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RESUMO

O objetivo da pesquisa foi caracterizar a qualidade da &gua para hemodialise e descrever
microrganismos presentes na dgua. Foram utilizadas as metodologias de cromatografia
ibnica para determinar a concentracdo dos nutrientes na agua, Elisa para deteccdo de
microcistinas, MALD-TOF MS para identificacdo dos microrganismos isolados, testes
de antibiograma em disco e concentragdo minima inibitdria, acdo dos desinfetantes
(UV, hipoclorito de sodio e &cido peracético) e analise de metagendmica para
caracterizacdo da comunidade bacteriana presente no sistema de tratamento da agua.
Foram identificados que os niveis de nitrato, fluoreto e BHT encontrados podem
apresentar risco ao paciente em hemodialise. Em uma amostra de &gua potavel foi
verificada a presenca de microcistina. Dos isolados, a Ralstonia sp. foi a mais frequente.
Cerca de 60% das bactérias isoladas apresentaram o padrdo de multirresisténcia aos
antimicrobianos, principalmente a colistina, gentamicina e aos carbapenémicos. O
sistema de tratamento da &gua foi capaz de remover 95% das sequéncias génicas
detectadas na agua de entrada. As espécies mais prevalentes foram Sphingomonas
alpina, Curvibacter gracilis, Bradyrhizobium sp., Ralstonia picketti, Escherichia coli ,
Serratia liquefaciens e Serratia proteamaculans. A presenca de bactérias patogénicas
emergentes e perfis de multirresisténcia detectadas neste estudo apontam a necessidade

do monitoramento microbioldgico da dgua para hemodialise.

Palavras chaves: Hemodialise; Agua; Bactérias, Metagendmica e Antimicrobianos



ABSTRACT

The objective of the research was to characterize the water quality for hemodialysis and
to describe microorganisms present in the water. lon chromatography methodologies
were used to determine nutrient concentration in water, Elisa for microcystins detection,
MALD-TOF MS for identification of isolated microorganisms, antibiogram test discs
and minimum inhibitory concentration, action of disinfectants (UV, hypochlorite of
sodium and peracetic acid) and metagenomic analysis to characterize the bacterial
community present in the water treatment system. It was identified that the levels of
nitrate, fluoride and BHT found may present a risk to the patient on hemodialysis. In a
drinking water sample the presence of microcystin was verified. Of the isolates,
Ralstonia sp. was the most frequent. About 60% of the isolated bacteria showed a
pattern of multidrug resistance to antimicrobials, mainly colistin, gentamicin and
carbapenemics. The water treatment system was able to remove 95% of the gene
sequences detected in the incoming water. The most prevalent species were
Sphingomonas alpina, Curvibacter gracilis, Bradyrhizobium sp., Ralstonia picketti,
Escherichia coli, Serratia liquefaciens and Serratia proteamaculans. The presence of
emerging pathogenic bacteria and multiresistance profiles detected in this study indicate

the need for microbiological monitoring of water for hemodialysis.

Keywords: Hemodialysis; Water; Bacteria, Metagenomics and Antimicrobials
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INTRODUCAO

O numero de casos de pessoas com doenca renal crénica (DRC) tem aumentado nos
ultimos anos e, estima-se que acometa cerca de 10% da populacdo mundial em idade
adulta (Vos et al., 2016). No Brasil, nos anos de 2002 a 2017, a prevaléncia aumentou
cerca de 160%, sendo estimados 126 mil pacientes em dialise e com taxa de mortalidade
de 19,9% ao ano (Thome et al.,, 2019). O tratamento por hemodialise € o mais
recomendado para os casos de DCR. A cada sessdo de hemodialise sdo consumidos em
média 400 litros de &gua justificando a importancia no monitoramento de padrdes da
qualidade da &gua para prevenir casos de pacientes contaminados (Silva et al., 1996;
Daugirdas, 2003; Hoenick et al., 2006). O foco deste trabalho foi verificar a qualidade
de &gua no sistema de tratamento utilizado pelas unidades de hemodialise, o presente
estudo esta apresentado em quatro capitulos.

No capitulo 1 estd descrito a revisdo de literatura sobre a hemodidlise e padrbes de
qualidade da agua utilizada em procedimentos hemodialiticos. O enfoque deste capitulo
¢ o sistema de tratamento de &gua, propriedades de desinfetantes, contaminantes
microbioldgicos, caracteristicas de acdo dos antimicrobianos e mecanismos de
resisténcia de bactérias Gram negativas ndo fermentadoras (BGNNF) comumente
descritas em amostras de agua para hemodialise.

O capitulo 2 é sobre 0 monitoramento da qualidade fisico-quimica e microbiolégica da
agua do sistema de tratamento em unidades de hemodidlise localizadas na regido
metropolitana da Grande Vitoria. Além disso, a identificacdo de isolados de
microrganismos da agua, alguns descritos como patdgenos oportunistas e que

apresentam risco de infeccdo em pacientes com sistema imunolégico comprometido.

No capitulo 3 é discutido o padrdo de multi-resisténcia em BGNNF em ambientes
hospitalares. Este estudo caracteriza o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos de
isolados de Ralstonia sp. e outras BGNNF pelos testes de disco de fusdo e a

concentracdo minima inibitoria (MIC) e a agdo de agentes desinfetantes nestes isolados.

O capitulo 4 é o estudo de metagendmica de perfis bacterianos presentes no tratamento
de agua destinado a hemodialise. A diversidade genética encontrada pela tecnica
demonstra a importancia do estudo de analise do material genético, capaz de identificar

14



e quantificar espécies cultivaveis ou ndo de amostras ambientais. Como também, a

dindmica de espécies que passam pelo tratamento da agua e do dialisato.

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a qualidade de aguas associadas a sistemas hemodialiticos.

Objetivos especificos

e Caracterizacdo fisico-quimica e microbioldgica de aguas utilizadas em sistemas
hemodialiticos;

e |solar e caracterizar bactérias associadas as dguas do sistema hemodialitico;

e Descrever a variabilidade metagendmica de bactérias presentes no sistema

hemodialitico.

15



CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA

1.1 Sistemas hemodialiticos

A doenca renal cronica (DRC) é caracterizada pela perda progressiva dos néfrons,
resultado de lesdes irreversiveis que diminui gradualmente a funcéo renal global, sendo
a hipertensdo e diabetes as principais doencas associadas. A média de sobrevida do
paciente com DRC é de quatro a cinco semanas, devido ao acumulo de excretas
altamente toxicas no corpo humano, porém, pode se aumentar a sobrevida por anos se 0
paciente for submetido a um procedimento dialitico. O tratamento convencional é
hemodialise, didlise peritoneal e o transplante renal (Guyton & Hall, 1998; Parmar,
2002; Pontoriero et al., 2003).

Historicamente a hemodialise iniciou na década de 40, durante a segunda guerra
mundial, com o médico alemdo W. J. Kolff, considerado por alguns como o pai da
hemodialise. Ele utilizou com sucesso 0 que viraria a ser a primeira maquina de dialise
(hemodialisador) em um paciente com insuficiéncia renal aguda (Gottschalk & Fellner,
1997). O hemodialisador pode ser caracterizado como um rim artificial, onde ocorre a
troca de substancias entre o sangue conduzido para fora do organismo e o dialisato
através de uma membrana semipermeadvel e o regresso do sangue depurado ao
organismo. Desde o inicio da utilizacdo desse equipamento, a sobrevivéncia dos
pacientes tem aumentado significativamente (Vorbeck-Meister et al., 1999; Bugno et
al., 2007).

A hemodialise é um processo artificial de filtracdo do sangue, utilizada como tratamento
aos pacientes que sofrem de doenca renal cronica ou aguda e, consiste na remocéo de
liquidos e substancias toxicas do sangue. Durante o processo, 0 sangue é conduzido a
maquina de dialise, que possui uma bomba e um sistema de dosagem de solucdo
dialitica. A bomba é responsavel por bombear o sangue do paciente aos capilares do
dialisador, onde ocorrem as trocas de substancias entre o sangue e o dialisato, através de
uma membrana semipermeavel. Apos ser retirado do paciente e filtrado pelo dialisador,

0 sangue é entdo devolvido ao paciente (figura 1.1).
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Hemodialise

O sangue é bombeado da fistula arteriovenosa para a dialisador O dialisador remove 0s
produtos residuais
do sangue

Fistula
arteriovenosa

Artéria

Membrana
artificial

Dialisado

O sangue purificado & bombeado do dialisador para a fistula arteriovenosa

Figura 1.1 Esquema representativo do procedimento da hemodialise
Fonte: http://www.manualmerck.net/images/p 628.qgif

O processo de dialise peritoneal consiste na infusdo da solucdo de dialise na cavidade
peritoneal e posteriormente a drenagem do liquido (figura 1.2). Esta modalidade pode
ser realizada na residéncia do paciente, desde que o paciente e/ou familiar receba
treinamento adequado. H& dois tipos de diélise peritoneal; a Ambulatorial Continua,
realizada diariamente com frequéncia de quatro trocas durante o dia e pode ser realizada
pelo paciente e/ou familiar e a Automatizada em que a troca de liquidos é realizada por
uma maquina (FOOTE & MANLEY, 2008; SBN, 2019).

INFUSAO DRENAGEM
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(o) Perjtoneo
N
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Sistema p— == Sistema \’»"; = ==
de DP ( Conector de DP (& Conector
/\ \ /\
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7 & 77
el

Bolsa de l | | Bolsa de
\
\

drenagem

| Solucao de DP drenagem | \ Solucao de DP
W=\ Z//\f}\\i
Solucdo usada

Figura 1.2 Esquema representativo do procedimento de dialise peritoneal
Fonte: https://br.depositphotos.com/141469458/stock-illustration -of-peritoneal-dialysis.html
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Os servicos de dialise geralmente sdo ofertados na unidade de dialise, setor hospitalar de
nefrologia especializado. Em alguns casos, em carater de emergéncia, a hemodialise
pode ser realizada a beira do leito, denominando de dialise mdvel. Ainda existe a op¢do
da hemodialise domiciliar, toda estrutra fisica presente na unidade de dialise é montada
em menor escala na residéncia do paciente, opcao crescente em paises desenvolvidos
(SESA, 2013; Agar et al., 2015).

O numero de casos de pessoas com doenca renal crénica (DRC) tem aumentado nos
ultimos anos e, estima-se que acometa cerca de 10% da populacdo mundial em idade
adulta (Vos et al., 2016). No Brasil, nos anos de 2002 a 2017 a prevaléncia aumentou
cerca de 160%, sendo estimados 126 mil pacientes em dialise e com taxa de mortalidade
de 19,9% ao ano (Thomeé et al., 2019). Em geral, uma sessdao convencional de
hemodialise possui duragdo média de trés a quatro horas e frequéncia de trés vezes por
semana. A quantidade de agua que um paciente utiliza por ano é aproximadamente
23.000 litros (Andreoli & Nadaleto, 2008; Nystrand, 2008).

Os pacientes que recebem longos tratamentos de hemodialise estdo sujeitos a um maior
risco de adquirir uma septicemia que pode ser causada principalmente por cuidados
inadequados com os cateteres, contaminacdo de fontes de agua, de desinfetantes e de
medicamentos, danos na integridade da membrana de dialise e reuso dos capilares na
hemodialise também foram identificados como fontes de infeccdo (ANSHS, 2004).
Diante disso é necessario maior rigor na qualidade de agua utilizada pelas UH, que
devem se enquadrar a padrdes mais seguros, que no Brasil é estabelecido pela
Resolucdo de diretoria Colegiada (RDC) e possui um sistema de tratamento de agua

especifico.

1.2 Tratamento de 4gua para hemodialise

A agua é a materia prima necessaria para todos os tipos de tratamentos de hemodialise.
No entanto, € requerida a qualidade de agua tipo I, de acordo com as normas
preconizadas pela Farmacopéia Européia e da Farmacopéia dos Estados Unidos da
América. A agua potavel ndo pode ser utilizada diretamente no tratamento devido a
presenca de substancias consideradas toxicas aos pacientes hemodialiticos (Ward,
2011). Geralmente a agua utilizada é fornecida pela rede publica e o tratamento

especifico para a remocdo destas substancias nocivas é realizado nas unidades de
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hemodialise. O tratamento pode ser dividido em pré-tratamento, purificacdo e a
distribuicdo da agua (figura 1.3) (Silva et al., 1996; Kasparek & Rodriguez, 2015).

| Preé tratamento da osmose inversa |

Agua potavel
.;

tivado

Filtro multi-meio
Abrandador

~arvao a

.
4
Pos tratamento da osmose inversa

— 1 é ' Loop
) )
— f Sala de reuso dos
| capilares

Osmose Inversa r& >

Maquina

Reservatorio

Figura 1.3 — Representacéo do sistema de tratamento de 4gua nas unidades de hemodialise.

O tipo do sistema do tratamento de &gua destinada a hemodialise pode variar
significativamente e a escolha estard condicionada a necessidades locais de pré-
tratamento, a qualidade da &gua, o volume do produto necessario e a tecnologia de
tratamento escolhida (Kasparek & Rodriguez, 2015). A eficiéncia deste tratamento
também dependerd da capacidade dos componentes do equipamento, da natureza da
agua e de variacOes sazonais (Silva et al., 1996). De modo geral, o sistema de
tratamento de agua para dialise deve ficar localizado em uma sala exclusiva, com
instalagBes adequadas para o abastecimento, drenagem e energia elétrica. Esta sala deve
ser bem organizada, limpa, seca e ndo deve haver vazamentos de dgua ou odores
desagradaveis e as tubulacdes devem ser identificadas com a direcdo do fluxo da agua
(Kasparek & Rodriguez, 2015).
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1.2.1 Pré-tratamento da agua para hemodialise

No Brasil, a 4gua utilizada para o tratamento deve obedecer aos padrdes de potabilidade
estabelecidos pela Portaria MS 29014, 2011. O pré-tratamento da &gua realizado nas

unidades de dialise é composto por filtros: mecanicos, carvéo e abrandadores.

Os filtros mecénicos tém por funcdo a remocdo de particulas em suspensdo com o
objetivo de impedir a obstru¢cdo dos componentes do sistema de &gua a jusante, em
especial as membranas da osmose inversa (Ol). Os principais sdo: o filtro de areia,
capaz de remover particulas entre 25 ¢ 100 um e, os filtros de membranas, capazes de
remover particulas a partir de 0.25 um. O risco associado aos filtros de areia ¢ a
possibilidade de colonizacdo e crescimento de algas resultando o aumento da pressao

interna e queda do fluxo de agua e da filtragem (Silva et al., 1996).

O papel dos abrandadores é a remocdo de célcio, magnésio e outros cations
polivalentes, ions responsaveis pela dureza da agua. Os abrandadores contém resinas
que trocam sodio por célcio e magnésio (figura 1.4). Esta etapa é importante, porque a
agua dura pode formar depositos de calcario a jusante da membrana de OR e reduzir a
qualidade da agua do produto purificado. Se a concentracdo de ions de célcio e
magnésio for elevada a quantidade de sddio liberada pelo aparelho pode ser elevada,
levando a riscos de hipernatremia para os pacientes (Silva et al., 1996; Kasparek &
Rodriguez, 2015). Apb6s a passagem da agua pelo abrandador foi possivel detectar
crescimento bacteriano na agua, inclusive de P. aeruginosa. E recomendavel a lavagem
diaria automatizada deste filtro, a fim de promover a eficacia do tratamento e o tempo
de vida atil das membranas da Ol (Bolasco, 2019) e, o monitoramento da dureza da
agua diariamente e o limite deve estar abaixo de 1ppm. Sendo que a dureza total da
agua nao deve exceder 1 ppm. Isso deve ser verificado uma vez ao dia, de preferéncia
no final do dia Ahmad, (2005).
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A agua com calcio,
magnesio e ferro passa pela
resina e sdo trocados por
ions de sodio.

