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Descritores Resumo
Biofilmes; Cateteres urinarios; Infecgdes urindrias; Objetivo: Avaliar a influéncia do tempo de exposigéo e calibre na formagéo de biofilme em cateteres urinarios de Foley (CUFs).
Staphylococcus aureus; Pseudomonas aeruginosa Método: Pesquisa in vitro com amostras de fragmentos de CUFs em latex siliconizado de diferentes calibres (n° 14 e n° 16 Frenchs). A urina

artificial foi confeccionada, inoculada com bactérias-padréo Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
e incubada a 37 °C por 24 horas e 72 horas. As andlises foram realizadas por meio de cultura (carga bacteriana) e microscopia eletronica de

o . K‘?VWQ""S varredura.
Biofilm; Urinary catheters; Urinary tract infections; Resultados: N&o houve diferenca na carga bacteriana dos biofilmes formados nas superficies dos CUFs com relagdo aos diferentes calibres (p
Staphylococcus aureus; Pseudomonas aeruginosa > 0,05). Por outro lado, o tempo de exposicdo (24 horas e 72 horas) foi o fator determinante para formacéo do biofilme de P, aeruginosa nos
CUFs (p < 0,05).
Descriptores Concluséo: O tempo de exposicéo influenciou a formacao do biofilme de P aeruginosa nos CUFs, independentemente dos calibres.
Biopeliculas; Catéteres urinarios; Infecciones Abstract
urinarias; Staphylococcus aureus; Pseudomonas Objective: To assess the effects of exposure time and gauge of Foley catheters in biofilm formation.

Method: In vitro study with samples of Foley catheter fragments made of siliconized latex of different gauges (#14 and #16 French gauge).

aeruginosa Artificial urine was produced, which was inoculated with Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
standard bacteria, incubated at 37 °C for 24 hours and 72 hours. The material was analyzed by means of culture (bacterial load) and scanning
electron microscopy.

Submetido Results: There was no difference in bacterial load of biofilms formed in Foley catheter surfaces with regard to different gauges (p > 0.05). On the
19 de Julho de 2018 other hand, exposure time (24 hours and 72 hours) was a determining factor for P. aeruginosa biofilm formation in Foley catheters (p < 0.05).
Aceito Conclusion: Exposure time had an effect on P aeruginosa biofilm formation in Foley catheters, regardless of gauges.
i
15 de Novembro de 2018 Resumen

Objetivo: Evaluar la influencia del tiempo de exposicion y calibre en la formacion de biofilm en catéteres urinarios de Foley (CUFs).

Método: Investigacion in vitro con muestras de fragmentos de CUFs en latex siliconizado de diferentes calibres (n © 14 y n® 16 Frenchs). La orina
artificial fue confeccionada, inoculada con bacterias estandar Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
e incubada a 37 °C durante 24 horas y 72 horas. Los andlisis se realizaron por medio de cultivo (carga bacteriana) y microscopia electrénica
de exploracion.

Resultados: No hubo diferencia en la carga bacteriana de los biofilmes formados en las superficies de los CUFs en relacion con los diferentes
calibres (p> 0,05). Por otro lado, el tiempo de exposicion (24 horas y 72 horas) fue el factor determinante para la formacion del biofilm de P.
aeruginosa en los CUFs (p <0,05).

Conclusion: El tiempo de exposicion influencid la formacion del biofilm de P. aeruginosa en los CUFs, independientemente de los calibres.
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Introducao

As infecgoes relacionadas a assisténcia a satide
(IRAS) representam uma problemdtica de saide
mundial com impactos significativos, sobretudo
quando ocorrem em ambiente hospitalar e com in-
dividuos imunocomprometidos. Dentre as diversas
topografias, a infec¢do de trato urindrio (ITU) ¢
uma das mais prevalentes e preocupantes em idosos
devido a taxa elevada de morbidade."

A infec¢io do trato urindrio associada a cateter
urindrio (ITU-AC) ¢ definida como qualquer ma-
nifestagao de ITU em cliente que faz uso de cateter
urindrio por mais de dois dias e que na data da in-
fecgao estava com o cateter inserido ou que havia
sido removido no dia anterior.?

