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Avaliacao microbiolégica da agua utilizada nos servicos
de hemodialise na cidade do Rio de Janeiro nos anos
2016 a 2018

Microbiological evaluation of water used in hemodialysis services in
the city of Rio de Janeiro from 2016 to 2018

RESUMO

Introducao: A qualidade da agua nos servicos de hemodialise é fundamental para evitar riscos
a saude de pacientes com insuficiéncia renal. Objetivo: Monitorar a qualidade microbioldgica
Juliana dos Santos Carmo de amostras de agua tratada de servicos de hemodialise, na cidade do Rio de Janeiro. Foram
Joana Angélica Barbosa Ferreira coletadas 480 amostras para analise microbioldgica (cinco pontos de coleta) e 192 para
pesquisa de endotoxinas (dois pontos) nas inspecdes de 96 clinicas de hemodialise, entre
2016 e 2018, pela Vigilancia Sanitaria do municipio do Rio de Janeiro. Método: Metodologias
descritas na Farmacopeia Brasileira, na RDC n° 11/2014 e na Portaria de Consolidacao n°
5/2017. Resultados: Vinte por cento de amostras do ensaio microbiologico apresentaram
nimero elevado de bactérias aerdbias (> 100 UFC/mL) e 24% das amostras da analise de
endotoxinas (LAL) apresentaram valores acima do preconizado (> 0,25 EU/mL). Setenta e oito
por cento das clinicas (75/96) foram insatisfatorias, 41 por apresentarem alta contagem de
bactérias heterotroficas e 34 pela deteccao de endotoxinas pelo LAL. Foram identificados 563
isolados por testes bioquimicos confirmatorios, Pseudomonas aeruginosa (35,5%), Burlkolderia
cepacia (21,3%), Stenotrophonomas maltophilia, (19,1%), Acinetobacter baumannii (15,1%)
e Ralstonia pickettii (9,0%). Conclusées: Nossos resultados nos permitem concluir que o
monitoramento sistematico da qualidade da agua nos servicos de hemodialise é essencial
para proporcionar seguranca e evitar agravos a salde de pacientes.
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ABSTRACT

Introduction: The quality of water in hemodialysis services is critical in avoiding health
risks in patients with renal insufficiency. Objective: To monitor the microbiological quality
of treated water samples from hemodialysis services in the city of Rio de Janeiro. A total of
480 water samples were collected for microbiological analysis and 192 for endotoxin testing
from 96 hemodialysis clinics between 2016 and 2018 by the Sanitary Surveillance of the
city of Rio de Janeiro. Method: Methodologies described in the Brazilian Pharmacopoeia,
DRC n° 11 2014 and Consolidation Ordinance n° 5, 2017. Results: Twenty percent of the
microbiological analysis samples showed a high number of Heterotrophic Plate Count
Bacteria (> 100 UFC/mL) and 24% of the endotoxin search (LAL) presented values above
Instituto Nacional de Controle de the recommended value (> 0.25 EU/mL). Seventy-eight percent of the clinics (75/96) were

Qualidade em Satde, andagéo . unsatisfactory, 41 for high BH and 34 for LAL. A total of 563 isolates were identified by
Oswaldo Cruz (INCQS/Fiocruz), Rio

de Janeiro, RJ, Brasil confirmatory biochemical tests as: Pseudomonas aeruginosa (35.5%), Burlkolderia cepacia

(21.3%), Stenotrophonomas maltophilia, (19.1%), Acinetobacter baumannii (15.1%) and
Ralstonia pickettii (9.0%). Conclusions: Our results allow us to conclude that systematic

* E-mail: prirjnut@gmail.com monitoring of water quality in hemodialysis services is essential to provide safety and
prevent health problems patients.
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INTRODUCAO

A terapia renal substitutiva ou hemodialise € um tratamento
primordial para pacientes com Insuficiéncia Renal Cronica ou
Aguda, que ocorre quando os rins sdo incapazes de remover os
residuos provenientes do metabolismo celular ou de realizar as
suas funcoes reguladoras’.

Os dados do ultimo Censo da Sociedade Brasileira de Nefrologia
(SBN) do ano de 2017, mostram que cerca de 126 mil brasilei-
ros foram submetidos a hemodialise em 747 servicos de dialise
em atividade no pais, sendo que 65% estdo localizados na regiao
Sudeste?.

