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RESUMO

As infecgdes do trato urinario associadas a cateteres estdo entre as infeccoes
nosocomiais mais comuns. Diversas bactérias estdo associadas a essas infecgoes,
dentre eles pode-se destacar E. coli, K. pneumoniae e P. mirabilis. Diante disso, este
estudo desenvolveu um método para revestir cateteres urinarios com AgNP e
polidopamina como agente de ancoragem. Para isso, foram realizados testes de
concentragao inibitéria e bactericida minima (CIM e CBM), ensaios de inibicdo da
formacao de biofilme e destruicdo de biofilme e teste dos cateteres revestidos em
modelo de bexiga in vitro. Todos os testes foram realizados com E. coli ATCC 25922,
K. pnuemoniae ATCC 600703 e P. mirabilis ATCC 7002. As nanoparticulas
apresentaram CIM de 125 uM e uma CBM de 250 uM para todas as cepas testadas.
Concentragdes iguais ou maiores que o valor de CIM inibiram a formagéao de biofilme
em placas de poliestireno, enquanto biofilmes pré-formados exigiram concentragdes
maiores. O revestimento foi aplicado na parte interna do cateter, e a presencga de prata
foi confirmada por EDS. Em um modelo de bexiga in vitro, o cateter revestido inibiu a
formacgdo de biofilme por E. coli em teste com densidade celular de 106 UFC/mL e
reduziu a formagao de biofilme por K. pneumoniae nas densidades celulares de 10° e
108 UFC/mL, 98% e 99%, respectivamente. Ndo houve redugio do biofilme formado
por P. mirabilis mesmo com o revestimento de BioAgNP. A eficiéncia contra E. coli foi
dependente da carga bacteriana inicial. Esses resultados sugerem que, embora o
revestimento de nanoparticulas de prata tenha o potencial de prevenir infecgoes
associadas ao cateter urinario, sua eficacia pode variar dependendo das espécies

bacterianas e das condigdes iniciais de colonizagao.

Palavras-chave: Infec¢des urinarias associadas a cateter. Biofilme. Revestimento

antimicrobiano. Assisténcia em saude.
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INTERNALLY COATED WITH SILVER NANOPARTICLES AGAINST
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ABSTRACT

Catheter-associated urinary tract infections are among the most common nosocomial
infections. Several bacteria are associated with these infections, with E. coli, K.
pneumoniae, and P. mirabilis being particularly notable. Given this, this study
developed a method to coat urinary catheters with AgNP and polydopamine as an
anchoring agent. To achieve this, tests for minimum inhibitory and bactericidal
concentrations (MIC and MBC), biofilm formation inhibition and biofilm destruction
assays, and tests on coated catheters in an in vitro bladder model were performed. All
tests were conducted with E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 600703, and P.
mirabilis ATCC 7002. The nanoparticles exhibited an MIC of 125 yM and an MBC of
250 uM for all tested strains. Concentrations equal to or greater than the MIC value
inhibited biofilm formation on polystyrene plates, whereas pre-formed biofilms required
higher concentrations. The coating was applied to the inner part of the catheter, and
the presence of silver was confirmed by EDS. In an in vitro bladder model, the coated
catheter inhibited biofilm formation by E. coli in tests with a bacterial density of 10°®
CFU/mL and reduced biofilm formation by K. pneumoniae at bacterial densities of 10°
and 108 CFU/mL by 98% and 99%, respectively. No reduction in biofilm formation by
P. mirabilis was observed, even with the BioAgNP coating. The efficiency against E.
coli was dependent on the initial bacterial load. These results suggest that, although
the silver nanoparticle coating has the potential to prevent catheter-associated
infections, its effectiveness may vary depending on the bacterial species and initial

colonization conditions.

Keywords: Catheter-associated urinary tract infections. Biofilm. Antimicrobial coating.

Health care.
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1. INTRODUGCAO

Cateteres sao dispositivos médicos amplamente utilizados em
procedimentos clinicos para drenar fluidos corporais, administrar medicamentos ou
facilitar procedimentos cirurgicos (LAMIN; NEWMAN, 2016; THOMSEN et al., 2011).
Entre os diversos tipos de cateteres, os cateteres urinarios sdo particularmente
comuns em ambientes hospitalares, sendo empregados para monitorar a produgao
de urina, aliviar possiveis obstrugdes ou drenar a bexiga em pacientes hospitalizados
ou em cuidado intensivo. Apesar de sua importancia clinica, o uso prolongado de
cateteres urinarios pode levar a complicagdes significativas, especialmente infecgbes
associadas a esses dispositivos (NICOLLE, 2014; RICARDO et al., 2020).

Infecgbes relacionadas a cateteres urinarios, conhecidas como
infeccbes do trato urinario associadas a cateteres (ITU-AC), sdo uma das
complicagdes mais frequentes e graves em pacientes hospitalizados (YU et al.,
2021). Essas infecgbes sao geralmente causadas por bactérias que colonizam a
superficie do cateter e formam biofilmes, estruturas que protegem os microrganismos
da acdo dos antimicrobianos e do sistema imunoldgico do hospedeiro (ASSADI,
2018; SABIR et al., 2017). A formacao de biofilmes nao apenas dificulta o tratamento
das infecgdes, mas também contribui para a persisténcia e recorréncia das mesmas,
tornando o manejo clinico desses pacientes um grande desafio (NICOLLE, 2014;
SABIR et al., 2017).

Buscando reduzir o risco de infecgbes associadas ao uso de
cateteres e outros dispositivos médicos, ha um crescente interesse no
desenvolvimento de dispositivos revestidos com materiais antimicrobianos
(SAIKAWA et al., 2024; WANG et al., 2015). Dispositivos médicos revestidos com
nanoparticulas de prata tém emergido como uma solugdo promissora devido as
propriedades antimicrobianas da prata. As nanoparticulas de prata sao eficazes
contra uma ampla gama de patdgenos, incluindo bactérias resistentes a multiplas
drogas, e tém o potencial de prevenir a formagao de biofilmes, reduzindo assim a
incidéncia de infecgbes associadas a dispositivos médicos (GODA et al., 2022;
SAIKAWA et al., 2024).

Desta maneira, o objetivo deste estudo foi elaborar uma
metodologia de revestimento para cateteres urinarios, utilizando nanoparticulas de

prata como agente antimicrobiano e avaliar a capacidade deste revestimento em



reduzir o biofilme formado por microrganismos uropatogénicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Avancos na medicina

Em 2002, Anderson fez um dos primeiros relatos de uma fratura tibial
em um homem adulto na era do bronze. Fraturas simples como a descrita, faciimente
tornavam um homem adulto na era pré-historica incapaz de atividades diarias
simples. Entretanto, o relato demostra uma fratura cicatrizada, o que demonstra
cuidado e compaixao de pessoas proximas ao individuo, permitindo sua sobrevida
(ANDERSON, 2002).

Com o passar dos séculos, a medicina evoluiu significativamente,
transformando como o cuidado a saude é abordado. No século XX, a introducao dos
antimicrobianos marcou um dos maiores avancgos, salvando milhdes de vidas ao
combater infec¢des bacterianas antes fatais. Esse avanco foi o inicio de uma série
de inovagdes que permitiram nao apenas tratar doengas, mas também melhorar a
qualidade de vida dos pacientes (GAYNES, 2017)

Além dos avancgos farmacolégicos e genéticos, o desenvolvimento e
a utilizacao de dispositivos médicos, como cateteres, tém desempenhado um papel
essencial na melhora do cuidado a saude. Cateteres venosos centrais, por exemplo,
sao amplamente utilizados para a administracdo de medicamentos, nutricao
parenteral e monitoramento hemodinadmico em pacientes criticos, oferecendo uma
via de acesso segura e eficiente. O uso de cateteres urinarios, por outro lado, tem
permitido o manejo adequado de retencao urinaria e incontinéncia, além de serem
cruciais em procedimentos cirurgicos prolongados (LAMIN; NEWMAN, 2016;
RICARDO et al., 2020).

No entanto, o uso prolongado de cateteres exige cuidado rigoroso
para evitar complicagdes, como infecgdes associadas ao cateter, que sdo um sério
risco a saude dos pacientes, aumentando as taxas de morbidade e mortalidade
(NICOLLE, 2014). Desta forma, esses dispositivos sdo fundamentais para o manejo
de pacientes em situagdes criticas, o0 que destaca a importancia do desenvolvimento

de tecnologias que melhorem a segurancga e a eficacia no uso destas ferramentas.

2.2.Dispositivos médicos
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Dispositivos médicos sao instrumentos, aparelhos, implantes ou
materiais que sdo utilizados na pratica clinica para diagnéstico, monitoramento,
tratamento ou prevengcdo de doencas em pacientes. Eles variam desde
equipamentos complexos, como maquinas de ressonancia magnética, até
dispositivos simples, como termémetros e bandagens (ARONSON; HENEGHAN;
FERNER, 2020).

Cateteres urinarios sdo um tipo especifico de dispositivo médico,
essencial para o manejo de pacientes que ndo conseguem urinar espontaneamente.
Eles sao tubos flexiveis inseridos na uretra para drenar a urina diretamente da bexiga
para um saco coletor, sendo amplamente utilizados em situacées pds-operatorias,
em pacientes acamados ou com disturbios neurolégicos que afetam a micgao
(CHENOWETH, 2021; MARKLEW, 2004). A importancia dos cateteres urinarios no
cuidado médico é inegavel, pois eles garantem que a fungéo urinaria seja mantida,
prevenindo complicacbes como a retengao urinaria e suas consequéncias.

O uso de cateteres urinarios esta associado a um risco significativo
de infecgdes, conhecidas como infeccdes do trato urinario associadas a cateteres
(ITU-AC) (SHUMAN; CHENOWETH, 2018). Essas infecgbes sao causadas pela
colonizagao de microrganismos, que formam biofilmes no interior e na superficie do
cateter. Esses biofilmes sdo altamente resistentes a antimicrobianos, tornando as
infecgdes dificeis de tratamento. Além disso, as ITU-AC estao entre as infeccoes
nosocomiais mais comuns, contribuindo para o aumento da morbidade,
prolongamento do tempo de hospitalizacdo e aumento dos custos de saude. A
prevencao dessas infec¢gdes € um grande desafio e também crucial no manejo de
pacientes cateterizados (SHUMAN; CHENOWETH, 2018; VENKATARAMAN;
YADAV, 2023).

2.3.Infecgoes relacionadas a cateteres urinarios

O uso de cateteres urinarios é realizado em uma grande variedade
de contextos clinicos, sendo essencial para o manejo de diversas condigdes médicas.
Esses dispositivos sdo frequentemente necessarios para pacientes que nao
conseguem urinar espontaneamente, como resultado de cirurgias, traumas, ou
doencas cronicas. Apesar de sua utilidade, o uso de cateteres esta associado a um
risco significativo de infecgdes do trato urinario, conhecidas como ITU-AC (RUBI,
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MUDEY; KUNJALWAR, 2022).

ITU-AC sdo uma das doencas mais comuns relacionadas a
assisténcia médica em todo o mundo. As ITU-AC sao responsaveis por 40% de todas
as infecgdes hospitalares e 80% de todas as infecgbes nosocomiais do trato urinario
(ITU). O cateter urinario € implantado em uma grande porcentagem de pacientes
internados em algum momento durante sua hospitalizagdo (RUBI; MUDEY;
KUNJALWAR, 2022; VENKATARAMAN; YADAYV, 2023).

Cateteres urinarios inibem os mecanismos naturais de defesa do
trato urinario e aumentam a colonizagdo bacteriana ou a formagao de biofilme na
superficie do cateter, o que pode causar ITU-AC. Isso esta associado ao aumento de
infecgbes, tempo de internagéo, custos hospitalares e mortalidade (CLARKE et al.,
2020). Portanto, para prevenir essas infecgcoes, serdo necessarias inovagdes
tecnolégicas em materiais e no desenvolvimento de cateter que impegam ou
minimizem a formacéao de biofilme (RUBI; MUDEY; KUNJALWAR, 2022).

Os biofiimes formados em cateteres urinarios permitem que os
microrganismos escapem das defesas naturais do hospedeiro, resultando em
permanéncia e persisténcia a longo prazo, principalmente se a infeccao for
assintomatica. Isso torna as infec¢des associadas a cateteres particularmente dificeis
de tratar, pois os biofilmes protegem as bactérias da agcao de antimicrobianos e das
respostas imunolégicas (MANCUSO et al., 2024; NICOLLE, 2014).

