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ULOGA ANTISEPTIKA I STRATEGIJA
UKLANJANJA BIOFILMA KRONICNE RANE

NASTJA KUCISEC-TEPES

Akademija medicinskih znanosti Hrvatske, Zagreb, Hrvatska

Kroni¢na rana ne cijeli u o¢ekivanom razdoblju jer je zaostala u upalnoj fazi cijeljenja. Razlog tome je prisutnost nekroti¢nog
tkiva, velikog broja mikroorganizama - dominantno bakterija koje izlu¢uju biofilm - uz ishemiju, hipoksiju i edem. Biofilm
je prisutan u 90 % kroni¢nih i 6 % akutnih rana. Biofilm je korporativna zajednica mikroba adheriranih na povrsine (rana)
kojom upravljaju quorum sensing molekule. Zajednica je okruzena s hidratantnim matriksom od ekstracelularnih polimernih
sastojaka (slime) koji Stite mikrobe od djelovanja antibiotika, antiseptika, obrane makroorganizma i stresa. Primarni uzrok
kroniciteta rane je biofilm, jer uzrokuje permanentnu upalu, odgodeno formiranje granulacijskog tkiva, migraciju epitelnih
stanica i rezervoar je mikroba koji uzrokuju infekciju kroni¢ne rane. Cilj dobre klinicke prakse jest da omogudi cijeljenje
kroni¢ne rane u o¢ekivanom razdoblju. Za postizanje cilja nuzno je reducirati i cjelovito ukloniti biofilm iz rane i prevenirati
njegovu rekonstrukciju. To se postize primjenom antibiofilm aktivnih spojeva i postupcima koji ¢e razgraditi quorum sensing
molekule, degradirati ekstracelularne polimerne sastojke (EPS) i blokirati prihvac¢anje za povrsine. Suvremena istraZivanja
ukazala su da primjena antiseptika ima uéinak u prevenciji infekcije i potpora je ciljanom lijeéenju. Cinjenica je da su
samo neki antiseptici primjenjivi za kroni¢ne rane i aktivni na biofilmove primarnih uzroé¢nika infekcije Staphylococcus spp,
Streptococcus spp, Pseudomonas aeruginosa. U¢inkoviti antiseptici su oktenidin dihidroklorid, poliheksanidi, povidon jodin
i kadeksomer, nanokristalno srebro i manuka-tip meda. Nepokoreni biofilm je perzistentan problem kroni¢nih i kroni¢nih
inficiranih rana. Cinjenica je da ni jedan pojedinaéni terapijski postupak, kao ni pojedini antiseptik, ne mogu cjelovito unistiti
biofilm. To je razlog da suvremeni postupci lije€enja i skrbi o kroni€noj rani primjenjuju multimodalnu strategiju u obliku
kombinacije mehanic¢ko-kemijskih postupaka: debridement, antiseptici, antimikrobne potporne obloge. Debridmanom se
otvara terapijski ,,prozor“ za djelovanje antiseptika i antibiotika tijekom 72 sata $to omogucuje uklanjanje biofilma i aktivho
unistavanje sesilnih i planktonskih bakterija. Tim se postupkom onemoguduje i reformacija biofilma. Postupci se moraju
intenzivno ponavljati, antiseptici i potporne obloge izmjenjivati ovisno o stadiju leZista rane i komorbiditetnim ¢imbenicima
bolesnika. Rezultati klinickih studija ukazuju da samo takav proaktivan pristup kroni¢noj rani omogucuje cijeljenje u
ocekivanom razdoblju.
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UvOD formiranje granulacijskog tkiva, migraciju epitelnih

stanica i rezervoar je mikroba koji uzrokuju infekciju
Kroni¢na rana je rana koja je zaostalo u upalnoj fazi ci-
jeljenja i ne moze napredovati u daljnjem fizioloskom
procesu, tj. u proliferativnu i remodeliraju¢u fazu. Ra-
zlog tome je prisustvo nekroti¢nog tkiva, velikog bro-
ja mikoorganizama, dominantno bakterija, eksudata.

(1,2). Pri tom procesu ¢imbenici gradevinskih eleme-
nata nuzni za fiziolosko cijeljenje, keratinociti, ¢imbe-
nici rasta, mitogeni i drugi posve su inertni ili razoreni
(3). Perzistentna upala i prisustvo biofilma stimuliraju

U takvoj okolini bakterije proliferiraju i koloniziraju
ranu uz izgradnju protektivnog sloja oko kolonija na-
zvanog biofilm. Biofilm je primarni uzrok kronicite-
ta rane, jer uzrokuje perzistentnu upalu, odgodeno

produkciju proinflamatornih citokina, visoku razinu
matriks metaloproteinaza i ekscesivnu prisutnost ne-
utrofila (3). Biofilm je prisutan u 90 % kroni¢nih i 6 %
akutnih rana (4,5).
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Biofilmovi povezani s ljudskim tijelom uglavnom se
razvijaju na tipi¢no sterilnim podrudjima, tesko se di-
jagnosticiraju i lijece, jer su tolerantni ili otporni na
uobicajenu antibiotsku terapiju, antiseptike i imuni
odgovor domacina. Proucavanje klini¢ki relevantnih
biofilmova usmjereno je na specifi¢cna anatomska mje-
sta, razlicita tkiva i bolesti, fokusirajuci se na cilj, a taj
je: §to treba uciniti da se ublazi ili ukloni njihovo pa-
tolosko djelovanje.

