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Resumo

O Cranberry vem sendo estudado como uma possivel alternativa no controle de infeccdo do trato
urinario (ITU). Estudos demonstram que a ITU é bastante recorrente em idosos. O objetivo foi analisar
amostras de urina, coletadas de pessoas 55+ e pessoas idosas e possiveis alteracdes no exame de
Elementos Anormais e Sedimentoscopia (EAS) que apresentassem resultados positivos para
urocultura e perfil de sensibilidade dos agentes isolados frente as solugdes de cranberry em duas
preparac¢des, com concentragdes iniciais de 512mg/mL e 128mg/mL, pela metodologia da microdiluigdo
em pogos e a técnica da gota, a fim de evidenciar in vitro as concentragfes inibitéria e bactericida
minimas, respectivamente CIM e CBM. Obteve-se 6 uroculturas positivas para S. epidermidis, E. coli e
para Enterobacter sac.+. Cerca de 66,6% dos resultados de EAS e de urocultura foram relacionados
nos quesitos determinados. Os valores da CBM variaram entre 512mg/mL a 32mg/mL e os valores de
CIM entre 256mg/mL a 16mg/mL de cranberry, para ambas as cepas de E. coli e de S. epidermidis.

Palavras-chave: Infeccéo do trato urinario. Exames de rotina de urina. Terceira Idade. Fitoterapicos.
Cranberry.

Area do Conhecimento: Biomedicina
Introducao

A recorréncia elevada de ITU (Infeccao do Trato Urinario) em pessoas na terceira idade, tanto do
sexo masculino quanto do sexo feminino, estd relacionada as doengas de base, alteragBes
morfolégicas e funcionais da bexiga e também, pela frequente hospitalizagdo com ou sem o uso de
sonda vesical (MASSON, et al., 2020). Considerando que as doencas crénicas ndo transmissiveis séo
prevalentes nessa populagdo, ha uma sobressaliéncia das infec¢des do trato urindrio como resultado
da interac&o entre viruléncia bacteriana e fatores biolégicos e comportamentais do hospedeiro, visto
gue, entre os idosos com mais de 65 anos, as ITUs provocam 15,5% das hospitalizacbes e 6,2% de
Obitos, uma vez que, dentre outros fatores clinicos mais relevantes, evidenciou-se que a desidratacao
dessa populacdo e o comprometimento da musculatura do assoalho pélvico, em mulheres idosas,
aumentou em até 40 vezes a chance de desenvolver ITU (SILVA, et al.,, 2020). Deste modo, a
populacao geriatrica detém maiores possibilidades de contrair infec¢des no trato urinario em razéo de
possuir mudancas fisiol6gicas geradas pelo envelhecimento, sendo elas, a diminuicdo da capacidade
funcional, e consequentemente acrescentado de enfermidades cronicas e debilitantes (CORREA, et
al., 2010). Um estudo realizado com participantes da terceira idade, exibiu resultados onde houve
predominancia de ITU e que, em todos os idosos com o diagnostico da infeccao, apresentaram alguma
doenca, como hipertensao, Diabetes Mellitus, insuficiéncia renal crénica/aguda dentre outras, além de
alguns realizarem uso de sonda vesical associado com fralda (BIZO, et al., 2021).

