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2. WSTEP

2.1. Dynamika ran przewleklych i ich znaczenie medyczno-ekonomiczne

Mianem rany okreslamy przerwanie ciggltosci skory i bton sluzowych z obecnoscig
uszkodzonych komoérek oraz zniszczonych badz zmienionych chorobowo tkanek.
Przerwanie cigglosci obejmowa¢ moze jednak nie tylko skore, ale takze tkanki
potozone glebiej: tkanki podskorne, powi¢z czy miegsnie. W przypadku ran
penetrujacych, gltebokos¢ uszkodzenia sigga¢ moze do jam ciata i obejmowac takze
narzady wewnetrzne 1 kosci. Ze wzgledu na przyczyne 1 czas trwania uszkodzenia
rozr6zni¢ mozna rany ostre i przewlekle [1].

Rana ostra to uraz bedacy wynikiem zdarzenia traumatycznego (np. rany mechaniczne,
postrzatlowe, termiczne, powstale na skutek ekspozycji na promieniowanie,
wysoka/niskg temperature, dziatanie zrgcych substancji chemicznych) lub dzialania
chirurgicznego. Rany ostre goja si¢ zazwyczaj w czasie do 8 tygodni (oczywiscie
czynnikiem wptywajacym bezposrednio na czas gojenia jest wielkos$¢ rany oraz ryzyko
powiktan infekcyjnych), a sam proces gojenia przebiega wedtug prawidtowej trajektorii
obejmujacej kolejno nachodzace na siebie procesy regeneracyjne prowadzace finalnie
do zasklepienia si¢ niecigglosci i powstania zbliznowacenia [2].

Natomiast rany przewlekle sa wynikiem choroby lub choréb wspoéttowarzyszacych,
szczegblnie tych, ktore uposledzaja prace uktadu immunologicznego i wydolno$¢
uktadu krazenia oraz jego sprawno$¢ angiogenetyczng. Gojenie tego typu ran nie
przebiega wedlug prawidtowe;j trajektorii, a przy braku wdrozenia odpowiedniego typu
leczenia, zazwyczaj nie dochodzi do samoistnego (przeprowadzonego sitami

organizmu) zasklepienia si¢ rany [3].



Prawidlowe gojenie si¢ ran jest dynamicznym i ztozonym procesem regeneracji tkanek
przechodzacym przez cztery kolejne etapy [4]:

(1) faze wykrzepiania i hemostazy, do ktorej dochodzi bezposrednio po urazie.

(2) faze zapalng rozpoczynajaca si¢ w ciggu pierwszych godzin od uszkodzenia tkanki.
Podczas fazy zapalnej dochodzi do powstania obrzeku, zaczerwienienia, a na poziomie
biochemicznym, w tozysku rany wykrywane jest zazwyczaj wysokie st¢zenie
mediatoréw stanu zapalnego.

(3) faze proliferacji, podczas ktérej powstaja nowe tkanki (ziarnina) i naczynia
krwionosne.

(4) faze epitelializacji, podczas ktorej zachodzi przebudowa tkanek powstatych w fazie
proliferacji.

Fazy te, w ranie ostrej, zachodzg w sposob uporzadkowany i kaskadowy, natomiast w
ranie przewleklej, zazwyczaj na etapie fazy zapalnej dochodzi do zaburzenia
fizjologicznego procesu gojenia 1 zatrzymania go na skutek wysokiego stezenia
metaloproteinaz, cytokin i interleukin prozapalnych, uposledzenia tworzenia nowych
naczyn krwiono$nych oraz obecnosci drobnoustrojéw, ktére dodatkowo indukuja
uwalnianie przez komorki efektorowe uktadu immunologicznego czynnikow
prozapalnych [4]. W efekcie dochodzi do zatrzymania si¢ procesu gojenia i przejscie
rany w stan niegojacy si¢ (chroniczny, przewlekty). Dlugotrwate pozostawanie rany w
stanie przewlektym sprzyja jej kolonizacji przez drobnoustroje, dlatego tez wszystkie
rany przewlekte mozna okresli¢ mianem ran zagrozonych ryzykiem infekcji [5]. Biorac
pod uwage cechy wirulencji drobnoustrojow (opisane w sposob szczegdtowy w dalszej
cze¢$ci niniejszej pracy) szczegllnie czesto zasiedlajacych lozysko rany, oczywistym
staje si¢ fakt, ze stan ran przewlektych, ktore ulegly infekcji, nie tylko nie poprawia sig,

ale wrecz dochodzi do jego pogorszenia przejawiajacego si¢ migdzy innymi



powigkszeniem obszaru i glebokos$ci rany. W skrajnych przypadkach, gdy rana ulegnie
zakazeniu przez drobnoustroje charakteryzujace si¢ wysoka zdolno$cig rozktadu tkanek
(do czego mikroorganizmy wykorzystuja miedzy innymi enzymy: elastazy, proteinazy,
kolagenazy, lipazy), dochodzi do zajecia infekcyjnego glebiej potozonych tkanek.
Jednakze nalezy zauwazy¢, ze juz sama obecno$¢ drobnoustrojow w ranie jest
czynnikiem podnoszacym ryzyko zajecia infekcyjnego jatowych z definicji obszarow
organizmu pacjenta, do czego dochodzi z wykorzystaniem drogi krwi [5].

Rany przewlekte mozna podzieli¢ na nastgpujace typy [6]:

1. owrzodzenia zylne goleni,

2. owrzodzenia tetnicze goleni,

3. owrzodzenia goleni zylno-tetnicze (etiologia mieszana),

4. odlezyny,

5. rozlegle rany oparzeniowe,

6. zespot stopy cukrzycowe;j

Obecnie zaczynamy dopiero poznawac ztozone interakcje migdzy organizmem pacjenta
a drobnoustrojami, zachodzace na poziomie komérkowym i biochemicznym, ktore
przektadaja si¢ na zagojenie rany lub jej przejscie w stan przewlekty.

Nalezy mie¢ $wiadomos$¢, ze juz sama analiza zalezno$ci migdzy okreslonymi
stezeniami specyficznych cytokin i metaloproteinaz produkowanych przez chorego, a
procesem stymulacji sekrecji sktadnikéw btony podstawnej, nasilenia stanu zapalnego
lub tworzenia tkanki ziarninowej jest zadaniem wymagajacym nie tylko zebrania
olbrzymiej liczby danych, ale i ich analizy za pomoca najsilniejszych technik
statystycznych 1 chemometrycznych; wprowadzenie do tych rownan efektow

wywotywanych przez drobnoustroje - majac na uwadze olbrzymig liczbe gatunkow



mogacych infekowaé rany czy zrdznicowanie ich czynnikow wirulencji — jest, zgodnie
z przewidywaniami, zadaniem wymagajacym zastosowania superkomputerow
klastrowych nastgpnej generacji, ktoére obecnie znajduja si¢ dopiero w fazie
prototypowe;.

Nalezy zda¢ sobie sprawe¢ z wagi problemu, jaka stanowig rany przewlekle,
szczegolnie te, w ktorych dochodzi do powiktania procesem infekcyjnym. Szacuje sig,
ze 5% budzetéw zdrowotnych wysoko rozwinigtych krajow Unii Europejskiej
pochlaniana jest przez walke z ranami przewlektymi (w tym ranami przewlektymi
zakazonymi) [7]. Obcigzenia bedace efektem ran przewlektych dla budzetow
panstwowych, innych niz zdrowotne, sg ci¢zkie do ocenienia, jednakze z pewnoscia
istotne.

Pacjenci z ranami przewlektymi doswiadczaja czesto wykluczenia ekonomicznego,
ktore zwigzane jest z ich ograniczong mobilnoscig (a co za tym idzie ograniczong
zdolnoscig do $wiadczenia pracy) oraz wykluczenia socjalnego (na przyktad na skutek
brzydkiego zapachu wydobywajacego si¢ z rany). Osoba z rang przewlekla wymaga
czesto (a biorac pod uwage moje do$wiadczenie praktyczne nalezatoby napisaé -
zazwyczaj) w procesie leczenia zaangazowania innych cztonkow rodziny lub zespotu
pielegniarskiego do przemywania rany czy zmian opatrunkow. Przede wszystkim
jednak pacjenci z ranami przewlektymi boryka¢ musza si¢ z bdélem i ciagla, czesto
wieloletnig, $wiadomos$cig zagrozenia ich zdrowia, a nawet zycia, co przeklada si¢ na
czeste wsrdd tej grupy pacjentdw dhugotrwale obnizenie samopoczucia, przeradzajace
si¢ nierzadko w stany depresyjne wymagajace leczenia psychiatrycznego oraz
farmakologicznego [8].

Dlatego opracowanie skutecznych metod leczenia ran przewlektych, szczegélnie tych

objetych procesem infekcyjnym, jest dziataniem wymaganym i koniecznym nie tylko



dla odcigzenia budzetow zdrowotnych, ale przede wszystkim dla zapewnienia

pacjentom mozliwo$ci bezpiecznego i godnego zycia.

2.2. Leczenie zainfekowanych ran przewleklych w Swietle aktualnych wytycznych
ogolnopolskich

Aktualne ogdlnopolskie wytyczne, opublikowane przez wieloosrodkowa grupe
ekspertow skupionych wokét Towarzystwa Leczenia Ran oraz Towarzystwa
Mikrobiologii Klinicznej, wyrdzniaja cztery filary prawidlowego leczenia ran [9]. Sa

nimi:

1) antybiotykoterapia ogdlnoustrojowa
2) debridement (oczyszczenie rany)
2) lawaseptyka i antyseptyka

3) zastosowanie opatrunkow aktywnych przeciwdrobnoustrojowo

W $wietle wytycznych, warunkiem koniecznym do uznania rany za zakazong i
poprzedzajacym wykonanie wyzej wymienionych s§rodkow terapeutycznych powinno
by¢ wyizolowanie za pomoca metod mikrobiologicznych czynnika etiologicznego
infekcji 1 okreslenie jego lekowrazliwosci. W przypadku braku mozliwosci wykonania
szybkiej diagnostyki mikrobiologicznej i koniecznosci podjgcia natychmiastowego
dziatania, wytyczne zalecaja zastosowanie oceny stanu zagrozenia rany infekcja za
pomoca algorytmu W.A.R. [ang. wounds at risk] [5] badz innego, ekwiwalentnego
systemu klinicznej oceny stanu mikrobiologicznego rany.

Jesli, na podstawie wynikow badan mikrobiologicznych badz parametrow klinicznych,

rana uznana zostanie za zakazona, zaleca si¢ podjecie antybiotykoterapii celowanej (w



pierwszym z powyzszych przypadkow) badz empirycznej (w drugim z powyzszych
przypadkow), do czasu uzyskania wynikow oceny lekowrazliwosci drobnoustroju oraz
rozpoczecie procedury debridementu.

Debridement lub oczyszczenie rany jest technika majaca na celu uzyskania czystego i
podatnego na leczenie tozyska rany dzigki usunigciu z niego zaburzajacych proces
gojenia czynnikéw endogennych - wysigku, ztogéw tkanki nekrotycznej i fibryny oraz
biofilmu tworzonego przez drobnoustroje a takze, jesli wystepuja, takich czynnikow
egzogennych jak pozostato$ci opatrunkéw (wtokna, fragmenty poliadsorbentu), czy
fragmentow wioknistych pochodzacych np. z przescieradta czy ubioru pacjenta, a takze
gleby 1 wszystkich innych elementéw (cial) obcych [10].

Obecnie najczesciej stosowang technikg debridementu jest oczyszczenie chirurgiczne
polegajace na usuni¢ciu tkanek nekrotycznych, fibryny, tkanek zmienionych na skutek
aktywnos$ci drobnoustrojéw za pomoca narzedzi chirurgicznych. Coraz czgsciej
stosowane s3 jednak, jako techniki mniej inwazyjne, metody oczyszczania
enzymatycznego wykorzystujace enzymy proteoliczne powodujace uplynnienie
martwych tkanek badz wysoko skuteczna larwoterapia, ktora z wykorzystaniem larw
muchy Lucilia sericata prowadzi nie tylko do usunig¢cia zmienionych chorobowo
tkanek, ale takze jest skuteczna w procesie eradykacji biofilmu tworzonych przez
drobnoustroje [11].

Osobng, nowg i intensywnie rozwijang technikg debridementu jest zastosowanie
opatrunkdw oczyszczajacych charakteryzujacych si¢ zdolnoscia do pochlaniania

wysigkow, sekwestracji drobnoustrojéw oraz do pobudzania ran do ziarninowania [12].
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Drugim z filarow leczenia/opieki nad rang wyrdznionym w aktualnych ogolnopolskich
wytycznych jest stosowanie preparatéw pltynnych zdolnych do mechanicznego wyptukania z
rany pozostatos$ci po wykonaniu debridementu lub/oraz do eradykacji drobnoustrojoéw w formie
biofilmowej infekujacych rang. W teorii, preparaty zawierajace srodki powierzchniowo czynne
a nie zawierajgce $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych nazywane sa lawaseptykami, a
preparaty zawierajace miejscowe Srodki przeciwdrobnoustrojowe nazywane sg antyseptykami
[6].

Jednak w praktyce znaczaca czg$¢ lawaseptykow zawiera w swym skladzie miejscowo
dziatajace $rodki przeciwdrobnoustrojowe, ktorych obecno$¢ warunkuje utrzymanie jatowosci
(konserwacje) lawaseptyku, a znaczna czg¢$¢ antyseptykdéw zawiera w swym sktadzie srodki
powierzchniowo czynne, poniewaz umozliwiajg one substancjom przeciwdrobnoustrojowym
penetracje w glab zlogdw martwicy 1 widknika oraz skuteczng eradykacje znajdujacego si¢ pod
nimi biofilmu. Rozréznienie tych dwdch rodzajow preparatéw ptynnych do stosowania na rang
utrudnione jest dodatkowo na skutek obwarowan prawnych dzielagcych poszczegélne grupy
produktéw na wyroby medyczne lub leki [13, 14, 15]. Do pozadanych cech wyrobow tego typu
nalezy brak cytotoksycznosci (w przypadku lawaseptykoéw) badz bardzo niska cytotoksycznosé
(w przypadku antyseptykow), bardzo niskie napigcie powierzchniowe, zgodno$é
farmaceutyczna z opatrunkami oraz, w przypadku antyseptykow, wysoka sita bojcza i zdolnos¢
do penetracji w glab warstw biofilmu [16]. Substancjami przeciwdrobnoustrojowymi
stosowanymi powszechnie w obu typach preparatow (jakkolwiek w réznych stezeniach) sg
dwuchlorek oktenidyny (OCT), poliheksanidyna (PHMB), powidon jodu (PVP-I) oraz
chlorheksydyna (CHX). Wyzej wymienione substancje wykorzystalem w niniejszej pracy do
impregnacji wytworzonych przeze mnie prototypowych opatrunkow celulozowych, dlatego w
ponizszej czeSci manuskryptu, przyblize charakterystyke kazdej z nich. Dodatkowo, z

powodow przedstawionych w sposob bardziej szczegdtowy w kolejnym podrozdziale,
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dokonatem zwigztej charakterystyki jedynego antybiotyku mogacego by¢ stosowanym w

ie]SCOW zeniu , mianowicli , kté 7€ Z W W i
miejsco leczeniu ran, mianowicie gentamyc ktora takze zastosowalem w badaniach

nad stworzeniem prototypowego opatrunku celulozowego stuzacego do zwalczania zakazen

wywolanych przez biofilmy tworzone przez drobnoustroje izolowane z ran przewlektych.

2.2.1. Charakterystyka poliheksanidyny, oktenidyny, powidonu jodu chlorheksydyny i

gentamycyny
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Poliheksanidyna [PHMB] [17] to mieszanina polimerow syntetycznych, ktérych budowa
chemiczna 1 strukturalna zblizona jest do matych peptydow o wihasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych wytwarzanych przez komorki przyranne oraz neutrofile. PHMB
oddziatuje selektywnie, uszkadzajac komponenty cytoplazmy, §ciany drobnoustrojow oraz
prowadzac do degradacji ich DNA.

Spektrum aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej poliheksanidyny obejmuje bakterie Gram (-) i
Gram (+) (ich formy planktoniczne oraz biofilmowe); a takze bakterie, ktore rozwingty
zdolno$¢ wnikania i namnazania si¢ wewnatrz komoérek eukariotycznych; PHMB oddziatluje
takze bojczo na grzyby drozdzopodobne oraz strzgpkowe, a takze na wybrane gatunki wirusow
ssaczych, w tym na ludzki wirus niedoboru odporno$ci (ang. HIV, Human Immunodeficiency
Virus).

Oktenidyna, dwuchlorek oktenidyny [OCT] [18], ktorej pelna nazwa chemiczna to (N,N’-
(1,10 dekanediyldi-1[4H]-pyridinyl-4-lideno) bis-(1-oktanamino) dwuchlorowodorek), jest
bispirymidyng posiadajaca dwa kationowe centra aktywne umiejscowione na rownolegle
zorientowanych koncach tancucha sacharydowego o charakterze hydrofobowym.Mechanizm
dziatania OCT, podobnie jak w przypadku PHMB, opiera si¢ na wigzaniu z ujemnie
natladowang $ciang komoérkowa bakterii 1 zaktoceniu jej integralno$ci a nastgpnie
funkcjonalno$ci. Prowadzi to do $miertelnego dla bakterii wycieku komponentow cytoplazmy
z komorki do srodowiska. Spektrum aktywnos$ci dwuchlorowodorku oktenidyny jest bardzo
szerokie i obejmuje bakterie Gram(-) oraz Gram(+) (jakkolwiek nie obejmuje przetrwalnikow
bakteryjnych), a takze grzyby i wirusy bezotoczkowe.

