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UVODNA RIJEC

Ovaj tematski broj Acta Medica Croatica, koji sadrzi
predavanja autora sa Simpozija ,,Uloga biofilma u lije-
¢enju vrijeda“ pod pokroviteljstvom Hrvatske akade-
mije znanosti i umjetnosti i uz potporu Stoma medical,
doprinos je obiljezavanju 55. godine uspjesnog djelo-
vanja AMZH. Obuhvacene su suvremene spoznaje o
kroni¢noj venskoj bolesti uklju¢ujuci etiopatogenezu,
dijagnozu, prevenciju i lije¢enje kroni¢nog vrijeda.

Kroni¢ni vrijed je javno-zdravstveni i ekonomski pro-
blem u Hrvatskoj, koji se danas moze uspjesno spri-
jeciti ranom dijagnozom i pravilnom njegom vrijeda.
Komplikacije su nazalost u praksi dosta ceste. Primje-
na suvremenih antimikrobnih obloga usmjerenih na
polivalentni biofilm u vrijedu danas je imperativ sprje-
¢avanja komplikacija i nastanka kroni¢nog vrijeda. Li-
jecenje inficiranog vrijeda je za obiteljskog lije¢nika
dugotrajno i skupo. Brojne bolesti takoder sudjeluju
u patogenezi vrijeda uklju¢ujucu dijabetes, pretilost i
periferne vaskularne bolesti.

Danas je znanstveno dokazano da je bakterijski bio-
film odgovoran za otezano cijeljenje vrijeda. U biofil-
mu vrijeda znacajna je ekstracelularna polimerna tvar
(EPS) koja obavija bakterije i ¢ini fizicku barijeru za
fagocitozu i aktivaciju komplementa, a takoder sprje-
¢ava penetraciju sistemskog antibiotika ili lokalno pri-
mijenjenog antimikrobnog sredstva. Prisustvo biofil-
ma u vrijedu je znacajka kroni¢nog vrijeda. U lije¢enju
se protiv stvaranja biofilma koriste razliciti tretmani
kao debridement, antimikrobni lijekovi, lavaza, ali re-
zultati nisu zadovoljavajudi. Za redukciju biofilma u
rani znanstveno su istrazivane suvremene metode li-
jecenja, ali nisu u potpunosti objasnjene ni primjene u
praksi. Molekulska terapija kao, na primjer, s D-amino

kiselinom i peptidima koji inhibiraju RNK, dokazali
su ucinkovitost u pokusima in vitro i in vivo, no pri-
mjena je u klinickoj praksi otezana. Unato¢ porastu
znanja o mehanizmu virulencije biofima, otkri¢a u¢in-
kovitih lijekova nisu napredovala.

U studiji Akhila sur. iz 2014. godine autori su primi-
jenili lokalne antibiotike i obloge s poliheksametilen
biguanidom, te obloge Aquacel hidrofiber i Aquacel
Ag+ hidrofiber kao ,testne obloge® Testna obloga sa
srebrom je dokazala u¢inkovitost na biofilm uzroko-
van multibakterijama i to posebice na razinu P. aeru-
ginosa. Otezano, odnosno odgodeno cijeljenje vrijeda
je posljedica prekomjernog stvaranja eksudata u vri-
jedu, infekcije s viSe uzrocnika te prisutnosti biofil-
ma koji sprjecavaju proces cijeljenja vrijeda. Iako na
trziStu postoje brojne suportivne obloge za kroni¢ni
vrijed, ipak se ne koriste adekvatno prema klinickom
stanju vrijeda, ne provodi se laboratorijska biokemij-
ska 1 bakterioloska dijagnostika, a jo§ manje klinicka
i bakteriologka identifikacija biofilma u vrijedu. Naj-
novije antimikrobne obloge imaju svojstvo unistenja i
sprje¢avanja reformacije biofilma u vrijedu.

U ovom tematskom broju casopisa eksperti na ovom
podrucdju detaljno prikazuju uspjehe istrazivanja kro-
ni¢nog vrijeda od dijagnoze, neophodne klinicke i mi-
krobiologke dijagnoze biofilma, te rezultata klinickih
postupaka in vivo i in vitro za otklanjanje biofilma.
Antimikrobnim oblogama najnovije generacije posti-
Ze se unistenje a i sprjecavanje nastanka novog biofil-
ma u vrijedu.

SANDRA MARINOVIC KULISIC
JASNA LIPOZENCIC



OPENING REMARKS

This special issue of Acta Medica Croatica contains
lectures presented at the symposium entitled The Role
of Biofilm in the Treatment of Ulcer, organized by the
Croatian Academy of Medical Sciences (CAMS) un-
der patronage of Croatian Academy of Sciences and
Arts, with valuable support from Stoma Medical,
contributes to celebration of the 55" anniversary of
successful CAMS activities. The issue brings state-of-
the-art on the chronic venous disease including the
etiopathogenesis, diagnosis, prevention and treatment
of chronic ulcers.

Chronic venous disease is a public health and eco-
nomic problem in Croatia, which today can be suc-
cessfully prevented by early diagnosis and proper
treatment. Complications are, unfortunately, quite
frequently seen in daily routine. The application of
advanced antimicrobial dressings targeting polyva-
lent biofilm in the wound is currently imperative for
preventing complications and occurrence of chronic
venous ulcers. Treatment of infected ulcer is for family
doctor time-consuming and expensive. A number of
diseases are also involved in the pathogenesis of ulcer-
ation including diabetes, obesity and peripheral vas-
cular disease.

Today, it is scientifically proven that bacterial biofilm
is responsible for difficult healing of the ulcer. The
ulcer biofilm contains significant extracellular poly-
meric substances that enclose the bacteria and make
a physical barrier for phagocytosis and complement
activation, while preventing penetration of systemic
antibiotics or locally applied antimicrobial agents. The
presence of biofilm in the wound is a characteristic fea-
ture of chronic ulcer. In the treatment against biofilm,
various treatments are used, such as debridement, an-
timicrobial agents, lavage, but results are not satisfac-
tory. Modern methods of treatment for wound biofilm

reduction have been scientifically studied, but they are
not completely explained and used in practice. For ex-
ample, molecular therapy with D-amino acid and with
peptides that inhibit RNA, have been proven effective
in in vitro and in vivo experiments, but its application
is difficult in clinical practice. Despite the increasing
knowledge about the mechanism of biofilm virulence,
discovery of effective drugs has not progressed.

In the study by Akhil et al. from 2014, the authors
applied local antibiotics and dressings with poly-
hexamethylene biguanide and Aquacel hydrofiber and
Aquacel Ag + hidrofiber wraps as ‘test dressings. Test
dressing with silver proved effective for multibacterial
biofilm, particularly Pseudomonas aeruginosa.

Difficult or delayed ulcer healing is the result of ex-
cessive exudate in the ulcer, infection with multiple
pathogens, and presence of biofilm that inhibits the ul-
cer healing process. Although there are many support-
ive dressings for chronic ulcers on the market, they are
not used properly according to the clinical status of ul-
cers, while laboratory biochemical and bacteriological
diagnosis generally is not obtained, let alone clinical
and bacteriological identification of the biofilm. Mod-
ern antimicrobial dressings have the ability of destruc-
tion and prevention of biofilm reformation in ulcers.

In this thematic issue, experts in this field show in
detail the results of successful research of chronic
venous ulcers, from the diagnosis, necessary clinical
and microbiological diagnosis of biofilm, to the results
of clinical in vivo and in vitro research methods for
biofilm removal. Antimicrobial dressings of the latest
generation provide destruction and prevent formation
of new biofilm in the ulcer.

SANDRA MARINOVIC KULISIC
JASNA LIPOZENCIC
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Uvodnik

KRONICNI VRIJED - NOVE SPOZNAJE O ETIOPATOGENEZI
I SUVREMENI TERAPIJSKI POSTUPAK

SANDRA MARINOVIC KULISIC

Klinicki bolnicki centar Zagreb, Klinika za dermatologiju i venerologiju, Zagreb, Hrvatska

Potkoljeni¢ni vrijed je najcesci oblik ulceracija na donjim ekstremitetima. Prevalencija potkoljeni¢nog vrijeda varira od 0,1
% do 0,6 % ukupne populacije — ovisno o zemlji i studiji. U vecini studija se ipak navodi da 1 % populacije tijekom Zivota
barem jednom oboli od venskog vrijeda. Posljednje desetlje¢e doslo je do novih spoznaja o upalnoj fazi u kronichom
vrijedu, o znac¢enju metaloproteinaza, faktora rasta, nepravilnoj misi¢noj funkciji, vaskularnoj insuficijenciji i prisutnost
biofilma u vrijedu koji prijeci fazu zacjeljivanja. Postoji nekoliko hipoteza kojima se nastoje objasniti patofizioloski koraci koji
vode od venske hipertenzije u potkoljeni¢ni vrijed. Poznavanje patofiziologije vrijeda i postavljanje to¢ne dijagnoze temelj
su suvremenog zbrinjavanja venskog vrijeda. Moderne suportivhe obloge danas poboljSavaju kvalitetu zivota bolesnika,
no potrebna je njihova ciljana primjena prema postupniku i indikacijama. Najucinkovitija je danas u odstranjenju biofilma
u vrijedu primjena hidrofiber obloga sa srebrom i dezificijensom, jer utjeCu na odstranjenje i sprjeCavanje novonastalog

biofilma u vrijedu.

Klju¢ne rijeci: kroniéni vrijed, infekcija, biofilm, antimikrobne obloge

Adresa za dopisivanje: Dr. sc. Sandra Marinovi¢ Kulisi¢, dr. med.

Klini¢ki bolni¢ki centar
Klinika za dermatovenerologiju

Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu

Salata 4
10 000 Zagreb, Hrvatska

E-posta: sandra.marinovic@zg.htnet.hr

UvVOD

Venski vrijed je podrucje diskontinuiteta koze, najce-
$¢e smjesteno u distalnim dijelovima potkoljenica, a
posljedica je kroni¢ne venske bolesti — venske hiper-
tenzije. Razlicite je veli¢ine i oblika, ponekad obuhva-
¢a i cijelu cirkumferenciju ekstremiteta.

Posljednje se desetljece u istrazivanjima kroni¢ne ven-
ske bolesti (KVB) doslo do novih spoznaja o upalnom
putu: migraciji leukocita, aktivaciji plazma stanica i
granulocita te poviSenoj aktivnosti metaloproteinaze
- $to sve zajedno uzrokuje ostecenje venskog zalist-
ka. Drugi vazan ¢imbenik uklju¢en u patofiziologiju
venskog vrijeda je o$tecena misi¢na aktivnost. Misi¢-
na funkcija u potkoljenici u zdravoj populaciji pove-
¢ava brzinu protoka krvi i odrzava ravnotezu tekucine
u cirkulaciji. U bolesnika s nepravilnom misi¢cnom
funkcijom cesto nastaju promjene na kozi i tezi stadij
KVB te nastanak vrijeda.

Suportivne obloge u lije¢enju vrijeda vazan su dio skr-
bi za bolesnike. Na raspolaganju je mnostvo razli¢itih
obloga te je za pravi izbor obloge potrebno dobro po-
znavanje generickih skupina obloga, njihova djelova-
nja na proces cijeljenja rane, te odstranjenja biofilma u
vrijedu koji je odgovoran za komplikacije i necijeljenje
vrijeda.

Epidemiologija

Ucestalost venskog vrijeda, kao najteze manifestacije
kroni¢ne venske bolesti, znac¢ajno raste kako populaci-
ja stari. Venski vrijed ne javlja se prije 60. godine Zivo-
ta (1), a iznosi 0,7 % kod osoba starijih od 70 godina.
Broj pacijenata koji pate od KVB je potcijenjen, jer je
tesko definirati bolest. Iako je klinicki tijek KVB po-
stepen, ipak tijekom vremena vrijed i KVB negativno
utjec¢u na zdravlje i kvalitetu Zivota (1,2).
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Etiopatogeneza

Kroni¢na venska bolest zapocinje pokretanjem ka-
skade dogadaja koji dovode do patoloskih promjena
u venama i tkivu, a posljedica je kroni¢na venska hi-
pertenzija. Sve vene imaju zalistke, koji funkcioniraju
potkoljenice i venski zalisci zajednickom akcijom re-
guliraju venski krvotok u donjim udovima. Muskula-
tura svojim kontrakcijama tijekom hodanja uzrokuje
praznjenje dubokih vena s posljedi¢nim padom tlaka,
a tijekom mirovanja zalisci svojim zatvaranjem sprje-
¢avaju refluks krvi. Pri tomu nastali diferencijal tlaka
izmedu dubokih i povrsinskih vena usmjeruje venski
krvotok iz povrsinskog u duboki sustav, tj. u pravcu
nizega tlaka. Kod insuficijencije venskih zalistaka i za-
tajivanja miSi¢ne pumpe ne nastaje pad venskog tlaka
u dubokim venama nakon misi¢ne kontrakcije, te je
stoga onemoguceno usisavanje krvi iz povrsinskih u
duboke vene (2-4).

Inkompetencija valvularnog sustava ¢ini osnovu pato-
genetskog i patofizioloskog mehanizma KVB. Funkci-
onalno osteceni zalisci u dubokim venama dopustaju
retrogradni tijek venske krvi pri hodu i stajanju i ra-
zvoj povisenog tlaka u periferiji venskog bazena. Pri
takvim poviSenim vrijednostima krvnog tlaka vraca-
nje krvi kroz perforantne vene u povrsinski venski su-
stav dovodi do dilatacije i valvularne insuficijencije, tj.
do nastanka varikoziteta. Visoki venski tlak izravno se
prenosi u superficijalne vene koje dreniraju insufici-
jentne perforantne vene i potkozno tkivo. Perforantne
vene ulijevaju se u duboke vene kroz misi¢ne fascije.
Preveliko rastezanje venske stijenke na mjestu polazi-
$ta perforantnih vena iz povr$inskog venskog sustava
dovodi do dilatacije tih vena u prolazu kroz mi$i¢nu
fasciju. Povi$en hidrostatski tlak uzrok je transudaci-
je i stvaranje otoka, poveéane permeabilnosti kapila-
ra i izlaska eritrocita i plazme u intersticij zbog ¢ega
se pojavljuju promjene boje koze, dermatoskleroza
te destrukcija tkiva u obliku vrijeda. Ovo je zbivanje
osobito izrazeno u podruc¢ju medijalnog maleola, gdje
zbog visokog tlaka nastaje transudacija seruma i pro-
pustanje plazme, elektrolita, fibrinogena, eritrocita i
makromolekula u intersticijski prostor, a perivaskular-
na depozicija fibrina smanjuje opskrbu kisikom koze i
potpornog tkiva. Kao posljedica javljaju se edem, hi-
poksija tkiva, hemosiderinske pigmentacije na kozi i
nastanak vrijeda.

Postoji vise teorija kojima se pokusava objasniti nasta-
nak potkoljenickog vrijeda (1-5). Najce§ce se navodi
“fibrin cuff theory” (barijera perfuzije kisika i nutri-
tivnih tvari), kao posljedica prekapilarne fibroze gdje
se povecava aktivnost upalnih stanica u okolno tkivo,
te one oslobadaju proteinaze. Kapilarno ostecenje i
fibrinska naslaga dovode do smanjenja ishrane okol-

6

nog tkiva te time nastaje vrijed koji ne cijeli. Teorija
“white cell trapping theory” tumaci da leukociti adhe-
riraju na stanice endotela i uzrokuju tkivnu ishemiju
te vaskulamo ostecenje oslobadanjem proteoliti¢kih
enzima. Aglutinacija leukocita i adhezija na endotel
zahtijeva istodobnu izrazajnost adhezijskih molekula
na stanicama endotela [intracelularna adhezijska mo-
lekula-1(ICAM-1), vaskularna adhezijska molekula-1
(VCAM -1), E - selektin] i na leukocitima (5-9). Na-
vedeni procesi dovode do brze migracije leukocita i
monocita prema mjestu upale, gdje zapocinju odgovor
na agresiju otpustanjem upalnih medijatora i destruk-
cijom tkiva. Upalna interakcija leukocita i endotela
ima vaznu ulogu u nastanku venske bolesti i sluzi kao
mehanizam okidanja za popustanje zalistaka, refluksa
i razvoja varikoznih vena, sve do vrijeda na potkolje-
nicama (4-7).

KLASIFIKACIJA KRONICNE VENSKE BOLESTI

U praksi se nalazi nekoliko predlozenih klasifikacija no
od 1994. g. prihvacena je klasifikacija pod nadzorom
American Venous Forum koji je predlozio klasifikaciju
i stupnjeve za donje okrajine s kroni¢cnom venskom
bolesti. Kako bi se napravile standardizirane metode
za opisivanje stanja bolesnika oboljelih od KVB na-
pravljena je klasifikacija temeljena na klini¢kim, eti-
oloskim, anatomskim i patofizioloskim rezultatima,
poznata pod skracenicom CEAP (klinicko-etiolos-
ko-anatomsko-patofizioloska klasifikacija Veéina se
bolesnika nalazi u inicijalnom stadiju bolesti (C1-C2)
te imaju telengiektazije, retikularne i varikozne vene.
Kroni¢na venska bolest pojavljuje se kod bolesnika s
edemom, ostecenjem koze ili venskim vrijedom (C3-
C6) (2-4).

Klasifikacija CEAP razvijena je kao kompleksna, de-
skriptivna platforma za izvjestavanje o dijagnostickim
postupcima kroni¢ne venske bolesti, kao i na¢in rutin-
skog pohranjivanja i vodenja bolesnikove dokumen-
tacije. Klasifikacija se temelji na sljede¢im kriterijima:

Klinicka klasifikacija se odnosi na klasifikaciju stupnja
ozbiljnosti bolesti, od potpuno zdravih nogu (0. stu-
panj) do aktivnih ulkusa (6. stupanj) (tablica 1).

Za svako klini¢ko stanje tom se klasifikacijom razli-
kuju:

- primarni od sekundarnih te od kongenitalnih slu-
cajeva;

- refluks od opstrukcijske patofiziologije;

- odreduju se precizni anatomski segmenti zahvace-
ni refluksom ili opstrukcijom.
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Tablica 1.
Klinicka klasifikacija CEAP (4)

Stupanj 0 nevidljivi ili palpabilni znakovi venske bolesti
Stupanj 1 teleangiektazije ili retikularne vene

Stupanj 2 varikozne vene

Stupanj 3 edem

Stupanj 4 koZne promjene opisane kod venskih bolesti
(pigmentacija, lipodermatoskleroza, venski edem)

Stupanj 5 kozne promjene opisane u stupnju 4 samo s izlijecenim ulkusom
Stupanj 6  kozne promjene kao u stupnju 4, ali s aktivnim ulkusom

s— simptomi koji ukljucuju bol, zatezanje, iritaciju koze, gréenje misica, kao
i druge tegobe koje se mogu pripisati venskoj disfunkciji

a— asimptomatski

Etioloska klasifikacija (tablica 2) oznacava prirodu bo-
lesti vena koje mogu biti urodene, primarne i sekun-
darne. Primarna bolest je sporo progresivan degenera-
tivni venski poremecaj koji rezultira slabim venskim
zidom $to uzrokuje venski refluks i obi¢no zapocinje
u povrsinskim venama. Post-trombotic¢ka sekundarna
bolest je progresivnija upalna bolest kod koje nastaje
distorzija venskog zaslistka i venskog zida te kombi-
nacija opstrukcije i refluksa, koji obi¢no zapocinje u
dubokim venama.

Tablica 2.
Etioloska klasifikacija (4)

Ec kongenitalna

Ep primarna

Es sekundarna (posttrombotska)
En nema venske etiologije

Anatomska klasifikacija se odnosi na smjestaj prosi-
renih vena. Jesu li povrs$inske, duboke ili perforantne,
odnosno kada se patologija nije mogla pripisati ni jed-
noj anatomskoj kategoriji (tablica 3).

Tablica 3.
Anatomska klasifikacija (4)

As povrsinske vene
Ap perforantne vene
Ad duboke vene

An nema anatomske etiologije

Patofizioloska klasifikacija odreduje prisutnost refluksa
u povr$inskim, komunikantnim ili dubokim venskim
sustavima, kao i opstrukciju u tijeku krvi. Revidiranoj
klasifikaciji dodana je nova kategorija (Pn) kojom se
naglasava da nije odredeno radi li se o refluksu ili op-
strukciji (tablica 4) (4).

Tablica 4.
Patofizioloska klasifikacija (4)

Pr refluks

Po opstrukcija

Pr,o refluks i opstrukcija

Pn nema venske patofiziologije

Americki venski forum je 2000. godine iz elemenata
klasifikacije CEAP izveo sustav stupnjevanja ozbiljno-
sti bolesti vena [engl. Venous Severity Score (VSS su-
stav). VSS sustav je postupak evaluacije razraden kao
nadopuna klasifikaciji CEAP kako bi se omogucilo se-
rijsko procjenjivanje. Svojstva VSS sustava neophodna
su za longitudinalno pracenje klini¢ckog stanja bolesni-
ka tijekom i nakon intervencije.

Ta se klasifikacija kombinira sa sustavom stupnjevanja
ozbiljnosti venske bolesti:

- Stupanj venske nesposobnosti (engl. Venous Dis-
ability Score (VDS)

- Stupanj venske segmentne bolesti (engl. Venous
Segmental Disease Score (VSDS)

- Stupanj klinicke ozbiljnosti stanja venske bolesti
(engl. Venous Clinical Severity Score (VCSS) (2-4).

Stupanj venske nesposobnosti

VDS procjenjuje uc¢inak bolesti vena i odreduje stu-
panj nesposobnosti vena u izvrsavanju svoje funkcije.
Boduje se na ljestvici od 0 do 3, na temelju sposobno-
sti za osmosatni rad/dan s pruzanjem vanjske pomoci
ili bez nje.

Stupanj venske segmentne bolesti

VSDS koristi anatomsku i patofiziolosku klasifikaci-
ju sustava CEAP za stupnjevanje venskog refluksa ili
opstrukcije. Rezultat se dobije snimanjem venskih se-
gmenata doplerskim ultrazvukom ili flebografijom.

Stupanj klinicke ozbiljnosti stanja venske bolesti

VCSS uklju¢uje 9 znacajki bolesti vena od kojih se
svaka boduje ljestvicom stupnja ozbiljnosti od 0 do
3. Kako bi rezultat bio dinami¢an, VCSS kategorije se
boduju pojedina¢no_To su promjene na kozi (pigmen-
tacije, upala i otvrdnuce koze) te ulceracije (broj, veli-
¢ina i trajanje).