Postoji niz s biofilmom udruzenih infekcija (BAI -
engl. Biofilm-Associated Infections) medu koje pripa-
daju i infekcije kroni¢nih rana s ucestalos¢u od 40 %
do 80 %, koje su ujedno i paradigma za biofilm (6,7).

STO ZNAMO O BIOFILMU?

Prvi opis biofilma zabiljeZio je Antoine van Leeuwen-
hoek 1684. godine (10). Definiranje biofilma mijenjalo
se godinama vezano uz razvoj molekularnih metoda i
klini¢kih opazanja (9).

Biofilm je:

*  Zajednica bakterija prihvacenih za povrsine, za-
tvorenih u ekstracelularni polisaharidni vlastito
proizvedeni matriks (11)

*  Biofilmovi su kompleksne zajednice mikroba koje

se sastoje od bakterija i gljiva. Mikrobi sintetizira-

ju i izlu¢uju protektivni matriks koji prihvaca za-

jednicu biofilma za zive i neZive povrsine (12,13)

Biofilmovi su dinami¢ne heterogene zajednice

koje se kontinuirano mijenjaju. Sastoje se od jed-

ne vrste mikroba, ali ¢es¢e od multiplih razli¢itih

vrsta (14,15)

Koherentni klaster bakterijskih stanica zaroblje-

nih u polimerni matriks, koje iskazuju poveéanu

toleranciju na antibiotike, antiseptike i imuni od-

govor domacina (8)

*  Kompleksna mikrobna zajednica koja se sastoji od
bakterija povezanih u zastitni matriks izgraden od
$ecera i proteina, koja se stvara na povrsini medi-
cinskih umetaka i na ranama (16)

*  Zajednica mikroorganizama adherirana za povr-
$§ine (rana, obloge) okruzena s hidratantnim ma-
triksom od ekstracelularnih polimernih sastojaka
(EPS ili SLIME) koja $titi mikrobe od antimikrob-
nih tvari, obrane makroorganizma i stresa. EPS je
graden predominantno od polisaharida (razlika u
vrstama bakterija) proteina, glikopeptida, i ekstra-
celularne DNK, koja se oslobada iz Zivih i mrtvih
bakterija (17).

* To je korporativna zajednica mikroorganizama
(planktonskih i sesilnih) s jasnom arhitekturom,
kojom upravljaju quorum sensing (QS) moleku-
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le (feromoni). Preko njih se odvija komunikacija
izmedu specijesa, mijenja se fenotip bakterija, a
time i virulencija. QS moze izlu¢iti >800 novih
proteina koji se nalaze u fenotipu planktonskih
bakterija (18,19). QS molekule imaju sposobnost
produkcije ¢imbenika virulencije, formiranja bio-
filma i razvoja rezistencije na razini izmjene ge-
netskog materijala (20). Posljedica tih procesa su
perzistentne bakterije ili perzisteri ili sesilne meta-
boli¢ki inaktivne, otporne na antibiotike, antisep-
tike i obranu domacina, dominantne u zajednici
biofilma (21). Predispozicijski uvjeti za razvoj bio-
filma su isti koji uvjetuju i razvoj kroni¢ne rane uz
karakteristicnu neucinkovitost antibiotika primi-
jenjenih u ciljanom lije¢enju (22).
*  Formiranje biofilma razvija se u nekoliko stadija.
Prvi stadij je da se slobodne planktonske bakterije
prihvacaju za zive ili nezive povrsine. Ta faza je re-
verzibilna. Drugi stadij karakteriziraju prihvacene
ili sesilne bakterije. Izmjenom gena omogucéeno
je prezivljavanje mikroba procesom hibernacije i
anaerobnog metabolizma. To je posljedica komu-
nikacije izmedu bakterija putem quorum sensing
molekula. Ta faza je ireverzibilna. Nakon prihva-
¢anja slijedi treca faza ili izgradnja zastitnog ek-
stracelularnog polimernog omotaca (EPS). To je
matriks ili slime biofilma. EPS u sastavu varira
ovisno o prisutnom mikrobu. Zreli biofilm kon-
tinuirano ,prolijeva® planktonske bakterije, mi-
krokolonije i fragmente u okolinu. Dispergira se
po lezistu rane, ali i perivaskularno (23,24). Sire-
nje biofilma znatno otezava eradikaciju i rezultira
daljnjim raspadom rane (4).
Brzina stvaranja biofilma mjeri se u satima. Pri
povoljnim uvjetima prihvacanje mikroba za pod-
logu odvija se tijekom minute, a rast mikrokoloni-
ja tijekom 2-4 sata. Razvoj inicijalnog EPS rezulti-
ra iskazivanjem tolerancije na biocide, antibiotike
i antiseptike nakon 6-12 sata. Cjelovito izgraden
zreli biofilm rezistentan na biocide dokazuje se za
2-4 dana ovisno o specijesu i uvjetima rasta. Ti-
pi¢ne planktonske bakterije koje izgraduju biofilm
i uzro¢nici infekcije kroni¢ne rane su: Staphyloco-
ccus spp, Streptococcus spp, Pseudomonas aerugi-
nosa i Escherichia coli.

