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RESUMO 1 

A insuficiência renal provoca a diminuição da diurese e o acúmulo de substâncias 2 

nitrogenadas no organismo. Para aumentar a sobrevida do paciente, a hemodiálise é utilizada 3 

como substituto parcial da função renal. Entretanto, a contaminação da água utilizada nesse 4 

tratamento, causando bacteremia nos pacientes, é uma preocupação em todo o mundo. O 5 

complexo Burkholderia cepacia (Bcc), grupo de bactérias com mais de 20 espécies, é 6 

frequentemente isolado de amostras de água de hemodiálise e compreende bactérias 7 

oportunistas, afetando pacientes imunodeprimidos, devido sua ampla variedade de fatores de 8 

virulência, além da resistência inata a vários antimicrobianos, contribuindo para a permanência 9 

no ambiente hospitalar e para a patogênese no hospedeiro. O objetivo do presente trabalho foi 10 

caracterizar molecular e fenotipicamente isolados do Bcc, coletados da água e dialisato da 11 

Unidade de Hemodiálise e do sangue de pacientes com bacteremia de um Hospital Público, em 12 

Botucatu, entre 2019 e 2022. Foram utilizados 36 isolados de Bcc, previamente obtidos de 13 

hemoculturas de pacientes com bacteremia, em tratamento de hemodiálise e 24 isolados, 14 

obtidos a partir de amostras de água e dialisato. Todos os isolados foram testados para a 15 

verificação da presença de alguns genes que codificam fatores de virulência como cblA, esmR 16 

e ZmpB. Considerando-se a epidemiologia do surto, os isolados Bcc foram caracterizados 17 

molecularmente por Multi Locus Sequence Type (MLST) e por gel de eletroforese em campo 18 

pulsado (PFGE). A verificação e quantificação de biofilme em microplaca de poliestireno foi 19 

realizada submetendo os isolados à diferentes temperaturas de incubação (20°C, temperatura 20 

média da água e 35°C, temperatura ótima de crescimento do grupo). O antibiograma das 21 

amostras de hemocultura (Microscan Walkaway 96 Plus) foi gentilmente cedido pelo 22 

Laboratório Clínico do Hospital. Foi identificada a presença de ZmpB em todos os isolados, 23 

enquanto o ZmpA foi observado em 96,5% dos isolados e nenhum deles apresentou os genes 24 

cblA e esmR. O antibiograma de 33 isolados de humanos apontou que todos eram resistentes à 25 

gentamicina, à colistina, à ampicilina/sulbactam e ao imipenem. 16 (48,5%) isolados 26 

apresentaram resistência à amicacina e menores taxas de resistência foram observadas com 27 

relação ao meropenem, ceftazidima, cefepime, ciprofloxacina e piperaciclina/tazobactam 28 

(6,1%). Segundo os resultados do PFGE, todos os isolados obtidos de humanos e de água 29 

pertenciam ao mesmo pulsotipo (1), cuja identificação como a espécie B. cepacia foi 30 

confirmada pelo sequenciamento do gene recA como  ̧pertencendo ao sequence type ST-767. 31 

Pela observação de um único pulsotipo dessa espécie ao longo de três anos, pode-se observar a 32 

persistência desse isolado no encanamento, contaminando os pacientes submetidos ao 33 



 
 

tratamento de hemodiálise, apesar da rotineira desinfecção da água com ácido peracético. 34 

Provavelmente, essa persistência ocorre devido à produção de biofilme, que protege as bactérias 35 

dos desinfetantes. Tornando esse cenário mais crítico, vários isolados apresentaram não-36 

suscetibilidade a pelo menos três classes de antimicrobianos, dificultando o tratamento dos 37 

pacientes. 38 
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ABSTRACT 59 

Kidney failure causes a decrease in diuresis and the accumulation of nitrogenous 60 

substances in the body. To increase patient survival, hemodialysis is used as a partial substitute 61 

for renal function. However, contamination of the water used in this treatment, causing 62 

bacteremia in patients, is a worldwide concern. The Burkholderia cepacia complex (Bcc), a 63 

group of bacteria with more than 20 species, is frequently isolated from hemodialysis water 64 

samples and comprises opportunistic bacteria, affecting immunosuppressed patients, due to its 65 

wide variety of virulence factors, in addition to innate resistance to several antimicrobials, 66 

contributing to the permanence in the hospital environment and to the pathogenesis in the host. 67 

The objective of the present study was to characterize molecularly and phenotypically Bcc 68 

isolates collected from water and dialysate at the Hemodialysis Unit and from the blood of 69 

patients with bacteremia at a Public Hospital, in Botucatu, between 2019 and 2022. 36 Bcc 70 

isolates, previously obtained from blood cultures of patients with bacteremia undergoing 71 

hemodialysis treatment, and 24 isolates, obtained from water and dialysate samples, were used. 72 

All isolates were tested for the presence of some genes that encode virulence factors such as 73 

cblA, esmR, ZmpA and ZmpB. Considering the epidemiology of the outbreak, the Bcc isolates 74 

were molecularly characterized by Multi Locus Sequence Type (MLST) and by pulsed field gel 75 

electrophoresis (PFGE). The verification and quantification of biofilm in polystyrene 76 

microplates was carried out by subjecting the isolates to different incubation temperatures 77 

(20°C, average water temperature and 35°C, optimal temperature for the group's growth). The 78 

antibiogram of blood culture samples (Microscan Walkaway 96 Plus) was kindly provided by 79 

the Clinical Laboratory of the Hospital. The presence of ZmpB was identified in all isolates, 80 

while ZmpA was observed in 96.5% of the isolates and none of them showed the cblA and esmR 81 

genes. The antibiogram of 33 human isolates indicated that all were resistant to gentamicin, 82 

colistin, ampicillin/sulbactam and imipenem. 16 (48.5%) isolates were resistant to amikacin 83 

and lower rates of resistance were observed for meropenem, ceftazidime, cefepime, 84 

ciprofloxacin and piperacycline/tazobactam (6.1%). According to the PFGE results, all isolates 85 

obtained from humans and from water belonged to the same pulsotype (1), whose identification 86 

as the B. cepacia species was confirmed by sequencing the recA gene as belonging to sequence 87 

type ST-767. By observing a single pulse type of this species over three years, one can observe 88 

the persistence of this isolate in plumbing, contaminating patients undergoing hemodialysis 89 

treatment, despite the routine disinfection of water with peracetic acid. This persistence is 90 

probably due to the production of biofilm, which protects bacteria from disinfectants. Making 91 



 
 

this scenario more critical, several isolates showed non-susceptibility to at least three classes of 92 

antimicrobials, making it difficult to treat patients. 93 
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1. INTRODUÇÃO 142 

 143 

1.1 Hemodiálise 144 

Segundo a Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN), cerca de 850 milhões de pessoas 145 

no mundo sofrem de doença renal crônica (DRC), ocorrendo, aproximadamente, 2,4 milhões 146 

de mortes ao ano. No Brasil, estima-se que 10 milhões de pessoas convivam com essa doença 147 

(SBN, 2020). 148 

A insuficiência renal, que é a perda da função dos rins, pode ser aguda ou crônica, 149 

sendo essa última caracterizada pela redução progressiva da filtração glomerular, ocasionando 150 

o acúmulo de substâncias nitrogenadas no organismo e diminuição da diurese. Sua origem pode 151 

decorrer de quadros clínicos envolvendo hipertensão arterial, diabetes mellitus e obesidade. 152 

