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RESUMO

A pesquisa de Pseudomonas aeruginosa foi realizada em amostras de d4gua tratada utilizada na solu¢do de didlise de
oito Unidades de Terapia Renal Substitutiva (UTRS) em quatro municipios do noroeste do estado de Sio Paulo e
o perfil de resisténcia aos agentes antimicrobianos das cepas isoladas foi avaliado por teste de sensibilidade (TSA).
Entre 2000 e 2009 foram analisadas 508 amostras seguindo-se a metodologia descrita no Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater (2005) e 43 (8,5%) evidenciaram contaminagdo por P. aeruginosa.
Dessas amostras, 55,8%, 23,3% e 20,9% foram, respectivamente, oriundas da sala branca, ponto de pds-osmose/
deionizador e sala amarela das diferentes UTRS. A frequéncia de isolamento da bactéria foi maior em amostras
da UTRS A (53,5%) e em 2004 houve a detec¢do de maior numero de amostras contaminadas (16,7%). Dos 43
isolados, 38 foram analisados pelo TSA, sendo identificadas resisténcia intermedidria a gentamicina em um
(2,6%) e resisténcia a aztreonam e ticarcilina/dcido clavulanico em outro isolado (2,6%). Pelas implicagdes da
P, aeruginosa em saude publica, sua investigacdo no monitoramento de qualidade da agua para dialise constitui
medida necessdria e sua ocorréncia indica as possiveis deficiéncias no controle da rede de distribui¢do da dgua.

Palavras-chave. Pseudomonas aeruginosa, agua tratada para solugdo de dialise, resisténcia bacteriana,
contaminagéo bacteriana.

ABSTRACT

This study reports the presence of Pseudomonas aeruginosa in samples of treated water used in the dialysis
solution in eight Renal Replacement Therapy Units in four cities of the northwest region of Sao Paulo state; and
the isolated strains were analyzed on the resistance profile by antimicrobial susceptibility testing. From 2000 to
2009, 508 samples were analyzed following Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(2005). P. aeruginosa was isolated from 43 (8.5%) samples, and 55.8, 23.3 and 20.9% of them were from white
room, post-osmosis/deionizer point and yellow room of different units, respectively. The A Unit water samples
have showed the highest bacterium isolation frequency (53.5%); and the detection of the highest number of
contaminated samples (16.7%) occurred in 2004. Of all the 43 isolates, 38 were submitted to the antimicrobial
susceptibility testing; an intermediate resistance to gentamicin in one sample (2.6%) and resistance to aztreonam
and ticarcillin / clavulanic acid in another (2.6%) were identified. Considering the implications of P. aeruginosa
to the public health, this survey of bacterium should be included in monitoring water quality for hemodialysis
and this procedure might be an indicator for evidencing deficiencies on the water distribution network control.
Keywords. Pseudomonas aeruginosa, treated water for dialysis solution, bacterial resistance,
bacterial contamination.
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INTRODUCAO

O censo realizado em 2010 pela Sociedade
Brasileirade Nefrologia estimouototal de 92.091 pacientes
em tratamento dialitico no pais'. Trata-se de um meio
artificial de remover do sangue as impurezas, corrigir
o equilibrio acido-basico e os disturbios eletroliticos do
paciente renal crénico.

Os pacientes no tratamento regular de hemodialise
sao expostos, semanalmente, a centenas de litros de agua
de didlise por meio de circulagido extra corporal’. Se a
agua ndo for corretamente tratada, varios contaminantes
quimicos, bacteriologicos e tdéxicos poderdo ser
transferidos para os pacientes’.

A ocorréncia de reagdes pirogénicas e bacteremia
sdo consequéncias potenciais da md qualidade
microbioldgica da agua tratada para a preparagdo do
dialisato e para o reprocessamento dos dializadores
(reuso)’. Diversos fatores favorecem a multiplicagdo
bacteriana nos sistemas do tratamento da dgua para
hemodiilise, incluindo filtro de areia e de carbono ou
componentes do sistema com baixa circulagdo, como os
tanques e as torneiras’. A formacao de biofilme facilita a
persisténcia bacteriana em pontos diferentes do sistema,
protege as bactérias da desinfecgao e aumenta o risco de
contaminagdo e os niveis de endotoxina na agua®.

