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RESUMO. Foram analisadas amostras de agua e de dializados coletados de diferentes pontos do sistema
de hemodialise de um Centro de Hemodidlise de um hospital de Campinas, Sao Paulo, Brasil, ap6és um
surto de bacteriemia ocorrido em setembro de 1996. As amostras foram submetidas a contagem de
bactérias heterotroficas e pesquisa de coliformes totais, assim como foram realizadas as hemoculturas
dos pacientes com bacteriemia. As cepas isoladas e identificadasPseomiomonas aeruginosa

foram submetidas a sorotipagem e a piocinotipagem e, naquelas pertencentes ao mesmo sorotipo e
piocinotipo, procurou-se determinar o perfil de sensibilidade aos agentes antimicrobianos e o ribotipo.
Quanto a pesquisa éseudomonas80% das amostras correspondentes a segunda coleta foram positivas

e em todas as amostras referentes a terceira coleta foram isBEmlatomonas aeruginosai
Bulkholderia cepaciaApenas uma cepa dRaeruginosale agua pertencia aos mesmos sorotipo (015)

e piocinotipo (P10) daqueles obtidos dos pacientes. A compatibilidade genética das amostras das duas
origens, verificada pela ribotipagem, sugere um veiculo comum na propagac¢édo da infecgéo.

PALAVRAS-CHAVE. Hemodiélise; dgua; bacteriemiBseudomonas aerugingsaorotipagem;
piocinotipagem; ribotipagem.

INTRODUCAO reacBes pirogénicas e/ou bacteriemias, quase sempre associa-
das a reutilizacdo de dializaddr&s
Pacientes renais cronicos submetidos ao processo de Bacilos Gram negativos, principalmermseudomonas
hemodialise estdo mais expostos a contaminagdo da aguaeluginos®, tém sido freqlientemente associados a ocorrén-
gue a populac¢éo normal, resultando assim no risco de apresetitarde surtos de bacteriemias por fluidos de diélise conta-
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minados, onde a desinfec¢do inadequada do sistema de tr@izadro 1. Localizacdo dos pontos de coleta das amostras no
mento da 4gua e da maquina de didlise representam a pringgesiodo de setembro a outubro de 1996
causa na maioria dos suffd

Neste trabalho é relatado um surto de bacteriemia d;gtggdiggogeta gmogtfas e pO”Ati’S de coleta
. . .09. ua do pogo —
Pseudomor_1as aerugmqsac_:p_rndo em setembro de _1996, Agua da rede municipal — A2
em uma unidade de hemodialise de um hospital localizado em Agua do reservatério (agua da rede municipal+agua
Campinas, Sao Paulo. do pogo) — A3
25.09.1996 Méaquina 1 — A4*
Maquina 2 — A5
MATERIAL E METODOS Maquina 3 — A6

Maquina 4 — A7
Maquina 5 — A8
Maquina 6 — A9

1. Caracterizagdo do surto Magquina 7 — A10

O Centro de Hemodidlise é uma das unidades de um Méaquina 8 — All
hospital geral, localizado em Campinas, Sao Paulo e constituido Maquina 9 — A12
de trés salas, sendo duas destinadas aos pacientes com soro- Maquina 10 — A13
logia negativa para HBsAg e a outra para pacientes c@h10.1996 Agua da saida do reservatorio — Al4
sorologia positiva para HBsAg. O surto teve inicio em 11 de ﬁgﬂg gg'l‘zgfiz zrr']ttiss %Zi”rf[f‘:daad;arﬁgsﬁ?salg - ﬁig
setembro de 1996, quando trés pacientes, de distintas salas, Agua da capsula de filtro da maquina 5 — A17
evidenciaram sinais de bacteriemia durante a hemodialise. Em Agua da céapsula de filtro da maquina 10 — A18

16 de setembro, a equipe de Vigilancia Epidemiolégica local. . .
P P . * dialisados das maquinas

voltou a relatar a ocorréncia de véarios casos de bacteriemia

nesta unidade, sendo indicada a realizacdo da analise da 4gua

que abastecia o Centro de Didlise. A Gltima andlise da agbtemocultura

datando de maio/1996 apresentava contagem de microrga- DS 11 amostras de sangue coletadas, 3 foram processa-

nismos acima do padrdo. Casos de bacteriemia continuarga"?‘ﬁ no Laboratério do préprio hospital e 8 foram encaminhadas

mesmo apds a revisdo realizada pela empresa responsavel f2igetor de Bacteriologia do Laboratorio Regional de Campi-

sistema de tratamento da 4gua que abastecia a unidade. Né&taAS hemoculturas foram realizadas seguindo os procedi-

data, 16 de setembro, foram coletadas amostras de sanguB'gfd0s recomendados pelo Manual de Normas Analiticas do

