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2. WSTEP

2.1.Rany przewlekle

Rany przewlekle stanowig narastajgcy, multidyscyplinarny 1 ztozony problem
medyczny. Swiadczy o tym juz sam fakt braku jednej ich definicji. Co wiecej, pomiedzy
specjalistami roznych dziedzin brak jest nawet jednolitej nazwy dla tego
charakterystycznego stanu zaburzen cigglosci skoéry i tkanek migkkich. W trakcie
konferencji specjalistycznych czy w piSmiennictwie naukowym spotkac si¢ mozna z tak
roznorodnymi okre§leniami jak ,,owrzodzenie przewlekle”, ,rana chroniczna”, ,;rana
niegojaca si¢” lub ,,trudno gojaca” oraz — uzywane w dalszej czgsci tej pracy okreslenie
— rana przewlekta”. Brak jest takze zgodnos$ci odnosnie czasu, po uptywie ktérego rane
mozna definiowac jako ,,przewlekta”, cho¢ wigkszos¢ badaczy i klinicystow zgadza sie,
ze okres ten zawiera si¢ pomiedzy 4 a 8 tygodniami [1].

Dyskusje te maja charakter raczej akademicki i nie powinny odwraca¢ uwagi od faktu,
ze czgsto$¢ wystgpowania ran przewlektych i zwigzane z tym powiktania dotykaja coraz
wigkszej liczby mieszkancow kuli ziemskiej, szczegdlnie wrod dobrze sytuowanych
spoteczenstw tak zwanego ,,$wiata zachodniego”, pod ktérym poj¢ciem rozumiem
Europe Zachodnia, Stany Zjednoczone Ameryki Péinocnej, ale takze kraje Europy
Centralnej. Nalezy takze zwrdoci¢ uwage na fakt, ze wraz z faktem szybkiego
przyjmowania zachodniego trybu Zzycia przez mieszkancow Dalekiego Wschodu,
szczegblnie Chin, problem zwigzany z narastaniem liczby ran przewlektych zaczyna

by¢ kwestig globalng w dostownym znaczeniu tego stowa.



Powszechny dostep szerokich mas ludno$ci w spoleczenstwach uprzemystowionych do
przetworzonej zywnos$ci o niskiej zawartosci btonnika a wysokiej zawartosci cukrow
prostych, siedzacy tryb zycia, niska aktywno$¢ fizyczna prowadza do nadwagi, a
nastgpnie otylosci. Przypadlo$¢ ta, nazywana jedna z najgrozniejszych chordéb XXI
wieku, sprzyja rozwojowi cukrzycy oraz prowadzi migdzy innymi do zaburzen
funkcjonalnych uktadu krwionos$nego. Jednym z efektow ubocznych otytosci jest
uposledzenie aktywnosci uktadu immunologicznego, przekladajace si¢ na ograniczong
zdolnos¢ komorek efektorowych do przenikania w miejsce rozwoju zakazenia oraz na
obnizenie aktywnosci makrofagdw, neutrofili i limfocytoéw we krwi o podwyzszonym,
w stosunku do wartos$ci referencyjnych, stezeniu cukrow [2]. Otyto$¢ prowadzi takze
do zmian jako$ciowych i ilosciowych w metabolomie jelitowym ludzi cierpigcych od
tej przypadtosci, co przeklada si¢ nie tylko na bezposrednie efekty niekorzystne
zwigzane ze zmniejszong zdolnoscig mikrobioty do ochrony jelit przed inwazja
patogenow, ale takze do potencjalnie grozniejszych efektow dugoterminowych, takich
jak na przyklad depresja [3]. Wykazano, Zze zrdznicowana mikrobiota jelitowa
stymuluje najdtuzszy nerw czaszkowy w ciele cztowieka (nerw btedny, ,.nerus vagus”
zaczynajacy si¢ w mozgu, a konczacy wiasnie w jelitach) poprzez sekrecje prekursorow
dla takich istotnych dla dobrego samopoczucia hormonoéw, jak kwas gamma-amino-
mastowy GABA (ang. gamma-aamino-butric acid) oraz endorfiny [4]. Dlugotrwate
zaburzenie sekrecji wyzej wspomnianych hormonéw prowadzi¢ moze do depresji, z
kolei u pacjentéow z ta przypadtoscia wykazano podwyzszone stezenia mediatorow
stanu zapalnego, ktoérych przewlekla obecno$¢ podnosi ryzyko wystapienia zaburzen
komorkowych, aktywacji procesoOw apoptotycznych i ogdlnego ostabienia organizmu
[5]. Podobne efekty wywoluje takze migdzy innymi stres, nieregularne odzywianie,

przebywanie w zanieczyszczonym Srodowisku oraz naduzywanie substancji



odurzajacych, czyli gléwne wykladniki zycia zapracowanego, walczacego o byt
mieszkanca wspotczesnej metropolii.

W dhlugim procesie ko-ewolucji nasze ciato (i jego wnetrze) stato si¢ miejscem zycia i
rozwoju licznych gatunkéw drobnoustrojow. Zdecydowana wiekszo$¢ z nich nie
cechuje si¢ wysoka zdolnoscia do wywotywania zakazen, chyba ze przedostang si¢ z
wlasciwych dla siebie nisz do jalowych z natury obszaréw ciata cztowieka. W
przypadku oséb o obnizonej odpornosci, ktorych organizm znajduje si¢ w stanie
przewleklego stresu i zwigzanym z tym podwyzszonym st¢zeniem mediatoréw stanu
zapalnego, do takich translokacji dochodzi stosunkowo czescie;.

Rozwoj zdecydowanej wickszo$ci ran przewlektych jest efektem braku gojenia
si¢ rany ostrej, ktora powstaje na skutek dziatania sil/czynnikow zewnetrznych. Wsrod
ran ostrych wyrdzniamy rany urazowe, bedace efektem mechanicznego uszkodzenia
tkanek; rany termiczne bgdace efektem ekspozycji ciata na bardzo wysokie lub niskie
temperatury; rany popromienne (powstate po kontakcie z promieniowaniem
ultrafioletowym czy jonizujacym) badz rany bedace efektem ekspozycji na czynniki
chemiczne (np. kwasy 1 zasady) [6]. W wigkszosci przypadkéow, u zdrowych ludzi,
wzgledem ran ktorych zastosowano odpowiednie procedury profilaktyczne i lecznicze,
rany takie wulegaja =zagojeniu. Niestety, na skutek wystepowania chordb
wspottowarzyszacych (czesto bedacych efektem otylosci i cukrzycy, ale takze chordb
autoimmunologicznych), rany ostre s3 w wysokim stopniu zagrozone przejsciem w stan

chroniczny i stajg si¢ ranami przewlektymi [1].



Gtéwnymi typami ran przewlektych sa [7]:
e owrzodzenia zylne goleni,

e owrzodzenia t¢tnicze goleni,

e owrzodzenia goleni zylno-tetnicze,

e odlezyny,

e rozleglte rany oparzeniowe

e zespot stopy cukrzycowej

Z wyjatkiem oparzen oraz odlezyn, wszystkie z wyzej wymienionych typow ran
sg efektem chordb towarzyszacych opisanych w powyzszej cze$ci manuskryptu.

Niezaleznie od etiologii, kazda ran¢ przewlekta zdefiniowa¢ mozna jako
nieciggtos¢ skory 1 bton Sluzowych, w ktérej wystepuja uszkodzone komorki oraz
zmieniono chorobowo tkanki, a ktéra nie ulega procesowi gojenia w czasie mi¢dzy
4-8 tygodni od powstania mimo zastosowania wlasciwych procedur leczniczych oraz
profilaktycznych.
Jak wspomnialam wcze$niej, na skutek chorob wspottowarzyszacych, aktywnosé
fibroblastow oraz keratynocytéw, gtownych typow komorek odpowiedzialnych za
gojenie si¢ rany, ulega istotnemu zmniejszeniu. W ranach ostrych, gojenie si¢ przebiega
w trzech, kolejnych etapach, w ktorych pierwszy okreslany jest mianem fazy zapalnej
lub wysigkowej, podczas ktorej dochodzi do zatrzymania krwawienia i autolitycznego
oczyszczenia rany. Nastgpnym etapem jest faza rozrostu, w ktorej powstaje tkanka
ziarninowa, a nastgpnie w fazie epitelializacji dochodzi do przebudowy tozyska rany
obejmujacego dojrzewanie, bliznowacenie 1 pokrycie zamknigtej rany powierzchnig

nabtonka (epithelium) [7].



W odroéznieniu od ran ostrych, w ranach przewlektych proces gojenia zatrzymuje si¢
zazwycza] w fazie pierwszej, czyli przedluzajacego si¢ stanu zapalnego
spowodowanego obecnoscig wysokich stezen czasteczek sygnatowych stymulujacych
na zasadzie sprze¢zenia zwrotnego (autoindukcji) komoérki uktadu immunologicznego
do uwalniania bakteriobdjczych (ale 1 niszczacych tkanki) reaktywnych form tlenu,
fagocytozy, indukowania apoptozy w zmienionych chorobowo komdrkach tworzacych
tkanki oraz sekrecji metaloproteinaz 1 przeciwcial. Efektami tej destruktywnej
aktywnosci uktadu immunologicznego sg liczne antygeny (pochodzace ze zniszczonych
komorek roznej etiologii), ktore na zasadzie wspomnianego sprzezenia zwrotnego
pobudzaja uktad odpornosciowy do odpowiedzi prowadzac do zapetlonej reakcji typu
,bledne kolo” (ang. viscious circle) [8].

Nalezy zatem odpowiedzie¢ na dwa wazne w aspekcie klinicznym i naukowym pytania.
Po pierwsze - co pobudza uklad immunologiczny do chronicznej reakcji; a po
drugie — dlaczego reakcja jest chroniczna, to znaczy, dlaczego uklad
immunologiczny nie jest w stanie zwalczy¢ przeciwnika, co doprowadziloby do
przejscia rany w kolejne etapy gojenia si¢ i w efekcie jej zamknigcia.

Od kilkunastu lat znamy juz odpowiedZ na oba z wyzej postawionych pytan —
przewlekly stan zapalny w ranie chronicznej wywolany jest przez biofilm tworzony
przez drobnoustroje, a nieskutecznos¢ uktadu immunologicznego w walce z tg forma
organizacji przestrzennej drobnoustrojéw wigze si¢ z unikalnymi cechami, ktore
zapewniajg tej strukturze przetrwanie w niekorzystnych warunkach $rodowiskowych
oraz z ostabieniem uktadu immunologicznego, ktérego przyczyng s3 opisywane juz
wczesniej w tej pracy choroby cywilizacyjne badz wrodzone [2,3,5]. Poznanie i
pokonanie biofilmoéw oraz opracowanie skutecznych procedur profilaktycznych jest

jednym z gtownych wyzwan zarowno naukowcow, jak i klinicystow zajmujacych si¢



problematyka ran przewlektych. Dlatego tez w nastgpnym rozdziale opisz¢ zardwno

budowe, cechy charakterystyczne jak i funkcjonalne biofilméw medycznych.
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2.2. Biofilmy medyczne

Nalezy zda¢ sobie sprawe z tego, ze jestesmy nie tylko otoczeni przez drobnoustroje,
pokryci nimi, ale i z tego, Zze drobnoustroje wypetniaja wnetrza naszych ciat.

Szacuje si¢, ze liczba drobnoustrojow na planecie ziemskiej wynosi okoto pigciu
kwintylionéw komérek (5x10°%) [9]. Liczba drobnoustrojow zasiedlajaca centymetr
kwadratowy gleby przewyzsza¢ moze =zatem calkowita populacje ludzi
zamieszkujacych Chiny. Drobnoustroje dominujg liczebnie nad wszystkimi innymi
formami zycia, zar6wno na ziemi, w wodzie jak i w powietrzu. Biorac pod uwagg jeden
z dwoch gltéwnych wyznacznikéw sukcesu ewolucyjnego [10], mianowicie licznos¢
organizmo6w danego gatunku w okreslonym interwale czasowym, mozna by zauwazyc¢,
ze 8 miliardéw ludzi zamieszkujacych Ziemi¢ w roku 2019, stanowi w poréwnaniu do
liczby komorek tworzacych populacje¢ dowolnego gatunku bakteryjnego, wartos¢
zupelie marginalng. Biorgc pod uwage drugi z wyznacznikow sukcesu ewolucyjnego,
czyli zdolnos$¢ do adaptacji [10] zauwazy¢ nalezy takze, ze drobnoustroje dostosowuja
si¢ do zmieniajacych si¢ warunkow srodowiskowych znacznie szybciej niz ludzie.

Za kazdym razem, gdy w procesie ewolucyjnym pojawiata si¢ nowa grupa
organizmow, bakterie (ale takze inne drobnoustroje - grzyby, wirusy i pierwotniaki)
przystgpowaty do kolonizacji zewnetrza i wngtrza ich ciat. Znaleziono dowody, ze juz
okoto 300 milionéw lat temu bakterie z gatunku Blattabacterium cuenoti zasiedlalty
jelita prymitywnych karaluchow (Blatta orientalis) [11]. Bakterie trawily pokarm
spozywany przez karaczany i rozkladajac czesci thuszczowe pozywienia dostarczaty
insektom cennego zrddia azotu. Bakterie w zamian uzyskaty nie tylko nisz¢ rozwojowa
bogata w czasteczki pokarmowe, ochron¢ przed niesprzyjajacymi czynnikami

srodowiskowymi, ale takZze zdolno$¢ do szybkiego przemieszczania si¢ wraz ze swoimi
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nosicielami i rozprzestrzeniania si¢ wraz z wydalanymi przez Blatta orientalis
odchodami.

W tym miejscu nalezy wspomnie¢, ze szacuje si¢, ze catkowita masa drobnoustrojow
zyjacych w naszych jelitach waha si¢ miedzy 1-2 kg, i ze drobnoustroje te pelnig w
naszych cialach taka sama funkcje jak w ciatach karaluchow (to znaczy rozktadaja
niestrawione resztki pokarmowe, ale tez syntetyzuja witaminy, wspomniane juz
prekursory hormonéw, czy chronig jelita przed inwazja patogenow) [12].

Aby cztowiek (oraz inne organizmy) mogly pehli¢ dla bakterii role ,,mobilnych
rusztowan”, drobnoustroje musialy dysponowa¢ przynajmniej jedng istotng cecha —
mianowicie przyczepnoscig. Co wiecej, musiata to by¢ przyczepnos¢ odwracalna, to
znaczy taka, ktéra umozliwiata drobnoustrojowi (a raczej agregatom drobnoustrojow)
oderwanie si¢ od zajmowanej powierzchni w przypadku gdyby ta z jakis§ powodow
przestala by¢ atrakcyjna dla ich dalszego rozwoju. Ta zdolno$¢ do przylegania do
powierzchni wspdlna jest wszystkim drobnoustrojom zamieszkujacym ciato cztowieka,
niezaleznie czy wystepuja na skorze, w uktadzie oddechowym czy jelitach. Wtasnie
takie osiadle (w wigkszosci przypadkow), przylegajace spotecznosci drobnoustrojow
nazywane s3 biofilmami. Mozna zaklada¢, ze drobnoustroje zasiedlajac pierwsze
makro-organizmy posiadaty juz t¢ zdolno$¢ w wysokim stopniu rozwini¢tg. Wiadomym
jest, ze wszystkie mikroorganizmy preferuja $rodowisko wodne (lub przynajmniej
wilgotne) do rozwoju. Kolonie drobnoustrojow pokrywajace kamienie w strumieniach
czy rzekach (lub wnetrza rur kanalizacyjnych) s3a dobitnym przyktadem sity i
odporno$ci na mechaniczne rozrywanie struktury tworzonej przez komorki, ktorych
rozmiary wahaja si¢ mi¢dzy kilkoma a kilkunastoma mikrometrami.

Kolejne pokolenia bakterii i makro-organizméw tworzacych uklad gos$¢-gospodarz

cechowaly si¢ coraz bardziej zaawansowanymi specjalizacjami umozliwiajagcymi
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sprawne funkcjonowanie tej formy koegzystencji. Przyktadem moga by¢ specyficzne
receptory enterocytéw (komorek jelitowych) dla wypustek strukturalnych (fimbrii)
okreslonych gatunkéw bakterii umozliwiajace tym ostatnim sprawng kolonizacje¢ jelita
i zasiedlanie go w tempie szybszym 1 nieosiggalnym dla innych gatunkéw
drobnoustrojéw [13]. Mikroorganizmy zasiedlajace nasze cialo ,,nauczyly si¢” takze nie
pobudza¢ w nadmierny sposob uktadu immunologicznego oraz dostarcza¢ makro-
organizmowi istotnych dla funkcjonowania mikro- i makroelementéw. W teorii gier,
takie rozwigzanie okreslane jest mianem strategii ,,win-win”. O przeciwnym zjawisku
mowimy w sytuacji, gdy nasze ciala s3 zasiedlane (a nastgpnie infekowane) przez
drobnoustroje bezwzglednie patogenne. Te z kolei wyksztalcily szereg cech wirulencji
umozliwiajagce im niszczenie tkanek, szybka propagacje, maskowanie si¢ przed
komorkami uktadu immunologicznego (zaréwno poprzez zmiany molekularne swoich
struktur zewngtrznych, jak i poprzez wnikanie do cytoplazmy komorek pacjenta) [14].
Ich celem jest jak najszybsze namnozenie si¢ w organizmie cztowieka a nastepnie
opuszczenie go w jak najwigkszej liczbie kopii - poprzez odchody, $ling, krew, tkanki
(rozkladajace sie cialo czlowieka jest takze skutecznym propagatorem
dyseminacyjnym).

Zaskakujace jest, ze mimo istnienia odpowiednich narzedzi poznawczych (mikroskopy,
techniki hodowli) z istnienia biofilmu, a przede wszystkim jego znaczenia, zaczgto
zdawaé¢ sobie sprawe dopiero w latach 80-tych ubiegtego wieku. W latach
poprzedzajacych ten punkt zwrotny dla wspotczesnej mikrobiologii, specjalisci z
r6znych dziedzin (poczawszy od stoczniowcow, na lekarzach konczac) borykali sie z
problemem biofilmu, nie wiedzac kim jest przeciwnik, ani jakie sg jego mocne i stabe

(cho¢ tych nie ma za wiele) strony.
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Przyczyng tego faktu jest co$, co mozna nazwac bledem zatozycielskim mikrobiologii
1 ktorego poczatku nalezy szuka¢ w latach, w ktorych powstata ta nauka, czyli na
poczatku XX-ego wieku. W tym okresie, w krétkich odstepach czasowych, dochodzito
do fundamentalnych odkry¢ zwigzanych nie tylko z wykazaniem faktu istnienia
drobnoustrojow, ale i z zalezno$cig migdzy wystepowaniem okreslonych choréb a
obecnoscig w ciele chorego specyficznych drobnoustrojéw (jeszcze niecate sto lat
wczesniej wierzono, ze za choroby odpowiedzialne jest na przyktad ,,zepsute” czy
,morowe” powietrze). Dla ojcow-zalozycieli mikrobiologii wyzwaniem bylo
wyizolowanie patogenéw oraz stworzenie optymalnych warunkéow hodowlanych
obejmujacych zapewnienie odpowiedniej temperatury, atmosfery oraz podlozy
namnazajacych i réznicujacych, ktére umozliwityby powtarzalng hodowle oraz detekcje
patogenow. Opracowane wtedy i uzywane do dzi§ podiloza (oczywiscie, wraz z
rozwojem mikrobiologii tworzono nowe badz udoskonalano sktad juz znanych mediow)
charakteryzowaty si¢ optymalnym sktadem i zawartos$cig skladnikéw odzywczych.
Sprawilo to, ze mikroorganizmy w nich kultywowane preferowaty bytowanie w formie
skupisk pojedynczych komorek, a nie biofilmu. Nalezy pamigtac, ze tworzenie przez
bakterie biofilmu jest przede wszystkim adaptacja umozliwiajaca im przetrwanie w
niesprzyjajacych warunkach zewngtrznych [15]. W $rodowisku naturalnym, takich
warunkoéw jak te, zapewnione przez mikrobiologdw, nie ma. Jednak juz wtedy,
zaobserwowano, ze bakterie hodowane w ptynnych podtozach przez dtuzszy czas (tak
zwane ,stare hodowle™) tworzg na §ciankach probowek réznego rodzaju btony czy
zgestnienia. Wywotane bylo to r6znymi czynnikami, z ktorych wtedy — na skutek braku
odpowiednich metod analitycznych — nie zdawano sobie w peini sprawy (mig¢dzy
innymi wlasnie ,starzeniem si¢” populacji, zmniejszonym dostgpem do tlenu,

wydzielaniem szkodliwych dla bakterii metabolitéw). Drobnoustroje ,,wyczuwajac” (o
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systemach adaptacyjnych bakterii przeczyta¢ bedzie mozna w dalszej czesci
manuskryptu), ze warunki ich bytowania przestaja by¢ optymalne, przeksztatcaty sie w
forme, w ktorej wystepuja w srodowisku naturalnym, czyli w biofilm. Obecnie uwaza
si¢, ze — poza laboratorium — bytowanie drobnoustrojéw w formie planktonicznej jest
jedynie krotkotrwalym etapem przejsciowym poprzedzajacym adhezje i tworzenie
biofilmu [16]. Niemniej jednak mikrobiologom réznych specjalnosci zajeto ponad pot
wieku, by doj$¢ do tej konkluzji, nazwaé przeciwnika jednolitym mianem (poprzednie
okreslenia obejmowaty takie nazwy jak ,.$luz bakteryjny”, ,,agregaty komorkowe”,
,skupiska osiadle’) i zacza¢ z nim walczy¢ (poza rzadkimi, cho¢ istotnymi, wyjatkami
obecnos$¢ biofilmu jest zazwyczaj niekorzystna dla cztowieka).