Reformacija biofilma nakon mehani¢kog unistavanja
moguca je u roku od 24 sata, ovisno o specijesu (25).
Proces reformacije omogucen je rasapom plankton-
skih bakterija oslobodenih iz biofilma, iz fragmena-
ta ostalih nakon mehanickog uklanjanja ili rastom iz
novo unesenih mikroba u ranu (22).

Mikroorganizmi u biofilmu zasti¢eni su od djelovanja
imunog sustava domacina, a tolerantni su ili rezisten-
tni na djelovanje antibiotika, antiseptika i na stres.
Mehanizmi koji to omogu¢uju su blokiranje, uzaja-



N. Kucisec-Tepes
Uloga antiseptika i strategija ukllanjanja biofilma kroni¢ne rane
Acta Med Croatica, 70 (2016) 33-42

mna zastita i hibernacija. EPS $titi mikrobe od prodo-
ra velikih molekula, protutijela i upalnih stanica kroz
matriks ograni¢avanjem nutritivnih resursa i limiti-
ranjem kisika. Sluzi kao difuzijska barijera i za male
molekule, kao $to su antibiotici. Uzajamna zastita oso-
bitost je polimikrobnih biofilmova koji dominantno
uzrokuju infekciju kroni¢ne rane i snaznije odgadaju
cijeljenje (8). Rezistentne vrste Stite osjetljive prije-
nosom gena izmedu specijesa (enzimi ili promjena
stani¢ne stijenke) te tako iskazuju razlicite razine vi-
rulencije mikroba (26-28). Proces hibernacije je spo-
sobnost subpopulacije bakterija u biofilmu da mogu
razviti metabolicko mirovanje. Na taj nac¢in postaju
rezistentne na djelovanje antibiotika, jer se nalaze u
neaktivnom obliku. To je ujedno i mehanizam otpor-
nosti na stres (29). Biofilm stimulira kroni¢ni upalni
odgovor domacina, koji ujedno pogoduje razvoju sa-
moga biofilma. Prisustvo neutrofila i makrofaga koji
okruzuju biofilm (strano tijelo) izlu¢uju visoke razine
reaktivnih oksigenirajucih tvari (ROS) i proteaza (ma-
triks mealoproteinaze, elastaze) koje razaraju zdravo
tkivo, imune stanice. Fibroblasti kao esencijalne stani-
ce u procesu cijeljenja rane fenotipski su alterirani, pa
je njihova sposobnost replikacije i produkcije gradev-
nih elemenata onemogucena, a time i izgradnja gra-
nulacijskog tkiva (31).

CILJ

Cilj dobre klini¢ke prakse je omoguciti kroni¢noj rani
da zacijeli u o¢ekivanom razdoblju. Da bi se to posti-
glo nuzno je:

* reducirati biofilm
i

*  prevenirati reformaciju biofilma.

Zadane ciljeve nije moguce ostvariti pojedina¢nim
postupcima. Proaktivan stav uklju¢uje kombinaciju
strategija temeljenih na elementima pripreme leziSta
rane s jasno odredenim ciljevima koji se kao cjelina
nazivaju ,biofilm-temeljna skrb o rani® (22,25,73).
Obrada rane s biofilmom uvjetuje ucestali debride-
ment uz kombinaciju primjene ucinkovitih antiseptika
i antimikrobnih potpornih obloga koji imaju sposob-
nost eliminiranja ili inhibiranja biofilma (32,33). An-
tibiofilm spojevi moraju imati sposobnost razaranja
biofilma na nacin da:

o razgrade quorum sensing molekule
o degradiraju ekstracelularne polimerne tvari (EPS)
 blokiraju prihvacanje na povrsine (4)

TERAPIJSKE OPCIJE

Prepoznavanje biofilma je tesko, pa kombinacija vi-
zualnih pokazatelja uz klinicke znakove odreduje kli-
nicku praksu djelovanja na biofilm (10,16,17,27,34,35)
(tablica 1).

Tablica 1.
Principi djelovanja na biofilm (17)

Kroni¢na rana

staza u cijeljenju, neucinkovito ponavljanje primjene antibiotika

|

Suspektan biofilm

|

Redukcija biofilma

!

debridement / energicno Ciséenje

!

prevencija rekontaminacije rane
potporne antimikrobne obloge
aseptican rad

+

supresija reformacije biofilma
sekvencijalna primjena topickih antiseptika

!

Pocetak cijeljenja

!

