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ARTIGO/ARTICLE

Isolamento de fungos filamentosos em agua utilizada
em uma unidade de hemodialise

Isolation of filamentous fungi from water used
in 2 hemodialysis unit

Samuel Dutra Varo!, Carlos Henrique Gomes Martins', Miguel Jorge de Oliveira Cardoso',
Flavio Garcia Sartori', Lilian Bueno Montanari' e Regina Helena Pires-Gongalves'

RESUMO

A despeito da relativa freqiiéncia de infecgoes fiingicas oportunisticas em pacientes sob hemodidlise, os reservatorios ambientais destes
permanecem desconhecidos, embora alguns estudos recentes tenbam correlacionado o suprimento de dgua como fonte desses microrganismos.
0 objetivo deste trabalho foi monitorar a qualidade micologica do sistema hidrico de uma Unidade de Hemodidlise, do interior do Estado
de Sdo Paulo, Brasil, no periodo entre abril e julho de 2006. Foram coletadas amostras (15), de 1000mL em 7 pontos de distribuicdo de dgua
empregando-se técnica da membrana filtrante (0,45um). Foram isolados 116 fungos filamentosos, dos quais 47 (40,5%) Trichoderma sp,
29 (25%) Cladosporium sp, 16 (13,8%) Aspergillus sp e 11 (9,5%) Fusarium sp. Mediante os resultados, sugerimos que suprimentos de dgua
para Unidades de Hemodidlise devam ser monitorados também quanto ao aspecto micologico, adotando-se medidas profildticas eficazes que
minimizem a exposicdo destes pacientes imunodeficientes a fontes aqudticas ambientais contaminadas.

Palavras-chaves: Agua. Fluidos de hemodidlise. Qualidade microbiana da dgua. Hemodidlise. Fungos filamentosos.

ABSTRACT

Despite the relative frequency of opportunistic fungal infections among hemodialysis patients, the reservoirs for these microorganisms in the
environment remain unknown, although some recent studies have made correlations with the water supply as their source. The objective of
the present study was to monitor the mycological quality of the water system of a hemodialysis unit in the interior of the State of Sdo Paulo,

Brazil, over the period from April to July 2006. Fifteen samples of 1000 ml were collected from seven water distribution points using the
membrane filtration technique (0.45 pm). A total of 116 filamentous fungus specimens were isolated, including 47 Trichoderma sp (40.5%),

29 Cladosporium sp (25%), 16 Aspergillus sp (13.8%) and 11 Fusarium sp (9.5%). The results suggest that the water supply for hemodialysis
units should also be monitored for mycological contamination, and that effective prophylactic measures should be adopted for minimizing
the exposure of these immunodeficient patients to contaminated water sources in the environment.

Key-words: Water. Hemodialysis fluids. Microbial water quality. Hemodialysis. Filamentous fungi.

No Brasil, sdo estimados 50.000 pacientes renais cronicos
distribuidos em 540 clinicas, sendo 45.000 em hemodiilise e
5.000 em didlise peritoneal43.

Doencas infecciosas sdo a segunda causa de morte
em pacientes renais cronicos, superadas apenas pelas
doencas cardiovasculares, sendo que septicemia ocorre em
aproximadamente 75%, destes pacientesl. Entre pacientes
hemodialisados, baixos niveis de albumina plasmatica, acesso
vascular temporirio e reuso de dialisadores sdo também fatores
de risco associados .

1.Laboratorio de Pesquisa em Microbiologia Aplicada, Universidade de Franca, Franca, SP.