KLINICKA SLIKA

Teleangiektazije  (si-
nonimi:  paucinaste
vene, metli¢aste vene)
su prosirene intrader-
malne venule veli¢ine
manje od 1 mm (sl. 1).

SL 1. Teleangiektazije
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Retikularne vene (sinonimi: plave vene, subdermalne
(povrsinske) vene, venulektazije) su prosirene potkoz-
ne plavkaste vene promjera od 1 do 3 mm. Obi¢no su
vijugave. Kod ove definicije su isklju¢ene vene koje su
vidljive kod osoba s prozirnom kozom.

Varikozne vene (sinonimi: variks, varikozitet) su sup-
kutane prosirene vene promjera 3 mm ili viSe u us-
pravnom stavu. Ovdje se mogu ubrojiti i magistralne
povrsinske vene, nemagistralne povrsinske vene ili
duboke vene. Varikozne vene obi¢no su vijugave, no
¢ak se i tubularne safeni¢ne vene s refluksom krvi
mogu Klasificirati kao varikozne vene (sl. 2).

SL. 2. Varikozne vene

Intradermalne vene (sinonim: corona phlebectatica)
su brojne male intradermalne vene u obliku lepeze na
medijalnim ili lateralnim dijelovima gleznja i stopala.
Obi¢no se smatraju ranim znakom napredne bolesti
vena.

Edem (sinonim: oticanje oko gleznja) je vidljivo pove-
¢anje volumena tekudine u kozi i supkutanom tkivu za
koje je karakteristi¢cno uvlacenje tlakom. Venski edem
odnosi se na edem noge, zgloba ili stopala, povezan
s vidljivim refluksom ili opstrukcijom u venama na
mjestu otoka.

Pigmentacija koZe: smedkasto tamnjenje koze u po-
drudju zgloba, no moze se prosiriti na stopalo ili pot-
koljenicu. Zbog dijapedeze eritrocita u vezivno tkivo
korija, te depozita hemoglobina nastaju posljedi¢no
zuckasto-smedkaste pigmentacije te upalno fibrozira-
juci proces na kozi.

Egzemi: eritematozni dermatitis, koji moze napredo-
vati do egzematizacije zbog istjecanja tekucine ili zbog
superinfekcije. Egzeme obi¢no uzrokuje kroni¢na ven-
ska bolest i senzibilizacija na prethodno primijenjenu
lokalnu terapiju. Klinicki se to o¢ituje crvenilom koze,
tzv. hipostazicki dermatitis, koji karakteriziraju eri-
tem, edem, madidacija, vezikule, erozije, krustozne
naslage i ljuskanje.
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Lipodermatoskleroza (LDS) je lokalizirana kroni¢na
upala i fibroza (oziljkavanje) koze i potkoznih tkiva.
Ponekad joj prethodi difuzni upalni edem koze, koji
moze biti bolan. Ne smije se zamijeniti s limfangitisom
ili erizipelom odnosno celulitisom zbog sli¢nih karak-
teristi¢nih lokalnih i sistemskih znacajki. Lipoderma-
toskleroza je znak ozbiljne KVB.

Bijela atrofija (sinonim:atrophie blanche): lokalna,
Cesto okrugla bjelkasta i atrofina podrudja na kozi
okruzena pros$irenim kapilarnim to¢kama i ponekad
hiperpigmentacijom, a uzrokovana su okluzivnim ka-
pilaritisom i arteriolitisom. Ovdje su iskljuceni oziljci
zacijeljenih ulceracija.

Venski vrijed: podrudje diskontinuiteta koze. Venski su
vrijedovi ponajcesce smjesteni u distalnim dijelovima
potkoljenice, a posljedica su kroni¢ne venske bolesti
- venske hipertenzije. Razlicite su veli¢ine i oblika, po-
nekad mogu obuhvacati i cijelu cirkumferenciju eks-
tremiteta. Oblikom variraju od okruglih, ovalnih, do
serpiginoznih, trakastih i potpuno bizarnih. Rubovi
prema okolnoj kozi obi¢no su ostri i dobro demarki-
rani, rjede mozemo vidjeti elevirane i subminirane ru-
bove. Dno potkoljeni¢nog vrijeda Cesto je prekriveno
zudkastim fibrinskim naslagama nakon ¢ijeg uklanja-
nja zaostaju crvene granulacije i novoformirane kapi-
lare (sl. 3). Okolna koza je hiperpigmentirana, cesto
nadrazena eksudatom, topla i upaljena. Prisutan je
edem i lipodermatoskleroza. U pravilu potkoljeni¢ni
vrijed ne boli. Iznimku, razumije se, ¢ine stanja in-
fekcije, pojava iritativnog i kontaktnog dermatitisa, te
ulceracije u podrudju atrophie blanche (bolnost zbog
ishemije) i iznad tibije (periostalna bol). Perzistiranje
vrijeda unato¢ njezi, zahtijeva podrobnu mikrobiolos-
ku analizu i dokaz biofilma u vrijedu.

SL. 3. Ulcus cruris hypostasicum (venski vrijed)

Biofilm je kompleksna, heterogena i integrirana pojav-
nost mikroorganizama, koja se sastoji od jedne ili vise
vrsta mikroorganizma, obavijenih ekstracelularnim
polimeri¢nim matriksom, koji same proizvode.

Razlog stvaranja biofilma u domacdina je obrana od
djelovanja imunosnog sustava, efektivna kolonizacija
i zauzimanje okoline bogate hranjivim produktima.
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Perzistiranje mikroba unutar biofilma podrzava kro-
ni¢nu infekciju. Uloga biofilma je i biodegradacija
tkiva, te onemogucavanje djelovanja antibiotika kao
ciljanog lijecenja infekcije. To je razlog da mnogobroj-
ni termini koji se rabe u skrbi o vrijedu dovode do ne-
potrebnog ili pogresnog lijecenja.

S obzirom na dokazanu cinjenicu da je antimikrobno
lijec¢enje kroni¢nog vrijeda s razvijenim biofilmom ne-
ucinkovito, potrebno ga je ukloniti novim hidrofiber
oblogama sa srebrom (10-15).

DIJAGNOZA

Dijagnoza kroni¢ne venske bolesti postavlja se na te-
melju anamneze, klinickog izgleda (lokalizacije, obli-
ka, veli¢ine, duljine, Sirine, izgleda ruba, stijenke i dna
vrijeda), laboratorijske obrade: biokemijska analiza
koja otkriva druge sistemske bolesti (tablica 5); mi-
krobioloska obrada bioptata vrijeda dokazuje to¢an
bakterijski uzrok vrijeda (kvantitativna i kvalitativna
pretraga); biopsija koZe za patohistolosku pretragu
isklju¢uje maligne i upalne dermatoze; radiolosko
snimanje (dopler UZV, dupleks sonografija odnosno
obojena dvostruka sonografija arterija i vena; oksime-
trija, glezanjski indeks - ABPI, flebografija odnosno
angiografija) utvrduju lokalizaciju i vrstu venske insu-
ficijencije (13,14).

Kompijuterizirana tomografija (CT), venografija i
magnetska (MR) venografija su suvremene metode
prikaza vena, koje zahtijevaju intravensku primjenu
kontrasta. MSCT je danas metoda izbora za dijagno-
stiku plu¢ne embolije, a vensku insuficijenciju se moze
prikazati u dubokim venama zdjelice i nogu, premda
se time pacijenta izlaze velikoj dozi zradenja. Ove se
metode rijetko koriste u primarnoj dijagnostici venske
patologije.

Tablica 5.
Laboratorijske pretrage prije lijecenja venskog vrijeda koje
otkrivaju etiologiju vrijeda (13)

<hemoglobin — znak je anemije koja moze usporiti cijeljenje

>hroj leukocita — znak infekcije

<broj trombocita — otkrivanje trombocitopenije

>SE eritrocita — nespecificni biljeg infekcije i upale

Nalaz C reaktivnog proteina — koristan u dijagnozi upale i monitoringu lijecenja
infekcije

>ureja i kreatinin - ureja usporava zacjeljenje; renalna funkcija je bitna pri
ljeCenju antibioticima

Snizeni albumin — gubitak proteina usporava cijeljenje

GUK - otkriva dijabetes

Nalaz RH faktora, ANA, lupus antikoagulantni test, antikardiolipinska antitijela
— biljezi su za reumatske bolesti, sistemski eritematozni lupus, bolesti
vezivnog tkiva

Krioglobulini, kriofibrinogen, protrombinsko vrijeme, antitrombin lll, protein C i
S, faktor Il i V— probir za hiperkoagulabilnost

PREVENCIJA I LIJECENJE VENSKE BOLESTI

1. Sistemska farmakoterapija se u lijecenju venskog
vrijeda primjenjuje godinama s ciljem da se farmako-
loskim putem smanje simptomi i znakovi koji se ra-
zvijaju kao posljedica venske hipertenzije. Veliki broj
lijekova prirodnog podrijetla kao i onih sintetskih ima
dokazana venoaktivna svojstva. Venoaktivni lijekovi
su danas vazna potpora uspje$nosti ostalih terapij-
skih pristupa poput skleroterapije ili kirurskih zahva-
ta. Najvazniji u¢inak venoaktivnih lijekova je ciljano
djelovanje na aktivaciju leukocita i njihovu interakciju
sa stanicama endotela do koje dolazi tijekom razvoja
upalnih procesa u venama.

Najcesce primjenjivani venoaktivni lijekovi:

- Mikronizirana prociséena flavonoidna frakcija (MPFF),
koja se sastoji od 450 mg diosmina i 50 mg drugih fla-
vonoida (hesperidin, linarin i izorhoifolin), venoaktivni
je lijek s najve¢im brojem objavljenih istrazivanja, koji
ima $iroku primjenu u ublazavanju simptoma kroni¢ne
venske bolesti. Istrazivanja ukazuju na to da je ova mje-
$avina flavonoida ucinkovitija od ¢istog diosmina, kao i
da proces mikronizacije flavonoidnih Cestica poboljsava
crijevnu apsorpciju, a time i u¢inkovitost lijeka. Posebno
zanimljiv je mehanizam djelovanja lijeka na upalne re-
akcije udruzene s venskom hipertenzijom, na inhibiciju
aktivacije leukocita, te na njihovu adheziju i migraciju.
MPFF modificira interakciju leukocita s endotelom inhi-
biranjem ekspresije medustani¢nih adhezijskih molekula
(ICAM-1), vaskularnih adhezijskih molekula (VCAM) i
leukocitnih adhezijskih molekula na monocitima i neu-
trofilima. Ovaj specifi¢ni mehanizam djelovanja preve-
nira o$tecenje endotela i ukazuje na uporabu lijeka i u
ranim i u kasnim stupnjevima kroni¢ne venske bolesti.
Za razliku od drugih venoaktivnih lijekova, MPFF ima
opisan ucinak i na cijeljenje venskog vrijeda (16).

- Okserutin, rutozidi i drugi venoaktivni lijekovi pri-
rodnog podrijetla poput ekstrakta divijeg kestena
(HCSE - horse chestnut seed extract) vjerojatno
imaju mehanizam djelovanja na vensku bol, osje-
¢aj otjecanja nogu i druge simptome venske bole-
sti slicno MPFF-u, ali su znac¢ajno manje istrazeni
u klinickim uvjetima.

- Sinteticki lijekovi u terapiji kroni¢ne venske bolesti
(16-18)

Pentoksifilin je najvise istrazen venoaktivni lijek u sku-
pini lijekova sintetickog podrijetla. Radi se o derivatu
ksantina s jakim dokazima o djelovanju na mikrocir-
kulaciju. Pentoksifin u kombinaciji s kompresijskom
terapijom je ucinkovitiji od placeba u lijecenju ven-
skog vrijeda. Uporaba pentoksifilina u praksi uglav-
nom je ogranicena zbog visoke ucestalosti gastrointe-
stinalnih nuspojava i visoke cijene lijeka.
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Drugu skupinu sintetickih lijekova za kroni¢nu ven-
sku bolest ¢ine glikozaminoglikani (GAG), uklju¢u-
ju¢i mezoglikan (visokoproci$¢eni prirodni GAG) i
sulfodeksid (polisharidni sulfat) koji su dobro istraze-
ni i u lije¢enju venskog vrijeda. Oni dokazano djeluju
na inhibiciju adhezije leukocita, pojacavaju endogenu
fibrinolizu i antitrombotska svojstva krvne plazme.

Vaznost ogranicene ishemije u genezi venskog vrije-
da dovela je do istrazivanja potencijalnog koristenja
prostanoida, lijekova koji se koriste u uznapredovalim
stupnjevima obliterirajuce arterijske bolesti. Najcesce
koristeni lijekovi za sada su prostaglandin E1 i stabilni
analog prostaciklina.

2. Kompresivna terapija - zlatni standard indiciran
u svim stadijima kroni¢ne venske bolesti donjih ek-
stremiteta i limfedema (19). Kompresivnom terapijom
izvodi se vanjski pritisak kompresivnim pomagalom
na odredeni dio tijela s namjerom poveéanja venskog
ili limfnog protoka te smanjenja edema tkiva. Zahtjevi
za kompresijom kod bolesti vena mijenjaju se prema
tome je li bolesnik pokretan ili nepokretan. To je zbog
toga §to je tlak u venskom sustavu puno visi u stanju
kada bolesnik stoji (pritisak od 80-100 mm Hg) i jed-
nak je tezini stupa krvi iz desne pretklijetke do stopala.
Medutim, tijekom hodanja (kod bolesnika s normal-
nom venskom cirkulacijom), pritisak rapidno pada na
oko 10-20 mm Hg. Kada lezimo, pritisak u venskom
sustavu je puno nizi te je jos nizi, ako su noge podi-
gnute. Kod kompresivne terapije u leze¢ih bolesnika
potrebno je primijeniti nizi tlak (10-30 mm Hg), dok
je kod uspravnog polozaja i pokretnih bolesnika po-
treban ve¢i vanjski tlak (40-50 mm Hg).

Mehanizam kompresivne terapije je ubrzati venski
protok, redistribuirati volumen krvi u centralne dije-
love tijela, smanjiti obrnuti tijek krvi u insuficijentnim
venama i otok nogu, poboljsati djelovanje misi¢ne
pumpe, ubrzati limfni protok i mikrocirkulaciju, ko-
agulaciju i fibrinolizu.

Apsolutne kontraindikacije za kompresivnu terapiju
su periferna arterijska bolest s kriticnom ishemijom,
bakterijske upalne bolesti (celulitis, erizipel), dekom-
penzacija srca, troficke promjene koze kod dijabeti¢-
kog stopala, progresivna sistemska skleroza s atrofijom
koze, ostecenje senzibiliteta udova, leze¢i, nepomicni
bolesnici, kontaktna preosjetljivost na komponente
kompresijskih materijala, zlo¢udni tumori i maligni
limfedem udova.

Kao i svaka terapija, tako i kompresivna, ima svoju
»dozazu®, koja se mjeri u stupnjevima kompresije (mm
Hg) i oznacava kao stupanj kompresije. Razlidite in-
dikacije traze razli¢iti stupanj kompresije (tablica 6)
(20).
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Tablica 6.
Indikacije za kompresivnu terapiju ()
Stupanj -
kompresije (GC) mm Hg Indikacije
CCl 20-30 mm Hg | C1-2, trudnoca bez edema potkoljenice
(3-6, trudnoca s edemima, poslije
ccl 30-40 mm Hg skleroterapije ili kirurSkog zahvata,
DVT, limfedem, posttrombotski sindrom
(5, poslije kirurSkog zahvata,
ccl 40-50 mm Hg | lipodermatoskleroza, DVT, limfedem,
lipoedem, posttrombotski sindrom
CCIv >50 mm Hg limfedem, lipoedem

Za lijeCenje kompresivnom terapijom postoje tri vrste
pomagala:

Kratko-elasticni zavoji su primjereni u uznapredova-
lim stadijima bolesti koji se manifestiraju koznim pro-
mjenama i prevenira se duboka venska tromboza kod
leze¢ih bolesnika, te poslije skleroterapije i kirurske te-
rapije varikoziteta. Izmjena zavoja se provodi izmedu
1-7 dana.

Dugo-elasticni zavoji izmjenjuju se svakodnevno, a
pritisci u mirovanju su visoki kao i radni pritisci, ali
nemaju utjecaja na duboke vene, a imaju ulogu u lije-
¢enju kroni¢ne venske bolesti.

Kompresivne carape djeluju na povrsinski venski su-
stav i segmentno rasporedeni pritisci imitiraju fizio-
losku raspodjelu venskog tlaka te se preporucuju za
terapiju odrzavanja u svim stadijima kroni¢ne venske
bolesti (19-22).

3. Fizikalna i rehabilitacijska medicina - djelatnost
usmjerena bolesniku koja se temelji na interdiscipli-
narnoj suradnji i timskom radu. Cilj rehabilitacije je
postici $to bolju pokretljivost gleznja i poboljsati ak-
tivnost misi¢ne pumpe koja zbog inaktivitetne atrofije
misica lista moze biti oslabljena, te reducirati limfe-
dem i potaknuti dekongestiju.

Cimbenici rizika za razvoj KVB u domeni fizijatra di-
jele se na promjenjive i nepromjenjive. (tablica 7) (23).

. Tablica 7.
Cimbenici rizika za kroni¢nu vensku bolest (23)

Promjeniivi Nepromijenjivi
- sjedilaci nacin Zivota/neaktivnost |- spol
- BMI - dob >50
- varikoziteti/obiteljska
- trauma o
predispozicija
- pusenje - multiple trudnoce
' zamrygnje/zgdr;avap jeu.prlsnnom - duboka venska tromboza
poloZaju (stajanje, sjedenje)
- staticki poremecaji stopala - veca tjelesna visina
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U cilju prevencije razvoja i progresije KVB, na promje-
njive ¢imbenike utje¢emo na sljedeci nacin:

Medicinska gimnastika i samostalno vjezbanje kod
kuce

Znanstveno je dokazan pozitivan ucinak redovne
umjerene tjelesne aktivnosti (3 x tjedno u trajanju od
30 minuta).

Sport i rekreacija

Sportom mozemo djelovati pozitivno na neke od vari-
jabilnih ¢imbenika za KVB (Setnja, nordijsko hodanje,
biciklizam, plivanje), dok negativno utje¢u sportovi
koji uklju¢uju: ¢u¢njeve, duze zadrzavanje u prisilnom
polozaju, rolanje, dizanje utega, alpsko skijanje, tenis.

Terapijski postupci

Fizikalna terapija i ostali terapijski postupci primje-
njuju se u kombinaciji s kompresijom i drugim ob-
licima lijecenja u osoba s KVB. Terapijski mozemo
djelovati analgetski, antiedemski, poticati cijeljenje te
baktericidno.

Manualna limfna drenaza i masaza

Masaza nema veceg uc¢inka na KVB, osim momentane
op¢e ugode i relaksacije. Manualna limfna drenaza u
kombinaciji s kompresijom (sastavni dio) je uc¢inko-
vita u stvaranju kolateralne limfne mreze, mobilizira
edem, ublazava fibrozu i poti¢e transport limfnim Zi-
lama. Dobar rezultat kod limfedema i postoperativno
kod venskih varikoziteta.

Elektrostimulacija

Izmjeni¢na sinusoidna niskofrekventna struja fre-
kvencije valova od 18 do 36 Hz djeluje na nacin elek-
tromisi¢ne stimulacije - inducira nevoljnu kontrakei-
ju misic¢a. Nizim frekvencijama postize se antiedemski
ucinak. S vi$im frekvencijama postize se jace ,pumpa-
nje“ misica (kod inaktivitetne atrofije), koje moze biti
u kombinaciji s drugim oblicima lije¢enja (23,24).

LIJECENJE VENSKOG VRIJEDA

Lije¢enje kroni¢ne venske bolesti u fazi ulceracija je
zahtjevno i sastoji se od niza op¢ih mjera te lokalne
i/ili sistemske terapije. Opée mjere su usmjerene na
korekciju svih pratecih bolesti i stanja koja proces cije-
ljenja usporavaju: lije¢enje anemije, hipoproteinemije,
dijabetesa, kardijalne dekompenzacije, smanjenje pre-
komjerne tjelesne mase. Lokalno lije¢enje sastoji se od

¢i$¢enja vrijeda i odstranjenja razli¢itih naslaga (ukla-
njanja gnojnih, krustoznih i nekroti¢nih naslaga),
dezinfekcije vrijeda i poticanja procesa granulacije i
epitelizacije, uz sprjecavanje sekundarne infekcije. U
lokalnoj terapiji venskog vrijeda preporucuje se kon-
cept lije¢enja TIME:

T - tissure management (procjena dna rane i postupak
debridmana)

I - infection (procjena mikrobioloskog statusa rane,
kontaminacija, kolonizacija, kriticna kolonizacija
ili infekcija)

M - moisture balance (koli¢ina sekrecije iz rane i vlaz-
nost)

E - Epithelisation (napredovanje epitelizacije)

PREDNOST LOKALNOG LIJECENJA
SUVREMENIM SUPORTIVNIM OBLOGAMA

Danas je najucinkovitije i farmakoekonomski oprav-
dano lije¢enje oblogama. Obloge za vlazno cijeljenje
rane klinicki su dokazane kao velika prednost u odno-
su na klasi¢no previjanje gazom (24-27). Elementi tih
prednosti nalaze se u:

Brzem cijeljenju rana - zbog stalne temperature, vlaZnog
medija koji omogucuje brze migriranje stanica i potica-
nje djelovanja leukocita koji izlu¢uju faktore rasta.

Cjelidba rane filogenetski je drevni nacin tkivnog re-
agiranja koji se sastoji od sloZenog slijeda stani¢nih
i biokemijskih dogadaja usmjerenih na ponovnu us-
postavu tkivne cjelovitosti nakon ozljede. Cjelidbena
kaskada je uskladen i dinamican tkivni odgovor na
strukturno i funkcijsko ostecenje.

Cijeljenju rane doprinose migracija i proliferacija sta-
nica (granulociti, fibroblasti, stanice monocitne loze,
epitelne stanice, endotelne stanice i druge stanice),
regulacijske molekule (citokini, kemokini, ¢imbenici
rasta i drugi), izvanstani¢ni matriks te razli¢iti humo-
ralni i neuralni signali.

U Kklinickom se tijeku cjelidba rane ocituje kao pri-
marno (akutno) zarastanje ili kao sekundarno (odgo-
deno, kroni¢no) zarastanje. Brojni ¢imbenici, lokalni
i sustavni, modificiraju tijek cijeljenja tkiva. Cijeljenje
rane ima nekoliko faza, koje se dijelom preklapaju, a to
su hemostaza, upalna (inflamatorna) faza, neovasku-
larizacija (neoangiogeneza), proliferativna faza i faza
remodeliranja.

