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RESUMO

As infeccdes do trato urinério (ITU) sdo uma das mais
frequentes infeccdes bacterianas do ser humano. E
uma patologia que ocorre em todas as idades, tendo
predominio no sexo feminino. Os principais agentes
responsaveis pelas ITU’s sdo Escherichia coli, Kleb-
siella sp, Proteus sp, Enterobacter sp, Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeruginosas e Staphylococcus
saprophyticus. Fatores como a coleta, conservagdo e
o transporte sdo importantes para obtengdo de amos-
tras de urina adequadas para diagndstico das ITU’s. O
presente estudo teve como objetivo analisar a viabili-
dade do congelamento de amostras de urina por mais
de 24h para que possa ser utilizada como método de
conservagdo. Para tanto, utilizou-se de urina estéreis
contaminadas artificialmente pelas bactérias Esche-
richia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
saprophyticus, Enterococcus faecium e Streptococ-
cus agalactiae, que foram congeladas em temperatu-
ra entre - 15°C e -20°C. Apds 24h de congelamento,
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todas as bactérias tiveram crescimento, entretanto as
bactérias Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa
apresentaram uma diminui¢do significativa no nu-
mero de colonias. Apds 48h, as bactérias gram nega-
tivas ndo obtiveram crescimento e as bactérias gram
positivas cresceram, mas houve redu¢do no ndmero
de colonias. Apés 72h, as bactérias gram positivas
obtiveram crescimento embora o niimero de col6nias
continuarem diminuindo. Apés uma semana, somen-
teo Streptococcus agalactiaee Enterococcus faecium
obtiveram crescimento, entretanto o nimero de col6-
nias foram ainda menores. Assim sendo, conclui-se
que o congelamento da urina ndo é vidvel para trans-
porte ou conservacao de amostras para urocultura.

PALAVRAS-CHAVE

Urocultura. Conservagdo. Congelamento.
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ABSTRACT

The urinary tract infections (UTI) are one of the most
frequent bacterial infections of humans. It is a con-
dition that occurs in all ages, with predominance of
females. The main agents responsible for UTI’s are
Escherichia coli, Klebsiella sp, Proteus, Enterobacter
sp, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa
and Staphylococcus saprophyticus. Factors such as
the collection, storage and transport are important
for adequate urine samples for diagnosis of UTI’s. This
study aimed to analyze the viability of freeze urine
samples for more than 24 hours for it to be used as
a preservation method. For this we used a sterile uri-
ne spiked by bacteria Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus saprophyticus, Entero-
coccus faecium and Streptococcus agalactiae, which
were frozen in temperature between - 15°C and 20°C.
After 24 hours of freezing, all bacteria grew, however

RESUMEN

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son una de
las infecciones bacterianas mas comunes de los se-
res humanos. Es una condicién que se produce en
todas las edades, con predominio en el sexo femeni-
no. Los principales agentes responsables de las in-
fecciones urinarias es Escherichia coli, Klebsiellasp,
Proteussp, Enterobactersp, Enterococcusfaecalis,
Pseudo monasaeruginosa y Staphylococcussapro-
phyticus. Factores tales como la recogida, el alma-
cenamiento y el transporte son importantes para las
muestras de orina adecuadas para el diagnéstico de
la IU de. El presente estudio tuvo como objetivo exa-
minar la viabilidad de la congelacién de las muestras
de orina de mas de 24 horas para que pueda ser uti-
lizado como un método de conservacién. Para ello se
utilizé orina estéril contaminado artificialmente por
las bacterias Escherichia coli, Pseudomonasaerugi-
nosa, Staphylococcussaprophyticus, Enterococcus-
faecium y Streptococcusagalactiae, que se conge-
laron a temperaturas entre - 15°C y -20°C. Después