Os ions indesejados ticam
retidos na resina e os 1ons
de so6dio sdo liberados na
agua.

Resma com ions de
sodio.

Figura 1.4 — Sistema do funcionamento do abrandador de agua.
Fonte: http://www.revistatae.com.br/4782-noticias

Os filtros de carvao ativado tém por finalidade a remogéo de cloretos, cloraminas e
substancias organicas, como herbicidas, pesticidas e solventes industriais (Silva et al.,
1996; Amato et al., 2013). Os possiveis problemas associados a estes filtros, quando
ndo mantidos adequadamente, é a contaminacdo por proliferacdo bacteriana devido a
alta afinidade pela matéria orgénica que seus poros possuem (Silva et al., 1996), além
disso pode liberar particulas abrasivas. E recomendavel o monitoramento do
funcionamento do filtro e a limpeza periddica com cloro (Ahmad, 2005). O processo de
filtracdo pelo carvdo ativado é muito importante para o tratamento, pois a exposi¢éo ao
cloro e cloramina pode prejudicar os pacientes e, além disto, compostos de cloro
reativos podem danificar o membrana da Ol (Kasparek & Rodriguez, 2015).

1.2.2 Osmose inversa (Ol)

Na Ol a agua pura pode ser produzida a partir de uma solugdo salina através de uma
membrana semipermeével, sendo necessario que a solucao esteja a uma pressdo superior
a pressao osmotica relacionada a sua concentracdo salina e com isso inverter a condi¢cdo
da osmose (figura 1.5) (Silva et al., 1996).
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Figura 1.5 — Fluxograma do processo de osmose inversa.
Fonte: Modificado de http://www.desalite.com/detail/artikel/mengenal-lebih-jauh-reverse-osmosis

O processo de Ol retém de 95 a 99% dos contaminantes quimicos e biol6gicos da &gua,
sendo principalmente utilizada para a remoc¢édo de bactérias, fungos, algas e virus, e até
0 momento, é o método mais recomendado. Como processo final, a &gua sofre acdo da
luz ultravioleta com esterilizacdo final, antes de ser utilizada em solucdes (Leme &
Silva, 2003).

Substancias como cloro, cloraminas, pH da agua, desinfetantes e bactérias presentes na
agua possuem o potencial de destruicdo da membrana (Ahmad, 2005). Podem ocorrer
falhas no sistema, como a ruptura da membrana ou problemas no sistema de vedacao,
permitindo a passagem de contaminantes para agua purificada (Fujioka et al., 2018;
Fujioka et al., 2019). E recomendado o monitoramento da resistividade da agua
permeada pela Ol, pois a se houver a presenca de ions na dgua a condutividade elétrica
deve aumentar, uma vez que a agua pura é altamente resistente a corrente elétrica
(Ahmad, 2005).

1.2.3 Reservatério

A agua tratada pela Ol deve ser armazenada em um tanque de material opaco, liso,
impermeavel, hermeticamente fechado e com fundo conico. N&o pode haver incidéncia
direta de luz no tanque e deve ser de facil acesso para inspe¢éo, limpeza e desinfecgdo
Este tanque deve possuir sistema automatico de entrada de &gua, sistema fechado de

recirculacdo continua de adgua por 24 horas com regime turbulento e retorno do loop de
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distribuicdo ao tanque, durante o funcionamento de todas as maquinas de didlise (RCD
11, 2014). A é&gua deve estar sempre em circulacdo para prevenir a formagdo de
biofilme (Silva et al., 1996).

1.2.4 Distribuigdo

A distribuicdo da &gua purificada pode ocorrer de dois modos, sistema de alimentacéo
direta ou indireta. O sistema de alimentagdo direta: a 4gua purificada sai do sistema de
Ol e passa através de um filtro de endotoxina antes de prosseguir para o circuito de
distribuicdo projetado para fornecer agua purificada aos varios pontos de uso. A agua
purificada ndo utilizada é devolvida através do circuito para a entrada da bomba do
sistema para ser reciclada novamente pela Ol. O sistema indireto: a &gua purificada que
sai do sistema de Ol entra em um tanque de retencao especialmente projetado equipado
com dispositivos de controle de nivel de agua. Estes dispositivos interagem com o
sistema de Ol, desligando-o e ligando automaticamente conforme a necessidade do
nivel de agua apropriado. O tanque ndo deve ficar seco ou sobrecarregado. A &gua
purificada no tanque de retencdo é pressurizada pela bomba de reforgo de distribuicéo,
que direciona a agua purificada para o filtro de endotoxina até as salas de distribuicéo
da clinica. No sistema indireto a d4gua ndo utilizada é devolvida para o tanque de
retencédo (Kasparek & Rodriguez, 2015).

1.2.5 Desinfec¢do do sistema de agua para hemodialise

A limpeza e desinfeccdo do sistema de distribuicdo e armazenamento da agua para
hemodialise devem ser realizadas mensalmente como norma estabelecida pela RDC 11,
2014. A desinfeccdo pode ser fisica, utilizando irradiadores ultravioletas e agua quente
e/ou, por agentes quimicos, como hipocloritos, &cido peracético, dioxido de cloro,
formaldeido e ozénio (Cappelli et al., 2006; Rutala & Weber, 2008; Gaibor et al.,
2019).

O agente desinfetante pode causar rachaduras na superficie das tubulagdes, tornando a
limpeza da tubulacdo mais dificil e aumentando a necessidade de manutencdo com

custos maiores. Desinfetantes quimicos apresentam como riscos, residuos toxicos que
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podem ficar aderidos as paredes dos dispositivos de distribuicdo e armazenamento da

agua (Cappelli et al., 2006).

O uso do ozonio tem sido considerado uma alternativa para desinfec¢do do sistema de
tratamento de &gua para hemodialise, pois apresenta como vantagem atividade
bactericida, remocdo de biofilmes e degradacdo de endotoxinas. A desvantagem
associada ao uso do ozonio é devido a incompatibilidade com alguns materiais das
tubulagdes, como por exemplo, 0 PVC. O ozonio possui alto poder oxidante e por isso,
ndo é recomendado na desinfeccdo da OI, pois pode comprometer a estrutura das

membranas (Tarrass et al., 2010; Amato et al., 2013).

Suman et al. (2013) demonstraram que concentracGes subinibitérias de cloro em
isolados de Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter sp. aumentaram a formacao de
biofilme. Enquanto que no estudo de Toté et al. (2010) o hipoclorito de sddio foi eficaz
na remocdo da massa e da matriz do biofilme em Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa, os autores evidenciam a falta de padronizacdo metodoldgica
para avaliar biocidas e a susceptibilidade a biofilmes. O hipoclorito de sodio foi efetivo
na concentracdo de 500 ppm (Borges et al., 2007) porém, esta concentracdo possui alto
poder corrosivo, sendo necessario o enxague do sistema apds 30 minutos de exposi¢do
ao cloro (Silva et al., 1996).

O abastecimento de agua publica utiliza a cloracdo para reducdo dos microrganismos na
agua, porém da origem aos compostos organoclorados, como exemplo 0s
trihalometanos que sdo cancerigenos, a concentracdo destes subprodutos € regulada na
agua potavel. Diante disso, o tratamento de agua para hemodialise remove esses
compostos com a agéo do filtro de carvéo ativado, que deve ser realiza antes da Ol para

nédo sobrecarregar as membranas (Cappelli & Inguaggiato, 2004).

O excesso de cloro no dialisato € nocivo aos pacientes, casos de surtos por cloraminas
foram relatados por de Oliveira et al., (2009), em que o problema foi solucionado com a
troca dos filtros de carvdo e por Calderaro & Heller, (2001) pela falta do enxague

adequado apos a desinfeccdo por cloro no tanque de armazenamento de agua.

O formaldeido € um desinfetante eficaz na maioria das espécies bacterianas, exceto em

espécies de micobactérias. O uso do formaldeido gera uma fumaca irritante, que pode
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apresentar risco a saude dos funcionarios quando a concentracdo no ar exceder limites

de seguranca (Tang et al., 2009).

O 4cido peracético é amplamente utilizado na desinfec¢do no sistema de tratamento de
agua e no reaproveitamento dos deslizadores para a hemodialise (Cappelli et al., 2006;
Edens et al., 2017). A decomposicdo deste desinfetante gera acido acético, agua,
oxigénio e perdxido de hidrogénio que ndo apresentam toxicidade ao meio ambiente
(Tomazelli & Santos, 2000). O &cido peracético € eficiente no controle de cepas de
Staphylococcus aureus meticilina resistente (Svidzinski et al., 2007) e, também foi
eficaz na remocédo de biofilmes formados por isolados de Candida sp do sistema de
distribuicdo de agua para hemodialise (Pires et al., 2013). Quando comparado ao cloro
possui maior eficiéncia na remocdo de biofilme em tubulacbes de agua para

hemodiélise (Isakozawa et al., 2016).

Em relagdo aos agentes fisicos, a &gua quente pode danificar materiais plasticos, porém,
tem sido sugerida como tratamento eficaz na eliminagdo bacteriana nos sistemas de
agua para hemodialise. A radiacdo UV possui efeito bactericida, porém, ndo é eficaz na
eliminacdo de endotoxinas e sua eficiéncia depende da pureza da agua, do tempo e do
fluxo de exposicdo e sua vida atil diminui com o tempo de uso (Cappelli et al., 2006;
Gaibor et al., 2019).

1.3. Legislac@o brasileira e internacional referente a qualidade de 4gua destinada a
hemodiélise

No Brasil é a Portaria de n° 2.914 de 2011 que estabelece procedimentos de controle e
de vigilancia da qualidade de agua para consumo humano e seu padrdo de potabilidade.
Nesta portaria, o controle microbioldgico € realizado pelo monitoramento de bactérias
heterotroficas, coliformes totais e Escherichia coli. Além destes parametros
microbioldgicos, prevé-se 0 monitoramento de cianobactérias toxicas e a concentragdo
de cianotoxinas livres na 4gua de consumo humano, sendo a concentragdo de 1 pg L™
para microcistinas, cilindropermopsinas e 3ug L™ para as saxitoxinas. Em caso de
presenca de cianotoxinas na saida do tratamento, é obrigatoria a comunicacdo imediata
as clinicas de hemodidlise e as industrias de injetaveis. A RDC n° 11, de marco de 2014,
estabelece requisitos de boas préaticas de funcionamento de unidades de servigco de
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hemodialise e concentracdes limites como parametros da qualidade da agua de dialise
(tabela 1.1).

Nos Estados Unidos, a Agéncia de Protecdo Ambiental (Environmental Protection
Agency - EPA) regula todos os sistemas que atendam 500 ou mais domicilios, e suas leis
requerem estrita aderéncia ao Safe Drinking Water Act (EPA, 2012). Esta lei refere o
nivel maximo permitido de contaminantes na dgua potavel (tabela 1). J& os padrdes para
agua destinados a hemodidlise sdo estabelecidos pela Association for the Advancement
of Medical Instrumentation (AAMI). O Brasil utiliza os parametros estabelecidos pela
AAMI como base para a criacdo da RDC, ndo havendo diferencas significativas nos

parametros quimicos.

Em relacdo aos padrdes microbioldgicos da agua de dialise e dialisato a RDC 11, 2014
estabelece: A concentracdo permitida de endotoxinas de 0,25 a 0,5 ng/mL; Auséncia de
coliformes totais/ 100 mL; Avaliacdo de bactérias heterotroficas totais, sendo
permitidos valores abaixo de 100 UFC/mL para a 4gua tratada de dialise, 200 UFC/mL
no dialisato e de 50 UFC/mL para o nivel de acdo. Ao comparar a legislacdo brasileira
com a legislacdo internacional, é possivel verificar que em alguns paises, 0s parametros
microbioldgicos sdo mais exigentes. Por exemplo, a Sociedade Japonesa de terapia de
dialise e as diretrizes de melhores préaticas europeias estabelecem que as BHT (Bactérias
heterotroficas totais) devem estar menores que 100 UFC/mL e o nivel de méximo de

endotoxina de 0,05 EU/mL e 0,25 EU/mL, respectivamente.
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Tabela 1.1 - Padrdo de qualidade da agua para hemodialise

Portaria de n° 2.914 de AAMI -
RDC 11 de 2014 -
. . 2011 Concentragdo 3
EPA - Maximo para agua o . o Concentragéo
] ) ] Méximo para agua maxima para o .
Contaminante potavel (mg/L) (Lista . ) ) maxima para Agua
potavel (mg/L) (Lista Agua de .
Condensada) o de Hemodidlise
Condensada) Hemodialise
(mg/L)
(mg/L)

Caélcio Né&o Regulado Né&o Regulado 2 (0.1 mEg/L) 2,000
Magnésio Né&o Regulado Né&o Regulado 4 (0.3 mEq/L) 4,000
Potéassio Né&o Regulado N&o Regulado 8 (0.2 mEq/L) 8,000

Sadio Né&o Regulado 200,000 70 (3.0 mEq/L) 70,000

Antimonio 0,006 0,005 0,006 0,006
Arsénio 0,005 0,010 0,050 0,005

Bario 2,000 0,700 0,100 0,100

Berilio 0,004 N&o Regulado 0,0004 0,0004
Cadmio 0,005 0,005 0,001 0,001

Cromo 0,100 0,050 0,014 0,014
Chumbo 0,015 0,010 0,005 0,005
MercUrio 0,002 0,001 0,0002 0,0002
Selénio 0,050 0,010 0,090 0,09

Prata 0,100 N&o Regulado 0,005 0,005
Aluminio 0,05a0,2 0,200 0,010 0,010

Cloramina 4,000* 4,00 0,100 N&o Regulado
. <0,4 a 6 (valor
Cloro Livre 4,00* 0,500 0,1000 (total)
dependente de pH)

Bronze 1,300** N&o Regulado 0,100 N&o Regulado

Fluoreto 2,0*ra4,0 1,500 0,200 0,200
Nitrato (como 10,000
) ) 10,000 2,000 2,000
Nitrogénio)

Sulfato 250,000* 250,000 100,000 100,000

Talio 0,002 N&o Regulado 0,002 0,002

Zinco 5,000* 5,000 0,100 0,100
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1.4. Problemas associados a hemodialise

A &gua de diélise contaminada pode apresentar inUmeros problemas a salde do
paciente, podendo levar a anemia, alteracGes na pressao arterial, equilibrio &cido-base
sanguineo, problemas neuroldgicos e doenca 6sseas. Os possiveis sintomas clinicos com
0 uso da agua inadequadamente purificada ou dialisado contaminado s@o mostrados na
tabela 1.2. Os principais contaminantes sdo substancias quimicas, microrganismos e
toxinas (Amato, 2013).

Tabela 1.2 - Sinais e sintomas relacionados a possiveis contaminantes presentes na agua para
hemodiélise

Sinais e sintomas Possiveis Contaminantes

Anemia Aluminio, cloraminas, cobre e zinco
Doenca Ossea Aluminio e fltor

Hemdlise Cloraminas , cobre e nitratos
Hipertensao Célcio e sodio

Hipotensdo Bacteérias, endotoxinas e nitratos
Acidose metabdlica pH baixo e sulfatos

Fraqueza muscular Célcio e magnesio

Bactérias, calcio, cobre, endotoxinas, pH

Néauseas, vomitos . TR )
baixo, magnesio, nitratos, sulfato e zinco

Deterioracdo neuroldgica e encefalopatia  Aluminio

Ha vérios relatos de morte e prejuizos a salde de pacientes associados ao tratamento
inadequado da agua para dialise, como exemplo, a contaminacgdo por cloro e cloraminas
na agua utilizada no reprocessamento de capilares, acarretando surto de reacbes
hemoliticas em 16 pacientes em um hospital em Minas Gerais. A contaminagdo ocorreu
durante o processo de desinfeccdo por hipoclorito e ndo houve o enxague correto do
sistema durante uma reforma no hospital (Calderaro & Heller, 2001).