11 pacientes um dos quais foi a 6bito. Entre 18 e 19 de setdfstituto Adolfo LutZ®. Todas as cepas isoladas foram encami-
bro, foi realizada uma completa revisdo do sistema de deshfadas ao !_aboratorlo Central para as caracterizacdes fenotipi-
neralizac&o da agua. No entanto, casos de bacteriemia contiffga€ 9enotipica.

ram ocorrendo, razdo pela qual todos os pacientes foram L .

transferidos para outras unidades de hemodidlise da regiac-ACaracterizacao de espécies B

partir de 23 de setembro, a unidade foi interditada e lacrada. ~ AS eSpécieslo géneroPseudomonasoram classifi-

pela Vigilancia Sanitaria e amostras de agua e dos dialisa§gdas segundo o critério apresentado pelo Bergey's Manual
foram coletados nesta data e repetidas em outras datas. ©f Systematic Bacteriology

5.1 Sorotipagem e Piocinotipagem

2. Coleta das amtlar?tdras de dif As cepas bioguimicamente caracterizadas como
Foram recolhidas 18 amostras de diferentes pontos Iggeudomonas aeruginogaram sorotipadas segundo Lanyi

sistema de hemodialise e em diferentes datas, eSpeCiﬁcaéj%%rgaFF e 0s piocinotipos determinados pela técnica descrita
no Quadro 1. por Fyfe et al.

3. Andlise das amostras 5.2 Determinacgdo do perfil de resisténcia aos agentes
Com excecgéo das amostras A17 e A18, as demais foram  antimicrobianos

submetidas a contagem de bactérias heterotroficas, as pesqui- Nas cepas identificadas corRseudomonas aeruginosa
sas de coliformes totais e @seudomonaspp. As analises sorotipo O15, foi determinado o perfil de resisténcia aos seguin-
foram realizadas no Laboratério de Microbiologia Alimentages antimicrobianos (Cecon — Centro de Controle e Produtos
da Secgéo de Bromatologia e Quimica do Laboratorio Regiopalra Diagndstico Ltda., Sdo Paulo, Brasil): amicacina (AM,
de Campinas, seguindo as metodologias cladsitascepas, 30mg), ampicilina (AP, 10mg), carbenicilina (CB, 100mg),
com identificag&o presuntiva Rseudomonas sfpram enca- cefalexina (CX, 30mg), cefalotina (CF, 30mg), cefoperazona
minhadas a Segéo de Bacteriologia — Laboratorio Central, pg@&Z, 75mg), cefoxitina (CO, 30mg), ciprofoxacina (CP, 5mg),
a posterior caracterizacéo. cloranfenicol (CL, 30mg), gentamicina (GN, 10mg), tetraciclina
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(TT, 30mg) e imipenem (IP, 10mg). Utilizou-se a técnica de RESULTADOS
antibiograma recomendado pelo National Committee for
Clinical Laboratory Standaréfls Como controles foram 1. Andlise de amostras de agua e dos dialisados

utilizadas as seguintes cepBseudomonas aeruginogd CC Os resultados das analises das trés coletas estdo apre-
27853 Escherichia coliATCC 25922,Staphylococcus aureus sentadas na Tabela 1. Quanto a pesquig2sdadomonasas
ATCC 25923 eEnterococcus faecali&TCC 29212. amostras Al, A2 e A3 foram negativas e na segunda coleta
(A4 a A13), 80% das amostras revelaram a presenca da bactéria,
5.3 Ribotipagem assim como as cinco amostras (A14 a Al8) da terceira coleta