the bacteria Escherichia coli and Pseudomonas aeru-
ginosa showed a significant decrease in the number
of colonies. After 48 hours, the negative gram bac-
teria did not get growth and positive gram bacteria
grew, but there was a reduction in the number of co-
lonies. After 72 hours, the positive gram growth ob-
tained although the number of colonies continued to
decline. After a week, only Streptococcus agalactiaee
Enterococcus faecium obtained growth, however the
number of colonies were even lower. Thus, it follows
that freezing of urine is not viable for transportation
or storage of samples for urine culture.
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de 24 horas de congelacién, todas las bacterias cre-
cieron, sin embargo, las bacterias Escherichia coliy
Pseudo monasaeruginosa mostraron una disminuci-
6n significativa enel nimero de colonias. Después
de 48 h, las bacterias gram-negativas no alcanzaron
el crecimiento y bacterias positivas crecieron, pero
no hubo una reduccién en el nimero de colonias.
Después de 72 horas, el crecimiento positivo de co-
lonias sigui6 disminuyendo. Después de una semana
de la congelacién entre 15°y 20°, Streptococcus En-
terococcusfaecium obtuvo crecimiento, sin embar-
go, el nimero de colonias era atin mas bajo. Por lo
tanto, se concluye que la congelacién de la orina no
es factible para el transporte o almacenamiento de
muestras para cultivo de orina.

PALABRAS CLAVE

Cultivo de orina. La conservacién. Congelacién.
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1INTRODUGAO

As infeccdes do trato urinario (ITU) estdo entre as
infe¢des bacterianas de maior frequéncia nos seres hu-
manos, estando muito predominantemente associada
ao sexo feminino (SILVA, 2008; CUNHA et al., 2010).

A ITU acomete todas as idades, desde o neona-
to ao idoso. Nos trés primeiros meses de vida a maior
incidéncia ocorre no sexo masculino. A partir dos trés
primeiros meses as meninas passam a ser mais acome-
tidas, principalmente nas fases pré-escolares (HEIIL-
BERG; SCHOR, 2003; SILVA, 2008; CUNHA et al., 2010).

Na vida adulta, a maior incidéncia é no sexo fe-
minino, principalmente durante a fase sexual ativa,
gestacdo e menopausa. O nimero de gestagdes, o
diabetes, uso de certas geleias espermicidas, higiene
pessoal deficiente, baixas condi¢des socioecondmi-
cas, obesidade e a idade aumentam a predisposigdo
das mulheres a desenvolver ITU (HEIILBERG; SCHOR,
2003; SILVA, 2008).

Outro fator que aumenta a susceptibilidade das
mulheres a ITU é a anatomia da uretra, por ser mais
curta e devido a proximidade do anus com o vestibulo
vaginal, produz um canal chamado de ponte, dando
livre acesso para 0s microrganismos uropatogénicos
transitarem até o sistema urinario. As mulheres, tam-
bém, possuem a bexiga maior do que os homens, po-
dendo armazenar mais urina, o que serve de meio de
colonizagdo das bactérias (HEIILBERG; SCHOR, 2003;
SILVA, 2008).

A frequéncia das ITU’s em pacientes adultos do
sexo masculino ocorre devido a instrumentacdo das
vias urindrias, como cateterismo vesical e hiperpla-
sias prostaticas. No homem, o maior comprimento
uretral, o fator antibacteriano e o maior fluxo urina-
rio atuam como protetores contra o desenvolvimento
da ITU (HEIILBERG SCHOR, 2003; LOPES; TAVARES,
2005; SILVA, 2008; CUNHA et al., 2010).

Interfaces Cientificas - Satide e Ambiente «

As infec¢Oes do trato urindrio podem ser classifi-
cadas como complicadas ou ndo complicadas. A ITU
complicada tem maior risco de falha terapéutica e
estd associada a fatores que favorecem a ocorréncia
da infecgdo, sendo estas de carater obstrutivos, ana-
tomofuncionais e metabélicas. A ITU ndo complicada
ocorre em pacientes com estrutura e fungdo urinaria
normal e é adquirida fora do ambiente hospitalar,
geralmente ocorrem em mulheres jovens e sexual-
mente ativas (HEIILBERG; SCHOR, 2003; SILVA, 2008;
CUNHA, et al., 2010).

A infecgdo pode afetar mais de um local do trato
urinario, quando localizada na uretra é chamada de
uretrite, na bexiga, cistite, e a nivel renal, pielonefrite.
As uretrites e cistites sdo denominadas infec¢des das
vias urindrias baixa, e a pielonefrite, infec¢do das vias
urinarias alta, que podem aparecer juntas ou separa-
das (SILVA et al., 2005; SILVA, 2008).

