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UVOD

Otkad postoje, lokalna antimikrobna sredstva uvelike
se koriste u terapiji kroni¢nog vrijeda zbog ¢injenice
da je infekcija rane jedna od najce$¢ih komplikacija.
Lokalna antimikrobna terapija ima svoje prednosti, ali
i velike nedostatke. Klju¢ni kriterij za odabir vrste, na-
¢ina i vremena djelovanja antimikrobnog sredstva je
definiranje kriterija znakova infekcije kroni¢nog vrije-
da. S obzirom na ¢injenicu da su mehanizmi cijeljenja
i stanice koje u njemu sudjeluju iznimno osjetljivi na
agresivnu primjenu antimikrobnih sredstava s jedne
strane, te da je masovna, a nedovoljno ciljana antibi-
otska terapija s druge strane dovela do pojave masov-
ne rezistencije bakterija, mozemo re¢i da su klinicki
znakovi i kriteriji prepoznavanja infekcije klju¢ni za
pravilno tretiranje kroni¢nog vrijeda. Iz navedenih
razloga u svijetu postoji znacajna uloga suvremenih
antimikrobnih sredstava s dodatkom srebra, koja isto-
dobno nisu toksi¢na za procese cijeljenja, a baktericid-
na su i ne stvaraju rezistenciju.

Moderne obloge kao suvremeni dio lokalne terapije
imaju i komponentu kontrole infekcije u kroni¢nom
vrijedu dodavanjem dezinficijensa ili srebra, a osim
toga imaju i mehanicki nacin uklanjanja bakterija in-
kapsuliranjem u vlastitu strukturu vlakna. Dosadas$nja
terapija nije bila potpuno uc¢inkovita kod onog kro-
ni¢nog vrijeda koji je kontinuirano razvijao biofim
na svojoj povrsini. Stoga je bilo klju¢no klini¢ki iden-
tificirati znakove biofilma u kroni¢nom vrijedu i na
taj nacin razvijati moderniju i u¢inkovitiju oblogu za
rane, te odrediti adekvatnu i ciljanu terapiju.

ANTIMIKROBNE OBLOGE ZA INFICIRANI
VRIJED

Infekcija kroni¢nog vrijeda iskljucivo se lijeci sistem-
skom primjenom antibiotika.

Lokalna primjena antibiotske terapije striktno je kon-
traindicirana i davno napustena klinicka praksa, jer
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dokazano razvija rezistenciju bakterija. Kroni¢na rana
uvijek ima prisutne bakterije i nemoguce ih je u pot-
punosti odstraniti, ni mehanicki, npr. debridmanom,
ispiranjem dezinficijensom, antibiotskom terapijom.
Ono na §to se iskljuc¢ivo moze djelovati je broj prisut-
nih bakterija, ¢ime direktno kontroliramo i sprjecava-
mo da se njihovim razmnozavanjem razvije infekcija
rane (1).

Kako je kroni¢ni vrijed izrazito osjetljiv u aspektu fi-
zioloskih procesa cijeljenja, primjena antimikrobnih
sredstava mora biti suportivna za djelovanje, npr. fi-
broblasta koji izlu¢uju kolagen, makrofage koji izlu-
¢uju faktore rasta itd. Ako su antimikrobna sredstva
citotoksi¢na za navedene stanice i procese, imat ¢emo
prolongirano i odgodeno cijeljenje vrijeda. Primjena
srebra u modernim oblogama znacajan je iskorak u
kontroli infekcija kroni¢nih rana opcenito (2). Pri-
mjena srebra kao topi¢nog antibakterijskog sredstva
u oblozi za rane, te njegova ucinkovitost odreduje se
prema nekoliko kriterija. Prvi je fizikalna karakteristi-
ka i sastav obloge u kojoj se srebro nalazi. Tako imamo
veliki spektar obloga cija je struktura, npr. gaza, vaze-
lin, poliuretan, hidrokoloid, alginat ili hidrofiber vla-
kno u kojima se nalazi ionsko srebro. Sama struktura
obloge je iznimno vazna jer direktno utje¢e na uéin-
kovitost srebra iz obloge. Jedno od istrazivanja, koje je
provedeno kao usporedba djelovanja npr. poliuretana
sa srebrom na neravnine kontaminirane bakterijama,
prikazalo je da postoje znacajna razlike u efikasnosti
antibakterijskog djelovanja upravo zbog nesposobno-
sti prijanjanja na neravnine dna rane ¢ime se nije spri-
jec¢ilo razmnozavanje bakterija (3,4).