2.4. Principais patégenos relacionados a infec¢6es urinarias

Diversos patdgenos sao associados a infeccbes em cateteres
urinarios, destacando-se entre eles Escherichia coli, Klebisiella pneumoniae e
Proteus mirabilis. Esses patégenos representam desafios significativos no manejo
das ITU, especialmente em pacientes cateterizados, devido a sua capacidade de
persistir e resistir aos tratamentos convencionais utilizados (YAO et al., 2022; ZHOU
et al., 2023).

2.4.1. Escherichia coli

E. coli é uma bactéria Gram-negativa pertencente a familia
Enterobacteriaceae, comumente encontrada na microbiota gastrointestinal de

humanos e outros animais homeotérmicos. Embora muitos isolados de E. coli sejam
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comensais, outras sdo patogénicas e podem causar diversas infecgdes, incluindo
infeccdes do trato urinario (ITU) (ARAFI et al., 2023). Entre suas variantes
patogénicas, E. coli patogénica extraintestinal (EXPEC) ¢é particularmente
problematica, sendo E. coli uropatogénica (UPEC) a principal causa de ITU devido
a sua capacidade de formar biofilmes, facilitando sua persisténcia no trato urinario
(GOVINDARAJAN et al., 2020; SORA et al., 2021).

Esses microrganismos sao responsaveis por até 90% da ITUs
adquiridas na comunidade e 50% das ITU nosocomiais. Além disso, geralmente
carregam uma série de fatores de viruléncia, que s&o codificados em ilhas de
patogenicidade (PAl), incluindo adesinas, toxinas e sideréforos que lhes permitem
invadir, colonizar e sobreviver no trato urinario. Sua patogénese se inicia pela
colonizagao da bexiga, levando a cistite. Em seguida, de forma ascendente, podem
se mover para o rim, causando pielonefrite aguda ou disseminar-se para o sangue,
levando a urosepse (EL-MAHDY; MAHMOUD; SHRIEF, 2021; MALEKZADEGAN
et al., 2018).

Outro problema quando se aborda o tratamento das infeccbes
causadas por E. coli € a crescente resisténcia antimicrobiana, que dificulta o
controle desse microrganismo, e torna as infecgdes mais persistentes e perigosas.
A producéo de carbapenemases, enzimas que inativam carbapenémicos, agrava
esse problema, ja que esses antimicrobianos sao de ultima linha no tratamento de
infeccbes graves. A resisténcia a carbapenémicos em E. coli reduz
significativamente as opc¢des terapéuticas, podendo aumentar o risco de falha no

tratamento e a disseminacgao de organismos multirresistentes (CHEN et al., 2023).

2.4.2. Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae é uma bactéria Gram-negativa, ndo movel,
encapsulada, pertencente a familia Enterobacteriaceae. Ela é comumente
encontrada no trato intestinal humano, como parte da microbiota. No entanto, em
ambientes hospitalares e em individuos imunocomprometidos, K. pneumoniae pode
se tornar um patdégeno oportunista, responsavel por infeccbes graves, como
pneumonia, infec¢des do trato urinario e sepce (ADEOLU et al, 2016;
BENGOECHEA; SA PESSOA, 2019; PODSCHUN; ULLMANN, 1998).

A capsula polissacaridica que envolve K. pneumoniae € uma das
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suas principais caracteristicas, contribuindo para sua resisténcia a fagocitose e ao
ataque do sistema imunolégico (LI et al., 2014). Além da capsula, os fatores de
viruléncia de K. pneumoniae sao diversos e incluem a presenca de fimbrias
extremamente importantes para a formacéao de biofilmes. Dentre as fimbrias que K.
pnemoniae possui, pode-se destacar as fimbrias do tipo 3 codificadas pelo cluster
de genes mrk (Figura 1). Essas fimbrias tem um importante papel na adeséao de K.
pneumoniae a dispositivos médicos, como cateteres (MURPHY et al., 2013;
MURPHY; CLEGG, 2012).

Quter

Figura 1— Genes codificantes de fimbrias mrk de K. pneumoniae e estrutura da fimbria do tipo 3.

Fonte: Murphy; Clegg (2012).

Além disso, essa bactéria possui sistemas de secrecéo de toxinas
que danificam tecidos hospedeiros, sideroforos que capturam ferro necessario ao
seu metabolismo, além de enzimas como a urease, que contribuem para a
patogénese em infecgbes do trato urinario. Esses fatores aumentam sua
capacidade de colonizar e infectar diferentes nichos no hospedeiro humano.
(ABBAS et al., 2024; HOLDEN et al., 2016)

A resisténcia antimicrobiana é uma caracteristica preocupante de
K. pneumoniae. Esse microrganismo é conhecido por adquirir genes de resisténcia

através de elementos genéticos moveis, como plasmideos e transposons, que
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podem ser transferidos horizontalmente entre bactérias. Entre os mecanismos de
resisténcia mais criticos estdo a produgdo de beta-lactamases de espectro
estendido (ESBL) e carbapenemases, que inativam a maioria dos antimicrobianos
beta-lactdmicos, incluindo os carbapenémicos, que sdo frequentemente usados
como ultimo recurso no tratamento de infec¢gdes multirresistentes (PITOUT,;
NORDMANN; POIREL, 2015).

As infec¢gdes causadas por K. pneumoniae variam de infecgdes do
trato urinario, pneumonias e infeccdes sistémicas severas, como a sepce. Além
disso, essa bactéria € uma das principais causas de infeccbes hospitalares,
especialmente em unidades de terapia intensiva, onde pacientes estdo mais
suscetiveis devido ao uso prolongado de dispositivos médicos invasivos
(PACZOSA; MECSAS, 2016).

Uma das complicagdes relacionadas ao uso de cateter urinario € a
formacgao de biofilme por K. pneumoniae. Este biofilme ndo s6 protege a bactéria
do sistema imunoldgico do hospedeiro, como também a torna significativamente
mais resistente a antimicrobianos. Essa resisténcia dificulta o tratamento e
frequentemente resulta em ITU recorrentes, além de aumentar o risco de infecgdes
sistémicas, como a bacteremia (MARTIN; BACHMAN, 2018; VUOTTO et al., 2014).

2.4.3. Proteus mirabilis

P. mirabilis € um bacilo Gram-negativo, anaerdbio facultativo, mével
e pertence a familia Morganellaceae (ADEOLU et al., 2016; ARMBRUSTER,;
MOBLEY, 2012b). Os habitats dessa espécie podem ser tanto ambientais, como
em solos e aguas (DRZEWIECKA, 2016), quanto o trato gastrointestinal de diversos
animais como répteis, mamiferos e aves, onde vive comensalmente (MANOS;
BELAS, 2006). Apesar disso, P. mirabilis apresenta potencial patogénico, e é
responsavel por multiplas infeccobes em seres humanos. (ARMBRUSTER;
MOBLEY; PEARSON, 2018). Os locais mais comuns de infecgbes incluem:
mucosas, feridas, queimaduras e principalmente trato urinario (ARMBRUSTER;
MOBLEY, 2012a). P. mirabilis pode ser, de acordo com a regidao, a segunda maior
causa de ITU, atras apenas de E. coli (FOX-MOON; SHIRTLIFF, 2015; REU et al.,

2018). Essas caracteristicas sao justificadas perante a quantidade de fatores de
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viruléncia que este microrganismo possui, sendo a urease um dos mais conhecidos
(ARMBRUSTER; MOBLEY; PEARSON, 2018).

A urease produzida por P. mirabilis apresenta uma grande
capacidade hidrolitica e atua entre 6 e 25 vezes mais rapido que enzimas similares
de outros microrganismos causadores de infec¢des urinarias (JONES; MOBLEY,
1987). Este fato, junto com sua resisténcia, e a vasta presenga de fimbrias, tornam
essa espécie potencialmente perigosa quando relacionada a infecgbes mais
duradouras (FOX-MOON; SHIRTLIFF, 2015; ROCHA; PELAYO; ELIAS, 2007;
SANCHES et al., 2019, 2023). P. mirabilis € um importante patdégeno quando esta
associado a ITUs complicadas, levando a necessidade de hospitalizagdo e
cateterizacdo (ARMBRUSTER; MOBLEY; PEARSON, 2018).

Durante cateterizacbes, sua extensa quantidade de fimbrias
permitem uma adesao inicial eficiente (ROCHA; PELAYO; ELIAS, 2007; ZUNINO
etal., 2003), e sua capacidade de transformar ureia em amdnia rapidamente através
de sua potente urease, leva ao rapido aumento do pH e a formacgao de cristais de
carbonato de fosfato de calcio e estruvita (PRYWER; SADOWSKI; TORZEWSKA,
2015; SCHAFFER; PEARSON, 2017).

Figura 2 - Biofilme cristalino formado por P. mirabilis em cateter urinario.
Fonte: Autor do trabalho, 2025.

Esses cristais tornam-se parte de uma estrutura conhecida como
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biofilme cristalino (Figura 2), que além de aumentar sua resisténcia aos
antimicrobianos € de dificil remogao mecanica. Além disso, a formacgao do biofilme
pode obstruir a luz de cateteres, necessitando de uma troca, gerando prejuizos a
saude dos pacientes e aos hospitais (JACOBSEN; SHIRTLIFF, 2011; STICKLER,
2014). Dependendo da regido, P. mirabilis esta associada a piora de até metade
das ITU-AC (SCHAFFER; PEARSON, 2017).

2.5.Biofilme microbiano em dispositivos médicos

Biofilmes microbianos sdo agregados de microrganismos que se
aderem a superficies, formando uma matriz extracelular protetora. Essa matriz é
composta por polissacarideos, proteinas e DNA extracelular, que conferem
resisténcia significativa aos microrganismos aderidos, protegendo-os contra a agao
do sistema imunoldgico do hospedeiro e de antimicrobianos (SAUER et al., 2022).
Em dispositivos médicos, a formacao de biofilmes € um problema critico, pois esses
agregados sao altamente resistentes as terapias convencionais, tornando as
infeccbes associadas a esses dispositivos persistentes e dificeis de tratar (RICARDO
et al., 2020).

A formacao de biofilmes em dispositivos médicos € um processo
dindmico que comega com a adesao inicial de microrganismos a superficie do
dispositivo, seguida pela proliferagéo e producédo de matriz extracelular, culminando
na maturagao do biofilme (RICARDO et al., 2020). Uma vez estabelecido, o biofilme
pode servir como fonte continua de infeccao, liberando células microbianas para
colonizar outros tecidos ou dispositivos no corpo do paciente. Dispositivos médicos
comumente utilizados sao frequentemente suscetiveis a colonizagéo por biofilmes, o
que pode resultar em complicagdes graves, incluindo a falha do dispositivo e
infeccdes sistémicas (NICOLLE, 2014; RICARDO et al., 2020; SAUER et al., 2022).

No caso dos cateteres urinarios, o problema dos biofilmes é
particularmente grave. Esses dispositivos, que permanecem no trato urinario por
periodos prolongados, sdo um ambiente ideal para a formacgao de biofilmes devido
ao contato constante com a urina, que contém nutrientes essenciais para o
crescimento microbiano (CLARKE et al., 2020). Os biofilmes formados em cateteres
urinarios podem bloquear o fluxo de urina, causar irritagao e inflamagao na mucosa

urinaria, além de serem extremamente resistentes aos tratamentos antimicrobianos.



24

Isso resulta em infecgdes recorrentes e cronicas do trato urinario, que sao dificeis de
erradicar e podem levar a complicagdes sérias, como pielonefrite e sepse. A
prevengao e o manejo das infec¢des associadas a biofilmes em cateteres urinarios
continuam sendo um desafio significativo na pratica clinica (STICKLER, 2014;
WERNEBURG, 2022).

2.6.Nanoparticulas de prata

Nanoparticulas sao particulas que variam entre 1 e 100 nanédmetros.
Devido ao seu tamanho reduzido, possuem uma grande area de superficie em
relacdo ao volume (JAMKHANDE et al., 2019). Nanoparticulas de prata (AgNP)
possui acdo antimicrobiana e atuam através de multiplos mecanismos, como a
interacdo com as membranas celulares dos microrganismos, que resulta na
destruicdo da estrutura celular, a geragao de espécies reativas de oxigénio (ERO),
que induzem danos oxidativos ao DNA e as proteinas, e a inibicao da replicagao
microbiana (TRIPATHI; GOSHISHT, 2022).