(BUGNO et al, 2007; ZANINI et al., 2012; TRISTÃO et al., 2014) 153 

Os rins são órgãos fundamentais para a manutenção da homeostasia do organismo 154 

humano. Além de participar da excreção de água e sais minerais, da produção de hormônios e 155 

do controle do pH sanguíneo, eles atuam na eliminação de substâncias tóxicas, pela urina 156 

(ZANINI et al., 2012). Essa manutenção ocorre a partir da filtragem do sangue, por isso, a 157 

avaliação da função renal se baseia na filtração glomerular (FG) que é diminuída em caso de 158 

comprometimento do órgão (DOS SANTOS et al., 2017). A evolução dessa síndrome é 159 

caracterizada pelo surgimento de esclerose glomerular e fibrose intersticial e resulta na 160 

insuficiência renal crônica (IRC), estágio clínico com necessária intervenção por meio de 161 

hemodiálise até que ocorra o transplante renal (TRISTÃO et al., 2014; SBN, 2020). 162 

A hemodiálise é capaz de aumentar a sobrevida do paciente, substituindo parcialmente 163 

a função renal (LUGON et al., 2013). No procedimento, um equipamento promove a eliminação 164 

de líquidos e substâncias tóxicas em excesso presentes no sangue, retornando o sangue livre 165 

dessas impurezas e com pH balanceado ao paciente. Para isso, é necessário um acesso vascular 166 

que, por bombeamento do equipamento, encaminha o sangue ao filtro de diálise, onde entra em 167 

contato com o dialisato através de uma membrana semipermeável e é filtrado, substituindo os 168 

produtos indesejáveis pelos íons presentes no dialisato (COIMBRA et al., 2007; SBN, 2021).  169 

O dialisato (ou fluido de diálise) é uma solução não estéril composta por água potável 170 

e concentrado polieletrolítico, que banha o dialisador. A água é essencial para a realização da 171 

hemodiálise, bem com sua qualidade microbiológica, que necessita estar dentro dos padrões 172 

estabelecidos, para que não haja riscos ao paciente (TRISTÃO et al., 2014; CUEVAS et al., 173 
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2020). As sessões de hemodiálise submetem os pacientes à exposição à cerca de 400 litros de 174 

água por semana (ANVERSA et al, 2022). 175 

A purificação da água se inicia no pré-tratamento, com o auxílio de filtros de areia, 176 

carvão ativado e abrandadores, para reter as impurezas químicas e orgânicas e evitar que a 177 

osmose reversa seja prejudicada. A osmose reversa é a etapa principal do tratamento, capaz de 178 

eliminar íons metálicos, sais aquosos e deveria também reter bactérias e endotoxinas devido ao 179 

uso de filtros com baixa porosidade (< 0,2 micrômetros) (COIMBRA et al., 2007; ROCHA, 180 

2018). O padrão de água obtido pela osmose reversa adequada é considerado de alta qualidade, 181 

que ainda é submetida, posteriormente, à luz ultravioleta para esterilização (COIMBRA et al., 182 

2007). 183 

A Agência de Vigilância Sanitária (ANVISA) estabeleceu os padrões para o 184 

funcionamento dos Serviços de Diálise com a RDC nº154/2004, que normatiza o tratamento, 185 

valores de componentes físico-químicos e limites para a presença de micro-organismos 186 

(ANVISA, 2004). O padrão de qualidade exige a ausência de coliformes totais em 100ml de 187 

água e o máximo de 200 unidades formadoras de colônias/ml (UFC) na contagem de bactérias 188 

heterotróficas, contudo não recomenda a contagem específica de bacilos gram-negativos não 189 

fermentadores (BGNNF) ou outros patógenos (ANVISA, 2004).  190 

Os BGNNF estão frequentemente envolvidos em infecções hospitalares, pois além de 191 

poderem produzir biofilme, são patógenos oportunistas que podem apresentar resistência aos 192 

antimicrobianos (ANVERSA et al, 2022). No Brasil, Aversa et al. (2022) isolaram BGNNF em 193 

45,8% das amostras de água em centros de hemodiálise, nas etapas de osmose reversa, reuso e 194 

dialisato. A presença de contaminantes microbiológicos na água de hemodiálise está associada 195 

a casos de bacteremia e à inflamação crônica, que além de agravar o quadro dos pacientes com 196 

o declínio da função renal, contribui para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares e 197 

desnutrição (COULLIETTE; ARDUINO, 2013).  198 

 199 

1.2 Complexo Burkholderia cepacia 200 

O Complexo Burkholderia cepacia (Bcc) é um grupo formado por bacilos Gram-201 

negativos, não fermentadores, frequentemente isolados na água e no solo (SAALFELD et al., 202 

2020; CHANG et al., 2021). O primeiro relato da bactéria foi feito pelo pesquisador William 203 

Burkholder, em 1950, que identificou o fitopatógeno em cebolas como a nova espécie 204 

Pseudomonas cepacia (BURKHOLDER, 1950). Com o avanço da taxonomia molecular foi 205 

possível reclassificá-la em um novo gênero, Burkholderia, passando a ser chamada de 206 
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Burkholderia cepacia em 1992 (YABUUCHI et al, 1992). Pela similaridade feno e genotípica 207 

com outras espécies desse gênero, formou-se o Bcc, que inicialmente abrangia dez espécies 208 

genômicas ou genomovares (HOLMES et al., 1999). Considerando os genomovares de I a X, 209 

fazem parte esse grupo as espécies B. cepacia, B. multivorans, B. cenocepacia, B. stabilis, B. 210 

vietnamiensis, B. dolosa, B. ambifaria, B. anthina, B. pyrrocinia e B. ubonensis (COENYE et 211 

al, 2003). Atualmente, existem mais de 20 espécies identificadas, incluindo B. aenigmatica, B. 212 

arboris, B. catarinensis, B. difusa, B. lata, B. latens, B. metallica, B. paludis, B. 213 

pseudomultivorans, B. puraquae, B. seminalis, B. stagnalis e B. territorii (SCOCH et al., 2020). 214 

O genoma de Bcc é complexo (6-9Mb) e a capacidade de se adaptar por mutação reflete-se na 215 

plasticidade fenotípica e genotípica, responsável por sua diversidade metabólica (LEITÃO et 216 

al., 2013; TAVARES et al., 2020). 217 

Seu caráter oportunista fica evidente por serem majoritariamente isolados, na clínica 218 

humana, em pacientes com fibrose cística, imunodeprimidos e em unidades de tratamento, 219 

como a hemodiálise (MONTAÑO-REMACHA et al., 2015).  220 

A contaminação por Bcc da água utilizada no tratamento de hemodiálise já foi relatada 221 

em diferentes lugares do mundo. Oumokhtar et al. (2013) isolaram B. cepacia em 17% das 222 

amostras de água coletadas em um centro de hemodiálise em Fez, Marrocos. Um estudo 223 

realizado por Ortiz & Rios-González (2014) relatou um surto de B. cepacia em uma Unidade 224 

de Hemodiálise (UH) no Paraguai, onde a bactéria foi isolada em 75% das amostras de água de 225 

diálise. Ainda no Brasil, Lima et al. (2005) isolaram B. cepacia em amostras de água de pré e 226 

pós-tratamento, coletadas em duas unidades em São Luiz, Maranhão. 227 

A taxa de mortalidade por bacteremia intra-hospitalar por espécies do Bcc é alta 228 

