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fermentadores em agua e dialisato de uma clinica de hemodialise. 2010. 52 f.
Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2010.

RESUMO

Objetivos: Avaliar a prevaléncia de micobactérias e bacilos gram-negativos nao
fermentadores em agua e dialisato utilizados em uma clinica de hemodialise em
Londrina, PR. Métodos e Resultados: No periodo de novembro de 2008 a julho de
2009, foram coletadas 34 amostras de agua e 100 de dialisato nas quais foram
isoladas 52 cepas de bacilos gram-negativos nédo fermentadores (BGNF) e 13 cepas
de micobactérias. Os BGNF foram identificados através dos sistemas Api 20NE e as
micobactérias, pelo método PRA (PCR-Restriction Enzyme Analysis). A maioria dos
isolados foram identificados como pertencente ao género Pseudomonas (52,3%),
Mycobacterium (20%) e Stenotrophomonas (15,4%). Os isolados foram submetidos
a acao do acido peracético e hipoclorito de sodio através de teste em suspensao.
Trés cepas de M. scrofulaceum (23,1%) foram resistentes ao acido peracético a
0,2%, apoOs contato por 30 minutos e, uma cepa de Burkholderia pseudomallei
(1,9%) ap6s 15 minutos. Apenas uma cepa de M. scrofulaceum (7,7%) foi resistente
ao hipoclorito de sodio a 500 ppm apés 30 minutos de exposicdo. Nos testes de
adesao ao poliestireno, 04 (7,7%) cepas de BGNF mostraram forte aderéncia e 16
(30,8%) cepas mostraram aderéncia moderada, demonstrando sua capacidade de
formar biofilmes. Das cepas de BGNF submetidas ao teste de susceptibilidade aos
antimicrobianos através de disco difusdo, 27 (84,4%) foram sensiveis a todas as
drogas testadas. Conclusfes: A agua e o dialisato constituem uma fonte de
infeccdo de diferentes espécies de BGNF e de micobactérias para pacientes
submetidos a hemodialise. Significancia e Impacto do Estudo: O tratamento
adequado da agua, a desinfeccado eficaz das maquinas de hemodidlise e
dialisadores, e 0 monitoramento microbiolégico do dialisato sdo importantes para a
reducdo de casos de infeccdo por bactérias, mantendo assim a qualidade da terapia
renal substitutiva oferecida aos pacientes com insuficiéncia renal crbnica.

Palavras-chave: agua; dialisato; hemodidlise; micobactéria; bacilos gram-negativos
nao-fermentadores; antimicrobianos.



SIEWERT, Michelle. Micobacteria and nonfermenting gram-negative bacilli in
water and dialysate in a hemodialysis unit. 2010. 52 p. Dissertation (Master in
Microbiology) — Londrina State University, Londrina, 2010.

ABSTRACT

Aims: To investigate the presence of mycobacteria and nonfermenting gram-
negative bacilli in water and dialysate used in a hemodialysis unit in Londrina, PR.
Methods and Results: From November 2008 to July 2009, 134 samples of water
and dialysate were collected, in wich 52 nonfermenting gram-negative bacilli
(NFGNB) and 13 mycobacteria were isolated. The NFGNB were identified by Api
20NE system, and mycobacteria by PRA (PCR-Restriction Enzyme Analysis). The
majority of the isolates belonged to Pseudomonas genus (52.3%), followed by
Mycobacterium (20%) and Stenotrophomonas maltophilia (15.4%). The isolates were
subjected to the action of peracetic acid and sodium hypochlorite by suspension test.
By 0.2% peracetic acid testing, three strains of M. scrofulaceum (23.1%) were
resistant after 30 minutes exposure and one strain of Burkholderia pseudomallei
(1.9%) after 15 minutes. When tested with sodium hypochlorite at 500 ppm, one
strain (7.7%) of M. scrofulaceum was resistant after 30 minutes exposure. In tests of
adherence to polystyrene, 4 (7.7%) NFGNB strains showed strong adhesion and 16
(30.8%) showed moderate adhesion, demonstrating its ability to form biofilms.
Amongst the NFGNB strains submitted to the antimicrobial susceptibility testing by
agar disk diffusion method, 27 (84,4%) were susceptible to all drugs tested.
Conclusions: The results evidenced water and dialysate as sources of infection by
NFGNB and mycobacteria in patients undergone to hemodialysis. Significance and
Impact of the Study: Adequate treatment of water, efficient disinfection of
hemodialysis machines and dialysers, and the microbiological control of water and
dialysate are important for the reduction of bacteremia cases and outbreaks, keeping
the quality of the renal substutive therapy offered to the patients with chronic renal
failure.

Keywords: water; dialysate; hemodialysis; nonfermenting gram-negative bacilli;
mycobacteria; antimicrobials.
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1.INTRODUCAO

A hemodialise é uma terapia renal substitutiva que auxilia a manutencdo do
equilibrio homeostatico de pacientes com insuficiéncia renal aguda ou crénica.
Consiste na passagem do sangue do paciente por um filtro especial — o dialisador —
durante uma sessdo de circulacdo extracorpoOrea, responsavel pela alteracdo da
composicdo de solutos no plasma e a possibilidade da remocdo mais rapida do
excesso de agua corporal.

Pacientes com insuficiéncia renal submetidos & hemodidlise sdo expostos a
volumes de agua, entre 400 e 600 litros por semana, portanto se esta apresentar
contaminacgdo pode causar sérias conseqiéncias aos pacientes, como septicemia ou
endotoxemia.

A desinfeccdo inadequada do sistema de distribuicdo de &gua tem sido
implicada como uma possivel fonte para surtos de infec¢cdes bacterianas. A maior
incidéncia é de bactérias Gram-negativas, pertencentes aos géneros Pseudomonas,
Burkholderia, Acinetobacter e Stenotrophomonas. No entanto, também séo relatados
casos de infeccBes envolvendo espécies do género Mycobacterium, podendo
ocorrer desde bacteremia e infeccdo de tecidos moles até doenca disseminada. Um
fator preocupante € que a contaminacdo por micobactérias pode nao ser
reconhecida quando métodos rotineiros de cultivo sdo usados.

Considerando-se a falta de dados sobre o assunto em nossa regido e a
importancia das infecgbes bacterianas em imunodeficientes, como é o caso dos
pacientes submetidos a hemodialise, optou-se por realizar este trabalho que tem
como objetivo a pesquisa de microrganismos patogénicos e potencialmente
patogénicos na agua e dialisato utilizados em um centro de hemodialise na cidade
de Londrina, PR.
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2.REVISAO DA LITERATURA

2.1 Hemodiéalise

A hemodialise é um tratamento alternativo de grande importancia para
pacientes com faléncia renal crbnica, uma vez que melhora a qualidade de vida
desses individuos e para alguns, é a esperanca de vida, em vista da irreversibilidade
da doenca durante a espera pelo transplante renal (LIMA et al., 2005). E uma terapia
renal substitutiva que auxilia a manutencao do equilibrio homeostéatico de pacientes
com insuficiéncia renal aguda ou crénica e consiste na passagem do sangue do
paciente através do dialisador, conhecido como rim artificial, o qual contém canais
muito finos delimitados por uma membrana semipermeavel. Do outro lado da
membrana ocorre o fluxo contrario do liquido dialisante, o dialisato, para o qual
passam as substancias indesejaveis presentes no sangue, responsaveis pela
alteracdo da composicdo de solutos no plasma. Na dialise, solutos do soro como
sédio, cloro, potassio, célcio, magnésio, fosfato, uréia, creatinina, acido udrico e
bicarbonato difundem passivamente entre os compartimentos de acordo com um
gradiente de concentracdo. Durante a hemodialise o sangue é continuamente
removido de uma artéria, bombeado pela maquina e entdo devolvido a veia
(CARRARA et al., 2009).

