
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 

“JÚLIO DE MESQUITA FILHO” 

FACULDADE DE MEDICINA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Laís Anversa Trevejo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Avaliação físico-química e microbiológica de amostras 
de água tratada e dialisato de centros de hemodiálise 

 
 
 
 
 
 
 
 

Tese apresentada à Faculdade de 
Medicina, Universidade Estadual Paulista 
“Júlio de Mesquita Filho”, Câmpus de 
Botucatu, para obtenção do título de 
Doutora em Doenças Tropicais.  

 
 
 
  
  
  
  
 
 

Orientador(a): Dra. Virgínia Bodelão Richini Pereira 

Coorientador(a): Dr. Carlos Henrique Camargo 

 

 

 
Botucatu 

2020 



Laís Anversa Trevejo 
 
 
 
 
 
 
 
 

Avaliação físico-química e microbiológica de 
amostras de água tratada e dialisato de centros de 

hemodiálise 

 
  
   

 
 
 
 
 

Tese apresentada à Faculdade de 
Medicina, Universidade Estadual Paulista 
“Júlio de Mesquita Filho”, Câmpus de 
Botucatu, para obtenção do título de 
Doutora em Doenças Tropicais.  

 
  
   
 
 
 
 
 
 

Orientador(a): Dra. Virgínia Bodelão Richini Pereira 
Coorientador(a): Dr. Carlos Henrique Camargo 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

Botucatu 
2020



Palavras-chave: Água; Bactérias gram-negativas; Biofilme;

Fungos; Hemodiálise.

Trevejo, Laís Anversa.

   Avaliação físico-química e microbiológica de amostras

de água tratada e dialisato de centros de hemodiálise /

Laís Anversa Trevejo. - Botucatu, 2020

   Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista

"Júlio de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina de

Botucatu

   Orientador: Virgínia Bodelão Richini Pereira

   Coorientador: Carlos Henrique Camargo

   Capes: 21200009

   1. Hemodiálise. 2. Biofilmes. 3. Água - Análise.     

4. Bactérias gram-negativas. 5. Fungos.

DIVISÃO TÉCNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAÇÃO - CÂMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECÁRIA RESPONSÁVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRB 8/5651

FICHA CATALOGRÁFICA ELABORADA PELA SEÇÃO TÉC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.



 
 

Laís Anversa Trevejo 
 
 
 

Avaliação físico-química e microbiológica de amostras de água 
tratada e dialisato de centros de hemodiálise 

 
 
 
 

Tese apresentada à Faculdade de Medicina, Universidade Estadual Paulista “Júlio 
de Mesquita Filho”, Câmpus de Botucatu, para obtenção do título de Doutora em 
Doenças Tropicais. 

 
 

Orientador(a): Dra. Virgínia Bodelão Richini Pereira 
Coorientador(a): Dr. Carlos Henrique Camargo 

 
 
 

Comissão examinadora: 
 
 

Profa. Dra. Vera Lucia Mores Rall 
Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” (UNESP) - Botucatu 

 
 

Profa. Dra. Maria de Lourdes Ribeiro de Souza da Cunha 
Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” (UNESP) - Botucatu 

 
 

Profa. Dra. Luciana da Silva Ruiz Menezes 
Instituto Adolfo Lutz (IAL) - CLR Bauru 

 
 

Prof. Dr. Rodrigo Cayô da Silva 
Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP) - Diadema 

 
 

Profa. Dra. Virgínia Bodelão Richini Pereira 
Instituto Adolfo Lutz (IAL) - CLR Bauru 

 
 
 
 
 
 
 
 

Botucatu, 18 de setembro de 2020. 



 
 

Agradecimentos 

 

À Dra. Virgínia Bodelão Richini Pereira pela orientação, contribuição, 

disposição e ensinamentos. 

 

À Dra. Vera Lúcia Mores Rall, à Dra. Luciana da Silva Ruiz Menezes, ao Dr. 

Carlos Henrique Camargo, à Dra. Márcia de Souza Carvalho Melhem e ao Dr. Lucas 

Xavier Bonfietti pelas importantes colaborações teóricas e práticas. 

 

À Ma. Erika Kushikawa Saeki, ao Dr. Gabriel Antônio Nogueira Nascentes e à 

Ma. Stéfani Thais Alves Dantas pelas contribuições analíticas. 

 

Aos funcionários do Instituto Adolfo Lutz - CLR Bauru por todo auxílio 

laboratorial e convivência diária. 

 

À minha família pelo apoio e amor incondicional. 

 

E as demais pessoas que, de forma direta ou indiretamente, contribuíram 

para a realização deste estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

Resumo 

 

ANVERSA, L. Avaliação físico-química e microbiológica de amostras de água 

tratada e dialisato de centros de hemodiálise. 2020. 131 p. Tese (Doutorado) - 

Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista (Unesp), 

Botucatu, 2020. 

 

A hemodiálise é o principal tratamento para pacientes com insuficiência renal 

crônica e a qualidade da água empregada neste procedimento deve ser garantida 

para evitar riscos à saúde dos pacientes. O objetivo deste estudo foi avaliar a 

qualidade físico-química e microbiológica de amostras de água tratada e dialisato de 

três centros de hemodiálise, localizados em Bauru (São Paulo, Brasil). As coletas 

foram realizadas quinzenalmente, no período de julho de 2017 a junho de 2018, nos 

seguintes pontos: pós-osmose reversa, reuso e dialisato. As análises incluíram 

alguns parâmetros abrangidos pela RDC Nº 11/2014 - como determinações de 

condutividade, fluoreto, nitrato e sulfato, pesquisa qualitativa de coliformes totais e 

contagem de bactérias heterotróficas - e também contagens e identificações de 

bacilos gram-negativos não fermentadores (BGN-NF) e fungos, além de testes de 

susceptibilidade a drogas, capacidade de formação de biofilme e similaridade 

genética de alguns microrganismos isolados. Em desacordo com a legislação, 

somente 4/72 (5,6%) amostras exibiram valores de condutividade ≥ 10 mS/cm, 4/216 

(1,9%) apresentaram coliformes totais e 1/216 (0,5%) exibiu contagem de bactérias 

heterotróficas > 100 UFC/mL. Contudo, BGN-NF e fungos foram identificados em 

99/216 (45,8%) e 52/216 (24,1%) amostras, respectivamente. Os principais BGN-NF 

isolados englobaram Herbaspirillum aquaticum/huttiense, Brevundimonas 

aurantiaca, Cupriavidus metallidurans, Pseudomonas aeruginosa, Ralstonia 

insidiosa e Rhizobium radiobacter. Quanto aos fungos, os gêneros predominantes 

foram Penicillium, Cladosporium, Scedosporium, Rhinocladiella, Fusarium e 

Emmonsia. Os isolados de P. aeruginosa e Complexo Burkholderia cepacia 

mostraram-se sensíveis a maioria dos antimicrobianos testados, já os isolados 

fúngicos preeminentemente exibiram elevados valores de concentração inibitória 

mínima para 5-flucitosina e fluconazol. A maioria dos isolados de P. aeruginosa, 

Complexo B. cepacia, Ralstonia insidiosa, Ralstonia pickettii e fungos filamentosos 



 
 

apresentaram forte capacidade de formação de biofilme e alguns isolados 

bacterianos expresssaram o mesmo perfil eletroforético em testes de eletroforese 

em gel de campo pulsado, indicando a persistência de clones microbianos em 

diferentes pontos dos sistemas ao longo do tempo. Portanto, ainda que em 

conformidade com os padrões estabelecidos pela legislação vigente, evidenciou-se 

neste estudo a ocorrência de BGN-NF e fungos em amostras de água tratada e 

dialisato, sugerindo-se a adoção de medidas de controle e monitoramento regular 

destes microrganismos em fluídos de hemodiálise, a fim de assegurar a segurança 

do processo dialítico. 

 

Palavras-chave: água; bactérias gram-negativas; biofilme; fungos; hemodiálise. 

 

 

 

 

 

  



 
 

Abstract 

 

ANVERSA, L. Physical-chemical and microbiological evaluation of samples of 

treated water and dialysate from hemodialysis centers. 2020. 131 p. Dissertation 

(Doctorate) - Faculty of Medicine of Botucatu, São Paulo State University (Unesp), 

Botucatu, 2020. 

  

Hemodialysis is the main treatment for patients with chronic renal failure and 

the quality of the water used in this procedure must be guaranteed to avoid risks to 

patients' health. The aim of this study was to evaluate the physical-chemical and 

microbiological quality of samples of treated water and dialysate from three 

hemodialysis centers, located in the city of Bauru (São Paulo, Brazil). The collections 

were performed every 15 days, from July 2017 to June 2018, at the following points: 

post-reverse osmosis, reuse and dialysate. The analyzes included some parameters 

covered by RDC No. 11/2014 - such as conductivity, fluoride, nitrate and sulfate 

determinations, qualitative research of total coliforms and heterotrophic bacteria 

counts - as well as counts and identifications of non-fermenting gram-negative bacilli 

(NFGNB) and fungi, in addition to drug susceptibility tests, biofilm formation capacity 

and genetic similarity of some isolated microorganisms. In disagreement with the 

legislation, only 4/72 (5.6%) samples showed conductivity values ≥ 10 mS/cm, 4/216 

(1.9%) showed total coliforms and 1/216 (0.5%) showed heterotrophic bacteria count 

> 100 CFU/mL. However, NFGNB and fungi were identified in 99/216 (45.8%) and 

52/216 (24.1%) samples, respectively. The main NFGNB isolates included 

Herbaspirillum aquaticum/huttiense, Brevundimonas aurantiaca, Cupriavidus 

metallidurans, Pseudomonas aeruginosa, Ralstonia insidiosa and Rhizobium 

radiobacter. Among the fungi, the predominant genera were Penicillium, 

Cladosporium, Scedosporium, Rhinocladiella, Fusarium and Emmonsia. The isolates 

of P. aeruginosa and Burkholderia cepacia complex were sensitive to most of the 

tested antimicrobials, whereas the fungal isolates preeminently showed high values 

of minimum inhibitory concentration for 5-flucytosine and fluconazole. Most isolates 

of P. aeruginosa, B. cepacia complex, Ralstonia insidiosa, Ralstonia pickettii and 

filamentous fungi showed strong biofilm formation capacity and some bacterial 

isolates expressed the same electrophoretic profile in pulsed field gel electrophoresis 



 
 

tests, indicating the persistence of microbial clones at different points in the systems 

over time. Therefore, although in accordance with the standards established by the 

current legislation, this study evidenced the occurrence of NFGNB and fungi in 

samples of treated water and dialysate, thus suggesting the adoption of control 

measures and regular monitoring of these microorganisms in hemodialysis fluids, in 

order to increase the safety of the dialysis process. 

 

Keywords: water; gram-negative bacteria; biofilm; fungi; hemodialysis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A insuficiência renal crônica (IRC) constitui atualmente um importante 

problema de saúde pública em todo o mundo (JESUS e ALMEIDA, 2016, 

VADAKEDATH e KANDI, 2017). A referida enfermidade apresenta elevada 

morbidade e mortalidade e é definida como anormalidades da estrutura ou função 

renal, presentes por mais de três meses, com implicações para a saúde (KDIGO, 

2013). 

Em condições fisiológicas normais, os rins desempenham múltiplas funções, 

incluindo regulação do equilíbrio hidroeletrolítico, manutenção da osmolaridade dos 

líquidos corporais e das concentrações de eletrólitos, regulação do equilíbrio ácido-

básico, excreção de produtos de degradação metabólica e substâncias químicas 

estranhas, regulação da pressão arterial, secreção de hormônios e gliconeogênese 

(GUYTON e HALL, 2006). De forma geral, na IRC os rins apresentam capacidade 

limitada de eliminar, por meio da urina, substâncias tóxicas, excesso de água e sais 

minerais do corpo, propiciando principalmente um intenso desequilíbrio 

hidroeletrolítico e ácido-básico, que culmina na deterioração progressiva das 

funções bioquímicas e fisiológicas de todos os sistemas do organismo (BASTOS e 

KIRSZTAJN, 2011). 

A IRC é uma doença complexa e multifatorial que possui diversas causas e 

fatores de risco, incluindo glomerulonefrite, pielonefrite, doença renal policística, 

doenças autoimunes, uso de agentes nefrotóxicos, hipertensão arterial, diabetes, 

tabagismo, hipercolesterolemia, obesidade, envelhecimento, entre outros (BASTOS 

et al., 2010; DRAIBE, 2014). Assim, a mudança no perfil da população mundial, com 

o deslocamento do eixo das doenças infecciosas para as doenças crônico-

degenerativas, tem propiciado um grande aumento no número de pessoas com IRC 

(THOMAS et al., 2015). 

Em 2004, a prevalência de indivíduos com IRC na Áustria, Finlândia, Grécia, 

Holanda e Suécia era de aproximadamente 858, 685, 922, 704 e 801 pacientes por 

milhão de pessoas, respectivamente. Já em 2014, a prevalência aumentou em todos 

esses países para 1.062, 837, 1.203, 967 e 955, na devida ordem (ERA-EDTA, 

2016). A doença também tem se expandido na Índia, com aproximadamente 100 mil 

novos casos a cada ano (VERMA et al., 2015), no Reino Unido (ASHBY et al., 



14 
 

2019), nos Estados Unidos (EUA) (SARAN et al., 2019) e também na Palestina, 

sendo considerada a oitava principal causa de morte neste país (ABUALHASAN et 

al., 2018). E vale ressaltar ainda que possivelmente tais dados sejam subestimados, 

uma vez que, na maioria dos países o acompanhamento da prevalência e incidência 

da IRC se restringe às estatísticas somente dos pacientes em tratamento, não 

englobando os pacientes em fases iniciais da enfermidade (DRAIBE, 2014). 

Após o diagnóstico de IRC, dependendo da condição clínica do paciente e da 

avaliação da equipe multiprofissional, o paciente deve ser submetido a um 

tratamento conservador e/ou terapia renal substitutiva, o mais rápido possível, a fim 

de evitar complicações (tais como anemia, acidose metabólica, hiperparatireoidismo, 

hipocalcemia, distúrbio mineral e ósseo, doenças cardiovasculares, entre outras), 

que podem levar o indivíduo à morte (BASTOS e KIRSZTAJN, 2011; JOHNSON e 

GIBSON, 2013). 

O tratamento conservador envolve o emprego de algumas drogas, controle da 

hipertensão arterial, controle glicêmico rigoroso em pacientes diabéticos, controle de 

outros fatores de risco (sedentarismo, tabagismo e hiperuricemia), orientação 

nutricional, tratamento de comorbidades, prevenção de novas agressões 

nefrotóxicas e identificação de causas potencialmente tratáveis (SETTE et al., 2010). 

Já a terapia renal substitutiva relaciona-se ao estágio da doença. De acordo 

com a taxa de filtração glomerular (TFG), a IRC pode ser classificada em cinco 

estágios. Quando o paciente atinge o estágio 5 (TFG < 15 ml/min/1,73m2), 

conhecido também como doença renal terminal, a terapia renal substitutiva torna-se 

indispensável (KDIGO, 2013; VADAKEDATH e KANDI, 2017). 

De forma geral, as opções de terapia renal substitutiva englobam: diálise - 

hemodiálise ou diálise peritoneal - e transplante renal (VADAKEDATH e KANDI, 

2017). 

Segundo dados da Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN), estima-se que 

mais de dez milhões de pessoas tenham IRC no Brasil, sendo que destas, 

aproximadamente 125 mil estão em diálise crônica (THOMÉ et al., 2019). No ano de 

2017, considerando os dados dos 758 centros ativos de diálise registrados no país, 

as taxas de prevalência e de incidência de pacientes em tratamento dialítico por 

milhão de pessoas foram estimadas em 610 e 194, respectivamente, e a taxa anual 

de mortalidade bruta foi de 19,9%, tendendo-se a elevação (THOMÉ et al., 2019). 
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Notadamente, a hemodiálise é a modalidade terapêutica mais utilizada no 

tratamento da IRC no Brasil, atendendo mais de 90% dos pacientes com esta 

enfermidade (THOMÉ et al., 2019). 

A hemodiálise consiste em um processo que visa repor as funções renais, 

promovendo a retirada de substâncias tóxicas e excesso de água e sais minerais do 

organismo, através da passagem do sangue por um filtro, chamado dialisador 

(também conhecido como “rim artificial”) (LEE, 2017). 

Em síntese, durante o procedimento de hemodiálise, o sangue é retirado do 

paciente por meio de um acesso vascular (que pode ser um cateter ou uma fístula 

arteriovenosa) e é conduzido à máquina de hemodiálise, gradualmente. Na máquina, 

o sangue é impulsionado por uma bomba até o dialisador, que é utilizado para 

depurar o mesmo. O dialisador possui dois compartimentos separados por uma 

membrana semipermeável - um para o sangue e outro para a solução de diálise 

(também denominada dialisato) - onde ocorrem dois tipos de trocas, a osmose e a 

difusão. Por meio dessas trocas, as substâncias tóxicas e o excesso de água e 

eletrólitos do sangue passam para a solução de diálise, e então, o sangue purificado 

retorna ao paciente pelo acesso vascular (AZAR, 2013; WONG et al., 2015) (Figura 

1). 

 

 

Figura 1 - Funcionamento básico de um sistema de hemodiálise. 
Fonte: Adaptado (AZAR, 2013) 
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Em geral, a hemodiálise é realizada três vezes por semana, em sessões com 

duração média de 3 a 4 horas, podendo o tempo e a frequência variar, de acordo 

com o estado clínico do paciente (LEE, 2017). 

Durante as sessões de hemodiálise, os pacientes são expostos, através da 

membrana semipermeável, a um grande volume de água (aproximadamente 400 

litros/semana), que é utilizado na produção do dialisato (TOTARO et al., 2017). O 

dialisato é uma solução não estéril, formada por uma mistura de água previamente 

tratada e concentrado polieletrolítico (composto basicamente de sódio, potássio, 

cálcio, magnésio, cloreto, acetato, bicarbonato, glicose e CO2), na proporção de 34:1 

(JESUS e ALMEIDA, 2016). 

No Brasil, exceto em casos de pacientes com sorologia positiva para hepatite 

B, hepatite C e HIV, os dialisadores e as linhas arterial/venosa podem ser utilizadas 

pelo mesmo paciente, após adequado reprocessamento automático, por até 20 

vezes (BRASIL, 2014). As principais etapas envolvidas no procedimento de 

reprocessamento consistem em retirada do dialisador do paciente, limpeza, 

verificação da integridade e medição do volume interno das fibras, 

desinfecção/esterilização, registro, armazenamento e enxágue imediatamente antes 

da instalação e reuso (CARLSON, 2013; TONIOLO et al. 2016).  

Portanto, a água é essencial para a terapia dialítica, tanto na produção do 

dialisato como na reutilização dos dialisadores. Aliás, a qualidade físico-química e 

microbiológica da água utilizada na hemodiálise é extremamente importante para 

evitar riscos adicionais aos pacientes e garantir um procedimento seguro e eficaz 

(SHAHRYARI, 2016; CHEN et al., 2017a). 

Até a década de 70, acreditava-se que a água potável podia ser utilizada na 

hemodiálise, porém, com o passar do tempo, acumularam-se evidências que 

permitiram correlacionar os contaminantes da água com efeitos adversos do 

procedimento, reforçando-se assim a necessidade da aplicação de tratamentos 

complementares (BUGNO et al., 2007; HEIDARIEH et al., 2016). 

Atualmente, os sistemas de tratamento e distribuição de água para 

hemodiálise no Brasil são compostos por três sessões básicas - pré-tratamento, 

purificação e distribuição (JESUS e ALMEIDA, 2016) (Figura 2). 
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Figura 2 - Diagrama de um sistema de tratamento e distribuição de água para 
hemodiálise. 

Fonte: Adaptado (MONTANARI et al., 2009) 

 

A água que chega aos centros de diálise normalmente é proveniente do 

sistema de abastecimento municipal ou de poço artesiano, e em geral, no pré-

tratamento são utilizados: a) filtros primários de profundidade (tipo Multimedia), para 

a retirada de partículas em suspensão (entre 25 a 100 microns); b) abrandadores, 

para a remoção de cálcio, magnésio e outros cátions polivalentes; e c) filtros de 

carvão ativado, para a adsorção de cloretos, cloraminas e substâncias orgânicas 

(MONTANARI et al., 2009; LAYMAN-AMATO et al., 2013). Logo, o pré-tratamento é 

fundamental para retirar substâncias e partículas da água que podem danificar os 

equipamentos de purificação e diminuir a sua eficiência (COULLIETTE e ARDUINO, 

2013). 

A purificação da água pode ser realizada por diferentes técnicas, sendo a 

mais empregada, a filtração por osmose reversa. Nesse processo ocorre a 

separação do solvente do soluto pela aplicação de alta pressão sobre uma 
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membrana semipermeável, possibilitando a remoção de 90-99% dos contaminantes 

iônicos e > 95% dos contaminantes não iônicos (BOLASCO et al., 2012). 

Após a purificação, a água tratada é conduzida para um tanque de 

armazenamento e depois distribuída, por meio de tubulações, até as máquinas de 

hemodiálise e a sala de reprocessamento dos dialisadores. O reservatório de água 

tratada deve ser constituído de material opaco, liso, resistente, impermeável, de 

fundo cônico, protegido da incidência direta da luz solar e que possibilite um fluxo 

constante de água, com regime turbulento de vazão. As tubulações devem ser 

aparentes, normalmente em policloreto de vinila (PVC) ou similares, projetadas de 

forma a evitar zonas mortas e áreas com fluxo reduzido e com conexões em locais 

estratégicos do circuito, para facilitar os procedimentos de inspeção, limpeza e 

desinfecção (FERREIRA et al., 2013). 