A hemodialise é um procedimento através do qual uma maquina
filtra e limpa o sangue excretando os metabdlitos toxicos para o
organismo, funcao do rim, que pode nao estar realizando ou rea-
lizando de forma insuficiente suas funcoes?. Este processo ocorre
no dialisador (maquina de hemodialise) que possui um sistema
contendo uma membrana semipermeavel, no qual existe um
fluxo contra paralelo do sangue do paciente e fluido de dialise
(solucao de dialise). No dialisador ocorre a migracao de substan-
cias entre os dois sistemas. Apds o processo de difusdo o sangue
depurado retorna para o paciente*>®.

Adgua é essencial para a terapia de hemodialise, tanto na produ-
cao do fluido como na reutilizacao dos dialisadores. Durante uma
sessdao de tratamento por hemodialise aproximadamente 120
litros de agua purificada, misturados em proporcoes adequadas
ao concentrado polieletrolitico para hemodialise, sao utilizados
na depuracdo do sangue. Sendo assim, a qualidade da agua é
fundamental para evitar riscos adicionais a salde do paciente’.

O tratamento da agua para hemodialise é mais rigoroso do que o
da agua potavel, sendo necessario um sistema de purificacao adi-
cional no qual a agua utilizada deve ser potavel, com concentra-
cao controlada de metais como aluminio, flior, mercurio, cobre,
entre outros, e de substancias como endotoxinas bacterianas®’.

Existem sistemas de purificacdo de agua para hemodialise com-
postos de diferentes combinacées de tratamento para assegurar a
qualidade da agua resultante. O ponto de pré-tratamento refere-
-se a agua de distribuicao fornecida pelos drgaos de saneamento
as clinicas e hospitais da cidade, que ao entrar no sistema de tra-
tamento sera submetida a filtracdo com areia e carvao ativado
para retirar substancias e particulas da agua que podem danificar
os equipamentos de purificagdo. A agua pré-tratada segue por
uma filtragdo por osmose reversa na qual, por troca idnica, ocorre
a remocao de particulas, sais e ions, e que permite a retencao das
bactérias que possam estar circulando no sistema de tratamento,
antes de ser entregue as unidades de hemodialise™®.

Apesar das mdltiplas barreiras presentes no sistema de trata-
mento capazes de remover microrganismos da agua, ainda existe
o risco de contaminacao bacteriana®. A prevencao da contamina-
¢ao da agua requer conhecimento da origem do problema dentro
da linha de tratamento. A agua purificada contém predominan-
temente bactérias heterotroficas do ambiente aquatico como
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as espécies da classe Pseudomonadales, que podem crescer nos
circuitos de agua e nas maquinas de hemodialise, e subsequen-
temente contaminar a solucao de dialise’.

A bacteremia é uma das principais razoes de morbidade e morta-
lidade em pacientes de hemodialise e tem sido atribuida a dife-
rentes causas''. Ainfeccao pelo acesso vascular € a mais comum,
devido a cuidados inadequados com o cateter'>'3, entretanto
alguns estudos observaram uma relacao direta entre a ocorrén-
cia de casos de bacteremia causados por bactérias, por meio do
isolamento desses microrganismos a partir da agua purificada,
possivelmente devido a defeitos na integridade da membrana
ou a utilizacdo de agua contaminada no reprocessamento das
maquinas de dialise'".

0 aspecto microbioldgico do tratamento da agua foi levado em
conta, quando foi demonstrado que a alta contagem de niveis de
bactérias no dialisato era responsavel pelas reacoes pirogénicas
e bacteremia que acometiam os pacientes que passavam por ses-
soes de hemodialise'. Estudos demonstraram que a endotoxina
derivada de bactérias Gram-negativas pode penetrar na mem-
brana semipermeavel do dialisador e é responsavel por reacoes
pirogénicas em pacientes em hemodialise'®".

