste patdégeno oportunista € bem
conhecida. Este microrganismo é responsavel por infeccbes em pacientes
debilitados com comprometimento dos mecanismos de defesa. Como S.
maltophilia mostra-se resistente a maioria dos antibidticos batalactamicos e
aminoglicosideos comumente utilizados, o0s pacientes que recebem
antibioticoterapia a longo prazo apresentam um risco particular de adquirir
infeccdes por este microrganismo. (MURRAY, 2000).

O espectro de infecgbes hospitalares causadas por S. maltophilia
€ amplo e inclui bacteremia, pneumonia, meningite, infec¢cdes de feridas e
infeccbes das vias urinarias. Epidemias hospitalares causadas por este
microrganismo foram atribuidas a contaminacdo de solucdo desinfetantes,
aguipamento de tratamento respiratério ou de monitorizagdo maquinas de
fabricacdo de gelo e tratamento de didlise. (MURRAY, 2000).

O tratamento antimicrobiano é complicado, uma vez que o
microrganismo € resistente a muitos farmacos comumente utilizados.

(MURRAY, 2000).

1.2.1. Microrganismo Gram-negativo
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Fonte: www.biologycorner.com/resources/gram_bacteria.jpg

[acesso em 1 de dezembro de 2010]

FIGURA 2. CARACTERISTICA DA Stenotrophomonas maltophilia.



A gelatina hidrolisada ja ndo tem a capacidade de gel e, assim, continua
a ser um liquido, mesmo se forem colocados a temperaturas inferiores a 28
graus. A presenca ou auséncia de gelatinase pode ser usado para ajudar na
identificacdo de determinadas bactérias.

Fomte B8

FIGURA 2.1. Teste da Gelatinase e da Hidrélise Esculina positivos para S.
maltophilia

Bactéria presente no ambiente, no solo e na agua, a
Stenotrophomonas maltophilia pode ser transmitida de pessoa para pessoa
através de fluidos corporais. Pacientes contaminados por Stenotrophomonas
maltophilia nos pulmdes poderéo transmiti-la através de tosses e espirros. A
bactéria pode causar sangramentos e feridas e doencas como a pneumonia,
mas pode também, dependendo de sua quantidade e de outros fatores, estar
presente no organismo sem causar infecgcdes. Uma vez que o paciente tenha
sido exposto a bactéria, podera ocorrer colonizacao.

No ambiente hospitalar, este microrganismo ja foi isolado de agua de
torneira, pias, respiradores, cateteres de succ¢do, monitores de pressao arterial,
termdmetros, equipamentos de didlise, maquinas produtoras de gelo, solu¢des
desinfetantes e, ocasionalmente, das méaos de profissionais de saude. Também
€ comum em hospitais como agente comensal da flora enddgena do paciente.
Foi isolada inicialmente de fezes humanas. (FREITAS, 2008).



Segundo ALMEIDA et al. (2005), a Stenotrophomonas maltophilia &
um microrganismo cuja histéria vem mostrar a variedade de géneros a que ja
pertenceu. Um exemplo € o da Pseudomonas maltophilia, marcando a sua
extrema semelhanca bioquimica e sintomatologica com o0 género
Pseudomonas, bactéria patogénica altamente perigosa e principal responséavel
por infec¢des hospitalares.

No artigo citado, a Stenotrophomonas maltophilia pode ser
encontrada em uma grande variedade de ambientes e regides geograficas,
ocupando nichos ecolégicos distintos e fontes multiplas de agua, tais como:
rios, pocos, lagos de reservatérios municipais e até a &agua utlizada na
indastria farmacéutica. Outras fontes de isolamento incluem o solo, detritos,
leite cru, peixe congelado, ovos e carcacas de animais. Outras fontes secas e
destituidas de nutrientes, como curativos de algodéo e placas de Petri, foram
descritas como microambientes para a Stenotrophomonas maltophilia.
Recentemente, foram caracterizadas outras fontes de isolamento inusitadas,
como o sémen e embrides bovinos congelados. Dai a grande importancia de se
pesquisar esse microrganismo.