A patogénese das infeccdes associadas a pacientes
hemodialisados deve-se principalmente a trés fatores: relativo ao
hospedeiro - insuficiente ativaco das células T, deficiéncias tanto nas
fungdes dos neutréfilos e macréfagos como na resposta humoral;
relativo 20 microrganismo - genes de viruléncia, propriedades de
aderéncia e formacio de biofilme; relativa a didlise - acesso vascular,
rompimento da integridade da pele, pritica de reuso de dialisadores
e sistemas de tratamento de ziguam o

A hemodidlise em pacientes portadores de insuficiéncia renal
cronica (IRC) € um procedimento que manipula o sangue trés
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vezes por semana, durante cerca de 4 horas e num fluxo que
varia entre 350 e 400mL/min, sendo que apenas uma membrana
semi-permedvel separa o sangue do paciente do dialisado. A dgua
utilizada para esse tipo de terapia deve apresentar qualidade em
obediéncia ao recomendado pela legislacio federal Vigente33 e
deve sofrer constante vigilincia para manter respeitados os niveis
maximos de contaminantes, garantindo a satide do paciente.

£ usual a reutilizaciio do capilar dialisador em um mesmo
paciente, sendo necessario medidas como, enxdgiie para retirada
do sangue restante, seguido de limpeza quimica e de desinfecgdo.
Reacdes em pacientes decorrentes de inadequada manutencio
dos sistemas de dgua e reutilizacio dos capilares sdo descritas
pela literatura cientifica™.

A incidéncia de infecces fiingicas, especialmente em
hemodialisados, vem aumentando gradativamente], sendo que, em
geral, a colonizagio precede a doen§a7. A despeito desta relativa
freqiiéncia, o conhecimento da epidemiologia dessas infecgdes
é pouco conhecido no Brasil, bem como os fatores associados e
o impacto destas infeccOes em pacientes sobreviventes.

Embora o monitoramento microbiolégico da dgua e do
dialisado deva ser realizado no minimo mensalmente ou
imediatamente nos casos de reacdo pirogénica ou septicemia no
paciente em didlise e, também, apés modificagdes do tratamento
de 4gua ou sistema de distribuigﬁols, no Brasil, assim como na
legislacio internacional, a andlise bacteriolégica de rotina da dgua
usada nos procedimentos de hemodidlise nao inclui a pesquisa
e/ou identificacio de fungos e, poucas sdo as publicagdes que tém
relatado o encontro destes microrganismos nestas aguas

Assim, neste estudo procurou-se monitorar qualitativa e
quantitativamente estas dguas como possivel fonte de fungos
filamentosos, potencialmente patogénicos, enfatizando a
necessidade de implementagiio de normas quanto 2 andlise
micoldgica em dguas utilizadas em unidades de hemodilise.

MATERIAL E METODOS

Amostragem. Este estudo foi submetido e aprovado
pelo Comité de Ftica em Pesquisa (CEP) da Universidade de
Franca.

As amostras de dgua foram coletadas em uma unidade de
hemodidlise, vinculada a um hospital, localizada no interior
do estado de Sdo Paulo, no periodo de abril a julho de 2006,
sendo obtidas de sete pontos especificos: 1) dgua de rede de
abastecimento (adicdo de 2,0mL de tiossulfato de sédio a 1,8%
para neutralizacio de cloro residual); 2) do processo pds-
filtracdo (pds-osmose); 3) do tanque, onde armazena-se toda
a dgua filtrada, e de cada sala onde se realizam as sessoes de
hemodidlise, designadas como 4) Sala A; 5) SalaB; 6) Sala C; e 7)
de maquinas previamente desinfetadas para reinicio de sessdes.

Todas as amostras (1 litro) foram colhidas assepticamente,

apos fluxo de 2 minutos, conforme recomendacdes da American
, Lo, )

Public Health Association , em intervalos semanais, processadas

em duplicata e transportadas em caixas isotérmicas ao Laboratério
de Pesquisa em Microbiologia Aplicada (LaPeMA) da Universidade
de Franca, nfo ultrapassando duas horas entre a coleta e o inicio
dos procedimentos laboratoriais.