Powidon jodu (PVP-I) [19] to ztozona strukturalnie czgsteczka chemiczna sktadajaca si¢ z
nos$nika,  poliwinylopirolidonu  (powidonu), stabilizujacego  czasteczke  aktywna
przeciwdrobnoustrojowa, jaka jest jod. Mechanizm dziatania powidonu jodu opiera si¢ na

uwalnianiu tego pierwiastka z no$nika w roztworach wodnych i utlenianiu aminokwasow
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bakteryjnych, tworzeniu destabilizujagcych aktywno$¢ S$ciany komodrkowych mostkow
dwusiarczkowych oraz zaburzaniu struktury trzecio- i czwartorzedowa bialek drobnoustrojow,
co przektada si¢ na ich denaturacje¢ i $mier¢ mikroorganizmu. Jod wykazuje takze zdolno$¢ do
wigzania si¢ z nukleotydami tworzacymi DNA i1 RNA bakterii, co zaburza proces replikacji i
translacji wewnatrzkomorkowych. Jod posiada rdwniez zdolno$¢ do wigzania si¢ resztami
lipidowymi $cian komérkowych drobnoustrojow i, podobnie jak ma to miejsce w przypadku
PHMB oraz OCT, do zwigkszenia ich przepuszczalno$ci, a w efekcie do wycieku
komponentow komodrkowych do §rodowiska zewnetrznego. Spektrum aktywnosci PVP-I jest
bardzo szerokie i obejmuje zaréwno bakterie Gram (-), Gram (+), przetrwalniki bakteryjne,
mykobakterie, grzyby i ich zarodniki, a takze wirusy, pasozyty i pierwotniaki. Niedogodnoscia
w stosowaniu jodu w leczeniu ran jest jego sktonno$¢ do wigzania si¢ z biatkami wysieku i
elementami  morfotycznymi  krwi, co  prowadzi do obnizenia  aktywnego
przeciwdrobnoustrojowo st¢zenia tego antyseptyku w ranie, oraz mozliwo$¢ przenikania jodu
pierwiastkowego do organizmu pacjenta i odktadania si¢ np. w tarczycy.

Chlorheksydyna [20], ktorej pelna nazwa chemiczna to 1,1’-heksametylen-bid (5-[p-
chlorfenyl] biguanid, [CHX] jest zmodyfikowana biguanidyng sprz¢zong zazwyczaj z
glukonianem badZ octanem. Podobnie jak w przypadku oktenidyny i poliheksanidyny,
mechanizm aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej polega na zdolnosci tej molekuty do taczenia
si¢ i uszkadzaniu $cian komorkowych. Prowadzi to do wycieku komponentéw cytoplazmy do
srodowiska zewnetrznego i $§mierci drobnoustrojow. Chlorheksydyna jest w stanie taczy¢ si¢ z
DNA drobnoustrojow 1 zaburza¢ jego funkcjonalno$¢. Spektrum aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej chlorheksydyny jest wzglednie szerokie i obejmuje bakterie Gram
(+), bakterie Gram (-), grzyby, wirusy otoczkowe i pierwotniaki. Chlorheksydyna nie jest
aktywna wzgledem przetrwalnikéw bakteryjnych. Niedogodnoscia ptynaca ze stosowania CHX

jest mozliwo$¢ jej rozktadu do rakotworczej chloroaniliny a takze indukcja opornosci
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drobnoustrojow na antybiotyki na skutek aktywacji tak zwanych niespecyficznych pomp
effluksowych wyrzucajacych chlorheksydyng¢ z cytoplazmy bakterii ( raz aktywowane pompy
effluksowe, wyrzucaja z wnetrza komorki nie tylko CHX, ale takze szerokie spektrum
antybiotykow).

Gentamycyna [21] to antybiotyk aminoglikozydowy stosowany powszechnie w leczeniu
cigzkich zakazen, w tym ran oraz kosci. W $wietle aktualnych wytycznych, gentamycyna jest
jedynym antybiotykiem, ktory moze by¢ stosowany miejscowo w leczeniu ran, jesli znajduje
si¢ w kolagenowym no$niku (tak zwana gabka garamycynowa). Przyczyng tego stanu rzeczy
sa liczne doniesienia ptyngce zar6wno z zakresu nauk podstawowych, jak i klinicznych
wykazujacych, ze lokalna aplikacja gentamycyny w postaci gabki nie prowadzi do uwalniania
antybiotyku w zbyt niskich st¢zeniach oraz nie wywoluje efektow cytotoksycznych a jej
stosowanie przeklada si¢ na satysfakcjonujace efekty w walce z biofilmami (szczegdlnie

gronkowca ztocistego oraz pateczki ropy biekitnej) infekujacymi rany przewlekle.

2.2.2. Opatrunki stosowane w leczeniu ran przewleklych

Opatrunki stosowane sa do leczenia ran od zarania cywilizacji. Jakkolwiek starozytni Grecy
uwazali (nie bez pewnych racji), Ze rana sucha i odkryta goi si¢ szybciej niz rana wilgotna i
zakryta opatrunkiem, to Egipcjanie juz blisko 3 tysigce lat temu zalecali stosowanie i
przykrywanie rany li$¢mi z roslin o zaobserwowanych empirycznie wiasciwos$ciach gojacych
lub sztabkami zawierajagcymi miedz [22]. W po6zniejszych czasach takze Grecy zrewidowali
swoje podejscie przykrywajac rany o duzej powierzchni opatrunkiem z wygotowanej w wodzie
lub winie wetny. Od czasow Starozytno$ci podejscie do stosowania opatrunkow, szczegdlnie
opatrunkow aktywnych przeciwdrobnoustrojowych, ewoluowato wraz z poglebianiem si¢
naszej wiedzy o procesach zachodzacych w ranach a takze w raz z naszym poglgbiajacym sie

zrozumieniem roli, jakg w procesie gojenia si¢ rany odgrywa biofilm bakteryjny. Obecnie
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istniejace zasady doboru opatrunku opieraja si¢ (na naszym kontynencie) na opracowanym
przez Europejskie Towarzystwo Leczenia RAN (ang. European Wound Management

Association) algorytmie o akronimie T.I.M.E [23], ktérego rozwinigcie to:

. T (ang. tissue debridement) — opracowanie tkanek;

. I (ang. infection and inflammation control) — kontrola infekcji i cech stanu zapalnego;

. M (ang. moisture balance) — utrzymywanie odpowiedniego poziomu wilgoci w ranie;

. E (ang. edges, epithelialization stimulation) — opracowanie brzegéw rany i stymulacja
naskoérkowania.

W aspekcie stosowania opatrunkow aktywnych, kluczowe sg elementy ,,I”’ oraz ,,M” algorytmu.
Zrozumienie, ze zachowanie odpowiedniego poziomu wilgoci w ranie (a nie jej przesuszanie)
jest warunkiem koniecznym do szybkiego wygojenia bylo jednym z najistotniejszych
przetomdéw w leczeniu ran w czasie ostatnich kilkunastu lat, natomiast rozwoj technologii
umozliwiajacy wytwarzanie opatrunkow cechujacych si¢ ukierunkowanym, kontrolowanym
uwalnianiem silnie dziatajacych zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych, pozwolit na szybsze i
skuteczniejsze zwalczanie toczgcej si¢ w ranie infekcji. Zadaniem opatrunkéw aplikowanych
na rany zagrozone infekcjg jest hamowanie rozwoju drobnoustrojow 1 ich negatywnego wptywu
na proces gojenia ran, sekwestracja nadmiernej objetosci wysieku oraz niwelowanie brzydkiego
zapachu wydobywajacego si¢ z rany. Obecnie lekarz praktyk zajmujacy si¢ leczeniem ran
przewlektych ma do dyspozycji dziesiatki opatrunkow przeznaczonych do ré6znego rodzaju ran
przewlektych. W ponizszej czgsci pracy podjalem si¢ zwigzlej proby ich klasyfikacji, ktéra —
poza oczywistym elementem poznawczym — stuzy¢é ma umiejscowieniu 1 oznaczeniu
funkcjonalnosci prototypowych opatrunkow z biocelulozy, ktore po wytworzeniu poddatem

ocenie przedstawionej w czesci ,, Wyniki” niniejszego manuskryptu.
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W naszym kraju, prawdopodobnie z przyczyn ekonomicznych, w dalszym ciggu do oktadzin
ran przewlektych (mimo licznych przeciwwskazan) stosowane sa tak zwane opatrunki
tradycyjne, wystgpujace w postaci kompresow z gazy badz bawelny. Ich wilasciwosci
pochtaniania wysieku oraz zdolno$¢ do utrzymania ptynu sa wysoce ograniczone. Co wiecej,
zmiana opatrunku tego typu prowadzi¢ moze do uszkodzen ziarniny i spowolnienia procesu
gojenia [24].

Z kolei do nowoczesnych opatrunkéw aktywnych zaliczane s3 mi¢dzy innymi wytworzone z
karboksymetylocelulozy opatrunki hydrowlokniste, zdolne do szybkiego pochlaniania i
utrzymania wysicku we wnetrzu swojej struktury. W kontakcie z wysigkiem, opatrunki tego
typu przechodza w form¢ zelowa, zapewniajaca odpowiedni poziom wilgoci oraz relatywnie
wysoki stopien wymiany gazowej. Niedogodno$cia wynikajaca ze stosowania opatrunkdéw
hydrowloknistych jest konieczno$¢ zabezpieczenia ich opatrunkiem wtdrnym [25].
Opatrunki hydrozelowe to okladziny na ran¢ zbudowane z polimeréw zelatyny i
polisacharydoéw przeplatanych polimerami poliakrylamidowymi. W kontakcie z ptynem z rany,
opatrunki tego typu pecznieja. Korzys$cia ptynaca z ich stosowania jest przyspieszenie procesu
oczyszczenia samoistnego (autolizy) rany. Takze opatrunki hydrozelowe wymagaja
zabezpieczenia w postaci opatrunku wtornego, stosowane sg przede wszystkim do opieki nad
ranami suchymi i wytwarzajacymi mate objetosci wysieku [26].

Opatrunki hydrokoloidowe to oklady zawierajace cze$¢ aktywna koloidalna, przylegajaca
bezposrednio do rany oraz zewngtrzej warstwy polietylenowej pelnigcej role opatrunku
wtornego. Podobnie jak opatrunki hydrozelowe, takze hydrokoloid przyspiesza proces autolizy,
dodatkowo stymuluje on tworzenie nowych naczyn krwiono$nych w ranie i proliferacje
komorek ziarninujacych i epitelializujacych. Opatrunki hydrokoloidowe stosowane sg do ran

charakteryzujacych si¢  umiarkowanym i obfitym wysiekiem. Badania kliniczne nie
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potwierdzaja przydatnos$ci tego typu opatrunkdw do stosowania na rany suche i objete procesem
infekcji [27].

Opatrunki alginianowe s3 wytwarzane z polisacharydow produkowanych przez brunatnice.
Oktady te charakteryzuja si¢ wysoka zdolno$cig do absorbcji wysieku ( co wywoluje ich
zelowanie) oraz do sekwestracji tego ptynu z rany. Dodatkowa korzyscig plynaca z ich
stosowania jest zdolno$¢ do hamowania krwawienia i przy$pieszenia procesu krzepnigcia krwi.
Opatrunki alginianowe stosowane sa do ran o umiarkowanym oraz obfitym wysicku.
Wymagaja zatozenia opatrunku wtdrnego [28].

Opatrunki piankowe tworzone s3 z poliuretanu, materiatu charakteryzujacego si¢ bardzo
wysoka chtonnos$cia. Z racji swych wlasciwosci materialowych, opatrunki piankowe nadajg sie
do stosowania jedynie na rany wysiekujace (ich stosowanie na rany suche moze prowadzi¢ do
wystgpienia efektow niepozadanych) [29].

Opatrunki lipidokoloidowe TLC (ang. fechnology lipido-colloid) sa zbudowane z warstwy
poliakrylanu oraz warstwy lipidokoloidowej (karboksymetylocelulozy rozproszonej w
lipofilnej warstwie petrolatum). Podobnie jak opatrunki hydrowtdkniste i hydrokoloidalne,
opatrunek typu TLC wytwarza przy kontakcie z plynami z rany zel charakteryzujacy sie¢
niezwykle wysokg zdolno$cia chtonng oraz zdolno$cia d stymulacji procesu autolizy. Opatrunki
typu TLC moga by¢ stosowane na rany o obfitym, jak i skapym wysigku [30].

Opatrunki dekstranomerowe skladaja si¢ z usieciowanego kopolimeru dekstranu, ktory
posiada zdolno$¢ do przechodzenia w forme¢ zelu przy kontakcie z wysigkiem. Opatrunki
dekstranomerowe wyrdzniajg si¢ niezwykle wysokimi wlasciwosciami chtonnymi, stosowac je
mozna na rany o obfitym wysieku i na rany objete procesem infekcyjnym [31].

Jednoczesnie, w przypadku wiekszosci z przedstawionych powyzej typow opatrunkow

mozliwa jest ich modyfikacja polegajaca na impregnacji zwigzkami o charakterze
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przeciwdrobnoustrojowym, takimi jak srebro oraz opisane juz antyseptyki: poliheksanidyna,
oktenidyna, powidon jodu, chlorheksydyna oraz antybiotyk — gentamycyna.

W kolejnym podrozdziale przedstawiona jest charakterystyka bakteryjnej celulozy, okreslanej
mianem ,najbardziej obiecujacego biopolimeru ostatnich dziesigcioleci” ze szczegdlnym

naciskiem potozonym na aplikacje medyczne tego bioamteriatu.

2.2.2.1. Opatrunki z biocelulozy bakteryjnej

Bioceluloza [BC] wytwarzana jest przez Gram-ujemna, $cisle tlenowa bakteri¢ z gatunku
Komagataeibacter xylinus. Drobnoustrdj ten nalezy do szeroko rozpowszechnionej w
srodowisku naturalnym grupy funkcjonalnej bakterii okreslanej mianem bakterii kwasu
octowego [32]. Drobnoustroje te wystepuja w klimacie umiarkowanym, §rédziemnomorskim i
tropikalnym zasiedlajgc powierzchnie roslin, a szczegolnie owocow. Od lat 70-tych ubieglego
wieku, bakteria z gatunku K. xylinus stata si¢ istotnym biotechnologicznie mikroorganizmem
modelowym sluzagcym do wytwarzania biomateriatu okreslanego mianem bionano- lub
biocelulozy [33]. Ten nierozgat¢ziony biopolimer sktada si¢ z czasteczek B-D-glukopiranozy,
polaczonych wigzaniami [-1,4-glikozydowymi. Wytworzona przez K.xylinus celuloza
bakteryjna cechuje si¢ wysokim stopniem polimeryzacji oraz krystaliczno$ci. W odréznieniu
od celulozy roslinnej, celuloza pochodzenia bakteryjnego nie zawiera takich zanieczyszczen
jak hemiceluloza, pektyny, wosk oraz lignina, ktore wymagaja usunigcia. K.xylinus hodowany
w ptynnym medium odzywczym tworzy na styku faz woda-ciecz stosunkowo grubg i niezwykle
elastyczna Dbtong. Co wigcej, celuloza bakteryjna charakteryzuje si¢ catkowitg
biokompatybilnoscig i biodegradowalnoscig oraz brakiem oddzialywan cytotoksycznych
wzgledem komorek eukariotycznych [34]. Niezwykle istotng cecha BC s3g jej fenomenalne
wrecz parametry zwigzane ze zdolnos$cig do pochtaniania cieczy (si¢gajace 1000x masy suchej

celulozy) oraz zdolno$cig do utrzymania jej w swojej strukturze. Wymienione w powyzszej
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cz¢$ci manuskryptu cechy BC predysponuja ten biomaterial do zastosowania do celow
medycznych, szczegdlnie w charakterze opatrunku. Elastyczno$é¢, przezroczystos¢, wysoki
stopien wymiany gazowej, wysoka zdolno$¢ absorbcji cieczy i jej sekwestracji, wytrzymatos¢
mechaniczna, mozliwo$¢ wysycenia polimeru substancjami wspomagajagcymi gojenie oraz
zwigzkami przeciwdrobnoustrojowymi sprawiaja, ze coraz czgsciej wykonywane sa badania
majace na celu opracowanie technik wykorzystania BC jako okladziny z przeznaczeniem do
leczenia 1 pielegnacji ran przewlektych, w tym tych powiktanych procesem infekcyjnym [35].
W chwili obecnej, dostepne komercyjnie opatrunki z BC nie sg opatrunkami aktywnymi
przeciwdrobnoustrojowo, jakkolwiek w literaturze przedmiotu odnalez¢ mozna doniesienia o
zastosowaniu opatrunkéow z BC impregnowanych srebrem lub poliheksanidyng.

Nalezy mie¢ jednak $wiadomos¢, ze podobnie jak ma to miejsce w przypadku kazdego
biomateriatu pochodzenia zwierzg¢cego, ro§linnego czy bakteryjnego, czynnikami limitujacymi
jego uzyteczno$¢ moze by¢ zrdznicowanie parametroOw biomateriatu, ktére jest wynikiem jego
wytwarzenia poprzez zywe organizmy (a nie na drodze $cisle zdefiniowanych warunkow
syntezy chemicznej) [36].

W ostatnich latach prowadzone sg badania nad takimi modyfikacjami no$nikow celulozowych,
ktére prowadzilyby do kontrolowanej zmiany chtonnosci BC, a co za tym idzie do
kontrolowanej szybkosci uwalniania z no$nika substancji przeciwdrobnoustrojowej [37, 38].
Bioragc pod uwage wysoka chtonno$¢ biocelulozy mozna zalozy¢, ze uwalniajace si¢ z niej
wysokie stezenia substancji przeciwdrobnoustrojowej mogtyby stuzy¢ do eradykacji z tozyska

rany przewlektej biofilmu tworzonego przez drobnoustroje.
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2.3. Biofilm jako adaptacja drobnoustrojow umozliwiajaca im przezycie w Srodowisku
rany

Biofilm to spoteczno$¢ drobnoustrojéw cechujaca si¢ wysoka tolerancja wzgledem uktadu
odporno$ciowego oraz $srodkow przeciwdrobnoustrojowych — antybiotykéw i antyseptykow
[39]. W przypadku biofilméw tworzacych si¢ w ranach przewleklych stosowanie terminu
,»Spoleczno$¢ osiadla” jest uprawnione, natomiast wiadomo obecnie, ze biofilmy tworzace si¢
w innych niszach ciata mogg przybiera¢ formy unoszacych si¢ na styku fazy powietrze/ciecz
bton (analogicznie jak ma to miejsce w przypadku opisanego uprzednio biofilmu niepatogennej
bakterii K.xylinus) badz toczacych si¢ pod powierzchnig cieczy, luzno przylegajacych
agregatow otoczonych skapa macierza zewnatrzkomorkowa [40]. Macierz ta (ang. matrix)
stanowi rusztowanie, spichlerz oraz sie¢ komunikacyjng biofilmu.

