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Resumo

O cateter uretral de longa permanéncia tem papel de destaque
para pacientes com retengdo urindria, com obstrucdo de
bexiga, com danos neurolégicos e outras doencgas. A urina
contém sais minerais, que em pH alcalino se precipitam,
cristalizam-se e bloqueiam o cateter urolégico. A cristalizagdo
dos componentes i6nicos da urina ocorre em presenca de
urease, enzima produzida por Proteus mirabilis. Esta bactéria
tem a capacidade de aderir a superficies inanimadas e formar
biofilme. O objetivo deste estudo foi observar a formagao de
biofilme cristalino na superficie luminal de cateter urolégico
de latex siliconizado, por meio de microscopio eletronico de
varredura, apds a canalizacdo de urina artificial infectada
com Proteus mirabilis. O experimento foi realizado in vitro,
em sistema de fluxo dindmico. A urina artificial, composta
de sais de calcio, magnésio, fosfatos, uréia e albumina de
ovo, foi infectada com Proteus mirabilis ATCC 25933. O fluxo
da urina canalizada foi interrompido apds a cristalizagdo
dos componentes i6nicos. A cristalizagdo foi observada
apo6s a alcalinizagdo da urina. A microscopia eletrdnica de
varredura demonstrou a presenga de cristais e morfologias
tipicas de bacilos embutidos em massa amorfa. O presente
estudo mostrou que a incrustagdo pode limitar o uso de
cateter urolégico de longa permanéncia.

Palavras-chave: Biofilme cristalino, Proteus mirabilis,
Incrustagdo de cateter, Urina artificial, Cateter de Foley de
latex siliconizado.

Abstract

The indwelling urethral catheter has an important role for patients
with urinary retention, bladder obstruction, neurological damage
and other diseases. Urine contains minerals which precipitate
in alkaline pH, crystallize and block the urological catheter. The
crystallization of the ionic components of urine occurs in the
presence of urease, an enzyme produced by Proteus mirabilis. This
bacterium adheres to inanimate surfaces and forms biofilms. The
aim of this study was to investigate the formation of crystalline
biofilm on the luminal surface of siliconized latex catheters by
means of scanning electron microscope, after channeling artificial
urine infected with Proteus mirabilis. The experiment was
performed in vitro using a dynamic flow system. The artificial
urine compounds were salts of calcium, magnesium, phosphates,
urea and egg albumin, and it was infected with Proteus mirabilis
ATCC 25933. The urine flow was stopped after crystallization
of the ionic components. Crystallization was observed after
alkalinization of urine. Scanning electron microscopy showed the
presence of crystals and morphologies typical of bacilli embedded
in an amorphous mass on the internal lumen of the catheter. The
present study showed that catheter encrustation may limit the use
of long-term indwelling catheter.

Keywords: Crystalline biofilm, Proteus mirabilis, Encrustation of
catheters, Artificial urine, Foley catheter.
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Extended Abstract

Introduction

The urological or Foley catheter is widely used to relieve urinary
retention, and when used for long periods, becomes a danger to
patients which was designed to protect. The risk of urinary tract
infection is related to the time of utilization of the catheter. The
presence of bacteria in urine is inevitable in elderly and disable
patients catheterized for months or years. Crystal formation is
associated with the presence of bacteria that produces urease,
an enzyme capable of hydrolyzing urea in the urine, producing
ammonia and carbonate ions and increase the pH of urine. The
catheter is an attractive substrate for bacterial colonization and
biofilm formation. The biofilm contributes to the blocking of the
catheter and is usually associated with urinary infection caused
by Proteus mirabilis. The aim of this study was to investigate the
formation of crystalline biofilm on the luminal surface of siliconized
latex catheters by means of scanning electron microscope, after
channeling artificial urine infected with Proteus mirabilis.

Material and Methods

The present study employed a Foley siliconized latex catheter
#16, two-way (Solidor-Barueri, Sdo Paulo). Artificial urine
supplemented with Mueller Hinton broth (BBL, USA) and salts
of calcium, magnesium, phosphates, urea and egg albumin, was
infected with Proteus mirabilis ATCC 25933. The experiment was
performed in vitro using a dynamic flow system as described by
Stickler et al. (1999). It consisted of a glass chamber maintained
at a temperature of 37 °C. In the bottom of the chamber the
siliconized latex catheter #16 was inserted. The catheter retention
balloon was inflated with 10 mL of sterile water and the catheter
was connected to a drainage bag. The artificial urine was supplied
to the glass chamber by a peristaltic infusion pump (Samtronic,
model ST-550T2, Brazil) with a continuous flow (0.5 mL/min) up
the drainage hole. The supply of urine was disconnected and 10 ml
of artificial urine was removed from the glass chamber and replaced
by a similar amount of artificial urine infected with bacteria. This
culture was stored for one hour for stabilization and the pump was
re-connected to maintain the flow of urine. The pH of urine and
the number of viable cells recovered from urine were measured at
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the time of the bacteria inoculation, in 1 hour, and after blockage
of the catheter. The experiment was performed in duplicate and
with a negative control (artificial urine not infected with Proteus
mirabilis). The catheter was removed from the glass chamber after
blockage and sectioned to provide two segments 1 cm long. One
segment included the drainage hole of the catheter and the second
was just below the drainage hole. The segments were observed in a
scanning electron microscope (JEOL JSM T330, model A, Japan)
at 20 kV.