Prekid integriteta koze dovodi do krvarenja na koje
se ubrzo nadovezuje hemostaza koja je rezultat triju
odvojenih procesa — kontrakcije krvnih Zila, stvaranje
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trombocitnog ¢epa i koagulacije. Ti su hemostatski
procesi krucijalni u o¢uvanju vaskularnog integriteta
i u prevenciji ekscesivnog krvarenja. Za pokretanje tih
dogadanja potrebni su mnogi ¢imbenici, kao $to su
faktor XII, faktor IX, von Willebrandov faktor i drugi.
Kada dode do ozljedivanja krvnih Zila oslobadaju se
agensi koji poti¢u adheziju trombocita.

Hemostaticka faza - pokrece se adhezijom trombocita
na mjestu o$tecenog endotela i otpustanjem adenozin-
skog difosfata (ADP) koji pojacava nakupljanje trom-
bocita (agregaciju trombocita). Iz alfa zrnaca oslo-
badaju se trombocitni ¢imbenik rasta (PDGF), PF4 i
transformirajuci faktor rasta beta (TGF-beta). PDGF
je kemotaktican za fibroblaste. Pri ve¢im ostecenjima
aktivacija humoralnog sustava zgrusavanja stvara fi-
brin razgradnjom fibrinogena ¢ime se stvara ugrusak.
Osim zadrzavanja eritrocita fibrinska mreza sluzi i kao
strukturna potpora za upalne stanice.

Utjecaj na upalnu fazu - alfa granule trombocita sadr-
7e faktore rasta, kao §to su trombocitni faktori rasta i
transformirajuci faktor rasta beta, koji difundiraju iz
rane u okolno tkivo i stimuliraju ulazak upalnih stani-
ca (neutrofili i makrofagi) u podrudju rane. Makrofagi
imaju iznimno vaznu ulogu u cijeljenju rane, otpustaju
citokine i faktore rasta u ranu te na taj nacin stimu-
liraju fibroblaste, keratinocite i endotelne stanice da
obnavljaju ostecene krvne zile. Debridman dijelova
o$tecenog ekstracelularnog matriksa (ECM) potreban
je da bi se omogucdila migracija stanica unutar rane.
To je olak$ano oslobadanjem proteinaza od strane
neutrofila i makrofaga koji razgraduju oste¢eni ECM.
Te proteinaze odstranjuju osteceni ECM i oslobadaju
dodatne faktore rasta. Faktori rasta su neka vrsta me-
dustanicne signalizacije koja ureduje i usmjeruje cijeli
kompleks tijeka stani¢ne diobe, migracije, diferencija-
cije i produkcije razli¢itih proteina tijekom cijeljenja
rane. Taj je proces reguliran inhibitorom metaloprote-
inaze 1 (TIMP-1), koji sprjecava nepotrebno o$tecenje
zdravog tkiva (3,13,26-30).

Vazni faktori rasta u upalnoj fazi su:

o Epidermalni faktor rasta (EGF) nastaje u trom-
bocitima i makrofagima i stimulira fibroblaste da
izlu¢uju kolagenazu koja razgraduje matriks u fazi
remodelacije

o Transformirajuci faktor rasta (TGF) se nalazi u
trombocitima, makrofazima, limfocitima i hepa-
tocitima

o Vaskularno endotelni faktor rasta (VEGF) stvaraju
endotelne stanice i glavni mu je u¢inak promocija
angiogeneze za vrijeme tkivne hipoksije

o  Fibroblastni faktor rasta (FGF) nalazi se u makro-
fagima, mastocitima i T -limfocitima. Taj faktor
rasta potic¢e angiogenezu, granulaciju i epitelizaciju
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o Trombocitno derivirajuci faktor rasta (PDGF) sa-
drzavaju trombociti, a takoder i makrofagi i en-
dotelne stanice. Taj faktor privlaci makrofage i fi-
broblaste na mjestu o$tecenja tkiva, a pospjesuje i
sintezu kolagena

o Keratinocitni faktor rasta izlu¢uju fibroblasti, a sti-
muliraju migraciju keratinocita i njihovu diferen-
cijaciju i proliferaciju.

Poticanje granulacijske faze — trombociti i makrofagi
su kemotaksi¢ni i privlace fibroblaste u podrudju rane
koji su najvaznije stanice ukljucene u proces stvara-
nja novog tkiva. Dio sekretorne aktivnosti makrofaga
obuhvaca i oslobadanje fibroblastnog faktora rasta.
Tijekom te faze fibroblasti su aktivirani i podvrgnu-
ti proliferativnoj i sintetskoj aktivnosti. Osnovni fi-
broblastni faktor rasta je kemotaksi¢an i poti¢e mitozu
fibroblasta. Prisutnost fibrina moze stimulirati aktiv-
nost fibroblasta, a diferencijacija fibroblasta je pod
utjecajem kolagena, fibronektina ili laminina. Sinteza
i razgradnja proteina ECM kriti¢ne su faze cijeljenja.
Granulacijska faza ukljucuje stvaranje novih krvnih
zila - angiogenezu. Nove krvne zile formiraju se kao
kapilare koje se $ire iz postoje¢ih malih krvnih Zila s
rubova rane, te medusobno stvaraju anastomozu i for-
miraju novu kapilarnu mrezu. Rubovi rane se kontra-
hiraju i smanjuje se veli¢ina izvornog tkivnog defekta.

Kontrola remodelacijske faze koja predstavlja ravnote-
zu razgradnje i resintezu kolagena na mjestu rane. Mi-
ofibroblasti doprinose privlacenju rubova rane. Kada
je zavrSen proces granulacije, proces remodelacije
smanjuje koli¢inu krvnih Zila i broja stanica, te tako
smanjuje metabolicku aktivnost sto dovodi do manje
hiperemije oziljka.

Ako nije uslijedila normalna epitelizacija, vrijed uspo-
reno cijeli.

Zasto dolazi do poremecaja cijeljenja venskog vrijeda?

- Neutrofili su prisutni tijekom cijelog puta cijelje-
nja, najvjerojatnije zbog stalnih poticaja: bakterije,
leukociti, ishemija.

- Sekret vrijeda sadrzi suvisak proinflamatornih ci-
tokina, faktora rasta i matriks metaloproteinaze
(MMP), koji usporavaju proliferaciju stanica i an-
giogenezu.

- Fibroblasti ne uspjevaju stvoriti dovoljnu koli¢inu
ekstracelularnog matriksa, jer je razgradnja kola-
gena veca od njegove sinteze.

- PoviSena razina serumskih proteinaza razgraduje
fibronektin, esencijalni protein koji sudjeluje u re-
modeliranju ekstracelularnog matriksa, kao i fak-
tore rasta.

- Poremecaji izlucivanja citokina i upalnog odgovo-
ra u vrijedu.
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Smanjenje rizika od infekcije postize se direktnim ot-
pustanjem iona srebra u ranu ili stvaranjem nepropu-
sne barijere za bakterije i viruse $to omogucuju suvre-
mene hidrofiber obloge sa srebrom i dezificijensom.

Veca udobnost i isplativost kod dugotrajnog lije-
cenja rane dokazuju moderne suportivne obloge, jer
smanjuju bolnost rane, ne lijepe se za ranu, a nisu
potrebna svakodnevna previjanja. Od iznimne je vaz-
nosti da se pacijent moze s njima tusirati i kupati.

Da bi se suportivne obloge pravilno primjenjivale ra-
zvili su se specifi¢ni klini¢ki protokoli koji moraju sa-
drzavati etiologiju vrijeda, procjenu vrijeda (dubina,
veli¢ina, stupanj Cistoce, kontaminacija, stanje okolne
koze, koli¢ina eksudata), prisustvo infekcije te opce
stanje pacijenata. Cesto se u svakodnevnoj praksi za
odredene stadije vrijeda upotrebljava kodiranje sa slje-
de¢im bojama: crna - nekroti¢na, Zuta - rana s fibrin-
skim slojem, crvena - granulacija, ruzicasta - epiteliza-
cija vrijeda (13,26-28).

Nekroza - prisutnost odumrlog tkiva karakteristi¢ne
crne boje. Tretman kojim se odstranjuje nekroza je de-
bridman, kao osnovni preduvjet da bi rana zacijelila.
Obloge i sredstva koja su indicirana u ovoj fazi, ponaj-
prije imaju funkciju debridmana.

Fibrinske naslage - prisutnost nakupljenih naslaga
fibrina i mrtvih stanica. Lije¢enje takve rane zahtije-
va apsorpciju eksudata, fibrinolizu i odstranjivanje
odumrlog tkiva. Primjena hidroaktivnog gela, koji
potice atraumatski i autoliti¢ki debridman, u kombi-
naciji s vlaznom oblogom maksimalno ¢e ubrzati de-
markiranje odumrlog tkiva i time omoguciti pocetak
zacjeljivanja.

Granulacije- prisutnost vulnerabilnog tkiva crvene
boje koje producira serozno sukrvavi eksudat. Skrb
rane u stadiju granulacije zahtijeva da se taj proces ne-
ometano odvija.

Epitelizacija je ruzicasti defekt karakteristican po mi-
graciji i proliferaciji epitelnih stanica. Rana epitelizira
procesom migracije stanica, tako da epitelne stanice
migriraju uz rub defekta, te procesom proliferacije mi-
griraju prema sredini defekta. Epitelizacija se odigra-
va tek kada granulacijsko tkivo dosegne rubove rane.
Obloge poticu brzu epitelizaciju.

Obloge se dijele na primarne i sekundarne. Primarne
su one koje su u neposrednom kontaktu s povr§inom
rane, a sekundarne imaju ulogu drzanja primarne
obloge na pravom mjestu, a istodobno $tite povrsi-
nu rane od utjecaja vanjske sredine. Danas je sve vise
obloga koje imaju istodobno ulogu primarne i sekun-
darne obloge.

Osnovna uloga suportivnih obloga je da osiguraju op-
timalne fizikalno-kemijske uvjete za cijeljenje rane, a
danas njihova uloga postaje sve zahtjevnija i aktivnija
u smislu sprje¢avanja razvoja infekcije, kontrole eksu-
data, smanjenog broja debridmana i smanjenja bol-
nosti atraumatskim povojem (3,28-31).

Podjela suportivnih obloga prema nacinu djelovanja
na cijeljenje rane prikazana je u tablici 8 (30).

Tablica 8.
Nacin djelovanja i vrste suportivnih obloga

Nacin djelovanja Vrsta obloge

Aktivacija autolitickih gelovi, obloge s dodacima (Ringerova
procesa u rani otopina, fizioloSke otopine), alginati
Granulacija, stvaranje hidrokoloidi (posebna skupina su
wvlazne sredine” i upijanje | hidrofibre), pjene, hidrokapilarne i
suvisnog sekreta silikonske obloge

membrane, akrilati, terapijske obloge
(resorptivne, neresorptivne), obloge s
kolagenima, hidrobalansirane celulozne
obloge, filmovi, mreZice

obloge s dodatkom srebra, ugljena, joda,
poliheksanida i medicinskog meda

Reepitelizacija

Protuupalno djelovanje

SUVREMENE SUPORTIVNE OBLOGE ZA
LIJECENJE VENSKOG VRIJEDA

Hidrokoloidi. Okluzivne, samoljepive obloge koje u
strukturi imaju kombinaciju karboksimetilceluloze,
zelatine i pektina, a prekrivene su poliuretanskim fil-
mom. Primjenjuju se za rane sa srednjom i slabijom
sekrecijom. U kontaktu sa sekretom rane nastaje gel
koji stvara optimalne uvjete za cijeljenje i potice au-
toliticki debridman 1 stvara vlazan medij. Ono $to je
vazno napomenuti u prakti¢noj primjeni je pravilna
prosudba o stanju okolnog tkiva i koli¢ini eksudacije.
Naime, ako je okolina defekta izrazito neishranjena,
hidrokoloid ¢e povecati ranu, jer on radi autoliticki
debridman i razmeksava sve $to nije dovoljno ishra-
njeno. Optimalan ritam izmjene obloga je dva do tri
puta tjedno.

Indikacije su granulirajuce i epitelizirajuce rane sa
srednjom i slabijom eksudacijom. Hidrokoloidi su
izrazito pogodni za autoliticki debridman i zadrzavaju
eksudat rane na nekroticnom tkivu (suhoj nekrozi ili
fibrinskim naslagama).

Nacin primjene: Rana se ispere fizioloskom otopinom,
okolina rane se posusi da bi se hidrokoloid mogao za-
lijepiti. Obloga se mora promijeniti kada gel procuri
s ruba (time je put bakterijama otvoren i moguca je
infekcija), te mora biti 2 cm veca od ruba rane.
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Hidrogel. Hidrogel se sastoji od netopivog polimera
koji je hidrofilan i ima sposobnost apsorpcije velike
koli¢ine tekuc¢ine. Osnovna funkcija je osigurati ap-
sorpciju i debridman nekroti¢nog ili fibrinskog tkiva
ispod neke od aktivnih obloga.

Indikacije: Idealan za rane koje imaju minimalan
eksudat ili ga uopée nemaju. Osigurava vlazne uvjete
za cijeljenje. Povecavajuci vlaznost ispod obloge, Cisti i
odstranjuje nekroti¢no tkivo.

Primjena: Aplicira se izravno na ranu i pokriva od-
govarajucom oblogom. Ispire se s rane fizioloskom
otopinom. Na vrlo suhim nekrozama izmjena obloga
mora biti jedanput/dan. Vrlo je ucinkovit za atrau-
matski i autoliti¢ki debridman rane.

Alginati. Prema kemijskoj strukturi sol je manuronic¢-
ne i glukuronic¢ne kiseline (kalcij-natrij). Izgleda kao
mekano bijelo tkano vlakno koje se izraduje od algi.
Neki se alginati brze geliraju, ali stoga krace stoje na
rani, tj. potrebno ih je ¢e$¢e mijenjati. Njihova karak-
teristika je hemostati¢nost i otpustanje kalcija izravno
u ranu, tako da su izvrstan odabir nakon nekrektomija
ili pri akutnim krvare¢im ranama.

Indikacije Rane sa srednjom i jakom eksudacijom
(rane koje se gazom previjaju dva ili viSe puta/dan).
Alginatne obloge neucinkovite su na suhim ranama, a
izbor su i kod manjih krvarenja, jer njihov sastav ak-
tivno sudjeluje u hemostazi otpustajuci kalcijeve ione
u eksudat rane.

Primjena: Nakon ispiranja rane fiziolo$kom otopinom,
obloga se aplicira na ranu na nacin da bude jo$ barem
pola centimetra veca od rane. Preko alginata aplicira
se gaza ili jo§ bolje neka od sekundarnih obloga.

Transparentni filmovi. Transparentni film je adheziv-
ni semipermeabilni, prozirni ovoj. Vodootporan je,
ali istodobno propustan za zrak. Izraden je od poliu-
retana sa slojem adhezivnog akrilata. Temeljna mu je
svrha prevencija infekcije, te kao sekundarna obloga
potpomaze vlaznom mediju koji ubrzava celularnu
migraciju u cijeljenju rane. Ne koriste se za rane koje
imaju jacu sekreciju.

Hidrofiber obloga. Za rane sa izrazito jakom sekreci-
jom danas na trzi$tu dostupne su obloge od hidrofi-
ber vlakna koje su po sastavu karboksimetil celulo-
za. Osim §to imaju veliku moguénost upijanja, ¢ime
izravno smanjuju broj previjanja, kontroliraju i mi-
krobiolosku floru tako $to pri apsorpciji eksudata
bakterije ostaju zarobljene u hidrofiber vlaknu i tako
se imobiliziraju. Pravilnom primjenom $tite kozu od
maceracije i smanjuju moguénost kontaminacije pri
izmjeni obloge. Hidrofiber vlakna pri geliranju stvara-
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ju kohezivni gel ¢ime zadrzavaju vlaznost na dnu rane
i onemogucuje njegovo isusivanje, ne lijepe se za dno
rane i djelomi¢no uklanjaju fibrinska vlakna.

Primjena: Ako rana ima defekt koze, nuzno je da je
obloga pola centimetra veca od ruba defekta, jer ce se
malo skupiti pri apsorpciji. Pokriva se gazom ili ne-
kom od samoljepljivih obloga. Obloga se mijenja kada
sekret probije sekundarnu oblogu, tj. kada se obloga u
potpunosti izgelira.

Hidrofiber obloga sa srebrnim ionima. Primarna obloga
namijenjena primjeni kod srednje do jako eksudiraju-
¢ih akutnih i kroni¢nih rana u kojima je ve¢ prisutna
infekcija ili postoji velika moguénost za razvoj infekci-
je rane. Primjenom srebra u razli¢itim oblicima, ion-
skim u odredenoj koncetraciji ili izravno u strukturu
vlakana koje se aplicira na ranu, omogucen je aktivniji
pristup lijecenju akutnih i kroni¢nih rana.

Indikacije: Ako rana ima izrazene znakove infekcije,
potrebno je izolirati etioloski uzro¢nik i ordinirati si-
stemski antibiotik. Uz sistemsku terapiju, lokalno su
indicirane obloge sa srebrom. Kod kroni¢nih rana
koje su sklone visokom riziku infekcije, kao $to su di-
jabeti¢ko stopalo i opekline, kao prvi izbor u terapiji
trebaju biti obloge sa srebrom. Druge indikacije, bilo
kroni¢ne, bilo akutne etiologije, zahtijevaju primjenu
obloge sa srebrom uz individualnu primjenu.

Alginatna obloga s medicinskim medom. Med posjeduje
dva osnovna svojstva kojima ostvaruje antibakterijsku
aktivnost. Vazan je izvor fenolnih spojeva koji prido-
nose antimikrobnom i antioksidativnom djelovanju.
Prvo svojstvo temeljeno je na njegovim fizicko-kemij-
skim osobinama (osmolarnost, viskoznost, pH-vrijed-
nost - aciditet). Drugo svojstvo meda zasnovano je na
kemijskim strukturama koje se zajednickim imenom
zovu inhibini. Glavni sastojak meda koji mu osigura-
va antibakterijsku aktivnost je vodikov peroksid, koji
ima dokazano antibakterijsko djelovanje na najcesce
sojeve gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija u
ranama, ukljuc¢ujudi meticilin rezistentni Staphylococ-
cus aureus (MRSA), Streptococcus pyogenes.

Kolageni. Kolagen je prirodan biomaterijal poznat jos
iz egipatske civilizacije. To je najobilniji protein u ljud-
skom tijelu. Kolagen je vrlo vazan u procesu cijeljenja
rane. Izvrstan je kemostatik.

Hidropolimeri - ,,pjene“. Hidrofilne poliuretanske pje-
ne pripadaju velikoj obitelji suportivnih obloga za li-
jecenje rana. Glavna im je karakteristika sposobnost
apsorpcije. Prema indikacijama se preklapaju s hi-
drokoloidima, jedino $to nisu u rutinskoj primjeni za
dijabeticka stopala (prema broju klini¢kih studija), ne
poti¢u granulaciju i epitelizaciju kao hidrokoloidi.
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Bio-okluzivne obloge s dodatkom dezificijensa i srebra s
djelovanjem na biofilm. Novosti su u lije¢enju kronic-
nih rana bio-okluzivnim oblogama. Posljednjih neko-
liko godina raste broj klinickih istrazivanja u kojima se
sve ¢eS¢e navodi pojava i prisustvo biofilma u ranama
koje dugotrajno ne zacijeljuju. Prisustvo biofilma, koje
se moze klinicki prepoznati prema odredenom postu-
pniku, poti¢e kroni¢nu upalnu reakciju u rani i pro-
longira cijeljenje vrijeda.

Kako antibiotici ne djeluju na biofilm, mora ga se
mehanic¢ki ukloniti. Posljednja generacija bio-oklu-
zivnih obloga ima uz srebro i dodatke (stabilizator i
dezificijens) koji djeluju na razaranje biofilma. Na taj
nacin omogucuju baktericidno djelovanje iona srebra,
a najvazniji element je to $to prevenira ponovno stva-
ranje biofilma na rani (2,3-7). Ove hidrofiber obloge sa
srebrom i dezificijensom omogucuju ciljano lije¢enje
kroni¢nog vrijeda i odstranjivanje biofilma koje svoj-
stvo nemaju druge obloge. Omogucuju uspjesno za-
cjeljivanje i prevenciju u kroni¢nom vrijedu (13,14,25-
31).

Preporuke za primjenu pojedinih obloga prikazane su
u tablici 9.

Tablica 9.
Temeljna nacela kod izbora suvremene obloge za rane s
obzirom na dno rane prema Falangi

Dno rane (D)(boja i iscjedak) Prikladne moderne obloge

D1 ) i
nekroza s malofbez iscetka hidrogeli sa sekundarnom oblogom
D2 hidrogeli sa sekundarnom oblogom,
nekroza s umjerenim iscjetkom alginati
Flbrmske_nafslage (C) (bojai hidrogeli sa sekundarnom oblogom,
iscjedak) N )
c1 obloge s dodatkom f|_Z|0Ioske otoplpe,
fibrinske obloge s malo iscjetka obloge s dodatkom Ringerove otopine
G2 alginati,

fibrinske obloge s umjerenim
iscjetkom
C3
fibrinske obloge s obilnim iscjetkom
Granulacijsko tkivo (B) (boja i
iscjedak) poliuretanske, silikonske pjene,
(B2 hidrokoloidi,
granulacijsko tkivo i malo fibrina s hidrofibre, hidrokapilarne obloge
umjerenim iscjetkom
B3
granulacijsko tkivo i malo fibrina s
obilnim iscjetkom
Granulacijsko tkivo u fazi poliuretanske membrane, stanjene
epitelizacije (A) poliuretanske
Al i silikonske pjene, trakasti
granulacijsko tkivo s malo iscjetka/ hidrokoloidi, akrilne obloge,

obloge s dodatkom fizioloSke otopine,
obloge s dodatkom Ringerove otopine

alginati

poliuretanske, silikonske pjene,
hidrofibre, hidrokapilarne obloge

bez iscjetka poliuretanski filmovi
. A.2 Lo trakaste poliuretanske i silikonske
granulacijsko tkivo s umjerenim ) . o
iscietkom pjene, trakasti hidrokoloidi

A3 poliuretanske i silikonske pjene,
granulacijsko tkivo s obilnim hidrokoloidi
iscjetkom i hidrofibre, hidrokapilarne obloge

obloge s dodatkom srebra, ugljena,
meda, joda, antiseptika
resorptivne i neresorptivne terapijske
obloge,
obloge s kolagenom

Bakterijska upala

Rane koje polako cijele zbog drugih
uzroka

ZAKLJUCAK

Kroni¢ni vrijed je kompleksna rana i posljedica je ra-
zvoja patofiziolo$kog procesa, otezanog ili onemogu-
¢enog cijeljenja. Ucestalost odnosno incidencija i pre-
valencija kroni¢nog vrijeda uglavnom je nepoznata.
Vaskularna insuficijencija, infekcija i biofilm u vrijedu
predisponirajudi su ¢imbenici za njegov razvoj.