Embora a escolha do tipo de sistema de tratamento da água para hemodiálise 

seja crucial, a qualidade final da água depende também da manutenção e 

monitoramento do mesmo. As unidades de diálise devem manter um rígido 

programa mensal de limpeza e desinfecção do reservatório e da rede de distribuição 

(HOENICH, 2009; BRASIL, 2014). Os métodos utilizados para a desinfecção podem 

ser físicos, como radiação ultravioleta e aquecimento da água até 80°C, e/ou 

químicos, incluindo hipoclorito, formaldeído, ácido peracético e ozônio 

(COULLIETTE e ARDUINO, 2013). 

Considerando-se a importância da qualidade da água utilizada para 

hemodiálise, mundialmente há diversas recomendações oficiais, publicadas por 

órgãos governamentais e por organizações internacionais, que tratam dos 

parâmetros físico-químicos e microbiológicos que devem ser monitorados em águas 

empregadas nesse tipo de terapia (WARD, 2009). As recomendações mais 

amplamente utilizadas são as sugeridas pela “Associação para o Avanço da 

Instrumentação Médica”, dos EUA (AAMI, 2014), e as “Diretrizes Europeias de 

Melhores Práticas para Hemodiálise” (EBPG, 2002), que apresentam parâmetros 

similares a resolução brasileira vigente. E vale enfatizar que, nas últimas décadas, 

devido à crescente preocupação com a segurança dos pacientes, tem-se observado 

uma tendência global de redução nos valores máximos permitidos de vários 

parâmetros, principalmente dos microbiológicos (NYSTRAND, 2008; TOVBIN, 2019). 

No Brasil, o atual padrão de qualidade da água para hemodiálise é 
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estabelecido pela RDC Nº 11, de 13 de março de 2014, da Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA), que dispõe sobre os Requisitos de Boas Práticas de 

Funcionamento para os Serviços de Diálise (BRASIL, 2014). De acordo com a 

referida resolução: (1) a água de abastecimento do serviço de diálise deve ter o seu 

padrão de potabilidade em conformidade com a normatização vigente - Portaria de 

Consolidação MS Nº 5, de 28/09/2017 (BRASIL, 2017) - e sua qualidade deve ser 

monitorada e registrada diariamente (quanto a cor aparente, turvação, sabor, odor, 

cloro residual livre e pH), em amostras coletadas na entrada do reservatório de água 

potável e na entrada do subsistema de tratamento de água para hemodiálise; (2) a 

água tratada pelo sistema de tratamento e distribuição de água para hemodiálise 

deve apresentar um padrão de qualidade conforme o estabelecido no Quadro I 

(BRASIL, 2014). 

 

Quadro 1 - Padrão de qualidade da água para hemodiálise, segundo a RDC Nº 
11/2014. 

 
Fonte: RDC Nº 11/2014 (BRASIL, 2014). 

 

Ainda conforme a RDC Nº 11/2014, as amostras de água de hemodiálise para 
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fins de análises físico-químicas devem ser coletadas em um ponto após o 

subsistema de tratamento de água para hemodiálise e a condutividade deve ser 

monitorada continuamente, devendo ser ≤10 microSiemens/cm (mS/cm). Já as 

amostras de água de hemodiálise para fins de análises microbiológicas devem ser 

coletadas, no mínimo, no ponto de retorno da alça de distribuição (loop) e em um 

dos pontos na sala de reprocessamento. Enfatizando-se que, o nível de ação 

relacionado à contagem de bactérias heterotróficas (parâmetro que indica a 

necessidade de adoção de providências para identificação do foco de contaminação 

e intervenção preventiva), é de 50 UFC/mL (BRASIL, 2014). 

Por fim, quanto a análise microbiológica do dialisato, esta deve ser realizada 

mensalmente e a contagem de bactérias heterotróficas não deve exceder 200 

UFC/mL, com nível de ação de 50 UFC/mL (BRASIL, 2014). 

Mesmo com a aplicação de inúmeros cuidados no tratamento e 

monitoramento da água para hemodiálise, vários estudos realizados em diversos 

países apontam diferentes contaminantes químicos e microbiológicos causando 

danos aos pacientes dialíticos (COULLIETTE e ARDUINO, 2013). A membrana 

semipermeável do dialisador é seletiva quanto ao tamanho da molécula, mas não a 

contaminantes específicos, assim, substâncias de baixo peso molecular podem 

atravessar livremente a barreira (HASEGAWA et al. 2015). 

Contaminantes químicos na água de hemodiálise, quando presentes em 

concentrações suficientemente altas, podem causar intoxicações graves e/ou vários 

efeitos adversos. A elevada concentração de cloro, por exemplo, pode provocar 

hemólise, dor abdominal, dor torácica e lombar, náusea, vômito, diarreia e 

coagulação no capilar (COELHO et al., 2009, JUNGLEE et al., 2010). Já altos níveis 

de nitrato podem ocasionar, além de náusea e vômito, anemia e hipotensão 

(SUZUKI, 2016). 

Historicamente, os metais presentes na água de hemodiálise já foram 

responsáveis por várias intoxicações graves, pois estes são capazes de modificar as 

reações enzimáticas, gerando uma ampla sintomatologia e provocando alterações 

em diversos sistemas. A exposição ao arsênio está associada a hipertensão, 

podendo causar danos severos nos sistemas renal, hematopoiético e hepático 

(SILVA e MOREIRA, 2009). O cádmio é um elemento extremamente tóxico, que tem 

efeitos carcinogênicos e provoca danos renais, hipertensão arterial, desnutrição, 
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alterações na memória, mudanças cognitiva e doença óssea (HSU et al., 2009; 

MOSSINI et al., 2014). Intoxicações agudas por chumbo em pacientes em 

hemodiálise podem ocasionar anemia, dor abdominal, anorexia, hipertensão, 

distúrbios neuromusculares e encefalopatias, podendo evoluir para o coma e a 

morte (SILVA e MOREIRA, 2009). Dos contaminantes metálicos presentes com 

maior frequência na água, o alumínio é o que causa maior problema aos pacientes 

com IRC. Em intoxicações agudas, os primeiros sintomas são feridas na boca e 

alterações gastrointestinais, ademais, o acúmulo do referido elemento pode 

favorecer o surgimento de anemia, devido à redução da absorção intestinal de ferro, 

assim como ocasionar doença óssea e distúrbios neurológicos. E ainda há 

evidências de que o complexo alumínio/ferritina também pode levar ao 

desenvolvimento da doença de Alzheimer (AL-NASERI et al., 2013, DE SOLE et al., 

2013). 

Quanto aos elementos traço essenciais, o zinco em excesso na água de 

hemodiálise pode provocar anemia hemolítica, febre, náusea, vômito, danos no 

pâncreas, diminuição dos níveis de HDL e até mesmo encefalopatias (SUZUKI, 

2016). Já o excesso de cobre está relacionado a distúrbios gastrointestinais, 

hemólise e problemas renais, hepáticos, neurológicos e psiquiátricos 

(VASCONCELOS, 2012). Por fim, a presença de grandes quantidades de cálcio e 

magnésio produzem um quadro chamado “síndrome da água dura”, caracterizado 

pelo aparecimento de náuseas, vômitos, letargia, fraqueza muscular intensa e 

hipertensão arterial durante as sessões terapêuticas (SUZUKI, 2016). 

Em 1993, em Chicago (EUA), o excesso de fluoreto na água de hemodiálise 

provocou intoxicação em 12 pacientes, dos quais três evoluíram para parada 

cardíaca e morte, logo após o término da diálise (ARNOW et al., 1994). A 

contaminação química por sulfato já causou calafrios, náusea, vômitos e febre em 

16 pacientes de um centro dialítico na Geórgia (EUA), com duas mortes (SELENIC 

et al., 2004). Adicionalmente, metahemoglobinemia tóxica já foi relatada em um 

paciente em diálise domiciliar, após a contaminação por nitrato, presente na água do 

poço usada para o preparo do dialisato (CARLSON e SHAPIRO, 1970). 

Em 2000, 16 pacientes sob terapia de hemodiálise em um hospital de Minas 

Gerais apresentaram reações hemolíticas relacionadas a resíduos de cloro e 

cloraminas existentes na água (CALDERARO e HELLER, 2001). Nos EUA, no 
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período de 1960 a 2007, ocorreram pelo menos 13 surtos e eventos adversos 

causados por intoxicações químicas associadas a água de hemodiálise, acometendo 

um total de 217 pessoas, com 14 mortes. De forma geral, as principais causas de 

exposição aos produtos químicos incluíram falhas no tratamento da água, 

contaminações do dialisato, problemas nos equipamentos e materiais de distribuição 

e lavagens inadequadas dos sistemas após a desinfecção (COULLIETTE e 

ARDUINO, 2013). 

As contaminações microbiológicas representam uma das principais causas de 

morbidade e mortalidade em pacientes de hemodiálise (WANG et al., 2013, 

TOTARO et al., 2017, NOVOSAD et al., 2019). Teoricamente, a membrana intacta 

do dialisador deve impedir a passagem de bactérias e fungos do dialisato para o 

sangue do paciente, no entanto, reações pirogênicas e septicemias podem ocorrer 

devido a defeitos na integridade da membrana, contaminações durante o 

reprocessamento dos dialisadores ou falhas relacionadas ao equipamento em geral 

(JESUS e ALMEIDA, 2016; TOVBIN, 2019). Adicionalmente, endotoxinas, 

fragmentos de DNA, peptidioglicanos, muramilpeptídeos e outros componentes da 

parede celular microbiana podem atravessar a membrana do dialisador e estimular 

diretamente uma resposta imune, ou podem ainda provocar, de forma indireta, uma 

estimulação transmembranar de citonas pró-inflamatórias, e assim desencadear 

complicações intradialíticas agudas, como febre, calafrios, náuseas, vômitos, 

cefaleia, hipotensão, mialgias, alterações cardiovasculares e, até mesmo, choque 

séptico (ARCHIBALD et al., 2006; BOSSOLA et al., 2009; GLORIEUX et al., 2012). 

Além das complicações agudas, vários estudos também apontam evidências 

de que a exposição permanente dos pacientes em tratamento dialítico a 

componentes microbianos indutores de citocinas, mesmo que em baixos níveis, 

podem contribuir significativamente para um quadro de micro-inflamação crônica, 

que pode estar envolvido na patogênese de várias complicações a longo prazo, 

incluindo amiloidose, desnutrição, resistência à eritropoietina, declínio da função 

renal residual, síndrome do túnel do carpo, aterosclerose e doenças 

cardiovasculares (FENDLEY e WARD, 2012; VADAKEDATH e KANDI, 2017). 

Contaminantes microbiológicos presentes na água de hemodiálise foram 

responsáveis por 20 surtos de bacteremia e/ou reações pirogênicas nos EUA, 

envolvendo no mínimo 375 pacientes dialíticos, no período de 1969 a 2008 
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(COULLIETTE e ARDUINO, 2013). No Brasil, em 1996, também foi registrado um 

grande surto em um centro de diálise de Caruaru (PE), em consequência da 

contaminação da água por microcistinas produzidas por cianobactérias. Neste surto, 

aproximadamente 130 pacientes apresentaram mal-estar, alterações visuais, 

náuseas, vômitos, mialgia, distúrbios neurológicos e complicações hepáticas 

agudas, que culminaram com a morte de 52 indivíduos (AZEVEDO et al., 2002). No 

mesmo ano, Pisani et al. (2000) relataram um surto de bacteremia por 

Pseudomonas aeruginosa, isoladas de diferentes pontos do sistema de hemodiálise 

de uma unidade de Campinas (SP). 

De fato, os pacientes submetidos à hemodiálise apresentam alto risco de 

infecções da corrente sanguínea, pois, além de necessitarem de acesso vascular 

repetido e prolongado, tais pacientes apresentam um sistema imunológico 

comprometido e frequentemente possuem comorbidades adicionais, tais como 

diabetes, hipertensão, doenças cardiovasculares e outras, que os tornam mais 

susceptíveis a infecções oportunistas e nosocomiais e mais vulneráveis a resultados 

adversos (KDIGO, 2013; SARAN et al., 2019). 

As bacteremias representam a segunda causa de morte em pacientes renais 

crônicos, superadas apenas pelas doenças cardiovasculares (PRUTHI et al., 2013). 

Com elevada frequência, resultam em disfunções orgânicas graves, como sepse e 

choque séptico, que recentemente foram listadas como uma prioridade de saúde 

global pela Organização Mundial da Saúde (SINGER et al., 2016; GSA, 2017). 

Comumente, as bacteremias em pacientes sob hemodiálise são causadas por 

microrganismos gram-positivos, como Staphylococcus aureus (NGUYEN et al., 

2017), e, em sua maior parte, são decorrentes de infecções pelo acesso vascular, 

principalmente devido a cuidados inadequados com o cateter (LOK e MOKRZYCKI, 

2011; PADILLA-OROZCO et al., 2019). No entanto, nos últimos anos, tem-se 

observado uma alteração na epidemiologia dessas infecções, com crescentes taxas 

de patógenos gram-negativos, incluindo bacilos gram-negativos não fermentadores 

(MURRAY et al., 2015; SHIMON et al., 2018; LEAL et al., 2019). 

Bacilos gram-negativos não fermentadores (BGN-NF) são bactérias que 

durante muito tempo foram vistas como microrganismos comensais ou 

contaminantes, contudo, recentemente, surgiram como patógenos emergentes, 

causadores de diferentes tipos de infecções nosocomiais (KAKATI et al., 2016; 
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SIMGAMSETTY et al., 2016). 

Amplamente distribuídos no ambiente em geral (solo, água, vegetais, animais 

e matéria orgânica em decomposição), os BGN-NF constituem um problema em 

ambiente hospitalar, inclusive em unidades de terapia renal substitutiva 

(BENACHINMARDI et al., 2014; SHIMON et al., 2018). Considerados oportunistas, 

afetando principalmente pacientes imunocomprometidos, tais microrganismos 

normalmente estão associados a episódios de infecções graves do sistema 

respiratório, sistema urinário, corrente sanguínea, pele, sítios cirúrgicos, entre outros 

(SILVA et al., 2012; BENACHINMARDI et al., 2014; ROHDE e WELTE, 2017; 

FAURE et al., 2018; GLIK et al., 2018; PARKINS et al., 2018). 

Os BGN-NF são microrganismos aeróbios, não formadores de esporos, 

incapazes de utilizar carboidratos como fonte de energia por meio da fermentação, 

degradando-os apenas pela via oxidativa (CHIU et al., 2015). Devido à sua baixa 

atividade metabólica, em comparação com às enterobactérias por exemplo, a 

identificação bioquímica dessas bactérias é bem mais complexa (SU et al., 2009). 

Assim sendo, novos estudos filogenéticos baseados na sequência 16S do rRNA 

propiciaram inúmeras mudanças na classificação e nomenclatura desses 

microrganismos nas últimas décadas (SCHRÖTTNER et al., 2016). 

Dentre os principais causadores de infecções em seres humanos encontram-

se os gêneros Pseudomonas, Acinetobacter, Complexo Burkholderia cepacia, 

Stenotrophomonas, Ralstonia e Achromobacter (SILVA et al., 2012; DE-LAS-

CASAS-CÁMARA et al., 2019; UC-CACHÓN et al., 2019), com destaque para a 

espécie P. aeruginosa, que é sem dúvida o BGN-NF mais isolado nos laboratórios 

de microbiologia clínica (EL CHAKHTOURA et al., 2018). 

Com elevada frequência, os surtos decorrentes de infecções por BGN-NF em 

ambientes hospitalares e centros de hemodiálise estão relacionados à presença 

destas bactérias nos sistemas de água (DUCKI et al., 2005; WALKER et al., 2014; 

WALKER e MOORE, 2015; GARVEY et al., 2016, 2017). Especificamente em 

unidades de terapia renal substitutiva, já foram relatados vários surtos de bacteremia 

devido à água contaminada por P. aeruginosa, Burkholderia cepacia, 

Stenotrophomonas maltophilia, Acinetobacter spp. e outros bacilos, em decorrência 

de desinfecções inadequadas dos sistemas de tratamento e distribuição da água 

(PISANI et al., 2000; MAGALHÃES et al., 2003; YAN et al., 2008), erros no 
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reprocessamento dos dialisadores (FLAHERTY et al., 1993; EDENS et al., 2017) e 

problemas relacionados as máquinas de hemodiálise, principalmente relativos a 

retrofiltração e drenagem dos resíduos (WANG et al., 1999; NOVOSAD et al., 2019). 

Certamente, a resistência intrínseca dos BGN-NF aos antissépticos 

normalmente utilizados e a expressão de múltiplos fatores de virulência, incluindo 

enzimas, toxinas e componentes estruturais, contribuíram para ampliar a capacidade 

de sobrevivência dessas bactérias em diferentes cenários (DE ABREU et al., 2014). 

P. aeruginosa, por exemplo, é capaz de metabolizar uma grande variedade de 

compostos e proliferar em águas com baixos níveis de substratos orgânicos e 

sólidos dissolvidos, evidenciando-se assim a sua habilidade de adaptação em nichos 

ecológicos com baixa disponibilidade de nutrientes (LOVEDAY et al., 2014; 

MORADALI et al., 2017). Adicionalmente, P. aeruginosa exibe outros fatores de 

virulência - tais como síntese de adesinas, exoenzimas, proteases, elastases, 

fosfolipases, ramnolipídeos e pigmentos, motilidade e formação de biofilme - que 

aumentam seu êxito na patogenicidade dos processos infecciosos e na colonização 

dos mais variados ambientes (SOUSA e PEREIRA, 2014; NEWMAN et al., 2017; 

AHMED et al., 2019; ROCHA et al. 2019). Alguns estudos apontaram que essa 

multivalência da bactéria P. aeruginosa está associada ao seu genoma, 

relativamente extenso (FRESCHI et al., 2019). O alto número de genes conservados 

no código genético desse bacilo possibilita uma ampla versatilidade metabólica, 

aumenta a capacidade de infecção e patogenicidade e também facilita o 

desenvolvimento de resistência a drogas (VALOT et al., 2015; MATAR, 2018). 

Aliás, atualmente, o que tem gerado uma enorme preocupação mundial em 

relação aos BGN-NF é o surgimento e disseminação de resistência aos 

antimicrobianos regularmente utilizados (GUERVIL et al., 2013; EL CHAKHTOURA 

et al., 2018; BITEW, 2019). 

Com base em parâmetros como incidência, taxas de mortalidade, cronicidade 

da doença, opções disponíveis para tratamento, utilização de serviços de saúde e 

impacto social, os BGN-NF, especificamente P. aeruginosa e Acinetobacter 

baumannii, estão entre os seis patógenos bacterianos com maior prioridade para 

pesquisa e vigilância epidemiológica, pois, além de representarem as principais 

causas de infecções nosocomiais, são considerados uma ameaça global devido a 

capacidade de se tornarem cada vez mais resistentes aos antimicrobianos 
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disponíveis (LUPO et al., 2018; TÜMMLER, 2019). 

Um estudo recente realizado na Etiópia apontou que mais de 80% dos BGN-

NF isolados de amostras clínicas apresentaram resistência a vários antimicrobianos. 

Em suma, 81,5% dos isolados eram resistentes a múltiplas drogas (MDR - 

“Multidrug-resistant”), dos quais 13,3% eram extensivamente resistentes (XDR - 

“Extensively drug-resistant”) e 10,4% eram resistentes a todos os agentes testados 

(PDR - “Pandrug-resistant”) (BITEW, 2019). No Brasil, a ocorrência de P. aeruginosa 

multirresistente também já se tornou um problema endêmico (NEVES et al., 2011; 

SANTOS at al., 2015). 

Além de apresentar resistência intrínseca a diversas drogas, devido a sua 

habilidade seletiva de impedir várias moléculas antimicrobianas de penetrarem em 

sua membrana externa ou então expulsá-las quando presentes (LIU et al., 2019a), 

P. aeruginosa possui ainda uma vasta capacidade de adquirir mecanismos de 

resistência (AZAM e KHAN, 2018; PACHORI et al., 2019). Dentre os principais 

mecanismos relacionados aos fenótipos multirresistentes dessa bactéria destacam-

se a produção de enzimas β-lactamases, a diminuição na expressão de porinas, as 

alterações de alvos e a superexpressão de sistemas de efluxo (NEVES et al., 2011; 

POTRON et al., 2015; MARAOLO et al., 2017; LÓPEZ-CAUSAPÉ et al., 2018; 

EICHENBERGER e THADEN, 2019). 

Suplementarmente é preciso considerar também que, além de ampliar a 

morbimortalidade associada a infecções, as crescentes taxas de resistência aos 

agentes antimicrobianos podem ainda fomentar o surgimento de graves 

complicações, em decorrência da aplicação de drogas mais tóxicas, como último 

recurso (SU et al., 2019). 

Dentre os diversos fatores de virulência apresentados pelos BGN-NF, a 

capacidade de formar biofilme é sem dúvida um dos mais importantes (TOLKER-

NIELSEN, 2015; GARCIA-CONTRERAS, 2016). Desde que o termo "biofilme" foi 

introduzido em 1978, muitos estudos têm buscado elucidar suas características de 

desenvolvimento e sua importância no contexto médico, ambiental e industrial 

(MAGANA et al., 2018). 

