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RESUMO

Introdugdo: Os fungos geralmente sdo resistentes a desinfeccdo e tém potencial
patogénico. No entanto, eles ndo sao legalmente controlados na agua de hemodialise
(AH). Objetivo: Os fungos filamentosos (FF) foram avaliados na agua de hemodialise de
um hospital terciario no sudeste do estado de Sao Paulo (Brasil), um centro médico de
referéncia que atende milhdes de pessoas por ano. Método: Um total de 84 amostras
de agua foram coletadas em sete pontos do sistema hidraulico durante o periodo de
um ano e os FF foram identificados por caracteristicas macroscopicas e microscopicas.
Resultados: Foram detectados FF em todos os pontos, variando de 1 a 334 CFU/100 mL.
Foram identificados nove géneros ao longo do sistema hidraulico, incluindo: Acremonium,
Alternaria, Aspergillus, Beltrania, Bipolaris, Cladosporium, Exophiala, Fusarium e
Penicillium. Conclusées: A maioria dos fungos é onipresente e alguns deles causam
infeccdo humana e produzem micotoxinas. Os varios géneros encontrados revelam
possiveis falhas no sistema de tratamento e distribuicdo, seja por praticas de higiene
inadequadas ou por infusdo desses microrganismos nas tubulacdes. A deteccédo dos FF é
necessaria, tendo em vista a vulnerabilidade imunoldgica dos pacientes em tratamento de
hemodialise, o que exige acdes continuas de vigilancia em salde.
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ABSTRACT

Introduction: Fungi usually are resistant to disinfection and has pathogenic potential;
however, they are not legally controlled in hemodialysis water (HW). Objective:
Filamentous fungi (FF) were evaluated in HW from a tertiary hospital in southeast of Sao
Paulo state (Brazil) and is a reference medical center providing service to millions of people
every year. Method: A total of 84 water samples were collected in seven hydraulic system
points during a period of one year and FF was identified by macroscopic and microscopic
features. Results: FF were detected in all points ranging from 1 to 334 CFU/100 mL. Nine
genera along the hydraulic system were identified, including Acremonium, Alternaria,
Aspergillus, Beltrania, Bipolaris, Cladosporium, Exophiala, Fusarium, and Penicillium.
Conclusions: Most fungi are ubiquitous and some cause human infection and mycotoxins
producers. The various genera found reveal possible failures in treatment and distribution
system, either through inadequate hygiene practices or infusion of these microorganisms
into the pipes. FF detection is needed bearing mind immunological vulnerability of
patients under hemodialysis treatment requiring continuous health surveillance actions.
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INTRODUCAO

A doenca renal em estagio terminal (DRT) é uma condicéo alta-
mente prevalente na populacao, causada principalmente por
diabetes, glomerulonefrite, hipertensao e doenca renal cistica,
que exige cuidados intensivos de salde para melhorar a qua-
lidade de vida dos pacientes'. Com a perspectiva de garantir
melhores condicoes de vida, a maioria dos pacientes com DRT
(> 70%) é inicialmente tratada com hemodialise (HD) e exposta a
mais de 300 L de agua por semana'2. Assim, a agua usada na HD
passa por processos rigorosos de tratamento para evitar que con-
taminantes quimicos e microbiologicos causem complicagoes cli-
nicas. Foi descrito que aluminio, cobre, nitrato e outros produ-
tos quimicos podem causar anemia, distirbios neuroldgicos, dor
oOssea e vomitos em pacientes em tratamento de HD®. Bactérias
e endotoxinas podem causar reacoes febris e sepse; entretanto,
o aprimoramento tecnoldgico dos sistemas de tratamento de
agua torna raras as complicacdes clinicas mencionadas’.

No Brasil, a resolucao RDC N° 11, de 13 de marco de 2014, esta-
belecida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa),
determina que as substancias quimicas devem ser avaliadas
semestralmente e os coliformes totais, as bactérias heterotro-
ficas e as endotoxinas, mensalmente, todos com seus respec-
tivos valores maximos permitidos®. Um surto de insuficiéncia
hepatica aguda devido a cianotoxinas apos o tratamento com
HD ja foi relatado no Brasil®. Outros agentes microbioldgicos nao
sao controlados legalmente; no entanto, sabe-se que os fungos
sao morfologicamente mais resistentes a diferentes processos de
desinfeccdo do que as bactérias e a investigacdo desses micror-
ganismos torna-se relevante considerando seu potencial pato-
génico e caracteristicas de oportunismo. Evidéncias recentes
relatam que fungos causadores de infeccoes da corrente san-
guinea estdo associados a contaminacdo da agua de HD devido
a processos de desinfeccao inadequados®. Aqui, investigamos a
ocorréncia de nove fungos filamentosos (FF) em diferentes pon-
tos do sistema hidraulico em um centro de HD brasileiro.

