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ARTIGO ORIGINAL

Atividade antibacteriana de tubos endotraqueais

revestidos com diéxido de titinio padrao e

dopados com nitrogénio: um estudo iz vitro

Antibacterial activity of standard and N-doped titanium
dioxide-coated endotracheal tubes: an in vitro study

RESUMO

Objetivo: Avaliar a atividade anti-
bacteriana contra Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa de dois revesti-
mentos endotraqueais com nanoparticu-
las e fotocatdlise sob luz visivel.

Métodos: Testaram-se dois tipos de
nanoparticulas de titAnio: anatase padrio
(TiO,) e TiO, nano-dopada (N-TiO,).
As nanoparticulas foram colocadas em
superficie interna de segmentos de tu-
bos endotraqueais comerciais, aplicadas
sobre um filtro de acetato de celulose;
os tubos endotraqueais controle foram
deixados sem revestimento de nanopar-
ticulas. Em cada tubo endotraqueal foi
inoculado um total de 150 unidades for-
madoras de colonia e, a seguir, estes fo-
ram expostos a uma fonte de luz fluores-
cente (3700 lux, comprimento de onda
de 300 - 700nm) por 5, 10, 20, 40, 60
e 80 minutos. Contaram-se as Unidades
Formadoras de Colénia apés 24 horas de
incubagio a 37°C. A inativagio bacteria-
na foi calculada como a redugio porcen-
tual do crescimento bacteriano em com-
paragio a tubos nio expostos a luz.

Resultados: Na auséncia de luz,
nio se observou qualquer atividade

antibacteriana relevante contra qual-
quer das cepas estudadas. Para P aeru-
ginosa, ambos os revestimentos tiveram
inativacio bacteriana mais elevada do
que o controle em qualquer dos mo-
mentos de avaliagao (p < 0,001), sendo
que ndo se observaram diferencas entre
o revestimento padrio e nano-dopado.
Para S. awureus, a inativagao foi maior
que os controles, comegando a partir
de 5 minutos para nano-dopado (p =
0,018) e 10 minutos para o revestimen-
to padrao (p = 0,014); a inativa¢do com
a forma nano-dopada foi maior do que
com a forma padrio aos 20 minutos (p
< 0,001), 40 minutos (p < 0,001) e 60
minutos (p < 0,001).

Conclusées: O revestimento com
nanoparticulas de titAnio comercial pa-
drio e nano-dopado inibiu o crescimento
bacteriano sob a luz fluorescente visivel.
o revestimento nano-dopado teve maior
atividade antibacteriana contra S. aureus
em comparagio a atividade observada
com o revestimento com anatase padrio.

Descritores: Pneumonia associada a
ventilagio mecénica; Intubacio intratra-
queal/instrumentacio; Materiais revesti-
dos biocompativeis; Antibacterianos

INTRODUGAO

Pacientes na unidade de terapia intensiva (UTI) que sao submetidos a ven-
tilagdo mecénica correm risco de diversas complicages, inclusive pneumonia
associada ao ventilador (PAV)." Apesar da heterogeneidade que se observa em
sua definigao,” a PAV ¢ uma doenga que pode afetar até um quarto de todos os
pacientes ventilados mecanicamente,” e que tem o potencial de duplicar o risco
de 6bito e aumentar os custos dos cuidados, além da duragio tanto da hospi-
talizagio quanto da ventilagio mecinica.” Encontram-se em desenvolvimento
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novas diretrizes e um conjunto de intervengées simples
para identificagio da PAV, assim como para reduzir sua
incidéncia.®”

Acredita-se que dois dos fatores que contribuem para a
patogénese da PAV sejam a rdpida colonizagao e a formagio
na superficie dos tubos endotraqueais (TET) de um biofilme
de patégenos como Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus.® Tais biofilmes constituem uma prote¢ao ambiental
das coldnias bacterianas, que assim contribuem para a
resisténcia a medicamentos antibacterianos.”