Temeljno pitanje ucinkovitosti obloge sa srebrom je
u mehanizmu otpustanja ionskog srebra, antibakte-
rijskom spektru djelovanja s jedne strane i testiranja
na eventualnu citotoksi¢nost za fibroblaste, pojavu
hiperpigmentacije i sigurnosti primjene na velikim
tjelesnim povrsinama u smislu moguce sistemske ap-
sorpcije s druge strane. Ako obloga ne ostavlja tzv.
mrtve prostore u dnu rane (npr. hidrofiber vlakno),
ucinkovitost srebra ¢e biti daleko veca. Osim toga u
strukturi obloge moraju postojati dokazani elementi
kvalitetne apsorpcije eksudata, zadrzavanja eksudata,
npr. kompresija sprjecava lateralno curenje te macera-
ciju okolne koze. Nije nevazan element smanjenje bol-
nosti koju pacijent osjeca pri nosenju obloge, kao i pri
izmjeni obloge. Druga vazna karakteristika moderne
obloge sa srebrom su njezini kinetic¢ki procesi i meha-
nizmi otpustanja srebra, pri cemu najcesc¢e govorimo
o ionskom srebru (5).

Kinetika otpustanja i baktericidnog djelovanja ionskog
srebra u vezi je s njegovom koncentracijom u strukturi
vlakna obloge i koli¢ini eksudata koji se pri tome ot-
pusta iz rane. Obloga mora imati kontinuirano djelo-
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vanje srebra i to minimalno do 7 dana, kao i dokazani
antibakterijski spektar in vitro i in vivo, a pri tome ne
smije prouzro¢iti diskoloraciju koze ili biti citotoksic-
na za fibroblaste. Za svaku indikaciju u kojoj se smije
koristiti obloge sa srebrom moraju postojati klinicke
studije i reference o u¢inkovitosti i neskodljivosti (6).

Percival i sur. su dokazali da obloge sa srebrom cjelo-
vito ubijaju bakterije u biofilmu tijekom djelovanja od
48 sati. To novije istrazivanje ukazalo je na vrijednost
obloge s ionskim srebrom u primjeni na kroni¢ne rane
(7). Osim toga, dokazano je da ionsko srebro reducira
rast biofilma P. aeruginosa i S. aureus, dva najznacajni-
ja uzro¢nika bolnic¢kih infekcija. Srebro u kombinaciji
s aminoglikozidom iskazalo je jako dobro djelovanje
na biofilmove, nasuprot pojedina¢noj primjeni bilo
antiseptika, bilo antibiotika (8) .

Iz navedenih karakteristika idealna obloga sa srebrom
trebala bi imati uc¢inkovito i kontinuirano otpustanje
ionskog srebra tijekom cijelog vremena aplikacije na
rani. Otpusteno srebro trebalo bi biti u koncentracija-
ma koje su potrebne za kontrolu infekcije, a ne smije
se ni u kojem slucaju sistemski apsorbirati. Osim toga,
idealna obloga sa srebrom mora imati idealan omjer
mogucnosti kontrole eksudata iz rane u kombinaciji s
antimikrobnim djelovanjem. Morala bi biti jednostav-
na i ugodna za pacijenta s moguc¢nos¢u atraumatskog
prevoja i jednostavna za primjenu. Posljednja karakte-
ristika je isplativost i dokazani povoljni omjer troska i
koristi (cost benefit) (9-11).

Zbog sve boljeg razumijevanja uloge biofilma u pro-
duljenju vremena lije¢enja i znanja o sustavu i struk-
turi biofilma istrazivadi su razvili Ag+tehnologiju. Ta
tehnologija ima jake sinergisticke u¢inke izmedu op-
¢enite antimikrobne aktivnosti ionskog srebra i speci-
fi¢nih spojeva koji pomazu u u¢inkovitosti ometanja i
uklanjanja biofilma (8,9).

