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RESUMO: A infeccdo urindria é caracterizada pelo
crescimento microbiano em amostras de urina. O
diagnéstico é baseado nas culturas destas amostras,
um procedimento dispendioso e oneroso. Este tra-
balho teve como objetivo a comparagdo entre mé-
todos de triagem para a detecgao de bacteriuria,
através da reducao do Cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazélio (CTT), da observagdo microscopica
direta, reducdo do nitrato e da estearase. Foram
analisadas 108 amostras de urina. O CTT apresen-
tou 81,4% de sensibilidade, 100% de especificidade,
100% de Valor Preditivo Positivo e 94,18% de Valor
Preditivo Negativo. Concluiu-se que, o CTT é um
método de triagem répido, eficaz e de baixo custo.
Palavras chave: bacteriuria, triagem, CTT.

RESUMEN: Comparaciéon de los métodos de
cribado para detectar la bacteriuria en el Hos-



pital del Cancer de Muriaé — Fundacién Cristiano
Varella. Infeccion del tracto urinario se caracteriza
por el crecimiento de bacterias en muestras de orina.
El diagndstico se basa en las culturas de estas
muestras, un procedimiento costoso y oneroso. Este
estudio tuvo como objetivo comparar los métodos
de cribado para la deteccién de bacteriuria por
reduccién de cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolio
(TTC), la observacién microscépica directa, la
reduccién de nitratos y esterasa. Se analizaron 108
muestras de orina. El CTT mostraron 81,4% de
sensibilidad, especificidad del 100%, 100%, valor
predictivo positivo y el 94,18% Valor Predictivo
Negativo. Se concluy6 que el CTT es un método de
deteccion rapida, eficaz y de bajo coste.

Palabras llaves: bacteriuria, investigacion, CTT.

ABSTRACT: Comparison of screening methods to
detect the bacteriina in Cancer Hospital of
Muriaé — Fundacao Cristiano Varella. Urinary tract
infection is characterized by bacterial growth in uri-
ne samples. The diagnosis is based on the cultures
of these samples, a costly and onerous procedure.
This study aimed to compare methods of screening
for detection of bacteriuria by reduction of 2,3,5-
triphenyltetrazolium chloride (TTC), direct
microscopic observation, reduction of nitrate and
esterase. We analyzed 108 urine samples. The CTT
showed 81.4% sensitivity, 100% specificity, 100%
positive predictive value and 94.18% Negative
Predictive Value. It was concluded that the CTT is a
rapid screening method, effective and has low cost.
Keywords: bacteriuria, screening, CTT.

Introducao

As infecgbes do trato urindrio (ITU) estdo entre as doengas infecciosas
mais comuns na pratica clinica, sendo que no meio hospitalar sao as mais fre-
quentes (HINRICHSEN et al., 2009; HORNER et al., 2008; VIEIRA, 2007). No
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Brasil, um total de 80% das consultas clinicas devem-se a ITU (OLIVEIRA et al.,
2010). Sua complicagao pode estar associada a falha terapéutica (SILVA, 2008).
Silva et al. (2007) mencionam que a etiologia das ITUs é, na grande maioria das
vezes, bacteriana e essas infecgoes geralmente sao adquiridas por via ascen-
dente da uretra para a bexiga podendo entdo atingir os rins. Horner et al. (2006)
afirmam que o trato urindrio acima da uretra é estéril em pessoas saudaveis,
mas a uretra € normalmente colonizada com diferentes géneros de micro-
organismos. De acordo com Heilberg e Schor (2003), essa patologia acomete
principalmente as mulheres, pois estas, diferentemente dos homens, possuem
a uretra mais curta, permitindo que as bactérias tenham um acesso mais facil a
bexiga (BLATT; MIRANDA, 2005). Dessa forma, a ITU pode ser definida como
sendo a invasao e multiplicagao de micro-organismos nos tecidos do trato urindrio,
desde a uretra até os rins (HORNER et al., 2008; SATO et al., 2005; HASENACK
et al., 2004).

