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Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de curativo não 
medicamentoso, (HRWD) hydro-responsive wound dressing para efetivamente 
ajudar na remoção de bactérias conhecidas por residir (e causar infecções) no 
ambiente da ferida.
Método: Uma série de estudos in vitro foram realizados usando biofilmes de 
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa para avaliar as capacidades 
do HRWD para romper e dispersar os biofilmes.
Resultados: Biofilmes podem ser rompidos e dispersos por HRWD e tanto na 
quantidade de Staphylococcus aureus quanto de Pseudomonas aeruginosa 
pode ser reduzida por um fator maior que log2 na presença de HRWD. 
Entretanto, nenhum agente “ativo” que tenha um efeito antimicrobiano foi 
liberado no ambiente da ferida.
Conclusão: No geral, esses estudos mostraram que esse curativo atua como 
uma ferramenta eficaz para desbridamento, e há outros mecanismos “físicos” 
antimicrobianos que afetam a presença bacteriana. 

Estes mecanismos incluem 1) ruptura e dispersão de biofilmes de modo 
que as bactérias planctônicas resultantes são absorvidas pelo curativo e 2) 
sequestradas e retidas no interior de sua matriz. Além disso, quando o 
PHMB (polihexametileno de biguanida) está presente dentro do núcleo 
do curativo, mas não é liberado no ambiente da ferida há um 
efeito antimicrobiano adicional resultante de 3) contato físico 
com este componente antisséptico que reduz ainda mais a 
patogenicidade da bactéria além de 4) absorver e sequestrar as 
proteases prejudiciais liberadas pela bactéria patogênica. Declaração 
de interesse: Este estudo foi apoiado por Paul Hartmann Ltd.

E studos realizados no final dos anos 1970 mostraram que 
bactérias estão presentes nas feridas não apenas como  
organismos de vida livre (planctônicos), mas podem 
estar associadas,  em formações que agregam muitos 
microrganismos denominadas biofilmes. 1 No passado, 

considerava-se as infecções crônicas como o resultado da ação de 
bactérias patogênicas planctônicas 2 mas outros estudos sugeriram 
que os biofilmes são importantes componentes  na gênese das 
infecções crônicas.3 as evidências de que os biofilmes são 
onipresentes em feridas crônicas. São cada vez mais presentes 2,4,5 
Devido à sua natureza microscópica biofilmes são difíceis de 
identificar na prática clínica,6 , mas, no entanto, há maior 
compreensão da importância dessas comunidades de bactérias na 
biologia de feridas. 7
   Nas feridas crônicas, os biofilmes são compostos por comunidades de 
bactérias multe espécies que são residentes dentro de substâncias 
(EPS) extracelulares, poliméricas, autoproduzidas. 8,9 A presença de 
bactérias na ferida e particularmente daquelas nos biofilmes, 
podem contribuir significativamente para causar a cronicidade da 
ferida, 2,10–12 , e, portanto, há indicação clara para controlar e 
reduzir a presença de biofilmes no leito da ferida. 

A presença de um biofilme no leito da ferida é uma barreira 
para a evolução fisiológica da cicatrização das feridas, 6 e a 
natureza física do biofilme limita a capacidade do 
curativo para interagir melhor com o tecido do leito 
da ferida. Eles são resistentes a remoção física, e as 
bactérias do biofilme mostram uma maior resistência 
às defesas dos hospedeiros e a agentes tópicos 
antimicrobianos em comparação com as bactérias 
planctônicas. 

Curativos hidro-responsivos ● investigações laboratoriais ● ação antimicrobiana mecânica ● Pseudomonas 
aeruginosa ● Staphylococcus aureus

13–16 A maior resistência dos biofilmes a agentes antimicrobianos, 
como aos antibióticos, é um problema particular, pois bactérias em 
biofilmes tem mostrado ser 100- 1000 vezes mais resistentes 
a agentes antimicrobianos do que as espécies equivalentes 
de bactérias planctônicas. 17,18 Há uma preocupação crescente 
com relação à resistência antimicrobiana,19 e um recente 
documento da  European Wound Management Association 
(EWMA) documento sobre o uso de antimicrobianos em 
feridas que não cicatrizam adequadamente, destaca a 
importância do uso cuidadoso dos agentes antimicrobianos.20 
O uso de regimes de tratamento antimicrobiano para 
feridas que não cicatrizam tem sido questionado, 20 e há 
grande preocupação com o potencial desenvolvimento de 
resistência em relação a maioria dos agentes 
antimicrobianos. As estruturas do Biofilme não 
contribuem diretamente para a resistência genotípica 
de microrganismos, no entanto, quando isolados e 
outros organismos resistentes residem em um biofilme 
eles são protegidos fisicamente pelo EPS, sua redução de 
sua taxa metabólica que diminui sua capacidade de 
metabolizar antimicrobianos e seus resistência 
genotípica fornece resistência a antibióticos específicos, 
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consequentemente há proteção tripla contra antibióticos de primeira 
linha estão disponíveis para serem revestidos pelo biofilme 
organismos resistentes. Formas alternativas de controlar e reduzir 
níveis elevados de microrganismos (incluindo biofilmes) precisam 
ser considerados. 