Além de sua acgao direta contra patdgenos, as AgNP sao
particularmente eficazes na prevencgao da formacgao de biofilmes. Sendo estes, uma
das principais causas de infecgdes persistentes, especialmente em dispositivos
medicos, pois tornam os microrganismos mais resistentes ao tratamento
convencional (CHEN et al., 2023; SAIKAWA et al., 2024; WANG et al., 2015).

As AgNP podem ser incorporadas em dispositivos médicos, como
cateteres, atuando como uma barreira antimicrobiana que impede a colonizagao e
formagao de biofilmes na superficie desses dispositivos. Essa aplicagdo reduz
significativamente o risco de infec¢des associadas ao uso prolongado de dispositivos
médicos, um dos maiores desafios na pratica clinica (SAIKAWA et al., 2024).

A utilizacdo de AgNP também traz o beneficio de uma menor
tendéncia ao desenvolvimento de resisténcia microbiana, em comparagdo com 0s
antimicrobianos comumente utilizados. Os diversos mecanismos de acdo das AgNP
contra os patégenos dificultam o surgimento de mecanismos de resisténcia,
tornando-as uma opc¢ao promissora no combate as infecgdes, especialmente em um
cenario onde a resisténcia antimicrobiana se torna uma crescente ameaca a saude
global. Apesar de suas vantagens, € importante continuar a pesquisa sobre a

toxicidade e os impactos ambientais das nanoparticulas de prata, para assegurar que
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seu uso seja seguro e sustentavel (TRIPATHI; GOSHISHT, 2022).

A sintese de AgNP pode ser realizada por diferentes métodos, que
geralmente sado classificados em fisicos, quimicos e biologicos. Embora eficientes,
0s métodos quimicos podem resultar em subprodutos toxicos que precisam ser
cuidadosamente gerenciados, o que levanta preocupagdes ambientais e de
seguranca (BEYENE et al., 2017).

Em contraste, a sintese verde de nanoparticulas de prata € uma
abordagem ecoldgica que utiliza agentes redutores e estabilizadores de origem
bioldgica, como extratos de plantas, microrganismos ou enzimas, para promover a
formacdo de AgNP (ALHARBI; ALSUBHI; FELIMBAN, 2022; GHAFFARI-
MOGHADDAM et al., 2014). Este método € chamado de "verde" porque evita 0 uso
de substancias quimicas toxicas e solventes perigosos, o que o torna mais seguro
para o ambiente e para a saude humana. Além disso, a sintese verde pode ser
realizada em condi¢cbes mais brandas de temperatura e pressao, o que a torna
energeticamente mais eficiente. Os extratos de plantas, por exemplo, contém
compostos como polifendis, flavonoides e alcaloides, que podem atuar tanto como
agentes redutores quanto como estabilizadores, facilitando a sintese das AgNP e
conferindo-lhes propriedades bioldgicas adicionais(ALHARBI; ALSUBHI; FELIMBAN,
2022).

A sintese bioldégica de nanoparticulas de prata tem atraido grande
interesse devido as suas vantagens em termos de sustentabilidade e compatibilidade
biolégica. Além de ser menos agressiva ao meio ambiente, as AgNP produzidas por
sintese biolégica tendem a ter menor toxicidade para células humanas, o que é

crucial para aplicagbes biomédicas.

2.7.Revestimento de dispositivos médicos

Estudos sugerem que AgNP podem ser usadas como revestimentos
para dispositivos meédicos para adicionar atividade antimicrobiana a estes materiais,
prevenir a formagao de biofilme e reduzir a incidéncia de infec¢des(LETHONGKAM
et al., 2022; SAIKAWA et al., 2024; WANG et al., 2015).

AgNP sido cada vez mais exploradas como revestimentos para
dispositivos médicos devido as suas propriedades antimicrobianas. Estudos mostram

gue esses revestimentos podem prevenir a formacao de biofilmes, uma das principais
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causas de infecgdes em dispositivos como cateteres e préteses (LETHONGKAM et
al., 2022; SAIKAWA et al., 2024; WANG et al., 2015).

Além disso, as AgNP podem ser abordagem eficaz para reduzir
infecgbes hospitalares, que sao frequentemente dificeis de tratar devido a resisténcia
antimicrobiana. O revestimento de dispositivos médicos com essas nanoparticulas
pode atuar como uma barreira adicional, aumentando a prote¢&o contra infecgdes e
melhorando os resultados clinicos (BURDUSEL et al., 2018).

Tendo em vista a problematica abordada, pode-se dizer que as
infecgdes do trato urinario associadas ao uso de cateteres sdao um problema de saude
publica, contribuindo para o aumento da morbidade, custos hospitalares e resisténcia
bacteriana. O revestimento de cateteres com nanoparticulas de prata pode ser uma
solugcao promissora devido as suas propriedades antimicrobianas, prevenindo a
formacgao de biofilmes. Desta forma, esta pesquisa buscou elaborar uma metodologia

de revestimento de cateteres urinarios com nanoparticulas de prata.
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3 OBJETIVOS

3.1.Objetivo geral

Desenvolver uma metodologia de revestimento de cateteres
urinarios com AgNP atuando como agente antimicrobiano e verificar sua atividade

contra cepas bacterianas uropatégenicos em modelo de bexiga in vitro.

3.2.Objetivos especificos

e Determinar as concentragdes inibitdria e bactericida minima das AgNP contra
cepas bacterianas uropatogénicas;

e Construir curva de cinética de tempo de morte das cepas bacterianas avaliadas;

e Avaliar a atividade antibiofilme das AgNP;

e Avaliar a capacidade das AgNP em destruir biofilmes pré-formados;

e Revestir cateteres urinarios do tipo Foley com AgNP;

e Caracterizar a superficie do cateter revestido com AgNP;

e Avaliar a capacidade antibiofilme dos cateteres revestidos na prevencao de

colonizagao de uropatdégenos em modelo de bexiga in vitro.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1. Amostragem bacteriana

Neste estudo, para realizagdo dos ensaios, foram utilizadas as
cepas bacterianas E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 600703 e P. mirabilis
ATCC 7002.

4.2.Determinagao da concentragao inibitéria e bactericida minima

A determinagdo da concentragcédo inibitéria minima (CIM) foi
realizada por meio do método de microdiluicdo em caldo, em placa de 96 pocgos de
poliestireno e volume final de 100 L, seguindo as orientagbes preconizadas pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). Foram testadas oito
concentragdes (1000 uM, 500 uM, 250 pM, 125 uM, 62,5 uM, 31,25 uM, 15,625 uM)
em triplicatas. O preparo inicial foi realizado em 50 yL de Mueller Hinton Broth
(MHB) com o dobro das concentragdes finais de AgQNP. Em seguida foi inoculado,
em cada poco, 50 yL de cada cepa bacteriana testada com densidade celular de

1,5x10% UFC/ml em cada pogo, resultando na concentragao final desejada.

A CIM foi determinada visualmente, sendo considerada a menor
concentragdo de AgNP capaz de inibir completamente o crescimento dos

microrganismos.

A concentracdo bactericida minima (CBM) foi definida a partir da
menor concentracdo de AgNP necessaria para matar pelo menos 99,9% de
bactérias no tempo de tratamento (NCCLS, 1999). Os ensaios foram realizados em
triplicata. Para isto, 10 pL de concentragbes que apresentaram inibicdo de
crescimento foram inoculados em MHA. A placas inoculadas foram incubadas a 37°

C, durante 24 horas.

4.3.Curva de tempo de morte

A curva de tempo de morte foi realizada de acordo com as
orientagbes preconizadas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
1999). O teste foi realizado em intervalos de 0’, 15, 30’, 60’, 2h, 4h, 8h, 12h, e 24h
de incubagéo, em microtubos contendo 1 mL de MHB + in6culo para o controle
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positivo do crescimento e o tratamento contendo volume final de 1 mL, sendo, MHB
+ inéculo + CBM de AgNP para cada cepa testada. Em cada pedrio de tempo
estabelecido, aliquotas de 0,1 mL foram retiradas e diluigbes seriadas foram
realizadas, e foram inoculas em MHA. As colonias foram contadas para a

construgédo de um grafico de log 10 UFC/mL x tempo.

4.4.Ensaio de inibicdo da formagao de biofilme

O ensaio de inibicdo da formacéao de biofilme foi realizado baseado no protocolo
descrito anteriormente, e foi feito em placa de poliestireno com 96 pogos e volume
final de 200uL. Colbnias cultivadas em Mueller Hinton Agar (MHA) foram suspensas
e ajustadas para a escala 0,5 de MacFarland. 10 uL foi inoculado em 990uL de MHB.
Em seguida, em sextuplicata, 100 yL da solugéo contendo o inéculo foi adicionado a
100 pL de MHB contendo diferentes concentragdes de AgNP (1000 uM; 500 uM; 250
MM; 125 uM, 62,5 uM e 31,25 uM). Posteriormente a placa foi incubada a 37°C por
24h (KWIECINSKA-PIROG et al., 2014).

O conteudo dos pocgos foi retirado e o biofiime foi fixado em temperatura
ambiente. A leitura da formacao de biofilme foi realizada segundo a metodologia
descrita por (KWIECINSKA-PIROG et al., 2014) e utilizando cristal violeta a 0,1% com
leitura da densidade 6ptica (DO) das cepas em espectrofotometro ELX 800 (BioTek ™)
a 570 nm de comprimento de luz. 200 yL de metanol foi adicionado 10 minutos antes
da leitura em cada pocgo.

A atividade de inibigdo de biofilme pelas AgNP foi calculada utilizando a férmula 1:

Férmula 1:

L Lo DO amostra — DO controle negativo
Inibicdo de biofilme = ( — - ) —
DO controle positivo — DO controle negativo

4.5. Atividade de destruicao de biofilme

O cultivo dos microrganismos foi realizado em MHA por 18-24h a
37°C. O crescimento foi suspensas em MHB para a turvagao padrao 0,5 da escala

de McFarland, densidade celular de 1,5x108 UFC/mL. Em seguida, o indculo foi
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diluido em MHB para, aproximadamente 1,5x10° UFC/ml. Posteriormente, 200 uL
foram transferidos para pogos em microplacas de poliestireno. A placa foi incubada
a 37°C por 24 horas para a formacao do biofilme. Somente meio de cultura foi
utilizado como controle negativo. Controle positivo consistiu de MHB + indculo.
Depois desse periodo, os pogos foram lavados 3 vezes com 200 uL de PBS
(Na2HPO4 0,115%, KH2PO4 0,02%, NaCl 0,8%, KCI 0,02%, pH 7,4) para remogao
das células ndo aderidas.

Para a realizacdo dos ensaios, foram utilizadas as concentracoes
de 32,25 pM/mL, 62,5 uM/mL, 125 pM/mL, 250 uM/mL, 500 pM/mL e 1000 pM/mL.
As suspensbes foram preparadas em MHB e 200 uL foram aplicadas sobre o
biofiime formado. A placa foi incubada novamente por 24h a 37 °C. O teste foi

realizado em sextuplicata.

4.6. Determinacgao da viabilidade celular por MTT do biofilme

Apds o periodo de tratamento do biofilme, o conteudo em
suspensao dos pogos foi retirado e foi realizada a lavagem dos pogos trésvezes
com 100 uL de PBS. A solugédo de MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
brometo) foi preparada em PBS em concentragao de 0,5 mg/mL, esterilizada por
filtracdo e armazenada a -20 °C. Posteriormente, foram adicionados 100 uL da
solugcédo de MTT em cada pogo e a placa foi incubada por 4h a 37 °C com auséncia
de luz. A leitura foi feita em espectrofotdmetro a 570 nm.

Para o calculo de porcentagem da viabilidade celular dos biofilmes,
a seguinte férmula foi utilizada:

Férmula 2:

R o DO tratamento — DO controle negativo
% Viabilidade do biofilme = — — x100
DO controle positivo — DO controle negativo

4.7.Revestimento do cateter urinario

O revestimento de cateteres urinarios do tipo Foley de latex
siliconizado de trés vias (SOLIDOR®, N° 24) foi baseado no descrito por Wang e
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colaboradores (2015). O revestimento foi realizado por meio da perfusdo das
substancias formuladas internamente ao cateter. O cloridrato de dopamina possui
a capacidade de autopolimerizar, formando a polidopamina. A polidopamina pode
atuar como ponto de ancoragem para diversos materiais, permitindo desta maneira
a modificacido de superficies.