(CHANG et al., 2021), afetando pacientes com fibrose cística e outros imunodeprimidos. Esse 229 

complexo pode provocar a síndrome Cepacia, caracterizada pelo declínio respiratório, falência 230 

múltipla de órgãos e bacteremia (CHANG et al., 2021). 231 

 232 

1.2.1 Fatores de virulência do Complexo B. cepacia 233 

A ampla variedade de fatores de virulência contribui para sua permanência ambiental, 234 

invasão e sobrevivência intracelular em células epiteliais do trato respiratório humano e em 235 

macrófagos (MARTINS, 2007).  236 

Para haver ligação e invasão celular, as espécies do Bcc necessitam de dois fatores de 237 

virulência importantes, o cable pili e a adesina 22 kDa. O primeiro deles, associado à essa 238 

adesina, se liga à proteína de filamento intermediário citoqueratina 13 (CK13), que atua como 239 
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receptora na célula hospedeira (MAHENTHIRALINGAM et al., 2005). B. cenocepacia que 240 

expressam o cable pili ainda conseguem se ligar às mucinas, componentes glicoproteicos 241 

presentes no fluido de vias aéreas e em abundância em pulmão com fibrose cística, aumentando 242 

o potencial da bactéria em provocar infecção (TOMICH et al., 2003; MAHENTHIRALINGAM 243 

et al., 2005). O cable pili foi identificado pela primeira vez na cepa epidêmica ET12 de B. 244 

cenocepacia, amplamente difundida em casos de fibrose cística. Outros genes que codificam o 245 

cable pili foram encontrados em poucas outras espécies dentro do Bcc 246 

(MAHENTHIRALINGAM et al., 2005; TURTON et al., 2007). 247 

A presença de flagelo, um apêndice filiforme que atua na mobilidade bacteriana, faz 248 

parte do fenótipo básico de todas as espécies do Bcc (MAHENTHIRALINGAM et al., 2005). 249 

A motilidade é um importante fator de virulência pois favorece a invasão celular, 250 

principalmente das células epiteliais respiratórias em casos de fibrose cística, bem como 251 

impulsiona a disseminação da bactéria pelos tecidos até que alcance a corrente sanguínea, 252 

provocando a bacteremia e septicemia (TOMICH et al., 2002; MAHENTHIRALINGAM et al., 253 

2005). 254 

Os lipopolissacarídeos (LPSs) são moléculas presentes na estrutura das membranas 255 

celulares de bactérias Gram-negativas e são considerados como fatores de virulências capazes 256 

de induzir a resposta imune do hospedeiro (TINTE et al, 2020), sendo compostos pelo Lipídio 257 

A, o qual está ligado um polissacarídeo chamado antígeno O ou antígeno somático O, sendo 258 

que o Bcc é caracterizado por conter uma quantidade menor de fosfato em seu LPS quando 259 

comparado à outras bactérias (MAHENTHIRALINGAM et al, 2005). Lipopolissacarídeos 260 

estão associados ao estímulo de resposta de neutrófilos e com a liberação de espécies reativas 261 

de oxigênio e enzimas, induzindo danos aos tecidos (VINION-DUBIEL e GOLDBERG, 2003).  262 

A produção de metaloproteases de zinco, conhecidas como ZmpA e ZmpB contribuem 263 

para a patogênese da bactéria e sua evasão aos mecanismos de defesa do hospedeiro (KOOI et 264 

al., 2009). Ambas são proteases de amplo espectro, capazes de degradar substratos envolvido 265 

na integridade do tecido e defesa do hospedeiro, como colágeno tipo IV e fibronectina. (KOOI 266 

et al., 2006). Enquanto muitas proteases são inibidas por alfa-2-macroglobulina e alfa-1-267 

proteinase, ZmpA e ZmpB tem o potencial de degradar esses inibidores. ZmpA atua clivando 268 

o interferon gama, enquanto o ZmpB degrada outros substratos, como imunoglobulinas (IgA, 269 

IgG e IgM), lactoferrina e transferrina (KOOI & SOKOL, 2009). Essa inativação aumenta os 270 

danos e inflamação dos tecidos, além de impulsionar a disseminação da bactéria no hospedeiro, 271 

resultando em septicemia (KOOI et al., 2005). Ambas as metaloproteases são capazes de clivar 272 
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e inativar peptídeos antimicrobianos envolvidos na imunidade inata (ROSALES-REYES et al., 273 

2012) 274 

O marcador da cepa epidêmica conhecido como Burkholderia cepacia epidemic strain 275 

marker (BCESM), regulado pelo gene esmR, é considerado importante fator de virulência e faz 276 

parte de uma ilha genômica (cci) que codifica genes relacionados à virulência e ao metabolismo 277 

(BEVIVINO et al., 2002; BALDWIN et al., 2004; MAHENTHIRALINGAM et al., 2005). Esse 278 

fragmento de DNA é raro em isolados ambientais e ausente em cepas não epidêmicas, sendo 279 

exclusivo de B. cenocepacia. Isolados que possuem o BCESM são mais transmissíveis e tendem 280 

a aumentar a taxa de mortalidade entre os pacientes (MAHENTHIRALINGAM et al., 2005). 281 

Os exopolisacarídeos (EPS) são polímeros de carboidratos produzidos por isolados 282 

clínicos de Bcc envolvidos em infecções crônicas relacionadas a pacientes com fibrose cística. 283 

Os EPSs contribuem para a aderência e colonização de superfícies sólidas e para a produção de 284 

biofilme (OTOBONI, 2007). Além de estarem relacionados a um fenótipo mucoide nos 285 

pulmões, interagem com peptídeos antimicrobianos e interferem na quimiotaxia de neutrófilos, 286 

comprometendo esse importante mecanismo de defesa do hospedeiro (CUNHA et al., 2003; 287 

ZLOSNIK et al., 2008).  288 

A matriz do biofilme, além do EPS, é constituída por DNA externo (eDNA) e proteínas 289 

e sua formação ocorre em três etapas: adesão, maturação e dispersão. A adesão é iniciada pelas 290 

interações entre flagelos e pili e a superfície biótica ou abiótica (RABIN et al., 2015). Após a 291 

ligação entre as bactérias e a superfície, a adesão irreversível acontece pela produção de grande 292 

quantidade da matriz EPS, que têm o papel de proteger as células bacterianas contra 293 

antibióticos, desinfetantes e mediadores de defesa do hospedeiro (MAHENTHIRALINGAM et 294 

al., 2005; RABIN et al., 2015). A seguir, inicia- se o processo de maturação, no qual há o 295 

recrutamento de outras células bacterianas, sejam da mesma espécie ou de espécies diferentes 296 

das de origem do biofilme, juntamente com a secreção de matriz EPS, ocorrendo o crescimento 297 

em camadas dessa estrutura. Em situações de estresse, como falta de nutrientes e 298 

superpopulação, ocorre a fase de dispersão, onde bactérias planctônicas são liberadas do 299 

biofilme promovendo a disseminação para novos locais (RABIN et al., 2015). 300 

 301 

1.2.2 Resistência aos Antimicrobianos 302 

As bactérias do Bcc possuem resistência inata a vários antimicrobianos, como 303 

aminoglicosídeos, cefalosporinas, polimixinas e beta-lactâmicos (BAZZINI, UDINE & 304 

RICCARDI, 2011). Seu perfil de multirresistência intrínseca se relaciona com a alta taxa de 305 
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mortalidade pela infecção, considerando que os pacientes envolvidos já se encontram com a 306 

imunidade comprometida, tornando o Bcc um agente significativo em infecções nosocomiais 307 

(LO PRIORE et al., 2020). 308 

Existem diversos mecanismos de resistência, sendo a alteração da permeabilidade da 309 

membrana celular o mais importante, com a diminuição da absorção dos antimicrobianos 310 

(TRIVEDI et al., 2015; UWUMIRO et al., 2021). Entre outros mecanismos do Bcc, pode-se 311 

citar a produção de enzimas que degradam antimicrobianos, como as beta-lactamases, bombas 312 

de efluxo, alterações no sítio de ligação do antimicrobiano, além da formação de biofilme 313 

