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RESUMO

A despeito da relativa freqüência de infecções fúngicas oportunísticas em pacientes sob hemodiálise, os reservatórios ambientais destes 
permanecem desconhecidos, embora alguns estudos recentes tenham correlacionado o suprimento de água como fonte desses microrganismos. 
O objetivo deste trabalho foi monitorar a qualidade micológica do sistema hídrico de uma Unidade de Hemodiálise, do interior do Estado 
de São Paulo, Brasil, no período entre abril e julho de 2006. Foram coletadas amostras (15), de 1000mL em 7 pontos de distribuição de água 
empregando-se técnica da membrana filtrante (0,45µm). 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 água 
para Unidades de Hemodiálise devam ser monitorados também quanto ao aspecto micológico, adotando-se medidas profiláticas eficazes que 
minimizem a exposição destes pacientes imunodeficientes a fontes aquáticas ambientais contaminadas.

Palavras-chaves: Água. Fluidos de hemodiálise. Qualidade microbiana da água. Hemodiálise. 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 São 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 µm). 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, são estimados 50.000 pacientes renais crônicos 
distribuídos em 540 clínicas, sendo 45.000 em hemodiálise e 
5.000 em diálise peritoneal

43
.

Doenças infecciosas são a segunda causa de morte 
em pacientes renais crônicos, superadas apenas pelas 
doenças cardiovasculares, sendo que septicemia ocorre em 
aproximadamente 75%, destes pacientes

1
. Entre pacientes 

hemodialisados, baixos níveis de albumina plasmática, acesso 
vascular temporário e reuso de dialisadores são também fatores 
de risco associados

42
. 

A patogênese das infecções associadas a pacientes 
hemodialisados deve-se principalmente a três fatores: relativo ao 
hospedeiro - insuficiente ativação das células T, deficiências tanto nas 
funções dos neutrófilos e macrófagos como na resposta humoral; 
relativo ao microrganismo - genes de virulência, propriedades de 
aderência e formação de biofilme; relativa à diálise - acesso vascular, 
rompimento da integridade da pele, prática de reuso de dialisadores 
e sistemas de tratamento de água

10 20 34
. 

A hemodiálise em pacientes portadores de insuficiência renal 
crônica (IRC) é um procedimento que manipula o sangue três 
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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-permeável separa o sangue do paciente do dialisado. A água 
utilizada para esse tipo de terapia deve apresentar qualidade em 
obediência ao recomendado pela legislação federal vigente

33 e 
deve sofrer constante vigilância para manter respeitados os níveis 
máximos de contaminantes, garantindo a saúde do paciente.

É usual a reutilização do capilar dialisador em um mesmo 
paciente, sendo necessário medidas como, enxágüe para retirada 
do sangue restante, seguido de limpeza química e de desinfecção. 
Reações em pacientes decorrentes de inadequada manutenção 
dos sistemas de água e reutilização dos capilares são descritas 
pela literatura científica

26
. 

A incidência de infecções fúngicas, especialmente em 
hemodialisados, vem aumentando gradativamente

1
, sendo que, em 

geral, a colonização precede a doença
7
. A despeito desta relativa 

freqüência, o conhecimento da epidemiologia dessas infecções 
é pouco conhecido no Brasil, bem como os fatores associados e 
o impacto destas infecções em pacientes sobreviventes.

Embora o monitoramento microbiológico da água e do 
dialisado deva ser realizado no mínimo mensalmente ou 
imediatamente nos casos de reação pirogênica ou septicemia no 
paciente em diálise e, também, após modificações do tratamento 
de água ou sistema de distribuição

15
, no Brasil, assim como na 

legislação internacional, a análise bacteriológica de rotina da água 
usada nos procedimentos de hemodiálise não inclui a pesquisa 
e/ou identificação de fungos e, poucas são as publicações que têm 
relatado o encontro destes microrganismos nestas águas

6 7
.