Obecnie, biofilm definiowany jest jako ,,spotecznos¢ drobnoustrojow o wysokiej
opornos$ci/tolerancji wzgledem czynnikéw szkodliwych: komponentéw komorkowych
i humoralnych ukladu odpornosciowego, $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych —
antybiotykow 1 antyseptykow, niesprzyjajacych warunkéw sSrodowiskowych”. W
odniesieniu do biofilméw medycznych, nie stosowany jest juz zwrot ,,spotecznosé
osiadta”. Biofilmy okreslonych patogendéw zdolne sa bowiem do tworzenia agregatow
na styku fazy wodnej i powietrza - biofilméw plywajacych (ang. ,, floating biofilms”)
[17]. Jednakze wigkszo$¢ biofilméw istotnych w znaczeniu klinicznym to spotecznos$ci
przylegajace (adherujace) do okreslonej powierzchni, na przykiad do zmienionej
chorobowo tkanki lub implantu (siatki chirurgicznej, rury intubacyjnej, cewnika krwi
lub moczowego albo $ruby ortopedycznej). Obecna definicja nie uwzglednia nawet tak
istotnej komponenty biofilmu, jaka jest zewnatrzkomoérkowa macierz (matrix)
polimerowa, ktéra stanowi rusztowanie, mur, ,,spichlerz” oraz sie¢ komunikacyjna
wielu spotecznosci biofilmowych. Wiaze si¢ to z faktem, ze okreslone typy biofilmu w

warunkach in vivo moga nie wytwarza¢ (lub nie maja zdolno$ci) wytwarzania
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macierzy. Obecnie uwaza si¢, ze nawet 99% biomasy bakteryjnej wystepuje w formie
biofilmu, a spotecznos¢ biofilmowa odpowiedzialna jest za 80% wszystkich zakazen

szpitalnych [18].

2.2.1. Etapy tworzenia biofilmu

Biofilm tworzy si¢, niezaleznie od gatunku drobnoustrojow, na skutek serii kolejnych,
w chronologicznym znaczeniu tego stowa, zdarzen obejmujacych: adhezj¢ — rozwoj
mikrokolonii, dojrzewanie biofilmu — biofilm dojrzaly — dyspersje szczytowych czesci
biofilmu i ponowng adhezj¢ [19].

Pierwszym etapem formowania biofilmu jest adhezja komoérek do powierzchni, ktéra
dzieli si¢ na adhezje niespecyficzng (zachodzaca za pomoca oddzialywan
elektrostatycznych) oraz adhezje specyficzng, w ktorej posrednicza fimbrie lub inne
zewngtrzne, wyspecjalizowane struktury komoérkowe. Waznym czynnikiem, od ktorego
zalezy sita adhezji zaro6wno specyficznej, jak 1 niespecyficznej, jest tzw.
kondycjonowanie powierzchni (ang. surface conditioning) [20]. Obecnosé¢
jakiegokolwiek ciata obcego w roztworze koloidalnym prowadzi do natychmiastowych
interakcji migdzy powierzchnig tego ciata a skladnikami fazy cieklej. W warunkach
klinicznych, powierzchnia wprowadzonych do organizmu ciat obcych, takich jak np.
cewniki moczowe czy naczyniowe, ulega pokryciu solami nieorganicznymi oraz
czasteczkami organicznymi, np. biatkami, czy glikoproteinami. Do kondycjonowania
powierzchni dochodzi gwattownie, znaczne ilosci zwigzkéw organicznych wykrywane
sa juz po 15min od wprowadzenia ciata obcego do roztworu koloidalnego. Grubo$¢
warstwy depozytowej wynosi¢ moze od 30 do 80nm. Zatem w przypadku osadzajacych
si¢ bakterii, wpierw dochodzi do kontaktu z warstwa kondycjonowana, a nie z

biomateriatem/tkankg. Fakt ten w znaczny sposob ogranicza mozliwos¢ okreslenia, w
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jaki sposob (kiedy, w jakim stopniu) bakterie pokryja powierzchnig, poniewaz rodzaj
depozytu w znaczny sposob zmienia tak istotne dla procesu adhezji wilasciwosci
powierzchni, jak ich hydrofobowo$¢ [21].

Interakcje, do jakich dochodzi migdzy komorka bakteryjng a kondycjonowang
powierzchnig, warunkowane sg przez zmienne fizykochemiczne. Uwaza si¢, ze
adhezja niespecyficzna jest mozliwa, jesli zblizanie si¢ bakterii do powierzchni
zmniejsza catkowita swobodna energi¢ uktadu. Jednak hipoteza ta cechuje si¢ wysokim
poziomem ogo6lnosci, nie bierze bowiem pod uwage zachodzacych w $rodowisku
interakcji elektrostatycznych, ktore opisuje tzw. rozszerzona teoria DLVO (od nazwisk
jej tworcow Derjaguina, Landaua, Verwaya, i Overbeeka). Zgodnie z teoria DLVO,
zjawisko adhezji mikrobiologicznej opisywane jest przez pryzmat  punktu
réwnowazno$ci (ang. equillibrium point), ktérego wypadkowymi sg sity Van der
Waalsa (o charakterze przyciagajacym), sity elektrostatyczne (zazwyczaj o charakterze
odpychajacym, jako ze wickszo$¢ bakterii oraz powierzchni kondycjonowanych
charakteryzuje si¢ ujemnym fadunkiem), oddzialywania Lewisa (kwasowo-zasadowe)
oraz sity bedace wynikiem ruchow Browna. Na wielkos¢ tych sit wptywa odlegtos$¢ od
powierzchni i sita jonowa (miara wystepujacych w roztworze oddziatywan jonowych).
Wedhug teorii DLVO, wypadkowa tych sit tworzy dwa obszary, w ktorych sita
przyciggania jest najwigksza. Okre$lane sa one mianem pierwszego i drugiego
minimum 1 wystepuja w odlegto$ci <Inm oraz 5-10nm od powierzchni. Pomi¢dzy tymi
dwoma rejonami oddziatuje tzw. bariera energii odpychajacej. Obecnie uwaza si¢, ze
bakterie wigza si¢ odwracalnie (adhezja niespecyficzna) znajdujac si¢ w obszarze
energetycznym drugiego minimum (wigkszej odleglosci), a pierwsze minimum (<1nm)
przezwyci¢zaja za pomoca adhezyn, wigzac si¢ z powierzchnig w sposob nieodwracalny

(adhezja specyficzna) [22].
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Powyzsze rozwazania w jasny sposob uwidaczniaja znaczenie skladu
fizykochemicznego struktur zewnetrznych w  procesie adhezji. Nie mozna jednak
zapominaé, ze fimbrie, ktére oddzialuja w sposob specyficzny (poprzez wigzanie
adhezyna wtlasciwa — receptor), takze charakteryzuja si¢ okreslonym tadunkiem
powierzchniowym, stad powinny wywiera¢ wptyw na zdolno$¢ bakterii do adhezji
niespecyficznej. Niestety, wigkszos¢ badan nad fimbriami dotyczy gltownie ich
podstawowych funkcji zwigzanych z adhezja specyficzng, stad brak jest doniesien
dotyczacych oceny wplywu fimbrii na pierwszy chronologicznie, typ adhez;ji.
niespecyficzna.

Za adhezje specyficzng odpowiadaja gltéwnie wlosowate zewngtrzne struktury
okreslane mianem fimbrii, a u bakterii ktore fimbrii nie posiadaja inne biatkowe
struktury zewnetrzne, na przyktad grupa gronkowcowych bialek CW A zakotwiczonych
w $cianie komoérkowej (ang. cell wall-anchored proteins) [23]. Adhezja ta z reguty
rozpoczyna si¢ synteza nalezacych do nich bakteryjnych powierzchniowych substancji
rozpoznajacych adhezyjne molekuly macierzy (ang. Microbial Surface Components
Recognizing Adhesive Matrix Molecules, MSCRAMMs). Umozliwiaja one
kowalencyjne i niekowalencyjne przylaczenie komorek do tkanki lub powierzchni
abiotycznych optaszczonych biatkami gospodarza.

Kolejnym, nastepujacym po adhezji specyficznej, etapem rozwoju biofilmu jest
formowanie mikrokolonii, czyli niewielkich skupisk bakterii przylegajacych do
powierzchni, ktore jeszcze nie sg okryte zewnatrzkomoérkowa macierzg lub dopiero
zaczynaja go wytwarzaé. Fenotyp mikrokoloni znajduje si¢ pomiedzy fenotypem
bakterii planktonicznych a biofilmowych [24]. Rozw6j mikrokolonii odbywa si¢
poprzez podziat komorek juz przylegajacych do okreslonego miejsca

biomateriatu/tkanki (rozwdj klonalny), a nie poprzez przytaczanie kolejnych komorek
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migrujacych z zawiesiny. Juz w latach 90-tych ubiegltego wieku wykazano, ze istnieje
mechanizm, ktéry sprawia, ze sedymentujace komorki nie osiedlajg si¢ na juz
istniejagcych skupiskach bakteryjnych osiadlych na powierzchni biomateriatu.
Mechanizmem tym jest opisane w dalszej czg¢$ci manuskryptem zjawisko ,,wyczuwania
liczebnosci”, czyli Quorum Sensing.

Dojrzewanie biofilmu polega na pokrywaniu si¢ warstw komoérek macierza
zewnatrzkomorkowa sktadajaca sie (w zaleznosci od gatunku tworzacego biofilm, ale i
warunkow  $rodowiskowych) z  egozpolisacharydu  i/lub  bialek  i/lub
zewnatrzkomoérkowego DNA (e-DNA, extracellular DNA). W przypadku pateczki ropy
biekitnej, Pseudomonas aeruginosa, w sklad macierzy wchodzi¢ moze alginian, u
Escherichia coli - kwas kolaninowy. W przypadku gronkowca ztocistego
Staphylococcus  aureus, macierz biofilmowa tworzona moze by¢ przez
mi¢dzykomodrkowe, wielocukrowe adhezyny, zewnatrzkomérkowe DNA, przynajmnie;j
105 réznych biatek oraz — jesli gronkowiec rozwija si¢ w srodowisku zawierajacym
krew — przez roztozone przez bakterie sktadniki morfotyczne krwi lub fibryng [25].
Okresowo, w biofilmie dochodzi do rozluzniania struktury macierzy i odrywania si¢ od
niej agregatow komorkowych. Proces ten (ang. biofilm dispersal) jest inicjowany przez
samg spoleczno$¢ biofilmowa i odbywa si¢ z udzialem roznego rodzaju czasteczek,
glownie enzymow — np. dysperyny B, proteinazy K lub mutanazy. Uwolnione bakterie
dryfuja z pradem cieczy (np. krwi) i zasiedlaja, kolonizuja oraz infekuja kolejne obszary

ciata [25].
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2.2.2. Architektura i metabolizm biofilmu

Struktura biofilmu tworzona jest przez warstwy komorek drobnoustrojow pokryte
zewnatrzkomorkowa macierza o zroznicowanym sktadzie (w rzadkich wypadkach przez same
warstwy komorek). Budowa chemiczna oraz strukturalna macierzy biofilmowej zalezy od
gatunku (badz gatunkow drobnoustrojow) ja tworzacych oraz od warunkéw zewngtrznych
(czynnikéw stresogennych, dostepnosci oraz rodzaju skladnikow odzywcezych, aktywnos$ci
ukladu immunologicznego). Drobnoustroje tworzace podstawng warstwe biofilmu,
charakteryzuja si¢ spowolniong badz zatrzymang aktywnos$cig metaboliczng (stan anabiozy
metabolicznej) [26]. Czg$¢ populacji drobnoustrojow w warstwie podstawnej tworza komorki
martwe, ktorych komponenty wykorzystywane sg przez zywe komorki w obrebie biofilmu jako
zroédlo  substancji odzywczych oraz do budowy macierzy zewnatrzkomoérkowej
(charakterystycznym przykladem czasteczki stuzacej jako budulec macierzy jest wspomniane
juz wcezesniej e-DNA). Bakterie tworzace wyzsze warstwy biofilmu cechuja si¢ natomiast
wysokim poziomem aktywnos$ci metabolicznej, oddychaniem tlenowym (w przypadku bakterii
posiadajacych t¢ zdolnos$¢) oraz krotkim czasem podziatu dzigki dostepowi do substancji
odzywczych. Zdolno$¢ biofilmu do przetrwania w organizmie czlowieka wigze si¢ z
okreslonymi, wspotistniejacymi czynnikami. Pierwszym z nich to cechy samego drobnoustroju
tworzacego biofilm, przede wszystkim - posiadane przez komodrki mikroorganizmu
mechanizmy oporno$ci na antybiotyki i antyseptyki oraz systemy unikania/zwalczania
mechanizmoéw oporno$ci immunologicznej makro-organizmu. Nie bez znaczenia, w aspekcie
zdolnosci do przetrwania w organizmie czlowieka, sa czynniki wirulencji zwigzane z cechami
gatunkowo charakterystycznymi drobnoustrojow jak cho¢by zdolno$¢ do produkcji
peroksydazy, dysmutazy ponadtlenkowej (chronigcej przed reaktywnymi formami tlenu

generowanymi przed makrofagami), wytwarzanie otoczki czy zdolno$¢ do mimikry
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molekularnej (chronigcej przed aktywnoscia przeciwcial i opsonizacja) oraz wiele innych. Inng
cechg umozliwiajagcg przetrwanie biofilmu w organizmie ludzkim jest zdolno$¢ do
jednoczesnej (symultanicznej) odpowiedzi na bodzce (ang.stimula), okreslana mianem systemu
wyczuwania liczebnosci (ang. Quorum Sensing System, QS). Jest to zlozony mechanizm
pozwalajacy drobnoustrojom na koordynacje aktywnosci komodrkowej. Quorum Sensing
reguluje kazdy aspekt zycia mikroorganizmu oraz bytowania w formie biofilmowej — inicjuje
przyleganie do powierzchni, wytwarzanie matrix, odrywanie si¢ agregatow komorkowych.
Ponadto, odgrywa istotng role w koordynacji procesu syntezy i sekrecji enzymow, w tym
toksyn czy enzymow rozktadajacych poszczegdlne elementy tkanki gospodarza [27].
Nalezy mie¢ takze na uwadze fakt, ze biofilmy in vivo tworzone s3a zazwyczaj przez
wielogatunkowe konsorcja drobnoustrojow, w ktérych dochodzi do czestego i szybkiego
przekazywania plazmidoéw kodujacych mechanizmy opornosci.

Biofilm jest zatem formg bytowania, ktdra zapewnia liczne korzysci drobnoustrojom.
Bakterie zyjace w tej strukturze maja znaczng przewage¢ nad formami planktonicznymi
(zwanymi tez niezwigzanymi lub wolnoplywajacymi). Opornos¢ bakteryjnego planktonu na
antybiotyki 1 inne $rodki przeciwdrobnoustrojowe opiera si¢ na mechanizmach opornos$ci
naturalnej, komorkowo-zaleznej, a w przypadku bakterii tworzacych biofilm dodatkowymi
czynnikami ochronnymi sg macierz oraz niska (badz catkowicie zatrzymana) aktywnos¢
metaboliczna komorek warstw podstawnych tej struktury.

Procesy opisane w tym oraz dwdch poprzednich podrozdziatach przedstawione sg zbiorczo na
Rycinie 1.; na Zdj.1A. oraz Zdj.B. uwidoczniono natomiast biofilm tworzony przez

Staphylococcus aureus oraz Pseudomonas aeruginosa, odpowiednio.
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Ryec.1. Biofilm tworzony w patogenezie zakazen. W centralnej czesci ryciny przedstawiony jest
dojrzaty, pokryty zewnatrzkomorkowa macierzg, biofilm utworzony na schematycznie uwidocznionej
powierzchni [bigkitna linia]. W =zalezno$ci od umiejscowienia w strukturze biofilmu, komorki
drobnoustroju cechujg si¢ niska/wstrzymang [1], umiarkowana [2], wysoka [3] aktywnoscia
metaboliczng. Okresowo, ze szczytowej warstwy biofilmu dochodzi do enzymatycznego rozcigcia [4]
macierzy i uwolnienia si¢ agregatow komorkowych [5], ktore daja poczatek nowemu biofilmowi
tworzacemu si¢ na skutek adhezji komoérek do powierzchni [6] i syntezy macierzy [7]. Efektem tych
procesow jest dojrzaly, wiclowarstwowy biofilm [8]. Uwolnione agregaty komorek [9], pozbawione
ochronnej warstwy macierzy, sg podatne na eradykacje na skutek aktywnosci komoérek efektorowych
uktadu odpornosciowego [10] — m.in. wydzielania opsonin [11] oraz reaktywnych form tlenu ROS [12].
Te same mechanizmy dziatania systemu immunologicznego [13] sa nieskuteczne wzgledem biofilmu. Na
skutek obecnosci ochronnej macierzy oraz niskiej aktywnosci metabolicznej komorek warstw
podstawnych biofilmu, aktywnos$¢ s$rodkow przeciwdrobnoustrojowych — antybiotykow [14] oraz
antyseptykow [15] ulega znacznemu ostabieniu. Rycina ze zbioréw wlasnych dr Adama Junki, z
Katedry i Zakladu Mikrobiologii Farmaceutycznej i Parazytologii Uniwersytetu Medycznego we

Wroclawiu udostepniona za jego zgoda.
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Zdj.1. A —biofilm Staphylococcus aureus; B — biofilm Pseudomonas aeruginosa. W obu przypadkach widoczna
jest zarowno zlozona struktura ulozenia komorek, jak i macierz tworzona przez drobnoustroje. Zdjecie ze
Skaningowego Mikroskopu Elektronowego, Evo Zeis 25. Magn.10000x i 11000x, odpowiednio. Zdjecie z kolekcji
Katedry i Zaktadu Mikrobiologii Farmaceutycznej i Parazytologii Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.
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2.3. Etapy zakazenia ran przewleklych i czynniki etiologiczne je wywolujace

W poprzednich podrozdziatach wymieniono szereg czynnikow, ktérych obecno$¢ zwigzana jest
z podwyzszonym ryzykiem wystgpienia zakazen ran przewlektych. Najczesciej dochodzi do
nich na skutek kolonizacji ran drobnoustrojami ze $rodowiska poprzez przeniesienia
drobnoustrojow do tozyska rany przez personel medyczny. Bakterie do rany przedostawac si¢
moga takze z zalozonych pacjentowi cewnikéw, drenéw lub innych biomateriatow [28].
Niewlasciwa opieka nad rang, brak monitorowania mikrobiologicznego, nieprawidlowo
wdrozone procedury antyseptyczne s3 kolejnymi  czynnikami  zwigkszajgcymi
prawdopodobienstwo wystgpienia zakazenia.

Zrédtami drobnoustrojéw w ranach moga byé: skéra rak personelu szpitalnego (drobnoustroje
przenosza si¢ na ran¢ na skutek nieodpowiedniej dezynfekcji rak przed wykonywaniem
zabiegdw 1 innych czynnos$ci medycznych); drobnoustroje pochodzace od os6b wizytujacych
pacjenta (przyjaciele, rodzina); cialo pacjenta — na skutek przeniesienia fizjologicznej
mikrobioty pacjenta na ran¢); drobnoustroje szpitalne zasiedlajace wilgotne powierzchnie, np.
tazienek 1 toalet szpitalnych.

Pierwsza faza rozwoju zakazenia jest kontaminacja, ktora ma miejsce, gdy bakterie przedostaja
si¢ do rany. Przebieg procesu gojenia w tej fazie nie ulega jeszcze zaktdceniu.

Druga faza rozwoju zakazenia jest kolonizacja. Bakterie namnazajg si¢ wowczas w obrebie
rany, ale nie wystepuja wtedy kliniczne objawy zakazenia rany, chyba Ze rana zasiedlona jest
przez drobnoustroje zdolne do wytwarzania toksyn, na przyklad: Streptococcus pyogenes,
Clostridium perfringes, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa [29]. Obecno$¢
toksyn pobudza silnie uktad odpornosciowy do reakcji, stad dochodzi do wczesniejszego niz w
przypadku bakterii nietoksynogennych wystapienia objawow. W czasie kolonizacji w posiewie
mikrobiologicznym wykrywane jest zazwyczaj wysokie miano drobnoustrojéw. Populacja

bakterii jest jednak kontrolowana przez uklad odpornosciowy gospodarza i nie wymaga
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zazwyczaj wdrozenia leczenia przeciwbakteryjnego. Kolejng fazg rozwoju zakazenia jest
kolonizacja krytyczna. Na tym etapie dochodzi do zaburzenia rGwnowagi mikrobiologiczne;j
rany. W posiewach mikrobiologicznych obserwuje si¢ wysokie miano bakterii oraz dochodzi
do zaburzen gojenia. Zaobserwowa¢ mozna wtedy zwickszong ilo§¢ wydzieliny saczacej si¢ z
rany, nieprzyjemny zapach, a pacjent odczuwa wzmozony bol. W fazach kolonizacji i
kolonizacji krytycznej wskazanym postgpowaniem profilaktycznym i leczniczym jest
stosowanie antyseptykow. Dalszy rozwoj drobnoustrojéw okreslany jest juz mianem infekcji
rany; przyjmuje si¢, ze liczba mikroorganizméw/gram tkanki wynosi >10° CFU (ang. colony-
forming unit — jednostek tworzacych koloni¢). Cechami charakterystycznymi infekcji moga by¢
silne zaczerwienienie, bol 1 ropny wysigk [30].

