Artigo m

Diversidade Genética e Producao de Biofilme de ,
Amostras de Pseudomonas Aeruginosa Isoladas da Agua
Utilizada em Unidades de Terapia Renal Substitutiva

Genetic Diversity and Production of Biofilm of
Aeruginosa Pseudomonas Samples Isolated from Water
Used in Units of Renal Replacement Therapy
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Abstract

The substitutive renal therapy or hemodialysis is a primary treatment for patients suffering
from chronic renal failure. The water is essential for hemodialysis and the bacterial contami-

nation of hemodialysis fluids is a serious problem in this therapy, since excessive levels of
bacteria are responsible for pyrogenic reactions. Some studies had showed that Pseudo-
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monas aeruginosa was the most prevalent bacterial species in all types of water sample for
hemodialysis. In this study we evaluated P. aeruginosa strains from three sampling points in
six renal replacement therapy units (RRTS) of Rio de Janeiro. The selected clinics showed
unsatisfactory values of counts of heterotrophic bacteria, and P. aeruginosa strains were
isolated in several years consecutively. These samples were analyzed for the production of
biofilm, antimicrobial resistance and genetic diversity. None of P. aeruginosa strains showed
resistance to antimicrobial agents used in clinical practice, such as aminoglycosides, fluo-
roquinolones, carbapenems and B-lactam used for the treatment of infections by this bacte-
rium. It was found that all samples were strongly biofilm-producing. The characterization of
P. aeruginosa strains by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) showed that in most cases
the same clone was found in three water samples for hemodialysis types analyzed in the
same collection date. This approach also allowed the determination of time of persistence
of bacteria in a water sample for hemodialysis. Thus, P. aeruginosa clones were detected
over three years in the studied clinics. An interesting fact was the detection of clone | ana-
lyzed in three clinics. Therefore, we suggest that determining the genetic diversity of bacterial
samples from hemodialysis water is an additional tool to evaluate the system for purification
of water for hemodialysis clinics. This method may indicate the persistence of clones, which
suggests the presence of biofilms that are not being effectively eliminated by the disinfection
procedures. This procedure can contribute to improving the quality of hemodialysis fluids

and therefore ensuring the survival of patients with chronic kidney disease.
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Introducao

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

A importancia da hemodidlise pode ser evidenciada por da-
dos que registram que, no ano de 2008, cerca de 87 mil brasi-
leiros foram submetidos a este tratamento. Entre estes, poucos
conseguem recuperar o funcionamento dos rins e apenas um pe-
queno numero de pacientes consegue ser submetido a um trans-
plante renal (OLIVEIRA, ROMAO JR, e ZATZ, 2005; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE NEFROLOGIA, 2009).

A agua é essencial para a terapia de hemodidlise, tanto na
produgédo do fluido como na reutilizagdo dos dialisadores. O
fluido de didlise ou dialisato, que banha o dializador (membrana
semipermeavel) ndo é uma solugéo estéril, € composta por uma
mistura de agua e concentrado polieletrolitico numa proporgao
de 34:1 (VORBECK-MEISTER et al., 1999). Durante uma sesséo
de tratamento por hemodialise aproximadamente 120 litros de
agua purificada, misturados em proporgbes adequadas ao cha-
mado concentrado polieletrolitico para hemodidlise, sao utiliza-
dos na depuragéo do sangue, sendo assim, a qualidade da agua
é fundamental para evitar riscos adicionais a saude do paciente
(BOMMER e JABER, 2006).

O tratamento da agua para hemodialise € mais rigoroso do
que o da agua potavel, sendo necessario um sistema de purifi-
cacao adicional onde a agua utilizada deve ser potavel. Alguns
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elementos de toxicidade conhecida, tais como: aluminio, fltor,
mercurio, cobre entre outros e substancias como endotoxinas
bacterianas e cianotoxinas devem ter concentragdo controlada
na agua para hemodidlise (BRASIL, 2004, FARMACOPEIA BRA-
SILEIRA, 2002).

Enquanto o concentrado polieletrolitico é produzido comer-
cialmente numa composicao consistente e com qualidade estri-
tamente controlada, a dgua usada pode variar amplamente na
sua composi¢do quimica e microbioldgica e isto ira influenciar
diretamente a qualidade do fluido para hemodialise (VORBECK-
-MEISTER et al., 1999).

Existem sistemas de purificacdo de agua para hemodiali-
se compostos de diferentes combinagdes de tratamento para
assegurar a qualidade da agua resultante. O pré-tratamento é
realizado para retirar substancias e particulas da agua que po-
dem danificar os equipamentos de purificagdo, diminuindo a
sua eficiéncia. Filtros de areia, abrandadores, filtros de carvao
ativado sdo utilizados para o pré-tratamento. Os sistemas de
purificacao utilizam a agua pré-tratada e diferentes processos
de filtragdo podem ser utilizados, tais como: filtragdo por os-
mose reversa, por troca idnica e outros, que permitem a re-
mocgao de particulas, sais e ions, outros ainda retém bactérias
da fase liquida, antes da agua ser entregue as unidades de he-
modialise (VORBECK-MEISTER et al., 1999). Segundo o censo
realizado em 2008 pela Sociedade Brasileira de Nefrologia, no
Brasil 93,7% das clinicas de hemodialise utilizam em seus sis-
temas de tratamento da agua a filtragdo por osmose reversa,
5,6% utilizam a filtragdo por osmose reversa e deionizagao e
0,7% utilizam apenas o processo de deionizagdo (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE NEFROLOGIA, 2009).
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A agua purificada € armazenada em reservatoérios e distribu-
ida por tubulagdes para as maquinas. O projeto das tubulagdes
deve evitar zonas mortas e volumes de dgua que n&o circulem.
E recomendado que a &gua circule constantemente para evitar
proliferacdo bacteriana. O sistema deve ser projetado de forma a
facilitar a limpeza, desinfec¢édo e enxague do desinfetante (CAL-
DERARO e BISCHOFBERGER, 1998).

Apesar das multiplas barreiras presentes no sistema de tra-
tamento que podem remover bactérias da agua, existe o risco
de contaminag&o bacteriana caso o sistema esteja operando ou
o método de desinfeccéo esteja ineficiente (MORIN, 2000; CA-
PPELLI et al., 2006). A prevencao da contaminagdo da agua re-
quer conhecimento da origem do problema dentro da linha de
tratamento e a utilizagdo de procedimentos de desinfec¢do ade-
quados. A contaminagao bacteriana em sistemas de tratamento
e distribuicdo de agua pode levar a formagéo de biofilmes que
podem persistir em diferentes pontos do sistema de tratamento
e desenvolver maior resisténcia ao procedimento de desinfec¢édo
(SMEETS et al., 2003).

Varios métodos de desinfec¢do sédo recomendados e as uni-
dades de hemodidlise devem manter um programa de desinfec-
¢do (AAMI, 2004; EUROPEAN PHARMACOPOQOEIA, 2008). Vérios
desinfetantes fisicos (raios ultravioleta e agua aquecida a 80°C) e
germicidas quimicos (hipocloritos, acido peracético, formaldeido,
0z6nio) séo disponiveis comercialmente e a utilizagdo de um des-
tes ou a combinag&o podem controlar a formagao de biofilme no
sistema (CAPPELLI et al., 2007; RUTALA e WEBER, 1997).