A prevaléncia de pacientes dependentes de hemodialise é bastante alta no
Brasil e, segundo dados da Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN) (2008), estima-
se que existam 87.044 pacientes em dialise no pais, sendo detectado um aumento
relevante no nimero de pacientes em tratamento dialitico entre os anos 2000 e

2008, conforme observado na figura 1.
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Figura 1: Total de pacientes em tratamento dialitico por ano no Brasil
Fonte: SBN (2008)

A agua constitui-se na principal matéria prima da hemodidlise, sendo utilizada
na preparacdo do dialisato e no reprocessamento dos dialisadores (HOENICH,;
LEVIN, 2003). Portanto, o monitoramento da qualidade da &gua durante a
hemodialise € uma preocupacao constante dos profissionais da saldde, uma vez que
contaminacgfes podem levar a sérias consequéncias aos pacientes (LIMA et al.,
2005), que sdo expostos a volumes entre 400 e 600 litros de fluido de dialise por
semana, totalizando 18.000 a 36.000 litros ao ano (ARDUINO et al., 1991; LIMA et
al., 2005; NYSTRAND, 2008).

Os pacientes com insuficiéncia renal crénica sofrem de anomalias no sistema
imune, como resultado direto da uremia e suas consequUéncias metabdlicas,
tornando-os mais susceptiveis a infeccfes. Tais anomalias incluem o prejuizo da
acao dos neutrofilos, mondcitos e linfocitos B e T, conduzindo ao processamento
inadequado de antigenos, a producdo de anticorpos e a resposta imune comunicada
pelas células e assim a incidéncia aumentada de infec¢des bacterianas (LIMA et al.,
2005; JABER, 2005). Quando a &agua nao é tratada corretamente, Varios
contaminantes quimicos e bacteriolégicos poderdo ser transferidos para os
pacientes devido ao contato entre o dialisato e o sistema sanglineo dos mesmos,
sendo que altas concentracdes bacterianas podem colocd-los em risco de
septicemia ou endotoxemia. A passagem da endotoxina bacteriana pela membrana
pode desencadear uma resposta inflamatéria pela estimulacdo dos macréfagos e
subsequente producéo de citocinas (BIERNAT et al., 1998; SANTOS et al., 2006).
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Portanto, a qualidade da agua e do dialisato sdo essenciais para o bem estar dos
pacientes e crucial para a prevencdo da inflamacéo crénica silenciosa associada a
hemodialise, supressdo de reacdes pirogénicas e melhor controle da anemia
derivada da insuficiéncia renal cronica (ARDUINO et al., 1991; GOMILA et al., 2005).

Cada unidade de hemodialise é responsavel pelo tratamento da agua
fornecida pela rede publica para a obtencdo de uma 4gua com caracteristicas fisico-
guimicas e microbiolégicas compativeis com os padrdes exigidos. Para o tratamento,
a agua da rede publica passa primeiramente através de filtros mecanicos (remocéao
das particulas em suspenséao), do abrandador (controle da dureza da agua — calcio e
magnésio), de filtros de carvdo vegetal (adsorcdo de cloretos, cloraminas e
substancias organicas), dos deionizadores e por fim, pelas membranas da osmose
reversa. ApOs esta etapa, € armazenada em tanques para a distribuicdo
subsequente através da tubulacdo de PVC e abastecimento de todo o sistema de
agua da unidade (Figura 2). Em unidades de hemodialise brasileiras, a osmose
reversa é o sistema freqliientemente usado para o tratamento da agua, sendo
empregada em aproximadamente 93,7% das unidades segundo a SBN (2008). A
osmose reversa retém entre 95 a 99% dos contaminantes quimicos, praticamente
todas as bactérias, fungos, algas e virus, além de substancias pirogénicas e
materiais protéicos de alto peso molecular (SILVA et al., 1996; ANDERSON et al.,
2002; CAPELLI et al., 2006).

charcoal filters

I I Tap water

?
—— H .
" ' i
| é s dialyse reuse
+ | concentrate
= preparation
]
B =
? . | dialysis machines
S Sl
s O
reverse osmosis @

Figura 2: Sistema de tratamento da agua em uma unidade de hemodialise
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Em tal sistema, as tubulagdes, os tanques e as torneiras representam
reservatérios potenciais para 0os microrganismos capazes de formar biofilmes, os
quais, uma vez formados sdo extremamente dificeis de erradicar por processo
guimico ou mecanico. Varias bactérias com capacidade de formar biofilmes sé&o
descritas na literatura como as pertencentes aos géneros Pseudomonas,
Burkholderia e Mycobacterium (CAPELLI et al.,, 2006; MONTANARI et al., 2009).
Segundo Nystrand (2008), se ocorre formacdo de biofilme em um sistema, o indice
de microrganismos no mesmo € muito mais elevado do que indica a analise
microbiolégica da agua.

O incidente ocorrido no Instituto de Doencas Renais em Caruaru,
Pernambuco, durante o més de fevereiro de 1996, transformou a historia e a préatica
clinica da Hemodialise. O instituto mantinha 131 pacientes em tratamento dialitico,
destes, 100 pacientes desenvolveram faléncia hepatica aguda e 52 pacientes foram
a Obito, caracterizando a “Sindrome de Caruaru”. Apos as investigagdes realizadas
pelas autoridades sanitarias, evidenciou-se a presenca de microcistina, uma toxina
liberada por cianobactéria, no filtro de carvdo usado no instituto, no dialisador, no
plasma e no figado dos pacientes acometidos (AZEVEDO et al., 2002).

O reconhecimento dos riscos durante o tratamento de hemodialise levou a
criacdo de diversos 6rgdos e comissfes que regulamentam e estabelecem critérios
para a composicdo adequada da agua a ser utilizada pelos servicos de Terapia
Renal Substitutiva (SILVA et al., 1996; BRASIL, 2004).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o 6rgdo que
estabelece os critérios de qualidade da agua para didlise conforme a Resolucao -
RDC 154, de 15 de junho de 2004, segundo a qual a 4gua utilizada na preparacao
das solucdes para a dialise deve ter a sua qualidade garantida em todas as etapas
de tratamento, mediante o monitoramento dos parametros microbiol6gicos e fisico-
quimicos. O valor maximo permitido de bactérias heterotroficas na agua tratada é de
até 200 Unidades Formadoras de Colbnia (UFC) por mililitro, enquanto o dialisato
pode apresentar um limite maior, de até 2000 UFC/mL. Testes microbiolégicos da
agua e do dialisato devem ser realizados mensalmente ou, toda vez que ocorrerem
manifestacdes pirogénicas, bacteremia ou suspeitas de sepse nos pacientes, assim
como apos qualquer modificagdo no sistema de tratamento ou distribuicdo da agua.