METODO

0O centro de dialise em estudo esta localizado em um hospital
terciario no sudeste do estado de Sdo Paulo, Brasil. Esse é um
centro médico de referéncia que atende milhdes de pessoas de
todo o Brasil todos os anos e, durante o estudo,tinha capacidade
para atender 18 pacientes simultaneamente. As amostras de
agua foram coletadas mensalmente, ao longo de um ano antes da
pandemia de COVID-19 (2019-2020), em sete pontos do sistema
hidraulico [a) entrada de agua potavel; b) agua de pré-filtracao;
c) pos-osmose reversa; d) entrada de dialisato; e) saida de dia-
lisato; f) tanque de agua de relso n° 1; e g) tanque de agua
de reliso n° 2]. As amostras de agua (100 mL) foram filtradas
por um sistema de vacuo com membrana de celulose (47 mm,
0,45 pm), de acordo com o Standards Methods for the Exami-
nation of Water and Wastewater’. Em seguida, a membrana foi
incubada em meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (SDA)
suplementado com cloranfenicol (30 mg/100 mL) a 25°C por um
periodo de 7 a 10 dias. Depois disso, o crescimento de FF foi
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avaliado, expressando o resultado em unidades formadoras de
colonias por 100 mL (CFU/100 mL).

Para a identificacdo do FF, foram empregadas duas técnicas base-
adas em caracteristicas macro e microscopicas?. Nesse sentido,
realizamos a técnica de coldnia gigante em meio de cultura
SDA para avaliar as caracteristicas macroscopicas, € a técnica
de microcultura em meio de cultura Agar Batata Dextrose para
avaliar as caracteristicas microscopicas apos a coloragao com lac-
tofenol azul algodac®. Depois de identificar o FF, o nimero e a
diversidade de fungos em cada ponto de amostragem durante o
curso da agua da HD foram contados e o teste de Kruskal-Wallis foi
aplicado para verificar a diferenca estatistica significativa (valor
de p < 0,05) entre os niveis de FF entre os pontos de amostragem
no GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 84 amostras de agua foram avaliadas e FF foi detec-
tado em todos os pontos de amostragem em concentracdes que
variaram de 1 a 334 UFC/100 mL. Uma diferenca significativa do
nivel de FF pode ser observada ao longo do sistema hidraulico,
conforme ilustrado na Figura 1. Foram detectados FF em todas
as amostras de agua de pré-filtragem em altas concentragoes,
variando de 2 a 334 UFC/100 mL. O pré-filtro é composto por trés

Hkdk pren

400 — whkn ek
300
200
100

20

15

CFU/100 mL

10 -

PW PFW PRO RW1 Rw2 DI DO
Locais de amostragem

Fonte: Elaborado pelos autores, 2023.

PW: Entrada de agua potavel; PFW: Agua de pré-filtracdo; PRO: Pés
osmose reversa; RW1: Tanque de agua de reuso n° 1; RW2: Tanque de
agua de relso n° 2; DI: Entrada de dialisato; DO: Saida de dialisato.
O asterisco representa uma diferenca de significancia estatistica:

* p-valor < 0,05, *** p-valor < 0,005, **** p-valor < 0,0001.

Figura 1. Concentracdes (CFU/100mL) de fungos filamentosos na agua de
hemodialise coletada em um hospital terciario no Brasil.
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unidades - filtro de areia, carvao ativado e amaciante - e as altas
concentragdes encontradas podem sugerir praticas de higiene
inadequadas ou periocidade inadequada dos procedimentos
de limpeza, ja que baixas concentracdes foram detectadas na
agua antes do processo de pré-filtragem. Portanto, esse com-
partimento do sistema hidraulico pode representar um ponto de
acesso para agentes microbioldgicos.