Obecnie uwaza sie, ze biofilmy odpowiedzialne sa za 80% wszystkich zakazen szpitalnych, i
ze ta forma bytowania drobnoustrojow wywotuje blisko 70% zakazen ran przewlektych [41,
42]. Biofilm tworzony jest zazwyczaj przez $cisle przylegajace do siebie warstwy komorek,
ktére cechujg si¢ zréoznicowaniem poziomu aktywno$ci metabolicznej. Mikroorganizmy z
wyzszych warstw biofilmu (tzw. warstwy $rodkowe i1 szczytowe) cechuja sie wysokim
poziomem aktywnos$ci metabolicznej, podczas gdy komodrki warstwy podstawnej cechuja sie
niskim poziomem badz catkowicie zatrzymanym metabolizmem [43]. Zjawisko to w znaczacy
sposob obniza aktywno$¢ bakteriobdjcza antybiotykow dziatajacych na zasadzie hamowania
procesu transkrypcji czy translacji komorkowej. Zdolno$¢ biofilmu do przetrwania i
proliferacji w ranie przewleklej wiaze si¢ takze z cechami gatunkowymi drobnoustroju
tworzagcymi  biofilm, na przyklad =z mechanizmami opornosci na  S$rodki
przeciwdrobnoustrojowymi, zdolnoscia do mimikry molekularnej czy zdolnosciag do

zwalczania komorek efektorowych uktadu immunologicznego.
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Z mojego punktu widzenia, jako lekarza klinicysty, najistotniejszym jest fakt, ze drobnoustroje
w formie biofilmu cechuja si¢ znacznie wyzsza (siegajaca 1000x) tolerancja na $rodki
przeciwdrobnoustrojowe niz drobnoustroje w formie niezadherowanej (tak zwane komorki
planktoniczne) [44].

Biorac pod uwage czgsto$¢ oraz zagrozenie dla zdrowia i zycia pacjenta bedace rezultatem
toczacej si¢ infekcji, moim celem bylo opracowanie nowych, prototypowych opatrunkow z
bakteryjnej celulozy mogacych stuzy¢ eradykacji patogendw bedacych czynnikami
etiologicznymi zakazen ran przewleklych, z ktérymi najczgsciej spotykam si¢ w swojej
praktyce lekarskiej. Dlatego w kolejnym podrozdziale przedstawiona zostala krétka
charakterystyka 3 istotnych drobnoustrojow tworzacych biofilm w ranach przewlektych,

mianowicie gronkowca ztocistego, pateczki ropy bigkitnej oraz paciorkowca katowego.

2.4. Charakterystyka drobnoustrojow poddanych badaniu

Gronkowiec zlocisty (Staphylococcus aureus) to Gram-dodatni ziarniak wywotujacy szerokie
spektrum infekcji. Drobnoustroj ten, w warunkach zdrowia, kolonizuje skoére oraz przedsionek
nosa. Szacuje si¢, ze do 50% populacji jest nosicielami gronkowca ztocistego bez wystapienia
objawow chorobowych; jednakze uwaza si¢, ze nosicielstwo Staphylococcus aureus jest
punktem wyjscia do zakazenia w przypadku ostabienia uktadu immunologicznego badz
naruszenia bariery ochronnej, jaka stanowi skora. Struktura i cechy biofilmu gronkowca
ztocistego charakteryzuje si¢ wysoka zmiennoscig i adaptywnos$cia i uwarunkowane sg przede
wszystkim niszg ciala kolonizowana/infekowang przez drobnoustrdj. Gronkowiec zlocisty
zdolny jest do produkcji szerokiego wachlarza enzymow litycznych oraz toksyn Wywotywaé
moze infekcje skory, tkanek migkkich, ran, krwi, wsierdzia, narzadow wewngtrznych, drog

moczowych, oddechowych oraz kosci. W ostatnich latach odnotowywany jest istotny wzrost

22



opornosci tych ziarniakdw na antybiotyki, co zwigzane jest prawdopodobnie z naduzywaniem
tych srodkoéw przeciwdrobnoustrojowych w srodowisku szpitalnym i pozaszpitalnym [45, 46].
Paleczka ropy blekitnej (Pseudomonas aeruginosa) to najwazniejszy z klinicznego punktu
widzenia przedstawiciel swojego rodzaju. Jest to  Gram-ujemna pateczka, patogen
oportunistyczny, zdolny do wywotania cigezkich zakazen, szczegdlnie u pacjentow z
uposledzonym uktadem odpornosciowym. Podobnie jak w przypadku gronkowca zlocistego,
takze pateczka ropy blekitnej izolowana moze by¢ z szerokiego spektrum infekcji
obejmujacego zakazenia skory, tkanek migkkich, ran (szczegoOlnie oparzen), uktadu
moczowego i oddechowego, rogowki oraz blony sluzowej ucha zewngtrznego, krwi, wsierdzia
oraz kos$ci. Pseudomonas aeruginosa charakteryzuje si¢ takze wysoka opornoscia (naturalng
jak 1 nabyta) na antybiotyki oraz niektdre antyseptyki (szczegdlnie chlorheksydyne). Pateczka
ropy biekitnej zaliczana jest do najgrozniejszych patogenéw wywotujacych infekcje szpitalne
takze ze wzgledu na wysoka zdolno$¢ do tworzenia biofilmu, szczegdlnie w srodowiskach o
podwyzszonej wilgotnosci [45, 47].

Paciorkowiec kalowy (Enterococcus faecalis) jest Gram-dodatnim, wzglednie beztlenowym
ziarniakiem przystosowanym do zycia w uktadzie pokarmowym, dlatego tez stosunkowo
czgsto (na skutek wystepujacych problemow z utrzymaniem higieny wsrod pacjentéw z ranami
przewlektymi) izolowany jest ze specyficznego typu ran przewlektych, jakim sa owrzodzenia
goleni. Czynnikiem utrudniajacym eradykacje Enterococcus jest ich wysoka opornos¢
naturalna i nabyta na antybiotyki. Do pierwszego ze wzmiankowanych typow nalezy oporno$¢
na antybiotyki B-laktamowe, klindamycyne, aminoglikozydy oraz trimetoprim w potaczeniu z
sulfametoksazolem. Enterococcus izolowane s3 nie tylko z zakazen goleni, ale takze (z tych
samych powoddéw, co uprzednio wspomniane) z infekceji odlezyn oraz stopy cukrzycowej [45,

48].
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Narastajgca czegsto$¢ wystgpowania ran przewlektych oraz trudno$ci z usuwaniem z nich
biofilmu tworzonego przez drobnoustroje byla przyczyna, dla ktoérej podjatem si¢ wykonania
badan przedstawionych w do$wiadczalnej czg$ci niniejszej pracy. Biorac pod uwage kondycje
finansowa sektora opieki zdrowotnej w naszym kraju, podjalem si¢ wytworzenia i oceny
wlasciwosci fizycznych oraz biologicznych roznych typow opatrunkéw celulozowych
wysyconych srodkami przeciwdrobnoustrojowymi. Biorgc pod uwage niski koszt wytworzenia
opatrunkdw tego typu, mam nadziej¢, ze wyniki moich badan stang si¢ impulsem wiodacym do

rozwoju nowych sposoboéw leczenia ran przewlektych powiktanych procesem infekcyjnym.
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Cel pracy

Celem pracy bylo wytworzenie i analiza wlasciwosci fizycznych i biologicznych
nosnikow biocelulozowych wysyconych antyseptykami:

- dwuchlorowodorkiem oktenidyny,

- poliheksanidyna

- powidonem jodu

- chlorheksydyna

lub antybiotykiem:

- gentamycyna

charakteryzujacych si¢ zroznicowang (kontrolowang) szybkos$cia uwalniania
substancji aktywnej

pod katem ich zastosowania do eradykacji biofilmu tworzonego przez Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis oraz Pseudomonas aeruginosa - drobnoustrojow

wywotujacych infekcje ran przewlektych.
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4. Materialy i Metody

4.1. Uzyte szczepy bakteryjne oraz linia eukariotyczna komérek fibroblastow 1.929

Do celow eksperymentalnych zastosowano szczep gronkowca zlocistego Staphylococcus
aureus z Amerykanskiej Kolekcji Szczepéw Wzorcowych American Tissue and Cell Culture,
o numerze 33591 [szczep metycylinooporny] oraz szczep Staphylococcus aureus ATCC6538
charakteryzujacy si¢ metycylino-wrazliwoscig. W badaniu wykorzystano takze bakteri¢ Gram-
ujemng Pseudomonas aeruginosa ATCC15442 oraz Gram-dodatniego ziarniaka Enterococcus
faecalis ATCC29212. Nosniki celulozowe natywne (3,7,12-dniowe) zostaty wytworzone z
uzyciem szczepu Komagateibacter xylinus ATCC53524. Szczepy bakteryjne wykorzystane w
tej pracy stanowig czes¢ Kolekcji Szczepoéw Katedry 1 Zaktadu Mikrobiologii Farmaceutycznej
1 Parazytologii Wydziatu Farmaceutycznego z Oddzialem Analityki Medycznej Uniwersytetu
Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu.

W badaniach nad przezywalnos$cig 1 cytotoksyczno$cig na skutek aktywnos$ci antyseptyku i
antybiotyku uwalnianych z no$nikow celulozowych zastosowano lini¢ komorkowa

fibroblastéw ATCC L929.

4.2. Zastosowane substancje przeciwdrobnoustrojowe
W badaniu wykorzystano:

a) antyseptyk o skladzie: 0,1% undecylenamidopropylobetaing, 0,1% biguanid

poliaminopropylowy i wod¢ oczyszczong — w pracy okreslany jako ,,PHMB”.

b) antyseptyk o skladzie: 0,1% dwuchlorowodorek oktenidyny 2% fenoksyetanol,
kokamidopropyiobetaing - roztwor 30 %, sodu D-glukonian, glicerol 85 %, sodu wodorotlenek,

sodu chlorek, wode oczyszczong — w pracy okreslany jako ,,OCT”.

c) antyseptyk o sktadzie: 0,05% octan chlorheksydyny - w pracy okreslany jako ,,CHX".
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d) antyseptyk o sktadzie: 7,5g powidonu jodu (10% dostepnego jodu), substancje pomocnicze:
dwuwodzian fosforanu monosodowego, jodan sodowy, eter makro-golu laurylu 9 EO (Ph.Eur.),

wodorotlenek sodu, woda oczyszczona — w pracy okreslany jako ,,PVP-1".

e) wodny roztwdr siarczanu gentamycyny przygotowany z antybiotyku w postaci stalej

(sypkiej) — w pracy okreslany jako ,,G”.

4.3. Wytworzenie nosnikow celulozowych BC
Szczep Komagateibacter xylinus ATCC53524 hodowano w medium Hestrin-Shramm [H-S],

zawierajagcym:

- 2 % glukoze

- 0,5% baktopeptonu

- 0,5% ekstraktu drozdzowego

- 0,27% wodorofosforanu sodu

- 0,115% kwasu cytrynowego

- 0,05% heptahydratu siarczanu magnezu

- 1% etanolu

Szczep znajdujacy si¢ w stanie zamrozenia (-80°C) wprowadzano do ptynnego podioza
Herstina-Shramma 1 poddawano inkubacji w temperaturze 28°C do czasu wytworzenia dysku
celulozowego. Nastepnie, w celu rozpuszczenia dysku 1 uzyskania wysokiej liczby zywych
komorek bakterii, celuloz¢ poddawano rozpuszczeniu za pomoca celulazy w buforze
cytrynowym w temperaturze 37°C w tazni wodnej. Po zakonczeniu inkubacji, uzyskang

zawiesing poddawano wirowaniu (15min/5000 rpm; wiréwka Schuttigen 96). Po zakonczonym
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wirowaniu supernatant zlewano, a osad dwukrotnie przeptukiwano ptynem fizjologicznym, za
kazdym razem powtarzajac proces wirowania. Oczyszczony osad bakteryjny zawieszono
ponownie w medium H-S i w objetosci 2mL wprowadzano do dotkdéw mikrotitracyjnych ptytek
24-dotkowych ($rednica studzienek wynosi 15mm). Bakterie K.xylinus w pltynnym medium
HS hodowano w temperaturze 28°C przez 3 lub 7, lub 12 dni do czasu wytworzenia no$nikow
celulozowych o roznej grubosci. Nastepnie nosniki BC inkubowano w 0.1M roztworze
wodorotlenku sodu w temperaturze 80°C w fazni wodnej w celu lizy komoérek bakteryjnych.
Po zakonczeniu lizy no$niki celulozowe przemywano jalowa woda do czasu ustabilizowania
si¢ wartosci pH (mierzonej za pomocg indykatora paskowego). Tak uzyskane no$niki, w
zalezno$ci od czasu hodowli (3,7,12 dni) okre$lane sa w dalszej czgsci pracy mianem BC-3,
BC-7, BC-12, odpowiednio.

Dodatkowo, w pracy wykorzystano no$niki celulozowe, modyfikowane olejem badz kwasem
cytrynowym.

W przypadku nosnika celulozowego modyfikowanego olejem, w dalszej czgsci pracy
okreslanego mianem BC-70, proces jego wytworzenia byt analogiczny do procesu
wytworzenia nosnika BC-7, z tg r6znicg, ze medium hodowlane stanowito ptynne podtoze H-
S suplementowane 1% olejem rzepakowym. Po zakonczonym procesie hodowli olej usuwano
za pomocg standardowej techniki Soxhleta.

Do wytworzenia no$nika BC modyfikowanego kwasem cytrynowym postuzono si¢ no$nikiem
typu BC-7, ktory po oczyszczeniu za pomocg NAOH inkubowano przez 24h w 20% (w/v)
kwasie cytrynowym, a nastgpnie poddawano zapiekaniu w temperaturze 160°C przez 5 minut.
Po zakonczeniu procesu zapiekania, nosniki typu BC-7CA poddawane byty ptukaniu w wodzie

destylowanej do czasu osiagni¢cia pH=6.
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4.4. Cechy fizyczne nosnikow celulozowych

Waga mokrych i suchych no$nikow celulozowych BC-3,7,12 oraz BC-70, BC-7A zostata
okreslona za pomocg wagi analitycznej PA Pioneer OHAUS PA114C/1. Suszenie no$nikow
opierato si¢ na ich 6-godzinnej inkubacji w suszarce typu Binder AP, w temperaturze 60°C
Pomiary przeprowadzone zostaly w 6 powtdrzeniach technicznych oraz w 3 pomiarach
niezaleznych.

4.4.1. Szybko$¢ pochlaniania wody przez nosniki celulozowe niemodyfikowane i
modyfikowane

Nosniki celulozowe poszczegolnych typéw pocigto na fragmenty o wymiarach Ixlcm i
poddano suszeniu w suszarce Binder AP w temperaturze 60 °C przez okres 6 godzin, a
nastepnie zwazono z wykorzystaniem wagi analitycznej PA Pioneer OHAUS PA114C/1.
Nastepnie, analizowany fragment nos$nika wprowadzono na czas 1 minut¢ do naczynia
zawierajacego wode destylowang (temperatura pokojowa). Nastepnie nosnik wyciggano,
ocierano delikatnie bibutg filtracyjng i poddawano procesowi wazenia. Proces powtarzano do
momentu braku przyrostu wagi nosnika. Zaro6wno proces nasgczania nos$nikow oraz ich
wazenie wykonano w szesciu powtorzeniach. Uzyskane wyniki zobrazowano wykorzystujac
warto$¢ procentowego poziomu szybkosci pochtaniania wody przez no$nik BC [%SR, ang.
Swelling Rate]. Wartos¢ %SR obliczono w nastgpujacy sposob: % SR = [(mokra masa

nosnika BC - sucha masa nos$nika BC) / sucha masa nosnika BC] x 100%.

Analogiczne pomiary wykonywano takze dla no$nikéw celulozowych wysyconych badanymi

antyseptykami oraz antybiotykiem.
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4.4.2. Zdolnos¢ do utrzymania cieczy przez niemodyfikowane i modyfikowane nosniki BC
Niemodyfikowane i modyfikowane no$niki BC wprowadzono do wody destylowanej na okres
24h zapewniajac tym samym najwyzsza mozliwg absorbcj¢ cieczy przez nosnik. Nastepnie
no$niki wyjmowano, przecierano delikatnie bibulg filtracyjng i wazono na wadze analitycznej
PA Pioneer OHAUS PA114C/1. Po zakonczeniu procesu wazenia, nosniki BC poddawano
inkubacji w czasie do 400 min. i w temperaturze wynoszacej 60°C, a nastgpnie ponownie
poddawano wazeniu. Obliczenia zdolno$ci utrzymania cieczy przez niezmodyfikowane i
modyfikowane nosniki BC  wykonywano z uzyciem nast¢pujacego  wzoru:
Zdolno$¢ do utrzymania cieczy przez nosnik [% WHC, ang. water-holding capacity] =

(Wm-Wp)/Ws*100%;

Gdzie:

Wm - waga mokrego nos$nika BC;

Wp — waga nosnika BC suszonego do 400minut/60°C;

Ws — waga catkowicie wysuszonego nosnika BC.

Analogiczne pomiary wykonywano takze dla no$nikow BC wysyconych antyseptykami i
antybiotykiem.

4.4.3. Wysycenie nosnikow modyfikowanych i niemodyfikowanych antyseptykami i
antybiotykiem

W celu wprowadzenia zwigzkoéw przeciwdrobnoustrojowych do no$nikdéw, poszczegdlne typy
nos$nikow BC wprowadzano do objetosci Sml badanych antyseptykdéw badz antybiotyku na
okres 96h w temperaturze pokojowej. Uktad zabezpieczono przed parowaniem oraz
wysychaniem. Co 24h, z uktadu badawczego pobierano pipeta automatyczng 200uL roztworu

1 przeprowadzano pomiar absorbancji przy dtugos$ci fali odpowiedniej dla danego antyseptyku
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badZz antybiotyku. Analiz¢ wykonano w 3 powtorzeniach technicznych, w 3 niezaleznych,
oddzielonych czasowo pomiarach.

4.4.4. Uwalnianie antyseptykow i antybiotyku z niemodyfikowanych i modyfikowanych
nosnikow BC

Do oceny poziomu uwalniania badanych antyseptykow 1 antybiotyku z nos$nikéw BC,
wykorzystano metode spektrometryczng (spektrometr MultiScan Go). Nos$niki BC poddano
inkubacji 300 minut/ 37 °C w zamkni¢tych naczyniach, do ktérych uprzednio wprowadzono
SmL destylowanej wody. W interwatach czasowych wynoszacych: 5, 15, 30, 45, 60, 90, 120,
180 oraz 300 min roztwdér w objetosci wynoszacej 200 puL nakrapiano do studzienek
mikroptytki typu UV 1 dokonywano pomiaru spektrometrycznego absorbancji przy
odpowiednich dla kazdego z badanych antyseptykéw i antybiotyku dilugosciach fali. Do
pomiaru zastosowano tzw. ,,working solutions” antyseptykow, z wyjatkiem PVP-I, ktérego
bragzowy kolor wymusit 10xkrotne rozcienczenie w celu przeprowadzenia analizy. Po
wykonaniu badania spektrometrycznego, 200 uL badanych roztworéw wprowadzano ponownie
do naczyn zawierajacych antyseptyki lub antybiotyk.