Se os biofilmes se formam na superfície das feridas, é 
importante entender e avaliar como os curativos na ferida 
interagem com essas comunidades bacterianas. Modelos in 
vitro têm sido usados para avaliar a capacidade dos curativos 
para feridas em afetar os biofilmes, 21–23 quando aplicados 
estes produtos para tratamento de feridas na superfície 
dos biofilmes crescidos sobre diferentes superfícies 
incluindo: modelo de superfície inerte; 24–26 estruturas 
tridimensionais, como matrizes de colágeno; ;27 pele equivalente. 28 
e explantes de pele. 29 

Foi relatado que os biofilmes podem estabelecer dentro do 
tecido, incluindo abaixo da superfície do leito da ferida2 O 
desenvolvimento de biofilmes em estruturas tridimensionais 
semelhantes a tecido permite uma melhor reprodução de uma 
situação in vitro em termos de vestir interações 
biofilme-superfície dos tecidos. O presente estudo investigou 
a eficácia de um curativo hidro responsivo (HRWD) contra 
bactérias do estado planctônico e na prevenção do 
desenvolvimento de biofilme maduro, tolerante de dois bem 
estudados patógenos de feridas, Staphylococcus aureus e 
Pseudomonas aeruginosa.

Métodos
Curativos testados
Curativos para feridas e ferramentas de desbridamento testados:

● ● HRWD (HydroClean)
● ●HRWD com polihexametileno biguanida (PHMB, HydroClean 

plus)
● ● Curativo de espuma de hidrofibra (Aquacel, HFD)
● ● Curativo de espuma de hidrofibra com prata e 

antibiofilme tecnologia (Aquacel Ag + Extra, HFD com prata e 
tecnologia antibiofilme)

● ● Curativo de gaze viscosa não aderente (gaze NA). Ambos 
os curativos de gaze HFD e NA foram usados como controles. 
O HFD com prata e antibiofilme a tecnologia foi usada como 
um controle positivo. HRWD é um curativo absorvente 
contendo matriz hidro-responsiva ; Poliacrilato 
superabsorvente "pré-ativado" partículas contendo solução de 
Ringer.

●

Cepas bacterianas e condições de cultura

Pseudomonas aeruginosa (DSM 15442 e NCIMB 10434) e 
Staphylococcus aureus (DSM 20231 e NCTC 8325) foram mantidas 
como culturas de estoque em tubos criogênicos a −70 ° C para 
armazenamento de longo prazo.

Método de formação de biofilme: Método 1: método de placa 
de múltiplos poços
As bactérias foram cultivadas a 32 ° C em um caldo Lysogeny de 5ml 
(LB) -Mídia sob agitação (150rpm) até as culturas atingiram a 
fase estacionária. Uma cultura foi então diluída 1: 100 com 
crescimento de Caldo de Soja Tríptico (TSB) estéril fresco 
meio a cultura (suplementado com glicose a 0,25%). Alíquotas de 
cultura diluída foram adicionados a cada um dos 24 ou 96 poços em 
uma placa de micro 

titulação fresca, sem cultura de tecidos. Placas foram cobertas e 
incubadas a 32 ° C por 48-72 horas sem agitação em uma incubadora 
estática sob condições úmidas. Após este tempo, os poços foram 
enxaguados 3x com solução salina estéril.

Biofilm formation method 2: porcine skin  
explant method

As culturas (24 horas) foram colhidas de Triptona Soja placas de 
ágar (TSA) e ressuspensas em TSB para atingir uma concentração 
de 1x108 unidades formadoras de colônia (CFU) / ml suspensão. 
Este foi então diluído para aproximadamente 1x103CFU / ml. 
Porções de explantes de pele de suínos (2cm x 4cm) irradiados com 
radiação gama foram inoculados com Inoculum de bactéria de 100 
µl, que foi espalhado uniformemente sobre a superfície do 
explante. Explantes de pele inoculada foram incubados a 37 ± 2 ° C 
por quatro horas antes do a superfície ser lavada 3x com solução 
salina estéril.

Método 3: Modelo de reator The Center for Disease de 
Control
Esse modelo do Centro de Controle de Doenças (CDC) incorpora 
superfícies de crescimento de biofilme removíveis, permitindo a 
formação de biofilme sob condições dinâmicas de cisalhamento 
moderado a alto e tem sido usado para detectar formação de biofilme, 
sua estrutura é avaliar a atividade de agentes antimicrobianos sobre o 
biofilme.30,31 O reator CDC sistema tem se mostrado uma 
ferramenta experimental confiável para o cultivo de biofilmes para 
estudos experimentais.32 Após 24 horas as culturas são colhidas a 
partir de placas de ágar Tryptone Soy (TSA) e ressuspensas em TSB 
para uma concentração de 1x107CFU / ml. Inóculo bacteriano 
(400µl) foi usado para inocular um reator de biofilme CDC contendo 
policarbonato cupons usando um método padrão credenciado pela 
UKAS. O reator CDC inoculado foi então incubado por 24 horas a 37 
± 2 ° C e 50 ± 5 rpm. Após a incubação, biofilmes foram removidos 
do reator e lavados 3x com solução salina estéril antes do tratamento.