Isolamento e quantificacio dos fungos filamentosos.
As amostras foram processadas, em capela de fluxo laminar,
empregando-se a técnica da membrana filtrante, conforme
descrito anteriormentez, utilizando-se membranas (Millipore®)
com poros de 0,45pm para procedimento quantitativo visando a
concentracao da amostra. As membranas foram colocadas sobre
dgar Sabouraud-dextrose (SDA) (Difco Labs, Detroit, Mich, USA),
suplementado com cloranfenicol (30mg/100mL) (Sigma, ST.
Louis, MO, USA) para isolamento das coldnias flingicas, mantidas
em estufa com demanda de oxigénio (BOD) a 30°C por duas a trés
semanas, sendo examinadas a partir do segundo dia. Das colonias
que apresentaram a mesma morfologia, dentro de uma mesma
placa foram subcultivadas apenas uma para identificacao.

Ap6s a contagem das coldnias, os resultados foram expressos
2
em UFC/mL .

Identificacao dos fungos filamentosos. A identificagio
dos fungos filamentosos a0 nivel de género foi realizada com
andlise morfoldgica da coldnia por técnica de colonia gigante e
microscopica, bem como técnica de microcultivo em dgar-batata
dextrose® 3!,

RESULTADOS

Realizou-se 15 coletas de 4gua nos sete pontos do sistema de
distribuicio e miquinas, obtendo-se um total de 100 amostras
de 4gua que foram constituidas de 89 (89%) do sistema de
distribuicdo e 11 (11%) das médquinas de hemodidlise.

Foram recuperados, no total, 116 isolados de fungos
filamentosos. A partir do abastecimento piblico, foram
recuperados 21 isolados com prevaléncia de Aspergillus sp e
Cladosporium sp. Estes resultados estdo descritos na Tabela 1.

Das amostras coletadas a partir dos pontos de pds-tratamento
(osmose reversa) e do reservatorio de armazenamento, houve
prevaléncia de Cladosporium sp (11 isolados) e Trichoderma
sp (10 isolados). Estes dois pontos apresentaram praticamente o
mesmo nimero de isolados, sendo que, 0s géneros Cladosporium

Tabela 1 - Niimero de isolados fiingicos obtidos a partir de 15 coletas do
sistema puiblico de distribuicdo de dgua, de uma Unidade de I didli.
do interior do Estado de Sio Paulo.

Fungos isolados Isolados (n®)

Aspergillus sp 7
Cladosporium sp
Micelia sterilia
Exophiala sp
Fonsecaea sp

Streptomyces sp

—_ = = = o

Trichoderma sp
Total 21

n® = nimero total de isolados obtidos.
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e Trichoderma foram encontrados em ambos os pontos. A relacio
completa dos isolados fiingicos nestes pontos estd descrita na Tabela 2.

Nas salas onde se realizam as sessoes de didlise foram
recuperados 49 isolados de fungos filamentosos. Fusarium sp,
Cladosporium sp e Trichoderma sp foram isolados nas trés salas
(Tabela 3), com predomindncia desse tltimo fungo com igual
nimero de isolados em todas as coletas (Tabela 3).

Tabela 2 - Nimero de isolados fiingicos recuperados a partir de 15
amostras nos pontos de pos-osmose e reservatorio de estocagem da

dgua tratada, de uma Unidade de hemodidlise do interior do Estado
de Sdo Paulo.

Microrganismo Pé6s-osmose (n?) Tanque reservatorio(n2)

Cladosporium sp 11 2
Trichoderma sp 2 10
Aspergillus sp 4 0
Fusarium sp 0 2
Bipolaris sp 1 0
Streptomyces sp 1 0
Acremonium sp 0 1
Penicillium sp 0 1
Micelia sterilia 0 1
Total 19 17

n® = nimero total de isolados obtidos.

Tabela 3 - Distribuicdo dos 49 isolados fiingicos nas trés salas de didlise
em 15 coletas estudadas, em uma Unidade de hemodidlise do interior
do Estado de Sdo Paulo.