A agua usada durante sessbes de dialise pode ser responsavel por um

namero crescente de infec¢des e surtos de infecgbes sistémicas em unidades de



16

hemodialise, sendo geralmente causados pela contaminacdo microbiolégica da
agua, seja durante o seu tratamento, a sua distribuicdo, contaminacao dos fluidos de
didlise ou equipamentos, ou ainda por reprocessamento inadequado dos
dialisadores (ROTH; JARVIS, 2000; CAMARGO et al., 2001; JABER, 2005).

Os pacientes renais cronicos, por terem o sistema imune comprometido, sao
susceptiveis a grande niamero de doencas infecciosas (ARVANITIDOU et al., 2003;
Lima, 2005), e apresentam maior risco de desenvolver sepse que qualquer outra
populacdo (ABBOTT; AGODOA, 2001).

Segundo dados da SBN (2008), a taxa de mortalidade anual entre pacientes
submetidos a hemodidlise no Brasil € de 15,2% e infec¢bes sdo a segunda causa
mais comum, contabilizando 26% das mortes A sepse, com 10,9% de todas as

mortes, € a complicacao infecciosa mais comum de mortalidade.

2.2 Bacilos Gram-Negativos Nado Fermentadores

A desinfeccdo inadequada do sistema de distribuicdo da agua tem sido
implicada como uma possivel fonte para os surtos de infec¢ges bacterianas. A maior
incidéncia (em torno de 90%) é de bactérias Gram-negativas, particularmente as
pertencentes aos géneros Pseudomonas, Burkholderia, Acinetobacter e
Stenotrophomonas. Espécies do género Pseudomonas estdo amplamente
disseminadas na natureza e, devido a sua extraordinaria versatilidade fisiol6gica,
podem se multiplicar até mesmo em agua destilada. Estas bactérias se multiplicam
com rapidez e geram altos niveis de endotoxinas, portanto uma baixa contagem de
colonias bacterianas nao significa auséncia de endotoxinas (PISANI et al., 2000;
ARVANITIDOU et al., 2003).

Em clinicas de hemodialise, bacteremia por Burkholderia cepacia € uma
preocupagao crescente, pois este microrganismo coloniza com Ssucesso O0S
fornecimentos de &gua, membranas filtrantes e solugbes antissépticas
(MAGALHAES et al., 2003). A sepse em pacientes imunocomprometidos causada
por Burkholderia cepacia tem sido relatada desde 1971 (KAITWATCHARACHAI et
al., 2000).

Alguns microrganismos néo tdo frequentes, podem causar infeccdes em
pacientes imunocomprometidos, como é o caso de Aeromonas hydrophila,

amplamente distribuido em ambientes aquaticos, podendo estar associada com
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varias manifestagfes clinicas em pacientes submetidos a hemodialise. Trabalhos
comprovam casos de bacteremia por A. hydrophila nesses pacientes (LIN et al.,
1996).

Véarios autores descrevem a presenca de bactérias, principalmente gram-
negativas em sistemas de distribuicdo de agua em unidades de hemodidlise.
Arvanitidou et al., (1998) estudou 85 centros de hemodidlise na Grécia, isolando
varias espécies de bactérias gram-negativas. Dentre as bactérias isoladas por Lima
et al. (2005) de agua utilizada em hemodialise de trés hospitais, 90% eram bactérias
Gram-negativas, predominando o género Pseudomonas, sendo todas provenientes
de &gua pos-tratamento. Outros trabalhos relatam o isolamento de bactérias de
unidades de hemodialise, incluindo o sistema de distribuicdo de dgua, maquinas de
hemodialise e agua de reuso, sendo a maioria bactérias gram-negativas. (LIMA et
al., 2005; BORGES et al., 2007). Um dado preocupante foi a resisténcia a trés ou
mais antibioticos apresentada por 60% dos isolados de Borges et al. (2007).

A presenca dessas bactérias no sistema de distribuicdo de agua em clinicas
de hemodialise constitui um risco para 0s pacientes submetidos a dialise. A
ocorréncia de sepse entre esses pacientes se agrava com 0 aumento da
multiresisténcia aos antimicrobianos pelas bactérias presentes nos sistemas de
distribuicdo e, a capacidade de adquirir facilmente determinantes de resisténcia.
Bacilos Gram-negativos multiresistentes, incluindo os microrganismos Pseudomonas
aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia e Acinetobacter spp. podem apresentar
resisténcia aos antimicrobianos disponiveis (TOKARS, 2000; ARVANITIDOU et al.,
2003).

2.3 Micobactérias

O género Mycobacterium, unico da familia Mycobacteriaceae, apresenta
espécies cosmopolitas amplamente distribuidas na natureza vivendo em diversos
ambientes como solo, agua e poeira. Compreende 148 espécies e 11 subespécies
registradas na lista de nomes bacterianos aprovados (EUZEBY, 2010).

As bactérias que compdem o género Mycobacterium tém forma de bastonetes
retos ou ligeiramente curvos, com 0,2-7,0 x 1,0-10 um de comprimento. Sao imoéveis,
nao formam esporos, ndo possuem capsulas, sdo aerébias e quimiorganotréficas.

Apresentam crescimento lento ou muito lento, sendo que as coldnias aparecem em 5
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a 60 dias em temperatura 6tima de crescimento (25°, 37°, ou 42°C) (GOODFELOW,
MAGEE, 1998; LIVANAINEN et al., 1999, LEAO et al., 2004).

As micobactérais se diferenciam das demais eubactérias por sua parede
celular, a qual possui alto contetdo lipidico (60% do peso seco da parede celular),
destacando-se os acidos micolicos e acidos graxos [B-hidroxilados de alto peso
molecular (60-90 atomos de carbono), importantes na patogenicidade e
caracterizacdo das diferentes espécies, pela andlise de perfis de acidos micélicos
(GOODFELLOW; MAGEE, 1998; KARTMANN et al., 1999; LAURENT et al., 2003).

Devido a composicdo Unica de sua parede celular, as micobactérias
apresentam alta resisténcia a varios compostos quimicos e dessecacao, crescimento
lento (dificulta a entrada de nutrientes) e dificuldade na penetracdo de drogas
antimicrobianas. E também devido a sua parede celular que sdo consideradas bacilo
alcool-acido-resistentes (BAAR), caracteristica que resulta na necessidade de
coloracdo especifica como a de Ziehl-Neelsen (KANTOR; LASZLO, 1998;
SELVAKUMAR et al., 2002).

O género Mycobacterium é constituido por espécies do complexo M.
tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti), M. leprae e outras
denominadas micobactérias nao tuberculose (MNT) (COLLINS et al., 1997,
BROSCH et al., 2002). As espécies mais conhecidas dentre as micobactérias sdo os
microrganismos patogénicos M. tuberculosis (agente etioldgico da tuberculose) e M.
leprae (agente etiologico da hanseniase). Embora a tuberculose tenha sido quase
erradicada durante o século XX, a ocorréncia da doenca vem aumentando, levando
a mais de dois milhdes de mortes anuais, especialmente nos paises menos
desenvolvidos (JING et al., 2004). As espécies do complexo M. tuberculosis causam
tuberculose no homem ou em animais. Esse complexo é composto pelas espécies
M. tuberculosis, principal agente da tuberculose humana, M. bovis, principal agente
da tuberculose bovina, M. bovis-BCG, M. africanum, agente da tuberculose humana
encontrado mais freqiientemente na Africa e M. microti responsavel por tuberculose
em roedores. Essas espécies sao muito similares e apresentam 99,9% de identidade
genética, possuindo a seqiéncia 16S rRNA idéntica. No entanto, apresentam
diferencas fenotipicas, epidemiolégicas e de patogenicidade (BROSCH et al., 2002;
COUSINS et al., 2003).