Contudo, Horner et al. (2006) relataram que a maioria destas infecgbes
sao causadas por poucos géneros bacterianos e a presenga destes micro-orga-
nismos na urina é conhecida como bacteridria. Deste modo, a bacteridria
assintomatica é definida por Hinrichsen et al. (2009), mais precisamente como
o isolamento de bactérias na urina em quantidade maior ou igual a 10° UFC/
mL, mas sem sinal ou sintoma local ou sistémico da infecgao. Quando nao
tratadas, 25 a 57%, destas bacteritrias podem evoluir para infeccao sintomati-
ca, inclusive pielonefrite, devido a dilatacao fisiolégica do ureter facilitando o
refluxo (RAMOS; PIZZOLITTO, E. L.; PIZZOLITTO, A. C., 2006).

A ITU adquirida em hospital é predominantemente causada por Bacilos
Gram-Negativos (BGN) (LOPES; TAVARES, 2005), uma vez que se verifica, qua-
se sempre, a presenca de Escherichia coli, porém muitas espécies de outros
BGN (por exemplo, Klebsiella, Proteus, Enterobacter e Pseudomonas), enterococos
e estafilococos também sao comuns (OLIVEIRA et.al., 2010; SILVA, 2008; SATO
et al., 2005).

Lopes e Tavares (2005) relatam que, em pacientes hospitalizados sub-
metidos a cateterismo, a presenga de sistema de drenagem de urina aberto
resulta em bacteritria em 100% dos casos, ap6s quatro dias. Ja naqueles com
sistema de drenagem de urina fechado, a bacteridria ird ocorrer em 10%.

Segundo Horner et al. (2006), as culturas de urina representam 40 a 70
% dos espécimes clinicos enviados para andlise nos Laboratérios de Bacteriolo-
gia Clinica e tém por objetivo produzir os resultados com acurdcia e precisao
através da identificagdo do micro-organismo. Isto se torna importante pois, o
desconhecimento do estado de portador destes individuos pode levar futura-
mente a lesdo renal cronica e/ou naqueles submetidos a instrumentagdo do
trato urindrio, a bacteritria pode levar a bacteremia (RAMOS; PIZZOLITTO, E.

REVISTA CIENTIFICA DA FAMINAS - V. 5, N. 3, SET.-DEZ. de 2009 43



L; PIZZOLITTO, A. C., 2006). De acordo com Sato et al. (2005), as técnicas
laboratoriais mais empregadas incluem a anédlise qualitativa e a cultura da urina,
sendo esse Gltimo o método considerado padrao-ouro para o diagnéstico de
ITU (SILVA et al., 2007) porém, segundo Ramos-Pollis et al. (2008), a urocultura
apresenta custo elevado, demandando tempo e trabalho. Na grande maioria
das vezes, o paciente com cistite ndo complicada, tratada empiricamente, ja
estd clinica ou microbiologicamente curado quando o resultado da cultura é
fornecido; nestas situagoes, este exame torna-se in(til, além de dispendioso
(LOPES; TAVARES, 2005). Assim, é de interesse a utilizagado de métodos alter-
nativos que possam contribuir para o diagnéstico da ITU (RAMOS-POLLIS etal.,
2008); a padronizacdo de outros métodos que sejam especificos e sensiveis
como a urocultura e que oferegam vantagens quanto ao custo, rapidez e/ou
realizacdo técnica (MACHADO et al., 1995).

Vérios métodos diagndsticos estdao descritos na literatura propondo a
detecgao de bacteridria. O teste com cloridrato de 2,3,5 trifeniltetrazolio (CTT),
idealizado por Simmons e Williams (1962), demonstrou apresentar alta correla-
¢do com a presencga de bactérias em meios de cultura liquido (94%), determi-
nada quando estdo presentes 10° ou mais (UFC/mL) nos mesmos. O CTT foi
sintetizado por Pechmann e Runge em 1894 apud HORNER (2008) e, posteri-
ormente, em 1941, Kuhn e Jerchel demonstraram que as bactérias, leveduras e
plantas sdo capazes de reduzir o corante. A literatura mostra que os sais de
tetrazélio originalmente incolor, se reduzem nos tecidos vivos, resultando em
um composto de cor vermelha, tecidos ndo-vidveis ndo reagem e,
consequentemente, ndo se colorem (SIMMONS; WILLIAMS, 1962). Entretan-
to, outros fatores também interferem na reducdo do CTT. Venzke et al. (2008),
expuseram que o CTT se reduz em presenca de H+, formando o Trifenil
formazan, que tem cor vermelha. De acordo com Beloti et al. (1999), a con-
centracdo de CTT utilizado em meios de cultura deve ser baixa o suficiente
para evitar a inibicdo do crescimento, mas alto o suficiente para permitir o
desenvolvimento de cor.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a correlagdo da urocultura reali-
zada por métodos classicos com o uso do CTT; o desempenho dos métodos de
triagem em relagdo a cultura; como prova do nitrito e estearase leucocitaria em
fita reativa e ainda caracterizar morfotintorial direta e identificar micro-organis-
mos da urocultura.