Microrganismo Sala A (n?) Sala B (n2) Sala C (n®)
Trichoderma sp 10 10 10
Cladosporium sp 1 4 3
Fusarium sp 3 1 4
Penicillium sp 1 0 0
Aspergillus sp 1 0 1
Total 16 15 18

n = niimero total de isolados obtidos.

0Os fungos recuperados a partir das maquinas de hemodidlise
totalizaram 10 isolados também com predominancia do género
Trichoderma (4), seguido por Aspergillus (3), Cladosporium
(2) e Fusarium (1).

0 niimero de unidades formadoras de colonias foi calculado
€omo previamente descrito’, sendo que todos os valores variaram de
1 2 7UFG/mL nos diferentes pontos de coleta. Os valores encontrados,
descritos por ponto, assim como a média das contagens estio
descritos na Tabela 4. As maiores contagens referiram-se a rede
Tabela 4 - Intervalos e médias dos valores encontrados em UFC/mL

por ponto de coleta, em 100 amostras de dgua de uma Unidade de
hemodidlise do interior do Estado de Sdo Paulo.

Ponto de coleta Intervalo encontrado Média
Rede piblica 1-7 4
Pés-osmose 2-5 2,8
Tanque reservatorio 2-6 3,9
Sala A 1-4 2,1
Sala B 1-3 14
Sala C 1-6 1,8
Mdquinas 1-3 1,3
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publica (média = 4UFC/mL), embora o tanque reservatorio tenha
apresentado nimero praticamente igual (média = 3, 9UFC/mL).

DISCUSSAO

E bem conhecido que a qualidade dos fluidos de
didlise dependem de uma complexa cadeia de dispositivos
e procedimentos, os quais incluem o monitoramento do
sistema hidrico e o controle de qualidade dos procedimentos
implantados. Reacdes pirogénicas e sépsis sdo conseqiiéncias
potenciais da deficiéncia na qualidade da dgua tratada utilizada
para a preparagio do dialisado. Virios microrganismos podem-
se multiplicar rapidamente em variedades de fluidos nas
unidades de hemodidlises, incluindo destilacdo, deionizacio,
osmose reversa e dgua do suavizador, que sdo normalmente
consideradas desprovidas de nutrientes" . A formacio de
biofilmes, que facilitam a persisténcia microbiana nos diferentes
pontos do sistema e protegem o microrganismo da desinfec¢do,
aumentam o risco de contaminagio e elevam os niveis de
endotoxinas na dgua’ .

A incidéncia de infeccBes fiingicas oportunisticas causadas
por fungos filamentosos no ambiente hospitalar, tem aumentado,
apesar da implementacio na metodologia diagndstica e terapéutica,
sugerindo a presenca de fontes de manutengdo e propagagio desses
fungos, ndo sendo clinicamente relevante 2 presenga destes no
ambiente aqu{uico7 “7 Além disso, vdrios estudos recentes’  tém
relatado o encontro de fungos patogénicos em dguas a despeito dos
padrdes adequados de cloragio da dgua (0,3ppm de cloro). Assim,
devido 2 inexisténcia de padronizacio qualitativa ou quantitativa
para fungos, em nivel nacional ou internacional, investigou - se a
presenca destes microrganismos no sistema de distribuiciio de 4gua
de uma unidade de hemodidlise.

Existem poucos relatos na literatura com respeito a ocorréncia
de fungos em 4guas tratadas e amostras de dialisado. Em nosso
estudo obtivemos 116 isolados de fungos filamentosos a partir de
100 amostras de dgua (1L). Recuperamos fungos filamentosos
em 100% das amostras. Bambauer e cols’ recuperaram fungos
filamentosos em 10% das amostras de dgua tratadas e em 20%
das amostras de dgua do dialisado quando analisou 30 Centros de
hemodidlise, na Alemanha. Contudo, esses autores, nio usaram
meios especificos e nao incubaram por mais de 48 horas, as placas.
Além disso, inocularam 0,1mL de cada amostra usando a técnica
spread plate. Em nosso estudo, além de usarmos volume muito
superior (1L) aplicamos a metodologia da membrana filtrante
que concentra o volume. A incubagfo por duas a trés semanas, a
30°C em meio universal para fungos (4gar Sabouraud) pode ter
contribuido para nossa grande positividade nas culturas.