Método de ensaio: Método de ensaio  1: avaliação da 
atividade antibacteriana planctônica
Curativos testados (HRWD + curativo de PHMB e HFD) foram 
seccionados sob condições assépticas em segmentos de 2 cm x 4 cm. 
Esses segmentos foram ativados com a adição de 1ml de TSB. Um 
inóculo bacteriano de 1x106CFU / ml (100µl) foi preparado e 
aplicado diretamente nas amostras de curativos. Os controles 
negativos tinham 100 µl de TSB estéril aplicado. Todas as amostras de 
curativo foram fechadas em placas de Petri e incubado a 37 ° C. Após 
24 horas e 30 minutos, os curativos foram retirados e colocados em 
10ml de solução salina e sonicado por cinco minutos para romper as 
bactérias aderidas. As células viáveis foram então contadas para 
medir as CFUs.

Método de ensaio 2: método de placa de múltiplos poços As 
amostras foram preparadas em condições assépticas. Um volume de 
soluções de teste de  0,15 ml ou os segmentos foram adicionados a cada 
poço contendo biofilme de 24 horas. Todas as placas foram incubadas a 
32 ° C pelo período definido (um, dois e três dias) sem agitação. Para 
estudar o efeito dos materiais sobre o biofilme, as amostras foram 
removidas suavemente dos poços por pipetagem e substituídas por 0,2 ml 
de solução neutralizadora. 
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Análise Estatística

Os dados foram expressos, quando apropriado, pelo desvio 
padrão médio dos dados em triplicado. Teste de T de Student 
foi usado para calcular os valores significativos: redução da 
carga bacteriana foi expressa como a porcentagem de 
redução em resposta a atividade não-antimicrobiana.

Resultados

Dispersão de biofilme

Um modelo de biofilme de placa de múltiplos poços in vitro 
(método de formação de Biofilme 1) Avaliar a ação do 
HRWD na dispersão de biofilme (método de ensaio 2). 

Após 15 minutos, a solução neutralizante foi removida e os poços 
foram enxaguados duas vezes com 0,2 ml solução salina estéril. Meio 
de crescimento fresco e as placas foram incubadas a 32 ° C. 
O crescimento foi monitorado por mudanças em densidade 
óptica (medida a 595 cm).

Método de ensaio 3: método de explante de pele suína

As amostras de curativo foram preparadas em condições assépticas e 
divididas em tamanhos de 3cm x 5cm. Amostras de curativo foram 
colocados em amostras de explante de pele suína contendo quatro 
biofilmes de 1 hora e incubados a 37 ± 2 ° C por 24 horas. Após o 
tratamento, os curativos foram retirados e um curativo de 2cm x 
amostra de 2 cm de cada curativo foi avaliada usando um Kits de 
viabilidade de biofilme FilmTracer LIVE / DEAD (ThermoFisher 
Scientific) para diferenciar organismos viáveis dos não viáveis. Os 
explantes de pele suína tratada foram lavados 3x com solução salina 
estéril antes de serem colocados em 20ml de solução salina tamponada 
com fosfato (PBS) e sonicada por 5 minutos para recuperar organismos 
viáveis do amostras de pele tratadas. A suspensão resultante foi diluída 
em série e enumerado em placas de TSA.

Método de ensaio 4: Modelo de reator Center of Disease 
Control

Os biofilmes formados nos cupons de policarbonato foram 
imprensados entre mini curativos intactos (HRWD + PHMB) ou 
em seções de 2 cm x 2 cm de HFD com prata e tecnologia 
antibiofilme (controle positivo) ou 2cm x 2cm seções de HFDs. 
Amostras de controle negativo (PBS + 25% TSB) foram colocadas 
em PBS + 25% TSB e incubados em 37 ± 2 ° C por 72 horas. Todos 
os curativos foram ‘ativados’ com PBS + 25% TSB antes da 
aplicação ao cupom. Após 72 horas de incubação, foi removido um 
cupom por condição. O material viável restante foi recuperado 
usando sonicação e quantificado usando diluições em série e 
contagem de placas. Todas as amostras foram banhadas em 
triplicado. Todos os cupons restantes, tiveram os curativos 
removidos e substituídos por novos, curativos ativados de modo 
simular uma troca de curativo na situação clínica. Cupons de 
controle eram transferidos para uma amostra fresca de PBS + 25% 
TSB. Amostras foram então incubadas a 37 ± 2 ° C por mais 72 
horas. Foi repetido até que quatro aplicações de curativo fossem 
concluídas (13 dias).
Determinação da viabilidade de bactérias usando 
fluorescentrotulagem e microscopia confocal de varredura a 
laser 
A viabilidade de biofilmes expostos a curativos e seus componentes 
foi avaliada usando o FilmTracer LIVE /
DEAD Biofilm Viabilidade Kits de acordo com as instruções do 
fabricante. As amostras coradas eram visualizadas usando um 
microscópio confocal Olympus FLUOVIEW FV10i l usando 
excitação apropriada / conjuntos de filtros de emissão. O ensaio de 
viabilidade é um ensaio bicolor de fluorescência para avaliara 
a viabilidade bacteriana (com base em integridade da membrana) 
que distingue bactérias vivas das mortas usando as diferenças na 
capacidade de os dois corantes fluorescentes para penetrar 
bactérias saudáveis, cor verde fluorescente, enquanto as bactérias 
com danos membranas (isto é, mortas) coram de vermelho 
fluorescente.