Outras espécies de micobactérias, as MNT, sdo microrganismos ambientais

amplamente distribuidos na natureza e tém sido isoladas de agua, agua de torneira,
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solo e solugdes cirdrgicas. Logo apos a descoberta do M. tuberculosis por Robert
Koch, surgiu o primeiro relato de micobactéria em amostra ambiental.
Subsequentemente, MNT foram isoladas de amostras ambientais, a maioria de agua
e solo, no mundo inteiro. Algumas das espécies de MNT sdo M.avium-intracellulare,
M. kansasii, M. fortuitum, M. abscessus, M. massiliense, M. bolletii, M.chelonae,
M. smegmatis, M. wolinsky, entre outras (KATOCH, 2004; van INGEN et al., 2009).

Fatores tais como a parede hidrofdbica rica em lipideos, formacéo de biofilme,
resisténcia a acidos, sobrevivéncia anaerObia e o metabolismo de compostos
recalcitrantes de carbono, permitem a sobrevivéncia e o crescimento das MNT em
inUmeros habitats. Finalmente, o crescimento lento permite que as micobactérias
adaptem-se as mudancas antes de perder a viabilidade (FALKINHAM I, 2009).

Seu potencial patogénico € reconhecido desde o inicio do século passado,
causando doengas no homem chamadas “micobacterioses”. Podem causar infeccao
pulmonar e ndo pulmonar, geralmente em individuos imunocomprometidos como
individuos com AIDS, ou portadores de outras doencas de base como fibrose cistica,
enfisema, pneumoconiose, bronquiectasia, alcoolismo cronico, entre outras
(KATOCH, 2004; van INGEN et al., 2009).

Segundo Tortoli (2003), as MNT podem ser identificadas com base em testes
fenotipicos (tempo de crescimento, produ¢cdo ou ndo de pigmentos, provas
bioquimicas, crescimento ou ndo na presenca de inibidores quimicos) e testes
moleculares (PRA - PCR Restriction Analysis, sondas genéticas). No entanto, a
identificacdo fenotipica € demorada e ndo conclusiva para muitos isolados devido a
caracteristicas variaveis (KATOCH, 2004).

De acordo com as caracteristicas fenotipicas as MNT podem ser classificadas
em quatro grupos com base em duas caracteristicas: 1) producdo de pigmentos
carotendides e 2) tempo de crescimento em meio de cultura; rapido, se ocorrer antes
de sete dias e lento, se ocorrer em sete dias ou mais (RUNYON, 1959; COLLINS et
al., 1997).

Podem ainda ser classificadas conforme sua capacidade de causar doenca
no homem como potencialmente patogénicas e raramente patogénicas (Tabela 1).
As MNT potencialmente patogénicas podem causar doencas em humanos e animais
as quais diferem em severidade e importancia em saude publica. Geralmente as
doencas disseminadas em pacientes portadores de AIDS estdo associadas a
espécies de crescimento lento (BARRETO et al., 1993; ATS, 1997). Por outro lado,
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as infec¢cdes pos-traumaticas sdo causadas por espécies de crescimento rapido
(FREITAS et al., 2003; WINTHROP et al., 2004).

Tabela 1 — Classificacao das espécies de micobactérias de acordo com o risco de
infeccdo em humanos

MNT POTENCIALMENTE PATOGENICAS MNT RARAMENTE PATOGENICAS

M. abscessus M. agri

M. asiaticum M. aurum

M. avium M. branderi
M. avium subsp. paratuberculosis M. chitae

M. celatum M. duvalli

M. chelonae M. fallax

M. fortuitum M. flavescens
M. genavense . gastri

M. haemophilum M. gordonae
M. immunogenum M. hassiacum
M. intracellulare M. mageritense
M. kansasii M. neoaurum
M. lentiflavum M. nonchromogenicum
M. malmoense M. phlei

M. maninum M. porcinum
M. mucogenicum M. pulveris

M. peregrinum M. smegmatis
M. scrofulaceum M. terrae

M. shimoidei M. triviale

M. simiae M. vaccae

M. szulgai

M. ulcerans

M. xenopi

Fonte: LEAO et al. (2004, p.23)

Diversas espécies de micobactérias como M. kansasii, M. avium, M.
intracellulare, M. marinum e M. xenopi, sS40 microrganismos potencialmente
patogénicos e podem ser responsaveis por doengas pulmonares, cutaneas,
linfadenite, entre outras (DAILLOUX et al., 2003; DROBNIEWSKI et al., 2009; LEE et
al., 2010). As espécies mais isoladas no Brasil sdo M. fortuitum, M. chelonae, M.
kansasii, M. scrofulaceum e o complexo M. avium (MAC) (LEITE et al., 1998;
OLIVEIRA et al., 2000; ROCHA et al., 2002).

Segundo Brown-Elliott e Wallace Jr (2002) as espécies de M. fortuitum e M.
chelonae sdo consideradas micobactérias de crescimento rapido e patogénicas. M.

fortuitum cresce a 43°C, enquanto M. chelonae ndo se desenvolve nesta
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temperatura (HEIFETS; JENKINS, 1998; MUNOZ et al., 1998; BROWN-ELLIOTT;
WALLACE JR, 2002). Estas duas espécies podem causar infeccfes pulmonares, de
pele e tecidos. Tém sido isoladas de muitas fontes naturais como rios, mares, solo e
também de outras fontes como aguas de hospitais, gelo e maquinas de gelo, aguas
de piscicultura, aquarios e agua de piscinas térmicas (FALKINHAM llI, 1996; WOO
et al., 2002; BROWN-ELLIOTT; WALLACE JR, 2002).

As cepas pertencentes ao Complexo Mycobacterium avium (MAC) podem ser
isoladas de ambientes naturais como a agua e solo com muita matéria organica,
baixo pH e pouco O, dissolvido. Em laboratério, requer pH em torno de 5,0 a 5,5
para seu melhor desenvolvimento, assim como temperaturas em torno de 42/45 °C
(FALKINHAM 111, 1996; FALKINHAM I1I, 1998). Infec¢Oes causadas por MAC em
pacientes imunocompetentes sdo principalmente pulmonares ou disseminadas
(FALKINHAM 111, 1996; OLIVEIRA et al., 2000; LAURENT et al., 2003). Segundo Jing
(2004) a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos lista 0 MAC como um
dos dez microrganismos contaminantes de agua potavel, pois a infeccao pelo MAC
ocorre primeiramente devido a ingestédo oral, sendo a inalacdo uma rota secundaria
de infeccéao.

M. gordonae é uma micobactéria de crescimento lento, escotocromogénica,
isto é, produz pigmento amarelo ou laranja mesmo na auséncia de luz. E
considerada nao patogénica, embora, ocasionalmente, seja descrita como agente de
infeccbes, especialmente em pacientes com predisposicdo ou iMunNOSSUpressao
como AIDS, terapia com esterdides, carcinoma, transplantados e criancas. E
extensamente distribuida na agua e no solo, e geralmente é tida como um
contaminante quando encontrada em culturas micobacterianas (LEAO et al., 2004;
GRIFFITH et al., 2007).

