PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM VIGILANCIA SANITARIA
INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE
FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ

Camila Bastos Tavares

AVALIACAO DA QUALIDADE MICROBIOLOGICA E PESQUISA DE BACILOS
GRAM NEGATIVOS NAO FERMENTADORES DA GLICOSE NA AGUA TRATADA
PARA HEMODIALISE NAS UNIDADES DE TERAPIA RENAL SUBSTITUTIVA DO

MUNICIPIO DO RIO DE JANEIRO ENTRE MARCO E NOVEMBRO DE 2014

Rio de janeiro
2015



Camila Bastos Tavares

AVALIACAO DA QUALIDADE MICROBIOLOGICA E PESQUISA DE BACILOS
GRAM NEGATIVOS NAO FERMENTADORES DA GLICOSE NA AGUA TRATADA
PARA HEMODIALISE NAS UNIDADES DE TERAPIA RENAL SUBSTITUTIVA DO

MUNICIPIO DO RIO DE JANEIRO ENTRE MARCO E NOVEMBRO DE 2014

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-Graduacado em Vigilancia Sanitaria do
Instituto  Nacional de Controle de
Qualidade em Saude da Fundacédo
Oswaldo Cruz como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Mestre em
Vigilancia Sanitaria

Orientador: Victor Augustus Marin

Rio de Janeiro

2015



Catalogacéo na fonte
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
Biblioteca

Tavares, Camila Bastos

Avaliacdo da qualidade microbioldgica e pesquisa de bacilos Gram negativos nao
fermentadores da glicose na dgua tratada para hemodialise nas unidades de terapia renal
substitutiva do municipio do Rio de Janeiro entre marco e novembro de 2014/ Camila Bastos
Tavares. Rio de Janeiro: INCQS/FIOCRUZ,2015.

911, il

Dissertacdo (Mestrado em Vigilancia Sanitaria) — Programa de Pds-Graduagdo em
Vigilancia Sanitéria, Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude, Fundagdo
Oswaldo Cruz. Rio de Janeiro, 2015.

Orientador: Victor Augustus Marin

1. Bactérias Gram-Negativas. 2. Solucdes para Hemodialise. 3. Controle de Qualidade.
4. Insuficiéncia Renal Crdnica. 5. Insuficiéncia Renal Croénica. 1. Titulo.

Evaluation of microbiological quality and research of non-fermentative gram negative bacilli
on treated water for hemodialysis in renal replacement therapy units in Rio de Janeiro,
between March and November of 2014.



Camila Bastos Tavares

AVALIACAO DA QUALIDADE MICROBIOLOGICA E PESQUISA DE BACILOS
GRAM NEGATIVOS NAO FERMENTADORES DA GLICOSE NA AGUA TRATADA
PARA HEMODIALISE NAS UNIDADES DE TERAPIA RENAL SUBSTITUTIVA DO

MUNICIPIO DO RIO DE JANEIRO ENTRE MARCO E NOVEMBRO DE 2014

Dissertacao apresentada ao Programa de
P6s-Graduacgdo em Vigilancia Sanitaria do
Instituto  Nacional de Controle de
Qualidade em Saude da Fundacédo
Oswaldo Cruz como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Mestre em
Vigilancia Sanitaria

Aprovado em 26/03/2015

BANCA EXAMINADORA

Helena Pereira da Silva Zamith (Doutor)
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde

Luciana de Sousa Lopes (Doutor)
Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia

Shirley de Mello Pereira Abrantes (Doutor)
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

Victor Augustus Marin (Doutor) - Orientador
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde



A Deus pertencem todas as minhas
conquistas.

Aos meus pais Ronaldo e Miriam e ao
meu irm&o Lucas por todo o amor e apoio
gue recebi e que me permitiram chegar
até aqui.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, pela graca recebida, pelo cuidado, socorro e refugio em
todos os momentos da minha vida. Sem Ele nada seria possivel, “pois tudo,
absolutamente tudo, nos céus e na terra, visivel e invisivel [...] todas as coisas
comecam Nele e Nele encontram seu propdsito”.

Aos meus pais agradeco por todo o incentivo recebido, fundamental na
construcdo do meu caracter, e que me possibilitou chegar ao final deste curso. A
minha mée por todas as oragdes que me tranquilizaram em momentos dificeis, ao
meu pai por sempre me apoiar em meus estudos.

Ao meu irmdo Lucas, pela cumplicidade de amigos, pela companhia e pela
paciéncia ao me ouvir recitar trechos e mais trechos da dissertagcédo, respondendo
(mesmo sem saber direito do que se tratava) sempre (que estava afim) com sua
opinido sincera.

A minha vé, cuja disposicdo em sempre continuar aprendendo, € um exemplo
gue sempre irei carregar para a minha vida. Aos meus tios, David, Roséangela,
Eliezer, Ana Paula, Verenir, Paulinho, Solange, Antdnio e Neusa, por todas as
oracdes e por sempre comemorarem comigo as minhas conquistas, em especial, ao
tio e Pastor Eli, por todas as conversas motivadoras que foram essenciais nos
momentos dificeis.

A todos os meus primos, pelas risadas e pela amizade, que fazem da minha
vida mais colorida. Em especial as primas Lili e Luciana, e aos primos Gustavo,
Danilo, Pedro, Daniel e Aldo, por todas as palavras de carinho, e por todos os bons
momentos compartilhados.

Agradeco as amigas Ludmilla, Ivna, Isabele e Natalia que sempre se fazem
presente no meu dia a dia, e que mesmo que indiretamente contribuiram com essa
conquista... seja pelo carinho compartilhado, ou pelo ombro fornecido. E um
muitissimo abrigada as amigas Mariana e Nataly, que dividiram comigo todas as
alegrias e dificuldades vividas durante este mestrado. Obrigada meninas! Sem vocés
nao teria sido o mesmo!

Agradeco as amigas cientistas, Synara e Hilda que ajudaram com opinifes,

ideias e incentivos, em especial ao amigo lvson, que foi solidario nos momentos de



desespero e um conforto nos momentos de distracdo, e em ambos 0s casos foi
essencial no desenvolvimento deste trabalho. Também a amiga Andréia, pelas horas
de estudo compartilhadas no “bonde” mais badalado do INCQS.

Aos bons professores por todo o aprendizado fornecido. As meninas da
secretaria, por toda a ajuda e compreensdao, e a coordenadora Kétia, que em todos
0s momentos sempre fez 0 que estava ao seu alcance para nos socorrer da melhor
forma.

Ao Victor pela orientacdo que possibilitou a obtencéo deste titulo, e a Joana
(tia JO) por todo o carinho, por toda a orientagdo fornecida, pelo acolhimento de
mae, e pelas palavras sempre tranquilizadoras que foram primordiais na concluséo
deste trabalho.

Agradeco ao apoio financeiro da Fundacédo Oswaldo Cruz e a todos que de
alguma forma ajudaram direta ou indiretamente na realizagdo deste trabalho. Muito
obrigada!



Uma mente necessita de livros da mesma
forma que uma espada necessita de uma
pedra de amolar se quisermos que se
mantenha afiada.

George R. R. Martin



RESUMO

O processo de hemodialise tem a dgua como o veiculo primordial na terapia renal
substitutiva, tanto na preparacdo do fluido como na reutilizacio dos dialisadores. E
um processo essencial na vida de pacientes com insuficiéncia renal crénica, mas ao
mesmo tempo em que modificou o prognoéstico dos pacientes com insuficiéncia
renal, vem sendo responsavel por complicacdes cuja intensidade e frequéncia sédo
cada vez mais descritas na literatura. Estudos mostram que bacilos Gram negativos
nao-fermentadores sédo capazes de se desenvolver rapidamente em solucbes e
equipamentos de dialise, podendo estar relacionados a ocorréncia de bacteremias,
reagbes pirogénicas, infecgdes, hipotensédo, instabilidade cardiovascular, dor de
cabeca e nauseas. No Brasil, a legislacgdo que regulamenta a qualidade
microbioldgica da agua potavel é a Portaria N° 2914 de 2011, enquanto que a agua
destinada ao processo de dialise € regulamentada pela Resolucédo N° 11 de 2014 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Apesar da legislacdo brasileira
estabelecer critérios para os limites da presenca de bactérias do grupo dos
coliformes, dentre os quais correspondem a cerca de 20 espécies de bactérias
Gram-negativas, ndo especifica a presenca de bacilos Gram-negativos néo
fermentadores. Uma vez que bactérias Gram-negativas ndo fermentadoras sdo as
principais responsaveis pela presenca de endotoxinas bacterianas, formacdo de
biofilme e multiplas resisténcias a antibioticos, torna-se necessaria a formulacao de
limites quanto a presenca destes microrganismos na agua utilizada no processo de
didlise. No presente estudo foram avaliados a qualidade microbiolégica da agua de
hemodialise conforme o preconizado na legislacdo vigente, bem como a presenca
de bacilos Gram-negativos ndo fermentadores nas amostras de 16 clinicas de
hemodidlise do Rio de Janeiro. As amostras foram coletadas de quatro pontos
distintos de cada clinica: da torneira de abastecimento de agua (agua potavel, pré-
osmose reversa), da torneira do filtro de osmose reversa (pds-osmose reversa), da
maquina de dialise (amostra da solucdo de hemodialise) e a amostra do reuso do
dialisador. Das dezesseis clinicas avaliadas neste trabalho, sete (43,75%) tiveram o
resultado insatisfatério quanto a quantidade de bactérias heterotroficas, cujos

valores excederam aos limites estipulados na legislacdo. Em nenhuma das clinicas



foi observada a presenca de coliformes fecais e Escherichia coli. Quanto a presenca
de bacilos Gram-negativos ndo fermentadores, foram identificados neste trabalho,
Pseudomonas aeruginosa (12,8%) Stenotrophomonas maltophilia (18,75%),
Burkholderia cepacia (6,25%), Acinetobacter Iwoffii (6,25%), Brevundimonas
diminuta (12,5%), Moraxella osloensis (12,5%), Sphingobacterium multivorum
(6,25%), Achromobacter xylosidans (6,25%), Sphingomonas paucimobilis (6,25%),
Achromobacter denitrificans (6,25%) e Ralstonia pickettii (6,25%), todos estes,
passivos de causar infecgcbes em pacientes imunossuprimidos. Dentre estes, P.
aeruginosa, Acinetobacter spp, S. maltophilia e o Complexo B. cepacia sdo descritos
pela ANVISA como os principais bacilos Gram negativos nao-fermentadores de
importancia meédica. Tendo em vista que pacientes submetidos ao processo de
hemodialise por um periodo de trés anos, ficam expostos a uma quantidade de agua
superior a utilizada por uma pessoa em condi¢cdes normais de saude durante toda a
sua vida, a utlizacdo de um fluido de qualidade tende a minimizar infeccbes e
consequentemente garantir uma maior sobrevida de pacientes com doencas renais

cronicas.

Palavras-chave: Bacilos Gram-negativos ndo-fermentadores. Agua de hemodidlise.

Controle de qualidade. Insuficiéncia Renal Crénica. Vigilancia Sanitaria.



ABSTRACT

Water is the primary vehicle on renal replacement in a dialysis process, both in the
preparation of the fluid as the reuse of dialyzers. It is an essential process in
patients's life with chronic renal failure, but at the same time it changed the prognosis
of patients with renal failure, it has been responsible for complications whose
intensity and frequency are more and more described in the literature. Studies have
shown that Gram-negative non-fermenting bacilli are capable of rapidly developing in
solutions and on dialysis equipment and could be related to bacteremia's occurrence,
pyrogenic reactions, infection, hypotension, cardiovascular instability, headache and
nausea. In Brazil, the legislation governing the microbiological quality of potable
water is Portaria No. 2914 of 2011, while the water for the dialysis process is
regulated by Brazilian Resolution No. 11 of 2014 of the Brasilian Health Agency
(ANVISA). Although the Brazilian legislation establish as criteria for coliform
bacterias's presence limits, among which account for about 20 species of Gram-
negative bacteria, it does not specify the presence of Gram-negative non-fermenting
bacilli. Since Gram-negative non-fermentative bacteria are mainly responsible for the
presence of bacterial endotoxin, biofilm formation and resistance to multiple
antibiotics, it is necessary to formulate limits for the presence of these
microorganisms in water used for the dialysis process. The present study evaluated
the hemodialysis's water microbiological quality as recommended in the current
legislation, as well as the presence of Gram-negative non-fermenting bacilli in 16
dialysis clinics samples from Rio de Janeiro. Samples were collected from four
different points on each clinic: the water supply faucet (potable water, pre-reverse
osmosis), the reverse osmosis filter faucet (post-reverse osmosis), the dialysis
machine (sample solution hemodialysis) and the dialyzer reuse. Sixteen clinics were
evaluated in this study, seven (43.75%) had a unsatisfactory result since the values
exceeded the limits stipulated in the legislation for the amount of heterotrophic
bacteria. In none of the samples were found fecal coliforms and Escherichia coli. As
the presence of Gram-negative non-fermenting bacilli, were identified in this study,
Pseudomonas aeruginosa (12.8%) Stenotrophomonas maltophilia (18.75%),
Burkholderia cepacia (6.25%), Acinetobacter Iwoffii (6.25%), Brevundimonas

diminuta (12.5%), Moraxella osloensis (12.5%), Sphingobacterium multivorum



(6.25%), Achromobacter xylosidans (6.25%), Sphingomonas paucimobilis (6.25%),
Achromobacter denitrificans (6 25%) and Ralstonia pickettii (6.25%), all of these
liable of causing infections in immunosuppressed patients. Among these, P.
aeruginosa, Acinetobacter spp, S. maltophilia and B. cepacia complex are described
by the National Health Surveillance Agency as the main Gram negative bacilli non-
fermenter of medical importance. Given that patients undergoing hemodialysis
process for a period of three years, are exposed to a higher amount of water than
one person in normal health conditions throughout its life, the use of a fluid with
sanitary quality tends to minimize infections and thus ensure greater survival of

patients with chronic kidney diseases.

Keywords: Gram-negative non-fermenters. Hemodialysis water. Quality control.
Chronic Renal Failure. Health Surveillance.
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1 INTRODUCAO

O tratamento dialitico, ou a hemodiélise, € um processo essencial na vida de
pacientes com insuficiéncia renal crénica. Mas, ao mesmo tempo em que modificou
0 prognostico dos pacientes com insuficiéncia renal, vem sendo também
responsavel por complicagfes, cuja intensidade e frequéncia sdo cada vez mais
descritas na literatura. O processo de hemodidlise tem a agua como o veiculo
primordial na terapia renal substitutiva, tanto na preparacdo do fluido como na
reutilizacdo dos dialisadores (FERREIRA et al.,, 2013). Até a década de 70,
acreditava-se que a &gua potavel pudesse ser utilizada no tratamento de
hemodialise, entretanto, com o aumento do nimero de pacientes em tratamento e
sua sobrevida, acumularam-se evidéncias que permitem correlacionar o0s
contaminantes da agua com efeitos adversos do tratamento (SILVA et al., 1996).

Na literatura, encontramos diversos relatos de surtos associados a qualidade
da 4gua tratada para didlise (RUDNICK; ARDUINO; BLAND, 1995; ROTH; JARVIS,
2000; OUSEPH; WARD R., 2006). As solucbes para didlise e os equipamentos
proporcionam ambientes adequados ao desenvolvimento microbiano, especialmente
bactérias Gram-negativas. Além de bacteremias, os microrganismos Gram-negativos
podem estar relacionados a ocorréncia de reacbes pirogénicas, infeccoes,
hipotensao, instabilidade cardiovascular, dor de cabeca e nauseas (PONTORIERO
et al., 2003; HOENICK; RONCO; LEVIN, 2006).

Para garantir a qualidade da agua para consumo, o Ministério da Saude (MS),
tem estabelecido padrdes de tolerancia microbiologica e fisico-quimica atraveés de
publicacdes de Portarias e Resolucbes. No Brasil, a legislacdo que regulamenta a
qualidade microbiolégica da agua potavel € a Portaria MS N° 2914 de 2011,
engquanto que a agua destinada ao processo de didlise é regulamentada pela RDC
11 de 2014 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2011;
BRASIL, 2014).

Tendo em vista que bactérias Gram-negativas sdo as principais responsaveis
pela presenca de endotoxinas bacterianas, a legislacdo brasileira estabelece
critérios para os limites da presenca de bactérias do grupo dos coliformes, dentre os

quais correspondem a cerca de 20 espécies de bactérias Gram-negativas, entéricas
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e ndo entéricas, ndo esporogénicas, aerdbias ou anaerébias facultativas, capazes
de fermentar lactose com producéo de gés, em 24 a 48 horas a 35°C (BUGNO et al.,
2007). No entanto, a legislacdo brasileira ndo considera a presenca de bactérias
Gram-negativas ndo fermentadoras, como Pseudomonas aeruginosa, cuja presenca
esta relacionada a ocorréncia de endotoxinas bacterianas e a possibilidade de
formacao de biofilmes (BRASIL, 2011; BRASIL, 2014).