Fig 2. Avaliação do biofilme de Pseudomonas aeruginosa 24 horas (placa de micro 
titulação método) interrupção por HRWD (± PHMB). O controle negativo: incubação 
com Meio TSB sozinho. O controle positivo: incubação com peróxido de hidrogênio a 6%.
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Fig 1. Avaliação do biofilme de Staphylococcus aureus por 24 horas (placa de micro 
titulação método) interrompido por HRWD (± PHMB). O controle negativo: incubação 
com TSB meio sozinho. O controle positivo: incubação com peróxido de hidrogênio a 6%.
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Os dados mostram que os biofilmes (estabelecidos para entre 
48 e 72 horas) são rompidos e dispersos por HRWD. 
Incubação de biofilmes por 24 horas com produtos não 
medicamentosos HRWD (ou seja, HRWD sem PHMB ligado) 
resultou em uma diminuição no número de bactérias viáveis 
de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa 
biofilmes comparados com controles (Fig. 1 e 2). A adição de 
PHMB irreversivelmente ligado ao HWRD (HRWD + PHMB) 
resultou na ação de um agente antimicrobiano adicional (Fig. 
1 e 2). Estes Biofilmes Staphylococcus aureus de Pseudomonas 
aeruginosa supõe-se terem sido interrompidos pelo HWRD, 
liberando bactérias planctônicas (flutuação livre) que 
poderiam então serem retidas pelo curativo.
Esses dados foram confirmados usando um método de reator 
de biofilme do CDC modificado para produzir biofilmes de 24 
horas (método de formação de biofilme 3). Foi projetado para 
avaliar a ação de dispersão de biofilme de aplicação repetida 
de HRWD + PHMB (ensaio método 4). Após incubação com 
HRWD + PHMB, houve uma redução significativa no número 
de Staphylococcus aureus recuperável e viável em comparação 
com o PBS + 25% de controle de TSB (Fig. 3a e Tabela 1), 
com a menor porcentagem de recuperação em comparação 
com o controle sido observada após três trocas de curativo 
quando apenas 1,9% das bactérias foram recuperadas do 
amostras de controle negativo foram obtidas após o 
tratamento com HRWD + PHMB. Quando comparado os 
dados com o HFD (Fig. 3b e Tabela 2), todas as quatro 
aplicações de HRWD + PHMB mostraram uma redução 
significativa na recuperação de Staphylococcus aureus, com 
todas as aplicações de curativos resultando em <10% 
recuperação de microrganismos viáveis em comparação com 
HFD. Nenhum organismo viável foi recuperado de cupons 
tratados com o curativo de controle positivo (HFD com prata 
e tecnologia antibiofilme) após qualquer das aplicações.

Fig 3. Recuperação de Staphylococcus aureus viável (%) do cupom do reator do Center for Disease Control após aplicações repetidas dos Curativos 
HRWD + PHMB, HFD, HFD + prata e tecnologia antibiofilme (controle positivo) ou PBS + 25% TSB (controle negativo). Os valores para PBS + 25% de 
controle de TBS (a) e HFD representam 100% de recuperação (b)
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Tabela 1. Recuperação de Staphylococcus aureus viável de cupons tratado com 
HRWD + PHMB em comparação com PBS + 25% TSB (controle)

Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3 Tratamento 4

Average±SD Average±SD Average±SD Average±SD

HRWD + 
PHMB

58.2±29.0% 29.0±2.2 1.9±0.1% 19.0±6.2%

p-value NS p<0.01 p<0.001 p<0.05

SD—standard deviation; HRWD—hydro-responsive wound dressing; PHMB—polyhexamethylene biguanide; 
TBS—tryptic soy broth 

Tabela 2. Recuperação de Staphylococcus aureus viável de cupons tratados com 
HRWD + PHMB em comparação com HFDs

Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3 Tratamento 4

Average±SD Average±SD Average±SD Average±SD

HRWD + 
PHMB

8.4±4.2% 1.1±0.2% 0.2±0.0% 9.0±3.0%

P-value p<0.01 p<0.001 p<0.001 p<0.05

SD—standard deviation; HRWD—hydro-responsive wound dressing; HFD—hydrofibre foam dressing; 
PHMB—polyhexamethylene biguanide; TBS—tryptic soy broth 