O aspecto microbiolégico do tratamento da agua foi levado
em conta quando foi demonstrado que os excessivos niveis de
bactérias no dialisato eram responsaveis pelas reagdes pirogéni-
cas e de bacteremia. Estudos demonstraram que a endotoxina
derivada de bactérias Gram negativas pode penetrar na membra-
na semipermeavel do dialisador, sendo responsavel por reagcdes
pirogénicas em pacientes em hemodidlise (LONNEMANN, 2000).

A bacteremia é uma das principais causas de morbilidade e
mortalidade em pacientes de hemodidlise e tem sido atribuida a
diferentes causas (AAMI, 2004). A infecgéo pelo acesso vascular
€ a causa mais comum devido a cuidados inadequados com o
cateter (TENA, et al., 2005; LO CASCIO et al, 2006), entretanto,
alguns estudos observaram uma relagéo direta entre a ocorréncia
de casos de bacteremia causadas por bactérias e o isolamento
desses microrganismos a partir da agua purificada, possivelmen-
te devido a defeitos na integridade da membrana ou a utilizagéo
de agua contaminada no reprocessamento das maquinas de di-
alise (MAGALHAES et al., 2003; WANG, 1999; YAN et al., 2008).

A agua purificada contém predominantemente bactérias he-
terotréficas do ambiente aquatico como as espécies da classe
Pseudomonadales, que podem crescer nos circuitos de agua e
nas maquinas de hemodialise e, subsequentemente, contaminar
o dialisato (BOMMER & JABER, 2006). Alguns estudos sobre
identificagdo dos contaminantes bacterianos da agua utilizada
para hemodiélise indicam que o género bacteriano predominan-
te & Pseudomonas (MORIN, 2000). Consequentemente tem sido
sugerido que as amostras de agua para hemodialise deveriam
ser testadas para a presenca de bactérias indicadoras definidas,
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tais como “Pseudomonas”, em volumes de pelo menos 100 mL.
Na Italia e Alemanha a legislagdo estabelece o limite de 1 UFC/
ml de Pseudomonas aeruginosa na agua para hemodialise (VOR-
BECH-MEISTER et al., 1999; NYSTRAND, 2008). Atualmente va-
rias discussoes tém abordado o uso de dialisatos ultrapuros, que
possuem limites de contagem menores que 0,1 UFC/mL e nivel
de endotoxina menor que 0,03 EU/mL para prevenir a inflamagéo
crénica em pacientes em tratamento por hemodidlise e possiveis
infecgbes devido as contaminacdes do dialisato (AAMI, 2004;
ARIZONO et al., 2004; WARD, 2004; BOMMER e JABER, 2006).
Em alguns paises da Europa e no Japao o fluido de dialise ultra-
puro esta sendo amplamente utilizado (MASAKANE et al., 2008;
NYSTRAND, 2008).

Embora o papel da qualidade da dgua usada para a hemo-
diadlise tenha sido enfatizado por varios autores, ndo existe uma
padronizagdo universal que inclua todos os paradmetros quimicos
e microbiolégicos (NYSTRAND, 2001; TRAGER, 2002). Existem
diversas recomendacdes oficiais, para os parametros de quali-
dade microbiolégicos da dgua de hemodidlise, publicadas por
orgéos governamentais e por organizagdes internacionais, sen-
do a mais amplamente utilizada da Association Advancement of
Medical Instrumentation (AAMI, 2004). Uma vez que a pureza do
dialisato esta relacionada com complicagdes agudas e cronicas
em pacientes em tratamento por hemodidlise, os limites de con-
tagem microbiana e de endotoxina tém sido reduzidos (WARD,
2004). Em 1981, a AAMI recomendava o limite de 2000 UFC/mL
para o dialisato, 200 UFC/mL para a agua purificada e ndo havia
limite para endotoxinas, atualmente ha o limite de 200 UFC/mL e
2 EU/mL para o dialisato (AAMI, 2004).

Alguns estudos mostraram a importancia de manter a conta-
gem bacteriana de 100 UFC/mI no dialisato para prevenir com-
plicagdes clinicas oriundas da contaminagéo bacteriana do fluido
de didlise (LONNEMANN, 2000; BRUNET & BERLAND, 2000).
Em varios paises da Europa e no Japao o limite de contagem
microbiana foi reduzido para 100 UFC/mL (NYSTRAND, 2008).
Atualmente, as Farmacopeias Europeia e a Americana também
recomendam o valor de 100 UFC/mL para agua purificada (EU-
ROPEAN PHARMACOPOEIA, 2008 e THE UNITED STATES
PHARMACOPOQEIA, 2008). Nystrand (2008) alerta que as diferen-
tes recomendagbes dos parametros para a qualidade da agua de
hemodidlise se referem a diferentes técnicas de cultivo bacteria-
no, o que pode gerar interpretacées equivocadas destes limites.

A espécie P. aeruginosa € um bacilo Gram negativo aerdbico,
ndo fermentador, pertencente a familia bacteriana Pseudomona-
daceae. Estes microrganismos sdo aerdbios, ndo formadores de
esporos, nutricionalmente versateis, moveis devido a presenca
de um ou mais flagelos polares, possuem metabolismo oxida-
tivo, apresentam temperatura étima de crescimento entre 37 a
42°C, séo produtores de pigmentos difusiveis em meios de cul-
tura, incluindo pioverdina, piocinina (verde-azulado), piorrubina
(vermelho) e piomelanina (preto) (MURRAY, 2007). Sédo habi-
tantes comuns de solo e agua, encontrados em superficies de
plantas e, ocasionalmente, animais. Em humanos comporta-se
como patdgeno oportunista, formando biofilmes em dispositivos
invasivos e permanecendo em tecidos quando ha quebra de bar-
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reiras naturais ou perda da imunidade, embora possa em algu-
mas ocasides, fazer parte da flora normal de individuos sadios
(POLLACK, 2000).

Dentre as bactérias causadoras de infeccdes hospitalares,
destaca-se a Pseudomonas aeruginosa que se caracteriza por
sua resisténcia intrinseca a muitos antibiéticos, seu perfil de as-
cendente resisténcia, sua alta prevaléncia em hospitais, espe-
cialmente em unidades de terapia intensiva (LIVERMORE, 2002).
Estudos em varios paises mostram a presenca de Pseudomonas
aeruginosa multirresistentes a antimicrobianos causando infec-
¢des hospitalares (ROSSOLINI e MANTENGOLI, 2008). Descri-
¢des de casos de ocorréncia de Pseudomonas aeruginosa em
unidades hospitalares, com perfil de resisténcia a todos os anti-
microbianos testados, exceto polimixina, acontecem inclusive no
Brasil (DEPLANO et al., 2005; CIPRIANO et al., 2007).

Existem poucos relatos sobre a diversidade das espécies
bacterianas encontradas como contaminantes de amostras de
agua de hemodidlise, entretanto, estes autores indicam que a es-
pécie P. aeruginosa é uma das mais frequentemente encontradas
(BORGES et al., 2007; MORIN, 2000; MONTANARI et al., 2009).

