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RESUMO

Introducio: A associacdo entre Pseudomonas aeruginosa em circuitos de didlise e infec¢des €
evidenciada por vérios estudos. Por isso, o uso de técnicas moleculares, como a eletroforese em
gel de campo pulsado (PFGE), oferece informagdes importantes sobre a diversidade genética,
prevaléncia de clones e rastreamento de fontes de infeccao.

Objetivos: Este estudo teve como objetivo investigar a possivel disseminagdo clonal de P,
aeruginosa em um centro de hemodialise no sudeste do Brasil, analisando amostras de pacientes
e agua coletadas em diferentes pontos de distribui¢do por meio da técnica de PFGE.
Materiais e Métodos: Durante o periodo de coleta, de 2004 a 2006, foram recuperadas 69
cepas de Pseudomonas sp. provenientes de um centro de hemodiélise bem como de pacientes,
e armazenadas para experimentos futuros. Oito isolados representativos de P. aeruginosa foram
selecionadas para tipagem molecular por PFGE. A analise computacional foi realizada com o
software Gel Analyzer, e os pulsotipos foram definidos com base na similaridade de 80% ou
mais no dendrograma.

Resultados: Das cepas de Pseudomonas sp. isoladas, P. aeruginosa representou a maioria
(55,1%). Os microrganismos foram amplamente encontrados em varias fontes, incluindo a 4gua

do circuito de dialise apds o processo de osmose reversa (17,4%), nas aguas das salas A (15,9%),
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B (18,8%) e C (17,4%), bem como nas maquinas de didlise (27,5%). Duas cepas foram
identificadas em pacientes, correspondendo a 2,9% do total, uma recuperada da ponta de cateter
e outra de sangue. O resultado do PFGE revelou a presenga de seis perfis eletroforéticos
distintos (A-F), com a existéncia de um clone prevalente (A) e cinco pulsotipos diversos. O
pulsotipo A foi identificado tanto em uma amostra clinica quanto na 4gua da Sala A, em
momentos distintos. Diferentes pulsotipos foram identificados na dgua pds-osmose reversa e
nas salas de didlise (A1, F, D) no mesmo periodo.

Conclusio: P, aeruginosa foi amplamente identificada no circuito de dialise e em amostras de
pacientes no centro estudado. A analise por PFGE revelou pulsotipos distintos, sendo o clone A
o mais prevalente. A disseminagao clonal sugere que varios pontos no circuito podem ser fontes
de transmissdo do patdgeno. Reforcar sistemas de controle e vigilancia, especialmente em

relacdo a qualidade da dgua, € crucial para aprimorar a seguranca do paciente.

Palavras-chave: Hemodidlise; Pseudomonas aeruginosa; Eletroforese em Gel de Campo

Pulsado.

ABSTRACT

Background: The association between Pseudomonas aeruginosa in dialysis circuits, and
infections is evidenced by several studies. Therefore, the use of molecular techniques, such as
pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), provides important information about genetic

diversity, prevalence of clones and tracking sources of infection.

Objectives: This study aimed to investigate the potential clonal dissemination of P. aeruginosa
in a hemodialysis center in southeastern Brazil, analyzing patient and water samples collected

at different distribution points using the PFGE technique.

Methods: During the collection period, from 2004 to 2006, 69 strains of Pseudomonas sp. were
recovered from a hemodialysis center as well as from patients and stored for future experiments.
Eight representative P. aeruginosa isolates were selected for molecular typing by PFGE.
Computational analysis was performed with the Gel Analyzer software, and pulsotypes were

defined based on similarity of 80% or more in the dendrogram.