Biofilm je kompleksna, heterogena i integrirana po-
javnost mikroorganizama, koja se sastoji od jedne ili
vise vrsta mikroorganizama, obavijenih ekstracelular-
nim polimeri¢nim matriksom, koji same proizvode.
Razlog stvaranja biofilma u domacina je obrana od
djelovanja imunosnog sustava, efektivna kolonizacija
i zauzimanje okoline bogate hranjivim produktima.
Perzistiranje mikroba unutar biofilma podrzava kro-
ni¢nu infekciju. Uloga biofilma je i biodegradacija
tkiva, te onemogucavanje djelovanja antibiotika - kao
ciljanog lijecenja infekcije. To je razlog da mnogo-
brojni termini koji se rabe u skrbi o vrijedu dovode
do nepotrebnog ili pogresnog lijecenja. S obzirom na
dokazanu ¢injenicu da je antimikrobno lije¢enje kro-
ni¢nog vrijeda s razvijenim biofilmom neucinkovito,
potrebno ga je ukloniti novim hidrofiber oblogama sa
srebrom.

Novija saznanja o biofilmu, standardizirani postupci i
prakti¢ne preporuke uz primjere iz klinicke prakse o
venskom vrijedu, pridonose uspje$nom zbrinjavanju i
prevenciji komplikacija u vrijedu, znacajno poboljsa-
vajudi kvalitetu Zivota bolesnika. Stoga ¢e daljnje kli-
nicke studije u istrazivanju biofilma u vrijedu dokazati
uspjesnost lije¢enja hidrofiber oblogama sa srebrom i
dezinficijensima.
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SUMMARY

CHRONIC WOUND - A NEW ETIOPATHOGENETIC STATE AND MODERN
THERAPEUTIC APPROACH

S. MARINOVIC KULISIC

University of Zagreb, School of Medicine, Department of Dermatovenereology, Zagreb, Croatia

Lower leg ulcer is the most common form of ulceration of lower extremities. The prevalence of leg ulcer varies among
studies from 0.1% to 0.6%. During the last decade, new concepts on the inflammatory phase in chronic ulcer have been
discovered, such as the importance of metalloproteinases, growth factor, irregular muscular function, vascular insufficiency
and presence of biofilm in the ulcer that prevents healing. There are several hypotheses to explain the pathophysiological
steps, referring to popliteal venous hypertension. Currently, the treatment of leg ulcer relies on due knowledge of ulcer
pathophysiology and making an accurate diagnosis. Today, modern supportive dressings improve the patient’s quality of
life; however, their targeted application according to the protocol and indications is required. A new method of efficient
wound biofim exclusion today is the application of hydrofiber dressings containing a combination of silver ions and two
disinfectants because they influence the exclusion and prevention of new biofilm formation in the ulcer.

Key words: chronic ulcer, infection, biofilm, antimicrobial dressings
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Potkoljeniéni vrijed je u€estala bolest u opcoj populaciji koja ima za posljedicu znatan morbiditet. Poseban problem je
Siroka diferencijalna dijagnoza $to se etiologije tiCe tako da uzrok moze biti metaboli¢ki, imunoloski, vaskularni, onkoloski
ili mijeSani. Pristup lije€enju je multidisciplinaran. Uz niz uklju¢enih medicinskih struka kirurgija je bitan faktor u lije¢enja
komplikacija vrijeda, postoji niz u€inkovitih zahvata koji uz pravu indikaciju imaju za ishod cijeljenje . Uz plasti¢no
rekonstrukcijske metode postoji i niz komplementarnih metoda uglavhom iz domene vaskularne kirurgije kojima se
optimizira lokalno i regionalno stanje te poboljSava rezultat lijecenja.
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UVOD

Potkoljeni¢ni vrijed ili ulkus je bolest koja ima multi-
faktorsku genezu, te ju karakterizira znatan morbiditet
(1). Ovisno o njenoj etiologiji postoje razlicite metode
lije¢enja te bolesti, od raznih konzervativnih metoda
pa do kirurskih zahvata (2). Postoji niz komplikacija
potkoljeni¢nog vrijeda koje otezavaju dostizanje Zelje-
nog cilja - cijeljenje. U svakoj kroni¢noj rani $to je i
sam vrijed postoji niz faktora koji otezavaju cijeljenje
(3). Jedan faktor je sam bolesnik odnosno biometa-
boli¢ko stanje njegovog organizma, te kao posebno
bitan ¢imbenik neurovaskularni status ekstremiteta.
Bez utjecaja na poboljSanje opceg stanja (regulacija
glikemije, korekcija nutritivnih deficita), te regional-
no stanje (povecanje protoka krvi u ekstremitetu) nije
zadovoljeno postojanje osnovnih uvjeta za cijeljenje.

Drugi faktor su lokalni ¢imbenici koji otezavaju cije-
ljenje. Naime u svakoj kroni¢noj rani nalazi se jedan
bioloski teret u obliku devitaliziranog tkiva, upalnih
stanica, eksudata i mikroorganizama od kojih su naj-
¢es¢i bakterije (4). Jedan od problema povezanih s
vrijedom je i stvaranje biofilma, odnosno povrsinskog
sloja koji se sastoji od bakterija i ekstracelularne po-
limeri¢ne tvari u kojoj se one nalaze i koja ih stiti od
Stetnih utjecaja okoline. Kao takav, biofilm izolira bak-

terije od utjecaja antimikrobnih lijekova, te od samog
imunoloskog sustava.

Tredi i ne najmanje bitan faktor je, razumije se, sama
etiologija vrijeda, jer u vrlo Sirokoj diferencijalnoj
dijagnozi uzrok je glavni ¢imbenik koji odreduje
prognozu (5) pa bez postavljanja ispravne dijagnoze
nismo u moguc¢nosti kreirati ispravan i u¢inkovit plan
lijecenja.

Kirursko lije¢enje ima bitnu ulogu u sprjecavanju i
rjesavanju komplikacija do kojih moze do¢i. Postoji
niz kirur$kih metoda, od onih najjednostavnijih po-
put nekrektomije, pa do onih najkompleksnijh poput
slobodnog prijenosa tkiva da bi se rijesile komplikacije
vrijeda (6).

KIRURSKE METODE LIJECENJA
KOMPLIKACIJA VRIJEDA

Nekrektomija

Jedna od najucinkovitijih i najjednostavnijih metoda
je nekrektomija odnosno debridman samog vrijeda.
Kirurska nekrektomija se najcesce radi pomocu skal-
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pela, iako se Cesto koriste i specifi¢ni instrumenti po-
put raznih kireta i uklju¢uje mehanicko odstranjenje
devitaliziranog tkiva uz bakterije, eksudat i biofilm
dok se ne dode do zdravog tkiva (7). Uz tradicionalni
mehanicki debridman postoje i drugi na¢ini mehanic-
kog cis¢enja poput koristenja hidroenergije, bioloske
terapije (crvi), tvari koje enzimski rastvaraju bioloski
teret na rani (8). To su sve vrijedne metode koje se
mogu koristiti u kombinacijama ili zasebno.

Terapija negativnim tlakom

Kao novija metoda u komparaciji s ostalima, terapija
negativnim tlakom se pokazala vrijednim dodatkom
nekrektomiji, te jednostavnijim rekonstrukcijskim
metodama poput rekonstrukcije slobodnim koznim
transplantatom (9). Naime, takozvano kondicioni-
ranje kroni¢ne rane, odnosno prelazenjem kroni¢ne
rane u akutnu ne bi li se postigli povoljniji odnosno ¢i-
sti uvjeti za rekonstrukciju, vrlo se u¢inkovito postize
koritenjem negativnog tlaka uz dakako dobar debrid-
man. Dodatna neprocjenjiva uloga negativnog tlaka je
u fiksaciji transplantata da se minimizira gubitak pre-
satka zbog nakupljanja eksudata ili krvi, te smicanja.

Rekonstrukcijski kirurski zahvati

U slucajevima kada je cijeljenje vrijeda otezano ili
traje predugo usprkos svim poduzetim mjerama u
obzir dolazi ekscizija vrijeda do u zdravo tkivo, te re-
konstrukcija defekta. Kada se razmatra rekonstrukcija
defekta uzima se u obzir plasti¢no kirurska doktrina
da se prvo koriste najjednostavnije metode, te da se
sli¢no rekonstruira sli¢nim.

Prva i najcesc¢e koriStena metoda je rekonstrukcija
defekta transplantatom djelomicne debljine koze po
Thierschu. Kod tog zahvata nakon ekscizije ili nekrek-
tomije vrijeda defekt se pokriva koznim transplanta-
tom djelomicne ili pune debljine koZe najcesée uzetim
sa suprotne natkoljenice (10). Nakon §to se transplan-
tat fiksira za podlogu trebaju 2-3 dana da krvozilni
pupoljci iz podloge urastu u presadak i na taj nacin ga
inkorporiraju. Za taj proces potreban je stalan kontakt
transplantata i podloge, tako da bilo koji faktor koji u
ranoj fazi odvoji presadak od podloge poput hemato-
ma ili smicanja uzrokuje gubitak presatka.

Kompleksnija i rjede koriStena metoda rekonstrukcije
su lokalni ili regionalni reznjevi. Ta metoda ukljucuje
odvajanje tkiva koje je u blizini vrijeda da bi se vri-
jed rekonstruirao. Tkivo se samo djelomic¢no odvaja
od podloge tako da je vaskularizirano mostom tkiva
(koza, potkozno tkivo, fascija, misi¢ ili bilo koja kom-
binacija), te se koristi da se pokrije defekt (11). Konfi-
guracije reznjeva su mnogobrojne i uklju¢uju pokrete
klizanje, transpoziciju i rotaciju tkiva. Cesto nakon ta-
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kvih zahvata nastaje sekundarni defekt koji se rekon-
struira transplantatom djelomi¢ne debljine koze po
Thierschu. Poseban tip reznjeva su i peteljkasti reznje-
vi koji su potpuno odvojeni te vaskularizirani samo
krvozilnom peteljkom te se njima moze lak§e manipu-
lirati. Primjer takvih zahvata su i takozvani propeler
reznjevi (12).

Na samom vrhu ljestvice su metode kojima se tki-
vo potpuno odvaja od podloge te prenosi na mjesto
defekta. Ta metoda zahtijeva ponovnu uspostavu kr-
votoka metodama mikrovaskularne kirurgije, odno-
sno zahtijeva formiranje mikroanastomoze. Najcesce
kori$teni slobodni reznjevi su podlakti¢ni rezanj, re-
zanj m. latisimusa dorzi, te rezanj prednje lateralne
strane natkoljenice (13). Slobodni reznjevi se vrlo ri-
jetko koriste u lije¢enju vrijeda i samo kada se iscrpe
sve ostale mogucnosti.

Zadnja metoda koja se Cesto i ne smatra rekonstrukcij-
skom, te na neki nacin oznacava neuspjeh lijecenja, je
amputacija. Amputacija je funkcionalni oblik lije¢enja
i rezervirana je najcesce za opsezne cirkularne ulku-
se refraktorne na terapiju (14). Amputacija je zahvat
kojim se rjeSavaju komplikacije vrijedova koje se nije
moglo rijesiti drugim metodama i priprema bolesnika
za buduce protetsko zbrinjavanje u cilju postizanja bo-
lje funkcije nego je ona za vrijeme trajanja bolesti. Kod
nekih ulkusa kod kojih je etiologija onkoloska, ampu-
tacija moze biti prvi i najbolji izbor (15).

Pomoéni kirurski zahvati

Etioloski u pozadini nastanka vrijeda i njegovog ne-
cijeljenja Cesto postoji vaskularni problem, bilo da je
rije¢ o venskoj ili arterijskoj insuficijenciji. Ako postoji
vaskularna insuficijencija bilo kojeg oblika, potrebno
ju je korigirati inac¢e ne¢e do¢i do cijeljenje. Kirurski
zahvati ukljucuju podvezivanje safenofemoralnog usc¢a
uz ekstirpaciju perifernih prosirenih vena, te moguce
podvezivanje insuficijentnih perforatora. U slu¢aju ar-
terijske insuficijencije dolazi u obzir endovaskularno
lije¢enje postavljanjem stentova na mjesta suzenja ar-
terije ili otvorene kirurske metode ¢iji spektar ide od
jednostavnijih kao endarterektomije do komplicirani-
jih poput raznih premostenja (16).

ZAKLJUCAK

Kirurski zahvati su vrijedna i uc¢inkovita metoda ko-
jom se mogu na zadovoljavaju¢i nacin zbrinuti kom-
plikacije vrijeda. U samom pristupu bolesniku uvijek
se prvo koriste jednostavnije metoda koje ¢e dati naj-
bolji rezultat. Kompliciranije metode su rezervirane za
manji postotak pacijenata s nizom komplikacija. Jedan
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bitan ¢imbenik lije¢enja vrijeda je pravilno postavlja-
nje dijagnoze jer je diferencijalna dijagnoza Siroka i
etiologija odreduje i ispravan pristup i prognozu. Uz
pravilno postavljanje dijagnoze, multidisciplinarni
pristup u kojemu kirurgija ima vaznu ulogu, vrijed je
bolest koja je izlje¢iva u visokom postotku.
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SUMMARY

SURGICAL EXPERIENCES IN THE TREATMENT OF ULCER COMPLICATIONS

R. ZIC, B. GORJANC, Z. STANEC, S. BUDI, R. MILANOVIC, Z. VLAJCIC, E. RUDMAN,
K. MARTIC, Z. ROJE and R. HELD

Dubrava University Hospital, Department of Plastic, Reconstructive and Aesthetic Surgery, Zagreb, Croatia

Lower leg ulcers have a high in incidence in general population and are associated with a significant morbidity rate.
Wide differential diagnosis considering their etiology poses considerable problem, as the causes are diverse including
metabolic, immune, oncologic, vascular and mixed ones. Approach to treatment should be multidisciplinary, and among
various medical specialties surgery plays an important role. There are numerous efficient procedures that require proper
indication to be successful. Along with reconstructive methods, there are complementary methods, mainly from the field of
vascular surgery; when combined, they produce good results.

Key words: lower leg ulcer, surgical treatment methods, reconstructive surgery
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ANTIMIKROBNE OBLOGE ZA INFICIRANI VRIJED
I KLINICKE SPOZNAJE O BIOFILMU
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Danasnje spoznaje i dokazi o biofilmu, interakcije izmedu razliitih bakterijskih vrsta, te ukupna virulencija mikroba imaju
utjecaj na odgodeno cijeljenje rane i razvoj infekcije. Kvalitetan opis klinickih simptoma uz suvremena saznanja o mikrobima
rane odli¢an su vodi¢ za kreiranje strategije lijeCenja kroni¢nog vrijeda. Zbog sve boljeg razumijevanja uloge biofilma u
produljenju vremena lijeCenja i znanja o sustavu i strukturi biofilma istrazivaci su razvili Ag+tehnologiju. Ta tehnologija
ima jake sinergistiCke ucinke izmedu opcenite antimikrobne aktivnosti ionskog srebra i specificnih spojeva koji pomazu u

ucinkovitosti ometanja i uklanjanja biofilma.
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UVOD

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

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

ANTIMIKROBNE OBLOGE ZA INFICIRANI
VRIJED

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

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

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

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

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

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

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

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

STO JE BIOFILM?

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

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

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

OTPORNOST BIOFILMA NA BAKTERIJE

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

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

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

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

- anaerobni uvjeti reduciraju aktivnost antibiotika

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

METODE DOKAZIVANJA BIOFILMA

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

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

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

LABORATORIJSKE POMOCI KOD
POTVRDIVANJA BIOFILMA

Bojenje po Gramu s laganom mikroskopijom

o Rutinski se primjenjuje u svim mikrobioloskim
laboratorijima

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

o Mora se koristiti u konjunkciji sa sofisticiranijim
tehnikama mikroskopije.

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

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

Konfokalna laserska pretrazna mikroskopija (CLSM):

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

o bez potrebe za sekcioniranjem

Pretrazna elektronska mikroskopija (SEM):

o Koristi lasersku zraku za pretrazivanje povrsine
fiksiranog uzorka

o Brzu pripremu uzorka (dehidracija)

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

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

o Omogucuje slikanje povrsine hidriranih uzoraka

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

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

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

Prisutnost

Pitanje biofilma

Moze li se povrSinski materijal lagano i bez traume odlijepiti
od potkoZne povrSine koZe primjenom tehnika fizickog v
odstranjivanja?
Zadrzava i se povrSinski materijal usprkos autolitickom ili v
enzimatskom debridmanu?

Reformira Ii se povrinski materijal brzo (unutar dan, dva) bez N
Cestih intervencija (primjerice CiSéenje, debridman)?

Reagira li vrijed slabo na topicke ili sistemske antibiotike? v

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

Reagira li vrijed zadovoljavajuée na multi- modalne strategije kao N
Sto su debridman, CiScenje i antimikrobne obloge sa srebrom

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

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

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

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

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

1. Procjena i status rane

. Vrstarane
«  Vrsta tkiva ( nekroza, fibrinske naslage, granulacija)
o VeliCina rane (duzina, Sirina, dubina)
«  Eksudat (boja, konzistentnost, razina)
«  Okolna koZa (eritem, oticanje, diskoloracija, maceracija)
o Znakovi i simptomi infekcije (bol, miris, vrugica, oticanje)
Odstranjivanje odumrlog tkiva
T

wnN

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

ZAKLJUCAK

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

ANTIMICROBIAL DRESSINGS FOR INFECTED ULCER AND CLINICAL
COMPREHENSION OF BIOFILM

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

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

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

Key words: antimicrobial dressings, silver, infection, biofilm, chronic ulcers
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UTJECA] BIOFILMA NA CIJELJENJE RANE I
POSTUPAK ZA IDENTIFIKACIJU BIOFILMA U RANI

JASENKA SKRLIN

Centar za klinicku mikrobiologiju i bolnicke infekcije, Klinicka bolnica Dubrava, Zagreb, Hrvatska

Mikroorganizmi mogu postojati kako u planktonskom, tako i u stanju biofilma. Svaki fenotip ima ulogu u zakasnjelom
zacjeljivanju te uzrokuje infekcije akutnih i kroni¢nih rana. Medutim, virulentni biofilm je osnovni razlog da do zacjeljivanja
rana ne dolazi pravodobno. Zbog hipoteze da mikroorganizmi mogu adherirati za svaku povrsinu, biofilm se moze naci
u svim kroni¢nim ranama. Medutim, sam po sebi biofilm nije najveca prepreka zacjeljivanju kroni¢nih rana, ve¢ njegova
virulentnost i patogenost. Ustanoviti koji specificni patogeni biofilm uzrokuje zakasnjelo zacjeljivanje rana pomoglo bi
boljoj praksi u lije€enju i njezi rana, no poteskoca i daljnje provodenje velikih randomiziranih kontroliranih studija o biofilmu
moguce je samo vizualnom dijagnostikom odnosno dokazom biofilma mikroskopskom analizom histoloski obradenog

bioptata rana.
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UVOD

Biofilm u ranama, implantatima i trajnim ugrade-
nim uredajima stvara kroni¢ne, a vrlo Cesto i za Zivot
opasne infekcije i upale. Takve perzistentne infekcije
mogu dovesti do ostecenja tkiva, neuspjeha ugradiva-
nja implantata, disfunkcije uredaja pa ¢ak i do smrti.
Biofilm infekcije je vrlo tesko lijeciti zbog toga $to ma-
trica (engl. matrix) biofilma uzro¢niku (koji su cesto
rezistentne bakterije) osigurava fizicku zastitu od an-
tibiotske terapije.

Brza detekcija i identifikacija biofilma moze dati prije-
ko potrebne informacije za ranu dijagnozu i u¢inkovi-
to lije¢enje. Medutim, identifikacija bakterijskih vrsta
u biofilmu je izazov zbog njihove fizioloske hetero-
genosti. Konvencionalne metode otkrivanja biofilma
oslanjaju se na kultivaciju koja za dijagnozu zahtijeva
nekoliko dana i ima nisku osjetljivost, dok su mole-
kularne metode detekcije, kao $to su lanc¢ana reakcija
polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction - PCR)
i fluorescentna hibridizacija in situ (engl. Fluorescen-
ce in situ Hybridization - FISH) razvijene na temelju

genotipa i genomskog profiliranja te ostaju izazov za
brzo prepoznavanje biofilma (1).

BIOFILM I RANA

Primarna funkcija koze je da sluzi kao barijera pre-
ma vanjskoj okolini. Zacjeljivanje rana na kozi je
slozeni proces koji uklju¢uje stani¢nu proliferaciju,
migraciju i preoblikovanje tkiva §to ponovno dovodi
do uspostave njezine primarne funkcije. Propust u
lije¢enju rana moze dovesti do daljnjih komplikacija,
ukljuc¢ujuéi septikemiju, kroni¢nu bol, prolongiranu
hospitalizaciju, amputaciju i smrt. U humanoj medi-
cini, kroni¢ne rane uklju¢uju rane donjih ekstremiteta
zbog komorbiditeta kao §to je $ecerna bolest, visoki
tlak ili venska hipertenzija i sl. Bakterije prisutne u
kroni¢nim ranama imaju ulogu u odgodenom zacjelji-
vanju tkiva. Smatra se da bakterije prisutne u kronic-
nim ranama ne postoje samo u planktonskom obliku,
ve¢ su one karakterizirane i kao polimikrobne kolonije
bakterija u zajednici, zvanom biofilm (2).
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Biofilm se sastoji od skupina bakterija koje su adhe-
rirane na povr$inu okruzene ekstracelularnim poli-
mernom matricom. Matrica biofilma ¢ini vise od 90
% suhe mase biofilma stvarajuc¢i trodimenzionalnu
mikrookolinu koja §titi bakterije. Takva arhitektura je
jedinstvena znacajka koja definira biofilm, reguliraju¢i
njegova fizicka i funkcionalna svojstva. U matrici, ovi-
sno o bakterijskoj vrsti razlikujemo fizicku strukturu
biofilma i sastav ekstracelularne polimerne supstancije
(engl. Extracellular Polymeric Substances - EPS) kao §to
su polisaharidi, proteini, nukleinske kiseline i lipidi.
Na primjer, polisaharidi su neutralni u streptokokima
(3), polianionski u pseudomonasu (4) i polikationski
u stafilokoku (5). Unutar vrste EPS su jo$ raznolikiji:
polisaharidi iz razlicitih sojeva Streptococcus thermo-
philus imaju razli¢ite sastave i omjere monomera te po-
sjeduju razli¢ite molekulske mase. Funkcija biofilma je
raznolika i ukljucuje zastitu od okoline, skladistenje
hrane i stani¢nu komunikaciju (engl. quorum sensi-
ng). Prema tome, ekspresija gena i fenotip bakterija u
biofilmu je razli¢ita od slobodno-zivu¢ih planktonskih
bakterija.