Cinco cepas dé@seudomonas aeruginogguatro €videnciaramPseudomonas aeruginossou Burkholderia

isoladas de sangue e uma isolada de agua), que apresentéfifcia(Pseudomonas cepagia

as mesmas caracteristicas fenotipicas, foram submetidas a

extracdo de DNA cromossdmico segundo Brenner &tAad. 2. Hemoculturas

amostras de DNA cromossomico purificado foram clivadascom  De quatro pacientes foram isolad@seudomonas

as enzimas de restric&oR| e BanHI, sendo os fragmentos aeruginosa

de restricdo separados por eletroforese em gel de agarose e

transferidos a vacuo para a membranayden Procedeu-se a 3. Caracterizacao fenotipica dePseudomonas aeruginosa
hibridizacdo com a sonda cDNA preparada por transcricdo  As cepas isoladas de sangue pertenciam ao sorotipo
reversa a partir de rRNA O tamanho dos fragmentos foiO15 e ao piocinotipo P10, acrescida de uma cepa isolada de
estimado em relagdo ao tamanho dos fragmentos de DNA&igia que também pertencia ao sorotipo O15 e piocinotipo P10.
Haemophilus aegyptiu8031 clivado com a enzimiacoRl Quanto ao perfil de resisténcia aos antimicrobianos, dessas
(fragmentos com tamanhos variando de 1.5 a 17 kb), utilizadmco cepas, observou-se o0 mesmo padrédo de resisténcia
como referéncia de tamanho molecular. Os tamanhos ddabela 2).

fragmentos foram estimados no programa DNAStar.

Tabela 1.Resultados das analises de amostras de agua coletadas no periodo 23 de Séwedrdubto de 1996, dos diferentes
pontos do sistema de hemodiélise

Amostra Ponto de coleta Pesquisa
CPP(1) Bolores e leveduras Coliformes totais Pseudomonas spp

Al Poco <30UFC(2) < 10 UFC Ausente Ausente
A2 Rede Municipal < 30 UFC < 10 UFC Ausente Ausente

A3 Reservatério (Agua do pogo+agua da rede) < 30 UFC < 10 UFC Ausente Ausente

A4 Méaquina 2.8.1G UFC < 10 UFC 3 UFC P.aeruginosa
A5 Maquina 2 > 3.10UFC < 10 UFC >300 UFC P.aeruginosa
A6 Maquina 3 1.1.1G UFC <10 UFC 18 UFC Ausente
A7 Magquina 4 > 3.10UFC < 10 UFC Ausente P.aeruginosa
A8 Maquina 5 > 3.10UFC < 10 UFC >300 UFC P.aeruginosa
A9 Maquina 6 2.1.1G UFC < 10 UFC >300 UFC P.aeruginosa
Al0 Maquina 7 2.2.1G UFC < 10 UFC >300 UFC P.aeruginosa
All Maquina 8 7.1.1G UFC < 10 UFC >300 UFC P.aeruginosa
Al2 Maquina 9 2.0.1G UFC < 10 UFC >300 UFC P.aeruginosa
A13 Maquina 10 3.2.1G UFC < 10 UFC 132 UFC Ausente

Al4 Saida do reservatério de agua tratada >33URC < 10 UFC 15 UFC B.cepacia
A15 Antes da entrada da maquina 5 > 3.06C < 10 UFC Ausente B.cepacia
Al6 Antes da entrada da maquina 10 > 3.W6C < 10 UFC Ausente B.cepacia
Al7 Cépsula do filtro da méaquina 5 @- - - B.cepacia
Al8 Céapsula do filtro da da maquina 10 - - - P.aeruginosa

(MCPP, contagem padrdo em placa; UFCftinidade formadora de colonia/mPas amostras coletadas correspondem ao dialisado das ma@uesies nao
realizados
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4. Ribotipagem DISCUSSAO

As cinco cepas dB.aeruginosacom as mesmas carac-
teristicas fenotipicas apresentaram um padréo Unico de bandas Os microrganismos freqiientemente associados a conta-
guando as amostras de DNA foram clivadas com aefsgo®l.  minacéo de dialisados e agua utilizada no preparo de fluidos de
A identidade genética destas cepas foi confirmada com a utilizad#dise e na desinfeccdo das maquinas de hemodialise sédo os
de uma segunda enzimBanHI (Figura 1) e os resultados bacilos Gram negativos, particularmerPseudomonas
completos de todos os ensaios realizados foram langcadosaeeuginosa, Burkholderia cepacia, Pseudomonas spp,
Tabela 2. Achromobacter, Moraxella, AcinetobacterStenotrophomonas
dgaltophilia‘ilzvz“.