Como informagao alarmante, infere-se que 15%
a 25% dos clientes hospitalizados sao submetidos ao
cateterismo urindrio, na maioria das vezes sem a in-
dicagio adequada.®)

Com relacio aos cateteres urindrios confeccio-
nados em l4tex ou silicone, a frequéncia de risco de
ITU-AC em clientes hospitalizados foi similar, en-
tretanto o uso de dispositivos revestidos com prata
ou nitrofurazona demonstrou uma reducio nas ta-
xas desse tipo de infecgao.”

Os agentes etioldgicos mais relacionados a ITU-
AC sio: Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis,
Candida spp., Escherichia coli e Klebsiella pneumo-
niae,>® que podem estar presentes na forma de uma
“comunidade” embutida em uma matriz de subs-
tAncias poliméricas extracelulares composta por car-
boidratos, proteinas e dcidos nucleicos, denominada
biofilme.

O impacto dos biofilmes nas IRAS ¢ objeto de
pesquisa em todo o mundo, sobretudo em produtos
para satide de uso prolongado. Dessa forma, estraté-
gias para o controle da formacio de biofilme nesses
dispositivos ainda permanecem como desafio.”’ Na
urologia, o tratamento da colonizagao microbiana e
da consequente infec¢io tendo como fonte os bio-
filmes é complexo e requer, na maioria das vezes, a
remocio dos cateteres urindrios.®”

A literatura cientifica reporta a importancia da
escolha adequada do calibre do cateter urindrio de
Foley para prevengao, principalmente, de traumas
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uretrais, %11

) porém nio hd relatos de pesquisas
que abordem a correlagao entre o tempo de expo-
sicao na formacio dos biofilmes e os calibres desses
dispositivos.

Assim, esta pesquisa teve como questoes de pes-
quisa: Como o tempo de exposi¢io e os calibres
dos cateteres urindrios de Foley em urina artificial
(UA) contaminados com Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa podem influenciar na for-
magao do biofilme? Qual a carga bacteriana e a
morfologia microscépica dos biofilmes formados
nos cateteres em contato com UA, em condigoes
experimentais diversas (tipo do in6culo bacteriano,
tempo de exposi¢io e calibre do cateter)?

Para responder a esses questionamentos, o obje-
tivo desta pesquisa foi avaliar a influéncia do tempo
de exposicio e calibre na formacio de biofilme em
cateteres urindrios de Foley.

Métodos

Esta pesquisa experimental/laboratorial foi realizada
in vitro com o emprego de cateteres urindrios de
Foley (CUFs) de duas vias (Teleflex, Kamunting,
Perak, Malaysia) compostos por ldtex e silicone (si-
liconizado), de calibres n° 14 e n° 16 Frenchs (Fr).
Vale ressaltar que a escolha desses tipos de cateteres
de diferentes calibres foi embasada na prética clini-
ca, em decorréncia da maior frequéncia de uso por
clientes adultos. Com o intuito de simular a realida-
de do CUF no trato urindrio, bem como as condi-
¢oes quimicas e nutricionais para o desenvolvimen-
to dos biofilmes, uma urina artificial (UA) com pH
= 6,1 foi confeccionada conforme Levering,"? sen-
do que o processo de esterilizagio dos componen-
tes foi modificado e realizado com auxilio de filtros
de 0,22 pm (ureia) e autoclave vertical (Phoenix,
Araraquara, SP, Brasil) a 120 °C por 20 minutos
(gelatina e demais componentes da UA).

Todo o experimento microbiolégico foi realiza-
do em quintuplicata segundo as técnicas assépticas
e de biosseguranga em cabine de seguranga biolé-
gica classe II tipo Al (Grupo VECO, Campinas,
SP, Brasil), no laboratério do Nucleo de Estudos de
Prevencao e Controle de Infeccio nos Servicos de
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Satde (NEPECISS) da Escola de Enfermagem de
Ribeiriao Preto — USP.

Fragmentos dos cateteres (FC) cortados de for-
ma transversal (3 cm) e longitudinal foram trans-
feridos para tubos Falcon (15 ml) contendo 7 ml
de UA e 1% do inéculo bacteriano padronizado
(~10® UFC/ml - unidades formadoras de cold-
nia por mililitro) de Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
separadamente, por meio de espectrofotdmetro
(Spectrumlab, China; A = 625 nm e absorbincia
entre 0,08 a 0,100). A incubacio foi realizada em
estufa com agitagao orbital (Quimis, Diadema, SP,
Brasil) a 37°C por 24 horas e 72 horas, sendo que,
a cada 24 horas, os FCss foram transferidos para
tubos Falcon (15 ml) com 7 ml de UA, mas sem
in6culo bacteriano, para permitir o desenvolvimen-
to adequado dos biofilmes.

