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Sonicacao como uma ferramenta para romper biofilmes e
recuperar microrganismos em cateteres vesicais

Sonication as a tool for disrupting biofilms and recovering
microorganisms in bladder catheters

Resumo

Introdugdo: A infec¢io relacionada ao
cateter urindrio é comumente associada
ao biofilme bacteriano. O impacto dos
anaerébios é desconhecido, mas sua
deteccdo no biofilme deste dispositivo nao
foi relatada anteriormente. Este estudo
teve como objetivo avaliar a capacidade
de recuperar microrganismos estritos,
facultativos e aerObios em pacientes
que utilizam cateteres vesicais de UTIs
utilizando cultura convencional, sonicagio,
andlise urindria e espectrometria de
massa. Métodos: Paralelamente, foram
comparados cateteres vesicais sonicados
de 29 pacientes gravemente enfermos com
sua urocultura de rotina. A identificacdo
foi realizada utilizando  dessor¢ao/
ionizagdo a laser assistida por matriz com
espectrometria de massa por tempo de voo.
Resultados: A taxa de positividade na urina
(n = 2; 3,4%) foi inferior a dos cateteres
sonicados (n = 7; 13,8%). Conclusao: A
sonicagio do cateter vesical apresentou
resultados de cultura mais positivos do que
as amostras de urina para microrganismos
anaer6bios e aerébios. E discutido o
papel dos anaerdbios na infecgdo do trato
urindrio e no biofilme do cateter.

Descritores: Cateter vesical; Microrganismos;
Urindrio; Biofilme; Sonicacgao.

INTRODUCAO

O uso de cateter urindrio é um fator de
risco importante para o desenvolvimento
de infec¢des do trato urindrio devido a
biocarga relacionada ao tempo. Quando
um cateter urinario de longa permanéncia
¢ inserido, ele se torna colonizado por
microrganismos que podem se fixar ao
dispositivo médico, formando colonias
que podem ser encerradas em uma matriz
polimérica conhecida como biofilme'2.

ABSTRACT

Introduction:  Urinary catheter-related
infection is commonly associated with
bacterial biofilm. The impact of anaerobes
is unknown, but their detection in the
biofilm on this device has not been
previously reported. This study aimed to
evaluate the capability to recovery strict,
facultative, and aerobic microorganisms in
patients using bladder catheters from ICUs
using conventional culture, sonication,
urinary analysis, and mass spectrometry.
Methods: Parallel, sonicated bladder
catheters from 29 critically ill patients
were compared with their routine urine
culture. Identification was performed using
matrix-assisted laser desorption/ionization
with time-of-flight mass spectrometry.
Results: The positivity rate in urine
(n = 2, 3.4%) was lower than that in
sonicated catheters (n = 7, 13.8%).
Conclusion: Bladder catheter sonication
showed more positive culture results than
urine samples for anaerobic and aerobic
microorganisms. The role of anaerobes in
urinary tract infection and catheter biofilm
is discussed.

Keywords: Bladder catheter; Microorganisms;
Urinary; Biofilm; Sonication.

O biofilme pode conter espécies tinicas ou
multiplas; os organismos envolvidos podem
ser fungos e bactérias anaerdbias e/ou
aerdbias, e muitos destes biofilmes podem
induzir graves complicagdes™*.

Diversos métodos tém sido utilizados
para identificar a populacdo bacteriana
embutida em um biofilme. A avaliacio
microbioldgica do biofilme pode ser feita
por técnicas qualitativas, quantitativas
e semi-quantitativas’. Para analise
quantitativa, a coloracdo de violeta de
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genciana pode ser utilizada, mas ela nido avalia
a presenga de células bacterianas vivas, apenas a
matriz extracelular do biofilme. Com esta coloracio,
¢ possivel avaliar a presenca ou auséncia de um
biofilme e quantifici-lo por espectrofotometria apds
a remocao do biofilme por sonica¢io®. A técnica de
rolamento em placa, semelhante a cultura de ponta
do cateter venoso, também pode ser utilizada, sendo
considerada uma técnica semi-quantitativa, onde
a ponta da sonda é deslizada sobre uma placa de
cultura e, em seguida, as células podem ser contadas.
Técnicas que removem o biofilme, como sonicagio ou
vortex, podem ser usadas para quantificacao, sendo
a sonica¢do um método mais apropriado, uma vez
que apresenta uma melhor capacidade de remocdo
do biofilme’. A sonicacio é um método utilizado
para avaliar infec¢des associadas a dispositivos
médicos invasivos, pois permite a remogdao do
biofilme associado a microrganismos®. As bactérias
anaerobicas (Bifidobacterium spp., Bacteroides spp.,
Veillonella spp., Eubacterium spp., Anaerococcus
spp., Prevotella spp.) podem ser identificadas em
25% das amostras urindrias de pacientes em unidades
de terapia intensiva (UTIs). No entanto, o papel
desses microrganismos na iniciacdo e perpetuacdo da
infeccdo do trato urindrio neste contexto ainda nio
estd claro’.