M. scrofulaceum é uma das espécies de micobactérias mais conhecidas, e foi
descrita aproximadamente ha 50 anos. E descrito como uma micobactéria de
crescimento lento, escotocromogénica, caracterizada pela inatividade em quase
todos os testes bioquimicos freqientemente executados, e produtora de catalase.
Esta espécie foi isolada de lagos, rios e de aerossois naturais. O isolamento de
aguas naturais é esperado para um microrganismo que causa linfadenite cervical em
criancas. A associacdo a outras manifestacdes clinicas € rara, mas foi descrito
causando infeccdo pulmonar em adultos, infeccbes disseminadas (igualmente

relatada em pacientes com AIDS e em pacientes com e sem imunodeficiéncia) e
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lesdes de pele ulcerosas e nodular cronicas (FALKINHAM, 1996; LEAO et al., 2004;
MARAZZI et al., 2010).

Infeccbes humanas por MNT ndo ocorrem por contato pessoa-pessoa, mas
sim por ingestédo, inalagcdo ou inoculacdo dos microrganismos a partir de fontes
ambientais tais como a &gua. Micobactérias que colonizam os sistemas de
abastecimento de 4gua doméstico e publico estdo associadas as infec¢cdes humanas
(SCHULZE-ROBBECKE; BUCHHOLTZ, 1992). Segundo Covert et al. (1999) a
persisténcia de micobactérias na agua potavel, especialmente na agua de torneira, é
atribuida a sua elevada resisténcia aos desinfetantes geralmente utilizados no
tratamento da agua. A resisténcia das micobactérias a desinfec¢do quimica se deve
principalmente a concentracdo elevada de acidos micolicos em sua parede celular,
crescimento lento, aderéncia a superficie inerte e hidrofobicidade (WHO, 2004; LEE
et al., 2010).

MNT tém sido isoladas de varios ambientes aquéticos naturais. Sabe-se que
crescem bem em &gua tratada e fluidos de didlise, colonizando as superficies
internas das tubulacbes de distribuicdo, maquinas de dialise, e componentes dos
sistemas do tratamento da &gua tais como resinas do abrandador e deionizador, e
membranas de osmose reversa (CARSON et al., 1988, GOMILA et al., 2005,
MONTANARI et al., 2009).

Segundo Band et al., (1981), cepas de M. chelonae associadas a episddios
de peritonite em pacientes submetidos a dialise ndo foram eliminadas das maquinas
de dialise por tratamento overnight com formaldeido a 2%. Em estudos laboratoriais,
estas cepas de M. chelonae mostraram alta resisténcia ao formaldeido tanto que
sobreviventes foram encontrados em solu¢des aquosas de formaldeido a 2% apds
24 horas de exposicao.

Bolan et al. (1985), relataram um surto ocorrido entre abril e novembro de
1982 em Louisiana (EUA), no qual 27 de 140 pacientes de um centro de hemodialise
foram infectados por micobactérias de crescimento rapido; 14 tiveram somente
bacteremia, 3 apresentaram infec¢gbes de tecidos moles, um infecgéo de fistula e 9
apresentaram doenca amplamente disseminada. Dos 26 isolados identificados, 25
eram M. chelonae ssp. abscessus, e um M. chelonae-like. Um fator comum a todos
0s pacientes foi exposi¢édo a dialisadores reprocessados.

Entre julho 1987 e janeiro 1988, conforme descrito por Lowry et al. (1990),

cinco pacientes submetidos a dialise em uma clinica de hemodialise na Califérnia
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desenvolveram infec¢des sistémicas por M. chelonae abscessus. Quatro dos cinco
pacientes tiveram infeccfes arteriovenosas, e dois foram a 6bito durante a terapia
antimicrobiana.

Becker et al. (2003), descrevem um caso de bacteremia e infeccéo
arteriovenosa por M. neoaurum em uma paciente de hemodialise.

Estes relatos demonstram que o0s pacientes submetidos a hemodidlise
apresentam risco de desenvolver infeccbes por micobactérias. Outro fator
preocupante é que a contaminacdo da agua e do dialisato por estes microrganismos
pode ndo ser reconhecida pelos métodos rotineiros de analise microbiol6gica
empregados pelos centros de hemodidlise (PIZZARELLI, 2004; MONTANARI et al.,
2009). Este fato enfatiza ainda a importancia do uso de procedimentos eficientes
para desinfeccdo dos dialisadores nos centros de hemodidlise, com intuito de

minimizar a exposicao dos pacientes a contaminantes (HOENICH, et al., 2010).
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4. OBJETIVOS

Objetivo geral

— Pesquisar a prevaléncia de micobactérias e bacilos gram-negativos néo-
fermentadores em &gua e dialisato utilizados em uma clinica de

hemodialise.

Objetivos especificos

— Identificar as micobactérias através de PCR-Restiction Enzyme Analysis
(PRA);

— ldentificar os bacilos gram-negativos ndo-fermentadores pelos sistemas
API 20NE e Bactray;,

— Verificar o comportamento dos isolados frente ao acido peracético e
hipoclorito de s6dio em diferentes tempos de acéo e concentracdes;

— Determinar a susceptibilidade das bactérias aos antimicrobianos de uso
clinico;

— Quantificar a formacédo de biofilmes pelos bacilos gram-negativos néao-

fermentadores em microplacas de poliestireno.
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ABSTRACT

Water constitutes the main raw material of hemodialysis due to its role to prepare
dialysate and to reprocess dialyzers. Considering the lack of data on the impact of
bacterial infections in hemodialysis patients in the Londrina region, this research
focused to investigate the presence of mycobacteria and nonfermenting gram-
negative bacilli (NFGNB) in water and dialysate used in a hemodialysis center in
Londrina, PR. From November 2008 to July 2009, 34 samples of water and 100
samples of dialysate were collected, in which 52 NFGNB and 13 strains of
mycobacteria were isolated. The NFGNB were identified by the APl 20NE system,
and mycobacteria by PRA (PCR-Restriction Enzyme Analysis). All isolates were
subjected to the action of peracetic acid and sodium hypochlorite. By 0.2% peracetic
acid testing, three strains of Mycobacterium scrofulaceum were resistant after 30
minutes (min) exposure and one strain of Burkholderia pseudomallei after 15 min.
When tested with sodium hypochlorite at 500 ppm, one strain of M. scrofulaceum
was resistant after 30 min exposure. In tests of adherence to polystyrene, 4 (7.7%)
NFGNB strains showed strong adhesion and 16 (30.8%) showed moderate adhesion,
demonstrating its ability to form biofilms. Amongst the 50 NFGNB strains submitted to
the antimicrobial susceptibility testing, 27 (84%) were susceptible to all drugs tested.
The results evidenced water and dialysate as sources of infection by NFGNB and

mycobacteria in patients undergone to hemodialysis.

Key words: hemodialysis, mycobacteria, nonfermenting gram-negative bacilli,

antimicrobial.
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INTRODUCTION

Hemodialysis is an alternative treatment for patients with chronic renal failure,
it improves the quality of life of individuals and it may become, for some, the ultimate
hope of living, due to the irreversibility of the disease during the waiting for renal
transplantation (13). It is characterized as a process in which the renal failure
pacient’s blood runs through a special filter - the dialyzer - during an extracorporeal
circulation, enabling debugging and maintenance of the ionic balance of the blood
9).