Considerando o0s riscos decorrentes da presenca de Pseudomonas
aeruginosa e outras bactérias Gram-negativas ndo fermentadoras em agua tratada
para didlise, este trabalho se propde, além de verificar a qualidade microbiol6gica da
adgua utilizada no processo de hemodialise, pesquisar a ocorréncia destes
microrganismos nas amostras de agua tratada para dialise e dialisatos das clinicas

de dialise do Municipio do Rio de Janeiro.

1.1 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

1.1.1 Insuficiéncia renal e tratamento dialitico

Insuficiéncia Renal Crénica (IRC) é caracterizada pela deterioracdo
progressiva e irreversivel da funcéo renal, que quando nao tratada, leva ao 6bito do
paciente (NASCIMENTO; MARQUES, 2005). Até que cerca de 50% da funcéo renal
tenham sido perdidas, 0s pacientes permanecem quase assintomaticos. A partir dai
podem aparecer sintomas e sinais que nem sempre incomodam muito o paciente,
porém quando a funcdo renal é muito reduzida, torna-se necessario o uso de
métodos de tratamento da insuficiéncia renal: dialise ou transplante renal (ROMAO
JUNIOR, 2004). Devido ao diagnéstico tardio, 70% das mortes pela doenca
acontecem antes mesmo do paciente dar inicio ao tratamento, conforme estudo da
Fundacdo Pro-Renal, entidade filantropica, que fornece assisténcia a pacientes
cronicos. (FERREIRA et al., 2013).
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A importancia da dialise na vida de paciente com IRC esta diretamente
relacionada ao papel indispensavel que o rim desempenha em nosso organismo.
Além de funcionar como um filtro do corpo, removendo sais e outras substancias
gue estejam em quantidade excessiva, como a agua e toxinas, exercendo portanto
influéncia direta no equilibrio eletrolitico e presséo arterial, este 6rgdo, que tem o
tamanho de um punho fechado, também regula o pH sanguineo e é responsavel
pela producéao e liberacdo de alguns horménios, como a eritropoietina que estimula a
producao de globulos vermelhos (FIGEL, 2011).

Em virtude das dificuldades na obtencdo de um transplante renal, o
tratamento dialitico torna-se a Unica saida do paciente, que pode ter que aguardar
por anos para obter o transplante. Durante esse periodo a qualidade do tratamento
sera determinante no que diz respeito a qualidade de vida e sobrevida deste
paciente (FAVERO et al., 1992; HOENICH; RONCO; LEVIN, 2006).

Historicamente a dialise teve seu inicio com o fisico inglés Thomas Graham
em 1854 (CARVALHO, MELO; ANDRAUS, 2001). No Brasil a hemodialise teve seu
inicio em 19 de maio de 1949 com o Dr. Tito Ribeiro de Almeida, no Hospital das
Clinicas de Sao Paulo (CARVALHO; MELO; ANDRAUS, 2001).

O tratamento de didlise pode ser realizado por dois diferentes métodos:
dialise peritoneal e a hemodidlise. A didlise peritoneal é mais indicada em casos de
IRC, e é realizada de uma forma continua conhecida por DPAC (dialise peritoneal
ambulatorial continua). Neste método, um cateter flexivel € implantado
cirurgicamente no peritdnio (revestimento interno de seu abdémen), através do qual
uma solucéo de didlise é introduzida, fazendo com que os residuos e a agua extra
no sangue fluam através dos vasos sanguineos para a solucdo de dialise (FIGEL,
2011).

Apoés algumas horas retira-se a solugcéo de dialise, saturada de substancias
toxicas e agua, coloca-se uma solugéo limpa novamente. A terapia acontece com as
trocas da solucdo de dialise. O numero de trocas ou ciclos realizados por dia, assim
como o tempo de permanéncia e drenagem, depende da modalidade de dialise
peritoneal escolhida de acordo com as caracteristicas clinicas de cada paciente. A
didlise peritoneal (Figura 1) pode ser feita na propria casa do paciente, ou ainda no
local de trabalho, j& que o processo de troca do banho de dialise é feito pelo préprio
paciente ou por algum familiar (ANDREOLI; NADALETO, 2008).
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Figura 1 - Esquema de diélise peritoneal
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Fonte: <http://www.dialiseperitoneal.com.br/> Acesso
em: 21 abr. 2013.

Na hemodialise, o sangue do paciente é filtrado artificialmente, por meio de
uma maquina (dialisador), também conhecida como “rim artificial”, através de um
cateter ou de uma fistula, procedimento realizado mais comumente nas veias do
braco, onde as veias mais espessas calibrosas fornecem um fluxo de sangue
constante (ANDREOLI; NADALETO, 2008).

O processo de hemodidlise (Figura 2) consiste na filtragem de substancias
indesejaveis (uréia, creatinina, acidos organicos, medicamentos, etc.) e restauracao
do equilibrio eletrolitico no sangue de pacientes com IRC, possibilitado pela
transferéncia de solutos entre o sangue e uma solucéo de dialise (dialisato), atraves
de uma membrana artificial semipermeéavel (filtro de hemodialise ou capilar).
(HOENICK; RONCO; LEVIN, 2006).


http://www.dialiseperitoneal.com.br/
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Figura 2 - Imagem ilustrativa do processo de hemodialise
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Fonte: <http://www.mdsaude.com/2008/11/hemodilise-

parte-i-entenda-como.html> Acesso em: 21. Abr. 2013.

O equipamento de didlise permite a formacdo de um fluxo contra-paralelo
entre o sangue do paciente e o fluido de dialise (dialisato), pelo qual o sangue do
paciente é filtrado (OLIVEIRA JUNIOR, 2008). Ap6s o processo de difusdo o sangue
depurado retorna para o paciente (FERREIRA et al., 2013).

A solucado de didlise ou dialisato é composta principalmente de agua tratada,
acrescida com uma solucdo concentrada de eletrélitos (Sodio, Cloreto, Célcio,
Magnésio e Potassio), tampdo e glicose, numa proporcdo de 34:1 (FERREIRA,
2009), que substituem as toxinas presentes no sangue (LEME; SILVA, 2003), sendo,
portanto, a 4gua o veiculo primordial na terapia renal substitutiva, e uma vez que o
fluido de dialise ou dialisato, que banha a membrana semi-permeavel (dialisador),
nao € uma solugdo estéril, e que, durante uma unica sessao de hemodialise o
sangue do paciente entra em contato com aproximadamente 120 litros de agua,
desta forma a qualidade da agua possui uma grande importancia na saude do
paciente (BOMMER; JABER, 2006).

De acordo com o censo da Sociedade Brasileira de Nefrologia de 2013, que
pode ser observado na Figura 3 a seguir, estima-se que haja 100.397 pacientes
renais crénicos no Brasil, distribuidos em 658 clinicas especializadas (SOCIEDADE


http://www.mdsaude.com/2008/11/hemodilise-parte-i-entenda-como.html
http://www.mdsaude.com/2008/11/hemodilise-parte-i-entenda-como.html
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BRASILEIRA DE NEFROLOGIA, 2015). Segundo relatério do censo Brasileiro de
dialise, em 2011 o namero estimado de pacientes em dialise no Pais foi de 91.314.
Destes pacientes, 84% realizam o tratamento pelo SUS, enquanto apenas 16%

utilizam outras formas de convénio.

Figura 3 - Numero de unidades de dialise no Brasil nos anos de 2000 a 2013,

conforme censo 2013 da Sociedade Brasileira de Nefrologia
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Fonte: http://sbn.org.br/pdf/censo 2013 publico leigo.pdf (2015) Acesso em: 22 jan. 2015.

Pacientes tratados por hemodialise, sdo expostos a cerca de 18.000 a 36.000
litros de agua por ano, distribuidos em sessBes de normalmente 3 vezes por
semana, durante cerca de 4 horas e um fluxo de 350 a 400mL/min. Considerando-se
que durante o procedimento o sangue do paciente se separa da solucao de dialise
apenas por uma membrana semi-permeavel, é possivel afirmar que se a agua nao

for corretamente tratada varios contaminantes quimicos, bacteriol6gicos e téxicos,
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poderdo ser transferidos para os pacientes. Doencas infecciosas sdo a segunda
causa de morte em pacientes renais cronicos, superadas apenas pelas doencas
cardiovasculares, sendo que septicemia ocorre em aproximadamente 75%, destes
pacientes (VARO et al., 2007).

Com a finalidade de adequar as caracteristicas fisico-quimicas e
microbiolégicas da agua potavel a sua aplicacdo em procedimentos dialiticos,
procedimentos complementares foram tomados quanto ao tratamento da agua
utilizada. Sistemas de tratamento de adgua com esta finalidade geralmente incluem
filtros primarios, abrandadores, filtros de carvdo ativado, deionizadores e osmose
reversa. Sao utilizadas praticas de desinfeccao e manutencéo dos circuitos de agua,
assim como medicdo das concentracfes fisico-quimicas e bacteriologicas
periodicas, devendo ser cloro e pH diariamente controlados (CALDERARO;
HELLER, 2001).

Embora a escolha do tipo de sistema de tratamento da 4gua seja importante,
€ um erro supor que a melhor escolha significa auséncia dos problemas
relacionados a qualidade da agua, uma vez que a qualidade depende também da

manutengao e monitoramento do sistema.

1.1.2 Contaminantes da agua: Poluentes e micropoluentes biol6gicos

A agua usada nos centros de hemodialise é geralmente obtida do reservatoério
de agua da comunidade. A agua pode vir da superficie ou de leitos subterraneos.
Ambas as fontes podem conter altas concentracdes de endotoxina e bactéria. Aguas
provenientes de camaras subterrdneas como pogos e nascentes geralmente
apresentam uma menor quantidade de matéria organica e sdo mais ricas em matéria
inorganica como ferro, calcio, magnésio e sulfato. Aguas superficiais como lagos,
lagoas, rios e outros tipos de reservatérios superficiais, sdo geralmente mais
contaminadas com organismos e microrganismos, residuos industriais, fertilizantes,
pesticidas e esgoto (AMATO, 2005).

A 4gua potével tolera a presenca de até 2mg/L de substancias orgéanicas.

Estas matérias organicas, em quantidade elevada, s&o indices de poluicdo
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ambiental e as consequéncias da poluicdo organica sdo o odor desagradavel,
exacerbado pela cloracdo, o desenvolvimento de algas, bactérias e fungos que
podem se fixar nas tubulacdes da rede. Métodos utilizados para diminuicdo dos
materiais organicos sédo a oxidacao por 0zonio ou a clarificacdo por carvao ativado.
Os materiais organicos sdo também eliminados por deionizador ou osmose reversa.
O tratamento de 4gua da comunidade reduz o numero de bactérias na agua, mas,
geralmente, ndo reduz significantemente a concentracdo de endotoxinas (SILVA et
al., 1996).

Os principais contaminantes dos fluidos de didlise sédo bactérias gram-
negativas e micobactérias ndo tuberculosas. Todos os componentes do tratamento
de &gua podem se constituir em multiplicadores de bactérias e fontes de
contaminacdo por endotoxinas e, por essa razdo, devem ser rotineiramente
substituidos ou desinfetados conforme pré-estabelecido na legislagdo vigente
(SILVA et al., 1996).

O conteudo microbiolégico da agua raramente tem origem na fase de fluido,
ou seja, ha agua, mas sobre as superficies do sistema, sob a forma de biofilme, no
entanto, a agua transporta material microbiano para as maquinas de dialise. A
contaminacdo inclui células microbianas, endotoxinas, e metabdlitos microbianos
formados durante o crescimento no sistema (NYSTRAND, 2008).

Um liquido de diadlise de alta qualidade tende a eliminar os efeitos dos
impactos microbiolégicos, os fluidos ndo precisam ser estéreis, mas 0 numero
maximo de microrganismos deve ser controlado. Na situacdo de realizacdo de
filtracdo por hemodidlise, é ainda mais importante ter um método sensivel de

verificagdo microbiolégica para acompanhamento da qualidade (NYSTRAND, 2008).

1.1.3 Qualidade microbiolégica da agua para hemodialise

Se por um lado o concentrado de solutos do dialisato deve ser produzido
comercialmente numa composicdo altamente controlada, por outro, a 4gua usada

neste tipo de processo pode variar amplamente na sua composi¢cdo quimica e
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microbiolégica. O resultado desta variacdo ird influenciar diretamente a qualidade do
fluido para hemodialise (VORBECK-MEISTER et al., 1999).

A legislacdo preconiza que o tratamento da agua para hemodialise deve ser
mais rigoroso do que o da agua potavel, sendo necessario um sistema de
purificacdo adicional onde a agua utilizada deve ser potavel. Quanto ao preparado
do dialisato, 0 mesmo deve ocorrer poucas horas antes do uso, e 0 tanque ou
equipamento drenado e desinfetado, ao final de cada dia de tratamento (SILVA et
al., 1996).

A tubulacdo do sistema de distribuicdo de 4gua nos centros de dialise, em
geral, é constituida de policloreto de vinila, mais conhecido pelo acrénimo PVC (do
nome em inglés Polyvinyl chloride). Tubos galvanizados ou de cobre ndo devem ser
usados porque contaminariam a dgua com concentracfes toxicas de zinco e cobre.
Tubos de grande diametro e longos acarretam uma diminui¢cdo do fluxo da agua e
aumentam o potencial de contaminacdo bacteriana. Conexdes grosseiras, pontos
cegos, e ramos de tubulacdo sem uso, também se constituem em reservatorios
potenciais e devem ser eliminados, devendo, portanto ser projetados de forma a
facilitar a desinfeccao, limpeza e enxague do desinfetante. (SILVA et al., 1996;
CALDERARO; BISCHOFBERGER, 1998).

As estratégias para controle de contaminacdo no sistema de hemodialise
devem incluir a desinfeccdo dos tanques, tubulacbes e maquinas, a serem
realizadas a um s6 tempo para que se considere a desinfeccdo eficaz. Tanto a
central Unica quanto as maquinas de didlise tem tubulacdes e canais facilmente
colonizaveis com bactérias e, geralmente, se constituem numa fonte para
contaminagao por bactérias e endotoxinas (SILVA et al., 1996).

Sistemas de purificagdo utilizam a agua preé-tratada por diferentes processos
de filtrac&o, tais como: filtracdo por osmose reversa, por troca iénica e outros, que
permitem a remoc¢do de particulas, sais e ions, e alguns retém bactérias da fase
liquida antes de ser entregue as unidades de hemodialise (VORBECK-MEISTER et
al., 1999). O pré-tratamento é realizado para impedir que substancias e particulas
possam danificar os equipamentos de purificacdo, diminuindo sua eficiéncia e tempo
de uso, além de assegurar a qualidade da agua resultante (FERREIRA et al., 2013).

O tratamento da agua por carvao ativado permite a retirada de toxinas presentes na
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agua, aumentando a seguranca quanto a toxicidade nos casos de ingestdo pelo
homem. (SILVA et al., 1996).

Conforme representado na Figura 4 a seguir, os sistemas de tratamento de
agua para dialise sdo compostos de filtros mecanicos, abrandadores (equipamento
cuja principal aplicacdo é remover os ions de calcio e magnésio responsaveis pela
dureza contida na 4gua), filtros de carvao, deonizadores, osmose reversa e tanques
para armazenamento da agua (MONTANARI et al., 2009). A agua tratada deve
seguir por tubulacbes aparentes em PVC ou similar, com conexdes em locais
estratégicos do circuito, para facilitar o controle de qualidade da agua (LEME;
SILVA, 2003).

Figura 4 - Diagrama do sistema de distribuicdo e tratamento de agua em centro de

hemodialise, com os pontos de coletas utilizados
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Fonte: FIGEL, 2011, adaptado Montanari et al., 2009

Legenda: 1: Ponto de coleta da dgua potavel (torneira hidrémetro e torneiras dentro da clinica)
2: Ponto de coleta da 4gua tratada para diélise (torneiras da sala de reuso)
3: Ponto de coleta do dialisato (maquina hemodialise pds-capilar)
4: Ponto de coleta da 4gua tratada para dialise (torneira apés o tratamento da agua)
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A eficiéncia do equipamento de tratamento de agua depende da capacidade
dos componentes do equipamento, da natureza da 4gua a ser tratada, além de

variacfes sazonais (SILVA et al., 1996).