Results

The number of viable cells of Proteus mirabilis recovered from
the urine remained constant until the moment of blockage of the
catheter drainage hole, which occurred after 13.5 hours. During
this time, the urine pH increased and became alkaline (pH = 9.0).
Macroscopic observation of the catheter showed that the drainage
hole and the segment below the drainage hole were blocked.
Scanning electron microscopy of the blockage area revealed the
presence of a crystalline biofilm associated with bacilli and crystals.
The negative control artificial urine remained free of crystals,
blockage of the catheter drainage hole and changes in pH for over
a period of 24 hours.

Discussion

This study, using an in vitro model with dynamic flow of urine,
demonstrated the formation of a crystalline biofilm. The artificial
urine formulation was a suitable environment for the development
of Proteus mirabilis. Scanning electron microscope (SEM) showed
the association of crystals and bacteria on the inner surface of
the Foley catheter, demonstrating that the bacteria colonized the
surface of the catheter. Occlusion of the catheter drainage hole
was observed with the naked eye and SEM. Precipitation of salts
occurred concomitantly with the urine becoming alkaline, i.e.
pH 5.3 increasing to 9.0. The results of this study are consistent
with those of Cox and Hukins (1989), Darouiche (2001), Stickler
(2008), Struble et al. (2009), and Tunney et al. (1997), where
Proteus mirabilis produces urease, alkalinize urine, increasing its
pH, and hydrolyses urea to ammonia and carbonate.
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Introducao

O cateter urolégico ou de Foley é amplamente utilizado
para aliviar a retencdo urinaria e quando usado por
periodos longos torna-se um perigo aos pacientes, aos
quais foi projetado a proteger (Struble et al., 2009). O
risco de infec¢do do trato urindrio esta relacionado com
o tempo de permanéncia do cateter e, nos pacientes
idosos e deficientes cateterizados por meses ou anos,
a presen¢a de bactéria na urina é inevitavel (Kunin,
1997). Desta forma, o cateter torna-se um substrato
atrativo para a colonizagdo bacteriana e formacao de
biofilme (Stickler, 2008). O biofilme é um material que
consiste de bactéria com polissacarideo extracelular
(slime) e contém ions de calcio e magnésio, a proteina
Tamm-Horsfall da urina e ocasionalmente estruvita
de organismos produtores de urease (Nicolle, 2001). O
biofilme contribui para o bloqueio do cateter, o qual esta
relacionado com a infec¢do urindria causada por Proteus
mirabilis (Kunin, 1989; Mobley e Warren, 1987; Stickler,
2008; Stickler et al., 1993; Struble et al., 2009).

Os cateteres de longa permanéncia tornam-se
colonizados por biofilmes extensos, os quais tém efeito
profundo na satide do paciente. O biofilme mais agres-
sivo € o cristalino (Getliffe e Mulhall, 1991). A formagao
de cristais estd associada a presenca de bactérias que
produzem urease, uma enzima capaz de hidrolizar a
uréia presente na urina, produzindo fons de aménia
e carbonato, e ainda alcalinizar a urina (Nicolle, 2001;
Stickler, 2008). Com a urina alcalina, os fosfatos de
magnésio e calcio precipitam-se na forma de cristais e
se acumulam na urina e no biofilme formado sobre a
superficie do cateter. O acimulo constante do biofilme
bacteriano cristalino bloqueia o fluxo da urina no cateter,
retém a urina na bexiga, pode causar o refluxo da urina
infectada, e se o cateter ndo for trocado, o paciente pode
sofrer episédios de pielonefrite e septicemia (Stickler,
2008). Os depdsitos cristalinos que bloqueiam o cateter
tém composicdo semelhante aos calculos renais e a es-
truvita (fosfato amoniaco magnesiano) e apatita (fosfato
de calcio hidroxilado) sdo os principais componentes
cristalinos (Cox e Hukins, 1989; Stickler, 2008).