STO JE BIOFILM?

Biofilm je kompleksna, heterogena i integrirana za-
jednica na internoj povrsini prihvacenih mikroorga-
nizama, koja se sastoji od jedne ili viSe vrsti mikroba
obavijenih ekstracelularnim polimeri¢nim matriksom
koji proizvode.

Razlog stvaranja biofilma u domacina je obrana od
djelovanja imunosnog sustava, uc¢inkovita koloniza-
cija i zauzimanje okoline bogate hranjivim produkti-
ma. Perzistiranje mikroba unutar biofilma podrzava
kroni¢nu infekciju. Uloga biofilma je i biodegradacija
tkiva, te onemogucavanje djelovanja antibiotika - kao
ciljanog lijecenja infekcije (12).
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KAKO NASTAJE BIOFILM?

Fenotipske i biokemijske osobitosti mikroba u bio-
filmu razlikuju se od mikroba izvan njega. Bakterije
unutar biofilma su sesilne, a da bi se ostvario biofilm
iz planktonskih slobodnih oblika oni moraju proci
kompleksan proces pretvorbe. Planktonske bakterije
prilijepe se uz povrsinu poput podloge rane i po¢nu se
mnoziti i izlu¢ivati hidratiziranu matricu polisahari-
daze. Dok se mnoze, bakterije se prilagodavaju okolini
kako bi si olaksale prezivljavanje. Kako se biofilm ra-
zvija i sazrijeva, sve ¢vr§ce prijanja uz povrsinu i moze
otpustati planktonske bakterije i fragmente biofilma
kako bi se biofilm stvorio i na drugom mjestu. Imuno-
sni sustav pokusava napasti biofilm, izlu¢ivanjem vi-
sokih razina proteinaze, antimikrobnih enzima i re-
aktivnih kisikovih spojeva (ROS), koji ne moraju biti
ucinkoviti. Ovi faktori stimuliraju stvaranje viska ek-
sudata, §to moze potaknuti rast biofilma i posljedi¢no
povedati opasnost od infekcije (9-12).

OTPORNOST BIOFILMA NA BAKTERIJE

Stanice u biofilmu su 10-100 puta otpornije na antibi-
otike od planktonskih. Razlozi otpornosti su viseznac-
ni, te razlikujemo nekoliko procesa:

- antibiotici ne mogu pro¢i kroz ekstracelularni ma-
triks, te se ne mogu vezati za ciljna mjesta djelova-
nja na bakterijskoj stanici

- inaktivacija antibiotika enzimima, koji se nalaze
unutar matriksa biofilma, a koje produciraju za-
$ticene bakterije unutar te transformacije

- usporeni i reducirani rast, kao vrsta metabolickog
procesa bakterija uvjetuje slabiju osjetljivost na
antibiotike

- anaerobni uvjeti reduciraju aktivnost antibiotika

- izmijenjeni geni mikroba koji stvaraju biofilm
istodobno modificiraju genotipska i fenotipska
obiljezja mikroba, $to dovodi do rezistencije na
antibiotike. Na taj se nacin aerobi transformiraju
u anaerobe (12).

METODE DOKAZIVANJA BIOFILMA

Prepoznavanje biofilma je veliki izazov. Unatoc¢ uspjes-
noj primjeni antimikrobnih obloga sa srebrom u kro-
ni¢nom vrijedu uz nove spoznaje o prisustvu biofilma
neophodno je napraviti njegovu detaljnu klini¢ku iden-
tifikaciju (12-14) .

U ovom trenutku samo specijalizirana mikroskopija
moze zasigurno otkriti biofilm. Samo specijalizirani

mikrobioloski laboratoriji mogu imati opremu i stru¢-
nost potrebnu za efikasno ispitivanje biofilma u uzor-
cima rana. Dok se standardno bojanje po Gramu moze
koristiti za vizualizaciju mikrobioloskih zajednica u
uzorcima rana, tu je tehniku potrebno kombinirati s
ja¢im tehnikama poput epifluorescencije, konfokalne
i elektronske mikroskopije. Zbog toga je potreban ra-
zvoj testa na mjestu pruzanja zdravstvene zastite (12).