Existem trés formas das bactérias alcangarem o
rim: via hematoldgica, via ascendente e linfatica. A
disseminagdo pela via hematolégica ocorre por meio
da corrente sanguinea, a via ascendente ocorre atra-
vés do trato urinario e a via linfatica, ainda desconhe-
cida, pode ocorrer a partir dos tubos linfaticos. Sendo
mais comum a via ascendente, principalmente em
mulheres, em que a bactéria sai da uretra até chegar
ao rim (CUNHA et al., 2010).

Na comunidade, os agentes etiolégicos que en-
volvem a ITU mais frequentemente encontrados
sdo Escherichia coli, Klebsiella sp, Proteus sp, En-
terobacter sp, Enterococcus faecalis, Pseudomo-
nas aeruginosas e Staphylococcus saprophyticus.
Os germes gram-negativos, responsabilizam-se
por 70% a 85% das infecg¢des do trato urinario ad-
quiridas na comunidade, e por 50% a 60% em pa-
cientes idosos admitidos em asilos (SILVA, 2008,
MENEZES et al., 2009).
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Quando se trata de ITU adquirida no hospital,
predominam as enterobactérias, com diminuicdo na
frequéncia de E. coli (embora ainda permaneca habi-
tualmente como a primeira causa), e um crescimento
de Proteus sp., Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
sp., Enterobacter sp., Enterococcus faecalis e de fun-
gos, com destaque para Candida sp. (SILVA, 2008).

A urina é composta por substancias organicas
(ureia, creatinina e &cido urico) e inorganicas (cloreto,
s6dio, potéssio e outros). Também pode ser encontra-
dos hormdnios, vitaminas e medicamentos, além de
outras substancias como células, cilindros, cristais,
muco e bactérias que podem ser usado como indicati-
vo de doenca (STRASINGER; DI LORENZO, 2009).

A presenca da bactéria na urina é indicativa de
ITU, ja que o rim e as vias urindrias sdo estéreis. A uro-
cultura quantitativa é o exame confidvel no diagnésti-
code ITU (LO et al., 2010).

A presencga de um Unico tipo de bactéria com con-
tagem maior ou igual a 105 UFC/mL é o que define o
diagnéstico de ITU eliminando a possibilidade de con-
taminacdo (LO et al., 2010).

A coleta da urina para urocultura deve ser feita no
periodo da manh3, de preferéncia a primeira micgdo
do dia ou qualquer urina duas horas apds a retengdo
vesical. Deve ser feita rigorosa assepsia das genitais
com agua e sabdo neutro e, posteriormente, secagem
com gaze estéril, o ideal é colher o jato intermediario
(jato médio) (ANVISA, 2013).

0 método mais utilizado para conservacao é a re-
frigeracédo, conservando a urina pelo periodo de 24h,
o qual evita a decomposi¢do das bactérias da urina e
impede a proliferacdo bacteriana (STRASINGER; DI
LORENZO, 2009).

Um outro método de conservagdo é a utilizagdo de
conservantes quimicos, um dos principais conservan-
tes quimicos para a urocultura é o acido bérico que

mantém o pH em aproximadamente 6.0, agindo como
bacteriostatico (ndo bactericida). Este componente,
possibilita que durante a contagem da colénia, esta
se aproxime o mais fielmente possivel da contagem
inicial, minimizando chances de resultados “falso-
-positivo”, podendo assim ser usado para transporte
de amostras (STRASINGER; DI LORENZO, 2009).

Hoje em dia existe uma evidente preocupagdo nos
cuidados a serem tomados na coleta de amostras de
urina destinadas a urocultura, e principalmente no
que dizrespeito a seu transporte e conservagdo. A con-
servagdo inadequada ou impossibilidade de refrigera-
¢do dentro do tempo padrdo altera significativamente
o nlmero de bactérias da amostra. Na necessidade de
transportar amostras de urina para laboratérios mais
distantes, onde se requer tempo maior que 24h, a re-
frigeracdo ndo é suficiente e ndo hd um método de
conservagdo que possa ser utilizado.