Cijelienje

Debridement i energi¢no ¢iS¢enje kroni¢ne rane s
biofilmom krucijalni su terapijski postupci (5,36,41).
Opc¢e je prihvacena Cinjenica da je ostri debridement
klju¢ koji ¢e preokrenuti kroni¢nu ranu u akutnu, te
tako stvoriti uvjete za cijeljenje (37). To je ,,zlatni stan-
dard® jer razara biofilm i eksponira planktonske bakte-
rije vanjskim utjecajima (27). Fizicko ponavljanje o$-
trog debridmana rezultira uklanjanjem djelomic¢nog ili
cjelovitog biofilma tijekom 48-72 sata, a to omogucuje
otvaranje terapijskog ,,prozora“ (38,39). Tim postup-
kom uklanja se ,stari“ biofilm (izgradena struktura,
hibernacija, dobro izrazeni odgovor na stres), supri-
mira se ponovni rast, a ,novo" stvoreni nezreli biofilm
(neizgradena struktura, aktivni metabolizam, slabiji
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odgovor na stres) osjetljiviji je na djelovanje antisep-
tika, obloga (38). Terapijskim ,,prozorom“ omogucuje
se razaranje biofilma prije zavr$etka maturacijske faze
i ponovne reformacije cjelovitog biofilma. Osim toga
oslobodene sesilne bakterije postaju mnogo osjetljivi-
je na vanjske utjecaje (4,37). Ponavljanje debridmana
iskazalo se znacajnim i smislenim postupkom kojim
se mijenja osjetljivost biofilma na antibiofilm aktivne
tvari (40). Primjenom mehanicke energije i alternativ-
nih biocida na strukturu glikokaliksa biofilma moguce
ga je eradicirati (4,38,40).

Cjelovito uklanjanje biofilma debridmanom je malo
vjerojatno, jer on ima tendenciju $irenja i obnavlja se
iznimno brzo. Zbog toga je nuzno kombinirati debri-
dement i iskoristiti terapijski ,,prozor® za primjenu ak-
tivnih antiseptika i suvremenih obloga (34).

Terapijski ,,prozor® od 48 sati omogucava aktivnost
antibiotika, a do 72 sata djelovanje odredenih antisep-
tika (38). Pri svim tim procesima, ravnoteza vlage je
esencijalna za optimalizaciju okoline rane i minimali-
zaciju rekonstrukcije biofilma (17).

ANTISEPTICI

Nepokoreni biofilm je perzistentni problem kroni¢nih
i kroni¢nih inficiranih rana. Cinjenica je da ni jedan
pojedinacni terapijski postupak, kao ni pojedinac¢ni
antiseptik nemaju cjelovitu u¢inkovitost na plankton-
ske i sesilne polimikrobne zajednice biofilma. To je
temeljni razlog da se terapijski postupci i antibiofilm
aktivne tvari moraju kombinirati (18,19). U¢inkovi-
ti antimikrobni spojevi su antiseptici, a neki od njih
imaju sposobnost supresije biofilma u ranama (42).
Suvremena istrazivanja ukazala su da primjena povr-
$inski aktivnih tvari - antiseptika - za kroni¢ne rane
imaju ucinak u prevenciji infekcije i kao potpora ci-
ljanom lijecenju (43). Antiseptici su aktivne tvari, ra-
zlicite kemijske strukture koji se razlikuju po sastavu,
spektru djelovanja na stanicu mikroba, u¢inkovitosti,
citotoksi¢nosti, teratogenosti, indukciji rezistencije i
aktivnosti na biofilm (44).

Cinjenica je da su samo neki antiseptici pogodni za
primjenu na kroni¢nu ranu i uc¢inkoviti na biofilm.
Prema preporukama i zakljuécima American Medical
Association (AMA), grupe autora Miiller G, Kramer
A, A World Union of Wound Healing Societies Initiati-
ve, an International Consensus (WUWHS) i European
Wound Management Association (EWMA) sljedeci su
antiseptici primjenjivi za kroni¢ne rane i u¢inkoviti na
biofilm (45-49): Oktenidin dihidroklorid, poliheksa-
nidi, povidon jodin i kadeksomer, nanokristalno sre-
bro i manuka-tip meda (45-49) (tablica 2).
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Tablica 2.
Preporuke o vrsti antiseptika za kronicne rane
Consensus | GMS
N . ) WUWHS | KramerA | EWMA
Antiseptik paper AMA | interdisc.
2004 (45) | 2007 (46) 2008 (47) | 2008 (49) | 2013 (48)

Oktenidin + N + + N
dihidroklorid
Poliheksanidi + + + + +
Povidon jodin + + + + +
Klorheksidin ) + + + +
diglukonat
Srebro: + N N
sulfadiazin
Nanokristalno + +
Kadeksomer
- +
jodin
Manuka-tip

+ +
meda

Cilj svake preporuke je da odgovorno dizajnira primje-
nu antiseptika pri kroni¢noj rani, te omoguci kvalitet-
no cijeljenje razarajuci biofilm i sprje¢avajuci njegovu
reformaciju multimodalnim postupcima (2,31,32,38).
Pri tome je izrazito znacajno ograniciti primjenu anti-
septika od nekriti¢ne i nekontrolirane primjene (42).
Kombinacija debridmana i antiseptika kombinirana s
tenzidima (detergentom) moze cjelovito ukloniti bio-
film u kroni¢noj rani (50) (tablica 3).