(MAHENTHIRALINGAM et al, 2005; UWUMIRO et al., 2021). A formação de biofilme atua 314 

dificultando a penetração de antimicrobianos e desinfetantes e contribui para resistência à 315 

ceftazidima e à ciprofloxacina (MAHENTHIRALINGAM et al., 2005). Fármacos como o 316 

cloranfenicol, trimetoprim e quinolonas são exportados ativamente pela bomba de efluxo de 317 

membrana externa presente no Bcc. Enquanto a ação de beta-lactamases periplasmáticas e a 318 

presença de proteínas de ligação à penicilina específicas contribuem para que as bactérias sejam 319 

menos suscetíveis à ação de beta-lactâmicos. (MAHENTHIRALINGAM et al., 2005; 320 

GANESH et al., 2019). 321 

O LPS, quando sofre modificação em sua estrutura, contribui para a resistência 322 

intrínseca aos antimicrobianos polipeptídicos catiônicos e à polimixina B. A presença de 4-323 

amino-4-desoxiarabinose ligadas ao fosfato no lipídeo A reduz a carga líquida negativa do 324 

envelope celular da bactéria, diminuindo a permeabilidade à antimicrobianos catiônicos, como 325 

a polimixina (MAHENTHIRALINGAM et al., 2005; RHODES & SCHWEIZER, 2016; 326 

GANESH et al., 2019).  327 

 328 

1.2.3 Caracterização Molecular 329 

1.2.3.1 RecA 330 

A diversidade genética de espécies dentro do Bcc e a similaridade fenotípica dificultam 331 

o processo de identificação das espécies envolvidas, por testes bioquímicos (MEDINA-332 

PASCUAL et al., 2012). A análise do gene 16s tem sido utilizada para a discriminação entre 333 

espécies. Entretanto, a técnica possui limitações devido a variação insuficiente de sequências 334 

nesse gene (MAHENTHIRALINGAM et al., 2000; TRABULSI, ALTERTHUM, 2015). Como 335 

alternativa, a amplificação e sequenciamento do gene recA, que codifica uma proteína 336 

multifuncional, possibilita essa caracterização, bem como o estudo da sistemática molecular 337 
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dessas bactérias, pois não apresenta variação na sequência espécie-específica (EISEN et al., 338 

1995; KARLIN et al., 1995). 339 

 340 

1.2.3.2 Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE) 341 

Para diferenciar as linhagens de uma mesma espécie, a eletroforese em gel de campo 342 

pulsado (PFGE) tem sido amplamente utilizada. O método é baseado na clivagem do genoma 343 

bacteriano por enzimas de restrição, o qual é separado em diferentes fragmentos de DNA, que 344 

formam os padrões de bandas (pulsotipo) em um gel de agarose (ZULKEFLI et al., 2016). 345 

Segundo Zulkefli et al. (2016), essa técnica pode ser afetada por rearranjos genômicos, sendo 346 

mais adequada para epidemiologias restritas. 347 

Martins et al. (2010) empregaram a técnica de PFGE em um estudo de caso cruzado 348 

no Rio de Janeiro, demonstrando a presença de seis clones do Bcc, sendo um prevalente nos 349 

três hospitais estudados. A partir da análise, foi possível identificar a fonte do surto de infecções 350 

primárias da corrente sanguínea associadas ao Bcc (MARTINS et al., 2010). O uso do PFGE 351 

contribuiu para duas investigações epidemiológicas realizadas por Raddaoui et al. (2022) no 352 

Centro Nacional de Transfusão de Sangue da Tunísia. A análise revelou a presença de cinco 353 

clusters entre os 23 isolados de B. cepacia investigados. O principal cluster incluiu 18 isolados, 354 

confirmando a origem de contaminação e possibilitando uma intervenção eficaz para a 355 

erradicação do surto (RADDAOUI et al., 2022). 356 

 357 

1.2.3.3 Multi Locus Sequence Typing (MLST) 358 

Ao realizar um estudo geográfico epidemiológico e cruzado de longo prazo, é 359 

interessante o uso de métodos que envolvam genes metabólicos essenciais, devido sua 360 

conservação (ZULKEFLI et al., 2016), como o Multi Locus Sequence Typing (MLST), que 361 

utiliza sequencias de fragmentos internos de sete genes conservados, chamados housekeeping 362 

(nesse caso:  atpD, gltB, gyrB, lepA, phaC, recA e trpB) para definir o perfil alélico de cada 363 

isolado (MAIDEN, 2006). A técnica fornece informações importantes sobre a diversidade 364 

genética e dinâmica populacional do Bcc, tendo ainda identificado novas espécies dentro do 365 

complexo (SPILKER et al., 2009). Após a caracterização do isolado, pode-se comparar e 366 

relacionar cepas de diferentes lugares, utilizando-se um banco de dados (MAIDEN, 2006).  367 

Cesarini et al. (2009) e Wong et al. (2020) utilizaram essa técnica também para a 368 

identificação da espécie, como um alternativo ao sequenciamento do recA. Wong et al. (2020) 369 

identificaram B. contaminans ST102 (espécie pertencente ao Bcc) por essa técnica, usando 370 
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isolados obtidos de diferentes tipos de infecção (doenças pulmonares, reais, oculares, de tecidos 371 

moles e por cateter), verificando ainda que essa sequence type parece ter distribuição global 372 

entre paciente com fibrose cística ou não, em países da União Europeia, Estados Unidos e 373 

Rússia, de acordo com a base de dados do PubMLST (https://pubmlst.org/). 374 

  375 

https://pubmlst.org/
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2. OBJETIVOS 376 

 377 

2.1. Objetivo Geral 378 

O objetivo geral foi caracterizar molecular e fenotipicamente isolados do complexo 379 

Burkholderia cepacia, obtidos de amostras água e de dialisato de uma Unidade de Hemodiálise 380 

(UH) e de hemoculturas de pacientes submetidos à hemodiálise e com bacteremia, em um 381 

hospital público, na cidade de Botucatu, entre 2019 e 2022. 382 

 383 

2.2. Objetivos Específicos 384 

- Caracterizar molecularmente esses isolados, por MLST e PFGE. 385 

- Verificar a presença de alguns genes ligados à virulência, como cblA, ZmpA, ZmpB 386 

e esmR. 387 

- Verificar a produção de biofilme nas temperaturas de 20ºC e 35ºC.  388 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 389 

 390 

3.1. Isolados de Burkholderia cepacia 391 

Os isolados de B. cepacia provenientes da água e dialisato da Unidade de Hemodiálise 392 

(UH) de um hospital público de Botucatu/SP foram coletados e identificados por um programa 393 

de vigilância, que monitora a qualidade microbiológica da água tratada para esses serviços. O 394 

surto foi percebido em novembro de 2019, quando houve um aumento abrupto na identificação 395 

de B. cepacia nas amostras de água e dialisato, vindos da UH desse Hospital. Pela presença 396 

dessa bactéria nos meses seguintes, resultados de água e de hemoculturas de meses anteriores 397 

foram examinados e os isolados de B. cepacia de ambos os locais foram recuperados, a partir 398 

de maio de 2019 para o estudo em questão e se estendeu até abril de 2022. 399 

Os isolados de hemocultura de pacientes submetidos à hemodiálise nessa Unidade 400 

durante o mesmo período foram gentilmente cedidos pelo Laboratório Clínico do Hospital 401 

(Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos nº 30818020.4.0000.5411). 402 

Os resultados de sensibilidade aos fármacos acompanharam as amostras de origem 403 

humana e foram realizados pelo equipamento Microscan Walkaway 96 Plus, utilizado pelo 404 