Typowe objawy zakazenia miejscowego rany miejscowej to nasilajacy si¢ ostry bol, zmiana
zabarwienia rany, silny obrzek wokot rany, silny ropny wyciek, krwawienie lub krucha
ziarnina, opoznienie (lub zatrzymanie) procesu gojenia, nieprzyjemny zapach (ang. malodor)
oraz stwardnienie tkanek.

W przypadku infekcji rozprzestrzeniajacej si¢ wyrdzni¢ mozna takze nastgpujace objawy:
zapadnigcie si¢ rany, rozprzestrzenienie si¢ zaczerwienienia dookola brzegéow rany,
trzeszczenie, podwyzszona temperatura, zmiana zabarwienia rozprzestrzeniajace si¢ na tkanki
przyranne, zapalenie naczyn chtonnych. Nalezy jednak pamigtaé, ze bardzo czgsto obecnos¢
zakazenia jest maskowana przez dluzszy czas na skutek mechanizméw adaptacyjnych
drobnoustrojéw, ktére unikaja wykrycia przez uktad immunologiczny a jednocze$nie
nieustannie namnazaja si¢ w obrebie rany [31].

Do drobnoustrojéw czesto izolowanych z zakazen ran przewlektych zalicza si¢ Gram-dodatnie
ziarniaki z rodzaju Staphylococcus (najczgsciej Staphylococcus aureus), Enterococcus
(najczesciej Enterococcus faecalis) oraz Streptococcus pyogenes. W przypadku bakterii Gram-

ujemnych: paleczki z rzgdu Enterobacterales — Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis,
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Klebsiella pneumoniae 1 Escherichia coli oraz paleczki niefermentujace — Pseudomonas
aeruginosa 1 Acinetobacter baumanii. Za infekcje ran przewleklych odpowiedzialne sg takze
bakterie beztlenowe, na przyktad Finegoldia magna, Bacteroides spp., Fusobacterium spp.
oraz Clostridium spp. Zastosowanie zaawansowanych metod analiz genetycznych pozwala na
coraz to pelniejsze zrozumienie roli, jaka drobnoustroje beztlenowe (ktéorych hodowla i
identyfikacja wcigz nastrgcza trudnosci mikrobiologom), odgrywaja w procesie tworzenia
ztozonych, wielogatunkowych biofilmow mieszanych [32]. Wsérod grzybdw, infekcje ran
przewlektych wywotuja najczesciej grzyby z rodzaju Candida spp. (gtownie Candida albicans)
oraz plesnie z rodzaju Aspergillus spp. [30].

W badaniach zespotu Katedry Mikrobiologii Farmaceutycznej i Parazytologii Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu (w ktérej miatam przyjemnos¢ wykonywa¢ doswiadczenia
opisane w tym manuskrypcie), wykazano, ze w zakazeniach owrzodzen goleni (grupa
badawcza liczyta 80 pacjentéw) dominowaly pateczki Gram-ujemne, w tym P.aeruginosa,
Proteus mirabilis 1 Escherichia coli oraz ziarniaki Gram-dodatnie takie jak S.aureus i
Enterococcus faecalis [33].

W przypadku zakazen ran oparzeniowych, poczatkowo dochodzi do rozprzestrzeniania si¢
ziarniakow Gram-dodatnich, w tym S.aureus, w kolejnych dobach dominowa¢ zaczynaja
pateczki Gram-ujemne, najczesciej P.aeruginosa. Gronkowiec zlocisty oraz pateczka ropy
bigkitnej jest niezwykle czesto izolowana takze z zakazen stopy cukrzycowej oraz z odlezyn.
Biorgc pod uwage powyzsze dane, w kolejnym podrozdziale manuskryptu przedstawiona
zostala charakterystyka 3 istotnych, w konteks$cie wywotywania zakazen, bakterii — gronkowca

zlocistego, pateczki ropy bigkitnej oraz paciorkowca katowego.
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2.3.1. Gronkowiec zlocisty - charakterystyka

Gronkowiec ztocisty (Staphylococcus aureus) jest najwazniejszym z klinicznego punktu
widzenia przedstawicielem swojego rodzaju. Zdolny jest do wywotywania szerokiego
spektrum infekcji, posiada takze liczne mechanizmy opornosci na antybiotyki w znaczny
sposoOb utrudniajace jego eradykacje. Bakteria ta kolonizuje przede wszystkim skore cztowieka
1 dlatego zdolna jest do przezycia w Srodowisku zawierajagcym wysokie stezenie soli (np. na
pokrytej potem skorze) oraz w szerokim spektrum pH (4,2-9,3), przy optimum tego parametru
wynoszacym 7,0-7,5 [34]. S. aureus jest zdolny do wzrostu w zakresie temperatur wynoszacym
6,5-46° C, przy czym optymalne warunki rozwoju dostarcza mu temperatura migdzy 30 a 37°
C. Sciana komoérkowa S. aureus cechuje sie¢ budowa typowa dla bakterii Gram-dodatnich.
Tworzona jest w 90% z peptydoglikanu (mureiny), czyli polimeru, ktéry utrzymuje strukture
komorki, jest tez niezbedny do rozmnazania bakterii oraz przezycia w trudnych warunkach
srodowiskowych. W sktad $ciany komorkowej gronkowcédw ziocistych wchodza kwasy
tejchojowe 1 lipotejchojowe, a takze wielocukry C. Kwasy tejchojowe sg jednym z czynnikow
warunkujacych adhezje, natomiast kwasy lipotejchojowe stanowig antygeny powierzchniowe,
ktore umozliwiajg serotypowanie bakterii oraz stanowig wyznacznik zjadliwosci gronkowcow
(bioragc miedzy innymi udziat w procesie adhezji). Z peptydoglikanem rodzaju Staphylococcus
zwigzane jest tez biatko R, a w przypadku S. aureus do Sciany komodrkowej przytaczone jest
rowniez biatko A. Zewnetrzna warstwa $ciany komorkowej okoto 10% gronkowcdw pokryta
jest polisacharydowa otoczka. Roznicowanie tych struktur powierzchniowych umozliwia
wyodrebnienie 11 serotypow S. aureus. Szczepy o serotypie 5 1 7 uwazane sg za cechujace si¢
najwyzsza zjadliwoscig [35]. Wigkszos¢ gronkowcdw, nie tylko gronkowiec zlocisty,
wytwarza warstwe zwnatrzkomorkowa ztozong z monosacharydow, matych peptydéw i bialek.
Umozliwia im ona przyleganie do tkanek i cial obcych (implantow, zastawek, cewnikow, itp.).

Produkcja takiej warstwy pozwala im takze na przezycie w obrebie ciala pacjenta oraz w
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srodowisku szpitalnym — dotyczy to zwlaszcza niewirulentnych koagulazoujemnych gatunkéw
Staphylococcus [34]. Gronkowce zlociste, jak i inne gronkowce, rosng na pozywkach
selekcyjnych w warunkach tlenowych i beztlenowych. Ich stosunkowo niskie wymagania
wzrostowe zaspokajane moga by¢ przez takie proste podtoza, jak woda peptonowa czy agar
odzywczy. Na agarze z krwig baranig S. aureus tworzy duze, gladkie kolonie, przyjmujace
zabarwienie od bialego do pomaranczowego. Z uplywem czasu zmieniaja one kolor na zloty.
Dookota kolonii widoczna jest wyrazna strefa przejasnienia okre§lana mianem hemolizy typu
B. Izolacje gronkowcow ztocistych w probee, w ktorej znajduje si¢ wiele gatunkow bakterii,
mozna przeprowadzi¢ na podlozach wybidrczych, np. podtozu Chapmana, podiozu z
mannitolem i NaCl, podtozu Baird-Parkera, podtozu Zebovitza. Pomocne w identyfikacji bywa
takze podtoze Hugh-Leifsona.

Staphylococcus aureus, poza wytwarzaniem typowe] dla rodzaju Staphylococcus katalazy,
wydziela rowniez koagulaze, co pozwala odr6zni¢ go od innych gronkowcow izolowanych u
czlowieka. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze zdolno$cia do wytwarzania tego enzymu moga
cechowa¢ si¢ gatunki gronkowca izolowane od zwierzat (np. S. hyicus lub S. intermedius).
Ponadto udokumentowano wystepowanie szczepow S. aureus nie wytwarzajacych koagulazy.
Do identyfikacji gronkowcéw zlocistych stuzy¢ moga tzw. ,,szybkie testy” na obecno$¢
czynnika CF (ang. clumping factor) na powierzchniach komorek bakterii. CF oznacza si¢
poprzez zmieszanie kolonii bakteryjnej z kropla osocza (CF jest receptorem wigzacym
fibrynogen osocza). Pojawienie si¢ klaczkoéw potwierdza przynalezno$¢ badanego szczepu
bakterii do gatunku S. aureus. Analogicznie badana jest obecno$¢ biatka A na powierzchni
komorek gronkowcow.

W sklad czynnikéw zjadliwosci gronkowca wchodza migdzy innymi elementy struktur
powierzchniowych tego drobnoustroju. Pokrywajaca bakteri¢ otoczka hamuje proliferacje

neutrofili, a takze przyczynia si¢ do zahamowania chemotaksji i fagocytozy. Warstwa sluzowa
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utatwia przyleganie do powierzchni. Budujacy $ciane komorkowa peptydoglikan zapewnia
stabilno$¢ osmotyczna, hamuje fagocytoze, stymuluje produkcje endogennych czynnikow
ropotworczych oraz odpowiada za tworzenie si¢ ropni. Kwasy tejchojowe wigza si¢ do
fibronektyny. Bialko A, zakotwiczone migdzy peptydoglikanem a blong cytoplazmatyczna,
hamuje odpowiedz immunologiczng zwigzang z przeciwcialami — wiaze si¢ z receptorami Fc
przeciwcial IgG1, 1gG2 i1 IgG4, a takze hamuje dziatanie bialek dopetniacza [36]. Odrgbng
grupa czynnikdw wirulencji gronkowca zlocistego stanowia enzymy. Nalezy do nich
koagulaza, ktora odpowiada za $cinanie osocza. Do dzialania wymaga ona obecno$ci w osoczu
aktywatora koagulazy. Wspomniany uprzednio CF to koagulaza zwigzana, nie wymagajaca
obecnosci aktywatora. Kolejnym enzymem jest katalaza — odpowiada ona za rozktad nadtlenku
wodoru do wody i tlenu. Z kolei hialuronidaza hydrolizuje kwasy hialuronowe tkanki tacznej,
a takze ulatwia S. aureus rozprzestrzenianie si¢ w organizmie. Fibrynolizyna (stafylokinaza)
rozpuszcza skrzepy fibrynowe. Lipazy hydrolizuja lipidy i odgrywaja szczegélng role w
tworzeniu si¢ ropni na skorze. Nukleazy hydrolizuja DNA. Proteazy sa odpowiedzialne za
chorobotworczos¢ poprzez hydrolize wigzan peptydowych. Leukocydyna niszczy leukocyty i
chroni bakterie przed fagocytoza. Fosfataza determinuje patogennos$¢. Acetoina i fosfolipaza
decyduja o zjadliwosci. Penicylinaza rozktada antybiotyki z grupy penicylin. Do czynnikéw
chorobotworczych S. aureus nalezy takze szereg toksyn. Jedng z grup wytwarzanych przez
gronkowca ztocistego toksyn stanowig cytotoksyny: a, B, y i 6. Toksyna alfa powoduje
uszkodzenia mig$ni gladkich naczyn krwiono$nych, a takze krwinek i komoérek watroby.
Toksyna beta wywoluje liz¢ m.in. dla erytrocytow, fibroblastow, leukocytow i makrofagow.
Toksyna gamma, tak samo jak leukocydyna, wywotuje liz¢ neutrofili i makrofagdéw, ponadto
posiada aktywnos$¢ hemolityczng. Z kolei toksyna delta cechuje si¢ niska specyficzno$cig —
potrafi zniszczy¢ szerokie spektrum typoéw komorek eukariotycznych poprzez rozerwanie ich

btony komoérkowej [37]. Enterotoksyny A-F odpowiadaja za zatrucia pokarmowe. Naleza do
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superantygendéw — oznacza to, ze sa zdolne do nieswoistej aktywacji limfocytéw T i uwolnienia
cytokin. Mogg réwniez dziala¢ pobudzajaco na o$rodek wymiotny w osrodkowym uktadzie
nerwowym poprzez interakcje z receptorami neuronalnymi w jelicie [34]. Inny rodzaj toksyn
produkowany przez S. aureus to toksyny eksfoliatywne — ETA 1 ETB (ang. exfoliative toxin A
i B). Wywotuja one zespdt poparzonej skéry — SSSS (ang. staphylococcal scalded skin
syndrome) — i powoduja powstawanie duzych, plaskich pecherzy, ktore szybko pekaja i1
pozostawiajg po sobie rozlegte powierzchnie skory bez naskorka. Toksyny te naleza do grup
proteaz serynowych. Nie wywotuja stanu zapalnego [35]. Wsrod toksyn nalezy wymieni¢ takze
toksyny TSST-1 i TSST-2 (ang. toxic shock syndrome toxin-1 i -2), wywotujace zespot
wstrzasu toksycznego. Jest ona superantygenem, ktory rowniez prowadzi do proliferacji
limfocytéw T i wydzielania cytokin, a takze prowadzi do przerwania ciggtosci bton komodrek
nabtonka (w niskich stezeniach) i wywoluje efekt cytotoksyczny (w wysokich stezeniach).

S. aureus moze wytwarzac¢ takze toksyne¢ pirogenng, odpowiedzialng za wystapienie goraczki
[37]. Istotng rolg¢ w chorobotworczos$ci gronkowca ztocistego odgrywaja réwniez biatka
powierzchniowe wigzace fibronektyne, elastyng, lamining, witronektyne czy plazminogen oraz
biatka wigzace macierz glikoproteinowa. Sg one niezbedne w procesie adhezji gronkowcoOw do
wyzej wymienionych biatek i ulatwiaja infekcje. Do innych czynnikow chorobotworczych
naleza hemaglutyniny, biatko Map (ang. MHC class II analog protein), czynnik hamujacy
agregacj¢ ptytek, FAME (ang. fatty acid modifying enzyme), EDIN (ang. epidermal cell
differentiation inhibitor) czy siderofory [38]. Za wysoka zjadliwo$¢ gronkowca ztocistego
odpowiedzialne sg takze liczne mechanizmy adaptacyjne umozliwiajace bakterii przetrwanie 1
rozw0j w czesto wrogim srodowisku. Jednym z takich mechanizméw jest zdolno$¢ do adhezji
(przylegania) komoérek do powierzchni (biotycznych lub abiotycznych). Kluczowa role w tym
procesie odgrywaja kwasy tejchojowe 1 lipotejchojowe oraz grupa bialek powierzchniowych

zwigzanych kowalencyjnie z peptydoglikanem. Biatka te s3 okre$lane jako MSCRAMM
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(microbial surface component recognizing adhesive matrix molecules) i nalezy do nich migdzy
innymi wspomniane uprzednio bialtko A, biatka wiazace kolagen czy biatka wigzace
fibronektyne [39]. Z kolei przed wrodzong odpornoscig gospodarza komoérki gronkowcowe
chroni otoczka oraz warstwy §luzowe, ktore sag w stanie zneutralizowaé dzialanie opsonin i
utrudni¢ neutrofilom fagocytoz¢. Omawiane wcze$niej biatko A ma zdolno$¢ wigzania si¢ z
przeciwcialami, dzigki czemu zapobiega usuwaniu komoérek gronkowca ztocistego z organizmu

[34].

31



2.3.2. Pseudomonas aeruginosa — charakterystyka

Pseudomonas aeruginosa (pateczka ropy biekitnej) to Gram-ujemna bakteria, powszechnie
wystepujaca w srodowisku naturalnym, przede wszystkim w glebie 1 w wodzie; stanowi takze
cze$¢ mikrobiomu wielu ro$lin 1 zwierzat. Jest patogenem oportunistycznym, wywotujagcym
ostre 1 przewlekte infekcje, na ktére szczegodlnie narazeni sg pacjenci po przeszczepach,
cierpiagcy od ran oparzeniowych, chorzy na mukowiscydoze czy AIDS (ang.
autoimmunodeficiency syndrome) [40]. P. aeruginosa wywotywa¢ moze: zakazenia tkanek
migkkich, uktadu moczowego, zapalenie drog oddechowych, zapalenie rogowki oraz btony
sluzowej ucha zewnegtrznego, bakteriemig, sepse, zapalenie kosci 1 wsierdzia. Czesto
przyczynia si¢ takze do powiktan stopy cukrzycowej i zakazen ran oparzeniowych, moze by¢
jednak  czynnikiem etiologicznym  zakazen ran przewleklych  kazdego typu.

Bakteria zaopatrzona jest w zlokalizowane biegunowo: pojedyncza wi¢ oraz kilka krotszych
rzesek typu czwartego. Sg to gtowne, poza lipopolisacharydem, czynniki wirulencji zwigzane
ze $ciang komorkowaq. Utatwiajg one drobnoustrojowi poruszanie, zaréwno po powierzchniach
statych, jak 1 w srodowisku ptynnym, umozliwiaja adhezj¢ do komodrek, wywotuja odpowiedz
zapalng. Ponadto wi¢ bierze udziat w chemotaksji; rzgski natomiast, w agregacji i tworzeniu
biofilmu. Lipopolisacharyd odpowiada za antygenowo$¢ bakterii, aktywacje uktadu
odpornosciowego, usuwanie czasteczek oraz za wrazliwo$¢ bakterii na dziatanie antybiotykow
[34]. Pseudomonas aeruginosa posiada réwniez pig¢ systemow, ktorych funkcjg jest
wydzielanie toksyn poza komorke. Poprzez typ I i Il uwalniane sg enzymy proteolityczne-
alkalina, proteaza IV, oraz elastaza LasB. Hamuja one aktywacj¢ dopetniacza, niszczg komorki
nabtonkowe, przeciwciata i surfaktant pecherzykow ptucnych. Przyczyniaja sie¢ wiec do
infekcji uktadu oddechowego, a takze rozsiewania zakazenia w organizmie. Typ III sekrecji
pozwala nie tylko na wydzielanie zwigzkow poza bakterig, ale takze na wprowadzenie ich do

wnetrza komorki gospodarza [41]. Przy jego pomocy toksyny ExoS, ExoT, ExoU, ExoY
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uszkadzaja cytoszkielet, powoduja nekroze i apoptoze w zainfekowanych komorkach oraz
chronig drobnoustrdj przed fagozytoza. Innym czynnikiem zjadliwos$ci paleczki ropy biekitne;
jest egzotoksyna A, ktéra hamuje syntezg¢ bialek w komodrkach gospodarza. Z kolei fosfolipazy
rozktadaja warstwe lipidowa i1 powoduja lize erytrocytow [41]. Siderofory takie, jak
piowerdyna 1 piochelina chelatujg 1 transportujg istotne dla wzrostu mikroorganizmow zelazo
w przypadku braku w $rodowisku jego tatwo przyswajalnych form [42]. Piocyjanina jest to
barwnik nadajacy niebiesko-zielone zabarwienie koloniom P. aeruginosa. Unieczynnia ona
katalaze 1 zaburza transport elektronowy w komoérkach cztowieka, co poteguje stan zapalny
wywotany obecnoscig drobnoustroju. Broni tez bakteri¢ przed fagocytoza.

