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RESUMO

No Brasil, 90% dos pacientes renais cronicos dependem dos procedimentos de hemodialise para remover produtos de
degradacdo metabolica, excesso de agua e de sais minerais do organismo, e para restaurar o equilibrio acido-base e
eletrolitico. A agua ¢ o principal componente do tratamento por dialise e suas qualidades quimica e microbioldgica sdo
essenciais para evitar riscos adicionais ao paciente. As solugdes para dialise 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 reagdes pirogénicas. Este estudo teve por
objetivo verificar a ocorréncia de bactérias Gram-negativas nio fermentadoras de glicose em 97 amostras de agua
tratada para dialise e 27 amostras de dialisatos, avaliadas entre junho de 2005 e dezembro de 2006 . As bactérias Gram-
negativas ndo fermentadoras de de glicose foram detectadas em 29,6% das amostras de dialisatos e em 49,5% das
amostras de agua tratada. Nove espécies foram isoladas e identificadas, sendo a mais freqiiente o complexo Burkholderia
cepacia (59,0%), seguido de Stenotrophomonas maltophilia (13,1%).
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ABSTRACT

In Brazil, 90% of patients with renal failure depend on the hemodialysis procedures in order to remove the metabolic
degradation products, water and mineral salts excesses from the organism, restoring the electrolyte and acid-base balance.
Water is the main component of the dialysis therapy, and its chemical and microbiology quality is essential to avoid
additional risks to patient. Dialysis solutions and equipments provide suitable environments for the microbial growth,
particularly Gram-negative bacteria. In addition to bacteremia, Gram-negative microorganisms can be related to pyrogenic
reactions. The objective of this study was to investigate the occurrence of non-fermenting Gram-negative bacteria in 97
dialysis water samples, and 27 dialysates analyzed from June 2005 to December 2006. Non-fermenting Gram-negative
bacteria were detected in 29.6% of dialysates and in 49.5% of treated water samples. Nine bacteria species were isolated
and identified; the Burkholderia cepacia complex was the most frequent (59.0%), followed by Stenotrophomonas
maltophilia (13.1%).
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INTRODUCAO

A insuficiéncia renal, que corresponde a diminuigdo da
capacidade dos rins para eliminar substancias toxicas presentes
no sangue, tem como causas principais, no Brasil, diabetes,
hipertensao arterial, inflamagdes e infec¢des dos rins.

Levantamentos estatisticos realizados pela Sociedade
Brasileira de Nefrologia indicam progressido anual no numero
de pacientes renais cronicos no pais: 59.153 pacientes em 2004,
65.121, em 2005 ¢ 70.872, em 2006; aproximadamente 90%
destes pacientes (64.306 pacientes, em 2006) dependem do
procedimento de hemodidlise, que corresponde a um processo
artificial que visa repor as fungdes renais de remogio de
produtos de degradagdo metabdlica, o excesso de agua e de
sais minerais do organismo e, estabelecer uma nova situagao
de equilibrio.

O tratamento dialitico, que modificou o prognoéstico dos
pacientes com insuficiéncia renal cronica, ¢ também responsavel
por complicagdes, cuja intensidade e freqiiéncia sdo cada vez
mais descritas'>.

Na hemodialise, o fluido de dialise ou dialisato ¢
utilizado para facilitar a normalizagdo do balango eletrolitico
¢ a remocdo de substancias toxicas de baixo peso molecular
presentes no plasma. O dialisato consiste principalmente de
agua tratada, misturada com solugio concentrada de eletrolitos,
tampao ¢ glicose!.

Até a década de 70, a dgua potavel era utilizada na
hemodidlise; entretanto, evidenciou-se correlagdo entre os
contaminantes na dgua potavel ¢ os efeitos adversos do
procedimento', sendo necessaria a utilizagio de tratamentos
complementares, com a finalidade de adequar as caracteristicas
fisico-quimicas e¢ microbioldgicas da dgua potavel a sua
aplicacio em procedimentos dialiticos.