Diante do exposto, um diagndstico preciso é essencial para que a terapéutica seja eficaz no
prognéstico da infec¢do. Desta maneira, o diagnéstico da ITU € representado pelo crescimento
bacteriano igual ou acima de 10.000 unidades formadoras de col6nia por mililitro de urina,
preferencialmente de jato médio, com adequada assepsia (MASSON, et al., 2020). A triagem pode ser
realizada inicialmente, por meio do exame de Elementos Anormais e Sedimentoscopia (EAS), que
avalia os aspectos fisicos, pela cor, aspecto e depédsito da urina, quimicos, pela fita reativa e
microscoépicos, com a contagem de hemacias, leucdcitos, células epiteliais, cilindros e cristais. E como
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método padrdo ouro, realiza-se um exame quantitativo do crescimento bacteriano, a urocultura com
antibiograma, que tem como principio o isolamento e identificagdo dos microrganismos. Em relacéo a
terapéutica mais comum para as ITU, sdo os antibiéticos, entretanto, devido ao seu uso indiscriminado,
diversas bactérias patogénicas desenvolveram resisténcia e 0 seu uso ndo tem sido mais tao eficaz.
Um estudo mostrou que 82% dos isolados de E. coli tém padrédo de multirresisténcia (LOPES, et al.,
2019). Os aumentos da taxa de prevaléncia das ITUs, indicaram o uso irracional de antibiéticos na
pratica clinica e cerca de aproximadamente 80% da administracdo de antimicrobianos sao
desnecessérios (LOPES, et al., 2019). Com isso, existem estudos que buscam novos tratamentos por
meio de terapias complementares com fitoterapicos, que tem se mostrado eficazes (CIMADON, et al.,
2021).

O extrato da planta Vaccinium macrocarpon conhecido como Cranberry, € utilizado ha centenas de
anos para conservar alimentos, curar feridas, servir como alimento para os soldados na 2° Guerra
Mundial e para tratar infeccbes do trato urinario pelos indigenas. O cranberry € composto por
componentes fitoquimicos, dentre o mais importante sdo as PACs, as proantocianidinas, os taninos
condensados presentes nas PACs tém a capacidade de inibir a ligagdo bacteriana em superficies
celulares, bloquear a entrada de agentes patogénicos e diminuir a formagéo de biofilme. Isso resulta
na prevencao da aderéncia a matriz polimérica e impede a fixac@o das fimbrias. Consequentemente,
essas propriedades tornam as PACs recomendadas para a prevencao e tratamento sintomatico de
ITUs (LOPES, et al., 2019). O decreto nimero n° 5.813, de 22 de junho de 2006 aprovou a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, o qual estabelece diretrizes para 0 acesso e uso
racional de plantas medicinais e fitoterapicas no Brasil. Esse ramo da farmacologia é extremamente
amplo e importante para o desenvolvimento de novas terapéuticas (Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterdpicos, 2006). A planta Vaccinium macrocarpon esta incluida no Formulario de
Fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira, classificada na indicacao terapéutica de auxiliar na prevencgao
e no tratamento sintomatico de infec¢des do trato urinario (LOPES, et al., 2019).

Sendo assim, o presente estudo tem como objetivo avaliar as possiveis alteracdes no exame de
EAS, principalmente em relacdo aos leucdcitos, presenca de bactérias e nitrito, em amostras de urina
gue poderao apresentar resultado de urocultura positiva, contagem de coldnias igual ou superior a
10.000 UFC/mL e realizar o perfil de sensibilidade dos agentes etioldgicos isolados, in vitro, frente a
solugdo fitoterapica de cranberry, em diferentes concentragdes, para o controle de bactérias isoladas
de quadros de infec¢des urindrias em pessoas da terceira idade.

Metodologia

O presente estudo foi encaminhado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
seres humanos - Univap, por meio de um sistema unificado, a Plataforma Brasil. Nimero do CAAE
69017523.1.0000.5503 e protocolo de envio 040533/2023.

