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Resumo

Fundamentos: Infeccao superficial em Ulceras venosas (UV) dificulta a cicatrizacao.

Objetivo: Avaliar a acao do curativo de hidrofibra com prata (HAg) em comparacao a pomada
de colagenase (Col) em UV.

Métodos: Ensaio clinico randomizado controlado no qual pacientes com UV com infeccao super-
ficial foram randomizados para o grupo intervencao (HAg) ou comparacdo (Col). Apds 30 dias
(T30), os desfechos primarios avaliados foram: taxa de Ulceras sem sinais de infeccao superfi-
cial, diminuigao da carga bacteriana, presenca de bactérias produtoras de biofilme e clonalidade
bacteriana.

Resultados: Foram incluidos neste estudo 34 pacientes (56 Ulceras) - 18 pacientes (28 Ulceras)
no grupo HAg e 16 (28 Ulceras) no grupo Col. Houve reducdo nas Ulceras com infeccao superficial
em ambos os grupos ao longo do tempo, mas sem diferencas (p =0,422). Nao houve diminuicao
na carga bacteriana total ao longo do tempo (p=0,054) ou entre os grupos (p=0,113). Houve
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reducdo na taxa de Ulceras com bactérias formadoras de biofilme ao longo do tempo (p =0,047),
mas nao houve diferencas entre os grupos (p=0,558). Em relacao a clonalidade de Staphylococ-
cus aureus, em 92,8% das Ulceras no grupo HAg e 85% no grupo Col, os clones identificados em
TO foram os mesmos em T30 (p=0,553). Nao houve alteracdo na identidade de Pseudomonas
aeruginosa em nenhuma Ulcera em nenhum dos grupos.

Limitacées do estudo: Curto tempo de seguimento.

Conclusdo: Ambas as intervencoes melhoraram as caracteristicas clinicas e algumas microbio-
logicas, mas ndo houve diferenca entre elas. Além disso, a maioria das Ulceras apresentou perfis
genéticos indistinguiveis de S. aureus e P. aeruginosa entre TO e T30, sem diferenca entre os

grupos.

© 2025 Sociedade Brasileira de Dermatologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Este € um
artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

Ulcera venosa (UV) e outras Ulceras cronicas sao conta-
minadas por microrganismos que podem ser provenientes
de secrecoes enddgenas, curativos e do meio ambiente.
Portanto, é essencial compreender a diferenca entre
colonizacdo, colonizacdo critica (infeccdo superficial) e
infeccao profunda. A colonizacdao ocorre quando as bac-
térias se replicam no leito da Ulcera, mas nao causam
danos ao hospedeiro. Entretanto, o ambiente é suscetivel
a infeccoes bacterianas que ocorrem quando ha aumento
na carga microbiana na superficie da Ulcera (colonizacdo
critica ou infeccdo superficial/local). Consequentemente,
os niveis de citocinas pro-inflamatorias aumentam e pro-
movem a deterioracao do tecido de granulacao e exsudato
em excesso, dificultando o processo de cicatrizacao. A
infeccao profunda ocorre quando as bactérias penetram nos
tecidos perilesionados, se replicam e causam danos ao hos-
pedeiro, ultrapassando a capacidade de defesa imunologica,
manifestando-se como eritema, edema, aumento da tempe-
ratura, dor na regido perilesional e febre.'

Dependendo do ambiente da ulcera, diferentes tipos
de biofilmes podem ser produzidos. Sua formacao inicia-se
quando uma bactéria, em sua forma planctonica, adere a
superficie exposta, que pode ser bidtica ou abiodtica. Em
seguida, os microrganismos se conectam entre si e se fixam
de maneira irreversivel. A partir dai, comecam a proliferar,
ativando o quorum sensing. O biofilme cresce e se dife-
rencia, tornando-se uma comunidade de biofilme maduro
e apresentando caracteristicas estruturais. Em seguida,
forma-se uma matriz de agua e substancias poliméricas,
como polissacarideos, proteinas e DNA extracelular. Por fim,
o biofilme maduro inicia um processo de dispersao com o
desprendimento de células ou microcolonias. A dispersao
pode resultar na colonizacao de novos nichos e, consequen-
temente, em novos locais de infeccdo pelo biofilme.*

A resisténcia das bactérias produtoras de biofilme é um
problema crucial no manejo e tratamento de Ulceras croni-
cas. No biofilme maduro, as bactérias crescem lentamente
em virtude da deficiéncia de nutrientes, resultando em
resisténcia a antibioticos topicos e sistémicos. Além disso,
a penetracao dessas substancias na estrutura bacteriana é
reduzida ou incompleta, e o biofilme na Ulcera se renova
rapidamente.® Desbridamento agudo e curativos com prata,
como o de hidrofibra com prata (HAg), sao linhas de tra-

tamento descritas para combater o biofilme.® Entretanto,
nenhum método é totalmente eficaz para biofilmes, e as
evidéncias cientificas sao escassas para garantir a melhor
forma de remocéo do leito da Ulcera cronica.