Laboratório Clínico do Hospital, o qual se baseia em análise colorimétrica e flurométrica. Os 405 

antibióticos testados foram Cefepime, Ceftazidima, Ciprofloxacina, Gentamicina, Imipenem, 406 

Amicacina, Meropenem, Colistina, Ampicilina/sulbactam e Piperaciclina/tazobactam. 407 

 408 

3.2. Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) para identificação das espécies, pesquisa de 409 

fatores de virulência e caracterização molecular dos isolados. 410 

 411 

3.2.1. Extração de DNA 412 

A extração do DNA foi realizada segundo Dias et al. (2016). Os isolados de Bcc foram 413 

cultivados em ágar nutriente e incubados a 37ºC/24h. A seguir, uma colônia de cada isolado foi 414 

suspensa em 300 μL de água miliq estéril, homogeneizada em vortex em um tubo de 415 

microcentrífuga, que foi fervido em banho-maria a 95ºC/10min. A suspensão foi centrifugada 416 

a 13.000g/5min e o sobrenadante, congelado a - 20ºC até o momento do uso para a reação em 417 

cadeia pela polimerase (PCR).  418 
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 419 

3.2.2. Amplificação do DNA 420 

Para as reações de PCR foram utilizados tubos de microcentrífuga, com volume final 421 

de 25 µL, utilizando-se GoTaq Green Master Mix, 2X (Promega), conforme recomendações do 422 

fabricante. A incubação foi realizada em termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Applied 423 

Biosystem), empregando-se os parâmetros de acordo com o Quadro 1. Em todas as reações 424 

realizadas, foi utilizado um controle negativo, pela substituição do ácido nucléico por água 425 

ultrapura. Como controle positivo, foi utilizada a cepa B. cepacia ATCC 25416. 426 

O amplicon gerado pela PCR do gene recA, para identificação da espécie, foi 427 

submetido ao sequenciamento por Sanger. 428 

 429 

Quadro 1: Parâmetros utilizados nas reações de PCR, para os genes envolvidos na 430 

patogenicidade e genotipagem de bactérias do complexo Burkholderia cepacia. 431 

Gene Corrida (30 ciclos) 

 Denaturação 

Inicial 

Denaturação Anelamento Extensão Extensão 

final 

cblA 94°C/2min 94°C/1min 55°C/1min 72°C/1min 72°C/10min 

esmR 94°C/2min 94°C/1min 63ºC/1min 72°C/2min 72°C/10min 

recA* 94°C/2min 94°C/30s 61°C/45s 72°C/1min 72°C/10min 

ZmpA 96°C/4min 96°C/30s 56ºC/30s 72°C/4,5min 72°C/10min 

ZmpB 95°C/7min 95°C/1min 56°C/30s 72°C/2min 72°C/20min 

atpD, 

gyrB, 

lepA, 

phaC, 

trpB 

96°C/2min 96°C/1min 58ºC/1min 72°C/2min 72°C/5min 

gltB 96°C/2min 96°C/1min 62ºC/1min 72°C/2min 72°C/5min 

recA 96°C/2min 96°C/1min 60ºC/1min 72°C/2min 72°C/5min 

*BCR1 e BCR4 432 

 433 

3.2.3. Visualização dos produtos amplificados 434 

Os produtos das reações de PCR foram submetidos à eletroforese (Electrophoresis 435 

Power SupplyModel EPD 600 – Amersham-Pharmacia Biotech Inc.) em gel de agarose 1% 436 
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(Sigma Aldrich) em tampão de ácido bórico-Tris-EDTA (TBE) e revelados com SYBr Safe 437 

(0,5 mg/ml - Invitrogen). Os fragmentos de DNA foram analisados comparativamente com 438 

marcadores de DNA de 100 pares de base (bp) ou 1000 bp (Amersham – Pharmacia Biotech 439 

Inc.), sendo analisados e fotografados em analisador de imagens (Alphaimager – Alpha esasy 440 

FC Software – AlphaInotech Corporation). 441 

O Quadro 2 apresenta as sequências dos primers utilizados, tamanho do amplicon e 442 

referência. 443 

 444 

Quadro 2: Sequências dos primers e referências utilizados nas reações de PCR, para os genes 445 

envolvidos na patogenicidade e genotipagem de bactérias do complexo Burkholderia cepacia. 446 

Pb: Pares de bases 447 

 448 

3.3. Teste de produção de biofilme in vitro 449 

Cada cepa foi semeada em caldo de infusão de cérebro e coração (BHI, Difco) e 450 

incubada sob agitação à 35ºC/48h, sendo, a seguir, diluída até 1,5 x 108 UFC/ml (escala 0,5 de 451 

MacFarland). Uma alíquota de 200 µl foi distribuída, em quadruplicata, em microplaca de 96 452 

poços, com fundo chato. As cepas de B. cepacia foram incubadas nas temperaturas de 35°C e 453 

20°C por 48 horas sem agitação. Após incubação, a placa foi lavada três vezes, com solução 454 

salina tamponada (PBS, pH 7,4), seca à temperatura ambiente e corada com cristal violeta 1%, 455 

por 15 minutos. Após a remoção do corante, foram feitas três lavagens com água destilada e 456 

secagem da placa em temperatura ambiente. O biofilme foi ressuspendido em 200µl de ácido 457 

acético glacial 33% e lido em um leitor de ELISA (Biotek, EPOCH2C 200-999nm), em 570 458 

Gene Sequência (5´"3´) Pb Referência 

cblA F: CCAAAGGACTAACCCA 
664 Urban et al. (2005) 

R:ACGCGATGTCCATCACA 

esmR F: CCACGGACGTGACTAACA 
1400 

Mahenthiralingam et 

al. (1997) R: CGTCCATCCGAACACGAT 

recA F: TGACCGCCGAGAAGAGCAA 
597 

Mahenthiralingam et 

al. (2000) R: GACCGAGTCGATGACGAT 

ZmpA F: CCAACCTGAACTATTCGG 
228 Gingues et al. (2005) 

R: TGCGGATCGTGGCGC 

ZmpB F: GCAGACATCACGCAAAGCATTG 1700 Kooi et al (2006) 

R: GCAGCTCTTGTTGTACGCGTTG    
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nm. BHI não inoculado foi utilizado como branco, para corrigir o valor da absorbância, sendo 459 

realizada uma média dos quatro poços. As cepas testadas foram classificadas em níveis de 460 

produção de biofilme segundo Stepanovic et al. (2000). A partir da média da leitura óptica 461 

(D.O.) da quadruplicata de acordo com a relação entre D.O. e D.O.c (controle negativo), as 462 

amostras foram classificadas em não produtoras, fracas, moderadas ou fortes produtoras de 463 

biofilme (Quadro 3). Como controle negativo, foi utilizado S. epidermides ATCC 14990. 464 

 465 

Quadro 3. Classificação dos isolados de B. cepacia, obtidos a partir de amostras de água, de 466 

dialisato e de hemoculturas. 467 

Relação Interpretação 

D.O. ≤ D.O.c Não produtor 

D.O.c < D.O. ≤ (2 * D.O.c) Fraco produtor 

2 * (D.O.c) < D.O. ≤ (4 * D.O.c) Moderado produtor 

4 * (D.O.c) < D.O Forte produtor 

D.O.: densidade óptica da cepa em teste; D.O.c: densidade óptica do controle negativo 468 

 469 

3.4. Caracterização molecular por PFGE 470 

Foi utilizado o protocolo padrão da PulseNet (CDC, 2017a), usando-se a SpeI (Thermo 471 