Desta forma, a metodologia de revestimento do cateter urinario
ocorreu pela passagem das substancias pela superficie interna do cateter (Figura
3). Sendo assim, 20 mL de solugdo de dopamina (2 mg/mL em Tris-base 10 mM,
pH 8,5) foi passada internamente no cateter com fluxo de 30mL por minuto durante
24 horas. Em seguida, 20 mL de uma solugdo de AgNP 5mM foi passada
internamente ao cateter com fluxo de 30mL/min durante 24h. As passagens foram
realizadas até que se obtivesse um cateter com trés camadas alternadas de
polidopamina e AgNP, sendo a ultima camada composta de AgNP. A metodologia
descrita esta com pedido de patente realizado - BR 10 2024 016343 5 (APENDICE

1),

I

Figura 3- Montagem da estrutura para realizagdo do revestimento interno do cateter.

Fonte: Autor do trabalho, 2025.

4.8.Microscopia eletronica de varredura e analise de composigao

Segmentos de cateter de 0,5 cm (pristino e impregnado) foram
metalizados com carbono em evaporador de carbono BAL-TEC SCD 050 e

posteriormente foram visualizados em microscopio eletrbnico de varredura
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TESCAN VEGA (Tescan) utilizando sensor de elétrons secundarios (topologia) e
espectroscopia de raio-X por energia dispersiva (EDS) para analise de

composicao elementar.

4.9.Teste de eficacia antibacteriana em modelo de bexiga in vitro

O teste em modelo de bexiga in vitro foi realizado com baseado em
trabalhos anteriores, como modificagdes (IMANI RAD et al., 2019). O modelo para
teste de bexiga in vitro foi construido baseado no descrito por (STICKLER;
MORRIS; WINTERS, 1999). Para o teste, foi realizada esterilizagdo dos materiais
por autoclavagao. Apos, foi realizado a fixagdo da bexiga em suporte universal
dentro de um fluxo laminar.

Antes de cada teste, 20 pL do inoculo bacteriano foi inserido na
ponta do cateter do tipo Foley de latex siliconizado de trés vias (SOLIDOR®, N° 24)
(Secéao 1, Figura 4) e deixado 30 minutos em repouso para adesao bacteriana. Para
K. pneumoniae ATCC 700603, o tempo de adeséo foi de 1 hora. Foram realizados
testes com duas densidades celulares de indculo bacteriano: 1,5x108 e 1,5x108
UFC/mL. O teste no modelo de bexiga in vitro teve duragao de 72h. Amostras foram
coletadas na saida do cateter (100 uL) em periodos determinados (tempos: 0, 1, 2,
4,8,12, 24,48, 60 e 72h) para contagem de unidades formadoras de colénia (UFC)
e medic¢ao do pH. O teste foi realizado com o cateter sem revestimento (Controle)
e com o cateter revestido (Tratamento) para cada cepa de microrganismo testada.

O cateter urinario foi inserido assepticamente na camara dentro da
bexiga e o baldo de retencédo do cateter foi inflado com agua deionizada (30 mL).
Um Erlenmeyer foi colocado logo abaixo do cateter para coleta da urina drenada. A
urina artificial foi constantemente bombeada para a camara interna do cateter
durante o teste a 0,5 mL por minuto. Conforme o volume de urina aumentava, o

excesso foi drenado através do cateter para o recipiente esterilizado de coleta.
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3—1 cm (Segdo 1)

Balao de retengao

- ::]-1 cm (Segao 2)

) :]-1 cm (Segéao 3)

Figura 4- Secbes do cateter urinario usados para inoculagéo e avaliagdo do biofilme.

Fonte: Adaptado de (NZAKIZWANAYO et al., 2019).

Apds o tempo determinado, o cateter foi removido e um seguimento
de 1 cm logo abaixo do baldo de retengao foi cortado assepticamente (secéo 2,
Figura 4), lavado duas vezes em solugao salina tamponada e sonicado durante 10
minutos para a remocgao do biofilme. Apds a sonicagao, foi realizada diluigdo seriada
para possibilitar a contagem das células viaveis que formaram o biofilme em UFC.
O numero de UFC foi contado por meio da técnica de microgota para determinar o

numero de UFC por cm do cateter.

4.9.1. Urina artificial

A urina artificial foi utilizada nos testes envolvendo o modelo de

bexiga in vitro. A composic¢ao da urina artificial € fornecida na Tabela 1.

Tabela 1- Reagentes utilizados no preparo de urina artificial formulada.

Composicao Quantidade (g/L)

Cloreto de magnésio hexahidratado 0,65
Cloreto de sodio 4.6




Sulfato dissédico 2,3
Citrato trissédico dihidratado 0,65
Oxalato dissodico 0,02
Dihidrogenofosfato de potassio 2,8
Cloreto de potassio 1,6
Cloreto de aménio 1,0
Caldo de soja triptico 5,0
Gelatina 5,0
Ureia 25,0
Cloreto de calcio 0,49
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Para o preparo da urina artificial, os componentes foram separados

em duas solugdes. A solugdo 1 foi preparada com todos os reagentes listados,

exceto ureia e cloreto de célcio. Esta solugdo foi diluida em 800 mL de agua

destilada e esterilizada por autoclavacao. A solugao 2 é composta por ureia e cloreto

de calcio nas quantidades listadas. Esta solu¢ao foi diluida em 200 mL de agua

destilada e esterilizada por filtragao utilizando membranas com poro de 22 ym.
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5 RESULTADOS

5.1.Concentracgao inibitéria minima e bactericida minima

Para E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 600703 e P.
mirabilis ATCC 7002, a CIM foi de 125 uM e a CBM foi de 250 uM.

5.2.Inibicdo da formagao de biofilme

Diversas concentragcdes de AgNP foram testadas, concentragdes
subinibitorias (31,25 uM e 62,5 pM) e concentracgdes inibitérias e bactericidas (125
MM a 1000 pM). Os resultados sédo apresentados na Figura 5.

A atividade de AgNP de inibicdo da formagao de biofilme po E. coli
ja é notavel a partir de 62,5 e 125 pM, resultando em redugéo de aproximadamente
60% do biofilme. Concentragdes acima de 250 uM sao capazes de inibir a formagao
de biofilme em aproximadamente 99%.

Para K. pneumoniae, 31,25 pyM inibiu o biofilme em 17%, 62,5 uM
em 93%. Concentragdes superiores a 125 pyM inibiram o biofime em
aproximadamente 99%.

Para P. mirabilis, concentragdes subinibitorias ndo sao capazes de
reduzir a formacgao de biofilme. Além de ndo conseguir inibir a formagao de biofilme,
concentragbes subinibitérias parecem induzir a formacao de biofilme formado,
guando comparado com o controle sem tratamento. Aumento de aproximadamente
18% na formacgdo de biofilme na concentracdo de 31,25 pM e de 23% na
concentragao de 62,5 yM. Concentragcdes superiores a 125 yM foram capazes de

reduzir a formagao de biofilme.
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Figura 5- Resultados de inibicao da formacéao de biofilme pelas cepas testadas.

Fonte: Autor do trabalho, 2025.

5.3.Curva de tempo de morte

O ensaio de curva de morte foi realizado com a concentragao
bactericida de AgNP para as cepas testadas. A reducao da viabilidade celular de
todas as cepas ja péde ser observada nos primeiros 15 minutos em contato com as
nanoparticulas. A reducdo da viabilidade total das células ocorre em
aproximadamente 1 h apds o inicio do teste para P. mirabilis ATCC 7002 e K.
pneumoniae ATCC 700603, enquanto para E. coli ATCC 25922 a perda total de
viabilidade celular ocorreu em aproximadamente 2 horas. A curva do tempo de

morte pode ser observada na Figura 6 para todas as bactérias.
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Figura 6- Curva do tempo de morte realizado com as cepas avaliadas.

Fonte: Autor do trabalho, 2025.

5.4.Destruicao de biofilme

Os Dbiofilmes previamente formados foram tratados com
concentragbes subinibitérias, inibitérias e bactericidas (31,25uM a 1000uM). O
biofiime de E. coli apresentou redugdes de viabilidade celular com tratamentos a
partir de doses subinibitérias de nanoparticulas. Além disso, conforme as
concentragbes foram aumentadas, a viabilidade do biofilme foi reduzida. Para K.
pneumoniae, a concentragao subinibitéria de 31,25uM nao apresentou redugao de
viabilidade do biofilme, o biofilme apresentou aumento da viabilidade quando
comparado ao controle. Nas concentracbes seguintes, o biofilme apresentou
reducdes de viabilidades conforme as concentragdes de nanoparticulas foram
aumentando. O biofilme de P. mirabilis apresentou aumento da atividade metabdlica
em concentragdes de 31,25 yM a 250uM quando comparado ao controle. Nas
concentragbes de 500uM e 1000uM, a viabilidade celular do biofilme apresentou
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redugdo. Os resultados do teste de destruicdo de biofilme podem ser observados

na Figura 7.
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Figura 7- Avaliacao da destruicao de biofilme pré-formado com diferentes concentracées de AgNP.

Fonte: Autor do trabalho, 2025.

5.5.Revestimento do cateter urinario

O revestimento da superficie interna do cateter foi realizado
utilizando polidopamina como agente de ancoragem das nanoparticulas. A solugao
de polidopamina foi perfundida internamente ao cateter com fluxo de 30 mL/min
durante aproximadamente 24 h. A solugao de polidopamina, quando em condigcdes
adequadas, tem a capacidade de autopolimerizar e aderir a superficies, esse
processo modifica sua coloragao, inicialmente incolor para amarronzada. A Figura
8 ilustra a diferenga entre o cateter pristino (sem revestimento) e o revestido com
trés camadas alternadas de polidopamina e AgNP, sendo a ultima camada

composta por AgNP. A coloragao escura (Figura 8 B) indica que o revestimento
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ocorreu pela polimerizacdo de dopamina e as subsequentes camadas foram

adicionadas com sucesso.

Figura 8- Representacao do revestimento interno do cateter urinario.

Legenda: A — Cateter sem revestimento. B- Cateter revestido internamente.
Fonte: Autor do trabalho, 2025.

5.6.Caracterizagao da superficie do cateter urinario

A caracterizagao da superficie interna do cateter revestido foi
realizada por EDS. Os fragmentos de cateter (pristino e revestido) foram

submetidos a analise para identificagdo dos elementos componentes de suas

superficies.

Tabela 2- Presencga de elementos nos cateteres pela analise EDS. Comparagéo entre a presenca de
prata no cateter pristino e no cateter revestido com AgNP.

ELEMENTO PRISTINO (P/P) REVESTIDO (P/P)
Carbono 81,51 66,56
Oxigénio 10,2 18,71

Prata - 4,86
Enxofre 3,7 3,37
Silicio 0,64 0,57
Cloro 1,87 0,63

Calcio 1,17 0,15
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Zinco - 1,87
Sadio 0,91 -
Fonte: Autor do trabalho, 2025.

Os resultados comprovaram a presenca de prata (AgNP) na
superficie interna do cateter revestido com AgNP, além da auséncia no cateter sem
revestimento. Isso demonstrou a eficacia da imobilizacdo de prata no revestimento
realizado. A Tabela 2 evidencia, além de prata, outros elementos identificados pelo

EDS na composigéo do revestimento do cateter.

Ag (L)
Figura 9- Micrografia eletrénica de varredura associada a EDS demonstrando prata na superficie
interna no cateter urinario.

Fonte: Autor do trabalho, 2025.

A Figura 9 € uma imagem obtida através da microscopia eletrénica
de varredura em associagao com a analise EDS, demonstrando a presenca da prata
na superficie interna do cateter. Além disso, é possivel observar a caracteristica
esférica ilustrada na figura, possivelmente pertencente as nanoparticulas de prata

aderidas na superficie.

5.7.Teste de atividade antibacteriana em modelo de bexiga in vitro
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O teste em modelo de bexiga in vitro foi realizado com os cateteres
pristino (controle, sem revestimento) e com o cateter revestido (tratamento). O teste
para todas as cepas foi realizado com duas concentragdes de indculo inicial 1,5x108
e 1,5x108 unidades formadoras de col6nia (UFC).