Tablica 3.
Antiseptici ucinkoviti na biofilm (48)
. Selekcija
(r;i(;?'l(:,]:e an t\ilsr:tiika Djelovanje na biofilm rezistentnih
primy p mutanti
) Pseudomonas aeruginosa
od antike srebro-
. Staphylococcus aureus NE
do danas nanokristalno .
Enterobacteriaceae
. Escherichia coli
1954. k!OI‘h&kSIdln Pseudomonas aeruginosa NE
diglukonat
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa
1956. povidon jodin | Staphylococcus aureus NE
Staphylococcus epidermidis
Pseudomonas aeruginosa
1984 oktenidin Staphylococcus aureus NE
' dihidroklorid | Staphylococcus epidermidis

Streptococcus spp

Pseudomonas aeruginosa
1994, poliheksanidi | Staphylococcus epidermidis NE

Escherichia coli
Manuka-tip
Engldj(o Staphylococcus aureus
2005. POIdKO | peeudomonas aeruginosa NE
otpustajuci
) MRSA
vodikov
peroksid)
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Oktenidin dihidroklorid (OH)

Oktenidin dihidroklorid (OH) je pozitivno nabijeni
bispiridin, koji posjeduje $iroki spektar antimikrobne
aktivnosti. To ukljucuje Staphylococcus aureus, Stap-
hylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes, Pseu-
domonas aeruginosa, Serratia marcescens; znacajne ili
dominantne uzro¢nike infekcije kroni¢ne rane (51).
Ne iskazuje osobitosti citotoksi¢nosti, karcinogeno-
sti, teratogenosti ili mutagenosti, pa je stoga iznimno
prikladan za primjenu u imunokompromitiranih bo-
lesnika (52).

OH Kkation je aktivna tvar koja se veZe na negativno
nabijenu stani¢nu ovojnicu bakterije, razarajuci vital-
ne funkcije stani¢nih membrana i ubijajudi stanicu.
Osim toga ¢vrsto adherira na lipidnu komponentu
(kardiolipin) koji je istaknut u bakterijskim stani¢nim
membranama. Djelovanje mu je izrazito baktericidno
bez atakiranja na ljudske epitelne stanice (53).

Djelovanje OH dominantno je istrazeno na biofil-
movima implantata, razli¢itim nezivim povr$inama i
usnoj Supljini (54).

Reslinski i sur. dokazali su da OH djeluje baktericidno
na biofilmove Staphylococcus aureus i Escherichia coli
in vitro (55). Junka i suradnici verificirali su u¢inkovi-
tost OH direktno na biofilmove odgovorne za odgode-
no cijeljenje rane. Dokazali su eradikaciju biofilmova
Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa (56).

OH je stabilan pri pH 1,6-12,2 i otporan na hidrolizu.
Ipak, dokazano je da OH pri pH od 5,5 moze dovesti
do alteracije u sastavu fosfolipida i promjena u sastavu
stani¢ne membrane bakterije. Izmjene pH mogu igra-
ti ulogu pri razvoju rezistencije na kationske biocide
(42).

Poliheksametilen biguanidi (PHMB)

Poliheksametilen biguanidi (PHMB) su kationski an-
tiseptici, kemijski stabilni, netoksi¢ni i bez indukcije
rezistencije. Ne iskazuju citotoksi¢nost, teratogenost
ni mutagenost. Primijenjeni u potpornim oblogama
kombiniraju se antisepticke osobitosti sa sposobno$éu
apsorbiranja ili otpustanja vlage $to omogucuje pri-
mjenu i za rane s malo sekreta (42).

PHMB djeluje na stani¢nu membranu bakterije inak-
tivirajuci efluks pumpu i tako iskazuje izrazitu bak-
tericidnu aktivnost. Djelovanje je izvanredno brzo.
Posljedica je ireverzibilni gubitak osnovnih stani¢nih
komponenta, a to razara citoplazmatsku membranu
(57). Zbog brzine djelovanja prevenira se razvoj rezi-
stencije. Primjenjuje se u razli¢itim oblicima (otopine,
obloge, spuzve, gelovi itd.) Ipak, jo§ uvijek nije posve

jasno djelovanje PHMB na bakterijsku stanicu, te se
istrazuje jo$ jedan nacin djelovanja. Naime i elektro-
statska interakcija PHMB s kiselim fosfolipidima u ci-
toplazmatskoj membrani, uzrokuje rupturu membra-
ne s gubitkom permeabiliteta bez lize stani¢nog zida
(57).

Djelovanje PHMB na biofilmove evaluirano je od ra-
zlicitih istrazivackih skupina na biofilmovima u ra-
nama s odgodenim cijeljenjem i in vitro na sesilnim
bakterijama. PHMB penetrira kroz matriks biofilma i
ubija sesilne bakterije pod uvjetom da se primjenju-
je kontinuirano (58). Biocidan je za biofilmove plan-
ktonskih bakterija Escherichia coli i Staphylococcus
epidermidis, ali ne inaktivira Staphylococcus aureus
ucinkovito (58). Razara biofilm Pseudomonas aerugi-
nosa (59,74). Maksimalna aktivnost PHMB je pri pH
5-6. Mnogo je aktivniji pri alkalnom pH.