Infelizmente, a maioria dos estudos sobre a
prevaléncia de anaerébios na urina de pacientes
criticos com cateter urindrio estdo desatualizados e
utilizam métodos ndo padronizados de identifica¢io,
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tais como a dessor¢ao/ionizacdo a laser assistida por
matriz com espectrometria de massa por tempo de
voo (MALDI-TOF MS, por sua sigla em inglés), que
¢ 0 padrido ouro atual para identificagdo bacteriana.
Além disso, estes estudos examinaram apenas a urina,
ndo a presenca do microrganismo no biofilme do
cateter urinario.

Considerando estes aspectos e a escassa literatura
sobre microrganismos associados ao trato urindrio e
ao biofilme do cateter vesical, avaliamos a capacidade
de recuperar microrganismos estritos, facultativos e
aerObicos em cateteres vesicais de pacientes na UTI
usando cultura convencional, sonica¢do, andlise
urindria e espectrometria de massa.

METopos

Este foi um estudo retrospectivo com amostras de
urina e cateter vesical de 29 pacientes internados nas
UTIs do Hospital Universitirio Cajuru (Curitiba,
Parand, Brasil) entre agosto e setembro de 2018. Apds
a recuperagao, a urina foi depositada em uma placa de
agar anaerobio (Anaerinsol-S dgar, Probac do Brasil,
Sao Paulo, Brasil) para o cultivo de microrganismos
anaerdbios estritos e em uma placa de dgar sangue
(Laborclin — A Solabia Group, Pinhais, Brasil) para
o cultivo de microrganismos anaerdbios e aerdbios
facultativos (para 72 e 48 h a 36°C, respectivamente).
Para a sonicacdo, os cateteres foram colocados em um
tubo cdnico estéril de 50 ml. Em seguida, o tubo foi
submerso em solu¢ao de Ringer com Lactato e agitado
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Figura 1. Recuperacdo de amostras (urina e cateter vesical) de 29 pacientes. 1: Paciente em UTI foi selecionado. 2.1: Recuperacéo do cateter
vesical. 2.2: Preparagdo do cateter vesical. 2.3: Sonicacédo. 2.4: Cultivo de fluidos sonicados. 2.5: Apos incubacéo, colénias isoladas foram
identificadas por MALDI-TOF. 3.1: Recuperacéo de urina. 3.2: A urina foi imediatamente submetida a cultura microbiana. 3.3: Apds incubacao,
colénias isoladas foram identificadas por MALDI-TOF. Amostras de ambos os grupos foram cultivadas com o objetivo de isolar microrganismos

aerdbicos e anaerobicos.
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em vortex por 30 segundos, seguido de sonicacdo em
banho ultrassonico (Sanders, Minas Gerais, Brasil) a
40 kHz a 37°C por 5 minutos e novamente agitado em
vortex por 30 segundos!®. Apds este procedimento,
o liquido sonicado foi cultivado em Anaerinsol-S
e agar sangue para quantificacio (como descrito
acima). A Figura 1 ilustra o fluxo de recuperagio de
amostras. Este estudo avaliou a prevaléncia destes
microrganismos, mas ndo a associagio com infeccao
confirmada do trato urindrio. A identificacio foi
realizada utilizando MALDI-TOF MS (Bruker
Daltonik GmbH, Bremen, Alemanha). As varidveis
continuas sdo relatadas como média com desvio
padrdo (xDP) ou mediana e intervalo interquartil,
enquanto as variaveis categoricas sdo relatadas como
frequéncias ou porcentagens.