Propuseram-se diversos revestimentos antibacterianos
internos para reduzir a colonizagio bacteriana dos TET,
inclusive sulfadiazina de prata e clorexidina,"” antibi-
6ticos"" e di6xido de titdnio (TiO,) em nanoparticulas
isoladamente ou em associagio com prata.!'? Propds-se
fotocatdlise como um método adicional, para aumentar
a atividade antimicrobiana dos revestimentos,'>'” porém
ela nao tem sido empregada porque os catalisadores inves-
tigados nos primeiros estudos necessitavam de uma fonte
de luz ultravioleta (UV) instalada ao lado do leito, para
ativar o efeito antibacteriano. A fotocatédlise ¢ mais eficaz
em bactérias Gram-negativas do que nas Gram-positivas,
devido a diferencas na composicio da parede celular.!?

Recentemente, encontra-se em investigacao o uso de
formas modificadas de nanoparticulas de TiO,, por sua
capacidade de demonstrar atividade antibacteriana fotoca-
talitica no espectro da luz visivel,">"'” evitando assim o uso
da potencialmente danosa luz UV e obtendo um efeito
bactericida com uso de iluminagio com luz fluorescente
convencional,”® amplamente disponivel nos hospitais. O
TiO, exibe sua atividade catalitica quando irradiado com
luz UV e com luz visivel, enquanto a agio de outros ca-
taliticos, como nanoparticulas de cobre™?” ou prata,”
¢ principalmente explicada por sua composicio quimica,
pela liberagio de fons de metal no meio de suspensio. Em
verdade, para nanoparticulas metdlicas, é crucial o contro-
le do tamanho, perfil, composi¢ao, propriedades fisicas e
quimicas durante o processo de sintese; assim, utilizou-se
TiO, em razio de sua custo-efetividade®*? e do facil pro-
cesso sintético, que parece ser muito mais ficil do que as
técnicas utilizadas para sintetizar nanoparticulas metdlicas,
como técnicas de eletrdlise de anodo de sacrificio ou de
plasma térmico.

O objetivo deste estudo foi avaliar iz vitro a eficicia
de duas formas de TiO, como agentes de revestimento in-
terno de segmentos de tubos endotraqueais pelo exame
de sua capacidade de inibir o crescimento de duas bac-
térias comumente envolvidas na pneumonia associada ao
ventilador, S. aureus e P aeruginosa, com utilizagao de fo-
tocatdlise sob luz visivel. Nossa hipétese é que o uso da
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técnica de nano-dopagem do TiO, poderia potencializar o
efeito antibacteriano, também permitindo fotocatilise sob
luz visivel, especialmente em bactérias Gram-positivas, nas
quais a fotocatélise é menos eficiente.

METODOS

Neste estudo, utilizaram-se duas formas diferentes de
nanoparticulas de TiO,: anatase comercialmente disponi-
vel (Sigma Aldrich, EUA) e uma forma de produgao pré-
pria de TiO, nano-dopado (N-TiO,) cristalizado na estru-
tura da anatase. As particulas de N-TiO, foram sintetizadas
utilizando o método sol-gel, conforme descrito em estudo
prévio.®” Em resumo, 37,5mL de isopropéxido de titinio
(Sigma-Aldrich) com 70mL de 2-propanol (Sigma-Aldrich)
e 9mL de solugio aquosa de aménia (NH,) 15% V/V fo-
ram agitados em temperatura ambiente por 4 horas e, en-
td0, lavados com 4gua deionizada e submetidos a secagem a
105°C por 12 horas. O xerogel foi finalmente moido para
formar um pé fino e calcinado a 350°C por 1 hora, para
completar o processo de cristalizagao.

Para caracteriza¢do das nanoparticulas, utilizaram-se
espectrofotometria difusa de reflexao (JASCO V-570
UV-VIS-NIR, Jasco Int. Co. Ltd., Japio), Brunauer-
-Emmett-Teller (BET, ASAP 2000, Micromeritics, EUA),
difragio de raios X no pé (XRPD, Philips gerador PW
1830, 40kV, 30mA) e microscopia eletronica por trans-
missao de elétrons (TEM, JEOL JEM 2010, cristal de
boreto de lantinio a 200kV). Para estudar as nanoparti-
culas e as amostras, utilizou-se microscopia eletronica de
varredura (MEV) com espectroscopia de raios X de disper-
sao de energia (EDS; microscépio StereoScan 360, Leica
Cambridge Instruments, Reino Unido). A anilise com
EDS foi realizada em dreas diferentes das amostras repre-
sentativas, para estimar a composi¢ao quimica correspon-
dente a cada um dos padrées morfolégicos observados.