Produtos que promovem o desbridamento enzimatico,
como a colagenase, nao sao descritos para combater o bio-
filme. A colagenase é mencionada como enzima derivada
da bactéria Clostridium histolyticum. Ela é eficaz e seletiva
para atuar no colageno do tecido necrotico sem danificar
o tecido de granulacdo. Assim, seu uso é apontado como
possivel apos o desbridamento agudo.” Em virtude do uso
frequente da pomada de colagenase (Col) na pratica clinica
como tratamento de rotina em servicos de saude, é possivel
utiliza-la como intervengao comparativa. O estudo do micro-
ambiente da UV e a busca por intervencoes para combater
a infeccao superficial e o biofilme sao aspectos relevantes
a serem considerados na escolha das melhores estratégias
terapéuticas para promover a cicatrizacéo.

O objetivo deste estudo foi avaliar a acao do curativo
de HAg em comparacao a Col, tanto apos desbridamento
agudo, no controle da infeccao superficial, interferindo na
formacao de biofilme por Staphylococcus aureus e Pseudo-
monas aeruginosa, quanto na clonalidade das cepas isoladas
no tempo inicial e final, em pacientes com UV que uti-
lizaram essas intervencoes por 30 dias. Esse periodo foi
escolhido uma vez que os objetivos primarios eram avaliar
a infeccao superficial local e os resultados microbiolégicos,
em vez da cicatrizacdo, que necessita de mais tempo de
seguimento.

Materiais e métodos

Ensaio clinico randomizado, controlado e aberto, com dese-
nho de dois grupos paralelos e avaliacao cega dos desfechos,
foi conduzido com pacientes com UV e sinais clinicos de
infeccao superficial. O estudo foi registrado no Registro
Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC - RBR - 4kkg2h) e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina (FMB) da Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Campus de Botucatu, sob o nimero 3.055.504. Além disso,
o estudo foi relatado seguindo a declaracdo CONSORT.®

O trabalho foi realizado em pacientes adultos atendidos
no Ambulatério de Ulceras Cronicas do Hospital das Clini-
cas da Faculdade de Medicina de Botucatu - Unesp, entre
outubro de 2020 e novembro de 2021.
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Participantes do estudo

Os individuos que preencheram todos os critérios de inclu-
sao e nenhum dos critérios de exclusao foram elegiveis para
o estudo. Os critérios de inclusao foram: 1) idade > 18
anos; 2) UV cronica (Ulcera ativa ha mais de seis sema-
nas) com sinais clinicos de infeccao superficial, seguindo
a regra dos critérios mnemonicos NERDS® se houvesse pelo
menos dois dos seguintes: i) N=feridas que nao cicatri-
zam; ii) E = feridas exsudativas; iii) R = tecido de granulacao
vermelho e com sangramento na superficie da ferida; iv)
D = detritos - tecido necrotico amarelo ou preto na superfi-
cie da ferida; v) S=cheiro ou odor desagradavel da ferida;
3) concordancia com os procedimentos propostos no estudo;
4) assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
(paciente ou responsavel). Os critérios de exclusao foram: 1)
Ulceras de outras etiologias (doenca arterial periférica, cau-
sas hematologicas, neoplasicas, infecciosas etc.); 2) Ulceras
com infeccdes de tecidos profundos associadas a erisipela,
celulite ou linfangite em virtude da necessidade de anti-
bioticoterapia sistémica; 3) historia de hipersensibilidade
aos tratamentos propostos; 4) UV associada a doenca arte-
rial periférica, classificada quando indice Tornozelo-Braquial
(ITB) <0,8 e auséncia de pulsos distais, principalmente
tibiais.

Randomizacao e intervencgdes

O protocolo de randomizacao foi implementado utilizando
o software Rv 3.1.2, realizado por paciente, nao por
ferida. Para garantir a ocultacdo da alocacdo, a lista de
randomizacdo foi mantida por um individuo nao relaci-
onado na selecao clinica dos participantes. Portanto, a
randomizacao foi realizada no tempo basal (T0), e o par-
ticipante podia ser alocado no grupo colagenase (grupo Col)
ou no curativo de hidrofibra com prata (grupo HAg).

Apds o recrutamento, a area de todas as Ulceras foi
medida no inicio do estudo para todos os participantes. Em
seguida, a Ulcera foi limpa com solugdo salina a 0,9%. A
seguir, foi realizada a coleta de material com swab para
analise microbiolégica e desbridamento agudo do leito da
ferida. Esse ultimo procedimento foi realizado com anes-
tesia topica local (creme de lidocaina a 4%) e mantido sob
curativo oclusivo por 30 minutos. Em seguida, o desbrida-
mento foi realizado com cureta em todo o leito ulcerado.

Apos o desbridamento superficial, os participantes foram
randomizados em dois grupos. O primeiro grupo foi com-
posto por participantes tratados com curativo de HAg
(AQUACEL® Ag+Extra™) em formato de compressa, sendo
necessarias trocas ao atingir a saturacdo (aproximadamente
quatro dias). No segundo grupo, os participantes foram
tratados com Col, que nédo foi associada aos antibioti-
cos (Kollagenase®). A apresentacdo da colagenase foi em
pomada, e a quantidade aplicada variou de acordo com o
tamanho da ferida. Ainda assim, deveria ser suficiente para
cobrir todos os leitos das feridas com uma camada minima
de 2mm, posteriormente coberta com gaze, necessitando
ser trocada uma vez ao dia.