Em geral, os sistemas de tratamento de agua incluem
filtros primarios, abrandadores, filtros de carvao ativado,
deionizadores e osmose reversa, cuja eficiéncia depende da
capacidade do equipamento, da natureza e origem geografica
da agua a ser tratada, além de variacoes sazonais'”’. Embora a
escolha do tipo de sistema de tratamento da dgua seja crucial,
¢ um erro supor que a melhor escolha significa que todos os
problemas relacionados a qualidade da dgua estio resolvidos,
pois a qualidade depende também da manutencdo e
monitoramento do sistema.

Considerando que cada paciente ¢ exposto indiretamente
a aproximadamente 120 litros de 4gua a cada sessdo de
hemodidlise, com duracdo média de 3 a 4 horas, a qual ¢

realizada trés vezes por semana e, que a barreira entre o sangue
do paciente ¢ o dialisato ¢ realizada por uma membrana semi-
permeavel, a qual pode permitir acesso direto dos contaminantes
para o sangue do paciente', verifica-se que a qualidade quimica
¢ microbioldgica da dgua utilizada para didlise ¢ essencial para
evitar riscos adicionais ao paciente®*>810,

Entre janeiro de 1980 ¢ junho de 1999, o “Center for
Diseases Control and Prevention” (CDC) investigou 16 surtos
de bacteremia ou reacgdes pirogénicas em pacientes submetidos
a hemodidlise, sendo que foi relatado a ocorréncia de cinco
surtos relacionados ao inadequado tratamento de dgua e trés
surtos relacionados a contaminagio dos dialisatos’.

Varios fatores contribuem para a ocorréncia de
contaminagio microbiana em sistemas de tratamento de dgua
para dialise: a) todos os componentes do sistema permitem o
desenvolvimento microbiano, particularmente de bactérias
Gram-negativas, entre as quais podem ser citadas espécies de
Enterobacter, Pseudomonas, Burkholderia e
Stenotrophomonas>®'> e de micobactérias nao
tuberculosas>**1>!*; b) a presenca de microrganismos, nutrientes
organicos e pH, associados a fatores fisicos (pontos cegos, baixo
fluxo ou areas de estagnacdo de agua) favorecem a formagao
de biofilmes em todo o sistema de tratamento e distribui¢io de
agua tratada, ¢ também no circuito hidrdulico da maquina de
dialise!>*711-1%; ¢) biofilmes facilitam a persisténcia microbiana
no sistema, mesmo apds procedimentos de sanitizacio e
desinfecgdo, e atuam como fonte de bactérias, endotoxinas,
fragmentos de endotoxinas ¢ polissacarideos, que sdo liberados
na agua e aumentam o risco de ocorréncia de bacteremia e
reagdes pirogénicas'>>7 101115,

Ao lado de doencas cardiovasculares, as infec¢des sdo
as principais causas de morte em pacientes dialiticos>>'> ¢
o reconhecimento do risco potencial que representava a
qualidade da dgua utilizada nos tratamentos dialiticos fez com
que varios orgios e comissdes estabelecessem critérios e
normas para a especificacdo da agua a ser utilizada. Dentre
estas normas, cita-se as definidas na “European
Pharmacopoeia™, as sugeridas pela “Association for the
Advancement of Medical Instrumentation” (AAMI)**47 ¢, no
Brasil, os critérios de qualidade estabelecidos na Resolucio
RDC n°154/2004'¢ (Tabela 1).

Os critérios de qualidade referentes a carga microbiana
presente na agua tratada estdo relacionados a ocorréncia de
bacteremias e reacdes pirogénicas. Teoricamente, a membrana
intacta do dialisador deve prevenir a passagem de bactérias do
dialisato para o sangue do paciente, porém casos de bacteremia

Tabela 1. Parametros microbiologicos para dgua tratada para dialise.