Preparagao dos segmentos de tubo endotraqueal e
inoculacao bacteriana

O TiO, foi colocado na superficie interna de um seg-
mento de 5cm de tubo comercial de cloreto de polivinila
de 8,0mm (Riisch, Kernen, Alemanha) aplicado em um
filtro de acetato de celulose com tamanho dos poros de
0,45um (Sartorius Stedim Biotech, Gottingen, Alemanha)
a uma concentra¢do de 0,052mg/cm? conforme previa-
mente descrito.!7?>

As culturas bacterianas foram desenvolvidas em meio
de cultura Luria Bertani a 37°C, colhidas na fase de cres-
cimento exponencial, lavadas e suspensas em solu¢io de
cloreto de sédio a 0,9% estéril, para obter uma contagem
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final de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) de 30
+ 5 por mililitro, conforme verificado com uso da densi-
dade 6ptica a 600nm (Eppendorf AG, Hamburg, Alema-
nha). Aliquotas de Smm desta suspensio bacteriana foram
filtradas no filtro de acetato de celulose ou no filtro de
acetato de celulose tratado com TiO, para depédsito das
UFC. O tamanho do inoculado foi utilizado a uma conta-
gem de UFC similar ao utilizado em estudo prévio"” de-
monstrando-se iz vitro capaz de iniciar a formagao de um
biofilme.®® O filtro foi depois inserido no segmento de
TET. Escolheu-se um pequeno inoculado bacteriano para
simular a colonizagao inicial no tubo, subsequentemen-
te levando a formagio de biofilme. As amostras de TET
foram revestidas internamente com TiO, ou N-TiO, em
acetato de celulose, e os controles foram revestidos apenas
com o acetato de celulose.

Atividade fotocatalitica

Amostras dos TET controle foram expostas a luz flu-
orescente gerada por uma fonte comercial, um tubo de
néon com emissdo de luz com comprimento de onda de
300 - 700nm, e 3.700 lux de poténcia (Neon L36W/640,
Osram, Miinich, Alemanha) instalada a 15cm da saida
dos TET com diferentes periodos de exposicao: 5, 10, 20,
40, 60 e 80 minutos. A figura 1 ilustra a montagem ex-
perimental e a deposicio de nanoparticulas no filtro de
acetato.

A

Fonte de luz fluorescente

e~
- -

Tubo endotraqueal

Ao final de cada periodo de exposicio, os filtros de
acetato com colonias bacterianas foram removidos dos
TET e colocados a 37°C em meio dgar seletivo adequado:
MacConkey dgar para P aeruginosa e dgar manitol-sal para
S. aureus. Apos 24 horas de incubagio a 37°C, contaram-se
as UFC.

Segmentos limpos de TET foram recobertos com ace-
tato de celulose sem TiO, e colocados em sala escura ap6s
a inoculagio bacteriana. Estes segmentos foram analisados
nos mesmos momentos de avaliacio das amostras e tubos
controle, e foram utilizados como referéncia para calcular
a inativacdo de contingente bacteriano nao atribuivel ao
processo fotocatalitico.

A porcentagem de inativacio (I) devida a atividade fo-
tocatalitica foi calculada, como previamente descrito,"”
como a redugdo porcentual de UFC nas amostras e tu-
bos controle em comparagio aos TET limpos, usando a
formula: 1(%) = (N,-N)/N, - 100, onde N, é o ntimero
de UFC no filtro sem TiO, e sem exposigao a luz (tubos
limpos), e N é o nimero de UFC nos TET tratados com
nanoparticulas (amostra) ou nio tratados (controle).

Analise estatistica

A cinética de inativacio bacteriana foi calculada a
partir dos dados de trés medidas independentemente
repetidas. Os dados foram comparados por Andlise de
Variancia (ANOVA) de duas vias com teste post hoc de

Tubo endotraqueal de PVC
lFiltro de acetato de celulose

Nanoparticulas de Ti0,

Figura 1 - Montagem experimental (painel A), esquema de revestimento do tubo (painel B); e deposicdo de nanoparticulas no filtro

de acetato (painel C).
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Tukey, e considerou-se significincia estatistica para valo-
res de p < 0,05. Os dados sdo relatados como média mais
ou menos o desvio padrio ou porcentagem de inativagio
quando nao diferentemente mencionado. Os dados expe-
rimentais foram avaliados com uso do Statistical Package
Sfor the Social Science (SPSS) versao 21 (IBM Corp, EUA).