Tabela 3. Recuperação de Staphylococcus aureus a partir de 30 minutos e 
Incubação de 24 horas com HRWD + PHMB e HFDs

HRWD+PHMB HFD Resumo
30 minutos 4.86 log10 CFU/ml 3.75 log10 CFU/ml Aumento de 1,11 log 

recuperado de 
HRWD+PHMB 
comparado com 
Hydrofibre foam

24 horas 3.09 log10 CFU/ml 8.88 log10 CFU/ml Diminuição de 5,79 log 
recuperado de 
HRWD+PHMB 
comparado com 
Hydrofibre foam

Mudança nos 
microorganismos 
recuperados

−1.77 log +5.13 log

HRWD—hydro-responsive wound dressing; PHMB—polyhexamethylene biguanide;HFD—hydrofibre foam 
dressing;  CFU—colony forming units; hyrdofibre foam dressings

HRWD—hyrdro-responsive wound dressing; HFD—hydrofibre foam dressing; PBS—phosphate buffered saline; TBS—tryptic soy broth
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Curativo intacto

A fim de avaliar a absorção e retenção de bactérias seriam 
liberados de biofilmes rompidos, investigamos (método de 
ensaio 1) a capacidade do HRWD para reter suspensões de 
microrganismos quando aplicado a amostras de curativos. 
Observamos que a incubação de HRWD+ PHMB com 
Staphylococcus aureus por 24 horas levou a um sequestro das 
bactérias dentro do curativo e essa captura de as bactérias 
inibiu o crescimento bacteriano dentro do curativo. Após o 
tratamento com HRWD + PHMB, houve uma redução de 1,77 
log no número de bactérias recuperadas após 24 horas de 
incubação em comparação com os níveis de Staphylococcus 
aureus recuperados após 30 minutos. Para comprar um 
aumento de 5,13 log foi observado nos números de 
Staphylococcus aureus recuperados após 24 horas (em 
comparação com 30 minutos) após tratamento com o curativo 
de espuma de hidro fibra (Tabela 3 e Fig 4). Coletivamente, isso 
sugere que, ao contrário do Controle HFD, curativo HRWD + 
PHMB não promove a proliferação bacteriana e, portanto, 
reduz bactérias recuperáveis viáveis dentro do curativo.

Sequestro dentro do material do núcleo

A contribuição do polímero superabsorvente (SAP) núcleo de 
HRWDs para o sequestro e aprisionamento de 
microrganismos foi avaliada pela aplicação de suspensões de 
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa no núcleo 
interno HRWD (método de ensaio 1). Depois de uma 
Incubação de 24 horas de Staphylococcus aureus dentro do 
núcleo interno do HWRD, houve uma redução no número 
de microrganismos viáveis recuperados de HRWD + PHMB 
em comparação com o curativo de controle (Fig 5).  A 
quantidade de Staphylococcus aureus viável recuperado de 
HRWD + PHMB também foi menor do que isso recuperado 
de HRWD. Esses estudos de sequestro estender as 
descobertas anteriores que HRWDs ligam e retêm 
microrganismos em testes in vitro, reduzindo o número de 
organismos viáveis. 33 Imagens de microscopia eletrônica 
demonstraram que os microrganismos foram aderidos para a 
superfície e absorvido pelo núcleo de curativo SAP. Não 
houve diferença na quantidade de microrganismos 
recuperados de HRWD e o controle curativo (Fig. 5). 
Resultados semelhantes foram observados quando HRWDs foram 
desafiados com Pseudomonas aeruginosa.

Morte por contato

Usando microscopia confocal de fluorescência a laser (CLSM), 
foi avaliada a captação de Staphylococcus aureus pela HRWD. 
Os resultados mostraram um nível significativo de absorção 
de bactérias em todos os curativos testados e morte bacteriana 
de Staphylococcus aureus presos dentro o HRWD, bem como 
HRWD + PHMB (Fig 6). Curativos foram aplicados por 24 
horas em explantes de pele suína previamente inoculado 
com Staphylococcus aureus para produzir um biofilme na 
superfície do explante de pele (método de formação de 
biofilme 2 e método de ensaio  4). Após o tratamento dos 
biofilmes com os curativos, uma avaliação da viabilidade de 
Staphylococcus aureus absorvido pelos curativos com ensaio de 
viabilidade, visualizado usando CLSM. HRWD e HRWD + 

PHMB mostrou níveis significativos de glóbulos vermelhos 
inviáveis (Fig. 6c e 6d), indicando que os microrganismos 
presentes em ambos os curativos foram inviáveis. Amostras de 
HFD continham principalmente bactérias viáveis coradas 
viáveis com coloração fluorescente verde (Fig 6a) com poucos 
glóbulos vermelhos não viáveis (mortos), ou seja, ocorreu, 
pequena destruição bacteriana. 