LABORATORIJSKE POMOCI KOD
POTVRDIVANJA BIOFILMA

Bojenje po Gramu s laganom mikroskopijom

o Rutinski se primjenjuje u svim mikrobioloskim
laboratorijima

o Moze se primjenjivati kako bi se vizualizirale mi-
krobne agregacije/zajednice u uzorcima rana

o Mora se koristiti u konjunkciji sa sofisticiranijim
tehnikama mikroskopije.

Epifluorescentna mikroskopija s fluorescentnom
peptid nukleinskom kiselinom in situ hibridizacijom
(PNA FISH):

o Koristi fluorescentno bojanje kako bi specifiéno
oznacila bakterijske nukleinske kiseline, biofilm
polisaharide i nukleinske kiseline u uzorcima rana

Konfokalna laserska pretrazna mikroskopija (CLSM):

o Sofisticirana tehnika mikroskopije koja omogu-
¢uje vizualizaciju ,,mokrih“ uzoraka (bolje za bio-
film) za razliku od ,,fiksiranih® uzoraka

o bez potrebe za sekcioniranjem

Pretrazna elektronska mikroskopija (SEM):

o Koristi lasersku zraku za pretrazivanje povrsine
fiksiranog uzorka

o Brzu pripremu uzorka (dehidracija)

o SEM ne moze biti primijenjen kao jedina tehnika
potvrdivanja (pozitivni test) biofilma te se mora
kombinirati s jednom od ovdje opisanih tehnika

Pretrazna elektronska mikroskopija u uvjetima okoli-
$a (ESEM):

o Omogucuje slikanje povrsine hidriranih uzoraka

bez potrebe za velikom pripremom uzorka i pre-
svlacenjem uzorka (15).
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KLINICKE SPOZNAJE O BIOFILMU

Klinicke studije pokazuju da je mozda moguce razli-
kovati biofilm od nekroti¢nog tkiva po izgledu i pona-
$anju (tablica 1).

Tablica 1.
Klinicke pomoci kod potvrdivanja biofilma
u venskom vrijedu (14)

Prisutnost

Pitanje biofilma

Moze li se povrSinski materijal lagano i bez traume odlijepiti
od potkozne povrSine koZe primjenom tehnika fizickog v
odstranjivanja?
Zadrzava li se povrSinski materijal usprkos autolitickom ili N
enzimatskom debridmanu?
Reformira Ii se povrinski materijal brzo (unutar dan, dva) bez N
Cestih intervencija (primjerice CiScenje, debridman)?

Reagira li vrijed slabo na topicke ili sistemske antibiotike? v

Reagira li vrijed slabo na obloge koje sadrZe antisepticke agense
(primjerice srebro, jod, PHMB) ukljuCujudi i proizvode za koje
je poznato iz studija da kontroliraju biofilm in vitro (primjerice v
Hydrofiber obloge koje sadrze srebro, kadeksomer jod ili
nanokristalno srebro)

Reagira li vrijed zadovoljavajuce na multi- modalne strategije kao N
8to su debridman, CiScenje i antimikrobne obloge sa srebrom

Nekroti¢no tkivo — sadrzava mrtvo devitalizirano tki-
vo rane koje je spojeno s donjim zivim tkivom (sl. 1).

Biofilm tvori sjajnu, prozirnu supstanciju sli¢nu gelu,
ili sluzaste komadice ili slojeve u podlozi rane, i ¢esto
se stvara unutar nekoliko sati nakon odstranjivanja
odumrlog tkiva (sl. 2).
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Fizickim uklanjanjem, tj. debridmanom nekroti¢nog
tkiva iz rane pracenim ogromnom populacijom mi-
kroba, te stvorenim biofilmom omogucuje se revita-
lizacija tkiva uz mogu¢nost ciljanog antimikrobnog
lije¢enja. Uklanjanje devitaliziranog tkiva koje je ujed-
no i strano tijelo u vrijedu dovodi do redukcije uku-
pnog broja bakterija, smanjuje ukupnu koncentraciju
egzo- i endotoksina bakterije, te proteaza i neutrofila
kao posljedica intenzivne obrane domacina. Odstra-
njivanjem odumrlog tkiva se ne uklanja biofilm, ali
se stimulira metaboli¢ka aktivnost biofilma, smanjuje
tolerancija preostalog biofilma i povecéava podloznost
antimikrobnim oblogama i reakcija imunosnog susta-
va (12-15).