Scientific, Waltham MA) (50 U por 2 h, a 37°C) como endonuclease de restrição para digerir o 472 

DNA genômico de B. cepacia. O DNA digerido foi separado por eletroforese usando um CHEF 473 

Mapper (campo elétrico homogêneo preso) (Biorad, Hercules, Califórnia), com um intervalo 474 

de pulso inicial de 2,2 s, intervalo de pulso final de 54,2 s, voltagem de 6 V e um ângulo incluído 475 

de 120 °, por 19 h. Para a corrida PFGE, o tampão de eletroforese utilizado foi o TBE 0,5x. 476 

As imagens do PFGE foram analisadas pelo software Bionumerics v.7.6, utilizando-477 

se tolerância de posição de banda de 1,5%. Empregou-se o método de grupos de pares não 478 

ponderados com média aritmética (UPGMA), o coeficiente de Dice e índice de similaridade de 479 

80%, segundo Kitchel et al. (2009) para o agrupamento em pulsotipos. Os fragmentos de DNA 480 

da ATCC BAA-664 (Salmonella ser. Braenderup H9812) foram usados como marcadores para 481 

os padrões de digestão e a enzima de restrição usada foi a XbaI (Thermo Scientific). 482 

 483 

3.5. MLST 484 

Para o método de MLST, os setes genes conservados 485 

(atpD, gltB, gyrB, lepA, phaC, recA e trpB) foram submetidos ao sequenciamento por Sanger, 486 
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pelo Instituto de Biotecnologia (IBTEC/UNESP, Botucatu), utilizando-se os primers 487 

apresentados no Quadro 4. 488 

  489 
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Quadro 4: Sequências dos primers utilizados nas reações de PCR para sequenciamento, na 490 

técnica de MLST para espécies do complexo Burkholderia cepacia (Jolley et al., 2018). 491 

Gene Sequência (5´"3´) Pb 

atpD* F: GATCGTACAGTGCATCGG 1395 

R: ATCGTGCCGACCATGTAG 

gltB* 
F: CGCTCGAAGATCAAGCAG 4704 

R: GGGAACACCTTCACGAAC 

gyrB* F: CGACAACTCGATCGACGA 2475 

R: GACAGCAGCTTGTCGTAG 

recA* F: GATAGCAAGAAGGGCTCC 1071 

R: CTCTTCTTCGTCCATCGCCTC 

lepA* F: CGACGGCAAGGTCTACAA 1794 

R: AGCATGTCGACCTTCACG 

phaC* F: CTCAGCGAATTGCGTACG 741 

R: CTCAGCGAATTGCGTACG 

trpB* F: GATCTACCTGAAGCGCGA 1194 

R: GTGTGCATGTCCTTGTCG 

atpD** F: GTTCATCTGGCCGTACAC 443 

R: AACTGACGCTCGAAGTCC 

gltB** F: AACTGACGCTCGAAGTCC 400 

R: CTTCTTCTTCGTCGCCGA 

gyrB** F: ATCGTGATGACCGAGCTG 454 

R: CGTTGTAGCTGTCGTTCC 

recA** F: TGACCGCCGAGAAGAGCAA 393 

R: GACCGAGTCGATGACGAT 

lepA** F: GGCATCAAGGAACTGACG 397 

R: CTGCGGCATGTACAGGTT 

phaC** F: AGACGGCTTCAAGGTGGT 385 

R: ACACGGTGTTGACCGTCA 

trpB** F: CTGGGTCACGAACATGGA 301 

R: CCGAATGCGTCTCGATGA 

*Primer de amplificação; **Primer de sequenciamento; Pb: Pares de bases. 492 

  493 
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3.6. Estatística 494 

Os resultados obtidos no ensaio de biofilme em microplaca de poliestireno foram 495 

submetidos ao teste estatístico Qui-quadrado de Pearson, para avaliar a diferença entre as 496 

temperaturas de incubação.  497 

  498 
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4. RESULTADOS 499 

Na configuração do surto, os isolados de Bcc representaram 13,3% (40) das amostras 500 

de água e dialisato coletadas entre 2019 e 2022, sendo o segundo micro-organismo mais comum 501 

a ser identificado, além de BGNNF (Gráfico 1). Os isolados que compõem o grupo BGNNF é 502 

qualquer outro que não B. cepacia, P. aeruginosa, Acinetobacter spp. e Stenotrophomonas 503 

maltophilia. No período considerado pelo trabalho, foi possível observar (Gráfico 2) o aumento 504 

repentino em casos de pacientes de hemodiálise infectados por Bcc, ocorrendo um pico de 7 505 

casos em novembro de 2019, concomitante ao aparecimento da bactéria nas amostras de água 506 

e dialisato. Como consequência à pandemia de COVID-19, houve uma pausa nas coletas e 507 

análises, provocando uma defasagem nos dados. Não foi possível obter dados sobre os períodos 508 

de março a setembro de 2020 para as análises de água e dialisato e entre março de 2020 e junho 509 

de 2021 para as análises de hemocultura. Essa pausa coincidiu justamente com o período no 510 

qual é possível observar o aumento de locais de coleta de água, na Unidade de Hemodiálise, 511 

com a presença de B. cepacia, chegando à cinco pontos de coleta em fevereiro de 2020.  512 

 513 

Gráfico 1. Registro de espécies bacterianas identificadas em análises de água e dialisato da 514 

Unidade de Hemodiálise, no período de 2019-2022. 515 

 516 

 517 
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Gráfico 2. Registro mensal (2019-2022) de isolados identificados fenotipicamente como B. 518 

cepacia em hemoculturas de pacientes de hemodiálise e em água e dialisato da Unidade de 519 

Hemodiálise. 520 

 521 

Hemocultura: N de pacientes relatados com a bacteremia por B. cepacia por mês. Água: N de 522 

locais onde é feito o monitoramento da Unidade de Hemodiálise e foi identificado a presença 523 

de B. cepacia na água e/ou dialisato. 524 

 525 

No total, 60 isolados foram identificados e estocados a -70ºC durante o período de 526 

coleta, de maio de 2019 a abril de 2022, sendo 36 de hemoculturas de pacientes com bacteremia 527 

e 24 de amostras água e dialisato.  528 

Em relação à presença dos genes que codificam os fatores de virulência pesquisados, 529 

todos os 60 (100%) isolados apresentaram o gene ZmpB e 58 (96,6%), o ZmpA (ausência em 530 

um isolado de água e um de hemocultura). Nenhum isolado apresentou o gene de virulência 531 

cblA ou o marcador de cepa virulenta esmR.  532 

No ensaio de produção de biofilme em microplaca de poliestireno, o mesmo inóculo 533 

de cada isolado foi submetido às temperaturas de 35°C, considerada a temperatura ótima de 534 

crescimento e de 20°C, a temperatura média em Botucatu (Climate Data, 2023). Segundo a 535 

Tabela 1, 29 isolados (48,3%) foram classificados como não produtores, quando incubados à 536 

35°C e esse número foi reduzido a quatro (6,7%), em temperatura de 20°C, segundo Stepanovic 537 

et al. (2000).  O teste do Qui-quadrado demonstrou diferença significativa (p < 0.0001) entre a 538 

ação das temperaturas, 20°C e 35°C, em relação à produção do biofilme. 539 
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 540 

Tabela 1. Classificação dos isolados de B. cepacia, obtidos de amostras de água de uma Unidade 541 

de Hemodiálise e de hemoculturas em relação à capacidade de produção de biofilme em 542 

microplaca de poliestireno, incubadas a 20°C e 35°C. 543 

Classificação* 
20°C 35°C 

Hemoculturas Água Hemoculturas Água 

Forte produtor 31 (51,7%) 20 (33,3%) 12 (20%) 1 (1,7%) 