RESULTADOS

Caracterizacao das nanoparticulas de Ti0,

A andlise de reflectincia difusa revelou valores de absor-
¢ao de comprimentos de onda de 384nm e 413nm, respec-
tivamente, para TiO, e N-TiO,, representando uma mo-
dificagio do limite de absor¢ao com o uso de N-TiO, em
diregao do espectro de luz visivel. Andlise de BET revelou
os valores especificos de drea de superficie de 120m’g”’ e
96,8m’g’, respectivamente, para as nanoparticulas de TiO,
e N-TiO,. As andlises de XRPD e TEM revelaram que, tan-
to a forma comercial de TiO,, quanto a estrutura de cristais
de N-TiO,, continham anatase, respectivamente, com um
tamanho de particula de 19nm + 2 ¢ 17nm + 2.

Cinética de inativacao bacteriana

Na auséncia de luz, nao se observou qualquer ativida-
de antibacteriana relevante contra ambas as cepas, tendo a
inativacdo bacteriana apés 80 minutos permanecido abai-
xo0 de 3,5% tanto para TiO, quanto para N-TiO,.

A cinética de inativagio para as duas cepas bacterianas
sob irradiagio de luz fluorescente é ilustrada pela figura 2.
Nos TET expostos, na irradia¢io sem TiO, (controles), foi
encontrada inibi¢ao bacteriana que variou entre 1 - 18%,
em razao da desidratacio induzida pela irradiacio.
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Para P aeruginosa, todos os TET revestidos com TiO,
mostraram uma maior inativa¢io bacteriana em compara-
a0 ao controle (p < 0,001 em todos os momentos de ava-
liagdo); ndo se encontrou qualquer diferenca significante
em todos os momentos de avaliacio entre a forma comer-
cial TiO, e N-TiO, (p > 0,20 em todos os momentos de
avaliacio).

Para S. aureus, a inativagdo foi mais elevada do que
para os controles a partir de 5 minutos para N-TiO, (p =
0,018) e 10 minutos para TiO, (p = 0,014). Para periodos
de exposi¢ao acima de 10 minutos, ambos os revestimen-
tos foram mais eficazes que o controle (p < 0,001 em cada
momento de avaliagdo). O revestimento com N-TiO,
mostrou uma inativagio maior que a obtida com TiO, aos
20 minutos (p < 0,001), 40 minutos (p < 0,001) e 60 mi-
nutos (p < 0,001) de exposicio a luz.

A figura 3 mostra imagens de MEV representativas
de P aeruginosa depositado na superficie interna de TET
recobertos com TiO, comercial antes (a) e apds (b) 10
minutos de irradiacio com luz fluorescente. A figura 4 ¢é
de uma amostra representativa de TET recobertos com
N-TiO, inoculado com P aeruginosa apés 10 minutos
de exposi¢do a luz com andlise espectral semiquantitativa

de EDS.
DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo sdo os seguintes: (1)
na auséncia de luz, nem N-TiO, nem TiO, conseguiram
inibir o crescimento bacteriano dentro de 80 minutos; (2)
a fotocatdlise sob luz fluorescente visivel inibiu o cresci-
mento bacteriano nos TET; (3) nio se observou diferenca
na eficdcia para inativagao bacteriana entre N-TiO, e TiO,

B) S. aureus
1007 -e- Ti0,
-= NTIO,
5 -4 Controle
501
251

0 T T T T T T

5 10 20 40 60 80
Tempo de exposicao (min)

Figura 2 - Cinética de inativacao de Pseudomonas aeruginosa (A) e Staphylococcus aureus (B) sob luz fluorescente. * A inativagao
obtida com Ti0, e N-TiO, foi significantemente maior do que nos controles (p < 0,05). © Apenas N-Ti0, foi mais ativo do que os

controles (p < 0,05). T N-Ti0, mais ativo do que Ti0, (p < 0,05).
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Figura 3 - Imagens de microscopia de varredura eletronica (magnificagéo: x 4.000; tenséo ultraelevada: 20 kV) de células de
Pseudomonas aeruginosa nao tratadas (A) e células de Pseudomonas aeruginosa tratadas (B) com utilizacdo de irradiagdo com luz
fluorescente comercial na presenca de Ti0, comercial por 10 minutos.