Na cidade de Caruaru (PE), no ano de 1996 mais de 50 pessoas vieram a 6bito em
tratamento de hemodidlise devido a utilizacdo de 4gua contaminada por cianotoxinas. A
cianotoxina encontrada foi a microcistina-LR, que possui efeito hepatotoxico e
apresenta uma acdo mais potente quando aplicada diretamente na corrente sanguinea, do
que quando ingerida. No ano de 2001, Hilborn et al., (2013) relataram um caso de
contaminacdo do dialisato por microcistinas no estado do Rio de Janeiro. A
contaminagdo se originou de floraces tdxicas de cianobactérias em reservatorios de

agua de captacéo, que servem de abastecimento para as clinicas de dialise. O tratamento
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de agua realizado pelas unidades de dialise do Rio de Janeiro estudados por Hilborn et
al., (2013) e Soares et al., (2006) ndo foram eficientes na remocdo da toxina, assim
produzindo agua contaminada para a producdo do dialisato. Neste caso, foi detectada a
concentracdo de 0,4 pug/L de MC na agua potavel e uma concentracdo média de 0,33

ng/mL no soro sanguineo de pacientes dialiticos expostos.

1.4.1 Bactérias associadas a hemodialise
O procedimento de hemodialise é realizado por um acesso vascular, que acaba expondo

0 paciente a contaminagdes por microorganismos que podem estar presentes na pele,
cateter (equipo de acesso vascular), equipamentos de didlise e também na solucdo do
dialisato (Bugno et al., 2007; Buzzo et al., 2010; Esmanhoto et al., 2013; Chandra et al.,
2016.). As infeccOes sdo a causa mais frequente de reinternacdes e também a segunda

causa de morte entre os pacientes cronicos em tratamento por hemodialise (Jaber, 2005).

Dentre os microorganismos responsaveis pelas infeccdes sanguineas aos pacientes
hemodialiticos, o Staphylococcus aureus € a causa mais frequente, o que pode estar
associado ao uso do catetere venoso. Esta bactéria é classificada como Gram positiva,
faz parte da microbiota da pele humana e também possuem a capacidade de colonizar o
cateter e formar biofilmes (Dasgupta, 2002; Esmanhoto et al., 2013; Isidre et al., 2017).
A pele humana é considerada a principal fonte de contaminacdo por S. aureus. As
bactérias presentes na pele podem migrar ao longo da superficie, colonizando a
extremidade distal, resultando em infec¢bes. Além disso, estes microrganismos podem
colonizar a parte interna do cateter, onde podem permanecer aderidos a superficie e
formar biofilmes, e assim, permitir a infeccdo local e a disseminacdo hematogénica
(Saxena et al., 2005; Grothe et al., 2010).

O segundo grupo mais importante no desenvolvimento de infecgdes sanguineas séo as
bactérias Gram negativas, principalmente o grupo das bactérias Gram Negativas Nao
Fermentadoras (BGNNF). Este grupo € caracterizado por ndo fermentar glicose,
utilizando-a apenas na via oxidativa, sdo aerdbicas obrigatdrias, ndo esporuladas,
possuem baixas exigéncias nutricionais, sdo capazes de sobreviver por periodos
extensos e podem se multiplicar em ambientes aquosos, termotolerantes, sdo bactérias
ambientais e também altamente produtoras de endotoxinas (Koneman et al., 2008;

Esmanhoto et al., 2013). Os principais géneros frequentemente encontrados nas aguas
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destinada a hemodialise sdo as Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., Burkholderia sp.,
Rlastonia sp. e Stenotrophomonas sp. (Morin, 2000; Arvanitidou, 2003; Bugno et al.,
2007; Montanari et al., 2009; Peresi et al., 2011; Al-Naseri et al., 2013; Vincenti et al.,
2014; Coulliete & Ardunino, 2013; Okunola & Olaitan, 2015; Rafee et al., 2016 e Ortiz
& Rios-Gonzélez, 2017), sendo considerados patdgenos oportunistas em ambientes
hospitalares, provocando infec¢Ges principalmente em pacientes nefropatas cronicos em

hemodiéalise (Esmanhoto et al., 2013).

As Enterobactérias também aparecem como um grupo causador de bacteremias em
pacientes dialiticos. Este grupo é classificado como bacilos Gram negativos
fermentadores de glicose, oxidase negativa e catalase positiva, anaerébios facultativos e
ndo formadoras de esporos. Crescem bem em agar MacConkey, pois ndo séo inibidos
pelos sais biliares presentes no meio. A familia contém mais de 40 géneros, 0s
principais de importancia medica sdo Escherichia sp, Enterobacter sp, Klebsiella sp.
entre outros, sendo também encontrados como contaminantes na &gua destinada a
hemodialise (Murray et al., 2000; Braimoh et al., 2014; Rafee et al., 2016; Suzuki et al.,
2016; Jamil et al., 2016; Kaarup et al., 2016).

Embora as infeccBes por bactérias Gram positivas em pacientes em hemodialise seja a
mais frequente, sdo as Gram negativas que apresentam maior mortalidade, pois
apresentam maiores taxas de resisténcia a antimicrobianos, especialmente as espécies
Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacea, Acinetobacter, Enterobacter spp,
Klebsiella spp., Serratia spp e Escherichia coli (Esmanhoto et al., 2013).

Existem poucos estudos na literatura referente a resisténcia aos antimicrobianos em
bactérias presente na dgua destinada a hemodialise. A pesquisa realizada por Paresi et
al., (2011) em oito unidades de terapia renal de quatro municipios de S&do Paulo,
isolaram 38 cepas de Pseudomonas sp. em amostras de agua tratadas para dialise, destas
uma foi classificada com resisténcia intermediaria a gentamicina e outra bactéria com
resisténcia a aztreonam e ticarcilina/acido clavulanico. Vicenti et al., (2014)
pesquisaram a presenca de BGNNF em amostras de agua provenientes de Vvarios
ambientes hospitalares, inclusive em unidade de hemodiélise. A bactéria de maior
prevaléncia foi a P. aeruginosa, porém considerando apenas as amostras provenientes
de UH foram detectados 12 cepas de Ralstonia pickettii resistentes a colistina,
imipenem, cefepima e ciprofloxacina, 11 cepas de P. fluorescens com quatro cepas
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multirresistentes, cinco de P. aeruginosa em que nenhuma apresentou resisténcia e
quatro de S. maltophilia, sendo duas consideradas multirresistentes. O estudo néo
discriminou apenas os isolados provenientes de UH ao apresentar os resultados em
relacdo as resisténcia de quais antimicrobianos. Oumokhtar et al., (2013) realizaram um
estudo em um centro de hemodidlise no Marrocos, e encontraram a presenca de
Pseudomonas sp, Ochrobactrum antropi e Burkholderia cepacia em amostras de agua
de hemodialise, das 37 cepas de Pseudomonas sp isoladas, 80% foram resistentes a
tetraciclina e co-trimoxazol, 30% a ceftazidima e ndo foi observada resisténcia a
colistina e imipenem. Ha evidéncias crescentes de que genes de resisténcia a
antimicrobianos em organismos patogénicos surgiram no ambiente (Wright, 2010)
sendo assim € necessario a investigacao a resisténcia antimicrobiana desses organismos

em ambientes aquaticos a fim de estabelecer padrdes de vigilancia a saude.

1.4.2 Mecanismos de a¢ao dos antimicrobianos
Os antimicrobianos podem ser classificados de acordo com o mecanismo de acdo nas

bactérias. Os antimicrobianos podem agir das seguintes formas:

Inibic&o da sintese da parede celular (figura 1.6 A), como por exemplo, os B-lactémicos
(penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, monobactamicos) e os glicopeptideos
(vancomicina e teicoplanina). Os B-lactamicos atuam inibindo a sintese da camada do
peptidioglicano, principal constituinte da parece celular bacteriana. Isto ocorre devido o
anel B-lactdamamico imitar porcdo D-alanil D-alanina da cadeia peptidica da bactéria. A
porcdo D-alanil D-alanina funciona como substrato para a atividade da transpeptidase,
processo responsavel pelo fortalecimento da parede celular. Assim, ocorre a ruptura da
camada de peptidoglicano e como consequéncia a lise da bactéria. A vancomicina atua
na inibicdo da ligacdo entre a subunidade D-alanil ao PBPs (Penicillin Binding
Proteins) e, assim inibe a sintese da parede celular (Hooper, 2001; Tenover, 2006;
Kapoor et al., 2017).

Interferéncias nas propriedades da membrana celular do microrganismo (figura 1.6 B).
Exemplos, as polimixinas se ligam a porcdo lipidica do lipopolissacarideo da membrana
celular bacteriana causando a desintegracdo da membrana (Falagas et al., 2010). A
daptomicina causa a despolarizagdo da membrana e leva a morte celular (Tenover,
2006).
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Inibicdo da sintese proteica, realizada pela acdo dos antimicrobianos nas subunidades
30s e 50s do RNA ribossémico (RNAr) e do RNA transportador (RNAt) das bactérias
(figura 1.6 C). Assim como, os aminoglicosideos (exemplos; gentamicina, tobramicina
e amicacina) gque interagem com o RNAr 16S da subunidade 30S por meio de ligagdes
de hidrogénio. As tetraciclinas (exemplos; tetraciclina, clortetraciclina, e minociclina),
atuam no RNAr 16S da subunidade ribossomica 30S para impedir a ligagdo do RNAL.
Os macrolideos (azitromicina, eritromicina, espiramicina e miocamicina) se ligam a
subunidade 50S do ribossomo e impedem as reacfes de transpeptidacao e translocacao.
O clorafenicol se liga a subunidade 50S do RNAr 16S e impede a ligacdo do RNAt ao
ribossomo e assim impedindo a sintese de proteinas. A oxazolidinona € um
antimicrobiano sintético que inibe a sintese proteica por meio da ligagdo do RNAr da
subunidade 50S, suprime a inibi o 70S e interagem com o0 RNAt (Anvisa, 2007; Etebu &
Arikekpar, 2016; Kapoor et al., 2017).

Inibicdo da sintese dos acidos nucleicos, que podem agir no processo de replicacdo e/ou
transcricdo bacteriana (figura 1.6 D). As fluoroquinolonas (exemplos; levofloxacina,
gatifloxacina, moxifloxacina e gemifloxacina) inibem a enzima DNA girase e quebra as
fitas duplas do DNA bacteriano durante a replicacdo (Hooper, 2001; Tenover, 2006;
Kapoor et al., 2017). Os nitroimidazolicos, o metronidazol é principal representante,
apresentam um grupo nitro que age como receptor de elétrons, assim libera compostos

toxicos e radicais livres que atuam na inativacdo do DNA (Anvisa, 2007).

Inibicdo da sintese de metabolitos essenciais (figura 1.6 E), como exemplo, a acdo das
sulfonamidas (exemplos; sulfadiazina e sulfametoxazol) e o trimetoprim que bloqueiam
0 caminho para a sintese de acido folico, e assim inibe a sintese de DNA. As
sulfonamidas e o trimetoprim atuam de forma sinérgica, as sulfonamidas inibem a di-
hidropteroato sintase e o trimetoprim age em um estagio posterior da sintese de acido
folico e inibe a enzima diidrofolato redutase (Tenover, 2006; Anvisa, 2007; Kapoor et
al., 2017).
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Figura 1.6 — Mecanismo de acdo dos antimicrobianos.
Fonte: Modificado de Anvisa, 2007.

1.4.3 Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos

A resisténcia aos antimicrobianos ocorre pela producdo de enzimas inativadoras ou por
mecanismos ndo enzimaticos. As bactérias podem apresentar resisténcia intrinseca,
relacionada a propriedades fisico-quimicas bacteriana em resposta a exposicao aos
antimicrobianos sem que haja alteracdo genética. Exemplo de resisténcia intrinseca é a
capacidade de bactérias Gram-negativas serem resistentes a diversos antimicrobianos
devido a incapacidade desses agentes de atravessar a membrana externa. Este caso é
evidenciado pela acdo da vancomicina que age inibindo a reticulagdo de
peptidoglicanos, geralmente eficiente em bactérias Gram positivas, porém néo indicadas
para bactérias Gram-negativas, pois ndo consegue ultrapassar a barreira externa e
acessar esses peptideos no periplasma (Wright, 2011; Blair et al., 2015; Rhodes &

Schweize, 2016).

A resisténcia adquirida € a aquisicdo de uma nova caracteristica que atua contra o
antimicrobiano. Os mecanismos que contribuem para a resisténcia aos antimicrobianos
nas bactérias podem ser via conjugacdo plasmidial, transducdo por bacteriofago,

transformacdo por DNA livre no meio externo e mutacdo no DNA cromossomico
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(figura 1.7) (Alekshun & Levy, 2007; Ruppé et al., 2015; Holmes et al., 2016; Rhodes
& Schweize, 2016).
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Figura 1.7 - Mecanismos que contribuem para a resisténcia adquirida a antimicrobianos em bactérias.
Fonte: Adaptado de Rhodes & Schweize, (2016).

A resisténcia bacteriana pode se desenvolver por diversos mecanismos que altera a a¢éo
dos antimicrobianos, tais como; bomba de efluxo; reducdo da captacdo do
antimicrobiano; sequestro do farmaco por proteinas especificas; superproducdo do
substrato alvo de antimicrobiano via aumento da transcricdo ou multiplicacdo de genes;
mecanismo bypass, metabolismo de substituicdo de um alvo suscetivel por um alvo
resistente; por mutacdo ou modificacdo enzimatica por transferéncia de grupo e
inativacdo por clivagem ou modificacdo quimica (figura 1.8). Quaisquer destes
mecanismos apresentam desafios para escolha do antimicrobiano ao tratamento da
infeccdo (Rhodes & Schweize, 2016).
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Figura 1.8 - Mecanismos de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos.
Fonte: Fonte: Adaptado de Rhodes & Schweize, (2016).

Os mecanismos de defesa aos antimicrobianos ndo estdo amplamente descritos entre as
espécies de BGNNF, estudos presentes na literatura evidenciam as caracteristicas de
resisténcia das espécies Pseudomonas aeruginosa, bactérias do complexo Burkholderia
e Acinetobacter baumannii (McGowan, 2006; Enoch et al., 2007; Schweizer, 2012;
Ruppé et al., 2015; Rhodes & Schweize, 2016; Bassetti et al., 2018).

As bombas de efluxo, localizadas na membrana citoplasmatica, funcionam para
transportar de forma ativa os antimicrobianos antes que estes atinjam o0s seus objetivos
de destruir a bactéria. A bomba de efluxo pode ser especifica ao apresentar afinidade a
um amplo espectro de farmacos (Blair et al., 2015; Kapoor et al., 2017). A super-
expressao de multiplas bombas de efluxo foram descritas para A. baumannii, regulada
por diversos genes sendo alguns ainda desconhecidos. A super-expressdo das bombas
aumentou a resisténcia a antimicrobianos como as fluoroquinolonas e cloranfenicol
(Geisinger et al., 2019). Espécies do complexo Burkholderia também apresentam
diversos genes associados a bomba de efluxo, sendo a expressdo do AmrAB-OprA
responsavel por conferir resisténcia intrinseca aos aminoglicosideos e macrolidos
(Rhodes & Schweize, 2016).
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As moléculas dos antimicrobianos podem ter acesso as bactéerias por difusdo mediada
por porinas, pela bicamada da membrana ou por auto-absor¢do. No caso das bactérias
Gram negativas a entrada do farmaco ocorre por porinas na membrana externa, como o
caso de B-lactamicos e quinolonas. A diminuicdo de porinas leva a diminuicdo da
entrada do antimicrobiano na bactéria caracterizando um mecanismo de resisténcia. Em
bactérias como Pseudomonas sp. e Acinetobacter sp a diminuicdo da expressdo de
porinas leva a resisténcia a medicamentos mais novos, exemplos os carbapenémicos e
cefalosporinas, em que normalmente a resisténcia € mediada pela degradacédo
enzimatica (McGowan, 2006; Blair et al., 2015; Kapoor et al., 2017).