Sem liberação de PHMB antimicrobiano 

Curativos de teste incubados em cima do material de biofilme em  
superfície de explantes de pele suína foram removidos após 24 horas, 
a quantidade de microrganismos recuperáveis restante na superfície 
do explante foi medida. Não houve diferença significativa na 
quantidade de organismos viáveis recuperados após o tratamento 
com HRWD, HRWD + PHMB e um HFD não medicamentoso (Fig 
7). Houve, no entanto, uma redução no número de 
Staphylococcus aureus recuperáveis de biofilmes tratados com 
HFD com tecnologia de prata e antibiofilme indicando que os 
ingredientes ativos contidos nesta substância eram liberados 
do curativo.  

Fig 5. Avaliação do crescimento de Staphylococcus aureus quando inoculado em 
núcleo interno por 30 minutos e 24 horas
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Fig 4. Recuperação de Staphylococcus aureus viável quando inoculado em 
Amostras de curativo HRWD + PHMB por 30 minutos e 24 horas
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HRWD—hyrdro-responsive wound dressing; HFD—hydrofibre foam dressing;  
PHMB—polyhexamethylene biguanide; CFU—colony forming units
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PHMB—polyhexamethylene biguanide; CFU—colony forming units; NA—non-adherent
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Discussão

Bactérias dentro de biofilmes mostram maior resistência a 
agentes antimicrobianos, e isso permite que essas bactérias 
mantenham sua viabilidade apesar da exposição prolongada do 
antimicrobiano.20 A ruptura do biofilme reverte essa tolerância 
ao agente antimicrobiano e as bactérias tornam-se suscetíveis a 
esses agentes bactericidas. 35 Curativos têm sido usados em 
feridas por muitos anos para tratar as crônicas contaminadas e 
infectadas, e o efeito bactericida 

de curativos contendo prata tem sido particularmente bem 
documentado contra as bactérias planctônicas 36-40 e biofilmes. 
41-44 A perturbação física e ruptura remoção de um 
biofilme (desbridamento) são considerados o a método mais 
eficaz de redução da carga biológica do biofilme.45 Uma 
estratégia para o tratamento de biofilmes de feridas envolve o 
uso de curativos que combinam uma ação desestabilizadora 
sobre o biofilme com a presença de agentes agentes 
antimicrobianos.46 A ruptura do biofilme e eficaz 
remoção de bactérias liberadas do leito da ferida 
por um curativo não medicamentoso oferece um 
mecanismo alternativo para a redução da carga biológica 
da ferida sem utilizar agentes antimicrobianos ativos. 
No entanto, se não for controlada, a dispersão 
do biofilme poderia resultar na liberação e distribuição 
de bactérias que têm o potencial de colonizar novas 
áreas ou recolonizar locais previamente 
colonizados.47

Captação bacteriana

As propriedades químicas dos curativos demonstram poder afetar 
a estabilidade do biofilme e oferecendo novo mecanismo pelo qual 
os curativos agem sobre os biofilmes nas feridas. Essa intervenção 
antimicrobiana passiva depende do aproveitamento das 
características químicas e físicas de: 

● Os microrganismos, tais como sua carga elétrica, natureza 
hidrofóbica/ hidrofílica e / ou 

● Componentes do curativo, por exemplo, o produto químico 
composição, natureza hidrofóbica / hidrofílica, estrutura 
tridimensional da fibra e propriedades do gel, com capacidade 
para promover interações entre curativos com bactérias e 
componentes do biofilme.20,48,49.

 As interações entre curativos não medicamentosos, incluindo curativos 
absorventes e superabsorventes, e bactérias resulta na absorção e 
retenção de microrganismos dentro do corpo do curativo e remoção de 
bactérias do leito da ferida durante uma troca de curativo. A redução 
resultante da biocarga na ferida pode, portanto, ser alcançada sem o uso 
de quaisquer agentes antimicrobianos "ativos". Foi sugerido que as 
forças eletrostáticas entre os materiais de revestimento e os principais 
componentes dos biofilmes resultam na desestabilização e ruptura da 
estrutura dos biofilmes 50 e imobilização de bactérias.51 Interações 
hidrofóbicas/hidrofílicas entre os materiais de curativos as bactérias 
também foi proposto como mecanismo para a ligação de bactérias ao 
curativo .48 O inchaço dos materiais absorventes e superabsorventes 
(como fibras e partículas) usados em alguns curativos também 
podem desempenhar um papel fundamental na captação e 
retenção de bactérias (e dos componentes derivados  de feridas do 
biofilme desvitalizado). Materiais gelificantes altamente absorventes 
do curativo incham ao contato com o fluido, como exsudato de 
ferida, levando à formação de um gel. Bactérias atraídas para o 
corpo desses curativos gelificantes durante o processo de 
absorção de fluidos são presos via interações fibra-bactéria e, 
em seguida, imobilizado dentro do gel formado.52,53 Alguns 
curativos para  