Espectro P

Espectro |

Fracao de peso (%)
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401 [] EspectroT

C 0 N

Na CI Ti K
Elemento

Figura 4 - Imagens de microscopia de varredura eletronica de uma amostra representativa de tubos endotraqueais inoculados com
Pseudomonas aeruginosa ap6s 10 minutos de irradiagdo com luz fluorescente (painel a esquerda). P indica a 4rea em que apenas a
camada bacteriana € visivel, T representa uma érea onde apenas Ti0, é visivel, e | representa uma regiéo intermediaria. O painel a
direita mostra o peso das fragdes de elementos (%), segundo andlise dos espectros de espectroscopia de disperséo de raios X de
uma amostra representativa de Pseudomonas aeruginosa apés 10 minutos de tratamento com Ti0, sob irradiacéo de luz fluorescente.

para P aeruginosa; e (4) para S. aureus, a inativagao bacte-
riana foi maior nos tubos revestidos com N-TiO, quando
comparada aos tubos com TiO,.

Este é o primeiro estudo a investigar a potencial apli-
ca¢io clinica de N-TiO,. Diferentemente de estudos
prévios, foi depositada uma pequena contagem de UFC
no inoculado, mimetizando a contaminacio inicial, que
pode ocorrer in vivo. Medidas de absorbancia confirma-
ram uma modificacio no limite de absor¢iao em direcio a
regido de luz visivel com uso de N-TiO, em comparagio
a TiO,, devido 4 diminui¢ao no intervalo de energia, o
que explica a melhor eficicia do N-TiO, identificada no
presente estudo.

Mecanismo de inativacao bacteriana

Tanto TiO, quanto N-TiO, eram anatases, conforme
(1729 ¢ na presenca de luz o
controle ndo revestido demonstrou minima atividade de
inativacdo, devido a desidrata¢io.”” Conforme ilustra a
figura 3, antes da irradiagdo (painel a esquerda), o TiO,
nao era visivel e estava completamente recoberto por uma
manta bacteriana. Apds exposi¢io a luz visivel (painel a
direita), as dreas brancas corresponderam a camada sub-
jacente de TiO, visivel e rodeada de residuos bacterianos,
assim como de células intactas. Sob andlise por EDS, a
presenca de sédio e cloro se deu principalmente devido

relatado em artigos prévios,
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a solucio em que estavam suspensas as bactérias (cloreto
de sédio a 0,9%) e apareceu homogeneamente distribuida
nas trés regioes, enquanto o carbono e o nitrogénio foram
atribuiveis a componentes da célula bacteriana (proteinas
e carboidratos), e Ti foi o fotocatalizador. O oxigénio ¢é
atribuivel tanto a componentes organicos da célula bacte-
riana quanto ao TiO,. No espectro da regiao P de EDS, a
porcentagem de Ti foi baixa porque o TiO, foi recoberto
por uma manta bacteriana, enquanto o espectro da regiao
I mostrou um aumento da fotocatilise, provavelmente em
razio do dano a parede celular bacteriana, refletido por
um crescimento simétrico do contetdo de sédio e potdssio
intracelular. Finalmente, o espectro da regiao T, que cor-
responde 4 drea na qual o TiO, estava visivel, indica uma
elevada porcentagem de titanio, sédio e potdssio, além de
um baixo contetido de carbono e nitrogénio.

Estes achados sugerem que o contato direto entre as
bactérias e TiO, na superficie do filtro aumentou a exten-
sao do dano oxidativo, acentuando a eliminacio das bacté-
rias em um tempo curto, segundo o0 mecanismo proposto
por Foster et al.*” Os autores sugeriram um mecanismo
que envolve dano inicial nas dreas de contato entre as cé-
lulas e TiO, que afeta a permeabilidade da membrana,
seguido por um aumento do dano a todas as camadas da
parede celular, que permite o extravasamento de pequenas
moléculas como fons. Dano adicional 4 membrana permi-
te 0 extravasamento de componentes com maior contetdo
molecular, como proteinas. Isto pode ser seguido por pro-
trusdo da membrana citoplasmdtica para o meio circun-
dante, por meio de dreas degradadas de peptideoglicanos
e, eventualmente, lise celular. Ocorre, entao, a degradagao
dos componentes internos da célula, seguida por completa
mineralizagio.