O biofilme pode ser definido como uma estrutura comunitéria
de células microbianas protegidas por uma matriz polissacaridi-
ca ou proteica que é sintetizada pelas células e aderente tanto
a superficies inertes ou vivas. Esta matriz é formada fundamen-
talmente por dgua e substancias poliméricas extracelulares (ex-
tracellular polymeric substances) (DONLAN, 2002; WIMPENNY,
MANZ e SZEWZYK, 2000).

Os biofilmes podem ser constituidos por uma Unica espécie
microbiana (por exemplo, alguns biofilmes associados a infec-
¢des e biofimes que crescem em implantes médicos) ou, mais
frequentemente, por varias espécies formando consoércio de
fungos, algas, bactérias e outros microrganismos (WIMPENNY,
MANZ, SZEWZYK, 2000). A natureza variavel dos biofiimes foi
mostrada utilizando recursos de microscopia eletronica. Os biofil-
mes de implantes se mostraram mais simples contendo substan-
cias poliméricas e apenas uma forma bacteriana. Os biofilmes de
sistemas de agua séo altamente complexos, formados por subs-
tancias quimicas diversas, produtos de corrosio e de diferentes
espécies bacterianas, inclusive formas celulares filamentosas
(DONLAN, 2002). No interior dos biofilmes se encontram particu-
las de matéria organica e inorganica que servem como nutriente
aos microrganismos e quanto maior a diversidade destes, maior
a diversidade do consércio (CAPELLI et al., 2007; WIMPENNY J,
MANZ W, SZEWZYK U, 2000). O desenvolvimento € persisténcia
dos biofilmes sao afetados ndo somente pelo ambiente circun-
vizinho, mas também pela variedade de espécies presentes (Sl-
MOES, SIMOES e VIEIRA, 2007; KOMLOS et al., 2005).

Nos ecossistemas terrestres e aquaticos os microrganismos
aparecem como células livres (estado planctonico) ou sob a for-
ma de biofilmes ligados a suportes soélidos. Na ultima década,
os biofilmes microbianos foram intensamente estudados, uma
vez que ha um grande interesse cientifico do conhecimento de
como bactérias formam e vivem em comunidades multicelulares
(KLAUSEN, el al., 2006). A formagéo e o desenvolvimento dos
biofilmes ocorrem em etapas iniciando com a adesao das células
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a superficie, maturagdo, onde ocorre a produgéo de polimeros e
reproducao celular até o desprendimento, onde pode ocorrer a
liberacdo de células do biofiime, as quais podem voltar ao seu
estado planctonico (DONLAN, 2002).

Monds e O'Toole (2009) afirmam que a formacéo de biofil-
me € um fendmeno bioldgico complexo, pois varios parametros
ambientais podem influenciar o padrdo de formacgao de biofiime.
Segundo Parsek e Tolker-Nielsen (2008), os padroes em biofil-
mes de P. aeruginosa sao formados através de uma interacédo
complexa entre um numero de diferentes fatores incluindo a
proliferagcdo e migragcao celular em resposta aos nutrientes
disponiveis e outros sinais ambientais externos, assim como os
sinais intracelulares e a produgdo de uma matrix extracelular.
Estes autores afirmam que o padrdo de formagéo de biofilme
permite a bactéria se posicionar favoravelmente dentro de gra-
dientes de nutrientes e também possibilita 0 desenvolvimento e
manutencgdo de subpopulacdes distintas fisiologicamente, o que
facilita a sobrevivéncia de uma ou mais subpopulagdes em con-
dicdes ambientais adversas.

Nos biofilmes as células se comunicam através da elabora-
¢ao e do reconhecimento de pequenas moléculas. Tal mecanis-
mo é conhecido como quorum sensing (QS) (SAKURAGI e KOL-
TER, 2007). Os sistemas QS esté@o envolvidos na regulagdo de
uma variedade de processos fisioldgicos incluindo biossintese de
antibiéticos, motilidade, transferéncia de plasmideos, produgéo
de biofilme entre outros (JUHAS, EBERL e TUMMLER, 2005).
Em P. aeruginosa dois sistemas QS, conhecidos como las e rih,
foram descritos e estes estdo envolvidos na producao e regula-
¢ao da matrix do biofilme desta espécie bacteriana (SAKURAGI
e KOLTER, 2007).

Dependendo do ponto de vista, os biofilmes podem ser
benéficos ou nocivos. Os biofilmes que se formam nos leitos
dos rios, lagos e ambientes marinhos contribuem grandemente
para a remogao de contaminantes organicos e inorganicos da
agua e sdo considerados benéficos. Os utilizados nas indus-
trias de fermentacéo e farmacéutica também s&o considerados
benéficos. Quando os biofilmes estéo alojados em locais inde-
sejaveis podem trazer sérios problemas. Nas industrias o acu-
mulo de biofilmes nos equipamentos causa impacto negativo
a qualidade dos produtos finais por causarem corrosdo aos
equipamentos, interrupgé@o do processo para limpeza entre ou-
tros prejuizos (PEYTON e CHARACKLIS, 1995; SARAVANAN
e SREEKRISHNAN, 2006). Estes também sdo indesejaveis no
interior de oleodutos, na aquicultura e nos sistemas de ar con-
dicionado (DONLAN, 2002).

A formacao de biofilme é um fator importante no desenvolvi-
mento e persisténcia de doencas infecciosas. Eles podem ocor-
rer em cateteres, implantes e lentes de contato, causando infec-
cOes graves (FUX et al., 2005). Na nefrologia clinica, os biofilmes
influenciam no desenvolvimento de célculos renais e afetam sis-
temas de didlise, inclusive cateteres peritoneais e venosos, além
de ter um papel critico na persisténcia de infecgdes renais e do
trato urinario (MARCUS et al., 2008). Foi sugerido que a proximi-
dade das bactérias dentro do biofilme maduro poderia facilitar
as trocas horizontais de informagdes genéticas, incluindo genes
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de resisténcia aos antimicrobianos e determinantes de viruléncia
(JUHAS, EBERL e TUMMLER, 2005).

Os biofilmes s&o os maiores responsaveis pela contamina-
¢éo da agua potavel e em agua tratada para utilizagdo em uni-
dades de terapia renal substitutiva (UTRS), com consequén-
cias em nivel de salde publica e elevados custos associados.
Nas UTRS o controle da formag&o de biofilmes é uma grande
preocupag¢do uma vez que o desprendimento destes causa
um aumento dos niveis de endotoxinas permeaveis as mem-
branas utilizadas no processo de purificagdo do sangue dos
pacientes, que sdo submetidos a este tratamento causando
uma série de quadros clinicos e até a morte destes (MARION
et al., 2005). Os biofilmes podem ser controlados através do
uso de biocidas, biodispersantes, tecnologias enzimaticas e
da minimizagdo do nutriente limitante. As desinfec¢des re-
alizadas nas UTRS devem ser direcionadas ao controle de
biofilmes para garantir a qualidade adequada do tratamento
dialitico (CAPELLI et al, 2006; MARION et al., 2005).