ResuLtapos E DiscussAo

Vinte e nove pacientes foram incluidos neste estudo,
sendo dez mulheres (34,5%) e 19 homens (65,5%).
Nosso estudo encontrou uma taxa de positividade
menor na urina do que nos cateteres para
microrganismos anaerébicos estritos. Apenas 3,4%
das amostras de urina apresentaram crescimento
anaerdbico, enquanto 13,8% das amostras de cateter
foram positivas para microrganismos anaerdbicos
estritos em cultura. Para microrganismos anaerdbicos
e aerdbicos facultativos, apenas 41,4% das amostras
de urina apresentaram crescimento aerdbico,
enquanto 72,4% das amostras de cateter foram
positivas em cultura.

O MALDI-TOF foi capaz de identificar dois
microrganismos anaerObios em amostras de urina
e sete em amostras de cateter vesical sonicado, bem
como 13 microrganismos aerobios em amostras de
urina e 25 em amostras de cateter vesical sonicado
(Tabela 1). A concordancia de positividade entre
as amostras foi de 100% com ambos os métodos.
Entretanto, a taxa de positividade foi maior em
amostras de cateter do que em amostras de urina.
Apenas a urina e o cateter de um paciente testaram
positivo em cultura anaerdbica (Tabela 2).

Nossos resultados mostraram uma taxa de
positividade mais elevada em amostras de cateter do
que em amostras de urina tanto para microrganismos
anaerObicos quanto aerdbicos, enquanto outro
estudo relatou uma taxa muito menor de positividade
em urina do que em cateteres usando cultura'’. O
padrdo ouro para o diagnéstico de infec¢des do trato
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urindrio associadas a cateter € a cultura quantitativa;
entretanto, uroculturas de rotina ndo suportam o
crescimento de bactérias anaerdbias'. A presenga de
anaerdbios na urina foi descrita, embora raramente
em associa¢ao com infecgdes. Em 15.250 espécimes
de urina, menos de 2% eram anaerébios e nenhum
estava associado a infeccio. O anaerdbio mais
comum foi o Lactobacillus, seguido por Clostridium,
Bacteroides, Peptostreptococcus, e Peptococcus.
Estes microrganismos sio comumente encontrados
em microbiota regional (vaginal e intestinal),
sugerindo a possibilidade de contaminac¢do dos
sitios®.

O primeiro estudo a identificar anaerébios em
pacientes com cateteres uretrais de longa permanéncia
foi publicado em 1976. Em um estudo com 13
pacientes com cateteres de longa permanéncia,
anaer6bios (Bifidobacterium sp, Clostridium sp, e
Veillonella sp) foram detectados na urina obtida por
aspiracdo percutdnea suprapubica com agulha para
evitar contamina¢ao®. Foram detectadas bactérias
anaerébicas > 10° por mL de urina em > 5% das
amostras obtidas de aspirados suprapubicos da
bexiga, incluindo espécies de Peptostreptococcus,
Veillonella, Bacteroides, Eubacterium, Clostridium, e
Bifidobacterium™. No entanto, 15% dos anaerdbios
identificados nas amostras de urina estavam revestidos
de anticorpos, sugerindo um papel potencial na
infec¢do urinarial.

Este estudo apresentou varias limitacdes, incluindo
ofatodeterapenas29 pacientes. Examinamos somente
pacientes com cateteres que estavam internados na
UTT e conhecidos por estarem em risco de bacteritria e
infec¢des do trato urindrio. Dessa forma, os resultados
ndo podem ser generalizados para outras populagdes.
A real patogenicidade destes microrganismos nio
foi avaliada, mas a maior positividade das culturas
sonicadas sugere que estes microrganismos estao
associados ao biofilme. O biofilme é definido como
uma comunidade de microrganismos aderidos a uma
superficie e envolvidos por uma matriz extracelular
autoproduzida. Descobriu-se que Finegoldia magna
e Prevotella sp. aderem fortemente a superficies
abidticas e se desenvolvem como biofilmes'.
Peptostreptococcus anaerobius também tem sido
associado a formagao de biofilmes orais'’; entretanto,
ainda ndo ha clareza sobre os biofilmes formados
por microrganismos anaerébicos. Microrganismos
anaer6bicos colonizam temporariamente o trato