As vantagens do N-TiO, em comparagao ao TiO,, em
termos de inativacdo bacteriana, nio foram explicadas pe-
las diferentes formas cristalinas, jd que ambas as nanopar-
ticulas foram feitas de anatase com tamanhos compara-
veis. A ligeira diferenca entre os valores de BET indica que
os desempenhos diferentes das duas nanoparticulas pode-
ria, entdo, ser explicado pelo valor mais baixo do intervalo
de energia, o que permite mais eficiéncia na absor¢ao de
fétons visiveis e na atividade fotocatalitica antimicrobia-
na. Deve-se também notar que a presen¢a de dtomos de
doping na trelica de TiO, acentua o aprisionamento de elé-
trons, que ¢ um dos principais mecanismos envolvidos nos
processos ativados por fotocatdlise.

Cinética da inativagao bacteriana

Na auséncia de luz fluorescente, as bactérias impreg-
nadas na superficie interna dos TET foram insensiveis a
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dois revestimentos com nanoparticulas dentro da janela
de tempo examinada.

No presente estudo, tanto TiO, quanto N-TiO, de-
monstraram a inativagio do crescimento de P aeruginosa
superior a 77% apés 5 minutos de exposigao (Figura 2). A
atividade bactericida comecou dentro de 5 ou 10 minutos,
dependendo da cepa e do revestimento, e aumentou com
tempo de irradiagdo mais longo. A inativacio fotocataliti-
ca parece ser similar 2 que se obteve em estudo prévio com
Escherichia coli."

Nos TET, inoculados com S. aureus, obtiveram-se ta-
xas de inativa¢do bacteriana compardveis a obtidas para
P aeruginosa apds 40 e 60 minutos, respectivamente, nas
amostras tratadas com N-TiO, e TiO,. Conforme de-
monstra a figura 2, apés 5 minutos de exposigio a luz,
nio houve diferencas significantes entre TiO, e os tubos
controle. Apés 20, 40 e 60 minutos, observou-se maior
atividade de N-TiO, em comparagao a TiO,, e para pe-
riodos mais longos de exposicio (80 minutos), a inativa-
a0 fotocatalitica atingiu um platdé préximo a 100% (99
+ 1)%. Estudos prévios avaliaram TiO, comercial sem su-
plementagio de exposicio a luz e identificaram auséncia
de atividade contra S. aureus.!?

A cinética da inativagdo fotocatalitica de P aeruginosa
foi igual para TiO, e N-TiO, e mais ripida do que a obser-
vada para S. aureus, em concordincia com os dados iden-
tificados por outros autores que observaram que bactérias
Gram-positivas sio mais resistentes a fotocatdlise do que
bactérias Gram-negativas.!>?7*9

Implicacoes clinicas

Segundo nossos achados, a irradiagio com luz fluo-
rescente pode ser suficiente para desencadear a atividade
fotocatalitica de TiO, e N-TiO, sem a necessidade de uma
fonte de luz UV. Quando testado contra S. aureus, N-TiO,
apresentou inativagao bacteriana maior e mais rdpida do
que TiO,. Nossos resultados sugerem que a fotocatdlise
sob luz fluorescente visivel, especialmente com N-TiO,,
pode ter aplicagdes clinicas.

Estes resultados mostraram que o uso de nanoparticu-
las de N-TiO, pode prevenir de forma eficaz o crescimento
de um pequeno inoculado bacteriano, quando exposto a
luz fluorescente convencional; este achado pode ter di-
versas aplicagdes prdticas. Materiais com revestimento de
nanoparticulas podem ser utilizados para prevencio ou re-
ducio da colonizagao bacteriana de equipamentos médi-
cos, como mobilia e superficies de trabalho, especialmente
em ambientes como a UT], onde a elevada prevaléncia de
cepas de bactérias multirresistentes demanda medidas nao
farmacoldgicas para controlar a disseminagao de infec¢oes.
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E, portanto, importante incrementar as propriedades
quimicas, fisicas e morfolégicas deste material para me-
lhorar a desinfeccao sob luz visivel e estudar a atividade
de outros microrganismos. Neste estudo de bancada, as
nanoparticulas foram aplicadas nos TET depositadas em
um filtro de acetato. Para aplicagdes clinicas, é necessdrio
o desenvolvimento de um método para deposicao das na-
noparticulas na matriz polimérica do tubo.