1.1.4 Bacilos Gram-negativos nao fermentadores

Bacilos gram-negativos nao fermentadores (BGN-NF) s&o microrganismos
aerobios e incapazes de utlizar a glicose como fonte de energia através da
fermentacdo, degradando-a pela via oxidativa (BRASIL, 2012). A maioria € oxidase
positiva, movel e incapazes de formar esporos. Em decorréncia da baixa atividade
metabdlica, quando comparados as enterobactérias, a identificacdo bioquimica
torna-se mais complexa, dependendo portanto do auxilio das caracteristicas
morfolégicas, macroscépicas e microscopicas durante o processo de identificacao
(KONEMAN, 2008).

Estdo amplamente distribuidos na natureza, podendo ser encontrados em
agua, solo, peixes congelados, leite cru, solucdes desinfetantes e etc, e algumas
espécies também podem ser encontradas como comensais no intestino humano
(ENOCH; BIRKETT; LUDLAN, 2007).

Séo frequentemente isolados em ambientes hospitalares onde costumam
atuar como microrganismos oportunistas responsaveis por diversas infecces
associados aos cuidados de saude, acometendo pacientes imunocomprometidos,
paciente submetidos a procedimento invasivo, infecgcbes no trato respiratério de
pacientes com fibrose cistica, unidade de queimados e unidades de terapia
intensiva, como a hemodidlise (ENOCH; BIRKETT; LUDLAN, 2007).

Muitas espécies de BGN-NF sdo conhecidas pelo seu potencial patogénico,
disseminagéo e alta resisténcia a diversas classes de antimicrobianos, tendo a
facilidade de adquirir novos mecanismos de resisténcia. Os principais problemas em
BGB-NF sédo a resisténcia aos antibidticos, associados a alguns mecanismos de
resisténcia, tais como: producdo de [B-lactamase; perda de porina; e bomba de
efluxo (GALES et al., 2012).
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Dentre os géneros e espécies que compdem o grupo dos BGN-NF, os mais
frequentes em infeccbes humanas sdo: P. aeruginosa, Acinetobacter spp,

Stenotrophomonas maltophilia e o Complexo Burkholderia cepacia.

1.1.4.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa € um BGN-NF moével, frequentemente isolado em
pacientes com fibrose cistica. Muitas cepas de P. aeruginosa isoladas destes
pacientes, apresentam o fenotipico mucoide, indicativo de infeccéo crbnica. Tanto a
P. aeruginosa, quanto a Acinetobacter baumannii estdo entre as bactérias mais
isoladas em hemoculturas e amostras do trato respiratorio de pacientes submetidos
a internacao hospitalar (HAUSER et al., 2011; ANVISA, 2012).

A espécie possui flagelo polar monotriquio, reto ou levemente curvo,
tipicamente distribuido aos pares, e uma vez que sdo nao-fermentadores, utilizam
carboidratos para seu metabolismo respiratério, com o oxigénio como aceptor final
de elétrons. Embora seja definido como aerdbio obrigatério, pode crescer em
condicBes de anaerobiose utilizando nitrato ou arginina como aceptor alternativo de
elétron (BLONDEL-HILL; HENRY; SPEERT, 2007; KONEMAN, 2008).

Pseudomonas aeruginosa sdo também capazes de crescer sem dificuldade
em diferentes meios comuns de isolamento como agar sangue, agar MacConkey e
agar EMB (4gar Eosina Azul de Metileno). Normalmente, a identificacdo de P.
aeruginosa € simples, visto que a mesma apresenta colénias geralmente grandes,
planas, com borda em difusdo, e frequentemente, tém aparéncia de pele de
crocodilo; possuem odor adocicado caracteristico e além de produzirem pigmentos
hidrossoluveis, tais como, pioverdina (pigmento fluorescente também produzido por
outras espécies de Pseudomonas pertencentes ao Grupo Fluorescente) e um
pigmento azul caracteristico, a piocianina. A combinacdo destes dois pigmentos é
responsavel pela cor verde brilhante, visualizada em meio de cultura incolor,
caracteristica patognomonica das colbnias de P. aeruginosa. Algumas cepas séo

capazes de produzir outros tipos de pigmentos que se difundem no meio, como
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fluoresceina (amarelo), piorrubina (avermelhado para o marrom), e piomelanina
(marrom a preto) (KONEMAN, 2008).

Estdo amplamente distribuidos no solo, na matéria organica em
decomposicdo, na vegetacdo e na agua, mas também sdo encontrados em todo
ambiente hospitalar, distribuidos em varios reservatorios, como solugdes, alimentos,
equipamentos de respiracdo artificial e de didlise. Tentativas de eliminar esses
microrganismos do ambiente hospitalar sdo ineficientes, pois ele se encontra
amplamente presente em suprimentos hidricos, no mundo todo (BLONDEL-HILL;
HENRY; SPEERT, 2007).

Este microrganismo possui uma necessidade nutricional minima, sendo capaz
de utilizar muitos compostos organicos como fonte de carbono e nitrogénio, também
consegue tolerar uma ampla variedade de temperatura (4°C a 42°C); além de ser
resistente a maioria dos desinfetantes, o que contribui para sua prevaléncia no
ambiente hospitalar (BLONDEL-HILL; HENRY; SPEERT, 2007).

Apesar de poder ser encontrado como constituinte da microbiota de
individuos saudaveis, sua presenca ndo é muito frequente, no entanto, em pacientes
hospitalizados o aumento da frequéncia de colonizacdo tem relacéo direta com o
tempo de hospitalizagdo e o uso de quimioterapia ou antibioticoterapia com
antimicrobianos de amplo espectro. Normalmente, a colonizagcdo antecede a
infeccdo, tendo esta, efeito direto ao tempo de hospitalizacdo do paciente
(POLLACK, 1995; KERR; SNELLING, 2009).

Sua extensa colecao de fatores de viruléncia esta relacionada, em parte, a
grande diversidade e gravidade de infeccbes que podem ser causadas por essa
bactéria e, em sua maioria, associada a capacidade de invasao e toxicidade que
esta bactéria possui. Ressalta-se entretanto, que a gravidade das infecgbes também
esta relacionada a marcante resisténcia a maioria dos antibioticos (KERR,;
SNELLING, 2009).

Fatores de viruléncia incluem o lipopolissacaridio (LPS) (comum as bactérias
gram-negativas), exotoxina A, leucocidinaviscosidade extracelular, proteases,
fosfolipases e varias outras enzimas. A capacidade de secretar esses fatores de
viruléncia, principalmente através do sistema de secrecao do tipo Ill, aumentam a
gravidade das infec¢gbes causadas por esse microrganismo (BEN et al., 2011;
GELLATLY; HANCOCK, 2013).
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Outro fato agravante para a viruléncia da P. aeruginosa, € sua habilidade de
formar biofilme, sendo com isso capaz de inibir a fagocitose por células do sistema
imune, conferindo desta forma vantagem na protecdo bacteriana, além de atribuir
maior resisténcia aos antimicrobianos. Além disso, a piocianina produzida por
algumas cepas de P. aeruginosa é capaz de provocar dano ao epitélio respiratorio,
possuindo acdo proé-inflamatéria e formacao de radicais hidroxila (SHIH; HUANG,
2002).

Pseudomonas aeruginosa tem sido descrito como o patégeno humano mais
importante do género. Trata-se de um microrganismo versatil, com habilidade de
causar diversos tipos de infeccdes, dentre elas podemos citar infeccbes do trato
respiratorio inferior, infeccées primarias e secundarias da pele, infeccbes do trato
urinario, infeccbes do aparelho auditivo (otites), infeccBes oculares, bacteremia,
endocardite, dentre outras infec¢cdes (SADER et al., 2004; GALES et al., 2012).

Pacientes acometidos por uma destas infeccoes tem um aumento significativo
das taxas de morbidade e mortalidade. No Brasil este patdgeno tem sido a causa
mais comum de infec¢cbes do trato respiratério, segundo em infec¢cdo do trato
urinério e feridas cirargicas, e o quinto em infec¢do da corrente sanguinea. Dados da
Rede de Monitoramento e Controle da Resisténcia Microbiana em Servigcos de
Saude da ANVISA, obtidos no periodo de julho de 2006 a Junho de 2008 mostraram
qgue P. aeruginosa foi 0 quarto microrganismo mais isolado em infec¢cdo da corrente
sanguinea (GALES et al., 2012).

Alguns grupos de pacientes correm maior risco de adquirir infecgao por este
microrganismo do que outros. Isso inclui pacientes imunocomprometidos,
submetidos a procedimentos invasivos como, incisdes cirargicas, insercdo de
cateteres urinarios ou vasculares, tubos endotraqueais e queimados. Pacientes em
UTIs estédo particularmente, correndo risco, devido a baixa imunidade, doenca de
base, a presenca de dispositivos invasivos e utilizacdo de antimicrobianos de forma
empirica (TRIGKA et al., 2011; ASHRAF; OSTROSKY-ZEICHNER, 2012).

A mortalidade atribuida a infeccbes por P. aeruginosa em pneumonia
associada ao uso de préteses respiratorias ou bacteremia € substancial,
especialmente para aqueles pacientes que receberam terapia empirica inadequada.
As infec¢des adquiridas na comunidade, por pacientes imunocompetentes, tendem a

ser localizadas e associadas ao contato com &gua ou solugdes contaminadas,
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destacando-se as foliculites e otites. As P. aeruginosa podem também acarretar
infeccbes oculares devido ao uso de lentes de contato contaminadas, podendo
causar Ulcera de cérnea e perda da funcéo ocular, no entanto a infeccdo comunitaria
mais grave fica a cargo da endocardite decorrente do uso de drogas injetaveis
ilicitas (FALAGAS; KOPTERIDES, 2006; POCH; OST, 2009).

As infeccdes por P. aeruginosa séo de dificil tratamento devido a existéncia
de limitadas escolhas de agentes antimicrobianos. Essa espécie € intrinsecamente
resistente a varias classes de antibidticos, além de ser capaz de adquirir novas
resisténcias, seja através de elementos genéticos moveis (plasmideo) ou de
processos mutacionais que alteram a expressédo e / ou fungdo de mecanismos
codificados cromossomicamente. Isolados resistentes estdo associados a aumentos
nas taxas de morbidade, mortalidade, tempo de internacdo e custo total do
tratamento (WEBER et al., 2007).

Pseudomonas aeruginosa € tida portanto como o principal patégeno de
importancia médica, tanto em importancia quanto em prevaléncia, do género dos
BGN-NF. Em geral, as criancas com infec¢do por esse microrganismo apresentam
uma reducdo da expectativa de vida de cerca de 10 anos, quando comparados
aquelas sem infeccdo pela bactéria. Mais de 90% dos pacientes adultos sao
infectados por esse microrganismo (SAIMAN; SIEGEL, 2003; HAUSER et al., 2011).

1.1.4.2 Acinetobacter spp.

O género Acinetobacter compreende espécies de cocobacilos néo
fermentadores, imoveis, oxidase-negativos, catalase-positivos, aerébios estritos e
gue utilizam diferentes fontes de carbono. S&o microrganismos incapazes de
produzir esporos, pigmentos e fixar nitrogénio e apesar de amplamente distribuidos
na natureza, também podem ser encontradas no ambiente hospitalar (GRIMONT,;
BOUVET, 1989; BERGOGNE-BEREZIN; TOWNER, 1996).

A taxonomia do género é complexa e tem sido modificada nos ultimos trinta

anos. Baseado na homologia do DNA, o género Acinetobacter compreende mais de
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quarenta espécies, dentre as quais a identificacdo presuntiva pode ser realizada
com base na caréncia da atividade de citocromo oxidase, auséncia da motilidade e
resisténcia a penicilina. A morfologia das bactérias em coloracbées de Gram é um
indicativo inicial de que um isolado ndo fermentador pode pertencer ao género.
Espécies de Acinetobacter apresentam um bom crescimento em meios solidos
utilizados na rotina de laboratérios de microbiologia clinica, e sua identificacao
bioquimica compreende provas bioquimicas basicas, entre as quais, destacam-se:
fermentacdo de glicose, reducdo de nitrato a nitrito, utilizacdo de citrato e outras
fontes de carbono, e principalmente crescimento em caldo de infusdo de cérebro e
coracgao (caldo BHI) a 42°C (DIJKSHOON, 2007; PELEG et al., 2008).

Bactérias do género Acinetobacter apresentam uma grande capacidade de
resistir em ambientes considerados hostis, sobrevivendo tanto em superficies
Uumidas como em superficies secas como a pele humana. Este grupo bacteriano
possui algumas caracteristicas importantes que favorecem a sua persisténcia no
ambiente hospitalar: sdo, geralmente, resistentes a acdo de muitos antimicrobianos,
resistem aos desinfetantes, propagam facilmente de um paciente para outro, e sao
resistentes a dessecacao, persistindo no ambiente por longos periodos (PELEG et
al., 2012).

A importancia clinica desta espécie esta diretamente relacionada a sua
capacidade de acometer qualquer 6rgdo, o que permite o seu envolvimento em um
amplo espectro de infecc¢des, incluindo pneumonias, endocardites, bacteremia,
meningite, peritonites, infeccao do trato urinario e infec¢des de pele e ferida, porém
sua maior prevaléncia € como agente de pneumonia nosocomial, particularmente,
pneumonia associada a ventilagdo mecéanica em pacientes internados em unidades
de terapia intensiva (UTI) (PELEG et al., 2008).

A contaminacdo do ambiente clinico, hospitalizacdo prolongada, patologias
subjacentes, auséncia das boas praticas de higienizacdo das maos sdo também
apontados como fatores facilitadores da transmisséo de Acinetobacter (PELEG et
al., 2008).

Atualmente, as espécies de Acinetobacter tém um papel importante na
colonizacdo e infeccdo de pacientes hospitalizados. Em  pacientes
imunocomprometidos, as infec¢des tendem a ser mais graves e o tratamento destas

infeccbes € problematico, podendo o microrganismo ser resistente a diferentes
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classes de antibidticos. O tratamento especifico deve ser guiado por testes in vitro e
testes de suscetibilidade, porém o tratamento empirico contra infeccbes graves
envolve, geralmente, um antibidtico beta-lactamico e um aminoglicosideo
(MANCHANDA; SANCHAITA; SINGH, 2010).

Na maioria das vezes, acomete pacientes hospitalizados, que foram
submetidos a procedimentos invasivos ou pacientes imunocomprometidos. Poucos
trabalhos descrevem infeccOes por esta bactéria adquiridas na comunidade, sendo
no entanto frequentemente isolados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI)
(MARAGAKIS; PERL, 2008).

1.1.4.3 Stenotrophomonas maltophilia

7

Stenotrophomonas € um género encontrado nos mais variados nichos,
podendo ser isolado de plantas, animais, invertebrados, sistemas de distribuicédo e
tratamento de agua, lagos, rios, solugdo de lentes de contatos, entre outros. Além
disso, € descrito como um patégeno importante no contexto das infecces
hospitalares. O género compreende um grupo de bactérias com alta diversidade
genética, o que torna a sua taxonomia ainda ndo muito definida. Entre as espécies
do género, destaca-se S. maltophilia pela sua importancia clinica e relacdo com a
problematica da resisténcia aos antimicrobianos (BROOKE, 2012).

A identificacdo correta implica na real compreensdao da epidemiologia e
disseminacdo da espécie. Esta espécie foi responsavel por 4,3% (n=74,394) das
infecgbes na América do Norte durante 1993-2004. Ainda na América do Norte no
periodo de 1995-2008 a incidéncia de S. maltophilia aumentou de 6,7% para 12%
em pacientes com fibrose cistica (HAUSER et al., 2011).

Esta espécie pode ser identificada como um bastonete gram negativo, movel
por flagelos polar, ndo fermentadora de agucares, aerobio estrito, oxidase negativa,
e positiva para catalase, DNAse e esculina, e ndo crescem acima de 41°C. Essas
caracteristicas nem sempre se tornam claras para o microbiologista e estes isolados
sao constantemente identificados como outras espécies do género Pseudomonas ou

Burkholderia. Até poucos anos o teste de oxidase para S. maltophilia podia ser +/- e
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a DNAase necessita de 72 horas para confirmacdo. Além disso, S. maltophilia pode
ser associada com infec¢des polimicrobianas e/ou crescer lentamente, o que resulta
na dificuldade e isolamento destes isolados (ALMEIDA et al., 2005).

Stenotrophomonas maltophilia emergiu em infec¢gdes nosocomiais como um
patégeno resistente e com altas taxas de mortalidade (entre 14% a 69%), porém de
baixa viruléncia. InfeccGes associadas a esse microrganismo incluem: pneumonia,
bacteremia, septicemia, endocardite, meningite, infeccbes de ferida cirdrgica,
abscesso hepatico e as infeccbes do trato urinario. Nas Ultimas décadas tem sido
observado que paciente com cancer tem maior probabilidade de ter
colonizacao/infeccdo por este patdgeno. Considerado o terceiro BGN-NF mais
frequente, perdendo apenas para Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp. Fatores
de risco para tais infeccBes incluem: doenca de base, doencas respiratérias,
dispositivos invasivos, sistema imune debilitado, uso prévio de antibacterianos,
tempo de hospitalizacdo (ALMEIDA et al., 2005).