Alguns estudos observaram uma relagdo
direta entre a ocorréncia de casos de bacteremia
causados por bactérias Gram negativas e o isolamento
desses micro-organismos a partir da agua purificada,
possivelmente devido a falhas na integridade da
membrana ou a utilizagdo de agua contaminada no
reprocessamento dos dialisadores’?, sendo Pseudomonas
aeruginosa, frequentemente, associada a  estas
ocorréncias'®*®. Sua capacidade de sobrevivéncia neste
meio pode ser explicada pelas suas poucas necessidades
nutricionais e tolerancia a variagdo de condi¢oes fisicas.
Um exemplo disso é a sua capacidade de proliferacio em
agua destilada e em dguas minerais'.

P aeruginosa é um dos principais agentes de
infeccdo em individuos imunodeprimidos, raramente
afetando individuos sadios. Portanto, sua patogénese deve
ser discutida no contexto de uma infec¢io oportunista,
sendo necessdria a existéncia de quebra de barreiras ou de
defeitos especificos de alguns dos mecanismos de defesa
imunoldgica'. Sua importancia clinica estd baseada na
dificil erradicagao da infeccdo e continuos fracassos
terapéuticos, consequéncia direta da ampla expressdo de

fatores de viruléncia, assim como a resisténcia natural e
adquirida a muitos antibidticos e desinfetantes'.

O objetivo deste estudo foi relatar a presenga
de P. aeruginosa em amostras de agua tratada utilizadas
na solugdo de dialise em Unidades de Terapia Renal
Substitutiva (UTRS) localizadas em quatro municipios
da regido noroeste do estado de Sao Paulo, e analisar o
perfil de suscetibilidade aos agentes antimicrobianos das
cepas isoladas.

MATERIAL E METODOS

No periodo de 2000 a 2009, foram analisadas 508
amostras de agua tratada para solucdo de dialise de oito
UTRS pertencentes aos municipios de Sao José do Rio
Preto, Catanduva, Votuporanga e Fernanddpolis. As coletas
foram realizadas pelos respectivos 6rgdos municipais de
Vigilancia Sanitaria (VISA) e pelo Grupo de Vigilancia
Sanitiria de Sdo José do Rio Preto-SP (GVS XXIX)
obedecendo, inicialmente, a uma programagao instituida
pelo Centro de Laboratério Regional do Instituto Adolfo
Lutz - Sdo José do Rio Preto - X (CRL-IAL-SJRP-X) e VISA
de Séo José do Rio Preto estendendo, posteriormente, por
meio do Programa Estadual de Monitoramento da Agua
Tratada para Hemodidlise do Estado de Sao Paulo, aos
demais municipios da regido.

As coletas das amostras de agua ocorreram em
pontos de pds-tratamento e/ou na rede de distribuicao
das UTRS localizadas nas salas brancas e/ou amarelas,
ressaltando que nao foram realizadas coletas simultaneas
nos trés pontos citados.

As amostras coletadas foram encaminhadas ao
CRL-TAL-SJRP-X e submetidas a pesquisa dos pardmetros
previstos na legislacdo vigente'® (bactérias do grupo
coliforme e bactérias heterotrdficas), além da pesquisa
de P. aeruginosa (parametro nao previsto) de acordo com
o Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (2005)"7 Os isolados de P. aeruginosa foram
identificados segundo o critério apresentado pelo Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology (2005)".

Do total de cepas confirmadas como P. aeruginosa,
38 (88,4%) foram submetidas ao teste de disco-difusdo
(método de Kirby e Bauer)” frente aos seguintes
antimicrobianos: ceftazidima (30 pg), gentamicina (10
ug), tobramicina (10 pg), piperacilina-tazobactam (100/10
ug), amicacina (30 pg), aztreonam (30 pg), cefepime (30
ug), ciprofloxacina (5 pg), levofloxacina (5 pg), imipenem
(10 pg), meropenem (10 pg), ticarcilina-acido clavulanico
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(75/10 pg). A leitura e interpretacdo dos resultados foram
realizadas de acordo com o Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2011)%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No Brasil,ap6soacidenteem Caruaru (PE) ocorrido
em 1996, onde 52 pacientes em terapia renal foram a 6bito
pela contaminagdo da agua utilizada para hemodialise
por toxinas de cianobactérias, o Ministério da Satde
estabeleceu normas de funcionamento a serem cumpridas
pelas Unidades de Didlise, por meio da Portaria GM/MS
n° 2042 (1996) e atualmente regulamentada pela Resolucdo
RDC n° 154 de 15/06/2004 da ANVISA, republicada
em 31/05/2006, sendo posteriormente modificada em
14/02/2011 pela Resolugdo RDC ANVISA n° 6*'. Nesta
Resolugio, inclui-se também, o controle da qualidade da
agua tratada utilizada na preparagdo da solugdo de didlise,
um dos principais veiculadores microbianos no sistema de
dialise devendo assim, ser rigorosamente monitorada, no
intuito de prevencido de complicacdes para os pacientes.