A importancia da qualidade microbioldgica da agua nos servigos
de hemodialise é evidente. Dessa forma, no presente estudo,
foram realizadas analises de todo o sistema de tratamento de
agua, desde o ponto de entrada até o ponto de utilizagcdo, em
diversas clinicas de hemodialise. Este procedimento foi primor-
dial para obtencao de informacoes que orientem o desenvolvi-
mento tecnoldgico do processo e para o desencadeamento de
medidas corretivas pela Vigilancia Sanitaria visando a minimi-
zacao dos riscos para os pacientes. A verificacao da qualidade
microbiologica de amostras de agua tratada de servicos de
hemodialise mostrou a importancia do programa de monitora-
mento da agua dos servicos de hemodialise, com a finalidade
de evitar agravos a saude de pacientes com insuficiéncia renal.

METODO

As amostras de agua foram coletadas nos estabelecimentos de
salde que possuem servico de hemodialise credenciados no pro-
grama de monitoramento realizado pela Subsecretaria de Vigi-
lancia, Fiscalizacao Sanitaria e Controle de Zoonoses do munici-
pio do Rio de Janeiro, no periodo de 2016 a 2018.

Foram coletadas 611 amostras de agua provenientes de diversos
pontos do sistema de tratamento da agua: pré-filtro (entrada da
rede); pos-osmose; retiso; loop e solucao de dialise; com um volume
aproximado de 200 mL em frascos estéreis. Nos frascos destinados a
coleta das amostras do ponto da entrada da rede de abastecimento
(pré-filtro) foi adicionado 0,1 mL de solucao a 1,8% de tiossulfato
de sodio (para eliminagdo do cloro) para cada 100 mL de agua a ser
verificada. As amostras para quantificacao de endotoxinas foram
coletadas em frascos apirogénicos, mantidas em temperatura infe-
rior a 10°C e analisadas no mesmo dia da coleta.
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A legislacdo vigente para avaliacdo da agua tratada nos servigos
de hemodialise é a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n°
11, de 13 de marco 2014, que estabelece como limites microbio-
logicos: auséncia de Escherichia coli em 100 mL; contagem total
de bactérias aerdbias de 100 Unidades Formadoras de Col6nia
(UFC)\mL, sendo no ponto de solucédo de dialise 200 UFC/ml e o
nivel de acdo de 50 UFC/mL; a concentracao de endotoxina com
limite maximo de 0,25 Unidade de Endotoxinas (EU)/mL?.

Para a agua da entrada da rede (antes do tratamento), os limites
microbioldgicos sdo auséncia de E. coli e de coliformes totais
em 100 mL e contagem de bactérias de 500 UFC/mL segundo a
Portaria de Consolidacao n° 5, de 28 de setembro de 2017%, que
estabelece os procedimentos e responsabilidades relativos ao
controle e vigilancia da qualidade da agua para consumo humano
e seu padrao de potabilidade.

No presente estudo foram realizados os seguintes ensaios: con-
tagem total de bactérias aerdbias, pesquisa de coliformes totais
e quantificacdo de endotoxinas pelo método de Lisado de ame-
bdcitos de Limulus (LAL) todos descritos na Farmacopeia Brasi-
leira’®, e a identificacdo fenotipica dos microrganismos isolados
nas amostras de agua que foi realizada de acordo com a metodo-
logia descrita por Jorgensen e Pfaller™.

Contagem de bactérias heterotroficas

Foi utilizado o método de contagem em plagqueamento por pro-
fundidade (em duplicata), utilizando o meio de cultura agar
caseina-soja (TSA). Foi diluido 1 mL da amostra em 9 mL de caldo
caseina-soja (TSB), com pH 7,3 + 0,2 a 25°C. Um mL da dilui-
cao foi adicionado a 20 mL do meio TSA, fundido e resfriado a
45-50°C. Apos solidificagao, o meio foi incubado a 32,5°C + 2,5°C
durante 48 h. Apos o periodo de incubacao foi realizada a conta-
gem de bactérias’.

Pesquisa de coliformes totais

Foram adicionados 100 mL da amostra em frasco contendo 50 mL
de caldo Presenca-Auséncia (PA) em tripla concentracdao que
foi homogeneizado e incubado por até 48 h a 32,5°C + 2,5°C.
Ap6s periodo de incubacédo, foi transferida uma alcada da cul-
tura que tenha apresentado crescimento com producao de acido
e/ou acido e gas para tubo contendo 10 mL de caldo verde bri-
lhante bile lactose com tubo de Durhan e incubado por até 48 h a
32,5°C = 2,5°C. A presenca de gas no interior do tubo de Durhan
confirma a presenca de coliformes totais®.