Moderado produtor 1 (1,7%) 3 (5%) 6 (10%) 1 (1,7%) 

Fraco produtor 0 1 (1,7%) 5 (8,3%) 6 (10%) 

Total de produtores 56 (93,3%) 31 (51,7%) 

Não produtor 4 (6,7%) 0 13 (21,7%) 16 (26,6%) 

Total geral 60 60 

 544 

Até visualmente foi possível perceber uma maior produção de biofilme tanto em 545 

quantidade de isolados como na intensidade da coloração pelo cristal violeta 1%, nas 546 

temperaturas de 35°C e 20°C, Figuras 1(A) e 1(B), respectivamente.  547 

 548 

 549 

 550 

 551 

 552 

 553 

 554 

 555 

 556 

Figura 1. Produção de biofilme em microplacas de poliestireno por B. cepacia, isoladas de 557 

amostras de água de uma Unidade de Hemodiálise e de hemoculturas, incubada à 35°C (A) e à 558 

20°C (B) 559 

 560 

Com exceção de três, todos os isolados obtidos a partir de hemocultura (33), cedidos 561 

pelo Laboratório Clínico do Hospital, foram acompanhados dos resultados do teste de 562 

susceptibilidade aos antimicrobianos. Todos os 33 (100%) isolados foram resistentes à 563 

gentamicina, à colistina, à ampicilina/sulbactam e ao imipenem e 16 (48,5%) isolados 564 

1(A) 1(B) 



28 
 

apresentaram resistência à amicacina. Menores taxas de resistência foram observadas com 565 

relação ao meropenem, ceftazidima, cefepime, ciprofloxacina e piperaciclina/tazobactam 566 

(6,1%). Todos os isolados foram sensíveis ao sulfametazol/trimetoprim, levofloxacina e à 567 

tigeciclina, mas todos foram resistentes a pelo menos 3 classes diferentes de antibióticos. A 568 

Tabela 2 apresenta o perfil de resistência desses isolados. 569 

  570 

Tabela 2. Perfil de resistência aos antimicrobianos por isolados do Complexo B. cepacia, 571 

obtidas a partir de hemoculturas de paciente com bacteremia e em hemodiálise, em um Hospital 572 

Público em Botucatu/SP. 573 

Número de isolados 

com o perfil (%) 
Antibióticos 

1 (3%) CPM + CAZ + CIP + COL + GEN + IPM + AMI + PIT + APS 

1 (3%) MPM + COL + GEN + IPM + AMI + APS 

1 (3%) CPM + CAZ + COL + GEN + IPM + AMI + APS 

2 (6,1%) COL + GEN + IPM + AMI + APS 

1 (3%) MPM + COL + GEN + IPM + AMI +APS 

1 (3%) CIP + COL + GEN + IPM + AMI + PIT + APS 

4 (12,1%) MPM* + COL + GEN + IPM + AMI + APS 

5 (15,2%) COL + GEN + IPM + AMI + APS 

13 (39,4%) COL + GEN + IPM + APS 

4 (12,1%) MPM* + COL + GEN + IPM + APS 

 574 
CPM: cefepime; CAZ: ceftazidima; CIP: ciprofloxacina; GEN: gentamicina; IPM: imipenem; AMI: 575 
amicacina; MPM: meropenem; COL: colistina; APS: ampicilina/sulbactam; PIT: piperaciclina/tazobactam. 576 
*Classificado como Intermediário. 577 
 578 

 579 

A tipagem molecular pela técnica de PFGE mostrou que 62 (100%) isolados, 580 

abrangendo os obtidos de pacientes e de água pertenciam ao mesmo pulsotipo (1) (Figura 2). 581 

As estirpes W64 e W65 foram isoladas em novembro de 2019 e imediatamente foi realizado o 582 

teste de PFGE para a pesquisa do surto que estava ocorrendo no hospital naquele ano. Devido 583 

à quarentena imposta pela pandemia de COVID -19, os isolados foram congelados a -70°C, até 584 

o momento das análises fenotípicas e genotípicas, que se iniciaram em 2021, mas essas duas 585 

estirpes não puderam ser recuperadas.  586 

  587 
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 588 

Figura 2: Dendrograma dos padrões of PFGE, usando-se coeficiente de similaridade acima de 80% de 589 
isolados de B. cepacia, obtidos a partir de água de hemodiálise e dialisato e de hemoculturas. *: Os dois 590 
isolados do pulsotipo 0002 (H65 e H66) são de origem humana, mas de pacientes com outra fonte de 591 
infecção, que não realizam hemodiálise. Esses isolados são considerados “outgroup”, mostrando que a 592 
técnica é discriminatória. 593 
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Somente dois isolados de água e dois de hemocultura foram submetidos ao 594 

sequenciamento Sanger do gene recA para a identificação da espécie, devido ao predomínio de 595 

um único pulsotipo. A comparação das sequencias no Blast/GenBank 596 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), resultou no número de acesso GU951989.1, com 597 

identidade 100% compatível, (NCBI), identificando esses isolados como a espécie B. cepacia 598 

(genomovar I), dentro do complexo Bcc. 599 

Pelo mesmo motivo, somente um isolado foi submetido à identificação pelo MLST, 600 

sendo classificado molecularmente como o sequence type ST-767. A Figura 3 apresenta os 601 

amplicons dos genes constitutivos (atpD, gltB, gyrB, lepA, phaC, recA e trpB), que foram 602 

sequenciados por Sanger (Figura 4). 603 

 604 

 605 
Figura 3. Gel de eletroforese. Poço 1: ladder 100 pares de base; poço 2: atpD; poço 3: gltB; 606 

poço 4: gyrB; poço 5: lepA; poço 6: phaC; poço 7: recA; poço 8: trpB; 607 

 608 

 609 

 610 

Figura 4. Representação da sequência de nucleotídeos observada no Software MEGA.   611 
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5. DISCUSSÃO 612 

A hemodiálise é um tratamento essencial para a sobrevida de muitos pacientes e envolve 613 

riscos quando o controle de qualidade da água não é eficiente (ROCHA, PINHO, 2018). Apesar 614 

de visar a purificação da água, o processo de osmose reversa ao remover os íons, remove 615 

também o cloro presente na água, eliminando um importante componente bactericida ou 616 

bacteriostático, podendo ocasionar o crescimento de vários micro-organismos. 617 

Esse trabalho caracterizou fenotípica e molecularmente os isolados obtidos a partir de 618 

amostras de água e dialisato de uma Unidade de Hemodiálise, bem como os obtidos de 619 

hemoculturas de pacientes submetidos à essa terapia e que apresentavam bacteremia, em um 620 

período de três anos de duração do surto. Outros relatos de surtos por Bcc foram relatados em 621 

unidades de hemodiálise no Brasil (MAGALHÃES et al., 2003; ROCHA et al., 2021) e países 622 

como EUA, Paraguai, Espanha, Marrocos (OUMOKHTAR, 2013; MONTAÑO-REMACHA 623 

et al., 2015; ORTIZ, RIOS-GONZÁLEZ, 2014). 624 

A capacidade de sobrevivência e proliferação de Bcc em ambientes aquáticos já foi 625 

relatada, bem como sua tolerância à amplas variações de temperatura (TAVARES et al., 2020). 626 

Com base nos resultados obtidos no ensaio de biofilme em microplaca de poliestireno, pode-se 627 

observar a ação positiva da temperatura ambiente (20ºC) para uma maior produção de biofilme 628 

quando comparada aos testes à 35ºC. A formação de biofilme em temperaturas menores já havia 629 

sido relatada por Nörnberg et al. (2011), em um estudo utilizando uma cepa de B. cepacia 630 

psicrotrófica, isolada de leite refrigerado e que apresentou baixa capacidade de formar biofilme 631 