Ressalta-se que, nas normas citadas nio foi
incluida a pesquisa de P. aeruginosa, lembrando que o
género bacteriano mais frequentemente isolado em aguas
tratadas para didlise, solu¢do dialisadora e dialisato tem
sido Pseudomonas>'** e que sua presenca esta relacionada
a ocorréncia de endotoxinas bacterianas e a possibilidade
de formacéo de biofilmes®, representando, portanto, riscos
a saude dos pacientes que necessitam do tratamento.

Os resultados deste estudo revelaram que no
periodo de 2000 a 2009, 43 (8,5%) das 508 amostras de
agua de dialise analisadas apresentaram-se contaminadas
por P. aeruginosa. A distribuicdo destas amostras, por
UTRS, encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1. Distribuicio, por UTRS, do total de amostras analisadas e
de amostras contaminadas por P. aeruginosa

Total de amostras
UTRS . Contaminadas por P. aeruginosa
Analisadas >
N°. %
A 150 25 16,7
B 130 10 7,7
C 71 3 5,5
D 142 3 2,1
E 1 25,0
F 3 1 33,3
G 0 0
H 3 0 0
Total 508 43 8,5
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O indice de detecao de P. aeruginosa, neste estudo,
foi menor do que o encontrado por Montanari et al.**, que
isolaram este agente em 25 (28,4%) das 88 amostras de agua
coletadas apds tratamento de osmose reversa em uma UTRS
no interior do estado de Sdo Paulo, no periodo de 2004 a
2006. Simdes e Pires* em estudo de duas UTRS do municipio
de Campinas isolaram P. aeruginosa em 19 (9,5%) das 200
amostras analisadas, sendo que destas, 15,8% foram isoladas
de agua tratada nao adicionada de sais. Reis et al.* isolaram
P aeruginosa em 19 (14,1%) das 135 amostras de agua de
diferentes pontos das UTRS da rede publica e privada do
Distrito Federal. Ferreira® isolou 56 cepas de P. aeruginosa
de amostras de agua provenientes de clinicas de dialise do
estado do Rio de Janeiro no periodo de 2004-2008.

Apesar das UTRS A, B e D apresentarem niimeros
aproximados de amostras analisadas, houve significativa
diferenca de qualidade da agua quanto a presenca de
P. aeruginosa, sendo a unidade A, aquela que apresentou
0 maior percentual de amostras contaminadas (16,7%),
contrastando com a unidade D, que teve 2,1% de
positividade. A detecgdo deste micro-organismo ¢ de
grande importincia em satude publica tendo em vista sua
capacidade de sobrevivéncia, a frequente multirresisténcia
aos agentes antimicrobianos e a implicagdo em reagdes
pirogénicas e em surtos de bacteremia.

Do total de amostras com contaminacdo por
P aeruginosa, 27 (62,8%) apresentaram-se satisfatorias,
segundo a legislagdo vigente, quanto a contagem de bactérias
heterotroficas (CBH), ou seja, menor ou igual a 200 UFC/mL
e 16 (37,2%) apresentaram-se insatisfatdrias (acima de 200
UFC/mL), cuja variagdo encontrada foi de 2,1x10* a 3,2x10*
UFC/mL, conforme demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2. Nivel de contaminagio, por bactérias heterotréficas, das
amostras de agua de dialise com presenca de P. aeruginosa

Nivel de contaminaciao UTRS Total
por bactérias
heterotroficas A B C D E F Ne. %
(UFC/mL)
0a2,0x10? 159 0 2 1 0 27 62,8
2,1x10%a9,9 x 10* 5 1 1 1 0 1 9 20,9
1,0x10*°a9,9x 10° 0 2 0 0 0 6 14,0
1,0x 10*a 3,2 x 10* 0O 0 0 0 O 2,3
Total 25 10 3 3 1 1 43 100

De acordo com a Resolugdo RDC 154 da ANVISA,
a contagem de bactérias heterotroficas constitui parametro
microbioldgico de avaliagdo da qualidade da dgua de dialise
permitindo dimensionar a populacéo bacteriana e indicar
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suas condi¢des higiénicas. Destacando-se a UTRS A que
apresentou o maior numero de isolamento de P, aeruginosa,
verifica-se que 40,0% das amostras encontravam-se fora do
padrao legal para CBH. Ressalta-se que, das 18 amostras
com presenca de P. aeruginosa oriundas da sala branca
desta mesma unidade, 9 (50,0%) apresentaram CBH
acima do limite estabelecido e dessas, 55,6% acima de 1,0
x10°UFC/mL, atingindo niveis de até 3,2 x 10*UFC/mL.