Decorrido o periodo de incubagao, os FCs fo-
ram enxaguados, por trés vezes, com 5 ml de so-
lucio salina a 0,85% (SF) esterilizada, antes de se-
rem transferidos para tubos Falcon contendo 7 ml
de SE. Em seguida, os FCs foram homogeneizados
com pérolas de vidro em agitador de tubos (Phoenix
Luferco, Araraquara, SP, Brasil) por 2 minutos, sub-
metidos as diluicdes decimais seriadas em microtu-
bos com 450 pl de SF até a ordem de 10~ (24 horas)
e 107 (72 horas); e aliquotas de 50 pl das amostras
in natura e diluidas foram semeadas na superficie de
placas de Petri com Mannitol Salt Agar (BD Difco™,
Sparks, MD, EUA) para S. aureus e Cetrimide Agar
(BD Difco™, Sparks, MD, EUA) para P aerugino-
sa. Apés incubagio a 37 °C por 48 horas em estufa
(Quimis, Diadema, SP, Brasil), a carga bacteriana
(UFC/FQC) foi determinada com auxilio de estereo-
microscdpio sob luz refletida. Ainda, controles ne-
gativos (sem os indculos bacterianos) foram utiliza-
dos para avaliar a esterilidade dos meios de cultura,
UA, materiais e reagentes apds incubagio a 37 °C
por 14 dias.

A mensuracio do pH da UA antes e apds 24 ho-
ras e 72 horas de incubacio com as bactérias foi rea-
lizada com tiras de pH (Kasvi, Curitiba, PR, Brasil).
Para a andlise dos biofilmes formados nos FCs por
meio da microscopia eletrénica de varredura (MEV),
as amostras do material biolégico (biofilme) foram

fixadas com glutaraldeido a 2,5% por no minimo
12 horas, desidratadas em séries de dlcoois (15%,
30%, 50%, 70%, 95% e 100%) durante 15 minu-
tos para cada concentragio, impregnadas com ouro
e submetidas a andlise por MEV Zeiss EVO 50 no
Laboratério de Microscopia Eletronica de Varredura
do Departamento de Quimica da Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto —
USP, pertencente ao Programa de Equipamentos
Multiusudrios da Funda¢ao de Amparo a Pesquisa
do Estado de Sao Paulo (FAPESP) — Processo n°
04/09320-9.

Os dados coletados foram submetidos a codifi-
caglo apropriada, a validacio por dupla digitacao, a
exportagao para o software BioEstat (versido 5.3) e
analisados por estatistica descritiva (média, desvio
-padrio, valores minimos e mdximos) e teste nao
paramétrico de Kruskall-Wallis seguido do teste de
Student-Newman-Keuls. Ainda, empregou-se o ni-
vel de significAncia de 5%.

Resultados

Conforme a figura 1, a avaliagio das médias das
cargas bacterianas (logUFC/FC) revelou que nio
houve diferenca na formacio de biofilme de S. au-
reus em decorréncia do tempo de exposi¢ao e dos

calibres dos FCs (p = 0,5651).

7.0

6.8

6.6

6.4

6.2

——

6.0

58 —

Carga bacteriana (logUFC/FC)

54 —

52

Cateter n°14 (24h) Cateter n°14 (72h) Cateter n°16 (24h) Cateter n°16 (72h)

Aletra igual (a) indica que ndo houve diferenca (p = 0,5651) entre 0s grupos
experimentais (teste de Kruskall-Wallis seguido do teste de Student-Newman-Keuls)

Figura 1. Comparacdo da formagcéo de biofilme por meio das
médias das cargas bacterianas (logUFC/FC) de Staphylococcus
aureus em fragmentos de cateteres urinarios (Foley) - (FC) com
calibres (n° 14 e n° 16) e tempos de exposi¢cao (24 horas e 72
horas) diferentes
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Por outro lado, de acordo com a figura 2, houve
diferenca entre as médias das cargas bacterianas (lo-
gUFC/FC) de P aeruginosa no biofilme com relagao

120 b b
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As letras diferentes indicam que ha diferenca (p < 0,05) e as letras iguais que
ndo ha diferenca (p > 0,05) entre os grupos experimentais (teste de Kruskall-
Wallis seguido do teste de Student-Newman-Keuls)