Identificacao fenotipica dos microrganismos isolados nas amostras
de agua

Para pesquisa dos microrganismos isolados foram realizados
testes de identificacdo fenotipica para cada colonia distinta.
Foram feitos testes fermentacao-oxidacao da glicose, mobili-
dade, presenca da oxidase, deteccao de fluoresceina, deteccao
de piocianina, presenca da catalase, crescimento a 42°C + 1°C,
crescimento em agar MacConkey, utilizacdo de carboidratos e
producédo de gas, descarboxilacdao de aminoacidos, crescimento
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em diferentes concentracées de cloreto de sodio, incubacéo
em diferentes temperaturas, utilizacdo do citrato, vermelho
de metila e Voges Proskauer, utilizacao da ureia, crescimento
em diferentes concentracdes de cloreto de sodio, deteccao
de DNAse, utilizacdo da fenilalanina, decomposicao da case-
ina, lecitina e amido, producao de pigmento, producdo de gas,
deteccao do indol, producao de pigmento, producao de brilho
metalico em agar eosina azul de metileno (EMB) segundo Levine,
todos descritos em Jorgensen e Pfaller.

Determinac¢édo da concentragcdo de endotoxinas

As analises de presenca de endotoxina e determinacdo de sua
concentracao foram feitas pelo ensaio de LAL, somente em
amostras de p6s-osmose e relso. As coletas foram realizadas em
frascos apirogénicos.

Para interpretacao dos resultados foram utilizados os limites
microbiologicos preconizados pela RDC n° 11/20148 e pela Porta-
ria de Consolidacao n° 5/2017@.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o tempo de monitoramento, foram inspecionadas 92
clinicas e/ou hospitais que possuem servicos de hemodialise e
coletadas 480 amostras para ensaio microbiologico e 192 para
pesquisa de endotoxinas. Todos os servicos estavam localizados
no municipio do Rio de Janeiro.

Dentre as amostras analisadas, 80% (384/480) apresentaram
resultados satisfatorios para contagem de bactérias. Todas as
amostras provenientes do ponto de pré-osmose (entrada da
rede) apresentaram-se satisfatorias e seus resultados foram
comparados aos limites preconizados pela Portaria/Ministério da
Salde n° 2.914, de 12 de dezembro de 2011, Os resultados por
ponto de coleta, incluindo pds-osmose, reuso, loop e solucdo de
dialise revelaram que 31% das amostras insatisfatorias (conta-
gens de bactérias heterotroficas) foram do loop, seguidos pela
solucdo de dialise (Figura 1). A possivel formacdo de biofilmes
pode ter proporcionado a disseminacao desses microrganismos
nos diferentes pontos de coleta, principalmente no ponto solu-
cao de dialise que é o ponto direto da maquina, no qual sera
realizado o procedimento de hemodialise do paciente. Contudo,
o resultado sobre a presenca de coliformes totais e de E. coli em
todas as amostras foi negativo.

Com relacdo a concentracdo de endotoxinas, das 192 amostras
coletadas dos pontos de pos-osmose e reuso, 76% (146/192)
apresentaram resultados satisfatorios (Figura 2A). Os resulta-
dos obtidos nos pontos de relso e pds-osmose revelaram uma
maior frequéncia de amostras insatisfatorias no ponto do reso
(Figura 2B). Estes dados sao de grande importancia, pois sina-
lizam a presenca de microrganismos, uma vez que a deteccao
de endotoxinas ocorre apos a lise bacteriana, podendo inclusive
estar aumentada mesmo na auséncia de microrganismos viaveis.

Todas as amostras que apresentam crescimento microbiano tive-
ram suas colonias isoladas e identificadas em termos de género
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Figura 1. Percentual de amostras satisfatorias ou insatisfatorias nos diferentes pontos de coleta de acordo com o ensaio de contagem de bactérias heterotroficas.
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Figura 2. Classificacdo das amostras de agua dos pontos de pos-osmose e reuso, em relagdo a determinacgao da presenca de endotoxina. (A) Distribuicao
total das amostras entre 2016 e 2018; (B) Disposicao das amostras entre os pontos de coleta analisados.
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Quadro. Microrganismos identificados nas amostras por ponto de coleta nos anos de 2016 a 2018.