Results: Of the strains of Pseudomonas sp. isolated, P. aeruginosa represented the majority

(55.1%). The microorganisms were widely found in several sources, including dialysis circuit



water after reverse osmosis (17.4%), in the waters of rooms A (15.9%), B (18.8%) and C
(17.4%), as well as in dialysis machines (27.5%). Two strains were identified in patients,
corresponding to 2.9% of the total, one recovered from the catheter tip and the other from a
blood sample. The PFGE result revealed the presence of six distinct electrophoretic profiles (A-
F), with the existence of a prevalent clone (A) and five different pulsotypes. Pulsotype A was
identified both in a clinical sample and in the water from Room A, at different times. Different
pulsotypes were identified in post-reverse osmosis water and in dialysis rooms (A1, F, D) during

the same period.

Conclusions: P. aeruginosa was widely identified in the dialysis circuit and in patient samples
at the studied center. PFGE analysis revealed distinct pulsotypes, with clone A being the most
prevalent. Clonal spread suggests that several points in the circuit may be sources of pathogen
transmission. Strengthening control and surveillance systems, especially regarding water

quality, is crucial to enhance patient safety.

Keywords: Hemodialysis; Pseudomonas aeruginosa; Pulsed-Field Gel Electrophoresis.

1. INTRODUCAO

Individuos submetidos a terapia de hemodidlise estdo continuamente expostos a
consideraveis volumes de agua de didlise por meio da circulagao extracorpérea (1). Caso a agua
ndo seja devidamente tratada, ha o potencial de transmissdo de diversas substancias nocivas,
abrangendo desde contaminantes quimicos a microrganismos (2). Essa contaminag@o pode ser
proveniente da fonte da d4gua, da manuten¢do inadequada dos sistemas e equipamentos, assim
como a possivel transmissdo cruzada de microrganismos durante o preparo do paciente (3; 4;
5; 6).

Diversos trabalhos identificaram uma relagdo direta entre a incidéncia de casos de
bacteremia provocados por bactérias Gram-negativas e a deteccdo desses microrganismos na
agua de didlise (2; 7; 8). Pseudomonas aeruginosa, em particular, ¢ frequentemente associada
a tais eventos devido a sua capacidade de sobreviver em superficies imidas por longos periodos,
assim como a sua habilidade de produzir biofilme (9; 10).

Estudos epidemiologicos tém empregado técnicas moleculares, como a eletroforese em
gel de campo pulsado (PFGE), para investigar surtos e determinar o perfil clonal dos patogenos
recuperados (11). Essa técnica ¢ muito versatil e possibilita a comparacao dos padrdes genéticos
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de bactérias isoladas de pacientes, profissionais de satide e ambiente, auxiliando no controle de

infeccdes e permitindo a identificagdo das fontes e das rotas de transmissdo (11; 12; 13).

2. OBJETIVOS

Diante dessas consideragdes, neste estudo, propomos determinar a disseminagao clonal
de Pseudomonas aeruginosa, previamente recuperada de pacientes e da agua utilizada em
diferentes pontos de distribuicdo em um centro de hemodiélise na regido sudeste do Brasil, por

meio da técnica de PFGE.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Amostras bacterianas

Durante o periodo de coleta de 4guas nos anos de 2004 a 2006, foram recuperadas 69
cepas de Pseudomonas sp. provenientes de um centro de hemodialise na regido sudeste do
Brasil, bem como de pacientes submetidos a esse procedimento (14). A identificacdo bacteriana
foi realizada pelo Laboratério de Pesquisa em Microbiologia Aplicada da Universidade de
Franca (UNIFRAN, SP, Brasil) através do sistema comercial BD Crystal™
Enteric/Nonfermenter ID Kit (Becton & Dickinson, MD, EUA) e as cepas armazenadas na
colecdo do Laboratério de Ensaios Antimicrobianos (LEA) da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU). A coleta dos microrganismos foi conduzida conforme o protocolo aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) sob o nimero 128118/2005. Foram obtidas cepas do
ambiente em pontos especificos do sistema de distribuigdo de dgua no centro de didlise,

conforme ilustrado na figura 1.