Prisutnost biofilma u kroni¢nim ranama dovodi do
nekoliko zajednickih obiljezja; onemogucuju djelo-
vanje antibiotika na bakterije te odrzavaju zahvade-
no inficirano tkivo u perzistentnom upalnom stanju.
Dodatno, dokazano je da prisutnost biofilma inducira
kroni¢nu i/ili “tihu” upalu te odgada zacjeljivanje rana,
ali su mehanizmi zaka$njelog zacjeljivanja nedovoljno
poznati (6).

U nedavno objavljenom ¢lanku Marano i sur. (2) su
dokazali da sastav sekreta iz biofilma bakterija moze
inhibirati normalno zacjeljivanje rane ukljucujuci
stani¢nu proliferaciju i migraciju. Za eksperiment su
ukljucili dvije najéesce bakterije povezane s kroni¢nim
ranama Staphylococcus aureus i Pseudomonas aerugi-
nosa. Toplinskom obradom i mikrofiltracijom dokaza-
no je da je biofilm aktivnost S. aureus zbog proteina, za
razliku od P, aeruginosa Cija je aktivnost posljedica dje-
lovanja malih molekula. Proteomskom analizom iden-
tificirano je nekoliko proteina koji su navodno pove-
zani s usporenim zacjeljivanjem rana, ukljuc¢ujuci: alfa
hemolizin, alkohol dehidrogenazu, fruktoza-bifosfat
aldolazu, laktat dehidrogenazu i epidermalni stani¢ni
razlikovni inhibitor (engl. epidermal cell differentiation
inhibitor).

INFEKCIJE POVEZANE SA STRANIM TIJELOM

Formiranje biofilma je presudni korak u patogenezi
mnogih subakutnih i kroni¢nih bakterijskih infekcija,
ukljucujudi i infekcije povezanih sa stranim tijelom.
Unatoc¢ sterilizaciji i aseptickim postupcima u SAD-u
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2004. g. ucestalost infekcija povezanih s implantatima
kao rezultatom bakterijske adhezije i formacije bio-
filma na implantacijskom mjestu ¢ini preko polovice
svih bolnickih infekcija s procjenom od 1 milijun slu-
¢ajeva na godinu.

Prema National Institutes of Health biofilm produkcija
smatra se medicinski vaznim pojmom, jer sudjeluje u
preko 80 % mikrobnih infekcija u ljudskom tijelu (7).
U prirodi biofilm stvara 99 % bakterija, a kao najcesci
mikroorganizmi odgovorni za dvije trecine infekcija
povezanih sa stranim tijelom su bakterije koje formi-
raju - stafilokoki (Staphylococcus aureus, S. epidermi-
dis, S. lungdunensis), nakon kojih slijede Pseudomonas
aeruginosa i Enterococcus spp, a od gljivi¢nih infekcija
Candida sp.

DIJAGNOSTIKA

Bakterije koje su na dnu biofilma (pod anaerobnim
uvjetima) ujedno su i razlogom ekstremne rezistentne
antibiotske terapije kao i Cesto izrazito teske kultiva-
cije biofilm produciraju¢ih bakterija tradicionalnim
mikrobioloskim metodama (8).

Da bi se direktno vizualizirala trodimenzionalna
struktura bakterijskog biofilma Center for Genomic
Sciences razvio je novi dijagnosticki protokol - kon-
fokalnu lasersku skener mikroskopiju (Confocal Laser
Scanning Microscopy - CLSM ) temeljenu na 16S rRNA
uz metodu fluorescentne hibridizacije in situ (Fluores-
cence In situ Hybridization -FISH).

Na temelju strukturnih i kemijskih razlika izmedu
biofilma autori ¢lanka (1) opisuju novu metodu, koja
se na temelju principa “kemijskog nosa” moze kori-
stiti za detekciju i razlikovanje vrsta pa cak i sojeva
unutar biofilma. Rijec¢ je o metodi zlatne nanocestice
temeljene na viSekanalnom fluorescentnom senzoru
(engl. gold nanoparticle /AuNP/ - based multichannel
fluorescence sensor) za detekciju i identifikaciju sastava
biofilma specificnog za vrstu na temelju sveukupnih
fizikalno-kemijskih svojstava.

DIJABETICKO STOPALO

Rane dijabetickog stopala su obi¢no kolonizirane razli-
¢itom mikrobioloskom florom te mogu biti dodatno in-
ficirane specifi¢cnim uzro¢nikom. Kako je poznato da su
uzrocnici unutar biofilma 1000 puta rezistentniji na an-
timikrobnu terapiju (za razliku od planktonskih bakte-
rija), a mogu biti prisutni u kroni¢nim ranama, sve veci
je interes otkriti njihovu etiolosku ulogu. U nedavnom
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istrazivanju (9) prisutnost uzro¢nika unutar biofilma
u ranama dijabetickog stopala dokazalo se upotrebom
nekoliko metoda vizualizacije. Uzorci nakon debride-
ment rana dijabetickih bolesnika, histoloski obradeni
(rezovi) pregledani su pomocu svjetlosnog mikrosko-
pa (preparat po Gramu), fluorescentne metode (engl.
Fluorescence In Situ Hybridisation - FISH) i elektron-
skim mikroskopom (engl. Environmental Scanning Ele-
ctron Microscope - ESEM) obuhvacujudi i kvantifikaciju
broja kolonija (engl. Colony Forming Units - CFU). Svi
su uzorci imali >10° CFU/g tkiva. Rezultat pilot studi-
je bio je da svjetlosni mikroskop i FISH metoda vizu-
aliziraju/isticu bakterijske kolonije i matricu biofilma
ucinkovitije nego ESEM, te da se i rutinskim Gram
preparatom mogu dokazati mikrokolonije i/ili amorfne
tvari (indikativno za biofilm) u kroni¢nim ranama.

OSTALE KLINICKE SLIKE

Unutar biofilma mikroorganizmi su zasticeni od fa-
gocitoze i ostalih antimikrobnih djelovanja te se zbog
lokalizacije ne mogu dokazati rutinskim mikrobiolos-
kim metodama. To je ujedno i razlog ,sterilnih kultu-
ra“, narocito kroni¢nih rana (ulcus cruris, dijabeticko
stopalo, ishemijski ulkusi potkoljenica i dr.) kao i in-
fekcija kirurskog mjesta (Surgical Site Infections - SSI).
U recentnoj literaturi autori (10-12) opisuju studije u
kojima su najnovijim metodama FISCH/CLSM doka-
zali uzro¢nike takvih vrsta infekcija.

Biofilm od nekoliko bakterijskih vrsta (Staphylococcus
aureus, Streptococcus spp, Micrococcus sp. uz domi-
naciju Pseudomonas aeruginosa) opisuju Malic i sur.
(10) u nezacijeljivanim inficiranim kroni¢nim ranama
(13). Sli¢no opisuju i Bjarnsholt i sur. (11) u venskim
i ishemi¢nim ulkusima nogu te dijabetickom stopalu
gdje su u bazalnom dijelu biofilma izolirali Pseudomo-
nas aeruginosa, koji je bio uzrokom neuspjeha antibi-
otske terapije i antifagocitnog djelovanja domacina.

Osim navedenih infekcija, biofilm je mnogo cesce
uzrokom neeradiciranih infekcija povezanih sa stra-
nim tijelom, tj. implantatima kao $to su: centralni
venski kateter, sréane valvule, mehanicko srce (VAD),
koronarne premosnice (bypass), sr¢ani stimulator (pa-
cemaker), neurokiruski ventrikularni shunt, ugradbeni
neuroloski stimulatori, artroproteze, medicinski proi-
zvodi za fiksaciju fraktura, te druge razli¢ite vrste im-
plantata - dojke, kohleje, intraokularne le¢e, zubiju i dr.

Prevencija adhezije biofilma je puno bolje rjeSenje
nego lijecenje istoga, jer se time izbjegava potreba za
dugotrajnom, vjerojatno neucinkovitom sistemskom
antibiotskom terapijom, a i reducira se rizik od razvoja
rezistencije uzro¢nika kao i crijevne flore.

ZAKLJUCAK

Mikroorganizmi rutinski kontaminiraju, koloniziraju i
¢esto inficiraju sve tipove rane. Infekcija rane i moguce
kriti¢na kolonizacija su glavne prepreke za zacjeljiva-
nje. Unutar zadnjih 10 godina, kod kroni¢nih rana sve
se viSe prepoznaju prisutnost i negativni ucinci biofil-
ma. Zakasnjelo zacjeljivanje rana uglavnom se odno-
si na prisutnost mikroorganizama u biofilmu, koji su
otporni na obranu domacina i antimikrobnu terapiju

Pomocu brzog (nekoliko minuta) i ucinkovitog vi-
$ekanalnog nano-senzora moze se uspjesno detekti-
rati i diferencirati biofilm od patogenih i apatogenih
bakterija. Ove odrednice ucinkovite su za biofilm na
povrsini i u ekperimentalnom modelu rane, a rezultat
dijagnostike moze biti vizualan ili snimljen kamerom.
Sumarno, takvom se dijagnostikom moze omoguciti
ciljano lije¢enje biofilma antimikrobnim oblogama
umjesto terapije antibioticima Sirokog spektra, koji
puta i empirijski (1).
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SUMMARY

IMPACT OF BIOFILM ON HEALING AND A METHOD
FOR IDENTIFYING IT IN THE WOUND

J. SKRLIN

Dubrava University Hospital, Department of Clinical Microbiology and Hospital Infections, Zagreb, Croatia

The skin microbiome is the aggregate of microorganisms that reside on the surface and in deep layers of the skin.
Skin is colonized by bacteria, fungi, viruses and mites, maintaining a balance. Disruption in the ecosystem results in
skin infections. Chronic wounds in diabetics, elderly and immobile individuals are at risk of skin organisms to invade
and become pathogenic upon breach of the skin barrier. The bacteria of the skin microbiome may contribute to delayed
healing and persistent inflammation. Staphylococcus epidermidis is an invasive skin organism that causes infection, i.e.
hospital acquired infection (HAI) on medical devices and form biofilm. At the most basic level, biofilm can be described as
bacteria embedded in a thick, slimy barrier of sugars and proteins. The biofilm barrier protects the microorganisms from
external threats. Biofilms provide a reservoir of potentially infectious microorganisms that are resistant to antimicrobial
agents, and their importance in the failure of medical devices and chronic inflammatory condition is increasingly being
recognized. Particular research interest exists in the association of biofilms with wound infection and non-healing, i.e.
chronic wounds. There is now strong evidence that biofilm is present in the majority of chronic wounds. Specialized
microscopic techniques used since 2008 have allowed several research groups to demonstrate that 60% to 90% of chronic
wounds have biofilm versus only 6% of acute wounds. While many studies confirm that chronic wounds often contain
a polymicrobial flora, controversy remains with regard to whether these organisms directly contribute to non-healing. It
seems most likely that individual bacteria themselves are not directly responsible for non-healing wounds. Rather, there is
direct correlation between the presence of four or more distinct bacterial species in a wound and non-healing, suggesting
that mixed microbial populations are the cause of pathology. The most reliable method to confirm the presence of a biofilm
is specialized microscopy, e.g., bright-field, fluorescence in situ hybridization (FISH), and environmental scanning electron
microscope (ESEM). Surface wound cultures underestimate total wound microbiota — misleading. Histological staining of
deep debrided tissue shows evidence of biofilms. Now it is recognized that the majority of microbial species in chronic
wounds are anaerobic bacteria (deep swabbing techniques yield similar findings to biopsies) if samples are processed
within two hours. Traditional (wound culture method) cultures have limitations because all microbes (the organisms within
the biofilm) cannot be isolated in culture or cannot be detected. Therefore, the most effective methods are molecular
analyses.

Newer methods using microbial DNA may help decipher the role the microbes play in infection and critical colonization and
provide quantitative and qualitative information on the range of microorganisms, including bacteria and biofilm formation.

Key words: bacteria, biofilm, chronic infections, diagnosis
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ULOGA ANTISEPTIKA I STRATEGIJA
UKLANJANJA BIOFILMA KRONICNE RANE

NASTJA KUCISEC-TEPES

Akademija medicinskih znanosti Hrvatske, Zagreb, Hrvatska

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

Klju¢ne rijeci: kroni¢na rana, biofilm, antiseptici
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UvOoD formiranje granulacijskog tkiva, migraciju epitelnih

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

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

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

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

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

STO ZNAMO O BIOFILMU?

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

Biofilm je:

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

*  Biofilmovi su kompleksne zajednice mikroba koje
se sastoje od bakterija i gljiva. Mikrobi sintetizira-
ju i izlu¢uju protektivni matriks koji prihvaca za-
jednicu biofilma za zive i neZive povrsine (12,13)

*  Biofilmovi su dinami¢ne heterogene zajednice

koje se kontinuirano mijenjaju. Sastoje se od jed-

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

vrsta (14,15)

Koherentni klaster bakterijskih stanica zaroblje-

nih u polimerni matriks, koje iskazuju poveéanu

toleranciju na antibiotike, antiseptike i imuni od-

govor domacina (8)

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

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

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

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

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

CILJ

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

*  reducirati biofilm

i

*  prevenirati reformaciju biofilma.

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

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

TERAPIJSKE OPCIJE

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

Tablica 1.
Principi djelovanja na biofilm (17)

Kroni¢na rana

staza u cijeljenju, neucinkovito ponavljanje primjene antibiotika

|

Suspektan biofilm

|

Redukcija biofilma

!

debridement / energicno Ciséenje

!

prevencija rekontaminacije rane
potporne antimikrobne obloge
aseptican rad

+

supresija reformacije biofilma
sekvencijalna primjena topickih antiseptika

!

Pocetak cijeljenja

!

Cijelienje

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

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

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

ANTISEPTICI

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

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

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

+ +
meda

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

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

Streptococcus spp

Pseudomonas aeruginosa
1994, poliheksanidi | Staphylococcus epidermidis NE

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

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

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

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

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

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

Poliheksametilen biguanidi (PHMB)

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

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

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

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

Jodidi

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

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

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

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

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

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

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

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

Srebro

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

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

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

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

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

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

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

Manuka-tip meda

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

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

RASPRAVA

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

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

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

Kadeksomer jodin destrukcija zrelog (maturacijskog) biofilma

destrukcija matriksa biofilma, leZiSta i sesilnih

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

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

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

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

ZAKLJUCAK

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

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

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

N. KUCISEC-TEPES

Croatian Academy of Medical Sciences, Zagreb, Croatia

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

Key words: chronic wound, biofilm, antiseptics
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Pregled

ULOGA OBLOGA ZA UNISTENJE I REFORMACIJU
BIOFILMA U VRIJEDU

SUZANA TUNUKOVIC

Stoma medical d.o.o., Zagreb, Hrvatska

Primjena suportivnih obloga za rane vazan je Cimbenik za uspjesan rezultat suvremenog lijeCenja kroni€nog vrijeda. Pravilan
odabir obloge klju€an je za brzi i kvalitetniji, te u konacniciiisplativijiishod lije¢enja. S obzirom naizrazito veliki broj generic¢kih
vrsta i njihovih varijanti, kao glavni element za pravilan odabir obloge najvaznije je poznavati mehanizme djelovanjai klinicke
dokaze o ucinkovitosti obloge, na Sto viSe lokalnih faktora u vrijedu koji odgadaju i otezavaju cijeljenje vrijeda. Pojava
suportivne obloge koja ima svojstva djelovanja na klini¢ki identificirana tri kljuéna lokalna faktora, koji u najvecoj mjeri
otezavaju cijeljenje vrijeda, a to su eksudat, infekcija i biofilm, dobiven je zna€ajan iskorak u stvaranju optimalnih uvjeta
za brze cijeljenje kroni¢nog vrijeda. Nove obloge, koje objedinjavaju hidrofiber tehnologiju i Ag+ tehnologiju, omogucuju
ucinkovitu antimikrobnu kontrolu i istodobno preveniraju ponovno formiranje bofilma, najtvrdokornijeg ¢imbenika koji
podrzava kroni¢nu upalnu reakciju i time zna¢ajno odgada cijeljenje vrijeda.

Kljucne rijeci: kroni¢ni vrijed, eksudat, infekcija, biofilm, hidrofiber, Ag+ tehnologija
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UvOD

Previjanje kroni¢nog vrijeda potpornim oblogama da-
nas je zlatni standard. Moderne obloge su u svakom
pogledu nezamjenjiva lokalna terapija koja stvara op-
timalne uvjete za cijeljenje rane, a pri tome su dale-
ko isplativije u odnosu na klasi¢an prijevoj gazom. U
posljednjih nekoliko godina sve je veéi broj referen-
ci koje ukazuju na klju¢ne ¢imbenike koji utjeu na
odgadanje procesa cijeljenja rana, a izdvojena su tri
izrazito Stetna lokalna faktora: nekontrolirani eksudat,
infekcija i pojava biofilma u rani. Razvojem novih teh-
nologija upravo se ciljano djelovalo na sva tri klju¢na
¢imbenika i time postigao iskorak u suvremenom li-
jeenju kroni¢nog vrijeda. Nastala je nova genericka
skupina obloga, pod nazivom ,hidrofiber obloga sa
srebrom i dezinficijensom® koja svojom strukturom
vlakna (hidrofiber vlakno) maksimalno upija i zadrza-
va eksudat iz rane, zajedno sa Stetnim MMP (matriks-
metaloproteinazama) i ROM (reaktivnim metaboliti-
ma kisika), te istodobno sprjecava isusivanje dna rane
ili maceraciju okolne koze. Osim strukture vlakana
koja kontrolira eksudat iz rane, prisutnost iona srebra
u koncentraciji koja je citotoksi¢na za bakterije i omo-

gucuje baktericidno djelovanje (1,2 % ionskog srebra)
nije bila dovoljna za aktivniju ulogu u slucaju pojave
biofilma u rani. Zbog toga je razvijena potpuno nova
tehnologija koja se sastoji od kombinacije hidrofiber
vlakna s ionskim srebrom te dvije vrste dezinficijensa:
etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA) i benzetonij
klorid (BeCl). Ova visestruka kombinacija u sastavu
obloge aktivno razara ve¢ stvoreni biofilm na rani, ali
§to je jo§ vaznije, prevenira njegovo ponovno formi-
ranje. Kroni¢ni vrijed je s jedne strane izvor velikih
troskova za zdravstveni sustav, a s druge je klinicki
problem, jer zahtijeva kontinuiranu primjenu novih
tehnologija koje je potrebno dobro poznavati kako bi
u individualnoj terapiji dobili najbrze rezultate (1).

Istrazivanje provedeno na velikom uzorku od 590 000
pacijenata s kroni¢nim vrijedom u Velikoj Britaniji,
gdje ukupno lije¢enje kroni¢nog vrijeda uzrokuje tro-
$ak od 3 % ukupnog budzeta za zdravstveno osigura-
nje, dovelo je do sljedec¢ih zakljucaka: jedna od cetiri
rane ne zacjeljuje unutar 6 mjeseci, infekcija rane je
najznacajniji faktor zbog kojeg rana ne cijeli, a treci
je da bilo koji razvoj komplikacija znacajnije povecava
troskove lije¢enja. Rane koje se pogorsavaju, tj. postaju
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sve vece, stvaraju vise eksudata, vonja ili su inficirane
s komplikacijama koje zahtijevaju hospitalizaciju, ko-
$taju 2 do 6 puta viSe tjedno od rana koje cijele uredno
u ocekivanom roku (2,3).

Jedna od tri znacajne komplikacije, uz maceraciju i
infekciju je i pojava biofilma na kroni¢nom vrijedu.
Da bi potporna obloga mogla djelovati na biofilm u
smislu unistenja i njegovog ponovnog formiranja, bilo
je potrebno kreiranje nove tehnologije u smislu inova-
cije s jedne strane i sveobuhvatnosti djelovanja na vise
lokalnih ¢imbenika s druge strane. Kako bi se detalj-
nije objasnio mehanizam djelovanja na sva tri klju¢na
¢imbenika, potrebno je pojasniti fizikalne i kemijske
principe tog djelovanja, a prije svega neophodno je
diferencirati zbog ¢ega je istodobno djelovanje na bag
ta tri elementa toliko vazno za zacjeljivanje kroni¢nog
vrijeda.

KONTROLA EKSUDATA KAO CIMBENIKA
U ODGODENOM CIJELJENJU VRIJEDA
HIDROFIBER TEHNOLOGIJOM

Eksudat iz rane je bioloska tekucina koja sadrzi veliki
broj stani¢nih i enzimskih elemenata i metabolita. Ve-
liki broj prisutnih struktura je poticajan za cijeljenje
rane. Tako npr., polimorfni leukociti i makrofagi izlu-
¢uju faktore rasta koji stimuliraju angiogenezu, a za-
duzeni su i za imunologki odgovor na strane elemen-
te u samoj rani. Inhibitori MMP’s blokiraju njihovo
$tetno djelovanje na tkivo. Prisutnost glukoze izvor je
energije za stanice, a anorganske soli sudionik su stva-
ranja pH ravnoteze. Serumski proteini poput globuli-
na ili albumina omogucuju kontrolu osmotskog tlaka,
imunoloski odgovor i transportne su molekule. Osim
§to je eksudat rane kompleksan, po svom je sastavu
istodobno i individualan, pa ¢e tako rane koje imaju
visoku koncentraciju MMP-a biti daleko dugotrajnije i
kompleksnije za zacjeljivanje. Uloga eksudata je izrazi-
to fizioloska u procesu cijeljenja rane. Pozitivna funk-
cija eksudata je ponajprije u preveniranju isusivanja
dna rane ¢ime se omogucuje brza i bolja migracija sta-
nica. Eksudat pomaze imunoloskom odgovoru i poti-
¢e na taj nacin separaciju mrtvog od ostecenog tkiva
(autoliticki proces). Eksudat osigurava esencijalne nu-
tritivne sastojke za stanic¢ni rast. Ako eksudat posta-
ne neumjeren i nekontroliran, kao §to je to cesto kod
kroni¢ne rane, u tom slucaju je direktno odgovoran za
maceraciju okolnog tkiva s usporenom epitelizacijom.
Zbog velike koncentracije upalnih elemenata koji se
zadrzavaju na dnu defekta tkiva dolazi do povecane
destrukcije, umjesto sinteze, i kontinuiranog o$tecenja
novonastalih mladih stanica.
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Dokazano je da u ekscesivnom eksudatu postoji fi-
bronektin koji djeluje denaturirajuce uz visoku kon-
centraciju neutrofilnih elastaza i MMP-a koja mijenja
i mitozu fibroblasta, a time i smanjuje moguénost
uspjesne sinteze kolagena (4).