Assim, neste estudo procurou-se monitorar qualitativa e 
quantitativamente estas águas como possível fonte de fungos 
filamentosos, potencialmente patogênicos, enfatizando a 
necessidade de implementação de normas quanto à análise 
micológica em águas utilizadas em unidades de hemodiálise. 

MATERIAL E MÉTODOS

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

As amostras de água foram coletadas em uma unidade de 
hemodiálise, vinculada a um hospital, localizada no interior 
do estado de São Paulo, no período de abril a julho de 2006, 
sendo obtidas de sete pontos específicos: 1) água de rede de 
abastecimento (adição de 2,0mL de tiossulfato de sódio a 1,8% 
para neutralização de cloro residual); 2) do processo pós-
filtração (pós-osmose); 3) do tanque, onde armazena-se toda 
a água filtrada, e de cada sala onde se realizam as sessões de 
hemodiálise, designadas como 4) Sala A; 5) Sala B; 6) Sala C; e 7) 
de máquinas previamente desinfetadas para reinício de sessões.

Todas as amostras (1 litro) foram colhidas assepticamente, 
após fluxo de 2 minutos, conforme recomendações da  American 
Public Health Association

2
, em intervalos semanais, processadas 

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

Isolamento e quantificação dos fungos filamentosos. 
As amostras foram processadas, em capela de fluxo laminar, 
empregando-se a técnica da membrana filtrante, conforme 
descrito anteriormente

2
, utilizando-se membranas (Millipore) 

com poros de 0,45µm para procedimento quantitativo visando à 
concentração da amostra. As membranas foram colocadas sobre 
ágar Sabouraud-dextrose (SDA) (Difco Labs, Detroit, Mich, USA), 
suplementado com cloranfenicol (30mg/100mL) (Sigma, ST. 
Louis, MO, USA) para isolamento das colônias fúngicas, mantidas 
em estufa com demanda de oxigênio (BOD) a 30°C por duas a três 
semanas, sendo examinadas a partir do segundo dia. Das colônias 
que apresentaram a mesma morfologia, dentro de uma mesma 
placa foram subcultivadas apenas uma para identificação.

Após a contagem das colônias, os resultados foram expressos 
em UFC/mL

2
.

Identificação dos fungos filamentosos. A identificação 
dos fungos filamentosos ao nível de gênero foi realizada com 
análise morfológica da colônia por técnica de colônia gigante e 
microscópica, bem como técnica de microcultivo em ágar-batata 
dextrose29 30 31.

RESULTADOS

Realizou-se 15 coletas de água nos sete pontos do sistema de 
distribuição e máquinas, obtendo-se um total de 100 amostras 
de água que foram constituídas de 89 (89%) do sistema de 
distribuição e 11 (11%) das máquinas de hemodiálise.

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

Das amostras coletadas a partir dos pontos de pós-tratamento 
(osmose reversa) e do reservatório de armazenamento, houve 
prevalência de Cladosporium sp (11 isolados) e Trichoderma 
sp (10 isolados). Estes dois pontos apresentaram praticamente o 
mesmo número de isolados, sendo que, os gêneros Cladosporium  

Tabela 1 - Número de isolados fúngicos obtidos a partir de 15 coletas do 
sistema público de distribuição de água, de uma Unidade de hemodiálise 
do interior do Estado de São Paulo.

Fungos isolados	 Isolados (no)

Aspergillus sp 	 7

Cladosporium sp 	 6

Micelia sterilia	 4

Exophiala sp	 1

Fonsecaea sp	 1

Streptomyces sp	 1

Trichoderma sp	 1

Total	 21

no = número total de isolados obtidos.
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e Trichoderma foram encontrados em ambos os pontos. A relação 
completa dos isolados fúngicos nestes pontos está descrita na Tabela 2.

Nas salas onde se realizam as sessões de diálise foram 
recuperados 49 isolados de fungos filamentosos. Fusarium sp, 
Cladosporium sp e Trichoderma sp foram isolados nas três salas 
(Tabela 3), com predominância desse último fungo com igual 
número de isolados em todas as coletas (Tabela 3).