Os biofilmes são responsáveis por cerca de 90% das infecções microbianas 

crônicas em seres humanos, com elevadas taxas de morbidade e mortalidade 

(ROMLING e BALSALOBRE, 2012; BJARNSHOLT et al., 2013). Frequentemente, 
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estão associados a infecções nosocomiais, por meio da colonização de dispositivos 

médicos, tais como próteses ortopédicas, válvulas cardíacas artificiais, stents 

coronários, cateteres intravasculares e urinários, implantes neurocirúrgicos, 

cocleares e mamários, instrumentos de assistência ventricular e oculares, entre 

outros (PERCIVAL et al., 2015; WU et al., 2015). Em centros de hemodiálise, os 

biofilmes também podem representar um problema, especialmente em decorrência 

do seu desenvolvimento nos sistemas de tratamento e distribuição de água 

(WILLIAMS et al., 2013; GARVEY et al., 2016; KANAMORI et al., 2016). 

Em síntese, os biofilmes são comunidades microbianas constituídas por 

células sésseis, mono ou multiespécies, aderidas às superfícies bióticas ou 

abióticas, embebidas numa matriz de polímeros extracelulares, produzida pelos 

próprios microrganismos que a compõem, formada por uma mistura complexa de 

biomoléculas, incluindo proteínas, ácidos nucleicos, lipídios e, principalmente, 

exopolissacarídeos (EPS) (MAGANA et al., 2018). Nessa matriz, as bactérias estão 

significativamente mais protegidas das condições adversas do ambiente, da 

radiação UV, da variação de pH, do choque osmótico, da desidratação, das defesas 

imunes do hospedeiro e dos compostos antimicrobianos (RIBEIRO et al., 2016; LIU 

et al., 2019a; ZHANG et al., 2019a). 

A formação e o desenvolvimento do biofilme é um fenômeno biológico 

complexo, que envolve basicamente as seguintes etapas: adesão inicial, adesão 

irreversível, maturação, desenvolvimento e dispersão (MONDS e O’TOOLE, 2009; 

CAIXETA et al., 2019). 

A princípio, a adesão primária dos microrganismos a uma superfície é um 

processo reversível, que ocorre de forma aleatória ou através de mecanismos de 

quimiotaxia e mobilidade, devido a forças de Van der Waals, movimento Browniano, 

sedimentação, forças eletrostáticas, interações hidrofóbicas e interações entre 

receptores e ligantes de superfície (VAN OSS et al., 1986; MARTI et al., 2010). Se 

as condições locais forem favoráveis, as células consolidam o processo de adesão 

por meio da multiplicação celular e síntese da matriz exopolimérica, que além de 

reforçar a adesão, mantém as células unidas e protegidas, tornando a adesão 

irreversível (KERR et al., 2003). Logo em seguida, iniciam-se um conjunto de 

mudanças, inclusive com alterações na expressão de genes, que propiciam os 

processos de maturação e desenvolvimento do biofilme. A densidade e 
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complexidade do biofilme aumentam à medida que as células se dividem (ou 

morrem) e os componentes extracelulares gerados pelas bactérias interagem com 

moléculas orgânicas e inorgânicas do ambiente circundante. Nesta fase, o biofilme é 

constituído por aproximadamente 90% de material não celular, composto por 

microcanais internos, por onde circulam nutrientes, água e resíduos (ROY et al., 

2018). Fatores como disponibilidade de nutrientes, pH, difusão de oxigênio, fonte de 

carbono e osmolaridade controlam a maturação e o desenvolvimento do biofilme, 

que quando completamente maduro, atua como um consórcio funcional de células, 

com padrões de crescimento alterados, cooperação fisiológica e eficiência 

metabólica (ROY et al., 2018). A comunicação microbiana no biofilme envolve um 

comportamento coletivo, mediado por moléculas sinalizadoras (“quorum sensing”), 

que regulam a expressão de genes específicos em resposta à densidade 

populacional (SAKURAGI e KOLTER, 2007; TOLKER-NIELSEN, 2015; LIU et al., 

2019a). Quando o biofilme atinge uma determinada massa crítica e o equilíbrio 

dinâmico é alcançado, as camadas mais externas do biofilme começam a liberar 

células em estado planctônico, que podem rapidamente se dispersar e multiplicar, 

colonizando outras superfícies e organizando novos biofilmes (BOLES e 

HORSWILL, 2008; ROY et al., 2018). 

Dois aspectos do biofilme são particularmente importantes no contexto deste 

estudo: 1) a estabilidade mecânica da matriz exopolimérica, que dificulta a ruptura 

do biofilme nos processos de desinfecção e limpeza; e 2) a maior tolerância aos 

antimicrobianos em geral, que pode ser duas ou três vezes superior à exibida pelas 

células planctônicas (ROY et al., 2018). 

Alguns estudos apontaram que essa tolerância/resistência do biofilme pode 

estar relacionada a vários fatores, tais como a natureza e estrutura da matriz 

exopolimérica, que impede a difusão ativa das drogas (CIOFU et al., 2012), e as 

taxas de mutações mais elevadas e proximidade das bactérias, que favorecem a 

transferência de genes de resistência e determinantes de virulência (MA e BRYERS, 

2013; CIOFU e TOLKER-NIELSEN, 2019). 

O fato é que, clinicamente, as infecções associadas a biofilmes são difíceis de 

serem tratadas, pois geralmente as células sésseis apresentam valores mais altos 

de concentração inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida mínima (CBM), 

que podem ser tóxicos para os pacientes (WU et al., 2015; ROY et al., 2018), e, no 
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contexto ambiental, os biofilmes são difíceis de serem eliminados, devido a sua 

vasta tolerância aos agentes antimicrobianos e métodos regulares de limpeza e 

desinfecção (DOUTERELO et al., 2016). A título de exemplo, as concentrações de 

cloro normalmente utilizadas nos tratamentos de água potável no Brasil parecem ser 

insuficientes para remover os biofilmes formados nos sistemas de distribuição da 

mesma (FLEMMING et al., 2002; BATTÉ et al., 2003). Ademais, de acordo com 

Suman et al. (2013), concentrações subinibitórias de cloro nos sistemas de água de 

hemodiálise podem estimular ainda mais a formação de biofilmes bacterianos, uma 

vez que na presença de condições adversas, os microrganismos podem sofrer 

alterações favoráveis ao desenvolvimento de células sésseis, como um mecanismo 

de proteção. 

Por isso, os estudos relacionados a formação e erradicação de biofilmes 

representam uma importante área de pesquisa na atualidade. Algumas estratégias 

para eliminá-los concentram-se em diferentes modos de ação voltados para a 

inibição da adesão dos microrganismos à superfície, inibição de moléculas de 

sinalização que atuam na modulação do desenvolvimento do mesmo (inibidores de 

“quorum sensing”) e desagregação da matriz exopolimérica (WU et al., 2015; 

GARCIA-CONTRERAS, 2016; ROY et al., 2018; SOLER-ARANGO et al., 2019). 

Desde a segunda metade do século XX, a incidência de infecções fúngicas 

tem aumentado consideravelmente, sobretudo devido à crescente população de 

indivíduos imunocomprometidos (DURÁN GRAEFF et al., 2017). 

Naturalmente, os fungos são ubíquos, encontrados disseminados no solo, na 

água e no ar (onde quer que ocorra matéria orgânica), participando ativamente do 

ciclo dos elementos na natureza. Conhecidos como saprófitas do ambiente, tais 

microrganismos podem se comportar como patógenos primários, afetando indivíduos 

imunocompetentes, todavia, geralmente são considerados patógenos oportunistas, 

pois acometem especialmente indivíduos com deficiências imunológicas e outras 

comorbidades (JEREZ PUEBLA, 2012; DEORUKHKAR et al., 2014). 

Em suma, no contexto médico, os fungos são responsáveis por um amplo 

espectro de doenças, que variam desde pequenas infecções superficiais da pele e 

das mucosas até infecções profundas e/ou sistêmicas (NUCCI e MARR, 2005), que 

atualmente representam um grande problema no ambiente hospitalar (RUIZ e 

RICHNI-PEREIRA, 2016).  
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Historicamente, Candida spp., Cryptococcus spp. e Pneumocystis jiroveci 

enquadram-se como os principais patógenos causadores de infecções nosocomiais 

invasivas, entre os fungos leveduriformes (BROWN et al., 2012; RUIZ e RICHNI-

PEREIRA, 2016). Infecções na corrente sanguínea por Candida spp. (candidemias) 

constituem a maioria das infecções fúngicas registradas em ambiente hospitalar, 

com taxas de mortalidade variando entre 30-50% (PFALLER e DIEKEMA, 2010). Já 

quanto aos fungos filamentosos, destaca-se o gênero Aspergillus, que são 

responsáveis por taxas de mortalidade extremamente elevadas (55-95%) 

(KLINGSPOR et al., 2015). Sobretudo, ressalta-se ainda que, nos últimos anos, 

outras leveduras, tais como Trichosporon spp., Saccharomyces spp. e Rhodotorula 

spp., e também diversos fungos filamentosos, incluindo Rhizopus spp., Fusarium 

spp. e Scedosporium spp., têm sido isolados com maior frequência de infecções 

invasivas, surgindo como importantes patógenos emergentes (ANTAS et al., 2012; 

EVANS e OST, 2015). 

Os fatores de risco para o desenvolvimento e aumento da incidência de 

infecções fúngicas incluem a própria doença de base do hospedeiro, uso prolongado 

de drogas de amplo espectro, corticosteróides, antineoplásicos e imunossupressores 

agressivos, procedimentos cirúrgicos de grande complexidade, nutrição parenteral, 

perda da integridade das barreiras naturais, uso de cateteres intravasculares de 

longa permanência, transplantes, entre outros (MICELI et al., 2011; PEMÁN et al., 

2013). 

Inúmeros estudos realizados em diversos países apontaram que o sistema de 

distribuição de água parece ser um importante reservatório de fungos filamentosos e 

leveduras, sendo a água de ambientes hospitalares uma das principais vias de 

disseminação desses microrganismos (ANAISSIE e COSTA, 2001; WARRIS et al., 

2001; ANAISSIE et al. 2002; NUCCI et al., 2002; HAPCIOGLU et al., 2005; 

KENNEDY e WILLIAMS, 2007; DECKER e PALMORE, 2013; MESQUITA-ROCHA 

et al., 2013; WILLIAMS et al., 2013; MÉHEUST et al., 2014; ARROYO et al., 2020). 

A ocorrência de fungos possivelmente patogênicos em água potável já está 

bem documentada na literatura, com o isolamento dos gêneros Penicillium, 

Aspergillus, Phoma, Curvularia, Trichoderma, Alternaria, Fusarium, Cladosporium, 

Pithomyces, Acremonium, Phialophora, Paecilomyces, Exophiala, Nigrospora, 

Pestalotiopsis, Cunninghamella e outros (GÖTTLICH et al., 2002; HAGESKAL et al., 
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2009; OLIVEIRA, 2010; SAMMON et al., 2010). Sabe-se que esses microrganismos 

podem crescer em sistemas de abastecimento de água, mesmo na presença de 

padrões adequados de tratamento/cloração, e que seus esporos podem permanecer 

viáveis por longos períodos (ARVANITIDOU et al., 2000; ANAISSIE et al., 2001; 

ZHANG et al., 2006), no entanto, a real relação entre a ocorrência de fungos e a 

qualidade da água potável ainda não está completamente esclarecida 

(GONÇALVES et al., 2006; NOVAK BABIČ et al., 2017). 

Com relação a água tratada para hemodiálise, conforme relatado 

anteriormente, esta exige uma rigorosa qualidade microbiológica, uma vez que é 

amplamente empregada nesse processo terapêutico, que regularmente atende 

pacientes com o sistema imunológico comprometido e com outras doenças 

associadas (SCHIAVANO et al., 2014). Contudo, os estudos sobre a presença de 

fungos em águas de hemodiálise ainda são escassos e necessitam de maior 

atenção (LI e CHOW, 2011). 

De acordo com alguns relatos, são frequentes os casos de peritonites 

causadas por fungos em pacientes renais crônicos que realizam diálise peritoneal, 

envolvendo principalmente Curvularia spp., Trichosporon spp., Penicillium spp. e 

Candida spp. (HUANG et al., 2000; BIBASHI et al., 2003; MADARIAGA et al., 2003; 

PIMENTEL et al., 2005, LIU et al., 2006; UNAL et al., 2011). Já quanto aos pacientes 

submetidos à hemodiálise especificamente, a maioria dos casos de fungemias 

descritos até o momento estão relacionados ao acesso vascular (NGUYEN et al., 

1996; ALEXANDRAKI et al., 2008; PYRGOS et al., 2009). Em 2003, Labriola et al. 

(2009) relataram um caso de fungemia por Paecilomyces lilacinus em Marrocos, 

associada a cateter, e, aditivamente, infecções da corrente sanguínea causadas por 

Phialemonium spp. também já foram registradas em unidades de hemodiálise dos 

EUA (PROIA et al., 2004; CLARK et al., 2006). Ademais, Rao et al. (2009) 

evidenciaram dois pacientes de hemodiálise com fungemia por Phialemonium 

curvatum, cuja a fonte das infecções foi relacionada a água propriamente. 

Habitualmente, quatro classes principais de antifúngicos são utilizadas no 

cenário clínico para tratar infecções fúngicas: 1) poliênicos, representados pela 

anfotericina-B (e suas diferentes formulações), que atuam na membrana plasmática; 

2) pirimidinas, como flucitosina, que promovem a inibição da síntese de ácidos 

nucleicos; 3) azóis, com vários derivados, tais como itraconazol, fluconazol, 
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voriconazol, miconazol, posaconazol e ravuconazol, que interferem na síntese do 

ergosterol; e 4) equinocandinas, incluindo anidulafungina, caspofungina e 

micafungina, que inibem a síntese de glucanas da parede celular de diversos fungos 

patogênicos (ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2015). 

Nos últimos anos, as constantes falhas no tratamento das micoses em geral 

têm chamado a atenção da comunidade médico-científica para a problemática da 

resistência aos antifúngicos e dos mecanismos moleculares envolvidos neste 

fenômeno (PFALLER, 2012; ALCAZAR-FUOLI e MELLADO, 2014). 

A resistência aos antimicrobianos pode ser definida em termos 

microbiológicos e clínicos. A resistência microbiológica se refere à reduzida 

susceptibilidade do microrganismo ao agente antimicrobiano pelo ensaio de 

sensibilidade in vitro, no qual a concentração inibitória mínima (CIM) do fármaco 

ultrapassa o limite superior do ponto de corte definido para esse microrganismo 

(KANAFANI e PERFECT, 2008; ESPINEL-INGROFF, 2008). Este tipo de resistência, 

por sua vez, abrange a resistência primária (ou intrínseca), que está presente em um 

organismo sem prévia exposição aos fármacos, e a resistência secundária (ou 

adquirida), que é aquela desenvolvida em resposta à exposição a essas substâncias 

e que, geralmente, é dependente de uma alteração na expressão de genes 

(PFALLER, 2012). Candida krusei e Candida glabrata, por exemplo, são 

intrinsecamente resistentes ao fluconazol, enquanto resistências secundárias podem 

ser observadas em outras espécies deste gênero (TOBUDIC et al., 2012; 

ARENDRUP et al., 2013). Já a resistência clínica, esta é definida como a 

persistência de uma infecção, mesmo após a administração de um agente 

antifúngico que demonstra nos testes de sensibilidade in vitro uma baixa 

concentração inibitória mínima (CIM) contra o patógeno causador da doença 

(TOBUDIC et al., 2012). Vários fatores podem determinar a ocorrência deste tipo de 

resistência, incluindo fatores do hospedeiro, fatores farmacológicos e fatores ligados 

ao próprio fungo (ESPINEL-INGROFF, 2008). 

Com o surgimento de fungos emergentes, a preocupação com a resistência 

aos antifúngicos disponíveis tornou-se ainda mais pertinente, sendo muito 

importante o desenvolvimento de pesquisas de susceptibilidade aos fármacos, a fim 

de ampliar o conhecimento da epidemiologia e ecologia desses microrganismos 

(ALCAZAR-FUOLI e MELLADO, 2014). 
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Nas últimas décadas, alguns estudos documentaram a capacidade de 

determinados fungos patogênicos e oportunistas de formar biofilme (JABRA-RIZK et 

al., 2004; PIRES et al., 2011; NOBILE e JOHNSON, 2015; MONTOYA et al., 2018). 

Essa característica representa um importante fator de virulência, especialmente em 

centros de hemodiálise, pois, conforme relatado anteriormente, a formação de 

biofilme pode facilitar a colonização, o crescimento e a proliferação dos 

microrganismos nos sistemas de tratamento e distribuição de água (SARDI et al., 

2014), além de propiciar maior resistência aos procedimentos de limpeza e 

desinfecção (RAMAGE et al., 2012), já que notadamente os microrganismos em 

biofilmes são menos susceptíveis aos agentes antimicrobianos, em comparação com 

as células planctônicas (MELO et al., 2011; MONTOYA et al., 2018). 

Factualmente, Candida albicans é o principal fungo descrito na literatura 

quanto a capacidade de formação de biofilme, sendo amplamente estudada (MICELI 

et al., 2011). Outras espécies do gênero Candida, incluindo C. tropicalis, C. 

parapsilosis, C. glabrata e C. krusei, e outras leveduras, como Cryptococcus spp., 

também podem produzir biofilme e, de acordo com diversas pesquisas, a formação 

de biofilme por estes microrganismos está fortemente associada a infecções 

sistêmicas de alta mortalidade (UPPULURI et al., 2010; PANNANUSORN et al., 

2012; TUMBARELLO et al., 2012). 

Além das leveduras, os fungos filamentosos também parecem ser capazes de 

formar biofilme, porém, os dados referentes a estes microrganismos ainda são 

escassos (HARDING et al., 2009; RAMAGE et al., 2012) e, muitas vezes, limitados a 

investigações em água potável (SIQUEIRA et al., 2011). Doggett (2000), por 

exemplo, analisou os biofilmes do sistema municipal de distribuição de água de 

Springfield, nos EUA, e observou 39 espécies de fungos, sendo os gêneros 

Aspergillus e Penicillium os mais abundantes. 

Segundo Harding et al. (2009), o processo de formação e desenvolvimento de 

biofilme por leveduras é bastante semelhante ao observado em bactérias, incluindo 

as etapas de (i) adsorção, (ii) adesão, (iii) formação de microcolônia, (iv) biofilme 

maduro e (v) dispersão. Já para os fungos filamentosos, os referidos autores 

propuseram um modelo um pouco diferente, que engloba os seguintes estágios: (i) 

adsorção, (ii) adesão ativa, (iii) microcolônia I (germinação e/ou monocamada), (iv) 

microcolônia II (desenvolvimento micelial, camada de hifa, agregação), (v) biofilme 
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maduro e (vi) dispersão ou fase planctônica (HARDING et al., 2009). 

Assim como evidenciado em bactérias, a formação e o desenvolvimento dos 

biofilmes fúngicos é um processo fortemente regulado e depende das condições 

ambientais e da sinergia da expressão de vários genes, que controlam algumas 

características dos microrganismos, desde as associadas à sobrevivência até as 

determinantes de patogenicidade (RAMAGE et al., 2012). 

Por conseguinte, conhecer a virulência dos fungos através da sua capacidade 

de formação de biofilme pode contribuir para o entendimento do papel destes 

microrganismos no desenvolvimento das doenças e trazer informações importantes 

para o aprimoramento das estratégias de tratamento e desinfecção (SARDI et al., 

2014). 

Certamente, os avanços técnicos em relação ao tratamento da água para 

hemodiálise contribuíram significativamente para a redução da incidência de 

complicações microbiológicas em pacientes dialíticos ao longo do tempo. No 

entanto, recentes estudos conduzidos em diversos países ainda apontaram 

inúmeras contaminações da água e do dialisato por diferentes bactérias e fungos 

(IBRAHIM, 2010; MAHMOUDABADI et al., 2011; AL-NASERI et al., 2013; MOSSINI 

et al., 2014; SCHIAVANO et al., 2014; HEIDARIEH et al., 2016; SHAHRYARI et al., 

2016; TOTARO et al., 2017; MONTANARI et al., 2018; ABUALHASAN et al., 2018). 

Dentre os diversos fatores que contribuem para a ocorrência de 

contaminações microbianas nos sistemas de tratamento e distribuição de água para 

hemodiálise destacam-se: 1) a própria composição do dialisato, que devido a 

presença de nutrientes orgânicos e pH elevado pode atuar como um caldo nutritivo, 

favorecendo o crescimento de microrganismos; 2) alguns fatores físicos do circuito 

hidráulico, como pontos cegos, baixo fluxo e áreas de estagnação de água, que 

favorecem a formação de biofilmes; e 3) a remoção do cloro da água no processo de 

filtração da mesma, que é essencial para evitar reações hemolíticas nos pacientes, 

mas facilita o crescimento microbiano (HOENICK et al., 2006; BOLASCO et al., 

2012; CHEN et al., 2017a). Suplementarmente, sem dúvida, a reutilização dos 

dialisadores também contribui para o surgimento de complicações dialíticas, uma 

vez que o reprocessamento torna-os vulneráveis a contaminação pela água usada 

no enxágue, a desinfecção inadequada e a possíveis alterações na permeabilidade 

da membrana (COULLIETTE e ARDUINO, 2013). 
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Portanto, ponderando todo o exposto e considerando ainda que a atual 

resolução brasileira, que dispõe sobre os padrões de qualidade da água para 

hemodiálise, não engloba a investigação direta de microrganismos patogênicos 

(apenas de microrganismos indicadores), mais pesquisas relacionadas a análises de 

águas tratadas e dialisatos de unidades de hemodiálise fazem-se extremamente 

necessárias e relevantes. 
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2. OBJETIVO 

 

 Avaliar a qualidade físico-química e microbiológica de amostras de água 

tratada e dialisato de centros de hemodiálise, localizados no município de Bauru, 

Estado de São Paulo, Brasil. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Aspectos éticos 

Este estudo foi aprovado pelo Conselho Técnico Científico do Instituto Adolfo 

Lutz (CTC/IAL), registrado sob o número 49-J/2017, e também pelas comissões 

científicas dos centros de hemodiálise participantes da pesquisa (Anexo I). 