3.2.Tipagem molecular

As cepas foram tipadas por Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE) (15), ap6s
a digestdo do DNA gendmico com a enzima Spel (Fermentas). Os fragmentos de DNA foram
separados em géis de agarose a 1% (p/v) em tampao TBE [Tris-borato-etilenodiamina tetra-
acético (EDTA)] a 0,5% utilizando o aparelho CHEF DRIII (Bio-Rad, Hercules, CA) com uma
voltagem de 6 V/cm, com pulsos variando de 5s a 35s, por um periodo de 17 horas a 14°C. Os
géis foram corados com brometo de etidio e fotografados sob luz ultravioleta. A andlise
computacional foi realizada utilizando o software Gel Analyzer (versdao 23.1) (16). A
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compara¢do dos padrdoes de bandas foi realizada através do método de agrupamento ndo
ponderado com médias aritméticas (UPGMA) utilizando o coeficiente de similaridade de Dice.
Os padroes de eletroforese em gel de campo pulsado foram definidos com base na similaridade

de 80% ou mais no dendrograma.

4. RESULTADOS

Dentre as amostras recuperadas durante o periodo do estudo, Pseudomonas aeruginosa
representou a maioria das espécies identificadas (55,07%; 38/69), conforme demonstrado na
Tabela 1. Os microrganismos foram amplamente encontrados em varias fontes, incluindo a d4gua
do circuito de didlise ap6s o processo de osmose reversa (17,4%; 12/69), nas dguas das salas A
(15,9%; 11/69), B (18,8%; 13/69) e C (17,4%; n=12/69), bem como nas maquinas de dialise
(27,5%; 19/69). Notavelmente, duas cepas foram identificadas em pacientes, correspondendo a
2,9% do total, uma recuperada de ponta de cateter e a outra de uma amostra de sangue.

O ano de 2005 registrou a maior incidéncia de recuperacdo de P. aeruginosa no centro
de dialise avaliado, com um aumento significativo no segundo semestre. A presenca de
Pseudomonas fluorescens deixou de ser detectada em 2006. Em contrapartida, Pseudomonas
putida passou a ser recuperada e persistiu ao longo do restante do periodo de coleta (Tabela 1).

Para a analise de tipagem molecular por PFGE, foram selecionados oito isolados de P
aeruginosa, representativos de distintos momentos e locais de coleta, incluindo amostras de
pacientes (Tabela 1). Os resultados revelaram a presenca de seis perfis eletroforéticos distintos,
conforme ilustrado na Figura 2, indicando a existéncia de um clone prevalente (A) e cinco
pulsotipos diversos. O pulsotipo A foi identificado tanto em uma amostra retirada da ponta do
cateter de um paciente quanto na agua da Sala A, em periodos distintos (2005 e 2006).
Adicionalmente, foram identificados varios pulsotipos diferentes coletados na mesma data,
originados da agua pos-osmose reversa e de salas de didlise distintas (Salas A, B e C),
designados como pulsotipos A1, A, F e D, respectivamente. As duas cepas recuperadas da dgua
dialisante das maquinas 1 € 2 no ano de 2005 pertencem a pulsotipos distintos, B € E. A cepa
obtida da amostra de sangue do paciente que utilizou a maquina 1 revelou a presenga de um

pulsotipo distinto C.

5. DISCUSSAO



Considerando as possiveis repercussdes negativas da associagdo entre a presenga de P,
aeruginosa em circuitos de didlise e infecgdes em pacientes que necessitam deste procedimento,
uma vez que este microrganismo apresenta habilidades em desenvolver resisténcia a quase
todos antimicrobianos disponiveis para tratamento, quer seja pela selecdo de mutagdes em
genes cromossdmicos ou pela transferéncia horizontal de genes (17; 18), ¢ importante que os
centros de hemodidlise estejam em conformidade com todas as regulamentacdes aplicaveis,
pois a dgua ¢ uma parte fundamental deste processo, e sua qualidade e pureza desempenham
um papel critico na prevencao de infecgdes e eventos adversos em pacientes (5).