O teste realizado com E. coli pode ser observado na Figura 10 A,
com indculo inicial com densidade celular a 1,5x10°, pode-se notar a redugdo do
numero de UFC/mL liberadas na urina durante a primeira hora do teste para o
tratamento (cateter revestido), enquanto o controle positivo demonstra o
crescimento do numero de células liberadas na urina durante o teste.

O biofilme formado no cateter foi avaliado pela contagem direta das
células viaveis presente, Figura 10 B. O controle apresentou o numero de células
de Log106,83, enquanto nao houve formacao de biofilme no cateter revestido.

As duas avaliagdes ilustram o processo que ocorre durante a
adesdo e colonizagao do cateter. O cateter revestido impediu a aderéncia das
células de E. coli e isso impediu sua multiplicagcao dentro do cateter, podendo ser
observada pela auséncia de células liberadas na urina durante o teste. Além disso,
nao houve adesao no cateter revestido, impedido a colonizagdo e formagao do
biofilme.

Para K. pneumoniae, no teste com inoculo inicial com densidade
celular a 1,5x108 UFC/mL, a avaliacdo de liberagéo de células na urina artificial, o
controle positivo apresentou liberacdo maior de células, quando comparado ao
tratamento, possivelmente pela redu¢cdo de numero de células bacterianas apés o
contato com o cateter revestido (Figura 10C). O biofilme formado por K. pneumoniae
no cateter revestido foi menor, Log10 3,56 para o cateter com revestimento e Log10
5,52 para o controle positivo (Figura 10D).

A avaliagao do cateter também foi realizada com P. mirabilis. No
teste realizado com indculo inicial a 1,5x108 UFC/mL, houve poucas diferengas
entre o controle positivo e o tratamento. A liberagao de células viaveis no tratamento
foi semelhante ao contabilizado durante o teste controle Figura 10E. O biofilme
avaliado apods 72 horas foi Log1o 6,90 para o controle positivo e de Log10 7,05 para
o tratamento Figura 10F.
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Figura 10- Teste em bexiga in vitro. Indculo inicial com densidade celular a 108 UFC.

Legenda: A — Numero de células de E. coli liberadas na urina artificial no decorrer do teste. B —
Avaliacdo do biofilme formado por E. coli apés 72 horas. C — Numero de células de K. pneumoniae
liberadas na urina artificial no decorrer do teste. D — Avaliacido do biofilme formado por K. pneumoniae
apos 72 horas. E — Numero de células de P. mirabilis liberadas na urina artificial no decorrer do teste.
F — Avaliagcio do biofilme formado por P. mirabilis apos 72 horas.

Fonte: Autor do trabalho, 2025.

O teste com E. coli também foi realizado com densidade celular de
indculo 1,5x108, porém os resultados obtidos foram diferentes. Na Figura 11A,
pode-se observar o aumento do numero de células bacterianas liberadas na urina
em ambas condi¢cdes (controle positivo e tratamento). Na Figura 11 B, pode-se
observar que ha formagao de biofilme no controle positivo, porém o biofilme também
é formado no cateter revestido.

Para K. pneumoniae, no teste com indculo inicial com densidade

celular a 1,5x108, a avaliacdo de liberagcdo de células na urina artificial, o cateter
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revestido apresentou liberacdo menor de células, quando comparado ao controle
(Figura 11 C). O biofilme formado no cateter revestido foi menor, Log10 3,81 para o
cateter com revestimento e Log106,42 para o controle (Figura 11 D).

O teste com P. mirabilis realizado com indculo inicial a 1,5x108 UFC
apresentou pequenas diferencas entre o controle positivo e o tratamento. A
liberacdo de células viaveis no tratamento foi ligeiramente menor quando
comparada ao controle (Figura 11 E). O biofilme avaliado apés 72 horas foi Log1o

7,45 para o controle positivo e de Log1o 7,42 para o tratamento (Figura 11 F).
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Figura 11- Teste em bexiga in vitro. Inoculo inicial com densidade celular a 102 UFC.

Legenda: A — Numero de células de E. coli liberadas na urina artificial no decorrer do teste. B —
Avaliacao do biofilme formado por E. coli apés 72 horas. C — Numero de células de K. pneumoniae
liberadas na urina artificial no decorrer do teste. D — Avaliacdo do biofilme formado por K. pneumoniae
apos 72 horas. E — Numero de células de P. mirabilis liberadas na urina artificial no decorrer do teste.
F — Avaliacéo do biofilme formado por P. mirabilis ap6s 72 horas.

Fonte: Autor do trabalho, 2025.
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6 Discussao

A atividade antibacteriana de AgNP é extensamente relatada na
literatura e esta relacionada a liberagcédo de ions de prata (Ag+), gerando radicais
livres e estresse oxidativo (DAKAL et al., 2016; LE OUAY; STELLACCI, 2015). A
eficacia antimicrobiana das AgNPs, incluindo suas concentragdes inibitéria e
bactericida minimas, depende diretamente de caracteristicas especificas das
nanoparticulas utilizadas, como tamanho, forma, método de sintese e concentragéo
(AGNIHOTRI; MUKHERJI; MUKHERJI, 2014; LOO et al., 2018).

Estudos avaliando a atividade de AgNP contra E. coli, K
pneumoniae e P. mirabilis demonstram sua eficacia contra essas bactérias. O
estudo de Scandorieiro et al. (2016) avaliou a CIM para E. coli ATCC 25922 e K.
pneumoniae ATCC 700603. Seus resultados foram de 62,25 e 125 uM,
respectivamente, semelhantes aos encontrados no presente estudo, sendo 125 uM
para todas as cepas testadas (SCANDORIEIRO et al., 2016). Saikawa et al., (2024)
avaliou a CIM de bio-AgNP em isolado clinico de P. mirabilis e obteve a
concentracao de 62,25 uM, resultado também proximo ao encontrado no presente
estudo (SAIKAWA et al., 2024).

Além da CIM, a CBM também foi avaliada. A CBM obtida por
Scandorieiro et al. (2016) e Saikawa et al., (2024) foram iguais as CIMs. Em nosso
estudo, diferentemente, a CBM foi o dobro da CIM para todas as cepas testadas,
ou seja 250 pM. Wypij et al., (2021) também encontrou a CBM contra K.
pneumoniae sendo o dobro da CIM encontrada (SAIKAWA et al., 2024;
SCANDORIEIRO et al., 2016; WYPIJ et al., 2021).

De forma semelhante a CIM e CBM, o tempo obtido na curva de
morte depende das caracteristicas especificas das AgNP. Além disso, o tempo de
morte em bactérias expostas a nanoparticulas de prata é causado por varios
fatores, como, o dano fisico a membrana celular, a penetragdo e absorcao de
nanoparticulas, a extensao da fase de laténcia bacteriana e a morte exponencial de
células bacterianas (KRCE et al., 2020; SONDI; SALOPEK-SONDI, 2004). Esses
efeitos combinados interrompem o crescimento bacteriano e levam a inativagao e
decaimento da viabilidade celular bacteriana (HAQUE et al., 2017; MOHAMED et
al., 2020).
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Em relagdo a atividade antibiofilme e destruicdo de biofilme, os
testes realizados demonstram a necessidade de um tratamento que impeca a
formacgao inicial de biofilme. Caso o tratamento seja realizado em um biofilme
previamente formado ou maduro, as concentragdes necessarias de AgNP para sua
destruicdo sdo muito elevadas. Em contraponto, as concentragdes necessarias
para evitar sua formacao séo relativamente mais baixas (ELHARIRY et al., 2018;
YANG; ALVAREZ, 2015). Desta forma, embora as AgNP sejam eficazes na
prevencdo da formacdo de biofiimes, sua capacidade em destruir biofilmes
estabelecidos ¢é limitada, com apenas remocao parcial observada em
concentracbes mais altas. Outro ponto importante, € que a exposicdo a doses
subletais de AgNP pode estimular a formacédo de biofilme, sendo o oposto do
objetivo inicial (ELHARIRY et al., 2018; YANG; ALVAREZ, 2015).

As CAUTIs sdo uma preocupacéo significativa devido a formagao
de biofilmes, que podem dificultar o tratamento e aumentar a resisténcia
antimicrobiana. Diante desta problematica, estudos anteriores revestiram
fragmentos de cateter com AgNP, tanto na parte externa quanto interna de
cateteres, buscando evitar a formagao de biofilme (LETHONGKAM et al., 2022,
SAIKAWA et al., 2024; WANG et al., 2015). As nanoparticulas de prata, apesar de
serem promissores agentes antimicrobianos, como sugerem estudos (LIAO; LI,
TJONG, 2019), podem apresentar toxicidade a células humanas em concentragbes
elevadas (RECORDATI et al., 2015). Desta maneira, revestir um dispositivo como
o cateter urinario com altas concentragcdes de AgNP nao parece uma solugao
promissora, dado o possivel efeito citotoxico que elas podem possuir. Tendo em
vista essas questdes, buscamos elaborar uma metodologia de revestimento interno,
onde o contato com a nanoparticulas nao acontece com seu usuario, somente com
a urina e os possiveis patdégenos que poderiam se aderir ao cateter (SAIKAWA et
al., 2024; WANG et al., 2015).

Metodologias de revestimentos utilizando PDA ja sdo exploradas e
demonstram a capacidade de fixar prata em cateteres urinarios (GODA et al., 2022,
SAIKAWA et al., 2024; WANG et al., 2015). Nossos resultados demonstram a
eficacia da metodologia de revestimento utilizada com base na presenca de prata
encontrada no cateter revestido. A PDA possui capacidade de se autopolimerizar
em pH alcalino, formando redes de macromoléculas que permitem a adesao das

AgNP (GAO et al., 2024). Isso permite a fixagdo das AgNP em diversos dispositivos
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meédicos, como os cateteres urinarios utilizados neste estudo.

Os resultados nos testes realizados no modelo de bexiga in vitro
demostraram que o cateter revestido foi eficaz para prevenir a formacao de biofiime
e a liberacdo de células de E. coli com indculos com baixa densidade celular
(1,5x108 UFC/mL). No entanto, com indculos mais elevados (1,5x10% UFC/mL),
houve formagéo de biofilme mesmo no cateter revestido. Esse resultado sugere
que, embora promissor, o revestimento com AgNP pode ter Iimitagdes,
especialmente em casos de altas cargas bacterianas.

Para K. pneumoniae, o cateter revestido possibilitou a redugao do
numero de células formadores de biofiime nas duas concentracdes celulares
testadas. Isso demonstra que o revestimento pode ser efetivo na diminuicdo do
biofilme (GODA et al., 2022).

Estudos anteriores realizaram o ensaio de incrustacao para avaliar
a capacidade de reducéao de biofilme. Esses estudos demonstraram que fragmentos
de cateter urinario revestidos com AgNP possuiam a capacidade de reduzir a
formacao de biofilme e evitar a incrustagcao de P. mirabilis (SAIKAWA et al., 2024;
WANG et al., 2015). No entanto, os trabalhos citados apresentaram resultados
preliminares e nao realizaram o ensaio de modelo de bexiga in vitro. Nossos
resultados ndo corroboram com a perspectiva dos achados anteriores, sendo que
nao houve diferenga entre os testes em modelo de bexiga in vitro com o cateter
revestido e o controle para P. mirabilis.

Nossa hipotese inicial era de que o cateter revestido com AgNP
seria eficaz na inibicado da formacao de biofilmes e incrustagdes por P. mirabilis. No
entanto, os testes realizados em modelo de bexiga in vitro demonstraram que nao
houve diferenga entre o cateter revestido e o controle. Esses resultados sugerem
que a infecgao por P. mirabilis em cateteres pode ser mais complexa e multifatorial
do que se imaginava, demandando investiga¢des adicionais para compreender 0s
mecanismos envolvidos.

Os resultados obtidos no teste em modelo de bexiga in vitro
demonstram que a capacidade de producdo do biofilme no cateter pode ser
relacionado a densidade celular bacteriana e a producéo de urease pelas bactérias,
observado em K. pneumoniae e P. mirabilis, possibilitando produgéo de biofilme no
tanto no cateter pristino quanto no cateter revestido.