The prevalence of hemodialysis-dependent patients is high in Brazil, according
to data from the Brazilian Society of Nephrology (30), it is estimated that there are
91,314 patients on dialysis in 643 hemodialysis center in the country. The number of
end-stage renal disease patients treated with renal replacement therapy is growing
worldwide at a rate of approximately 7% per year. In Brazil, between 2000 and 2006,
this growth was about 9% per year (31).

Water constitutes the main raw material of hemodialysis, being used to
prepare dialysate and to reprocess dialyzers (12). Monitoring of water quality during
hemodialysis is a constant concern of health professionals, since contamination can
lead to serious consequences for patients, whom are exposed to approximately 400
and 600 liters of dialysis fluid per week, totaling 18,000 to 36,000 liters per year (19).
Each hemodialysis center is responsible for treating the water supplied by the public
water systems, in order to obtain the required physico-chemical and microbiological
standards (16).

The inadequate disinfection of the water distribution system has been

implicated as a possible source for outbreaks of bacterial infections. The highest
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incidence is of nonfermenting gram-negative bacilli (NFGNB), particularly those
belonging to the genus Pseudomonas, Burkholderia, Acinetobacter and
Stenotrophomonas (1, 4). However, cases of infections in hemodialysis patients
involving species of the genus Mycobacterium were also reported, and it may cause
bacteremia, soft tissue infection or even disseminated disease (3, 36).

According to the Brazilian Society of Nephrology (29), the annual mortality rate
among hemodialysis patients in Brazil is 15.2%, the second highest cause of death in
these patients.

The aim of this study was to investigate the presence of mycobacteria and
NFGNB in water and dialysate used in a hemodialysis center in the city of Londrina,
PR. The isolation of mycobacteria is relevant once the contamination by this
microorganism may not be recognized by routine microbiological methods employed
by hemodialysis centers (17). Furthermore, the identification of the microorganisms
prevalent in hemodialysis water and dialysate, and its susceptibility to disinfectants
employed in the hemodialysis centers, guide the search for more effective
disinfection procedures of hemodialysis water distribution systems, thereby reducing
the exposure of patients to these microorganisms and consequently the risk of

infection by dialysis.

MATERIAL AND METHODS

Collection of Samples
Samples were collected on weekly basis at three different points of the
Hemodialysis Center in the city of Londrina, PR. On each collection day were

collected one sample of pretreatment water (artesian well), one sample of water post
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reverse osmosis treatment and five of dialysate from random machines. The samples
were collected in sterile glass flasks and immediately forwarded to the Laboratory of
Bacteriology of the Department of Microbiology at the State University of Londrina,
where they were processed.

From November 2008 to July 2009, 134 samples were collected, including 17

pretreatment water, 17 post treatment water and 100 samples of dialysate.

Isolation and identification of mycobacteria and gram-negative nonfermenting bacilli

The isolation of mycobacteria was carried out according to Steadham (27) with
some modifications. Therefore, 1000 ml of each sample was filtered through
membrane (Millipore, USA), pore size 0.22 ym. The membranes were placed in
Falcon tubes containing 5 ml of 0.9% saline solution and stirred for 30-45s to remove
the adherent bacteria from the membrane. From this suspension, 100 ul were
inoculated into Brain Heart Infusion broth (BHI) (Difco, USA) for isolation of
nonfermenting bacteria.

In order to isolate mycobacteria, the suspension in saline solution was treated
with 4% sodium hydroxide for 10 min to reduce levels of non-acid-fast bacilli,
increasing selectivity for mycobacteria. After dilution in 10 ml of sterile distilled water
and centrifugation for 15 min at 2000 rpm, the supernatant was discarded and, to the
sediment, added 1.0 ml of 0.2% bovine serum albumin (fraction V). 200 ul of sample
was plated onto Lowenstein Jensen (LJ) medium and agar BHI containing 5%
glucose. Slants were incubated at 25° C and 37° C and weekly scanned for growth
up to 40 days. Colonies of mycobacteria were confirmed as acid-fast bacilli by the

Ziehl-Neelsen staining method.
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The bacterial DNA was first extracted by adding a purview of a culture in log
phase in 1000ul Tris-EDTA (TE), homogenized using a mixer and centrifuged for 5
min at 12,000 rpm in microcentrifuge (Eppendorf, USA). The supernatant was
discarded and to the sediment was added 100 ul of TE and homogenized in a mixer.
The mixture was boiled for 20 min and then frozen at -20° C for 18 to 24 h. After
frosting, it was boiled again for 20 min and then subjected to thermal shock in an ice
bath. After that were added 200 ul of TE and 100 pl of chloroform, the suspension
was stirred for 10 seconds and centrifuged at 10,000 rpm for 5 min. 200 pl were
separated from the supernatant in which was added 300 ul of TE and 500 pl of
phenol-chloroform-isoamyl alcohol solution 25:24:1 (Merck, Germany). After
homogenization and centrifugation as described above, DNA was precipitated with
400 ul of cold absolute ethanol (Merck, Germany) homogenized and frozen for 12 h.
Finally, centrifuged and washed out three times with 70% ethanol, and once dried the
DNA was eluted in 200 pl tri-distillated water and stored at -20° C.

DNA fragment of 439 bp was initially amplified by PCR with the primers Tb 11
(5'ACCAACGATGGTGTGTCCAT) and Tb 12 (5CTTGTCGAACGCATACCCT), and
the amplicon was cleft by restriction enzymes BstEIl and Haelll and separated into
fragments by electrophoresis in 4% agarose gel, which was subsequently developed
with ethidium bromide, illuminated with UV light and photographed. The PRA band
patterns were analyzed by comparison with data in the PRASITE data bank:
http://app.chuv.ch/prasite/index.html.

To identify NFGNB the positive cultures in BHI broth were plated on
MacConkey agar (Biobras, Brazil), and isolated colonies were transferred to
biochemical tests EPM (34), MILi (35), and Simmons citrate (Biobras, Brazil ) for

checking the profile of nonfermenting, growing only on the surface of the media.
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These strains were tested for oxidase (Laborclin, Brazil) and motility by hanging drop
observation (39). The strains were identified by the APl 20NE system (Biomerieux,

France).

Susceptibility to disinfectants

The mycobacterial isolates were submitted to peracetic acid (Farmasteril,
Farmarin, Brazil) at a concentration of 0.2%, and to sodium hypochlorite at 500 ppm
(Qboa, Industry Anhembi, Brazil). A suspension test was performed according to
Vizcaino-Alcaide (37). A suspension was prepared out of a log phase culture
according tube turbidity 1 of the MacFarland scale, obtaining a suspension with
approximately 10® microorganisms per ml. An aliquot of 100 pl of this suspension
was added to 5 ml of the disinfectant, remaining in contact for 15 and 30 min on
peracetic acid and 30 min on sodium hypochlorite. After these intermissions, aliquots
of 100 ul were neutralized with 0.05% sodium thiosulfate (Biobras, Brazil), and
cultured in LJ at 37° C until appearance of colonies in LJ tubes, used as control of
isolates growth. Cultures subjected to treatment that showed growth of mycobacteria
were considered resistant to disinfectant.

The NFGNB isolates were submitted to peracetic acid and sodium
hypochlorite at the same concentrations used above. The test was performed
according to Litsky and Litsky (15). The isolates were cultured in Tryptic Soy Broth
(TSB) (Difco, USA) at 37°C for 24 h. After the incubation period the cultures were
adjusted to tube turbidity 1 of the MacFarland scale. An aliquot of 1.0 ml of this
suspension was added to 4 ml of disinfectant, leaving in contact for 15 and 30

minutes on peracetic acid and 30 min on sodium hypochlorite. After the contact time
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an aliquot of 100 ul was plated on Tryptic Soy Agar (TSA) (Difco, USA) with

neutralizing and incubated at 37° C for 24h.