à 4ºC de incubação, porém formações mais robustas de biofilme foram observadas a 10ºC e 632 

25ºC, aumentado de acordo com o aumento das temperaturas (NÖRNBERG et al., 2011). 633 

Carson et al. (1973) já haviam relatado o padrão de crescimento de B. cepacia 634 

(Pseudomonas cepacia) em temperaturas de 12ºC a 45ºC. Os pesquisadores identificaram a 635 

temperatura de 25ºC como ponto de rendimento máximo da população bacteriana, quando 636 

comparado as outras temperaturas avaliadas. Ahn et al. (2014) apresentaram resultados 637 

coerentes ao demonstrar a persistência de cepas de B. cenocepacia em água destilada por 40 638 

dias nas temperaturas de 18ºC e 23ºC. Apesar de os mecanismos envolvidos na sobrevivência 639 

dessas bactérias na água ainda não terem sido completamente elucidados, é relacionado à 640 

diversidade genética e nutricional da espécie quanto à metabolização de matéria orgânica, 641 

presente nos ambientes aquáticos oligotróficos (TAVARES et al, 2020). Essa maior taxa de 642 

multiplicação em temperaturas mais baixas pode explicar a maior produção de biofilme, uma 643 

vez que a mesma é controlada por quorum sensing (MALOTT et al., 2005). 644 
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A produção de biofilme garante resistência fisiológica aos antimicrobianos, 645 

desinfetantes e mecanismos de defesa do hospedeiro (TORBECK et al., 2011; SUPPIGER et 646 

al., 2013). Caraher et al. (2007) demonstraram as diferenças na ação de antimicrobianos em  647 

Bcc cultivadas planctônicamente e em biofilme, apontando a diminuição do efeito do 648 

meropenem e piperaciclina/tazobactam em biofilme, quando comparado ao crescimento 649 

planctônico. A presença do biofilme pode também interferir na ação dos desinfetantes utilizados 650 

para a desinfecção do aparelho e tubulações da hemodiálise, como o hipoclorito de sódio e 651 

ácido peracético (SANTOS et al., 2007). A pesquisa de Rocha et al. (2021) acompanhou um 652 

surto em hemodiálise por B. cepacia e S. maltophilia e mesmo após a intensificação do 653 

protocolo de desinfecção do sistema de água e substituição de dialisadores, houve a persistência 654 

desses micro-organismos. A troca do sistema de encanamento da unidade de hemodiálise, 655 

sustentada pela hipótese de formação de biofilmes das mesmas, foi a solução para a erradicação 656 

do surto no hospital público de Salvador, Brasil (ROCHA et al., 2021).  657 

Bcc é descrito sendo intrinsecamente resistente a diferentes classes de antibióticos, 658 

como aminoglicosídeos, polimixinas e beta-lactâmicos (EL CHAKHTOURA et al., 2017; 659 

SARAN et al., 2018). A resistência apresentada por todos os isolados de hemocultura à 660 

colistina, gentamicina, imipenem e ampicilina/sulbactam é coerente com Mahenthiralingam et 661 

al. (2005), El Chakhtoura et al. (2017) e Saran et al. (2018), pois pertencem às classes de beta-662 

lactâmicos, aminoglicosídeos e polipeptídeos cíclicos. A literatura já relatou a sensibilidade de 663 

Bcc à ceftazidima, meropenem, levofloxacina e sulfametoxazol/trimetoprim, que foi 664 

predominantemente observada neste trabalho, já que houve apenas um isolado resistente à 665 

ceftazidima e dois outros, resistentes ao meropenem (EL CHAKHTOURA et al., 2017; SARAN 666 

et al., 2018; UWUMIRO et al., 2021). Atualmente o tratamento de pacientes com Bcc é 667 

dificultado pela multirresistência dessas bactérias (ROCHA et al, 2021). Para garantir a 668 

efetividade da terapia é feita uma combinação de diferentes fármacos, como meropenem, 669 

amicacina e ceftazidima (TRIVEDI et al., 2015). 670 

O sequenciamento do recA para identificação da espécie caracterizou o pulsotipo 1 do 671 

PFGE como um clone de B. cepacia (genomovar I) e essa bactéria é uma das mais comumente 672 

encontradas, causando infecções em pacientes internados (KENNA et al., 2017). O MLST desse 673 

isolado o identificou como B. cepacia ST-767, cepa previamente relatada em casos de surto por 674 

contaminação em luvas usada em banhos em pacientes, de uma unidade de terapia intensiva na 675 

Bélgica (PEETERS et al, 2020) e em uma clínica de cardiologia na Suíça (LO PRIORE et al, 676 

2020). 677 
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A ausência do marcador de cepa virulenta (BCESM) esmR é coerente com o trabalho 678 

de Cunha et al. (2003), que identificaram esse marcador apenas em isolados do genomovar III, 679 

sendo todos os isolados do genomovar I negativos para a presença do gene. Segundo a literatura, 680 

a prevalência do BCESM ocorre em isolados de casos de fibrose cística, com ênfase em estirpes 681 

virulentas de B. cenocepacia (genomovar III) (BEVIVINO et al., 2002; BALDWIN et al., 2004; 682 

MARTINS et al., 2008), justificando a ausência desse gene nos isolados de água de hemodiálise 683 

e de hemocultura neste trabalho. 684 

Martins et al. (2008) também observaram a ausência do gene cblA em todos os 685 

isolados. Apesar de pesquisas anteriores terem observado a presença desse gene em isolados do 686 

genomovar I (LIPUMA et al., 2001; SAJJAN et al., 2002; CUNHA et al., 2003), sua ausência 687 

nos isolados do atual trabalho é coerente, pois seu aparecimento está fortemente relacionado 688 

com B. cenocepacia, mais especificamente a cepa epidêmica ET12 (SAJJAN et al., 2002; 689 

TURTON et al., 2007).  690 

São escassos os estudos que pesquisam os genes que codificam a produção das 691 

metaloproteses de zinco ZmpA e ZmpB, sendo Kooi et al. (2005, 2006 e 2009) os pesquisadores 692 

mais envolvidos com a investigação desses genes. Tratando-se de elementos que contribuem 693 

para patogênese, capazes até de influenciar na resistência aos peptídeos antimicrobianos 694 

envolvidos na imunidade inata, a constante presença dos genes observadas nesse trabalho 695 

reforça a necessidade de estudos que identifiquem ZmpA e ZmpB em isolados identificados em 696 

surtos hospitalares. 697 

 698 

6. CONCLUSÃO 699 

A partir dos resultados obtidos pelo PFGE, pode-se observar a persistência de um 700 

único pulsotipo na água e dialisato, ao longo do tempo, contaminando os pacientes submetidos 701 

à hemodiálise, à despeito da rotineira desinfecção da água com ácido peracético. 702 

Provavelmente, essa persistência ocorre devido à produção de biofilme, que protege as bactérias 703 

dos desinfetantes.  704 

Tornando o cenário mais crítico, todos os isolados apresentaram não-suscetipbilidade 705 

a pelo menos três classes de antibióticos, dificultando o tratamento dos pacientes. Ainda, a 706 

presença dos genes de virulência para metaloproteases de zinco (ZmpA e ZmpB) indicam a 707 

capacidade de evasão aos mecanismos de defesa do hospedeiro, aumentando a possibilidade de 708 

septicemia nos pacientes já imunocomprometidos.   709 
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