Fig 6. . Imagens de microscopia confocal de varredura a 
laserde amostras de curativos contendo cores vivas 
(verde) e Staphylococcus aureus morto (vermelho). espuma 
de hidrofibra curativo (HFD) (a); HFD com prata e 
antibiofilme tecnologia (controle positivo) (b); hidro-
responsivo curativo para feridas (HRWD) (c); e HRWD + 
PHMB (d)

a

c

b

d

Fig 7. Staphylococcus aureus viável recuperado de 24 horas pré-formado 
biofilmes de pele suína após tratamento de 24 horas com curativos
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feridas exploram os componentes materiais de o curativo para 
remover bactérias da ferida e para manter os microrganismos dentro 
do núcleo do curativo.52-55 Sequestro e captura de bactérias dentro 
da estrutura de um curativo feito de materiais absorventes reduzem a 
ferida bacteriana bioburden. A capacidade de curativos de feridas 
para sequestrar e imobilizar as células bacterianas no curativo já foi 
descrito. 48,56 Esta propriedade é agora um fato reconhecido para 
controlar a infecção da ferida.46 Os resultados aqui apresentados 
sugerem que o SAP de HRWDs pode facilitar o sequestro e imobilização 
bacteriana.

Comparando os dados HRWD + PHMB na Fig 5 com os 
resultados do experimento anterior (Fig 4) sugerimos que a estrutura 
do núcleo interno do SAP seja importante para a ação de matar do 
PHMB em HRWD. Há um aumento no número de bactérias entre 30 
minutos e 24 horas na (Fig 5) onde o núcleo SAP é removido o 
curativo em comparação com uma diminuição observada na (Fig 4) 
vestir-se intacto. No curativo intacto, as bactérias são assumidas e a 
estrutura restrita do SAP dentro do curativo intacto traz as bactérias 
de forma eficiente em contato próximo com o PHMB vinculado. 
Quando o núcleo interno é removido e testado, observamos que a 
estrutura do SAP foi alterada e as partículas não são mantidas 
restritas juntas. Como resultado, há um contato menos eficiente entre 
as bactérias e o PHMB ligado. Juntos, os dados sugerem que a 
estrutura do núcleo interno de o curativo é importante para o 
funcionamento do aspecto antimicrobiano do curativo. 

PHMB fracamente ligado ao HRWD poderia teoricamente ser 
lançado no meio ambiente e tem uma ação antimicrobiana 
significativa. No entanto, os dados fornecem evidência de que 
HRWD + PHMB não libera atividade antimicrobiana e que a ação 
antimicrobiano está estreitamente ligada ao núcleo SAP.

Ao aproveitar as propriedades físicas dos curativos, diminui a 
preocupação com o desenvolvimento de microrganismos resistentes, 
pois é improvável que as bactérias adquiririam resistência às 
características físicas dos materiais de curativo. Além disso, a matança 
"cobertor" de agentes antimicrobianos e uma conduta mais suave para 
reduzir o a biocarga bacteriana pode ser preferida. Um documento 
recente EWMA sugeriu que, apesar de haver uma conexão clara entre a 
presença de microrganismos em uma ferida e a capacidade de 
cicatrização da ferida, 20 essa conexão não é ainda perfeitamente 
compreendida. Parece, no entanto, que nem todos os microrganismos 
precisam ser eliminados de uma ferida.

Mecanismo proposto para ação antimicrobiana de HRWD
A Figura 8 resume os pontos-chave da proposta mecanismo de 

ação antimicrobiana para HRWDs.
HRWDs são caracterizados pela presença de partículas 

superabsorventes de poli acrilato ‘ativadas’ pela presença da solução 
da Ringer, e este arranjo especial fornece um enxágue contínuo e 
efeito de absorção para ajudar no desbridamento da ferida e preparo 
do leito da ferida. 

Assim os HRWDs são uma ferramenta de desbridamento 
eficaz que leva à remoção de tecido desvitalizado de leitos de 
feridas.57,58 Tecidos desvitalizados no leito da ferida são 
reservatórios para a residência de bactérias tanto planctônicas 
quanto as envoltas no biofilme.58 O benefício clínico da 
atividade de sequestro e retenção de microrganismos pelo 
HRWD foi recentemente demonstrado em um estudo não 
comparativo de tratamento de uma variedade de feridas agudas 
e crônicas em 100 pacientes.59 Os pacientes foram tratados com 
HRWD por duas semanas ou por um mínimo de quatro trocas de 
curativo como parte de seu regime de tratamento usual. Como 
parte da avaliação da eficácia do preparo do leito da ferida pelo o 
curativo, foi observado o número de infecções de feridas 
diagnosticadas durante o período de avaliação. No início do 
estudo, 22 pacientes mostraram sinais de infecção da ferida, mas 
este número reduzido a apenas dois pacientes ao final da 
observação período. No final do estudo, 13 pacientes não 
apresentaram nenhuma indicação de infecção da ferida (o resultado 
dos sete pacientes restantes era desconhecido) .59 Os autores sugerem 
que o rápido desbridamento do tecido necrótico, incluindo biofilme, 
reduz a carga biológica da ferida e promove a progressão da 
cicatrização da ferida.