As concentracdes de FF ap6s a osmose reversa diminuiram signifi-
cativamente (p-valor < 0,005), assim como encontrado por Pires-
-Gongcalves et al.?, evidenciando o alto desempenho da osmose
reversa no tratamento de agua. O ponto de amostragem da
entrada do dialisato também se destaca, pois 58,3% das amostras
foram positivas. Estudos semelhantes foram realizados mostrando
uma variabilidade dos niveis de FF no dialisato™ . As evidéncias
cientificas e os nossos resultados destacam a ocorréncia desses
microrganismos no dialisato, o que pode representar uma preo-
cupacao em relacao ao seu contato com o sangue do paciente.

Foram identificados nove géneros ao longo do sistema hidraulico,
D E F incluindo Acremonium sp, Alternaria sp, Aspergillus spp, Beltrania
sp, Bipolaris sp, Cladosporium spp, Exophiala spp, Fusarium spp e
Penicillium spp (Figura 2). Esses FF também foram identificados em
estudos conduzidos por diferentes grupos de pesquisadores?® 101,12,
Exophiala spp (n = 1.280 isolados) foi o principal género encon-
trado, sendo detectado exclusivamente no ponto de amostragem
pré-filtracdo (Tabela). Esse fungo é amplamente encontrado no
ambiente e demonstrou uma alta similaridade genética entre isola-
dos de 4gua deionizada usada para preparar solucdes e de pacientes
infectados em um hospital™. A disseminacao aquatica de FF reforca
G H I a necessidade de técnicas adequadas de desinfeccao da agua de HD
para evitar intercorréncias clinicas em pacientes, dado seu poten-

Fonte: Elaborado pelos autores, 2023. . - as . -
cial patogénico em pessoas com vulnerabilidade imunologica.

Figura 2. Fungos filamentosos identificados na agua de hemodialise ao
longo do sistema hidraulico. A, Acremonium sp; B, Alternaria sp; Cladosporium spp e Aspergillus spp foram encontrados em

C, Aspergillus spp; D, Beltrania sp; E, Bipolaris sp; F, Cladosporium spp; . .
G, Exophiala spp; H, Fusarium spp; |, Penicillium spp. quatro pontos de amostragem (Tabela). Cladosporium spp foi

Tabela. Total de isolados de fungos filamentosos detectados na agua de hemodialise ao longo do sistema hidraulico da unidade de dialise em um
hospital terciario.

Locais de amostragem

Fungos filamentosos

PWI PFW PRO RW1 RW2 DI DO
Acremonium sp - - - - - - 1
Alternaria sp - - - - - - 1
Asperdillus spp 1 - 4 - 1 5
Beltrania sp - - - 1 R
Bipolaris sp - - 1 - R
Cladosporium spp 4 - 4 - R 31 14
Exophiala spp - 1,280 - - R
Fusarium spp - - - - - 1 1
Penicillium spp - - - 1 - 1 2

Fonte: Elaborado pelos autores, 2023.
PWI: Entrada de agua potavel; PFW: Agua de pré-filtracao; PRO: Pds osmose reversa; RW1: Tanque de agua de reuso n° 1; RW2: Tanque de agua de reliso
n° 2; DI: Entrada de dialisato; OD: Saida de dialisato.
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detectado na entrada de agua potavel, apos a osmose reversa,
e principalmente na entrada do dialisato (n = 31) e na saida do
dialisato (n = 14). Resultados semelhantes também foram encon-
trados por Schiavano et al." e a relevancia esta associada ao
potencial do Cladosporium sp de causar alergia, doencas cuta-
neas e subcutaneas e, ocasionalmente, infeccées profundas'.
Além disso, o Cladosporium é resistente a cloracdo da agua e
pode permanecer no sistema hidraulico por longos periodos®™.
Aspergillus também foi encontrado em diferentes pontos dos sis-
temas hidraulicos (Tabela) e, entre eles, destacamos a entrada
de dialisato, devido ao contato proximo com pacientes em trata-
mento de HD e ao fato de o Aspergillus ser um género flngico de
importancia médica, considerando o potencial toxico das mico-
toxinas (por exemplo, aflatoxinas, ocratoxinas). Também desta-
camos a deteccao de Fusarium e Penicillium, levando em conta
seu histdrico de infecgbes humanas e sua capacidade de serem
produtores de micotoxinas também’®,

CONCLUSOES

Os dados obtidos evidenciam a ampla distribuicao de FF no
sistema hidraulico da unidade de dialise estudada. Os varios
géneros encontrados, que sdo onipresentes, revelam possiveis
falhas no sistema de tratamento e distribuicao, seja por praticas
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