Algumas bactérias apresentam enzimas R-lactamases capazes de hidrolisar o anel R-
lactamico e assim inibir a atividade do farmaco, conferindo resisténcia, por exemplo, as
penicilinas, cefalosporinas, monobactamas e carbapenémicos. A capacidade de produzir
R-lactamases pode ser de maneira intrinseca ou adquirida. Foram descritos B-lactamases
adquiridas e intrinsecas em A. baumannii (AmpC cromossdémica, OXA-51) (Zhang et
al., 2013), em B. cepacia (PenA e PenB) (Abbott & Peleg, 2015).

Casos de infeccdo por BGNNF vém mostrando importancia epidemioldgica como
patdgenos oportunistas emergentes, principalmente em pacientes com sistema
imunoldgico comprometido (Deliberali et al., 2011; Ryan et al., 2014; Ryan &
Pembroke, 2018). Muitas espécies de BGNNF apresentam resisténcia intrinseca a
maltiplos antimicrobianos e a capacidade de adquirir mecanismos de resisténcia
adicionais. Apresentam como mecanismos de resisténcia a superproducdo de beta-
lactamases intrinsecos, hiperexpressdo de bombas de efluxo, modificacbes de alvo e
alteracbes de permeabilidade. Infeccbes por essas bactérias, principalmente em
ambiente hospitalar, representam um desafio na escolha medicamentosa. Opgdes de
antimicrobianos para tratamento de infec¢bes por BGNNF resistentes a carbapenemicos
sd0 escassas e a crescente resisténcia a colistina demonstra a urgéncia de novos

antimicrobianos (Enoch et al., 2007; Ruppé et al., 2015; Agarwal et al., 2017).
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1.4.4 Ralstonia

A Ralstonia pickettii foi descrita inicialmente como Pseudomonas pickettii
(Verschraegen et al., 1985). Depois foi reclassificada ao género Burkholderia e em
1995 foi criado 0 género Ralstonia, em homenagem a E. Ralston, primeiro cientista que
a descreveu (Yabuuchi et al. 1995). Este grupo é composto por bactérias Gram
negativas ndo fermentadoras, aerobicas, catalase e oxidase positiva (Ryan et al., 2011;
Ryan & Adley, 2014).

Atualmente estdo descritas 18 espécies neste género

(http://www.bacterio.net/ralstonia.html), geralmente isoladas da agua e solo, apresentam

baixa viruléncia, porém nos ultimos anos tém se tornado um patdgeno oportunista
emergente (Ryan & Adley, 2014). Dentre estas, a R. pickettii € a espécie mais
prevalente associada a varios casos de infeccdo em pacientes com sistema imunoldgico
comprometido (Chen et al., 2017; Edwards et al., 2017; Nasir et al., 2019; Thet et al.,
2019) e, as espécies de R. mannitolilytica (Owusu et al., 2019) e R. insidiosa (Fang et

al., 2019) também foram descritas como causas de bacteremias.

As infecgbes por Ralstonia tém sido relatadas com maior frequencia em pacientes com
doenca renal crbénica em tratamento hemodialitico (Tejera et al., 2016; Shankar et al.,
2018; Thet et al., 2019) e pacientes com fibrose cistica (Perry et al., 2015; Green et al.,
2017; Prior et al., 2017). Foram descritos diversos sintomas, desde assintomatico,
bacteremia, sepse, endocardite a alguns casos que evoluiram ao ébito (Orme et al.,
2015).

As metodologias convencionais de identificacdo bacteriana em amostras clinicas ndo
sdo eficientes na deteccdo de Ralstonia sp.. As bactérias do complexo Burkholderia
cepacea, Pseudomonas e Ralstonia apresentam muitas semelhancas fenotipicas e por
métodos de identificacdo bioquimica podem ser confundidas (Coenye et al., 2002; Ryan
et al., 2014). O metodo de identificacdo de BGNNF mais confiavel é o sequenciamento
do gene 16S rRNA (Bosshard et al., 2006). A identificacdo destes microrganismos por
MALDI-TOF MS tem sido sugerida, pois 0 método apresenta uma alternativa precisa e
econdmica em relacdo as técnicas moleculares e possui maior precisdo na identificagdo
guando comparadas aos métodos bioquimicos (Alby et al., 2013; AbdulWahab et al.,
2015; Prior et al., 2017).
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O MALDI-TOF é uma técnica que detecta diretamente o perfil de proteinas das
bactérias, pelo método de ionizacdo suave que permite a dessorcdo de peptideos e
proteinas de microrganismos cultivados inteiros. Os ions séo separados e detectados de
acordo com sua massa e assim é produzido um perfil de picos de ions para cada cepa
bacteriana que sera comparada ao banco de dados de bactérias e assim determinada a

espécie (Ryan et al., 2014).

Os casos de infecgdo por Ralstonia tém sido associados a transmissdo pela agua em
ambientes hospitalares, pois estes microrganismos possuem capacidade de sobreviver e
multiplicar em fontes de agua com baixo teor de nutrientes, tais como agua de alta
pureza, frascos de hemocultura, solucdes de remédios e no dialisato para hemodialise
(Ryan & Adley, 2014; Chen et al., 2017; Thet et al., 2019). Além disso, a R. pickettii
possui a capacidade de passar por filtros de 0,45 ¢ 0,2 um, comumente utilizados para a
esterilizacdo da agua e por isso a contaminacdo tem sido associada a fabricacdo de
medicamentos (Ryan et al., 2006). Individuos da espécie de R. picketti apresentam
ampla diversidade de distribuicdo ambiental e também relacionadas a casos clinicos,
porém o estudo de Ryan et al. (2011) indica que esta espécie é genotipicamente e
fenotipicamente homogénea e ndo apresentam diferencas significativas entre os isolados

ambientais dos isolados clinicos.

A R. picketti e R insidiosa foram descritas com a capacidade de formacao de biofilme
(Adley et al., 2005; Dombrowsky et al., 2013; Liu et al., 2014). Dombrowsky et al.
(2013) relataram o desenvolvimento da fomacdo de biofilme por R. pickettii em
tubulacBes de PVC com passagem de agua para dialise, os autores concluiram que o
carbono residual da agua purificada é suficiente para o desenvolvimento desta bactéria e
que o PVC-C é um material inadequado para distribuicdo de &gua tratada para diélise.
Liu et al. (2014) com experimento de formagdo de biofilme constatou que a R. insidosa
foi capaz de promover o aumento do biofilme de cepas de E. coli. A formacgdo de
biofilme por Ralstonia pode promover o crescimento de bactérias com maior potencial

patogénico, apresentando maior risco de contaminacéo da agua.

A capacidade de produzir biofilme provavelmente garante a estas bactérias a
sobrevivéncia no ambiente, protecdo contra o sistema imune do hospedeiro e, ainda
contribui para o aumento da resisténcia aos antimicrobianos e agentes de desinfeccédo
(Brindle et al., 2017; Basso et al., 2019).
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Os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos por Ralstonia ainda sdo
desconhecidos. Foram descritos apenas 0s genes BLA oxa-22 responsavel por conferir
resisténcia bacteriana as benzilpenicilina, cloxacilina e algumas cefalosporinas e BLA
oxa6o0 gue esta relacionado a resisténcia aos carbapenemicos, principalmente o
imipenem (Nordmann et al., 2000; Girlich et al., 2006). Nao existe uma terapia
padronizada para o tratamento de infec¢bes por Ralstonia, por isso a necessidade de
entender melhor o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos destes organismos. Na
tabela 1.3 podem ser vistos os resultados dos testes aos antimicrobianos dos estudos dos

ultimos anos.
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Tabela 1.3 - Perfil de resisténcia de isolados de clinicos e ambientais de Ralstonia sp.

Origem % de resisténcia
Autor _ dos Teste  Bspécies(n)  cpz  cip cLo  coL GEN IMP  LEV PIP PIT
isolados
sales etal. Clinico  MIC R picketti (16) 65% R  12,5% R 63%R 63%R 6.3% R
ggggr &JONES,  Clnico  MIC  R. picketti (39) 35,9% R 59% R  51%R 51%R 103%R 7,7%R
R. picketti (53)  9,4R 99,9% R 20 R

MIC R. insidiosa

Ryan e Adley,  Clinicoe (15) S 100% R S
2014 amotental  R.picketti (53 9% 91% R S
R. insidiosa(15) 93% R S
Ypente et al. Ambiental Disco R picketti (16) S R R R
Tejeraet al., Clinico e . .
2016 ambiental MIC R. picketti (1) R S S S S S
Birlutiu et al., - . .
2017 Clinico - R. picketti (1) I S R R S S
Green et al R.
" Clinico Disco mannitolilytica 92, 8% R 100% R 92,8% R
2017 (14)
R. picketti (01) R S S S S R R
Basso et al., .. R.
2019 Clinico MIC  onnitolilytica R S R R S S S
(01)
;g?g etal, Clinico  MIC  R.insidiosa (2) 50% I s R 500R S S
Legenda: R: resistente; S: suscetivel; I: intermediario. Caz: Ceftazidima; Cip: ciprofloxacin; Clo: clorafenicol; Col: colistina; Gen: gentamicina; Imp:

imipenem; Lev: levofloxacin; Pip: piperacilina; Pit: Piperacilina/tozobactam. Teste de antimicrobianos, MIC: Concentragdo inibitéria minima e Disco, teste
por difusdo em disco.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO FI'SIC,O—QUI'MICA E MICROBIOLOGICA
DA AGUA PARA HEMODIALISE

RESUMO
O objetivo da pesquisa foi a avaliacdo de parametros microbiologicos da agua e

dialisato em quatro unidades de hemodialise localizadas na regido sudeste do Brasil.
Foram avaliados os parametros fisico-quimicos: pH, condutividade elétrica, turbidez,
alcalinidade, cloro livre concentracdo dos ions nitrato, fluoreto, cloreto, sulfato, sodio,
potassio, calcio e magnésio. Quantificacdo de microcistinas e parametros
microbioldgicos: Coliformes totais, bactérias heterotréficas totais (BHT) e o isolamento
e identificacdo de microrganismos em amostras de agua pre, pds-tratamento por osmose
inversa e dialisato. Os niveis de nitrato, fluoreto e BHT encontrados nas amostras de
agua podem apresentar risco ao paciente em hemodialise. Foi identificada a presenca de
uma amostra de agua potavel com a presenca de microcistinas. Microrganismos foram
identificados ao longo do sistema de tratamento de agua para hemodidlise, sendo a
Ralstonia sp. a mais frequente. A presenca de bactérias patogénicas emergentes
detectadas neste estudo aponta a necessidade do monitoramento microbiolégico da agua

para hemodialise.

Palavras-chave: Hemodialise, tratamento de adgua e dialisato.

2.1 INTRODUCAO

A doenca renal cronica (DRC) é caracterizada pela perda progressiva dos nefrons,
resultado de lesdes irreversiveis que diminui gradualmente a funcdo renal global. O
tratamento recomendavel para estes pacientes sdo os procedimentos de dialise (Guyton
& Hall, 1998; Parmar, 2002; Pontoriero et al., 2003). De acordo com os ultimos
resultados divulgados pela sociedade brasileira de nefrologia (SBN), foi estimado em
2016, mais de 120 mil pacientes com DRC em tratamento dialitico, sendo que nos anos

de 2011 a 2016, houve um acréscimo de 31,5 mil pacientes (Sesso et al., 2017).
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A hemodialise € um processo artificial de filtracdo sanguinea, em que durante o
processo, ocorrem trocas de substancias entre o sangue e o dialisato (agua tratada mais
solucBes concentradas de eletrolitos, tampdo e glicose). Neste processo, sdo utilizados
cerca de 400 litros de &gua por sessdo que dura em média quatro horas, sendo o
tratamento normalmente realizado trés vezes semanalmente por paciente. A barreira
entre 0 sangue e o dialisato é realizada por uma membrana semipermeavel, aos quais
contaminantes de baixo peso molecular, presentes na agua, podem ter acesso direto a
corrente sanguinea como se tivessem sido administradas por injecdo endovenosa (Silva
et al., 1996; Daugirdas, 2003; Hoenick et al., 2006). Exemplo foi a tragédia em uma
clinica em Caruaru, PE, de 1996, que levou a morte de 52 pacientes devido a presenca
de cianotoxinas na agua utilizada na hemodialise. Um exemplo contundente na relacdo

da qualidade de agua e salde publica.

Os contaminantes microbiologicos podem ser encontrados na agua, geralmente sua
presenca esta associada as falhas no sistema de tratamento e distribuicdo de agua para
hemodialise. Entre os mais frequentes, destacam-se as bactérias gram-negativas (Bugno
et al., 2007; Koneman et al., 2008; Montanari et al., 2009; Glorieux et al., 2012;
Oumokhtar et al., 2013; Okunola & Olaitan, 2016), que podem estar associadas as
infeccBes em pacientes hemodialitico (Strateva et al., 2012; Tejera et al., 2016; Thet et
al., 2019).

No Brasil, a RDC 11 de 13 de marco de 2014 é a legislacdo especifica que dispde as
concentracfes limites, como parametros da qualidade da &gua de diélise. A agua que
chega aos centros de hemodialise é proveniente do sistema de abastecimento municipal
e deve atender aos padrdes de qualidade estabelecidos pela Portaria MS 2914, de 12 de
dezembro de 2011 e a RDC N° 11, de 13 de mar¢o de 2014 em relacdo aos padrdes de
agua potavel.

Considerando a importancia da hemodialise e a estimativa crescente de novos pacientes
hemodialiticos, faz-se necessario o controle da qualidade do tratamento, sendo a agua o
principal componente, portanto, o objetivo da pesquisa foi a avaliacdo de pardmetros
microbioldgicos de agua e dialisato em quatro unidades de hemodialise localizadas na

regido sudeste do Brasil.
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2.2 METODOLOGIA
2.2.1 Amostragem

As amostras de agua destinadas a procedimentos hemodialiticos foram obtidas de quatro
unidades de hemodialise localizadas na regido metropolitana do estado do Espirito
Santo. A coleta de &gua foi realizada em seis pontos da estacdo de tratamento de &gua
de cada unidade de hemodialise (figura 2.1). Foram definidos, o ponto 1 (P1): entrada
de agua de abastecimento potavel, o ponto dois (P2): pré-tratamento (apos filtro,
abrandadores e deionizador) como amostras de agua pre-tratamento de osmose inversa
(Pré Ql), o ponto trés (P3): reservatdrio de agua, o ponto quatro (P4): agua utilizada na
sala de reuso dos capilares, o ponto cinco (P5): Retorno da &gua tratada para o loop e 0

ponto seis (P6): dialisato que sai da maquina de hemodialise.

Agua potavel 9

P2

Filtro de areia

Filtro de carvao ativado

Osmose Inversa

L 4

— o .