- Material e métodos

O estudo teve cunho quantitativo e se baseou na comparagao entre
testes laboratoriais para deteccao de bacteritria. Foi realizado a partir de amos-
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tras de urina recebidas no Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital do Can-
cer de Muriaé - Fundagao Cristiano Varella (HCM-FCV), localizado em Muriaé
(MGQ), no periodo entre abril a junho de 2010. Participaram da pesquisa 108
pacientes ambulatoriais e internos no HCM-FCV. Este estudo obteve a dispensa
da assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, uma vez que os
testes laboratoriais foram realizados com amostras de urina duplicadas pelo
analista clinico responsavel pelo setor e identificadas somente com o sexo do
paciente. O anonimato dos individuos foi preservado, segundo os critérios esta-
belecidos pela Resolucdo 196/96 e observados pelo Comité de Etica da Facul-
dade de Minas (FAMINAS). Realizou-se o teste com CTT concomitantemente
com a urocultura, testes fisicos-quimicos, coloragao de Gram, identificagao do
micro-organismo, utilizando amostras urinarias.

Urocultura: Dez microlitros de cada amostra foram semeados com auxi-
lio de uma alga de platina calibrada em agar CLED (cistina-lactose eletrélito
deficiente — Acumedia Manufacturing Inc.) e agar McConkey (Acumedia
Manufacturing Inc.), sendo posteriormente incubadas em estufa bacterioldgica
por 24 a 48 horas, a 35 °C * 2 °C.

Teste com Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (CTT): Aliquotas de 4 mL
de cada amostra de urina foram incubadas com TmL da solucdo aquosa estéril
de CTT a 1,0% em estufa bacteriolégica a 35 = 2 °C, durante quatro horas.
Apbs esse periodo, foi feita a leitura: a formagao de um precipitado vermelho
ou da coloragao vermelha da mistura no tubo indica teste positivo. Os resulta-
dos obtidos foram comparados com os resultados do nitrito e leucécito da fita
reativa e também com a coloracao de Gram.

Testes Fisico-Quimicos - Prova do nitrito e estearase leucocitaria em
fita reativa: O exame foi realizado através do uso de tiras reagentes Multistix®
10 SG (Siemens Diagnostics) e a leitura desta foi realizada por meio automatizado
(Clinitek Status ®) de acordo com as instrugoes do fabricante. Os testes para
nitrito e esterase leucocitaria foram considerados positivos quando a drea reagente
da tira apresentou coloragao résea.

Caracterizacao morfotintorial direta: O método consiste na realizagao
de um esfregaco a partir de 10 uL de urina homogeneizada. Depois de seca e
fixada 3 vezes na chama do bico de bunsen, a lamina é corada pelo método de
Gram. Cobre-se a lamina com violeta de cristal por 90 segundos; lava-se com
um filete de 4gua destilada; cobre-se com Lugol por 90 segundos; lava-se com
um filete de dgua destilada; descora-se com alcool-cetona por 10 segundos;
lava-se novamente com um filete de dgua destilada. Cobre-se a lamina com
fucsina por 30 segundos; lava-se com dgua destilada. Apés secagem, realiza-se
a leitura microscépia em objetiva de 100 X.
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Identificacao dos micro-organismos: As bactérias Gram-positivas fo-
ram submetidas a prova da catalase; coagulase em tubos e susceptibilidade a
novobiocina. As bactérias Gram-negativas foram submetidas ao teste do citrato,
OF glicose e meio de Rugai com Lisina, (meio de cultura destinado a identifica-
gao presuntiva de enterobactérias). Com auxilio de uma agulha bacteriolégica,
foram coletadas amostras da coldnia a ser pesquisada e inoculada através de
picada até o fundo dos tubos contendo os meios. Incubou-se em estufa a 36
°C = por 18 a 24 horas, com tampa frouxa para permitir a entrada de ar neces-
sario para desenvolvimento das reagoes. As técnicas e os resultados foram ana-
lisados conforme os protocolos classicos de bacteriologia descritos no Manual
de Clinica Microbiolégica (KONEMAN, 2008).