Norma Bactérias heterotroficas Endotoxina bacteriana Coliformes totais
AAMI 200 UFC/mL 2 EU/mL _
European Pharmacopoeia 100 UFC/mL 0,25 EU/mL _
Resolugdo RDC n°® 154/2004 200 UFC/mL 2 EU/mL Auséncia (em 100 mL)
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podem ocorrer se houverem defeitos na integridade da membrana,
se o nivel de contaminagdo microbiana for elevado ou por
contaminacdo durante o processo de reuso dos dialisadores™>*'°.
Além disso, altas cargas microbianas podem estar associadas a
elevado contetido de endotoxinas bacterianas, as quais podem
interagir com monocitos através da membrana do dialisador e
estimular a liberagdo indireta de citocinas ou podem atravessar a
membrana ¢ estimular diretamente uma resposta imune>*'%!,

Considerando que bactérias Gram-negativas sao as principais
responsaveis pela ocorréncia de endotoxinas bacterianas, verifica-
se o diferencial nos critérios de qualidade estabelecidos pela
legislacdo brasileira quanto a pesquisa de bactérias do grupo dos
coliformes totais, as quais correspondem a cerca de 20 espécies de
bactérias Gram-negativas, entéricas ¢ ndo entéricas, nio
esporogénicas, aerdbias ou anaerobias facultativas, capazes de
fermentar lactose com producio de gas, em 24 a 48 horas a 35°C.
Entretanto, a legislacio brasileira falha ao nao considerar a presenca
debactérias Gram-negativas ndo fermentadoras, como Pseudomonas
aeruginosa, cuja presenca esta relacionada a ocorréncia de
endotoxinas bacterianas e a possibilidade de formagdo de biofilmes.

Os riscos decorrentes da presenca de Pseudomonas
aeruginosa ¢ outras bactérias Gram-negativas nio fermentadoras
em agua tratada para dialise foram considerados neste estudo, que
teve por objetivo verificar a ocorréncia destes microrganismos em
amostras de 4gua tratada para didlise e dialisatos, de diversas clinicas
de didlise do Estado de Sao Paulo, avaliadas entre junho de 2005 e
dezembro de 2006.

METODOS

Foram analisadas 27 amostras de dialisatos ¢ 97 amostras
de dgua tratada para didlise, das quais 31 amostras foram coletadas
apos o sistema de tratamento; 24 amostras, na entrada da maquina
de dialisc ¢ 42 amostras, na sala do reuso.

A coleta foi realizada segundo recomendacdes da “American
Public Health Association” (APHA)"?, em frascos estéreis com 300
mL de capacidade. Antes da amostragem, o ponto de coleta foi

desinfetado com alcool 70% e a dgua foi mantida em escoamento
por 3 a 5 minutos; somente apos este periodo foi realizada a coleta.
As amostras foram mantidas sob refrigeragio durante seu transporte
ao laboratorio e submetidas a andlise microbioldgica imediatamente
apos seu recebimento. Somente foram submetidas as analises as
amostras recebidas, no maximo, até 12 horas apos a coleta.

Para a pesquisa de bactérias Gram-negativas nio
fermentadoras, foi utilizada técnica recomendada pela APHA" para
a pesquisa de Pseudomonas aeruginosa em aguas: 100mL da
amostra foram adicionados a 100mL de Caldo Asparagina,
concentragdo dupla, e incubados a 37°C por 48 horas. Apds o periodo
de incubacdo, foram efetuados repiques em Agar Verde Brilhante,
Agar Cetrimide e Agar Leite, incubados a 37°C por 48 horas. A
identificagio presuntiva dos isolados foi realizada em Meio Rugai e
Araujo modificado’®, enquanto a confirmagio foi realizada em
sistema de identificacio bioquimica API 20NE.

RESULTADOS

Neste estudo, bacilos Gram-negativos nio fermentadores
foram detectados em 08 amostras (29,6%) de dialisatos ¢ em
48 amostras (49,5%) de agua tratada. Com relacio as amostras
de 4gua tratada, verificou-se a presenga destes microrganismos
em 15 amostras (48,4%) coletadas na saida do tratamento, 10
amostras (41,7%) coletadas na entrada da maquina de dialise ¢
em 23 amostras (54,8%) coletadas no reuso. Nove espécies de
bacilos Gram-negativos ndo fermentadores de glicose foram
isolados ¢ identificados, sendo apresentada, na Tabela 2, a
frequéncia de detec¢do em fungio do tipo de amostra analisada.