Apesar do avanco tecnoldgico, ainda existem
problemas associados com o uso destes dispositivos.
Todos os tipos de cateter de Foley disponiveis sdao
vulneraveis a incrustagdo, o que compromete a
drenagem urindria e oresultado é ador com sofrimento
do paciente e necessidade de remogdo do cateter
(Gorman et al., 2003). Ainda ndo existem métodos
disponiveis para o controle efetivo do problema (Jones
et al., 2005b). Devido a importancia da incrustagdo no
desempenho dos cateteres urinarios, este assunto vem
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sendo estudado por Barford et al. (2008), Bettio et al.
(2008a, b), Camargo et al. (2005a, b), Jones et al. (2005a,
b), Lawrence e Turner (2005), Mathur ef al. (2006),
Pizzolitto et al. (2002), Santos e Pizzolitto (2007, 2008),
Santos ef al. (2008a, b, c¢), Shaw et al. (2005), Stickler
(2008), Stickler et al. (1993), Stickler e Morgan (2008) e
Tunney et al. (1997). O objetivo do presente estudo foi
investigar a formagao de biofilme cristalino no limen

interno de cateter urolégico.

Material e Métodos

Caracteristicas do cateter

Na presente pesquisa foi utilizado o cateter de Foley
de latex siliconizado, de duas vias, n° 16 (Solidor-
Barueri, Sdao Paulo).

Cepa bacteriana

Proteus mirabilis ATCC 25933 (cepa padrao) foi usada
no preparo de uma suspensao da ordem de 10°ufc/mL
(unidades formadoras de colonia) e usada como in6culo.

Urina artificial

A composi¢ao da urina artificial continha fosfato de
potéssio (7,6 g/L), cloreto de magnésio (3,6 g/L), uréia
(16,0 g/L), cloreto de calcio (5,3 g/L), ovalbumina
(0,4 g/L), caldo Mueller Hinton (BBL, EUA - 8,0 g/L)
(Goto et al., 1999) e dgua MilliQ (1.000,0 mL). O pH do
meio foi ajustado para 5,3 e esterilizado por filtragdo
em membrana com poros de 0,20 pm de didmetro
(Corning, EUA). O caldo Mueller Hinton foi preparado
separadamente, autoclavado e adicionado ao meio basal
esterilizado para uma concentragéo final de 1,0 g/L.

Meio de cultura
O 4agar deficiente de eletrdlitos cisteina-lactose (CLED-
Oxoid) foi usado para a enumeragao das células vidveis.

Modelo in vitro com fluxo constante de urina
canalizada

O modelo in vitro com fluxo constante de urina foi
descrito por Stickler et al. (1999). Consiste de uma
camara de vidro esterilizada e mantida a temperatura
de 37 °C. Em sua parte inferior foi inserido o cateter
de latex siliconizado n°® 16. O baldao de retencdo do
cateter foi inflado com 10 mL de agua esterilizada e
o cateter foi conectado a uma bolsa de drenagem. A
urina artificial foi fornecida para a cimara de vidro por
meio de uma bomba de infusdo peristaltica (Samtronic,
modelo ST-550T2, Brasil) com fluxo continuo e estavel
(0,5 mL/min) até o nivel do orificio de drenagem.
O fornecimento de urina foi desligado e 10 mL da

urina artificial foram retirados da cdmara de vidro e
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substituidos por um volume igual de urina infectada
com Proteus mirabilis. Esta urina infectada ficou entdo
em repouso por uma hora para estabilizacao e a bomba
foi religada para manter o fluxo de urina. O pH da urina
e o nimero de células vidveis recuperadas da urina
foram medidos no momento da inoculagdo da bactéria,
em 1 hora e ap6s o bloqueio do cateter. O experimento
foi realizado em duplicata e com controle negativo
(urina artificial ndo infectada com Proteus mirabilis).

Avaliacao da superficie do cateter ap6s canalizacao da
urina por microscépio eletronico de varredura (MEV)
Do cateter removido da camara de vidro apds o
bloqueio, foram obtidos dois segmentos de 1 cm de
comprimento. Um segmento incluia o orificio de
drenagem do cateter e o segundo imediatamente
abaixo do orificio de drenagem. Estes segmentos
foram observados em microscépio eletrdnico de
varredura (JEOL-JSM, modelo T330A, Japdo) em
20 kV (Pizzolitto et al., 2002).