A diversidade de ambientes e condi¢des fisico-quimicas em que a
Stenotrophomonas maltophilia habita favorecem a sintese dos metabdlitos que
garantem a sua sobrevivéncia em nichos polimicrobianos. Dentre esses
metabdlitos, destacam-se a pirrolnitrina e a maltofilina, cujas atividades estéo
direcionadas contra fungos patogénicos, como a Candida spp. e o Aspergillus
fumigatus,

Em ALMEIDA, 2005, a Stenotrophomonas maltophilia € também
caracterizada com base em estudos que descrevem a producdo de enzimas
extracelulares, previamente associadas como fatores de viruléncia em
processos infecciosos originados por outros microrganismos, demonstrando a
harmoniosa convivéncia desses microrganismos no ambiente propicio. Além
dos outros elementos que podem atuar em processos infecciosos e/ou na
colonizagdo, os flagelos e a adesina fimbriada permitem a fixacdo da bactéria
em superficie inerte, resultando na formacdo de biofiime e constituindo
vantagens adaptativas.

Alteracbes mucocutaneas provocadas por procedimentos invasivos,
tais como entubacao, sondas, cateteres ou proteses valvulares, podem conferir

risco aumentado de sobrevivéncia e multiplicacgdo dessa bactéria.
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Adicionalmente, a habilidade de multiplicacdo da Stenotrophomonas maltophilia
em solugdes de nutrigdo parenteral, em infusdes intravenosas e em fluidos de
dialise, liberando pirogénio de baixo peso molecular, contribui para a
patogénese das infeccbes e suas manifestacdes febris. Outro aspecto
importante apontado pelos resultados da pesquisa diz respeito a
suscetibilidade antimicrobiana de Stenotrophomonas maltophilia, que se
caracteriza por ser uma bactéria multirresistente aos antimicrobianos classicos,
incluindo B-lactamicos, quinolonas e aminoglicosidios.

As manifestacdes clinicas a que se refere o trabalho e seus fatores de
risco mostram ser a Stenotrophomonas maltophilia potencialmente patogénica
e oportunista, principalmente em ambiente nosocomial. Deste modo, varios
surtos de infeccdo ou colonizacdo intra-hospitalar ja foram descritas. Das
manifestagcbes clinicas associadas a presenca de Stenotrophomonas
maltophilia, algumas das mais comumente referidas sao: bacteremia,
septicemia, endocardite, pneumonia, meningite, infeccao do trato urinario, entre
outras.

Além dessas, a Stenotrophomonas maltophilia € frequentemente
isolada a partir de lesGes da pele ou ferimentos e em pacientes portadores de
fibrose cistica. A Stenotrophomonas maltophilia possui um potencial patogénico
que a torna forte indicador de taxa de mortalidade (em torno de 40%) entre
individuos severamente debilitados ou imunodeprimidos. Os fatores de risco
associados as infeccdes por Stenotrophomonas maltophilia incluem a
hospitalizagdo prolongada, a quimioprofilaxia, a cirurgia cardiaca associada ou
nao ao uso prévio de farmacos intravenosos, 0 comprometimento congénito
das valvulas cardiacas e o trauma.

Para ALMEIDA, 2005, o estabelecimento de um perfil epidemioldgico
das infec¢cbes causadas por Stenotrophomonas maltophilia tem aprimorado
estratégias de tipagem baseadas em meétodos fenotipicos ou genotipicos. Os
fenotipicos, por exemplo, sdo baseados em caracteristicas bioquimicas,
fisiol6gicas e antigénicas, isto €, na analise dos produtos de expressao génica
do microrganismo. O antibiograma € considerado um desses métodos de
tipagem, apesar de seu baixo poder discriminatorio quando se pretende
diferenciar populacbes bacterianas que exibem resisténcia intrinseca e/ou

adquirida.



A conclusdo de ALMEIDA, 2005, € a de que a Stenotrophomonas
maltophilia € um patégeno emergente, que apresenta resisténcia intrinseca a
maioria dos antimicrobianos e resisténcia adquirida aos poucos disponiveis
contra eles, sobretudo em virtude da utilizacdo indevida de farmacos cada vez
mais potentes. Apresenta-se em grande diversidade de ambientes,

aumentando assim, as possiveis fontes de contaminacéo.

1.3 LIMITES MICROBIOLOGICOS

Embora o papel da qualidade da agua usada para a hemodidlise
tenha sido enfatizado por varios autores, ndo existe uma padronizacdo
universal que inclua todos os parametros quimicos e microbiologicos. Uma vez
que a pureza do dialisato esta relacionada com complicacbes agudas e
cronicas em pacientes em tratamento por hemodidlise, os limites de contagem
microbiana e de endotoxina tém 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 4gua purificada e n&do havia limite para endotoxinas. Atualmente, ha o
limite de 200 UFC/mL e 2 EU/mL para o dialisato (AAMI, 2001).