Iz svega navedenog u lokalnoj terapiji modernim
oblogama izrazito je vazno da struktura vlakna obloge
upije viSak eksudata, zadrzava dno rane vlaznim i one-
mogucuje lateralno istjecanje preko osjetljivog ruba
rane.

Na primjeru hidrofiber obloge, koja upija 25 puta vise
od svoje tezine, a istodobno je dokazano da u struktu-
ri vlakna zadrzava destruktivne enzime, upravo zbog
osobine da onemogucuje Sirenje eksudata preko ruba
rane, znacajno pomaze brzem i kvalitetnijem cijeljenju
rane. Vlakno takvih karakteristika ima i sposobnost
prianjanja uz dno rane ne ostavljaju¢i mrtve prostore u
kojima bi se mogle razmnozavati bakterije ili nagomi-
lavati stani¢ni detritus koji klini¢ki vodi u formiranje
fibrinskih naslaga i nekroza u dnu rane.

SL. 1. Kontakt hidrofiber obloge i dna rane

SL 2. Mrtvi prostor ako nema kontakta obloge s dnom rane
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SL1 pokazuje intimni kontakt hidrofiber obloge i dna
rane, a sl. 2 prikazuje kako mogu postojati mrtvi pro-
stori. ako obloga nema tu sposobnost. Hidrofiber vla-
kna imaju i sposobnost mehani¢kog imobiliziranja
bakterija u samu strukturu vlakna, ¢ime se sa dna rane
mehanicki uklanja visak slobodnih bakterija, $to se
vidi na slikama u elektronskom mikroskopu (13).

Sl 3. Hidrofiber vlakno s inkapsuliranim bakterijama u slici
snimljenoj elektronskim mikroskopom.

Hidrofiber vlakno primjer je izvrsne kontrole eksuda-
ta ¢ime se omogucuju optimalni vlazni uvjeti za cije-
ljenje rane, onemogucuje djelovanje Stetnih enzima i
bakterija te se na taj nacin smanjuje rizik od nastanka
infekcija ili formiranja biofilma u rani (5,6).

KONTROLA BROJA BAKTERIJA U RANI
LOKALNOM TERAPIJOM IONSKIM SREBROM

Jedna od najvaznijih uloga suvremenih obloga je i di-
rektno djelovanje na bakterije, naj¢es¢e ionskim sre-
brom koje se nalazi u strukturi njihovog vlakna.

Temeljno pitanje ucinkovitosti obloge sa srebrom je
u mehanizmu otpustanja ionskog srebra, antibakte-
rijskom spektru djelovanja s jedne strane i testiranja
na eventualnu citotoksi¢nost za fibroblaste, pojavu
hiperpigmentacije i sigurnosti primjene na velikim
tjelesnim povr$inama u smislu moguce sistemske ap-
sorpcije (7).

Da bi suportivna obloga djelovala na biofilm u osnovi
svog djelovanja, srebro mora biti dostupno na nacin
da se otpusta kontinuirano tijekom ¢itavog vremena
stajanja obloga na rani, da je ta koncentracija bakteri-
cidna, a nije toksi¢na za ostale stani¢ne elemente i da
je sigurna za primjenu (8).

S obzirom na veliki javnozdravstveni problem oko re-
zistencije bakterija na sistemsku terapiju, posebice kod

kroni¢nih rana koje imaju i opcenito losiju perfuziju,
povecan je i zahtjev da se u najnovijoj lokalnoj terapiji
djeluje ne samo na bakterije ve¢ i na sam biofilm, ako
je prisutan u kroni¢noj rani.

Ako se lokalna terapija, u smislu odrzavanja stupnja
distoce dna rane i na taj nacin kontrole broja bakteri-
ja ne provodi na dobar nacin, vrlo brzo ¢e se na dnu
takvog kronic¢nog vrijeda formirati i biofilm. U prilog
toj konstataciji je i podatak da u 60 % kroni¢nih rana
postoji prisutnost biofilma (9). U kontroliranim studi-
jama in vivo otkriveno je da biofilm usporava stvaranje
i epitelizaciju granulacijskog tkiva, ¢ime postaje i fizi¢-
ka barijera za cijeljenje rane.

Biofilm je i rezervoar za ponovnu disperziju mikroor-
ganizama ¢ime se uspostavlja zatvoren krug i znacajno
usporava cijeljenje rane. Nekontroliranom i pre¢estom
primjenom sistemskih antibiotika vremenom su se ra-
zvili rezistentni sojevi bakterija koji dodatno otezavaju
lije¢enje kroni¢nog vrijeda. Time je jo$ znacajnijom
postala potreba za lokalnom antibakterijskom oblo-
gom, koja zaista ima ucinkovito djelovanje na $iroki
antibakterijski spektar, s napomenom da u slu¢aju do-
kazane infekcije time nikada ne izostavljamo sistem-
sku antibiotsku terapiju (10,11).

Pojava potporne obloge, koja po svojoj strukturi i
sastavu mora sveobuhvatno djelovati na eksudat, in-
fekciju i biofilm, veliki je doprinos lokalnoj terapiji
kroni¢nog vrijeda. Kombinacijom osnovne strukture
(hidrofiber vlakna) koje je dvostruko i prosiveno, ion-
skog srebra koje je aktivno baktericidno i djeluje do
sedam dana, a dodatak od dvije supstancije: etilendia-
midtetraoctena kiselina i benzetonij klorid velika su
novost u suvremenom lije¢enju kroni¢nog vrijeda.

MEHANIZAM DJELOVANJA AG+
TEHNOLOGIJE U REFORMACIJI BIOFILMA U
RANI

Mehanizam djelovanja hidrofiber obloge sa srebrom
i dezinficijensima (EDTA i BeCl) klinic¢ki je uspjesan
model kombinacije kemijskih sastojaka koji zajedno
omogucuju bolje i kontinuirano antibiofilm djelovanje
u lokalnom tretmanu kroni¢nog vrijeda (sl. 4) (12).

Ag+ tehnologija djeluje na nacin da etilendiaminte-
traoctena kiselina sluzi kao nosa¢ ionskog srebra koje
se otpusta iz hidrofiber vlakna upijanjem eksudata iz
rane. Osim toga, EDTA kao metalni kelator uklanja
metale koji drze strukturu biofilma i tako razara po-
stoje¢i biofilm, te omogucuje da se otpusteno ionsko
srebro ne ,,potro$i“ na ekstracelularni matriks samog
biofilma. Benzetonij klorid, kao surfaktant, omogucu-
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je brze kretanje tako zasticenih molekula srebra, jer
razara strukture biofilma, tj. njegove sluzave zastite,
ekstracelularne polimerne tvari (EPS - engl. Extra-
cellular Polymer Substance) i na taj nacin otvara put
djelovanju srebra direktno na bakteriju (12-15).

Sto je Ag+ Tehnologija?
» Stiti ione srebra
m i W » Razara biofilm
+*

»Omogucuje slobodnije/brie kretanje
molekula u oblozi

»Razara biofilm i prevenira ponovno
formiranje

L

s » Ubijaju slobodne bakterije kao i one
oslobodene iz biofilma
-5”'" U

> Prevenira ponovo formiranje biofilma

SL. 4. Shema Ag+ tehnologije (12)

Od velikog je znacenja da prisutnost BeCl onemo-
gucuje ponovno formiranje biofilma. Naime, nakon
uklanjanja biofilma njegovo ponovno nastajanje po-
¢inje u vrlo kratkom vremenu, unutar 2 sata. Zbog te
¢injenice sve dosadasnje konzervativne, tj. mehanicke
metode uklanjanja biofilma nisu bile adekvatne ni do-
voljne (12,13).

Testiranjem u nezavisnom laboratoriju za medicinska
istrazivanja, na modelu biofilma in vivo s kolonizira-
nom ranom pune debljine hidrofiber Ag+ obloga u
usporedbi s antisepti¢ckom kontrolnom oblogom poli-
heksametilen bigvanid (PHMB) pokazala je 95 % vece
smanjenje biofilma nakon $to su u 6 dana obloge mije-
njali dva puta dnevno (16).

Dokaz ucinkovitosti hidrofiber Ag+ obloge je Siroki
antimikrobni spektar i vizualizacija razaranja biofilma
elektronskim mikroskopom, a ono $to je daleko naj-
vaznije su klini¢ki rezultati na kroni¢nom vrijedu koji
nije dugotrajno zacjeljivao (17).

ZAKLJUCAK

Uloga obloga u unistenju i reformaciji biofilma mogu-
¢a je ako obloga istodobno ima djelovanje i na eksudat
i na infekciju, a u mehanizmu djelovanja na biofilm
nije agresivna na osjetljive stani¢ne elemente koji su-
djeluju u fizioloskom procesu cijeljenja. Da bi se ostva-
rila uc¢inkovitost same obloge u strukturi vlakna bile
su neophodne tehnoloske inovacije u smislu dodava-
nja dezinficijensa, ¢ija uloga nije samo razaranje biofil-
ma vel i sprjeCavanje njegovog ponovnog formiranja.
Time je Ag+ tehnologija ostvarila znacajan pomak u
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ostvarenju brzih klinickih rezultata i smanjenju samih
troskova lijecenja direktnim preveniranjem komplika-
cija. Osim poznavanja struktura samih obloga i me-
hanizma djelovanja da bi se dobili optimalni rezultati
u lokalnoj terapiji kroni¢nog vrijeda, neophodna je
klini¢ka identifikacija biofilma (primjenom postupni-
ka), kao i pravilna primjena lokalne terapije gotovo na
svakodnevnoj razini. Budu¢nost uspje$nog lije¢enja
kroni¢nog vrijeda uz primjenu suvremene hidrofilne
obloge sa srebrom bit ¢e uspje$na uz individualiziranu
dijagnozu prema klinickom stanju i indikaciji ¢ime ce
biti odredena i adekvatna ciljana terapija.
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SUMMARY

THE ROLE OF WOUND DRESSING IN BIOFILM
DESTRUCTION AND REFORMATION

S. TUNUKOVIC

Stoma medical d.o.o., Zagreb, Croatia

Application of supportive wound dressing is an important segment for successful result of modern treatment of chronic
ulcers. The right choice of dressing is the key to faster, better, and ultimately more cost-effective treatment outcome. Due
to the extremely large number of generic types and variants, the main element for proper dressing selection is to know the
mechanisms of action and clinical evidence of the effectiveness because of many local factors that delay ulcer healing. The
advent of wound dressing that is efficient at the three clinically identified key local factors that largely impede the healing of
ulcers, i.e. exudate, infection and biofilm, has made a significant step forward in the creation of optimal conditions for faster
healing of chronic ulcers. The complexity of the effects of new technologies, which integrate hidrofiber technology and Ag
+ technology, provides effective antimicrobial control while at the same time preventing biofilm reformation.

Key words: chronic ulcers, exudate, infections, biofilm, hydrofiber, Ag technology
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DEVELOPMENT OF A NEXT-GENERATION ANTIMICROBIAL
WOUND DRESSING

DANIEL METCALEF, DAVID PARSONS I PHILIP BOWLER

Science & Technology, ConvaTec Global Development Centre, Deeside, United Kingdom

Delayed wound healing due to infection is a burden on healthcare systems, and the patient and caregiver alike. An
emerging factor in infection and delayed healing is the presence development of biofilm in wounds. Biofilm is communities
of microorganisms, protected by an extracellular matrix of slime in the wound, which can tolerate host defences and
applied antimicrobials such as antibiotics or antimicrobial dressings. A growing evidence base exists suggesting that
biofilm exists in a majority of chronic wounds, and can be a precursor to infection while causing delayed healing itself. In
vivo models have demonstrated that the inflammatory, granulation and epithelialization processes of normal wound healing
are impaired by biofilm presence. The challenge in the development of a new antimicrobial wound dressing was to make
standard antimicrobial agents more effective against biofilm, and this was answered following extensive biofilm research
and testing. A combination of metal chelator, surfactant and pH control displayed highly synergistic anti-biofilm action
with 1.2% ionic silver in a carboxymethylcellulose dressing. Its effectiveness was challenged and proven in complex in
vitro and in vivo wound biofilm models, followed by clinical safety and performance demonstrations in a 42-patient study
and 113 clinical evaluations. Post-market surveillance was conducted on the commercially available dressing, and in a
112-case evaluation, the dressing was shown to effectively manage exudate and suspected biofilm while shifting difficult-
to-heal wounds onto healing trajectories, after an average of 4 weeks of new dressing use in otherwise standard wound
care protocols. This was accompanied by a low frequency of dressing related adverse events. In a second evaluation,
clinical signs of infection and wound dimension data, before and after the evaluations, were also available. Following
an average of 5.4 weeks of dressing use, all signs of clinical infection were reduced, from an average frequency of 36%
to 21%. An average of 62% wound size reduction was achieved, with 90% of wounds reducing in size and 10 wounds
healing completely. The new clinical evidence for this next-generation antimicrobial wound dressing suggests it is safe
and effective at managing exudate, infection and biofilm, while it can shift established, stubborn wounds onto healing
trajectories. The scientific rationale for this new dressing technology is supported by in vitro and in vivo evidence, so now
further comparative, randomized and outcome-based clinical studies are required to fully understand the clinical and
economic benefits this new dressing technology can bring.

Key words: wound, biofilm, infection, antimicrobial dressing, anti-biofilm

Corresponding author: Daniel Metcalf, PhD
ConvaTec Global Development Centre
First Avenue, Deeside Industrial Park
Deeside, CH5 2NU, UK
Tel: +44 1244 584336
E-mail: daniel.metcalf@convatec.com

BACKGROUND when the body’s innate immune defence mechanisms
respond to the presence and invasion of pathogens,

Delayed wound healing is a huge drain on healthcare including endotoxin and exotoxin produced by the

budgets, and chronic wounds are estimated to account
for 2-4% of global healthcare costs (1), or approxi-
mately €100-200 billion per year (2). The develop-
ment of infection delays the normal wound healing
process and results in increased burden on the patient
and caregiver alike (3,4). Clinical infection develops

microorganisms themselves (5), via local inflamma-
tory processes (6). These result in the familar, classic
signs of wound infection — redness, heat, swelling,
pain, odor, pus, as well as the more recently acknowl-
edged addional signs, such as friable granulation tis-
sue, discolouration, and delay to timely wound healing
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(4). However, in the last 10-15 years, another factor
in wound infection and delayed healing has emerged.
The presence and development of microbial biofilm
in wounds has been proposed (7,8), investigated (9),
and then scientifically confirmed in chronic wounds
(10,11).

Biofilm in wounds are communities of microrganisms
adhered to each other and to wound surfaces, such
as the wound bed, devitalised tissue, or dressings.
The microorganisms are embedded in a matrix of ex-
tra-cellular polymeric substances (EPS), comparised
mainly of polysaccharides, proteins and DNA, form-
ing a complex, three-dimensional scaffold of slime in
which they are protected (12). Biofilm microorgan-
isms are thus physically protected in the slime, and
also display slower growth rates and metabolic phe-
notypes than their planktonic counterparts (13). As a
result, biofilm microorganisms can display tolerance
towards systemic antibiotics and topically-applied an-

tiseptics, such as silver or iodine (14), as well as host
defence mechanisms, such as phagocytosis and en-
zyme-mediated microbial killing by neutrophils (15).

Figure 1 shows how planktonic, single-celled micro-
organisms, can attach to wound surfaces and, if not
managed at this stage by an optimal host immune re-
sponse or by antimicrobial agents, the microorganisms
will secrete their sticky biofilm matrix. At this stage
the biofilm will be microscopic but may start to illicit
an inflammatory host response, and if unchecked, can
develop into larger, more elaborate communities (16).
At this stage, biofilm may be visible directly as slimy or
milky substances on the wound bed, or indirectly via
the signs of inflammation or infection which they illic-
it (17,18). Established wound biofilm therefore pres-
ents a serious infection risk, and may also seed biofilm
formation elsewhere in the wound (19). As biofilm
develops, so the risk of infection and delayed healing
increases (Fig. 1).
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Fig. 1. Biofilm formation in wounds (originally published in (42).

A growing body of scientific and clinical evidence
now exists which suggests that wound biofilm, if not
properly managed, may lead to wound infection and
can delay healing (20). Dr Randall Wolcot, who prac-
tices biofilm-based wound care (BBWC) (21) in the
US has stated that “biofilms are the principle cause of
wound chronicity” (22). Whilst this statement has yet
to be fully verified, the evidence that BBWC - the use
of multiple, concurrent physical debridement and an-
timicrobial methods to target biofilm - can accelerate
progression towards healing (23,24), with associated
cost benefits (25), is growing. Scientific research within
the last decade has confirmed that biofilm presence is
correlated with wound chronicity, beginning in 2008,
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when two pioneering research groups in the US (10)
and Denmark (11) independently observed biofilm
microscopically in 60% of chronic wound samples.

Further powerful scientific evidence comes from in vivo
animal models, for example, by the introduction of bio-
film into carefully-created acute leporine ear wounds,
which can then be monitored to evaluate the efficacy of
anti-biofilm approaches (26). In this model, ineffective
host inflammatory responses have been observed, such
as failure of neutrophils to phagocytose (26) and kill
pathogens via the oxidative burst (27), and well as dif-
ferential inflammatory responses ellicited by different
pathogenic biofilm species (28). The healing procesess
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of granulation tissue formation and epithelialization
have also been shown to be retarded by the presence
of biofilm in the wound bed (26,28,29). Notably, using
multiple concurrent strategies to target biofilm in this
model has been shown to be more effective at encour-
aging wound healing than individual techniques (30).
The emerging problem of wound biofilm presents a sig-
nificant challenge for developers of new, more effective
wound dressings. The aim of this review is to summa-
rize the development of a new dressing technology de-
signed to be effective against wound biofilm.

DESIGNING A NEW ANTI-BIOFILM
TECHNOLOGY

Formulation

The market-leading antimicrobial wound dressing, a
nonwoven carboxymethylcelluose (CMC) dressing
containing 1.2% ionic silver (AQUACEL™ Ag), has
been on the market since 2002, before the ‘biofilm
era’ of wound care really began (8-11). Although this
dressing shows some effectiveness against biofilm in
laboratory models (31,32), its silver ions, unaided, are
slow to reach the microorganisms protected within the
biofilm. When considering how to make ionic silver
far more effective against biofilm, simply adding high-
er concentrations of silver would have safety implica-
tions (33) and would alter the physical attributes of
the CMC dressing (exudate absorption and retention,
gelling, conformability to the wound bed, etc.) (34).
A comprehensive research and development program
firstly focused on understanding the general structure,
composition and behaviour of wound biofilm. Know-
ing that the complex three-dimensional matrix of
EPS was generally comprised of hydrated polysaccha-
rides, protein and DNA of microbial origin, as well as
host-derived devitalised tissues (12,35), the search for
safe and effective means by which to target this matrix
was undertaken. The hypothesis was that if the biofilm
matrix could be destabilized and the microorganisms
within be exposed, then the antimicrobial activity of
the silver CMC base dressing would be maximized.

Several modes of action of biofilm destabilization were
theorized, such as enzymatic action, solubilization, ion
exchange, metal chelation, ionic and nonionic surfactan-
cy, and pH control. Following tens of thousands of lab-
oratory tests using a well-characterized rapid screening
assay for anti-biofilm activity (36), an optimum combi-
nation of low levels of metal chelator and a surfactant,
combined with pH control was identified. When formu-
lated with 1.2% ionic silver, this combination demon-
strated highly synergistic anti-biofilm activity. The metal
chelator was selected due to its ability to sequester di-

valent metal ions, such as Fe*, Ca?* and Mg*, which
are known to hold the polymers of the biofilm matrix
scaffold together (37,38). The surfactant selected has a
detergent-like action which further loosens the biofilm,
reducing surface tensions within the dressing and bio-
film, allowing the ionic silver to move more quickly (39).
Finally, an acidic pH of 5.5 was identified as optimum
in order for the other new components and ionic silver
to function most effectively (40,41). Notably, the CMC
remained the same, and the level of silver remained the
same as in the original silver CMC dressing (1.2%).

EVIDENCE FOR A NEW ANTI-BIOFILM
TECHNOLOGY

Anti-biofilm effectiveness testing

This unique formulation of anti-biofilm excipients
and ionic silver was named ‘Ag+ Technology, and its
effectiveness was verified following manufacture into
the CMC dressing form (CMC-Ag+) using a complex
in vitro gauze biofilm model. Briefly, mature commu-
nity-associated Methicillin-resistant ~ Staphylococcus
aureus (CA-MRSA) or Pseudomonas aeruginosa bio-
film was grown on gauze dressing pieces, before being
transferred to agar plates (simulating the wound bed)
mounted in a leather surround (simulating the peri-
wound skin). The dressing was then applied to the bio-
film, a secondary dressing applied, and its anti-biofilm
performance assayed at frequent time points by viable
counting and microscopic image analysis. Compared to
the base silver CMC dressing (42), and two other com-
mercially-available silver dressings containing 2.2%
and 11.2% silver (43), the CMC-Ag+ dressing showed
significantly superior effectiveness against CA-MRSA
and P, aeruginosa biofilm, in terms of bacterial killing
and prevention of biofilm re-reformation following
re-inoculation (Table 1). This effectiveness was subse-
quently confirmed in an independent model that used
microcalorimetry to measure anti-biofilm activity via
changes in total biofilm metabolism (44) (Table 1).

The safety and performance of the CMC-Ag+ dress-
ing was evaluated in external toxicity and performance
studies, as required by regulatory authorities, includ-
ing in a well-characterized in vivo model (26). Briefly,
P aeruginosa biofilm, or P. aeruginosa and S. aureus
polymicrobial biofilm, was allowed to develop in acute
wounds of defined size, and the effect of the applied
CMC-Ag+ was measured by viable counts and the
wound closure parameters of granulation tissue forma-
tion and epithelialization. The dressing was found to
be significantly superior to a polyhexanide-containing
antimicrobial dressing in reducing biofilm counts and
achieving wound healing progression (45) (Table 1).
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Table 1.
Summary of initial in vitro, in vivo and clinical studies for the CMC-Ag+ dressing (42-47). 1: AQUACEL® Ag (ConvaTec); 2:
Silvercel™ Non Adherent (Systagenix, UK); 3: Acticoat™ 7 (Smith & Nephew, UK); 4: AQUACEL® (ConvaTec); 5: Telfa™ AMD™
(Covidien, US).