Antimicrobial susceptibility testing of NFGNB

The antimicrobial susceptibility testing of NFGNB was performed according to
the agar disk diffusion method on Mueller-Hinton agar (Oxoid, England), described by
Bauer et al. (2). The antimicrobials tested for the genus Pseudomonas, Burkholderia
and Stenotrophomonas were piperacillin-tazobactam, ceftazidime, cefepime,
imipenem, meropenem, polymyxin B, aztreonam, gentamicin, amikacin, ciprofloxacin,
minocycline, levofloxacin and trimethoprim-sulfamethoxazole, as recommended by
the CLSI (10). All antibiotics were purchased from Oxoid (England).

The remained NFGNB strains isolated were not submitted to susceptibility
testing because the disk diffusion method is not recommended, since no

standardized breakpoints are found.

Quantification of biofilm formation

The NFGNB were tested for quantification of biofilm formation according to the
method described by Stepanovi¢ et al. (28). The bacteria grew in TSB supplemented
with 2% glucose (TSBG) at 37° C for 24 h. The cultures were diluted in TSBG 1:200
and 200 pl of this suspension were transferred in triplicate to 96 well polypropylene
plates (NUNC, USA), including a negative control with only TSBG and then incubated
at 37° C for 24 h. The content of each well was aspirated and washed three times
with 250 ul of 0.9% saline solution. The adhered bacteria were fixed with 200 pl
methanol (Merck, Germany) for 15 min, after drying, were stained with 200 pl 2%

crystal violet solution for 5 min. The exceeded dye was washed out in water and after
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dryed, the optical density was measured at 550 nm in an ELISA reader (MultiScan
EX Labsystem, Uniscience, Finland).

The absorbance value of the sample (OD,) was obtained from the arithmetic
mean of the three values of each sample and compared to the absorbance of TSBG
(OD) to determine the degree of adhesion according to the classification: Non-

adherent (OD, < OD); weakly adherent (OD < OD, < 2 x OD); moderately adherent (2

X OD < OD, < 4 x OD); Strongly adherent (4 x OD < ODy).

RESULTS

Among 17 samples of pre-treatment water analyzed, 02 (11.8%) showed
mycobacteria growth, and 05 (29.4%) NFGNB growth; From the 17 post-treament
water samples, 02 (11.8%) showed micobactéria growth and 11 (64.7%) NFGNB
growth; Among 100 dialysate samples, 9 samples (9%) of mycobacteria and 36
samples (36%) of NFGNB were isolated. Within the isolated bacterias, there was a
predomination of the genus Pseudomonas (52.3%), followed by the genus
Mycobacterium (20%). The different species of mycobacteria and NFGNB isolated
and their origin are shown in Table 1.

Table 2 sets forth the isolated microorganisms from water and dialysate by
collection date. We observed that in 8(47%) of 17 collection dates, the bacteria
specie isolated from dialysate was also isolated from pre-treatment or post-treatment

water.
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Number of isolates

Microorganism Pre- Post-
treatment treatment Dialysate Total

water water
Mycobacterium fortuiutum type 1 0 0 2 2
Mycobacterium gordonae type 3 1 2 4 7
Mycobacterium scrofulaceum 1 0 3 4

type 1

Pseudomonas aeruginosa 3 2 16 21
Pseudomonas fluorescens 1 1 5 7
Pseudomonas putida 0 0 6 6
Burkholderia cepacia 0 0 1 1
Burkholderia gladioli 0 2 1 3
Burkholderia pseudomallei 0 1 0 1
Stenotrophomonas maltophilia 0 3 7 10
Alcaligenes xylosoxidans 1 0 0 1
Vibrio parahaemoliticus 0 1 0 1
Unidentified 0 1 0 1
Total 7 13 45 65

Regarding the susceptibility to 0.2% peracetic acid, 01 strain (Burkholderia

pseudomallei) was resistant after 15 min of exposure and 03 strains (Mycobacterium

scrofulaceum) showed resistance after 30 min of exposure. All NFGNB were

sensitive to 500 ppm sodium hypochlorite for 30 min and, 01 strain (M. scrofulaceum)

was resistant.

Among NFGNB strains submitted to susceptibility testing, 27 (84.4%) were

susceptible to all drugs tested. However, 02 (6.2%) strains of Stenotrophomonas

maltophilia and Burkholderia cepacia showed

intermediate susceptibility to

minocycline, and 03 (9.4%) strains of Pseudomonas aeruginosa were resistant to

aztreonam.
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Table 2 Origin of microorganisms isolated from water and dialysate by collection date

Collection Pre-treatment Post-treatment Dialysate
date water water
P. putida (3)
25/11/08 P. aeruginosa (1)
M. fortuitum 1 (2)
P. putida (1)
09/12/08 P. aeruginosa (1)
P. fluorescens (1)
04/03/09 S. maltophilia (1)
10/03/09 B. gladioli P. aeruginosa (1)
19/03/09 P. aeruginosa S. maltophilia P. aeruginosa (1)
25/03/09 A. xylosoxidans S. maltophilia S. maltophilia (2)
31/03/09 V. parahaemolyticus S. maltophilia (1)
M. gordonae 3 P. aeruginosa (1)
15/04/09 P. fluorescens S. maltophilia (1)
29/04/09 M. scrofulaceum M. scrofulaceum (3)
06/05/09 P. aeruginosa S. maltophilia (1)
22/05/09 P. aeruginosa P. aeruginosa P. aeruginosa (2)
S. maltophilia (1)
28/05/09 S. maltophilia P. putida (1)
B. cepacia (1)
M. gordonae 3 (2)
02/06/09 MUE%S&E%ZS P. aeruginosa (1)
B. gladioli (1)
09/06/09 B. pseudomalei P. fluorescens (2)
P. aeruginosa (1)
23/06/09 P. fluorescens P. aeruginosa (5)
M. gordonae 3 (2)
02/07/09 M.é;orlc;%?(a;lti—:' 3 P. aeruginosa (1)
-9 P. fluorescens (1)
P. aeruginosa (1)
08/07/09 P. aeruginosa P. fluorescens (1)

P. putida (1)

Concerning the NFGNB ability of adhesion to polystyrene, 4 strains (7.7%)

showed strong adhesion, 16 strains (30.8%) showed moderate adhesion (Table 3)

and 32 strains (61.5%) were weakly adherent.
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Table 3 NFGNB adhesion to polystyrene
Species Strong Adhesion Moderate Adhesion

Stenotrophomonas maltophilia 1 4
Pseudomonas aeruginosa 1 4
Pseudomonas fluorescens 2 2

Pseudomonas putida 0 2

Burkholderia cepacia 0 2

Burkholderia pseudomallei 0 1

Burkholderia gladioli 0 1
DISCUSSION

Hemodialysis is an important treatment for chronic renal failure patients, by
increasing the quality of life while waiting for a kidney transplant. However, these
patients are exposed to large amounts of water, increasing the probability of
infection, which makes monitoring the quality of water used in hemodialysis essential
to avoid the risk of infection to these patients (7).