O limite de contagem microbiana de 100 UFC/mL & recomendado
para o dialisato no Japdo e na Suécia e nos Estados Unidos da América. A
Farmacopéia Européia (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2002) recomenda o
valor de 100 UFC/mL para agua purificada.

Alguns estudos tém mostrado a importancia da manutencdo da
contagem bacteriana de 100 UFC/mL no dialisato a fim de que sejam
prevenidas complicacbes clinicas oriundas da contaminacdo bacteriana do
fluido de diadlise (LONNEMANN, 2000). Mais recentemente, varios relatos tém
discutido a utilizac&do do dialisato ultrapuro (BOMMER e JABER, 2006).

Os parametros utilizados no presente estudo foram estabelecidos pela
RDC n° 154/2006, que fixa o regulamento técnico para o funcionamento dos
servicos de dialise. De acordo com a resolucdo citada, que é a legislacéo
vigente no Brasil, o limite microbiolégico € de no maximo 200 UFC/mL para a
agua purificada e de 2000 UFC/mL para o dialisato. O padrédo estabelecido é

de auséncia de coliformes totais em 100mL de agua tratada.



TABELA 1. LIMITES MICROBIOLOGICOS.
RDC n° 154/2004 (republicada em 2006)

Componentes Valor maximo permitido
Coliforme total Auséncia em 100 mL
Contagem de bactérias 200 UFC/mL
heterotréficas
Contagem de bactérias 2000 UFC/mL

heterotréficas(colhida da
maguina ou dialisato)
Endotoxinas 2EU/mL

Segundo a RDC 154/2004, as amostras da agua para fins de andlises

fisico-quimicas e microbiolégicas devem ser colhidas nos pontos contiguos a
maguina de hemodialise e no reuso, devendo ser um dos pontos na parte mais
distal da alca de distribuicao (loop).
O nivel de acgédo relacionado a contagem de bactérias heterotroficas € de 50
UFC/ml; Deve ser verificada a qualidade bacterioldgica da agua tratada para
didlise toda vez que ocorrerem manifestacdes pirogénicas, bacteremia ou
suspeitas de septicemia nos pacientes. Os servigcos de tratamento e distribuicao
de agua da rede publica devem disponibilizar as Secretarias de Saude os laudos
dos exames de controle de qualidade da agua potavel e informar sobre qualquer
alteracdo no método de tratamento ou sobre acidentes que possam modificar o
padrdo da agua potavel. Os resultados das analises realizadas para controle das
condicdes de potabilidade da 4gua da rede publica devem ser fornecidos pelas
Secretarias de Saude aos servicos de dialise (RDC 154/2004).
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2. JUSTIFICATIVA

O Instituto Nacional de Controle de Qualidade (INCQS) desenvolve,
desde 1999, um programa de avaliacdo da qualidade da agua utilizada em
unidades de tratamento por hemodialise em colaboragdo com a Coordenacgéo
de Vigilancia Sanitaria do Estado do Rio de Janeiro e com a Superintendéncia
de Controle de Zoonoses, Vigilancia e Fiscalizacdo do Municipio do Rio de
Janeiro.

A importancia da qualidade da agua é evidente e avalid-la ao longo
de todo o processo desde o ponto de entrada, antes do tratamento de
purificacdo, apods diferentes etapas deste e em pontos de utilizacdo €
primordial para obter informagdes que orientam o desenvolvimento tecnolégico
do processo e a tomada de medidas de vigilancia sanitaria visando a
minimizacao dos riscos para os pacientes de hemodiélise.

Tendo como base as doencas que acometem 0s pacientes de
dialise e as suas sintomatologias, este tema de estudo que é a presenca de
Stenotrophomonas maltophilia na agua tratada para hemodialise e no dialisato,
conforme dados coletados no periodo que vai de 2007 a 2009. Foram
utilizadas as metodologias especificas de acordo com a legislacdo vigente
(RDC n° 154/2006). A contaminacdo pelo microrganismo foi quantificada,
pesquisada e relacionada com a sintomatologia dos pacientes submetidos a

terapia renal substitutiva.