Jodidi

Jodin se kao antiseptik ekstenzivno upotrebljava de-
kadama. Prvi antiseptik bio je tinktura kalijevog jo-
dida i etanola ili Lugolova otopina. Jodin se rabi u
klini¢koj praksi od 1950. do danas, ali u razli¢itim ob-
licima zbog brojnih nuspojava koje su se vremenom
uklanjale.

Postoji Cetiri vrste nosaca koji se rabe. To su polioksi-
mer jodofori, kationski surfaktanti jodofori, ne-ionski
surfaktanti jodofori i polivinil-pirolidin jodofori (60).
Jodin posjeduje Siroki baktericidni spektar temeljen
na agregaciji bakterija i diferencijaciji stani¢ne pene-
tracije. Ne uzrokuje rezistenciju.

U vodenim otopinama postoji sedam osnovnih vrsta
jodina, a samo hidratizirani jodin (I,), hipoidolna ki-
selina (HOI) i kation jodin (H,OI") su bakericidi (60).

Brzo djelovanje jodina dogada se na razini repirator-
nog lanca, blokiraju¢i transport elektrona kroz elek-
trofili¢nu reakciju, oste¢ujuci prihvacanje kisika u ae-
roba (60). Primarna ucinkovitost je interakcija jodina
s proteinima citoplazmatske membrane, zatim pene-
tracija kroz stani¢ni zid, raspad sinteze proteina kao i
funkcije lipidnih membrana i nukleinske kiseline (61).

Povidon jodin (PVP-1) je u vodi topivi kompleks
koji se sastoji od elementarnog jodina i sintetskog
polimera koji postupno otpusta jodin. Zbog toga je
slabiji alergen i iritans od elementarnog jodina (62).
Posjeduje Siroki spektar aktivnosti na gram-pozitivne,
gram-negativne bakterije, gljive, neke viruse pa cak i
bakterijske spore (63,46).

Povidon jodin djeluje na matriks glikokaliksa Pseu-
domonas aeruginosa, ali i na mijesani biofilm pseudo-
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monasa i stafilokoka. Zanimljiva je spoznaja da nema
razlike u gradi glikokaliksa izmedu biofilma sesilnih i
planktonskih bakterija, ali je distribucija glikokaliksa
oko bakterijskih kolonija razli¢ita. Tako, na primjer,
otpornost Pseudomonas aeruginosa u biofilmu na
PVP-1 ovisi o protektivnoj naslagi stanica unutar ma-
triksa glikokaliksa, koje uvjetuju produzenje kontakta
s jodinom da bi dosegao granice na unutrasnjem lezi-
$tu biofilma. Terapija negativnim tlakom uz primjenu
povidon jodina daje dobre rezultate pri lijecenju kro-
ni¢nih inficiranih rana (64).

Kadeksomer jodin (CI) uveden je u klinicku praksu
1980. kao alternativa PVP-1 i iskazao je bolje i kontro-
lirano oslobadanje jodina s reduciranom toksi¢no$cu.
CI u¢inkovito razara biofilmove Staphylococcus aure-
us i Pseudomonas aeruginosa. Ucinkovitost se sastoji
u prozimanju (namakanju) mikrobnih stanica koje
okruzuju glikokaliks. Na taj nac¢in omogucuje se jo-
dinu da postepeno ubija Staphylococcus aureus unutar
biofilma bez klini¢ki znacajnog o$tecenja stanica do-
macdina. Znacajno je da CI ucinkovito destruira zreli
(maturacijski) biofilm (65).

Aktivnost jodina povezana s pH krece se u rasponu od
3 do 9. Najjaca biocidna aktivnost je pri pH 3-6. Bez
obzira na prikazane vrijednosti u¢inkovitost jodina je
uglavnom konstantna i nema velikih oscilacija u od-
nosu na pH okoline (42).

Srebro

U antisepsi rane srebro se rabi jo§ od doba antike, a u
posljednjih 200 godina primjenjuje se kao srebrno ni-
tratna otopina. Od 1960. u klini¢koj praksi primjenju-
je se srebrni sulfadiazin i ionizirano srebro u niskim
koncentracijama, kao najkvalitetniji biocid.

Ucinkovitost ionskog srebra ipak je ogranicena prisu-
stvom aniona, iona, klorida, fosfata. Razina ionskog
srebra koja djeluje inhibitorno na mikrobe u rani izno-
si 5-50 mgL" ili 5.000-50.000 ppm (66). Osjetljivost
mikroba signifikantno varira ovisno o vrsti. Iznimno
je vazno kontrolirati primjenu srebra, jer je dokazano
da prekomjerna i nekontrolirana uporaba moze rezul-
tirati tolerancijom nekih bakterija zbog akumulacije
aktivne tvari. Takav oblik rezistencije dokazan je u
Pseudomonas stutzeri i nekih ¢lanova porodice Ente-
robacteriaceae (42,67).