Em ambos os grupos, a faixa elastica compressiva
(Surepress®) foi associada ao tratamento, devendo ser apli-
cada uma vez ao dia (pela manha e removida ao final do dia).

A faixa elastica compressiva € um sistema de compressao
constituido por uma Unica camada, com pressao em torno
de 25 a 35 mmHg no tornozelo. Além disso, todos os parti-
cipantes e cuidadores receberam instrucoes para cuidar da
ferida em casa durante o periodo do estudo.

Desfechos

Os desfechos avaliados apo6s 30 dias (T30) foram os
seguintes.

Primarios: (i) taxa de feridas sem sinais de infeccao
superficial, seguindo os critérios clinicos da regra mnemo-
nica NERDS;’ (ii) analise microbiolégica - taxa de Ulceras
com reducdo da carga bacteriana; taxa de Ulceras com
bactérias formadoras de biofilme; taxa de Ulceras com
alteracdes de identidade bacteriana (clonalidade).

Secundarios: (i) melhora clinica da UV avaliada pela
escala PUSH (Pressure Ulcer Scale for Healing)'® - o escore
total pode variar de 0 a 17; escores mais altos representam
as piores condicdes para a Ulcera; (ii) reducdo da area da
Ulcera pelo método planimétrico; (iii) taxa de cicatrizacao
avaliada clinicamente pela observacao da epitelizacao total
sem a presenca de crostas no local da UV; (iv) eventos locais
adversos relacionados as intervencées.

Todos os desfechos foram avaliados por um clinico inde-
pendente, cego a alocacao do tratamento.

Analise microbiolégica

As Ulceras foram irrigadas com solucao salina a 0,9% sob
pressao mecanica para a coleta das amostras. Um molde
de gaze estéril com abertura central de 1cm? foi colocado
sobre o leito da ferida com o aparecimento dos tecidos mais
inviaveis. O swab foi umedecido com solucao salina estéril
(0,9%) e friccionado ao longo da area exposta. Posterior-
mente, o swab foi acondicionado em um tubo com 3 mL de
solucdo salina estéril a 0,9%, que foi refrigerado e imedia-
tamente transferido para analise microbioldgica.

As analises microbioldgicas foram realizadas no Laborato-
rio de Microbiologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu
(Universidade Estadual Paulista - Unesp). Neste estudo,
as bactérias formadoras de biofilme mais prevalentes na
UV mencionadas na literatura - S. aureus e P. aeruginosa
- foram selecionadas para analise. Staphylococcus epider-
midis também foi avaliada por ser bactéria formadora de
biofilme."" As demais bactérias presentes nas culturas foram
apenas descritas quanto a presenca e a carga bacteriana.
Ainda assim, nao foram avaliadas quanto a capacidade de
formacao de biofilme e a identidade bacteriana entre TO
e T30. Para calcular o nimero de unidades formadoras de
colénias por centimetro quadrado (UFC/cm?), o nimero de
colonias confirmadas foi multiplicado por 10 (100 L de iné-
culo) e, entdo, por trés (total de 3mL no tubo de swab).

Producéo de biofilme em microplaca de
poliestireno

Para cada cultura de S. aureus, S. epidermis e P. aeruginosa,
o crescimento em BHI a 35°C/24 horas foi diluido para apro-
ximadamente 1,5 x 10® UFC (escala MacFarland 0,5), com
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Recrutamento

|Ava|iados para elegibilidade (n = 74)|

Excluidos (n = 40)

* Nao atenderam aos critérios de elegibilidade (n = 40)
* Recusaram-se a participar (n = 0)

|Randomizados (n = 34 participantes/56 L’JIceras)|

| |

Grupo Hidrofibra com prata (n = 18

participantes/28 ulceras)

« Receberam a intervencéo alocada (n = 18
participantes/28 Glceras)

» Perdidos para o seguimento (n = 0)

» Descontinuacéo da intervencgéo (n = 1
participante/1 Ulcera). Este participante usou
a intervencao randomizada por 27 dias e
depois a colagenase por 3 dias

Analisados (n = 18 participantes/28
Ulceras)

Figura 1

o auxilio do Densicheck (Biomeriéux For), utilizando o BHI
suplementado com 0,5% de glicose. A densidade 6ptica (DO)
foi medida usando leitor de ELISA (Babsystems, MultiSkan
EX) a 570 nm. O BHBI nao inoculado foi usado como controle
negativo das reacoes. O controle positivo de P. aeruginosa foi
0 ATCC 9027, e o de Staphylococcus foi S. epidermidis ATVV
35983. A partir da média das quatro repeticdes (DO) e de
acordo com arelacao entre a DO (amostra teste) e a DO (con-
trole negativo), as cepas foram classificadas nas seguintes
categorias: nao produtoras de biofilme, produtoras fracas,
moderadas ou fortes de biofilme, como mencionado por Ste-
panovic et al."?