Pseudomonas aeruginosa posiada rowniez mechanizmy oporno$ci na antybiotyki; zard6wno
naturalne, jak i nabyte, a takze zdolno$¢ tworzenia biofilmu. Wszystkie te cechy sprawiaja, ze
pateczka ropy biekitnej jest jednym z najgrozniejszych patogendéw szpitalnych [42].
Pseudomonas aeruginosa ma zdolnos$¢ tworzenia biofilmu zar6wno na powierzchniach statych,
jak i na granicy faz ciecz- powietrze. Biofilm Pseudomonas moze wystegpowaé w formie nie-
mukoidalnej oraz mukoidalnej. Druga z wymienionych form izolowana jest gldwnie z zakazen
ptuc u pacjentéw z mukowiscydozg. Charakterystycznymi elementami macierzy biofilmu
pateczki ropy biekitnej sg trzy polisacharydy: alginian, Psl, Pel. W odr6znieniu od pozostatych
dwoch polisacharydow, alginiany wytwarzane sa w wigkszo$ci przez szczepy o fenotypie
mukoidalnym. Zapewniajg one stabilno$¢ i ochrong, zaréwno przed szkodliwymi czynnikami
zewngtrznymi, jak 1 przed zwalczaniem przez komorki uktadu odpornosciowego. Alginiany
niszcza reaktywne formy tlenu i makrofagi, a takze hamuja opsonizacj¢ przez fagocyty.
Ponadto zatrzymuja wewnatrz drobnoustroju wodg¢ i substancje odzywcze. Polisacharydy Pel i
Psl ulatwiajg tworzenie biofilmu, przede wszystkim na etapie adhezji; Pel glownie na
powierzchniach statych oraz pomiedzy fazami [43]. Zmniejszaja wrazliwo$¢ P. aeruginosa na

dzialanie antybiotykow. Dodatkowo Pel przyczynia si¢ do agregacji komodrek bakteryjnych,
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natomiast Psl aktywuje komorki zapalne 1 utrudnia rozpoznawanie pateczek przez system
immunologiczny czlowieka. Moze rowniez oddzialywa¢ z eDNA, tworzac strukture
przypominajacg rusztowanie, ktora zwigksza stabilno$¢ biofilmu. Co wigcej, Psl dziala jako
czasteczka sygnatowa, powodujaca nasilenie syntezy wewnatrzkomorkowego przekaznika,
jakim jest c-di-GMP [44]. Poza wspomnianymi wcze$niej rz¢skami i wicia, ktore biorg udziat
w adhezji, waznymi elementami macierzy biofilmowej sg rowniez: adhezyna Cdr bioraca udziat

w autoagregacji bakterii oraz fimbrie Cup umozliwiajace tworzenie mikrokolonii.
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2.3.3. Enterococcus faecalis — charakterystyka

Wzglednie beztlenowe bakterie z rodzaju Enterococcus nie wytwarzajg przetrwalnikow, ale
posiadaja wazng dla patogenezy zakazen zdolno$¢ do proliferacji w zmiennych warunkach [34].
Sa w stanie przezy¢ i rozwijac si¢ w wysokich stezeniach soli (6,5% NaCl), cechujg si¢ réwniez
szerokim zakresem wytrzymatosci temperaturowej wynoszacym od 5 °C do 60°C [35].
Enterokoki tolerujg takze wzglednie szeroki zakres wartosci pH pomiedzy okoto 4 a 10, z
optimum rozwojowym wynoszacym 7.5. Cechy te wynikajg z trwalo$ci 1 szczelnosci Sciany
komorkowej bedacej efektem przystosowania Enterococcus do zycia w uktadzie pokarmowym
1 moczowo-ptciowym czlowieka. Czynniki wirulencji u Enterococcus sa przyktadem
mechanizmu adaptacyjnego do srodowiska zajmowanego przez t¢ bakteri¢ - zdolnos¢ adhezji
do bialek macierzy zewnatrzkomorkowej (trombospondyny, laktorefyny i1 witronektyny),
nabtonka drég moczowych i jamy ustnej oraz zdolno$¢ do translokacji z komorek nabtonka
jelita do weztow chtonnych a stamtad do 1 innych komorek ciata - zwigkszajg szanse
Enterococcus do przezycia 1 proliferacji w organizmie czlowieka. Istotnym elementem
wplywajacym na patogeneze zakazen wywolanych przez Enterococcus 1 na wyniki leczenia
jest oporno$¢ naturalna i nabyta tych bakterii na antybiotyki. Oporno$¢ naturalna obejmuje:
B-laktamy (brak wigzania z cefalosporynami), klindamycyne, aminoglikozydy (opornos¢
niskiego stopnia) oraz trimetoprim w potaczeniu z sulfametoksazolem [45]. Enterococcus jest
waznym sktadnikiem mikrobioty jelit (cho¢ pod wzgledem ilosciowym stanowi > 0,1%
populacji drobnoustrojow zasiedlajacej te niszg).

W drogach moczowych Enterococcus moze wywotywac zapalenie pgcherza moczowego,
gruczotu krokowego 1 najadrzy. Enterococcus s rowniez izolowane z zakazen jamy brzusznej,
miednicy 1 tkanek migkkich, w tym ran przewleklych - szczeg6lnie goleni, ale takze z odlezyn
1 owrzodzen stopy u chorych na cukrzycg. Zdolno$¢ Enterocccus do tworzenia biofilmu jest

podstawowym czynnikiem infekcji drog moczowych, endodontycznych, zapalenia wsierdzia
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oraz ran przewleklych. Tendolkar i wsp., zaobserwowali, ze Enterococcus faecalis tworzy
silniejsze struktury biofilmu w obecnosci podwyzszonych stezen osmolarnych glukozy [46],
inny zespot badawczy wykazal, ze wprowadzenie do $rodowiska hodowlanego 10% osocza z
krwi ludzkiej podwyzsza istotnie zdolno$¢ Enterococcus faecalis do adhezji i produkcji
macierzy biofilmowej [47]. Wraz z narastajaca czesto$cig wystgpowania u ludzi ran
przewlektych, roénie takze czestos$¢ zakazen tych obszardéw ciata wywolywanych przez bakterie

z gatunku Enterococcus faecalis.
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2.4. Leczenie infekcji rany przewleklej

2.4.1. Oczyszczanie rany

,Oczyszczenie rany (ang. ,,Wound Bed Preparation”, ,,debridement”) to proces prowadzacy do
uzyskania czystego, podatnego na leczenie, tozyska rany poprzez usunigcie czynnikdéw
kontaminujacych rang. Czynniki te moga mie¢ charakter endogenny (obfity wysigk, ztogi
martwicy 1 witokniny oraz biofilm) badz egzogenny (pozostato$ci opatrunkéw,
zanieczyszczenia pochodzace z gleby czy odziezy pacjenta). Obecnie stosowane sg rozne
techniki oczyszczania, dostosowane do typu, rozmiaru, stanu oraz etiologii rany. Wyr6znic¢

mozna mi¢dzy innymi:

® oczyszczanie chirurgiczne polegajace na opracowaniu brzegéw rany i usunigcie martwicy
narzedziami chirurgicznymi — ta metoda zalecana jest miedzy innymi w wytycznych ,,Opieka
nad ranami zainfekowanymi przez drobnoustroje w formie biofilmowe;j” [48].

e Nekrektomia enzymatyczna — wykonywana z uzyciem miejscowo dzialajacych preparatow
zawierajacych enzymy proteolityczne uplynniajacych tkanki martwicze

e Larwoterapia, w ktorej wykorzystywane sa larwy muchy plujki Lucilia sericata, ktore
usuwaja martwa tkanke a nawet biofilm tworzony przez drobnoustroje w tozysku rany [49].

e Opatrunki oczyszczajace — wysokochlonne, absorbujace wysiek, pobudzajace do

ziarninowania nowoczesne systemy opatrunkowe.
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2.4.2. Przemywanie (irygacja) rany

Po zakonczeniu oczyszczenia rany, konieczne jest ich przemycie za pomocg miejscowo
dziatajacych preparatow ptynnych, ktéore badz wyptukuja mechanicznie pozostatosci po
oczyszczaniu opisanym w podrozdziale 2.4.1., badz wyptukuja oraz zabijaja drobnoustroje w
formie biofilmowej znajdujace si¢ w tozysku rany. Produkty takie, w zalezno$ci od ich
rejestracji oraz typu dzialania nazywane sg lawa- lub antyseptykami, odpowiednio. Praktyczne
rozrdznienie mi¢dzy tymi dwoma rodzajami preparatow jest trudne, poniewaz zarowno lawa-,
jak 1 antyseptyki, posiadaja w swoim skladzie substancje (czesto te same)
przeciwdrobnoustrojowe, rézni je jedynie zastosowane ich stezenie. Niezaleznie od nazwy,
produkty takie powinny cechowac si¢ przede wszystkim niska cytotoksyczno$cia, brakiem
negatywnego wplywu na gojenie si¢ rany, zgodno$cig farmaceutyczng z materiatami i
substancjami zawartymi w opatrunkach oraz brakiem indukcji opornosci
drobnoustrojow [1].

Ponizej, przedstawiono charakterystyke czterech substancji aktywnych, stosowanych zarowno
do celow lawaseptycznych, jak i antyseptycznych (oraz jednego antybiotyku, gentamycyny),
wykorzystanych w czg$ci do$wiadczalnej niniejszej pracy do impregnacji prototypowych

opatrunkow celulozowych.
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2.4.2.1 Poliheksanidyna (poliheksametylenbiguanid, PHMB)

NH NH

e e,

N
H n=2-40

Ryc.2. Wzor strukturalny poliheksanidyny

Poliheksanidyna to mieszanina polimeroéw syntetycznych, przypominajaca strukturalnie
peptydy przeciwdrobnoustrojowe produkowane przez keratynocyty i neutrofile w ranie. PHMB
oddziatuje selektywnie nie tylko na cytoplazme, ale 1 struktury powierzchniowe
drobnoustrojéw oraz uszkadza ich DNA. Szerokie spektrum dzialania PHMB obejmuje
bakterie Gram (-) i Gram (+), zarbwno w formie planktonicznej, jak i1 biofilmowej; bakterie
zdolne do rozwoju wewnatrz komorek ssaczych, a takze grzyby oraz ludzki wirus niedoboru
odpornosci (ang. HIV, Human Immunodeficiency Virus). Podwyzszone pH w ranie stymuluje
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa PHMB 1 jej penetracj¢ przez biofilm. W praktyce
klinicznej najczgsciej stosowane sg produkty zawierajace PHMB (Srodek o aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej) oraz betaing (zwigzek powierzchniowo czynny, surfaktant),
zmniejszajacg napigcie powierzchniowe, oraz prawdopodobnie zwigkszajacy porowatosé

macierzy biofilmowej [50], co umozliwia antyseptykowi szybsza penetracje.
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2.4.2.2. Dichlorowodorek oktenidyny (oktenidyna, dichlorowodorek [N,N’ (1,10

dekanedildi-1[4H]-pirydinylo-4-ilideno] bis-91-oktanaminowy, OCT).

= /N\/\/\/\/CH3
N~

N©\
N /\/\/\/\
= N CH,

Ryc. 3. Wzor strukturalny dichlorowodorku oktenidyny

T

Dichlorowodorek oktenidyny (N,N’-(1,10 dekanediyldi-1[4H]-pyridinyl-4-lideno) bis-(1-
oktanamino) dichlorowodorek), OCT to bispirymidyna, ktora posiada dwa kationowe centra
aktywne znajdujace si¢ na dwoch koncach hydrofobowego tancucha cukrowego. OCT wigze
si¢ z bakteryjng $ciang komorkowa o tadunku ujemnym zaburzajac jej integralnos$¢, co
prowadzi do letalnego dla komorki ,,wycieku” sktadnikow cytoplazmy do s$rodowiska.
Dichlorowodorek oktenidyny cechuje si¢ stabilnoscig w szerokim zakresie pH (mi¢dzy 1.6 a
12.2), nie rozktada si¢ na skutek ekspozycji na §wiatlo stoneczne ani na skutek ekspozycji na
temperature siegajaca 130°C. Oktenidyna charakteryzuje si¢ bardzo szerokim spektrum
aktywnosci przeciwbakteryjnej wzgledem bakterii Gram(-) oraz Gram(+), a takze grzybow i

wiruséw bezotoczkowych [51].
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2.4.2.3. Powidon jodu (PVP-I)

— CHi—CH,—GH—CH,—

(_\/éo&\/é N3V

1"

Ryc. 4. Wzor strukturalny jodopowidonu

Substancjg aktywna tej zlozonej molekuty jest jod, a nosnikiem - poliwinylopirolidon. W
roztworach wodnych jod uwalnia si¢ z nos$nika i penetruje do komorek, gdzie utleniajac
aminokwasy, tworzac mostki dwusiarczkowe, zmienia strukturg trzecio- i czwartorzedowg
biatek. Prowadzi to do ich denaturacji. Dodatkowo, jod wigze si¢ z nukleotydami zaburzajac
replikacj¢ maszynerii komorkowej, a wigzac si¢ z resztami lipidowymi $cian komorkowych
zwieksza ich przepuszczalnos¢, co prowadzi do wycieku wnetrza cytoplazmy do srodowiska
zewnetrznego. PVP-1 wykazuje skuteczno$¢ wzgledem bakterii Gram (-), Gram (+),
przetrwalnikéw bakteryjnych, mykobakterii, grzybow oraz zarodnikow grzybow, wirusow,

pasozytéw i pierwotniakow [52].
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2.4.2.4 Chlorheksydyna Chlorheksydyna (1,1°-heksametylen-bid (5-[p-chlorfenyl] biguanid,
CHX)
H H H
N\H/N\H/N
NH NH \©\
Cl
Cl
N N N
H H H

Ryc.5. Wzor strukturalny chlorheksydyny

CHX to zmodyfikowana biguanidyna stosowana w postaci wodnych roztworéw glukonianu
badZz octanu. Mechanizm aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej antyseptyku polega na
gwaltownym taczeniu si¢ CHX ze Scianami komorkowymi drobnoustrojow i ich uszkodzeniu.
[52]. Prowadzi to do, wykazywanego juz przez inne wspomniane wczesniej antyseptyki,
,molekularnego wycieku”. CHX wykazuje skuteczno$¢ przeciwdrobnoustrojowa wzgledem

bakterii Gram (+), Gram (-), grzybow, wirusOw otoczkowych i pierwotniakow.
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2.4.2.5. Gentamycyna

OH
CHs
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Ryc.6. Wzor strukturalny gentamycyny

Gentamycyna to antybiotyk aminoglikozydowy znajdujacy szerokie zastosowanie w leczeniu
ciezkich zakazen, w tym infekcji kosci oraz ran. Wedlug danych EARSS, oporno$¢ na ten
antybiotyk takich istotnych klinicznie gatunkéw bakteryjnych jak P.aeruginosa czy S.aureus
jest stosunkowo niska [61]. Co wigcej, gentamycyna wprowadzona do kolagenowego no$nika
(gabka garamycynowa) stosowana jest powszechnie do leczenia infekcji ran przewlektych.
Zgodnie z danymi pisSmienniczymi cechuje si¢ ona w tej postaci wysoka sitg bdjcza, dtugim

czasem uwalniania oraz niskg cytotoksycznoscig [62]
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2.4.3 Opatrunki przeznaczone do zastosowania na rany przewlekle

Zgodnie z aktualnymi zasadami i rekomendacjami, opatrunki do stosowania na ran¢ przewlekta
powinny cechowac si¢ zdolnoscig do utrzymania wilgotnego srodowiska rany, nie prowadzi¢
do jej maceracji, chlong¢ nadmiar wysicku, zapewni¢ optymalne pH, termoregulacje,
umozliwi¢ wymiane gazowg oraz $cisle wypetnia¢ tozysko rany chronigc je przed kolonizacja
bakteryjng. Istniejg liczne podziaty opatrunkow, w zaleznosci od ich budowy, przeznaczenia
czy typu wykazywanej aktywnosci [53]. W przypadku zakazenia rany przewleklej, konieczne
jest zastosowanie, w mys$l obowigzujacych wytycznych [1], opatrunkow o aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowe;j.

Cechami, ktérymi powinny charakteryzowac si¢ opatrunki przeciwdrobnoustrojowe sa:

- zdolno$¢ do wydzielania (najlepiej przedtuzonego) substancji przeciwdrobnoustrojowe;j,

- zdolno$¢ do sekwestracji wysigku zawierajacego drobnoustroje,

- zdolno$¢ do usmiercania szerokiego spektrum mikroorganizmow

- zdolnos¢ do absorbcji nieprzyjemnego zapachu z rany bedacego efektem toczacego sie¢
procesu infekcyjnego [30].

Do substancji przeciwdrobnoustrojowych stosowanych w tego typu opatrunkach zalicza si¢
przede wszystkim wegiel aktywny, nano-srebro oraz wspomniane juz wczesniej antyseptyki:
poliheksanidyne, oktenidyne, chlorheksydyn¢ czy powidon jodu.

W ostatnim czasie prowadzone sg badania nad opracowaniem nos$nika, ktéry spetniatby
wszystkie z wyzej wymienionych cech oraz umozliwiajgcego przedtuzone uwalnianie si¢
substancji przeciwdrobnoustrojowych ze swojej struktury (co jest istotng sktadowa skuteczne;j
eradykacji drobnoustrojow infekujacych tozysko rany). Dlatego tez swoja uwage zwrocitam
na materiat okreSlany mianem ,najbardziej obiecujacego biopolimeru ostatniego
dziesigciolecia”, czyli bakteryjng bio-nano-celulozg¢ (ang. bio-nano-cellulose, lub bio-cellulose,

BC) tworzong przez niepatogenny gatunek bakterii octowej Komagataeibacter xylinus,

44



poniewaz zdaje si¢ on spelnia¢ wiekszo$¢ (lub nawet wszystkie) wymagania stawiane

,opatrunkowi idealnemu”.

2.5. Komagataeibacter xylinus — bakteria produkujaca celuloze

Komagataeibacter xylinus to Gram-ujemna, $cisle tlenowa, nieprzetrwalnikujaca pateczka
nalezaca do grupy bakterii okreslanej mianem bakterii kwasu octowego (ang. Acetic Acid
Bacteria, AAB). Bakterie kwasu octowego sg szeroko rozpowszechnione w $rodowisku
naturalnym. Wystepuja w klimacie umiarkowanym, S$rédziemnomorskim 1 tropikalnym.
Komagataeibacter xylinus, podobnie jak pozostate AAB izolowane sg z r6zng cze¢stotliwoscia
z ro$lin, miodow, wod smakowych, octow naturalnych oraz przede wszystkim w bogatych w
sacharydy czesci roslin - owocdéw ( w tym winogron), ale takze kwiatow [54]. Do lat 70-tych
ubieglego wieku, bakterie AAB wykorzystywane byly przede wszystkim do produkcji réznych
odmian octow, do produkcji azjatyckiego napoju ,.kombucha”, w procesie obrobki ziaren
kakakowca, do wytwarzania deseru ,, nata de cocco” 1 w przemysle biotechnologicznym do
produkcji dihydroksyacetonu. Jednak obecnie, coraz czg$ciej bakterie AAB, szczegdlnie
Komagateibacter xylinus, wykorzystywane sg do produkcji czystej chemicznie, specyficznej

pod wzgledem strukturalnym, nano-celulozy.

2.6. Celuloza bakteryjna

Celuloza jest materiatem szeroko wykorzystywanym w réznych galeziach przemystu. Ten
nierozgaleziony biopolimer sklada si¢ z czasteczek  B-D-glukopiranozy, potaczonych
wigzaniami B-1,4-glikozydowymi. Czasteczki  B-D-glukopiranozy sa obrocone o 180°
wzgledem sasiadujacych czastek 1 tworza jednostke strukturalng celulozy — celobioze. Celuloza
jest materiatem naturalnym, produkowanym gtownie przez organizmy roslinne, algi, ostonice,
organizmy grzybopodobne oraz okreslone gatunki bakterii. W przemysle najpowszechniej

wykorzystywana jest wcigz celuloza roslinna, zawierajaca zanieczyszczenia — hemiceluloze,
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pektyny, woski oraz ligning, ktére wymagaja usunigcia. W celulozie bakteryjnej brak jest tego

typu zanieczyszczen [55].

Komagataeibacter xylinus jest uwazany za modelowy mikroorganizm wytwarzajacy celulozg.
Bakteria ta, hodowana w ptynnej pozywce, tworzy na jej powierzchni grubg, zwartg, elastyczng
strukture, dopasowujaca sie¢ swoim ksztalttem do naczynia hodowlanego. Btona ta jest macierza
biofilmowg chronigca bakterie przed promieniowaniem UV oraz wysychaniem i szkodliwym
wplywem czynnikéw Srodowiska zewnetrznego, utatwia takze bakterii w $rodowisku

naturalnym translokacj¢ z powierzchni owocéw do uktadu pokarmowego owadow [56].

Najwicksza zaleta membran celulozowych tworzonych przez bakterie jest ich wysoka czysto$¢
i brak zanieczyszczen hemiceluloza, ligning i pektynami, co eliminuje potrzebe dodatkowego
oczyszczania 1 jest korzystne z punktu widzenia ekonomii i ekologii. W poréwnaniu do
roslinnej, celuloza bakteryjna cechuje si¢ wyzszym stopniem polimeryzacji oraz
krystalicznosci [57]. Czasteczki glukozy obecne w BC tworzg spojna strukture trojwymiarowa,
przez co material ten jest bardzo wytrzymaty mechanicznie i elastyczny. Do niewatpliwych
zalet celulozy bakteryjnej nalezy rowniez to, ze nie wywiera toksycznego wptywu na komorki
1 tkanki oraz cechuje si¢ wysoka biokompatybilnoscig. Blony z celulozy bakteryjnej
charakteryzuja si¢ wysoka zdolnoscig retencji wody (sucha, ale nie przesuszona btona jest w
stanie wchtong¢ ilos¢ wody znacznie przekraczajaca swoja wiasng mase). BC jest takze

catkowicie biodegradowalna [57].
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2.6.1 Medyczne zastosowania bionanocelulozy

Wysoka czysto$¢, biozgodnos$¢ oraz brak zanieczyszczen, a takze wysoka wytrzymatos§¢
1 zdolno$¢ adsorpcji duzej ilosci ptynu sprawiaja, ze celuloza bakteryjna jest coraz czgsciej
stosowana w medycynie. Oczyszczone z komoérek bakterii 1 pozywki btony celulozowe, sg
gotowym do wykorzystania biomateriatem [58]. Co wigcej, takie cechy BC, jak ich grubos¢,
wielko$¢, chtonnos$¢, gestos¢, mozna modyfikowaé poprzez zastosowanie odpowiednich
warunkow hodowlanych, modyfikacj¢ genomu bakterii (metodami biologii molekularnej) oraz
samych mat (z wykorzystaniem proceséw chemicznych i enzymatycznych). Dodatkowa zaleta
BC jest jej nanofibrylarna budowa, brak dziatania teratogennego 1 mutagennego oraz
hipoalergicznos¢ [58].
Bakteryjne blony celulozowe wykorzystywane moga by¢ w medycynie jako opatrunki
stosowane do leczenia i pielegnacji ran przewlektych — odlezyn, owrzodzen goleni, owrzodzen
stopy cukrzycowej a takze ran oparzeniowych [59].
Opatrunki z BC majg zdolno$¢ do utrzymania wysokiego uwodnienia, umozliwiajag swobodna
wymian¢ gazowa miedzy rang a otoczeniem oraz cechujg si¢ zdolnoscig do wigzania wysigku
z rany. BC przylega $cisle do ciata (a wigc takze do rany), jednak w postaci uwodnionej nie
przykleja si¢ do niego. Zmiana opatrunku z BC jest zatem bezbolesna 1 nie prowadzi do
zniszczenia znajdujacej si¢ pod opatrunkiem ziarniny [60]. Rany pokryte opatrunkami z BC sg
dobrze nawilzone oraz odizolowane od S$rodowiska zewnetrznego przy jednoczesnym
zachowaniu wymiany gazowe;.
Maty z bakteryjnej celulozy przyjmuja ksztatt naczynia hodowlanego, co oznacza ze stosujac
naczynia o ksztalcie 1 wielko$ci dopasowanej do rany pacjenta, mozna otrzymac jeden fragment
opatrunku o wielkosci pokrywajacej cata powierzchni¢ rany. W leczeniu ran przewlektych
zaletg opatrunkéw z celulozy bakteryjnej jest takze ich transparentnos¢ (przejrzystosc).