A capacidade de formar biofilme € um dos fatores importantes para sua
presenca e aumento no ambiente hospitalar. Esta espécie ja foi identificada em
superficies de materiais como cranulas, proteses, nebulizadores, agua de
consultérios dentarios, entre outras. Dados do Programa de Vigilancia SENTRY
Antimicrobial durante 1997-2008 mostram que este isolado foi responsavel por 2,3%
das pneumonias na América Latina. S. maltophilia estad entre os 15 principais
patdgenos em pacientes pediatricos na América Latina, e apesar da caréncia de
estudos sobre sua frequéncia, é possivel observar um aumento do mesmo ao longo
dos anos (GALES et al., 2012; WU et al., 2013).

Assim como os demais BGN-FN, possui resisténcia intrinseca a varios
antimicrobianos, e a exposicdo a estes aumenta a probabilidade de resisténcia por
estes isolados. A resisténcia intrinseca pode se dar pela baixa permeabilidade da
membrana celular, bombas de efluxo e enzimas que degradem ou alterem a
molécula de antimicrobiano (ex.: beta-lactamases) (ALMEIDA et al., 2005; WU et al.,
2013).

Stenotrophomonas maltophilia também é responsavel por infec¢des
adquiridas na comunidade, se tornando um problema n&o s6 hospitalar mas também

ambiental, principalmente para pacientes com fibrose cistica.
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1.1.4.4 Burkholderia cepacia

O quarto grupo de BGN-NF envolvidos em infec¢cfes hospitalares e de dificil
tratamento, devido a resisténcia intrinseca e adquirida, € o género Burkholderia.
Este género inclui bacilos moéveis, aerébios e com ampla distribuicdo, sendo
encontrados em diferentes nichos: agua, solo, plantas, homem e demais animais,
ambientes industriais e hospitalares. Algumas destas espécies sao alvos de
interesse biotecnoldgico e agricola para o biocontrole e a biorremediacdo, porém
outras espécies sao causadoras de doencas em animais e humanos (B. mallei e B.
pseudomallei); além de serem patégenos oportunistas associados a fibrose cistica e
doenca granulomatosa crénica, no caso do complexo B. cepacia (que envolve cerca
de dezessete espécies gendmicas) (COENYEL et al., 2001).

Além da associacdo com fibrose cistica, B. cepacia também pode causar
infeccbes pulmonares em pacientes com doenca granulomatosa cronica e, nestes
casos, as infeccdes estdo associadas com pneumonia e septicemia. O complexo B.
cepacia pode ser encontrado no ambiente hospitalar causando outras infeccdes
como bacteremia, principalmente em pacientes com cateteres, infeccdo do trato
urinario, artrite séptica, peritonite e infeccdo do trato respiratério. Este género ainda
apresenta importancia como patogenos de plantas (SILVA-FILHO et al., 2002).

O género emergiu pelos altos niveis de resisténcia aos antimicrobianos,
levando a uma alta taxa de mortalidade e morbidade por essas infeccbes. Em paises
como a india, este género é o terceiro BGN-NF mais frequente em infec¢ées. Porém,
estes indicios podem estar superestimados uma vez que sua identificacdo é
complexa e muitas vezes confundidos com a espécie P. aeruginosa (GAUTAM,;
SINGHAL; RAY, 2011; ROOS; BOER, 2014; REGAN; BHATT, 2014).

A disponibilidade de testes rapidos e precisos permitem uma identificacdo
mais agil, o direcionamento do tratamento e a diminuigdo das taxas de mortalidade.
Pacientes com fibrose cistica tem apresentado prevaléncia dos isolados
pertencentes ao complexo B. cepacia, B. cenocepacia e B. multivorans. Entre as

infeccdes hospitalares, em pacientes sem fibrose cistica, destacam-se as espécies
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B. cenocepacia e B. cepacia, espécies dentro do Complexo (COUTINHO, 2007;
LYNCH, 2009).

Pacientes com fibrose cistica sdo considerados de alto risco para este género
e podem desenvolver um quadro chamado de “sindrome cepacia” que é
caracterizada pela presenca de febre alta, insuficiéncia respiratéria grave,
leucocitose e elevada taxa de sedimentagdo dos eritrocitos. Individuos que
desenvolvem esta sindrome podem ir a Obito em até seis meses (COUTINHO,
2007).

Além de amplamente distribuidas no ambiente, estes mesmos isolados
podem estar presentes na industria, contaminando principalmente industrias do
petréleo, combustivel e abastecimento de agua. A andlise de isolados recuperados
destes trés ambientes, realizado por MLST (Multilocus sequence typing), mostra que
as mesmas cepas sdo encontradas em amostras clinicas, do ambiente e da
industria. Isso ressalva a grande habilidade deste género em sobreviver em
diferentes ambientes, o que é reflexo da extensa maquinaria enzimatica codificada
pelo seu amplo genoma.

A grande problematica destes isolados causando infec¢des estd, mais uma
vez, na sua resisténcia intrinseca, limitando as opcdes terapéuticas. O género é
intrinsecamente resistente a diferentes antibiéticos. O tratamento recomendado para
isolados do género Burkholderia envolve o uso de um desses antimicrobianos:
ceftazidima, minociclina ou meropenem. Porém a presséao seletiva exercida em cima

destes isolados tem levado ao aumento da resisténcia a estes.

1.1.5 Legislagao Brasileira

A RDC 11 preconiza o regulamento técnico para funcionamento dos servigos de
didlise, enquanto que a agua potavel deve atender o disposto na Portaria MS N°
2914 de 2011, de 12 de dezembro de 2011. Agua tratada para didlise € a 4gua cujas
caracteristicas sdo compativeis com as exigéncias microbiolégicas e quimicas da

RDC 11 de 2014 da ANVISA. Alguns dos itens descritos na legislacdo para a
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garantia de seguranca e qualidade dos procedimentos de didlise, sdo descritos a
seguir (BRASIL, 2011; BRASIL, 2014).

O Dialisato é a solugdo de didlise apos a passagem pelo dialisador, na
proporcéo indicada para uso.

O conjunto do paciente (linhas e dialisador) reutilizavel deve ser
acondicionado separadamente em recipiente limpo, desinfetado, com
identificacéo clara e precisa do nome do paciente, data da primeira utilizacao
e grupo de reprocessamento.

A assisténcia ao paciente com sorologia positiva para hepatite B (HBsAg+)
deve ser realizada por profissional exclusivo durante toda a sessdo de
hemodialise.

Reuso em didlise é a utilizacdo, para 0 mesmo paciente, do dialisador e linhas
arteriais e venosas, por mais de uma vez, apdés 0s respectivos
reprocessamentos, sendo que o reprocessamento em dialise € conjunto de
procedimentos de limpeza, desinfec¢ao, verificacdo da integridade e medicao
do volume interno das fibras, e do armazenamento dos dialisadores e das
linhas arteriais e venosas.

E vedado o reuso de dialisadores por pacientes com sorologia positiva para
hepatite B, C e virus da imunodeficiéncia humana (HIV).

Os dialisadores e as linhas arteriais e venosas podem ser utilizados, para o
mesmo paciente até 20 (vinte) vezes, quando utilizado reprocessamento
automatico.

S6 podem ser reutilizados dialisadores que apresentem capilares construidos
com membrana biocompativel, sendo que o reuso de dialisadores e das
linhas arteriais e venosas nao é permitido para os pacientes portadores de
HIV.

Para fins de controle do reuso e descarte, dialisadores e linhas arteriais e
venosas devem ser tratados como um Unico conjunto.

E obrigatéria a medida do volume interno das fibras (priming) em todos os
dialisadores antes do primeiro uso e apés cada reuso subsequente, mantendo

arquivados os registros dos dados referentes a todos os testes.
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Apos a medida do volume interno das fibras, qualquer resultado indicando
uma reducédo superior a 20% do volume inicial, torna obrigatério o descarte do
dialisador, independentemente do método empregado para o0 Seu
reprocessamento.

Todos os valores da medida do volume interno das fibras dos dialisadores,
obtidos tanto antes da primeira utilizagdo como apds cada reuso, devem ser
registrados e assinados pelo responsavel pelo processo e, permanecer
disponiveis para consulta dos pacientes.

A medida do volume interno das fibras deve ser feita por técnico ou auxiliar de
enfermagem treinado na realizagdo deste procedimento, usando vidraria
graduada integra e com boas condicbes de leitura, sob supervisdo do
enfermeiro responsavel. No caso do reuso automatizado a medida € fornecida
pelo display da maquina.

O servico de dialise deve estabelecer e validar os protocolos de limpeza e
esterilizacdo dos dialisadores.

Os dialisadores processados devem ser acondicionados em recipiente
individualizado, com tampa, limpo e desinfetado.

O recipiente de acondicionamento da solucdo esterilizante utilizada no
processamento dos dialisadores deve possuir caracteristicas que garantam a
estabilidade da solucao, conforme orientac6es do fabricante.

O dialisador e o recipiente de acondicionamento devem possuir identificacdo
legivel, com nome completo do paciente ou outros mecanismos que impecam
a troca.

O profissional do servico deve apresentar ao paciente o dialisador,
devidamente identificado com o registro da data do primeiro uso, antes de ser
submetido a hemodialise. O registro da utilizacdo de um novo dialisador deve
ser assinado pelo paciente e mantido no prontuario do mesmo.

A agua de abastecimento do servico de didlise deve ter o seu padréo de
potabilidade em conformidade com a normatizagéo vigente.

Deve ser verificada a qualidade bacterioldégica da agua tratada para dialise
toda vez que ocorrer manifestacdes pirogénicas ou suspeitas de septicemia

nos pacientes. Quando a contagem de bactérias ultrapassa a 50 unidades
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formadoras de coldnias por mL (UFC/ mL) a legislag&o brasileira prevé o nivel
de acado indicando a necessidade de adocdo de providéncias para a
identificacdo do foco de contaminacéao.

Deve ser estabelecida uma rotina de coleta de amostras, com registro, de
forma que anualmente as analises microbiolégicas do dialisato tenham sido
realizadas em amostras colhidas de todas as maquinas.

Quando algum paciente apresentar sinais ou sintomas tipicos de bacteremia
ou reacBes pirogénicas durante a hemodialise, deve-se proceder
imediatamente a coleta de amostra e envio para analise, sem prejuizo de

outras acdes julgadas necessarias.
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2 JUSTIFICATIVA

A agua é o principal componente do tratamento por dialise. Tendo em vista
que pacientes submetidos ao processo de hemodidlise por um periodo de trés anos,
ficam expostos a uma quantidade de agua superior a utilizada por uma pessoa em
condicbes normais de saude durante toda a sua vida, suas qualidades quimica e
microbioldgica sdo essenciais para evitar riscos adicionais ao individuo. Além disto,
0 paciente renal cronico apresenta as vezes sintomas e intercorréncias que
necessitam tratamento por varios medicamentos, como antibiéticos, farmacos
antituberculose,  antiarritmicos  cerebrais e  miocardicos, cardiotdnicos,
imunossupressores, sedativos, etc, que corroboram para um comprometimento
imunoldgico, sendo com isto, mais susceptiveis a infecgdes.

Por esse motivo o desenvolvimento de programas de monitoramento
periodico da qualidade microbiolégica desta agua tornou-se uma das principais
medidas que podem contribuir de forma efetiva na seguranca de pessoas
submetidas ao tratamento, uma vez que, a falta de controle de qualidade da agua,
tem levado a 6bito, varios pacientes.

Considerando a necessidade de uma fiscalizacdo efetiva sobre a éagua
utilizada na terapia renal substitutiva, o Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude (INCQS) desenvolve desde 1999, um programa de avaliacdo da
qualidade da agua utilizada em unidades de tratamento por hemodialise em
colaboracdo com a Coordenacdo de Vigilancia Sanitaria do Estado do Rio de
Janeiro e com a Superintendéncia de Controle de Zoonoses, Vigilancia e

Fiscalizagdo Sanitaria do Municipio do Rio de Janeiro.

Considerando que que bactérias Gram-negativas ndo fermentadoras podem
se desenvolver rapidamente em aguas, inclusive quando tratadas por deionizacao,
destilacdo e osmose reversa; que estes microrganismos podem ser responsaveis
pela ocorréncia de bacteremias e endotoxemias em processos de hemodialise,
mesmo quando os niveis de contaminacdo microbioldgica da agua tratada estdo em
conformidade com padrdes estabelecidos pela legislacdo; e que a agua tratada e

dialisatos podem ser reservatorios para varias espécies de Pseudomonas,
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Acinetobacter, Stenotrophomonas, e outras bacilos Gram-negativos, torna-se
necessario aprimorar o monitoramento microbiologico da agua tratada, a fim de se
conhecer as espécies potencialmente patogénicas, que possam estar presentes
entre a populacdo bacteriana afim de se estabelecer estratégias de controle da

contaminacgao do sistema que atuem sobre este grupo de bactérias.
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3 OBJETIVO

Determinar a qualidade microbiolégica dos sistemas de agua para 0
tratamento de hemodidlise, a partir da quantificacdo de microrganismos nos fluidos
de didlise e 4gua de abastecimento em 16 Unidades de Terapia Renal Substitutiva

do municipio do Rio de Janeiro.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Quantificar bactérias heterotrdficas, coliformes totais e Escherichia coli,
qualificando por meio destes, as amostras de &agua, de acordo com os limites
preconizados na legislacdo vigente.

- Identificar a presenca de microrganismos Gram negativos hao
fermentadores da glicose em amostras de agua tratada para dialise e agua de
abastecimento, através de testes bioquimicos.

- Comparar com trabalhos anteriores realizados pelo programa de
hemodialise do INCQS.
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4 METODOLOGIA

4.1 CLINICAS DE HEMODIALISE

As amostras de agua foram coletadas em 16 cinicas de hemodialise do
municipio do Rio de Janeiro, em colaboracdo com a Coordenacdo de Vigilancia
Sanitaria do Estado do Rio de Janeiro e com a Superintendéncia de Controle de
Zoonoses, Vigilancia e Fiscalizacdo Sanitaria do Municipio do Rio de Janeiro, no

periodo de marco a novembro de 2014.

4.2 COLETA DE AMOSTRAS

Foram coletadas amostras de quatro pontos distintos do sistema de
tratamento de 4gua utilizado no processo de hemodialise: amostras da agua potavel
(pré-filtro), da agua tratada para didlise (p6s-osmose), da sala de reuso
(dialisadores) e da solucdo de diadlise (dialisato), em desesseis clinicas
especializadas (do sistema publico e privado) no municipio do Rio de Janeiro (Figura
4). As amostras foram coletadas semanalmente, de acordo com o calendério do
programa de avaliacdo estabelecido entre o INCQS e as Vigilancias Sanitarias do
Municipio do Rio de Janeiro.

O volume coletado para cada amostra foi correspondente a aproximadamente
200 mL, sendo estes armazenados em frascos estéreis. Para a coleta do ponto da
entrada da rede de abastecimento (pré-filtro) foi previamente adicionado 1,8% de
tiossulfato de sddio a fim de se eliminar a interferéncia do cloro presente na agua.

Nas coletas correspontente ao ponto da agua potavel e da agua pés-osmose
reversa, foi realizada uma desinfeccao prévia com alcool 70% e gaze esterilizada,
em seguida deixou-se a agua escorrer por pelo menos trinta segundos para entao

coletar a amostra. As coleta foram acompanhadas por um técnico da Secretaria
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Municipal de Saude, e pelo responsavel técnico da clinica e as amostras coletadas
foram armazenadas no mesmo dia e mantidas sob refrigeracdo, em temperatura

inferior a 10°C, até a realizacdo das analises.

4.3 ANALISES MICROBIOLOGICAS

A qualidade microbiolégica da agua nas amostras de agua potavel e de agua
para dialise, foram avaliadas conforme os valores maximos permitidos estabelecido
na legislacdo brasileira vigente. Conforme monstrado nas Tabelas 1 e 2,
respectivamente, a seguir, os parametros avaliados incluem, segundo a RDC n°11
(BRASIL, 2014): a contagem de coliformes totais (auséncia em 100 ml) e de
bactérias heterotroficas (até 100 UFC/mI): Para agua de dialise e para o dialisato
(solucdo de didlise) é exigido a contagem de bactérias heterotréficas (até 200
UFC/ml). E segundo a Portaria n° 2.914 (BRASIL, 2011): a contagem de Escherichia
coli (auséncia em 100 ml) e coliformes totais (auséncia em 100 ml) para agua

potavel.