3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a qualidade microbiolégica da agua utilizada nas unidades de
tratamento por hemodidlise quanto a presenca de Stenotrophomonas
maltophilia, visando a auxiliar as acfes de vigilancia sanitaria e o
desenvolvimento tecnolégico para a melhoria continua do tratamento oferecido

aos pacientes, verificando o cumprimento da Resolu¢cdo RDC n°154/2006.
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3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Realizar pesquisa de Stenotrophomonas maltophilia nas amostras de
agua de diferentes pontos do sistema de tratamento de agua tratada

para hemodialise e no dialisato.

* Avaliar os resultados obtidos a partir das analises da agua com a
presenca de Stenotrophomonas maltophilia realizadas no periodo de
2007 a 2009.

4. MATERIAIS E METODOS

Foram analisadas 70 isolados de 20 clinicas de hemodilise
localizadas no Estado do Rio de Janeiro, no periodo de 2007 a 2009,

considerando-se as especificacdes da RDC N° 154/2006.

Foram coletadas amostras provenientes de diversos pontos do sistema de

tratamento de agua:

* Pds-osmose reversa (FIG.8)
e Sala de reuso (FIG.9)
» Dialisato (FIG.9)

Foi coletado um volume aproximado de 200 mL de &gua tratada para
hemodialise em frascos estéreis. As amostras foram mantidas em temperatura

inferior a 10°C e processadas no mesmo dia da cole ta.

A pesquisa e a identificacdo de Stenotrophomonas maltophilia foram
realizadas segundo metodologia descrita por MURRAY e colaboradores (2003),
Farmacopéia Brasileira (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2002), The United
States Pharmacopeia (THE UNITED STATES PHARMACOPEIA 2007) e o

12



POP INCQS n° 65.3210.008 — Pesquisa de Patégenos em Produtos Nao

Estéreis e Matérias Primas de Uso em sua Fabricacéo.

Coloragéao de Gram:

* Preparar, sobre uma lamina limpa e desengordurada, um esfregaco
delgado do material em estudo e deixar secar a temperatura ambiente.

* Fixar o material na lamina, através da chama de bico de Bunsen por trés
a quatro vezes.

» Colocar a lamina sobre um suporte para coloracdo e cobrir a superficie
com solugdo de cristal violeta por 1 minuto, em seguida lavar o
esfregaco em agua corrente ou destilada.

» Cobrir o esfregaco com solugao de Lugol, durante 1 minuto. Lavar, com
agua corrente ou destilada.

» Descorar a preparagdo com solugdo de alcool-acetona (60%-40%).
Lavar imediatamente com agua corrente ou destilada.

e Cobrir a superficie da lamina com solucdo safranina, durante 30
segundos. Lavar com agua corrente ou destilada.

» Escorrer o excesso de agua e secar a temperatura ambiente e examinar

ao microscopio.
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PROVAS AMOSTRA CONT. POSITIVO CONT. NEGATIVO
Mac Conkey + E. coli S. aureus
Catalase + P. aeruginosa Streptococcus sp.
Oxidase NEG. P. aeruginosa E. coli

H2S NEG. Salmonella E. coli

Indol NEG. E. coli Salmonella
Mobilidade + E. coli S. aureus
Pigmento NEG. P. aeruginosa E. coli
Piocianina NEG. P. aeruginosa E. coli

Glicose NEG. E. coli A baumannii
Xilose NEG. E. coli A baumannii
Manitol NEG. E. coli B. cereus
Lactose NEG. E. coli M. morgannii
Sacarose NEG. E. coli M. morgannii
Maltose NEG. E. coli B. diminuta
Trealose NEG. E. coli B. diminuta
Frutose NEG. E. coli B. diminuta
Galactose NEG. E. coli B. diminuta
Manose NEG. E. coli B. diminuta
Raminose NEG. E. coli B. diminuta
Esculina + S maltophilia P. aeruginosa
Cresc. 6% NaCl NEG. A xylosoxidans B. diminuta
Cresc. 6.5% NacCl NEG. P. stuzeri P. aeruginosa
Cetrimide NEG. P. aeruginosa S. aureus

Ureia NEG. S aureus E. coli

Nitrato NEG. E. coli A lwoffi

Cresc. 42°C NEG. P. aeruginosa S. aureus
Lisina + S. maltophilia E. agglomerans
Arginina NEG. P. aeruginosa S. aureus
Ornitina NEG. P. mirabilis E. agglomerans
DNase + S. aureus E. coli

Amido NEG. B. subitilis P. aeruginosa
Gelatina + S. maltophilia P. aeruginosa
VM NEG. E. coli P. aeruginosa
VP NEG. E. cloacae E. coli

Citrato de Simmons NEG. E. coli P. aeruginosa
Agar Tween 80 + S. maltophilia Pseudomonas sp.