Pozwala ona na kontrole postgpdw gojenia rany bez koniecznosci $ciggania (czesto bolesnego)

47



opatrunku. Biorgc pod uwage wymienione wyzej, korzystne cechy opatrunkow
biocelulozowych, celem mojej pracy byla impregnacja tego biomaterialu antyseptykami i
antybiotykiem oraz ocena skuteczno$ci tak zaimpregnowanej BC w eradykacji biofilmu
tworzonego przez patogeny izolowane z zakazen ran przewlektych: Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa oraz Enterococcus faecalis.
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3. Cel pracy

Celem pracy byla analiza wlasciwosci fizycznych i biologicznych, przeznaczonych do
stosowania na rany przewleklte, prototypowych opatrunkéw bionanocelulozowych
wysyconych antyseptykami:

dichlorowodorkiem oktenidyny,

powidonem jodu

chlorheksydyna

poliheksanidyng

lub antybiotykiem:

® gentamycyng

oraz ocena ich skutecznos$ci w eradykacji biofilmu tworzonego przez Staphylococcus

aureus, Enterococcus faecalis oraz Pseudomonas aeruginosa
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4. Materialy i Metody
4.1. Szczepy bakteryjne i linia komorkowa

W badaniu wykorzystano 2  szczepy gronkowca zlocistego Staphylococcus aureus z
Amerykanskiej Kolekcji Szczepéw Wzorcowych American Tissue and Cell Culture, z ktérych
szczep o numerze 33591 charakteryzowat si¢ opornoscig na metycyling, a szczep o numerze
6538 byt metycylino-wrazliwy. Ponadto, badaniem obj¢to szczep Pseudomonas aeruginosa
ATCC 15442 oraz Enterococcus faecalis ATCC 29212. Do wytworzenia opatrunkéw
celulozowych zastosowano szczep Komagateibacter xylinus 53524. Wyzej wymienione
szczepy bakteryjne wchodza w sktad Kolekeji Szczepéw Katedry 1 Zaktadu Mikrobiologii
Farmaceutycznej 1 Parazytologii Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem Analityki
Medycznej Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroclawiu.

Do okreslenia cytotoksycznosci wywieranej przez zwiazki przeciwdrobnoustrojowe
wydzielane z no$nika celulozowego uzyto linii komoérkowej immortalizowanych fibroblastow

z kolekcji ATCC o numerze 1.929.

4.2. Substancje przeciwdrobnoustrojowe
Do celow eksperymentalnych zastosowano:

a) preparat antyseptyczny zawierajacy w swym sktadzie: 0,1% undecylenamidopropylobetaing,
0,1% biguanid poliaminopropylowy oraz wode oczyszczong - w dalszej czeSci manuskryptu

okreslany mianem ,,PHMB”.

b) preparat antyseptyczny zawierajacy w swym sktadzie 0,1% dichlorowodorek oktenidyny 2%
fenoksyetanol, kokamidopropyiobetaing - roztwor 30 %, sodu D-glukonian, glicerol 85 %, sodu
wodorotlenek, sodu chlorek, wode oczyszczong - w dalszej manuskryptu okreslany mianem

,OCT”.

c) preparat antyseptyczny zawierajacy w swym skladzie 0,05% octan chlorheksydyny - w

dalszej cz¢$ci manuskryptu okreslany mianem ,,CHX”.

d) preparat antyseptyczny zawierajacy w swym skladzie 7,5g powidonu jodu (10% dostgpnego
jodu), substancje pomocnicze: dwuwodzian fosforanu monosodowego, jodan sodowy, eter
makro-golu laurylu 9 EO (Ph.Eur.), wodorotlenek sodu, woda oczyszczona — w dalszej czgsci

manuskryptu okreslany mianem ,,PVP-I".
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e) wodny roztwor siarczanu gentamycyny przygotowany z antybiotyku in substantio (Alchem,

Polska) — w dalszej czg$ci okreslany mianem ,,G”.

4.3. Wytworzenie opatrunkow (blon, mat, dyskow) celulozowych

Do hodowli Komagateibacter xylinus ATCC 53524 wykorzystano ptynne medium Hestrin-

Shramm [H-S], zawierajace:

- 2 % glukoze (POCH Polska)

- 0,5% baktopeptonu (Graso Biotech)

- 0,5% ekstraktu drozdzowego (Graso Biotech)

- 0,27% wodorofosforanu sodu (Chempur)

- 0,115% kwasu cytrynowego (Stanlab)

- 0,05% heptahydratu siarczanu magnezu (Stanlab)
- 1% etanolu (POCH Polska)

Szczep znajdujacy si¢ w zamrozeniu w temperaturze -80°C wprowadzano do podtoza ptynnego
HS i inkubowano w temperaturze 28°C przez 7dni do wytworzenia btony celulozowej.
Nastepnie, w celu rozpuszczenia biopolimeru i uzyskania zywych komoérek K.xylinus, BC
umieszczano w jatlowym naczyniu, zalewano buforem cytrynianowym 0,1 M o pH= 4,8 i
dodawano celulaz¢ [enzym z klasy hydrolaz (E.C 3. 2. 1. 4.)]. Maty celulozowe z zawierajagcym
enzym buforem inkubowano w 37°C w tazni wodnej do czasu rozpuszczenia BC. Nastepnie,
otrzymang zawiesing wirowano przez 15min przy 5000 rpm (wirdéwka Schuttigen 96). Po
zakonczonym wirowaniu supernatantu usuwano, a osad dwukrotnie przeplukiwano solg
fizjologiczng, za kazdym razem wirujgc mieszaning. Uzyskany pelet bakteryjny, zawieszony w
medium HS wprowadzano w obj¢tosci 2mL do polistyrenowych ptytek 24-dotkowych, ktorych
$rednica studzienek wynosita 15mm. Bakterie w ptynnej pozywce HS inkubowano w
temperaturze 28°C przez 7dni do wytworzenia maty celulozowej. Nastepnie BC wprowadzano
do 0.1M roztworu NaOH 1 inkubowano w temperaturze 80°C w tazni wodnej w celu usunigcia
komorek bakteryjnych. Po inkubacji, krazki celulozowe oczyszczano poprzez przemywanie
jalowa woda. Proces kontynuowano do ustabilizowania si¢ pH, co mierzono za pomoca

indykatora paskowego. Tak przygotowane krazki celulozowe poddawano kolejnym badaniom.
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4.4. Charakterystyka nosnika celulozowego

Wage mokrej (natywnej) i suchej masy celulozy (proces suszenia obejmowal wprowadzenie na
okres 6 godzin mokrych krazkéw celulozowych do suszarki typu Binder AP, w temperaturze
60°C) okreslono na wadze analitycznej PA Pioneer OHAUS PA114C/1. Wszystkie pomiary

przeprowadzono w 6 powtorzeniach technicznych, w 3 niezaleznych pomiarach.

4.4.1. Szybkos¢ pochlaniania wody przez nosnik celulozowy

Natywne (mokre) krazki celulozowe pocigto na fragmenty o dlugosci 1 cm i poddano suszeniu
w 60 °C przez 6 godzin w suszarce Binder AP. Wage suchego fragmentu BC okreslono na
wadze analitycznej PA Pioneer OHAUS PA114C/1 . Nastepnie, w aseptyczny sposob, fragment
wprowadzono na 1 minut¢ do wody destylowanej w temperaturze pokojowej. Probke wyjeto
po minucie, delikatnie otarto bibulg filtracyjng i zwazono. Proces ten powtarzano do momentu
braku przyrostu wagi. Nasgczanie probek woda 1 wazenie wykonywano w 6 powtorzeniach
Wyniki przedstawiono w postaci procentowego poziomu szybkosci pochtaniania wody przez
celulozg [%SR, ang. Swelling Rate], ktory obliczono wedtug wzoru: % SR = [(mokra masa

probki celulozy - sucha masa probki celulozy) / sucha masa prébki celulozy] x 100%.

Pomiary tak jak te, opisane w 4.4.1 wykonywano takze dla no$nikow celulozowych
impregnowanych badanymi substancjami przeciwdrobnoustrojowymi (proces impregnacji

opisano w sekcji manuskryptu o numerze 4.4.3)
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4.4.2. Zdolno$¢ do utrzymania wody przez nosnik celulozowy

Oczyszczone z komorek dyski celulozowe poddano zanurzeniu w wodzie destylowanej na 24h
w celu uzyskania maksymalnej absorbcji cieczy przez nosnik. Nastepnie, BC wyjmowano z
naczynia zawierajacego wode, ostroznie przecierano bibulg filtracyjng i wazono na wadze
analitycznej PA Pioneer OHAUS PA114C/1. Nastgpnie, celuloz¢ pozostawiano na 60 min. w
temperaturze 60°C 1 wazono ponownie. Obliczenia zdolno$ci utrzymania wody przez nos$nik
celulozowy dokonywano stosujac nastepujacy wzor:
Zdolno$¢ do utrzymania wody przez nosnik [% WHC, ang. water-holding capacity] =

(Wm-Wp)/Ws*100%;

Gdzie:

Wm - waga mokrej celulozy;

Wp — waga celulozy suszonej przez 300minut/60°C;

Ws — waga catkowicie wysuszonej celulozy.

Pomiary tak jak te, opisane w 4.4.2 wykonywano takze dla nos$nikow celulozowych
impregnowanych badanymi substancjami przeciwdrobnoustrojowymi (co opisano w sekcji

manuskryptu o numerze 4.4.3)

4.4.3. Impregnacja nosnika substancjami przeciwdrobnoustrojowymi

W celu impregnacji, dyski BC wprowadzano do 5ml badanych substancji
przeciwdrobnoustrojowych znajdujacych si¢ w szczelnie zamknigtym, uniemozliwiajacym
parowanie, pojemniku na czas 96h. Proces impregnacji przebiegal w temperaturze pokojowe;.
W interwalach czasowych wynoszacych 24h, pobierano 200uL roztworu zawierajacego
zwigzek przeciwdrobnoustrojowy i dokonywano pomiaru absorbancji przy diugosci fali
odpowiedniej dla kazdego z badanych zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych. Rownolegle do

tych analiz, przeprowadzano w kazdym punkcie czasowo-pomiarowym badanie polegajace na
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zwirowaniu (1200 RPM, 10min, wiréwka Schuttiken, Niemcy) nasaczonej S$rodkiem
przeciwdrobnoustrojowym celulozy i zmierzeniu absorbancji odwirowanego plynu. Tym
sposobem mierzono zaréwno st¢zenie uwalnianego do supernatantu, jak i zatrzymanego w
celulozie, zwigzku o charakterze przeciwdrobnoustrojowym. Badanie wykonano w 3
niezaleznych eksperymentach, kazdy w 3 powtodrzeniach technicznych. Kontrole
doswiadczenia stanowity dyski BC inkubowane jak dyski BC grupy badanej z tym Ze zamiast
substancji przeciwdrobnoustrojowej, nasgczano je jalowym roztworem 0.9% soli

fizjologiczne;.

4.4.4. Uwalnianie substancji przeciwdrobnoustrojowych z no$nika celulozowego

W celu oceny uwalniania badanych $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych z dyskéw BC,
zastosowano metode spektrometryczng z wykorzystaniem spektrometru MultiScan Go. Dyski
BC inkubowano przez 300 minut w 37 © C w zamknigtych zlewkach zawierajacych 5 mL
czystej, jatowej wody. W czasach 5,15,30,45,60,90,120,180,300 min 200 puL otrzymanego
roztworu przeniesiono do studzienek na przezroczystej, mikroptytce UV (Becton Dickinson
and Company,USA). Absorbancje¢ okreslano spektrometrycznie przy odpowiednich dla kazde;j
z substancji badanych dtugosciach fali. Zastosowano st¢zenia robocze antyseptyku, wyjatkiem
byl PVP-I, ktorego intensywnie brgzowa barwa wymusita 10xkrotne rozcienczenie antyseptyku
w celu przeprowadzenia pomiaru. Po wykonaniu analizy, 200 pL badanych roztwordéw

wprowadzano ponownie do zlewek zawierajacych antyseptyki.
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4.5. Wyznaczenie Minimalnego Stezenia Hamujacego (MIC) badanych substancji

przeciwdrobnoustrojowych wzgledem S.aureus, P.aeruginosa, E.faecalis.

Do oznaczenia wartosci minimalnego stezenia hamujacego - MIC badanych antyseptykow
zastosowano metode mikrorozcienczen na polistyrenowych ptytkach 96-dotkowych (Sarstedt)
wedtug wytycznych opracowanych przez EUCAST dla antybiotykdéw. Z 24-godzinnej hodowli
ptynnej badanego szczepu sporzadzano zawiesine o gestosci 1x10% komorek/ml (0.5MF).
Zawiesing rozcienczono 100-krotnie za pomocg TSB w celu otrzymania zawiesiny bakteryjnej
o gestosci 1x10° komorek/ml. Nastgpnie przygotowano plytke titracyjng, do ktorej
wprowadzono do studzienek 1-12 w rzedzie, 100uL ptynnego podtoza TSB. Kolejno, do dotka
nrl0 wprowadzono 100uL badanej substancji przeciwdrobnoustrojowej i wykonano szereg
geometrycznych rozcienczen — zatrzymujac si¢ na dotku nr 1. Po wykonaniu rozcienczenia,
100ul zawiesiny bakteryjnej o gestosci 1x10° komorek/ml przeniesiono do odpowiednich
dotkow (1-10 oraz 12) ptytki titracyjnej. Dotek 11 stuzyt do kontroli jatowosci doswiadczenia
(napetniano go jalowa pozywka ptynng); dotek 12 — do kontroli potwierdzajacej zdolnos¢
szczepu do tworzenia biofilmu na powierzchni polistyrenowej. Tak przygotowang plytke
titracyjng poddano ocenie spektrofotometrycznej przy dlugosci fali wynoszacej 590nm
(spektrometr Multiscan Go, Thermo Scientific). Po zakonczeniu pomiaru, plytki inkubowano
24h/37°C. Po uplywie czasu inkubacji ponowiono pomiar spektrometryczny. Kontrole wzrostu
stanowila studzienka zawierajaca drobnoustroje, do ktérej nie wprowadzono antyseptyku lub
antybiotyku. Przyrost absorbancji w tej studzience traktowano jako 100% i wzgledem niej
liczono poziom zahamowania wzrostu drobnoustroju stosujac wzor: poziom zahamowania
wzrostu drobnoustroju = 100% - [warto$¢ absorbancji w studzience z zawiesing
mikroorganizmow i substancja przeciwdrobnoustrojowa/warto$S¢ absorbancji w
studzience zawierajacej kontrole wzrostu*100%]. Jalowe medium w dotku 11 stanowito
pomiar typu ,blank”. Dodatkowo, w celu okreslenia MIC antyseptykéw uzyto metody

Richardsa opierajacej si¢ na ocenie redukcji 1% bezbarwnego chlorku 2,3,5-
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trojfenylotetrazoliowego (TTC, Fluka) do czerwonego formazanu. Do barwnej redukcji
zwigzku dochodzi jedynie w obecnosci drobnoustrojow charakteryzujacych si¢ aktywnoscia
metaboliczng. Za minimalne st¢zenie hamujace (MIC) przyjmowano st¢zenie antyseptyku w
pierwszym dotku, w ktorym po 24 godzinach od inkubacji z TTC, nie doszlo do zmiany
zabarwienia. Kazdy pomiar przeprowadzono w trzech powtorzeniach.

4.6. Wyznaczenie Minimalnego Stezenia Eradykujacego Biofilm (MBEC) badanych
substancji przeciwdrobnoustrojowych wzgledem S.aureus, P.aeruginosa, E.faecalis

Z 24 godzinnej hodowli ptynnej badanego szczepu sporzadzano zawiesing o gestosci 1x10°
komorek/ml (0.5MF). Zawiesing rozcienczono 100-krotnie za pomocg TSB w celu otrzymania
zawiesiny bakteryjnej o gestosci 1x10% komorek/ml. 100ul zawiesiny bakteryjnej o gestosci
1x10° komorek/ml przeniesiono do odpowiednich dotkéw (1-10 oraz 12) ptytki titracyjnych.
Dotek 11 stuzyt do kontroli jatowosci doswiadczenia (napetniano go jatowa pozywka ptynna),
dotek 12 — do kontroli potwierdzajacej zdolno$¢ szczepu do tworzenia biofilmu na powierzchni
polistyrenowej. Tak przygotowana ptytke titracyjng inkubowano 24h/37°C. Po zakonczeniu
inkubacji, zawiesing usunigto, a dotki przeplukano 3x 0.9% NaCl w celu usunigcia
nieprzylegajacych komorek bakteryjnych w formie planktonicznej. Do studzienek
wprowadzono nastepnie 100uL podtoza TSB, a nastepnie do studzienki nr 10 - 100uL
substancji przeciwdrobnoustrojowej, ktora rozcienczono w postgpie geometrycznym w
kolejnych studzienkach ptytki. Plytki titracyjne inkubowano 24h/37°C. W celu okre$lenia
minimalnego stezenia hamujagcego MBEC badanych substancji przeciwdrobnoustrojowych
uzyto metody Richardsa opierajacej si¢ na ocenie redukcji 1% bezbarwnego chlorku 2,3,5-
trojfenylotetrazoliowego (TTC, Fluka) do czerwonego formazanu. Do barwnej redukcji
zwigzku dochodzi jedynie w obecnosci drobnoustrojow charakteryzujacych si¢ aktywnoscia
metaboliczng. Za minimalne st¢zenie eradykujace biofilm MBEC przyjmowano stezenie

substancji przeciwdrobnoustrojowej w pierwszym dotku, w ktorym po 24 godzinach od
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inkubacji z TTC, nie doszto do zmiany zabarwienia. Dodatkowo wykorzystano fakt, ze przy
zastosowaniu stezenia zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych ponizej wartosci bdjczej dochodzi
w czasie 24 godzin od ich aplikacji do rozwoju form planktonicznych wykonano pomiar

absorbancji przy dtugosci fali 580nm. Kazdy pomiar przeprowadzono w trzech powtorzeniach.

4.7. Ocena aktywnosci impregnowanego substancjami przeciwdrobnoustrojowymi dysku

celulozowego za pomoca zmodyfikowanej metody dyfuzyjno-krazkowej

BC zaimpregnowane zwigzkami przeciwdrobnoustrojowymi tak jak to opisano w czesci 4.4.4.
manuskryptu potozono na podtoza agarowe Mueller-Hinton (M-H) (BioMaxima, Polska), na
ktére posiano uprzednio zawiesing o gestosci 0,5 McFarlanda badanych drobnoustrojow
patogennych metoda na murawe. Hodowle prowadzono przez 24 godziny w 37°C. Po uptywie
czasu inkubacji obliczono $rednie strefy zahamowania wzrostu (w mm). Badanie wykonano w
trzech powtorzeniach.

4.8. Okreslenie aktywnosci przeciwbiofilmowe;j badanych substancji

przeciwdrobnoustrojowych za pomoca metody Antimicrobial Dressing Activity

Measurement [A.D.A.M.]