A coleta da amostra foi realizada na Faculdade da Terceira Idade, com os alunos que se encaixavam
aos critérios de inclusdo, os quais teriam que ser pessoas a partir de 55 anos e pessoas 60+, idosos,
alunos da Faculdade da Terceira Idade, que poderiam estar ou ndo com suspeita de infec¢céo do trato
urinario e que estivessem de acordo com o TCLE. As pessoas que estivessem fazendo uso de
antibioticos e/ou uso de dispositivo uretral de longa permanéncia ndo estariam aptas para participarem
do estudo. Logo apoés a coleta, as amostras foram encaminhadas ao laboratério, onde a urocultura foi
realizada primeiramente. A urocultura € um método padrédo-ouro, que foi utilizado para confirmar o
diagnéstico de ITU. As uroculturas foram processadas pelo método da semeadura por espalhamento,
com alca calibrada de 10ul em agar CLED, agar MacConkey e agar Manitol e a incubagéo da placa na
estufa a temperatura de 36°C por 18 a 24 horas. As amostras que apresentaram mais de 10.000
UFC/mL, foram consideradas positivas. Apds o isolamento das amostras, somente as que foram
positivas, foi realizado o antibiograma manual para testagem da suscetibilidade dos antimicrobianos
farmacéuticos comerciais. Além disso, foi executado o exame EAS (Elementos Anormais e
Sedimentoscopia) da amostra, a fim de auxiliar na triagem do diagnéstico na suspeita de ITU, o qual
foi exercido a parte da fita reativa, através de um equipamento semi automatizado (Lumiratek) para a
andlise bioguimica como, densidade, pH, proteina, glicose, corpos cetbnicos, bilirrubina, urobilinogénio,
sangue, nitrito e esterase leucocitaria. O exame também é composto pela andlise fisica da urina, sendo
assim, foi examinada a cor, 0 aspecto e o deposito.
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Além das analises fisico-quimicas, foi executada a centrifugacdo da amostra para a realizagao da
avaliagdo microscopica na K-Cell com base no sedimento urinério. Nessa etapa foi possivel efetuar a
contagem de hemacias, leucocitos, células tubulares, células epiteliais, se ha cilindros, filamentos de
muco e cristais. Sendo assim, o exame de Elementos Anormais e Sedimentoscopia demanda a
realizacdo da urocultura, a fim de obter a confirmacao de microrganismos existentes e provavel ITU.

Em seguida da identificacdo das colbnias crescidas na urocultura, o microrganismo foi isolado para
ser realizada as testagens do perfil de sensibilidade do cranberry para com as cepas ATCC, sendo E.
coli (n® 12.241) e S. epidermidis (n° 12.228), e clinicas. Os testes foram primeiramente realizados a
partir da preparacdo da solucdo do cranberry em pdé (vendido comercialmente - Cranberry CR
Herbarium), onde preparou-se duas solu¢cbes com concentracdes diferentes, de 128mg/ml e de
512mg/ml, sendo ambas filtradas para um frasco &mbar esterilizado. Para o controle positivo, foi
utilizada uma solugdo manipulada de Ciprofloxacina na concentragdo de 64ug/mL. Para tal, realizou-
se o repique das cepas 24 a 48 horas antes do experimento e, apos, foi preparado o inéculo, onde com
auxilio de uma algca descartavel, uma coldnia foi inoculada em 10mL de caldo BHI, seguido de
incubacé&o overnight (18 horas) a 36°C.

O experimento foi realizado em placa de 96 pogos, sendo o pogo 1 para o controle positivo (100ul
da solugao de Ciprofloxacina manipulada mais 5ul do indculo), pogo 2 para o controle negativo (100ul
do caldo BHI e 5yl do indculo). Desta maneira, o proximo poco (pog¢o 3) ocupou a maior concentragao
da solugéao, primeiramente, com 200ul. A partir do pogo com a maior concentragao, o pogo de numero
4 até o numero 10 foi pipetado 100ul de caldo BHI em cada, a fim de ao final da microdiluigdo obter
100l em todos os pogos. Em seguida, foi pipetado 100ul do pogo 3 e transferido para o pogo 4,
homogeneizado 3 vezes com a pipeta e transferido para o pogo 5, assim sucessivamente até o ultimo
poco. Apds a microdiluigao, foi pipetado 5ul do indculo em todos os pogos, para assim, incubar a placa
na estufa por 16 a 20 horas (metodologia CLSI, 2018).