Studies have shown that gram-negative bacteria and nontuberculous
mycobacteria (NTM) are the most frequently microorganisms encountered as
contaminants in water and dialysate used in the dialysis procedure (6, 11). In
agreement with these studies, among bacteria isolated in this study, 52.3% belong to
the genus Pseudomonas spp., 20% Mycobacterium spp., and 15.4%
Stenotrophomonas maltophilia; other genres were also isolated, but in smaller
guantities. Borges et al. (4), also isolated gram-negative bacteria, wherein 32.5%
Pseudomonas spp., 25% B. cepacia and 17.5% Acinetobacter spp. Among the
bacteria isolated from water used in hemodialysis in three hospitals, 90% were gram-
negative bacteria, predominantly Pseudomonas spp (13).

P. aeruginosa is a major etiological agent of hospital infections, and may have

natural or acquired resistance to many antibiotics used in clinical practice, or acquire
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resistance determinants from other gram-negative bacilli during treatment with
antibiotic. The expression of multiple antimicrobial resistance of this species
associated with a difficulty to eradicate the disease, result in high morbidity and
mortality levels (18).

The NTM are currently recognized as significant pathogens in lung infection,
skin lesions and disseminated disease, especially in immunosuppressed individuals
(23). The NTM have been isolated from dialysis fluids, increasing evidence that water
is a vehicle by which mycobacteria infects the individuals (11, 17). In this study, 20%
of isolates were mycobacteria, in wich M. gordonae and M. scrofulaceum were the
species most commonly found. Montanari et al. (17) isolated 128 bacterial strains
from the water distribution system of a dialysis center, in which 7.1% were
mycobacteria predominating the species M. gastri 1 and M. kansasii 3.

Among the outbreak reports of gram-negative bacteria infections in
hemodialysis centers, inadequate disinfection of water treatment and distribution
systems is mentioned as a possible cause of these outbreaks (1, 16). The
hemodialysis center in which this study took place has a daily routine of disinfection
throughout the water distribution system by using ozone for a period of approximately
30 min, in order to prevent the proliferation of bacteria and biofilm formation.
Hemodialysis machines were disinfected with 0.2% peracetic acid for about 15 min
and the dialyzers reprocessed using the same disinfectant for a minimum of 8 hours.
Our results showed good bactericidal activity of sodium hypochlorite and peracetic
acid for the NFGNB, since only one strain was resistant to 0.2% peracetic acid after
15 min of exposure. As for mycobacteria, 20% were resistant to peracetic acid within
30 min of exposure. According to Santos et al. (22) ozone usage for disinfection of

hydraulic systems and dialysis machines is more effective than the use of peracetic
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acid, greatly reducing bacterial growth in the dialysis solution. However, even in the
clinic where this research took place, which uses ozone to disinfect its water
distribution system, were also isolated several microorganisms. One possible
explanation is that, although most of the disinfectants used to disinfect dialysis
machines and the water treatment system has proven effective in eliminating
bacteria, few of them were evaluated in biofilms (8).

Bacteria resistant to disinfection process used in hemodialysis center may
adhere to the piping, tanks and faucets and form biofilms, that once formed, are
extremely difficult to eradicate by chemical or mechanical processes. Based on
results of the adhesion test in polystyrene plates, 8% of NFGNB isolates showed the
ability to adhere strongly, and 32.6% adhered moderately, demonstrating the
willingness of these strains to form biofilm. Several bacteria are described in literature
as capable to form biofilms, such as Pseudomonas, Burkholderia and mycobacteria
(8, 17). Biofilm formation by rapidly and slowly growing mycobacteria is reported over
decades, both in environment and in medical instruments (24, 25, 38). According to
the study presented by Smeets et al.(26) neither disinfection procedures by heat nor
by chemicals were capable of eradicating biofilm formed by the contamination of a
dialysis monitor with P.aeruginosa.

The relevance of biofilm formation is in its higher resistance to the disinfection
process and the constant presence of microorganisms, releasing cellular components
such as endotoxins, which makes biofilm responsible for contamination of dialysis
water (5, 32). This constant contamination of the water distribution system has been
related to the chronic inflammatory state present in many patients on dialysis (21).

Due to dialysis machines susceptibility to microbial contamination and biofilm

formation, Oie et al. (20) suggested measures such as placing an ultrafiltration
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membrane in the circuit before the dialysate entrance in the dialyzer, to prevent the
ingress of microorganisms and contamination of dialysis solution.

Hemodialysis patients are more susceptible to infections due to their
compromised immunity and, in addition, the microorganisms responsible for infection
related to dialysis are becoming increasingly resistant to antimicrobials (14). In the
study designed by Arvanitidou et al. (1), 35% of isolates were resistant to three or
more antimicrobial agents, as well as the strains isolated by Borges et al. (4) showed
resistance to many antibiotics. Unlike the results obtained by the authors mentioned
above, in our study, 84.4% of NFGNB were sensitive to all drugs tested. These data
demonstrate the variation in susceptibility of strains in different clinics, reinforcing the
importance of susceptibility testing in cases of infection.

Finally, this study demonstrates that water and dialysate are sources of
infection by various species of NFGNB and also by mycobacteria. Consequently, to
maintain the quality of renal replacement therapy offered to patients with chronic
renal failure, it is important to select a suitable water treatment system, as well as
ensure effective disinfection of dialysis machines and dialyzers, certified by rigorous
microbiological monitoring of water and dialysate. For a better microbiological
monitoring it is required to revise the microbiological standards in order to adopt
appropriated parameters that are able to detect the presence of NFGNB and

micobactéria, not just count heterotrophic bacteria and total coliforms.
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CONCLUSOES

1. Dentre as 134 amostras analisadas foram isoladas 65 cepas bacterianas,
pertencendo a maioria aos géneros Pseudomonas (52,3%), Mycobacterium (20%) e
Stenotrophomonas (15,4%).

2. Foram identificados 52 bacilos gram-negativos nao fermentadores (BGNF), sendo

5/17 de agua pré-tratamento, 11/17 de agua pos-tratamento e 36/100 de dialisato.

3. Isolou-se 13 cepas de micobactérias, 2/17 de agua pré-tratamento, 2/17 de agua
pés-tratamento e 9/100 de dialisato, sendo M. gordonae a espécie predominante
(53,8%).

4. Trés cepas de M. scrofulaceum (23,1%) foram resistentes ao acido peracético a

0,2%, por 30 minutos e, uma cepa de Burkholderia pseudomallei em 15 minutos.

5. Apenas uma cepa de M. scrofulaceum (7,7%) foi resistente ao hipoclorito de sodio

a 500 ppm por 30 minutos, sendo todos os BGNF sensiveis.

6. Nos testes de adesao ao poliestireno, 20/52 cepas de BGNF mostraram adesao

forte ou moderada.

7. Das cepas de BGNF submetidas ao teste de susceptibilidade, 27 (84,4%) foram

sensiveis a todas as drogas testadas.

8. Dentre as micobactérias 12 (92,3%) apresentaram resisténcia a pelo menos uma
das drogas testadas.

9. A 4gua e dialisato constituem fonte de infeccdo, portanto o tratamento adequado
da agua, desinfeccéo eficaz das maquinas de hemodialise e dialisadores, e o
monitoramento microbiologico do dialisato sdo importantes para a reducéo de
infecgOes bacterianas, melhorando a qualidade da terapia renal substitutiva

oferecida aos pacientes.