Study type Model Comparators Results Reference
CMC-Ag+ dressing gave 6 log,  kill of P
Invitro | Gauze biofilm model; viable biofilm counts Silver (1.2%) CMC dressing’ aeruginosa and CA-MRSA biofim after 4 42

and 5 days; standard silver CMC did not fully
eradicate either biofilm

In vitro Gauze biofilm model; viable biofilm counts

(i) Silver (2.2%) alginate-CMC-nylon
dressing?;
(ii) nanocrystalline silver (11.2%) rayon-
polyester-polyethylene dressing®

Silver alginate-CMC-nylon dressing and
nanocrystalline silver dressing did not reduce 43
P. aeruginosa or CA-MRSA biofilm counts

Agar-supported biofilm; isothermal

In vitro ; )
microcalorimetry

(i) CMC dressing®;
(ii) silver (1.2%) CMC dressing’; (ii)
silver nitrate solution (0.1 M); (iv)
ethylenediaminotetraacetic acid (EDTA;
metal chelator);
(v) benzethonium chloride (BC; surfactant) | of silver with metal chelator and surfactant

CMC-Ag+ dressing and silver
nitrate+EDTA+BC eradicated S. aureus
biofilm; silver CMC dressing, CMC dressing,
EDTA+BC, and silver nitrate alone did not
eradicate the biofilm; demonstrating synergy
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In vivo

(i) Polyhexanide gauze dressing®; (i) CMC
dressing*

CMC-Ag-+ dressing gave 2 log,, reductions
in P aeruginosa biofilm after 4 and 6 days
compared to polyhexanide gauze and CMC
dressings; granulation tissue formation and 45
epithelialization was significantly better
in CMC-Ag+ dressed wounds; similar
improvements in polymicrobial wounds

Clinical Clinical safety & performance in venous
study leg ulclers

Acceptable safety profile demonstrated;
after 4 weeks CMC-Ag+ dressing then 4
weeks CMC 12% of wounds healed, 76%
showed improvement in wound health; mean
ulcer size reduction was 55%; subset of 10
infected wounds reduced in area by 70%
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) Evaluations in chronic and acute wounds
evaluations

Clinical None (previously used primary dressings
were recorded)

CMC-Ag+ dressing resulted in an average
wound closure of 73% after average of 4.1 47
weeks; 17% of wounds healed

Clinical assessment

The CMC-Ag+ dressing was also evaluated clinically
in two separate investigations. The first was primarily a
clinical safety study involving 42 patients with venous
leg ulcers, of which 10 were deemed to be clinically
infected. Whilst safety and progress towards wound
closure was demonstrated for all wounds, in particu-
lar the 10 infected wounds, where biofilm was likely a
factor, responded in more dramatic fashion, following
4 weeks of management with the CMC-Ag+ dressing
then 4 weeks with the base CMC dressing (46; Table
1). Clinical evaluations on this now CE-Marked dress-
ing were also conducted across Europe and Canada,
where 113 hard-to-heal wounds were selected based
on suspicion of infection (4) or biofilm (17) based on
clinical signs. After an average of 4.1 weeks use of the
CMC-Ag+ dressing in otherwise standard care proto-
cols, 73% average wound closure was achieved, with
17% of wounds progressing to complete healing (47)
(Table 1).
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New clinical evidence

The version of this dressing designed to manage wound
biofilm that is now commercially-available in Europe
and Canada since 2014, AQUACEL® Ag+ EXTRA™
(CMC-Ag+E), is thicker to give improved absorption
and also contains strengthening yarn to aid complete
dressing removal (42). Since its launch, post-market
survelliance evaluations have been conducted in the
United Kingdom to further investigate the safety and
effectiveness of the dressing. Clinicians in healthcare
facility and community settings across the UK were
invited to select challenging cases of hard-to-heal
wounds that were stalled or deteriorating, and that
might be compromised by infection (4) or suspected
biofilm (17). Clinicians were asked to consider switch-
ing the previously used primary antimicrobial dressing
to CMC-Ag+E for to 4 weeks, or as long as they con-
sidered it appropriate. All other standard local proto-
cols were followed, and the clinicians recorded patient
and various wound data throughout the evaluations on
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simple forms. Two data sets emerged; the first was a
112-case population where safety and effectivess could
be examined using baseline and post-evaluation data
on exudate, wound bed appearance (including suspect-
ed biofilm), wound progression, and dressing-related
adverse events. A smaller data set of 29 cases where
pre- and post-evalution data on signs of infection and
wound dimensions were also available.

Safety & effectiveness

Baseline and post-evaluation data from the 112-case
clinical evaluation is summarized in Table 2. Most of
the wounds were stagnant with over a quarter classed
as deteriorating at baseline. Almost one-third were
judged to be infected, and biofilm suspicion of 54%
was greater than any other individual clinical sign of
infection (data not shown). Duration of use of the
CMC-Ag+E dressing was less than 4 weeks on av-

erage. Exudate levels, which were previously high
or medium, were shifted to low or medium. Biofilm
suspicion, as judged by visible or indirect signs (17),
was more than halved. In terms of the wound bed ap-
pearance, before the evaluations, the main tissue type
observed was suspected biofilm or slough. After use of
the CMC-Ag+E dressing, this suspected biofilm and
slough was reduced, while granulation tissue had be-
come the main wound bed tissue type. Notably, these
stalled and deteriorating wounds were shifted onto
healing trajectories, with a majority of the wounds
improving and 14 healing completely. Perhaps most
importantly, there were only a small number of dress-
ing-related adverse events. Only 3 such events were
identified, and 2 of these were mild stinging which re-
solved quickly. There was one unexplained ‘reaction’
to the dressing, but overall, the CMC-Ag+E dressing
was well tolerated and appeared to have an acceptable
safety profile, as had been previously determined (46).

Table 2.
Summary of new clinical evidence for the CMC-Ag+E dressing.

Data set 1 Data set 2 (48)
Baseline data
Number of wounds 112 (111 patients) 29 (28 patients)
Median/mean duration 12 months/32 months 10 months/34 months
Wound status Stagnant 65% 2%
Deteriorating 27% 24%
Classed as clinically infected 31% 24%
Biofilm suspicion (yes/no judgment) 54% 76%
Results
Mean dressing use duration 3.9 weeks 5.4 weeks

Exudate rating Before
After

54% medium, 43% high
48% low, 44% medium

55% medium, 34% high
41% medium, 34% low

Main wound bed tissue Before
types (% judgment) After

40% suspected biofilm, 31% slough
46% granulation tissue, 17% slough

49% suspected biofilm, 27% slough
53% granulation tissue, 24% biofilm

Biofilm coverage (% judgment) Before 40% N/A
After 16% N/A
Signs of infection (+ biofilm) Before N/A 36%
(mean frequency of 9 signs) After N/A 21%

Wound closure

65% improved, 13% healed

90% improved, 34% healed, 62% average wound closure

Adverse events

3 (2 mild stinging, 1 unknown ‘reaction’)

N/A

Infection and wound closure

Baseline and post-evaluation data from the 29 cases
where signs of infection and wound closure data was
also available is summarized in Table 2 (48). Baseline
data was generally similar to the larger study, with
a majority of wounds stagnant and approximately
one-quarter deteriorating, although clinical infec-
tion classification was slightly lower at one-quarter of
wounds, while biofilm suspicion higher at 76%. Dura-

tion of dressing usage was 5.4 weeks on average, and
as in the larger study, exudate levels were reduced af-
ter the evaluations, and wound bed tissue types were
shifted from suspected biofilm and slough to mainly
granulation tissue. In addition to suspected biofilm,
the frequency of 8 clinical signs of infection were re-
corded (erythema, oedema, heat/warmth, pain, odour,
excessive exudate, and discolured or friable granula-
tion tissue) (4). For each of these signs, frequency was
reduced following the dressing evaluations, with the
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average frequency reducing from 36% to 21%. Wound
closure data available for these 29 cases shows that 10
wounds completely healed and 90% reduced in size,
with an average closure of 62% achieved. The wounds
that fully healed were, on average, 14 months in dura-
tion yet it took just 6.7 weeks on average to heal these
wounds using the CMC-Ag+E dressing (48). Upon in-
vestigation of 3 wounds which did not get smaller, it
was found that 2 were from the same patient who was
being administered systemic antibiotics, and the other
was a long-standing wound of 7 years in a patient with
peripheral arterial disease. This new clinical data on
the effectiveness of this next-generation antimicrobial
wound dressing to not only manage exudate, infection
and biofilm, but to also shift challenging wounds onto
healing trajectories, provides further evidence for this
specifically developed new anti-biofilm technology.

CONCLUSION

The development of a next-generation antimicrobial
wound dressing, based on the new field of wound bio-
filmology, has been shown to be effective in a num-
ber of in vitro, in vivo and clinical studies/evaluations.
The dressing combines effective anti-biofilm action,
enabling the activity of the well-established, safe an-
timicrobial agent, ionic silver, with a moist wound
healing environment provided by the CMC dressing
base. Emerging clinical evidence suggests that this
dressing is able to shift challenging wounds onto heal-
ing trajectories where other antimicrobial therapies
have not. This early promise should be investigated to
understand the potential costs savings — wound care
products, antibiotics (49), clinician time, clinical stay
costs, etc. (50) — associated with the use of a dressing
which progresses chronic wounds towards healing or
resolves infected wounds. Comparative, randomized
and outcome-based studies may provide even stron-
ger clinical evidence for this new dressing technology.
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SAZETAK

RAZVOJ NAJNOVIJE GENERACIJE ANTIMIKROBNE OBLOGE

D. METCALE D. PARSONS i P. BOWLER

Znanost i tehnologija, Razvojni centar ConvaTec Global, Deeside, Ujedinjeno Kraljevstvo

Odgodeno cijeljenje rana zbog infekcije je teret zdravstvenim sustavima, a jednako tako i pacijentu i onome koji skrbi za
njega. Bitan ¢imbenik u nastajanju infekcije i odgodenog cijeljenja je razvoj i prisutnost biofilma u ranama. Biofilm je zajednica
mikroorganizama, zasti¢ena izvanstani¢nim sluzavim matriksom u rani, koji moze tolerirati obranu domacina i primijenjena
antimikrobna sredstva, kao Sto su antibiotici ili antimikrobne obloge. Rastuéi broj znanstvenih dokaza upucuje da biofilm
vec egzistira u vecini kroni¢nih rana, a moze biti i prethodnik infekciji dok istodobno uzrokuje odgodeno cijeljenje. In vivo
modeli pokazali su da su upala, granulacija i epitelizacija, te procesi normalnog cijeljenja rane naruseni prisustvom biofilma.
Izazov u razvoju nove antimikrobne obloge za ranu bio je da standardna antimikrobna sredstva u¢inimo ucinkovitija protiv
biofilma, a rijeSenje je uslijedilo nakon opseznih istrazivanja i ispitivanja biofilma. Kombinacija metalnog kelatora, povrsinski
aktivne tvari i kontrole pH faktora pokazala je snaznu sinergisti¢ku anti-biofilm akciju u oblozi od karboksimetilceluloze sa
1,2 % ionskog srebra. Ta je ucinkovitost testirana i dokazana u kompleksnim in vitro i in vivo modelima rana s biofilmom,
a zatim i u klini€ki kontroliranim studijama, i to u studiji na 42-pacijenta i 113 klinickih evaluacija. Naknadno ispitivanje
nastavljeno je nakon dostupnosti obloge u evaluaciji na 112 slu¢aja, gdje je obloga pokazala u€inkovito kontroliranje
eksudata i suspektnog biofilma na ranama koje tesko cijele i pri tome poticanje procesa cijeljenja rana i to nakon prosje¢no
4 tjedna primjene nove obloge u inac¢e standardnom protokolu njege. To je bilo popra¢eno niskim brojem nuspojava. U
drugoj procjeni bili su evaluirani i kliniki znakovi infekcije i podatci o veli¢ini rane, prije i nakon procjene. Nakon prosje¢no
5,4 tjedana uporabe obloge, svi su klini¢ki znakovi infekcije bili reducirani, s prosjeénom ucestalo$¢u od 36 % do 21 %.
U prosjeku u 62 % rana postignuta je redukcija veli€ine, uz smanjenje veli€¢ine do 90 % i 10 potpuno zacijeljenih rana.
Najnoviji klinickih dokazi za novu generaciju antimikrobne obloge za ranu potvrduju njenu sigurnost i u€inkovitost u kontroli
eksudata, infekcije i biofilma, a osim toga potvrduju i zacijeljivanje rana koje dugo i teSko ili uopcée ne cijele. Znanstvenu
potporu za najnoviju tehnologiju i generaciju antimikrobne obloge potvrduju in vitro i in vivo dokazi, tako da su buduéa
komparativna i randomizirana klini¢ka ispitivanja neophodna za potpuno razumijevanje klinicke i ekonomske ucinkovitosti
koju moze donijeti ova najnovija tehnologija.

Klju¢ne rijeci: rana, biofilm, infekcija, antimikrobna obloga, anti-biofilm
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Clinical Observation

BIOFILM AND OUR CLINICAL EXPERIENCE
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University Medical Centre Ljubljana, Department of Dermatovenereology, Ljubljana, Slovenia

Bacteria organized in biofilms are insensitive to the usual treatment with dressings or antibiotics. Most successful is
surgical debridement to remove their colonies, but this option may not be possible in all environments. Dressings with silver
and other antiseptics are often the only tools available to nurses at patient homes or to dermatologists at outpatient clinics.
In our clinical studies conducted several years ago, we demonstrated that dressings with antiseptics were an effective tool
in daily clinical practice to remove bacteria/biofilms from chronic wounds.
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INTRODUCTION

Biofilm is a community of microorganisms surround-
ed by an extracellular polymeric, polysaccharide ma-
trix at the surface (1). Biofilms were discovered in the
1650s by van Leeuwenhoek, but it was only in 1978
that Costerton wrote about the ‘Bacteria Stick: In
1978, research on biofilm bacteria has exploded (2).

Biofilms play a significant role in a large number of
infections, in particular in chronic wounds (1). Some
of the frequent microorganism that make a biofilm
on the wounds are Staphylococcus (S.) epidermidis, S.
aureus and Pseudomonas (P) aeruginosa (3,4). It was a
big problem to prove the biofilm formation in wounds.
Now we can identify biofilm formation by light mi-
croscopy, electron microscopy and confocal laser scan-
ning microscopy (5). We can demonstrate extracellu-
lar polymeric, polysaccharide matrix surrounding the
bacteria in biofilm by staining with ruthenium red, car-
bohydrate stains and concanavalin A (6). James et al.
evaluated 16 acute and 50 chronic wounds. They found
biofilms in 6% of acute and 60% of chronic wounds (7).

Antiseptics are preferred to antibiotics for removal
of biofilms. Silver and polyhexamethylene biguanide
(PHMB) are very effective against planktonic bacteria
and immature biofilms. When applied on mature bio-
films, they can only inhibit further growth and prevent

bacteria from spreading beyond the biofilm but not
resolve the infection (8,9). The antimicrobial efficacy
of silver dressings against bacterial biofilms was inves-
tigated on in vitro and in vivo models. Hegger et al.
showed that dressings with silver reduced biofilm less
than 90% in one-week treatment in an animal model
(10). However, in vitro studies produced better results.
Percival et al. report that hydrofiber dressings with
silver acting against bacterial biofilms proved efficient
after 24-h treatment and killed total bacterial biofilm
within 48 h (11).

OUR CLINICAL EXPERIENCE

Study 1. In this case study we evaluated the effects of
two alginate dressings on healing during the treatment
of 20 venous leg ulcers. Results: Ulcers treated with al-
ginate with silver (Silvercel®) were smaller by 15.4%
and ulcers treated with calcium-alginate without silver
were larger by 0.7% (12,13) .

Study 2. In a large-scale, comparative, randomized
study we compared the effects on healing of foam dress-
ing with silver (Contreet-H®) versus ‘local-best-prac-
tice’ in the treatment of 619 ulcers with delayed heal-
ing. Results: Wound-area decreased faster in patients
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treated with foam dressing with silver (50% vs. 34.3%
reduction). The foam dressing with silver significantly
promoted positive wound progress in 67% compared
to 51% using ‘local-best-practice’ (12,14).

Study 3. In a comparative clinical trial we compared
hydrofiber dressing and ointments in changing micro-
bial colonization and healing of 24 venous ulcers in 7
weeks. Results: The most frequently isolated bacteri-
um in the group with hydrofiber dressing (Aquacel®)
was P. aeruginosa (in the beginning: 44.4%; at the end:
20%), as well as in the group with ointment (in the
beginning: 53.3%; at the end: 60%). The mean wound
size in patients treated with hydrofiber dressing was
9.6 cm” at the beginning and 8.8 cm? at the end. The
mean wound size in patients treated with ointment
was 16.4 cm? at the beginning and 19.5 cm? at the end
(12,15).

Study 4. This small study included five patients with
no progress in venous leg ulcer healing over a mean of
5.2 years. At the beginning, their wound beds were in
stage C3 and mean size 24.44 cm’. Foam AMD with
PHMB® were changed every 3-4 days. Treatment last-
ed for a mean of 44.7 days or until the wound healed.
Results: One wound healed, while the rest were small-
er, mean 17.69 cm” at the end. Wound beds were in
stage A2 in all patients (12,16).

Study 5. In a randomized clinical study, we evaluated
the effects on healing and pain in 14 venous leg ulcers
with wound beds C2-3 treated with honey (Vivamel®,
group 1) and 16 venous leg ulcers with wound bed C3
treated with antiseptic (AMD with PHMB®, group 2).
Results: In group 1, healing results were achieved fast-
er (after one week), but in group 2 there was no pain
which persisted in group 1. After two weeks, all ulcers
from both groups were in B2 stage according to Falan-
ga’s classification of wound bed (12,17).

All the above studies measured only wound size and
isolated bacteria, but did not search for biofilm be-
cause at that time we did not have possibilities to do
it. All the wounds had been persisting for a long time
and their wound bed was slough, so the presence of
biofilm was quite likely.

CONCLUSION
In our study, we demonstrated that wounds with cri-

tical colonization and probably biofilms healed faster
when we used dressings with antiseptics.
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Klinicki bolnicki centar Ljubljana, Dermatoveneroloska klinika, Ljubljana, Slovenija

Bakterije koje su organizirane u biofilmu nisu osjetljive na uobicajeno lijeCenje oblogama ili antibioticima. Najuspjesnije
uklanjamo njihove kolonije kirurS§kim debridmanom, ali nemamo takve moguénosti na svakom mjestu. Obloge sa srebrom
i drugim antisepticima Cesto su jedino raspolozZivo sredstvo medicinskim sestrama u bolesnikovu domu ili dermatologu u
ambulanti. U nasim klinickim studijama prije nekoliko godina pokazali smo da su obloge s antisepticima bile u¢inkovite u
svakodnevnoj klini¢koj praksi za uklanjanje bakterija/biofilmova iz kroni¢nih rana.

Klju¢ne rijeci: rana, biofilm, infekcija, antimikrobna obloga, anti-biofilm

59






Acta Med Croatica, 70 (2016) 61-63

Kratki osvrt

KVALITETA ZIVOTA I PSIHOLOSKI ASPEKTI U BOLESNIKA S
KOZNIM VRIJEDOM

MIRNA SITUM, MAJA KOLIC i SANJA SPOLJAR

Klinika za kozne i spolne bolesti, Klinicki bolnicki centar Sestre milosrdnice, Zagreb, Hrvatska

Prema definiciji koZni vrijed (rana) je prekid anatomskog i funkcionalnog kontinuiteta tkiva. S obzirom na tijek cijeljenja,
rane mogu biti akutne i kroni¢ne. Kada govorimo o utjecaju rane na kvalitetu Zivota i psiholoski status osobe, u prvom redu
mislimo na utjecaj kroni¢ne rane (vrijeda). Kroni¢ne rane su one koje ne zarastaju unutar predvidenog razdoblja u korelaciji
s etiologijom i lokalizacijom rane (najkrac¢e razdoblje - 6 tjedana). Kroni¢ne rane su rastuéi socioekonomski problem u
razvijenim zemljama i javljaju se u 1-2 % populacije. Procjenjuje se da e taj broj rasti s obzirom na starenje populacije
te porast incidencije dijabetesa i pretilosti. Kroni¢ne rane imaju veliki utjecaj na kvalitetu bolesnika samih, ali i njihovih
obitelji te uzrokuju razlicite psiholoske i socijalne reakcije. Medu najéeséim psiholoskim reakcijama na kroni¢ne bolesti, pa
tako i kroni¢ne rane, jesu depresivnost, anksioznost, agresivnost i frustracija. Danas se mnogo govori i 0 utjecaju stresa
i negativnih emocija na sporije cijeljenje rana. U nekoliko istrazivanja pokazano je da su depresija, anksioznost i ljutnja
negativno povezani sa cijeljenjem rana, dok su prihvacanje i aktivho suoavanje sa stresom pozitivho povezani s brzinom

cijeljenja rana.

Klju¢ne rijeci: kroni¢ne rane, kvaliteta zivota, depresija, anksioznost
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Prema definiciji kozni vrijed (rana) je prekid anatom-
skog i funkcionalnog kontinuiteta tkiva. S obzirom na
tijek cijeljenja rane mogu biti akutne i kroni¢ne. Kada
govorimo o utjecaju rane na kvalitetu Zivota i psiho-
logki status osobe u prvom redu mislimo na utjecaj
kroni¢ne rane (vrijeda).