No Brasil, a legislagdo referente a agua utilizada em hemodialise abrange diversas
normativas. A Resolug¢do da Diretoria Colegiada (RDC) n° 154/2004 da ANVISA (19)
estabelece requisitos técnicos minimos, englobando padrdoes de qualidade, métodos de
purificagao, monitoramento ¢ a qualificagdo dos profissionais envolvidos. Paralelamente, a
Portaria do Ministério da Saude n° 2.914/2011 (20) define critérios de potabilidade para a agua,
os quais sdo diretamente aplicados a dgua utilizada no procedimento de didlise. Essa normativa
determina limites para parametros quimicos e microbiologicos, visando assegurar a seguranca
dos pacientes. Adicionalmente, a RDC n° 11/2014 da ANVISA (21) estabelece as boas praticas
de funcionamento para os servigos de didlise, garantindo ndo apenas a qualidade da dgua, mas
também a seguranca dos procedimentos realizados. Essa normativa atualizada determina que
seja realizada analise microbioldgica mensal de uma amostra da solucao de didlise (dialisato)
colhida da méaquina de dialise, imediatamente antes do dialisador, no final da sessdo. O valor
do parametro maximo permitido ¢ de 200 (duzentos) UFC/ml, enquanto o nivel de a¢do ¢ de 50
(cinquenta) UFC/ml. Ainda nesse contexto regulatorio, a norma ABNT NBR ISO 23500-1
fornece orientacdes detalhadas sobre o tratamento da 4gua para hemodialise e estabelece
requisitos para sistemas de tratamento de d4gua, completando o conjunto de diretrizes no ambito
da hemodialise no Brasil. Assim, a qualidade da agua que flui nos sistemas de hemodidlise
representa uma preocupacao significativa, uma vez que a sua inadequag¢dao em termos fisico-
quimicos e microbioldgicos pode ter sérias implicagdes na condicdo clinica do paciente.

Neste estudo, de 69 cepas de Pseudomonas sp., aproximadamente 55% corresponderam
a P aeruginosa. Esse microrganismo foi identificado em 15,8% (6/38) da dgua pds-osmose,
18,4% (7/38) na agua da sala A, 21% (8/38) na 4gua da sala B, 10,5% (4/38) na agua da sala C,
e 28,9% (11/38) na agua dialisante das maquinas. Essas porcentagens sao consistentes com os
resultados do trabalho de Jesus e colaboradores (23), que identificaram 19% de P. aeruginosa

na adgua pos-osmose e 30% na solugao dialisante das maquinas.



Dos resultados obtidos através da técnica de PFGE observou-se uma diversidade clonal
nas amostras dos pacientes e na agua do circuito de hemodialise, pulsotipos A-F, o que
demonstra ser uma questao relevante e complexa na pratica da medicina e na gestdao dos
sistemas de didlise, uma vez que a recuperacdo de microrganismos pode acontecer devido a
diferentes fontes de contaminagdo e/ou colonizacao ou da ineficacia dos sistemas de tratamento
de agua (24). Entre os 6 pulsotipos detectados, o pulsotipo A, que permaneceu nos anos de
2005 e 2006, foi encontrado tanto em uma amostra de paciente quanto na dgua da maquina,
sugerindo a possibilidade de manutengdo ou disseminagao de perfis clonais relevantes na agua
de dialise. Este resultado corrobora com o observado em outros trabalhos, como o de Pisani e
colaboradores (25) e o de Santos e colaboradores (26), que encontraram a presenca de
pulsotipos iguais em amostras clinicas e na dgua dos circuitos de didlise.

A disseminacdo clonal de P. aeruginosa em centros de hemodialise € uma preocupacao
significativa, pois pode ter consequéncias graves para os pacientes ¢ para a qualidade dos
cuidados de saude prestados (7). Pacientes que fazem uso deste procedimento sdo geralmente
imunocomprometidos, o que os torna mais propensos a adquirir Infecgdes Relacionadas a
Assisténcia a Saude (IRAS) (27; 28; 29). Além disso, dados da literatura comprovam que a
hemodialise ¢ um fator de risco independente para infec¢des causadas por bacilos Gram-
negativos (30; 31; 32).