Dentre os métodos de tipagem molecular que foram usados
para estudar a epidemiologia de P. aeruginosa e outros patoge-
nos hospitalares, a anélise dos perfis de restricdo separados por
eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) é o método mais
amplamente utilizado (SINGH et al., 2006). Essa técnica possibi-
lita a separacéo efetiva de grandes fragmentos de DNA gerados
apos digestdo do cromossomo bacteriano com enzimas de res-
tricdo de sitios pouco frequentes no genoma bacteriano. Os frag-
mentos obtidos originam um ndmero relativamente pequeno de
bandas no gel, que facilitam a interpretagdo do mesmo e permite
a comparagao dos genomas bacterianos em questao (TENOVER
et al., 1997). Este método identifica e determina o espalhamento
de clones bacterianos e possui grande reprodutibilidade interla-
boratorial (CARRICO et al., 2005).

PFGE mostrou ser Util nas investigagbes de surtos nosoco-
miais, na identificacdo de cepas de P. aeruginosa multirresis-
tentes e/ou produtoras de B-lactamases, inclusive na detecgéo
da disseminagéo do clone de P. aeruginosa produtora de Mpla
SPM-1 em varios estados brasileiros (GALES et al., 2003; FON-
SECA et al., 2006; CIPRIANO et al., 2007). O objetivo deste tra-
balho é determinar a diversidade clonal e perfis de producéo de
biofilmes e de resisténcia aos antimicrobianos de Pseudomonas
aeruginosa isoladas da agua utilizada nas unidades de tratamen-
to por hemodialise.

Metodologia

Coleta de amostras

Foram selecionadas aleatoriamente seis clinicas de hemo-
didlise para este estudo considerando os seguintes critérios:
clinicas que tiveram resultados insatisfatérios para a analise mi-
crobioldgica da agua segundo os limites da RDC n° 154/2004
(republicada em 2006) durante os anos analisados e que apre-
sentaram a espécie bacteriana Pseudomonas aeruginosa como
contaminante da amostra de agua em anos consecutivos. As
clinicas analisadas neste estudo foram identificadas com letras
mailsculas diferentes.
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As amostras de agua foram coletadas de clinicas de hemo-
didlise localizadas no Estado do Rio de Janeiro em colaboracéo
com a Coordenacéo de Vigilancia Sanitaria do Estado do Rio de
Janeiro e a Superintendéncia de Controle de Zoonoses, Vigilan-
cia e Fiscalizagdo Sanitaria do Municipio do Rio de Janeiro, em
fungdo da RDC n° 154/2004 (Republicada em 2006).

Por ocasido das inspegdes, foram coletadas amostras de
agua provenientes de trés pontos do sistema de tratamento da
agua, que foram:

1) amostras coletadas apés o tratamento (pds-osmose reversay;
2) amostras da agua utilizada no reprocessamento dos dialisa-
dores (reuso);

3) solucéo de didlise (dialisato).

As amostras de agua foram coletadas em frascos esté-
reis (um volume aproximado de 200 mL). As amostras foram
mantidas em temperatura inferior a 10°C e processadas no
mesmo dia da coleta. As amostras foram analisadas no peri-
odo de 2004 a 2008.

Métodos para analise de P. aeruginosa

O ensaio foi realizado segundo metodologia descrita no Stan-
dard Methods for Examination of Water and Waste Water (AME-
RICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005), Farmacopéia
Brasileira (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2005), British Pharma-
copoeia (BRITISH PHARMACOPOEIA 2007), The United Sta-
tes Pharmacopoeia (THE UNITED STATES PHARMACOPOEIA
2008), POP INCQS/FIOCRUZ n°. 65.3210.008.rev.09/2008, POP
INCQS/FIOCRUZ n°. 65.3210.010.rev.11/2009 e POP INCQS/
FIOCRUZ n°. 65.3210.030.rev.09/2009.

Foi utilizado o método de contagem em placa de profundida-
de (em duplicata), utilizando o meio de cultura &gar caseina-soja
(TSA). A amostra foi diluida em caldo caseina-soja (diluicao 1:9)
inoculando 1 mL da amostra em 9 mL de caldo caseina-soja. Um
mililitro da diluicdo foi adicionado a 20 mL do meio TSA fundido
e resfriado a 45-50°C. Apds solidificagdo, o meio foi incubado a
30-35°C durante 48 + 3 horas. A contagem das unidades forma-
doras de colbnias (UFC) foi realizada em placas que continham
até 300 UFC. Para a obtengéo do resultado expresso em UFC/
mL foi utilizada a seguinte férmula:

N:(Z P
Q. v

Onde: N = numero de UFC/1 gou 1 mL
D = Fator da diluicéo utilizado
¥Pi = Somatdrio do numero de colbnias
observadas em cada placa
3Vi = Somatodrio do volume de teste

em cada placa

A identificagcdo bioquimica foi realizada segundo Murray e
colaboradores (2007) e o POP INCQS/FIOCRUZ n° 65.3210.008
rev.09/2008. As bactérias foram identificadas através de testes
bioguimicos, tais como: fermentagao-oxidacdo da glicose, mobi-
lidade, presenca da oxidase, presenca da catalase, crescimento
em agar Mac Conkey, utilizacdo de carboidratos e producdo de
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gas, descarboxilagdo de aminoacidos, crescimento em diferen-
tes concentragbes de NaCl, incubacéo em diferentes temperatu-
ras, deteccéo do indol, utilizagdo do citrato, VM e VP, utilizagéo
da ureia, crescimento em agar SS, em presenca de KCN, detec-
¢éo de DNAseg, deteccéo de H,S, utilizagéo da fenilalanina, leciti-
na e amido, ONPG, producéo de pigmento, presenca de flagelo
e outras provas complementares quando necessario.

O limite estabelecido pela legislagdo é de no maximo 200
UFC/mL para a agua purificada e até 2000 UFC/mL para o diali-
sato (RDC n°® 154/2004 (Republicada em 2006).

Determinacéo do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos

O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos foi determi-
nado pelo método automatizado VITEK 32 (BioMerieux), utilizan-
do os cartdes GNS-655 conforme instrucdes do fabricante. Os
antibiéticos utilizados no cartdo utilizado foram: amicacina (AN),
ampicilina (AM), ampicilina/sulbactam (AMS), aztreonam (AZM),
cefepima (FEP), cefotaxima (TAX), cefoxitina (FOX), ceftazidima
(TAZ), cefalotina (CF), ciprofloxacina (CIP), gentamicina (GM), imi-
pinem (IMI), meropenem (MEM), piperacilina/tazobactam (TZP),
trimetoprima/sulfametaxazol (SXT). As amostras foram repicadas
no meio de cultura TSA por 24 horas e o crescimento bacteria-
no foi utilizado para preparar uma suspensdo em salina 0,85%
com turvagdo equivalente a 0,5 da escala de Mac Farland. Uma
quantidade de 250 pl desta suspenséo foi diluida em 1,8 ml de
salina 0,85%. Esta dilui¢ao foi utilizada para preencher os cartdes
GNS-655. O resultado foi obtido apds incubagéo do cartdo no
equipamento por aproximadamente 10 a 18 horas.