Figura 2. Comparacdo da formacéo de biofilme por meio das
médias das cargas bacterianas (logUFC/FC) de Pseudomonas
aeruginosa em fragmentos de cateteres urinarios (Foley) - (FC)
com calibres (n° 14 e n° 16) e tempos de exposicao (24 horas e
72 horas) diferentes

aos diferentes tempos de exposi¢io (24 horas e 72
horas) para os calibres n° 14 (p = 0,0046) e n° 16 (p
= 0,0162) dos FCs. Entretanto, os calibres dos FCs
nao influenciaram na formacio do biofilme de P
aeruginosa em ambos os tempos de exposicao de 24
horas (p = 0,5212) e 72 horas (p = 0,8307).

Com rela¢io aos valores de pH das amostras de
UA antes e ap6s o tempo de exposi¢io para forma-
¢do dos biofilmes nos FCs, eles permaneceram inal-
terados durante todo o experimento (pH = 6,1). As
eletromicrografias (10.000x) obtidas por MEV exi-
biram a formacio de biofilmes constituidos de ma-
trizes densas e extensas de substdncias poliméricas
extracelulares e cocos agrupados como estafilococos
(S. aureus) (Figura 3), bem como bastonetes (2 ae-
ruginosas) (Figura 4) em todas as amostras de FC.
Segundo a figura 3, nao foi constatada diferenca na
formacao de biofilmes (S. aureus) em comparagio
ao tempo de exposi¢io (24 horas e 72 horas) e ao
calibre dos FCs (n°® 14 e n° 16).

Além disso, a diferenca na formacao de biofil-
mes (P aeruginosas) foi observada apenas quanto ao
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A) FC (calibre n° 14) com tempo de exposigao de 24 horas; B) FC (calibre n® 14) com tempo de exposicéo de 72 horas; C) FC (calibre n° 16) com tempo de exposigao de

24 horas; e D) FC (calibre n® 16) com tempo de exposicéo de 72 horas

Figura 3. Eletromicrografias por MEV de fragmentos de cateter urinario (FC) de Foley com formagéo de biofilme de S. aureus
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A) FC (calibre n° 14) com tempo de exposicao de 24 horas; B) FC (calibre n® 14) com tempo de exposicéo de 72 horas; C) FC (calibre n° 16) com tempo de exposi¢ao de

24 horas; e D) FC (calibre n° 16) com tempo de exposicao de 72 horas

Figura 4. Eletromicrografias por MEV de fragmentos de cateter urinario (FC) de Foley com formacao de biofilme de P, aeruginosa

tempo de exposicio (24 horas e 72 horas) e nio ao

calibre dos FCs (n° 14 e n° 16) (Figura 4).

Discussao

A literatura cientifica apresenta uma série de reco-
mendag6es acerca da importincia da escolha ade-
quada do calibre do CUF para prevencio, princi-
palmente, de traumas uretrais, embora as pesquisas
sejam escassas na abordagem da correlacio entre os
calibres desses dispositivos com a formagao de bio-
filmes."*!> Nesta pesquisa, nio houve influéncia
dos calibres de FC (n° 14 e n° 16) nas médias das
cargas bacterianas (logUFC/FC) nos biofilmes de
S. aureus (p = 0,5651) (Figura 1) e P aeruginosa,
tempos de exposi¢ao de 24 horas (p = 0,5212) e 72
horas (p = 0,8307) (Figura 2), bem como na and-
lise por MEV (Figuras 3 e 4). Os CUFs utilizados
na prética clinica podem permitir a incrustagao de
cristais e, consequentemente, o bloqueio do limen
desses dispositivos, pois sio constituidos basica-
mente de ldtex, material propicio para essa pro-

blemidtica e para a formagao de biofilme."® Como
alternativa para a redu¢io da inflamacio uretral,
o uso de CUF de silicone demonstrou eficiéncia,
porém nio foi capaz de minimizar a formagio de
biofilme."” Em contrapartida, outros autores rela-
taram a diminuic¢io dos riscos de incrustagio e for-
macio de biofilme nos CUFs de silicone quando
comparados com os de ldtex, dependendo do tipo
de microrganismo.®'?