Tabela 1 — Pardmetros microbioldgicos da agua e da solugéo de didlise segundo a
Resolugéo da RDC n° 11, de 13 de margo de 2014

Componentes Valor maximo permitido
Contagem de coliformes totais Auséncia em 100 mL
Contagem de bactérias heterotroéficas 100 UFC / mL
Contagem de bactérias heterotroficas 200 UFC / mL

(colhida da maquina)
Endotoxinas 2EU/mL

Fonte: Adaptado BRASIL, 2014. Estabelece o regulamento técnico para o
funcionamento dos servigos de dialise. Nota: Nivel de acao de 500 UFC / mL.
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Tabela 2 — Parametros de agua potavel segundo a Resolucéo da Portaria n® 2.914

de 2011
PARAMETRO Valor maximo permitido
Entrada da rede de abastecimento
Escherichia coli Auséncia em 100 ml
Coliformes totais Auséncia em 100 ml
Contagem de bactérias 500 UFC / ml
heterotroficas

Fonte: Adaptado BRASIL, 2011. Estabelece os procedimentos e responsabilidades
relativas ao controle e vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu
padrdo de potabilidade, e d& outras providéncias

Os meios de cultura ultilizados neste trabalho foram preparados do setor de
meio de cultivo do departamento de microbiologia de INCQS. Para as analises
microbiolégicas foram utilizados os métodos preconizados pela USP (2014).

4.3.1 Contagem de bactérias heterotréficas em agua utilizada na preparacdo de

solucéo para dialise

A contagem de bactérias heterotréficas foi realizada pelo método de
contagem em placa de profundidade (“Pour Plate”). O procedimento para este
método consiste no preparo de uma diluicdo 1:10, onde 1 mL da amostra é diluido
em 9 mL de tampéao fosfato, homogeneizando, caso necessario. Posteriormente 1
mL da diluicdo € inoculado em placas de Petri em duplicata. Sdo adicionados
aproximadamente 20 mL do meio APC (agar padrdo para contagem) em placa,
previamente fundido e resfriado a 45-50°C, e homogeneizado através de
movimentos rotatorios. Apés a solidificacéo, as placas foram invertidas e incubadas
a 32,5 + 2,5°C durante 48 + 3 horas.

O procedimento para a contagem do numero de colonias nas placas, que
contenham até 300 colbdnias, foi realizado através de um contador de col6nias,

utilizando para isso a seguinte férmula:
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Q. Pi)
N=<&=—D
Q. Vi)

Onde: N = Numero de UFC/1gou 1l mL
D = Inverso do fator da diluicdo utilizada
2Pi = Somatdério do nimero de coldnias observadas nas duas placas
da diluicdo escolhida para a contagem
2Vi = Somatorio do volume de teste em cada placa

A realizacdo do calculo de incerteza prosseguiu conforme o determinado
segundo o Procedimento Operacional Padronizado do INCQS n° 65.1120.061
(MANUAL DE QUALIDADE, 2014). Quando as placas das diluicbes ndao
apresentavam colbnias, a contagem era registrada como sendo menor que uma vez
o inverso da menor diluicdo (<10 UFC/ g ou mL). Por exemplo, se nenhum
crescimento fosse detectado na diluicdo 1:10, a contagem seria expressa como

menor que 10 UFC/ g ou mL.

4.3.2 Pesquisa de coliformes totais em agua tratada do sistema de dialise

A determinacao de coliformes das amostras de agua do sistema de diélise foi
realizada conforme a técnica de Presenca / Auséncia (PA). Para este procedimento,
o frasco contendo a amostra de &agua era agitado vigorosamente, por
aproximadamente 25 vezes. Posteriormente eram inoculados 100 mL da amostra
em 50 mL de caldo PA em concentracéo tripla. O frasco contendo a mistura era
entdo invertido por uma ou mais vezes, para completa homogeneizacdo e
posteriormente incubado por até 48 horas a 32,5 + 2,5°C. ApoOs 24 — 48 h era
realizada a leitura dos resultados.

As amostras que tivessem apresentado crescimento com produc¢do de acido

ou acido e gés na andlise presuntiva, eram entdo transferidas — uma al¢cada da
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cultura — para um tubo contendo 10 mL de caldo verde brilhante bile lactose em tubo
de Durhan, e incubadas por até 48 + 3 h a 32,5 + 2,5°C.

O controle positivo do meio era verificado através do inoculo de uma alcada da
cultura de Escherichia coli ATCC 8739 em 50 mL de caldo PA em concentragao
simples e em 10 mL do caldo verde brilhante bile lactose. O frasco era entao
incubado a 32,5 + 2,5°C durante 18 a 24 horas. Apés incubacao os meios de cultura

devem apresentar os seguintes aspectos:

*Caldo PA - turvacéo e acidificacéo, alterando a cor do meio para amarelo;
*Caldo verde brilhante bile lactose — turvacdo do meio e presenca de gas no tubo de

Durhan.

A presenca dos coliformes é evidenciada através da fermentacédo da lactose
e consequente acidificacdo do meio, com viragem do indicador violeta para amarelo.
A acidificagdo com ou sem a producdo de gas em 100 mL da amostra indica a
presenca de coliformes totais. A presenca de gas no interior do tubo de Durhan

confirma a presenca de coliformes totais.

4.3.3 Pesquisa de Escherichia coli em agua potavel fornecida a centros dialiticos

A pesquisa da presenca de E. coli nas amostras de agua do abastecimento
das clinicas de didlise (pré-filtro), foi verificada através do cultivo em &agar
MacConkey; meio seletivo e Indicador de bactérias gram negativas fermentadoras
de lactose (Escherichia coli, Enterobacter e Klebsiella). O procedimento consiste no
preparo e pré-incubacédo de uma diluicdo de 1:10, em 100 ml da amostra coletada,
utilizando Caldo de Enriquecimento (Caldo Caseina-soja). Apés a incubacgéo a 32,5
+ 2,5 °C durante 18 a 24 horas, o volume de 1 mL da amostra enriquecida é
transferido para 100 mL de Caldo MacConkey, e novamente incubado a 43 °C + 1
°C, durante 24 a 48 horas. Posteriormente era entéo realizado a subcultura em placa
de Agar MacConkey e incubado a 32,5 + 2,5 °C, durante 18 a 72 horas.
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O crescimento de colonias vermelhas, geralmente ndo mucosas, com
micromorfologia caracteristica de bacilo Gram-negativo, é indicativo da presenca
provavel de E. coli, que deve ser confirmada por testes de identificagdo microbiana.
A amostra de agua portanto estaria de acordo com o0s parametros exigidos se néo
fosse observado crescimento de tais colonias ou se as provas microbianas fossem

negativas.

4.4 IDENTIFICACAO BIOQUIMICA DAS BACTERIAS ISOLADAS NA AMOSTRA DE
AGUA DE HEMODIALISE

As identificacBes bioquimicas foram realizadas de acordo com MURRAY e
colaboradores (2007). Bactérias Gram negativas nado fermantadoras sé&o
identificadas através de testes como: fermentacdo-oxidacdo da glicose, mobilidade,
presenca da oxidase, presenca da catalase, crescimento em agar Mac Conkey,
utilizacdo de carboidratos e producdo de géas, descarboxilagdo de aminoéacidos,
crescimento em diferentes concentracbes de NaCl, incubacdo em diferentes
temperaturas, deteccdo do indol, utilizacdo do citrato, Vermelho de Metila (VM) e
Voges-Proskauer (VP), utilizacdo da uréia, deteccdo de DNAse, deteccdo de H:S,
utilizacdo do amido, producéo de pigmento, presenca de flagelo e outras provas
complementares quando necessario. Paralelamente a cada prova bioquimica eram
semeados 0s controles negativos e positivos de cada um dos respectivos testes,

conforme o indicado nas Tabelas 3 e 4 a sequir.



Tabela 3 - Microrganismos de referéncia utilizados neste trabalho

Microrganismos de referéncia

Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli
Stenotrophomonas maltophilia

Bacillus subtilis

Enterobacter cloacae
Staphylococcus epidermidis

Salmonella spp.

Acinetobacter baumannii
Bacillus cereus
Morganella morganii
Brevundimonas diminuta

Achromobacter xylosoxidans

Pseudomonas stutzeri

Enterobacter aerogenes

INCQS 00039 (ATCC 6538)
INCQS 00230 (ATCC 9027)
INCQS 00219 (ATCC 8739)
INCQS 00103 (ATCC 13637)

INCQS 00001 (ATCC 6633)
INCQS 00074 (ATTCC 13047)

INCQS 00198 (SSI 5)
INCQS 00150 (ATCC 14028)

INCQS 00143 (ATCC 19606)
INCQS 00003 (ATCC 11778)
INCQS 00082 (ATCC 00082)
INCQS 00070 (ATCC 11568)

ATCC 27062

ATCC 17588
INCQS 000145 (ATCC 13048)

Fonte: POP 65.3210.008 — Anexo F — fl.4 — Rev.14 (MANUAL DA QUALIDADE,

2014).
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Tabela 4 - Provas bioquimicas complementares para BGN-NF

Provas Controle Positivo Controle Negativo
Mac Conkey E. coli S. aureus
Catalase P. aeruginosa Streptococcus sp.
Oxidase P. aeruginosa E. coli
H2S Salmonella E. coli
Indol E. coli Salmonella
Mobilidade E. coli S. aureus
Pigmento P. aeruginosa E. coli
Piocianina P. aeruginosa E. coli
Glicose E. coli A. baumannii
Xilose E. coli A. baumannii
Manitol E. coli B. cereus
Lactose E. coli M. morgannii
Sacarose E. coli M. morgannii
Maltose E. coli B. diminuta
Trealose E. coli B. diminuta
Frutose E. coli B. diminuta
Galactose E. coli B. diminuta
Manose E. coli B. diminuta
Raminose E. coli B. diminuta
Esculina S. maltophilia P. aeruginosa

Cresc. 6% NacCl

Cresc. 6.5% NaCl

Cetrimide

Ureia

Nitrato

A. xylosoxidans
P. stutzeri

P. aeruginosa
S. aureus

E. coli

B. diminuta
P. aeruginosa
S. aureus
E. coli

A. lwoffi
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Provas Controle Positivo Controle Negativo
Cresc. 42°C P. aeruginosa S. aureus
Lisina S. maltophilia E. aerogenes
Arginina P. aeruginosa S. aureus
Ornitina P. mirabilis E. aerogenes
DNase S. aureus E. coli
Amido B. subitilis P. aeruginosa
Gelatina S. maltophilia P. aeruginosa
VM E. coli P. aeruginosa
VP E. cloacae E. coli
Citrato de Simmons E. coli P. Aeruginosa
Agar Tween 80 S. maltophilia Pseudomonas sp.

Fonte: POP 65.3210.008 — Anexo F — fl.4 — Rev.14 (MANUAL DA QUALIDADE,
2014). BGN-NF: bacilos Gram negativos ndo-fermentadores.

A partir das placas APC gue apresentassem crescimento de colénias ap0s as
24h de incubacdo, eram realizados testes bioquimicos necessarios para a
identificagdo de possiveis BGN-NF. Cada col6nia com caracteristicas morfologicas
distintas, eram entéo repicadas para tubos de agar tripticaseina de soja inclinados, e
novamente incubadas na estufa, a 32,5 + 2,5°C, por mais 24h de crescimento a fim

de se obter material suficiente para prosseguir com a identificacdo bioquimica.

— Triagem inicial

As primeiras provas bioquimicas a serem realizadas foram: coloracdo de
Gram, SIM (que reunia o teste de motilidade, producéo de Indol e producéo de H2S),
prova da oxidade, OF glicose (oxidacdo da glicose), e crescimento em agar
Cetrimide e Mac Conkey (meios seletivos para BGN-NF). Estas primeiras provas

visavam selecionar apenas BGN-NF para realizar a identificacdo completa a nivel de
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espécie. Conforme ja descrito neste trabalho, os controles negativos e positivos de
cada prova eram também semeados, paralelamente a amostra.

As caracteristicas das colbnias apo0s a incubacdo em agar Mac Conkey, por
24h a 32,5 + 2,5°C, foram analisadas macroscopicamente quanto ao tamanha,
forma, consisténcia, cor e producdo de pigmento, sendo por vezes necessario a
observacéo apés 72 h de incubacéo, devido ao crescimento lento de algumas BGN-
NF (BRASIL, 2008).

— Coloracéo de Gram

Apbés o preparo dos esfregacos das culturas, sobre laminas limpas,
previamente desengorduradas e fixadas na chama do bico de Bunsen por trés a
quatro vezes, estes eram entdo submetidos ao método de coloracdo de Gram

(KONEMAN, 2008), conforme as etapas descritas a seguir:

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

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

* Descorar a preparagcao com solugao de alcool-acetona (60% - 40%). Lavar
imediatamente com agua corrente ou destilada.

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

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

microscopio.

Bacilos gram negativos eram selecionados para posterior identificacao.
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— Citocromo oxidase

A partir do crescimento em tripticaseina de soja inclinado, era transferido uma
alcada bacteriologica de platina ou bastdo de madeira estéril, para uma tira de papel
de filtro impregnada com solugdo de N,N-dimetil-p-fenilenodiamino. Algas
bacteriologicas de niquel-cromo ndo poderiam ser utilizadas neste procedimento,

afim de se evitar uma interferéncia, levando a um resultado falso-positivo.

Teste positivo: Desenvolvimento de coloracdo rosa a purpura em 10 a 30

segundos.

Teste negativo: Auséncia de coloracao.

As bactérias que produzem oxidase apresentam um sistema de transporte de
elétrons denominado sistema citocromo oxidase. A determinacdo da oxidase € um
teste diferencial importante na diferenciacdo de bactérias Gram negativas.
(KONEMAN, 2008). Os controles positivos e negativos utilizados para este teste
foram, ATCC9027 de P. aeruginosa e ATCC 6538 de S. aureus, respectivamente.

— Fermentacao-oxidacao da glicose

Alcadas do crescimento em &gar tripticaseina de soja inclinado eram
inoculadas em profundidade em 2 tubos contendo 3 ml de meio semi-sélido para
fermentacdo de glicose (OF glicose), um dos tubos devera ser coberto com 6leo
mineral estéril, enquanto o outro ndo. Apds 24 h de incubacdo a 32,5 + 2,5°C, a
coloracdo do meio era entdo observada.

Havendo mudanca no meio com 6leo mineral para amarelo, o microrganismo
em questao era considerado positivo para a prova e portanto fermentador da glicose.
Com a permanéncia do meio na cor esverdeada o microrganismo era considerado
negativo para a prova e portanto ndo fermentador da glicose. A mudancga no tubo
sem Oleo mineral indicava se o microrganismo era capaz de oxidar ou néo a glicose.
(KONEMAN, 2008). Os controles positivos e negativos utilizados para este teste
foram, ATCC 8739 de E. coli e ATCC 19606 de A. baumannii, respectivamente.
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— Fermentacdo-oxidacdo dos demais agucares

Assim como na OF glicose, alcadas do crescimento em agar tripticaseina de
soja inclinado eram inoculadas em profundidade em tubos contendo 3 ml de meio
semi-sélido para fermentacdo dos acucares: xilose, manitol, lactose, sacarose,
malose, trealose, frutose, galactose, manose e raminose, mas sem a adi¢éo do 6leo
mineral estéril. Apés 24 h de incubacdo a 32,5 + 2,5°C, a coloracdo do meio era
entdo observada.

Com a mudanca no meio com Oleo mineral para amarelo, o microrganismo era
considerado positivo para a prova e portanto fermentador do aclcar em questéo, e
com a permanéncia do meio na cor esverdeada o microrganismo era considerado
negativo para a prova e portanto ndo fermentador daquele agcucar. A mudanca no
tubo sem 6leo mineral indicava se 0 microrganismo era capaz de oxidar ou nao o
acucar do meio (KONEMAN, 2008). Os controles positivos e negativos utilizados
para estes testes encontram-se descritos nas tabelas ja apresentadas neste

trabalho.

— Prova da motilidade, producé&o de Indol e producéo de H2S

Com o auxilio de uma agulha bacteriolégica, semear uma algada em um tubo
contendo meio SIM semi-solido, contendo triptona, citrato ferroso de aménio e
tiossulfato de sédio para deteccdo de H2S. A semeadura deve ser feita no centro do
tubo, em uma picadura uUnica de ¥ de profundidade do tubo. O meio deve ser
incubado por 24 ha 32,5 + 2,5°C.

O objetivo desta prova € detectar a mobilidade do microrganismo, atraves da
turvacdo ou nao-turvacdo do meio, a producao de H2S, pela precipitacdo deste no
meio, e a producdo do indol através da acdo da enzima triptofanase sobre o
triptofano presente no meio, ocorrendo a producdo de acido pirdvico e amdnia,
observado pela formacdo de um anel rosa (pink) na parte superior do tubo, apés a
adicdo de 0,5 ml do reagente Kovacs (KONEMAN, 2008). Os controles positivos e
negativos utilizados para a motilidade, producdo do indol e produgdo de H:2S,
encontram-se descritos nas tabelas ja apresentadas neste trabalho.