Diante do exposto, o presente estudo teve como
objetivo analisar a viabilidade do congelamento de
amostras de urina por mais de 24h para que possa ser
utilizado como método de conservagdo e dessa forma,
contribuir para otimizagdo da fase pré-analitica des-
sas amostras que sdo responsaveis pelo maior contin-
gente nos laboratérios de microbiologia.

2 MATERIAIS E METODOS

Para as amostras testes, foi feito um pool de urina,
onde foram utilizadas oito amostras obtidas em coletores
estéreis. Foi retirada uma aliquota de 10ml para realizar o
sumario de urina, onde foram observados, principalmen-
te, os seguintes parametros: leucécitos, nitrito e bacté-
rias, pois a presenca destes inviabilizava a amostra.

Apés a realizagdo do sumério, toda urina foi depo-
sitada em tubos conicos estéreis e fechadas com pa-
rafilme. Em seguida, para esterilizar o pool de urina,
foi centrifugada por 15 minutos. O sobrenadante foi
filtrado com membrana chromafil de 0,20/pm.
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Para a realizar o teste de esterilidade, retirou-
-se 100ul do pool de urina e colocou-se em um tubo
de caldo TSB, e em seguida, foi incubado a 36°C por
24h, o teste foi feito em triplicata. Apés 24h, foi fei-
ta a leitura, a presenca de turvagdo era indicativo de
contaminagdo, devendo descartar o pool, se limpida,
auséncia de microrganismo, teste de esterilidade po-
sitivo, poderia ser utilizada para os testes.

As bactérias para as amostras testes, foram reativa-
das em caldo de enriquecimento TSB, e incubadas em
36°C por 24h. Foram utilizadas cinco espécies de bac-
térias, duas gram negativas, Escherichia coli e Pseudo-
monas aeruginosa e trés gram positivas, Staphylococcus
saprophyticus, Enterococcus faecium e Streptococcus
agalactiae. Em seguida, preparou-se uma suspensao
bacteriana na escala de 0,5 Mac Farland em solucéo sa-
lina. Foi transferida 100l da suspensdo bacteriana para
tubos contendo 1mL da urina estéril.

Os controles positivos, consistiam de 100pul da
suspensdo bacteriana e 1ml de caldo TSB. E controle
negativo, somente o pool de urinas estéreis.

Amostras teste, controle positivo e negativo, foram
semeadas em Agar Sangue e incubadas a 36°C por 24h
(tempo 0Oh). Apés 24h de incubacdo foi feita a contagem
de col6nias. Os mesmos procedimentos foram realiza-
dos apés 24h, 48h, 72h e uma semana de congelamento.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A solicitagdo de amostras de urina para realizagdo
de urocultura responde pela principal demanda da
maioria dos laboratérios de microbiologia. Cuidados
que envolvem a amostra na fase pré-analitica, como
coleta e transporte, sdo fundamentais para obtengdo
de resultados fidedignos (PEZZLO, 2014).

Segundo a ANVISA (2013), as amostras urinarias
destinadas a cultura devem ser obtidas por meio da
primeira micgdo matinal, ou apds duas ou trés horas

Interfaces Cientificas - Satide e Ambiente «

de intervalo entre micgdes. Quanto a conservagao
dessas amostras, é indicado que, caso ndo seja pos-
sivel processa-las imediatamente, essas podem ser
conservadas sob refrigeracdo (2 - 8°C) durante um
periodo maximo de 24 horas sem prejuizo para viabili-
dade dos uropatégenos.

Esse periodo é mais que suficiente para laboraté-
rios que possuem o servico de microbiologia, contu-
do, devido a peculiaridades que envolvem essa area
a terceirizacdo das analises microbioldgicas é uma
opcdo muito utilizada pelos laboratérios clinicos,
gerando necessidade de métodos que possibilitem a
conservagdo de espécimes bioldgicos por mais tempo,
a exemplo da criopreservagao.