Resultado: Stenotrophomonas maltophilia

TABELA 2: PESQUISA E IDENTIFIDACAO MICROBIANA



5. RESULTADOS

Nas pesquisas realizadas a partir das amostras provenientes de
estabelecimentos publicos e privados do Estado o do Municipio do Rio de
Janeiro, dos pontos de coleta (pré-filtro, p6s-osmose, reuso e dialisato) da agua
tratada para hemodidlise, foram isoladas, entre outras, cepas de
Stenotrophomonas maltophilia, demonstrando que em 2007, ano em que se
iniciou este estudo, o numero de insatisfatoriedade foram os seguintes: pos-
osmose - 24,42%; reuso - 34,88%; e dialisato 30,23%; em 2008: pos-osmose -
15,79%; reuso - 13,69%; e dialisato - 14,74%; ja em 2009: pds-osmose -
2,20%; reuso - 4,50%; e dialisato - 6,98% .Houve uma reducéao consideravel de
contaminagcdo bacteriana, 0 que se deve ao constante monitoramento e as

analises realizadas no INCQS, como demonstram as figuras 4, 5 e 6.
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FIGURA 4. PRESENCA DE Stenotrophomonas maltophilia NA AGUA
PARA HEMODIALISE EM 2007.
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PARA HEMODIALISE EM 2008.
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6. DISCUSSAO E CONCLUSAO

A importancia da qualidade da agua é evidente e avaliad-la ao longo
de todo o processo, desde o ponto de entrada até as maquinas dialisadoras, é
primordial para obter informacfes que orientem o desenvolvimento tecnoldgico
do processo e a tomada de medidas de vigilancia sanitaria visando a melhoria

continua da saude dos pacientes.

A pesquisa de Stenotrophomonas maltophilia na agua tratada para
hemodialise observada neste estudo sugere mudancas e atuac¢des importantes

que contribuem para a minimizagcao dos riscos a saude dos pacientes.

Os dados obtidos por meio deste estudo poderdo auxiliar as agbes
da Vigilancia Sanitaria para melhoria do sistema de tratamento de diversas

clinicas do Estado do Rio de Janeiro.

Outros estudos mostram a importancia dos procedimentos de
desinfeccdo e existem varios guias e protocolos internacionais que preconizam
o estabelecimento de procedimentos a serem utilizados por clinicas de
hemodialise. Entretanto, estes procedimentos sdo bastante negligenciados e
estudos que investigaram a qualidade da agua purificada e do dialisato
produzidos nos centros de diadlise em varios paises mostram a dificuldade de
alcancar padrbes de qualidade satisfatorios permanentemente (FERREIRA,
2009).

O trabalho realizado pelo Programa de Hemodidlise do INCQS
mostra também a importancia do monitoramento constante das clinicas de
hemodialise e da avaliagdo microbiologica da qualidade da agua utilizada
(FERREIRA, 20086).
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FIGURA 7. PRE-TRATAMENTO DE AGUA PARA DIALISE.

Fotografia do sistema de pré-tratamento de agua para dialise.

Fonte: autorizada pelo Hospital Clinica Grajau, 2006
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FIGURA 8. SISTEMA DE POS-TRATAMENTO DE AGUA PARA DIALISE.

Fotografia do sistema de pés-tratamento de agua para dialise.

Fonte: autorizada pelo Hospital Clinica Grajau, 2006.
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FIGURA 9. SISTEMA DE REUSO E DA MAQUINA DIALISE.

Fotografia do sistema de reuso e da maquina dialise.