54

— Deteccéao de piocianina

Cerca de 1 mL de cloroférmio era transferido para a superficie de uma placa
de agar Cetrimide previamente incubada por 24h, a 32,5 + 2,5 a partir do repique do
tubo de tripticaseina de soja inclinado. Apds o acréscimo, o cloroférmio era entéao
removido para um tubo de ensaio (13 x 100 mm), onde era observado se houve a
coloracdo do mesmo (KONEMAN, 2008):

Coloragao azul - Presencga de piocianina.

Incolor - Auséncia de piocianina.

Os controles positivos e negativos utilizados para este teste foram,
ATCC9027 de P. aeruginosa e ATCC 6538 de S. aureus, respectivamente.

— Crescimento a 42 + 1°C

Uma alcada bacteriolégica era transferida para tubos contendo caldo BHI
(Brain Heart Infusion). Os tubos foram incubados a 42 + 1°C em banho termostatico
durante 48 +3 horas (KONEMAN, 2008). Os controles positivos e negativos
utilizados para este teste foram, ATCC 9027 de P. aeruginosa e ATCC 6538 de S.

aureus, respectivamente.

— Desoxiribonuclease (DNase)

A partir das culturas em agar tripticaseina de soja inclinado, era feito o
repique para uma placa contendo agar desoxirribonuclease (adgar DNase), que era
posteriormente incubada a 32,5 + 2,5°C.

Cepas de alguns microrganismos produzem DNAse e endonuclease
termoestavel. Estas enzimas hidrolisam o acido desoxirribonucleico (DNA) contido

no meio de cultura apés um periodo de incubacdo. Posteriormente este meio &
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acidificado com HCI 1N (acido cloridrico) para a revelagcdo da prova. A formacao de
uma zona incolor ao redor do crescimento indica reagéo positiva (KONEMAN, 2008).
Os controles positivos e negativos utilizados para este teste foram, ATCC 6538 de S.
aureus e ATCC 8739 de E. coli, respectivamente.

— Prova da catalase

Com o auxilio de uma alga de niquel-cromo, uma cultura de 18 a 24 horas em
agar tripticaseina de soja inclinado era transferida para uma lamina de vidro
previamente limpa e desengordurada, e uma gota de peroxido de hidrogénio a 30%
era adicionado a lamina.

A catalase é uma enzima que decomp®8e o peroxido de hidrogénio (H202) em
agua e oxigénio, e portanto a producéo de bolhas na presenca do H20: significa um
resultado positivo para esta prova, enquanto a ndo producéo significa um resultado
negativo (KONEMAN, 2008). Os controles positivos e negativos utilizados para este
teste foram, ATCC 9027 de P. aeruginosa e INCQS 00198 (SSI 5) de S. epidermidis,

respectivamente.

— Prova das descarboxilases

Uma alcada da cultura em agar tripticaseina de soja inclinado era inoculada
cada em caldo, lisina, arginina e ornitina, separadamente, e posteriormente 0s
caldos eram cobertos com 03 ml de 6leo mineral estéril e incubados por 24 — 96
horas a 32,5 + 2,5°C.

Descarboxilases sdo um grupo de enzimas com substrato especifico, capazes
de reagir com o grupo carboxila dos aminoacidos para fornecerem aminas alcalinas.
Essa reacgéo, conhecida como descarboxilacdo, origina dioxido de carbono como
produto secundario. Emprega-se normalmente trés aminoacidos para identificacao
dos microrganismos: lisina, ornitina e arginina. Os produtos aminados especificos,
sao: Lisina - Cadaverina; Ornitina - Putrescina; Arginina - Citrulina. As cepas que

apresentassem reacdo alcalina (cor purpura) em todo meio eram consideradas
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positivas para o teste (KONEMAN, 2008). Os controles positivos e negativos
utilizados para estes testes encontram-se descritos nas tabelas ja apresentadas

neste trabalho.

— Producéo de urease

A partir do crescimento em agar tripticaseina de soja inclinado, uma alcada
era semeada por estriamento, na superficie inclinada e incubada a 32,5 + 2,5°C
durante 24 — 48h.

Ha bactérias que possuem a enzima uréase, capaz de degradar a uréia
presente no meio liberando amoénia, CO2 e H20. A amodnia reage formando
carbonato de amoénia que alcaliniza o meio. O indicador de pH é o vermelho de
fenol, que em meio alcalino torna a coloragcdo do meio rosa. Uma coloracdo meio
rosa é suficiente para considerar a reacdo positiva (KONEMAN, 2008). Os controles
positivos e negativos utilizados para este teste foram, ATCC 6538 de S. aureus e
ATCC 8739 de E. coli, respectivamente.

— Prova de Voges-Proskauer (VP) e Vermelho metila (VM)

Um tubo contendo caldo vermelho metila — Voges Proskauer era semeado a
partir de uma alcada bacterioldgica do crescimento em &gar tripticaseina inclinado e
incubado por 48 + 3 h a 32,5 + 2,5°C. Os testes, vermelho de metila (VM) e Voges
Proskauer (VP), avaliam respectivamente as bactérias que fermentam a glicose pela
via acida mista, com a producéo de varios acidos (acido férmico, latico, aceético), e as
que utilizam a fermentacdo butilenoglicolica, produzindo acetil-metil-carbinol
(acetoina), butilenoglicol e pequenas quantidades de acidos. Estes testes
bioquimicos sdo baseados no resultado final do metabolismo do &cido pirdvico para
identificar bactéria da familia Enterobacteriaceae e diferenciar espécies da mesma.
(KONEMAN, 2008).

Apbs o crescimento 1 ml da cultura era transferido para um tubo vazio, onde

era adicionado 0,6 ml de solucdo de alfa naftol e 0,2 mL de uma solugéo aquosa de



57

KOH a 40% agitando a mistura. Apos 2h a leitura era realizada de forma que,
havendo o desenvolvimento de uma coloracdo résea, a reacdo era considerada
positiva para o teste VP. Os controles positivos e negativos utilizados para este teste
foram, ATTCC 13047 de E. cloacae e ATCC 8739 de E. coli, respectivamente.

No restante da cultura obtida em caldo vermelho de metila — Voges
Proskauer, 5 gostas da solugdo vermelho metila eram adicionadas, onde o
desenvolvimento de uma coloracdo vermelha indicava reacao positiva ao teste VM.
Os controles positivos e negativos utilizados para este teste foram, ATCC 8739 de E.

colie ATCC 9027 de P. aeruginosa, respectivamente.

— Prova da reducéo de nitrato

A partir do crescimento em agar tripticaseina de soja inclinado era inoculado
uma alcada bacteriol6gica no caldo nitrato e incubado por 32,5 + 2,5°C durante 18 —
24 h. Apés o periodo de incubacdo 1 ml dos reagentes A e B, onde A era uma
solucdo aquosa de a-Naftilamina 0,5% ou dimetil-I-naftilamina a 0,6%, e B era uma
solucdo aquosa de acido Sulfanilico a 0,8%.

O desenvolvimento de uma coloracdo vermelha indicava um resultado
positivo para a reducdo do nitrato. Em caso de resultado negativo (auséncia da
coloracdo vermelha), 20 mg de p6 de zinco eram adicionados para a confirmacao do
mesmo, onde a coloragdo vermelha neste caso confirmaria o resultado negativo,
eliminando a possibilidade de interferéncia pela presencga de nitrogénio livre.

A habilidade de reduzir nitrato € valiosa para a diferenciagéo e identificagdo
de varios tipos de bactérias, especialmente da familia Enterobacteriaceae. Nao
fermentadores e outros diversos bacilos gram-negativos variam em sua habilidade
de reduzir nitrato (KONEMAN, 2008). Os controles positivos e negativos utilizados
para este teste foram, ATCC 8739 de E. coli e INCQS 00198 (SSI 5) de S.

epidermidis, respectivamente.
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— Utilizagdo do citrato como unica fonte de carbono

Com auxilio de uma agulha bacteriolégica, um leve in6culo do crescimento
em tripticaseina de soja inclinado era semeado e em meio sélido de citrato de
Simmons inclinado, perfurando o meio e deslizando a agulha no bisel em linha reta.

O 4gar citrato Simmons é recomendado para a diferenciacdo de membros da
familia Enterobacteriaceae com base na utilizagdo do citrato. O meio contém azul de
bromotimol que é o indicador de pH, e com a utilizacdo do citrato ocorre a
alcalinizacdo do meio, indicado pela alteracdo da cor do indicador de verde para o
azul.

ApoOs o periodo de incubacdo a 32,5 + 2,5°C por até 96 h, era verificado o
crescimento, com a mudanca da cor do meio (verde) para azul no caso de reacéo
positiva a utilizacdo do citrato, ou a auséncia de crescimento e inalteragcédo da cor do
meio em caso de reacdo negativa a utilizagcdo do citrato (KONEMAN, 2008). Os
controles positivos e negativos utilizados para este teste foram, ATCC 8739 de E.
colie ATCC 9027 de P. aeruginosa, respectivamente.

— Hidrélise da Esculina

A partir de uma alcada do crescimento em tripticaseina de soja inclinado o
meio agar bile-esculina era semeado em estria na superficie do meio, e incubado
por 24 —48h a 32,5 + 2,5°C.

O produto hidrolisado reage com o composto férrico do meio proporcionando
um precipitado negro intenso nas provas positivas. A coloracdo ocorre devido a
producdo de pigmentos por alguns BGN-NF. Em caso de um resultado negativo, o
meio permanece em sua cor castanha (KONEMAN, 2008; ANVISA 2008). Os
controles positivos e negativos utilizados para este teste foram, ATCC 13637 de S.

maltophilia e ATCC 9027 de P. aeruginosa, respectivamente.
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— Hidrodlise da gelatina

Do crescimento em tripticaseina de soja inclinado, uma alcada bacteriolégica
era retirada e inoculada em meio gelatina e inoculada por por 24 h a 32,5 + 2,5°C. A
prova determina a habilidade de um organismo produzir enzimas proteoliticas a
gelatinase, capaz de hidrolisar a gelatina. Quando a gelatina se hidroliza, ela perde
sua propriedade gelatinosa e se liquefaz.

Alguns grupos de bactérias, como a Enterobacteriaceae, produzem a enzima
gelatinase. Apés o periodo de incubacéo, o meio inoculado deve ser levado a
geladeira por um periodo de 2 h, se apos este periodo o meio estiver liquefeito o
microrganismo é considerado positivo para o teste. (KONEMAN, 2008; ANVISA
2008). Os controles positivos e negativos utilizados para este teste foram, ATCC

13637 de S. maltophilia e ATCC 9027 de P. aeruginosa, respectivamente.

— Hidrélise do Tween 80

A partir do crescimento em tripticaseina de soja inclinado, era semeado, em
forma de “spot”, em uma placa de agar Tween-80 em uma concentracdo 1% (v/v)
gue era posteriormente incubada por 24 h a 32,5 + 2,5°C.

Apods o crescimento a observacdo de um halo transparente ao redor do indculo é
indicativo de um resultado positivo para prova, confirmando com isso a presenca da
enzima lipase (KONEMAN, 2008). Os controles positivos e negativos utilizados para
este teste foram, ATCC 13637 de S. maltophilia e ATCC 9027 de P. aeruginosa,

respectivamente.

— Hidrélise do amido

A partir de uma alcada bacteriolégica do crescimento em agar tripticaseina de
soja inclinado, era semeado uma placa de agar contendo amido, em “spot”. Apés 24
h de incubacdo na estufa a 32,5 + 2,5°C, a leitura da prova era realizada, com a
adicdo de lugol, de forma a se cobrir toda a superficie da placa.
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A presenca do amido no meio impossibilita a sua coloragao pelo lugol, logo a
prova é considerada positiva se for observada mudanca na coloracdo do meio
(KONEMAN, 2008). Os controles positivos e negativos utilizados para este teste
foram, ATCC 6633 de B. subitilis e ATCC 9027 de P. aeruginosa, respectivamente.

— Crescimento em solucdo aguosa de NaCl 6% e 6,5%

Uma a duas coldnias eram semeadas do crescimento do agar tripticaseina de
soja inclinado para caldos contendo solucdo aquosa de NaCl nas concentragdes 6%
e 6,5% separadamente, apds o periodo de incubacéo por 24 h de a 32,5 + 2,5°C era
observado se ocorrera a presenca de turbidez no meio, indicativa de crescimento e
consequentemente de tolerancia do microrganismo a estas concentracoes de NaCl
(KONEMAN, 2008). Os controles positivos e negativos utilizados para este teste
foram, ATCC 27062 de A. xylosoxidans e ATCC 11568 de B. diminuta, para NacCl
6% e ATCC 6633 de P. stuzeri e ATCC 17588 de P. aeruginosa para NaCl 6,5%,

respectivamente.
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5 RESULTADOS

Foram coletadas amostras de 16 das 32 clinicas de hemodialise do municipio
do Rio de Janeiro. A coleta das amostras obedeceu o calendario do programa de
avaliacdo da qualidade da agua utilizada em unidades de tratamento por
hemodialise que o INCQS desenvolve em parceria com a Coordenacao de Vigilancia
Sanitaria do Estado do Rio de Janeiro e com a Superintendéncia de Controle de
Zoonoses, Vigilancia e Fiscalizacdo Sanitaria do Municipio do Rio de Janeiro.

Das 16 clinicas avaliadas, foram coletadas amostras de quatro pontos
distintos de cada clinica: da torneira de abastecimento de agua (dgua potavel, pré-
osmose reversa), da torneira do filtro de osmose reversa (pés-osmose reversa), da
maquina de dialise (amostra da solu¢cdo de hemodialise) e a amostra do reuso do
dialisador. Foram portanto um total de 61 amostras, uma vez que trés das dezesseis
clinicas analisadas neste presente trabalho n&o trabalhavam com o reuso do
dialisador.

Neste estudo foi avaliado a qualidade microbiologica da dgua de hemodiélise
conforme o preconizado na legislacédo vigente, bem como a presenca de BGN-NF
nestas mesmas amostras avaliadas. Das dezesseis clinicas avaliadas neste
trabalho, sete (43,75%) tiveram o resultado insatisfatério quanto a quantidade de
bactérias heterotréficas, cujos valores excederam aos limites estipulados na RDC
11, enquanto que, em nenhuma das clinicas foi observado a presenca de coliformes

fecais e E. coli (Tabela 5 a seguir).
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Tabela 5 — Qualidade microbioldgica da agua do sistema de hemodialise de 16 clinicas de terapia renal substitutiva, no periodo de
margo a novembro de 2014 e microrganismos isolados nas amostras

Contagem de bactérias (UFC/mL)

Amostras Microrganismos isolados Laudo
Origem da amostra Coliformes totais Bactérias heterotroficas

Al pré-filtro Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria
A2 pOs-osmose reversa Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria
A3 solucao de didlise Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria
A4 reuso Auséncia em 100 mL - - -

Bl pré-filtro Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria
B2 pOs-osmose reversa Auséncia em 100 mL >100 S. maltophilia Insatisfatédria
B3 solucao de didlise Auséncia em 100 mL >200 S. maltophilia Insatisfatoria
B4 reuso Auséncia em 100 mL - - -

C1 pré-filtro Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria
C2 pds-osmose reversa Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria
C3 solucéo de dialise Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatéria
C4 reuso Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria
D1 pré-filtro Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria
D2 pds-osmose reversa Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria
D3 solucao de didlise Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria
D4 reuso Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatéria
El pré-filtro Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatéria
E2 pés-osmose reversa Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatéria
E3 solucéo de dialise Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatéria
E4 reuso Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatéria
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Contagem de bactérias (UFC/mL)

Amostras  Origem da amostra _ , . . Microrganismos isolados Laudo
Coliformes totais Bactérias heterotroficas

F1 pré-filtro Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria

F2 pOs-osmose reversa Auséncia em 100 mL >100 S. maltophilia, S.multivorum Insatisfatéria

F3 solucgéo de dialise Auséncia em 100 mL >200 Sphingobacterium multivorum Insatisfatoria

F4 reuso Auséncia em 100 mL >100 S. maltophilia, S.multivorum Insatisfatoria

Gl pré-filtro Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria

G2 pds-osmose reversa Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria
. . Satisfatoria

G3 solucéo de dialise Auséncia em 100 mL <10 -

G4 reuso Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatéria

H1 pré-filtro Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria

) . Moraxella osloensis, P. .
H2 pos-osmose reversa Auséncia em 100 mL >100 _ Insatisfatoria
aeruginosa