Assim, o biofilme pode ser constituido por um
tnico tipo bacteriano ou por multiplas espécies com
possibilidade de formar estruturas tridimensionais,
heterogéneas e altamente resistentes aos agentes fi-
sico-quimicos."”?” Na presente pesquisa, todas as
amostras de FC constituidos de ldtex e silicone apre-
sentaram formacio de biofilmes de S. aureus e P ae-
ruginosa, separadamente. A coloniza¢io microbiana
e a formagio de biofilme no CUF pode ter inicio
logo ap6s a sua inser¢ao, em uma propor¢ao de 5%
a 10% ao dia, sendo que, ao final de 4 semanas,
todos os dispositivos dos clientes estardo coloniza-
dos. Estima-se que 50% dos clientes com CUF de
curta duragio (até 7 dias) adquirem ITU-AC.?"*? A

Acta Paul Enferm. 2018; 31(5):535-41. m
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formagao de biofilmes em CUF é um processo que
depende de uma série de fatores fisico-quimicos,
como a presenc¢a de nutrientes e o fluxo urindrio,
o design e o tempo de exposicio ao dispositivo.*

Pesquisadores demonstraram que o tempo de
exposicao do CUF para formagio de biofilme ¢ va-
ridvel e depende do tipo de consércio microbiano
e do material. Assim, pode ocorrer imediatamente
ap6s a insercio do dispositivo, ou até 24 horas, ou
de 3 a 7 dias."**?" Na presente pesquisa, o tempo
de exposi¢io (24 horas e 72 horas) influenciou so-
mente a formagao do biofilme de P aeruginosa em
ambos os calibres n° 14 (p = 0,0046) e n° 16 (p =
0,0162) dos FCs. Esses resultados sugerem que o
tempo de exposicio pode influenciar a formacio de
biofilmes, dependendo do tipo bacteriano.

A urina humana de um individuo saudével exi-
be aproximadamente um valor de pH = 6,0. Em
virtude do metabolismo bacteriano, o pH da urina
pode se elevar e ocasionar a incrustagao de cristais
de célcio e magnésio, bem como a formacio de
biofilmes nos CUFs.“® No entanto, nesta pesqui-
sa, os valores de pH das amostras de UA antes e
apds o tempo de exposicao para formagio dos bio-
filmes nos FCs permaneceram inalterados durante
todo o experimento (pH = 6,1). Talvez esse resul-
tado possa ser explicado pela renovagao constante
da UA a cada 24 horas, que teve como intuito a
nutri¢do e o desenvolvimento dos biofilmes de for-
ma adequada. Dessa forma, este tipo de pesquisa
¢ fundamental por sua contribuicio para o avanco
do conhecimento cientifico acerca da influéncia das
varidveis tempo e calibre na formagao dos biofilmes
em CUFE Destaca-se ainda o pioneirismo na drea
da enfermagem, ao analisar por MEV a morfologia
microscopica dos biofilmes nesses dispositivos mais
comumente utilizados na prdtica clinica.

Entio, cuidados na inser¢io e manutenc¢ao do
CUE além da identificacio dos microrganismos
mais prevalentes, s2o essenciais, pois proporcionam
a equipe de enfermagem, bem como de assisténcia
a satde, o desenvolvimento de estratégias de pre-
vencao da ITU-AC. Além disso, a influéncia do
tempo de exposicio do CUF revelou a necessidade
de monitoramento constante, principalmente em
periodos prolongados, com a retirada desse dispo-

m Acta Paul Enferm. 2018; 31(5):535-41.

sitivo 0 mais precocemente possivel. Esta pesquisa
apresenta limitagoes inerentes a um experimento in
vitro. Por nio se tratar de uma pesquisa com seres
humanos (utilizou-se urina artificial), as cepas bac-
terianas padrao na formagao dos biofilmes com uma
Unica espécie bacteriana (monoespécie), tempo de
exposicao e calibres foram estabelecidos. Assim, os
resultados podem nao retratar com fidelidade a rea-
lidade clinica.

Conclusao

Todos os fragmentos de cateteres de Foley, indepen-
dentemente do calibre (n° 14 e n° 16 Frenchs) e tipo
bacteriano (S. aureus e P aeruginosa), apresentaram
formacao de biofilme em urina artificial com valor
de pH inalterado. No entanto, os calibres nio de-
monstraram diferencas na formacio dos biofilmes, e
o tempo de exposicio influenciou apenas o biofilme
de P aeruginosa.
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