O complexo Burkholderia cepacia foi o mais
frequentemente isolado, seguido de Stenotrophomonas
maltophilia, que representaram 72,1% de todos os isolados
obtidos e detectados em todos os pontos de coleta. O complexo
Burkholderia cepacia foi o mais prevalente em todos os tipos
de amostras, seguido de Stenotrophomonas maltophilia e
Ralstonia pickettii, em agua tratada e de Pseudomonas
JSluorescens, em dialisatos.

Tabela 2. Bacilos Gram-negativos ndo fermentadores isolados em amostras de agua tratada para didlise e dialisatos.

Microrganismo N° de amostras positivas
Agua tratada Dialisato Total
Saida Tratamento Entrada Maquina Reuso

Complexo Burkhoderia cepacia 10 5 16 5 36
Stenotrophomonas maltophilia 2 2 3 1 8
Ralstonia pickettii 2 0 2 0 4
Pseudomonas aeruginosa 0 1 1 1 3
Pseudomonas fluorescens 0 0 1 2 3
Pseudomonas putida 0 1 1 0 2
Alcaligenes xylosoxidans 1 0 2 0 3
Alcaligenes faecalis 1 0 0 0 1
Brevundimonas vesiculares 0 1 0 0 1
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DISCUSSAO

Bactérias Gram-negativas, como Pseudomonas spp,
Escherichia coli e Enterobacter spp, foram isoladas em amostras
clinicas e em agua tratada e dialisatos associados a ocorréncia de
surtos de infecgdo™. Estudos bacteriologicos efetuados nestas
amostras indicam que os géneros Pseudomonas € Stenotrophomonas
sdo mais frequentemente isolados™'"'?, embora Burkholderia spp,
Comamonas spp, Acinetobacter spp, Flavobacterium spp,
Alcaligenes spp e Xantomonas spp possam também estar
presentes>”!,

Considerando que bactérias Gram-negativas nio
fermentadoras podem se desenvolver rapidamente em aguas,
inclusive quando tratadas por deionizagio, destilacdo ¢ osmose
reversa®'®!%; que estes microrganismos podem ser responsaveis pela
ocorréncia de bacteremias e endotoxemias em hemodidlises, mesmo
quando os niveis de contaminac¢do microbiologica da 4gua tratada
estdo em conformidade com padrdes estabelecidos™'*!? € que a agua
tratada e dialisatos podem ser reservatorios para varias espécies de
Pseudomonas e outros bacilos Gram-negativos, ¢ necessario
aprimorar 0 monitoramento microbiolégico da agua tratada a fim
de se conhecer as espécies potencialmente patogénicas que possam
estar presentes entre a populagio bacteriana e estabelecer estratégias
de controle da contaminagio do sistema que atuem sobre este grupo
de bactérias.

Muitos surtos associados a didlise demonstram o potencial
de morbidade e mortalidade relacionado as infecgdes em pacientes
dialiticos, sendo que muitos destes surtos poderiam ter sido evitados
pelo uso de adequado tratamento de agua, eficiente desinfecgio do
sistema de tratamento e de maquinas de dialise, pela adesao a rigidos
protocolos de reprocessamento de dialisadores € por rigoroso
monitoramento da qualidade da 4gua tratada.

Sendo um importante componente no tratamento dialitico,
a escolha do tipo de sistema de tratamento da 4gua ¢ importante,
mas a melhor escolha ndo garante a qualidade da 4gua, que também
depende da manutengdo ¢ monitoramento do sistema.

Os resultados obtidos neste estudo, associado ao
reconhecimento do papel da qualidade da agua para a prevencgio de
riscos a pacientes dialiticos, conduzem a necessidade de que os
padrdes microbiolégicos ¢ de endotoxinas na dgua tratada sejam
revistos ¢ adotados parametros adequados quanto a presenca de
microrganismos indicadores, como Pseudomonas spp € outras
bactérias Gram-negativas ndo fermentadores.
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