Interakcija srebra s eksudatom iz rane ionizira iner-
tni metal u aktivni oblik pri ¢emu se oslobada anti-
mikrobna udinkovitost. Antimikrobna aktivnost sre-
bra rezultira reakcijom sa skupinama tiol, sulfidal,
iridazol, karboksil §to dovodi do denaturacije prote-
ina bakterijske stanicne membrane. Osim toga sre-
bro moze ostetiti i celularnu respiraciju, vezati se za
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mikrobnu DNK i interferirati s prijenosom elektrona
(68). Kada se srebro nalazi u obliku nanopartikala ima
sposobnost reakcije s bazama DNK §to onemogucu-
je replikaciju. To je glavni mehanizam djelovanja na
gram-negativne bakterije Escherichia coli, Pseudomo-
nas aeruginosa, Serratia proteamaculans (42). Osim
toga srebro moze sprijeciti podjelu mikrobnih stanica
akumulirajudi intracelularne vakuole, razarajudi cito-
plazmatsku membranu i prirodni elektri¢ni potencijal
(van der Wallsove sile) (12).

Brzo djelovanje srebra na metabolicke procese bakte-
rija rezultira i brzim baktericidnim djelovanjem (68).

Utinkovitost ionskog srebra na redukciju razine mi-
kroba u biofilmu ili preveniranju reformacije biofilma
ovisi o koncentraciji nanopartikala. Razina od 100
mgL" je nedostatna da razori biofilmove. Koncentra-
cije >100-150 mgL" su dostatne da razore biofilmove
Pseudomonas aeruginosa i Serratia proteamaculans, te
da ubiju sesilne oblike E. coli u biofilmu. Sesilne bak-
terije su 25 puta tolerantnije na nanosrebro od plan-
ktonskih. Visoke koncentracije nanosrebra ucinkovite
su i u destabilizaciji matriksa biofilma S. epidermidis
(69).

Cjelovitu destrukciju mikroba u polimikrobnom bio-
filmu, sastavljenom od Pseudomonas aeruginosa, Stap-
hylococcus aureus i Enterobacter cloacae, pri ekspozi-
ciji nanosrebru tijekom 48 sati dokazao je Percival, ali
in vitro (70).

Utjecaj pH na antimikrobnu ucinkovitost srebra je bit-
na, jer o pH okoline ovisi u¢inkovita produkcija srebr-
nih nanopartikala. Oksidirajuci oblik srebra prisutan
je u kiselom okruzenju pri pH 5,5 i o tome ovisi bak-
terijska osjetljivost i antimikrobna u¢inkovitost (42).

Manuka-tip meda

U nizu aktivnih antibiofilm spojeva moramo navesti
i novo-zelandski manuka-tip meda. Mnoge studije
opisivale su antibakterijsku u¢inkovitost meda, ali na-
zalost nisu kvalitetno dokumentirale antibakterijske
komponente ni njihovu kvantifikacijsku razinu. Zbog
toga je bilo nemoguce dokazati u¢inkovitost meda kao
vrijednog agensa protiv biofilma i u¢inkovitog spoja
pri lije¢enju kroni¢ne rane.

Precizna istrazivanja i dobar opis svojstava novo- ze-
landskog manuka-tip meda otkrila su da on posjeduje
dvije antibakterijske komponente. To su metilglioksal
i vodikov peroksid, koje su kvantificirane i dokaza-
no ucinkovite na biofilmove Staphylococcus aureus i
MRSA (metilicilin resistant S. aureus). Metilglioksal i
vodikov peroksid djeluju sinergisticki tako da med pe-
netrira kroz matriks biofilma i ubija u njemu zaroblje-
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ne sesilne stanice. Pri tome ne inducira rezistenciju.
Dominantno se primjenjuje u suvremenim potpornim
oblogama (71,72).

RASPRAVA

Klju¢na komponenta kroni¢ne rane je odgodeno cije-
ljenje i kroni¢na infekcija pri ¢emu je biofilm mikroba
dominantni virulentni ¢imbenik (4). Ciljevi lije¢enja
su razoriti biofilm i onemoguditi njegovu reformaci-
ju (2,21). Postoji mnogo vrsta antimikrobnih aktivnih
spojeva, ali egzistira samo nekoliko relevantnih poda-
taka o njihovoj uc¢inkovitosti inhibicije stvaranja bio-
filma ili razaranja postojeceg. Ni za jedan antibiofilm
spoj nije dokazano da je aktivan za cijeli spektar mi-
kroba koji se nalaze u kroni¢nima ranama ili da djeluje
na sve bitne komponente biofilma (EPS, QS, prihvaca-
nje na povrsine) (4,17) (tablica 4).

Tablica 4.
Djelovanje antiseptika na strukturu biofilma
(56,58,64,65,69,71)

Antiseptik Biofilm
Oktenidin destrukcija EPS, alteracija fosfolipida i promjene
dihidroklorid stanine stijenke
Poliheksanidi penetracija kroz matriks p!ofllma i ubija sesilne
bakterije
o djelovanje na matriks glikokaliksa, prodor do leZista
Povidon jodin biofilma

Kadeksomer jodin destrukcija zrelog (maturacijskog) biofilma

destrukcija matriksa biofilma, leziSta i sesilnih

Nanokristalno srebro bakierija
Manuka-tip meda penetracija kroz matriks p!ofllma i ubija sesilne
bakterije

Sve to je razlog da je nuzan multimodalni pristup li-
jecenju (17). Pod tim podrazumijevamo ucestali ostri
debridement, primjenu mehanicke energije, aplikaciju
antiseptika udinkovitih na biofilmove dominantnih
uzro¢nika infekcije kroni¢ne rane, potpornih obloga
s antibakterijskim i antibiofilm djelovanjem simultano
(33). Sve je to dio koordinirane strategije koja moze
omoguciti cijeljenje rane, a ujedno ukazuje na nuznost
i potrebu primjene razli¢itih tipova lijecenja kroni¢nih
rana (27,34).