Identificacao da tipagem bacteriana por gel de eletrofo-
rese de campo pulsado (PFGE)

A tipagem molecular utilizando a técnica de PFGE foi rea-
lizada para as bactérias S. aureus e P. aeruginosa quando as
mesmas espécies foram encontradas em uma Ulceraem TO e
T30. Para as cepas de S. aureus, a metodologia utilizada foi
a descrita para o PulseNet."® Para as cepas de P. aeruginosa,
foi empregada a metodologia de Gram-negativas de Selim
et al.™.

Tamanho da amostra e analise estatistica

Para o tamanho da amostra, assumiu-se que 20% das UV per-
maneceriam com infeccao superficial no grupo HAg e 60%
no grupo Col. A diferenca entre os grupos foi baseada em
estudos anteriores que encontraram quase 80% da infeccao
superficial controlada com curativos HAg.">"® No grupo Col,
assumiu-se apenas 40% de controle da infeccao, visto que
sua acdo é o desbridamento enzimatico.” Considerando 80%
de poder estatistico e nivel de significancia bicaudal de 95%,
foram necessarias 27 UV para cada grupo de intervencao.

A andlise estatistica foi por intencdo de tratar, realizada
respeitando-se as premissas determinadas pelos resultados,
caracteristicas e comportamento das variaveis. As variaveis

Grupo Colagenase (n = 16 participantes/28

Ulceras)

* Receberam a intervencéo alocada (n =
16 participantes/28 Ulceras)

« Perdidos para o seguimento (n = 0)

» Descontinuacao da intervencgéo (n = 1
participante/2 Ulceras). Este participante usou
a intervencao randomizada por 11 dias e
depois a hidrofibra com prata por 19 dias

! 1

Analisados (n = 16 participantes/28
Ulceras)

Fluxograma do estudo segundo CONSORT.

binomiais foram comparadas pelos testes Qui-Quadrado (c2)
e Exato de Fisher. O teste t de Student ou teste U de Mann-
-Whitney foi usado na comparacao das variaveis numéricas,
e a normalidade foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. O
seguimento longitudinal das areas de Ulcera, o escore PUSH,
foi alcancado entre os grupos por meio de modelo linear
misto generalizado com distribuicao de probabilidade ade-
quada para cada variavel. A magnitude do efeito sobre os
dados nominais foi avaliada pelo risco relativo (RR) e seu
intervalo de confianca de 95% (IC 95%)."” Os dados foram
analisados utilizando o software SPSS 22.0, e o valor de p
< 0,05 foi considerado significante.

Resultados

Durante o periodo do estudo, 74 participantes foram
avaliados para determinar se atendiam aos critérios de ele-
gibilidade (fig. 1). Entre eles, 40 foram excluidos por nao
atenderem a esses critérios. Assim, 34 participantes com
56 Ulceras venosas foram elegiveis e randomizados para o
estudo. Dezoito participantes com 28 UV foram randomiza-
dos para o grupo HAg e 16 participantes com 28 UV para o
grupo Col. Apds 30 dias de seguimento, um participante do
grupo HAg com uma ulcera e um do grupo Col descontinua-
ram as intervencoes.

A tabela 1 apresenta os dados demograficos e clinicos dos
participantes no tempo basal (T0), distribuidos por grupo de
estudo. Observa-se que os grupos de estudo sao homogéneos
e nao apresentam diferencas estatisticas entre as variaveis.

Desfechos primarios

Taxa de Ulcera sem sinais clinicos de infeccao superficial em
T30
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Tabela 1  Distribuicdo dos 34 participantes (56 Ulceras) por grupo de estudo de acordo com dados demograficos e clinicos no
Tempo basal (T0)

Variaveis relacionadas aos pacientes Grupo Total, n=34 (%) p-valor

Col, n=16 (%) HAg, n=18 (%)

Média de idade (em anos) (=DP) 70,7 (£ 9,2) 68,6 (+ 8,9) 69,6 (£ 9,0) 0,94
Sexo feminino 11 (68,8) 13 (72,2) 24 (70,6) 0,83
Sexo masculino 5 (31,3) 5 (27,8) 10 (29,4) 0,83
HAS 11 (68,8) 14 (77,8) 25 (73,5) 0,58
DM 5 (31,3) 6 (33,3) 11 (32,3) 0,90
Historico de procedimentos cirdrgicos vasculares 6 (37,5) 4(22,2) 10 (24,49) 0,36
Mobilidade reduzida do tornozelo 9 (56,2) 10 (55,5) 19 (55,8) 0,97
Historia da TVP 5 (31,3) 3 (16,7) 8 (23,5) 0,35
ITB - mediana (max.-min) 1,07 (0,80-1,50) 1,05 (0,93-1,21) 1,06 (0,80-1,50) 0,25
Variaveis relacionadas as feridas mediana (min.-max.) n=28 Ulceras n=28 Ulceras Total (n=56 Ulceras) p-valor
Tempo das Ulceras (meses) 24,0 (1,0-168,0) 42,0 (2,0-600,0) 30 (1,0-600,0) 0,25
Area das Glceras (cm?) 10,3 (1,0-96,9) 14,3 (1,0-123,3) 11,2 (1,0-123,3) 0,74

HAS, hipertensao arterial sistémica; DM, diabetes mellitus; TVP, trombose venosa profunda; ITB, indice tornozelo-braquial.