Antes de submetidas ao congelamento e apds
24h de incubagdo, todas as bactérias cresceram nas
seguintes concentragdes: Escherichia coli 156 UFC/
mL, Staphylococcus saprophyticus 486 UFC/mL, a En-
terococcus faecium 769 UFC/mL e Pseudomonas ae-
ruginosa 820 UFC/mL, Streptococcus agalactiae 1244
UFC/mL (Figura 1).

Congeladas por 24 horas, todas as bactérias ob-
tiveram crescimento, entretanto a Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa apresentaram uma abrup-
ta diminui¢do no nimero de coldnias, 3 UFC/mL e 14
UFC/mL, respectivamente, enquanto que as bactérias
gram positivas obtiveram as seguintes concentragdes:
Staphylococcus saprophyticus 286 UFC/mL, Strepto-
coccus agalactiae, 1.144UFC/mL, Enterococcus fae-
cium, 736 UFC/mL (Figura 1).

Apés 48 horas, as bactérias gram negativas ndo
estavam vidveis, diferente das gram positivas que ain-
da se mantiveram, apesar de diminuicdo das células
vidveis (Staphylococcus saprophyticus 222 UFC/mL,
Streptococcus agalactiae 551UFC/mL, Enterococcus
faecium 504UFC/mL) (Figura 1).

Passadas 72 horas de congelamento, as bactérias
gram positivas obtiveram crescimento, no entanto, o
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numero de col6nias continuaram a diminuir apresen-
tando 168 UFC/mL para Staphylococcus saprophyti-
cus, , 511 UFC/mL Streptococcus agalactiae e 247
UFC/mL Enterococcus faecium (Figura 1).

A andlise apds 168 horas demonstrou que somen-
te o Streptococcus agalactiae e Enterococcus faecium
obtiveram crescimento, entretanto o ndmero de cold-
nias foi ainda menor, 133 UFC/mL e 200 UFC/mL, res-
pectivamente (Figura 1).

Figura 1 - Nimero absoluto de bactérias vidveis (UFC/
mL) durante os diferentes tempos estudados.

Fonte: Dados da pesquisa, 2014.

N&o houve crescimento das bactérias no controle
negativo nos tempos testados, demonstrando que ndo
houve contaminacao durante toda a pesquisa.

Apenas as bactérias Streptococcus agalactiae e En-
terococcus faecium conseguiram manter-se vidvel até
o periodo de uma semana, enquanto as demais ndo re-
sistiram ao congelamento, tendo decaimento gradativo
de acordo com o tempo, o que demonstra que o proce-
dimento de congelamento da urina ndo é viavel.

Segundo Medeiros (2008), o congelamento a
-20°C é a forma mais acessivel para conservagdo de
bactérias, entretanto, pode sofrer variagdes de acor-
do com o meio utilizado para o congelamento. Este
método pode conservar as bactérias por até um ano,
desde que a estabilidade do congelamento seja man-

tido, ndo ocorrendo mudancas bruscas de temperatu-
ras. Para tanto é necessario o uso de crioprotetores,
como o glicerol e “skim milk”, que véo agir protegendo
0s microrganismos, impedindo a formagédo de cristais
que danifiguem a membrana bacteriana e fornecam
fontes de carbono necesséria para manté-las viaveis.

No presente estudo as bactérias foram congeladas
emulsionadas nas amostras urindrias, que apesar de
possuirem fontes de carbono suficientes para seu ple-
no desenvolvimento, provavelmente ndo exerceram
funcdo crioprotetora efetiva e, portanto, ndo evitaram
a morte celular.

4 CONCLUSOES

Enterococcus faecium e Streptococcus agalactiae
apresentaram-se viaveis apés longo periodo de con-
gelamento (168 horas), contudo, os microrganismos
com maior valor epidemiolégico em ITU como Esche-
richia coli e Staphylococcus saprophyticus demons-
traram ndo suportar o congelamento.

Diante do exposto, pdde-se concluir que apesar da
criopreservagdo a -20°C ter demonstrado ser eficien-
te nas primeiras 24 horas para microrganismos Gram
positivo, 0 mesmo ndo ocorreu com 0s Gram negativo,
tornando o método em questdo inapto para ser utili-
zado como procedimento de rotina pelos laboratérios
de microbiologia.
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