P aeruginosa possui relevancia clinica devido a sua notdvel capacidade de adquirir
mecanismos de resisténcia a antibidticos e apresentar inimeros fatores de viruléncia associados
(33). Esta espécie bacteriana ¢ conhecida por ser um patégeno oportunista, e a habilidade em
formar biofilmes ¢ um dos aspectos marcantes, tornando-a ainda mais desafiadora de ser
combatida (33; 34). Compreender todos estes mecanismos ¢ fundamental para o
desenvolvimento de estratégias eficazes de tratamento e controle de infec¢des associadas (35;
36; 37).

Na literatura, poucos estudos recentes relacionam P. aeruginosa a circuitos de
hemodidlise e tipagem molecular. Pesquisas com outros Gram-negativos também sugerem a
correlacdo entre amostras isoladas dos circuitos de hemodialise e amostras clinicas de pacientes
submetidos ao procedimento (2; 8; 7). De acordo com Rocha e colaboradores (2), tanto os
métodos de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) quanto de PFGE identificaram os
mesmos pulsotipos em Stenotrophomonas maltophilia € em Burkholderia cepacia, tanto em
culturas de sangue quanto na dgua de didlise, sugerindo que o circuito era a fonte do surto.

Adicionalmente, em 2020, um estudo sul-africano identificou 16 casos de bacteremia em



pacientes submetidos a didlise associados a presenca de Ralstonia mannitolilytica durante um
surto (8). Esse estudo confirmou, por meio de técnicas moleculares, a ligacao direta entre o
circuito de didlise e os casos de infeccdo. Em outro trabalho americano, publicado em 2019,
foram recuperadas bactérias Gram-negativas, incluindo Serratia marcescens, Enterobacter
cloacae e P. aeruginosa, tanto do circuito de didlise de trés instalagdes distintas, quanto de
amostras sanguineas obtidas de pacientes (7). A andlise dos resultados do PFGE revelou a
presenca do mesmo pulsotipo em amostras coletadas do circuito e de pacientes com infecg¢des
de corrente sanguinea causadas por S. marcescens, relagao nao evidenciada para P. aeruginosa.

Os estudos analisados corroboram para fortalecer a utilizacdo de métodos de tipagem
molecular, como o PFGE, que fornecem informag¢des minuciosas sobre a diversidade clonal das
bactérias envolvidas, a prevaléncia de determinados clones, a monitorizacdo da evolugdo
genética, bem como a identificagdo das fontes de infeccdo e o rastreamento das vias de
transmissdo (38; 39). A avalia¢do regular das medidas de prevengdo e controle de infecgdes
deve ser incorporada de maneira continua a busca de aprimoramento da qualidade em todos os
cenarios de assisténcia médica, com o objetivo de diminuir as chances de transmissdo de
patdgenos do ambiente para os pacientes.

Por fim, este estudo destaca a singularidade da abordagem da relacdo entre P
aeruginosa ¢ hemodidlise, especialmente no contexto da tipagem molecular, em face da
escassez de trabalhos similares. Essa caréncia de pesquisa € particularmente problematica
devido ao elevado risco de aquisi¢dao de infec¢des graves em pacientes imunocomprometidos
submetidos a hemodialise, onde a presenca desta bactéria representa uma ameaca consideravel.
A investigagdo dos pulsotipos e das caracteristicas genéticas de P. aeruginosa pode
proporcionar insights valiosos para o desenvolvimento de estratégias de controle e tratamento
mais eficazes, contribuindo para aprimorar a qualidade dos cuidados de satde oferecidos a esses
pacientes. Também, a conscientizacdo e a cooperacdo de todos os profissionais de satde
envolvidos, bem como o compromisso com as diretrizes regulamentares, sao fundamentais para

minimizar a disseminacao clonal dessa bactéria e proteger a saude dos pacientes.