Braz. J. Nephrol. (Sao Paulo) 2023,45(3):377-382
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TABELA 1 MICRORGANISMOS (AEROBICOS E ANAEROBICOS) NA URINA E NO CATETER VESICAL IDENTIFICADOS POR MALDITOF
Amostra Tipo Micro-organismo n (%)
Aspergillus fumigatus 1(8,3%)
Candida glabrata 1(8,3%)
Enterobacter cloacae 1(8,3%)
Enterococcus faecalis 1(8,3%)
Enterococcus faecium 1(8,3%)
Aerébico (n =12) Escherichia coli 2 (16,7%)
Urina Morganella morganii 1(8,3%)
Proteus mirabilis 1(8,3%)
Pseudomonas extremorienalis 1(8,3%)
Staphylococcus epidermidis 1(8,3%)
Staphylococcus capitis 1(8,3%)
. Peptostreptococcus anaerobius 1(50,0%)
Anaerobico (n =2) ] ]
Finegoldia magna 1 (50,0%)
Candida albicans 1(4,0%)
Candida glabrata 1(4,0%)
Corynebacterium striatum 1(4,0%)
Enterococcus faecium 1(4,0%)
Enterococcus faecalis 1(4,0%)
Enterobacter cloacae 1(4,0%)
Enterococcus faecalis 6 (24,0%)
Aerébico (n = 25) Escherichia coli 4 (16,0%)
Morganella morganii 1(4,0%)
. Pseudomonas aeruginosa 2(8,0%)
Cateter vesical o
Proteus mirabilis 1(4,0%)
Polimicrobial flora 1(4,0%)
Staphylococcus epidermidis 2 (8,0%)
Staphylococcus lugdunensis 1(4,0%)
Staphylococcus haemolyticus 2 (8,0%)
Peptoniphilus harei 1(14,3%)
Peptostreptococcus anaerobius 1(14,3%)
Anaerdbico (n =7) Petoniphilus assaccharolyticus 1(14,3%)
Prevotella bivia 2 (28,6%)
Prevotella disiens 2 (28,6%)

urindrio, sugerindo um papel potencial na infec¢ao
urinaria.

A sonicagido do cateter vesical mostrou resultados
de cultura mais positivos do que as amostras de
urina para microrganismos anaerdbicos e aerébicos.
Sabe-se que o uso de um cateter urindrio pode
aumentar o risco de desenvolvimento de bacteriuria
em 3 a 7% para cateterizagdo didria'®. Além disso,
microrganismos anaerdbicos estritos podem ocorrer
no cateter vesical, e a sonica¢ao pode ser uma maneira

Braz. J. Nephrol. (Sao Paulo) 2023,45(3):377-382

alternativa de desalojar e recuperar microrganismos
do material, uma vez que pode separar biofilme
e microrganismos da superficie. Os resultados
encontrados em nosso estudo corroboram dados
anteriores e indicam que a bacteridria anaerdbica
¢ comum em pacientes de UTI com cateteres'?. A
significancia clinica deste estudo estd relacionada a
presenga de anaerdbios em biofilmes, sugerindo que
estes patdgenos podem estar associados a infec¢do e
a formacao do biofilme.
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TABELA 2 |DENTIFICA(;AO E QUANTIFICACAO DE LEUCOCITOSE EM AMOSTRAS DE URINA E CATETER VESICAL COM CRESCIMENTO
AEROBICO E ANAEROBICO
Aerodbicos
) ) ) Anaerodbicos
) Aerdbicos Aerdbicos na Anaerobicos . no Aerdbicos no Anaerdbicos no
ID do Leucécitos ) Anaerdbicos na ) no cateter )
. Sexo na urina urina MALDI na urina . cateter  cateter vesical cateter vesical
paciente na urina urina MALDI TOF . vesical
CFU/mL TOF CFU/mL vesical MALDITOF MALDITOF
CFU/mL
CFU/mL
_ o Peptostreptococcus o
. Nao Escherichia i o . Petoniphilus
1 Masculino . >100.000 . >100.000 anaerobius/ 10.000  Escherichia coli  >100.000 i
analisado coli . . assaccharolyticus
Finegoldia magna
Prevotella
. disiens/
. . . . . Corynebacterium
2 Masculino 3.000 Negativo Negativo Negativo Negativo 520 riat >100.000  Peptostreptococcus
striatum
anaerobius/
Prevotella bivia
Prevotella disiens/
. Enterobacter . . Enterobacter o
3 Masculino >1.000.000 >100.000 Negativo Negativo >100.000 >100.000 Peptoniphilus
cloacae cloacae .
harei
o Proteus ) ) Proteus .
24 Feminino >1.000.000 >100.000 o Negativo Negativo >100.000 o >100.000 Prevotella bivia
mirabilis mirabilis
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