Limitagoes do estudo

Uma importante limitagio deste estudo é que s foi
testada uma fonte de luz; assim, nio fomos capazes de
estimar um limite de irradiacio de luz necessdrio para
iniciar o processo fotocatalitico. Como os TET sio colo-
cados profundamente dentro da traqueia, novos estudos
devem investigar se a transmissao da luz ambiente através
da parede do tubo ¢ suficiente para ativar a fotocatlise,
ou se uma fonte de luz especificamente projetada deve ser
colocada préxima para permitir a atividade antimicrobia-
na. Neste dltimo caso, o fato de que N-TiO, ¢ ativado
de forma mais efetiva pela luz fluorescente, sem a neces-
sidade de uma fonte de luz UV, aumentaria a viabilidade
clinica desta abordagem. A eficdcia do revestimento nao
foi testada contra um comparador ativo, como um reves-
timento com antibiético. Entretanto, a emergéncia na
UTTI de cepas bacterianas multirresistentes a antibidticos
encoraja a pesquisa de estratégias de controle da infec¢ao
que ndo dependam do uso de medicamentos antibidticos.
Mais ainda, futuros estudos devem investigar a atividade
antibacteriana de N-TiO, contra outras cepas bacterianas
e sua aplicabilidade in vivo.

CONCLUSOES

Analisou-se a inativa¢ao fotocatalitica de P aeruginosa e S.
aureus por TiO, comercial e N-TiO, sintetizado. O produto
comercial de nanoparticulas TiO, e N-TiO, inibem o cresci-
mento bacteriano sob a luz fluorescente visivel. N-TiO, teve
uma maior atividade antibacteriana contra S. aureus em com-
paragdo a TiO,. Os resultados deste estudo mostram que a fo-
tocatilise com o método usando N-TiO, foi uma ferramenta
eficaz para inativa¢io bacteriana. Segundo nossos achados, a
irradiagdo com luz natural ou com iluminagio ambiente pode
ser suficiente para ativagdo de N-TiO,, de forma que este
método de desinfeccio poderia funcionar continuadamente.
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to assess the antibacterial
activity against Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa
of two nanoparticle endotracheal tube coatings with visible
light-induced photocatalysis.

Methods: Two types of titanium dioxide nanoparticles were
tested: standard anatase (TiO,) and N-doped TiO, (N-TiO,).
Nanoparticles were placed on the internal surface of a segment of
commercial endotracheal tubes, which were loaded on a cellulose
acetate filter; control endotracheal tubes were left without a
nanoparticle coating. A bacterial inoculum of 150 colony forming
units was placed in the endotracheal tubes and then exposed to
a fluorescent light source (3700 lux, 300-700 nm wavelength)
for 5, 10, 20, 40, 60 and 80 minutes. Colony forming units
were counted after 24 hours of incubation at 37°C. Bacterial
inactivation was calculated as the percentage reduction of bacterial
growth compared to endotracheal tubes not exposed to light.

Results: In the absence of light, no relevant antibacterial
activity was shown against neither strain. For P aeruginosa, both
coatings had a higher bacterial inactivation than controls at any
time point (p < 0.001), and no difference was observed between
TiO, and N-TiO,. For S. aureus, inactivation was higher than
for controls starting at 5 minutes for N-TiO, (p = 0.018) and
10 minutes for TiO, (p = 0.014); inactivation with N-TiO,
was higher than that with TiO, at 20 minutes (p < 0.001), 40
minutes (p < 0.001) and 60 minutes (p < 0.001).

Conclusions: Nanosized commercial and N-doped TiO,
inhibit bacterial growth under visible fluorescent light. N-TiO,
has higher antibacterial activity against S. aureus compared to
TiO,.

Keywords: Pneumonia, ventilator associated; Intubation,
intratracheal/instrumentation; Titanium; Coated materials,
biocompatible; Antibacterial agents
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