H3 solucao de didlise Auséncia em 100 mL >200 P. aeruginosa Insatisfatoria

H4 reuso Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria

11 pré-filtro Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria

i o Brurkholderia cepacia, S. .
12 pOs-osmose reversa Auséncia em 100 mL >100 - Insatisfatoria
maltophilia
13 solucgdo de dialise Auséncia em 100 mL >200 Brurkholderia cepacia Insatisfatoria
14 reuso Auséncia em 100 mL >100 Brurkholderia cepacia Insatisfatoria




Contagem de bactérias (UFC/mL)

Amostras  Origem da amostra Microrganismos isolados Laudo
Coliformes totais Bactérias heterotréficas
J1 pré-filtro Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria
J2 pds-osmose reversa Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria
J3 solucéo de dialise Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatéria
J4 reuso Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria
L1 pré-filtro Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria
L2 pds-osmose reversa Auséncia em 100 mL >100 Achromobacter xylosidans Insatisfatoria
L3 solucao de dialise Auséncia em 100 mL >200 Achromoba-cte.zr xylosidan, B. Insatisfatoria
diminuta
L4 reuso Auséncia em 100 mL >100 Achromobacter xylosidans Insatisfatéria
M1 pré-filtro Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria
M2 poés-osmose reversa  Auséncia em 100 mL >100 > anC|m<.)b|I|s,“Ralston|a Satisfatoria
pickettii

M3 solucao de didlise Auséncia em 100 mL >200 Sphingomonas paucimobilis Satisfatoria
M4 reuso Auséncia em 100 mL - - -

N1 pré-filtro Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria
N2 pbds-osmose reversa Auséncia em 100 mL >100 Acinetobacter lowoffii Insatisfatoria
N3 solucéo de dialise Auséncia em 100 mL >200 A. lowoffii, A denitrificans Insatisfatoria
N4 reuso Auséncia em 100 mL >100 Acinetobacter lowoffii Insatisfatoria
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Contagem de bactérias (UFC/mL)

Amostras  Origem da amostra Microrganismos isolados Laudo
Coliformes totais Bactérias heterotroficas
o1 pré-filtro Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria
02 pOs-osmose reversa Auséncia em 100 mL >100 Brevundimonas diminuta Insatisfatdria
03 solucdo de dialise Auséncia em 100 mL >200 8. diminuta, P. aer-uglnosa, M- Insatisfatéria
osloensis
04 reuso Auséncia em 100 mL >100 B. diminuta, P. aerugunosa Insatisfatoria
P1 pré-filtro Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria
P2 pOs-osmose reversa Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria
P3 solucéo de dialise Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatéria
P4 reuso Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria
Q1 pré-filtro Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria
Q2 pds-osmose reversa Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria
Q3 solucdo de dialise Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatéria
Q4 reuso Auséncia em 100 mL <10 - Satisfatoria

Fonte: Préprio autor
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Conforme demonstrado na Figura 5 a seguir, para as analises realizadas
no periodo de margco a novembro de 2014, o numero de insatisfatoriedade por
ponto de coleta foram: pds-osmose — 43,75%; reuso — 37,50%; e dialisato

43,75%. Para o ponto da agua potavel ndo houve resultados insatisfatorio.

Figura 5 — Situacéo dos pontos de coleta do sistema de agua de hemodiélise de
16 clinicas do municipio do Rio de Janeiro em 2014

Situacao dos pontos de coleta para hemodialise em 2014
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Fonte: Préprio autor

Observando a Figura 6 a seguir, é possivel perceber que dos BGN-NF
identificados neste trabalho, o mais recorrente nas clinicas avaliadas foi
Stenotrophomonas maltophilia, isolada em trés diferentes clinicas de UTRS
(18,75%), enquanto os microrganismos de segunda maior ocorréncia foram
Pseudomonas aeruginosa, Brevundimonas diminuta, Moraxella osloensis, cuja
presenca foi notada em pelo menos duas diferentes clinicas de UTRS (12,5%),
dos encontrados em apenas uma das clinicas de UTRS (6,25%), estédo
Sphingobacterium  multivorum, Achromobacter xylosidans, Sphingomonas
paucimobilis, Acinetobacter Iwoffii, Achromobacter denitrificans, Ralstonia pickettii

e Burkholderia cepacia.
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Figura 6 — Quantidade de clinicas em que cada microrganismo foi isolado neste
trabalho
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6 DISCUSSAO

O INCQS, desde 1999, estabeleceu em parceria com a Coordenacdo de
Vigilancia Sanitaria do estado do Rio de Janeiro e a Superintendéncia de Controle
de Zoonozes, Vigilancia, e Fiscalizacdo Sanitaria do Municipio do Rio de Janeiro um
programa de fiscalizacdo da qualidade da agua do sistema das UTRS do municipio
do Rio de Janeiro. A criagdo desse programa nasceu da necessidade observada em
decorréncia de recorrentes problemas de contaminacao reportados na literatura, e
da evidéncia direta na sobrevida dos pacientes em processo de hemodidlise
(KLAASSEN, 2008).

O programa que até hoje perdura permitiu um acompanhamento, estudo e
implementagdo de agfes que contribuiram positivamente com a melhora da
qualidade de vida de pacientes submetidos ao processo de hemodialise no
municipio do Rio de Janeiro. Através da constatacao dos problemas relacionados a
qualidade da &gua de dialise foram dadas pelo programa sugestdes de melhorias na
desinfeccdo de maquinas e equipamentos, manuseio correto dos profissionais
envolvidos, monitoramento da qualidade da agua pela clinica e demais a¢6es que
visavam melhor salde para os pacientes. As atividades empregadas acarretaram
em avanco positivo no resultado das analises de dgua com o decorrer dos anos,
bem como na melhoria da qualidade de vida dos pacientes.

Ferreira (2009) evidenciou esta melhora em seus estudos, ao comparar 0s
resultados das analises ao longo destes anos. De acordo com o autor, durante o
periodo de 1999 a 2003, os resultados obtidos no INCQS mostravam um quadro de
69,77% de insatisfatoriedade nas analises microbiolégicas para a agua. A
preocupacdo com os resultados levou a determinacdo de um nivel de agcédo de 50
UFC/mL referente a contagem de bactérias heterotroficas por parte do Programa de
Hemodidlise do INCQS, que foi acatado e incluido na resolugéo n° 159 revisada em
2006 (BRASIL, 2006) que substituiu a Portaria n°. 82/200 (BRASIL, 2000). Este nivel
de acdo estabelecido pela AAMI, Association for the Advanced of Medical
Instrumentation (AAMI, 2001, 2004) é até hoje recomendado na resolucdo mais
recente, a RDC n°11 de 2014 (BRASIL, 2014).

A RDC n°11 de 2014 define “nivel de agcdo” como parametro que indica a

necessidade de adocao de providéncias para identificacdo do foco de contaminacéo.
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Conforme o apontado por Ferreira (2009), o cumprimento deste nivel de acao pelas
clinicas de hemodialise repercutiu positivamente na melhora do resultado das
analises subsequentes, resultando maior qualidade da agua de hemodidlise, uma
vez que de 2004 a 2006, o percentual de amostras insatisfatorias analisadas pelo
Programa foi reduzido para 6,99% de insatisfatoriedade.

Nobrega (2010) em um estudo também relacionado ao Programa de
hemodialise / INCQS, constatou nas analises da &agua de hemodilise
correspondentes a 20 clinicas de UTRS no periodo de 2007 a 2009, uma
insatisfatoriedade de: 24, 42% no ponto de pés-osmose, 34,88% no ponto de reuso,
30,23% no dialisato, enquanto que em 2008, os resultados insatisfatérios foram
15,79% no ponto pés-osmose, 13,69% no ponto de reuso e 14,74% no dialisato, em
2009 o resultado foi de 2,20% na pés-osmose, 4,50% no reuso e 6,98% no dialisato.

A reducéo da contaminacgao bacteriana nos 3 anos de estudos realizados por
Nobrega (2010), da mesma forma que evidenciam a importancia do monitoramento
constante do Programa frente a melhora na qualidade da agua do sistema de dialise,
também comprovam as dificuldades de se alcancar padrdes de qualidade
satisfatérios e permanentes, uma vez que ao se comparar com 0s resultados de
Ferreira (2009) é possivel notar um aumento consideravel de contaminacéo na agua
entre 2006 e 2007, e o mesmo pode ser dito em relacdo ao presente trabalho, em
gue novamente notamos um alto indice de contaminacao (43,75%) nas 16 clinicas
analisadas no ano de 2014, o que evidencia a necessidade em se continuar
buscando melhorias e solugbes que resolvam em definitivo os problemas
recorrentes de contaminacdo nas amostras de agua, uma vez que estes problemas
repercutirdo na saude do paciente em tratamento de hemodialise.

N&o obstante, a Vigilancia Sanitaria vem tentando por meio de portarias e
resolucdes estabelecer medidas que solucionem o problema da constante falta de
qualidade na agua utilizada no processo de hemodialise. Em 2004 foi publicada a
resolucdo RDC n° 154/2004 (revisada em 2006), onde foi estabelecido um controle
mais rigoroso para a agua de hemodialise (BRASIL, 2006), além de todo o
regulamento técnico que permeia o funcionamento dos servicos de dialise. Com a
mesma preocupacao, foi publicada uma nova resolucdo em 2008, para regulamentar
0 sistema de tratamento e distribuicdo da 4gua tratada para hemodiélise, a RDC n°
33/2008 (BRASIL, 2008). Entretanto, como havia servi¢os de dialise, ndo abrangidos
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pela RDC n° 154/2004, foram estabelecidos parametros para execucao de
procedimentos dialiticos em ambiente hospitalar, por meio da Nota técnica n°
006/2009 (BRASIL, 2009) e em 13 de marco de 2014 foi publicada a RDC n° 11, que
dispde sobre os requisitos de Boas Praticas de Funcionamento para os Servicos de
Didlise empregadas no presente (BRASIL, 2014).

Em 2013, ano em que o levantamento bibliografico referente ao presente
estudo iniciou, a legislacdo que vigorava em relacdo aos parametros referentes a
qualidade da agua de hemodialise era a RDC n° 154 de junho de 2004 (BRASIL,
2006), no entanto antes do inicio dos experimentos deste estudo a legislacdo em
vigor passou a ser atual RDC n °© 11 (BRASIL, 2014). A mudanga mais importante
em relacédo a estas duas resolucdes foi a que se refere aos limites de contagem de
bactérias heterotrdéficas, tanto nos pontos de pds-osmose reversa e reuso, Como no

ponto do dialisato, exposto na Tabela 7 a seguir.

Tabela 6 — Limites microbiol6gicos da RDC n° 154, de 2006 e a RDC n° 11, de 2014

Contagem de bactérias heterotroficas Pesquisa de Coliformes

Resolucdes o ]
P6s-osmose / Reuso Dialisato totais
RDC N°154/2006 200 UFC / mL 2000 UFC / mL Auséncia em 100 mL
RDC N°11/2014 100 UFC/ mL 200 UFC / mL Auséncia em 100 mL

Fonte: Adaptado BRASIL, 2006 e BRASIL, 2014.

Conforme visualizado na Tabela 7 apresentada anteriormente, a RDC
154/2004 estabelecia como limite para contagem de bactérias heterotroficas no
dialisato o valor de 2.000 UFC/mL. Este limite era dez vezes mais alto quando
comparado com o limite estabelecido para a agua tratada para hemodialise (poés-
osmose e reuso). O padréo de 2.000 UFC/mL, assim como o restante dos limites,
foram baseados na AAMI, que estabeleceu estes valores em 1981. Em 2004 a AAMI
alterou o limite de 2.000UFC/mL para contagem de bactérias heterotréficas no
dialisato para o limite de 200 UFC/mL. Em paises da Europa e no Japao este limite
ja foi reduzido para 100 UFC/mL (NYSTRAND, 2008). No Brasil, o valor limite para
bactérias heterotréficas no dialisato continuou 2.000 UFC/mL até marco de 2014,

com a publicacdo da RDC n° 11. A pressao por conta do Programa de hemodialise /
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INCQS, bem como outros programas semelhantes no pais, tiveram peso na
mudanca legal, uma vez que apontaram as necessidades de uma revisao na
resolucdo em vista das preocupacdes de que conforme o demonstrado na literatura,
a concentracdo bacteriana nesta proporcéo (2.000 UFC/mL), geralmente determina
nivel de endotoxina suficiente para causar respostas fisioldgicas agudas e até
mesmo complicacbes a longo prazo nos pacientes (RAMIREZ, 2009). Alguns
estudos tém mostrado a importancia da manutencao da contagem bacteriana de 100
UFC/mL no dialisato a fim de que sejam prevenidas complica¢cdes clinicas oriundas
da contaminacdo bacteriana do fluido de dialise (LONNEMANN, 2000) e, varios
relatos tém discutido a utilizacdo do dialisato ultrapuro (LONNEMANN, 2000;
BOMMER; JABER, 2006).

O presente estudo, assim como o realizado por Ferreira (2006), Ferreira
(2009) e Nobrega (2010), ndo encontrou contaminacao no ponto da agua potavel de
abastecimento das clinicas, e sim na agua de hemodidlise, apds o tratamento de
osmose reversa. Isso pode ser explicado uma vez que as areas com agua
estagnada nos sistemas de &agua para didlise, os tubos, tanques e torneiras
representam potenciais reservatérios para microrganismos contribuindo para a
formacao de biofilmes (HOENICH; LEVIN, 2003; TAPIA; YEE, 2006; FERREIRA,
2009, MONTANARI et al., 2009) e além disso, uma outra explicacdo para a maior
guantidade de bactérias heterotréficas apdés o processo de purificacdo € o
tratamento que a agua sofre, uma vez que durante o tratamento da agua por
osmose reversa ocorre retirada do cloro, deixando a &gua mais propicia ao
crescimento de bactérias. (CAPPELLI et al., 2000).

Observou-se também nesses estudos uma auséncia comum da presenca de
coliformes totais nas amostras analisadas. E sabido que a legislacéo vigente, bem
como as anteriores, preconiza a identificagcdo de E. coli em caso de presenca de
coliformes totais em 100 mL, no entanto ndo h& qualquer recomendacdo da
identificacdo de BGN-NF, que s&o justamente os mais isolados em amostras de
agua de hemodialise (cerca de 90%). Segundo Borges e colaboradores (2007) e
Ramirez (2009), dentre os surtos de Gram-negativas em unidades de hemodialise, a
principal fonte de contaminacdo foi a desinfeccdo inadequada do sistema de
tratamento de agua e distribuicdo, o que favoreceu o crescimento bacteriano e a

formacéo de biofilmes.
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Biofilme pode ser definido como uma estrutura comunitaria de células
microbianas protegidas por uma matriz polissacaridica ou protéica que é sintetizada
pelas células e aderente tanto as superficies inertes quanto as vivas (MOSSINI,
2014). Mesmo em pacientes saudaveis, infeccbes relacionadas a biofilmes
microbianos séo dificilmente resolvidas pelos mecanismos de defesa do hospedeiro,
sendo estas comumente cronicas, de dificil tratamento e com sintomas recorrentes
mesmo apos ciclos de terapia antimicrobiana. Em muitas ocasifes sdo eliminadas
por método cirdrgico ou com elevadas doses de agentes quimioterapicos. Por tudo
isso, o custo do tratamento destas infeccbes € elevado, chegando a cerca de um
bilhdo de ddlares por ano (FUX et al., 2005).

Segundo a RDC n° 33/2008, foi estabelecido como critério obrigatério a ser
obedecido a manutencdo dos sistemas de tratamento de agua, em circuito fechado
(looping), para forcar a circulacdo da agua 24 horas por dia, ou seja, a agua tratada
por osmose reversa € direcionada para alimentar as maquinas de hemodialise e os
reusos, e retorna ao sistema de tratamento para, novamente, alimentar maquinas e
reuso. A legislacao vigente ndo estabelece nenhum tratamento adicional a esta dgua
que retorna ao sistema antes da mesma realimentar maquinas e reusos.
Considerando que o trajeto percorrido pela agua durante a sua distribuicdo pode
contar com a presenca de biofilmes nas paredes das tubulagdes e conexdes, existe
também uma preocupacdo com a qualidade da agua que retorna ao sistema pela
possibilidade da sua contaminacdo quando da existéncia de espaco morto no
circuito hidraulico (RAMIREZ, 2009).

Além das diferencas na legislacdo, comparando a legislacao brasileira com a
de outros paises, quanto aos limites para contagem de bactérias e também para
concentracdo de endotoxina, em alguns paises como a Austrélia, a Alemanha e a
Italia, também é realizada a analise obrigatdria de Pseudomonas aeruginosa, sendo,
o valor permitido inferior a 1 UFC/50mL, 1 UFC/100mL e 1 UFC/250mL,
respectivamente (NYSTRAND, 2008; BUZZO et al., 2010; LYDIO; GOMES, 2013).