Houve reducdo de Ulceras com critérios de infeccao
superficial em ambos os grupos ao longo do tempo. Em 29/56
Ulceras (51,8%; IC 95% 39,0%-64,3%), ndo havia sinais de
infeccao superficial em T30, dos quais 13/28 do grupo HAg
(46,4%; 1C 95% 28,6%—-65,4%) e 16/28 do grupo Col (67,1%; IC
95% 40,0%-73,4%), ndo havendo diferenca estatistica entre
os grupos (p=0,422). O RR para infeccao nao superficial ao
final de 30 dias entre o grupo HAg em comparacao ao grupo
Col foi de 0,81 (IC 95% 0,39-1,68).

Taxa de ulceras com reducdo da carga bacteriana

Foi possivel identificar que ndao houve reducao da carga bac-
teriana ao longo do tempo (p=0,054), ou entre os grupos
(p=0,113; fig. 2).

Em TO, 37/56 das Ulceras apresentaram crescimento de S.
aureus (66,1%, 1C 95% 53%-77,1%); no grupo HAg, ocorreu em
16/28 (57,1%; 1C 95% 39,1-73,5%) e no grupo Col em 21/28
Ulceras (75%; I1C 95% 56,6%-87,3%). Em T30, 46/56 apresen-
taram crescimento de S. aureus (82,1%; IC 95% 70,1%-90%);
no grupo HAg ocorreu em 20/28 Ulceras (71,4%; IC 95%
52,4%-84,75%) e no grupo Col em 26/28 ulceras (92,8%; IC
95% 77,5%-98,0%). Nao houve diferenca com significancia
estatistica ao longo do tempo (p=0,345) e de acordo com
os grupos de intervencao (p=0,336).

Quanto a P. aeruginosa, em TO, houve crescimento em
16/56 Ulceras (28,5%; IC 95% 18,4%-41,5%); no grupo HAg,
ocorreu em 11/28 (39,3%; 1C 95% 23,6%-57,6%) e no grupo
Col ocorreu em 5/28 (17,8%; 1C 95% 7,9%-35,6%). Em T30,
13/56 Ulceras apresentaram crescimento de P. aeruginosa
(23,2%; 1C 95% 14,1%-35,8%); no grupo HAg ocorreu em 7/28
Ulceras (25%; IC 95% 12,7%-43,3%) e no grupo Col em 6/28
Ulceras (21,4%, 1C 95% 10,2%-39,5%). Staphylococcus epider-
midis ocorreu em apenas trés Ulceras em TO.

Taxa de Ulceras com bactérias formadoras de biofilme

Houve reducao na taxa de Ulceras com bactérias forma-
doras de biofilme de TO a T30 (p=0,047), mas nao houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos em
T30 (p=0,558).

Em T30, no grupo HAg, 13/28 (46,4%; 1C 95% 28%-63%) nao
apresentavam bactérias formadoras de biofilme; no grupo
Col, também 13/28 (46,4%; IC 95% 28%-63%). Assim, o RR
de Ulceras com bactérias que ndo formam biofilme foi de
1,0 (IC 95% 0,46-2,16; p=1,000). Os resultados da producao
de biofilme por cepa bacteriana sao apresentados na
figura 3.

Taxa de Ulceras com alteragao na identidade bacteriana.

A tipagem molecular utilizando a técnica de PFGE foi rea-
lizada para as bactérias (S. aureus e P. aeruginosa) da mesma
espécie em uma Ulcera especifica em TO e T30. Entretanto,
a tipagem nao foi realizada para S. epidermidis, uma vez
que nao houve crescimento dessa bactéria em TO e T30 na
mesma Ulcera.

A figura 4 mostra os resultados do dendrograma de
similaridade genética de S. aureus de Ulceras que apre-
sentaram crescimento dessa bactéria em TO e T30. Foi
possivel identificar a existéncia de 17 clones totais de
bactérias em 22 participantes em diferentes momentos e
grupos deste estudo. Nesse sentido, houve similaridade sig-
nificante, acima de 80%, na maioria das Ulceras, de modo
que clones idénticos foram identificados em TO e em T30.
Os clones de S. aureus identificados em TO foram os mes-
mos identificados em T30 em 13/14 Ulceras (92,8%; IC 95%
68,5%-98,7%) no grupo HAg e em 17/20 Ulceras (85%; IC
95% 64,0%-94,8%) no grupo Col. O RR para ter S. aureus
com alteracdo na identidade é de 0,58 (IC 95% 0,10-3,31;
p=0,553); portanto, ndo ha diferenca com significancia
estatistica entre os grupos.

As analises de PFGE em cepas de P. aeruginosa sao obser-
vadas no dendrograma da figura 5. Esse dendrograma foi
criado utilizando particao final de oito agrupamentos com
nivel de similaridade superior a 80%. Todas as feridas do
dendrograma identificaram alta similaridade dos clones em
TO e em T30. Foi possivel identificar oito clones em sete par-
ticipantes com 11 Ulceras. Dessas 11 Ulceras, 9/28 eram do
grupo HAg (32,1%) e 2/28 (7,14%) do grupo Col. Nao houve
alteracao na identidade de P. aeruginosa em nenhuma Ulcera
em ambos 0s grupos.
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Figura2 Logda carga bacteriana (UFC/cm?) do total de espé-
cies avaliadas (A), S. aureus (B) e P. aeruginosa (C), no inicio do
estudo (TO) e apos 30 dias (T30), nas Ulceras do grupo hidro-
fibra com prata (HAg) e colagenase (Col). A carga bacteriana
ao longo do tempo (média antes vs. média depois) apresentou
significancia marginal (p =0,054); entretanto, nao diferiu entre
os grupos (p=0,113).