Il - Resultados e discussao

Do total de 108 uroculturas analisadas, 27 (25,00%) foram consideradas
positivas (= 10° UFC/mL) e 81 (75%) foram negativas. Das 64 amostras de
pacientes internos, 14 (21,88%) foram positivas e 50 (78,12%) foram negativas.
Das 44 amostras ambulatoriais, 13 (29,55%) foram positivas e 31 (70,45%)
foram negativas. Na Tabela 1, pode-se observar que a maioria dos exames
realizados de pacientes ambulatoriais é proveniente de amostras de mulheres
(77,27%) sendo somente 22,73% proveniente de homens. Entretanto nas amos-
tras de pacientes internos, obtiveram 53,12% de amostras de mulheres e 46,88%
de homens.

Segundo Sato et al. (2005), a infecgao do trato urinario é uma patologia
freqliente na clinica médica, sendo uma das causas que mais leva os pacientes
a procura de auxilio médico. Estudos realizados mostraram que acomete princi-
palmente as mulheres, com percentuais de 78,9% , 81,8% E 70% respectiva-
mente, sdo as que apresentaram maior acometimento de ITU (SILVA, 2008;
VIEIRA, 2007; BAIL; ITO; ESMERINO, 2006), o que nao variou no presente
estudo, em que 85% dos casos de pacientes ambulatoriais foram assim repre-
sentados por mulheres. Outros autores mencionam que, na mulher, a
suscetibilidade a ITU se deve a uretra mais curta e a maior proximidade desta
com o anus e o vestibulo vaginal. No homem, o maior comprimento uretral,
maior fluxo urindrio e o fator antibacteriano prostético sdo protetores (OLIVEI-
RA et.al., 2010; SILVA et al., 2007; LOPES; TAVARES, 2005).

Em ambientes hospitalares também observa-se a prevaléncia desta pato-
logia, uma vez que 80% dos pacientes sofrem manipulagao do trato urinario.
Particularmente pelo uso de cateter, aproximadamente 25% de todos os paci-
entes hospitalizados tém necessidade de cateterizagdo uretral (HINRICHSEN
etal., 2009). Isso justifica o fato de ndo ter apresentado uma diferenca signifi-
cativa no presente estudo, entre homens e mulheres internados.
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TABELA 1 Resultados das uroculturas realizadas em amostras provenien-
tes de pacientes ambulatoriais e internos no HC-FCV

INTERNOS AMBULATORIAIS
c 3 c 3
S = S S = S
o S = © o =
G © x T
n? % n? % n? % n? %
£ 8,0 26,67 22,0 73,33 30 2,0 20,0 8,0 80,0 10
[
£
S
I
5 60 1765 280 8235 34 11,0 3235 230 67,65 34
=
=
=
= 140 2188 500 7812 64 13,0 2955 31,0 7045 44
©
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Das 14 uroculturas positivas obtidas de pacientes internos, no teste de
Triagem do CTT (Tabela 2), 12 amostras foram positivas (85,71%) enquanto,
das 13 amostras ambulatoriais 10 (76,92%) foram positivas. Na Tabela 2, pode-
se visualizar que 2 amostras positivas dos internos (14,29%), foram negativas
na Triagem pelo CTT, representando um falso negativo. Resultados semelhan-
tes foram encontrados nas amostras ambulatoriais, onde trés (23,08%) das amos-
tras positivas nas uroculturas foram negativas no CTT.