Dos 116 fungos os mais comumente isolados neste estudo,
foram 47 (40,5%) Trichoderma sp, 29 (25%) Cladosporium sp,
16 (13,8%) Aspergillus sp e 11 (9,5%) Fusarium SP. Nos
poucos estudos semelhantes anteriormente relatados’ " ndo
hd homogeneidade na predominincia do género isolado,
sendo Penicillium sp, fungos deméceos (Cladosporium sp) e
Aspergillus fumigatus os fungos isolados por estes autores.
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Trichoderma sp (47/116 - 40,5%) foi o mais freqiiente fungo
filamentoso isolado. Trichoderma sp é amplamente distribuido
no solo e vegetais. As infeccoes por Trichoderma tém caréter
oportunista e desenvolvem-se em pacientes imunocomprometidos
tais como neutropénicos, transplantados, pacientes renais
cronicos e pacientes com doengas cronicas pulmonalres23 )
isolamento de Trzcboderma (Trichoderma koningii) em dguas
é relatado por Sage e cols onde é associado a poluicio, em
0posicao a este trabalho.

Aspergillus sp foi prevalente na dgua afluente (7/21) em
n0sso estudo e, também, encontrado na 4gua pds-tratamento onde
totalizou 21% (4/19) dos isolados. No circuito aqudtico das salas
onde se realizam as didlises, foi recuperado em apenas 4% (2/49),
embora das mdquinas de didlise seu nivel de recuperacio tenha
sido de 50% (3/10). O género Aspergillus é constituido por 185
espec1es sendo os principais patogenos humanos Aspergillus
Sumigatus, Aspergillus flavus e Aspergillus niger e, a principal
patologia gg!)aaonada apacientes imunodeficientes, a aspergilose
invasiva- . Embora esteja descrito que a aspergllose é
primariamente uma infec¢io aérea, adquirida por malagao 49,
vérios estudos ttm sugendo que adgua seja possivel fonte de infeccio
por estes fungos . Adicionalmente, é possivel que a presenca
de Aspergillus no ambiente aqudtico potencialize a colonizagio
devido a sua grande capacidade de esporulagio em pequeno
periodo de tempo, formando micronichos ambientais que nag
sdo afetados pelos procedimentos regulares de desinfecgio .
Em estudo prévio , Aspergillus sp foi também o fungo encontrado
prevalentemente tanto na dgua tratada como nas amostras do
dialisado.

Tem sido sugerido que a diferenca de temperatura encontrada
entre os diversos segmentos que compoem o circuito hidrico
influencia o crescimento microbiano , sendo favorecido em
temperaturas mais elevadas. Assim, a elevagio da temperatura
nas méquinas de didlise (37°C) e no sistema de osmose reversa
hipoteticamente pode favorecer o crescimento do fungo, pois
estudo anterior  associa aumento do crescimento de Aspergillus
a umidade e aumento de temperatura.

Penicillium sp sio também conhecidos produtores de

micotoxinas e tém sido isolados em suplementos de dgua de rede
L 21 . LT 2
publica em Portugal , de hospitais na Grécia e Alemanha .

Em nosso estudo, Fusarium sp foi recuperado a partir do
tanque reservatério de dgua tratada (pds-osmose) e, dai por
diante, em todo o circuito e mdquinas da unidade de hemodidlise
em porcentagem variada (6,7% - sala B a 22,2% - sala C). A
capacidade de formacio de biofilmes (estruturas microbianas
comunitdrias aderidas a superficies e envolvidas por matriz
de material exopolimérico que servem de reservatorio ou
fonte continua de microrganismos vidveis ) por espécies de
Fusarium foi demonstrada por Honraet e cols”. Entretanto, é
bem conhecido que espécies de Fusarium geralmente nao causam
doengas sistémicas em pacientes imunocompetentes, contudo,
sdo produtores notavels de virias micotoxinas carcinogénicas e
1munossupresswas Paralelamente tém sido descrito que
pacientes que abrigam membros do complexo Fusarium solani,
sob terapia imunossupressivas, podem tornar-se devastadoramente