Posteriormente ao tempo de incubagao, uma aliquota de 5ul das diferentes diluicdes testadas, foram
semeadas em Agar Miiller-Hinton pela técnica da gota e incubado a 37°C por 24h para andlise da
formacao ou auséncia das UFC/mI de cada diluicao para determinacao da CIM (Concentracao Inibitéria
Minima) e CBM (Concentragdo Bactericida Minima).

Resultados

Entre as 12 amostras coletadas, 6 tiveram cultura positiva, sendo 3 amostras com Staphylococcus
epidermidis, 2 amostras para Escherichia coli e 1 para Enterobacter sacarose +. Cerca de 66,6% dos
resultados do exame EAS e do exame de urocultura estéo relacionados nos quesitos de leucocituria,
nitrito e bacteridria.

Tabela 1- Amostras que apresentaram urocultura positiva e os respectivos parametros do exame EAS

Amostras Urocultura Leucécitos Nitrito Bacteriuria
02 Staphylococcus epidermidis 16.000/mL Negativo Aumentada
03 Staphylococcus epidermidis 20.000/mL Positivo Aumentada
05 Enterobacter sacarose + 163.000/mL Positivo Aumentada
07 Escherichia coli 15.000/mL Negativo Aumentada
10 Escherichia coli 0/mL Positivo Aumentada
12 Staphylococcus epidermidis 0/mL Negativo Aumentada

Fonte: Os autores, 2023.
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Tabela 2 - Resultados da CBM (Concentracéo Bactericida Minima) e da CIM (Concentragao Inibitoria Minima) do
perfil de sensibilidade do cranberry para com as cepas ATCC e clinica de Escherichia coli e Staphylococcus

epidermidis.
Amostras Microrganismos [égrlrl:g/g‘”?u [g(ljlzlrfgfm L]
CBM CIM CBM CIM
Cepa ATCC Escherichia coli ATCC (12.241) - [128] [512] [256]
Amostra 7 Escherichia coli - [128] [512] [256]
Amostra 10 Escherichia coli - - [512] [256]
Cepa ATCC Staphylococcus epidermidis ATCC (12.228) [128] [32] [256] [64]
Amostra 2 Staphylococcus epidermidis [128] [32] [256] [64]
Amostra 3 Staphylococcus epidermidis [32] [16] [64] [16]
Amostra 12 Staphylococcus epidermidis [128] [64] [256] [32]

Fonte: Os autores, 2023

Analisando a tabela 2, a solugao com concentracéo de 128mg/mL apresentou atividade bactericida
(CBM) sobre as cepas de S. epidermidis ATCC (12.228) e S. epidermidis 2, 3 e 12 nas concentracdes
[32] e [128], as quais foram possiveis observar a acdo bactericida das solucdes testadas, ja as
concentragdes mais diluidas ndo mostraram eficacia contra as cepas. Na cepa de E. coli 10, a CIM
(Concentracdo Inibitéria Minima) e a CBM, na solucdo de 128mg/mL, ndo foram eficazes, em
contrapartida, na solugéo de 512mg/mL, tanto a CIM quanto a CBM apresentaram efeito antibacteriano.
Dessa forma, na solugcdo de concentragcdo 512mg/mL, o efeito bactericida e o efeito inibitorio foram
observados em todas as cepas e em diferentes concentragdes.

Neste experimento, pode ser analisado um maior efeito antimicrobiano do cranberry para com as
cepas de S. epidermidis, visto que, foram necesséarias menores concentragfes para as ac¢des inibitdrias
e bactericidas e, em ambas solucdes e cepas, foram exibidos as CBM e CIM.

Figura 1 - Figura ilustrativa da determinagdo da CBM (Concentracéo Bactericida Minima) e CIM (Concentragao
Inibitéria Minima) das diferentes concentragdes nas cepas ATCC e clinicas isoladas - Técnica da Gota.