Determinacao dos perfis de fragmentacao do DNA
cromossdmico obtidos pela separacao por eletroforese
em gel de campo pulsado (PFGE)

O DNA cromossomico foi preparado pela técnica de uso in
situ, em blocos de agarose, segundo os procedimentos de Tei-
xeira e colaboradores (1997) e Cipriano e colaboradores (2007).
Em resumo, uma aliquota de 2 mL do crescimento bacteriano
em fase exponencial foi centrifugada a 3.000 g por 10 minutos
(epperdorf modelo 5415 C) e as células obtidas foram suspensas
em 250 pl de salina estéril. Foi adicionada a suspenséo de célu-
las, 250 uL de agarose (low melting, NuSieve, BMA) a 2% em sa-
lina 0,85% a 50°C. A mistura foi homogeneizada e distribuida em
moldes. Os blocos foram entéo transferidos para tubos contendo
4 mL de solugéo de lise (NaCl 1 M; TRIS-HCI 6 mM pH 7,6; EDTA
100 mM pH 8,0; BRIJ-58 0,5 %; desoxicolato 0,2 %; sarcosina
0,5 % e lisozima 1 mg/mL) e incubados a 37°C durante 18 a 24
horas. Em seguida, o tampéao de lise foi substituido pelo tampao
ESP (EDTA 0,5 M pH 8,0; sarcosina 1 %) contendo 0,1 mg/mL de
proteinase K (Sigma) e os blocos incubados por 24 horas a 50°C.
Os blocos foram lavados 10 vezes com tampéao TE (TRIS-HCI 10
mM pH 8,0; EDTA 0.1 mM pH 8,0) a 37°C e ent&o incubados com
10 U da enzima de restrigdo Spel (Invitrogen) diluida em tampéao
especifico conforme instrugbes do fabricante por 24 h a 37°C.

Os blocos foram fundidos a 68-70°C e aplicados no gel de
agarose (NA, Amersham) a 1,0% preparado em tampdo TBE
(TRIS 44,5 mM; acido boérico 44,5 mM; EDTA 1 mM pH final 8,3).
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Um padrao contendo fragmentos de DNA com pesos molecu-
lares conhecidos foi aplicado em um dos orificios do gel para
a avaliacdo do tamanho dos fragmentos de DNA. Os fragmen-
tos de DNA foram separados em um sistema de eletroforese em
gel de campo pulsado, CHEF-DR Il (Bio-Rad, Richmond, USA),
utilizando as seguintes condicdes: tempo de pulso crescente
de 5 a 35 segundos por 24 horas a 6 V/cm, na temperatura de
12°C. Apos a eletroforese os géis foram corados com solugéo
de brometo de etidio (0,5 ng/mL) e os perfis de restricdo foram
observados e as imagens registradas no equipamento Gel Logic
100 - Imaging System (KODAK). A andlise dos perfis de fragmen-
tagdo do DNA cromossdmico separados em gel de agarose por
eletroforese de campo pulsado foi realizada por inspecéo visual.
As interpretagbes foram realizadas de acordo com as recomen-
dacgdes de Tenover e colaboradores (1995). As amostras que
apresentaram o mesmo perfil eletroforético com diferenga de até
trés bandas foram assinaladas como pertencentes a um unico
clone e receberam um algarismo em romano. As amostras que
apresentaram perfis eletroforéticos com mais de seis bandas de
diferenca foram consideradas clones diferentes e receberam al-
garismos romanos diferentes para identifica-los.

Ensaio da formacao de biofilmes

Para a deteccdo de biofilme foram utilizadas placas para
microtitulagcéo de fundo plano, compostas de poliestireno iner-
te, contendo 96 pogos (Nunclon; Nunc InterMed). As amostras
bacterianas analisadas foram semeadas por esgotamento em
meio TSA (Tripticase Soy Agar) e incubadas por 24 h a 37°C.
Foram incluidas também como controles negativo (CN) e posi-
tivo (CP), cepas-padrao de E. coli HB101 e EAEC 042, além da
cepa P. aeruginosa ATCC 9027. Apds esse periodo, colbnias
foram repicadas para tubos contendo 3 ml de TSB (Triptica-
se Soy Broth) e incubadas overnigth com agitagdo. Em segui-
da, foram aplicados 200 pL das culturas bacterianas em cada
poco em triplicata. Posteriormente, as placas foram incubadas
por 4h a 37°C para avaliagdo da produgéo rapida de biofilme
e por 24 h a 37°C conforme a metodologia seguida. Apos a
incubacéo, os conteudos da placa foram aspirados e os pogos
foram lavados trés vezes com 200 pL de PBS (0.01M, pH 7,2)
e a placa foi colocada a temperatura ambiente para secar. Em
seguida, 30 pL de solucdo de cristal violeta 0,5% foram adi-
cionados em cada pogo por 10 minutos. Apos a coloragdo do
biofilme o corante foi aspirado e os pogos foram lavados trés
vezes com 200 uL de PBS (0.01M, pH 7,2). A placa foi mantida
a temperatura ambiente para secar e o corante foi eluido com
200 pL de etanol absoluto por 10 minutos e 150 pL da solucéo
contida em cada um dos pogos da placa foram transferidos
para outra placa limpa e seca. A densidade ética do biofiime
(DO) foi quantificada utilizando um leitor de ELISA (Bio-Rad,
modelo 550), em comprimento de onda de 570 nm e as amos-
tras foram classificadas segundo Stepanovic et al. (2000). Fo-
ram realizados quatro experimentos independentes. As amos-
tras foram classificadas em quatro categorias de acordo com
a média das DOs relacionada com os resultados obtidos para
o controle negativo (E. coli HB101). As categorias foram base-
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adas nos seguintes critérios: ndo aderente (NA), quando a DO
< DO,; fracamente aderente (+) quando a DO, < DO < 2 x
DO,,; moderadamente aderente (++), quando 2 x DO, < DO <
4 x DO, ou fortemente aderente (+++), quando 4x DO, <DO.

RESULTADOS

Analise de P. aeruginosa

Neste estudo foram analisadas 56 amostras de P. aeruginosa
provenientes de amostras de agua para hemodialise, coletadas
apos o tratamento (pds-osmose reversa), de agua utilizada no
reprocessamento dos dialisadores (reuso) e da solugéo de dialise
(dialisato) (Tabela 1).

Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos

Na analise do perfil de suscetibilidade aos antimicrobia-
nos foi observado que todas as 56 amostras de P. aeruginosa
apresentaram resisténcia aos seguintes antibiéticos: ampicilina
(AM), ampicilina/sulbactam (AMS), cefoxitina (FOX), cefotaxima
(TAX), cefalotina (CF). Todas as amostras bacterianas apre-
sentaram sensibilidade aos antimicrobianos: amicacina (AN),
aztreonam (AZM), cefepima (FEP), ceftazidima (TAZ), ciproflo-
xacina (CIP), imipinem (IMl), meropenem (MEM), piperacilina/
tazobactam (TZP). Dezessete (30,36%) amostras bacteria-
nas, todas pertencentes aos perfis eletroforéticos Il, Il a, Ill e
VIIl, apresentaram resisténcia ao trimetoprima/sulfametaxazol
(SXT). Observamos também que todas as amostras (8,93%)
dos perfis Il e Il a apresentaram resisténcia a gentamicina (GM)
além do trimetoprima/sulfametaxazol (SXT).