Fonte: www.pronephron.com.br/hemodialise.php [acesso em 27 de novembro de 2010)].
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7. MEIOS UTILIZADOS
7.1. Agar Mac Conkey

Peptona de caseina por digestao pancreatiCa .........ccccceeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeennnnnns 17,09
Peptona de carne por digestao PEPLICA ......uvvviriiiiiiiieeeeeeieiie e 3,09
LBCTOSE ittt 10,09
Mistura de sais DIllAres ... 15¢g
(@4 (o111 (o 0 {8 To [ 1 50¢9
VermelNO NEULIO ......oooviiiiii e 0,03 g
(O 151 = LY/ T0] = - LS 0,001 g
X0 - | TP PP TURPPT 13,59
U TN o101 {1o%=o L= 1000 mL

Suspender a mistura em agua purificada estilada. Esterilizarem autoclave
usando ciclo validado. Distribuir o volume de 15-20 mL por placa de Petri. pH
final: 7,1 £0,2a25C

7.2. Agar Citrato de Simmons

Fosfato de am®dnio MONODASICO ..........cccuuviiiiiiiiiiiiiiceee e 109
Fosfato de potassio diDASICO ........ccoevviviiiiiiiiiiree e 109
(@4 o] =] 10 Jo [ 1Ko o [ To T PPPPPUURRRR 500
(@3] 7= (o 0 {8 Yo Lo T 2,09
SUIfato de MAGNESIO ....vvviiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e e s e s snannees 0,29
Azul de Bromotimol .......ccoooiiie e ,08 g
o T LGRSO 13,0 g
U Tz N o101 To%=e L= T 1000mL

Suspender a mistura em agua purificada. Distribuir o volume de 3 mL em tubos
de ensaio 13 X 100 mm. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Retirar os
tubos da autoclave e deixar o meio solidificar em posicéo inclinada. pH final:

6,8+0,2a25C

7.3. Agar Desoxirribonuclease

LI 10T 20,09
Acido deSOXIITDONUCIBICO .........c.coeiueeeieieecee et se et 20g
(@4 o] =] 10 Jo (1Ko o [ To J P EPPPPPURURRR 500
o T LSRR 15,0 g
Yo UE= N o011 {To=e [ O 1000 mL

Suspender a mistura em agua purificada. Esterilizar a 121°C durante 15
minutos. Distribuir o volume de 15 — 20 mL por placa de Petri. pH final: 7,3 £
0,2 a 25T.
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7.4. Caldo Lisina,arginina e ornitina

Peptona bacteriolOQICa .......uuuvviiiieeeiee e 5009
=Y (o0 [ or= T [ 50¢9
PUrpura de BromMOCIrESO0I .......cuviiiieiiieee e 0,19
Vermelno de CreSOl... ... i 0,005¢
T {0 (o= | SRR 0,005 g
DN ) T 1o 0 1= 0,59
Yo U E= N o111 {1o=e [ O 1000 mL

Distribuir o meio pronto em quatro porc¢des iguais. Adicionar a trés delas os
aminoacidos (L-lisina , L-arginina e L-ornitina),na concentracdo final de
1%,deixando uma porgéo como controle. Homogeneizar as solugoes e distribuir
em porcdes de 3,0 mL em tubos 13 x 100 mm. Autoclavar a 121° C / 10
minutos. pH final: 6,0+ 0,2 a 25°C. Estocar em refrigerador (4-10° C)

7.5. Agar Cetrimide

Peptona de gelatina por digestao pancredtica ...............ceeeevcnviviivennennnn. 20,0 ¢
Cloreto de MAGNESIO .....ciiie it e s 149
SUIfatO dE POLASSIO ...cooieeiiiiiiiiiieit ettt e e e e rraaae e e e e e s 10,0g
Brometo de cetil trimetilamonio (cetrimide) ..........oovvvveviviiiiiiieiieeeeeeeeeeee 0,39
(€11 od =] o ] SRR UPTPPRPRPP 10,0 mL
o T | 13,6 g
Yo UE= N o111 {1o=e [ R 1000 mL

Dissolver os componentes soélidos em agua purificada, adicionar o glicerol.
Aquecer sob agitacdo até a fervura, mantendo por 1 minuto, para completa
dissolugcéo dos ingredientes. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.
Distribuir o volume de 15 — 20 mL por placa de Petri. pH final: 7,2 + 0,2 a 25<C.