A atividade da urease de P. mirabilis eleva o pH da urina, isso
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ocasiona a formacado de cristais de apatita a estruvita, podendo ter um efeito
protetor, ndo permitindo o contato do microrganismo com as nanoparticulas de
prata, impedindo desta forma sua acdo. Em K. pneumoniae, a atividade da urease
pode atuar de maneira semelhante a de P. mirabilis, formando cristais e impedindo
a acao das AgNP. No entanto, a urease de K. pneumoniae nao apresenta a mesma
eficiéncia enzimatica que a de P. mirabilis (BROOMFIELD et al., 2009).

Estudos anteriores tém buscado desenvolver estratégias que visem
evitar a formagéo de biofiime em cateteres urinarios por uropatégenos. Estudos
como o de Rani et al., (2016) e Burns et al., (2021), usam estratégias que consistem
no tratamento da urina artificial com compostos visando evitar a adesao,
colonizagao e formacgao de biofilme nestes dispositivos (BURNS; MCCOY; IRWIN,
2021; RANI et al., 2016). Os testes realizados desta forma demonstram-se
resultados positivos e sao considerados promissores no tratamento de infegdes
relacionadas a cateter. Porém, abordagens semelhantes em pacientes podem ser
mais complexas devido a diversos fatores, inclusive respostas imunoldgicas. Além
disso, fatores clinicos, como o tempo de uso do cateter, a frequéncia de substituicao
e a suscetibilidade individual do paciente, podem influenciar significativamente a
eficacia dessas estratégias. Contudo, para implementacgao clinica, futuros estudos
em modelos in vivo sao necessarios, incluindo a avaliagao da toxicidade prolongada

das AgNP e sua potencial liberagdo no organismo.

7 Conclusao

O presente estudo demonstrou a excelente capacidade bactericida
que AgNP possuem contra as cepas analisadas. Ademais, esse antimicrobiano
possui excelente atividade antibiofilme nos testes realizados, porém atividade das
AgNP é limitada quando se trata de destruir um biofilme pré-formado.

E importante ressaltar que o cateter urinario revestido com AgNP
provou ser notavelmente eficaz na prevengao da formacéao de biofilme por E. coli,
um agente etioldgico comum de infecgdes do trato urinario. A presenca de AgNP
no revestimento do cateter inibiu significativamente a adesao e proliferacdo de E.
coli, reduzindo assim o risco de infecgdes associadas ao cateter. Para K.
pneumoniae, o cateter revestido reduziu a formagao de biofiime em ambas as

concentragdes testadas. A eficacia do revestimento foi dependente da densidade
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do indculo bacteriano e das espécies bacterianas, sugerindo que o nivel de protegéo
pode variar dependendo da carga bacteriana e das espécies presentes.

Por outro lado, o cateter revestido com nanoparticulas de prata ndo
demonstrou a mesma eficiéncia contra P. mirabilis. A falta de eficacia contra esse
patdgeno especifico ndo indica a falta de ag&o contra outros uropatégenos. Futuras
investigagbes devem explorar modificagbes no design, métodos de revestimento
interno e composi¢ao das nanoparticulas, bem como a otimizacdo das condicbes
de aplicagao, para ampliar o espectro de acdo do revestimento e melhorar a

protecédo contra uma gama mais ampla de patégenos.
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Abstract

Catheter-associated urinary tract infections (CAUTI) are among the most common nosocomial
infections. Therefore, this study developed a method for coating urinary catheters with
BioAgNP using polydopamine as an anchoring agent. The nanoparticles presented a minimum
inhibitory concentration (MIC) of 125 pM and a minimum bactericidal concentration (MBC)
of 250 uM for all strains tested. Concentrations equal to or greater than the MIC inhibited
biofilm formation on polystyrene plates, while preformed biofilms required higher
concentrations. The coating was applied to the internal part of the catheter, and the presence of
silver was confirmed. In an in vitro bladder model, the coated catheter inhibited E. coli biofilm
formation and reduced biofilm formation by K. pneumoniae, but not by P. mirabilis. The
efficiency against E. coli and K. pneumoniae was dependent on the initial bacterial load. These

results suggest that although silver nanoparticle coating has the potential to prevent urinary
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catheter-associated infections, its efficacy varies depending on the bacterial species and initial

colonization conditions.

Keywords: Antimicrobial coating; CAUTTI; Infection control; /n vitro bladder model.

Introduction

Catheter-associated urinary tract infections (CAUTIs) represent a significant global
healthcare challenge, ranking among the most prevalent healthcare-associated infections [1].
A variety of pathogens can cause these infections, with Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, and Proteus mirabilis being frequently implicated [2]. The ability of these
pathogens to establish persistent infections and develop resistance to standard antimicrobial
therapies creates a considerable obstacle in the effective management of UTIs, particularly
in patients with indwelling urinary catheters [3, 4].

Biofilm formation on the surface of urinary catheters is a key factor in the
development of CAUTIs. Biofilms protect bacterial pathogens from the host’s immune
defenses and enhance their resistance to various antimicrobial treatments. Additionally,
biofilms can serve as reservoirs, facilitating the reinfection of the urinary tract and
compromising treatment effectiveness due to recurrent infections [5].

The prevention of biofilm formation on catheters has become a major focus of
research, with strategies aimed at inhibiting pathogen adhesion and subsequent biofilm
development [5]. One promising approach involves coating urinary catheters with silver
nanoparticles (AgNP), including biogenic AgNP, which have demonstrated potential for
preventing biofilm formation on these medical devices [6, 7].

The use of polydopamine (PDA) to anchor antimicrobial substances onto medical
device surfaces has emerged as a promising approach for preventing device-associated
infections. PDA exhibits unique adhesive properties, enabling its attachment to a wide range
of materials, including AgNP [6-8].

Therefore, this study aimed to develop a coating methodology for urinary catheters
using AgNP as an antimicrobial agent and to evaluate the efficacy of this coating in reducing

biofilm formation by uropathogenic bacteria in an in vitro bladder model.

Materials and methods
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Bacterial strains

This study utilized the bacterial strains E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC
600703, and P. mirabilis ATCC 7002. Cultures were maintained in Tryptic Soy Broth (TSB)
(Difco, Becton Dickinson, Sparks, MD, USA) supplemented with 25% glycerol at -20 °C.

Biogenic Silver Nanoparticles

Biogenic silver nanoparticles (BioAgNP), marketed as NanoVerdeAg™, (GRAL
Bioativos™, Brazil). These BioAgNP were synthesized using Trichilia catigua extract and
had an average diameter of 82.73 nm, a zeta potential of -23.27 mV, and a polydispersity
index (PI) of 0.17.

Determination of Minimum Inhibitory and Bactericidal Concentrations

The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined using the broth
microdilution method in a 96-well plate with a final volume of 100 pL, following the
guidelines of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). Eight
concentrations (1000 uM, 500 uM, 250 uM, 125 uM, 62.5 uM, 31.25 uM, and 15.625 uM)
were tested in triplicate. The initial preparation was conducted in 50 pL of Mueller-Hinton
Broth (MHB) (BD DIFCO™, USA) with twice the final concentrations of AgNP.
Subsequently, 50 uL of each bacterial strain, adjusted to a cell density of 1.5 x 10¢ CFU/mL,

was inoculated into each well, achieving the desired final concentration.

The MIC was determined visually and defined as the lowest concentration of AgNP
capable of completely inhibiting microbial growth. The minimum bactericidal concentration
(MBC) was defined as the lowest concentration of AgNP required to eliminate at least 99.9%
of bacteria during the treatment period (NCCLS, 1999). All tests were performed in triplicate.

Time-kill curve

The time-kill curve assay was conducted in accordance with the guidelines established
by the CLSI (CLSI, 1999). The assessment involved evaluating bacterial viability at specific
time intervals: 0, 15, and 30 minutes, as well as 1, 2, 4, 8, 12, and 24 hours post-incubation.

The experiment included both a positive growth control (bacteria without treatment) and
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samples treated with the MBC previously determined for each bacterial strain. Colony counts
were performed at each time point, and the data were used to generate a graph illustrating the

relationship between log10 CFU/mL (colony-forming units per milliliter) and time.

Biofilm formation inhibition assay

The biofilm formation inhibition assay was conducted following the methodology
described by [9]. The assay was performed in 96-well polystyrene plates, with each well
containing a final volume of 200 pL. Colonies cultivated on Mueller-Hinton Agar (MHA)
(BD DIFCO™, USA) were suspended and adjusted to a 0.5 McFarland standard (equivalent
to 1.5 x 10 CFU/mL). Subsequently, 10 pL of this adjusted suspension was inoculated into
990 uL of MHB. Aliquots of 100 pL of this inoculum-containing solution were then added,
in sextuplicate, to 100 pL of sterile MHB supplemented with varying concentrations of AgNP
(1000 uM, 500 puM, 250 puM, 125 uM, 62.5 uM, and 31.25 uM). The plates were then
incubated at 37°C for 24 hours.

The biofilm inhibition activity of AgNP was calculated using the formula:

o 0D sample — 0D negative control
Biofilm inhibition = ( — _ ) -
0D positive control — 0D negative control

Biofilm destruction activity

The microorganisms were cultivated on MHA for 18-24 hours at 37°C to allow for
colony formation. The resulting colonies were then suspended in MHB broth to achieve a
standard turbidity of 0.5 on the McFarland scale, equivalent to a cell density of 1.5x10%
CFU/mL. This suspension was subsequently diluted in MHB to yield an inoculum of
approximately 1.5x10° CFU/mL. Following this, 200 pL of the diluted inoculum were
transferred to individual wells of polystyrene microplates. The microplates were incubated
at 37°C for 24 hours to facilitate biofilm formation. After the incubation period, the wells
were washed three times with 200 puL of PBS (containing 0.115% Na2HPO4, 0.02%
KH2PO4, 0.8% NaCl, and 0.02% KCI at pH 7.4) to effectively remove any non-adhered
cells.

The following concentrations were evaluated: 32.25, 62.5, 125, 250, 500, and 1000
uM. Solutions were prepared in MHB, and 200 puL of each concentration were applied to the
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established biofilm. The plates were then incubated for an additional 24 hours at 37°C. All
tests were performed in sextuplicate.

Following the incubation period, the well contents were aspirated, and the wells were
washed three times with 100 pL of PBS. An MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) solution (Roche™, Germany) was prepared in PBS at a
concentration of 0.5 mg/mL, filter-sterilized, and stored at -20°C. Subsequently, 100 uL of
the MTT solution were added to each well, and the plate was incubated for 4 hours at 37°C
in the dark. Absorbance was measured at 570 nm using a spectrophotometer.

To calculate the percentage of cell viability of biofilms, the following formula was

used:

0D Sample — OD negative control 100

% of biofilm destruction = — - X
bof biof 0D positive control — OD negative control

Urinary catheter coating

Three-way, size 24, siliconized latex Foley catheters (Solidor™, Brazil) were coated
following a previously described protocol [6]. Briefly, the coating was applied by internally
perfusing the catheter with the formulated substances. Dopamine hydrochloride (Sigma-
Aldrich™, Germany) served as the anchoring agent, and BioAgNP were used as the
antimicrobial substance.

Thus, the urinary catheter coating was applied by internally perfusing the catheter
with the formulated substances (ESM Fig. S1). Briefly, 20 mL of a dopamine hydrochloride
solution (2 mg/mL in 10 mM Tris-base, pH 8.5) was passed through the catheter lumen at a
flow rate of 30 mL/min for 24 hours. Subsequently, 20 mL of a 5 mM AgNP solution was
passed through the catheter lumen at the same flow rate and duration. This process was
repeated until a catheter with three alternating layers of polydopamine and AgNP was

obtained, with the final layer consisting of AgNP.

Scanning electron microscopy and composition analysis

Catheter segments (both pristine and coated) were sputter-coated with carbon using
a BAL-TEC SCD 050 (Bal-tec™, USA) carbon evaporator. Subsequently, the samples were

examined using a TESCAN VEGA scanning electron microscope (Tescan™, Czech).
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Secondary electron imaging was used to assess surface topography, and energy-dispersive
spectroscopy was employed to analyze elemental composition.

Artificial urine

Synthetic urine (SU) was prepared with the following components: CaCl (0.49 g/L),
NaCl (4.6 g/L), MgCl.-6H20 (0.65 g/L), Na.SOa4 (2.3 g/L), trisodium citrate (0.65 g/L),
KH:POs4 (2.8 g/L), sodium oxalate (0.02 g/L), KCI (1.6 g/L), NH4ClI (1.0 g/L), urea (25.0
g/L), gelatin (5.0 g/L), and tryptic soy broth (5.0 g/L). The basal medium, excluding urea
and calcium chloride, was sterilized by autoclaving. Urea and calcium chloride solutions
were prepared separately, sterilized by filtration using a 0.22 um membrane, and then added

to the sterile basal medium.