 

3.2. Coleta e transporte das amostras 

As amostras de água tratada para hemodiálise e dialisato foram colhidas em 

três centros de hemodiálise, denominados A, B e C, localizados no município de 

Bauru, interior do Estado de São Paulo, Brasil. 

As coletas foram realizadas quinzenalmente, durante um ano, no período de 

julho de 2017 a junho de 2018, nos seguintes pontos dos sistemas de tratamento e 

distribuição de água: (i) logo após o tratamento (pós-osmose reversa), (ii) na sala de 

reprocessamento dos dialisadores (reuso) e (iii) na máquina de diálise (dialisato) - 

totalizando 24 amostras em cada ponto, 72 em cada centro e 216 no geral. 

As amostras foram colhidas em frascos de polipropileno estéreis (volume 

aproximado de 500 mL), de forma asséptica, depois da desinfecção do ponto de 

coleta com álcool 70% e escoamento da água por 1-2 minutos, seguindo as 

recomendações descritas no “Standard Methods for the Examination of Water and 

Wastwater” (APHA, 2012). 

Após as coletas, as amostras foram acondicionadas sob refrigeração em 

recipientes térmicos e encaminhadas ao Instituto Adolfo Lutz, Centro de Laboratório 

Regional de Bauru (IAL - CLR Bauru), onde foram realizadas as análises 

laboratoriais. 

 

3.3. Análises físico-químicas 

As análises físico-químicas foram realizadas no mesmo dia da coleta das 

amostras e englobaram condutividade, fluoreto, nitrato (como N) e sulfato. Devido à 

estabilidade desses parâmetros, as avaliações foram feitas em um único ponto dos 

sistemas de tratamento e distribuição de água, especificamente no ponto logo após 

o tratamento (pós-osmose reversa). 

As análises foram conduzidas de acordo com o “Standard Methods for the 
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Examination of Water and Wastewater” (APHA, 2012) e com as “Normas Analíticas 

do Instituto Adolfo Lutz” (IAL, 2005), utilizando-se as seguintes metodologias: 

condutometria para condutividade, potenciometria com eletrodo íon seletivo para 

fluoreto, espectrofotometria UV com leitura direta da absorbância em 205 nm para 

nitrato e turbidimetria, com comparação visual, para sulfato. 

 

3.4. Análises microbiológicas 

 

3.4.1. Isolamento dos microrganismos 

As análises microbiológicas foram iniciadas logo após a coleta das amostras, 

em um prazo máximo de duas horas. Os microrganismos investigados incluíram 

coliformes totais, Escherichia coli, bactérias heterotróficas, BGN-NF e fungos. 

Coliformes totais e E. coli foram avaliados qualitativamente utilizando-se o 

substrato cromogênico ONPG-MUG (Colilert®), que detecta tais microrganismos 

simultaneamente em 100 mL da amostra, após incubação a 35±0,5ºC/24-28h 

(APHA, 2012). 

A contagem de bactérias heterotróficas (UFC/mL) foi realizada por meio da 

técnica de plaqueamento em profundidade (“pour plate”), com inoculações de 1 mL e 

0,1 mL da amostra (em duplicata) em ágar padrão para contagem (“Plate Count 

Agar” - PCA) e incubação a 35ºC/48h (APHA, 2012). 

Para a pesquisa de BGN-NF foi utilizada a técnica de membrana filtrante, com 

filtração de 100 mL da amostra, em membrana com porosidade de 0,45 μm, e 

incubação a 35ºC/72h em ágar Cetrimide (ARVANITIDOU et al., 2003; SIMÕES e 

PIRES, 2004; ROGUES et al., 2007; REIS, 2010). Após a incubação, as colônias 

foram contadas, considerando-se as características macroscópicas destas, e uma 

colônia representativa foi selecionada e transferida para uma placa de ágar 

nutriente, com incubação a 30ºC/24-72h. Desta placa, selecionou-se uma colônia 

bem isolada, que foi então armazenada em ágar gelose (caldo comum acrescido de 

ágar), para posterior identificação e realização de análises complementares. 

Por fim, o isolamento de fungos filamentosos e leveduras foi efetuado por 

meio da técnica de plaqueamento em superfície (“spread plate”), inoculando-se 0,1 

mL da amostra em ágar Sabouraud dextrose, suplementado com cloranfenicol (0,05 

g/L), com incubação a 25ºC/15 dias (APHA, 2012). Durante este período, as placas 
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foram examinadas diariamente após o terceiro dia e, quando presentes, as colônias 

foram contadas, de acordo com suas características morfológicas. Dentre as 

colônias com as mesmas características, uma colônia foi selecionada e subcultivada 

em um tubo com ágar Sabouraud dextrose, suplementado com cloranfenicol (0,05 

g/L), para a condução de testes futuros. 

 

3.4.2. Identificação dos bacilos gram-negativos não fermentadores 

 

3.4.2.1. MALDI-TOF 

Os BGN-NF isolados foram identificados com o auxílio da técnica “Matrix 

Assisted Laser Desorption Ionization Time of Flight Mass Spectrometry” (MALDI-

TOF), utilizando-se o espectrômetro de massa, modelo MALDI Biotyper Systems 

(Bruker, Billerica, MA, EUA), disponível no Centro de Bacteriologia do IAL - 

Laboratório Central.  

Inicialmente, os isolados foram submetidos à extração de proteínas, de 

acordo com Hijazin et al. (2012). Em síntese, uma amostra de cultivo bacteriano 

recente em ágar infusão de cérebro e coração (BHI) foi diluída em microtubo 

contendo 500 µL de etanol 70% e, em seguida, foi centrifugada (13.000xg/2min). 

Então, descartou-se o sobrenadante e adicionou-se ao sedimento 50 µl de ácido 

fórmico (70%) e 50 µl de acetonitrila pura. Após agitação, essa suspensão foi 

novamente centrifugada (13.000xg/2min) e o sobrenadante foi transferido para um 

novo microtubo e armazenado a -20ºC. 

Para a captura dos espectros proteicos, 1 μL da suspensão proteica foi 

colocada na placa de aço do MALDI-TOF e deixada secar à temperatura ambiente. 

Após secagem, a amostra foi então revestida com 1 µL de matriz polimérica 

(composta por ácido alfa-ciano-4-hidroxi-cinâmico, diluído em acetonitrila 50%, e 

ácido trifluoroacético 2,5%). A captura dos espectros foi realizada no software 

FlexControl® (Bruker Daltonik), pelo método MTB_autoX, com amplitude de 2-20 

kDa. Proteínas ribossômicas de E. coli (“Bacterial Test Standard” - BTS) (Bruker 

Daltonik) foram utilizadas para a calibração externa do espectrofotômetro e para 

cada amostra foram realizadas três leituras. 

Os espectros foram analisados pelo programa BioTyper® 3.0 (Bruker 

Daltonik), comparando-se o espectro da amostra investigada com os espectros 
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disponíveis no banco de dados de referência. Basicamente, o programa calcula um 

valor de similaridade entre os espectros - [log (score) value] - considerando a 

proporção, a frequência e a intensidade dos picos correspondentes. Os valores 

variam de 0 (sem similaridade) a 3 (identidade absoluta) e foram interpretados, 

conforme recomendação do fabricante: [log (score) value] ≥ 2,0 foram aceitos para 

identificação em nível de espécie, [log (score) value] ≥ 1,7 e < 2,0 foram utilizados 

apenas para a atribuição do gênero e [log (score) value] < 1,7 foram considerados 

indicativos de espectro não adequado para identificação por MALDI-TOF. 

 

3.4.2.2. Biologia molecular 

Os isolados bacterianos que não foram identificados por MALDI-TOF foram 

submetidos a avaliação molecular do gene 16S rRNA. 

A extração do material genético foi realizada por meio da técnica de lise 

térmica. Em suma, três ou quatro colônias bacterianas foram dissolvidas em 1 ml de 

água ultrapura estéril, sendo essa suspensão aquecida (95ºC/10min) e, logo em 

seguida, centrifugada a 4ºC (12.000 RPM/10min). Após a centrifugação, o 

sobrenadante foi transferido para um microtubo e armazenado a -20ºC. 

A amplificação do gene de interesse foi realizada por PCR, com os primers 

fD1 (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e rD1 (5’-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’), 

que amplificam fragmentos de aproximadamente 1.500 pb (WEISBURG et al., 1991).  

A PCR foi efetuada em volume final de 20 µL, contendo 7 µL de água ultrapura, 0,5 

µL de cada primer (fD1 e rD1 - com concentração de 10 µM), 10 µL de GoTaq® 

colorless Master Mix (Promega) e 2 µL de DNA. A amplificação consistiu em 

desnaturação inicial a 95°C/5min, 38 ciclos de desnaturação a 95°C/1min, 

anelamento a 50°C/45seg e extensão a 72°C/1min, seguido de extensão final a 

72°C/5min, utilizando o termociclador Veriti (Applied Biosystems, IL, EUA). A 

visualização do material amplificado foi avaliada em gel de agarose a 1% e a 

eletroforese foi realizada a 90 V, por 40 minutos. Em seguida, o gel foi corado com 

brometo de etídio e visualizado em fotodocumentador de géis (DNR Bio Imaging 

System, Neve Yamin, Israel), sob luz ultravioleta. 

O produto amplificado pela PCR foi purificado com ExoSAP-IT (Affymetrix) (5 

µL de DNA amplificado + 1 µL de ExoSAP-IT) e incubado a 37ºC/15min para a 

ativação da enzima, logo após, a 80ºC/15min para a inativação da mesma, e, em 
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seguida, a 4ºC para a manutenção até o momento do uso. 

A partir do produto amplificado purificado, procedeu-se então uma nova PCR, 

com a utilização de nucleotídeos ddNTP marcados com fluoróforos (Big Dye®, 

Applied Biosystems). Essa reação foi preparada com 0,875 µL de água ultrapura, 

0,875 µL de buffer 5X para Big Dye®, 0,25 µL de Big Dye®, 2 µL do primer de 

interesse (apenas forward ou reverse - com concentração de 0,6 µM) e 1 µL de DNA 

purificado, sendo realizada ao abrigo da luz, em placa de 96 poços. Os primers 

utilizados incluíram: 690F (5’-GTGAAATGCGTAGA-3’), 790R (5’-

ATTAGATACCCTGGTAG-3’), 981F (5’-CCCGCAACGAGCGCAACCC-3’), 981R (5’-

CCCGCAACGAGCGCAACCC-3’), 1068F (5’-GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG-3’), 

1230F (5’-TACACACGTGCTACAATG-3’), 1390F (5’-GGGCCTTGTACACACCG-3’) 

e U3F (5’-AGTGCCAGCAGCCGCGGTAA-3’) (SACCHI et al., 2002; JAMES, 2010). 

A referida placa foi incubada em um termociclador Veriti (Applied Biosystems, IL, 

EUA), com o seguinte perfil de ciclagem: 96ºC/10min e 25 ciclos de 96ºC/10seg, 

50ºC/5seg e 60ºC/4min. 

Após a amplificação, realizou-se a purificação do excesso de ddNTP, 

conforme o protocolo de precipitação com etanol-acetato, de acordo com as 

instruções do fabricante. Em cada poço com o produto da reação com Big Dye® 

foram adicionados 15 µL de água ultrapura e 80 µL de solução NaOAc (95%). Em 

seguida, a placa foi deixada em temperatura ambiente por 15 minutos e depois foi 

centrifugada (2.000xg/45min/4ºC). O sobrenadante foi descartado, a placa invertida 

em papel absorvente e submetida, em posição invertida, a nova centrifugação 

(500xg/1min), para a retirada do excesso de reagente. Então, adicionou-se 150 µL 

de etanol 70% em cada poço da placa, submetendo-a novamente a centrifugação 

(2.000xg/10min/4ºC). Mais uma vez, o conteúdo da placa foi dispensado e invertido 

sobre papel absorvente, com mais uma centrifugação (500xg/1min), em posição 

invertida, para a retirada do excesso de etanol. Finalmente, a placa foi armazenada 

ao abrigo da luz e a -20ºC, até a realização do sequenciamento. 

As reações de sequenciamento foram realizadas no Laboratório Estratégico 

do IAL - Laboratório Central, pelo método de Sanger, utilizando-se o equipamento 

Sequenciador ABI 3730 (Applied Biosystems, IL, EUA). Os produtos precipitados na 

placa foram ressuspendidos em formamida Hi-Di (Applied Biosystems) e as 

sequências sense e antisense de cada um dos alelos foram consideradas para a 
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formação do contig, que foi submetido à análise de identificação, utilizando-se os 

bancos de dados dos sites https://www.ezbiocloud.net/, http://www.sepsitest-

blast.de/en/index.html e https://microbenet.cdc.gov/. 

 

3.4.3. Teste de susceptibilidade dos isolados bacterianos aos agentes 

antimicrobianos 

Os isolados de P. aeruginosa e  Complexo B. cepacia foram submetidos a 

testes de sensibilidade in vitro aos agentes antimicrobianos, por meio do método de 

disco-difusão em ágar (especificamente, ágar Muller-Hinton) (BAUER et al., 1966). 

As cepas de P. aeruginosa foram avaliadas frente as seguintes drogas, com 

incubação a 35±2ºC/16-18h: ticarcilina/ácido clavulânico (75/10 μg), 

piperacilina/tazobactam (100/10 μg), ceftazidima (30 μg), cefepima (30 μg), 

imipenem (10 μg),  meropenem (10 μg), aztreonam (30 μg), levofloxacina (5 μg), 

ciprofloxacina (5 μg), amicacina (30 μg), gentamicina (10 μg), tobramicina (10 μg) e 

netilmicina (30 μg). P. aeruginosa ATCC 27853 foi utilizada como controle de 

qualidade do teste. 

As cepas do Complexo B. cepacia foram submetidas a ceftazidima (30 µg), 

meropenem (10 µg), minociclina (30 µg) e sulfametoxazol/trimetoprima (1,25/23,75 

μg), com incubação a 35±2ºC/20-24h. Nesses testes, utilizou-se como controle de 

qualidade, P. aeruginosa ATCC 27853 e E. coli ATCC 25922. 

As leituras e interpretações dos resultados foram realizadas de acordo com os 

critérios estabelecidos pelo “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI, 

2018), classificando-se os isolados como sensíveis (S), intermediários (I) ou 

resistentes (R) aos agentes antimicrobianos testados. 

 

3.4.4. Investigação da capacidade de formação de biofilme dos isolados 

bacterianos 

Alguns isolados bacterianos com importância clínica já bastante documentada 

na literatura foram avaliados quanto a possível capacidade de formação de biofilme, 

sendo as análises realizadas em placas de microtitulação de poliestireno, conforme 

Stepanović et al. (2007), com pequenas modificações. 

Inicialmente, as cepas isoladas foram cultivadas em caldo BHI a 35ºC/24h. 

Após o crescimento, a cultura foi diluída até 1,5x108 UFC/mL (escala 0,5 de 
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McFarland) e alíquotas de 200 µL dessa diluição, suplementada com 1% de glicose, 

foram distribuídas, em quadruplicata, nos poços da placa de microtitulação e 

incubadas a 35ºC/48h. Decorrido este período, os poços da placa foram lavados três 

vezes com solução salina tamponada (PBS, pH 7,2) e corados com cristal violeta 1% 

por 15 minutos. Após três lavagens com água destilada, a placa foi mantida a 

temperatura ambiente durante 10 minutos e, em seguida, procedeu-se a 

ressuspensão do biofilme com 200 µL de ácido acético 33%, por 10 minutos. A 

leitura da absorbância à 570 nm foi realizada em espectrofotômetro de placa 

Epoch™2 (Biotek, Winooski, Vermont, EUA) e um branco (BHI não inoculado) foi 

utilizado para corrigir o valor da absorbância. Após a correção - considerando-se a 

média da densidade óptica da amostra (D.O.) subtraída da média da densidade 

óptica do branco (D.O.c) - os isolados foram classificados como não produtores, 

fracos, moderados ou fortes produtores de biofilme, sendo: D.O. ≤ D.O.c. não 

produtor; D.O.c < D.O. ≤ (2xD.O.c) fraco produtor; (2xD.O.c) < D.O. ≤ (4xD.O.c) 

moderado produtor; D.O > (4xD.O.c) forte produtor. Como controle positivo foi 

utilizada a cepa padrão de P. aeruginosa ATCC 9027. 

 

3.4.5. Eletroforese em gel de campo pulsado (“Pulsed Field Gel 

Electrophoresis” - PFGE) 

A fim de determinar a similaridade genética entre os microrganismos isolados, 

os isolados de P. aeruginosa, Complexo B. cepacia, R. insidiosa e R. pickettii foram 

analisados em relação aos seus perfis de fragmentação do DNA cromossômico, pela 

ação de enzimas de restrição, obtidos pela separação por eletroforese em gel de 

campo pulsado (PFGE). 

A princípio, os isolados foram semeados em tubos contendo caldo BHI, com 

crescimento overnight a 35°C. Após o crescimento, o caldo foi semeado em placas 

de ágar triptona de soja (TSA), incubadas a 35°C/24h, para o preparo da suspensão 

bacteriana em tampão de suspensão celular (Tris 100 mM, EDTA 100 mM, pH 8,0), 

com densidade ótica de 0,8 a 1,0 em espectrofotômetro a 610 nm. Em seguida, 200 

µL da suspensão celular foram transferidos para um tubo de microcentrífuga, 

adicionados de 10 µL proteinase K (20 mg/mL) e 5 µL lisozima (40 mg/mL) e 

homogeneizados com o mesmo volume de agarose low melting a 1,2% em solução 

de Tris-EDTA (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). Essa mistura foi colocada em 
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moldes plásticos (plug), que acompanham o equipamento Chef Mapper (Bio-Rad), 

sendo estes incubados a 54°C/2h, sob agitação constante de 120 RPM, em 5 mL de 

tampão de lise celular (Tris 50 mM, EDTA 50 mM, pH 8,0, 1% de sarcosyl, 0,1 

mg/mL de proteinase K). Procederam-se então seis lavagens - duas com 10 mL de 

água Milli-Q estéril e quatro com 10 mL de tampão TE - com duração de 15 minutos 

cada, a 50°C e agitação de 120 RPM. A partir de cada plug de agarose, cortou-se 

um fragmento de aproximadamente 2 mm para a digestão overnight, utilizando-se 30 

U da enzima de restrição SpeI (Thermo Scientific). A seguir, os plugues foram 

colocados em gel de agarose low melting a 1% em tampão TBE (0,5X) e procedeu-

se a corrida no Chef Mapper (Bio-Rad), com os seguintes parâmetros: pulso inicial 

de 2,2 segundos, pulso final de 54,2 segundos, voltagem de 6 V/cm e ângulo de 

120° - no total de 19 horas. A cepa Salmonella enterica subsp. enterica serovar 

Braenderup ATCC H9812 foi usada como ladder. Após o término da corrida, o gel foi 

corado com 30 µL de brometo de etídio por 40-45 minutos e analisado e fotografado 

em analisador de imagens (Alphaimager - Alpha Easy FC Software - Alpha Inotech 

Corporation) (GAUTOM, 1997 - modificado). Por fim, as imagens foram depositadas 

no software Bionumerics (versão 7.6), para comparações dos produtos da digestão, 

e o agrupamento foi realizado pelo método de clusterização UPGMA, usando-se o 

coeficiente de Dice, com 80% de similaridade (GAUTOM, 1997). 

 

3.4.6. Identificação dos isolados fúngicos 

 

  3.4.6.1. Fungos filamentosos 

Após o isolamento, os fungos filamentosos foram identificados em nível de 

gênero por meio de técnicas fenotípicas, envolvendo o estudo de suas 

características macroscópicas (técnica de colônia gigante) e microscópicas (prova 

do microcultivo) (KERN e BLEVINS, 1999; HOOG e GUARRO, 2004).  

 

3.4.6.2. Leveduras 

Preliminarmente, os fungos leveduriformes foram semeados por esgotamento 

em meio cromogênico CHROmagar®, a fim de garantir a pureza das amostras, e, 

em seguida, uma colônia isolada foi semeada em ágar Sabouraud dextrose, para a 

realização das técnicas fenotípicas e genotípicas de identificação do gênero e 
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espécie. 

A princípio, as leveduras foram estudadas quanto às suas características 

microscópicas, reprodutivas e fisiológicas, englobando os seguintes testes 

fenotípicos: pesquisa de tubo germinativo, microcultivo, prova da urease, técnica de 

tinta da China, auxanograma (assimilação de carboidratos e nitrato) e zimograma 

(fermentação de carboidratos) - conforme preconizado por Kurtzman e Fell (2011). 

Após o estudo fenotípico, os isolados foram submetidos à avaliação molecular 

da região ITS (“Internal Transcribed Spacer”) do rDNA (WHITE et al., 1990). 