Desfechos secundarios

Melhora clinica da UV

No grupo HAg, o valor médio de PUSH em TO foi de 13,5
(+ 2,5) e em T30 foi de 12,7 (+ 3,3). No grupo Col, o valor
médio em TO foi de 13,5 (+ 2,5) e em T30 foi de 12,4 (+
2,9). Ambos os grupos apresentaram melhora no escore ao
longo do tempo (p=0,001); entretanto, nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (p=0,0668).
A reducdo média do escore percentual de PUSH no grupo
HAg foi de-6,8 (IC 95%-1,3 a-13,0); no grupo Col, foi
de-7,6 (IC95%-1,10 a- 14,1), confirmando que nao houve
diferenca entre os grupos.

Reducao da area da ulcera e cicatrizacao total

A reducdo média da area da Ulcera foi de 0,78 cm?
(IC 95%-0,20 a-1,36) no grupo HAg e de 1,1cm? (IC
95%-0,20 a-2,00) no grupo Col. Houve reducao da area
em ambos os grupos ao longo do tempo (p=0,001), mas nao
houve diferenca na significancia estatistica entre os grupos
(p=0,786). Nao houve ulceras com cicatrizacao total em
ambos os grupos analisados.

Eventos adversos

Nao houve eventos adversos relacionados a ambas as
intervengdes. Um paciente com quatro Ulceras no grupo Col
apresentou miiase secundaria, mas esse evento ndo estava
relacionado a intervencao.

Discussao

Avaliar intervencdes que atuam na carga bacteriana e nos
biofilmes das UV é crucial, pois ha alta prevaléncia de bio-
filmes em feridas crénicas, de 62% a 89%.'® Este ensaio
clinico randomizado foi especificamente criado para avaliar,
em curto periodo, a eficacia do curativo de HAg em desfe-
chos clinicos, como infeccao local, e microbiolégicos, como
reducao da carga bacteriana e inibicdo de bactérias pro-
dutoras de biofilme. Foi avaliado se os curativos poderiam
eliminar as bactérias que colonizavam inicialmente a Ulcera,
utilizando a avaliacao da clonalidade bacteriana, compa-
rando os desfechos basais com o tempo final de seguimento.

Os principais resultados mostram que ambas as
intervencoes, curativo de HAg e Col, promoveram a reducao
de Ulceras com critérios de infeccao superficial, diminuicao
da taxa de Ulceras com bactérias formadoras de biofilme ao
longo do tempo, mas sem diferenca estatisticamente signifi-
cante entre os grupos. Por outro lado, nao houve reducao na
carga bacteriana total ao longo do tempo, mas houve signi-
ficancia marginal (p=0,054). Portanto, a falta de deteccao
de diferenca pode ter sido decorrente da pequena amostra
(sem poder estatistico). Entretanto, nao houve sugestao de
diferenca entre os grupos.

A maioria das Ulceras apresentou perfis de PFGE indis-
tinguiveis entre TO e T30, mostrando falta de acao para
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Capacidade de formacéao de biofilme — S. epidermides

Classificacao das cepas bacterianas formadoras de biofilme. (A) Classificacao de todas as cepas bacterianas avaliadas em

conjunto (S. aureus, P. aeruginosa e S. epidermidis). (B) Capacidade do S. aureus de formar biofilme. (C) Capacidade da bactéria
P. aeruginosa de formar biofilme. (D) Capacidade da bactéria S. epidermidis de formar biofilme. Houve reducédo na taxa de Ulceras
com bactérias formadoras de biofilme de T0 a T30 (p = 0,047), mas nao houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos

em T30 (p=0,558).

eliminar as bactérias que estavam inicialmente colonizando
a Ulcera. A hipodtese inicial presumia que o curativo de HAg
seria superior a Col, visto que ha mais evidéncias de sua acao
contra infeccdes superficiais e biofilmes em virtude de suas
propriedades antimicrobianas.'>'® Curativos contendo prata
sao conhecidos por reduzir a carga bacteriana e atuar como
barreira antimicrobiana para evitar maior contaminacao da
ferida por microrganismos externos. Esses curativos apre-
sentam menor risco de resisténcia bacteriana quando ha
dose adequada de prata.' Além disso, a prata atua contra
bactérias Gram-negativas, bactérias Gram-positivas, fungos
e virus,' embora tenha havido relatos recentes de resistén-
cia bacteriana a prata.?’

Os ensaios clinicos com curativos com prata geralmente
avaliam os desfechos de cicatrizacao. Entretanto, os resulta-
dos relacionados ao controle local da infeccao e aos efeitos
microbioldgicos ainda precisam ser avaliados, o que dificulta
a comparacao dos achados do presente estudo.