Analise dos perfis de fragmentacédo do DNA
cromossdmico obtidos pela separacao por eletroforese
em gel de campo pulsado (PFGE)

Um total de 56 amostras de P. aeruginosa provenientes de
agua de hemodialise de seis clinicas foi analisado por esta me-
todologia. Foram observados nove perfis eletroforéticos entre as
amostras analisadas. Com excecao dos perfis eletroforéticos, Il
e Il a que apresentaram apenas duas bandas de diferenca, os
demais perfis apresentaram mais de seis bandas de diferenca
sendo considerados néo relacionados e, portanto, clones dife-

n

rentes. Os perfis Il e Il a foram considerados como pertencentes
ao mesmo clone.

Neste estudo foi observado que a maioria das amostras
de P. aeruginosa oriundas de uma coleta na mesma data teve
o mesmo perfil eletroforético independente do ponto de coleta
(pds osmose, reuso e solugéo de didlise). Apenas as clinicas A e
D apresentaram mais de um perfil de PFGE na mesma data de
coleta. Na clinica A foi observado que no ano de 2007 (A4/2007,
A5/2007, A6/2007) foram encontrados os perfis eletroforéticos Il e
Il a, que pertencem ao mesmo clone, e no ano de 2008 (A7/2008,
A8/2008 e A9/2008) foram encontrados os perfis eletroforéticos ||
ae |l (Tabela 1, Figura 1). Na clinica D foi observado que o ano de
2007 (D7/2007, D8/2007 e D9/2007) apresentou os perfis eletro-
foréticos IV e V (Tabela 1 e Figura 4).

O perfil eletroforético | foi encontrado em trés clinicas de he-
modidlise (A, B e C). Na clinica A foi encontrado no ano de 2005 e
novamente em 2008, na clinica B em 2006 e 2008 e na clinica C
nos anos de 2005, 2006 e 2007 (Tabela 1, Figuras 1, 2 e 3).

Também foi verificada a persisténcia de outros perfis eletro-
foréticos nas demais clinicas. O perfil eletroforético Ill foi encon-
trado nos anos de 2004 e 2005 na clinica B, o perfil IV em 2005 e
2006 na clinica D, os perfis VI e VIl em 2005 e 2006 e em 2007 e
2008, respectivamente, na clinica E, e o perfil VIIl em 2005 e 2006
na clinica F (Tabela 1, Figuras 2, 4,5 e 6). Apenas as clinicas C e
F apresentaram o mesmo perfil eletroforético em todos os anos
analisados (Tabela 1, Figuras 3 € 6).

Producao de biofilmes

Os resultados sobre a expressédo de biofiime pelas cepas
de P. aeruginosa oriundas de amostras de agua de hemodidlise
estdo apresentados na Tabela 2. A metodologia foi empregada
utilizando amostras de P. aeruginosa de representantes de to-
dos os perfis eletroforéticos. Todas as amostras provenientes de
agua de hemodidlise analisadas foram classificadas como forte-
mente aderentes (+++) quando analisadas quanto a produgao de
biofilme em 4 e em 24 horas. A amostra de P. aeruginosa ATCC
9027 foi utilizada neste estudo e também foi classificada como
fortemente aderente. Pouca variagdo foi observada na DO dos
biofiimes de P. aeruginosa quando comparamos o periodo de
tempo (Tabela 2).

Tabela 1. Amostras de Pseudomonas aeruginosa provenientes de agua de hemodidlise: resultados da analise do perfil de resisténcia aos
antimicrobianos e do perfil de fragmentacao do DNA cromossémico obtidos pela separacao por eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE)

Caodigo Origem (Pontos de Coleta) Perfil eletroforético Perfil de resisténcia aos antimicrobianos ?
A1/2005 Pés-osmose | AM, AMS, FOX, TAX, CF

A2/2005 Reuso | AM, AMS, FOX, TAX, CF

A3/2005 Solugéo de didlise | AM, AMS, FOX, TAX, CF

A4/2007 Pés-osmose I AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT, GM
A5/2007 Reuso I AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT, GM
A6/2007 Solugdo de didlise Ila AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT, GM
A7/2008 Pds-osmose Ila AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT, GM
A8/2008 Reuso Ila AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT, GM
A9/2008 Solugdo de dialise | AM, AMS, FOX, TAX, CF
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B1/2004 Pés-osmose I AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT
B2/2004 Reuso Il AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT
B3/2004 Solugdo de didlise 1] AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT
B4/2005 Pds-osmose 1] AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT
B5/2005 Reuso IIf AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT
B6/2005 Solugéo de dialise Il AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT
B7/2006 Pds-osmose | AM, AMS, FOX, TAX, CF
B8/2006 Reuso | AM, AMS, FOX, TAX, CF
B9/2006 Solugdo de dialise | AM, AMS, FOX, TAX, CF
B10/2008 Pés-osmose | AM, AMS, FOX, TAX, CF
B11/2008 Reuso I AM, AMS, FOX, TAX, CF
B12/2008 Solugéo de didlise | AM, AMS, FOX, TAX, CF
C1/2005 Pés-osmose | AM, AMS, FOX, TAX, CF
C2/2005 Reuso | AM, AMS, FOX, TAX, CF
C3/2005 Solugdo de didlise | AM, AMS, FOX, TAX, CF
C4/2006 Pés-osmose | AM, AMS, FOX, TAX, CF
(C5/2006 Reuso | AM, AMS, FOX, TAX, CF
$6/2006 Solucdo de didlise | AM, AMS, FOX, TAX, CF
C7/2007 Pés-osmose | AM, AMS, FOX, TAX, CF
(£8/2007 Reuso | AM, AMS, FOX, TAX, CF
£9/2007 Solugéo de didlise | AM, AMS, FOX, TAX, CF
D1/2005 Pés-osmose v AM, AMS, FOX, TAX, CF
D2/2005 Reuso % AM, AMS, FOX, TAX, CF
D3/2005 Solugo de dialise I\ AM, AMS, FOX, TAX, CF
D4/2006 Pos-osmose IV AM, AMS, FOX, TAX, CF
D5/2006 Reuso IV AM, AMS, FOX, TAX, CF
D6/2006 Solugédo de didlise v AM, AMS, FOX, TAX, CF
D7/2007 Pés-osmose v AM, AMS, FOX, TAX, CF
D8/2007 Reuso AM, AMS, FOX, TAX, CF
D9/2007 Solugéo de dialise AM, AMS, FOX, TAX, CF
E1/2005 Pés-osmose VI AM, AMS, FOX, TAX, CF
E2/2005 Reuso VI AM, AMS, FOX, TAX, CF
E3/2005 Solucdo de didlise Vi AM, AMS, FOX, TAX, CF
E4/2006 Reuso Vi AM, AMS, FOX, TAX, CF
E5/2006 Solugéo de didlise Vi AM, AMS, FOX, TAX, CF
E6/2007 Pés-osmose Vil AM, AMS, FOX, TAX, CF
E7/2007 Reuso Vil AM, AMS, FOX, TAX, CF
E8/2007 Solugdo de didlise Vil AM, AMS, FOX, TAX, CF
E£9/2008 Pés-osmose Vil AM, AMS, FOX, TAX, CF
E10/2008 Reuso Vil AM, AMS, FOX, TAX, CF
E11/2008 Solucdo de didlise Vil AM, AMS, FOX, TAX, CF
F1/2005 Pés-osmose VIII AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT
F2/2005 Reuso Vil AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT
F3/2005 Solugdo de dialise Vil AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT
F4/2006 Pés-osmose Vil AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT
F5/2006 Reuso Vil AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT
F6/2006 Solugdo de didlise Vil AM, AMS, FOX, TAX, CF, SXT