7.6. Agar Uréia

Peptona bacteriolOQiCa .......covveeeei e 10g
D (4) GlICOSE ..ttt 10g
(O o123 (o 0 [ 38T T o 1 50¢g
Fosfato de potassio MONODASICO ...........uvuviiiiiiiiiiiiiiiiie e 20g9
Vermelho de fEeNOl ........ooeeeeeie e 0,012 g
o T LA 15,0 g
U E= N o101 {To%=e = T 1000 mL

Suspender a mistura em agua purificada. Esterilizar a 121°C durante 15
minutos. Resfriar o meio até 48 + 2°C e adicinar 50 mL de solugéo de uréia a
40%, esterilizada por filtragdo. Homogeneizar. Distribuir o volume de 3 mL em
tubos de ensaio 13 X 100 mm e deixar o meio solidificar em posicéo inclinada.
pH final: 6,8 £ 0,2 a 25<T.
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7.7. Agar Semi Sélido H ,S, Indol e Mobilidade (SIM)

digestdo pancreatica de CaseiNa............cccceviiriiiiiiiiiiiiiiie e 20.0 g
Digéstico Péptico de tecido animal(extrato de carne)............ccceeeeeeveeeerveennnns 6,19
Sulfato ferroso de amoONI0...........ooviiiiiiiiiie e 0,2g
(1T 0 =Y (o 0 [= 8= Yo Lo T 0,29
0 - | PP TUPPT 3509

Reidratar e adicionar 6 ml de meio por tubo de 16 x 125 mm com tampa de
rosca. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. pH final, 7,3 £ 0,2.

7.8. Caldo Nitrato

A=Y (o0 (= or= T [ 3,09
P PIONAL. .. 5049
1= T00 I Lo o0 = 1= [ J 109
o U E= N o101 {To=e - O 1000 mL

Ajustar o pH a 7,0 £ 0,2 a 25°C. Distribuir em por¢des de 5,0 mL em tubo de 16
x 150 mm. Introduzir o tubo de Durhan estéril em posicao invertida. Autoclavar
a 121° C por 15 minutos. Estocar em refrigerador(4-10° C).

7.9. Caldo para Fermentacédo de Acgucares

P PIONAL .. 109
=1 (o0 [ or= T [PPSR 3,09
(O o723 (o 10 (38T T [ 10 500
Indicador de ANArade............oooiiiiiiiiiii e 10 mL
U E= N o101 To%=e = TR 1000 mL

Ajustar o pH para 7,1 + 0,1. Distribuir em erlenmeyer ou baldo o volume
desejado.
Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

7.9.1. Indicador de Andrade

FUCSINA ACIHA. .......ceii it e e e e e e e e e e e aeeeeeaaannnns 0,59
HIdroxido de SOMI0 IN.......cviiiiiiiiiiiii 16 mL
F o U E= T 10T 1= T - U 100 mL

Dissolver a fucsina em agua purificada. Adicionar o hidroxido de sodio. Deixar a
temperatura ambiente por 24 horas em agitacao frequente.

7.9.2. Solugéo de Acgucar

Preparar solugdo a 10% de do acguUcar. Esterilizar por filtracdo. Incorporar a
solucéo de acucar ao meio basico,de modo a se obter uma concentragao final
de 1% (para salicina 0,5%). Distribuir assepticamente em porc¢des de 3 mL em
tubos 13 x 100 mm e 10 mL em tubos 18 x 170 mm e, neste caso, introduzir
um tubo de Durhan estéril na posicéo invertida para visualizacdo da formagéao
de gas. pH final: 7,1 £ 0,2 a 25°C
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7.10. Caldo Vermelho de Metila - Voges Proskauer

Peptona bacteriolOQiCa .......coiieeeeie e 700
D (4) GlICOSE .ot 5009
Fosfato de potassio diDASICO ........ccoevviiiiiiiiiicr e 50¢9
o TUE= N o101 {To=e - N 1000 mL

Suspender a mistura em 4&gua purificada, homogeneizar até completa
dissolucéo. Distribuir o volume de 3 mL em tubos de ensaio 13 X 100 mm.
Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. pH final: 6,9 £ 0,2 a 25C

8. REAGENTES E SOLUCOES

8.1. Reagente de Kovacs ou Ehrlich:
8.1.1. Kovacs

p - Dimetilaminobenzaldeido ... 59
Alcool amilico (NOrMal) ..., 75 mL
Acido cloridrico (CONCENIIAUOD) .....uuvrrriiiiiiiieeieeee e e e 25 mL

Dissolver o p-dimetilaminobenzaldeido em alcool amilico normal. Adicionar o
acido cloridrico vagarosamente. Estocar a 4°C.