Resultados

O ndmero de células vidveis de Proteus mirabilis
recuperadas da urina permaneceu constante durante
o fluxo da urina canalizada e manteve-se constante
no periodo do experimento. O bloqueio do orificio de
drenagem do cateter foi observado ap6és um periodo
médio de 13,5 horas. O pH da urina artificial aumentou
de 5,3 para 9,0 tornando-a alcalina. O cateter utilizado
com a urina artificial ndo infectada (controle negativo)
permaneceu com fluxo de urina por mais de 24 horas
e ndo apresentou formacao de cristais, ndao houve o
bloqueio do orificio de drenagem do cateter nem
houve alteragdo do pH, como mostrado na Tabela 1.

A Figura 1 mostra o modelo in vitro usado para se
obter o fluxo constante de urina.

A observacdo macroscopica do orificio de
drenagem e do segmento abaixo do orificio de
drenagem do cateter revelou a existéncia de uma
incrustagao visivel a olho nu (Figura 2).

A observacdo por microscopio eletronico de
varredura (Figuras 3 e 4) confirmou a existéncia de
cristais, bloqueio do orificio central de drenagem
e aderéncia a superficie do cateter imediatamente
abaixo do orificio de drenagem, por biofilme crista-
lino, o qual continha bacilos e cristais.

Os depdsitos cristalinos no limen do cateter de
Foley sdo compativeis com cristais (Figura 5) e cristais
de hidroxiapatita (Figura 6). A massa amorfa sobre a
superficie luminal do cateter visualizada na Figura 7
representa o biofilme cristalino.
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Tabela 1. Variacdo do pH ap6s o fluxo da urina artificial
infectada com Proteus mirabilis. Table 1. Change in pH
after the flow of artificial urine infected with Proteus
mirabilis.
Cateter pH pH apos Tempo de pH apds
inicial 1 horade formacdode formacdo
inoculacdo  cristais (h)  dos cristais

1* 5,3 53 - 53
2 5,3 53 16 9,0
3 53 5,3 11 9,0

*Controle negativo.

Figura 1. Modelo in vitro de fluxo constante de urina
(Stickler et al., 1999): (1) frasco de plastico contendo urina
artificial; (2) bomba de infusao peristaltica; (3) cdmara de
vidro; (4) banho ultratermostatico; (5) cateter de Foley,
duas vias n° 16; (6) bolsa coletora. Figure 1. In vitro
model of continuous flow of urine (Stickler et al., 1999):
(1) plastic bottle containing artificial urine; (2) peristaltic
infusion pump; (3) glass chamber; (4) ultra-thermostatic
bath; (5) two-way Foley catheter #16; (6) collection bag.

Figura 2. Observacdo macroscopica do orificio de

drenagem do cateter de Foley apds 11 horas de fluxo
constante de urina artificial infectada com Proteus
mirabilis. A olho nu pode-se ver a cristalizacdo obstruindo
o orificio de drenagem do cateter, indicado pela seta.
Figure 2. Macroscopic observation of the Foley catheter
after 11 hours of constant flow of artificial urine infected
with Proteus mirabilis. Under naked eye one can see the
crystallization blocking the drainage hole of the catheter,
as indicated by the arrow.
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Figura 3. Micrografia eletronica de varredura (x35)
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mostrando, cristais aderidos na superficie do segmento
imediatamente abaixo do orificio de drenagem, apds
11 horas de fluxo constante de urina artificial, infectada
com Proteus mirabilis. Figure 3. Scanning electron
micrograph (x35) showing crystals adhered to the surface
of the segment just below the drainage hole, after
11 hours of continuous flow of artificial urine infected
with Proteus mirabilis.

081119 500 pm

Figura 4. Micrografia eletronica de varredura (x35)
mostrando o bloqueio do orificio de drenagem do cateter
em 11 horas, apés fluxo continuo da urina artificial
infectada com Proteus mirabilis. Figure 4. Scanning
electron micrograph (x35) showing the blockage of the
catheter drainage hole in 11 hours after continuous flow
of the artificial urine infected with Proteus mirabilis.
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Figura 5. Micrografia eletrénica de varredura (x3.500)
apo6s o bloqueio do cateter em 11 horas demonstra
cristais que podem ser compativeis com estruvita (fosfato
amoniaco magnesiano), cuja forma classica é piramidal
lembrando um caixdo. Figure 5. Scanning electron
micrograph (x3,500) after the blocking catheter at
11 hours shows crystals which may be compatible with
struvite (magnesium ammonium phosphate) whose