Tabela 2 - Número de isolados fúngicos recuperados a partir de 15 
amostras nos pontos de pós-osmose e reservatório de estocagem da 
água tratada, de uma Unidade de hemodiálise do interior do Estado 
de São Paulo.

Microrganismo	 Pós-osmose (no)	 Tanque reservatório(no)

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

no = número total de isolados obtidos.

Tabela 3 - Distribuição dos 49 isolados fúngicos nas três salas de diálise 
em 15 coletas estudadas, em uma Unidade de hemodiálise do interior 
do Estado de São Paulo.

Microrganismo	 Sala A (no)	 Sala B (no)	 Sala C (no)

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

no = número total de isolados obtidos.

Os fungos recuperados a partir das máquinas de hemodiálise 
totalizaram 10 isolados também com predominância do gênero 
Trichoderma (4), seguido por Aspergillus (3), Cladosporium 
(2) e Fusarium (1).

O número de unidades formadoras de colônias foi calculado 
como previamente descrito

2
, sendo que todos os valores variaram de 

1 a 7UFC/mL nos diferentes pontos de coleta. Os valores encontrados, 
descritos por ponto, assim como a média das contagens estão 
descritos na Tabela 4. As maiores contagens referiram-se à rede 

Tabela 4 - Intervalos e médias dos valores encontrados em UFC/mL 
por ponto de coleta, em 100 amostras de água de uma Unidade de 
hemodiálise do interior do Estado de São Paulo.

Ponto de coleta	 Intervalo encontrado	 Média

Rede pública	 1 - 7	 4

Pós-osmose	 2 - 5	 2,8

Tanque reservatório	 2 - 6	 3,9

Sala A	 1 - 4	 2,1

Sala B	 1 - 3	 1,4

Sala C	 1 - 6	 1,8

Máquinas	 1 - 3	 1,3

pública (média = 4UFC/mL), embora o tanque reservatório tenha 
apresentado número praticamente igual (média = 3,9UFC/mL).

DISCUSSÃO

É bem conhecido que a qualidade dos fluídos de 
diálise dependem de uma complexa cadeia de dispositivos 
e procedimentos, os quais incluem o monitoramento do 
sistema hídrico e o controle de qualidade dos procedimentos 
implantados. Reações pirogênicas e sépsis são conseqüências 
potenciais da deficiência na qualidade da água tratada utilizada 
para a preparação do dialisado. Vários microrganismos podem-
se multiplicar rapidamente em variedades de fluidos nas 
unidades de hemodiálises, incluindo destilação, deionização, 
osmose reversa e água do suavizador, que são normalmente 
consideradas desprovidas de nutrientes

48
. A formação de 

biofilmes, que facilitam a persistência microbiana nos diferentes 
pontos do sistema e protegem o microrganismo da desinfecção, 
aumentam o risco de contaminação e elevam os níveis de 
endotoxinas na água

35
.

A incidência de infecções fúngicas oportunísticas causadas 
por fungos filamentosos no ambiente hospitalar, tem aumentado, 
apesar da implementação na metodologia diagnóstica e terapêutica, 
sugerindo a presença de fontes de manutenção e propagação desses 
fungos, não sendo clinicamente relevante à presença destes no 
ambiente aquático

7  36  37
.  Além disso, vários estudos recentes

3  7  50 têm 
relatado o encontro de fungos patogênicos em águas a despeito dos 
padrões adequados de cloração da água (0,3ppm de cloro). Assim, 
devido à inexistência de padronização qualitativa ou quantitativa 
para fungos, em nível nacional ou internacional, investigou - se a 
presença destes microrganismos no sistema de distribuição de água 
de uma unidade de hemodiálise.