Dados da literatura mostraram que, em muitos laboratérios, o teste do
CTT foi capaz de detectar 85% das urinas contendo mais de 10° UFC/mL (RA-
MOS; PIZZOLITTO, 2006). Dados semelhantes foram encontrados nesta pes-
quisa, em que o teste foi capaz de detectar a atividade bacteriana em 81% das
amostras de urina positivas (> 10° UFC/ mL), sendo que, se tratando de bacté-
rias Gram-negativas fermentadoras, o teste detectou atividade em 100% das
amostras.

A prova utilizando o CTT tem a fungao principal de detectar também as
bacteritrias por estreptococo e estafilococo, que nao o sao pela prova de nitrito.
Neste trabalho, em 100% dos casos em que a urocultura foi positiva para
estafilococo a prova do CTT foi negativa, comprovando que o teste CTT neces-
sita um nGmero superior a 100.000 UFC/ mL para detectar a atividade bacteriana.

No presente estudo, foram obtidos 81,48% de sensibilidade, 100% de
especificidade, 100% de valor preditivo positivo (VPP) e 94,18% de valor preditivo
negativo (VPN). Estes dados corroboram as equagdes definidas por Ferreira e
Avila (2001), quanto a qualidade diagnéstica do teste, cujos valores obtidos
foram: 84,3% de sensibilidade, 96,5% de especificidade, VPP de 94,6% e VPN
com valores de 96,7%, entretanto, os resultados encontrados por Horner et al.
(2008), foram 47,1% de sensibilidade, 100% de especificidade, 100% de VPP e
90,6% de VPN e atribuem resultados falso-negativos a presenga de antibiéticos
na urina, e indicam o pH e a osmolaridade da urina como fatores que influen-
ciam a sensibilidade do teste. Assim, estudos posteriores devem ser realizados
para evidenciar possiveis casos de infecgdes por micro-organismos nao-reduto-
res do nitrato.

Podemos observar, no Gréfico 1, a comparagao dos resultados entre os
métodos de triagem através de provas em fita reativa do nitrito e esterease
leucocitaria com a urocultura e CTT. Nas amostras com cultura /CTT positivos,
foram observados 63, 63% de redugao do nitrato e 68,18% de produgao esterease
leucocitdria. Nas amostras com cultura/CTT negativo nao foi observada a redu-
¢do do nitrato e apenas 9,87% de atividade leucocitaria.

Autores de um estudo afirmam que a presenga de nitrito em testes com
tiras reagentes, em que somente nitrito e estearase leucocitaria, mostram razo-
avel precisdo e exatiddo em comparagao com a cultura quantitativa (OLIVEIRA

48 MURIAE - MG



TABELA 2 Resultados obtidos com o teste de triagem utilizando CTT para
as urinas obtidas de pacientes ambulatoriais e internos no HCM-
FCV
INTERNOS AMBULATORIAIS

URO n? CTT n2 % URO n? CTT n? %

14 (+) 12 (+) 85,7 13(+) 10 (+) 76,9

50 () 2 (-)* 4,0 31(-) 3()* 9,7

Total = 64 14 89,7 Total = 44 13 86,6

* resultado falso - negativo



GRAFICO 1 Nivel de concordancia entre a negatividade e a positividade
da cultura / CTT e o teste do nitrito / estearase leucocitéria
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etal.; 2010). De acordo com SATO et al. (2005), a prova do nitrito estd relaci-
onada ao diagnéstico de infecgdo por certas enterobactérias e bacilos Gram-
negativos nao-fermentadores, pois podem conter uma enzima denominada
redutase, que tem a propriedade de transformar em nitrito o nitrato. A detecgao
de nitrito na urina é uma forma indireta de constatar a presenca de bacteritria,
em que um teste negativo, ndo afasta o diagnéstico de infecgdo, uma vez que
existem bactérias que nao possuem essa enzima (YOSHIDA et al., 2006). Outro
estudo retratou que alguns fatores podem interferir no resultado do teste do
nitrito, ja que ele depende, entre outros fatores, da duragdo da bacteridria e do
actmulo de nitrito na urina (HORNER et al., 2008).