4.5. Okreslenie Minimalnego Stezenia Hamujacego (MIC) antyseptykow i antybiotykow
wzgledem analizowanych szczepow bakteryjnych.

W celu wyznaczenia minimalnego st¢zenia hamujgcego (MIC) badanych antyseptykow i
antybiotyku  zastosowano metod¢ mikrorozcienczen w  96-dotkowych  plytkach
polistyrenowych, opierajagc si¢ na zasadach opracowanych przez EUCAST. Szczepy
wysiewano z odpowiednich podidz statych na podloza plynne i poddawano 24-godzinnej
inkubacji w temperaturze 37°C. Nastepnie, stosujac densytometr ustalano gestos¢ hodowli
ptynnej na 1x10% komoérek/mL (tzn. 0.5 w skali McFarlanda). Uzyskang zawiesine
doprowadzano do gestosci 1x10° komérek/mL rozcienczajac 0.5MF 100-krotnie z uzyciem

TSB. Do uprzednio przygotowanej ptytki titracyjnej, wprowadzono do studzienek o numerach
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1-12, 100uL ptynnego podioza TSB. Nastepnie, do dotka o numerze 10 wprowadzono 100puL
antyseptyku badz antybiotyku i wykonano szereg geometrycznych rozcienczen — w kierunku
dotka nr 1. Uzyskawszy szereg rozcienczen substancji czynnej, do studzienek 1-10 oraz 12
wprowadzano 100ul zawiesiny bakteryjnej o gestoéci 1x10° komorek/ml. Dotek 11 wypetniony
sterylng pozywka ptynng stanowit kontrole jatlowosci do§wiadczenia; dotek 12 stanowil za$
kontrole zyznos$ci podtoza (do pozywki wprowadzano jedynie badany szczep bakteryjny).
Przygotowang w wyzej opisany sposob ptytke titracyjna poddano ocenie absorbancji stosujac
spektrometr Multiscan Go przy dtugosci fali wynoszacej 590nm. Nastepnie, ptytke inkubowano
24h w temperaturze 37°C 1 ponownie wykonano pomiar spektrometryczny. Wartos¢
absorbancji w studzience zawierajacej kontrole zyznosci traktowano jako 100% i wzglgdem
niej oszacowano poziom zahamowania wzrostu drobnoustroju na skutek aktywnos$ci

antyseptyku badz antybiotyku stosujac wzor:

poziom zahamowania wzrostu drobnoustroju = 100% - [warto$¢ absorbancji w
studzience z zawiesing drobnoustrojow i antybiotykiem badz antyseptykiem/warto$¢
absorbancji w studzience zawierajacej kontrole zyzno$ci*100%]. Kazdy pomiar
przeprowadzono w trzech powtorzeniach.

4.6. Wyznaczenie Minimalnego Stezenia Eradykujacego Biofilm (MBEC) antyseptykow i
antybiotyku wzgledem analizowanych szczepow bakteryjnych

Z 24-godzinnej hodowli ptynnej badanego patogenu sporzadzano zawiesine o gestosci 1x10°
komorek/mL (0.5McFarlanda). Zawiesing t¢ rozcienczano nastepnie 100-krotnie w bulionie
TSB. 100uL tak otrzymanej zawiesiny bakterii o gestosci wynoszacej 1x10° komorek/mL
nakropiono do dotkéw 1-10 oraz 12 phytki titracyjnej. Dotek 11 stuzyt jako proba jatlowosci
wykonania doswiadczenia (napetniano go sterylng pozywka TSB), a dotek 12 jako kontrola
zdolnos$ci badanego drobnoustroju do tworzenia biofilmu na powierzchni polistyrenowe;j. Tak

przygotowang ptytke poddawano inkubacji przez okres 24h/37°C. Po zakonczeniu inkubacji
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zawiesing usunigto, a dotki przeptukano trzykrotnie solg fizjologiczng w celu usunigcia luzno
zadherowanych komorek bakteryjnych. Do studzienek wprowadzono 100pL bulionu TSB, a
nastepnie do studzienki nr 10 - 100pL antyseptyku badz antybiotyku i wykonano rozcienczenie
w postepie geometrycznym do kolejnych studzienek plytki. Po wykonaniu tej czgsci
przygotowawczej, plytki inkubowano 24h/37°C. W celu okre$lenia minimalnego st¢zenia
antyseptykow/antybiotyku eradykujacego biofilm badanych szczepow patogennych
wykorzystano metode 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 zywych mikroorganizméw wykazujacych aktywnosé
metaboliczng. Za minimalne st¢zenie eradykujace biofilm MBEC przyjmowano stezenie
substancji przeciwdrobnoustrojowej w pierwszym dotku, w ktorym po 24 godzinach od
inkubacji z TTC, nie doszto do zmiany zabarwienia. W celu dodatkowej weryfikacji
poprawnosci okreslenia warto§ci MBEC, wykonano pomiar absorbancji przy dlugosci fali
580nm w czytniku ptytek. Uzyskane wartosci absorbancji poréwnano z wartosciami
absorbancji dla obu zastosowanych préb kontrolnych, to znaczy dla kontroli jalowosci
doswiadczenia oraz dla kontroli zdolnosci badanych szczepow do tworzenia biofilmu. Kazdy

pomiar przeprowadzono w trzech powtorzeniach.

4.7. Ocena aktywnoSci przeciwdrobnoustrojowej substancji uwalniajacych si¢ no$nikow
celulozowych celulozowego z wykorzystaniem zmodyfikowanej metody dyfuzyjno-

krazkowej

Nosniki BC wysycone antyseptykami badz antybiotykiem natozono na plytki zawierajgce
podioze Muellera-Hintona, na ktore posiano uprzednio zawiesing badanego drobnoustroju o
gestosci wynoszacej 0,5 McFarlanda metoda ,,na murawe”. Ptytke wraz z drobnoustrojami i

nosnikami BC inkubowano przez 18 godzin w temperaturze 37°C. Nastepnie dokonano
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pomiarow $rednich stref zahamowania wzrostu (w mm) murawy bakteryjnej dookota no$nikow
BC. Badanie wykonano w trzech powtdrzeniach.
4.8. Okreslenie aktywnosci przeciwbiofilmowej badanych nos$nikow celulozowych

zawierajacych srodki przeciwdrobnoustrojowe z uzyciem metody Antimicrobial Dressing

Activity Measurement [49]

Analizowane szczepy przesiano z podtozy agarowych statych do bulionu tryptozowo-sojowego
1 poddano inkubacji przez 24h w temperaturze wynoszacej 37°C. Otrzymane zawiesiny
bakteryjne rozcienczono do gestosci wynoszacej 0,5McFarlanda, a nastepnie z wykorzystaniem
korkoboru o $rednicy wynoszacej 8mm, z agaru BHI wylanego do studzienki phytki 24-
dotkowej wycigto korek (ang. stack) agarowy. Korek pocieto na 3 agarowe dyski o rownej
grubosci, ktore przetozono do kolejnej plytki 24-dotkowej. Do studzienek zawierajacej dyski
wprowadzono po ImL zawiesiny analizowanych mikroorganizméw o gestoéci 10° cfu/mL i
poddano inkubacji przez 24h/37°C. W tym czasie dochodzito do wytworzenia na powierzchni
dyskow biofilmu. Obecno$¢ biofilmu na dyskach agarowych potwierdzano za pomocg techniki
Richardsa wykorzystujacej przeksztatcanie si¢ chlorku tetrazoliowego do czerwonego
formazanu w obecnosci zywych komorek. Nastepnie trzy dyski z biofilmem utozono w dotkach
ptytki 24-dotowej (otoczonej stalg pozywka Brain-Heart Infusion Agar) jeden na drugim. Dysk
potozony na dnie ptytki okreslany jest literg ,,B” (ang. bottom — dolny), kolejny dysk to dysk
»M” (ang. middle — srodkowy), natomiast dysk gérny oznaczano literg ,,C” (ang. contact —
kontaktowy). Na dysk C natozono no$nik BC wysycony antyseptykiem badz antybiotykiem
(grupa badana) albo dysk celulozowy niewysycony antyseptykiem/antybiotykiem (kontrola
doswiadczenia). Po uplywie 24h nosniki BC usuwano, a dyski agarowe poddawano 4h
inkubacji z medium TSB zawierajacym 1% chlorek 2,3,5-trifenylo-2H-tetrazoliowy TTC. Po
uplywie 4h, dyski z biofilmem przenoszono do ImL etanolu 99% i poddawano mechanicznemu
wytrzasaniu na wytrzasarce ptytek (Schuttiken, Niemcy) przez okres pot godziny. W kolejnym

etapie, supernatant zawierajacy czerwony barwnik (formazan) poddano analizie
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spektrometrycznej przy dlugosci fali 490nm. Uzyskane wartosci absorbancji przy dlugosci fali
490nm dla biofilmu rosnacego w ukladzie doswiadczalnym, w ktérym wykorzystano no$nik
BC nienasycony $rodkiem przeciwdrobnoustrojowym, przyjmowano jako 100% i1 wzgledem
tych warto$ci absorbancji liczono redukcje biofilmu, do ktérej doszto na skutek aktywnosci
zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych wydostajacych si¢ z opatrunkdw. Pomiary
wykorzystujace metode A.D.A.M. przeprowadzono 3-krotnie, a kazdy pomiar w szeSciu
powtorzeniach technicznych.

Schemat wykonania metody A.D.A.M. zobrazowano na Rycinie 2.
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I. Utworzenie biofilmu na dysku agarowym
Wigj po 2 ml 2% agaru bakteriologicznego do dolkéw plytki 24-dolkowej

Napelnij szalkg 2% agarem bakteriologiczym. Po zastygnigeiu, Po zastygnigciu, wytnij korkoborem fragment agaru.

wytnij dyski agarowe za pomocg korkoboru.
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: ~
QO LY

. . Dyski agarowe

’
'
’
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’‘
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oy | zawiesing badanego szczepu
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Medium _—- > @ Dysk Srodkowy ,M"
dysk / ——— Dysk Dolny .B"
II. Analiza wlasciwosci przeciwbiofilmowych opatrunku Usut opatrunck i przenies dyski do nowej plytki
. . 24-dolkowej
Umicid opatrunck bezpodrednio na dysku C
N opatrunck
. (@)
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- ki iieoats blof A Q0 | Okresl stopich prze2ycia
komorek tw ch biofil
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’
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Ryc.2. Schemat wykonania metody A.D.A.M. Rycing wykorzystano dzigki uprzejmosci dr
Adama Junki z Katedry i Zaktadu Mikrobiologii Farmaceutycznej i Parazytologii
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4.9. Okreslenie aktywnosci przeciwbiofilmowej badanych nos$nikow celulozowych
zawierajacych srodki przeciwdrobnoustrojowe z uzyciem zmodyfikowanej metody

Antimicrobial Dressing Activity Measurement

Analizowane szczepy przesiano z podtozy agarowych statych do bulionu tryptozowo-sojowego
1 poddano inkubacji przez 24h w temperaturze wynoszacej 37°C. Nastepnie, zawiesiny
bakteryjne rozcienczono do gestosci wynoszacej 0,5McFarlanda. Za pomocg korkoboru o
srednicy wynoszacej 8mm, z agaru BHI wylanego do studzienki ptytki 24-dotkowej wycigto
korek (ang. stack) agarowy. Korek pocig¢to nastepnie na 3 agarowe dyski o rownej grubosci,
ktore przetozono do kolejnej ptytki 24-dotkowej. Do studzienek zawierajacej dyski
wprowadzono po ImL zawiesiny analizowanych mikroorganizméw o gestoéci 10° cfu/mL i
poddano inkubacji przez 24h/37°C. W tym czasie dochodzito do wytworzenia na powierzchni
dyskow biofilmu. Obecno$¢ biofilmu na dyskach agarowych potwierdzano za pomocg techniki
Richardsa wykorzystujacej przeksztatcanie si¢ chlorku tetrazoliowego do czerwonego
formazanu w obecnosci zywych komorek. Dysk pokryty biofilmem wprowadzono do
studzienki agarowej w dotku plytki 24-dotkowej. Pozostalg przestrzen wypetiono ptynnym
medium imitujgcym sztuczny wysigk, ktory sktadat si¢ z bulioun tryptozowo-sojowego, do
ktorego wprowadzono surowiczg albuming wotowg (ang. BSA, bovine serum albumin)
uzyskujac jej stezenie wynoszace 4,5% oraz glukoze, ktorej stezenie koficowe wynosito
32mg/dL. Na gore studzienki agarowej naktadano nosniki BC wysycone antyseptykami lub
antybiotykiem oraz, w charakterze préby kontrolnej, no$niki BC niewysycone
antyseptykiem/antybiotykiem. Ptytke zawierajacg biofilm, sztuczny wysigk oraz nosniki BC
inkubowano 24h/37°C. Nast¢pnie, nosniki BC usuwano, a dyski agarowe poddawano 4h
inkubacji z medium TSB zawierajacym 1% chlorek 2,3,5-trifenylo-2H-tetrazoliowy TTC. Po
uplywie 4h, dyski z biofilmem przenoszono do ImL etanolu 99% i poddawano mechanicznemu

wytrzasaniu na wytrzasarce ptytek (Schuttiken, Niemcy) przez okres po6t godziny. W kolejnym
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etapie, supernatant zawierajacy czerwony barwnik (formazan) poddano analizie
spektrometrycznej przy dlugosci fali 490nm. Uzyskane wartosci absorbancji przy dlugosci fali
490nm dla biofilmu rosnacego w ukladzie doswiadczalnym, w ktérym wykorzystano no$nik
BC nienasycony $rodkiem przeciwdrobnoustrojowym, przyjmowano jako 100% i1 wzgledem
tych warto$ci absorbancji liczono redukcje biofilmu, do ktérej doszto na skutek aktywnosci
zwigzkéw  przeciwdrobnoustrojowych wydostajacych si¢ z opatrunkéw. Pomiary
wykorzystujace zmodyfikowang metode A.D.A.M. przeprowadzono 3-krotnie, a kazdy pomiar
w szesciu powtorzeniach technicznych. Roéznice polegajaca na zastosowaniu w
zmodyfikowanej metodzie A.D.A.M. jednego, zamiast trzech dyskow agarowych i
uzupehnienie powstatej w studzience przestrzeni plynem imitujagcym wysigk przedstawiono na

Rye.3.
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zmodyfikowany test A.D.A.M.: Srodowisko imitujace wysiekujaca rane przewlekly

nosnik celulozowy BC

substancja
przeciwdrobnoustrojowa

Ptyn imitujgey
wysigk
Potencjalne
interakcje miedzy
Agar Brain Heart Infusion substancja przeciw-
drobnoustrojowa a
skladowymi wysieku
Biofilm na
dysku
agarowym

Ryc.3. Zasada dzialania zmodyfikowanego testu A.D.A.M. Rycing wykorzystano dzigki
uprzejmosci dr Adama Junki z Katedry i Zakladu Mikrobiologii Farmaceutycznej i
Parazytologii.

4.10. Obrazowanie nosnikéw celulozowych za pomoca Skaningowej Mikroskopii

Elektronowej

Nosniki celulozowe niemodyfikowane 1 modyfikowane wprowadzono do 2mL 2% aldehydu
glutarowego i1 poddano inkubacji przez 4h w temp. 4°C. Nastepnie, tak utrwalone nos$niki
przeplukano wodg -3x po 2 min 1 odwodniono w szeregu rosngcych stezen etanolu (2 x 10 min
w 10%, 1 x 10 min w 25%, 50%, 70%, 80%, 90% i finalnie 2 x 15 min w 100%). Odwodnione
nosniki celulozowe suszono nastepnie w temperaturze 37°C.