8.1.2. Ehrlich

p - Dimetilaminobenzaldeido ..............ouviiiiiiiiiii e 50
Etanol,95%0 ..o 95 mL
Acido cloridrico (CONCENIrAdO) .......uuuiiiieiiee e e e e 25 mL

8.2. Reagente para o teste de oxidase

N,N - Dimetil - p - fenilenodiamina 2ZHCL..............uuuiiiiiiiiieinieiieeeeeeeeeeeeeiiiiiees 1g
U E= N o101 {To%=e = AT 100 mL
Este reagente pode ser usado no periodo de até 7 dias se for estocado em
frasco escuro sob refrigeracéao.

8.3. Reagente para o teste de vermelho de metila

Vermelno de Metila ......eooi i 0,109
Etanol 95%0 ..o 300 mL
o [0 E= T o U] 1= T - T 500 mL

Dissolver o vermelho de metila em 300 mL de etanol. Completar o volume para
500 mL com agua purificada.

8.4. Reagentes para o teste de Voges-Proskauer

8.4.1. Solucéo 1

ARRENAFOL ... 59
AlCOO! (ADSOIULO) ... 100 mL
8.4.2. Solucéao 2

HIdroxido de POLASSIO ...c.vvviiiieiiii 40 ¢
o [0 E= T o U] 1= T - T 100 mL



8.5. Reagentes para Nitrato (GREISS-ILOSVOY)

8.5.1. Reagente A : a-Naftilamina 0,5% ou Dimetil-L-Naftilamina a 0,6%

O-NAFIAMING. ... e ee e enaeee 50049
(ou N,N-Dimetil-L-Naftilamina)............c.cccooniiiii, 6,09
ACIAO ACELICO (BN) 30U0....cceeeeeeeeeei ittt e e e e e e e e e e e e e sneenees 1000 mL

Dissolver o reagente em um volume menor que 1000 mL de acido acéticom
5N,aquecendo levemente. Transferir a solucdo para frasco volumétrico de 1000
mL e acrescentar solucdo de acido acético 5N até completar 1000 mL.Filtrar a
solucé@o atraves de algodéo absorvente lavado. Estocar em frasco fechado e
escuro.

8.5.2. Reagente B : Acido Sulfanilico a 0,8%

ACIHO SUIFANTIICO. .....eveeeeee ettt e, 8¢
ACIdO ACEHICO (BN) B0%0.......cvreeeieeeeeeee e et ee ettt 1000 mL
Dissolver o acido sulfanilico em um volume menor que 1000 mL de acido
acético 5N. Transferir a solucdo para frasco volumétrico de 1000 mL e
acrescentar solucdo de acido acético 5N até completar 1000 mL. Estocar em
frasco fechado e escuro. Solucédo salina 0,85% - pH 7.2

8.6. Solucéao de cristal violeta
8.6.1. Solugéo A

Cristal violeta (conteldo SeCO de 90%0).......cceeeeeeeeeeeeeiiiiiiriieieeeee e 20g
Etanol @ 95% (VOIVOI)......ccooe e 20 mL

8.6.2. Solucéao B

OXalato de amONIO.........coviiiiiiiiii 0,8¢g
AQUA PUITICATA. ...ttt as 80 mL
Misturar as solucbes A e B. Aguardar aproximadamente 24 horas. Filtrar
através de papel de filtro.

8.7. Solugéo de Lugol (Solucéo de lodo de Gram)

(O 1151 r= 11 o [ To o o J S 109
10dEt0 dE POLASSIO. ....eiviaiiiiiiei 209
F Ao [0 E= T o101 [>T - TS 300 mL

Triturar o iodo e o iodeto com auxilio de gral e pistilo. Adicionar,
separadamente, aliquotas de 1 mL, 5 mL e 10 mL de agua purificada. A cada
adicdo de 4gua, homogeneizar a mistura. Lavar o gral e o pistilo com o restante
da agua. Armazenar o reagente em frasco escuro.

8.8. Solucéo de safranina

SAITANINAL ..ottt a e e e e e e e eeearaaaaa 25¢g
Etanol @ 95% (VOINVOI)......ccoooo e 100 mL
Misturar 10 mL da solucéo estoque com 90 mL de &gua purificada.

8.9. Solucgéo de alcool-acetona.

Y (o0 Yo I = 11 ToTo NPT OO USRS RRRR 60%
F AN o] (0] = 40%
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