Embora P aeruginosa nao tenha sido
quantificada nas amostras analisadas no presente estudo,
mas considerando sua inclusaio na CBH e, ainda, a
possibilidade de representar grande parte da populagao
bacteriana encontrada, tornam-se preocupantes estes
achados laboratoriais na dagua tratada utilizada nas
solugdes de didlise.

A elevada contaminacéo bacteriana pode estar
relacionada a qualidade da agua de alimentagdo, embora
seja mais associada a eficacia do processo de desinfecgao e
manutencaodosistemadetratamentoedistribuicaodaagua
tratada®*?!, ressaltando a possibilidade de rompimento da
membrana de osmose reversa, o que permite a passagem
de micro-organismos e endotoxinas**?'. Estudos
demonstraram que os excessivos niveis de bactérias no
dialisato (agua adicionada de sais) sao responsaveis por
reagdes pirogénicas e bacteremia, sendo a endotoxina,
derivada de bactérias Gram negativas, capaz de penetrar
na membrana semipermeavel do dialisador®.

Tabela 3. Distribui¢io de amostras com presenca de P. aeruginosa,
por ponto de coleta, nas UTRS

Total de amostras com presenca de P. aeruginosa

UIRS Pos- tratamento  Sala amarela Salabranca Total
A 7 - 18 25
B 1 7 2 10
C 1 2 0 3
D 1 0 2 3
E 0 0 1
F 0 0 1 1
Total 10 (23,3%) 9(20,9%) 24 (55,8%) 43

Pode-se observar na Tabela 3, a distribuicdo
dos isolados de P. aeruginosa em amostras coletadas em
pontos pods-tratamento, indicando possiveis falhas no
processo de tratamento e distribui¢ao da agua. A escolha
do tipo de sistema de tratamento da agua é de vital
importancia nas unidades de dialise, nao significando que
a melhor alternativa seja a solu¢ao de todos os problemas
relacionados a sua qualidade, pois a manutencio e
monitoramento do sistema sdao fundamentais®.

Nota-se que 41,9% e 16,2% do total de isolamentos
ocorreram na sala branca da UTRS A e na sala amarela
da UTRS B, respectivamente, indicando a vulnerabilidade
dos pacientes, nelas tratados, aos agravos decorrentes
dessa contaminac¢io. Ressalta-se que, na sala amarela sao
tratados os pacientes portadores de hepatite B, portanto
com possibilidade de maior comprometimento da satde.

Na UTRS A, em 14 dias no decorrer do periodo
analisado foram coletadas amostras, simultaneamente, nos
pontos de pos-tratamento e na sala branca, sendo que em
seisdas 14 coletas distintas houve detec¢do do concomitante
de P, aeruginosa, ocorrendo quatro episddios em 2004 e dois
em 2005. Nas demais unidades de tratamento, ndo houve
deteccao simultanea de P. aeruginosa nos diferentes pontos
amostrados. Este fato ocorrido na UTRS A demonstra a
disseminacao deste agente ao longo do sistema e/ou um
possivel problema de integridade das membranas de
osmose reversa. A dissemina¢do de bactérias ocorre,
particularmente, quando as medidas basicas de prevengio
e controle ndo sdo respeitadas®. Nas demais datas de coleta,
a contaminac¢io ocorreu isoladamente, apenas no ponto de
pos-tratamento (uma coleta) e na sala branca (12 coletas)
indicando, neste ultimo caso, a possibilidade, entre outras,
de formagéo de biofilme.

A mesma situac¢do pode ter ocorrido na UTRS B,
onde em todas as coletas que incluiram amostras positivas
para P. aeruginosa na sala branca ou na amarela, também
foram obtidas amostras do ponto pos-tratamento que, na
analise, revelaram resultado negativo para este agente.

A Figura 1 apresenta a distribui¢do anual dos
isolados de P aeruginosa nas amostras analisadas.
Observa-se que, 23 (53,5%) deles ocorreram no ano
de 2004, constituindo o ano de maior isolamento nas
UTRS A, B e D, ressaltando que na URTS A, 8 dos 15
isolamentos foram procedentes de dois diferentes pontos
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Figura 1. Distribui¢do anual de amostras com presenca de
P. aeruginosa, por UTRS
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(pos-tratamento e sala branca) coletados em quatro
datas distintas. Nos anos de 2001, 2006 e 2007 nao houve
isolamento em nenhuma das UTRS analisadas.