A presenga de estearase leucocitdria (enzima encontrada em certos
leucécitos) no exame de urina tem boa especificidade, principalmente se asso-
ciada a sinais e/ou sintomas atribuiveis ao trato urindrio, e é muito Gtil enquanto
se aguarda a cultura (OLIVEIRA et al., 2010). Segundo Horner et al. (2008), a
leucocittria pode estar associada a diversas condigoes clinicas além da infecgao
urindria, tais como: desidratagao, calculose, processos inflamatérios ou infecci-
osos da uretra, febre, etc., entretanto, pode estar ausente em 20 a 30% dos
pacientes com bacteridria significativa. De acordo com Machado et al. (1995),
a correlagao positiva do método presenga de estearase com a urocultura existe
quando se encontra mais que 100 leucécitos/mm3 no sexo feminino e 50
leucécitos/mm?3 no sexo masculino; ainda, a mesma, é considerada triagem
menos especifica e sensivel que a bacterioscopia, porém fornece dados com-
plementares.

Na utilizagdo da caracterizacdo morfotintorial direta pelo método de Gram,
como teste de Triagem, nem sempre os resultados foram equivalentes aos da
cultura em razado das caracteristicas particulares deste método, como as limita-
¢oes técnicas do microscépio e a acurdria do profissional.

Os micro-organismos mais frequentemente envolvidos nas ITU incluem
bactérias da familia Enterobacteriaceae (SILVA et. al., 2007; BAIL; ITO; ESMERINO,
2006). O agente causador de maior prevaléncia, tanto nas uroculturas
ambulatoriais quanto nas hospitalares, foi a Escherichia coli, com (30,00%) iso-
lados, seguida de Staphylococcus epidermidis com (18,00%), Citrobacter sp.
(15,00%) e Enterobacter sp (14,00%). Os demais micro-organismos diferiram
entre ambos os grupos de pacientes estudados como pode ser observado no
Gréfico 2.

Fazendo-se o pareamento desses agentes nas diferentes unidades por
meio de uma distribuicao percentual, fica clara a incidéncia das enterobactérias
com (77,78%). De fato, as bactérias Gram-negativas sdo as que mais provocam
ITU e entre estas, a Escherichia coli é citada como predominante em varios
trabalhos que relataram tanto infecgées com cepas da comunidade como do

REVISTA CIENTIFICA DA FAMINAS - V. 5, N. 3, SET.-DEZ. de 2009 51



GRAFICO 2 Freqiéncia de micro-organismos causadores de infecgdo urindria
nos pacientes atendidos no Laboratério de Analises Clinicas
do HCM-FCV
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ambiente hospitalar (SILVA, 2008; RIYUZO; MACEDO; BASTOS, 2007; VIEIRA,
2007; KOCH; ZUCCOLOTTO, 2003). Segundo Menezes et al. (2009), essa
bactéria faz parte da microbiota intestinal, entretanto, por contaminagao pode
ocorrer sua colonizagdo na mucosa genital e sua disseminagao para o trato
urinario desencadeando uma infecgao.

Il - Consideracoes finais

A solucao aquosa de Cloreto de 2,3,5 Trifeniltetrazélio foi eficiente na
deteccdo do crescimento bacteriano nas condicoes e concentracoes testadas
neste experimento.

O tempo de produtividade do CTT esta diretamente relacionado a quan-
tidade de bactérias na amostra.

A positividade do CTT esta relacionada a andlise da flora bacteriana no
EAS, entretanto, as limitagdes da técnica do EAS comprometem essa relagao.

O CTT é mais sensivel para BGN do que para Cocos Gram-positivos
(CGP), provavelmente, por causa das diferencas de metabolismo destes micro-
organismos.

O CTT é uma técnica que permite a detecgdo precoce de bacteriuria
auxiliando o infcio do tratamento empirico. Dos testes estudados, o CTT é o
que efetivamente forneceu resultados satisfatérios, comparaveis aos da urocultura,
sendo que os resultados de bacteriuria por estreptococo e estafilococo devem
ser melhor estudados no sentido de verificar seu valor na deteccdo de bactérias
nao-redutoras do nitrato.

O teste com CTT foi comparado ao exame padrao-ouro para o diagnés-
tico de ITU por apresentar vantagens em relagdo ao custo e rapidez. Entretanto,
a urocultura quantitativa representa o melhor tipo de exame para o diagnéstico
dessa infecgao, pois permite, além do isolamento e identificagdo do micro-
organismo infectante, a determinacdo da sua sensibilidade aos agentes
antimicrobianos.
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