aAM - ampicilina, AMS - ampicilina/sulbactam, FOX - cefoxitina, TAX - cefotaxime, CF - cephalotina, SXT - trimetoprim/sulfametaxazole, GM - gentamicina.
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Figura 1. Perfil de fragmentacdo do DNA cromossdmico
de amostras de P. aeruginosa provenientes da clinica

A apos digestdao com a enzima de restricao Spel. PM —
peso molecular (kilobase), lambda PFGE marker (New
England Biolabs); 1 — A1/2004 (perfil de PFGE 1), 2 -
A2/2004 (perfil de PFGE 1), 3 — A3/2004 (perfil de PFGE
), 4 — A4/2007 (perfil de PFGE Il), 5 — A5/2007 (perfil de
PFGE Il), 6 - AB/2007 (perfil de PFGE lla), 7 — A7/2008
(perfil de PFGE lla), 8 — A8/2008 (perfil de PFGE lla), 9 -
A9/2008 (perfil de PFGE I)

PM 1 2 3 4 5 6 7 _8 9

Figura 2. Perfil de fragmentacao do DNA cromossdémico
de amostras de P. aeruginosa provenientes da clinica

B apds digestao com a enzima de restricdo Spel. PM -
peso molecular (kilobase), lambda PFGE marker (New
England Biolabs); 1 — B2/2004 (perfil de PFGE Ill), 2 —
B3/2004 (perfil de PFGE Ill), 3 — B5/2005 (perfil de PFGE
), 4 — B6/2005 (perfil de PFGE IIl), 5 — B8/2006 (perfil
de PFGE I), 6 — B9/2006 (perfil de PFGE I), 7 — B10/2008
(perfil de PFGE 1), 8 — B11/2008 (perfil de PFGE 1), 9 —
B12/2008 (perfil de PFGE |)
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Figura 3. Perfil de fragmentacao do DNA cromossdmico
de amostras de P. aeruginosa provenientes da clinica

C apos digestédo com a enzima de restricao Spel. PM —
peso molecular (kilobase), lambda PFGE marker (New
England Biolabs); 1 — C1/2005 (perfil de PFGE 1), 2 -
C2/2005 (perfil de PFGE ), 3 — C3/2005 (perfil de PFGE
l), 4 — C4/2006 (perfil de PFGE 1), 5 — C5/2006 (perfil de
PFGE I), 6 — C6/2006 (perfil de PFGE I), 7 — C7/2007
(perfil de PFGE 1), 8 — C8/2007 (perfil de PFGE 1), 9 —
C9/2007 (perfil de PFGE 1)

Figura 4. Perfil de fragmentacao do DNA cromossdmico
de amostras de P. aeruginosa provenientes da clinica

D apods digestdo com a enzima de restricao Spel. PM —
peso molecular (kilobase), lambda PFGE marker (New
England Biolabs); 1 — D1/2005 (perfil de PFGE VI), 2

- D2/2005 (perfil de PFGE VI), 3 — D3/2005 (perfil de
PFGE VI), 4 — D4/2006 (perfil de PFGE VI), 5 — D5/2006
(perfil de PFGE VI), 6 — D6/2006 (perfil de PFGE VI), 7 -
D7/2007 (perfil de PFGE VI), 8 — D8/2007 (perfil de PFGE
V), 9 — D9/2007 (perfil de PFGE V)
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Tabela 2. Resultados de produgéo de biofilme de perfis eletroforéticos de amostras de Pseudomonas aeruginosa provenientes de agua de hemodialise

Amostra bacteriana Classificacéo | Perfil eletroforético | Produgao de biofilme 4 horas (média da DO) Producéo de biofilme 24 horas (média da DO)
E.coli AEAC 042 NA? NRP 1,415 1,498
E.coliDH5A NA NR 0,138 0,240
P aeruginosa ATCC 9027 +++¢ NR 1,921 2,105
A/2005 +4++ | 2,028 2,401
A/2007 +++ II 2,297 2,712
A/2008 +++ Il'a 1,944 2,792
B/2005 +++ 1l 2,092 2,612
B/2006 +++ | 2,065 2,262
B/2008 +++ | 1,921 2,448
(/2005 e | 1,910 2,324
C/2006 e | 1,940 2,269
C/2007 e | 1,985 2,275
D/2005 + v 2,219 2,519
D/2006 +++ v 1,997 2,421
D/2007 +++ v 2,208 2,545
E/2006 +++ Vi 2,201 2,750
E/2007 +++ Vil 2.369 2,663
E/2008 +++ Vil 2,401 2,576
F/2005 +++ Vil 2,434 2,525
F/2006 +++ VIII 2,198 2,512

a NR: Nao se aplica b NR: Nao realizado ¢ +++: fortemente aderente

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 5. Perfil de fragmentacao do DNA cromossémico de Figura 6. Perfil de fragmentacdo do DNA

amostras de P. aeruginosa provenientes da clinica E apds cromossomico de amostras de P. aeruginosa

digestao com a enzima de restricdo Spel. PM — peso molecular provenientes da clinica F apos digestao com a enzima
(kilobase), lambda PFGE marker (New England Biolabs); 1 — de restricao Spel. PM — peso molecular (kilobase),
E1/2005 (perfil de PFGE VI), 2 — E2/2005 (perfil de PFGE VI), 3 lambda PFGE marker (New England Biolabs); 1 -

— EB/2005 (perfil de PFGE VI), 4 — E4/2006 (perfil de PFGE V), F1/2005 (perfil de PFGE VIII), 2 — F2/2005 (perfil

5 — E5/2006 (perfil de PFGE VI), 6 — E7/2007 (perfil de PFGE de PFGE VIII), 3 — F3/2005 (perfil de PFGE VIII), 4 —
VII), 7 — E8/2007 (perfil de PFGE VII), 8 — E10/2008 (perfil de F4/2006 (perfil de PFGE VIII), 5 — F5/2006 (perfil de
PFGE VII), 9 — E11/2008 (perfil de PFGE VII) PFGE VIII), 6 — F6/2006 (perfil de PFGE VIII)
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Figura 7. Perfis de fragmentacao do DNA cromossémico de
amostras de P. aeruginosa apos digestao com a enzima de
restricado Spel. PM — peso molecular (kilobase), lambda PFGE
marker (New England Biolabs); 1 — Perfil , 2 — Perfil , 3 — Perfil ,
4 — Perfil , 5 — Perfil , 6 — Perfil , 7 — Perfil , 8 — Perfil, 9 — Perfil