1 9 v . Sala de
' reuso dos P4
2 f capilares
2
2
2 & Maquinas de
D
< - dialise -
= '
Legenda: e ‘9.‘

B Pré-tratamento de osmose inversa (Pré Ol)

Pds-tratamento de osmose inversa (Pré Ol)

B Dialisato

Figura 2. 1 — Representacéo dos pontos de coleta de 4gua no sistema de tratamento utilizado pelas unidades de hemodialise.

Foram coletadas 88 amostras de agua, sendo 30 amostras de agua Pré Ol, 63 amostras
de agua Pds Ol e 15 amostras de dialisados dos sistemas de tratamento de agua das
unidades de hemodialise nos anos de 2015 a 2017. A unidade de dialise A ndo possui
estrutura fisica (dispositivo de torneira) para a realizacdo da coleta no ponto do loop
(P5).

Todas as amostras foram colhidas assepticamente em fracos de polietileno higienizados

para posterior analise de parametros fisico-quimicos e para a analise microbioldgica foi
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utilizado frasco de vidro ambar esterilizados. As amostras foram colhidas em duplicatas

e mantidas sob-refrigeracao até o seu processamento no laboratorio (LABSAN-UFES).

2.2.2 Analises de parametros fisico-quimicos

O pH e condutividade elétrica foram medidos utilizando os equipamentos DIGIMED
DM22 e CONDUCTIVITY METER- CD850, pelo método Potenciométrico. A turbidez
foi determinada pelo equipamento TURBIDIMETRO HACTCH, pelo método
Nefolométrico. A alcalinidade foi realizada seguindo as orientagdes do método 2320 B,
Titulométrico APHA, (2005) e cloro residual realizado pelo kit Hanna®, conforme as
orientacbes do fabricante. A determinacdo da concentracdo dos ions nitrato, fluoreto,
cloreto, sulfato, sodio, potassio, calcio e magnésio foram realizados pelo método de
cromatografia de ions, no equipamento IC BASIC PLUS 883- METROHM®, com o
uso das colunas METROSEP A Supp 5 - 150 x 4.0 mm e METROSEP C 4 — 150 X 4.0

mm, para Anions e Cations respectivamente.

2.2.3 Analise de microcistina

A deteccdo e quantificacdo de microcistina foram realizadas pelo teste de Elisa

utilizando-se kit comercial Beacon®, seguindo as recomendacdes do fabricante.

2.2.4 Anédlises Microbioldgicas

2.2.4.1 Deteccdo de coliformes totais e Escherichia coli
As analises de coliformes totais e Escherichia coli foram realizadas utilizando a técnica

de substrato cromo-fluorogénico, com sistema de deteccdo de presenca/auséncia (P/A.),

conforme metodologia descrita por Cassini et al. (2010).

2.2.4.2 Quantificacdo de bactérias heterotroéficas totais (BHT)
A quantificacdo de bactérias heterotréficas totais (BHT) foi realizada por semeadura de

uma aliquota da amostra de agua por pour plate em meio de cultura agar caseina,
incubada por 48 horas a 35 £+ 0,5°C. Apoés a incubacado, foi realizada a contagem do
namero de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC), com o auxilio do equipamento
contador de coldnias (Phoenix cp 600).
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2.4.3 Isolamento e Identificacdo dos microrganismos isolados
O volume de 5mL de amostra de &gua foi adicionado a 50 mL de caldo caseina e

incubado por até 48 horas a 35 + 0,5°C e depois com o auxilio de uma alca
bacterioldgica, foi retirado uma aliquota de 10uL da cultura e semeado em TSA e
incubado 35 * 0,5°C por 48 horas. Os microrganismos que cresceram foram repicados
para os meios TSA, MacConkey e Cetrimide por esgotamento, a fim de obter colonias
puras para o teste de identificacdo bioquimica.

A identificacdo das espécies de microrganismos isolados foi realizada por
espectrometria de massa por ionizagcdo por dessorcdo a laser com matriz assistida
(MALDI-TOF MS) usando espectrometro de massa Microflex LT e software Biotyper

3.3 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), seguindo as recomendac6es do fabricante.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As infraestruturas do tratamento da 4gua para hemodiélise ficam localizadas no interior
das unidades, em um local isolado, de acesso restrito e separado do saldo de
hemodialise. O tratamento da agua realizado pelas unidades baseia-se no método de Ol
e tem por objetivo tratar a agua potavel tornando-a apta para 0 uso em procedimento
hemodialitico, conforme os parametros microbioldgicos e fisico-quimicos descritos pela
RDC n° 11/2014 (BRASIL, 2014). Além do tratamento de OI, a unidade D possui 0

tratamento de desinfeccdo por 0z6nio no reservatdrio de 4gua de abastecimento.

2.3.1 Parametros fisico-quimicos de qualidade de agua
As amostras de agua Pré Ol apresentaram pH préximos a neutralidade, turbidez

menores que 4 NTU e cloro residual entre 0,5 e 0,2 mg/L, valores de acordo ao padrdo
de qualidade de agua de dialise definido pela RDC 11/2014. A concentracdo dos ions
cloreto, sulfato, sodio, potéssio, calcio e magnésio (tabela 2.1) dissolvidos nas amostras
de agua pré e pos-tratamento de Ol encontraram-se dentro dos padrbes estabelecidos
pela MS 2914/2011 para agua potavel e RDC 11/2014 para agua de hemodialise.
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Tabela 2.1 — Concentracdo média e desvio padrdo de nitrato, fluoreto, cloreto, sulfato,
sodio, potéssio, calcio e magnésio pré-tratamento de osmose inversa (Pré) e poés-
tratamento de osmose inversa (P6s) nos centros de hemodiéalise.
Unidades de hemodialise VMP**
A B C D (mg/L)
Osmosis inverse

(mg/L) Pré P6s Pré Pos Pré Pos Pré Pos MS RDC
291 11
4

Nitrato 249 0,18 16,63 4,29 23,04 857 10,7 053 10 2

+ + + + + + + +
166 0,12 14,63 3,37 21,03 7,32 9,58 0,46
Fluoreto 0,67 016 216 022 294 062 247 012 15 072
+ + + + + + + +
0,17 0,13 193 02 262 044 242 0,08
Cloreto 9,36 0,62 3599 264 46,52 558 36,5 0,66 250
+ + + + + + + +
0,55 0,38 34,64 254 4520 5,09 359 0,48
Sulfato 10,5 0,61 30,37 042 2322 021 251 0,15 250 100

+ + + + + + + +
3,33 043 30,11 0,37 1864 0,13 22,0 0,03
Sodio 784 087 789 112 472 202 441 045 200 70
+ + + + + + + +
3,02 0,18 348 0,21 315 056 430 0,24
Potassio 169 0,10 19 0,09 124 0,12 3,28 0,36 8
+ + + + + + + +
0,48 0,08 058 0,07 086 0,05 3,07 0,20
Magnésio 1,13 0,01 1,19 0,04 055 132 0,54 0,09 4
+ + + + + 5+ + +
056 001 040 0,05 053 097 053 0,07
Célcio 455 0,17 5,21 0,10 3,87 0,08 291 0,06 2
+ + + + + + + +

2,29 0,10 329 0,09 258 0,07 222 0,02
Legenda: MS 2914/11 — Ministério da Salde, Portaria n°® 2.914, de 12 de dezembro de 2011 para agua
potavel. RDC 11/2014 - Resolucdo da Diretoria Colegiada n° 11, de 13 de margo de 2014, Padrdo de
gualidade da agua para hemodialise, Ministério da Saude, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. *
Valo maximo permitido.

A concentracdo de nitrato acima do valor permitido para agua potavel pela MS
2914/2011 foi verificada em amostras de agua provenientes das clinicas B, C e D. A
maior concentracao de nitrato foi de 12 mg/L em amostras de agua coletadas na unidade
de dialise C. Niveis elevados de nitrato a &gua potavel foram relacionados a
complicagdes de metahemoglobinemia, cancer colorretal, doencas da tireoide e defeitos
do tubo neural (Ward et al., 2018). Mesmo em agua com nivel de nitrato abaixo do
recomendado para ingestdo, houve relagdo com a metahemoglobina no sangue (Zeman
etal., 2011).
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O excesso de nitrato-N na agua pds osmose inversa foi verificado nas unidades de
diélise B e C (tabela 1) com valores de 2,4 e 4,6 mg/L, respectivamente. As possiveis
causas e sintomas relacionados a contaminacdo da &gua por nitrato para o paciente
hemodialitico sdo a hipotensdo, nauseas, vémitos e diarreia. A concentracdo de 21mg/L
esta relacionada a toxicidade ao nitrato a hemodialise (Amato et al., 2013). Suzuki et al.
(2019), encontraram niveis de nitrato na agua de didlise abaixo dos padrdes
estabelecidos pela RDC 11/2014 e mesmo assim, o aumento da concentragdo do nitrato

foi associado a anemia em pacientes hemodialiticos.

Em relacdo ao ion fluoreto, foi verificada a concentracdo acima do permitido para agua
potavel pela MS2914/2011 em amostras provenientes das clinicas B, C e D. As maiores
concentracOes de fluoreto foram aproximadamente 6,5 mg/L nas amostras de agua pré
osmose inversa. Yousefi et al.(2019) associaram a concentracdo de fldor na agua

potavel a pessoas com hipertensao.

Os maiores niveis de fluoreto em amostras de &gua p6s osmose inversa foram
encontrados nas unidades de dialise B e C, sendo a maior concentracdo de 1,5 mg/L em
amostra de agua na unidade C. O excesso de flGor pode causar doenca Ossea em
pacientes hemodialiticos (Cordy et al., 1974) e além disso, a reacdo do aluminio com o
flor gera o fluoreto de aluminio que €é altamente toxico ao sistema renal (Silva &
Moreira, 2009). A concentracdo de fluoreto associada a toxicidade em hemodialise é de
1 mg/L (Amato et al., 2013).

2.3.2 Deteccdo de microcistina

A presenca de microcistina foi detectada em apenas uma amostra de agua pré Ol da
unidade A com concentracdo de 4,13ug/L. Outros pontos de coleta de agua foram
analisados e foi verificada a remocéo da toxina, dentro do limite de detec¢do do metodo,

apos o tratamento de carvédo ativado.

Almeida et al. (2016) observaram que o carvédo ativado possui menor taxa de remogéo
de microcistina em concentracdo superior a 3,83 * 0,36 pg/L. O presente trabalho
detectou a concentracdo de toxina proxima a este limite de remogdo. Desta forma,
aumenta a preocupacao a saude do paciente caso a toxina consiga persistir no sistema de

tratamento da agua e chegar ao paciente em hemodidlise.
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Hilborn et al. (2013) relataram um caso de exposicdo de 44 pacientes a dialisato
contaminado por microcistina no estado do Rio de Janeiro, Brasil, no ano de 2001. A
concentracdo de microcistina na dgua potavel foi de 0,4 pg/L e concentracdo média de
0,33 ng/mL no soro sanguineo de pacientes dialiticos expostos (Soares et al., 2006;
Hilborn et al., 2013). Desta forma, é imprescindivel o monitoramento constante da
presenca da toxina e a eficiéncia do tratamento na agua utilizada para hemodialise, a fim
de evitar que futuros eventos de exposicdo a microcistina ocorram a pacientes

hemodialitico.

2.3.3 Parametros microbioldgicos
Todas as amostras de agua do presente estudo ndo apresentaram coliformes, portanto,
estando dentro dos padrdes estabelecidos pela RDC N° 11, de 13 de marco de 2014, que

requer a auséncia de coliformes em 100 mL do volume amostral.

A quantificacdo de bactérias heterotroficas totais variou de niveis ndo detectaveis a
cerca de 1,5 x 10° UFC/mL (tabela 2.2). As amostras de agua foram provenientes de
pontos diversos do sistema de tratamento de agua realizado pelas unidades de dilise,

desde a 4gua de entrada ao dialisato.

Tabela 2.2 — Valores médios e desvio padrdo da quantificagdo de UFC (unidade formadoras de
coldnias)/mL de bactérias heterotréficas totais (BHT) de amostras de dgua provenientes do pré-tratamento
de osmose inversa (Pré Ol) e po6s-tratamento de osmose inversa (P6s Ol) nos centros de hemodialise
localizados na regido metropolitana do Espirito Santo, Brasil.

Amostras Unidade de hemodialise
de 4gua A B C D VMP* Nivel
de acéo
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
Pré Ol 292 +233 797 + 600 245 5+3 500*
Pos Ol 500+435 340+227 26+11 4+1 100** 50**

Dialisato 32+20 375+ 320 2+1 35+ 28 200** S50**

Legenda: VMP: Valor maximo permitido; * valor maximo permitido pela MS 2914/11 — Ministério da
Saude, Portaria n® 2.914, de 12 de dezembro de 2011 para &gua potavel. ** Padrdo de qualidade da agua
para hemodialise de acordo com a RDC 11/2014 - Resolucdo da Diretoria Colegiada n° 11, de 13 de
marco de 2014, Ministério da Saude, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

Durante o tratamento da &gua para a hemodialise, o cloro é removido, facilitando o
desenvolvimento de bactéerias. A remocdo de compostos durante o tratamento da agua

que pode causar irregularidades no circuito hidraulico e facilitar a formacao de biofilme
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(Hoenich e Levin, 2003). Os deionizadores sdo outro possivel ponto de contaminacao
microbioldgica. A contaminacdo bacteriana pode ocorrer devido a capacidade das
resinas principalmente aniénicas se ligarem a matéria organica e, assim, permitir a
prolirefacdo bacteriana. (Coulliette & Arduino, 2013). A Ol é um tratamento avancado
de tratamento de &gua, que permite a remocéo de constituintes de baixo peso molecular,
com eficiéncia de cerca de 99,9%, permitindo a passagem de bactérias para o permeado,
que pode estar associada a integridade da membrana ou ao sistema de vedacao (Fujioka
et al., 2018; Fujioka et al., 2019). Park & Hu, 2010, relataram o crescimento bacteriano

e producdo de biofilme da agua permeada por Ol.

2.3.4 Microrganismos isolados de amostras de dgua nas unidades de hemodialise
Foram isoladas oito espécies de bactérias e uma de fungo nas amostras de agua e
dialisato (tabela 2.3). A maioria das espécies de bactérias isoladas pertence ao grupo de
Gram negativas ndo fermentadoras, com exce¢do a Serratia marcescens, uma Gram
negativa fermentadora. As bactérias Gram-negativas, principalmente as nao
fermentadoras, sdo 0s contaminantes microbioldgicos mais relatados em 4aguas
destinadas a hemodialise (Gomila et al., 2005; Montanari et al., 2009; Chen et al., 2017;
Vincenti et al., 2014; Nazemi et al.,2016; de Jesus et al., 2017).

Tabela 2.3 — Microrganismos isolados de amostras de agua provenientes do pré-tratamento de osmose
inversa (Pré Ol), pds-tratamento de osmose inversa (P6s Ol) e dialisato nos centros de hemodiélise
localizados na regido metropolitana do Espirito Santo, Brasil.

Amostras Unidade de hemodialise
de 4gua A B C D
Pré Ol Brevudimonas Ralstonia
aurantiaca pickettii
Pos Ol Ralstonia insidiosa Ralstonia pickettii
Ralstonia Ralstonia
Burkholderia Ralstonia insidiosa insidiosa pickettii
vietnamiensis
Moraxella sp Ralstonia
Herbarspirillum sp. pickettii

Dialisato
Nesterenkonia
lawsekhoensis

Serratia marcescens

Candida
orthopsilosis
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A espécie Ralstonia picketti esteve presente em todas as unidades de hemodialise
estudadas. A Ralstonia sp pode ser encontrada em diferentes tipos de &gua tratada para
abastecimento, como em ambiente hospitalar, agua de distribui¢do, uso industrial e até
em agua ultra pura, portanto, sendo capaz de sobreviver em ambientes de baixo teor de
nutrientes (Kulakov et al., 2002; Adley et al., 2006; Ryan & Adley, 2014; Vaz-Moreira
et al., 2017). Além disso, esta espécie possui a capacidade de desenvolver biofilme em
tubulacdes de PVC (Dombrowsky et al., 2013). As aguas utilizadas para procedimentos
hemodialiticos possuem baixas concentracfes de nutrientes e sdo distribuidas em
tubulacbes de PVC. A Ralstonia sp ja foi descrita em amostras de &gua para
hemodidlise por Lima et al. (2005), Oumokhtar et al. (2013) e Chen et al. (2017).