E. coli ATCC [128mg/mL]) E. coli ATCC [512mg/mL] E. coli Clinica [128mg/mL] E. coli Clinica [512mg/mL)

'/ \. J

8ol
C+ C- 128 64 32 16 8 4 2 1 C+ C- 512 256 128 64 32 16 8 4 C+ C- 128 64 32 16 8 4 2 1 C+ C- 512 256 128 64 32 16 8 4
BBM (512) CIM [128) B8N (512)
CIM [128)
CIM [256) CIM [256)
S. epidermidis ATCC [128mg/mL] S. epidermidis ATCC S. epidermidis Clinica [128mg/mL) S. epidermidis Clinica
[512mg/mL] [512mg/mL]

o ) _,"

C+ C- 128 64 32 16 8 4 2 1 C+ E’ 512 256 128 64 32 16 8 4 C+ C- 128 64 32 16 8 4 2 1 C+ C- 512256128 64 32 16 8 4
B (128) BB (256) BN (32) BB (256)
CIM (32) CIM (64) CIM [16] CIM [64)

Legenda: A leitura foi realizada da direita para esquerda (menor para maior concentragéo)
Fonte: Os autores, 2023.
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Discusséo

As ITUs sado condi¢cdes médicas que afetam o aparelho geniturinario alto e baixo, sendo de maior
prevaléncia no sexo feminino, em razao da anatomia do sistema urinario da mulher, em que a uretra é
mais proxima ao anus, facilitando a contaminacéo por bactérias presentes nesse sitio anatdmico. Essas
infeccBes sdo de rapida progressdo e agravo, podendo chegar a sepse, se ndo forem tratadas de
maneira eficiente (MORAES, et. al., 2021). O diagndstico € feito a partir do exame de EAS (Elementos
Anormais e Sedimentoscopia), analisando os parametros de nitrito, bacteridria e leucocitiria e é
confirmado pela urocultura, que indica o crescimento bacteriano e o perfil de sensibilidade
antimicrobiana. Das 6 amostras positivas, 4 tiveram correlacdo com o exame EAS, sugerindo que a
correlacdo das alteracbes desse exame com a urocultura positiva apresentou boa associagéo
diagnéstica para a confirmacéo das ITUs.

Todavia, através dos resultados obtidos no estudo, pode-se analisar que o paradmetro de nitrito,
executado a partir da fita reativa, ndo foi utilizado como referéncia decisiva, visto que existem bactérias
gue transformam nitrato em nitrito e, bactérias que nao possuem esse tipo de metabolismo, desta
maneira, esse fator ndo € diretamente relacionado com o diagnéstico de ITU, uma vez que a literatura
expbe, a partir de um estudo realizado que, o nitrito mostra-se um indicador de baixa sensibilidade para
cultura positiva. E, reiterando as amostras que obtiveram bactérias Gram-negativas com resultado
negativo para nitrito, pode-se considerar que a bactéria necessite de um intervalo de mais de 4 horas,
para realizar a reducéo do nitrato em nitrito e também nem todos os bacilos Gram-negativos possuem
a enzima nitrato redutase, responsavel por essa conversédo, como dito anteriormente (MARQUES, et
al., 2017).

Os leucdcitos, em relacdo a bacteridria, em alguns casos, ndo apresentaram correlagdo em relacéo
aos resultados da urocultura ou pardmetro de bacteridria na urina. Como observado na amostra 10,
onde percebe-se um desequilibrio na leucocitdria (0/mL) com a bacteridria (aumentada), sugerindo
assim quadro de bacteridria assintomatica, com a presen¢a de bactérias na urina sem sinais ou
sintomas de infeccdo, 0 mesmo observado também na amostra de nimero 12.