A extração de DNA foi realizada conforme o protocolo comercial “PrepManTM 

Ultra Sample Preparation reagent Quick Reference Card” (Applied Biosystems), 

indicado pelo fabricante, e a quantificação do DNA extraído foi efetuada pela análise 

da absorbância à 260/280 nm em espectrofotômetro (Biotek, Epoch Microplate 

Spectrophotometer, Winooski, VT, EUA), avaliando-se o grau de pureza do mesmo. 

Para a amplificação da região ITS utilizou-se os primers ITS1 (5’-

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’), em 

reações de 25 µL, contendo 0,2 µM de cada primer, 1,6 mM de MgCl2, 0,2 mM de 

dNTP, tampão de PCR (50 mM KCl, 20 mM de Tris-HCl), 1 U de Platinum® Taq 

DNA Polymerase (Invitrogen, EUA) e 30 ng de DNA. O perfil de ciclagem consistiu 

em desnaturação inicial a 95°C/5min, seguida por 30 ciclos de 95ºC /50seg, 

50ºC/50seg e 72ºC/50seg, e extensão final a 72°C/5min em termociclador Veriti 

(Applied Biosystems, IL, EUA). Os produtos amplificados foram submetidos a 

eletroforese em gel de agarose (1,5%), corado com 0,1 μL/mL de SYBR Safe 

(Invitrogen, EUA), em solução tampão TBE 1X (89 nM Tris-HCl, 89 mM ácido bórico 

e 20 mM EDTA), por 60 minutos a 110 V. O gel foi então analisado em 

transiluminador (Syngene®, DigiGenius, MD, EUA), sob luz ultravioleta (296nm), e 

as imagens foram capturadas por um sistema de documentação digital pelo software 

EOS utility® (Canon, EUA). 

Por fim, os produtos amplificados foram enviados ao Instituto de Biotecnologia 

(IBTEC) da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” (UNESP - 

Botucatu), para o sequenciamento. As sequências obtidas foram visualizadas em 

software Chromas 2.3 (Technelysium, Helensvale, Austrália), alinhadas pelo sofware 

MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis), versão 10 (KUMAR et al., 2018), 

e submetidas ao BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), comparando-se com 
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as sequências disponíveis no GenBank. Considerou-se a identificação molecular 

quando a identidade máxima foi ≥ 98%. 

 

3.4.7. Teste de susceptibilidade dos isolados fúngicos aos agentes 

antifúngicos 

Todos os isolados fúngicos que apresentaram crescimento após subcultivos 

foram submetidos a testes laboratoriais de susceptibilidade in vitro aos antifúngicos, 

para a determinação da concentração inibitória mínima (CIM), utilizando-se o 

método de microdiluição em caldo, de acordo com as recomendações do “European 

Committee on Antibiotic Susceptibility Testing” (EUCAST), descritas nos documentos 

EUCAST E.Def 9.2 (ARENDRUP et al., 2014a) - para fungos filamentosos - e 

EUCAST E.Def 7.3 (ARENDRUP et al., 2015) - para leveduras. 

Os antifúngicos testados incluíram micafungina (0,0156 a 16 mg/L), 

caspofungina (0,0156 a 16 mg/L), anfotericina-B (0,0313 a 16 mg/L), 5-flucitosina 

(0,125 a 64 mg/L), fluconazol (0,125 a 64 mg/L), itraconazol (0,0019 a 8 mg/L), 

voriconazol (0,0019 a 8 mg/L) e miconazol (0,0019 a 16 mg/L). 

O meio de cultura empregado foi o RPMI-1640 com L-glutamina e sem 

bicarbonato de sódio (Sigma, St. Louis, EUA), suplementado com glicose (com 

concentração final de 2%), e a temperatura de incubação foi 35±2ºC. As leituras 

foram realizadas 24 e 48h após a incubação, comparando-se os crescimentos nos 

poços contendo os antifúngicos com os poços do controle positivo. Quanto aos 

fungos filamentosos, para todas as drogas testadas, a CIM foi determinada como a 

menor concentração que impediu o crescimento fúngico. Já em relação às 

leveduras, para os azóis, 5-flucitosina e equinocandinas, a CIM foi definida como a 

menor concentração que inibiu 50% do crescimento, e para a anfotericina-B, 

considerou-se a menor concentração que inibiu 90% do mesmo. Como controle de 

qualidade dos testes foram utilizadas as cepas C. parapsilosis (ATCC 22019), C. 

krusei (ATCC 6058) e Aspergillus fumigatus (ATCC 204305). 

Considerando que não existem breakpoints definidos para todos os fungos 

isolados, dependendo do gênero identificado e da droga aplicada, os valores de CIM 

foram interpretados de acordo com as instruções disponíveis nos documentos CLSI 

M38-A2 (CLSI, 2008a), CLSI M27-A3 (CLSI, 2008b), CLSI M27-S4 (CLSI, 2012), 

EUCAST E.Def 9.2 (ARENDRUP et al., 2014a) e EUCAST E.Def 7.3 (ARENDRUP et 
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al., 2015). 

 

3.4.8. Investigação da capacidade de formação de biofilme dos isolados 

fúngicos 

A capacidade de formação de biofilme dos isolados fúngicos foi avaliada em 

placas de microtitulação de poliestireno, pelo método do cristal violeta, descrito por 

Stepanović et al. (2007), com algumas modificações e adaptações para fungos 

filamentosos e leveduras. 

Quanto aos fungos filamentosos, inicialmente, os isolados foram cultivados 

em ágar batata dextrose, a 25ºC, até a obtenção de crescimento. Em seguida, para 

cada isolado, preparou-se uma suspensão em salina estéril com conídios ou 

esporangiosporos, ajustada em espectrofotômetro (Biotek, Epoch Microplate 

Spectrophotometer, Winooski, VT, EUA) para uma densidade óptica de 0,09-0,13 

(para Paecilomyces spp., Penicillium spp., Emmonsia spp. e Rhinocladiella spp.), 

0,15-0,17 (para Fusarium spp., Mucor spp.; Phoma spp., Cladosporium spp., 

Scedosporium spp., Geotrichum spp. e Scopulariopsis spp.) ou 0,25-0,30 (para 

Pithomyces spp.), a fim de obter-se uma concentração de 1x104 UFC/mL (CLSI, 

2008a - adaptado). Então, os poços da placa foram preenchidos com alíquotas de 

180 µL de caldo triptose de soja (TSB), suplementado com 1% de glicose, e 20 µL 

da suspensão fúngica, sendo a placa incubada a 25ºC/48h. Após a incubação, 

procederam-se as seguintes etapas: lavagem com água destilada, fixação com 

metanol (150µL/20min), coloração com cristal violeta 2% (150µL/15min), lavagem 

com água destilada, ressuspensão com ácido acético 33% (150µL/30min) e leitura 

da absorbância, em espectrofotômetro, à 590 nm. 

Já as leveduras, estas foram cultivadas em ágar Sabouraud dextrose a 

36ºC/24-48h e, a partir do crescimento obtido, preparou-se uma suspensão em 3 mL 

de salina estéril, de acordo com a escala 4 de McFarland. Os poços da placa foram 

então preenchidos com 20 µL da suspensão e 180 µL de caldo Sabouraud, 

suplementado com 8% de glicose, e a placa foi incubada a 35ºC/24h. Após a 

incubação, procederam-se as seguintes etapas: lavagem com água destilada, 

fixação com metanol (110µL/15min), coloração com cristal violeta 0,4% 

(110µL/45min), lavagem com água destilada, ressuspensão com ácido acético 33% 

(200µL/30seg) e leitura da absorbância, em espectrofotômetro, à 595 nm. 
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Os testes foram realizados em quadruplicata e um poço branco (sem inóculo, 

com meio de cultura apenas) foi utilizado para corrigir o valor da absorbância. Após 

a correção - considerando-se a média da densidade óptica da amostra (D.O.) 

subtraída da média da densidade óptica do branco (D.O.c) - os isolados foram 

classificados como fortes produtores (D.O > 4xD.O.c), moderados produtores 

(2xD.O.c < D.O. ≤ 4xD.O.c), fracos produtores (D.O.c < D.O. ≤ 2xD.O.c) ou não 

produtores de biofilme (D.O. ≤ D.O.c.). Como controle positivo utilizou-se a cepa de 

referência C. parapsilosis (ATCC 22019). 

 

3.5. Análises estatísticas 

As análises estatísticas foram efetuadas com o auxílio do software Statistica 

10.0 (Statsoft, Tulsa, OK, 2011), considerando-se diferença significativa quando 

p<0,05. Dados numéricos foram avaliados por meio dos testes de Mann-Whitney e 

Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn, e possíveis correlações entre variáveis 

numéricas foram analisadas por intermédio do coeficiente de correlação de 

Spearman (r). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A hemodiálise é um tratamento primordial para pacientes com insuficiência 

renal crônica. Nesta terapia, a água é amplamente utilizada na produção do dialisato 

e na reutilização dos dialisadores, por isso sua qualidade físico-química e 

microbiológica deve ser garantida, a fim de evitar riscos adicionais aos pacientes 

(SHAHRYARI et al., 2016). 

Neste estudo foram avaliadas 216 amostras de água e dialisato, provenientes 

de três centros de hemodiálise, localizados em Bauru, Estado de São Paulo, Brasil. 

Referente aos parâmetros físico-químicos, das 72 amostras de água 

analisadas, colhidas logo após o tratamento (pós-osmose reversa), 4 (5,6%) 

amostras apresentaram valores de condutividade > 10 mS/cm, limite máximo 

permitido pela legislação brasileira - RDC Nº 11/2014 (BRASIL, 2014). Dentre as 

amostras insatisfatórias para este parâmetro, três amostras foram oriundas do centro 

A e uma do centro B, sendo 11,8 mS/cm o valor máximo observado. Todos os outros 

parâmetros avaliados, fluoreto, nitrato e sulfato, exibiram valores dentro dos limites 

recomendados (Tabela 1). 

De modo geral, a condutividade da água indica a sua capacidade de transmitir 

uma corrente elétrica em função da presença de substâncias dissolvidas, que se 

dissociam em ânions e cátions. Sendo assim, o teste de condutividade possibilita 

uma inferição indireta da presença de elementos totais e íons na água e, portanto, 

não deve revelar valores elevados. Náusea e vômito são os principais efeitos 

adversos apresentados pelos pacientes em hemodiálise quando a água possui alta 

condutividade (AL-NASERI et al., 2013). 

Certamente, os resultados satisfatórios relativos à qualidade físico-química da 

água de hemodiálise enfatizam a eficácia do sistema de tratamento desta (SIMÕES 

et al., 2005; MOSSINI et al., 2014; TOTARO et al., 2017), contudo, vale ressaltar 

que, por limitações técnicas, no presente estudo não investigou-se a ocorrência de 

metais nestas águas, sendo estes elementos (tais como alumínio, chumbo, zinco e 

cobre) comumente relatados (BRAIMOH et al., 2012; SUZUKI, 2016; ABUALHASAN 

et al., 2018). 
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Tabela 1 - Parâmetros físico-químicos das amostras de água tratada (N=72), 
provenientes de centros de hemodiálise de Bauru (SP), Brasil. 

 

Parâmetros físico-
químicos 

Geral 
Centros de Hemodiálise 

A B C 

Condutividade 
(mS/cm) 

4,6 (1,4-11,8) 7,0 (2,4-11,8) 5,8 (2,1-11,4) 3,6 (1,4-6,1) 

Fluoreto (mg/L) <0,1 (<0,1-<0,1) <0,1 (<0,1-<0,1) <0,1 (<0,1-<0,1) <0,1 (<0,1-<0,1) 

Nitrato (N) (mg/L) 0,0 (0,0-0,2) 0,1 (0,0-0,2) 0,0 (0,0-0,2) 0,0 (0,0-0,1) 

Sulfato (mg/L) <20 (<20-<20) <20 (<20-<20) <20 (<20-<20) <20 (<20-<20) 

Dados expressos em mediana (mínimo-máximo). 

  

Em síntese, a figura 3 ilustra os principais achados microbiológicos. 

 

 

Figura 3 - Análises microbiológicas das amostras de água tratada e dialisato 
(N=216), provenientes de centros de hemodiálise de Bauru (SP), Brasil. 

 
No tocante aos parâmetros abrangidos pela RDC Nº 11/2014 (BRASIL, 2014), 

coliformes totais foram encontrados em 4/216 (1,9%) amostras, sendo todas as 

amostras positivas vindas do centro A, coletadas nos seguintes pontos: pós-osmose 

reversa e reuso (Tabelas 2 e 3). Suplementarmente, nenhuma amostra apresentou 

E. coli, e bactérias heterotróficas acima dos valores máximos permitidos (100 e 200 
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apenas 1/216 (0,5%) amostra (proveniente do centro A, da sala de reuso) (Tabelas 2 

e 3). Em geral, as contagens desses microrganismos em todos os centros de 

hemodiálise, em diferentes pontos de coleta, exibiram valores baixos, com apenas 

2/216 (0,9%) amostras ultrapassando o nível de ação (50 UFC/mL) (ambas colhidas 

no centro A, no pós-osmose reversa). Devido a restrições financeiras, não foram 

realizadas análises de endotoxinas. 

 

Tabela 2 - Percentuais de positividade para os microrganismos nas amostras de 
água tratada e dialisato, provenientes de centros de hemodiálise de Bauru (SP), 

Brasil, de acordo com os centros investigados. 
 

Microrganismos 
Centros de hemodiálise 

Valor-p* 
A B C 

Coliformes totais 4/72 (5,6%) 0/72 (0,0%) 0/72 (0,0%) 0,066 

Bactérias heterotróficas 
(>100 UFC/mL) 

1/72 (1,4%) 0/72 (0,0%) 0/72 (0,0%) 0,366 

Bacilos gram-negativos não 
fermentadores 

39/72 (54,2%)a 15/72 (20,8%)b 45/72 (62,5%)a <0,001 

Fungos 20/72 (27,8%) 18/72 (25,0%) 14/72 (19,4%) 0,492 

* Teste do qui-quadrado. Letras distintas indicam entre quais amostras foram observadas diferenças 
significativas após o procedimento de Marascuilo para múltiplas comparações. 

 

Tabela 3 - Percentuais de positividade para os microrganismos nas amostras de 
água tratada e dialisato, provenientes de centros de hemodiálise de Bauru (SP), 

Brasil, de acordo com os pontos de coleta investigados. 
 

Microrganismos 

Pontos de coleta 

Valor-p* Pós-osmose 
reversa 

Reuso Dialisato 

Coliformes totais 3/72 (4,2%) 1/72 (1,4%) 0/72 (0,0%) 0,168 

Bactérias heterotróficas 
(>100 UFC/mL) 

0/72 (0,0%) 1/72 (1,4%) 0/72 (0,0%) 0,366 

Bacilos gram-negativos não 
fermentadores 

33/72 (45,8%)ab 43/72 (59,7%)a 23/72 (31,9%)b 0,004 

Fungos 9/72 (12,5%)b 18/72 (25,0%)ab 25/72 (34,7%)a 0,008 

* Teste do qui-quadrado. Letras distintas indicam entre quais amostras foram observadas diferenças 
significativas após o procedimento de Marascuilo para múltiplas comparações. 

 

A pesquisa de coliformes totais e, especialmente, a contagem de bactérias 

heterotróficas são amplamente aplicadas em águas de hemodiálise como 
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indicadores de qualidade microbiológica. A presença e/ou elevadas contagens 

destes microrganismos nessas amostras podem indicar falhas no processo de 

tratamento, contaminações e/ou proliferações no sistema de distribuição e 

deficiências nos procedimentos de limpeza e desinfecção (ARAÚJO SOUZA, 2015). 

Um estudo recente realizado em várias unidades de hemodiálise da Itália, 

durante um período de 24 meses, registrou valores de bactérias heterotróficas 

abaixo do limite recomendado em todas as amostras de água avaliadas (TOTARO et 

al., 2017). Em Agadir, Marrocos, Asserraji et al. (2014) não observaram bactérias 

heterotróficas em amostras do dialisato, porém, relataram tais microrganismos, com 

valores > 100 UFC/mL, em 9,2% das amostras de água tratada. Contagens elevadas 

de bactérias heterotróficas também já foram vistas em amostras de água e dialisato 

de centros de diálise localizados na Índia (VERMA et al., 2015), no Japão (OIE et al., 

2003), no Iraque (AL-NASERI et al., 2013) e no Irã (HEIDARIEH et al., 2016). No 

Brasil, uma pesquisa conduzida em 12 unidades de hemodiálise de Goiânia (GO), 

apontou coliformes totais e bactérias heterotróficas excedentes em, 

respectivamente, 7,3% e 18,7% das amostras de água investigadas (ARAÚJO 

SOUZA, 2015). Já em Ribeirão Preto (SP), Suzuki (2016) não evidenciou coliformes 

totais e E. coli, nem bactérias heterotróficas com contagens insatisfatórias, em um 

estudo semelhante. 

Embora a pesquisa de coliformes totais e a contagem de bactérias 

heterotróficas sejam bastante úteis na avaliação das condições higiênicas do 

sistema de tratamento e distribuição de água para hemodiálise, tais análises nem 

sempre garantem a segurança microbiológica do procedimento, pois a ausência 

destes microrganismos não está diretamente relacionada a ausência de patógenos 

e/ou toxinas (BARTRAM et al., 2003; BORGES et al., 2007). Por isso, BGN-NF e 

fungos também foram investigados neste estudo. 

BGN-NF foram isolados em 99/216 (45,8%) amostras, sendo encontrados em 

mais da metade das amostras oriundas dos centros A e C, principalmente dos 

pontos pós-osmose reversa e reuso, com diferenças estatísticas (Tabelas 2 e 3). Já 

fungos foram detectados em 52/216 (24,1%) amostras, com percentuais 

semelhantes em todos os centros, porém, com predominância significativa nas 

amostras colhidas na sala de reuso e dialisato (Tabelas 2 e 3). 

Dentre as amostras positivas, as contagens dos microrganismos apontaram 
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valores médios (mínimo-máximo) de 25,0 (1-142) UFC/100 mL e 16,3 (10-40) 

UFC/mL para BGN-NF e fungos, respectivamente. Quanto aos BGN-NF, as menores 

contagens foram vistas no centro B, de forma significativa, e nas amostras do 

dialisato, sem significância estatística (Tabelas 4 e 5). Já em relação aos fungos, as 

contagens mais elevadas foram notadas no centro C e no ponto pós-osmose 

reversa, mas sem diferenças significativas (Tabelas 4 e 5). 

 

Tabela 4 - Contagens dos microrganismos nas amostras de água tratada e dialisato, 
provenientes de centros de hemodiálise de Bauru (SP), Brasil, de acordo com os 

centros investigados. 
 

Microrganismos 
Centros de hemodiálise 

Valor-p* 
A B C 

Bacilos gram-negativos não 
fermentadores (UFC/100 mL) 

19,1 (1-142)a 5,1 (1-25)b 36,7 (1-134)a 0,023 

Fungos (UFC/mL) 16,0 (10-40) 12,8 (10-20) 21,4 (10-40) 0,165 

Dados expressos em média (mínimo-máximo). 
* Teste de Kruskal-Wallis. Letras distintas indicam entre quais amostras foram observadas diferenças 
significativas após o teste de múltiplas comparações de Dunn. 

 

Tabela 5 - Contagens dos microrganismos nas amostras de água tratada e dialisato, 
provenientes de centros de hemodiálise de Bauru (SP), Brasil, de acordo com os 

pontos de coleta investigados. 
 

Microrganismos 

Pontos de coleta 

Valor-p* Pós-osmose 
reversa 

Reuso Dialisato 

Bacilos gram-negativos não 
fermentadores (UFC/100 mL) 

26,6 (1-142) 31,1 (1-134) 11,1 (1-45) 0,343 

Fungos (UFC/mL) 23,3 (10-40) 13,9 (10-40) 15,6 (10-40) 0,069 

Dados expressos em média (mínimo-máximo). 
* Teste de Kruskal-Wallis. 

 

Semelhantemente, em um estudo realizado em 85 centros de diálise da 

Grécia, Arvanitidou et al. (2003) isolaram BGN-NF em 38,4% das amostras de água 

e dialisato, com concentração média de 31,2 UFC/100 mL. Em Roma, na Itália, 

Vincenti et al. (2014) avaliaram 1.750 amostras de hemodiálise e notaram tais 

microrganismos em 3,6% destas. No Brasil, alguns percentuais de positividade para 

BGN-NF já relatados incluíram 45,2% em São Paulo (SP) (BUGNO et al., 2007) e 

55,6% em Ponta Grossa (PR) (BORGES et al., 2007).  
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Ainda há poucos relatos na literatura em relação à ocorrência de fungos em 

águas para hemodiálise. Na Grécia, fungos filamentosos e leveduras foram 

detectados em 95,3% das amostras de água tratada e em 90,6% das amostras de 

dialisato (ARVANITIDOU et al., 2000). No Irã, Mahmoudabadi et al. (2011) relataram 

fungos em 46/168 (27,4%) amostras analisadas, e, na Itália, Schiavano et al. (2014) 

isolaram tais microrganismos em 118/976 (12,1%) amostras oriundas de diversos 

pontos do sistema de tratamento e distribuição de água de oito centros dialíticos, 

com contagens que variaram de 1-420 UFC/100 mL. Em 2007, um estudo conduzido 

em uma unidade de diálise localizada em Franca (SP) evidenciou a ocorrência de 

fungos em 100% das amostras investigadas (N=100) (VARO et al., 2007). Em São 

Paulo (SP), Pires-Gonçalves et al. (2008) observaram contaminações fúngicas em 

89% das amostras e, mais recentemente, em uma pesquisa semelhante, esses 

microrganismos foram constatados em 145/217 (66%) amostras de seis centros de 

hemodiálise de Curitiba (PR), das quais, 19% apresentaram contagens > 100 

UFC/mL (FIGEL et al., 2013). 