DISCUSSAO

Os resultados obtidos no INCQS durante no periodo de 1999
a 2003 mostravam um quadro preocupante, onde o numero de
analises microbiologicas insatisfatérias estava acima de 64%.
Neste periodo varias orientagdes sobre aperfeicoamento do tra-
tamento da agua, desinfec¢ao apropriada do sistema das maqui-
nas, observagao dos protocolos de reprocessamento dos dialisa-
dores, monitoramento e controle de qualidade em todo sistema
foram dadas pelo programa de hemodidlise visando a melhoria
continua para saude dos pacientes. Os dados relacionados a
avaliagdo microbioldgica realizada pelo Programa de Hemodia-
lise/INCQS também alertaram para a necessidade de determinar
um nivel de ac@o que foi sugerido pelo INCQS numa consulta
publica. O nivel de acdo de 50 UFC/mL referente a contagem
de bactérias heterotrdficas foi incluido na resolugdo RDC no.
154/2004 (BRASIL, 2004) que substituiu a Portaria no. 82/2000
(BRASIL, 2000). O nivel de agéo de 50 UFC/mL foi estabelecido
pela AAMI e é atualmente recomendado (AAMI, 2001, 2004).

O estabelecimento do nivel de acdo causou mudangas nos
procedimentos do tratamento da agua utilizada no sistema de
hemodidlise e observamos o impacto desta medida na avaliagéo
microbioldgica realizada pelo programa de hemodiélise/INCQS.
O cumprimento deste limite pelas clinicas de hemodidlise e o
monitoramento constante das clinicas de hemodilise resultaram
numa profunda melhoria na qualidade da agua de hemodialise, o
que pode ser facilmente constatado com a analise comparativa
dos resultados obtidos a partir do ano de 2004, o nimero de
andlises insatisfatérias foi consideravelmente reduzido (12,9%
em 2006) (FERREIRA, 2006).

Ferreira (2006) verificou também que a principal espécie
bacteriana isolada de amostras de agua purificada e dialisato
nas clinicas do Estado do Rio de Janeiro era a P. aerugino-
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sa, como também relatado em outros estudos (ZUNINO et. al.,
2002; BOMMER & JABER, 2006; BORGES et al. 2007; MON-
TANARI et al., 2009).

A espécie P. aeruginosa de origem clinica apresenta altas ta-
xas de resisténcia aos antimicrobianos e geralmente apresentam
multirresisténcia, incluindo importantes antimicrobianos como
B-lactamicos e fluorquinolonas (ROSSOLINI e MANTENGOLI,
2008). Entretanto, ao testar a suscetibilidade das amostras de
P. aeruginosa provenientes de amostras de agua de hemodiali-
se deste estudo frente aos antimicrobianos utilizados no cartao
GNS-650 (VITEK/BioMérieux), observamos que nenhuma amos-
tra mostrou resisténcia aos antimicrobianos utilizados na pratica
clinica, tais como os aminoglicosideos, fluorquinolonas, carbape-
nemas e B-lactamicos antipseudomonas. Obervamos em todas
as amostras analizadas a resisténcia aos antimicrobianos dos
quais a espécie bacteriana em questdo apresenta resisténcia
intrinseca. Apenas trés perfis eletroforéticos (Il Il e VIII) apresen-
taram resisténcia a gentamicina e/ou ao sulfametaxazol e trime-
toprima, mostrando que as amostras de P. aeruginosa analisadas
apresentaram pouca resisténcia aos antimicrobianos. Este fato
pode ser explicado devido a origem das amostras de P. aerugi-
nosa que estéo presentes no ambiente e tém acesso ao sistema
de purificacdo da agua onde n&o ha presséo seletiva das drogas
antimicrobianas, como acontece com as amostras oriundas de
pacientes hospitalizados.

Recentemente, um estudo, realizado em uma unidade de
terapia substitutiva em um hospital do Brasil, no Parana, verifi-
cou que as amostras de P. aeruginosa isoladas de &dgua de he-
modiélise apresentaram resisténcia alta ao cloranfenicol (12/15
amostras) e algumas amostras apresentaram resisténcia aos
antimicrobianos: cefepime (6/15), ceftazidima (3/15), gentamicina
(5/15), imipinem (6/15) (BORGES et al., 2007). Neste trabalho, 12
das 15 amostras de P. aeruginosa foram isoladas de dialisato,
entretanto, nao foi descrito o que foi considerado como dialisato.
Na legislagéo brasileira h4 um equivoco relacionado a este termo
(BRASIL, 2004). Se a coleta foi realizada apds contato com o pa-
ciente, estas amostras nao representam as amostras do sistema
de agua, o que explica a presenca de resisténcia aos antimicro-
bianos.

A contaminacg&o bacteriana no sistema de tratamento e dis-
tribuicdo de agua de hemodidlise pode levar a formagéo de bio-
filmes e a presenca destes representa um grande risco para a
qualidade da agua para hemodidlise por causa da persisténcia
em diferentes pontos do sistema, da continua liberagéo de bac-
térias e de seus componentes celulares e o desenvolvimento de
resisténcia aos procedimentos de desinfecgdo (SMEETS et al.,
2003; CAPPELLI et al., 2005). Vérios estudos mostram a forma-
¢do destas estruturas no sistema de tratamento de agua para
hemodialise (MAN et al., 1998; CAPPELLI et al., 2003).

Nés verificamos que todas as amostras analisadas eram for-
temente produtoras de biofilme segundo a metodologia utilizada.
No estudo de Borges e colaboradores (2007), que utilizou a mes-
ma metodologia de detec¢éo de biofilme em amostras de P. ae-
ruginosa oriundas de agua de hemodidlise e de “dialisato”, foram
verificadas amostras classificadas como produtoras fortes, mo-
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deradas ou fracas. Bernardo (2009) utilizou a mesma metodologia
para avaliar a produgéo de biofilme em agua mineral e encontrou
52,9% de amostras produtoras fortes, 41,2% de amostras produ-
toras moderadas e 5,9% de amostras produtoras fracas. Outros
estudos realizados com P. aeruginosa de origem clinica também
mostram esta variagéo na classificagdo, entretanto, diferem nas
metodologias de detecgdo (FONSECA et al., 2004; FONSECA et
al., 2007). Contudo, ndo ha outros estudos sobre a detecgéo de
biofilme nesta espécie bacteriana provenientes de agua e nao
ha uma metodologia padronizada para a detecgéo da produgéao
de biofilme em placas de poliestireno. Recentemente, um estudo
(PEETERS, NELIS e COENYE, 2008) foi realizado comparando
os métodos de quantificagio da produgéo de biofilme utilizando
placas de poliestireno, porém na literatura as metodologias
empregadas ainda ndo seguem as recomendagdes sugeridas.
Cappelli e colaboradores (2005) afirmam que ndo ha como
avaliar a extenséo e incidéncia da formagao de biofilmes num
sistema de tratamento de agua para hemodialise uma vez que
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