A Ralstonia sp é considerada um patdgeno oportunistas emergente (Ryan & Adley,
2014) e casos de infeccdo desta bactéria tém sido relatados em pacientes hemodialiticos
(Strateva et al., 2012; Tejera et al., 2016; Thet et al., 2019). Thet et al. (2019) relataram
surto de infeccdo bacteriana em sete pacientes de um centro de hemodialise, sendo que
em quatro pacientes a bactéria identificada foi a R. pickettii. Os autores atribuiram o
surto a contaminacgdo da &gua, principalmente no reservatério, por haver alta contagem

de BHT e apontaram o risco potencial do reuso dos dialisadores.

A presenca das bactérias Serratia marcescens, Burkholderia vietnamiensis,
Brevudimonas aurantiaca, Moraxella sp e Herbarspirillum sp. na agua apresentam
risco para hemodidlise. Foi relatado por Novosad et al. (2019) surto multicéntrico em
pacientes em hemodialise provocado por Serratia marcescens. Um surto de bacteremia
em pacientes renais cronicos provocada pela Burkholderia sp., sendo identificada como
fonte de contaminacdo membranas da Ol usadas no tratamento da dgua (Magalhdes et
al., 2003). A Brevudimonas sp. € relatada como patdgeno oportunista emergente, com
relatos de infeccdo a diversos pacientes hospitalizados (Ryan & Pembroke, 2018). Um
relato de caso de peritonite provocado por Moraxella Osloensis foi descrito por Adapa
et al. (2018) em um paciente em dialise peritonial. Um caso fatal por Herbaspirillum
seropedicae foi descrito por Suwantarat et al. (2015), em que a bactéria estava presente
no cateter de hemodialise. A Nesterenkonia lawsekhoensis ndo foi associada ha

infeccBes em pacientes em hemodialise.

A Candida orthopsilosis foi o unico isolado fungico deste estudo. A presenca de fungos

em amostras de agua para hemodialise foram relatadas por Arvanitidou et al. (2000);

50



Mahmoudabadi et al. (2010); Pires et al. (2011), Figel et al. (2013); Okunola &
Olaitan, (2016); Montanari et al. (2017) e Oliveira et al. (2018). A frequéncia de
leveduras, como espécies do género Candida, foi mais frequente em amostras de
dialisato, quando comparadas a outras amostras de dgua do sistema de tratamento para
hemodialise (Arvanitidou et al., 2000). Além disso, ha formacdo de biofilme em
solucdo de didlise (Oliveira et al., 2018). Casos de infec¢do provocada por Candida sp
em pacientes em hemodialise foram descritos por Ourives et al. (2016) e Shu et al.
(2017).

2.4 CONCLUSOES

O monitoramento da qualidade de agua em centros de hemodialise € necessario para
avaliar e garantir a seguranca do paciente submetido a procedimentos hemodialicos.
Neste estudo, a 4gua utilizada na hemodialise apresentou valores acima do recomendado
pela RDC 11, 2014 para niveis de concentragdo do nitrato-N e do fluoreto. Além disso,
0S microrganismos estiveram presentes nas amostras de dgua potavel até o dialisato.
Bactérias patogénicas emergentes, tais como a Ralstonia sp. e Brevudimonas sp.,
encontradas neste estudo demonstram preocupacdo e risco a salde dos pacientes
hemodialiticos.

Observagéo:

Este manuscito serd submetido a revista Acta Scientiarum. Biological Sciences.
Avaliacéo da Capes

CIENCIAS AMBIENTAIS: B1

ENGENHARIAS I: B2
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CAPITULO 3

AVALIACAO DE MICRORGANISMOS ISOLADOS DE AGUAS DE
HEMODIALISE FRENTE A ACAO DE ANTIMICROBIANOS E
DESINFETANTES.

RESUMO
As infeccbes em pacientes hemodialiticos por bactérias multirresistentes tém se

tornando uma preocupacdo mundial. Bactérias Gram negativas ndo fermentadoras de
origem ambiental tém sido associadas as infeccBes de pacientes hemodialiticos. O
objetivo deste estudo foi determinar o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos e
agentes de desinfeccdo de bactérias isoladas da agua tratada e do dialisato em quatro
unidades de tratamento de hemodialise no Espirito Santo, Brasil. O perfil de resisténcia
bacteriana foi determinado pelo teste de disco de fusdo e pela concentragdo minima
inibitéria. O teste de desinfeccdo bacteriana foi realizado com a exposi¢cdo UV (570
nm), hipoclorito de sodio e &cido peracético. Cerca de 60% das bactérias isoladas
apresentaram o padrdo de multirresisténcia aos antimicrobianos, principalmente a
colistina, gentamicina e aos carbapenémicos. Os isolados foram suscetiveis ao
ciprofloxacin, levofloxacin e piperacilina/tozobactam. A desinfeccdo por &cido
peracético foi mais eficaz na eliminacdo bacteriana. O monitoramento da
suscetibilidade antimicrobiana e desinfeccdo do sistema de &gua sdo necessarios para

garantia da qualidade dos servicos de hemodialise.

Palavras-chave: Hemodialise, agua, resisténcia a antimicrobianos e desinfeccéo.

3.1 INTRODUCAO

O numero de pessoas com problemas renais que necessitam do tratamento de
hemodialise vém aumentando progressivamente no Brasil, com taxa de incidéncia de
610 pacientes por milhdo de habitantes (Thomé et al., 2019). Casos de infeccdo na
corrente sanguinea sdo comuns em pacientes hemodialiticos, com elevado risco de
evolucéo para bacteremia, sendo considerada a segunda principal causa de mortalidade

neste grupo (Suzuki et al., 2016).
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Em um estudo caso-controle no Brasil em hemoculturas de pacientes em hemodialise a
presenca de cerca de 70% de bactérias Gram-positivas, 25% de bactérias Gram-
negativas sendo 13% correspondente ao grupo de ndo fermentadores e apenas 1% de
fungos. (Fram et al., 2015). A infeccdo por bactérias Gram-positivas estd geralmente
associada ao uso de cateter venoso, O microrganismo mais prevalente é o
Staphylococcus aureus sendo comumente encontrado na pele (Suzuki et al., 2016;
Villalon et al., 2018; Noor et al., 2019). A incidéncia de infeccbes por bactérias Gram-
negativas em pacientes em hemodialise variou de 35 a 66% em diferentes estudos
(Rojas-Moreno et al., 2016; Villalon et al., 2018; Noor et al., 2019; Zhang et al., 2019).
As bactérias Gram-negativas ndo fermentadoras (BGNNF) vém mostrando importancia
epidemioldgica como patdgenos oportunistas emergentes, principalmente em pacientes

com sistema imunoldgico comprometido (Ryan et al., 2014; Ryan & Pembroke, 2018).

Casos de bacteremia causados por BGNNF em pacientes hemodialiticos tém sido
reportados na literatura e a agua de dialise considerada uma possivel fonte de
contaminagéo (Strateva et al., 2012; Tejera et al., 2016; Novosad et al., 2019; Thet et
al., 2019). A agua para hemodidlise passa pelo tratamento que envolve um conjunto de
sistema de filtracdo e a osmose inversa (Kasparek & Rodriguez, 2015), porém ¢é
possivel identificar a presenca bacteriana na agua tratada, principalmente de BGNNF
(Montanari et al., 2009; Glorieux et al., 2012; Oumokhtar et al., 2013; Okunola &
Olaitan, 2016). Falhas no processo de desinfeccdo do sistema de tratamento da agua,
distribuicdo e nos reusos de dialisadores tém sido associadas a surtos de bacteremia (O
Edens et al., 2017; Novosad et al., 2019).

A multi-resisténcia a antimicrobianos € um problema crescente em ambientes
hospitalares (Mo et al., 2016) principalmente em pacientes que necessitam de
hemodialise (Pop-Vicas et al.,, 2008). A agua tem sido considerada um local de
disseminagdo de genes de resisténcia a antimicrobianos e reservatorio de bactérias
multi-resistente (Baquero et al., 2008). Os casos de infeccdo por BGNNF apresentam
grande preocupacdo devido a ampla capacidade de resisténcia (Boattini et al., 2018;
Scheich et al., 2018; Whistler et al., 2019) a diversas classes de antimicrobianos e,
assim dificultando as opc¢Ges terapéuticas (Enoch et al., 2007). A presenca de bactérias
resistentes a antimicrobianos em agua hospitalar tem sido relatada na literatura
(Arvanitidou et al., 2003; Oumokhtar et al., 2013; Vincenti et al., 2014), assim

apresentando risco aos pacientes e alertando a necessidade de monitoramento ambiental.
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No Brasil a agua utilizada para hemodialise possui padrfes de qualidade estabelecidos
pela RDC 11, 2014, quanto a concentragdes de quimicos, endotoxinas e contagem de
bactérias heterotroficas totais, porém ndo ha exigéncia na identificacdo de bactérias e
padrdes de resisténcia a antimicrobianos. Portanto, o presente estudo tem como objetivo
determinar o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos e agentes de desinfec¢do de
bactérias isoladas da &gua tratada e do dialisato em quatro unidades de tratamento de

hemodialise no Espirito Santo, Brasil.

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Origem dos isolados bacterianos
No presente estudo foram selecionados 20 isolados bacterianos, sendo 8 de Ralstonia

pickettii, 8 Ralstonia insidiosa, 1 de Brevudimonas aurantiaca, 1 Burkholderia
vietnamiensis, 1 Herbarspirillum sp., 1 Moraxella sp.(Figura 3.1). As cepas bacterianas

foram isoladas da agua do sistema de tratamento de quatro unidades de servicos a

hemodialise.
Agua potavel
- Pré Osmose Inversa
R pickettii
B. auranniaca
5
£
—— o' ' «._ Sala do reuso de capilares

2 ® R. Pickettii
o . R. Insidiosa
13 —-T t B viemamiensis
] )
c
> |
o )
5 ¢ ]
g P . Dialisato

Osmose Inversa é R. Pickettii
m\ = R. Insidiosa
-
Moraxella sp.
Reservatorio
R. Pickemi
R. Insidiosa

Herbaspirillum sp

Figura 3. 1 — Representacdo da origem das cepas de bactérias isoladas do sistema de tratamento de agua

utilizado pelas unidades de hemodialise.
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3.2.2 Identificacdo dos microrganismos isolados

A identificacdo das espécies de microrganismos isolados foi realizada por
espectrometria de massa por ionizacdo de dessorcdo a laser com matriz assistida
(MALDI-TOF MS) usando espectrometro de massa Microflex LT e software Biotyper

3.3 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), seguindo as recomendacdes do fabricante.

3.2.3 Determinacao do perfil de resisténcia aos antimicrobianos
3.2.3.1 Método de difusdo em disco

As cepas bacterianas foram suspensas em caldo Mueller- Hinton com turvacéo
compativel a 0,5 da escala MacFarland. Com um Swab estéril, foi realizada uma
semeadura continua em trés a quatro direcdes na superficie da placa de Agar Mueller-
Hinton. Os discos contendo os antimicrobianos foram adicionados na superficie desta
placa, incubados a 35°C por 18-24 horas em aerobiose. A leitura foi realizada pela
medida do halo de sensibilidade ao redor dos discos de antimicrobianos, com auxilio de
um paquimetro. Ndo ha& pontos de corte estabelecidos pelo CLSI (Clinical and
laboratory Standards Institute) aos isolados deste estudo, portanto os valores de
referéncia utilizados foram da Pseudomonas sp aos antimicrobianos amicacina
(AMI30); ceftazidima (CAZ 30), ciprofloxacina (CIP 5), cefepime (CPM 30),
doripenem (DOR 10), gentamicina (GEN 10), Imipenem (IPM 10), levofloxacin (LVX
5), meropenem (MER 10), piperacilina/ tozobactam (PIT 110), tobramicina (TOB 10).
Os antimicrobianos amplicilina/sulbactam (APS 20), ceftriaxona (CRO 30), minociclina
(MH 30) a referéncia utilizada foi a Acinetobacter spp. Os valores obtidos do isolado B.
vietnamiensis foi comparado ao complexo Burkholderia cepacea para 0s
antimicrobianos ceftazidima, clorafenicol, levofloxacin e meropenem fornecidos pelo
CLSI, (2017). Em todos os testes foram utilizados como controle da qualidade as cepas
padrdo de Escherichia coli (ATCC 23226) e P. aeruginosa (ATCC19429).

3.2.3.2 Determinagéo da Concentracdo Minima Inibitoria (MIC)

A suscetibilidade a antimicrobianos dos isolados bacterianos foi determinada pelo teste
de diluicdo em caldo (Macrodiluicdo e Microdiluigéo), descrito por NCCLS, (2003),
utilizou-se microplacas de poliestireno de 96 pocos (Kasvi), caldo Mueller-Hinton
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ajustado com cations (Kasvi) e a cultura bacteriana a concentracdo de 10° UFC/mL.
Foram utilizados os antimicrobianos ceftazidma, clorafenicol, colistina, doripenem,
gentamicina, imipenem, levofloxacin, piperacilina e piperacilina/tozobactam adquiridos

da Sigma Chemical®.

As microplacas com os antimicrobianos e isolados foram incubados a 35°C por 24
horas. A leitura dos resultados a suscetibilidade foi definida a menor concentracdo do
antimicrobiano que inibiu o crescimento bacteriano. Em todos os testes foram utilizados
as cepas Escherichia coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853 como controle de
qualidade.

A interpretacdo dos resultados em resistente, intermediario ou suscetivel foi realizada de
acordo com a tabela 2B-5 para Outras N&o-Enterobacteriaceae, exceto para 0s
antimicrobianos colistina e doripenem que foi utilizado a tabela 2B-1 referente a

Pseudomonas aeruginosa CLSI, (2017).

3.2.3.3 Classificagao de suscetibilidade dos isolados bacterianos

A classificacdo dos isolados em multirresistentes (MDR), extensivamente resistentes a
antimicrobianos (XDR) e ndo multirresistentes (ndo MDR) foi realizada de acordo com
Magiorakos et al. (2012). A referéncia utilizada foi a Pseudomonas aeruginosa, pois ha
caréncia de informacGes dos taxons presentes neste estudo. Nesta classificacdo, as cepas
com intermediarias foram consideradas resistentes, pois de acordo com a premissa de
Vincenti et al. (2014) as cepas intermediarias teriam maior facilidade em evoluir para
resisténcia do que para sucetibilidade ao antimicrobiano. A classificacdo em
multiresistente utilizou os dados do método de difusdo de discos para todos o0s
antimicrobianos com excegéo da colistina, em que foi utilizado o resultado referente ao
teste de MIC.

3.2.4 Desinfeccéo
A atividade bactericida da radiacdo UV germicida, hipoclorito de sédio e o acido

peracético foram realizadas em suspensdes bacterianas a A625 = 0,1 em solucGes de

PBS (0,1 M, pH= 7.4) de culturas com crescimento de 24 horas.
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A desinfeccdo por radiacdo foi realizada por uma lampada UV germicida com
intensidade 0,018 mW/cm?, sob a qual placas de petri com 15mL de suspensdo
bacteriana ficaram expostas aos tempos de 0, 15, 30, 45, 75, 90 e 105 segundos.