Uma revisdo sistematica Cochrane com metanalises de
2010 concluiu que ndo havia evidéncias que confirmassem

se produtos com prata podem promover a cicatrizacao de
feridas.?' Entretanto, outras revisdes sistematicas dos ulti-
mos anos encontraram resultados diferentes. Uma revisao
sistematica Cochrane de 2018 sobre curativos e agentes
topicos para o tratamento de UV encontrou evidéncias de
que os curativos com prata podem aumentar a probabili-
dade de cicatrizacao da UV em comparacao com curativos
nao aderentes (RR=2,43; IC 95% 1,58-3,74), com evidén-
cia de certeza moderada.?? A revisao sistematica realizada
em 2020 sobre curativos com prata, especificamente para
UV, incluiu oito ensaios clinicos randomizados, totalizando
1.057 pacientes, 526 participantes com curativos com prata
e 531 controles. Os desfechos avaliados foram clinicos, como
reducao da area da ferida e cicatrizacdao. Houve evidén-
cias de que curativos com prata podem aumentar a taxa de
cicatrizacdo da UV e melhorar sua recuperacao em curto
periodo. Entretanto, em comparacdo com outros curati-
vos, ensaios clinicos com longo tempo de seguimento sao
necessarios para confirmar se os curativos com prata sao
superiores para a cicatrizacao completa da ferida.?
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N Ulcera  Grupo Momento Cluster
24 1 H To 0001
24 1 H T30 0001
19 1 Col To 0002
19 1 Col T30 0002
20 1 Col To 0003
20 1 Col T30 0003
20 2 Col T30 0003
20 2 Col To 0003
32 1 H T30
1 1 Col T0 0010
1 1 Col T30 0010
1 2 Col To 0010
1 2 Col T30 0010
20 2 H To 0005
29 2 H T30 0005
3 1 Col To 0008
3 1 Col T30 0008
16 1 H To 0007
16 1 H T30 0007
30 1 Col To 0008
30 3 Col To 0008
14 1 Col T30 0006
14 2 Col To 0008
14 2 Col T30 0006
14 1 Col To 0006
30 1 Col T30 0010
30 4 Col T30 0010
30 4 Col T0 0010
30 3 Col T30 0010
30 2 Col T30 0010
30 2 Col To 0008
32 1 H To
5 1 H T0 0007
5 1 H T30 0007
13 1 H T30 0005
31 1 H T30 0011
13 1 H To 0005
31 1 H To 0011
27 1 H To 0013
27 1 H T30 0013
17 1 Col T30 0016
17 1 Col To 0016
2 3 H T0 0002
2 3 H T30 0002
9 1 H To 0002
9 1 H T30 0002
22 2 Col To 0015
22 2 Col T30 0015
22 3 Col T30 0015
22 4 Col To 0015
26 1 H To 0015
26 1 H T30 0015
22 4 Col T30 0015
1 1 Col To 0001
1 2 Col To 0001
1 2 Col T30 0001
1 1 Col T30 0001
22 1 Col To 0017
22 1 Col T30 0017
22 3 Col To 0015
15 1 H T30 0003
15 2 H To 0003
15 1 H To 0003
15 2 H T30 0003
15 3 H To 0003
) 15 3 H T30 0003
| i ! 6 1 Col TO 0004
] i 6 1 Col T30 0004
il L l I 8 1 H To 0009
E ] e 8 1 H T30 0009

Figura 4 Dendrograma de similaridade genética de Ulceras com S. aureus. O RR para ter S. aureus com alteracao de identidade
€ 0,58 (IC 95% 0,10-3,31; p=0,553).
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Spel P.aeruginosa

Figura 5
em nenhuma ulcera em ambos os grupos.

No presente estudo, ambos os grupos foram submetidos
a desbridamento por curetagem cirlrgica superficial antes
da randomizacao, o que pode explicar os resultados seme-
lhantes entre os dois grupos. O desbridamento representa
estratégia de tratamento contra biofilmes. Entretanto, ele
nao pode ser erradicado, pois sua formacao ocorre algumas
horas apds o procedimento. Portanto, seu uso isolado nao
é recomendado. Ainda assim, é uma estratégia que corro-
bora a melhor eficacia das terapias topicas contra biofilme
realizadas apos o desbridamento, pois abre uma janela de
oportunidade.?

O biofilme e a carga bacteriana das Ulceras promovem
atraso na cicatrizacao e podem causar o desenvolvimento
de infeccdes.?” Portanto, o conhecimento dos microrganis-
mos mais frequentes em Ulceras cronicas mostra o caminho
para a criacao de estratégias de tratamento de feridas. A
correlacao clinico-laboratorial em relagao a flora bacteriana
de Ulceras cronicas € um desafio. A amostra microbioldgica
pode ser analisada de maneira qualitativa e quantitativa.
Neste estudo, o swab foi realizado em area predeterminada,
possibilitando as analises quantitativas e a identificacdo das
espécies bacterianas. A técnica de swab é menos invasiva
e pode ser usada para analises qualitativas, semiquantita-
tivas ou quantitativas e é empregada principalmente em
ambientes ambulatoriais.?®

A técnica de swab é menos invasiva e pode ser usada para
analises qualitativas, semiquantitativas ou quantitativas. E
predominantemente empregada em ambientes ambulatori-
ais.