Microrganismo

Pontos de isolamento

Numero de isolados

Pseudomonas aeruginosa
Burkholderia cepacia
Stenotrophonomas maltophilia
Acinetobacter baumannii

Ralstonia pickettii

Pos-osmose, relso, loop e solucao de dialise
Po6s-osmose, relso, loop e solucao de dialise
Reuso, loop e solucao de dialise
Reuso, loop e solucao de dialise

Reuso e solucao de dialise

35,5% (n = 200)
21,3% (n = 120)
19,2% (n = 108)
15,1% (n = 85)
9,0% (n = 50)

Total de isolados

563

e espécie (Quadro). Embora a RDC n° 11/2014% s6 preconize a
auséncia de coliformes totais sem, contudo, exigir a identifica-
¢ao de possiveis contaminantes.

O microrganismo mais isolado nas amostras foi P aeruginosa,
uma bactéria Gram-negativa extremamente versatil, encontrada
no solo e agua e muito relacionada a infeccdes hospitalares,
principalmente em paciente imunocomprometidos. P. aerugi-
nosa é capaz de se aderir a diversos materiais, contaminando
cateteres, ventiladores, proteses e lentes de contato. Por causa
da alta resisténcia a antibioticos e do grande arsenal de fatores
de viruléncia desta bactéria, as infeccoes causadas por ela sao
de dificil controle".

A presenca de P. aeruginosa em maior frequéncia também foi
comentado no estudo de Peresi et al.?. Nos resultados obtidos
foi revelado que, no periodo de 2000 a 2009, 43 (8,5%) das 508
amostras de agua de dialise analisadas se apresentaram conta-
minadas por P. aeruginosa e em menor frequéncia por outros
patdgenos. Na RDC n°11/2014 néo foi incluida a pesquisa de P.
aeruginosa, porém o género Pseudomonas é o mais frequente-
mente isolado em aguas tratadas para dialise, solucao de dia-
lise e dialisato, e sua presenca esta relacionada a ocorréncia de
endotoxinas bacterianas e a possibilidade de formacao de biofil-
mes, representando, portanto, riscos a saide dos pacientes que
necessitam do tratamento?"22.

O biofilme pode ser definido como uma estrutura comunitaria
de células microbianas protegidas por uma matriz polissaca-
ridica ou proteica que ¢é sintetizada pelas células e aderente
tanto a superficies inertes ou vivas. Esta matriz é formada fun-
damentalmente por agua e substancias poliméricas extracelu-
lares. A formagao e o desenvolvimento dos biofilmes ocorrem
em etapas iniciando com a adesao das células a superficie,
maturagao, na qual ocorre a producao de polimeros e repro-
ducdo celular até o desprendimento, quando pode ocorrer a
liberacao de células do biofilme, as quais podem voltar ao seu
estado planctonico?.

A pesquisa de P. aeruginosa no monitoramento da agua tratada
para hemodialise, ja é preconizada pelas farmacopeias ameri-
cana? e brasileira®. Desta forma, seria importante sua insercao
nas normativas da legislacao brasileira vigente, para o controle
de qualidade da agua utilizada nos servicos de dialise?"22.

Um estudo sobre a qualidade microbiolégica da agua desti-
nada a hemodialise mostrou que contaminantes bacterianos
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em amostras de diferentes pontos de uma determinada clinica
foram identificados como pertencentes a mesma espécie bacte-
riana desde a p6s-osmose até a solucao de dialise?.