classical form is pyramidal resembling a coffin.
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Figura 6. Micrografia eletrénica de varredura (x3.500)
mostrando a precipitacdo dos sais contidos na urina
artificial infectada com Proteus mirabilis produtor de
urease. Apo6s 11 horas de fluxo continuo houve o bloqueio
do cateter de Foley. Os cristais precipitados podem ser
compativeis com apatita (fosfato de calcio) por serem
esféricos. Figure 6. Scanning electron micrograph (x3,500)
showing the precipitation of salts in the artificial urine
infected with Proteus mirabilis urease producer, after
11 hours of urine channelization, there was a blockade of
the Foley catheter. The crystals may be compatible with
apatite (calcium phosphate) as they are spherical.
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Figura 7. Micrografia eletrénica de varredura (x500)
mostrando massa amorfa de biofilme cristalino no cateter
de Foley, apds 11 horas de fluxo continuo da urina artificial
infectada com Proteus mirabilis. Figure 7. Scanning
electron micrograph (x500) showing an amorphous mass
of crystalline biofilm on the Foley catheter, after 11 hours
of continuous flow of the artificial urine infected with
Proteus mirabilis.

Discussao

O cateter de Foley foi introduzido ha 80 anos e
os problemas de infecgdo, incrustagdo e bloqueio
relacionados ao seu uso permanecem, apesar de todas
as tentativas de ameniza-los. Nos tltimos 60 anos as
caracteristicas do cateter de Foley pouco mudaram
e tentativas tém sido feitas para prevenir a infeccado
bacteriana e reduzir a incrustagao (Morris et al., 1997).
A implementagdo do sistema fechado de drenagem
(Saint e Lipsky, 1999) diminuiu a infec¢do bacteriana
de 97% para 15% (Winn, 1996). Apesar deste sucesso, a
incrustacao e a infecgdo do trato urindrio permanecem
como questdes significantes (Lawrence e Turner,
2005). A formacao de biofilme e a infecgao relacionada
ao dispositivo médico é questdo de suma importancia,
uma vez que a utilizagdo de biomateriais em urologia
aumenta a cada dia (Tenke et al., 2004).

Na presente pesquisa, o fluxo dindmico da urina,
em modelo in vitro, permitiu observar a formagao de
biofilme cristalino e incrustacdo do cateter urolégico.
A formulagdo da urina artificial constituiu-se em
ambiente adequado para o desenvolvimento do
Proteus mirabilis. A observacdo por microscépio
eletrébnico de varredura mostrou a associagdo de
cristais e bactérias na superficie interna do cateter
de Foley, demonstrando que a bactéria colonizou a
superficie do cateter (Figura 7). Os dados obtidos na
presente pesquisa sao compativeis com as observagdes
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de pesquisadores como Cox e Hukins (1989) e Tunney
et al. (1997). Na presente pesquisa observou-se ainda
a oclusdo do orificio de drenagem do cateter, visivel
a olho nu (Figura 2) e demonstrada por microscépio
eletrénico de varredura (Figuras 3 a 7). Os resultados
obtidos no presente estudo sdo concordantes com
Darouiche (2001), Stickler (2008) e Struble et al. (2009).

A precipitacdo dos sais ocorreu quando a urina
tornou-se alcalina, com pH passando de 5,3 para
9,0. Stickler (2008) e Struble et al. (2009) relataram
que Proteus mirabilis produz urease, alcaliniza a
urina aumentando seu pH e hidroliza a uréia em
fons amdnia e carbonato. A urease é a forca motriz
da cristalizacdo e as espécies bacterianas capazes
de produzir urease estdo predominantemente
associadas com a cristalizagdo devido a precipitacdo
de compostos orgdnicos e inorganicos, que levam
a formagdo de calculos de estruvita. Segundo
Struble et al. (2009) os calculos sdo compostos de
uma combinacdo de fosfato amoniaco magnesiano
(estruvita) e carbonato de calcio (apatita). A formagao
de calculo de estruvita ocorre somente quando ha
aumento de produgdo de aménia e o elevado pH da
urina diminui a solubilidade do fosfato. A producao
de amonia e o aumento do pH sé ocorre quando
a urina estd infectada com organismos produtores
de urease, como Proteus mirabilis. Os resultados
obtidos no presente experimento mostraram que
o ambiente (urina artificial) foi favoravel para sua
sobrevivéncia, produziu urease, aumentou o pH da
urina e precipitou fosfatos compativeis com cristais
de estruvita e apatita, os quais bloquearam o orificio
de drenagem do cateter.

Concluséo

O presente estudo demonstrou que o cateter de Foley
de latex siliconizado é vulneravel a incrustagido e
formacao de biofilme. Outros estudos sdo necessarios
para o conhecimento da interacdo bactéria e superficie
de biomateriais usados na manufatura de cateteres de
longa permanéncia, principalmente quando expostos
aos ions calcio e magnésio.
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