Otkric¢e da najmanje 60 % kroni¢nih rana sadrzi bio-
film ukazuje da je veliki indeks sumnje na biofilm
opravdan u ranama koje nisu pravodobno lije¢ene.

Iz klini¢kih promatranja biofilm rane povezan je s te-
meljnim patofizioloskim faktorima poput bolesti peri-
fernih arterija, infekcija rana, osteomijelitisa i nerav-
noteze vlaznosti zbog Cega je izrazito vazno da lije¢nici
prate, ocjenjuju i pristupaju svim faktorima koji dopri-
nose venskom vrijedu (14-16) (tablica 2).

Tablica 2.
Protokol vrijeda koji je u opasnosti od infekcije (13)

1. Procjena i status rane

o Vrstarane
«  Vrsta tkiva ( nekroza, fibrinske naslage, granulacija)
« Veli¢ina rane (duZina, Sirina, dubina)
«  Eksudat (boja, konzistentnost, razina)
«  Okolna koza (eritem, oticanje, diskoloracija, maceracija)
«  Znakovi i simptomi infekcije (bol, miris, vrucica, oticanje)
Odstranjivanje odumrlog tkiva
T

wnN

. Tretman rane
Primjena antimikrobnih obloga
4. Procjena i dokumentacija vrijeda
«  Potencijalni klini¢ki indikatori za suspektan biofilm (znakovi
lokalne ili sistemske infekcije odmah nakon prekida
antibiotske terapije iako je bila ciljana terapija, vlaznost,
povrsina vrijeda - viskozna, mlijecna)

ZAKLJUCAK

Zbog sve boljeg razumijevanja uloge biofilma u pro-
duljenju vremena lije¢enja i znanja o sustavu i struktu-
ri biofilma istrazivaci su razvili antimikrobne obloge -
Ag-+tehnologiju. Ta tehnologija ima jake sinergisticke
ucinke izmedu opcenite antimikrobne aktivnosti ion-
skog srebra i specifi¢nih spojeva koji pomazu u uéin-
kovitosti ometanja i uklanjanja biofilma. LijeCenje in-
ficiranog vrijeda mora sadrZavati procjenu inficiranog
vrijeda, upravljanje aktivnom infekcijom i sprjecava-
nje ponovnog nastanka infekcije. Debridman vrijeda
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treba primijeniti kako bi se sprije¢io nastanak otpor-
nog biofilma te uklonilo mrtvo tkivo. Nakon uklanja-
nja biofilma treba primjenjivati antimikrobne obloge
sa srebrom kao dio sustavnog pristupa lijecenja kro-
ni¢nog vrijeda radi sprje¢avanja ponovnog nastanka
biofilma i suzbijanja bakterija koje uzrokuju infekciju.
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SUMMARY

ANTIMICROBIAL DRESSINGS FOR INFECTED ULCER AND CLINICAL
COMPREHENSION OF BIOFILM

S. MARINOVIC KULISIC, J. LIPOZENCIC! AND S. TUNUKOVIC?

Zagreb University Hospital Center, Clinical Department of Dermatovenereology,
'Croatian Academy of Medical Sciences and “Stoma Medical, Zagreb, Croatia

Current knowledge and proofs of biofilm, interactions between various bacterial species and overall virulence of microbes
play a role in delayed healing of wound and development of infection. High quality description of clinical symptoms and
current knowledge of microbes provide an excellent guideline for creating the strategy of wound treatment. Owing to better
understanding of the role of biofilm in prolongation of healing time and facts about biofilm system and structure, scientists
have developed the Ag+ technology. This technology has strong synergistic effects of the general and antimicrobial activity
of ionic silver and specific compounds, which have proved efficient in biofilm obstruction and removal.

Key words: antimicrobial dressings, silver, infection, biofilm, chronic ulcers
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