W kolejnym etapie preparatyki nosniki BC poddawano napyleniu z wykorzystaniem napylarki
Quorum mieszaning Au/Pd. Obrazowania mikrostruktury no$nikow dokonano z uzyciem

mikroskopu elektronowego Zeiss Evo MA 25.
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4.11. Ocena cytotoksycznosci nosnikow BC i uzytych substancji
przeciwdrobnoustrojowych wzgledem linii fibroblastow 1.929

100ul komorek eukariotycznych fibroblastow 1929 wzorcowych z kolekcji ATCC o gestosci
1x 10° komoérek/1 ml wprowadzono do studzienek ptytki 96-dotkowej. Komérki inkubowano
do osiggniecia kofluencji w 37°C/5% CO»/ 24h. Nastepnie, ze studzienek usuni¢to ptynng
pozywke MEM i wprowadzono 100ul ekstraktow pochodzacych z poszczegdlnych nosnikéw
otrzymanych wedtug metodyki przedstawionej w normie 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 ptynng pozywke usunigto, a do studzienek wprowadzono §wieze
medium. W kolejnym etapie, przeprowadzono test zywotnosci komorek wykorzystujac do tego
celu 0,2 ml MTT o stezeniu 0,5 mg/mL. Ptytke zawierajaca komorki eukariotyczne 1 zawiesing
MTT inkubowano przez okres 3 godzin. Po uptywie 3 godzin ze studzienek usuni¢to MTT a
wprowadzono 0,ImL dimetylosulfotlenku (DMSO) w celu rozpuszczenia krysztatkow
formazanu powstalych na skutek wiaczenia MTT do systemu dehydrogenazy bursztynianowe;.
Nastepnie, wykonano pomiar absorbancji z uzyciem czytnika ptytek Infinite Tecan, przy
dhugosci fali 540nm i uzyciu filtra referencyjnego = 690nm. Kontrolg wzrostu stanowity
komorki ATCC L1929, do ktérych zamiast ekstraktu poinkubacyjnego, wprowadzono §wieze
medium MEM. Pomiary wykonano w 6 powtérzeniach. Analize cytotoksyczno$ci badanych
antyseptykow/antybiotyku przeprowadzono analogicznie, z tg rdznica, ze zamiast ekstraktu
poinkubacyjnego zastosowano 50% stezenia robocze (ang. working solutions) badanych

zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych.
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4.12. Analiza statystyczna

Analizy statystyczne przeprowadzono zostaty z wykorzystaniem oprogramowania GraphPad
Prism, wersja 7. Normalno$¢ rozktadu obliczono uzywajac testu D'Agostino-Pearson. Jesli
uzyskane wartosci nie charakteryzowaty si¢ rozktadem normalnym, uzywano testu Kruskala-
Walisam a nast¢pnie analizy post-hoc Dunneta. Wyniki cechowatly si¢ istotno$cia, jesli warto$¢

p byla mniejsza niz 0,5.
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5. Wyniki

Pierwsza, 1 konieczng dla wykonania pozostalych badan zaplanowanych w niniejszej pracy,
byla analiza wrazliwosci badanych drobnoustrojéw na antyseptyki (oktenidyne,
poliheksanidyne, powidon jodu, chlorheksydyne) oraz antybiotyk — gentamycyne¢. Badanie
przeprowadzono wzgledem form planktonicznych oraz biofilmu referencyjnych szczepow
gronkowca ztocistego, pateczki ropy bigkitnej oraz paciorkowca katowego. Uzyskane wyniki
przedstawione sg zbiorczo w Tabeli 1 oraz na Wykresach 1-16, pozwalajacych na analize

zaleznos$ci migdzy zastosowanym stezeniem Srodka przeciwdrobnoustrojowego, a sila jego

oddziatywania bojczego.
- S.aureus 6538 S.aureus 33591 Paeruginosa 15442 E faecalis 29212
MIC MBEC MIC MBEC  MIC MBEC MIC MBEC
OCT 391 7,81 3,91 7,81 15,63 31,25 781 781
PHMB 7,81 31,25 7,81 31,25 62,5 125 SIS 62,5
PVP-I 4 687 9375 4 687 9375 9375 9375 4687 9375
CHX 7,81 15,63 7,81 15,63 62,5 62,5 15,63 31,25
GENTA 2 65 536 2 16 384 2 4 8192 65 536
stezenie [mg/L]

Tabela 1. Wartosci MIC i MBEC zastosowanych Srodkow przeciwdrobnoustrojowych
wzgledem badanych szczepow drobnoustrojow w formie planktonicznej oraz
biofilmowej. OCT — oktenidyna, PHMB — poliheksanidyna, PVP-I — powidon jodu, CHX —

chlorheksydyna, GENTA — gentamycyna.
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Wykres 1. Minimalne st¢zenia oktenidyny, poliheksanidyny i powidonu jodu eradykujace
biofilm S.aureus ATTC 6538. MBEC — minimalne st¢zenie eradykujace biofilm; OCT —
dwuchlorowodorek oktenidyny; PHMB — poliheksanidyna; PVP-I — powidon jodu. Kolor
fioletowy — przezywalno$¢ [%] w probie kontrolnej [K+], niepoddanej dziataniu $rodka
przeciwdrobnoustrojowego;  kolor ~ czerwony  —  najnizsze  st¢zenie  $rodka
przeciwdrobnoustrojowego, ktérego zastosowanie prowadzilo do catkowitej eradykacji
biofilmu danego drobnoustroju.
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MBEC: CHX
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Wykres 2. Minimalne Ste¢zenie chlorheksydyny i gentamycyny Eradykujace Biofilm
S.aureus ATCC 6538, MBEC — minimalne st¢zenie eradykujace biofilm. CHX -
chlorheksydyna; GENTA — gentamycyna. Kolor fioletowy — przezywalno$¢ [%] w probie
kontrolnej [K+], niepoddanej dziataniu srodka przeciwdrobnoustrojowego; kolor czerwony —
najnizsze st¢zenie $rodka przeciwdrobnoustrojowego, ktorego zastosowanie prowadzilo do

catkowitej eradykacji biofilmu danego drobnoustroju.
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MIC: OCT
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Wykres 3. Minimalne ste¢zenia oktenidyny, poliheksanidyny i powidonu jodu hamujace
wzrost S.aureus ATTC 6538. MIC — minimalne st¢zenie hamujace wzrost; OCT —
dwuchlorowodorek oktenidyny; PHMB — poliheksanidyna; PVP-I — powidon jodu. Kolor
fioletowy — przezywalnos¢ [%] w probie kontrolnej, niepoddanej dzialaniu Srodka
przeciwdrobnoustrojowego; kolor  czerwony  —  najnizsze stezenie srodka

przeciwdrobnoustrojowego, ktorego zastosowanie prowadzito do catkowitego zahamowania

wzrostu komorek danego drobnoustroju.
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Wykres 4. Minimalne st¢zenia chlorheksydyny oraz gentamycyny hamujace wzrost
S.aureus ATTC 6538. MIC — minimalne stezenie hamujace wzrost; CHX — chlorheksydyna;
GENTA - gentamycyna. Kolor fioletowy — przezywalnos¢ [%] w probie kontrolne;j,
niepoddanej dziataniu §rodka przeciwdrobnoustrojowego; kolor czerwony — najnizsze st¢zenie
srodka przeciwdrobnoustrojowego, ktérego zastosowanie prowadzito do caltkowitego

zahamowania wzrostu komoérek danego drobnoustroju.
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Wykres 5. Minimalne st¢zenia oktenidyny, poliheksanidyny i powidonu jodu eradykujace
biofilm S.aureus ATTC 33591. MBEC — minimalne st¢zenie eradykujace biofilm; OCT —
dwuchlorowodorek oktenidyny; PHMB — poliheksanidyna; PVP-I — powidon jodu. Kolor
fioletowy — przezywalno$¢ [%] w probie kontrolnej [K+], niepoddanej dzialaniu $rodka
przeciwdrobnoustrojowego; kolor  czerwony  —  najnizsze stezenie srodka

przeciwdrobnoustrojowego, ktorego zastosowanie prowadzito do catkowitej eradykacji

biofilmu danego drobnoustroju.
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Wykres 6. Minimalne Stezenie chlorheksydyny i gentamycyny Eradykujace Biofilm
S.aureus ATTC 33591. MBEC - minimalne st¢zenie eradykujace biofilm. CHX —
chlorheksydyna; GENTA — gentamycyna. Kolor fioletowy — przezywalno$¢ [%] w probie
kontrolnej [K+], niepoddanej dziataniu srodka przeciwdrobnoustrojowego; kolor czerwony —
najnizsze stezenie $rodka przeciwdrobnoustrojowego, ktorego zastosowanie prowadzito do

catkowitej eradykacji biofilmu danego drobnoustroju.
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Wykres 7. Minimalne st¢zenia oktenidyny, poliheksanidyny i powidonu jodu hamujace
wzrost S.aureus ATTC 33591. MIC — minimalne st¢zenie hamujace wzrost; OCT —
dwuchlorowodorek oktenidyny; PHMB — poliheksanidyna; PVP-I — powidon jodu. Kolor
fioletowy — przezywalnos¢ [%] w probie kontrolnej, niepoddanej dzialaniu Srodka
przeciwdrobnoustrojowego;  kolor ~ czerwony  —  najnizsze  st¢zenie  $rodka

przeciwdrobnoustrojowego, ktorego zastosowanie prowadzito do catkowitego zahamowania

wzrostu komorek danego drobnoustroju.
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Wykres 8. Minimalne stezenia chlorheksydyny oraz gentamycyny hamujace wzrost
S.aureus ATTC 33591. MIC — minimalne stezenie hamujace wzrost; CHX — chlorheksydyna;
GENTA - gentamycyna. Kolor fioletowy — przezywalnos¢ [%] w probie kontrolne;,
niepoddanej dziataniu srodka przeciwdrobnoustrojowego; kolor czerwony — najnizsze st¢zenie
srodka przeciwdrobnoustrojowego, ktorego zastosowanie prowadzito do catkowitego

zahamowania wzrostu komorek danego drobnoustroju.
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Wykres 9. Minimalne st¢zenia oktenidyny, poliheksanidyny i powidonu jodu eradykujace
biofilm P.aeruginosa ATTC 15442. MBEC — minimalne st¢zenie eradykujace biofilm; OCT
— dwuchlorowodorek oktenidyny; PHMB — poliheksanidyna; PVP-I — powidon jodu. Kolor
fioletowy — przezywalno$¢ [%] w probie kontrolnej [K+], niepoddanej dzialaniu $rodka
przeciwdrobnoustrojowego;  kolor ~ czerwony  —  najnizsze  st¢zenie  $rodka

przeciwdrobnoustrojowego, ktérego zastosowanie prowadzitlo do catkowitej eradykacji

biofilmu danego drobnoustroju.
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Wykres 10. Minimalne Stezenie chlorheksydyny i gentamycyny Eradykujace Biofilm
P.aeruginosa ATCC 15442. MBEC — minimalne stezenie eradykujace biofilm. CHX —
chlorheksydyna; GENTA — gentamycyna. Kolor fioletowy — przezywalno$¢ [%] w probie
kontrolnej [K+], niepoddanej dziataniu srodka przeciwdrobnoustrojowego; kolor czerwony —
najnizsze st¢zenie $rodka przeciwdrobnoustrojowego, ktérego zastosowanie prowadzilo do

catkowitej eradykacji biofilmu danego drobnoustroju.
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Wykres 11. Minimalne stezenia oktenidyny, poliheksanidyny i powidonu jodu hamujgce
wzrost P.aeruginosa ATTC 15442. MIC — minimalne st¢zenie hamujace wzrost; OCT —
dwuchlorowodorek oktenidyny; PHMB — poliheksanidyna; PVP-I — powidon jodu. Kolor
fioletowy — przezywalnos¢ [%] w probie kontrolnej, niepoddanej dzialaniu Srodka
przeciwdrobnoustrojowego; kolor  czerwony  —  najnizsze stezenie srodka
przeciwdrobnoustrojowego, ktorego zastosowanie prowadzito do catkowitego zahamowania

wzrostu komorek danego drobnoustroju.
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Wykres 12. Minimalne st¢zenia chlorheksydyny oraz gentamycyny hamujace wzrost
P.aeruginosa ATTC 15442. MIC - minimalne st¢zenie hamujace wzrost; CHX —
chlorheksydyna; GENTA - gentamycyna. Kolor fioletowy — przezywalno$¢ [%] w probie
kontrolnej, niepoddanej dziataniu $rodka przeciwdrobnoustrojowego; kolor czerwony —
najnizsze st¢zenie $rodka przeciwdrobnoustrojowego, ktorego zastosowanie prowadzilo do

catkowitego zahamowania wzrostu komoérek danego drobnoustroju.
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Wykres 13. Minimalne stezenia oktenidyny, poliheksanidyny i powidonu jodu
eradykujace biofilm E.faecalis ATTC 29212. MBEC — minimalne st¢zenie eradykujgce
biofilm; OCT — dwuchlorowodorek oktenidyny; PHMB — poliheksanidyna; PVP-I — powidon
jodu. Kolor fioletowy — przezywalnos¢ [%] w probie kontrolnej [K+], niepoddanej dziataniu
srodka przeciwdrobnoustrojowego; kolor czerwony — najnizsze stezenie Srodka

przeciwdrobnoustrojowego, ktorego zastosowanie prowadzito do catkowitej eradykacji

biofilmu danego drobnoustroju.
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Wykres 14. Minimalne Stezenie chlorheksydyny i gentamycyny eradykujace Biofilm
E.faecalis ATCC 29212. MBEC - minimalne st¢zenie eradykujace biofilm. CHX —
chlorheksydyna; GENTA — gentamycyna. Kolor fioletowy — przezywalnos$¢ [%] w probie
kontrolnej [K+], niepoddanej dziataniu srodka przeciwdrobnoustrojowego; kolor czerwony —
najnizsze stezenie $rodka przeciwdrobnoustrojowego, ktorego zastosowanie prowadzito do

catkowitej eradykacji biofilmu danego drobnoustroju.
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Wykres 15. Minimalne st¢zenia oktenidyny, poliheksanidyny i powidonu jodu hamujace
wzrost E.faecalis ATTC 29212. MIC — minimalne stezenie hamujace wzrost; OCT —
dwuchlorowodorek oktenidyny; PHMB — poliheksanidyna; PVP-I — powidon jodu. Kolor
fioletowy — przezywalnos¢ [%] w probie kontrolnej, niepoddanej dziataniu $rodka
przeciwdrobnoustrojowego;  kolor ~ czerwony  —  najnizsze  st¢zenie  $rodka
przeciwdrobnoustrojowego, ktorego zastosowanie prowadzito do catkowitego zahamowania

wzrostu komorek danego drobnoustroju.
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Wykres 16. Minimalne st¢zenia chlorheksydyny oraz gentamycyny hamujace wzrost
E..faecalis ATTC 29212. MIC - minimalne st¢zenie hamujace wzrost; CHX -
chlorheksydyna; GENTA - gentamycyna. Kolor fioletowy — przezywalno$¢ [%] w probie
kontrolnej, niepoddanej dziataniu $rodka przeciwdrobnoustrojowego; kolor czerwony —
najnizsze st¢zenie $rodka przeciwdrobnoustrojowego, ktérego zastosowanie prowadzilo do

catkowitego zahamowania wzrostu komoérek danego drobnoustroju
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Uzyskane wyniki pozwalaja na stwierdzenie, ze formy planktoniczne S.aureus, P.aeruginosa
cechujg si¢ wrazliwoscia na badane zwigzki przeciwdrobnoustrojowe, wyjatkiem byt
E. faecalis, ktory cechowat si¢ oporno$cig na aktywnos$¢ gentamycyny. Wrazliwos$¢ biofilmow
badanych drobnoustrojow na antyseptyki i antybiotyk byta wyraZznie nizsza w poréwnaniu do
wrazliwosci form planktonicznych.

W kolejnym etapie badan podjeto si¢ wytworzenia nos$nikéw biocelulozowych, zgodnie z
procedurami opisanymi w dziale ,,Materialy 1 Metody”. Wytworzono 3 typy no$nikow
niemodyfikowanych (celuloza wytwarzana przez K.xylinus w czasie 3, 7, 12 dni); w dalszej
czesci manuskryptu okreslane mianem BC-3, BC-7, BC-12, odpowiednio) oraz dwoch typow
no$nikéw modyfikowanych (celuloza tworzona w obecno$ci oleju oraz celuloza poddana
modyfikacji za pomoca kwasu cytrynowego), w dalszej czesci okreslane mianem BC-70, BC-
7CA, odpowiednio.

Ksztalt oraz wyglad poszczeg6lnych typéw nosnikow przedstawiono na Zdjeciu 1, natomiast
poréwnanie mikrostruktury celulozy niemodyfikowanej 1 celuloz modyfikowanych
przedstawiono na Zdjeciu 2. Uzyskane no$niki réznily si¢ migdzy soba wysokosciag
(gruboscia); przy czym najwyzsza gruboscig cechowal si¢ no$nik BC-7CA, a najnizsza BC-3.
Zrbdznicowanie w grubosci wszystkich no$nikdéw (poczawszy od najgrubszego do najcienszego)
rozktadato si¢ w nastepujacy sposob: BC-3< BC-7 < BC-70 < BC-12 <BC-7CA. W obrazach
uzyskanych za pomoca skaningowej mikroskopii elektronowej, nos$niki niemodyfikowane
charakteryzowaty si¢ wyzszag porowatoscia niz no$niki modyfikowane, natomiast

modyfikowany no$nik BC-70 charakteryzowat si¢ wyzsza porowatoscig niz nosnik BC-7CA.
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Zdjecie 1. Wyglad i cechy makroskopowe wytworzonych nosnikow celulozowych.

BC-3,7,12: no$nik niemodyfikowany, 3,7,12 dni hodowli, odpowiednio; BC-7CA: celuloza 7-
dniowa, modyfikowana kwasem cytrynowym; BC-70: celuloza modyfikowana olejem,
hodowla 7-dniowa. Zdjecie gérne: roznice w grubosci i ksztalcie wytworzonych no$nikéw
celulozowych; Zdjecie dolne, lewe: uwidocznienie porow w celulozie bedacych efektem
hodowli K.xylinus w medium modyfikowanym celuloza. Zdjecie dolne, prawe: uwidocznienie

makro-wglebien oraz zwigkszenia objetosci celulozy bedacych efektem modyfikacji kwasem

cytrynowym.
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Zdjecie 2. Mikrostruktura wytworzonych nosnikéow celulozowych. BC-7: no$nik
niemodyfikowany, 7 dni hodowli; BC-70: no$nik modyfikowany olejem; BC-7CA: no$nik
modyfikowany kwasem cytrynowym. ZEISS EVO MA 25. Magn. 6000x.
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Nastepnie podjeto si¢ analizy i charakterystyki cech fizycznych wytworzonych no$nikow
celulozowych, w celu okreslenia ich wtasciwosci, a tym samym potencjalnej przydatnosci jako
opatrunkow aktywnych wzgledem drobnoustrojow infekujacych rany przewlekte.

Po wytworzeniu no$nikéw celulozowych dokonano oceny ich masy mokrej [Wykres 17] oraz

suchej [Wykres 18] w celu okreslenia stopnia ich uwodnienia.

1.5+

O.C ) I I
BC-3 BC-7 BC-12 BC-7CA

Wykres 17. Porownanie roznic w mokrej masie wytworzonych no$nikow celulozowych.
BC-3,7,12: nosnik niemodyfikowany, 3,7,12 dni hodowli, odpowiednio; BC-7CA: celuloza 7-

dniowa, modyfikowana kwasem cytrynowym; BC-70: celuloza modyfikowana olejem,

hodowla 7-dniowa.
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Wykres 18. Porownanie réznic w suchej masie wytworzonych nosnikow celulozowych.
BC-3,7,12: nos$nik niemodyfikowany, 3,7,12 dni hodowli, odpowiednio; BC-7CA: celuloza
7-dniowa, modyfikowana kwasem cytrynowym; BC-70, celuloza 7-dniowa modyfikowana
olejem.

Uzyskane wyniki wykazaly wysokie uwodnienie celulozy natywnej 3-dniowej oraz celulozy
modyfikowanej olejem w poréwnaniu do pozostatych wytworzonych no$nikow celulozowych.
Kolejng przeprowadzong analizg bylo okreslenie szybkosci pochtaniania [ang. Swelling Rate]
wody oraz uzytych w doswiadczeniu zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych przez

modyfikowane oraz niemodyfikowane nos$niki BC [Wykres 19].
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Wykres 19. Poréwnanie szybkosci pochlaniania wody i badanych S$rodkéw
przeciwdrobnoustrojowych przez wytworzone nos$niki. PVP-I: powidon jodu, OCT -
dwuchlorowodorek oktenidyny, PHMB —poliheksanidyna, CHX -chlorheksydyna; G —
gentamycyna. BC-3,7,12: no$nik niemodyfikowany, 3,7,12 dni hodowli, odpowiednio; BC-
7CA: celuloza 7-dniowa, modyfikowana kwasem cytrynowym; BC-70, celuloza 7-dniowa
modyfikowana olejem.