Para testar o efeito do cloro foi utilizada uma solucéo de hipoclorito de sédio 10 mg.L"
! preparada a partir de 4gua sanitaria (Cloro Aracruz Eireli), utilizada nas unidades de
didlise deste estudo. A concentragdo de hipoclorito de sodio inicial foi
aproximadamente a 5mg/L. Uma solucgéo de tiossulfato de sodio a 1,5% (p/v) foi usada
para neutralizar o efeito do cloro em diferentes tempos de exposi¢édo de 0, 1, 3, 5, 10,
15 e 20 min.

O efeito do &cido peracético foi testado usando uma solucéo a 0,01% preparada a partir
de uma reserva a 3,5% (Farmarin, Brasil) utilizada pelas unidades de dialise deste
estudo. As suspensdes bacterianas foram expostas aos tempos de 0, 15s, 30s, 1 min, 2
min, 4 min, 8 min e 16 min. Uma solucéo de tiossulfato de sddio a 1,5% (p/v) foi usada

para neutralizar o efeito do acido peracético.

Apos os testes de desinfeccdo uma aliquota de 100uL foi coletada a cada tempo de
exposicao, diluida quando necessario em meio PBS e plagueada em TSA, incubada a
35°C e a leitura realizada em 24, 48 e 36 horas de crescimento. As bactérias
selecionadas para os testes de desinfeccdo foram Ralstonia pickettii (A), Ralstonia
insidiosa (B), Brevudimonas aurantiaca (C) e Moraxella sp. (D).

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Determinagéo do perfil de resisténcia aos antimicrobianos

Dos 14 antimicrobianos testados pelo método de disco de fusdo os isolados
apresentaram maior resisténcia ao doripenem e a gentamicina seguido do tobramicina e
imipenem (tabela 3.1). A resisténcia das bactérias Ralstonia picketti e Ralstonia
insidiosa foram relatadas na literatura para os antimicrobianos da categoria dos
aminoglicosideos e carbapenémicos. (Strateva et al., 2012; Ryan & Adley, 2013; 2014;
Birlutiu et al., 2017; Fang et al., 2019).

57



Tabela 3.1 — Suscetibilidade a antimicrobianos de 20 isolados de bactérias da agua para hemodialise
usando teste de difusdo em disco.

Cepas bacterianas

Total de

Antimicrobiano Ralstonia pickettii Ralstonia insidiosa Outras BGNNF cepas
mg.ml-1 n=8 n=8 n=4 resistentes
n=20
Resistente  Intermediario Resistente Intermedidrio Resistente Intermediario

AMI 30 37,5% 12,5% 15,0%
APS 20 12,5%
CAZ 30 25,0% 37,5% 12,5% 12,5% 25,0% 20,0%
CIP5 25,0% 5,0%
CPM 30 12,5% 25,0% 12,5% 50,0% 20,0%
CRO 30 25,0% 5,0%
DOR 10 50,0% 75,0% 50,0%
GEN 10 25,0% 87,5% 25,0% 50,0%
IPM 10 37,5% 25,0% 37,5% 30,0%
LVX5
MER 10 50,0% 12,5% 50,0% 20,0%
MH 30
PIT 110 25,0% 37,5% 25,0% 5,0%
TOB 10 25,0% 87,5% 45,0%

Obs: A referéncia dos pontos de corte de resisténcia utilizada foi a tabela 2B-1 do CLSI, (2017) para Pseudomonas
aeruginosa dos antimicrobianos amicacina (AMI30); ceftazidima (CAZ 30), ciprofloxacina (CIP 5), cefepime
(CPM 30), doripenem (DOR 10), gentamicina (GEN 10), Imipenem (IPM 10), levofloxacin (LVX 5), meropenem
(MER 10), piperacilina/ tozobactam (PIT 110), tobramicina (TOB 10). A tabela 2B-2 do CLSI, (2017) para
Acinetobacter spp foi utilizada para os antimicrobianos amplicilina/sulbactam (APS 20), ceftriaxona (CRO 30),
minociclina (MH 30).

Todos os isolados resistentes a gentamicina pelo teste de difusdo em disco também
mostraram o mesmo padrdo teste MIC. O perfil de resisténcia a colistina foi apresentada
em 95% dos isolados (tabela 3.2). Ndo houve diferenca significativa na classificacao de
isolados resistentes pelos métodos de difusdo em disco e MIC, possiveis diferencas
podem ser explicadas pelo uso dos pontos de corte referente as Pseudomoas spp.,
Acinetobacter ssp e Burkholderia cepacea para o método de disco de difusdo e a
referencia da tabela de Outras N&o-Enterobacteriaceae utilizada para o meétodo de
concentragdo minima inibitoria descrito pelo CLSI, (2017).
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Tabela 3.2 — Concentracdo inibitdria minima dos antimicrobianos e porcentagem de resisténcia dos
isolados da agua para hemodidlise.

Ponto de Isolados resistentes Total de

Antimicrobian  corte de Faixa . . Outras cepas

0 resisténci pg.ml-1 _Ralst(_)nla . Ra!stonla BGNNF resistente

a picketti n=8 insidiosa n=8 =4 sn=20

Ceftazidma >32 0,5-64 25,0% 10,0%
Clorafenicol >32 1-128 12,5% 25,0% 15,0%
Ciprofloxacin >4 <0,125
Colistina > 4% 0,2-32 87,5% 100,0% 100,0% 95,0%
Doripenem > 8% 0,06 - >32 50,0% 62,5% 45,0%
Gentamicina >16 <0,1-64 25,0% 87,5% 25,0% 50,0%
Imipenem >16 0,2-32 12,5% 50,0% 100,0% 45,0%
Levofloxacin >8 <0,1-16
Piperacilina > 128 1-128 50,0% 10,0%
Piperacilinal - 155,4  05/4- 128/
Tozobactam

Obs: A referéncia dos pontos de corte de resisténcia utilizada foi a tabela 2B-5 do CLSI, (2017)
para Outras N&o-Enterobacteriaceae, * exceto para 0s antimicrobianos colistina e doripenem
que foi utilizado a tabela 2B-1 referente a Pseudomonas aeruginosa CLSI, (2017).

O padréo de resisténcia bacteriana aos aminoglicosideos e carbapenémicos pode ser
explicada pela presenga dos genes cromossomais de [P-lactamase, amplamente
distribuidos nas espécies de R. picketti, destes foram descritos 0s genes BLA oxa-22
responsavel por conferir resisténcia bacteriana as benzilpenicilina, cloxacilina e algumas
cefalosporinas e BLA oxas0 que esta relacionada a resisténcia aos carbapenemicos,
principalmente o imipenem (Nordmann et al., 2000; Girlich et al., 2006). Além disso,
Ryan & Adley, (2013) encontraram no genoma de isolados de R. pickettii genes
semelhantes aos encontrados em Burkholderia pseudomallei relacionados a bomba de

efluxo de multiplas drogas, um mecanismo de resisténcia aos aminoglicosideos.

Neste estudo o isolado de B. vietnamiensis foi sensivel aos aminoglicosideos. Jassem et
al. (2011) identificaram que varios isolados sdo suscetiveis aos aminoglicosideos,
porém existe a capacidade de resisténcia por inducao de efluxo de drogas ativas. Todas
as outras BGNNF apresentaram resisténcia ao imipenem. A enzima metalo-p-
lactamases possui a capacidade de hidrolisar beta-lactdmicos e o imipenem, e essa
enzima tem sido descritas em espécies Burkholderia sp e Brevundimonas sp. (Shibata et
al., 2003; Almuzara et al., 2012).
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A colistina € um antimicrobiano indicado contra bactérias resistentes aos
carbapenemicos, utilizado apenas como ultimo recurso (Falagas et al., 2005), porém as
espécies do género Ralstonia (com excecdo da R. eutropha), Moraxella sp.,
Burkholderia sp. séo intrinsecamente resistentes a colistina (Vaneechoutte et al., 2004;
Olaitan et al., 2014; Rhodes et al., 2016; Kieffer et al., 2017). A resisténcia a colistina
foram descritas para Brevundimonas sp. (Ryan & Pembroke, 2018) e Herbaspirilum sp.
(Liu et al., 2018).

Foi descrito em Moraxella sp. a presenca da enzima (transferase de fosfoetanolamina
lipidica PEtN) responsavel por alteracdes fisicas na membrana externa da bactéria que
confere a resisténcia a colistina (Stogios et al., 2018). Wei et al. (2018) relataram genes
cromossomais de resisténcia a colistina em M. osloensis que apresentaram similaridade
genética aos genes plasmidiais de enterobactérias, evidenciando a resisténcia
transferivel a colistina. A Moraxella sp. pode ser um potencial reservatério genético
para mobilizagdo de plasmideos (Kieffer et al., 2017). A resisténcia a colistina por
variantes génicas moveis possui ampla distribuicdo em bactérias ndo patogénicas
presentes no ambiente aquatico, sugerindo que a presenca destes plasmideos possa estar
relacionada a algum sistema de defesa contra predacdo e/ou resisténcia a

antimicrobianos naturais (Khedher et al., 2019).

Neste estudo 90% dos isolados bacterianos apresentaram suscetibilidade aos
antimicrobianos ciprofloxacin, levofloxacin e piperacilina/tozobactam. Resultados
semelhantes também foram observados por Vicenti et al. (2014) em isolados de R.
pickettii da agua para hemodialise. Em relatos de casos de infec¢do por Ralstonia tém
sido utilizado os antimicrobianos ampicilina-sulbactam, ceftazidima, piperacilina-
tazobactam, trimetoprim-sulfametoxazol e meropenem (Tejera et al., 2016; Lim & Lee,
2017; Basso et al., 2019; Thet et al., 2019). De acordo com Ryan & Adley, (2013) o
sulfametoxazole/trimetoprim e o ciprofloxacin sdo os antimicrobianos mais indicados
para o tratamento de infecgdes por R. picketti e R. insidiosa. Além disso, esses autores
verificaram o mesmo padrdo de suscetibilidade em isolados clinicos e ambientais,
indicando a fonte de contaminagdo das infeccdes a agua purificada (Ryan & Adley,
2013).

Os isolados foram classificados em 60% como multirresistentes aos antimicrobianos

testados, ndo foi observado nenhum padrdo de extensivamente resistentes a
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antimicrobianos. Infecgdes por Ralstonia sp resistentes a diversos antimicrobianos e a
necessidade de tratamento com antimicrobianos de amplo espectro pode contribuir com
a evolucdo de cepas cada vez mais resistentes e assim dificultando a escolha de opgéo

terapéutica (Stelzmueller et al., 2006).

3.3.2 Desinfeccéo

A exposicao a radiacdo UV por 15 segundos promoveu reducdo de 1 a 8 logs, sendo o
isolado Moraxella sp. 0 mais suscetivel a radiacdo. Para reducdo total das bactérias
foram necesséarios 45 segundos de exposicdo (Figura 3.2 a). O estudo de Ferro et al.
(2019) com isolados de Ralstonia pickettii expostas a 150 segundos a radiacdo UV nao
foi o suficiente para eliminar todos os microrganismos. Assim, sugerindo que a
suscetibilidade a radiacdo UV pode ser diferenciada entre as estirpes de Ralstonia
pickettii. A luz UV germicida € indicada para o pré-tratamento da agua, sendo eficaz na
morte de bactérias, porém possui baixo efeito na remocdo de endotoxinas (Cappelli et
al., 2006).

A desinfeccdo por hipoclorito de sédio, na concentracdo de 10 mg.L™, no primeiro
minuto de contato reduziu de 2 a 4 logs de UFC/mL dos isolados bacterianos testados, a
reducdo completa s6 ocorreu apos 15 minutos de contato (Figura 3.2b). A curva de agdo
do cloro a Ralstonia picketti foi similar ao encontrado no estudo de Ferro et al. (2019).
Borges et al. (2007) avaliaram a acdo de hipoclorito de sodio em isolados bacterianos da
agua de hemodialise, a uma concentracdo 50 vezes maior ao do presente estudo, e
encontraram espécies de Pseudomonas aeruginosa , Acinetobacter haemolyticus e
Burkholderia cepacia resistentes a desinfeccao.

O hipoclorito de sodio é amplamente utilizado na desinfeccdo do sistema de dgua para
hemodialise e o0 processo de enxague do composto é de extrema importancia para
garantir a qualidade da agua. Um surto de reagdes hemoliticas em 16 pacientes foi
provocado pela contaminacdo de cloro e cloraminas devido falhas no enxague apos
desinfeccéo por hipoclorito de sodio (Calderaro & Heller, 2001). O &cido peracético foi
0 mais eficaz para a desinfecdo dos micorganismos testados, a concentragéo de 0,01%
foi suficiente para reduzir 8 logs UFC/mL de todos os isolados testados (Figura3.2 c).
A acdo do acido peracetico consiste na remocdo de proteinas pela atividade do

perdéxido de hidrogénio e a remocao do carbonato realizada pelo acido acético.
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Figura 3.2 — Acdo dos agentes de desinfeccdo em isolados bacterianos de amostras de agua para
hemodialise.

Os isolados de Ralstonia pickettii, Ralstonia insidiosa, Brevudimonas aurantiaca e
Moraxella sp. foram sensiveis a desinfeccdo por UV, hipoclorito de sodio e acido
peracético. A Ralstonia sp. € resistente a acdo dos desinfetantes hospitalares
clorexidina e lactato de etacridina e a Brevundimonas diminuta pode sobreviver ao
peroxido de hidrogénio + &cido peracético (Ryan & Adley, 2014).

Dos trés agentes de desinfeccdo testados neste estudo o acido peracético se mostrou
mais eficaz na eliminagdo bacteriana. Além disso, a taxa de remoc¢édo de biofilme por
acido peracético foi superior quando comparado a acdo do hipoclorito de sodio em

tubulacBes de &gua para hemodialise (Isakozawa et al., 2016). O &cido peracético
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possui como vantagem o0s seus produtos de decomposicdo ser acido acético, agua,
oxigénio e perdxido de hidrogénio, ndo toxico ao meio ambiente (Tomazelli & Santos,
2000). Nao ha relatos de associagdo de tolerdncia cruzada aos antimicrobianos e, além
disso, o &cido peracético pode inativar beta-lactamicos e assim auxiliar na reducéo da

pressdo seletiva (Zhang et al., 2017; Kampf, 2018).

O controle da desinfeccdo no sistema de tratamento de agua para hemodialise é de
extrema importancia, pois varios casos de infeccGes por BGNNF em pacientes
hemodialiticos possuem relacdo com a dgua contaminada (Strateva et al., 2012; Tejera
et al., 2016; Novosad et al., 2019; Thet et al., 2019). Além disso, é necessaria a
manutencdo da limpeza e desinfeccdo do sistema de tratamento de 4gua para minimizar

o risco de formacao de biofilmes (Campelli & Moraes, 2015; Isakozawa et al., 2016).

3.4 CONCLUSOES

A presenca de isolados bacterianos com potencial patogénico em amostras de dgua para
hemodialise evidéncia a preocupacdo a saude dos pacientes. Neste estudo, encontramos
isolados de BGNNF multiresistentes com espécies consideradas oportunistas
emergentes. Os antimicrobianos mais eficazes foram o ciprofloxacin, levofloxacin e
piperacilina/tozobactam. Os isolados Ralstonia pickettii, Ralstonia insidiosa,
Brevudimonas aurantiaca e Moraxella sp. foram suscetiveis aos tratamentos de
desinfeccdo UV, hipoclorito de sdédio e acido peracético. A pesquisa do perfil de
suscetibilidade antimicrobiana de bactérias emergentes se faz necessaria para auxiliar na
escolha de opcéo terapéutica mais adequada, uma vez que as infec¢bes por BGNNF
estdo associada a contaminagdes ambientais. A desinfeccdo do sistema de tratamento de
agua para hemodialise e 0 monitoramento microbiolégico da agua e do dialisado sdo

fundamentais para a manutencao da seguranca ao paciente hemodialitico.