Outras investigações já apontaram contagens de microrganismos bem mais 

elevadas, > 1.000 UFC/mL, tanto para BGN-NF (LOPALCO e BAGGIANI, 2017), 

quanto para fungos (MAHMOUDABADI et al., 2011). No entanto, devido à 

diversidade de metodologias empregadas, com diferentes técnicas de isolamento, 

volumes aplicados, meios de cultura e períodos de incubação, nem sempre é 

possível fazer comparações diretas. 

Vários estudos descreveram maior frequência e concentração de 

microrganismos nas amostras do dialisato, sugerindo que as contaminações e 

proliferações ocorrem principalmente nas máquinas de diálise (ARVANITIDOU et al., 

2003; OIE et al., 2003; BORGES et al., 2007; PIRES-GONÇALVES et al., 2008; 

HEIDARIEH et al., 2016). Contudo, tais achados não ficaram tão claros em nossa 

pesquisa, que mostrou maior frequência de BGN-NF no reuso e pós-osmose reversa 

e de fungos no dialisato e reuso, sem diferenças significativas com relação às 

concentrações dos mesmos nos diferentes pontos de coleta, reforçando assim, a 

necessidade de intensificação das medidas de manutenção, limpeza e desinfecção 

em todo o sistema de tratamento e distribuição de água. 

Adicionalmente, a avaliação estatística de uma possível correlação entre os 

microrganismos investigados (teste de McNemar), não revelou concordância 
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significativa quanto a presença/ausência dos grupos microbianos nas amostras 

(Anexo II), corroborando com os dados expostos por Schiavano et al. (2014), que 

também não encontraram correlação entre a detecção de fungos e contagens 

bacterianas nas águas de hemodiálise. 

Dentre as 99 amostras com positividade para BGN-NF, 32 (32,3%) amostras 

apresentaram mais de uma espécie bacteriana, de forma que, ao todo, foram 

isolados 135 microrganismos. Destes, 116 (85,9%) foram identificados utilizando-se 

o MALDI-TOF e 15 (11,1%) por meio da avaliação molecular do gene 16S rRNA, 

não sendo possível identificar 4 (3,0%) isolados. 

 Os principais BGN-NF encontrados foram Herbaspirillum 

aquaticum/huttiense, Brevundimonas aurantiaca, Cupriavidus metallidurans, P. 

aeruginosa, Ralstonia insidiosa e Rhizobium radiobacter (Figura 4). A Tabela 6 

expõe a distribuição completa dos microrganismos isolados em relação aos centros 

de hemodiálise e aos pontos de coleta investigados. 

 

 

Figura 4 - Bacilos gram-negativos não fermentadores isolados das amostras de água 
tratada e dialisato, provenientes de centros de hemodiálise de Bauru (SP), Brasil. 
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Tabela 6 - Distribuição dos isolados bacterianos, oriundos de amostras de água 
tratada e dialisato, provenientes de centros de hemodiálise de Bauru (SP), Brasil, de 

acordo com os centros e os pontos de coleta investigados. 
 

Isolados 
bacterianos 

Centros de hemodiálise 

A B C 

Pontos de coleta Pontos de coleta Pontos de coleta 

Pós-
osmose 
reversa 

Reuso Dialisato 
Pós-

osmose 
reversa 

Reuso Dialisato 
Pós-

osmose 
reversa 

Reuso Dialisato 

Herbaspirillum 
aquaticum/huttiense 

8 9 8 0 0 0 7 15 0 

Brevundimonas 
aurantiaca 

1 2 2 1 5 3 1 5 3 

Cupriavidus 
metallidurans 

1 1 0 0 1 0 5 10 0 

Pseudomonas 
aeruginosa 

0 0 0 0 0 0 6 6 0 

Ralstonia insidiosa 1 2 4 2 2 0 0 0 0 

Rhizobium 
radiobacter 

0 0 1 1 0 0 1 3 3 

Cupriavidus spp. 3 1 0 0 0 0 0 0 0 

Complexo 
Burkholderia 
cepacia 

0 0 1 0 0 0 0 1 0 

Ralstonia pickettii 0 0 0 0 0 0 0 2 0 

Cupriavidus 
pauculus 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 

Rhizobium spp. 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

Sphingomonas 
hankookensis 

0 1 0 0 0 0 0 0 0 

Não identificado 1 1 1 0 0 0 1 0 0 

 

Dados da literatura mostram uma ampla diversidade de BGN-NF isolados de 

amostras de água para hemodiálise e dialisato, com diferentes frequências. 

Arvanitidou et al. (2003) detectaram especialmente P. aeruginosa, Elizabethkingia 

meningoseptica e S. maltophilia. Bactérias do Complexo B. cepacia foram os 

principais microrganismos vistos em unidades de diálise de São Luís (MA) (LIMA et 

al., 2005), Ponta Grossa (PR) (BORGES et al., 2007) e São Paulo (SP) (BUGNO et 

al., 2007). Acinetobacter spp. e Ralstonia spp. também já foram preponderantes em 

alguns trabalhos (SUMAN et al., 2013; VINCENTI et al., 2014; CHEN et al., 2017a). 

Sem dúvida, P. aeruginosa é o BGN-NF mais investigado nesse tipo de amostra em 

todo o mundo e, corroborando com os nossos achados, similarmente alguns estudos 

descreveram a ocorrência desta bactéria em torno de 10% das amostras analisadas 
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(REIS, 2010; PERESI et al., 2011; VINCENTI et al., 2014; ARAÚJO SOUZA, 2015). 

Expressivamente, H. aquaticum/huttiense foram os principais microrganismos 

isolados nesta pesquisa, sendo relatados também em centros de hemodiálise do Irã 

(HEIDARIEH et al., 2016) e da China (CHEN et al., 2017a). 

P. aeruginosa e bactérias do Complexo B. cepacia são microrganismos já 

amplamente conhecidos como causadores de infecções nosocomiais graves, 

principalmente em pacientes imunocomprometidos (SILVA et al., 2012; LOO et al., 

2015; FOLESCU et al., 2015; TÜMMLER et al., 2019). P. aeruginosa comumente 

está associada a episódios de infecções oculares, queimaduras, infecções do 

sistema respiratório, sistema urinário e corrente sanguínea (ROHDE e WELTE, 

2017; TEWELDEMEDHIN et al., 2017; FAURE et al., 2018; GLIK et al., 2018; 

PARKINS et al., 2018). Especificamente em unidades de terapia renal substitutiva, a 

referida bactéria é vastamente relatada em casos de bacteremia (MURRAY et al., 

2015; SHIMON et al., 2018; NOVOSAD et al., 2019), muitas vezes, relacionados a 

água contaminada (PISANI et al., 2000; WALKER et al., 2014; WALKER e MOORE, 

2015; GARVEY et al., 2016, 2017). O Complexo B. cepacia inclui patógenos com 

uma grande versatilidade metabólica, adaptados a diferentes ambientes (SOUSA et 

al., 2010), que são conhecidos por causarem, predominantemente, infecções 

pulmonares em pacientes com fibrose cística, sendo a principal causa de 

morbimortalidades nesses indivíduos (REIK et al., 2005; LEWIS e TORRES, 2016; 

RHODES e SCHWEIZER, 2016). Esses microrganismos também são frequentes em 

casos de peritonite em pacientes renais crônicos que realizam diálise peritoneal 

(APOSTOLOVIC et al., 2015; YAP et al., 2016) e já estiveram envolvidos em vários 

episódios e surtos de bacteremia em ambientes hospitalares em geral (DOIT et al., 

2004; MOREIRA et al., 2005; ABE et al., 2007; LIAO et al., 2011; ANTONY et al., 

2016) e em centros de hemodiálise, devido a  contaminações relacionadas ao 

cateter, a água tratada e ao reprocessamento dos dialisadores 

(KAITWATCHARACHAI et al., 2000; MAGALHÃES et al., 2003; SOUZA et al., 2004; 

ROMERO-GÓMEZ et al., 2008; YAN et al., 2008; EDENS et al., 2017). 

Membros do gênero Ralstonia são patógenos oportunistas emergentes em 

todo o mundo e incluem R. pickettii, R. mannitolilytica, R. insidiosa e R. 

solanacearum (RYAN e ADLEY, 2014; NASIR et al., 2019). Com fatores de 

virulência ainda pouco explorados, tais bactérias, em especial R. pickettii,  tem sido 
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incriminadas em um amplo espectro de infecções hospitalares, incluindo 

bacteremias, septicemias, meningites, endocardites, pneumonias e outras (RYAN et 

al., 2011; ORME et al., 2015; LIU et al., 2016; SHARMA et al., 2017; BOATTINI et 

al., 2018; BASSO et al., 2019; FANG et al., 2019). Frequentemente as fontes de 

infecção constituem em fluídos farmacêuticos e águas contaminadas (RYAN e 

ADLEY, 2013; D’ALESSANDRO et al., 2016; LAI et al., 2016; CHEN et al., 2017b), 

sendo estes microrganismos bem adaptados à condições de baixo teor de nutrientes 

(ADLEY et al., 2005; RYAN e ADLEY, 2014). Dados relativamente recentes da 

literatura têm evidenciado, cada vez mais, Ralstonia spp. em sistemas de tratamento 

e distribuição de água para hemodiálise, provocando vários surtos de bacteremia em 

pacientes submetidos a essa terapia (STRATEVA et al., 2012; TEJERA et al., 2016; 

LIM e LEE, 2017; SHANKAR et al., 2018; THET et al., 2019). 

Microrganismos dos gêneros Herbaspirillum, Brevundimonas e Cupriavidus, 

os mais frequentes em nosso estudo, englobam espécies distribuídas em diversos 

ambientes, que eram previamente consideradas contaminantes, mas que nas 

últimas décadas têm sido notadas como patógenos potencialmente emergentes 

(ALMASY et al., 2016; RYAN e PEMBROKE, 2018; DHITAL et al., 2020).  

Herbaspirillum spp. habitam o solo e a água e normalmente estão associados 

à plantas, sendo capazes de promover o crescimento destas por meio da fixação 

biológica de nitrogênio e produção de fitohormônios (MONTEIRO et al., 2012). A 

primeira descrição dessas bactérias em amostras clínicas ocorreu em 1996 

(BALDANI et al., 1996) e, desde então, Herbaspirillum spp. vêm sendo recuperados 

de infecções da pele, da corrente sanguínea e dos sistemas respiratório e 

gastrointestinal (COENYE et al., 2002; TAN et al., 2005; SPILKER et al., 2008; ZIGA 

et al., 2010; CHEN et al., 2011; CHEMALY et al., 2015; SUWANTARAT et al., 2015; 

DHITAL et al., 2020). Embora a maioria dos casos estejam relacionados a pacientes 

imunocomprometidos, há pouco tempo, H. aquaticum/huttiense também foram 

relatados em indivíduos imunocompetentes (REGUNATH et al., 2015; ABREU-DI 

BERARDINO et al., 2019; LIU et al., 2019b). Aliás, comparando cepas ambientais e 

clínicas de H. seropedicae, Faoro et al. (2019) evidenciaram recentemente algumas 

alterações genéticas que são favoráveis a adaptação dessas bactérias em seres 

humanos, possibilitando novas interações e evasão do sistema imunológico do 

hospedeiro. 
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O gênero Brevundimonas foi proposto inicialmente por Segers et al. (1994), 

incorporando as bactérias Pseudomonas diminuta e Pseudomonas vesicularis. As 

espécies deste gênero são onipresentes no ambiente, mas não costumam ser tão 

frequentes em amostras clínicas (HANDSCHUH et al., 2017). Contudo, estudos 

apontaram pelo menos 49 infecções causadas por Brevundimonas spp. em diversos 

países, incluindo casos de bacteremia, endocardite, pneumonia, peritonite e 

infecções do trato urinário (LEE et al., 2011; SHANG et al., 2012; BOLZON e 

NGUYEN 2018; RYAN e PEMBROKE, 2018). O tamanho pequeno, que possibilita a 

passagem por sistemas de filtração (LEE et al., 2002; PENNA et al., 2002), e o 

possível acometimento de indivíduos imunocomprometidos, particularmente (RYAN 

e PEMBROKE, 2018), são fatores que tornam preocupante a ocorrência destes 

microrganismos em águas de hemodiálise. 

Cupriavidus spp. estão presentes em vários nichos ecológicos, principalmente 

em água doce e até em solos contaminados com metais pesados (VANDAMME e 

COENYE, 2004; JANSSEN et al., 2010). Considerados patógenos oportunistas, C. 

metallidurans e C. pauculus já foram descritos em diversas infecções nosocomiais, 

algumas fatais (VAY et al., 2007; BALADA-LLASAT et al., 2010; TAŞBAKAN et al., 

2010; LANGEVIN et al., 2011; AYDIN et al., 2012; DUGGAL et al., 2013; UZODI et 

al., 2014; D'INZEO et al., 2015; ALMASY et al., 2016; SHENAI et al., 2019). Há 

pouco tempo, esses microrganismos também foram relatados em indivíduos sem 

comprometimento imunológico evidente (KOBAYASHI et al., 2016; ZHANG et al., 

2017). 

Outros microrganismos notados nesta pesquisa incluíram espécies dos 

gêneros Rhizobium e Sphingomonas. Rhizobium spp. são BGN-NF ambientais, 

geralmente saprófitos, vastamente encontrados em solos agrícolas. Por muito tempo 

esses bacilos foram considerados apenas contaminantes, no entanto, nas últimas 

décadas, emergiram como patógenos humanos oportunistas (EDMOND et al., 1993; 

WANG et al., 2019). Dentre as várias espécies, R. radiobacter (Agrobacterium 

radiobacter) é certamente o microrganismo mais descrito em infecções humanas 

(AUJOULAT et al., 2011), especialmente em episódios de infecções da corrente 

sanguínea, muitas vezes relacionadas ao cateter (SOOD et al., 2010; ONCEL et al., 

2013; TIWARI et al., 2015). Outras manifestações clínicas englobam peritonites, 

pneumonias e endocardites (GUERRA et al., 2013; BADRISING et al., 2014; MISRA 



60 
 

et al., 2014; CHANZA et al., 2017; HALAS et al., 2017). Suplementarmente, surtos 

envolvendo R. radiobacter foram relatados recentemente no Brasil (PILLONETTO et 

al., 2018) e na Suiça (CASANOVA et al., 2019), associados a nutrição parenteral e a 

administração de contraste, respectivamente. O gênero Sphingomonas compreende 

mais de 30 espécies bacterianas, amplamente distribuídas na natureza, das quais S. 

paucimobilis se destaca no acometimento clínico de indivíduos imunocomprometidos 

(CHEONG et al., 2008; LIN et al., 2010; RYAN e ADLEY, 2010; BAYRAM et al., 

2013; DEL BORGO et al., 2013; TAI et al., 2014), provocando comumente surtos de 

bacteremia relacionados a água contaminada (PEROLA et al., 2002; KILIC et al., 

2007; MERIC et al., 2009; MUTLU et al., 2011). S. hankookensis, isolada de uma 

amostra de água no presente estudo, é uma espécie relativamente nova, cuja 

importância clínica ainda permanece desconhecida (YOON et al., 2009). 

Especificamente para os pacientes em tratamento dialítico, a presença 

desses BGN-NF em águas tratadas e dialisatos podem provocar, de forma geral, 

complicações agudas, como reações pirogênicas e septicemias (JESUS e 

ALMEIDA, 2016; TOTARO et al., 2017, NOVOSAD et al., 2019), e também 

problemas a longo prazo, relacionados a inflamação sistêmica crônica, tais como 

amiloidose, desnutrição, resistência à eritropoietina e doenças cardiovasculares 

(FENDLEY e WARD, 2012; VADAKEDATH e KANDI, 2017). 

Tratando-se de patógenos emergentes, vale salientar que rotineiramente 

ainda há muitas dificuldades na identificação precisa dos BGN-NF, devido a estreita 

semelhança fenotípica e filogenética entre os gêneros/espécies (GAUTAM et al., 

2017). Em alguns estudos, aplicando-se técnicas fenotípicas, cepas do Complexo B. 

cepacia e C. pauculus foram identificadas equivocadamente como Pseudomonas 

spp. (BALADA-LLASAT et al., 2010; RAGUPATHI e VEERARAGHAVAN, 2019), R. 

pickettii como Complexo B. cepacia (WAUGH et al., 2010) e R. insidiosa como R. 

mannitolilytica (FANG et al., 2019). Uma grande pesquisa realizada nos EUA, 

envolvendo pacientes com sepse, apontou previamente, como agente infeccioso, 

bactérias do Complexo B. cepacia, contudo, após a identificação pelo MALDI-TOF, 

tais isolados foram reclassificados como Herbaspirillum spp. (CHEMALY et al., 

2015). Casos semelhantes foram descritos por Spilker et al. (2008), Ziga et al. 

(2010) e Regunath et al. (2015), reforçando a ideia de que microrganismos do 

gênero Herbaspirillum podem ser identificados erroneamente como Complexo B. 
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cepacia por alguns kits/sistemas de identificação disponíveis no mercado. 

Atualmente, o MALDI-TOF representa uma ferramenta bastante útil para a 

identificação microbiana, especialmente em casos de microrganismos com 

avaliações bioquímicas e moleculares complexas (PATEL, 2015, FANG et al., 2019). 

Apesar do elevado investimento inicial para a aquisição do equipamento e 

dependência de um banco de dados comercial (que deve ser amplo e atualizado), a 

identificação rápida, com fluxo de trabalho simples e alto poder discriminatório 

tornam a tecnologia do MALDI-TOF extremamente promissora (FERNÁNDEZ-

OLMOS et al., 2012; FEHLBERG et al., 2013; VAN BELKUM et al., 2015). 

Certamente, a ampliação da utilização de métodos moleculares, assim como 

do MALDI-TOF, na rotina laboratorial de identificação microbiana tem possibilitado 

um grande avanço no diagnóstico dos BGN-NF, demonstrando que tais 

microrganismos podem ser muito mais prevalentes clinicamente do que se 

imaginava anteriormente (REGUNATH et al., 2015; DHITAL et al., 2020). 

O teste de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos, aplicado aos 

isolados identificados como P. aeruginosa e Complexo B. cepacia, revelou que 2/12 

(16,7%) cepas de P. aeruginosa apresentaram resistência a pelo menos uma droga, 

sendo um isolado resistente a ticarcilina/ácido clavulânico, ceftazidima e aztreonam, 

e o outro resistente a ticarcilina/ácido clavulânico e imipenem. Alguns isolados de P. 

aeruginosa demonstraram resistência intermediária a ticarcilina/ácido clavulânico, 

piperacilina/tazobactam,  ceftazidima, cefepima, imipenem, meropenem e 

aztreonam, e 100% das cepas do Complexo B. cepacia foram sensíveis a todos os 

antimicrobianos testados (Tabela 7). 
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Tabela 7 - Susceptibilidade aos agentes antimicrobianos dos isolados bacterianos, 
oriundos de amostras de água tratada e dialisato, provenientes de centros de 

hemodiálise de Bauru (SP), Brasil. 
 

Antimicrobianos 
Classificação (n (%)) 

Sensível Intermediário Resistente 

Pseudomonas aeruginosa (n=12) 
   

Ticarcilina/Ácido clavulânico 4 (33,3%) 6 (50,0%) 2 (16,7%) 

Piperacilina/Tazobactam 10 (83,3%) 2 (16,7%) 0 (0,0%) 

Ceftazidima 8 (66,7%) 3 (25,0%) 1 (8,3%) 

Cefepima 11 (91,7%) 1 (8,3%) 0 (0,0%) 

Imipenem 6 (50,0%) 5 (41,7%) 1 (8,3%) 

Meropenem 11 (91,7%) 1 (8,3%) 0 (0,0%) 

Aztreonam 10 (83,3%) 1 (8,3%) 1 (8,3%) 

Levofloxacina 12 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

Ciprofloxacina 12 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

Amicacina 12 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

Gentamicina 12 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

Tobramicina 12 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

Netilmicina 12 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

Complexo Burkholderia cepacia (n=2) 
   

Ceftazidima 2 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

Meropenem 2 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

Minociclina 2 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

Sulfametoxazol/Trimetoprima  2 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

 

Outros estudos envolvendo BGN-NF oriundos de águas de hemodiálise 

exibiram resultados de susceptibilidade variáveis. Arvantinidou et al. (2003) e Borges 

et al. (2007) encontraram 35% e 60% dos microrganismos resistentes a três ou mais 

drogas, respectivamente. Em unidades de terapia renal substitutiva do Estado de 

São Paulo, 36/38 (94,7%) isolados de P. aeruginosa mostraram-se sensíveis a todos 

os antimicrobianos testados (PERESI et al., 2011), já em Goiás,  todos os isolados 

(n=11) apresentaram resistência a cefepima e 1 (9,1%) isolado foi resistente ainda a 

piperacilina/tazobactam e aztreonam (ARAÚJO SOUZA, 2015). Cepas de P. 

aeruginosa resistentes a gentamicina foram relatadas por Suman et al. (2013) e 

Ferreira et al. (2013), assim como 65,4% de resistência a ticarcilina/ácido clavulânico 
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foi descrita por Vincenti et al. (2014). 