Zgodnie z danymi przedstawionymi na WyKkresie 19, poszczeg6lne typy no$nikéw absorbuja
wod¢ 1 zastosowane S$rodki przeciwdrobnoustrojowe w podobnym zakresie; natomiast
poréwnanie absorbcji ptynéw pomiedzy poszczegdlnymi typami nosnikéow (BC-3 vs C-7 vs
BC-12 vs BC-70 vs BC-7CA) wykazato, ze najkorzystniejsza wartoscig parametru
pochlaniania analizowanych roztworéw charakteryzuje si¢ nosnik typu BC-7CA, nast¢pnie
BC-3, nastgpnie BC-70, nastgpnie BC-7, a najnizsza, sposrdd analizowanych, BC-12.
Nastegpnie poréwnano zdolno$¢ do utrzymania wody przez otrzymane nosniki celulozowe. Jak
przedstawiono to na Wykresie 20, wartosci tego parametru dla poszczegodlnych typow

no$nikéw BC roznily sie znaczaco (nawet dwukrotnie).
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Wykres 20. Roznice w wartosci parametru zdolnosci do utrzymania wody przez uzyskane
typy nosnikow BC. BC-3,7,12: nosnik niemodyfikowany, 3,7,12 dni hodowli, odpowiednio;
BC-7CA: celuloza 7-dniowa, modyfikowana kwasem cytrynowym; BC-70, celuloza 7-dniowa

modyfikowana olejem

Najwyzsza wartoscig wzmiankowanego parametru cechowal si¢ nosnik BC-70, a najnizsza
nos$nik BC-3. W obrgbie no$nikow BC niemodyfikowanych, warto$¢ parametru utrzymania
wody (poczawszy od najwyzszej) rozktadal si¢ nastepujaco: BC-12 > BC-7 > BC-3, a wsrod
no$nikéw modyfikowanych: BC-70 > BC-7CA. Nalezy zaznaczy¢, ze wszystkie analizowane
no$niki oddawaly wode w sposdb réwnomierny (objetosciowo-wagowy ubytek ptynu byt
réwny lub zblizony do siebie w analizowanych interwatach czasowych).

Okreslenie zdolno$ci parametréw wytworzonych no$nikéw BC do pochtaniania i oddawania
wody ze swojej struktury byto analiza konieczng dla przeprowadzenia badania dotyczacego

uwalniania zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych przez uprzednio zaimpregnowane
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no$niki BC. Na Wykresie 21 przedstawiono wyniki ukazujace proces uwalniania antyseptykow
1 antybiotyku z poszczegdlnych typoéw nosnikow BC w czasie 0-300 minut a na WyKresie 22

uwalnianie poszczegdlnych zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych z analizowanych typow

no$nikow.
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Wykres 21. Uwalnianie badanych zwiazkéw przeciwdrobnoustrojowych w czasie z
nosnikow celulozowych. BC-3,7,12: no$nik niemodyfikowany, 3,7,12 dni hodowli,
odpowiednio; BC-7CA: celuloza 7-dniowa, modyfikowana kwasem cytrynowym; BC-70,
celuloza 7-dniowa modyfikowana olejem. PVP-I: powidon jodu, OCT —dwuchlorowodorek

oktenidyny, PHMB —poliheksanidyna, CHX —chlorheksydyna; G —gentamycyna.
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Wykres 22. Uwalnianie specyficznego zwigzku przeciwdrobnoustrojowego z nosnikow
celulozowych. BC-3,7,12: no$nik niemodyfikowany, 3,7,12 dni hodowli, odpowiednio;

BC-7CA: celuloza 7-dniowa, modyfikowana kwasem cytrynowym; BC-70, celuloza 7-dniowa
modyfikowana olejem. PVP-I: powidon jodu, OCT —dwuchlorowodorek oktenidyny, PHMB

—poliheksanidyna, CHX —chlorheksydyna; G —gentamycyna.

Wyniki przedstawione na WyKkresie 21 wskazuja na fakt szybkiego uwalniania z no$nika BC3
wszystkich badanych substancji przeciwdrobnoustrojowych. W przypadku nos$nikéow
niemodyfikowanych, szybko$¢ uwalniania ksztaltuje si¢ w nastgpujacy sposob:
BC3>BC7>BC12. Wykazano takze, ze z nosnika BC-70 oraz BC-7 uwalniane jest najwyzsze
(lecz jednoczes$nie poréwnywalne pomiedzy tymi dwoma no$nikami) stezenie kazdej z

analizowanych substancji w poréwnaniu do analogicznych parametréw zmierzonych dla BC-
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3,12, BC-7CA. Z nos$nika BC-70 uwalniane jest wyzsze, w porownaniu do BC-7, stezenie
chlorheksydyny oraz gentamycyny. Najszybciej uwalnianym zwigzkiem z analizowanych
no$nikow jest PVP-I, co przeklada si¢ na jego wysokie (w porownaniu do innych
analizowanych zwigzkow) stezenie w $rodowisku reakcyjnym. Godnym zanotowania jest
powtarzalny trend polegajacy na naglym wzroscie st¢zenia gentamycyny uwalnianej z no$nika
BC-7CA w 360 minucie pomiaru. Nalezy zauwazy¢ takze, ze z no$nika BC-7CA badane
zwigzki przeciwdrobnoustrojowe uwalniaty si¢ dtuzej (do 120 minut) w poréwnaniu do BC3,
BC7, BC12, BC70 [Wykres 22].

Udowodniwszy zdolno$¢ modyfikowanych i niemodyfikowanych krazkow celulozowych do
pochlaniania i uwalniania ze swojej struktury S$rodkéw antyseptycznych i antybiotyku,
przeprowadzono badanie bedace odwzorowaniem metody dyfuzyjno-krazkowej, standardowo
stosowanej w analizie lekowrazliwosci, z ta rdznica, ze zamiast krazkéw bibutowych
nasyconych antybiotykiem zastosowano no$niki celulozowe impregnowane analizowanymi
srodkami  przeciwdrobnoustrojowymi.  Przyktadowe strefy zahamowania  wzrostu
poszczegblnych drobnoustrojow dookota nasaczonych $rodkami bojczymi nos$nikéw
przedstawiono na Zdj.3, pelne dane liczbowe dotyczace analizowanego parametru

przedstawiono w Tabelach 2 oraz 3.
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Zdjecie 3. Strefy zahamowania wzrostu drobnoustrojow dookola poszczegdélnych typow

no$nikéw BC. Zdjecie gorne: Strefa zahamowania wzrostu P.aeruginosa, no$niki nasaczone
gentamycyng. Zdj¢cie dolne: strefa zahamowania wzrostu S.aureus, no$niki nasagczone PVP-1.
BC-3, BC-12: nos$nik z celulozy 3, 7 1 12- dniowej, odpowiednio; no$nik BC-70, BC-7CA —
no$niki modyfikowane olejem lub kwasem cytrynowym, odpowiednio. PVP-I: powidon jodu.
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S.aureus 2 3 55 22 9

6538
S aureus 33501 n 2 55 % 1
Paeruginosa 15442 n 19 2 20 9
E fuecalis 20212 n 2 4 2 g
BC3
S.aureus 35 25 66 33 38
6538
S.aureus 33501 35 23 64 32 37
Paeruginosa 15442 35 19 28 26 Y
E faecalis 29212 ) 22 42 28 33
BC-7
6538
S.aureus 33591 2l 26 54 28 43
Paeruginosa 15442 25 21 34 25 43
E fascalis 29212 20 24 47 29 33
BC-12

Tab.2. Poréwnanie wielkosci stref zahamowania dookola niemodyfikowanych,
nasyconych zwiazkami przeciwdrobnoustrojowymi, no§nikow BC. BC-3, BC-12: no$nik z
celulozy 3, 7 1 12- dniowej, odpowiednio. PVP-I: powidon jodu, OCT —dwuchlorowodorek

oktenidyny, PHMB —poliheksanidyna, CHX —chlorheksydyna; GENTA —gentamycyna
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S.aureus 21 22 55 23 40

6538

S.aureus 33591 21 26 54 23 43
Paeruginosa 15442 20 18 30 15 38
E fuecalis 29212 22 21 41 20 30
BC-7CA
&qtm?us 26 25 46 25 15
6538
S.aureus 33591 25 26 48 24 38
Paeruginesa 15441 19 19 27 20 38
E.faecalis 20212 20 21 48 20 34
BC-T0

Tab.3. Porownanie wielkosci stref zahamowania dookola modyfikowanych, nasyconych
zwigzkami przeciwdrobnoustrojowymi, nosnikéw BC. BC-7CA, BC-70: nosnik z celulozy
modyfikowanej kwasem cytrynowym lub olejem, odpowiednio. PVP-I: powidon jodu, OCT —
dwuchlorowodorek oktenidyny, PHMB —poliheksanidyna, CHX —chlorheksydyna; GENTA —

gentamycyna.

Wyniki uzyskane za pomoca podstawowego modelu badawczego (zmodyfikowanej metody
dyfuzyjno-krazkowej) oraz analiza profili uwalniania zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych,
pozwolita na wybor uktadéw cechujacych si¢ najwyzszym potencjatem do zastosowania w
leczeniu ran przewlektych. W kolejnych, przedstawionych w dalszej czgsci pracy, analizach
opierajacych si¢ na technice badawczej A.D.A.M. (ang. Antibiofilm Dressing Measurement

Activity) oraz jej modyfikacji, wykorzystano wszystkie z wytworzonych typow nosnikow oraz
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antyseptyki zawierajace powidon jodu i poliheksanidyng i antybiotyk gentamycyng. Wyniki

uzyskane za pomocg techniki A.D.A.M. przedstawiono zbiorczo w Tabelach 4-7.

Antyseptyk/Antybiotyk Dysk Podstawny [B] Dysk Srodkowy [M] Dysk Kontaktowy [C]

PHMB 100 37 67

PVE-1 36 89 90

GENTA 27 57 80
Antyseptylk/Antybiotyk Dysk Podstawny [B] Dysk Srodkowy [M] Dysk Kontaktowy [C]

PHMB 42 51 86

PVP-1 97 98 o8

GENTA 57 68 72
Antyseptylk/Antybiotyk Dysk Podstawny [B] Dysk Srodkowy [M] Dysk Kontaktowy [C]

PHMB 6 39 75

PVE-1 91 91 91

GENTA 73 59 73
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Antyseptyk/Antybiotyk Dysk Podstawny [B] Dysk Srodkowy [M] Dysk Kontaktowy [C]
PHMB 92 95 93
PVP-1 2 30 60
GENTA 11 73 83

Antyseptyk/Antybiotyk Dysk Podstawny [B] Dysk Srodkowy [M] Dysk Kontaktowy [C]
PHMB 17 28 72
PVP-1 89 89 89
GENTA 34 49 79

Tabela 4. Redukcja biofilmu E.faecalis 29212 oceniana za pomocg testu A.D.A.M. BC-
3,7,12: no$nik niemodyfikowany, 3,7,12 dni hodowli, odpowiednio; BC-7CA: celuloza 7-
dniowa, modyfikowana kwasem cytrynowym; BC-70, celuloza 7-dniowa modyfikowana

olejem. PVP-I: powidon jodu, PHMB —poliheksanidyna, G —gentamycyna.
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Antyseptyl/Antybiotyk Dysk Podstawny [B] Dysk Srodkowy [M] Dysk Kontaktowy [C]
PHMB 6 19 54
PVP-I 82 91 91
GENTA 65 64 86

Antyseptyk/Antybiotyk Dysk Podstawny [B] Dysk Srodkowy [M] Dysk Kontaktowy [C]
PHNB 20 32 83
PVP-1 93 94 94
GENTA 29 81 87

Antyseptyk/Antybiotyk Dysk Podstawny [B] Dysk Srodkowy [M] Dysk Kontaktowy [C]
PHMB 20 40 72
PVP-I 80 86 93
GENTA 38 43 87
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Antyseptyl/Antybiotyk Dysk Podstawny [B] Dysk Srodkowy [M] Dysk Kontaktowy [C]
PHMB 28 36 46
PVP-1 39 90 91
GENTA 51 50 71

Antyseptyk/Antybiotyk Dysk Podstawny [B] Dysk Srodkowy [M] Dysk Kontaktowy [C]
PHMB 28 49 72
PVP-I 94 95 96
GENTA 48 58 80

Tabela 5. Redukcja biofilmu S.aureus 6538 oceniana za pomoca testu A.D.A.M. BC-
3,7,12: no$nik niemodyfikowany, 3,7,12 dni hodowli, odpowiednio; BC-7CA: celuloza 7-
dniowa, modyfikowana kwasem cytrynowym; BC-70, celuloza 7-dniowa modyfikowana

olejem. PVP-I: powidon jodu, PHMB —poliheksanidyna, G —gentamycyna.
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Antyseptyl/Antybiotyk Dysk Podstawny [B] Dysk Srodkowy [M] Dysk Kontaktowy [C]
PHMB 7 20 57
PVP-1 86 94 o4
GENTA 64 64 82

Antyseptyl/Antybiotyk Dysk Podstawny [B] Dysk Srodkowy [M] Dysk Kontaktowy [C]
PHMB 21 34 87
PVP-] 92 97 97
GENTA 26 83 89

Antyseptyl/Antybiotyk Dysk Podstawny [B] Dysk Srodkowy [M] Dysk Kontaktowy [C]
PHMB 31 43 74
PVP-I 84 83 95
GENTA 39 44 85
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Antyseptyl/Antybiotyk Dysk Podstawny [B] Dysk Srodkowy [M] Dysk Kontaktowy [C]
PHMB 29 35 48
PVP-1 34 90 91
GENTA 50 57 70

Antyseptyk/Antybiotyk Dysk Podstawny [B] Dysk Srodkowy [M] Dysk Kontaktowy [C]
PHMB 29 48 73
PVP-1 95 96 a7
GENTA 49 55 78

Tabela 6. Redukcja biofilmu S.aureus 33591 oceniana za pomoca testu A.D.A.M. BC-
3,7,12: no$nik niemodyfikowany, 3,7,12 dni hodowli, odpowiednio; BC-7CA: celuloza 7-
dniowa, modyfikowana kwasem cytrynowym; BC-70, celuloza 7-dniowa modyfikowana

olejem. PVP-I: powidon jodu, PHMB —poliheksanidyna, G —gentamycyna.
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Antyseptyl/Antybiotyk Dysk Podstawny [B] Dysk Srodkowy [M] Dysk Kontaktowy [C]
PHMB 0 15 56
PVP-I 63 69 90
GENTA 21 35 67

Antyseptyk/Antybiotyk Dysk Podstawny [B] Dysk Srodkowy [M] Dysk Kontaktowy [C]
PHMB 55 66 68
PVP-1 95 98 98
GENTA 24 45 73

Antyseptyk/Antybiotyk Dysk Podstawny [B] Dysk Srodkowy [M] Dysk Kontaktowy [C]
PHMB 20 40 2
PVP-I 80 86 93
GENTA 38 43 87
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Antyseptyk/Antybiotyk Dysk Podstawny [B] Dysk Srodkowy [M] Dysk Kontaktowy [C]
PHMB 28 36 44
PVP-1 89 90 91
GENTA 28 36 44

Antyseptyld/Antybiotyk Dysk Podstawny [B] Dysk Srodkowy [M] Dysk Kontaktowy [C]
PHMB 45 59 74
PVP-1 67 69 84
GENTA 64 73 74

Tabela 7. Redukcja biofilmu P.aeruginosa 15442 oceniana za pomoca testu A.D.A.M.
BC-3,7,12: no$nik niemodyfikowany, 3,7,12 dni hodowli, odpowiednio; BC-7CA: celuloza 7-
dniowa, modyfikowana kwasem cytrynowym; BC-70, celuloza 7-dniowa modyfikowana

olejem. PVP-I: powidon jodu, PHMB —poliheksanidyna, G —gentamycyna.

Wyniki przedstawione w Tabelach 4-7 w wyrazny sposob uwidaczniajag zmniejszajaca si¢
skuteczno$¢ gentamycyny oraz poliheksanidyny w zdolnosci do eradykacji nizej potozonych
warstw struktury biofilmu. Natomiast powidon jodu, niezaleznie od typu no$nika z ktérego byt
uwalniany, cechowat si¢ nie tylko najwyzsza zdolnoscig do eradykacji biofilmu, ale takze
najwyzsza zdolno$cig penetracyjng w glab jego struktury.

W  kolejnym etapie doswiadczenia, do oceny skuteczno$ci badanych zwigzkow

przeciwdrobnoustrojowych uwalnianych z poszczegélnych typéw nosnika poshuzono sie
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zmodyfikowang metodyka testu A.D.AM., w ktérej uklad eksperymentalny imituje

srodowisko rany przewlektej, wysickujacej. Wyniki przedstawiono na Wykresach 23-25.

-8 S.aureus 6538 -B- S.aureus 33591 =k P.aeruginosa 15442 -¥ E faecalis 29212
80-

60

40+

[% redukcja biofilmu]

0
BC-3 BC.7 BC-12 BC-7CA BC-70

Wykres 23. [%] redukcja biofilmu badanych szczepow na skutek aktywnosci

przeciwdrobnoustrojowej poliheksanidyny wydzielajacej si¢ z poszczegolnych typow

nosnikow. BC-3,7,12: nos$nik niemodyfikowany, 3,7,12 dni hodowli, odpowiednio; BC-7CA:
celuloza 7-dniowa, modyfikowana kwasem cytrynowym; BC-70, celuloza 7-dniowa

modyfikowana olejem.
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-8~ S.aureus 6538 -W S.aureus 33591 -4 P.aeruginosa 15442 =¥ E.faecalis 29212

1001

95

90-

[% redukcja biofilmu]

80-

BC-3 BC-7 BC-12 BC-7CA BC-70

Wykres 24. [%] redukcja biofilmu badanych szczepow na skutek aktywnosci

przeciwdrobnoustrojowej powidonu jodu wydzielajacego si¢ z poszczegélnych typow

nosnikow. BC-3,7,12: nos$nik niemodyfikowany, 3,7,12 dni hodowli, odpowiednio; BC-7CA:
celuloza 7-dniowa, modyfikowana kwasem cytrynowym; BC-70, celuloza 7-dniowa

modyfikowana olejem.
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-8~ Saureus 6538 - S.aureus 33591 =& P.aeruginosa 15442 =¥- E.faecalis 29212
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60-
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Wykres 25. [%] redukcja biofilmu badanych szczepow na skutek aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej gentamycyny wydzielajacej si¢ z poszczegélnych typow
nosnikow. BC-3,7,12: no$nik niemodyfikowany, 3,7,12 dni hodowli, odpowiednio; BC-7CA:
celuloza 7-dniowa, modyfikowana kwasem cytrynowym; BC-70, celuloza 7-dniowa

modyfikowana olejem.