Observagéo:

Este manuscito serd submetido a revista INTERNATIONAL JOURNAL OF
ANTIMICROBIAL AGENTS.
Avaliacéo da Capes

CIENCIAS AMBIENTAIS: B2
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CAPITULO 4

ESTUDO METAGENQMICO DAS BACTERIAS PRESENTES EM
AGUAS DE HEMODIALISE.

4.1. INTRODUCAO

O numero de casos de pessoas com doenca renal cronica (DRC) tem aumentado nos
ultimos anos e, estima-se que acometa cerca de 10% da populacdo mundial em idade
adulta (Vos et al., 2016). No Brasil, nos anos de 2002 a 2017 a prevaléncia aumentou
cerca de 160%, sendo estimados 126 mil pacientes em dialise e com taxa de mortalidade
de 19,9% ao ano (Thomé et al., 2019).

A hemodidlise e a dialise peritoneal sdo métodos utilizados na terapia renal substitutiva
em pacientes com DRC, sendo a hemodidlise responsavel por 90% dos tratamentos.
Durante o processo, 0 sangue é conduzido pela maquina de dialise aos capilares do
dialisador, onde ocorrem trocas de substancias entre o sangue e o dialisato (dgua tratada
com solugbes concentradas de eletrolitos, tampéo e glicose) através de uma membrana
semipermedvel, e posteriormente o sangue filtrado retorna ao paciente (Sheth & Sheth,
2017). A cada sessdo, com duracdo média de 4 horas, sdo utilizados cerca de 120 litros

de &gua tratada para hemodidlise (Ali-Taleshi, 2016).

No Brasil, a agua utilizada para hemodialise deve obedecer aos padrdes de potabilidade
estabelecidos pela Portaria MS 29014, 2011 e para o uso em hemodialise aos padrdes
definidos pela RDC 11, 2014. O tratamento da agua realizado nas unidades de dialise é
composto por filtros: mecanicos, carvdo ativado, abrandadores, deionizadores e a
osmose inversa. Ap6s o processo de filtracdo a agua fica armazenada em tanques e
distribuida por tubos de cloreto de polivinila (PVC) para toda a unidade de hemodialise
(Kasparek & Rodriguez, 2015).

O tratamento por osmose inversa é responsavel por remover cerca de 99,9% dos
contaminantes da agua, porém héa registros do permeado conter substancias toxicas e
microrganismos nocivos aos pacientes em dialise (Montanari et al., 2009; Shankar et
al., 2018; Thet et al, 2019), e esta falha do sistema pode estar associada a integridade da
membrana ou ao sistema de vedacdo (Fujioka et al., 2018; Fujioka et al., 2019).
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Os métodos utilizados para o monitoramento microbiolégico da agua sdo geralmente
associados a quantificagdo de microrganismos e apresentam como limitacéo o resultado
somente de bactérias cultivaveis, assim ndo representando a microbiota real. As técnicas
de analise do DNA tem mostrado vantagem em relacdo as técnicas tradicionais, pois
identifica e quantifica as espécies cultivaveis ou ndo das amostras ambientais (Farhat et
al., 2018).

Considerando a importancia da qualidade da &gua utilizada nos procedimentos de
didlise e a estimativa crescente de novos pacientes hemodialiticos, o objetivo da
pesquisa foi avaliar a presenca e distribuicdo das bactérias presentes no sistema de
tratamento de agua para hemodialise em um hospital universitario da regido sudeste do

Brasil.

4.2. METODOLOGIA
4.2.1 Amostragem

As amostras de agua destinadas a procedimentos hemodialiticos foram obtidas em um
centro de hemodialise do hospital universitario localizado na regido metropolitana do
estado do Espirito Santo. A coleta de agua foi realizada em seis pontos da estacdo de

tratamento de &gua de cada unidade de hemodialise (figura 4.1).
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Figura 4.1 - Representacdo dos pontos de coleta de 4gua no sistema de tratamento utilizado pela unidade
de hemodialise.

4.2.2 Concentracao e extracdo do DNA

A concentracdo de microrganismos foi realizada por filtracdo em membrana de
porosidade 0,22uM de acetato de celulose adquiridas pela Millipore Express® com as
amostras de agua descrita na tabela 4.1. Apds a concentracdo, os filtros foram cortados e
inseridos em microtubos com bids para iniciar a extragdo de DNA com o kit DNeasy®

PowerSoil® e posteriormente foram seguidos as recomendagdes do fabricante.
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Tabela 4.1 — Resumo das amostras de agua coletadas no sistema de tratamento utilizado pela unidade de
hemodidlise.

Amostra  Classificacao Origem Quantidade

A Composta Agua potavel (P1) e agua pos- 2 litros
filtracdo (P2)

B Composta Reservatério (P3) e agua da 2 litros

torneira da sala de reuso de
capilares (P4)

C Simples Filtro pré-maquina de 0,59
hemodialise.
D Simples Dialisato 1 litro

4.2.3 Analises de metagenémica

O material genético extraido foi quantificado pelo fluorimetro Qubit, com o kit dsDNA BR
Assay Kit (Invitrogen, EUA). Os genomas foram sequenciados utilizando o equipamento
MiSeq Sequencing System (lllumina Inc., USA), com o kit V2, 500 ciclos e sequenciamento
paired-end (reads 2 x 250pb). As bibliotecas de DNA foram preparadas com o kit Nextera
XT DNA Library Preparation (Illumina Inc., USA). O software A5 (Coli et al., 2014) foi
utilizado para montagem dos reads sequenciados, remog¢do dos adaptadores, filtragem de
qualidade e correcdo de erros na geracdo dos contigs e scaffolds. Adicionalmente, o
software CAP3 (Huang, 1999) é utilizado para aprimorar a montagem dos scaffolds,
revisando as regides de baixa qualidade e corrigindo possiveis ligacGes errébneas entre os
contigs. Estas sequéncias genémicas pré-montadas foram anotadas utilizando o software
Prokka (Seemann, 2014). As anadlises foram realizadas no laboratério comercial

Neoprospecta Microbiome Technologies.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A amplificacdo das regides das regides V3 e V4 do gene 16S RNAr foram sequenciadas
e gerado uma biblioteca de cerca de 155 mil sequencias genéticas.O maior nimero de
amplificacdes foi visto na amostra A correspondendo a 96 mil sequéncias por litro de
agua e a menor leitura observada foi na amostra D, com cerca de 4 mil sequencias

(figura 4.2). Nao h& descrito na literatura estudo metagendmico de amostras de agua
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para hemodidlise. Farhat et al. (2019) encontraram cerca de 85 mil sequencias genéticas
correspondentes ao dominio bacteriano em 0,5L de &gua de torneira de unidades
hospitalares. A possivel explicacdo para a concentracdo do numero de sequencias deste
estudo ser menor € a origem da amostra A, composta por agua da torneira e agua tratada
por filtragdo (multi-meio, abrandador e carvao ativado), os filtros possuem a capacidade

de reduzir a carga bacteriana.

100000 Outras bactérias m Oligofropha carboxidovorans
90000 1! Staphylococcus warneri m Novosphingobium aromaticivorans
Staphylococcus epidermidis Methylobacterium sp.
80000 +— Sphingomonas melonis B Mesorhizobium sp.
Sphingomonas leidyi W Janthinobacterium lividum
% 70000 1 Sphingomonas alpina Hyphomicrobium sp
_% 60000 —— Shigella dysenteriae B Herbaspirillum huttiense
g Serratia proteamaculans B Escherichia coli
E 50000 T Serratia liquefaciens m Enterococcus faecalis
; Ralstonia pickettii B Curvibacter gracilis
E 10000 Pseudomonas putida B Caulobacter sp.
E 30000 - Pseudomonas koreensis W Burkholderia cepacia
W Propionibacterium acnes B Bradyrhizobium sp.
20000 7 Phenylobacterium haematophilum — WBacillus sp.
10000 - W outras Sphingomonas W Aquitalea magnusonii
outras Shigella W Afipia sp.
0 - outras Servatia B Acinefobacter baumannii
A B c D
Amostras

Figura 4.2 — Distribuicdo do numero de sequencias genéticas da regido V3 e V4 do RNAr e as espécies
identificadas em amostras de &gua e filtro do sistema de tratamento de agua para hemodidlise.

Apenas duas sequencias de RNAr amplificados foram inconclusivas neste estudo e
todas as outras foram identificadas a nivel de espécie. O estudo de Chao et al. (2013)
em amostras de agua bruta e tratada evidenciou cerca de 72 a 85% leituras
desconhecidas e o estudo de Farhat et al. (2019) foram 4,9% de sequéncias ndo

identificadas.

Bactérias pertencentes ao filo Proteobacteria foram 99% das sequencias identificadas no
presente estudo, esta dominancia foram descritas em agua potavel (Poitelon et al. 2009;
Shi et al., 2013; Oh et al., 2018; Farhat et al., 2019). A prevaléncia deste filo em agua
de abastecimento esta relacionada a sobrevivéncia a desinfecgdo por cloragdo (Shi et al.,
2013).
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O sistema de tratamento de agua para hemodialise foi capaz de remover 95% das
bactérias identificadas nas amostras da &gua de entrada do sistema até o dialisato. A
composi¢do da comunidade bacteriana presente nas amostras de agua mudou a cada

etapa de tratamento estudado, a diversidade das espécies pode ser visualizada na figura

4.3.
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Figura 4.3 Abundancia relativa das espécies identificadas por analises de metagendmica em amostras de
agua e filtro do sistema de tratamento para hemodialise.

A Sphingomonas alpina foi a espécie de maior prevaléncia na amostra A,
correspondendo cerca de 80% das espécies identificadas. E comumente encontrada a
presenca de Sphingomonas sp.em agua de torneira hospitalar. Além disso, este
microrganismo pode apresentar padrdo de resisténcia aos antimicrobianos de forma
intrinseca e/ou adquirida e potencial formador de biofilme. Portanto, um patégeno

oportunista em infec¢Oes hospitalares (Narciso-da-Rocha et al., 2014).

Foi identificada na amostra B a presenca de sequencias relacionada a espécies com
potencial patogénico, como por exemplo, a Escherichia coli, Serratia sp., Burkholderia
cepacia e Ralstonia pickettii, descritas em infeccbes em pacientes em hemodidlise
(Novosad et al., 2019; Magalhées et al., 2003; Tejera et al., 2016; Sahli et al., 2017;
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Thet et al.,, 2019). As bactérias mais prevalentes nesta amostra foram Curvibacter
gracilis, cerca de 40%, Bradyrhizobium sp., com cerca de 27%, seguidas das
Burkholderia cepacia e Ralstonia pickettii, com 7% cada. As bactérias Curvibacter sp. e
Bradyrhizobium sp., tem sido relatadas em aguas oligotroficas (Douterelo & Boxall,
2014; Vandermaesen et al., 2017). A ocorréncia das bactérias Burkholderia cepacia e
Ralstonia pickettii em amostras de &gua destinada a hemodiélise foram descritas, por
metodologias de cultivo convencionais, por Lima et al. (2005), Borges et al., (2007);
Oumokhtar et al. (2013) e Chen et al. (2017).

A analise da amostra do filtro pré-maquina de hemodialise mostrou a retencao de cerca
de 14 mil sequencias génicas bacterianas, nas quais a Ralstonia picketti correspondeu a
aproximadamente 40%. O filtro foi responsavel por reter 99,9% das bactérias Ralstonia
picketti. Alem disso, estava presente no filtro a E. coli e Serratia sp., correspondendo a
15% e 6%, respectivamente, porém essas espécies estiveram significativamente

presentes no dialisato.

O dialisato apresentou cerca de 4 mil sequencias gendmicas, correspondentes as
espécies Escherichia coli (34%), Serratia liquefaciens (33%), Serratia proteamaculans
(20%), Staphylococcus epidermidis (3%), Janthinobacterium lividum (2%) entre outras.
A bactéria S. epidermidis apresenta elevada incidéncia de infeccdes em pacientes em
hemodialise por meio do acesso do cateter venoso, esta bactéria € comumente
encontrada na pele, mas também possui origem ambiental, como a &gua (Suzuki et al.,
2016; Villalon et al., 2018; Noor et al., 2019). A Janthinobacterium spp. é descrita
como colonizadora primaria no processo de formacéo de biofilme (Douterelo & Boxall,
2014). Liu et al. (2016) descreveram que a Ralstonia sp. serve como ponte de ligacédo
para outras bactérias, inclusive a E. coli, na formacdo do biofilme. O problema do
biofilme no sistema de tratamento e distribuicdo da &gua para hemodialise é a
recontaminacdo da &gua, dificuldade de acdo dos desinfetantes e assim apresentando
alto risco a salde dos pacientes (Montanari et al., 2009; Hoench et al., 2006; Suman et
al., 2013).
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4.4 CONCLUSOES

A estrutura da comunidade bacteriana mudou ao longo do sistema de tratamento e a
maioria das espécies identificadas pertence ao filo Proteobacteria. O sistema de
tratamento da agua para hemodialise foi 95% eficiente na remocdo de sequéncias
genéticas bacterianas, demonstrando assim que o dialisato ndo € estéril e a presenca de
bactérias apresenta risco a saude dos pacientes em hemodialise.

Observagéo:

Este manuscito sera submetido a revista CADERNOS DE SAUDE PUBLICA
Avaliacdo da Capes
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CONCLUSOES GERAIS E RECOMENDACOES

O monitoramento da qualidade de agua no sistema de tratamento para hemodialise
apresentou niveis de concentracdo do nitrato-N e do fluoreto acima do recomendado
pela RDC 11, 2014. Além disso, foram isolados microrganismos, principalmente as
BGNNF, com potencial patogénico caracterizando risco a satude dos pacientes em
hemodialise. Para complementar o estudo do capitulo 2 é recomendado a pesquisa de
endotoxina nas amostras de agua, correlacdo das bactérias isoladas e dos nutrientes da

agua com as respostas fisioldgicas e bacteremias dos pacientes em hemodidlise.

Foram encontrados padrdes de multirresisténcia bacteriana nos isolados da agua para
hemodialise, foi descrito a resisténcia a colistina e suscetibilidade a fluoroquinolonas e a
piperacilina/tozobactam. Os isolados testados foram suscetiveis aos tratamentos de
desinfeccdo UV, hipoclorito de sodio e acido peracético. Sugerem-se estudos
complementares como a caracterizacdo genética dos isolados, pesquisar genes de

viruléncia e investigar a capacidade de formacao de biofilme.

O padréo de diversidade bacteriana no sistema de tratamento de agua foi caracteriza e a
maioria das espécies identificadas pertence ao filo Proteobacteria e a composi¢do
ecologica mudou a cada etapa do tratamento pesquisado. O sistema de tratamento da
agua para hemodialise foi 95% eficiente na remocdo de sequéncias genéticas
bacterianas, demonstrando assim que o dialisato ndo é estéril e a presenca de bactérias
apresenta risco a saude dos pacientes em hemodialise. A complementacdo deste estudo
pode ser a investigacdo da circulacdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos.
Avaliacdo da dindmica de formacdo de biofilme por andlises de proteinas circulantes
nas tubulacGes de distribuicdo de agua. Investigar alteracbes da comunidade bacteriana
apos acdo de desinfetantes.
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