Szczepy poddane badaniu przesiano z odpowiednich podtozy statych do bulionu TSB (VWR,
Polska) i inkubowano przez 24h/37°C. Po uplywie czasu inkubacji, zawiesiny rozcienczono
do 0,5McFarlanda, a nastepnie do 10° cfu/mL za pomocg seryjnych rozcienczen w 0,9%
roztworze NaCl

Uzywajac korkoboru o $rednicy 8mm z agaru BHI wylanego do dotkéow ptytki 24-dotkowej
wycieto korek agarowy, ktory pocieto na 3, réwnej grubosci, agarowe dyski, ktére przetozono
do nowej plytki 24-dotkowej. Do studzienek plytki wprowadzono ImL zawiesiny
drobnoustrojow o gestosci 10° cfu/mL i inkubowano przez 24h/37°C do czasu pokrycia dyskow
przez biofilm badanych patogendw. Obecnos¢ biofilmu na dyskach agarowych potwierdzano

osobno za pomocg mikroskopii elektronowej oraz za pomoca techniki TTC.
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Trzy dyski z biofilmem ulozono w dotkach ptytki 24-dotowej (otoczonej agarem BHI) jeden
na drugim. Dyskowi polozonemu na dnie plytki przypisano symbol ,,B” (ang. bottom — dolny),
kolejny dysk okreslono mianem ,,M” (ang. middle — srodkowy), dysk goérny — literg ,,C” (ang.
contact — kontaktowy). Na dyski C nalozono celulozowe opatrunki zawierajace substancje
przeciwdrobnoustrojowe (grupa badana) oraz celulozowe opatrunki niewysycone
antyseptykiem/antybiotykiem (kontrola do$wiadczenia). Uklad do$wiadczalny inkubowano
24h/37°C. Nastepnie, opatrunki $ciggano, a dyski poddawano 4h inkubacji z medium TSB
zawierajacym 1% chlorek 2,3,5-trifenylo-2H-tetrazoliowy TTC (Sigma-Aldritch, Niemcy),
ktory w obecnos$ci zywych, metabolicznie aktywnych drobnoustrojow ulega przeksztalceniu w
czerwony formazan. Po zakonczeniu inkubacji, dyski z wybarwionym biofilmem przenoszono
do ImL etanolu 99% (POCH Polska) i wytrzagsano mechanicznie (wytrzasarka plytek
Schuttiken, Niemcy) przez pot godziny. Po zakonczeniu wytrzasania, supernatant zawierajacy
czerwony formazan poddano ocenie spektrometrycznej przy diugosci fali 490nm. Uktad
doswiadczalny zawierajacy 3 dyski agarowe pokryte biofilmem, na ktéry nie natozono
opatrunku, stuzyly jako kontrola dodatnia wzrostu drobnoustrojow. Uzyskane warto$ci
absorbancji przy dlugosci fali 490nm dla biofilmu rosngcego w tym uktadzie doswiadczalnym
przyjmowano jako 100% i wzgledem nich liczono redukcj¢ biofilmu na skutek obecno$ci
opatrunkow. Wszystkie pomiary przeprowadzono 3-krotnie, w sze$ciu powtdrzeniach
technicznych. Metod¢ wykonania testu A.D.A.M. Czytelnik znalez¢ moze zobrazowang na

Rycinie 7.
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I. Utworzenie biofilmu na dysku agarowym

Napelnij szalke 2% agarem bakteriologiczym. Po zastygnigciu,
wytnij dyski agarowe za pomocg korkoboru,
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Ryc.7. Schemat wykonania metody A.D.A.M.
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4.9. Okreslenie aktywnosci przeciwbiofilmowej badanych substancji
przeciwdrobnoustrojowych za pomoca zmodyfikowanej metody Antimicrobial Dressing
Activity Measurement

Szczepy poddane badaniu przesiano z odpowiednich podtozy statych do bulionu TSB (VWR,
Polska) i inkubowano przez 24h/37°C. Po uplywie czasu inkubacji, zawiesiny rozcienczono
do 0,5McFarlanda, a nastepnie do 10° cfu/mL za pomocg seryjnych rozcienczen w 0,9%
roztworze NaCl.

Uzywajac korkoboru o $rednicy 8mm z agaru BHI wylanego do dotkéw ptytki 24-dotkowej
wycieto korek agarowy, ktory pocieto na 3, réwnej grubosci, agarowe dyski, ktére przetozono
do nowej plytki 24-dotkowej. Do studzienek plytki wprowadzono ImL zawiesiny
drobnoustrojéw o gestosci 10° cfu/mL i inkubowano przez 24h/37°C do czasu pokrycia dyskow
przez biofilm badanych patogendw. Obecnos¢ biofilmu na dyskach agarowych potwierdzano
osobno za pomoca mikroskopii elektronowej oraz za pomocg techniki TTC. W odréznieniu od
metody A.D.AM. gdzie uzywa si¢ 3 dyskow agarowych, w zmodyfikowanej metodzie
A.D.AM. uzyto jednego dysku agarowego porostego biofilmem, ktéory wprowadzono do
studzienki agarowej w dotku ptytki 24-dotkowej. Pozostatg przestrzen wypetiono ptynnym
podlozem imitujacym sztuczny wysiek, ktorego bazg stanowil bulion tryptozowo-sojowy oraz
4,5% surowicza albumina wotowa (ang. BSA, bovine serum albumin). Dodatkowo,
przeprowadzono badanie, w ktorym do wyzej opisanego medium wprowadzono glukoze w
stezeniu 32mg/dL. Na gore studzienki agarowej nalozono celulozowe opatrunki zawierajace
substancje przeciwdrobnoustrojowe (grupa badana) oraz celulozowe opatrunki niewysycone
antyseptykiem/antybiotykiem (kontrola do$wiadczenia). Uklad do$wiadczalny inkubowano
24h/37°C. Nastepnie, opatrunki $ciggano, a dyski poddawano 4h inkubacji z medium TSB
zawierajacym 1% chlorek 2,3,5-trifenylo-2H-tetrazoliowy TTC (Sigma-Aldritch, Niemcy),
ktory w obecnos$ci zywych, metabolicznie aktywnych drobnoustrojow ulega przeksztalceniu w

czerwony formazan. Po zakonczeniu inkubacji, dyski z wybarwionym biofilmem przenoszono
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do ImL etanolu 99% (POCH Polska) i wytrzagsano mechanicznie (wytrzasarka plytek
Schuttiken, Niemcy) przez pot godziny. Po zakonczeniu wytrzasania, supernatant zawierajacy
czerwony formazan poddano ocenie spektrometrycznej przy diugosci fali 490nm. Uktad
doswiadczalny zawierajacy 3 dyski agarowe pokryte biofilmem, na ktéry nie natozono
opatrunku, stuzyly jako kontrola dodatnia wzrostu drobnoustrojow. Uzyskane warto$ci
absorbancji przy dlugosci fali 490nm dla biofilmu rosngcego w tym uktadzie doswiadczalnym
przyjmowano jako 100% i wzgledem nich liczono redukcj¢ biofilmu na skutek obecnos$ci
opatrunkow. Wszystkie pomiary przeprowadzono 3-krotnie, w sze$ciu powtdrzeniach
technicznych.

4.10. Wizualizacja biofilmu tworzonego przez badane drobnoustroje za pomoca

Skaningowej Mikroskopii Elektronowe;j

Dyski celulozowe wytworzone tak jak to opisano w sekcji 3.3. umieszczono w 2% aldehydzie
glutarowym i inkubowano przez 4h w temp. 4°C. Po inkubacji przeptukano preparaty woda (3
razy po 2 min) i przeprowadzono przez szereg rosnacych stezen etanolu (2 razy po 10 min w
10%, 1 raz po 10 min w: 25%, 50%, 70%, 80%, 90% oraz 2 razy po 15 min w 100%). Nast¢pnie
preparaty suszono w temperaturze 37°C.

W przypadku badanych szczepéw patogennych, jako powierzchni¢ wzrostowa dla biofilmu
zastosowano koliste inserty polistyrenowe o grubosci 2mm i $rednicy 14,9mm wytworzone za
pomoca korkoboru o $rednicy 15mm z wieczek ptytek polistyrenowych. Inserty poddano
dezynfekcji w $rodku powierzchniowo czynnym, nast¢pnie pod komorg laminarng poddano
ptukaniu w jatowej wodzie i pozostawiono do wyschni¢cia w komorze laminarnej. Nastepnie,
inserty poddano sterylizacji za pomocg lampy UV (2x15 min.) W przypadku kazdej serii, 10%
insertow wprowadzano do podtoza plynnego do hodowli drobnoustrojow beztlenowych
(podtoze tioglikolanowe) oraz do bogatego odzywczo podtoza BHI (bulion mézgowo-sercowy,
brain-heart infusion medium). Inserty inkubowano przez 7 dni w 37°C. Brak zmg¢tnienia w

probowkach po tym okresie §wiadczyt o jatowosci insertow.
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Tak przygotowane inserty wprowadzano na dno studzienki ptytki 24-dotkowej, ktora
uzupetniano nastepnie 2mL zawiesiny zawierajacej 10°cfu/mL. Plytk¢ wraz z insertami
inkubowano w 37°C/24h, nastgpnie insert wyciggano aseptycznie, delikatnie przeptukiwano
0.9% roztworem chlorku sodu w celu usunigcia niezadherowanych komorek i poddawano
dehydratacji tak jak to opisano wzgledem dyskow celulozowych.

Probki (dyski celulozowe, inserty zawierajace biofilm patogenow, dyski agarowe zawierajace
biofilm) poddawano napyleniu z uzyciem napylarki Quorum mieszaning Au/Pd. Biofilm
wizualizowano za pomocg mikroskopu elektronowego Zeiss Evo MA 25.

4.11. Ocena cytotoksycznosci substancji przeciwdrobnoustrojowych uwolnionych z
nosnika wzgledem linii fibroblastow 1L.929

100u1 komorek fibroblastow 1929 pochodzacych z hodowli referencyjnej ATCC o gestosci 1x
10° komorek/1 ml wysiano na plytke 96 dotkowa. Komérki inkubowano w 37°C/5% CO,/ 24h
(do osiagniecia kofluencji). Po uptywie czasu inkubacji, z dotkéw usunigto medium (MEM) i
wprowadzono 100ul ekstraktow pochodzacych z opatrunkéw BC wysyconych sibstancjami
przeciwdrobnoustrojowymi, a uzyskanymi wedtug normy ISO 10993: Biological evaluation of
medical devices; Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity; Part 12:Biological evaluation of medical
devices, sample preparation andreference materials (ISO 10993-5:2009 and ISO/IEC
17025:2005). Po 24 godzinach inkubacji, ptynne medium zawierajace ekstrakty usunigto, a do
studzienek dotkow wprowadzono $§wieze medium. Nastgpnie, przeprowadzono test Zzywotnos$ci
komorek za pomoca 0,2 ml MTT o stezeniu 0,5 mg/ml. Ptytke¢ inkubowano przez 3h. Po
uplywie tego czasu z dotkéw usunigto MTT i dodano 0,1ml dimetylosulfotlenku (DMSO) w
celu rozpuszczenia krysztatkow formazanu powstatych na skutek wiaczenia MTT do systemu
dehydrogenazy bursztynianowej. System ten, nalezacy do mitochondrialnego *tancucha
oddechowego, aktywny jest tylko w zywych komorkach. Mitochondrialna dehydrogenaza

redukuje z6lta sol tetrazolowa do rozpuszczalnego, fioletowego formazanu. Po rozpuszczeniu
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krysztatkow w dimetylosulfotlenku (DMSO Sigma-Aldritch),, dokonano pomiaru absorbancji
w czytniku ptytek, przy dlugosci fali 540nm 1 uzyciu filtra referencyjnego. 690nm (Infinite,
Tecan). Kontrole wzrostu stanowity komorki ATCC L1929, ktére zamiast antyseptykiem,
traktowano w czasie kontaktowym, jalowym, fizjologicznym st¢zeniem roztworu
fosforanowego (PBS, Sigma-Aldritch). Dodatkowa kontrole stanowily badane substancje
antyseptyczne w st¢zeniach wynoszacych 50% roztworu roboczego. Pomiary wykonano w 6
powtdrzeniach.

4.12. Analiza statystyczna

Analizy statystyczne przeprowadzono za pomocg oprogramowania GraphPad Prism, wersja7.
Normalnos$¢ rozktadu obliczono za pomoca testu D'Agostino-Pearson. Poniewaz uzyskane
warto$ci nie rozkladaty si¢ normalnie, zastosowano test Kruskala-Walisa z analizg post-hoc

Dunneta. Wyniki uznawano za istotne przy wartosci p <0,5.

63



5. Wyniki

Do celow eksperymentalnych wytworzono dyski celulozowe o $rednicy wynoszacej 18mm,
poddano oczyszczeniu [Zdj.2] 1 wykorzystano w badaniach opisanych w dalszej czgsci
manuskryptu. Nast¢gpnie wykonano obrazowanie za pomocg mikroskopii elektronowej w celu

wykazania skutecznos$ci oczyszczenia nos$nika z komorek K.xylinus 1 zwizualizowania

przestrzennej, siateczkowej budowy prototypowego opatrunku celulozowego [Zdj.3.]

Zdj.2. Dyski celulozowe, oczyszczone z medium HS i komorek K.xylinus wykorzystywane
w dalszych badaniach. Lewa czg¢$¢ zdjecia przedstawia dyski BC o $rednicy 18mm, prawa
czes$¢ zdjecia to dysk BC o srednicy 24mm przedstawiony dla lepszej wizualizacji takich cech

bakteryjnej celulozy jak przejrzystos$¢, wilgotnos¢ i elastycznos$e.
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7.dj.3. Mikrostruktura bakteryjnej celulozy; A — natywna bioceluloza zawierajagca w swoim
sktadzie nieczysto$ci pohodowlane oraz komoérki K.xylinus; B — nosnik celulozowy po

oczyszczeniu i przeptukaniu, wolny od zanieczyszczen i komorek bakteryjnych. Magn.1000x 1
1500; A,B, odpowiednio. Mikroskop Elektronowy Zeiss EVO MA2S.
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Po wytworzeniu no$nika BC dokonano jego charakterystyki, ktorej pierwszy etap polegat na
okresleniu suchej i mokrej masy (wagi) oczyszczonej, 7-dniowej bakteryjnej celulozy. Wyniki
wykazujace wysokie uwodnienie celulozy natywnej, a co za tym idzie niemal 1000x wyzsza jej

wage w poréwnaniu do celulozy suchej, przedstawiono na Wykresie 1.
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Wyk.1. Porownanie masy mokrej i suchej celulozy bakteryjnej stosowanej w badaniach. Dla

przejrzystosci wykresu, do zobrazowania r6znic w masie wykorzystano skale logarytmiczng

(logarytm dziesigtny).

Nastepnie, przeprowadzono oceng¢ szybkosci pochtaniania wody oraz badanych substancji
przeciwdrobnoustrojowych przez stworzony no$nik BC [Wyk.2.]. Uzyskane wyniki wskazuja
na wyzsza szybko$¢ pochtaniania wszystkich badanych roztworéw zawierajacych substancje o
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowych z wyjatkiem roztworu gentamycyny. Wzmiankowany

66



trend, jakkolwiek wyrazny 1 powtarzalny, nie cechowat si¢ istotno$cig statystyczng (K-W test,
post-hoc Dunnet’s analysis, p>0.5).

Kolejnym etapem charakterystyki nos$nika z bakteryjnej celulozy bylo okreslenie jego
zdolnosci do utrzymania wody. Wyniki okreslajace wartosci parametru WHC (ang. water-

holding capacity) przedstawiono na Wyk.3.
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Wyk.2. Porownanie szybkosci absorbcji plynéow przez nosnik celulozowy. PVP-I: roztwor
powidonu jodu, OCT - roztwor zawierajacy dichlorowodorek oktenidyny, PHMB — roztwoér
zawierajacy poliheksanidyne, CHX — roztwor octanu chlorheksydyny; G — roztwor siarczanu

gentamycyny.

Wykazano, ze nos$nik celulozowy, wykorzystywany w kolejnych etapach badan
eksperymentalnych wykazuje si¢ wysoka zdolnoscig do utrzymania wody. Do catkowitego
oddania wody przez prototypowy opatrunek BC dochodzito po 65min suszenia opisanego w
czesci 4.4.2. manuskryptu, potowa objetosci wody zostata oddana przez nosnik z celulozy po

okoto 35 minut od rozpoczgcia inkubacji. Co wigcej, proces oddawania wody przebiegat
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stopniowo, a nie skokowo, co znaczy ze zblizone obj¢tosci wody oddawane byly przez nos$nik
w tych samych interwatach czasowych — od momentu rozpoczgcia procedury inkubacji do jej

zakonczenia.
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Wyk.3. Okreslenie wartosci parametru zdolnosci do utrzymania wody przez no$nik

celulozowy.

Po okresleniu warto$ci parametrow nosnika celulozowego zwigzanych z jego zdolnoscig
absorbcji 1 uwalniania wody, okreslono stopien impregnacji badanych substancji
przeciwdrobnoustrojowych w BC. Badanie opisane w cz¢sci 4.4.3. manuskryptu wykonywano
w 24-godzinnych interwatach czasowych przez okres 96 godzin, przy czym okreslano za
pomocg czytnika absorbancji w  sposob  potilosciowy  stezenie = zwigzkow
przeciwdrobnoustrojowych, ktore zostalty zaimpregnowane w no$niku celulozowym w
okreslonym punkcie czasowym oraz stezenie zwigzkdw przeciwdrobnoustrojowych

pozostatych w roztworze impregnacyjnym.
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Wykresy przedstawiajace obie te wartosci w poszczegdlnych dobach procesu impregnacji

przedstawiono na Wykresach 4-8.
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Wyk.4. Zawarto$¢ zwigzku przeciwdrobnoustrojowego zawierajacego dichlorowodorek
oktenidyny w no$niku celulozowym oraz w roztworze impregnacyjnym. Pomiar
przeprowadzono w kolejnych dobach impregnacji [24-96h]. Kolor brazowy — zawarto§¢ OCT

w nosniku; kolor czerwony — zawarto§¢ OCT w roztworze impregnacyjnym. Abs=270nm.
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Wyk.5. Zawarto$¢ zwiagzku przeciwdrobnoustrojowego zawierajacego powidon jodu w
nosniku celulozowym oraz w roztworze impregnacyjnym. Pomiar przeprowadzono w
kolejnych dobach impregnacji [24-96h]. Kolor bragzowy — zawarto§¢ PVP-I w no$niku BC;
kolor czerwony — zawarto$s¢ PVP-I w roztworze impregnacyjnym. Abs=230nm
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Wyk.6. Zawartos¢ zwigzku przeciwdrobnoustrojowego zawierajacego chlorheksydyne w
nosniku celulozowym oraz w roztworze impregnacyjnym. Pomiar przeprowadzono w
kolejnych dobach impregnacji [24-96h]. Kolor bragzowy — zawarto§¢ CHX w nosniku BC; kolor
czerwony — zawarto$¢ CHX w roztworze impregnacyjnym. Abs=230nm.
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WyKk.7. Zawartos¢ zwiazku przeciwdrobnoustrojowego zawierajacego poliheksanidyne w
nosniku celulozowym oraz w roztworze impregnacyjnym. Pomiar przeprowadzono w
kolejnych dobach impregnacji [24-96h]. Kolor brazowy — zawartos¢ PHMB w nos$niku BC;
kolor czerwony — zawartos¢ PHMB w roztworze impregnacyjnym. Abs=230nm.
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Wyk.8. Zawartos¢ zwiagzku przeciwdrobnoustrojowego zawierajgcego siarczan
gentamycyny w nosniku celulozowym oraz w roztworze impregnacyjnym. Pomiar
przeprowadzono w kolejnych dobach impregnacji [24-96h]. Kolor bragzowy — zawarto$s¢ G w
no$niku BC; kolor czerwony — zawartos¢ G w roztworze impregnacyjnym. Abs — absorbancja
przy dtugosci fali=230nm.
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Wykazano, ze OCT, PHMB oraz G wchlaniaja si¢ do bakteryjnej celulozy przede wszystkim
w czasie pierwszych 24 godzin od rozpoczgcia procesu impregnacji.

Z kolei PVP-I wchtaniat si¢ do celulozowego nosnika w sposéb przyrostowy w czasie
pierwszych 72 godzin, plateau wysycenia nos$nik impregnowany ta substancja
przeciwdrobnoustrojowa osiagat w 96 dobie od rozpoczecia procesu.

Z kolei w przypadku CHX, w godzinie 48 procesu impregnacji, zaobserwowano znaczacy

1 powtarzalny spadek st¢zenia tego antyseptyku — zarowno w nosniku celulozowym jak i w
roztworze impregnacyjnym. W kolejnych godzinach impregnacji (72-96h) nie obserwowano
juz istotnej zmiany w stezeniu (w znaczeniu jego spadku lub wzrostu) CHX.

Oszacowawszy stezenie substancji przeciwdrobnoustrojowych w no$niku celulozowym
przystapiono do oceny uwalniania si¢ zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych z BC. Wyniki

analiz przedstawione zostalty na Wykresach 9-13.
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Wyk.9. Uwalnianie OCT z no$nika biocelulozowego w czasie. Abs=dlugos¢ fali wynoszaca
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Wyk.10. Uwalnianie PVP-I z nosnika biocelulozowego w czasie. Abs=dlugos¢ fali

wynoszgca 230nm.
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Wyk.11. Uwalnianie CHX z no$nika biocelulozowego w czasie. Abs=dlugo$¢ fali wynoszaca
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Wyk.12. Uwalnianie PHMB z no$nika biocelulozowego w czasie. Abs=dlugos¢ fali

wynoszgca 230nm.
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Wyk.13. Uwalnianie gentamycyny z nosnika biocelulozowego w czasie. Abs=dtugos¢ fali

wynoszgca 230nm.

Wyniki przedstawione na Wykresach 9 - 13 wykazuja, ze poszczegoélne substancje
przeciwdrobnoustrojowe cechuja si¢ zréznicowana szybko$cig uwalniania si¢ z nosnika
celulozowego. Do najszybszej wymiany zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych z nosnika a
woda dochodzito migdzy czasem 0 a 90 min., przy czym prototypowy opatrunek celulozowy
najgwaltowniej opuszczata PHMB (okoto 15min), CHX i PVP-I (okoto 45min.), G (okoto

60min.), a nastgpnie OCT (okoto 90min.)