N Ulcera Grupo Momento Cluster
29 4 H TO 0001
29 4 H T30 0001
29 3 H T0 0001
29 3 H T30 0001
29 1 H TO 0002
29 1 H T30 0002
9 1 H T0 0003
9 1 H T30 0003
14 2 H T0 0004
14 2 H T30 0004
14 1 H TO 0004
14 1 H T30 0004
10 1 H T0 0005
10 1 H T30 0005
20 2 Col T0 0006
20 2 Col T30 0006
18 1 Col T0 0007
18 1 Col T30 0007
25 2 H T0 0008
25 2 H T30 0008
25 1 H TO 0008
25 1 H T30 0008

Dendrograma de similaridade genética de Ulceras com P. aeruginosa. Nao houve alteracao na identidade de P. aeruginosa

As bactérias mais frequentes em Ulceras crénicas sao
S. aureus e P. aeruginosa. Ao mesmo tempo, a prevalén-
cia de outros tipos varia nos diferentes estudos.”” A Ulcera
pode evoluir para infeccao de tecidos moles mais profundos
quando as bactérias atingem o nivel critico de 105 unida-
des formadoras de colonias por grama de tecido. Quando
o nimero de bactérias ultrapassa esse limite, a probabi-
lidade de infeccdo aumenta, pois o sistema imunoldgico
do hospedeiro nao consegue mais controlar a proliferacao
bacteriana.?® O estudo que analisou as caracteristicas micro-
bioldgicas de 754 UV, utilizando o swab em uma area de
1cm?, em uma amostra de 636 (84,3%) pacientes, apre-
sentou Ulceras com cultura positiva.?’ Dentre os patdgenos
identificados no estudo, P. aeruginosa foi detectada em
28,6% das culturas. No presente estudo, cerca de 66% das
Ulceras foram colonizadas por S. aureus e 28,5% por P. aeru-
ginosa.

A tipagem molecular, pela técnica de PFGE realizada
neste estudo, demonstrou alta similaridade dos clones em
TO e T30 nas cepas de S. aureus e P. aeruginosa. Apenas uma
Ulcera no grupo do curativo de HAg e trés do grupo da Col
apresentaram perfis genéticos diferentes de S. aureus. Os
perfis de P. aeruginosa por PFGE foram indistinguiveis em
quaisquer ulceras de ambos os grupos. Portanto, os resulta-
dos do presente estudo mostram que os curativos ndo sao
eficazes em alterar a clonalidade bacteriana. Outro estudo
avaliou a colonizacao em feridas por P. aeruginosa por PFGE;
identificou a bactéria em 48 culturas isoladas de Ulceras
cronicas que foram submetidas a diferentes tipos de cura-
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tivos, incluindo prata, demonstrando multirresisténcia em
trés delas. Pseudomonas aeruginosa estava presente em 75%
das amostras de feridas cronicas. Na maioria das ulceras,
as cepas apresentaram as mesmas caracteristicas genéticas
em ambos 0os momentos analisados, indicando que os lei-
tos das feridas permaneceram colonizados e que os clones
persistiram por mais de um més de tratamento, resultado
semelhante ao encontrado no presente estudo. A maioria
das bactérias apresentou genes de viruléncia associados ao
alto potencial de estabelecer infeccdo.*°

O presente estudo apresenta algumas limitacdes. Pri-
meiro, o tempo de seguimento de 30 dias é considerado
insuficiente para avaliar a evolucao do processo de
cicatrizacdo de Ulceras cronicas. No entanto, os desfechos
primarios estavam associados a avaliacao da infeccao super-
ficial local e aos desfechos microbioldgicos, que puderam
ser alcancados no periodo proposto. Outra limitacdo é o
procedimento de coleta de material para as analises micro-
bioldgicas, visto que o padrao-ouro é a biopsia tecidual em
virtude da capacidade de avaliar bactérias mais profundas.
Entretanto, a biopsia tem a desvantagem de ser mais inva-
siva, dolorosa e cara do que a técnica de swab."" Além disso,
o swab foi coletado em uma pequena area do leito da ferida.
A distribuicao de bactérias e biofilmes em feridas cronicas
pode nao ser uniforme. Portanto, uma Unica amostra de
biopsia ou swab em pequena area pode influenciar os resul-
tados, pois outras regides da mesma lesao podem apresentar
resultados diferentes. Entretanto, o swab foi realizado no
leito da ferida com tracos de tecido inviavel, aumentando as
chances de representar o local com maior carga bacteriana
e biofilme.

Os resultados deste estudo permitem discutir a eficacia
de intervengdes denominadas como estratégias para o trata-
mento de Ulceras com infeccdo superficial e biofilme, com
avaliacdo clinica e microbiologica de desfechos essenciais
relacionados as infecgdes de feridas.

Conclusao

Ambas as intervencdes melhoraram as caracteristicas cli-
nicas e algumas microbiologicas ao longo do tempo, mas
nao houve diferenca entre elas apos 30 dias de seguimento.
Além disso, a maioria das Ulceras apresentou perfis genéti-
cos indistinguiveis de S. aureus e P. aeruginosa entre T0 e
T30, sem diferenca entre os grupos.
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