Atualmente, há uma grande preocupação mundial com o aumento significativo 

no perfil de resistência dos microrganismos aos antimicrobianos, estando à bactéria 

P. aeruginosa entre os patógenos com maior facilidade de desenvolver resistência 

as drogas disponíveis (CIOFU e TOLKER-NIELSEN, 2019; LEAL et al., 2019; 

TÜMMLER, 2019). Todavia, no presente estudo não observamos elevadas taxas de 

resistência entre os bacilos investigados. Frequentemente, altas taxas de resistência 

são vistas em isolados clínicos, em ambientes hospitalares, onde a pressão seletiva 

causada pela ampla utilização de antimicrobianos e a possível hipermutação pós-

infecção contribuem diretamente para a ocorrência de falhas terapêuticas 

(TURRIENTES et al., 2010; FERREIRA et al., 2013). Porém, é importante ressaltar 

que bactérias multirresistentes já foram detectadas em várias fontes de água, 

incluindo água potável (BAQUERO  et al., 2008; XI et al., 2009), de forma que, o 

ambiente aquático parece ser um importante meio de disseminação de resistência 

aos antimicrobianos, atuando como um reservatório para a transferência de genes 

de resistência entre microrganismos patogênicos e ambientais (LAROCHE et al., 

2009; FINLEY et al., 2013; VAZ-MOREIRA et al., 2014), o que evidencia a 

importância do monitoramento destes. 

Investigando a capacidade de formação de biofilme das cepas de P. 

aeruginosa, Complexo B. cepacia, R. insidiosa e R. pickettii isoladas neste trabalho, 

observamos que, de forma geral, dos 27 BGN-NF analisados, 20 (74,1%) eram 

fortes produtores de biofilme, sendo apenas 1 (3,7%) não produtor. 

Significativamente, os isolados de P. aeruginosa e Complexo B. cepacia foram os 

microrganismos que apresentaram os maiores valores de absorbância, 

caracterizando maior adesão (Tabela 8). Não foram vistas diferenças significativas 

entre os isolados quanto aos pontos de coleta e a susceptibilidade aos 

antimicrobianos, porém, em relação aos centros de hemodiálise, os microrganismos 

provenientes do centro C foram os que exibiram os valores de absorbância mais 

elevados, com significância estatística (Tabela 9). Complementarmente, vale 

salientar que o centro C foi também a unidade de hemodiálise que apresentou o 

maior percentual de amostras com BGN-NF (Tabela 2). 
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Tabela 8 - Capacidade de formação de biofilme dos isolados bacterianos, oriundos 
de amostras de água tratada e dialisato, provenientes de centros de hemodiálise de 

Bauru (SP), Brasil. 
 

Isolados bacterianos Absorbância (nm)* 

Classificação (n) 

Forte 
produtor 

Moderado 
produtor 

Fraco 
produtor 

Não 
produtor  

Pseudomonas 
aeruginosa 

1,75 (0,07-3,76)a 10 1 1 0 

Complexo 
Burkholderia cepacia 

1,11 (0,37-1,86)ab 2 0 0 0 

Ralstonia insidiosa 0,34 (0,11-0,67)b 7 3 1 0 

Ralstonia pickettii 0,19 (0,04-0,34)b 1 0 0 1 

Valor-p** 0,015 - - - - 

Geral 1,01 (0,04-3,76) 20 (74,1%) 4 (14,8%) 2 (7,4%) 1 (3,7%) 

* Dados expressos em média (mínimo-máximo). 
** Teste de Kruskal-Wallis. Letras distintas indicam entre quais amostras foram observadas diferenças 
significativas após o teste de múltiplas comparações de Dunn. 

 

Tabela 9 - Capacidade de formação de biofilme dos isolados bacterianos, oriundos 
de amostras de água tratada e dialisato, provenientes de centros de hemodiálise de 
Bauru (SP), Brasil, de acordo com os centros e os pontos de coleta investigados e a 

susceptibilidade aos agentes antimicrobianos. 
 

Parâmetros 
Capacidade de formação de biofilme 

Valor-p 
Absorbância (nm)* 

Centros de hemodiálise 
  

A (n=8) 0,38 (0,11-0,67)ab 

0,046a B (n=4) 0,25 (0,15-0,37)a 

C (n=15) 1,57 (0,04-3,76)b 

Pontos de coleta 
  

Pós-osmose reversa (n=9) 0,87 (0,31-3,76) 

0,240a Reuso (n=13) 0,39 (0,04-3,44) 

Dialisato (n=5) 0,37 (0,11-0,52) 

Susceptibilidade aos antimicrobianos 
  

Resistente** (n=2) 2,29 (1,57-3,02) 
0,523b 

Sensível/Intermediário (n=12) 1,55 (0,07-3,76) 

* Dados expressos em média (mínimo-máximo). 
** Resistente a pelo menos uma droga testada. 
a
 Teste de Kruskal-Wallis. Letras distintas indicam entre quais amostras foram observadas diferenças 

significativas após o teste de múltiplas comparações de Dunn. 
b
 Teste de Mann-Whitney. 
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A presença de biofilmes no sistema de tratamento e distribuição de água para 

hemodiálise é extremamente preocupante devido à persistência bacteriana em 

diferentes pontos do sistema, a liberação contínua de bactérias e seus componentes 

e ao desenvolvimento de maior resistência aos procedimentos de desinfecção 

(SMEETS et al., 2003; CAPPELLI et al., 2003, 2005). 

Corroborando com os nossos achados, alguns trabalhos também apontaram 

P. aeruginosa isoladas de água de hemodiálise como fortes produtoras de biofilme 

(BORGES et al., 2007; FERREIRA et al., 2013) e R. pickettii parecem formar 

facilmente biofilmes em tubulações de PVC, comumente utilizadas nesses sistemas 

de água (DOMBROWSKY et al., 2013). 

Vários métodos diferentes já foram elaborados para o cultivo e quantificação 

de biofilmes, no entanto, o teste em placas de microtitulação com cristal violeta é um 

dos ensaios mais utilizados, devido a sua relativa rapidez e simplicidade 

(STEPANOVIĆ et al., 2007; PEETERS et al., 2008). Uma limitação importante deste 

método, assim como de todos os outros métodos in vitro, é que este não reflete 

exatamente as condições ambientais locais, com todas as interações que tornam o 

processo real mais complexo (STEPANOVIĆ et al., 2007; MAGANA et al., 2018). 

A análise dos perfis de fragmentação do DNA cromossômico por PFGE 

revelou um único perfil eletroforético para todas as cepas de P. aeruginosa isoladas 

das amostras de água do centro C, indicando uma possível persistência de clones 

dessa bactéria no sistema de tratamento e distribuição de água da referida unidade, 

ao longo de todo o período estudado (Figura 5). As cepas do Complexo B. cepacia, 

uma oriunda do centro A e a outra do centro C, não apresentaram similaridade 

genética (Figura 6), já as cepas de R. pickettii, ambas provenientes do centro C, 

exibiram o mesmo perfil genotípico (Figura 7). Com relação aos isolados de R. 

insidiosa, estes denotaram maior diversidade genética, com quatro perfis 

eletroforéticos distintos (Figura 7). 

Em síntese, a identificação de bactérias com diferentes perfis eletroforéticos 

no mesmo centro de hemodiálise assinala o quanto a presença destes 

microrganismos na água pode ser dinâmica. Contudo, a persistência de clones 

bacterianos em pontos distintos das instalações indica possíveis formações de 

biofilmes e falhas no processo de desinfecção do sistema de tratamento e 

distribuição de água (FERREIRA et al., 2013; ARAÚJO SOUZA, 2015). 
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Figura 5 - Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) dos isolados de P. aeruginosa, oriundos de amostras de água tratada e 

dialisato, provenientes de centros de hemodiálise de Bauru (SP), Brasil. 
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Figura 6 - Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) dos isolados do Complexo B. cepacia, oriundos de amostras de água 

tratada e dialisato, provenientes de centros de hemodiálise de Bauru (SP), Brasil. 
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Figura 7 - Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) dos isolados de R. insidiosa e R. pickettii, oriundos de amostras de água 

tratada e dialisato, provenientes de centros de hemodiálise de Bauru (SP), Brasil. 
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No tocante aos fungos, das 52 amostras de água e dialisato com positividade 

para estes microrganismos, 45 (86,5%) apresentaram crescimento de fungos 

filamentosos, 4 (7,7%) de leveduras e 3 (5,8%) de fungos filamentosos e leveduras 

concomitantemente. No total, foram identificados 61 isolados fúngicos, sendo 54 

(88,5%) fungos filamentosos e 7 (11,5%) leveduras. Os principais gêneros 

observados, distribuídos nos diferentes centros de hemodiálise em diversos pontos, 

incluíram Penicillium, Cladosporium, Scedosporium, Rhinocladiella, Fusarium e 

Emmonsia (Figura 8 / Tabela 10). 

 

 

Figura 8 - Fungos isolados das amostras de água tratada e dialisato, provenientes 
de centros de hemodiálise de Bauru (SP), Brasil. 
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Tabela 10 - Distribuição dos isolados fúngicos, oriundos de amostras de água 
tratada e dialisato, provenientes de centros de hemodiálise de Bauru (SP), Brasil, de 

acordo com os centros e os pontos de coleta investigados. 
 

Isolados fúngicos 

Centros de hemodiálise 

A B C 

Pontos de coleta Pontos de coleta Pontos de coleta 

Pós-
osmose 
reversa 

Reuso Dialisato 
Pós-

osmose 
reversa 

Reuso Dialisato 
Pós-

osmose 
reversa 

Reuso Dialisato 

Fungos filamentosos 
         

Penicillium spp. 3 2 1 0 0 1 0 2 4 

Cladosporium spp. 1 2 0 0 1 1 0 0 1 

Scedosporium spp. 0 1 0 0 2 0 1 0 0 

Emmonsia spp. 0 0 1 0 0 1 1 0 0 

Fusarium spp. 0 0 0 0 1 1 0 1 0 

Rhinocladiella spp. 2 0 0 0 0 0 0 0 1 

Geotrichum spp. 0 1 0 0 0 1 0 0 0 

Scopulariopsis spp. 0 0 1 0 0 1 0 0 0 

Mucor spp. 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

Paecilomyces spp. 0 0 0 1 0 0 0 0 0 

Phoma spp. 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

Pithomyces spp. 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

Trichoderma spp. 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

Fungo filamentoso 
estéril 

0 1 3 0 2 3 1 0 1 

Fungo filamentoso 
sem crescimento 

0 1 0 1 0 0 0 0 0 

Leveduras 
         

Candida 
orthopsilosis 

0 0 0 0 0 0 0 0 1 

Candida spp. 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

Cryptococcus 
laurentii 

0 0 0 0 1 0 0 0 0 

Levedura sem 
crescimento 

0 0 1 0 0 1 0 1 1 

 

Alguns autores também evidenciaram que fungos filamentosos constituem os 

principais contaminantes fúngicos em águas tratadas para hemodiálise, com 

predominância dos gêneros Cladosporium, Penicillium, Aspergillus, Fusarium, 

Trichoderma, entre outros (ARVANITIDOU et al., 2000; VARO et al., 2007; PIRES-

GONÇALVES et al., 2008; MAHMOUDABADI et al., 2011; FIGEL et al., 2013; 

SCHIAVANO et al., 2014; SUZUKI, 2016). Leveduras, incluindo Candida spp., 

Cryptococcus spp., Trichosporon spp. e Rhodotorula spp., também já foram 
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relatadas em estudos semelhantes, com diferentes frequências (ARVANITIDOU et 

al., 2000; SIMÕES e PIRES, 2004; PIRES-GONÇALVES et al., 2008; MONTANARI 

et al., 2018). 

Nas últimas décadas, os fungos têm surgido como importantes agentes 

etiológicos de infecções nosocomiais (FIGEL et al., 2013). Anteriormente tidos como 

microrganismos contaminantes e saprófitos, com baixo potencial patogênico, os 

fungos filamentosos representam atualmente uma causa crescente de complicações 

clínicas diversas, afetando principalmente indivíduos imunocomprometidos (ANTAS 

et al., 2012; EVANS e OST, 2015; DURÁN GRAEFF et al., 2017). 

Membros do gênero Penicillium, os isolados mais frequentes em nossa 

pesquisa, já foram descritos em infecções fúngicas invasivas em todo o mundo, com 

envolvimento pulmonar, pericárdico, hepatoesplênico e outros (MOK et al., 1997; 

GELTNER et al., 2013; CHEN et al., 2013; HU et al., 2013; CHOWDHARY et al., 

2014a; SHOKOUHI et al., 2016; RAMÍREZ et al., 2018). Recentemente, tais 

microrganismos também foram vistos causando graves infecções em indivíduos 

imunocompetentes (CHAN et al., 2016; YU et al., 2018). Cladosporium spp. estão 

entre os fungos mais dispersos no ambiente (BENSCH et al., 2012) e comumente 

estão associados a rinite alérgica e lesões cutâneas e subcutâneas localizadas 

(REVANKAR e SUTTON, 2010), mas podem suplementarmente provocar infecções 

mais profundas e disseminadas (KANTARCIOGLU et al., 2002; KANTARCIOGLU e 

DE HOOG, 2004; LALUEZA et al., 2011; SANDOVAL-DENIS et al., 2015; BATRA et 

al., 2019). Já o gênero Scedosporium compreende pelo menos 10 espécies 

possivelmente patogênicas para os seres humanos, capazes de causar um amplo 

espectro de doenças em pacientes imunocomprometidos e imunocompetentes 

(CORTEZ et al., 2008; BERNHARDT et al., 2013; CHEN et al., 2016; MA et al., 

2017; RAMIREZ-GARCIA et al., 2018, LIU et al., 2019c). Frequentemente, as 

infecções invasivas causadas por Scedosporium spp. são difíceis de serem tratadas 

e estão associadas a elevadas taxas de morbimortalidade (RODRIGUEZ-TUDELA et 

al., 2009; TAMMER et al., 2011; BERNHARDT et al., 2015, 2018). 

Microrganismos dos gêneros Rhinocladiella, Fusarium e Emmonsia também 

podem ser considerados patógenos oportunistas emergentes (CHOWDHARY et al., 

2014b; AL-HATMI et al., 2016a; YANG et al., 2017). Algumas espécies de 

Rhinocladiella já foram relatadas em casos de micetomas, cromoblastomicoses, 
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pneumonias, infecções do sistema nervoso central e da corrente sanguínea (NUCCI 

et al., 2001; CRISTINI et al., 2010; GOMES et al., 2016; VELASCO e REVANKAR, 

2019). Fusarium spp. estão entre os fungos filamentosos mais importantes 

clinicamente, provocando infecções superficiais, invasivas e disseminadas, 

especialmente em ambientes hospitalares (GUARRO, 2013; NUCCI et al., 2013; LIU 

et al., 2014; ARNONI et al., 2018; HAYASHIDA et al., 2018). Alguns estudos 

apontaram que o comprometimento imunológico, com neutropenia profunda e 

prolongada e/ou imunodeficiência grave de células T, é um dos principais fatores de 

risco para o desenvolvimento de fusariose disseminada, com prognóstico 

desfavorável (MUHAMMED et al., 2013; YU et al., 2019). Vale ressaltar também que 

microrganismos do gênero Fusarium, assim como Penicillium, são importantes 

produtores de micotoxinas, que podem provocar danos patológicos agudos e 

crônicos, devido as suas possíveis propriedades imunossupressoras, citotóxicas, 

nefrotóxicas, neurotóxicas, mutagênicas, teratogênicas e carcinogênicas (NOVAK 

BABIČ et al., 2017). Normalmente, os casos na literatura de infecções humanas por 

Emmonsia spp. envolvem o acometimento dos pulmões (ANSTEAD et al., 2012), no 

entanto, na última década, o referido microrganismo também tem sido relatado 

mundialmente em casos de micoses sistêmicas, com taxas de letalidade de até 50% 

(KENYON et al., 2013; SCHWARTZ et al., 2015a, 2015b; YANG et al., 2017). 

Outros fungos filamentosos ubíquos encontrados em nosso trabalho também 

já foram evidenciados como patógenos oportunistas em diversas pesquisas. Além 

de infecções superficiais, Scopulariopsis spp. foram descritos em casos de sinusite, 

bronquite, endocardite, meningite, peritonite e infecções pulmonares e disseminadas 

(IWEN et al., 2012; YANG et al., 2012; SATTLER et al., 2014; SHAVER et al., 2014; 

CAWCUTT et al., 2015; PAREDES et al., 2016). Em diferentes países, Geotrichum 

spp. foram relacionados a vários episódios de fungemia, muitas vezes fatais, com o 

envolvimento de diversos órgãos, tais como pulmões, fígado, baço, sistema nervoso 

central e rins (GIRMENIA et al., 2005; OZKAYA-PARLAKAY et al., 2012; 

SAGHROUNI et al., 2012; PEMMARAJU et al., 2014; GAO et al., 2015; DURÁN 

GRAEFF et al., 2017). Alguns estudos também já descreveram casos graves de 

infecções fúngicas provocadas por Thichoderma spp. (CHOUAKI et al., 2002; 

KANTARCIOĞLU  et al., 2009; SAUTOUR  et al., 2018; ROMÁN-SOTO et al., 2019), 

Pithomyces spp. (TERADA et al., 2014; SHAH et al., 2018), Phoma spp. (EVERETT  
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et al., 2003; NUCCI et al., 2010; BENNETT et al., 2018), Paecilomyces spp. (CHANG  

et al., 2008; SCHOONEVELD et al., 2008; ANTAS et al., 2012; TORRES et al., 2014; 

BORBA e BRITO, 2015) e Mucor spp. (DIZBAY et al., 2009; SUGUI et al., 2011; 

POZO LADERAS et al., 2015; KONTOYIANNIS et al., 2016; TAJ-ALDEEN et al., 

2017; GARCIA-HERMOSO et al., 2018; WAGNER et al., 2020). 

Quanto às leveduras, estas são certamente a principal causa de infecções 

fúngicas nosocomiais (AL-DORZI et al., 2020). Candidíase invasiva é a doença 

fúngica mais prevalente entre pacientes hospitalizados e afeta aproximadamente 

250.000 pessoas em todo o mundo anualmente, com mais de 50.000 mortes 

relatadas (KULLBERG e ARENDRUP, 2015). Embora C. albicans ainda permaneça 

sendo a espécie mais envolvida em quadros patogênicos, nas últimas décadas têm 

ocorrido uma mudança significativa no perfil epidemiológico dessas infecções, com 

aumento de casos decorrentes de Candida não-albicans (SARDI et al. 2013; 

DEORUKHKAR et al. 2014; PAPPAS et al., 2016; TÓTH et al., 2019), incluindo C. 

orthopsilosis (CHOI et al., 2010; FENG et al., 2012; BARBEDO et al., 2015; 

ARASTEHFAR et al., 2019), que foi isolada neste estudo. Por fim, Cryptococcus 

laurentii, historicamente classificado como microrganismo exclusivamente saprófito, 

recentemente também tem se expandido como agente causador de infecções 

oportunistas em seres humanos, com relatos de infecções pulmonares, oculares e 

cutâneas, meningites, peritonites e fungemias (BANERJEE et al., 2013; ASANO et 

al., 2015; HONG et al., 2017; SMITH et al., 2017; CASTRO-LAINEZ et al., 2019; 

ZHANG et al., 2019b). 

Vários estudos já apontaram diversas doenças fúngicas invasivas cuja fonte 

de infecção estava associada à água do ambiente hospitalar (ANAISSIE et al., 2001, 

2002; WARRIS et al., 2003; SHORT et al., 2011; FANFAIR et al., 2013; AO et al., 

2014; LITVINOV et al., 2015). Referente à contaminação da água de hemodiálise 

propriamente, alguns autores relataram episódios de fungemia por Phialemonium 

curvatum e C. parapsilosis, relacionados ao reprocessamento inadequado dos 

dialisadores e refluxo de fluídos residuais (ROSENBERG, 2005; RAO et al., 2009; 

OYONG et al., 2014), evidenciando-se assim a importância de mais pesquisas 

semelhantes. 

O teste de susceptibilidade in vitro aos antifúngicos, aplicado aos isolados 

fúngicos que apresentaram crescimento após subcultivos, revelou variados valores 
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de CIM para todas as drogas utilizadas neste estudo (Tabela 11). 

 

Tabela 11 - Susceptibilidade aos agentes antifúngicos dos isolados fúngicos, 
oriundos de amostras de água tratada e dialisato, provenientes de centros de 

hemodiálise de Bauru (SP), Brasil. 
 