In vitro bladder model assay

The in vitro bladder model was constructed based on a previously described method
[10], with modifications as outlined in [11]. The bladder was secured to a universal support
within a laminar flow hood. A size 24, three-way, siliconized latex Foley catheter was
aseptically inserted into the bladder chamber, and the retention balloon was inflated with 30
mL of sterile, deionized water. A sterile Erlenmeyer flask was positioned below the catheter
to collect drained urine. Artificial urine was continuously infused into the catheter's inner
chamber at a rate of 0.5 mL/min. As the bladder filled, excess urine drained through the
catheter into the collection flask.

Prior to testing, 20 pL of the bacterial inoculum was introduced into the catheter tip
(Section 1, ESM Fig. S2, adapted from [12]) and allowed to rest for 30 minutes to facilitate
bacterial adhesion. Experiments were conducted using two bacterial inoculum densities: 1.5
x 10%and 1.5 x 108 CFU/mL. The in vitro bladder model test lasted 72 hours. Samples were
collected at various time points (0, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 60, and 72 h) for CFU enumeration
and pH measurement. Each bacterial strain was tested with both an uncoated catheter
(control) and a coated catheter (treatment).

At each predetermined time point, the catheter was removed, and a 1 cm segment
immediately below the retention balloon was aseptically excised (Section 2, ESM Fig. S2,
adapted from [12]). This segment was washed twice in buffered saline and then sonicated for
10 minutes to dislodge the biofilm. Following sonication, serial dilutions were performed to
enumerate viable biofilm cells in CFU. The number of CFU was determined to calculate the

CFU per cm of catheter length.
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Statistical analysis

All tests were performed in triplicate. The results obtained were demonstrated by the
mean driven by the standard deviation. The R package statmod (https://cran.r-
project.org/web/packages/statmod/statmod.pdf) was used to compare the death and test
curves in the in vitro model using permutation tests. The p-values were calculated by

simulation, and values less than p <0.05 were considered statistically significant.

Results
Minimum inhibitory and minimum bactericidal concentration

The minimum inhibitory and bactericidal concentrations were determined for the
tested strains. The MICs for E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 600703 and P.
mirabilis ATCC 7002 were 125 uM and the MBC was 250 uM.

Inhibition of biofilm formation

A range of AgNP concentrations was tested, including sub-inhibitory concentrations
(31.25 uM and 62.5 uM) and inhibitory concentrations (125 uM to 1000 uM). The results are

presented in Figure 1.
Time kill curve

A kill curve assay was performed using the bactericidal concentration of AgNP for
the tested strains. A reduction in cell viability was observed for all strains within the first 15
minutes of contact with the nanoparticles. P. mirabilis ATCC 7002 and K. pneumoniae
ATCC 700603 exhibited complete loss of cell viability approximately 1 hour after the start
of the assay, while E. coli ATCC 25922 demonstrated complete loss of viability in

approximately 2 hours. The time-kill curves for all bacteria are presented in Figure 2.

Biofilm destruction

Pre-formed biofilms were treated with AgNP concentrations ranging from 31.25 uM
to 1000 pM. E. coli biofilms exhibited reduced cell viability after treatment with sub-
inhibitory concentrations. Increasing AgNP concentrations further reduced biofilm viability.

For K. pneumoniae, the sub-inhibitory concentration of 31.25 uM did not reduce biofilm
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viability; instead, viability increased compared to the control. Subsequent increases in AgNP
concentration correlated with reductions in biofilm viability. P. mirabilis biofilms showed
increased metabolic activity at concentrations from 31.25 uM to 250 uM compared to the
control. At 500 uM and 1000 uM, however, P. mirabilis biofilm viability decreased. The

results of the biofilm disruption assay are presented in Figure 3.

Urinary catheter coating

The inner surface of the urinary catheter was coated using polydopamine as an
anchoring agent for the AgNP. A polydopamine solution was perfused through the catheter
lumen at a flow rate of 30 mL/min for approximately 24 hours. Under appropriate conditions,
polydopamine self-polymerizes and adheres to surfaces, undergoing a color change from
colorless to brownish during this process. Figure 4 illustrates the difference between a
pristine (uncoated) catheter and a coated catheter with three alternating layers of
polydopamine and AgNP, with the outermost layer consisting of AgNP. The dark coloration
(Figure 4B) confirms the successful coating, indicating both dopamine polymerization and

the subsequent deposition of AgNP layers.

Characterization of the internal surface of the urinary catheter

The inner surface of both pristine and coated catheters was characterized using EDS.
Catheter fragments were analyzed to identify the elemental composition of their surfaces.

EDS analysis confirmed the presence of silver on the inner surface of the coated
catheter and its absence in the pristine catheter, demonstrating the effectiveness of silver
immobilization in the coating process. Table 1 presents the other elements identified by EDS
in the catheter coating, in addition to silver.

Figure 5 is an image obtained through scanning electron microscopy in association
with EDS analysis. The image demonstrates the presence of silver adhered to the internal

surface of the catheter.

In vitro bladder model assay

The in vitro bladder model assay was conducted using both pristine (uncoated)

catheters as controls and coated catheters as the treatment group. For all tested bacterial
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strains, the assay was performed using two initial inoculum concentrations: 1.5 x 10° and 1.5
x 108 CFU.

The assay performed with E. coli is shown in Figure 6A. With an initial inoculum
concentration of 1.5 x 10° cells/mL, a reduction in the number of bacterial cells released in
the urine was observed within the first hour for the coated catheter (treatment group). In
contrast, the uncoated catheter (positive control group) showed an increase in the number of
cells released throughout the assay.

Biofilm formation on the catheters was quantified by direct viable cell counts (Figure
6B). The control catheter (uncoated) exhibited a bacterial load of Logio 6.83, while no
biofilm formation was observed on the coated catheter.

These two evaluations illustrate the process of catheter-associated adhesion and
colonization. The coated catheter effectively prevented E. coli cell adhesion, thereby
inhibiting bacterial multiplication within the catheter lumen. This inhibitory effect is
evidenced by the absence of bacterial cells released into the urine during the assay.
Furthermore, the coating prevented cell adhesion to the catheter surface, thus averting
colonization and subsequent biofilm formation.

For K. pneumoniae, in the assay with an initial inoculum of 1.5 x 10° cells/mL,
evaluation of cell release in artificial urine showed a greater release of cells in the positive
control. This difference is likely attributed to the reduced number of bacterial cells adhering
to the coated catheter (Figure 6C). The biofilm formed by K. pneumoniae on the coated
catheter was significantly smaller (Logio 3.56) compared to the positive control (Logio 5.52)
(Figure 6D).

Evaluation of the catheters was also performed with P. mirabilis. In the assay using
an initial inoculum of 1.5 x 10® CFU, minimal differences were observed between the
positive control and the coated catheter. The release of viable cells in the coated catheter was
similar to that observed in the control (Figure 6E). Biofilm formation after 72 hours was
Logio 6.90 for the positive control and Logio 7.05 for the coated catheter (Figure 6F).

The assay with E. coli was also performed with an initial inoculum concentration of
1.5 x 10® cells/mL, yielding different results. Figure 7A shows an increase in the number of
bacterial cells released into the urine in both the positive control and coated catheter groups.
Biofilm formation was observed on both the positive control and coated catheters, although
the biofilm on the coated catheter appeared to be less extensive (Figure 7B).

For K. pneumoniae, in the assay with an initial inoculum of 1.5 x 10® cells/mL,

evaluation of cell release in artificial urine demonstrated lower cell release in the coated
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catheter group compared to the control group (Figure 7C). The biofilm formed on the coated
catheter was also smaller (Logio 3.81) compared to the control (Logio 6.42) (Figure 7D).
The assay with P. mirabilis, using an initial inoculum of 1.5 x 10® CFU, showed
minimal differences between the positive control and the coated catheter. The release of
viable cells from the coated catheter was slightly lower compared to the control (Figure 7E).
After 72 hours, biofilm formation was Logio 7.45 on the positive control and Logio 7.42 on

the coated catheter (Figure 7F)

Discussion

The antibacterial activity of AgNP is well documented in the literature and is
attributed to the release of silver ions (Ag+), which induce the formation of free radicals and
oxidative stress [13, 14]. Both minimum inhibitory and bactericidal activity are directly
influenced by the specific characteristics of the AgNP employed, including size, shape,
synthesis method, and concentration [15, 16].

Studies evaluating the activity of AgNP against E. coli, K. pneumoniae, and P.
mirabilis have demonstrated their efficacy against these bacteria. The study by Scandorieiro
et al. (2016) evaluated the MIC for E. coli ATCC 25922 and K. pneumoniae ATCC 700603,
reporting values of 62.25 uM and 125 uM, respectively. These results are consistent with
those obtained in the present study, where the MIC was 125 uM for all tested strains [17].
Saikawa et al. (2024) evaluated the MIC of bio-AgNP in a clinical isolate of P. mirabilis and
obtained a value of 62.25 uM, which is also similar to the findings of the present study [7].

In addition to the MIC, the MBC was also evaluated. Scandorieiro et al. (2016) and
Saikawa et al. (2024) reported MBC values equivalent to their respective MICs. In the
present study, however, the MBC was twofold the MIC for all tested strains, i.e., 250 pM.
Similarly, Wypij ef al. (2021) also observed the MBC of K. pneumoniae to be twice the
inhibitory concentration [7, 17, 18].

Similar to MIC and MBC, the time required for bacterial inactivation in the time-kill
assay is influenced by the specific characteristics of the AgNP. Furthermore, the bactericidal
effect of silver nanoparticles is attributed to a combination of factors, including physical
damage to the cell membrane, nanoparticle penetration and accumulation, the duration of the
bacterial latency phase, and the subsequent exponential death of bacterial cells [19, 20]. These
combined effects disrupt bacterial growth, ultimately leading to cell inactivation and loss of
viability [21, 22].

Regarding antibiofilm activity and biofilm disruption, the present study highlights the



67

importance of preventative treatment strategies targeting initial biofilm formation. Treatment
of pre-formed or mature biofilms requires significantly higher AgNP concentrations for
effective disruption [23, 24]. Conversely, lower concentrations are sufficient to prevent initial
biofilm formation. While AgNP demonstrate efficacy in preventing biofilm development,
their capacity to eradicate established biofilms is limited, with only partial removal observed
even at higher concentrations. Furthermore, exposure to sub-lethal AgNP doses can
paradoxically stimulate biofilm formation, counteracting the intended effect [23, 24].
CAUTISs pose a significant challenge due to biofilm formation, which complicates
treatment and contributes to increased antimicrobial resistance. Consequently, previous
studies have explored coating catheter fragments with AgNP on both the external and internal
surfaces to prevent biofilm development [6, 7, 25]. While AgNP exhibit promising
antimicrobial properties [26], high concentrations can exhibit toxicity to human cells [27].
Therefore, coating urinary catheters with high AgNP concentrations may not be a viable
solution due to potential cytotoxic effects. To address these concerns, we developed a
methodology for internal catheter coating, limiting AgNP contact to the urine and potential
pathogens, thus minimizing exposure to the user [6, 7].

Coating methodologies employing PDA have demonstrated their ability to immobilize
silver on urinary catheters [6, 7, 28]. Our results confirm the effectiveness of the coating
methodology used, as evidenced by the presence of silver on the coated catheters. PDA
exhibits self-polymerization at alkaline pH, forming macromolecular networks that facilitate
AgNP adhesion [6]. This property enables the immobilization of AgNP on various medical
devices, including the urinary catheters used in this study.

The in vitro bladder model assays demonstrated that the coated catheter effectively
prevented biofilm formation and E. coli cell release with a low initial inoculum (1.5 x 10°
CFU). However, with a higher inoculum (1.5 x 10® CFU), biofilm formation was observed
even on the coated catheter. These results suggest that, while promising, the AgNP coating
may have limitations, particularly in cases of high bacterial loads.

For K. pneumoniae, the coated catheter reduced the number of biofilm-forming cells
at both concentrations tested. This demonstrates the coating's effectiveness in mitigating
biofilm formation [28].