As bactérias isoladas no presente estudo apresentam caracte-
risticas em comum: foram bastonetes Gram-negativos, nao fer-
mentadores de glicose, muito associadas a infeccoes hospitala-
res devido a sua capacidade de aderéncia a objetos e locais,
pela resisténcia a antimicrobianos e por sua acao oportunista em
pacientes imunodeprimidos. Stenotrophonomas maltophilia, por
exemplo, associa-se a ocorréncia de pneumonia ou bacteremia,
comumente endocardite, mastoidite, peritonite, meningite,
endoftalmite e infeccdes de partes moles, de ferida operatoria
e de trato urinario' ',

Acinetobacter baumannii é comumente relacionado a infeccoes
que envolvem mais o trato respiratoério (tubos endotraqueais ou
traqueostomia); trato urinario e ferimentos (incluindo os sitios
de cateter) que podem progredir para a septicemia. Burkhol-
deria cepacia associa-se a ocorréncia de “sindrome cepacia”,
um quadro séptico muito frequente em pacientes com fibrose
cistica, caracterizado por um declinio da fungao pulmonar, com
posterior bacteremia e, em muitos casos, obito'” '8,

Os resultados encontrados na pesquisa de endotoxinas reforcam
os resultados microbiologicos encontrados, pois em todos os ser-
vigos onde houve crescimento bacteriano nos pontos pos-osmose
e reliso, também houve presenca de endotoxinas acima do limite
preconizado pela legislacdo vigente® 8.

A presenca de endotoxinas na agua causa varias respostas fisiolo-
gicas agudas, que podem causar desde febre, calafrios, cefaleia,
mal-estar, mialgias, nauseas, bocejos, coagulacdo do dialisador,
que dependem de varios fatores, como a concentracgao de endo-
toxina, a sensibilidade e o estado geral do paciente até compli-
cacoes em longo prazo, como caquexia e amiloidose®.

Existe uma boa correlacao entre a concentracao de endotoxinas
e bactérias na solucdo de dialise e a presenca de sintomas tipi-
cos de reacdo pirogénica (endotoxemia)®*?. Uma concentracao
bacteriana acima de 200 UFC/mL, em geral, determina nivel
de endotoxina suficiente para gerar sintomas clinicos, pois, em
altas concentracdes, a endotoxina pode atravessar a membrana
do dialisador que apresente minimas rupturas ou até membranas
intactas, determinando sintomas. Altas concentracées de endo-
toxinas no sangue ou liquido cérebro-espinhal podem ser fatais
devido as complicacdes que se desenvolvem?6?,
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Devido a plasticidade fenotipica e a capacidade de sobrevivén-
cia, principalmente de P. aeruginosa, os processos de desinfec-
cao do tratamento de agua devem ser criteriosos buscando aten-
der os niveis de seguranca exigidos pela legislacdo. A prevencdo
da contaminacdo da agua requer conhecimento da origem do
problema dentro da linha de tratamento e a utilizacao de proce-
dimentos de desinfeccao adequados. A contaminacao bacteriana
em sistemas de tratamento e distribuicao de agua pode levar a
formacao de biofilmes que podem persistir em diferentes pontos
do sistema de tratamento e desenvolver maior resisténcia aos
procedimentos de desinfeccao?.

O servico de monitoramento realizado pelo Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) junto aos 6rgaos de
Vigilancia Sanitaria existe desde o ano de 1999 e tem um impor-
tante papel sanitario, visto que nos dias atuais o panorama dos
servicos em geral é de extrema qualidade quando comparado aos
resultados que se obtinham no inicio do monitoramento, quando
a maioria dos servicos, cerca de 60%, era reprovada em rela-
¢&o as analises microbioldgicas. Atualmente, ainda sao relatados
casos de contaminacdo, no entanto muitas vezes relacionados a
outros problemas administrativos dos servicos?.

Devido a importancia do controle da agua tratada para hemo-
dialise, a legislacdo vigente considera a necessidade de que ele
siga 0s mesmos critérios de analise que a agua para diluicdo de
medicamentos. Logo, segundo a Farmacopeia Brasileira, ela deve
seguir padrao de medicamentos, o que muitas vezes gera contro-
vérsias entre os laboratorios licenciados pela Vigilancia Sanitaria,
ocasionando a liberacao de laudos com resultados falso-negativos
e podendo ocasionar riscos a populacao atendida pelos servicos®.

Desta forma, o monitoramento microbiologico da agua destinada a
hemodialise, realizado pelo INCQS, busca o cumprimento do nivel
de acdo e a profunda melhoria na qualidade dessas aguas, apon-
tando alteracées que se facam necessarias no sistema de trata-
mento dos estabelecimentos de saide, com o objetivo de evitar a
contaminagao da agua e os riscos de bacteremia para os pacientes.
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