ApOs a analise e correlacdo do exame EAS com a urocultura, foi testado o perfil de sensibilidade
da solugéo do pé de cranberry (Cranberry CR - Herbarium), o qual se apresentou eficaz de maneira em
gue foi exibido acdes inibitérias e bactericidas nas cepas clinicas. Estudos comprovam que o fruto
possui um mecanismo de acdo baseado no poder das proantocianidinas e a frutose de inibirem a
aderéncia das fimbrias das bactérias uropatogénicas as células do tecido epitelial, inibindo o
desenvolvimento e proliferagdo bacteriana (PINA, et al., 2011).

A literatura permite ressaltar que a utilizacdo do cranberry demonstra ser uma terapia eficaz em
casos de ITU, além de servir como medida preventiva contra infec¢éo recorrente. Isso é possivel devido
a acao das proantocianidinas e antocianinas, que representam 0s compostos ativos presentes na fruta.
Esses compostos inibem a capacidade das fimbrias bacterianas de se fixarem na parede do trato
urinario, impedindo, assim, a aderéncia das bactérias e a subsequente infeccdo. Além disso, sua
capacidade anti-viruléncia, que enfraquece progressivamente a bactéria até sua completa inativacéo
(CIMADON, et al., 2021). Visto isso, um estudo de relato de caso demonstra resultados significativos
do tratamento com cranberry, o qual uma mulher que apresentava sintomas clinicos de ITU, realizou
exames de EAS e urocultura, os quais resultaram em leucocitdria e urocultura positiva para E. coli (>
1.000.000 UFC/mL), e, no antibiograma foi apresentado diversas resisténcias aos antibiéticos. O
tratamento oferecido foi com o extrato em p6 do fruto de Vaccinium macrocarpon 2 vezes ao dia durante
20 dias. Ap0s seis dias de tratamento com cranberry, a paciente relatou estar assintomaética, com
sedimento urinario normal e urocultura negativa (VENTURA, 2016).

E importante ressaltar que as bactérias se fixam no revestimento do trato urinario por meio de
estruturas chamadas fimbrias, dessa forma, essa aderéncia € impedida pela presenca de frutose
encontrada no cranberry. No entanto, algumas cepas mais agressivas de bactérias, isoladas de
amostras de pacientes com ITU recorrentes, exibem fimbrias diferentes, chamadas de p-fimbrias.
Essas fimbrias estdo associadas a ocorréncia repetida de ITU e com a pielonefrite aguda, as quais
podem ser inibidas pelas proantocianidinas (DAGOSTIN, 2016).

Os resultados obtidos no perfil de sensibilidade das cepas frente aos extratos de Vaccinium
macrocarpon foram comprovados por meio do efeito bactericida das cepas clinicas, visto que, as
condi¢cBes de cepas clinicas sdo de caracteristicas mais resistentes em comparacao as cepas ATCC.
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Os resultados mais satisfatorios do experimento se encaixam na solugéo de 512mg/mL nas cepas de
S. epidermidis, sua CBM (Concentracéo Bactericida Minima) aparece em todas as cepas e em menores
concentragcdes em comparagao as cepas de E. coli, indicando a acao bactericida do microrganismo
estudado.

Conclusao

A partir das analises de amostras laboratoriais de rotina de urina, pode-se concluir que as alteracdes
do exame EAS e a urocultura positiva, apresentaram boa relagédo diagnostica para confirmacao de ITU.
Visto que, em sua maioria, ha correlagcéo entre seus aspectos fisicos, quimicos e microbioldgicos. Desta
forma, foi constatada a importancia em se realizar exames de urina, de forma rotineira, principalmente
em pessoas idosas, uma vez que se obteve metade das amostras positivas para bactérias de
importancia clinica. Pode-se concluir que houve a evidéncia da eficacia da solu¢do do cranberry ao
exercer um efeito inibitorio/bactericida sobre as cepas isoladas, ressaltando seu potencial clinico como
uma abordagem eficaz para amenizar os riscos associados as ITUs em pessoas da terceira idade.
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