Tabela 2. Caracteristicas fenotipicas e genotipicas ; Espécies do génemseudomonasstio amplamente

Pseudomonas aeruginogsoladas de sangue e de amostras . . s .
. . . . disseminadas na natureza (sistemas aquaticos doce e marinho,
agua coletadas de diferentes pontos do sistema de hemodialise

superficies de vegetais e solo), facilitada pela sua extraordinaria
versatilidade fisioloégica, podendo se multiplicar mesmo em

Perfil de resisténcia

Material Sorotipos Piocinotipo a0s antimicrobianos Ribotipo égua destiladgit17.30

Sangue 015 P10 APQE.COCXTT EIBL o A raplda mulfuphcagao destes microrganismos nos
Sangue 015 P10 AP@H.COCXTT EIBL ;hallsados z favore_mda pela presenca de elen;grll_tosdqmgncos
Sangue ol P10 APQEL COCXTT EIBL 0 sangue gs Eamer:jtgs|_que éoassan: para osb |r;1 isados durante
Sangue o015 P10 APGEL.COCXTT  EIBL 0 processo de hemodialise. Concentragdes bacterianas seme-
) Ilhantes as obtidas em meios de cultura podem ser observadas
Agua- Amostra A4 07,8 -* - .. . . .

) nos dialisados, representando um risco potencial para pacientes
Agua- Amostra A5 015 P10 APIH ,CO,CX,TT EI1B1

de outras unidad&s2 Pseudomonas aeruginosaconhecida
como um dos mais importantes agentes etioldgicos de infec¢bes
nosocomiais?! propaga-se com facilidade para outros pacientes
imunocomprometidos de diferentes unidades do mesmo
hospital, além de disseminar a resisténcia as dfofas esta
razdo, a “Association for the Advancement of Medical
Instrumentation” (AAMI¥recomenda que a contagem bacteriana

*A determinagdo do piocinotipo e do padrédo de resisténcia e a ribotipagﬁrao deve exceder 2.000 UEC/mL. Por outro lado. recomenda-
foram realizadas somente nas cepaBs#ridomonas aeruginogartencentes ) ) '

ao sorotipo O15. AP, ampicilina; CF, cefalotina; CL, cloranfenicol; CO, cefoxitin®€ duU€ & coptagem_ _baCte”ana nao deve Ser superior a 200
CX, cefalexina; TT, tetraciclina UFC/mL na agua utilizada no preparo de solu¢bes germicidas

Agua- Amostra A7 010 - -
Agua- Amostra A8 04 - -
Agua- Amostra A9 010 - -
Agua-Amostra A10 011 - -
Agua-Amostra A18 07,8 - -
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Figura 1. Ribotipo de cepaBseudomonas aeruginogladas de sangue e de 4gua, obtido apds digestdo do DNEcadin
(2-6) eBanHI (8-12). O marcador de peso molecular (DNAHlaegyptius3031 digerido confEcoRI) estd mostrado em 1 e
7. O perfil de cepas isoladas de sangue correspondem a 2-5 e 8-11, e da cepa isolada da dgua esta mostrado em 6 e 12

54



Pisani, B. et al. Surto de bacteriemiaPseudomonas aeruginosa unidade de hemodialise de um hospital de Campinas, S&o PauldRrBvasil.
Inst. Adolfo Lutz, 59(1/2):51-56, 2000

para a desinfeccao de dializadores, assim como na agua tratateressante observar que uma cepaPdeudomonas
utilizada na preparacao de solucéo de didlise e fluidos de didisguginosacom as mesmas caracteristicas fenotipicas e
e ainda na agua utilizada para lavar os dialisatfores genotipicas também foi isolada do dialisado da maquina 2