Od buducih se istrazivanja ocekuje cjelovito razumije-
vanje kompleksnog bakterijskog ekosistema-biofilma,
kako bi se moglo napredovati u skrbi i lijeCenju. Znan-
stveni ciljevi uklju¢uju bolju dijagnostiku i lijecenje,
kvalitetnije odredivanje dijagnostickih biljega koji ce
razlikovati planktonske od sesilnih ili biofilm stanica
(9,73).

To zahtijeva razvoj lijeCenja planiranog za pojedinu
- individualnu ranu, a ne op¢eniti, generalizirani pri-
stup lijeCenju (4).

ZAKLJUCAK

Ciljana primjena antiseptika za kroni¢ne rane vre-
menski je ogranic¢ena, simultana i dio je aktivnog mul-
timodalnog pristupa lijeCenju i prevenciji infekcije.
Primjena antiseptika jasno definira vrstu aktivne tvari,
vrijeme, nacin i razlog uporabe, sposobnost unistava-
nja biofilma, te onemogucavanje njegovog ponovnog
obnavljanja te konacno i cijeljenje kroni¢ne rane u
oc¢ekivanom razdoblju.

Ucinkoviti antibiofilm antiseptici prema medunarod-
nim preporukama su: oktenidin-dihidroklorid, poli-
heksanidi, povidon jodin i kadeksomer, nanokristalno
srebro, klorheksidin diglukonat i manuka-tip meda.
Ucinkovitost je razlicita jer ovisi o vrsti bakterije koja
proizvodi biofilm, koli¢ini organskog matriksa i hiper-
varijabilnosti biofilma, te okolini. Ni jedan antiseptik
nije uc¢inkovit na sve vrste mikroba u kroni¢noj rani
kao ni na sve komponente biofilma. To je razlogom $to
su antiseptici dio aktivhog multimodalnog pristupa
rjesavanju problema nazvanog biofilm.
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SUMMARY

THE ROLE OF ANTISEPTICS AND STRATEGY OF BIOFILM REMOVAL
IN CHRONIC WOUND

N. KUCISEC-TEPES

Croatian Academy of Medical Sciences, Zagreb, Croatia

Chronic wound does not heal within the expected time frame because it remains in the inflammation phase of healing. The
reason for this is the presence of necrotic tissue and a large number of microorganisms, primarily bacteria that secrete
the biofilm, along with ischemia, hypoxia and edema. Biofilm is present in 90% of chronic wounds and 6% of the acute
ones. Biofilm is a corporative association of microbes which adhere to the surface of the wound, guided by quorum
sensing molecules. The association is surrounded by a moisturizing matrix of extracellular polymeric substances (slime)
which protect the microbes from the impact of antibiotics, antiseptics, macro-organism defense and stress. Biofilm is the
primary cause of the wound chronicity because it causes permanent inflammation, delayed granulation tissue formation
and migration of epithelium cells, thus providing a reservoir of microbes that lead to infection of the chronic wound. The
aim of good clinical practice is to enable healing of a chronic wound within the expected time frame. In order to achieve
this aim, it is necessary to reduce and thoroughly remove the biofilm from the wound and prevent its reappearance. This
is achieved by the application of active anti-biofilm compounds and procedures that disintegrate the quorum sensing
molecules, degrade the extracellular polymeric substances and block adherence to the surfaces. Recent researches have
shown that the application of antiseptics is effective in the prevention of infection and is a support to targeted treatment.
However, the fact is that only some antiseptics are applicable to chronic wounds and can have an impact on biofilms of
the primary infective agents such as Staphylococcus spp., Streptococcus spp., and Pseudomonas aeruginosa. Effective
antiseptics are octenidine dihydrochloride, polyhexanides, povidone and cadexomer iodine, nanocrystal silver and Manuka-
type honey. Immobile biofilm is a persistent problem of chronic and chronic infected wounds. In fact, there is no isolated
therapeutic procedure or an individual antiseptic that can fully destroy the biofilm. For this reason, modern strategy in the
management of chronic wound applies a multimodal approach which combines mechanical-chemical procedures such as
debridement, antiseptics, and antimicrobial supportive compresses. Debridement creates a therapeutic ‘window’ for the
action of antiseptics and antibiotics in a 72-hour period, which enables removal of the biofilm and active destruction of the
sessile and planktonic bacteria. This approach also prevents de novo formation of the biofilm. The above procedures must
be intensively repeated, and antiseptics and supportive compresses changed, depending on the phase of the wound bed
and comorbidity factors in the patient. The results of clinical studies show that only such a proactive approach to chronic
wound enables achievement of healing within the expected period of time.
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