Isolados fúngicos 

Antifúngicos 

Concentração inibitória mínima (CIM) (μg/mL) 

MICA  CPFG ANFO 5-FC FLC ITZ VCZ MCZ 

Fungos filamentosos                 

Penicillium spp. I 0,125 0,125 0,125 0,5 1 0,125 0,25 4 

Penicillium spp. II 0,0625 1 2 8 >64 1 >8 2 

Penicillium spp. III 1 0,5 0,5 0,5 2 1 0,5 0,5 

Penicillium spp. IV 8 1 >16 16 >64 1 8 2 

Penicillium spp. V 0,0156 4 0,5 0,125 >64 1 8 2 

Penicillium spp. VI 0,0313 4 0,5 0,125 >64 8 >8 4 

Penicillium spp. VII >16 16 1 0,125 >64 >8 >8 >16 

Penicillium spp. VIII 2 0,5 2 32 >64 2 >8 2 

Penicillium spp. IX >16 >16 2 8 >64 1 >8 1 

Penicillium spp. X >16 >16 4 8 >64 0,25 4 0,5 

Penicillium spp. XI >16 >16 2 64 >64 1 >8 1 

Penicillium spp. XII 4 0,5 4 2 >64 8 >8 1 

Cladosporium spp. I 0,5 0,5 1 16 8 4 0,5 >16 

Cladosporium spp. II 0,25 0,5 1 0,25 8 >8 4 2 

Cladosporium spp. III 1 2 1 0,5 0,5 0,0625 0,5 1 

Scedosporium spp. I 1 8 0,25 64 64 0,25 1 1 

Scedosporium spp. II 0,5 4 0,25 1 0,5 1 0,125 0,5 

Scedosporium spp. III 4 2 0,5 >64 8 0,125 1 2 

Scedosporium spp. IV 0,0625 4 0,5 >64 32 0,5 0,5 0,5 

Emmonsia spp. I 0,125 0,25 8 8 8 >8 1 16 

Emmonsia spp. II 0,5 0,25 >16 64 16 4 1 4 

Emmonsia spp. III 1 1 1 16 1 0,125 0,0313 >16 

Fusarium spp. I 16 4 1 >64 >64 2 8 4 

Fusarium spp. II 8 4 4 >64 >64 >8 >8 16 

Rhinocladiella spp. I 16 16 16 64 64 8 8 16 
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Rhinocladiella spp. II 4 16 >16 >64 >64 8 >8 2 

Rhinocladiella spp. III 2 4 1 4 >64 2 4 2 

Scopulariopsis spp. 0,0156 0,125 1 64 >64 0,25 1 2 

Paecilomyces spp. 1 2 1 4 >64 2 >8 4 

Phoma spp. 2 8 1 64 4 0,25 0,125 0,125 

Pithomyces spp. 0,5 2 0,25 2 4 0,125 0,125 0,125 

Leveduras                 

Candida orthopsilosis 0,25 2 0,5 1 0,25 0,0313 0,0313 0,0625 

Cryptococcus laurentii >16 16 0,5 >64 4 0,125 0,125 0,5 

MICA=micafungina; CPFG=caspofungina; ANFO=anfotericina-B; 5-FC=5-flucitosina; FLC=fluconazol; 
ITZ=itraconazol; VCZ=voriconazol; MCZ=miconazol. 

 

Quanto aos fungos filamentosos, de forma geral, quase todos os isolados 

exibiram elevados valores de CIM para 5-flucitosina e fluconazol. A maioria dos 

isolados de Penicillium também apresentou baixa susceptibilidade as 

equinocandinas e ao voriconazol. Adicionalmente, altas CIMs para caspofungina e 

miconazol foram notadas nos microrganismos dos gêneros Scedosporium e 

Emmonsia, respectivamente. Já Fusarium spp. e Rhinocladiella spp. mostraram 

baixa susceptibilidade a todas as drogas testadas. Inclusive para a anfotericina-B, 

alguns isolados filamentosos expuseram CIMs elevadas, com valores variando entre 

0,125 e >16 µg/mL. 

Corroborando com os nossos achados, vários estudos apontaram baixa 

atividade da 5-flucitosina e do fluconazol contra fungos filamentosos (CLSI, 2008a; 

SILVA, 2012; DE JESUS, 2013; ESQUIVEL et al., 2015; PENG et al., 2019). 

Guevara‐Suarez et al. (2016) e Sandoval-Denis et al. (2015), avaliaram isolados dos 

gêneros Penicillium e Cladosporium, provenientes de amostras clínicas dos EUA, e 

também observaram valores de CIM bastante variados, mas, genericamente, um 

pouco inferiores aos relatados no presente estudo. Comumente, Scedosporium spp. 

exibem resistência in vitro a vários antifúngicos, incluindo as equinocandinas, o que 

torna o tratamento da scedosporiose invasiva difícil (TAMMER et al., 2011; 

TORTORANO et al., 2014; GOLDMAN et al., 2016). Segundo vários autores e de 

acordo com os nossos resultados, microrganismos do gênero Fusarium estão entre 

os fungos mais resistentes aos fármacos disponíveis, apresentando altos valores de 

CIM em testes de susceptibilidade (ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2008; AL-
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HATMI et al., 2016b; VAN DIEPENINGEN e DE HOOG, 2016; ARNONI et al., 2018). 

Aliás, o surgimento de várias espécies de Fusarium com perfil de resistência a 

múltiplas drogas tem emergido como um importante problema de saúde pública em 

todo o mundo, com prognóstico desfavorável e elevadas taxas de mortalidade (TAJ-

ALDEEN, 2017). Atenção especial deve ser dada aos isolados de Rhinocladiella que 

demonstraram pouca susceptibilidade aos agentes antifúngicos empregados, 

contrariando alguns trabalhos que relataram para estes microrganismos baixos 

valores de CIM para anfotericina-B e azóis em geral (NUCCI et al., 2001; SUN et al., 

2019). Outros estudos também apontaram diferentes CIMs para várias drogas em 

relação aos gêneros Emmonsia (MAPHANGA et al., 2017), Scopulariopsis 

(SANDOVAL-DENIS et al., 2013; SKÓRA et al., 2015; PAREDES et al., 2016), 

Paecilomyces (HOUBRAKEN et al., 2010; ANTAS et al., 2012; DE JESUS, 2013), 

Phoma (ROEHM et al., 2012) e Pithomyces (DA CUNHA et al., 2014), de modo que 

a eficácia terapêutica dos diversos antifúngicos contra estes microrganismos 

oportunistas ainda permanece incerta. 

Em relação as leveduras, C. orthopsilosis mostrou-se sensível a 

equinocandinas (CIM ≤ 2 μg/mL), ao fluconazol (CIM ≤ 2 μg/mL) e a anfotericina-B 

(CIM ≤ 1 μg/mL) e apresentou baixos valores de CIM para as outras drogas 

testadas. Já C. laurentii apresentou altos valores de CIM para equinocandinas, 5-

flucitosina e fluconazol. 

Semelhante aos nossos achados, outros estudos envolvendo leveduras 

isoladas de amostras de água de hemodiálise não apontaram resistência aos 

antifúngicos entre os microrganismos do complexo C. parapsilosis (PIRES et al., 

2011; MONTANARI et al., 2018), porém, falhas clínicas em infecções causadas por 

C. orthopsilosis já foram descritas em alguns trabalhos (CHOI et al., 2010; OLIVEIRA 

et al., 2014; HESLOP et al., 2015; CHARSIZADEH et al., 2018). C. laurentii com 

susceptibilidade reduzida a alguns antifúngicos também já foram descritos na 

literatura (SERENA et al., 2004; AJESH e SREEJITH, 2012; FERREIRA-PAIM et al., 

2012). 

Nos últimos anos, a resistência antifúngica tem se tornado um problema 

mundial eminente (HOUŠŤ et al., 2020). Muitos estudos têm buscado esclarecer os 

fatores relacionados a resistência intrínseca e adquirida, e neste contexto, segundo 

alguns autores, o aumento do consumo de antifúngicos em ambientes hospitalares e 
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também na agricultura parece estar influenciando significativamente a emergência 

de fungos mais resistentes, com CIMs elevadas (VERWEIJ et al., 2009; SNELDERS 

et al., 2009; JENSEN, 2016). Por conseguinte, os testes de susceptibilidade in vitro 

representam uma importante ferramenta para o conhecimento e monitoramento 

epidemiológico da resistência aos antifúngicos (ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 

2015). 

Contudo, é importante enfatizar que, até o momento, os documentos de 

referência preconizados pelo EUCAST e pelo CLSI estabelecem breakpoints para 

alguns antifúngicos para apenas espécies dos gêneros Candida e Aspergillus (CLSI, 

2008a, 2008b, 2012; LASS-FLÖRL et al., 2011; HOPE et al., 2013; ARENDRUP et 

al., 2011, 2012, 2014a, 2014b, 2015). Assim, para a maioria dos patógenos fúngicos 

emergentes ainda não há breakpoints definidos, o que torna a interpretação dos 

resultados de CIM bastante desafiadora, já que a reação in vitro não 

necessariamente representa a resposta clínica ao tratamento (DESNOS-OLLIVIER 

et al., 2012; ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2015). Por isso, contínuos esforços 

são necessários para elucidar as possíveis correlações entre as respostas 

antifúngicas in vitro e in vivo, a fim de assegurar o sucesso terapêutico (HADRICH e 

AYADI, 2018). 

 A análise de investigação da capacidade de formação de biofilme dos 

isolados fúngicos envolveu todos os microrganismos que apresentaram crescimento 

após subcultivos, abrangendo 45 fungos filamentosos e 3 leveduras (Tabela 12). No 

geral, todos os fungos filamentosos produziram biofilme, de forma que 35 (77,8%) 

isolados foram classificados como forte produtor e 10 (22,2%) como moderado 

produtor, não sendo observadas diferenças estatísticas significativas entre os 

gêneros analisados. Também não foram vistas diferenças significativas entre os 

isolados filamentosos quanto aos centros de hemodiálise e aos pontos de coleta 

(Tabela 13). Referente as leveduras, 2 (66,7%) isolados não foram capazes de 

formar biofilme e 1 (33,3%) exibiu um perfil fracamente produtor. Devido a 

apresentação de apenas uma unidade amostral por grupo, não foi possível realizar 

análises estatísticas entre os isolados leveduriformes. 
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Tabela 12 - Capacidade de formação de biofilme dos isolados fúngicos, oriundos de 
amostras de água tratada e dialisato, provenientes de centros de hemodiálise de 

Bauru (SP), Brasil. 
 

Isolados fúngicos 
Absorbância 

(nm)* 

Classificação (n) 

Forte 
produtor 

Moderado 
produtor 

Fraco 
produtor 

Não 
produtor  

Fungos filamentosos           

Penicillium spp. 1,92 (0,47-3,34) 11 2 0 0 

Cladosporium spp. 1,69 (1,23-2,59) 4 0 0 0 

Scedosporium spp. 2,40 (2,15-2,75) 4 0 0 0 

Emmonsia spp. 2,78 (2,65-3,01) 1 2 0 0 

Fusarium spp. 3,01 (2,92-3,09) 2 0 0 0 

Rhinocladiella spp. 2,71 (2,28-2,94) 2 1 0 0 

Geotrichum spp. 1,90 (1,20-2,60) 1 1 0 0 

Scopulariopsis spp. 1,52 (1,23-1,80) 1 1 0 0 

Mucor spp. 2,24 1 0 0 0 

Paecilomyces spp. 2,32 1 0 0 0 

Phoma spp. 2,03 1 0 0 0 

Pithomyces spp. 1,49 0 1 0 0 

Fungo filamentoso estéril 2,03 (1,67-2,48) 6 2 0 0 

Valor-p** 0,083 - - - - 

Geral 2,11 (0,47-3,34) 35 (77,8%) 10 (22,2%) 0 0 

Leveduras           

Candida orthopsilosis 2,00 0 0 1 0 

Candida spp. 1,72 0 0 0 1 

Cryptococcus laurentii 1,63 0 0 0 1 

Geral 1,78 (1,63-2,00) 0 0 1 (33,3%) 2 (66,7%) 

* Dados expressos em média (mínimo-máximo). 
** Teste de Kruskal-Wallis. 

 

  



79 
 

Tabela 13 - Capacidade de formação de biofilme dos isolados fúngicos filamentosos, 
oriundos de amostras de água tratada e dialisato, provenientes de centros de 

hemodiálise de Bauru (SP), Brasil, de acordo com os centros e os pontos de coleta 
investigados. 

 

Parâmetros 
Capacidade de formação de biofilme 

Valor-p** 
Absorbância (nm)* 

Centros de hemodiálise 
  

A (n=19) 1,88 (0,47-3,01) 

0,232 B (n=12) 2,25 (1,67-2,92) 

C (n=14) 2,29 (1,36-3,34) 

Pontos de coleta 
  

Pós-osmose reversa (n=11) 2,06 (0,92-2,94) 

0,462 Reuso (n=14) 1,92 (0,47-3,09) 

Dialisato (n=20) 2,26 (1,23-3,34) 

* Dados expressos em média (mínimo-máximo). 
** Teste de Kruskal-Wallis. 

 

Ainda são escassos na literatura os estudos envolvendo a capacidade de 

formação de biofilme de fungos, especialmente fungos filamentosos. De Jesus 

(2013) investigou essa competência em isolados potencialmente patogênicos, 

provenientes de amostras clínicas e ambientais, e relatou que 66,7% dos fungos 

filamentosos analisados eram capazes de produzir biofilme, sendo 33,3% 

enquadrados como fortes produtores, 18,5% moderados produtores e 15% fracos 

produtores. Outros trabalhos semelhantes também descreveram formações de 

biofilmes in vitro por espécies da ordem Mucorales (SINGH et al., 2011) e dos 

gêneros Scedosporium (ROLLIN-PINHEIRO et al., 2017) e Trichosporon 

(MONTOYA et al., 2018). Corroborando com os nossos achados, Thomaz et al. 

(2018) retrataram isolados do gênero Candida com baixa capacidade de formação 

de biofilme. Já Pires et al. (2011, 2013), avaliando leveduras oriundas do circuito 

hidráulico de uma unidade de hemodiálise, encontraram um número considerável de 

cepas do complexo C. parapsilosis fortemente produtoras. De forma análoga, 

diferentes autores também demonstraram tal característica em outras leveduras 

(SILVA et al., 2011; PANNANUSORN et al., 2012; DE JESUS et al., 2013). 

Normalmente, as diferentes técnicas de avaliação in vitro da capacidade de 

produção de biofilme de isolados fúngicos são adaptadas de métodos aplicados em 
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investigações bacteriológicas, por isso ainda carecem de padronizações (KROM et 

al., 2007, PIERCE et al., 2008; PIRES et al., 2011; MONTOYA et al., 2018). Assim, 

além da origem das espécies, divergências nas condições experimentais - tais como 

pH, meio de cultura, disponibilidade de oxigênio, entre outras - podem ser 

responsáveis por diferentes achados na literatura (PANNANUSORN et al., 2012). 

A investigação estatística de uma possível correlação entre a susceptibilidade 

aos antifúngicos e a capacidade de formação de biofilme dos isolados filamentosos 

evidenciou uma correlação positiva (embora com intensidade fraca: 0,3<r<0,5) entre 

os valores de CIM para micafungina, anfotericina-B e 5-flucitosina e os valores de 

absorbância do teste de capacidade de formação de biofilme (Tabela 14). 

 

Tabela 14 - Correlação entre a susceptibilidade aos antifúngicos e a capacidade de 
formação de biofilme dos isolados fúngicos filamentosos, oriundos de amostras de 
água tratada e dialisato, provenientes de centros de hemodiálise de Bauru (SP), 

Brasil. 
 

Antifúngicos 
Capacidade de formação de biofilme 

Valor-p 
Correlação de Spearman (r) 

Micafungina 0,437 0,012 

Caspofungina 0,255 0,160 

Anfotericina-B 0,361 0,042 

5-Flucitosina 0,480 0,005 

Fluconazol 0,118 0,518 

Itraconazol 0,177 0,334 

Voriconazol 0,092 0,615 

Miconazol 0,102 0,577 

 

Semelhantemente, maior resistência antifúngica à anfotericina-B e fluconazol 

foi associada a maior capacidade de produção de biofilme por isolados de 

Trichosporon asahii em pesquisas conduzidas por Sun et al. (2012) e Montoya et al. 

(2018). Contudo, há também na literatura trabalhos que não observaram essa 

possível correlação (DE JESUS, 2013; ITURRIETA-GONZÁLEZ et al., 2014), 

sugerindo que tais achados podem ser influenciados por múltiplos fatores, incluindo 

origem do isolado, espécie fúngica, fármaco investigado, parâmetros metodológicos 

e outros (RAMAGE et al., 2012).  

Sem dúvida, a capacidade de produzir biofilme representa um importante fator 
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de virulência para os fungos, uma vez que a formação de biofilmes favorece a 

proliferação dos mesmos e proporciona maior resistência aos agentes antifúngicos e 

aos procedimentos de limpeza e desinfecção (SARDI et al., 2014; ROLLIN-

PINHEIRO et al., 2017). Deste modo, mais investigações sobre a ocorrência de 

fungos em fluídos de hemodiálise são fundamentais para ampliar o conhecimento 

sobre a capacidade de persistência desses microrganismos nessas amostras, seu 

papel na formação de biofilmes e sua relevância clínica (FIGEL et al., 2013). 

Em alguns países, como Itália, Alemanha, Áustria e Suécia, pesquisas de P. 

aeruginosa e fungos em amostras de água para hemodiálise e dialisato são 

realizadas de forma regular durante as ações de monitoramento da qualidade 

desses fluídos, com diferentes limites de contagens aceitáveis (NYSTRAND, 2008; 

TOTARO et al., 2017). 

Em suma, várias estratégias podem ser adotadas para evitar a contaminação 

e proliferação microbiana nos sistemas de tratamento e distribuição de água para 

hemodiálise, entre elas: (1) utilização de procedimentos químicos e/ou físicos de 

limpeza e desinfecção adequados, conforme as recomendações técnicas 

(FERREIRA et al., 2013); (2) troca das tubulações de policloreto de vinila (PVC) por 

aço inoxidável de alta resistência à corrosão, polímero termoplástico de polietileno 

reticulado ou fluoreto de polivinilideno (BOLASCO et al., 2012); (3) substituição da 

osmose reversa de passagem única pela osmose reversa de passagem dupla 

(TOTARO et al., 2017; GRUPPER et al., 2019); (4) otimização das medidas voltadas 

para a inibição de biofilmes (COULLIETTE et al., 2013; WU et al., 2015; ROY et al., 

2018); (5) ampliação da frequência dos protocolos de desinfecção (ASSERRAJI et 

al., 2014); e (6) intensificação das ações de monitoramento microbiológico, de forma 

regular e contínua (VASCONCELOS, 2012). 

A adoção do fluído de diálise ultrapuro é um novo padrão para a hemodiálise 

contemporânea (TOVBIN, 2019). A instalação de ultrafiltros no circuito antes da 

entrada do dialisato no dialisador, principalmente em modalidades de hemodiálise de 

alto fluxo, reduz consideravelmente a contagem de bactérias e endotoxinas no fluído 

dialítico, e tem sido amplamente utilizada em alguns países da Europa e no Japão. 

No entanto, o alto custo do processo ainda limita sua implantação em países em 

desenvolvimento (CANAUD e LERTDUMRONGLUK, 2012; DI IORIO et al., 2017). 

Muitos estudos já demonstraram que a melhoria da qualidade microbiológica 
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da água tratada para hemodiálise e dialisato está associada a uma série de 

benefícios clínicos para os pacientes, com redução da resposta inflamatória e 

estresse oxidativo, melhora dos níveis de hemoglobina e diminuição dos agentes 

estimuladores de eritropoietina (ARIZONO et al., 2004; RAHMATI et al., 2004; 

SITTER et al., 2013; SUSANTITAPHONG et al., 2013; DI IORIO et al., 2017). Por 

isso, todos os esforços possíveis devem ser empregados para garantir um fluído de 

diálise seguro, a fim de melhorar a qualidade de vida dos pacientes e possivelmente 

reduzir as taxas de morbimortalidade relacionadas a esse importante tratamento 

dialítico.  
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5. CONCLUSÃO 

 

As análises das amostras de água tratada e dialisato de três centros de 

hemodiálise do município de Bauru, Estado de São Paulo, apontaram 

predominantemente resultados satisfatórios quanto aos parâmetros físico-químicos e 

microbiológicos avaliados, abrangidos pela legislação brasileira - RDC Nº 11/2014. 

Contudo, BGN-NF e fungos foram identificados em várias amostras, oriundas de 

diferentes pontos, de todos os centros investigados. Muitos dos microrganismos 

isolados são considerados patógenos oportunistas emergentes, o que pode 

representar um risco à saúde dos pacientes sob hemodiálise, que comumente 

apresentam comprometimento imunológico e outras comorbidades. Embora mais 

estudos sejam necessários para elucidar a importância clínica e o limiar de 

contaminação desses microrganismos em fluídos de hemodiálise, visando ampliar a 

segurança do processo dialítico, nossos achados sugerem a adoção de medidas de 

controle e monitoramento regular de BGN-NF e fungos em águas tratadas para 

hemodiálise e dialisatos. 
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Anexo II 

 

Testes de McNemar aplicados na avaliação de uma possível correção entre os 
microrganismos investigados. 

 

Coliformes totais 
Fungos 

Valor-p 
Negativo Positivo 

Negativo 160 (74,1%) 52 (24,1%) 
<0,001 

Positivo 4 (1,8%) 0 (0,0%) 

 

BGN-NF 
Fungos 

Valor-p 
Negativo Positivo 

Negativo 89 (41,2%) 28 (13,0%) 
<0,001 

Positivo 75 (34,7%) 24 (11,1%) 

 

Bactérias heterotróficas 
Fungos 

Valor-p 
Negativo Positivo 

Negativo 140 (64,8%) 42 (19,5%) 
0,037 

Positivo 24 (11,1%) 10 (4,6%) 

 

Bactérias heterotróficas 
Coliformes totais 

Valor-p 
Negativo Positivo 

Negativo 182 (84,3%) 0 (0,0%) 
<0,001 

Positivo 30 (13,9%) 4 (1,8%) 

 

Bactérias heterotróficas 
BGN-NF 

Valor-p 
Negativo Positivo 

Negativo 110 (50,9%) 72 (33,3%) 
<0,001 

Positivo 7 (3,3%) 27 (12,5%) 

 

BGN-NF 
Coliformes totais 

Valor-p 
Negativo Positivo 

Negativo 116 (53,7%) 1 (0,5%) 
<0,001 

Positivo 96 (44,4%) 3 (1,4%) 
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