Existem poucos relatos na literatura com respeito à ocorrência 
de fungos em águas tratadas e amostras de dialisado. Em nosso 
estudo obtivemos 116 isolados de fungos filamentosos a partir de 
100 amostras de água (1L). Recuperamos fungos filamentosos 
em 100% das amostras. Bambauer e cols

9
 recuperaram fungos 

filamentosos em 10% das amostras de água tratadas e em 20% 
das amostras de água do dialisado quando analisou 30 Centros de 
hemodiálise, na Alemanha. Contudo, esses autores, não usaram 
meios específicos e não 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 incubação por duas a três semanas, a 
30°C em meio universal para fungos (ágar Sabouraud) pode ter 
contribuído 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

4 7 24 não 
há homogeneidade na predominância do gênero isolado, 
sendo Penicillium sp, fungos demáceos (Cladosporium sp) e 
Aspergillus fumigatus os fungos isolados por estes autores.
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Trichoderma sp (47/116 - 40,5%) foi o mais freqüente fungo 
filamentoso isolado. Trichoderma sp é amplamente distribuído 
no solo e vegetais. As infecções por Trichoderma têm caráter 
oportunista e desenvolvem-se em pacientes imunocomprometidos 
tais como neutropênicos, transplantados, pacientes renais 
crônicos e pacientes com doenças crônicas pulmonares

23 49
. O 

isolamento de Trichoderma (Trichoderma koningii) em águas 
é relatado por Sage e cols

43
, onde é associado à poluição, em 

oposição a este trabalho.

Aspergillus sp foi prevalente na água afluente (7/21) em 
nosso estudo e, também, encontrado na água pós-tratamento onde 
totalizou 21% (4/19) dos isolados. No circuito aquático das salas 
onde se realizam as diálises, foi recuperado em apenas 4% (2/49), 
embora das máquinas de diálise seu nível de recuperação tenha 
sido de 30% (3/10). O gênero Aspergillus é constituído por 185 
espécies

32
, sendo os principais patógenos humanos Aspergillus 

fumigatus,  Aspergillus flavus e  Aspergillus niger e, a principal 
patologia relacionada a pacientes imunodeficientes, a aspergilose  
invasiva

28 29
. Embora esteja descrito que a aspergilose é 

primariamente uma infecção aérea, adquirida por inalação
47 49

, 
vários estudos têm sugerido que a água seja possível fonte de infecção 
por estes fungos

4 7 11 18
. Adicionalmente, é possível que a presença 

de Aspergillus no ambiente aquático potencialize a colonização 
devido a sua grande capacidade de esporulação em pequeno 
período de tempo, formando micronichos ambientais que não 
são afetados pelos procedimentos regulares de desinfecção

4 17
. 

Em estudo prévio
7
,  Aspergillus sp foi também o fungo encontrado 

prevalentemente tanto na água tratada como nas amostras do 
dialisado.

Tem sido sugerido que a diferença de temperatura encontrada 
entre os diversos segmentos que compõem o circuito hídrico 
influencia o crescimento microbiano

51
, sendo favorecido em 

temperaturas mais elevadas. Assim, a elevação da temperatura 
nas máquinas de diálise (37°C) e no sistema de osmose reversa 
hipoteticamente pode favorecer o crescimento do fungo, pois 
estudo anterior

14 associa aumento do crescimento de Aspergillus 
à umidade e aumento de temperatura.

Penicillium sp são também conhecidos produtores de 
micotoxinas e têm sido isolados em suplementos de água de rede 
pública em Portugal

21
, de hospitais na Grécia

7
 e Alemanha

22
. 

Em nosso estudo, Fusarium sp foi recuperado a partir do 
tanque reservatório de água tratada (pós-osmose) e, daí por 
diante, em todo o circuito e máquinas da unidade de hemodiálise 
em porcentagem variada (6,7% - sala B a 22,2% - sala C). A 
capacidade de formação de biofilmes (estruturas microbianas 
comunitárias aderidas a superfícies e envolvidas por matriz 
de material exopolimérico que servem de reservatório ou 
fonte contínua de microrganismos viáveis