Pela inexisténcia de uma legislacéo especifica vigente ffamostra A5), coletada nove dias apos a coleta de sangue
pais, os resultados obtidos nas analises das amostras de agas @acientes. Durante a coleta de dialisados, as maquinas
dos dialisados da unidade onde ocorreu o surto de bacterienéia estavam em funcionamento e haviam sido formolizadas
foram comparados com os padrdes microbiologicos estabelecittés dias antes da coleta.
pela Farmacopéia Britanicaque recomenda que a contagem Bacilos Gram negativos, particularmente aqueles
bacteriana ndo deva exceder amhrorganismos/ml. Somente designados como bactérias da agua como as espécies do género
em 11 de outubro de 1996, entrou em vigor a Portaria 2042 Bleeudomonasembora sejam os mais freqiientes, ndo sdo os
Ministério da Saude, atualmente substituida pela Portaria 82/2.@@cos que representam riscos aos pacientes renais cronicos.
de 03 de janeiro de 2000 que estabelece o Regulamento TécBiaotérias do génerMycobacterium(“nédo tuberculosas”)
para o funcionamento dos servigos e as normas para cadastrantanibém sédo freqiientes em aguas de hemodialise, responsa-
destes servigos ao Sistema Unico de Saude bilizadas inclusive por um surto de bacteriemia ocorrido na

A alta contagem de bactérias nos dialisados de todasGadiférnia, EUAZ,
magquinas, excedendo o limite recomendado pela Farmacopéia Manter um nivel baixo de contaminacédo bacteriana na
Britanicd, demonstra que aquele centro estava processar@tpua que abastece o sistema de hemodialise pode representar
as hemodidlises em condigdes totalmente inadequadas. Segnma maneira de prevenir 0s riscos aos pacientes. Segundo
do Favero et &, fatores que podem estar associados a conterdon et al’, a obtencao de resultados satisfatorios depende
minacao microbiana dos fluidos utilizados em maquinas de rigorosa e sistematica ado¢ao das recomendacdes tais como
hemodialise sdo os métodos de tratamento e distribuigcdoagmnalise rotineira (mensal) de agua tratada utilizada nos proces-
agua e tipos de sistemas de didlise. sos de hemodialise, estabelecimento de um sistema de vigilan-

Os casos de bacteriemia ocorridos neste surto tiveram ativa para reacdes adversas em pacientes submetidos a
uma fonte Unica de contaminacao, como ficou demonstrademodidlise, controle rotineiro das membranas de dialise e
pela caracterizacao das cepasPdeudomonas aeruginosadesinfeccdo mensal do sistema de distribuicdo da agua.
isoladas de sangue. Os marcadores fenotipicos como o A freqlente ocorréncia de surtos, alguns de extrema
sorotipo, piocinotipo e o perfil de resisténcia aos agentgsavidade, levando inGmeros pacientes a 6bito, mostra a
antimicrobianos sugerem uma origem comum para estagortancia do cumprimento da Portaria 82/2000 do Ministé-
cepas. A utilizacdo da ribotipagem, técnica amplamentie da Saude que estabelece os procedimentos que asseguram
utilizada em estudos epidemioldgicos de surtos de infecc@equalidade da Agua empregada em todas as etapas do processo
por Pseudomonaspp16182 demonstra a identidade genéticale didlise, a monitorizacdo dos parametros microbiol6gicos,
das cepas isoladas dos quatro pacientes com bacteriemide como os procedimentos de tratamento da agua.

RIALAG/883

Pisani, B. et al. Outbreak BEeudomonas aeruginobacteremia in a Hemodialysis Center, Campinas, S&o
Paulo, BrazilRev. Inst. Adolfo Lutz, 59(1/2):51-56, 2000

ABSTRACT. Between September 11 and 20, 1996, an outbreak of bacteremia occurred in patients undergoing
hemodialysis at one dialysis center in Campinas, Sao Paulo, Brazil. Water and dialysate samples as well as
blood samples from patients with bacteremia were collected for bacteriological analyRgeudbmonas
aeruginosastrains were serotyped and pyocin-tygedaeruginosastrains belonging to the same serotype

(015) and pyocin type (P10) were submitted to antimicrobial susceptibility testing and to ribotyping using
two restriction enzymeg,carl andBanH|. The high concentrations of bacteria detected in all hemodialyzers

and their heavy rate of contamination (86.7%lPbgudomonas aeruginoseBurkholderia cepaciahowed

that this dialysis center was operating in inadequate conditions. One stageafiginosasolated from
hemodialyzer and the strains recovered from blood cultures of patients showed similar phenotypical and
genetic traits which suggest a common source of infection in this oubreak. We report the potential risk for
patients undergoing hemodialysis to acquire infections due to the inadequate practice of reusing disposable
dialyzers during the reprocessing procedures.

KEY WORDS. Hemodialysis; bacteremi@®seudomonas aerugingsaerotyping; pyocintyping;
ribotyping.
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