Previous studies employing fouling assays to evaluate biofilm reduction have
demonstrated that AgNP-coated urinary catheter fragments can reduce biofilm formation and
prevent P. mirabilis fouling [6, 7]. However, these studies presented preliminary findings and

did not utilize the in vitro bladder model. Our results, using this model, do not align with
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these prior observations, as we found no significant difference between the coated catheter
and the control for P. mirabilis.

Our initial hypothesis was that the AgNP-coated catheter would effectively inhibit P.
mirabilis biofilm formation and encrustation. However, in vitro bladder model assays
demonstrated no significant difference between the coated catheter and the control. These
results suggest that P. mirabilis catheter-associated infection may be more complex and
multifactorial than previously understood, warranting further investigation into the underlying
mechanisms.

The results obtained from the in vitro bladder model assays suggest that biofilm
production on the catheter is influenced by both bacterial cell density and urease production.
This was observed for K. pneumoniae and P. mirabilis, where biofilm formation occurred on
both pristine and coated catheters. The urease activity of P. mirabilis elevates urine pH,
leading to the formation of apatite and struvite crystals. These crystals may provide a
protective effect, hindering the microorganism's contact with, and thus the efficacy of, silver
nanoparticles.

Prior studies have explored strategies to prevent uropathogen biofilm formation on
urinary catheters. For example, Rani et al. (2016) and Burns et al. (2021) investigated
treating artificial urine with compounds to inhibit adhesion, colonization, and biofilm
formation on these devices [29, 30]. Such in vitro approaches have yielded promising results
for combating catheter-related infections. However, in vivo application in patients may be
more complex due to factors such as individual immunological responses, catheter
indwelling time, replacement frequency, and patient-specific susceptibility. Therefore,
future studies employing in vivo models, including assessments of prolonged AgNP toxicity

and potential release within the organism, are crucial for clinical translation.

Conclusion

This study demonstrated the potent bactericidal activity of AgNP against the tested
bacterial strains. Furthermore, while this antimicrobial agent exhibited significant antibiofilm
activity in vitro, its efficacy against mature biofilms was limited.

Importantly, the AgNP-coated urinary catheter proved remarkably effective in
preventing E. coli biofilm formation, a common etiological agent of urinary tract infections.
The presence of AgNP in the catheter coating significantly inhibited E. coli adhesion and

proliferation, thereby reducing the risk of catheter-associated infections. For K. pneumoniae,
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the coated catheter reduced biofilm formation at both tested concentrations. However, the
coating's effectiveness was dependent on both bacterial inoculum density and bacterial species,
suggesting that the level of protection may vary depending on the bacterial load and species
present. Conversely, the coated catheter did not demonstrate comparable efficacy against P.
mirabilis. This lack of activity against P. mirabilis does not preclude its effectiveness against
other uropathogens.

Future research should investigate modifications to the coating design, internal coating
methods, and nanoparticle composition, as well as optimization of application parameters, to
broaden the coating's spectrum of activity and enhance protection against a wider range of

uropathogens.
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ABSTRACT

The potability of water, including underground sources, is constantly affected by human activities. To assess water quality and water security
in rural and urban areas of southern Brazil, a quantitative, retrospective analysis of water samples collected monthly by the Brazilian health
authorities (19,687 samples from 2013 to 2021) was performed. In rural areas, 5,979 water samples (77.54%) were found to be contaminated
by coliform bacteria and 3,431 (44.50%) by Escherichia coli. In addition, 1,616 (20.95%) of the contaminated samples were significantly cor-
related with rainfall amount. In urban areas, 1,268 (10.95%) of the samples contained coliform bacteria and 293 (2.53%) of these samples
contained E. coli, with the factor of rainfall associated with 1,081 samples (9.33%) with bacterial contamination. in terms of physicochemical
parameters, turbidity exceeded the national standard (3 uT) in 448 (2.32%) samples and fluoride fell below the required level (0.8 mg/L) in 106
samples (0.534%). The presence of free residual chlorine (0.2-2.0 mg/L} was verified in 846 samples (14.38%) in rural areas and in 10,823
samples (56.13%) in urban areas. These results suggest a strong association between rainfall factors and physicochemical alterations, as
well a5 the risk of greater microbial contamination of water for human consumption.
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Abstract

Maorganella morganii 1s a bacterium belonging to the normal intestinal microbiota and the environment: however, in immu-
nocompromised individuals, this bacterium can become an opportunistic pathogen, causing a series of diseases, both in
hospitals and in the community. being urinary tract infections more prevalent. Therefore, the objective of this study was to
evaluate the prevalence, virulence profile, and resistance to antimicrobials and the clonal relationship of 1solates of urinary
tract infections (UTI) caused by M. maorganii, both in the hospital environment and in the community of the municipality of
Londrina-PR, in southern Brazil, in order to better understand the mechanisms for the establishment of the disease caused
by this bacterium. Our study showed that M. morganii presents a variety of virulence factors in the studied isolates. Hospital
strains showed a higher prevalence for the virulence genes zapA, iutA, and fimH. while community strains showed a higher
prevalence for the ireA and intA genes. Hospital isolates showed greater resistance compared to community isolates, as well
as a higher prevalence of multidrug-resistant (MDR} and extended-spectrum beta lactamase (ESBL)-producing isolates.
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Abstract

This study aimed to characterize the virulence factors and antimicrobial resistance of Providencia stuariii, an opporiun-
istic pathogen that causes human infections. We examined 45 isolates of P stuarfii both genotypically and phenotypi-
cally by studying their adherence to Hela cells, biofilm formation, cytotoxicity and antimicrabial resistance, and analysed
their genomes for putative virulence and resistance genes. This study found that most isolates possessed multiple viru-
lence genes, including fimaA, mrkA, foth, ivth, ireA and hiyA, and were cytotoxic to Vero cells. All the isolates were resist-
ant to amoxicillin plus clavulanic acid, levofloxacin and sulfamethoxazale plus trimethoprim, and mast weara resistant to
ceftriaxone and cefepime. All isolates harboured extended-spectrum beta-lactamase coding genes such as bla, . and
23/45(51.11%) of them also harboured bia_, ... The gene KPC-2 (carbapenemase) was detected in B/45(17.77%) Isalates.
This study also found clonality ameng the isolates, indicating the possible spread of the pathogen among patients at the
hospital. Thesa results have significant clinical and epidemiclogical implications and emphasize the importance of a can-
tinued understanding of the virulence and antimicrobial resistance of this pathogen far the prevention and treatment of
future infections.

ANEXO F - Saikawa et al., 2024.

Current Microbiology (2024) 81:100
hittps:/{dalorg10.1007/s00284-024-03616-w

=

Gl 1o
Lgduten

Green-Synthesized Silver Nanoparticles in the Prevention
of Multidrug-Resistant Proteus mirabilis Infection and Incrustation
of Urinary Catheters BioAgNPs Against P. mirabilis Infection

Gustavo Issamu Asai Saikawa' - Gustavo Henrique Migliorini Guidone' - Sandriele Aparecida Noriler” -
Guilherme Fonseca Reis” - Admilton Gongalves de Oliveira®® - Gerson Nakazato® - Sergio Paulo Dejato Rocha' (™

Recelved: 31 January 2023 / Accepted: 10 January 2024 / Published enline: 19 February 2024
& The Author(s), under exclusive licence to Springer Sclence+Business Media, LLC, part of Springer Nature 2024

Abstract

This study aimed to assess the activity of AgNPs biosynthesized by Fusaritm oxysporum (bio-AgNPs) against multidrug-
resistant uropathogenic Protens mirabilis, and to assess the antibacterial activity of catheters coated with bio-AgNPs. Broth
microdilution and time-kill kinetics assays were used to determine the antibacterial activity of bio-AgNPs. Catheters were
coated with two (2C) and three (3C) bio-AgNPs layers using polydopamine as crosslinker. Catheters were challenged with
urine inoculated with P. mirabilis to assess the anti-incrustation activity. MIC was found to be 62.5 pmol I-1, causing total
loss of viability after 4 h and bio-AgNPs inhibited biofilm formation by 76.4%. Catheters 2C and 3C avoided incrustation
for 13 and 20 days. respectively, and reduced biofilm formation by more than 98%. while the pristine catheter was encrusted
on the first day. These results provide evidence for the use of bio-AgNPs as a potential alternative to combat of multidrug-
resistant P mivabilis infections.
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Abstract

Proteus mirabilis, a microorganism distributed in soil, water, and animals, is clinically known for causing urinary tract
infections in humans. However, recent studies have linked it to skin infections in broiler chickens, termed avian cellulitis,
which poses a threat to animal welfare. While Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC) 1s the pnmary cause of avian
cellulitis, few cases of P mirabilis involvement are reported, raising questions about the factors facilitating such occur-
rences. This study employed a pan-genomic approach to investigate whether unique genes exist in P mirabilis strains
causing avian celluliis. The genome of LBUEL-A33, a P mirabilis strain known to cause this infection. was assembled.
and compared with other P mirahilis strains isolated from poultry and other sources. Additionally, in silico serogroup
analysis was conducted. Results revealed numerous gencs unique to the LBUEL-A33 strain. No function in cellulitis
was identified for these genes, and in sifico investigation of the virulence potential of LBUEL-A33"s exclusive proteins
proved inconclusive. These findings support that multiple factors are necessary for P mirabilis to cause avian cellulibs.
Furthermore, this species likely employs its own unique arsenal of virulence factors, as many identified mechanisms are
analogous to those of £ coli. While antigenic gene clusters responsible for serogroups were identified. no clear trend was
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Abstract

This study analyzes the resistance and virulence profiles of Proteus mirabilis isolates obtained from patients admitted
to the University Hospital of Londrina, Parand, between 2019 and 2022. We evaluated the antimicrobial resistance phe-
notypes, gencs assoclated with resistance, biofilm formation through a phenotypic assay, and the presence of specific
virulence genes. When comparing the “pre-pandemic” (2019) and “pandemic™ (2020-2022) peniods, we observed an
increase 1n resistance rates to all tested antimicrobials. Multidrug-resistant (MDR) pathogens producing extended-spec-
trum B-lactamase (ESBL) phenotypes were isolated in both periods, but their occurrence was significantly higher during
the pandemic. We also observed an increase in the frequency of nearly all studied resistance genes. The virulence profiles
remained largely unchanged. Analysis of patients’ clinical and demographic data revealed that those hospitalized during
the pandemic were older. required longer hospital stays. and had a higher usage of invasive devices. These findings suggest
that the recent COVID-19 pandemic has impacted the antimicrobial resistance of P mirabifis. a bacterium of significant
clinical interest associated with unnary tract infections {UTIs) and healthearc-associated infections (HAIs).
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RESUMO: O= génerns Frofews, Movgansls
e Providencis sao composios por baciloa
Gram-negativos com flagelos peritriquioe,
frequememanes agrupados na tribo Frotess.
Embora - muites  espécies  dessa  tribo
sejam comensals, vares 1Bm relevdncia
clinica ianto na medicina humana quanio
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estudado, especiatments devido & sua
associacdo predominante com infecgten
do Eaio uinaro (ITU) em  humanoe,
notadamente &5 espécies P miabils,
P wuigans & P penner.  Frowdsnog
& Mogansls  lambém  s80  egentsa
causadores desses infecgdes. Mo entanto,
varias aspécies 18m papel pouco explorado
ou desconhecido como patdgencs, dado
que noves espécies 1Bm sido descobertas
recentements. A partir desse contexto, el
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RESUMO: A 80U & Um recurso vial para
& vida na Terra, desempenhando um papel
essencial em diversos aspectos, deade
4 manuiengan da salde humana ateé o
suporis aoe ecossistemas. Sus importéncia
& ingquestiondwed, pols & necessana para a
sobrevivéncta de odas as formas de vida
conhecldas, A qualidage ©a agua pode
ser afetada por fetores {lsico-guimicos,
{como temperatura, pH, trbidez, cloro
e Ffuorsins), & microbioldgicos  (como
presenga de colfommes € Eschenchia colf).
No entanio, & gualidade microblodogica da
ague & de parscular preocupagéo, pols &
presenga de microrganismos paiogénicos
e representar uma ameaga significativa
& salde plblica. A andlise microbiclogica
dd dgua & uma Temamenta fundamental
para avallar & qualidade  microbiodbgica
€ garanilr Que 3 AQUE 583 SEQUTA para
consumo. Exisiem melodos tradiclonals e
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