Okresliwszy witasciwosci fizyczne nosnika celulozowego oraz jego zdolno$¢ do absorbcji i
uwalniania poszczeg6lnych substancji przeciwdrobnoustrojowych, przystapiono do kolejnego
etapu badania czyli oceny skutecznosci wytworzonych prototypowych, aktywnych
przeciwdrobnoustrojowo opatrunkéw celulozowych wzgledem biofilmu tworzonego przez
drobnoustroje z gatunku Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa oraz Enterococcus

faecalis. Wyniki przedstawiono na Wykresach 14-17.
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Wyk.14A-B Minimalne St¢zenie Hamujace [A] OCT i [B] PVP-I wzgledem komorek
planktonicznych S.aureus 6538. Kolor zielony — warto$¢ absorbancji dla proby kontrolnej

[zawiesina niektraktowana substancja przeciwdrobnoustrojowa]; kolor czerwony — warto$¢

minimalnego st¢zenia hamujacego.
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Wyk.14C-D Minimalne Stezenie Hamujace [C] CHX 1 [D] PHMB wzgledem komorek
planktonicznych S.aureus 6538. Kolor zielony — warto$¢ absorbancji dla proby kontrolnej

[zawiesina nietraktowana substancja przeciwdrobnoustrojowa]; kolor czerwony — warto$¢

minimalnego st¢zenia hamujacego.
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Wyk.14E Minimalne Stezenie Hamujace Gentamycyny wzgledem komorek planktonicznych
S.aureus 6538. Kolor zielony — warto$¢ absorbancji dla proby kontrolnej [zawiesina

nietraktowana substancja przeciwdrobnoustrojowa]; kolor czerwony — warto$¢ minimalnego

stezenia hamujacego.
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Wyk.14F-G. Minimalne Stezenie Eradykujace Biofilm [F] OCT i [G] PVP-I wzgledem
biofilmu S.aureus 6538. Kolor zielony — warto$¢ absorbancji dla proby kontrolnej [zawiesina

nietraktowana substancjg przeciwdrobnoustrojowg]; kolor czerwony — warto$¢ minimalnego

stezenia eradykujacego biofilm.

79



4-
3_
£
j =
[ =]
B 24
2
1-
0 L S L] ] . 1
0 10 20 30 40
[mg/L]
4
3
£
o
o
2 2-
3
14
0 ] 1 ] S 1
0 20 40 60 80
[mg/L]

Wyk.14H-I. Minimalne St¢zenie Eradykujace Biofilm [H] CHX 1 [I] PHMB wzgledem
biofilmu S.aureus 6538. Kolor zielony — warto$¢ absorbancji dla proby kontrolnej [zawiesina
nietraktowana substancjg przeciwdrobnoustrojowa]; kolor czerwony — warto$¢ minimalnego

stezenia eradykujacego biofilm.
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Wyk.14J. Minimalne St¢zenie Eradykujace gentamycyny wzgledem biofilmu S.aureus 6538.
Kolor zielony — warto$¢ absorbancji dla proby kontrolnej [zawiesina nietraktowana
substancja przeciwdrobnoustrojowa]; kolor czerwony — warto$¢ minimalnego stezenia

eradykujacego biofilm.
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Wyk.15A-B Minimalne Stezenie Hamujace [A] OCT 1 [B] PVP-I wzgledem komorek
planktonicznych S.aureus 33591. Kolor zielony — wielkos¢ absorbancji dla proby kontrolne;j
[zawiesina nietraktowana substancjg przeciwdrobnoustrojowg]; kolor czerwony — wartos¢

minimalnego stezenia hamujacego.
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Wyk.15C-D Minimalne Stezenie Hamujace [C] CHX 1 [D] PHMB wzgledem komorek
planktonicznych S.aureus 33591. Kolor zielony — warto$¢ absorbancji dla proby kontrolnej
[zawiesina nietraktowana substancja przeciwdrobnoustrojowa]; kolor czerwony — wartos¢

minimalnego st¢zenia hamujacego.
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Wyk.15E Minimalne St¢zenie Hamujagce Gentamycyny wzgledem komorek planktonicznych
S.aureus 33591. Kolor zielony — warto$§¢ absorbancji dla proby kontrolnej [zawiesina

nietraktowana substancjg przeciwdrobnoustrojowg]; kolor czerwony — warto$¢ minimalnego

stezenia hamujacego.
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Wyk.15F-G. Minimalne Stezenie Eradykujace Biofilm [F] OCT i [G] PVP-I wzgledem
biofilmu S.aureus 33591. Kolor zielony — warto$¢ absorbancji dla proby kontrolnej [zawiesina
nietraktowana substancjg przeciwdrobnoustrojowa]; kolor czerwony — warto$¢ minimalnego

stezenia eradykujacego biofilm.
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Wyk.15H-1. Minimalne St¢zenie Eradykujace Biofilm [H] CHX i [I] PHMB wzgledem
biofilmu S.aureus 33591. Kolor zielony — warto$¢ absorbancji dla proby kontrolnej [zawiesina
nietraktowana substancja przeciwdrobnoustrojowa]; kolor czerwony — warto$§¢ minimalnego

stezenia eradykujacego biofilm.
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Wyk.15J. Minimalne Stezenie Eradykujace gentamycyny wzgledem biofilmu S.aureus 33591.
Kolor zielony — warto$¢ absorbancji dla proby kontrolnej [zawiesina nietraktowana substancja

przeciwdrobnoustrojowa]; kolor czerwony — warto§¢ minimalnego st¢zenia eradykujacego

biofilm.
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Wyk.16A-B Minimalne St¢zenie Hamujace [A] OCT i [B] PVP-I wzgledem komorek
planktonicznych P.aeruginosa 15442. Kolor zielony — warto$¢ absorbancji dla préby
kontrolnej [zawiesina nietraktowana substancjg przeciwdrobnoustrojowg]; kolor czerwony —

warto$¢ minimalnego stezenia hamujacego.
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Wyk.16C-D Minimalne Stezenie Hamujace [C] CHX 1 [D] PHMB wzgledem komorek
planktonicznych P.aeruginosa 15442. Kolor zielony — wielko$¢ absorbancji dla proby
kontrolnej [zawiesina nietraktowana substancja przeciwdrobnoustrojowa]; kolor czerwony —
warto$¢ minimalnego stezenia hamujacego.
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Wyk.16E Minimalne Stezenie Hamujagce Gentamycyny wzgledem komorek planktonicznych
P.aeruginosa 15442. Kolor zielony — wielko$¢ absorbancji dla proby kontrolnej [zawiesina
nietraktowana substancjg przeciwdrobnoustrojowa]; kolor czerwony — warto$§¢ minimalnego

stezenia hamujacego.
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Wyk.16F-G. Minimalne Stezenie Eradykujace Biofilm [F] OCT i [G] PVP-I wzgledem
biofilmu P.aeruginosa 15442. Kolor zielony — wielko$¢ absorbancji dla proby kontrolnej
[zawiesina nietraktowana substancja przeciwdrobnoustrojowa]; kolor czerwony — wartos¢

minimalnego st¢zenia eradykujacego biofilm.

91



Abs 580nm

0 50 100 150
[mg/L]

Abs 580nm
iy

(0] 160 260 360

[mg/L]
Wyk.16H-1. Minimalne St¢zenie Eradykujace Biofilm [H] CHX i [I] PHMB wzgledem
biofilmu P.aeruginosa 15442. Kolor zielony — wielko$¢ absorbancji dla proby kontrolnej
[zawiesina nietraktowana substancja przeciwdrobnoustrojowa]; kolor czerwony — wartos¢

minimalnego st¢zenia eradykujacego biofilm.
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Wyk.16J. Minimalne St¢zenie Eradykujace Biofilm gentamycyny wzgledem biofilmu
P.aeruginosa 14452. Kolor zielony — wielkos¢ absorbancji dla proby kontrolnej [zawiesina
nietraktowana substancjg przeciwdrobnoustrojowg]; kolor czerwony — warto$¢ minimalnego

stezenia eradykujacego biofilm.
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Wyk.17A-B Minimalne St¢zenie Hamujace [A] OCT i [B] PVP-I wzgledem komorek
planktonicznych E.faecalis 29212. Kolor zielony — wielko$¢ absorbancji dla proby kontrolne;j
[zawiesina nietraktowana substancjg przeciwdrobnoustrojowg]; kolor czerwony — wartos¢

minimalnego stezenia hamujacego.
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Wyk.17C-D Minimalne Stezenie Hamujace [C] CHX 1 [D] PHMB wzgledem komorek
planktonicznych E.faecalis 29212. Kolor zielony — wielko$¢ absorbancji dla préby kontrolne;j
[zawiesina nietraktowana substancjg przeciwdrobnoustrojowg]; kolor czerwony — warto$¢

minimalnego stezenia hamujacego.
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Wyk.17E Minimalne Stezenie Hamujace Gentamycyny wzgledem komorek planktonicznych
E.faecalis 29212. Kolor zielony — wielkos¢ absorbancji dla proby kontrolnej [zawiesina

nietraktowana substancjg przeciwdrobnoustrojowa]; kolor czerwony — warto$¢ minimalnego

stezenia hamujacego.
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Wyk.17F-G. Minimalne Stezenie Eradykujace Biofilm [F] OCT i [G] PVP-I wzgledem
biofilmu E.faecalis 29212. Kolor zielony — wielko$¢ absorbancji dla proby kontrolnej
[zawiesina nietraktowana substancja przeciwdrobnoustrojowa]; kolor czerwony — wartos¢

minimalnego st¢zenia eradykujacego biofilm.
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Wyk.17H-1. Minimalne St¢zenie Eradykujace Biofilm [H] CHX i [I] PHMB wzgledem
biofilmu E.faecalis 29212. Kolor zielony — wielko$¢ absorbancji dla proby kontrolnej
[zawiesina nietraktowana substancja przeciwdrobnoustrojowa]; kolor czerwony — warto$¢

minimalnego st¢zenia eradykujacego biofilm.
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Wyk.17J. Minimalne Stgzenie Eradykujace Biofilm wykazywane przez gentamycyng
wzgledem biofilmu E.faecalis 29212. Kolor zielony — wielko$¢ absorbancji dla proby
kontrolnej [zawiesina nietraktowana substancja przeciwdrobnoustrojowa]; kolor czerwony —

warto$¢ minimalnego stezenia eradykujacego biofilm.

Zgodnie z wynikami przedstawionymi na Wykresach 14-17, aktywno$¢ hamujaca wzrost
drobnoustrojow w formie planktonicznej lub prowadzaca do eradykacji biofilmu rdéznita si¢
zaré6wno w zaleznos$ci od gatunku mikroorganizmu poddanego badaniu jak i w zalezno$ci od
formy (planktonicznej lub biofilmowej), w ktorej wystepowal. W przypadku zawiesiny
planktonicznej badanych szczepow S.aureus oraz P.aeruginosa najwyzsza sitla bojcza
cechowata si¢ gentamycyna a najnizsza PVP-1. W przypadku formy planktonicznej E.faecalis
gentamycyna nie wykazywata istotnej aktywnosci, najsilniej dziatajaca substancja
przeciwdrobnoustrojowa byl OCT. Wzgledem biofilméw, gentamycyna wykazywala sie

najnizsza, sposrod badanych zwiazkow, aktywnoscia przeciwko S.aureus oraz E.faecalis i
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najwyzszag wzgledem P.aeruginosa. Dichlorowodorek charakteryzowat si¢ najwyzsza
aktywno$cig przeciwdrobnoustrojowa wzgledem S.aureus oraz E.faecalis.

W kolejnym etapie do$§wiadczenia, dyski celulozowe impregnowane badanymi zwigzkami
przeciwdrobnoustrojowymi tak jak to opisano w sekcji 4.4.3 niniejszego manuskryptu,
naktadano na plytki agarowe, na ktdrych posiano, sposobem analogicznym do tego uzywanego
do oceny antybiotykowrazliwoséci (tzw. ,,posiew na murawe”), mikroorganizmy badane,
S.aureus lub P.aeruginosa lub FE.faecalis. Ptytki z dyskami BC inkubowano nastgpnie
24h/37°C, a nastgpnie oceniano wielko$¢ strefy zahamowania wzrostu dookota dyskow BC

[Zdjecie 4, Wykres 18].

100



7dj.4. Strefy zahamowania wzrostu wzorcowego szczepu S.aureus 6538 dookola dysku

BC nasaczonego PHMB

Impregnacja opatrunkow celulozowych powidonem jodu przektadala si¢ na najwyzsza
eradykacj¢ badanych drobnoustrojéw rosnacych w postaci murawy na ptytkach agarowych;
najnizszg skutecznos$cig cechowata si¢ za$ poliheksanidyna. Wyjatkiem od zaobserwowanego
trendu byt P.aeruginosa, wzgledem ktéorego najwyzszg strefe¢ zahamowania wzrostu
zaobserwowano dla gentamycyny, a dopiero nastepnie dla powidonu jodu. W przypadku
pateczki ropy bflekitnej, substancja, ktorej uwalnianie si¢ z no$nika BC przekladalo si¢ na

najnizsza skuteczno$¢ takze byta PHMB. [Wyk.18].
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Wyk.18 Strefy zahamowania wzrostu mikroorganizméw dookota krazkéw celulozowych
impregnowanych substancjami przeciwdrobnoustrojowymi. A — warto$ci stref
zahamowania wzrostu S.aureus 6538 1 33591; B — wartosci stref zahamowania wzrostu
P.aeruginosa 15442 oraz E.faecalis 29212. PVP-I, G, O, CHX, PHMB - powidon jodu,

gentamycyna, dichlorowodorek oktenidyny, chlorheksydyna, poliheksanidyna, odpowiednio.
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Po uzyskaniu wynikow z podstawowego modelu badawczego, jakim jest zmodyfikowana
metoda dyfuzyjno-krazkowa, wykorzystano technik¢ badawcza A.D.A.M. (ang. Antibiofilm
Dressing Measurement Activity) w celu oceny nie tylko aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej
substancji uwalnianej z no$nika, ale i ich sily penetracyjnej poprzez kolejne warstwy agarowe

1 biofilmu. Rezultaty testu A.D.A.M. przedstawiono zbiorczo w Tabelach 1-4.

Substancja [% redukciji biofilmu na dyskach agarowych]

przeciwdrobnoustrojowa

Podstawny [B] Srodkowy [M] Kontaktowy [C]

OoCT 57 77 89
PVP-| 93 94 i
CHX 24 49 84
PHMB 20 32 73
G 29 71 87

Tab.1. % redukcja biofilmu S.aureus 6538 na dyskach agarowych B, M, C w metodzie

A.D.A.M.
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Substancja [% redukcji biofilmu na dyskach agarowych]
przeciwdrobnoustrojowa

Podstawny [B] Srodkowy [M] Kontaktowy [C]

ocT 55 49 93
PVP-I 92 95 95
CHX 38 61 83

PHMB 55 49 83

G 58 88 87

Tab.2. % redukcja biofilmu S.aureus 33591 na dyskach agarowych B, M, C w metodzie

A.D.A.M.

Substancja [% redukciji biofilmu na dyskach agarowych]

przeciwdrobnoustrojowa

Podstawny [B] Sradkowy [M]

Kontaktowy [C]

OoCT 68 74 88
PVP-| 95 98 98
CHX 13 14 28
PHMB 24 45 74
G 55 66 68

Tab.3. % redukcja biofilmu P.aeruginosa 15442 na dyskach agarowych B, M, C w

metodzie A.D.A.M.
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Substancja [% redukcji biofilmu na dyskach agarowych]
przeciwdrobnoustrojowa

Podstawny [B] Srodkowy [M] Kontaktowy [C]
ocT 59 72 o
PVP-I 97 98 i
CHX 6 sl 94
PHMB 42 51 86
G 54 68 72

Tab.4. % redukcja biofilmu E.faecalis 29212 na dyskach agarowych B, M, C w metodzie
A.D.A.M.

Uzyskane wyniki wykazuja, ze PVP-1 cechowal si¢ najwyzsza zdolnoscig do eradykacji
biofilmu z kazdej warstwy agarowej (kontaktowej, Srodkowej, podstawnej) zastosowanej
zgodnie z metodyka testu A.D.A.M. Najnizszg zdolnos$cig penetracyjng do warstwy
podstawnej wykazat si¢ roztwor gentamycyny oraz octan chlorheksydyny. Warto$ci eradykacji
uzyskiwane dla warstw kontaktowych pokrytych biofilmem badanych drobnoustrojow (w
przypadku substancji przeciwdrobnoustrojowych innych niz wzmiankowany powyzej PVP-I)
byly stosunkowo wysokie, tzn. (z wyjatkiem gentamycyny vs. biofilm P.aeruginosa) wynosity

powyzej 70%.

Poniewaz wysiek z rany zawiera liczne molekuly obnizajace aktywno$¢ substancji
przeciwdrobnoustrojowych, w kolejnym doswiadczeniu wykorzystano uktad, w ktérym
antyseptyki i antybiotyk uwalnialy si¢ z prototypowego opatrunku BC do $§rodowiska ptynnego
zawierajacego obcigznik w postaci biatka surowiczej albuminy wotowej oraz wysokiego

stezenia glukozy (32mg/dL). Wyniki do§wiadczenia przedstawione sg na Wykresie 19-22.
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[% redukcja biofilmu]

OCT PVP1 CHX PHMB G OCT PVP4 CHX PHMB G

podioze +BSA podioze +BSA + glukoza

Wyk.19. [%] redukcja biofilmu S.aureus 6538 — zmodyfikowana metoda A.D.A.M. BSA —

surowicza albumina wolowa

100+

[% redukcja biofilmu]

OCT PVP4 CHX PHMB CHX PHMB G

podtoze +BSA podioze +BSA + glukoza

Wyk.20. [%] redukcja biofilmu S.aureus 33591 — zmodyfikowana metoda A.D.A.M. BSA

— surowicza albumina wotowa
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Wyk.21. [%] redukcja biofilmu P.aeruginosa 15442 — zmodyfikowana metoda A.D.A.M.

BSA — surowicza albumina wolowa
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Wyk.22. [%] redukcja biofilmu E.faecalis 29212 — zmodyfikowana metoda A.D.A.M.

BSA — surowicza albumina wotowa

Podobnie jak w przypadku metody A.D.A.M, tak i w jej modyfikacji, najsilniej dziatajaca
substancja przeciwdrobnoustrojowg, w ukladzie zawierajagcym medium oraz BSA, byt PVP-I
(wzgledem biofilmu S.aureus i P.aeruginosa). CHX wywierala najstabszy efekt bojczy
wzgledem biofilmu S.aureus oraz P.aeruginosa, natomiast najsilniejszy w przypadku biofilmu

E.faecalis w medium zawierajacym dodatek BSA oraz glukozy.
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W ostatnim eksperymencie przedstawionym w niniejszej rozprawie doktorskiej oceniono
cytotoksyczno$¢ badanych substancji przeciwdrobnoustrojowych in vitro wzgledem komorek

odpowiedzialnych za gojenie si¢ rany, czyli fibroblastow. Wyniki przedstawiono na Wyk.22.
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Wyk.23. [%] przezywalnos$¢ fibroblastow poddanych dzialaniu badanych substancji
przeciwdrobnoustrojowych. Asterisk czerwony i czarny — rdznice istotne statystycznie (K-

W test, p<0,5; analiza post hoc Dunneta)

Zgodnie z wynikami przedstawionymi na Wykresie 22 badane antyseptyki cechowaty si¢
$rednig badz wysoka cytotoksycznoscig wzgledem linii fibroblastow 1929, a gentamycyna —
cytotoksyczno$cig umiarkowang. Roznice w cytotoksyczno$ci miedzy gentamycyng a PVP-I

oraz CHX byty istotne statystycznie (K-W test, p<0,5; analiza post hoc Dunneta).
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6. Dyskusja

Mimo ze w ostatnich latach zanotowa¢ mozna olbrzymi postgp w dziedzinie leczenia
zainfekowanych ran przewlektych, to w dalszym ciggu wspotczynnik sukcesu terapeutycznego
nie jest zadawalajacy [1]. Sklania to do postawienia tezy, ze konieczna jest implementacja
skuteczniejszych strategii prowadzacych do eradykacji zakazenia z ran przewleklych oraz
przyspieszenia procesu gojenia prowadzacego do poprawy zdrowia i statusu socjo-
ekonomicznego pacjenta.

Bakteryjna celuloza (BC) jest biopolimerem wytwarzanym przez bakterie kwasu octowego
(AAB). Pod wzgledem mozliwosci aplikacyjnych, BC cechuje si¢ licznymi przewagami w
porownaniu do celulozy roslinnej, miedzy innymi wysoka czystoscig, porowatoscia,
przepuszczalnoscig dla cieczy i gazoéw, korzystnymi wiasciwosciami zwigzanymi z absorbcja
oraz uwalnianiem ptyndéw oraz wyjatkowo wysoka odpornos$cia na rozrywanie [63].

BC charakteryzuje si¢ takze wysoka biokompatybilnoscig i brakiem cytotoksycznos$ci, co
predysponuje ja do zastosowan biomedycznych. Co wigcej, polimer ten moze by¢ w tani i
prosty sposoéb modyfikowany — zaréwno w aspekcie jego wlasciwosci fizycznych i
chemicznych (wymienionych w poprzednim akapicie), jak i w aspekcie jego impregnacji w
zwigzki o charakterze przeciwzapalnym czy przeciwdrobnoustrojowym.