12
) por espécies de 

Fusarium foi demonstrada por Honraet e cols
25

. Entretanto, é 
bem conhecido que espécies de Fusarium geralmente não causam 
doenças sistêmicas em pacientes imunocompetentes, contudo, 
são produtores notáveis de várias micotoxinas carcinogênicas e 
imunossupressivas

19 39 46
. Paralelamente, têm sido descrito que 

pacientes que abrigam membros do complexo Fusarium solani, 
sob terapia imunossupressivas, podem tornar-se devastadoramente 

invasivos e rapidamente fatais
5 19

. Além disso, recente estudo
38 

concluiu, após comparação filogenética, entre isolados de Fusarium 
provenientes de espécimes clínicos e isolados ambientais, inclusive 
isolados aquáticos hospitalares, que a patogenia de Fusarium  
(Fusarium solani) se devia à adaptação destas espécies ambientais à 
pacientes susceptíveis, principalmente se imunocomprometidos.

No Brasil, Nucci e cols
37

 relataram o encontro de Exophiala 
jeanselmei (3,5%) como fungo contaminante de solução antisséptica 
utilizada em um hospital, os autores sugeriram ser a água utilizada 
para a preparação dessa solução a fonte desses microrganismos. 
Neste estudo recuperou-se um isolado (0,9%) de Exophiala sp 
confirmando a presença desse fungo em ambiente aquático hospitalar, 
onde estão expostos pacientes de alto risco. Os resultados desses 
estudos permitem-nos inferir que a água do ambiente hospitalar seja 
fonte potencial de transmissão desses fungos, gerando perspectivas 
no desenvolvimento de medidas de controle no intuito de minimizar 
a exposição dos pacientes imunocomprometidos. Estudos 
epidemiológicos baseados na caracterização molecular e comparação 
dos isolados fúngicos recuperados de pacientes e do ambiente são 
necessários, no futuro, para expandir o entendimento dessas rotas 
alternativas de transmissão.

Uma das limitações deste estudo foi a identificação apenas 
em nível de gênero dos fungos isolados, justificado pela pouca 
acurácia das técnicas convencionais, principalmente para 
isolados ambientais. Os métodos moleculares corroboram com 
o processo de identificação, mas ainda é um recurso dispendioso 
e que necessita de pessoal altamente especializado e que não está 
disponível para a maioria dos laboratórios.

Em estudos anteriores
7 27

 foram documentados que a água 
purificada pós-osmose reversa aumentou significativamente a 
contagem de fungos filamentosos em comparação com a água 
afluente ao sistema. Opostamente, em nosso estudo, houve uma 
diminuição de praticamente 25% nas contagens da água purificada 
(4 para 2,8UFC/mL), retornando praticamente aos níveis iniciais 
no tanque reservatório (3,9UFC/mL) e novamente diminuindo no 
circuito. O aumento e posterior diminuição no tanque e circuito, 
respectivamente, poderia ser explicado pela diminuição do 
fluxo no reservatório e aumento deste no circuito, uma vez que 
estudos prévios

26 41 45
 comprovam a eficácia do fluxo contínuo e 

a periculosidade da estagnação da água. 

Assim, o monitoramento e a manutenção dos equipamentos 
de purificação da água são cruciais para a qualidade microbiana 
e química da água produzida. A padronização estabelecida pelos 
órgãos competentes nacionais e internacionais visa à eliminação 
de vários componentes químicos, bacterianos e endotoxinas, 
embora o encontro de fungos ainda não tenha conseguido a atenção 
necessária das agências regulatórias. Sendo os resultados desta 
pesquisa coincidentes com os obtidos em estudos internacionais, 
sugerimos que os suprimentos de água em unidades de hemodiálise 
devam ser monitorados também quanto à presença de fungos 
filamentosos, pois face ao exposto, os fungos encontrados em nossa 
pesquisa são considerados potencialmente patogênicos, sendo 
necessária a adoção de medidas profiláticas eficazes, minimizando 
a exposição destes pacientes imunodeficientes à fontes aquáticas 
ambientais contaminadas.

Varo SD cols
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