Os resultados aqui apresentados sugerem outros mecanismos 
“físicos” para os HRWDs reduzirem a carga biológica de feridas sem 
a necessidade de agentes antimicrobianos. Esses mecanismos 
incluem a ruptura e dispersão de biofilmes e a absorção de 
bactérias planctônicas liberadas do biofilme para o curativo, 
seguido do sequestro e retenção (aprisionamento) de 
bactérias dentro da estrutura matriz do núcleo interno SAP do 
HRWD. 

Fig 8. Diagrama esquemático da ação proposta do antibiofilme de HRWD. Biofilme 
ligado superfície da ferida (a). Aplicação de HRWD (b). Liberação da solução de Ringer de 
núcleo de curativo promovendo ação de desbridamento de HRWD (c) .57,58 Ruptura de 
biofilme pela presença de HRWD, liberando bactérias e fragmentos de EPS que são 
absorvidos no núcleo interno do curativo (d). Retenção de bactérias levadas para HRWD 
onde são mortos quando colocados em contato próximo com o PHMB (se houver). 
Observe que há morte mínima de bactérias dentro do biofilme remanescente (e). A 
remoção do curativo remove bactérias e fragmentos de EPS (f). Severamente fragmentos 
de biofilme interrompidos permanecem na superfície da ferida suscetíveis a mais ação de 
desbridamento por HRWD. Coloração VIVA / MORTA de bactérias retidas dentro 
Núcleo HRWD (g). Observe as numerosas bactérias não viáveis (vermelho) no HRWD.

a f

b e
g

c d

Chave do diagrama:
  Partícula superabsorvente (SAP) 
   Solução de Ringer
PHMB (se presente)
Partícula SAP hidratada com PHMB ligado

 Biofilme
 Bactérias viáveis
 Bactéria inviável
Substância polimérica extracelular (EPS)
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Questões reflexivas

● ● Quais são os benefícios do uso de curativos não medicamentosos?
● ● Quais são os mecanismos de ação antimicrobiana dos curativos hidro-

responsivos (HRWD)?
● ● Identifique algumas feridas (de sua própria experiência clínica) onde você 

acha que curativos antimicrobianos não medicamentosos, como HRWD, 
podem ser úteis.

Além disso, quando o PHMB está vinculado ao SAP, há um efeito 
antimicrobiano pelo curativo quando bactérias sequestradas são 
colocadas em contato físico mais próximo com o agente 
antimicrobiano ligado. A ação antimicrobiana ocorre apenas sobre 
as bactérias captadas pelo curativo. Uma redução adicional na 
patogenicidade é observada graças à capacidade do curativo de 
absorver e reter proteinases prejudiciais liberadas por bactéria 
patogênica. As bactérias podem contribuir para os níveis 
excessivos de enzima degradadora de proteína (proteinase) 
presente em feridas crônicas causadas pelas bactérias. O sequestro 
e a retenção de bactérias da superfície da ferida ajudarão reduzir os 
níveis de proteinases derivadas de bactérias presentes dentro do 
ambiente de feridas crônicas. Estudos têm também mostrado que o 
SAP presente em HRWDs é capaz de se ligar diretamente as 
enzimas bacterianas e efetivamente reduzir as atividades de 
proteinase.60,61 Estudos preliminares também mostraram que o 
HRWD sequestra a matriz humana metaloproteinases (MMPs) 
MMP-2 e MMP-9, ambas enzimas que contribuem para o 
ambiente prejudicial a evolução da ferida crônica.62,63

Limitações e trabalhos futuros

Estes são estudos de laboratório e, portanto, não recriam as 
complexas condições clínicas em que o curativo deve 
funcionar. Além disso, nestas condições de in vitro, o 
biofilme gerado não será idêntico aos biofilmes encontrados 
em feridas. Vários estudos descritos neste relatório foram 
conduzidos usando biofilmes estabelecidos em superfícies não 
biológicas, tal como sobre plástico, usando condições de 
crescimento em ensaio de laboratório padrão, sob essas 
circunstâncias, é improvável que simule a formação biofilme 
e sua maturação visto in vitro. Esses estudos 
também realizados usando culturas de bactérias de espécie 
única e diferentes da situação in vitro, onde biofilmes 
clinicamente relevantes são poli microbianos. O uso de 
condições e substratos de crescimento bem definidos 
juntamente com a escolha por uma cultura de uma 
única espécie, foram escolhidos pela simplicidade e 
controle de variáveis experimentais. Outros estudos in 
vitro devem ser realizados para investigar a interação de 
HRWD contra biofilmes poli microbianos. No entanto, os 
estudos de laboratório oferecem com certeza alguns 
insights em relação a estratégias de tratamento e são 
um primeiro passo para demonstrar que há atividade 
antibiofilme nos curativos HRWD. É preditivo de um 
cenário clínico, mas esses resultados devem ser 
estendidos em outros estudos de laboratório e confirmado 
por observações clínicas.
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