5.1.Conclusdo

Pseudomonas aeruginosa foi amplamente recuperada em véarios pontos do circuito de
dialise do centro de hemodidlise avaliado neste trabalho, assim como em amostras de pacientes.

A andlise pelo PFGE revelou pulsotipos distintos no circuito € nas amostras clinicas, com
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prevaléncia do clone A. Essa diversidade clonal sugere que diferentes pontos no circuito sao
possiveis fontes de transmissdo do patogeno. Isso ressalta a importancia de reforgar os sistemas
de controle e vigilancia, especialmente em relacdo a qualidade da agua utilizada nos

procedimentos, visando aprimorar a seguranga para o paciente.
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Figura 1. Diagrama do sistema de tratamento e distribui¢do de 4gua no centro de hemodialise estudado, com destaque para os pontos de

coleta dos isolados. Ponto de coleta 1 — P6s-osmose; Pontos de coleta 2, 3 e 4 — Salas A, B e C, respectivamente; Ponto de coleta 5 — Canula

de saida do dialisante das maquinas 1 e 2.



Tabela 1. Amostras coletadas durante periodo de dois anos (2004 — 2006) no centro de hemodialise avaliado

Data de Po6s-osmose Sala A Sala B Sala C Maquinas Pacientes
coleta
26/11/2004 P, fluorescens P, fluorescens
12/12/2004 P fluorescens P. aeruginosa
12/01/2005 P, fluorescens P fluorescens P fluorescens  P. fluorescens P aeruginosa
12/02/2005 P. aeruginosa™
28/02/2005 P aeruginosa*
12/03/2005 P fluorescens P. fluorescens
17/03/2005 P aeruginosa*
12/04/2005 P fluorescens P fluorescens P fluorescens P fluorescens P. aeruginosa
03/05/2005 P. fluorescens P stutzeri
12/06/2005 P fluorescens P. fluorescens P aeruginosa, P. stutzeri
12/07/2005 P, aeruginosa P aeruginosa P aeruginosa
27/07/2005 P aeruginosa P aeruginosa P aeruginosa  P. aeruginosa
12/08/2005 P aeruginosa P aeruginosa  P. aeruginosa P. stutzeri
15/09/2005 P aeruginosa  P. aeruginosa P stutzeri
10/10/2005 P, aeruginosa P aeruginosa P aeruginosa P. stutzeri
12/11/2005  P. aeruginosa  P. aeruginosa P aeruginosa P aeruginosa®, P. stutzeri
12/12/2005 P. aeruginosa, P. stutzeri
10/01/2006  P. aeruginosa P aeruginosa
12/02/2006 P. aeruginosa
14/03/2006 P. aeruginosa P, stutzeri P stutzeri
10/04/2006 P stutzeri
12/05/2006 P. putida P. putida P. putida P aeruginosa
15/06/2006 P. putida P. aeruginosa
17/07/2006 P aeruginosa* P aeruginosa* P aeruginosa®* P aeruginosa®* P aeruginosa, P. putida

*Isolados do circuito de dialise e de pacientes selecionados para analise por Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE).
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Cepa Pulsotipo Data Amostra
PO28 Al 17/07/2006  Agua do reservatorio
SAM1 A 17/07/2006 Agua dasala
'P117 A 28/02/2005 Ponta de cateter
| M22 B 12/02/2005 Agua da maquina
' P123 C 17/03/2005 Sangue
) SA25 D 17/07/2006 Agua da sala
| M23 E 12/11/2005 Agl{,la da maquina
F 17/07/2006 Agua da sala

| ' lssza

8,2 a

Figura 2: Dendrograma resultante de andlise dos perfis do Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) de Pseudomonas aeruginosa com

identificacdo da cepa, pulsotipo, data e tipo de amostra coletada no centro de hemodiélise ou de paciente.
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