W niniejszej pracy postanowilam wykorzysta¢ wszystkie wyzej wspomniane cechy
biocelulozy w celu oceny jej biomedycznej przydatnosci, po nasgczeniu miejSCOWO
dziatajacymi $rodkami przeciwdrobnoustrojowymi, jako prototypowego opatrunku do
stosowania na rany przewlekte.

W swojej pracy zawodowej spotykam si¢ na co dzien z problemem, jakim s3 niegojace sie,
zainfekowane rany o rdznej etiologii. Obecnie w naszym kraju dostepnych jest wiele srodkow

antyseptycznych/lawaseptycznych przeznaczonych, zgodnie z zapewnieniami producentow, do
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leczenia 1 opieki nad rang przewlekla. Postanowilam zatem podda¢ ocenie te z
antyseptykow/lawaseptykow, ktoére uzywane sa najczgsciej 1 s3 najsilniej promowane na
polskim rynku szpitalnym oraz pozaszpitalnym: dichlorowodorek oktenidyny, powidon jodu,
chlorheksydyn¢ oraz poliheksanidyng. Dodatkowo, postanowilam takze zbada¢ przydatnosé¢
antybiotyku gentamycyny jako substancji aktywnej uwalniajacej si¢ z bakteryjnej celulozy,
(gentamycyna w nosniku kolagenowym spelnia wymagania stawiane zwigzkom
przeciwdrobnoustrojowym przeznaczonym do miejscowego leczenia ran). Co wiecej,
obiecujaca i przydatna z punktu klinicznego jest — wykazywana w pismiennictwie — zdolno$¢
gentamycyny do przelamywania oporno$ci szczepdw tworzacych biofilm. Efektywne
niszczenie biofilmu oraz zdolno$¢ do penetracji do jego warstw podstawnych jest jedng z
dwoch kluczowych cech przeciwdrobnoustrojowych zwiazkéw przeznaczonych do stosowania
miejscowego. Druga — jest niska cytotoksycznos$¢ [64], dlatego tez dokonatam takze oceny
cytotoksycznosci in vitro wyzej wzmiankowanych substancji wzgledem linii komodrkowej
fibroblastow, odpowiedzialnych in vivo sg za proces gojenia si¢ ran, w tym ran przewlektych.

Prototypowe opatrunki z BC otrzymatam stosujac standardowa metode hodowli K.xylinus oraz
oczyszczania bakteryjnej celulozy za pomoca wysokiej temperatury i wodorotlenku sodu.
Uzyskane dyski celulozowe charakteryzowaly si¢ przejrzystoscia oraz elastycznoscia [Zdj.2.,
cze$S¢ prawa), co stanowi cenng zalet¢ w przypadku zastosowania na rany, poniewaz
wzmiankowane cechy umozliwiajg nie tylko sprawne nalozenie, ale tez monitorowanie stanu
rany bez konieczno$ci — czgsto bolesnego dla pacjenta — $ciggania opatrunku. Zastosowana
przeze mnie metoda oczyszczenia celulozy z pozostatosci poditoza i komorek K.xylinus byta
efektywna — brak wspomnianych zanieczyszczen wykazatam za pomoca mikroskopii
elektronowej [Zdj.3B.]

Uzyskany 1 wyprodukowany no$nik poddatam szeregowi analiz rozpoczynajac od pomiaru

suchej 1 mokrej masy biopolimeru, posrednio $wiadczacej o jego chilonnosci [Wyk.1].

110



Wykazatam, ze wyprodukowany przez bakterie K.xylinus nosnik jest w stanie zaabsorbowac
objetos¢ wody stanowigca okoto 1000x swojej suchej masy, co pozostaje w zgodnos$ci z danymi
przytaczanymi przez inne zespoly badawcze [65] 1 $wiadczy o prawidtowosci
przeprowadzonego przeze mnie procesu hodowli 1 oczyszczania.

Nastepnie, podjetam si¢ ocenie poréwnania szybkosci i poziomu absorpcji substancji
przeciwdrobnoustrojowych, OCT, PVP-I, PHMB, CHX oraz G do nos$nika celulozowego
[Wyk.2].

Wyniki okazaty si¢ by¢ powtarzalne i cechowaly si¢ niskim poziomem odchylen
standardowych — roztwory badanych substancji przeciwdrobnoustrojowych byty absorbowane
przez nosnik celulozowy w sposob efektywny i zblizony (w znaczeniu objetosciowym) do
poziomu absorbcji wody. Uwazam, ze zwigzane jest to z faktem, ze wszystkie z zastosowanych
antyseptykoéw 1 antybiotykéw rozpuszczone byly w roztworze wodnym. Poniewaz jedynymi
silnie aktywnymi chemicznie grupami w celulozie sg reszty hydroksylowe [65], zaktadam, ze
do absorpcji w BC dochodzilo w gléwnej mierze poprzez dzialanie sit kapilarnych
warunkowanych przez wysoka porowatos¢ nosnika.

Istotnym, w znaczeniu zastosowania BC jako opatrunku na rany przewlekte, parametrem jest
zdolno§¢ do utrzymania pltynu przez nos$nik celulozowy. Zgodnie z obowigzujacym
algorytmem leczenia i opieki nad rang T.LM.E. (akronim pochodzacy od stéw ,.czas”,
»infekcja”, ,,wilgotno$¢”, ,.epitelializacja”) opatrunek powinien zapewni¢ wilgotne $rodowisko
rany, ktore utatwia fibroblastom migracje i rozrost bedace warunkiem koniecznym w procesie
gojenia [30]. Wykazatam, ze opatrunek celulozowy w temperaturze 60°C oddaje wode w czasie
wynoszacym ponad godzing w sposob stopniowy i rownomierny [Wyk.3]; polowa
zaabsorbowanego ptynu oddawana jest po czasie okoto 30 minut. Ekstrapolujac te uzyskane in
vitro wyniki na warunki kliniczne, mozna zatozy¢, ze przy temperaturze ciata pacjenta (37°C

lub nieco wyzej; podniesiona cieptota jest jedna z cech charakterystycznych infekcji w ranie
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przewlektej) oraz przy nasgczaniu celulozy wysickiem z rany, poziom utrzymania cieczy przez
opatrunek mogtby by¢ wystarczajacy do pozostawienia go przez okres 24-48 godzin bez
koniecznos$ci zmiany.

Jest to zagadnienie na tyle istotne, ze w kolejnych swoich badaniach planuj¢ wykonanie
eksperymentu polegajacego na zewngtrznym zwilzaniu opatrunku BC (na przyktad za pomoca
spray’u zawierajacego jalowy, izotoniczny roztwor 0.9%NaCl) w celu okreslenia warunkéw
pozwalajagcych na utrzymanie poziomu wilgoci celulozy bakteryjnej na poziomie
zapewniajacym optymalne gojenie si¢ rany.

Nastepnie, podjetam si¢ okreslenia szybkos$ci pochlaniania badanych antyseptykéw i
antybiotyku przez nosnik celulozowy; podobne badania dla dichlorowodorku oktenidyny,
wykonywane juz byty przez inne zespoly badawcze [66]; w pismiennictwie naukowym brak
jest jednak (wedlug mojej najlepszej wiedzy) danych dotyczacych poliheksanidyny,
chlorheksydyny, gentamycyny oraz PVP-jodu. Wykazatam [Wyk.4,7,8], Ze do najsilniejszego
pochlaniania oktenidyny, poliheksanidyny i gentamycyny dochodzi w ciggu pierwszych 24
godzin od rozpoczecia procesu. Wiedza taka jest cenna w znaczeniu mozliwosci optymalizacji
potencjalnych, przemystowych proceséw impregnacji BC antyseptykami i antybiotykami
(skrocenie czasu impregnacji). W przypadku PVP-jodu, poziom impregnacji osiggnat constans
w 96 godzinie od rozpoczecia procesu [Wyk.S]. Natomiast w przypadku chlorheksydyny w 48
godzinie procesu impregnacji doszlo do znacznego zmniejszenia stezenia tej substancji
[Wyk.6]. W celu pelnego wyjasnienia tego zjawiska konieczne jest wykonanie dalszych badan;
dane z piSmiennictwa wskazuja na mozliwy rozktad CHX do chloraniliny [52], co
thumaczyloby uzyskane wyniki, jakkolwiek potwierdzenie tego domystu wymagaloby
przeprowadzenia analiz wykorzystujacych na przyktad technik¢ Jadrowego Rezonansu
Magnetycznego. Z racji na wysoki koszt tego badania na chwilg obecng pozostawiam pytanie

o spadek stezenia CHX w procesie impregnacji BC bez odpowiedzi, jakkolwiek analizy
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umozliwiajace potwierdzenie mojego przypuszczenienia o rozktadzie tego antyseptyku w
trakcie procesu, mam zamiar wykonaé¢ w kolejnych planowanych przeze mnie eksperymentach.
Wyniki przedstawione na Wykresach 9-13 wykazuja tempo, w jakim badane substancje
przeciwdrobnoustrojowe uwalniane s3 z no$nika biocelulozowego; plateau poziomu
uwalniania osiggane bylo migedzy 30 a 90 minutg od rozpoczecia procesu. Nie jest to zatem
parametr BC cechujacy si¢ wysoka przydatnos$cia w leczeniu ran przewlektych; znacznie
korzystniejsze byloby uwalnianie trwajace kilka-kilkanascie godzin, co nie pozwolitoby
biofilmowi na pelne odtworzenie swojej struktury. W moich badaniach wykorzystatam celuloze
natywna, czyli taka, ktorej parametry zwigzane z absorbcja 1 uwalnianiem pltynéw nie byty w
zaden sposob (hodowlany, fizyczny czy chemiczny) modyfikowane, jednak najnowsze badania
nad sposobami modyfikacji wyzej wzmiankowanych parametrow [67] pozwalajg Zywié
nadziej¢ na stworzenie opatrunkéw z BC cechujacych si¢ kontrolowanym, przedluzonym
sposobem uwalniania si¢ zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych z ich wnetrza.

Dane przedstawione na Wykresach 14-17 obrazujg przede wszystkim réznice w zdolnosci
badanych zwigzkéw do eradykacji drobnoustrojoéw w formie planktonicznej i biofilmowe;.
Metoda hodowli biofilmu i oceny jego lekowrazliwo$ci w studzienkach ptytek 96-dotkowych
jest historycznie pierwsza i wcigz najbardziej rozpowszechniong technika; jakkolwiek wraz z
rozwojem wiedzy o tej formie bytowania drobnoustrojow, pojawia si¢ coraz czg¢sciej pytanie o
zasadno$¢ jej stosowania, a przede wszystkim o jej relewantno$¢ w znaczeniu wiernosci
odwzorowania biofilméw tworzacych si¢ ~w warunkach in vivo. Niemniej jednak
zastosowatam t¢ technik¢ jako punkt wyjscia do analiz, w ktérych uzyte metody badawcze
majg na celu odtworzenie (przynajmniej cze¢sciowe) srodowiska rany przewlektej objetej
procesem infekcji. Za pomocg metody hodowli w studzienkach 96-dotkowej wykazatam, ze
formy biofilmowe sa kilkukrotnie bardziej oporne na aktywno$¢ badanych zwigzkow

przeciwdrobnoustrojowych niz formy planktoniczne; dane te pozostaja w zgodnosci z
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wynikami przytaczanymi przez innych autorow [68], jakkolwiek nalezy wspomnie¢, ze istnieja
tez doniesienia wykazujace, ze wzmiankowane réznice w opornosci siega¢ moga 100-1000x
[69].

W oparciu o dane plynace z Wykresow 14-17 zauwazy¢ mozna fakt wysokiej skuteczno$ci
oktenidyny w eradykacji zarowno biofilmu jak i planktonu FE.faecalis oraz brak réznic w
stezeniu chlorheksydyny hamujacym wzrost zarowno biofilmu jak i form planktonicznych
P.aeruginosa. W aspekcie zastosowanego stezenia substancji przeciwdrobnoustrojowe;j,
najwickszg liczba czastek aktywnych konieczng do zahamowania wzrostu form
planktonicznych i form biofilmowych badanych drobnoustrojow charakteryzowat si¢ preparat
antyseptyczny zawierajacy PVP- jod. Dane te znajduja odzwierciedlenie w pracach innych
autoréw [68].

O istotno$ci zastosowanego modelu badawczego przekonaé si¢ mozna analizujac Zdjecie 4
oraz Wykres 18. Wzmiankowany uprzednio PVP-I, ktéry w badaniach podstawowych
cechowal si¢ najnizszg zdolnos$cig bodjcza, uwalniajac si¢ z prototypowego opatrunku
celulozowego, najskuteczniej hamowat wzrost wszystkich badanych drobnoustrojow; z kolei
poliheksanidyna cechowata si¢ w tym uktadzie doswiadczalnym najnizsza skutecznoscia.
Podobnie w metodzie okreslanej akronimem A.D.A.M, stworzonej specjalnie z mysla o ocenie
aktywno$ci  przeciwbiofilmowej opatrunkéw aktywnych, najwyzsza skutecznoscig
eradykacyjng oraz penetracja przez warstwy agarowe i biofilm cechowat si¢ PVP-I [Tab1-4].
Z kolei najnizsza penetracja, niezaleznie od drobnoustroju tworzacego biofilm, do dysku
podstawnego i utworzonego tam biofilmu, cechowata si¢ chlorheksydyna. Co istotne, biofilm
z warstw kontaktowych eradykowany byt skutecznie przez wszystkie zastosowane w badaniu
zwigzki przeciwdrobnoustrojowe. Uzyskane wyniki pozostaja w zgodnosci (w przypadku
PVP-I oraz OCT) z danymi prezentowanymi przez innych Autoréw [70] (zgodnie z moja

najlepsza wiedzg PHMB, CHX oraz G nie byty do tej pory badane metoda A.D.A.M.).
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Wyniki przedstawione na Wykresach 19-22 powstaly po przeprowadzeniu analiz
wykorzystujacych zmodyfikowang metode A.D.A.M., w ktérej wykorzystano ptynne podtoze
zawierajgce obcigznik bialkowy lub obcigznik biatkowy i glukoze w stezeniu wystepujacym w
wysigku ran u pacjentéw cierpigcych na cukrzyce. Uzyskane wyniki potwierdzity wykazang w
poprzednich analizach wysoka skuteczno$¢ uwalnianego z opatrunku BC powidonu jodu
(niezaleznie od zastosowanego do pozywki dodatku). Co wigcej, zaobserwowano powtarzajacy
si¢ 1 istotny statystycznie (K-W test, analiza post hoc Dunneta, p<(0.5) trend przejawiajacy si¢
wyzsza skutecznoscig poliheksanidyny w §rodowisku zawierajacym podwyzszone st¢zenie
glukozy. W chwili obecnej nie jestem w stanie wysnu¢ w oparciu o te dane wigzacych
wnioskow, jednak badania przedstawione w roku 2017 wykazaty, ze takie podwyzszone
stezenie cukru w $rodowisku bytowania bakterii, a szczegélnie biofilmu bakteryjnego,
przeklada¢ si¢ moze na obnizenie pH [71]. Wykazano takze, ze aktywno$¢ bdjcza PHMB jest
parametrem pH-zaleznym [1]. Uzyskane przeze mnie wyniki zdaja si¢ potwierdzaé te
doniesienia.

W ostatnim do$wiadczeniu wchodzacym w sktad moich badan, ocenitam cytotoksyczno$é
substancji uwalniajacych si¢ z prototypowego opatrunku BC. Wykazatam, ze najwyzsza
cytotoksycznoscia (korelujaca z najnizszg przezywalnoscia komorek odpowiedzialnych za
gojenie si¢ ran) cechuje si¢ PVP-I oraz chlorheksydyna. Wyniki te zdajg si¢ potwierdzac tezg,
ze zdecydowana wigkszo$¢ zwiazkéw aktywnych przeciwdrobnoustrojowo cechuje si¢ takze

wlasciwo$ciami niepozadanymi wzglgdem komorek pacjenta [30].
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7. Whnioski

e Wytworzone i oczyszczone prototypowe opatrunki z bakteryjnej celulozy
wykazuja cechy predysponujace je do stosowania w leczeniu zainfekowanych ran
przewleklych

e Otrzymane wyniki poddaja w watpliwos¢ zasadno$¢ stosowania chlorheksydyny
jako substancji aktywnej prototypowego opatrunku z bakteryjnej celulozy

e Na podstawie uzyskanych doswiadczalnie danych nalezy wskazaé¢ powidon jodu
jako substancje¢ z wyboru do impregnacji prototypowych celulozowych
opatrunkow przeciwdrobnoustrojowych

e W pracach doswiadczalnych dotyczacych eksperymentalnych opatrunkow
aktywnych o charakterze przeciwdrobnoustrojowym nalezy wykorzystywaé
zroznicowane techniki i metody badawcze w celu uzyskania pelnego spektrum
wynikow  odzwierciedlajacych  zlozone interakcje zachodzace miedzy
opatrunkiem, Srodowiskiem rany przewleklej a biofilmem tworzacym si¢ w jej

lozysku
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8. Streszczenie

W swojej pracy podjetam si¢ oceny in vitro przydatnosci prototypowych opatrunkow z
bakteryjnej celulozy, wysyconych zwigzkami przeciwdrobnoustrojowymi, do eradykacji
biofilméw tworzonych przez mikroorganizmy wywolujace zakazenia ran przewleklych. Do
produkcji opatrunkéw wykorzystatam niepatogenny szczep Komagataeibacter xylinus ATCC
53524. Uzyskane po 7 dniach hodowli maty celulozowe oczys$citam za pomoca lizy alkalicznej
z komorek bakterii i poddatam plukaniu az do ustabilizowania si¢ pH. Nos$nik celulozowy
poddatam szeregowi analiz fizyko-chemicznych wykazujac jego wysoka chtonno$¢, zdolnos¢
do powolnego oddawania wody, strukture porowata, zdolno$¢ do absorbcji i uwalniania
zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych — oktenidyny, powidonu jodu, chlorheksydyny,
poliheksanidyny oraz gentamycyny. Nastepnie wykazatam znaczaco podniesiong tolerancj¢ na
wyzej wzmiankowane $rodki biofilmu tworzonego przez referencyjne szczepy Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa oraz Enterococcus faecalis w poréwnaniu do form
niezadherowanych (planktonicznych) tych drobnoustrojow. Za pomocag zrdéznicowanych
technik badawczych (zmodyfikowanej metody dyfuzyjno-krazkowej, metody Antibiofilm
Dressing Activity Measurement, analizy aktywnosci bdjczej w podlozu zawierajacym
obcigzniki biatkowe oraz podwyzszone st¢zenie cukrow prostych) wykazatam wysoka
przydatnos¢ PVP-jodu i niska przydatno$¢ chlorheksydyny jako substancji uwalnianej z
bakteryjnej celulozy do eradykacji biofilméw tworzonych przez S.aureus, P.aeruginosa oraz
E faecalis. Wykazalam tez niska cytotoksyczno$¢ gentamycyny i wysoka cytotoksyczno$é
chlorheksydyny wzgledem komorek fibroblastow odpowiedzialnych za gojenie si¢ ran
przewlektych. Na podstawie wynikoéw moich badan mozna stwierdzi¢, Ze stosowanie
opatrunkow z bakteryjnej celulozy wysyconej zwigzkami przeciwdrobnoustrojowymi,
szczegblnie PVP-jodem, powinno znalez¢ zastosowanie w leczeniu infekcji obejmujacych rany
przewlekte o roznej etiologii.
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Stowa kluczowe: opatrunki z bakteryjnej celulozy, antyseptyki, gentamycyna, S.aureus,

P.aeruginosa, E.faecalis.
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9. Abstract

In my work I performed the in vitro evaluation of the applicability of prototypical dressings
made of bacterial cellulose (BC) saturated with antimicrobial compounds to eradicate biofilms
formed by microorganisms causing infections of chronic wounds. For the production of
dressings I used non-pathogenic strain referred to as the Komagataeibacter xylinus ATCC
53524. Obtained after 7 days of culturing, mats made of bacterial cellulose were purified using
alkaline lysis followed by rinsing in sterile water until pH value stabilization. I subjected BC
carrier to a number of physic and chemical analyses demonstrating its high water absorption
and release parameters, and porosity which allows to absorb and to release significant amount
of antimicrobial compounds - octenidine, povidone iodine, chlorhexidine, poliheksanide and
gentamycin. Subsequently I demonstrated a significant tolerance of biofilm formed by the
reference strains of Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Enterococcus
faecalis to the above-mentioned antimicrobial measures in the comparison to non-adhered
planktonic forms of these microorganisms. Using wide spectrum of techniques (modified disc-
diffusion method, Antibiofilm Dressing Activity Measurement, analysis including use of
medium with high content of protein and sugar ) I showed high usefulness of PVP-iodine and
the low suitability of chlorhexidine as a substance released from the bacterial cellulose dressing
in eradication of S.aureus, P.aeruginosa and E.faecalis biofilms. I have also demonstrated low
cytotoxicity of gentamicin and high cytotoxicity of chlorhexidine towards fibroblast cells
responsible for chronic wound healing. Based on my results it can be concluded that the use of
microbial cellulose dressings saturated with antimicrobial compounds, especially PVP-iodine,
may be of high use for treatment of chronic wound infections of various etiologies.
Key words: bacterial cellulose dressings, antiseptics, gentamicin, S. aureus, P. aeruginosa,

E.faecalis.
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