Analisando a legislacao vigente, no Brasil percebe-se uma falha quanto a
esse guesito, pois a analise de P. aeruginosa nao é exigida por lei. No presente
estudo, P. aeruginosa foi o segundo microrganismo mais frequentemente isolado
(12,5%), juntamente com Brevundimonas diminuta, Moraxella osloensis. Uma vez

gue microrganismos nao fermentadores conseguem se multiplicar rapidamente,
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mesmo em agua esterilizada, podendo alcancar concentragcbes maiores que 105
UFC/mL em menos de 24 horas, e que em solu¢gBes de didlise, este crescimento
pode ser mais acelerado pela presenca de glicose e bicarbonato, o que acarreta na
producdo de biofilme, assim como na presenca de endotoxina (BORGES et al.,
2007; RAMIREZ, 2009; FERREIRA 2009). Sendo assim, tornam-se necessarias
mudancas na legislacdo que prevejam a presenca de BGN-NF em &gua de
hemodialise.

Dentre o grupo das Gram-negativas, as espécies mais isoladas sdo a P.
aeruginosa e a B. cepacia (LYDIO; GOMES, 2013). P. aeruginosa, além de
oportunistas, apresentam uma rapida multiplicacdo nos dialisatos que €é favorecida
pela presenca dos elementos quimicos do sangue dos pacientes que passam pelas
maquinas durante o processo de hemodialise, além de estar associada a resisténcia
intrinseca aos antibiéticos, como [B-lactdmicos e fluorquinolonas (ROSSOLINI;
MANTENGOLI, 2008), a diminuicdo da susceptibilidade aos antissépticos
desinfetantes e a sua forte capacidade de formacéo de biofiime (FERREIRA; LALA,
2010). Segundo GALES e colaboradores (2012) P. aeruginosa foi o quarto
microrganismo mais isolado em infeccdo da corrente sanguinea, sendo mais
frequentemente encontrados em pacientes imunocomprometidos, submetidos a
ambientes invasivos como, incisdes cirargicas, insercao de cateteres urindarios ou
vasculares, tubos endotragueais e em queimados (TRIGKA et al., 2011; ASHRAF;
OSTROSKY, 2012).

Mulcahy (2011) destaca a capacidade de producdo de biofilme como a
principal barreira na erradicacdo da contaminacao por P. aeruginosa nos sistemas
de hemodialise, sendo portanto o fator determinante no principio de um infeccao por
este microrganismo. A ocorréncia de infecgbes por P. aeruginosa em ambiente
hospitalar representa um grande problema na prescricdo de antimicrobianos
eficazes, uma vez que estes possuem em sua maioria multiplas resisténcias a
diferentes antibioticos. O estabelecimento de estratégias preventivas, que visem
evitar a infeccdo dos pacientes de hemodialise, como a implementacéo de leis mais
rigorosas quanto a presenca de P. aeruginosa em amostras de agua de hemodiélise
seria, portanto, fundamental na qualidade de vida destes pacientes.

E uma das clinicas analisadas neste trabalho, foi identificada a presenca de

Burkholderia cepacia nas amostras de agua de hemodialise (6,25%). Pode-se notar
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na literatura um crescente aumento de relatos de surtos de contaminagdo em agua
de hemodialise, tendo a Burkholderia cepacia como 0 microrganismo mais
prevalentemente isolado dentre as espécies de BGN-NF (REIS, 2010). Em um
estudo com 28 pacientes de uma UTRS, Souza e colaboradores (2004), relatam um
surto causado por B. cepacia, onde a limpeza inadequada e um vazamento da
conexdo de osmose reversa, foram identificados como principais suspeitos na
origem do foco de contaminacdo, mesmo tendo sido tomadas medidas de prevencao
necessarias e obedecendo aos padrdes de qualidade de agua, foram isoladas cepas
de B. cepacia no sangue de pacientes dialiticos. Cascio e colaboradores (2006)
relatam um surto envolvendo 38 pacientes de hemodiélise em Verona, associado a
contaminagcdo em cateter, onde foram isoladas cepas de B. cepacia no sangue
destes pacientes e nos guardanapos utilizados na desinfeccdo dos cateteres. Neste
mesmo estudo, sdo relatados um caso de infeccdo por B. cepacia em hospital
brasileiro, devido a limpeza inadequada das membranas da osmose reversa, um
vazamento da conexdo da osmose com a tubulacdo, e um caso de infeccdo em
hospital da Tailandia, devido ao uso de solucbes desinfetantes de cetrimida e
cloreximida contaminadas. Tais observagfes confirmam a necessidade de
padroniza¢des mais exigentes para a agua utilizada em hemodidlise.

Além de P. aeruginosa e B. cepacia, foram também isolados, neste presente
estudo, Stenotrophomonas maltophilia (18,75%), Brevundimonas diminuta (12,5%),
Moraxella osloensis (12,5%), Sphingobacterium multivorum (6,25%), Achromobacter
xylosidans (6,25%), Sphingomonas paucimobilis (6,25%), Acinetobacter Iwoffii
(6,25%), Achromobacter denitrificans (6,25%) e Ralstonia pickettii (6,25%), todos
estes BGN-NF, passivos de causar infeccdes em pacientes imunossuprimidos.
Dentre estes, a ANVISA (2012) descreve P. aeruginosa, Acinetobacter spp,
Stenotrophomonas maltophilia e o Complexo Burkholderia cepacia como principais
BGN-NF como principais responsaveis por infecgdes em humanos.

O principal microrganismo isolado neste estudo, sendo encontrado em 3 das
16 UTRS, foi Stenotrophomonas maltophilia. Apesar de possuir baixa viruléncia, ha
muitos relatos na literatura de infec¢des causadas por S. maltophilia em pacientes
imunocomprometidos ou que passam por procedimentos invasivos, como a
insercdo de cateteres venosos, como é o caso de pacientes em hemodidlises,

sendo este contato na maioria das vezes através de fontes de agua
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(GNANASEKARAN; BAJAJ, 2009). Aléem de muito difundido no ambiente, S.
maltophilia é frequentemente isolada em ambiente hospitalar. Um estudo em um
hospital universitario na Turquia realizado por Caylan e colaboradores (2004),
apontou um crescente aumento de infec¢cdes provocadas por S. maltophilia em
pacientes hospitalizados, e a maioria de cepas com mudltiplas resisténcias a
antibiéticos. Em um periodo de 20 meses Caylan e colaboradores (2004) isolaram
S. matophilia em 41 pacientes. S. maltophilia tem se tornado um grande problema
de morbidade hospitalar, principalmente em pacientes com cancer. Caylan e
colabores (2004) apresentam taxas de mortalidade de 45,4% de pacientes
infectados em hospitais, centros de cancer e comunidade, sendo esta 36,5% do
total de pacientes.

A espécie Acinetobacter, esta entre BGN-NF de maior importancia médica,
segundo a ANVISA (2012), com destaque para A. balmannii. Ohkouchi e
colaboradores (2015) em um estudo comparativo entre bactérias e cianobactérias
frequentemente isoladas em sistemas de agua, aponta Acinetobacter Iwoffii como
um dos microrganismos de maior producdo de endotoxina, juntamente com P.
aeruginosa, ocasionando em respostas inflamatorias mais potentes. Na literatura é
encontrado relato de A. Iwoffii como o responsavel por uma doenca respiratéria fatal
em um paciente do sexo feminino de 68 anos (TOYOSHIMA; CHIDA; SUDA, 2010).

O género Moraxella consiste de BGN-NF que sdo aerdbicos, oxidase
positivae indol negativo. Apesar de amplamente distribuido na natureza e em
ambientes hospitalares, M. osloensis € um agente causador de infec¢des raras nos
seres humanos com a maioria dos casos relatados em pacientes
imunocomprometidos (SCHRECKENBERGER; DANESHVAR; HOLLIS, 2007). Em
um estudo realizado pelos Centros de Controle e Prevencéo de Doencas (GRAHAM
et al, 1990), de 933 isolados da espécies Moraxella 199 isolados foram
identificados como M. osloensis, tornando-se a segunda espécie mais comum
isolada, sendo que 44 cepas do M. osloensis foram derivados de culturas de
sangue. Bard e colaboradores (2011) relatam em seu estudo casos de infec¢cbes
relacionadas a M. osloensis incluindo bacteremia, infeccdo do cateter venoso
central, meningite, sinovite, osteomielite, peritonite e pneumonia. A maioria destes

casos associados a pacientes imunocomprometidos.
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Quanto a Brevundimonas diminuta, isolada em duas das clinicas analisadas
neste trabalho, trata-se de um BGN-NF, ndo-esporulado, moével, que tem sido
ocasionalmente associado a bacteremia, infec¢cdes urinarias, pulmonares e
enfisemas em imunocomprometidos (CHI-YU et al., 2004; HAN; ANDRADE, 2005;
MENUET et al.,, 2008; LEE et al., 2011). Além de amplamente distribuido no
ambiente é frequentemente isolado na agua. B. diminuta é raramente associado a
bacteremia, no entanto, uma vez que pacientes em hemodialise possuem muita das
vezes 0 sistema imune comprometido, principalmente nos estagios finais da IRC,
estdo mais predispostos a infecgcdes por cepas oportunistas, como reportado em
seu estudo por CHI e colaboradores (2004). No mesmo estudo, em um teste de
sensibilidade, a cepa isolada mostrou-se resistente a multiplos antibiéticos, sendo
portanto outro agravante na eficacia do tratamento de pacientes imunossuprimidos
infectados.

Achromobacter xylosoxidans, € um BGN-NF oxidase-positivo, recentemente
caracterizado como um patdégeno emergente em pacientes com cateter. Sua
patogenicidade e principais vias de transmissao ainda nao estao claros, mas apesar
de raras, infec¢des hospitalares com A. xylosoxidans podem ocorrer em pacientes
imunossuprimidos. A mais comum € a bacteremia, e tem sido descrita mais
frequentemente em humanos. Os meios de contaminagdo mais associada a este
microrganismo sao intravenosas, dialise, incubadoras, solucdes anti-sépticas e
ventiladores mecénicos. A mortalidade de bacteremia acossiada a A, xylosoxidans
variam de 15% a 48%, dependendo da suceptilidade da cepa a antibi6ticos
(GOMEZ-CEREZO et al., 2003; MOLINA-CABRILLANA et al., 2007; TURGUTALP
et al., 2012).

Achromobacter denitrificans, também citado como Achromobacter
xylosoxidans subsp. denitrificans, isolado em uma das clinicas desde trabalho, € um
BGN-NF de importancia clinica pouco determinada, com poucos estudos que
aprofundam sua patogenicidade, mas ha relatos na literatura que também apontam
para o risco de pacientes imunocomprometidos hospitalizados. (LEDGER; CORDY,
2007; HANSEN et al., 2010; CANKAYA et al., 2014).

Ralstonia pickettii, cuja a populacdo de risco também compreende quase
exclusivamente pacientes imunocompromentidos, em terapia intensiva e com

7

cateteres de longa permanéncia, foi demonstrado que o agente € causador de
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infecgbes invasivas graves, incluindo osteomielite, artrite séptica, meningite, etc. Ha
relatos na literatura de casos envolvendo contaminagcdo em pacientes que sofrem
de ICR (VANEECHOUTTE et al., 2001; ZELLWEGER et al., 2004; RYAN; ADLEY,
2014).

O género Sphingobacterium consiste de bacilos Gram-negativos ambiental
que raramente estdo envolvidos nas infeccbes humanas. As espécies,
Sphingobacterium multivorum e Sphingobacterium spiritivorum (anteriormente
classificados como Flavobacterium spp.), tém sido ocasionalmente associadas com
bacteremia, peritonite, e as infec¢des respiratorias crbnicas em pacientes com
condicBes de baixa imunidade severa. A espécie isolada neste presente trabalho, S.
multivorum foi relatado apenas duas vezes claramente como um patégeno humano,
sendo uma delas associada a infeccdo em paciente de dialise, no entanto o
paciente se recuperou dentro de 3 semanas quando tratado com antibi6ticos
apropriados (POTVLIEGE et al., 1984; TRONEL et al., 2003).

Sphingomonas paucimobilis € um BGN-NF de flagelo Unico e mobilidade
lenta que é amplamente distribuido no ambiente natural (especialmente agua e
solo) e tem sido associado a relatos de casos clinicos adquiridos na comunidade.
As infeccdes relacionadas a este microrganismo incluem bacteremia, sepse
relacionada a cateter, meningite, peritonite, infeccdes cutaneas, abcessos viscerais,
infec¢des do trato urinario e doencas diarreicas (LISA et al., 2009). S. paucimobilis é
capaz de causar uma variedade de infeccbes em individuos saudaveis e pacientes
imunocomprometidos, e tem sido cada vez mais detectados em ambientes
hospitalares, e mesmo possuindo viruléncia clinica, sua importancia ndo pode ser
negligenciada. Pascale e colaboradores (2013) apontam a necessidade de
considerar S. paucimobilis um importante patégeno, tanto em infeccbes
nosocomiais como adquirida na comunidade.

Sabe-se que pacientes com doencas renais cronicas possuem deficiéncia na
imunidade tanto humoral como na mediada por células, e estas deficiéncias
predispbem o paciente a diversos processos infecciosos (JOHNSON; CUNHA,
2001). Uma vez que individuos com esta doenca renal se enquadram muita das
vezes na categoria de pacientes imunocomprometidos, necessitando de tratamento
gue incluem medicamentos, antibiéticos, antituberculos, antiarritmicos cerebrais e

miocardicos, cardiotbnicos, imunossupressores, sedativos, etc, mesmo 0s
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microrganismos de baixa capacidade de infec¢cdo representam um risco a saude
destes pacientes (FRAM et al., 2009).
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7 CONCLUSAO

As conclusdes do trabalho foram as seguintes:

Das 16 clinicas avaliadas, sete (43,75%) tiveram o resultado insatisfatorio
gquanto a quantidade de bactérias heterotroficas, excedendo os limites
estipulados na RDC 11. Nenhuma das amostras apresentaram presenca de
coliformes fecais e E. coli, assim como constatado em anos anteriores,
segundo relatos da literatura.

Apesar da qualidade da &gua mostrar-se melhor em relagdo ao inicio do
Programa de hemodialise do INCQS (1999), também comprovam as
dificuldades de se alcancar padrdes de qualidade microbiologicos satisfatorios
e permanentes, uma vez que é possivel perceber uma queda da qualidade da
adgua do sistema de dialise frente aos resultados mais recentes do programa
(2006 e 2007).

A auséncia de contaminacdo nos pontos referentes a agua tratada para
dialise aponta para possiveis contaminacdes no sistema de agua para diélise,
decorrente de formacao de biofilme nas tubulacdes do sistema, além de um
favorecimento do crescimento bacteriano devido a retirada do cloro no
processo de osmose reversa.

Este trabalho identificou a presenca dos quatro principais bacilos Gram
negativos ndo-fermentadores de importancia médica, segundo a ANVISA: S.
maltophilia, P. aeruginosa, Acinetobacter spp. e o complexo B, além de B.
diminuta, M. osloensis, S. multivorum, A. xylosidans, S. paucimobilis, A.
Iwoffii, A. denitrificans e R. pickettii, que apesar de possuirem baixa viruléncia,
todos séo capazes de causar infecgcdes em pacientes imunocomprometidos.
Uma vez que mesmo em pacientes saudaveis existem dificuldades em se
tratar infecgdes relacionadas a biofilmes microbianos, e que bacilos gram-
negativos nao fermentadores sdo os principais responsaveis por formacao de
biofilme, além de estarem frequentemente associados a resisténcia a
multiplas drogas, torna-se necessario aprimorar leis que considerem a

presenca destes microrganismos, como ja acontece em alguns paises.



80

O programa desenvolvido pelo INCQS, em parceria com a Coordenacao de
Vigilancia Sanitaria do estado do Rio de Janeiro e a Superintendéncia de
Controle de Zoonozes, Vigilancia, e Fiscalizacdo Sanitaria do Municipio do
Rio de Janeiro, permitiu melhorias na qualidade da agua do municipio do Rio
de Janeiro, que repercutiram ndo apenas no controle de qualidade do
processo de didlise, como também influenciaram diretamente a qualidade de
vida dos pacientes em dialise e diminuicdo das taxas de morbidade em
decorréncia de infec¢Bes associadas aos fluidos de didlise.

A partir do presente estudo, mudancas na legislacdo sdo sugeridas, para
melhor controle da qualidade da agua de hemodialise, tais como: estabelecer
limites para a presenca de bacilos Gram negativos ndo-fermentadores da
glicose, e reduzir ainda mais o limite para a contagem de bactérias
heterotréficas no dialisato para 100 UFC / mL, conforme jA é exigido em

alguns paises.
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