Nos udltimos anos, a resisténcia antimicrobiana
passou a ser considerada fenémeno ecolégico global,
onde micro-organismos e genes de resisténcia movem-se
facilmente entre os quatro maiores ecossistemas: solo;
agua; corpo humano; e animais. O ambiente aquatico
é considerado o principal disseminador de bactérias
resistentes. A distribuicdo geografica de genes de
resisténcia neste ambiente tem sido investigada em todos
os continentes, indicando o papel destes compartimentos
ambientais como reservatorios®.

Dos 43 isolados de P aeruginosa, 38 foram
submetidos ao teste de suscetibilidade aos antimicrobianos,
sendo 36 (94,7%) sensiveis a todos antibidticos testados.
No ano 2000, foi identificada a resisténcia intermedidria a
gentamicina em um (2,6%) isolado de amostra oriunda da
sala amarela da unidade B. Na mesma unidade, em 2004,
foi detectada resisténcia a dois antibidticos, aztreonam e
ticarcilina/dcido clavulanico, em apenas uma (2,6%) cepa
de P. aeruginosa, procedente também da sala amarela.

Ressalta-se que no mesmo momento destas
coletas, também foram obtidas para andlise amostras
do ponto de pods-tratamento de osmose reversa, todas
com resultado negativo para pesquisa de P. aeruginosa.
Analisando este fato, é provavel que, nas duas ocasides
onde foram detectadas cepas resistentes, houvesse
formacao de biofilme na tubulagdo desta sala de
tratamento com possivel disseminacio de bactérias
resistentes entre os pacientes em tratamento.

Os biofilmes sio os maiores responsaveis
pela contaminagdo da agua tratada para didlise, com
consequéncias para saide publica, associadas a custos
elevados®. O controle da formacio de biofilmes é uma
grande preocupac¢do, uma vez que o seu desprendimento
causa aumento dos niveis de endotoxinas permeaveis
as membranas utilizadas no processo de purificacio do
sangue dos pacientes podendo causar uma série de quadros
clinicos e até morte. O seu controle pode ser direcionado
pela desinfecgao com biocidas, biodispersantes, tecnologia
enzimaticas e pela minimizacao do nutriente limitante®>*.

Cabe ressaltar que as cepas de bactérias resistentes
a multiplos antibidticos nido apresentam maior potencial
de transmissibilidade ou viruléncia quando comparada as
cepas sensiveis, entretanto, as infec¢des envolvendo agentes
multirresistentes apresentam opgdo terapéutica restrita®.
O uso de antibidticos induz a pressdo seletiva sobre as

546

cepas bacterianas, favorecendo a preservacio daquelas que
apresentam resisténcia em relagao as sensiveis®.

A resisténcia apresentada pela P. aeruginosa neste
estudo é baixa quando comparada aos resultados de
outros autores. Borges et al.*” revelaram resisténcia entre
6,7% e 80,0% das cepas frente aos 11 antimicrobianos
testados, sendo 13,3% a ticarcilina/acido clavulanico e
33,3% a gentamicina e Arvanitidou et al.** encontraram
6,0% a 100% de resisténcia em isolados de P. aeruginosa
entre 8 antimicrobianos testados, embora ambos tenham
analisado também amostras de dialisato.

CONCLUSAO

A detecgao de P. aeruginosa em 8,5% das amostras
de agua tratada para dialise revela o risco que os pacientes
sdo expostos quando submetidos a esse tratamento e
ressalta a importincia da adogdo de medidas de controle
e ac¢des voltadas a satde do paciente renal cronico.

Considerando as implicagdes da P aeruginosa
em sadde publica, a inclusdo da sua pesquisa nos padroes
de qualidade da agua para dialise constitui uma medida
necessaria onde, por meio de monitoramento sistematico,
a sua presenca pode revelar possiveis deficiéncias no
controle da rede de distribui¢do da agua nas unidades e
promover a implementacao da manutencao do sistema.

Obaixoindicederesisténciabacterianaencontrado
(5,2%) pode ser atribuido ao fato das amostras analisadas
serem de origem ambiental e ndo humana, as quais estariam
mais sujeitas ao isolamento de cepas multirresistentes em
decorréncia da pressio seletiva causada pelo maior contato
com drogas antimicrobianas.
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