Wyniki uzyskane za pomocg zmodyfikowanego testu A.D.A.M. wykazuja najwyzsza
skuteczno$¢ powidonu jodu w eradykacji analizowanych biofilmow, niezaleznie od gatunkéw
drobnoustrojéow je tworzacych oraz typow nosnikoéw, do ktoérych PVP-I byt wprowadzony.
Gentamycyna 1 poliheksanidyna cechowaty si¢ zréznicowang aktywnoscia, zalezng od typu
nosnika oraz od gatunku drobnoustroju tworzacego biofilm w zastosowanym uktadzie

badawczym.

88



Ostatnim zadaniem badawczym wykonanym w ramach niniejszej pracy doktorskiej byta ocena
cytotoksycznosci analizowanych antyseptykow oraz antybiotyku, a takze poszczegdlnych
typow nosnikow wzgledem linii komérkowej fibroblastow — jednego z dwoch typow komorek

odpowiedzialnych za proces gojenia si¢ rany. Wyniki przedstawiono na Wykresach 26, 27

-
(=]
<

[% przezywalnosé fibrblastow]

133
<

BC-3 BC-7 BC-12 BC.-70  BC-7CA

[=]
1

Wykres 26. [%] przezywalnos¢ linii komorkowej fibroblastow poddanych hodowli w
obecnosci medium inkubowanego uprzednio w obecnosci nosnikow celulozowych.

K — probka kontrolna; BC-3,7,12: no$nik niemodyfikowany, 3,7,12 dni hodowli, odpowiednio;
BC-7CA: celuloza 7-dniowa, modyfikowana kwasem cytrynowym; BC-70, celuloza 7-dniowa

modyfikowana olejem.
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Wykres 27. [%] przezywalnos¢ linii komorkowej fibroblastow poddanych dzialaniu
analizowanych substancji przeciwdrobnoustrojowych. PVP-I: powidon jodu; PHMB:
poliheksanidyna; GENTA: gentamycyna. Asterisk — rdzZnice istotne statystycznie (K-W test,

p<0,5; analiza post hoc Dunneta).

Wyniki przedstawione na Wykresie 25 i 26 wykazaly brak wplywu cytotoksycznego
analizowanych nos$nikow BC (zarowno niemodyfikowanych, jak 1 modyfikowanych)
wzgledem linii komoérkowej fibroblastow. Z kolei najwyzszy efekt cytotoksyczny wzgledem
tej linii komorek eukariotycznych wykazywat powidon jodu; nizsza ( 60%) cytotoksycznos$cia

charakteryzowata si¢ poliheksanidyna, a najnizsza (30%) cytotoksycznos$cig - gentamycyna.
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6. Dyskusja

Przyczyna, dla ktoérej podjatem si¢ badan przedstawionych w niniejszej pracy, jest fakt, ze
mimo stosowania coraz bardziej zaawansowanych technik diagnostycznych i leczniczych,
infekcje ran przewleklych pozostaja istotnym problemem wspotczesnej medycyny.
Zdecydowatem si¢ na wytworzenie 1 analiz¢ fizyczng oraz biologiczng aktywnych
przeciwdrobnoustrojowo no$nikéw celulozowych nie tylko dlatego, ze bioceluloza [BC] jest
uwazana za jeden z najbardziej obiecujacych biopolimerdéw ostatnich lat; mialem na wzgledzie
réwniez czynniki ekonomiczne oraz obcigzenia finansowe, ktore musza ponosi¢ moi pacjenci i
ich rodzina pragnaca zapewni¢ choremu odpowiednie standardy leczenia z wykorzystaniem
kosztownych, nowoczesnych opatrunkow.

W warunkach laboratoryjnych wytworzenie bakteryjnego biopolimeru celulozowego polega na
hodowli niepatogennego szczepu Komagateibacter xylinus w ptynnym podtozu Herstina-
Schramma charakteryzujacym si¢ $cisle zdefiniowanym sktadem chemicznym, a co za tym
idzie wysoka ceng. Nalezy zwroci¢ jednak uwage na fakt, ze w sktad podtoza, poza cukrami
oraz sktadnikami mineralnymi wchodzi kosztowny baktopepton oraz ekstrakt drozdzowy.
Obecnie prowadzone s3 badania nad wykorzystaniem jako podstawy do tworzenia medium
hodowlanego znacznie tanszych komponentow takich jak na przyktad roéznego rodzaju pulpy
owocowe (w tym jabtkowe) bedace materiatami odpadowymi podczas procesow produkcji
migdzy innymi sokéw owocowych [50]. Prawdopodobnym zatem jest znaczne obnizenie w
przysztosci kosztow uzyskania celulozy i tym samym zwigkszenie optacalnosci procedury
wytwarzania tego biopolimeru. Powyzsze stwierdzenie jest tym bardziej prawdziwe, ze
rowniez proces oczyszczania BC z komorek K.xylinus moze by¢ zoptymalizowany. Jak
wykazat Junka 1 wsp., ktorzy przetestowali kilkanascie sposoboéw oczyszczania bakteryjnej

celulozy za pomocg tugu sodowego, mozliwe jest zastosowanie wzglednie niskich (nizszych
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niz tych standardowo stosowane w praktyce laboratoryjnej) stezen zasady sodowej z
zachowaniem takich istotnych parametréw BC (w kontek$cie zastosowania jako opatrunku)
jak niska cytotoksyczno$¢ czy brak wlasciwosci pobudzajacych makrofagi do wytwarzania
reaktywnych form tlenu [51].

Drugim impulsem do wykonania przedstawionych w niniejszej pracy badan byly dwie
publikacje dotyczace mozliwosci modyfikacji cech no$nika celulozowego poprzez
zastosowanie prostych i tanich procedur zwigzanych ze zmiang $rodowiska hodowlanego
K.xylinus badz poddaniu no$nikéw dziataniu odczynnikéw chemicznych oraz wysokiej
temperatury.

Badanie wykonane przez polski zesp6t badawczy wykazato, ze wprowadzenie do srodowiska
hodowlanego K.xylinus oleju rzepakowego o st¢zeniu finalnym wynoszacym 1% prowadzi do
zwigkszenia masy uzyskanej celulozy siegajace 500% [37], natomiast w pracy, ktorej wyniki
zostaly opublikowane przez Ruhsa i wsp. przedstawiono sposob modyfikacji BC zmieniajacy
diametralnie (w poréwnaniu do celulozy natywnej, niemodyfikowanej) jej porowato$¢ oraz
wlasciwosci mechaniczne 1 strukturalne [38].

Co wigcej, poniewaz proces sieciowania bakteryjnej celulozy jest zjawiskiem czaso-zaleznym,
takze no$niki celulozowe inkubowane w roznych okresach czasowych, cechujg sie
zréznicowang porowatoscig, a co za tym idzie zréznicowang zdolnoscig do pochtaniania i
uwalniania cieczy ze swojej struktury [S52].

Powyzsze rozwazania sktonity mnie do wytworzenia 3 typow niemodyfikowanych nos$nikow
celulozowych (celulozy 3,7 i 12-dniowej; celuloza 7-dniowa jest najczgsciej stosowanym
typem nosnika BC) oraz dwoch typow celulozy modyfikowanej - olejem (w procesie
hodowalnym) oraz kwasem cytrynowym i wysoka temperaturg ( modyfikacja miata miejsce po

wytworzeniu 7-dniowego nosnika).
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Gloéwng przestanka, jaka stala za moimi poczynaniami, byla hipoteza, ze rézne nos$niki
celulozowe charakteryzowac si¢ beda r6zng zdolnos$cia do pochtaniania substancji aktywnych
oraz r6znym czasem ich uwalniania.

Cechy te sa kluczowym czynnikiem w aspekcie skutecznego leczenia ran przewleklych
objetych procesem infekcyjnym. W przypadku ran przewleklych objetych silnym,
rozwijajacym si¢ gwalttownie procesem infekcji, korzystne jest zastosowanie wysokiego
stezenia zwigzku przeciwdrobnoustrojowego, ktory uwalnia si¢ gwaltownie z nosnika w
krotkim czasie, a nastgpnie - po wstgpnym opanowaniu zakazenia - zastosowanie no$nika, z
ktorego zwigzek przeciwdrobnoustrojowy wydziela si¢ w sposob przedtuzony chronigc rane
zaré6wno od wewnatrz (niszczac odtwarzajace si¢ struktury biofilmu), jak i od zewnatrz (nie
dopuszczajac do rany drobnoustrojow ze srodowiska zewngtrznego).

W celu weryfikacji prawdziwosci hipotezy podjalem sie¢ produkcji wyzej wymienionych i
scharakteryzowanych w sekcji Materiaty i Metody no$nikéw celulozowych.

Okreslitem takze Minimalne Stezenia Hamujace Wzrost oraz Minimalne Stezenia Eradykujace
Biofilm patogenéw, ktére wywotywaé¢ moga infekcje ran przewleklych, mianowicie
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa oraz Enterococcus faecalis.

Jak wykazalem w Tabeli 1 oraz na Wykresach 1-13, biofilm badanych bakterii
charakteryzowat si¢ znaczaco, w porownaniu do form planktonicznych, wyzsza tolerancja na
zastosowane S$rodki antyseptyczne: poliheksanidyne, oktenidyng, powidon jodu,
chlorheksydyng oraz antybiotyk gentamycyne. W przypadku antyseptykow, minimalne
stezenie tych zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych konieczne do eradykacji biofilmu byto
$rednio 2 - 5-krotnie wyzsze w porownaniu do stezen antyseptykow koniecznych do zabicia
form planktonicznych tych samych szczepow. Nalezy zauwazy¢, ze rdznica w tolerancji na
gentamycyn¢ migdzy biofilmem a planktonem wykazywana przez szczep S.aureus 6538 siegata

ponad 30000x. Uzyskane przeze mnie wyniki s3 zgodne z danymi przedstawianymi przez
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innych badaczy i w naoczny sposoéb wykazuja konieczno$¢ usuwania z rany patogendw zanim
z formy planktonicznej przeksztalca si¢ w forme¢ biofilmowa [S3]. Dane przedstawione na
Wykresach 1-16 s3 godne uwagi rowniez ze wzgledu na zréznicowanie krzywych
przedstawiajacych stezenia badanych zwigzkoéw konieczne do usunigcia biofilmu tworzonego
przez badane drobnoustroje. Mozna zauwazy¢ dwa wyrazne trendy w stopniu nachylenia si¢
krzywej — jeden tagodny, charakteryzujacy w wiekszos$ci przypadkow oddziatywanie bojcze
antyseptyku oktenidyny, poliheksanidyny i chlorheksydyny oraz drugi, ostry, charakteryzujacy
w wigkszo$ci przypadkoéw oddziatywanie bdjcze wykazywane przez antyseptyk powidon jodu
oraz antybiotyk gentamycyng¢. Roznice te w pewnej mierze moga by¢ uwarunkowane roznicami
w budowie chemicznej i mechanizmie aktywno$ci bdjczej wykazywanej pomig¢dzy
antyseptykami z grupy biguanidyn a pierwiastkowym jodem, a takze dawko-zalezng
aktywno$cig antybiotyku gentamycyny.

Znamienna jest takze 1 charakterystyczna, w aspekcie narastajacej opornosci
mikroorganizméw na antybiotyki, niezwykle niska wrazliwo$¢ szczepu z gatunku
Enterococcus faecalis na antybiotyk gentamycyne oraz zdolno$¢ tego antybiotyku do
przetamania opornosci przy zastosowaniu jego wysokich stg¢zen (jak ma to miejsce w
przypadku stosowania gabki garamycynowej) [54, 55].

Okreslenie wartosci MIC 1 MBEC uzytych $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych wzgledem
form planktonicznych i biofilmu tworzonego przez analizowane szczepy bakteryjne byto
warunkiem koniecznym do przeprowadzenia badan nad skutecznoscig biologiczng
poszczegblnych typow nos$nikéw celulozowych. Okreslenia ich wlasciwosci fizycznych
dokonano natomiast w serii do$§wiadczen dotyczacych przede wszystkim ich stopnia
uwodnienia oraz oddawania/utrzymania cieczy. Parametry te w sposob nierozerwalny zwigzane

sa z gruboscig/masg i porowato$cig nos$nikow, dlatego tez po zakonczonym procesie
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wytworzenia prototypowych opatrunkéw dokonano ich oceny z zastosowaniem Skaningowej
Mikroskopii Elektronowej oraz ich oceny wagowej w stanie mokrym i suchym.
Mikro-obrazowanie SEM wykazato istotne rdznice w porowatosci poszczegdlnych typow
no$nikéw — nos$niki niemodyfikowane 3 dniowe charakteryzowaly si¢ wyzsza porowatos$cia niz
te 7 dniowe, a te z kolei mialy wyzsza porowato$¢ od nosnika niemodyfikowanego 12-
dniowego. Ponadto, oczyszczone no$niki 3-dniowe cechowaly si¢ na poziomie
makroskopowym wyzsza przejrzystos$cia oraz nizsza wysokoscig (gruboscig) od nos$nikow
niemodyfikowanych 7- i 12-dniowych [Zdjecie 1]. Podobng zalezno$¢ zaobserwowano
analizujac wagi poszczegélnych typoéw nosnikéw niemodyfikowanych, co wigze si¢ ze
wzmiankowanym juz procesem sieciowania celulozy (a co za tym idzie zmniejszaniem si¢ w
czasie wielkos$ci poréw).

Najnizsza gestoscig porow w obrazowaniu SEM charakteryzowat si¢ no$nik modyfikowany
kwasem cytrynowym (BC-7CA), byl on takze najgrubszy. Porowato$¢ no$nika
modyfikowanego olejem (BC-70) cechowata si¢ najwyzsza zmienno$cia; pory bedace efektem
odparowania oleju mialy $rednice si¢gajacg kilkuset mikrometrow lub nawet kilku milimetréw
w obrazie makroskopowym [Zdjecie 1] za$ usieciowanie bedace efektem naktadania si¢ na
siebie wiokien celulozy w obszarach, w ktorych olej nie wystepowat — od kilku do kilkunastu
mikrometrow [Zdjecie 2]. Dane te pozostaja w zgodno$ci z wynikami zaprezentowanymi przez
Zywicka i wsp [37].

Mokra masa no$nika BC-12 prawie dwukrotnie przekraczata masy no$nikow BC-3 oraz BC-7;
podobng zalezno$¢ zaobserwowaé mozna byto w przypadku no$nikéw BC-70 oraz BC-7CA
(ten ostatni nos$nik byl ponad 2-krotnie 1zejszy od nosnika BC-70). Wydaje si¢ to by¢
intrygujace biorac pod uwage niska porowato$¢ no$nika BC-7CA oraz jego najwyzsza, sposrod
analizowanych no$nikéw, grubos¢ [Wykres 17]. Przyczyna tego stanu rzeczy moze byc¢

wykorzystanie standardowej preparatyki zastosowanej do utrwalenia tej struktury przed
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mikro-obrazowaniem SEM, ktéra doprowadzita (w warunkach prozni) do nalozenia sie¢
poszczegolnych warstw widkien celulozowych na siebie. W dalszych etapach swojej pracy
badawczej planuje zatem wykorzystanie technik mikroskopowych nie wymagajacych
preparatyki probki (np. mikroskopu laserowego technicznego stosowanego do analiz zmian w
materialach metalicznych), ktére jednak w chwili obecnej pozostaja poza moim zasiggiem.
Badania nad suchg masg nos$nikow celulozowych wykazaly wysokie uwodnienie no$nika BC-
3, BC-70 oraz BC-7CA w poréwnaniu do pozostatych typow no$nikéw [Wykres 18]. Oznacza
to, ze wlasnie te typy no$nikéw moga by¢ szczegodlnie predysponowane do roli opatrunkéw w
leczeniu ran S$rednio oraz wysoko—wysickujacych a takze jako nos$niki substancji
przeciwdrobnoustrojowych [6,7].

Analiza parametru zdolnosci do pochfaniania (i utrzymania wody) wykazata, ze im starsza (im
dhuzszy jest proces hodowlany) jest niemodyfikowana bakteryjna celuloza, tym nizsza jest jej
zdolno$¢ do pochtaniania cieczy [Wykres 19]. Oznacza to, ze nosnik typu BC-3 moze by¢
wykorzystywany na podobnej zasadzie co opatrunki hydrokoloidowe i hydrowldkniste
(absorbcja 1 sekwestracja wysigku) a takze do magazynowania wysokich objetosci srodkow
przeciwdrobnoustrojowych koniecznych do zwalczenia infekcji przy pierwszym nalozeniu
opatrunku aktywnego. Z kolei no$niki typu BC-12 mogg znalez¢ zastosowanie jako opatrunki
wtorne zabezpieczajace opatrunek BC-3 oraz chronigce rang przed drobnoustrojami ze
srodowiska zewnetrznego (z racji wyzszej niz BC-7 grubosci oraz nizszej porowatosci). Bardzo
istotnym faktem jest takze zdolnos¢ wszystkich analizowanych no$nikéw niemodyfikowanych
do pochtaniania zblizonej objetosci roztwordw zawierajacych $rodki przeciwdrobnoustrojowe
w poréwnaniu do czystej chemicznie wody. Oznacza to brak interakcji chemicznej migdzy
badanymi $rodkami przeciwdrobnoustrojowymi a czasteczkami polimeru celulozowego
(posiadajacych wystajace z tancucha grupy hydroksylowe), co jest warunkiem koniecznym do

efektywnego uwalniania substancji czynnych. Nalezy zauwazy¢, ze no$nik BC-70
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charakteryzowat si¢ zdolnos$cig do pochtaniania cieczy zblizong do no$nika BC-3. Biorac pod
uwagg jego wieksza grubos¢ (a co za tym idzie wyzsza odpornos$¢ na rozcigganie i rozerwanie)
réwniez no$nik BC-70 moze zatem znalez¢ zastosowanie w charakterze opatrunku
pierwotnego do stosowania na rany przewlekle cechujace si¢ nadmiernym poziomem wysieku
[6,7]. Modyfikowany no$nik BC-70 oraz BC-7CA charakteryzowaly si¢ najkorzystniejsza
warto$cig parametru zdolnos$ci do utrzymania wody w czasie [Wykres 20] — oznacza to, ze s3
one w stanie najdtuzej sekwestrowac nie tylko wodg, ale i potencjalnie wysigk utrzymujac
konieczne do zapewnienia prawidtowych warunkéw gojenia si¢ rany, optimum poziomu
wilgoci. A zatem no$niki BC zmodyfikowane w sposéb opisany w niniejszej pracy moga petnic
role, jaka obecnie petnig kosztowne opatrunki z pianki poliuretanowej [29]. Odwrotny trend
zaobserwowano w przypadku no$nika BC-3 —w zwigzku z najnizszym usieciowaniem celulozy
nie tylko szybko absorbowat, ale i oddawat wodeg.