invasivos e rapidamente fatais . Além disso, recente estudo”
concluiu, apds comparacio filogenética, entre isolados de Fusarium
provenientes de espécimes clinicos e isolados ambientais, inclusive
isolados aqudticos hospitalares, que a patogenia de Fusarium
(Fusarium solani) se deviaa adaptagio destas espécies ambientais 2
pacientes susceptiveis, principalmente se imunocomprometidos.

No Brasil, Nucci e cols’ relataram o encontro de Exophiala
Jeanselmei (3,5%) como fungo contaminante de soluco antisséptica
utilizada em um hospital, os autores sugeriram ser a 4gua utilizada
para a preparacdo dessa solucio a fonte desses microrganismos.
Neste estudo recuperou-se um isolado (0,9%) de Exophiala sp
confirmando a presenga desse fungo em ambiente aqudtico hospitalar,
onde estdo expostos pacientes de alto risco. Os resultados desses
estudos permitem-nos inferir que a 4gua do ambiente hospitalar seja
fonte potencial de transmissdo desses fungos, gerando perspectivas
no desenvolvimento de medidas de controle no intuito de minimizar
a exposi¢io dos pacientes imunocomprometidos. Estudos
epidemioldgicos baseados na caracterizacio molecular e comparacfio
dos isolados fiingicos recuperados de pacientes e do ambiente s3o
necessarios, no futuro, para expandir o entendimento dessas rotas
alternativas de transmissao.

Uma das limitagdes deste estudo foi a identificacio apenas
em nivel de género dos fungos isolados, justificado pela pouca
acurdcia das técnicas convencionais, principalmente para
isolados ambientais. Os métodos moleculares corroboram com
o processo de identificaciio, mas ainda é um recurso dispendioso
e que necessita de pessoal altamente especializado e que nio estd
disponivel para a maioria dos laboratérios.

Em estudos anteriores ~ foram documentados que 2 dgua
purificada pds-osmose reversa aumentou significativamente a
contagem de fungos filamentosos em comparacio com a dgua
afluente a0 sistema. Opostamente, em nosso estudo, houve uma
diminuicio de praticamente 25% nas contagens da dgua purificada
(4 para 2,8UFC/mL), retornando praticamente aos niveis iniciais
no tanque reservatério (3,9UFC/mL) e novamente diminuindo no
circuito. O aumento e posterior diminuicio no tanque e circuito,
respectivamente, poderia ser explicado pela diminui¢do do
fluxo no reservatorio e aumento deste no circuito, uma vez que
estudos prévios% ne comprovam a eficdcia do fluxo continuo e
a periculosidade da estagnagdo da dgua.

Assim, o monitoramento e a manuten¢do dos equipamentos
de purificacdo da dgua sdo cruciais para a qualidade microbiana
e quimica da dgua produzida. A padronizagio estabelecida pelos
orgdos competentes nacionais e internacionais visa a eliminacio
de virios componentes quimicos, bacterianos e endotoxinas,
embora o encontro de fungos ainda no tenha conseguido a atengo
necessdria das agéncias regulatorias. Sendo os resultados desta
pesquisa coincidentes com os obtidos em estudos internacionais,
sugerimos que os suprimentos de 4gua em unidades de hemodidlise
devam ser monitorados também quanto 2 presenca de fungos
filamentosos, pois face ao exposto, os fungos encontrados em nossa
pesquisa s3o considerados potencialmente patogénicos, sendo
necessdria a adocio de medidas profildticas eficazes, minimizando
a exposicao destes pacientes imunodeficientes a fontes aqudticas
ambientais contaminadas.
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