Kolejnym  analizowanym  aspektem  byla  predko$¢  uwalniania  substancji
przeciwdrobnoustrojowych z poszczeg6élnych typow nosnikow [Wykres 21]. Powtarzalnym
dla kazdego z typoéw nosnikow trendem bylo najwyzsze i najgwalttowniejsze uwalnianie
powidonu jodu oraz oktenidyny, a najwolniejsze — antybiotyku gentamycyny. Poliheksanidyna
oraz chlorheksydyna uwalniaty si¢ z no$nikow szybciej od antybiotyku, ale wolniej niz PVP-I
oraz OCT. Zaskakujacym efektem bylo nizsze st¢zenie uwalniajacego si¢ z nosnika BC-3
powidonu jodu w poréwnaniu do st¢zenia tego antyseptyku uwalniajacego si¢ z nosnika BC-7.
Mozna byto zaktada¢, w oparciu o przeprowadzone wczesniej analizy, ze no$nik BC-3 z racji
swej niskiej masy i usieciowania b¢dzie uwalnial ze swojego wnetrza antyseptyk szybciej niz
BC-7. W chwili obecnej, z racji braku istniejacych danych pi$mienniczych dotyczacych
omawianego zjawiska, nie jestem w stanie znalez¢ wytlumaczenia dla tego powtarzalnego

trendu oraz okresli¢ jego przyczyny.
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Specyficznym tempem uwalniania PVP-1, OCT oraz PHMB charakteryzowat si¢ no$nik BC-
70, z ktorego znaczaca cze$¢ tych antyseptykow przechodzita do srodowiska reakcyjnego
znacznie szybciej niz miato to miejsce w przypadku innych no$nikow. Mozna spekulowac, ze
makroskopowe pory bedace pozostatoscia po oleju nie byly w stanie utrzymaé roztwordow
zawierajagcych powidon jodu, poliheksanidyn¢ oraz oktenidyng, co skutkowalo ich
gwalttownym uwolnieniem.

Wykres 22 pokazuje, ktéry ze zwiazkéw przeciwdrobnoustrojowych uwalnia si¢ z
poszczegb6lnych nosnikow w najwyzszym stezeniu oraz daje oglad o szybkosci jego uwalniania.
Z wyjatkiem PVP-I, do uwalniania najwyzszych st¢zen wszystkich badanych substancji
przeciwdrobnoustrojowych dochodzito nieodmiennie w przypadku nosnika BC-70 (PVP-I
uwalniany byl w najwyzszym stezeniu z no$nika BC-7, natomiast z no$nika BC-70 uwalniato
si¢ drugie co do wartoS$ci stgzenie tego antyseptyku). Opisywana roznica si¢ga rzedu zaledwie
kilku procent i moze by¢ traktowana jako blad pomiarowy dopuszczalny w badaniach
wykorzystujacych biomaterialty pochodzenia naturalnego [36], co stawia nosnik BC-70 na
pierwszym miejscu pod wzgledem zdolnosci do uwalniania substancji aktywnych ze swojej
struktury. Z kolei fakt uwalniania najnizszego st¢zenia $rodkdéw przeciwdrobnoustrojowych z
no$nika BC-3 wigze si¢ prawdopodobnie z jego najnizsza masg, a co za tym idzie najnizsza
bezwzgledna zdolnoscia do adsorbcji poszczegdlnych roztwordw antyseptykow i antybiotyku.
Analizy przedstawione na Wykresach 17-22 stuzyly ocenie i wyborze no$nikow
charakteryzujacych  si¢  najkorzystniejszymi  parametrami  pochlaniania  substancji
przeciwdrobnoustrojowych i mogacych stuzy¢ jako opatrunki o znanej a zatem kontrolowanej
szybkosci  ich  uwalniania.  Kolejnym  etapem  bylo  okre$lenie  aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej antyseptykéw 1 antybiotyku uwalnianych z no$nikéw w
podstawowym uktadzie doswiadczalnym bedacym modyfikacja metody dyfuzyjno-krazkowej

stosowanej do oceny lekowrazliwosci drobnoustrojow. Jak mozna zauwazy¢ na podstawie
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pogladowego Zdjecia 2 oraz zawierajacych szczegoétowe dane Tabel 2 i 3 czynnikami
wplywajacymi na wielko$¢ stref zahamowania wzrostu byty wszystkie zmienne wchodzace w
sktad modelu badawczego: gatunek drobnoustroju, rodzaj zastosowanego no$nika oraz typ
substancji przeciwdrobnoustrojowej. Mozna jednak zauwazy¢ wyrazny trend uwidaczniajacy
silne strefy zahamowania wzrostu dookota no$nikéw BC nasaczonych powidonem jodu,
mniejsze 1 porownywalne strefy zahamowania wzrostu w przypadku antyseptykow
biguanidynowych (CHX, OCT, PHMB) oraz zmienng (w zaleznos$ci od poziomu wrazliwos$ci
danego drobnoustroju) wielko$¢ stref zahamowania dookota no$nikow BC nasgczonych
gentamycyna.

Nastepnie, aktywno$¢ zwiazkéw przeciwdrobnoustrojowych wydzielajacych sie z
poszczegblnych typow nosnikow BC poddatem analizie za pomoca testow, w ktorych
imitowane jest srodowisko rany przewleklej, mianowicie metody A.D.A.M [Tabele 4-7] [49]
oraz jego modyfikacji zaprojektowanej z mys$la o imitacji Srodowiska rany przewlekle;
wysigkujacej [Wykresy 23-25]. Do tego celu, w oparciu o poprzednie zestawy otrzymanych
danych, wybralem dwa antyseptyki, powidon jodu oraz poliheksanidyn¢ i1 antybiotyk
gentamycyne.

Uzyskane wyniki wykazuja bardzo wysoka zdolno$¢ powidonu jodu do penetracji nawet do
najnizszych warstw biofilmu, co jest zgodne z istniejagcymi danymi piSmienniczymi
dotyczacymi tego zagadnienia [S6]. Zaskakujaca byla natomiast niska zdolno$¢ penetracyjna
poliheksanidyny do biofilmu utworzonego na dysku podstawnym i przeci¢tna zdolno$¢ tego
antyseptyku do eradykacji biofilmu z dysku szczytowego. Biorgc pod uwage dane wykazujace
wysokg przydatnos¢ PHMB w zwalczaniu infekcji wywotanych przez biofilmy w ranach i na
skoérze [57] nalezy rozwazy¢ czy stosowany model badawczy nie powinien uwzgledniacé
réwniez wprowadzenia do niego dodatkow symulujacych wyscielisko komorek

eukariotycznych badz same komorki eukariotyczne. Dowiedziono bowiem, ze poliheksanidyna
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cechuje si¢ zdolnoscia do osadzania si¢ na tych elementach pozakomoérkowych (a takze na
samych komorkach eukariotycznych) i uwalniania w obecno$ci drobnoustrojow [S7]. Model
badawczy A.D.A.M zaprojektowany byl z mysla o testach przeprowadzanych gtéwnie w stabo
finansowanych laboratoriach przyszpitalnych [49], stad nie uwzglednia mozliwosci
wprowadzenia do uktadu eksperymentalnego takich kosztownych sktadnikow jak kolagen czy
fibroblasty/keratynocyty. Wyniki zaprezentowane w tej pracy sklaniaja jednak do
wypracowania kolejnej modyfikacji testu A.D.A.M. ktora umozliwitaby jeszcze bardziej realng
ocene aktywno$ci antyseptykow, w tym tych, ktore cechuja si¢ wzmiankowang zdolnos$cig (jest
to tzw. ,residual effect”, proponowane ttumaczenia tego zwrotu na jezyk polski to ,,efekt
utrzymujacego si¢ dziatania”, ktéry jednak w mojej ocenie nie jest w petni $cisty).

Wyniki uzyskane dzigki wykonaniu zmodyfikowanego testu A.D.A.M. [Wykresy 23-25]
pozwolily jednoznacznie oceni¢ zdolnos¢ eradykacji biofilmu badanych drobnoustrojow przez
poszczegbdlne zwiazki przeciwdrobnoustrojowe wydostajace si¢ z poszczegdlnych typoéw
nos$nikow. Moze mie¢ to szczeg6lne znaczenie w sytuacji, gdy dysponujemy wiedza na temat
czynnika etiologicznego zakazenia. I tak wywnioskowa¢ mozemy, ze w celu eradykacji
biofilmu P.aeruginosa za pomoca poliheksanidyny najkorzystniejsze jest stosowanie no$nikow
BC-3 oraz BC-70; niska skuteczno$cig cechuje si¢ natomiast no$nik BC-12 [Wykres 23]. W
przypadku stosowania PVP-jodu do leczenia infekcji o charakterze mieszanym
najskuteczniejsze byloby sprzezenie tego antyseptyku z no$nikiem BC-7, ale jesli za infekcje
rany przewlektej odpowiadatby gronkowiec zlocisty nalezatoby rozwazy¢ zastosowanie nie
tylko no$nika BC-7, ale i BC-12. Dane takie jak te zaprezentowane powyzej shuzy¢ moga do
personalizacji 1 optymalizacji sposobow leczenia ran zainfekowanych przez specyficzne
szczepy drobnoustrojow.

Niezwykle zastanawiajacym wynikiem jest spadek aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej

badanych zwigzkéw wydostajacych sie z no$nikéw BC-12 oraz BC-7CA wzgledem biofilmu
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E.faecalis. Wyzej wzmiankowane typy nosnikow roznig sie¢ od pozostatych niska porowatoscia,
a co za tym idzie charakteryzuja si¢ nizszym poziomem wymiany gazowej. Mozna zalozy¢, ze
obnizona dostgpno$¢ tlenu doprowadzita badany szczep do przelaczenia swojego metabolizmu
w tryb beztlenowy, co przetozy¢ si¢ moze na zmiany w strukturze jego $ciany komodrkowe;j
(mozliwo$¢ takg wykazat Chang i wsp. w roku 2018 [58]), a w efekcie na obnizong wrazliwos¢
na antyseptyki 1 na zmniejszong zdolno§¢ gentamycyny do przenikania przez warstwy
peptydoglikanu tworzacego $ciang komorki Enterococcus.

Nowoczesny opatrunek aktywny przeciwdrobnoustrojowo powinien cechowaé si¢ niskg
cytotoksycznosciag badz jej brakiem. W piSmiennictwie naukowym dostgpne sa dane
udawadniajace brak cytotoksycznos$ci natywnych form no$nikéw celulozowych [51] oraz
celulozy modyfikowanej olejem [wzmiankowana juz praca Zywickiej i wsp. [37]. Na Wykresie
26 przedstawilem dane potwierdzajace prawdziwos¢ wyzej wzmiankowanego twierdzenia nie
tylko dla juz zbadanych nos$nikéw celulozowych, ale i dla nosnika celulozowego
modyfikowanego kwasem cytrynowym. Uzyskane przeze mnie wyniki stoja w zgodnosci z
cytowanymi juz pracami i dodatkowo potwierdzaja prawidtowos¢ wynikow uzyskanych przeze
mnie dla no$nika BC-7CA. Z kolei wyniki dotyczace cytotoksyczno$ci samych antyseptykow
i antybiotyku [Wykres 27] stoja w zgodnosci z danymi przedstawianymi przez innych badaczy
[19].

Praca jaka wykonalem w celu wytworzenia aktywnych przeciwdrobnoustrojowo no$nikow
celulozowych i oceny ich wiasciwosci uzmystowita mi, dlaczego bioceluloza znajduje coraz
szersze zastosowanie w medycynie. Za pomoca wzglednie prostych metod hodowlanych 1
modyfikacji uzyskalem prototypowe opatrunki cechujace si¢ zroznicowang predkoscia
uwalniania substancji przeciwdrobnoustrojowych, brakiem cytotoksycznosci, wysoka
zdolno$cig do absorbcji wysigku, a przede wszystkim niskim kosztem wytworzenia. Piszac

niniejszg prace przeszukiwalem bazy artykuldow naukowych szukajac prac o zblizonej
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tematyce, ale dostepne dane piSmiennicze byly niezwykle skape, stad w znacznej czgsci
dyskusji nie miatem mozliwo$ci podpierania si¢ autorytetami naukowymi; zmuszony bytem
opiera¢ si¢ jedynie na wiasnej rzetelnej ocenie uzyskanych przeze mnie wynikow. W
dzisiejszych czasach, gdy dostep do danych dotyczacych szczegoétowych cech
zaawansowanych technicznie opatrunkoéw jest wlasnoscig globalnych koncernéw, mozliwos¢
samodzielnego stworzenia opatrunku, ktorego cechy dorownuja a czgsto przewyzszaja
wytwory dzialdow Research and Development korporacji medycznych, pozwala z optymizmem
spojrze¢ w przysztos¢ 1 zywi¢ nadzieje¢, ze nie wszystko odbywac si¢ musi pod dyktando ceny
1 praw podazy oraz popytu. Nie nalezy bowiem nigdy zapomnie¢ o tym, ze odbiorcg kazdej,
niewazne jak zaawansowanej technologii medycznej, jest zawsze czlowiek potrzebujacy

pomocy.
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7. Whnioski

e Wytworzone typy prototypowych opatrunkow z bakteryjnej celulozy moga
stanowi¢ funkcjonalng i ekonomicznie oplacalng alternatywe dla zaawansowanych
nowoczesnych opatrunkoéw stosowanych do leczenia ran przewleklych

e Modyfikacje no$Snikow celulozowych prowadzi¢ mogq do uzyskania opatrunkéw o
kontrolowanej szybkosci uwalniania substancji przeciwdrobnoustrojowej

e Opatrunki celulozowe wysycone powidonem jodu moga znalez¢ zastosowanie w
leczeniu silnie zainfekowanych ran przewleklych

e Opatrunki celulozowe o wysokiej gestosci usieciowania i wysokiej objetosci moga
shuzy¢ jako opatrunki wtorne dla nosnikéow celulozowych nisko usieciowanych i

szybko uwalniajacych ze swojej struktury substancje przeciwdrobnoustrojowe
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8. Streszczenie

W mojej pracy podjatem si¢ wytworzenia pigciu typdw prototypowych opatrunkéw z celulozy
bakteryjnej oraz charakterystyki ich wlasciwosci fizycznych oraz biologicznych. Uzyskane
przeze mnie opatrunki zmodyfikowatem dodatkowo poprzez wysycenie ich czterema
antyseptykami — poliheksanidyng, oktenidyna, powidonem jodu i chlorheksydyng oraz
antybiotykiem gentamycyng. Cechy fizyczne no$nikéw ocenialem za pomocg okreslenia ich
masy, parametrow zwigzanych ze zdolno$cia do absorbowania i uwalniania cieczy,
porowatos$cig i ksztattem. Nastepnie poddalem wytworzone opatrunki celulozowe ocenie ich
przydatnosci do eradykacji biofilmow Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa oraz
Enterococcus faecalis - drobnoustrojow zakazajacych rany przewlekle - za pomocg techniki
Antimicrobial Dressing Activity Measurement oraz modyfikacji tej metody shuzacej do
okreslania przydatno$ci opatrunkéw do zwalczania zakazen w ranach o obfitym wysigku.
Wykazalem, ze no$niki celulozowe charakteryzujace si¢ najwyzsza porowatoscia moga
stanowi¢ alternatywe dla stosowanych w praktyce klinicznej opatrunkow hydrozelowych i
hydrowtoknistych, a opatrunki celulozowe o niskiej porowato$ci moga by¢ uzywane w
charakterze opatrunkéw wtornych. Wykazalem takze wysoka przydatnos¢ PVP-jodu
uwalnianego z nos$nika celulozowego do eradykacji biofilméw S.aureus, P.aeruginosa oraz
E.faecalis. Udowodnilem tez brak cytotoksyczno$ci wytworzonych przeze mnie
prototypowych opatrunkéw celulozowych wzgledem linii fibroblastow — komorek

odpowiedzialnych za proces gojenia si¢ rany.

Stowa kluczowe: opatrunki z biocelulozy, antyseptyki, antybiotyki, biofilm, rany przewlekte
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9. Abstract

In my work, I undertook the creation of five types of prototypical bacterial cellulose dressings
and performed characteristics of their physical and biological properties. I additionally modified
the dressings by saturating them with four antiseptics - polyhexanidine, octenidine, povidone-
iodine and chlorhexidine and gentamicin antibiotic. I evaluated the physical properties of
carriers by determining their mass, water-related parameters, porosity and shape. Subsequently
I subjected the cellulose dressings to the assessment of their suitability for eradication of
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Enterococcus faecalis biofilms which
are microorganisms infecting chronic wounds. For this purpose I applied Antimicrobial
Dressing Activity Measurement technique and its modification which allows to determine the
suitability of dressings to combat infections in exudating wounds. I have shown that cellulose
carriers with the highest porosity can be an alternative to the hydrogel and hydrofibrous
dressings used in clinical practice, while cellulose dressings of low porosity can be used as
secondary dressings. I have also demonstrated the high suitability of PVP-iodine released from
a cellulose carrier for the eradication of S. aureus, P. aeruginosa and E.faecalis biofilms. I also
proved the lack of cytotoxicity of the prototypical cellulose dressings I made, towards the

fibroblast cell line responsible for the wound healing process.

Keywords: biocellulose dressings, antiseptics, antibiotics, biofilms, chronic wounds
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