Kroni¢ne rane su one koje ne zarastaju unutar pred-
videnog razdoblja u korelaciji s etiologijom i lokali-
zacijom rane (najkrace razdoblje - 6 tjedana). Smatra
se da oko 22 % kroni¢nih rana zacijeli za 3-6 mjeseci,
39 % za 6-12 mjeseci, 16 % za 12-24 mjeseca, a 23 %
ne zacijeljuje ni za 2 ili viSe godina (1). Kroni¢ne rane
mogu biti tipi¢ne i atipi¢ne. U tipi¢ne rane ubrajaju se
ishemijske rane (potkoljeni¢ni arterijski ulkus), neu-
rotroficke rane (neuropatski ulkus), hipostatske rane
(potkoljeni¢ni venski ulkus) te dva posebna entiteta:
dekubitus i dijabetic¢ko stopalo. Kroni¢ne rane na pot-
koljenicama su u oko 80 % sluc¢ajeva posljedica kroni¢-
ne venske insuficijencije (2), u 5-10 % su arterijske eti-

ologije, dok ostatak otpada uglavnom na neuropatske
ulkuse (3). U proslom stolje¢u, a naro¢ito u posljednja
dva desetljeca, doslo je do znacajnog napretka, poseb-
no u razumijevanju procesa presudnih za cijeljenje
rana, a posljedi¢no tome i u lije¢enju samih ulceracija.
Kroni¢ne rane su rastuéi socioekonomski problem u
razvijenim zemljama i javljaju se u 1-2 % populacije.
Procjenjuje se da Ce taj broj rasti s obzirom na starenje
populacije te porast incidencije dijabetesa i pretilosti.
Kroni¢na rana je bolest starije populacije. Potkoljeni¢-
ni ulkus javlja se u 0,6-3 % osoba starijih od 60 godina,
a u dobnoj skupini iznad 80 godina taj broj je ve¢i od
5 %. S druge strane, kroni¢ne rane imaju veliki utjecaj
na kvalitetu Zivota samih bolesnika, ali i njihovih obi-
telji te uzrokuju razlicite psiholoske i socijalne reakcije
(4). Kada govorimo o kvaliteti zivota treba naglasiti da
se ona sastoji od nekoliko razli¢itih aspekata: fizicko
funkcioniranje, psiholoski status, meduljudski odno-
si, seksualno funkcioniranje, svakodnevne aktivnosti
i ekonomski status (5). Medu najc¢es¢im psiholoskim
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reakcijama na kronicne bolesti, pa tako i na kroni¢ne
rane, jesu depresivnost, anksioznost (6), agresivnost
i frustracija (7). Kod bolesnika s kroni¢nim ranama
Cesto se javlja strah da rana nece zacijeliti, briga oko
uspjes$nosti lijecenja, osjecaj nesigurnosti zbog sma-
njene pokretljivosti (7). Zbog relativno konstantne
boli i osjecaja bespomocnosti bolesnici su cesto tuzni
i potisteni. Bol se javlja kod venskih ulceracija u 64-82
%, kod dekubitusa u 59 %, kod dijabetickog stopala s
ulceracijom u 48-75 % (1). Osjecaji srama i nezado-
voljstva javljaju se zbog ovisnosti o drugim ljudima i
zbog izgleda rane, §to rezultira iskrivljenom slikom
o sebi i snizenim samopostovanjem. Zbog nemogu¢-
nosti kretanja, losijeg psihickog stanja i srama dolazi
do socijalne izolacije (8). Takvo ponasanje moze re-
zultirati osjecajem usamljenosti i nedostatkom so-
cijalne podrske (9). S druge strane, kod odredenog
broja bolesnika kroni¢na rana moze imati specificnu
ulogu - moze biti sredstvo za privla¢enje pozornosti
i i usmjeravanje brige okoline na bolesnika. Godine
1986. Wise je uveo termin ,socijalni ulkus“ kako bi
opisao ovu pojavu (4). U studijama koje su ispitivale
utjecaj kroni¢nih rana na kvalitetu Zivota pokazano je
da kroni¢ne rane imaju vedi utjecaj na kvalitetu Zivota
muskaraca nego Zena (10), da se s duzinom trajanja
bolesti, utjecaj na kvalitetu Zivota postupno smanjuje,
$to moze upucivati na navikavanje bolesnika na bolest
i prihvacanje bolesti (10), te da dolazi do znacajnog
poboljsanja kvalitete zivota nakon primjerenog lijece-
nja (11). Danas se mnogo govori i o utjecaju stresa i ne-
gativnih emocija na sporije cijeljenje rana. U nekoliko
istrazivanja pokazano je da su depresija, anksioznost i
ljutnja negativno povezani sa cijeljenjem rana, dok su
prihvacanje i aktivno suocavanje sa stresom pozitivno
povezani s brzinom cijeljenja rana (12,13). Uz utjecaj
psihologkih faktora na imunoloske i endokrinoloske
mehanizme cijeljenja rana te utjecaj na ponasanje i
navike povezane sa zdravljem, danas se ispituje i utje-
caj psiholosgkih faktora na stanje koze. Psiholoski stres
utje¢e na funkcionalnost zastitnog sloja koze (14) te
sniZenu razinu citokina i njegov sporiji oporavak (15).

Godine 2012. u Referentnom centru za kroni¢ne rane
Ministarstva zdravlja u Klinici za kozne i spolne bo-
lesti Klinickog bolnickog centra Sestre milosrdnice
provedeno je ispitivanje utjecaja kroni¢ne rane na
kvalitetu Zivota bolesnika i procjene osobne percep-
cije bolesti kod bolesnika s kroni¢cnom ranom (16). U
istrazivanje je bilo uklju¢eno ukupno 100 sudionika
oboljelih s kroni¢nim ranama (s dijagonozom Ulcus
cruris bilo koje etiologije), od kojih 59 Zena i 41 mus-
karac, u dobi od 31 do 89 godina Zivota. Bolesnici su
ispunjavali Upitnik op¢ih podataka o ispitaniku, Upit-
nik kvalitete Zivota Svjetske zdravstvene organizaci-
je - WHOQOL - BREF i Upitnik osobne percepcije
bolesti WHOQOL BREF- IPQ. Rezultati su sljededi:
ispitanici kvalitetu zivota procjenjuju dobrom (3,20 na
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ljestvici od 1 do 5), zadovoljstvo svojim zdravljem kao
osrednje (2,88 na ljestvici od 1 do 5), najveci utjecaj
bolesti vidi se kod socijalnih odnosa (3,60 na ljestvi-
ci od 1 do 5), a najmanji utjecaj bolesti na zadovolj-
stvo fizickim zdravljem (3,1325 na ljestvici od 1 do 5).
Nije bilo statisticki znacajne razlike ni u jednoj do-
meni kvalitete Zivota (zadovoljstvo zdravljem, fizicko
zdravlje, psihi¢ko zdravlje, okolina, socijalni odnosi)
izmedu muskaraca i Zena ni u povezanosti s dobi kod
bolesnika oboljelih od kroni¢ne rane. Rezultati pro-
cjene osobne percepcije bolesti na ljestvici od 1 do 10
su sljededi: nasi bolesnici smatraju da kroni¢na rana
znacajno utjece na njihov zivot (7,6), jako su zabrinuti
zbog svoje bolesti (7,23), kroni¢nu ranu dozivljaju kao
bolest koja traje dugo (8,33), prilicno dobro razumi-
ju svoju bolest (7,64), smatraju da bolest ima mnogo
simptoma koji utje¢u na njihov zivot (7,58), smatra-
ju da imaju relativo dobru kontrolu nad svojom bo-
lesti (6,32), bolest osrednje utjece na njihove emocije
(5,84). Takoder, u ovom istrazivanju, pokazana je ra-
zlika izmedu muskaraca i Zena u intenzitetu utjecaja
bolesti na zivot. Bolest znacajno vise utjeCe na zene.
Zene vie vieruju u uspjesnost lije¢enja, te bolest ima
znacajno vedi utjecaj na emocionalno stanje Zena nego
muskaraca (16).

Kroni¢ne rane imaju veliki utjecaj na kvalitetu zivota,
dugotrajan su problem u bolesnikovom zivotu, Cesti
su bolovi, infekcije, otezano je kretanje, bolesnici ne
mogu obavljati teze fizicke aktivnosti, nisu sposobni
za rad te moraju izostajati s posla, ne mogu se baviti
uobicajenim poslovima i hobijima. Dosadasnje spo-
znaje na podrucju psiholoskih aspekata kroni¢nih
rana upucuju na potrebu pracenja psiholoskog stanja
bolesnika i omogucavanja psiholoske podrske i tera-
pije bolesnicima, kako zbog ozbiljnih posljedica bole-
sti na psihicko stanje pojedinca, tako i zbog moguceg
utjecaja psiholoskog stanja na progresiju bolesti, ali u
suprotnom slucaju, pozitivnog stava na brze cijeljenje
rane.
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SUMMARY

QUALITY OF LIFE AND PSYCHOLOGICAL ASPECTS IN PATIENTS
WITH CHRONIC LEG ULCER

SITUM M}, KOLIC M!, SPOLJAR S!

!Clinical Hospital Center “Sestre milosrdnice”, Vinogradska cesta 29, 10000 Zagreb, Croatia

Wound represents a disruption of anathomic and physiologic continuity of the skin. Regarding to the healing process,
wounds can be classified as acute or chronic wounds. Quality of life is primarily concerned with the impact of chronic
wounds. A wound is considered chronic if healing does not occur within expected period of time regarding to its etiology
and localization. Chronic wounds can be classified as typical and atypical. The majority of wounds (95 percent) are
typical ones which include ischaemic, neurotrophic and hypostatic ulcer and two separate entities: diabetic foot and
decubital ulcers. An 80 percent of chronic wounds localized on lower leg are result of chronic venous insufficiency, in
5-10 percent cause is of arterial etiology, whereas the remainder is mostly neuropathic ulcer. Chronic wounds represent
a significant burden to patients, health care professionals and the entire health care system. Chronic wounds affect the
elderly population and it is estimated that 1-2 percent of western population suffer from it. This estimate is expected to
rise due to an increasing population of the elderly and the diabetic and obesity epidemic. The WHO definition of health is
“A state of complite physical, mental and social well-being and not merely the absence of disease or infirmity”. Based on
this definition, quality of life in relation to health may be defined as “the functional effect of an illness and it’s consequent
therapy upon a patient, as perceived by the patient”. The domains that contribute to this effect are physical, psychological
and social functioning. The patient’s own perceptions of an illness were found to play an important role in explainig quality
of life. Chronic wounds significantly decrease the quality of life in a number of ways such as reduced mobility, pain,
unpleasant odor, sleep disturbances, social isolation and frustration, and inability to perform everyday duties. Among the
most common psychological reactions to chronic diseases, including chronic wounds, are depression, anxiety, aggression
and frustration. Psychological factors may not only be a consequence of delayed healing, but may also impact on wound
healing. Anxiety and depression have direct influences on endocrine and immune function. About the impact of disease on
quality of life and individuals’ perceptions of iliness, there are questionnaires and methods to analyze this, but the challenge
is to move from a focus on wound management to understanding the specific needs of each individual within the context
of their life.

Key words: chronic wounds, quality of life, depression, anxiety
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UCINCI PRIMJENE PLAZME BOGATE TROMBOCITIMA (PRP)
U LIJECENJU KRONICNOG VRIJEDA
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Venski vrijed je podrucje diskontinuiteta koze najCesc¢e smjesSteno u distalnim dijelovima potkoljenica, a posljedica
je kroni¢ne venske bolesti - venske hipertenzije. RazliCite je veliCine i oblika; moze obuhvacati i cijelu cirkumferenciju
ekstremiteta. Terapijski, uz osnovne terapijske moguc¢nosti, na raspolaganju je mnostvo razli¢itih obloga. Za pravi izbor
obloge potrebno je dobro poznavati generi¢ke skupine obloga, njihovo djelovanje na proces cijeljenja rane, te odstranjenje
biofilma u vrijedu koji je odgovoran za komplikacije i necijeljenje vrijeda. Jedna od dodatnih terapijskih opcija je i plazma
bogata trombocitima. Plazma bogata trombocitima je terapijski pripravak u podrucju bioregeneracije u medicini uklju€ujuci
dermatologiju — podrucju koje se razvija i medu klini¢arima i znanstvenicima. Autologna plazma bogata trombocitima s
faktorima rasta i proteinima poti¢e bioregeneraciju, ali su radi boljeg razumijevanja mehanizama djelovanja i standardizacije
protokola potrebna daljnja istrazivanja u velikim i dobro dizajniranim studijama.

Klju¢ne rijeci: dermatoloske indikacije za plazmu bogatu trombocitima, plazma bogata trombocitima, ulkusi
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UVOD

Venski vrijed je podrucje diskontinuiteta koze, najce-
$¢e smjesteno u distalnim dijelovima potkoljenica, a
posljedica je kroni¢ne venske bolesti - venske hiper-
tenzije. Razlicite je veli¢ine i oblika, ponekad obuhva-
¢a i cijelu cirkumferenciju ekstremiteta.

U posljednjem desetljecu istrazivanjem kronic¢ne ven-
ske bolesti (KVB) doslo se do novih spoznaja o upal-
nom procesu: migracija leukocita, aktivacija plazma
stanica i granulocita te poviSena aktivnost metalopro-
teinaze — $to sve zajedno uzrokuje oste¢enje venskih
zalistaka. Drugi vazan ¢imbenik ukljucen u patofizi-
ologiju venskog vrijeda je oSteena misi¢na aktivnost.
Misi¢na funkcija u potkoljenici zdrave populacije po-
vecava brzinu protoka krvi i odrzava ravnotezu tekuci-
ne u cirkulaciji. U bolesnika s nepravilnom misi¢cnom
funkcijom cesto nastaju promjene na kozi i tezi stadij
KVB te nastanak vrijeda.

Epidemioloski gledano, ucestalost venskog vrijeda, kao
najteze manifestacije kroni¢ne venske bolesti, zna¢ajno
raste s dobi populacije. Venski vrijed naj¢esée ne nasta-
je prije 60. godine Zivota, a iznosi 0,7 % kod osoba sta-
rijih od 70 godina. Broj pacijenata koji pate od KVB je
potcijenjen, jer je teSko definirati bolest. Iako je klinicki
tijek KVB postepen, ipak tijekom vremena vrijed i KVB
negativno utjecu na zdravlje i kvalitetu Zivota (1,2).

Suportivne obloge u lijecenju vrijeda su vazan dio
skrbi za bolesnike. Za pravi izbor obloge potrebno je
dobro poznavanje genericke skupine obloga, njihovo
djelovanje na proces cijeljenja rane, te odstranjenje
biofilma u vrijedu koji je odgovoran za komplikacije i
necijeljenje vrijeda. Svakako uz osnovnu terapiju jed-
na od dodatnih opcija je i plazma bogata trombociti-
ma (engl. Platelet-Rich Plasma) (PRP).

PRP je frakcija plazme s koncentracijom tromboci-
ta tri do pet puta ve¢om od normalne koncentracije
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odnosno volumen autologne plazme koji sadrzi kon-
centraciju trombocita iznad bazi¢ne koncentracije od
150 000-350 000/mL (1-8). PRP se dobije u odredenoj/
maloj koli¢ini autologne plazme nakon centrifugiranja
prema to¢no odredenom protokolu pri c¢emu se druge
stanice odvajaju od plazme (1-3).

PRP je u primjeni u medicini od osamdesetih godina
proslog stolje¢a nakon otkri¢a oslobadanja bioaktiv-
nih molekula i faktora rasta kao promotora regenera-
cije tkiva odnosno bioregeneratora dokazanih u stu-
dijama in vitro i in vivo. Prva primjena se opisuje u
zacjeljivanju i epitelizaciji rana i ulkusa, a potom su
se indikacije u regenerativne svrhe razvile i u ostalim
granama medicine (1-12). Posljednjih godina indika-
cije su se prosirile na estetsku medicinu i to narocito za
rejuvinaciju koze, posebice koze lica. Prema navede-
nom, indikacije za primjenu su $iroke, a vazno je na-
pomenuti ogranicene znanstvene dokaze za navedene
indikacije s obzirom na nedostatak dobro dizajniranih
studija koje analiziraju u¢inkovitost PRP i nedostatak
standardizacije protokola koristenja PRP, dok istodob-
no postoji veliki broj objavljenih prikaza slucajeva i
malih studija (3,10,12).

PRP se dijeli na PRP, plazmu bogatu faktorima rasta
(engl. Plasma-Rich Growth Factors) (PRGF), plaz-
mu bogatu trombocitima i faktorima rasta (engl.
Platelet-Rich Plasma and Growth Factors) (PRPGF),
trombocitima siromasnu plazmu (engl. Platelet-Poor
Plasma) (PPP), leukocitima bogatu PRP (engl. Leuko-
cyte-Rich Platelet-Rich Plasma) (LR-PRP) i leukociti-
ma siromasnu PRP (engl. Leukocyte-Poor Platelet-Rich
Plasma) (LP-PRP) (3). Koncentracije trombocita, leu-
kocita i faktora rasta ovise o koncentraciji trombocita
u preparatu. Vazno je naglasiti da uz te varijacije na
trziStu postoji najmanje Sesnaest razli¢itih komercijal-
nih PRP proizvoda.

MEHANIZAM DJELOVANJA

PRP ima direktan uc¢inak na razlicite faktore rasta kao i
ucinak na ekstracelularni matriks u smislu stimulacije,
regeneracije i reparacije tkiva (3,6,13,14). U u¢inku na
faktore rasta vaznu ulogu imaju trombociti koji osim
dobro poznate uloge u hemostazi imaju esencijalnu
ulogu u bioregeneraciji. Trombociti su biokemijski bo-
gati regulatornim i signaliziraju¢im molekulama kao i
faktorima rasta koji sudjeluju u poticanju fizioloskih
procesa obnavljanja, zacjeljivanja i reparacije tkiva kao
odgovora na ozljedu. Naime, aktivirani trombociti se
agregiraju kao dio homeostatske funkcije pri ¢emu
luce proteine i druge bioloski aktivne molekule s poti-
canjem kaskade sekundarnih signalnih molekula $to je
posebno izrazeno pri koncentraciji trombocita iznad
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normalnih vrijednosti (6,13,14). U PRP se nalaze
bioaktivne molekule s razli¢itim preklapaju¢im funk-
cijama angiogeneze, proliferacije, migracije i diferen-
cijacije stanica u bioregeneraciji. Bioaktivne molekule
su faktori rasta iz trombocita (engl. Platelet-Derived
Growth Factor), transformirajuéi faktori rasta (engl.
Transforming Growth Factor), trombocitni faktor 4
(engl. Platelet Factor 4), interleukin 1, trombocitni
faktor angio-geneze (engl. Platelet-Derived Angiogene-
sis Factor), vaskularni endotelijalni faktor rasta (engl.
Vascular Endothelial Growth Factor), epidermalni
faktor rasta (engl. Epidermal Growth Factor), trombo-
citni endotelijalni faktor rasta (engl. Platelet-Derived
Endothelial Growth Factor), faktor rasta epitelijalnih
stanica (engl. Epithelial Cell Growth Factor), faktor ra-
sta fibroblasta (engl. Fibroblast Growth Factor) i faktor
rasta poput inzulina (engl. Insulin-like Growth Factor).

Epidermalni faktor rasta (EGF) nastaje u trombociti-
ma i makrofazima i stimulira fibroblaste na izlu¢ivanje
kolagenaze koja razgraduje matriks u fazi remodela-
cije.

Transformirajuci faktor rasta (TGF) se nalazi u
trombocitima, makrofazima, limfocitima i hepatoci-
tima.

Vaskularno endotelni faktor rasta (VEGF) stvaraju
endotelne stanice i glavna funkcija je angiogeneze za
vrijeme tkivne hipoksije.

Fibroblastni faktor rasta (FGF) nalazi se u makrofa-
zima, mastocitima i T-limfocitima; poti¢e angiogene-
zu, granulaciju i epitelizaciju.

Trombocitno derivirajuci faktor rasta (PDGF) sadr-
Zavaju trombociti, a takoder i makrofazi i endotelne
stanice. Taj faktor privla¢i makrofage i fibroblaste na
mjestu oStecenja tkiva, a pospjesuje i sintezu kolagena.

Keratinocitni faktor rasta izlucuju fibroblasti, a sti-
muliraju migraciju keratinocita i njihovu diferencija-
ciju i proliferaciju.

Faktori rasta su neka vrsta medustani¢ne signalizacije
koja ureduje i usmjeruje cijeli kompleks tijeka stani¢ne
diobe, migracije, diferencijacije i produkcije razli¢itih
proteina tijekom cijeljenja rane. Taj je proces reguliran
inhibitorom metaloproteinaze 1 (TIMP-1), koji sprje-
¢ava nepotrebno o$tecenje zdravog tkiva. (15-22).

Antibakterijska uloga PRP se odvija preko proteina
trombocita, posebno trombocidina s baktericidnim i
fungicidnim svojstvima, te leukocitnim funkcijama.
PRP nadalje utjece na ekstracelularni matriks putem
fibrina, fibronektina i vitronektina koje su, osim trom-
bocita, druge esencijalne komponente PRP. Radi se o
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proteinima koji poti¢u adheziju stanica $to daje osno-
vu za strukturnu potporu esencijalnu za migraciju
stanica, proliferaciju i trodimenzionalni rast tkiva oko
ovih struktura. Sveukupni uc¢inak se sastoji od migra-
cije nediferenciranih stanica u novostvoreni matriks
i poticanje diferencijacije stanica, supresije lucenja
upalnih citokina i ograni¢avanja upale, migracije ma-
krofaga koji sudjeluju u reparaciji tkiva, angiogenezi i
poticanju epitelizacije (3,6,13,14).

Neki sistemi PRP koriste kao aktivatore trombin ili
kalcij-klorid pri ¢emu dolazi do brzeg otpustanja bio-
regeneracijskih molekula. Neki autori dovode u pita-
nje i u¢inkovitost ovih sistema, posebno u dermatolos-
koj primjeni s obzirom da se neaktivirani trombociti
aktiviraju u tkivu te tako postepeno otpustaju biorege-
neracijske molekule tijekom sljede¢ih sedam dana koji
tijekom sljedecih Sest tjedna djeluju na ciljane mole-
kule. Trenutno nema dokaza o onkogenom potenci-
jalu PRP kao ni sistemskog uc¢inka nakon lokalne pri-
mjene (15). S obzirom na nacin pripreme i primjene
potrebni su sterilni uvjeti, kontrolni pregledi pacijenta
te koristenje komercijalnih kitova s oznakom CE. Ako
se plazma dobiva manualno, potrebno je uéiniti test
sterilnosti (3).

Najcesée nuspojave uz infekcije su hematomi, bolnost
na mjestu aplikacije, diskoloracija koze, a ocekivani
eritem i Zarenje koze traju do 24 h.

Kontraindikacije su trombocitopenija, anemija, hipo-
fibrinogenemija, hemodinamska nestabilnost, sepsa,
akutne i kroni¢ne infekcije, kroni¢na bolest jetre, anti-
koagulacijska terapija, tumori, autoimune bolesti, ne-
stabilna angina, metabolicke bolesti, sistemske bolesti,
porfirija, alkoholizam, ovisnost o nikotinu i drogama

(D).

PRP I KRONICNE ULCERACIJE

Prva uloga PRP bila je upravo u lije¢enju kroni¢nih
ulkusa koji su najcesée vaskularne etiologije kod di-
jabeticara ili dekubitusa koje karakterizira produlje-
na upalna faza s brojnijim proupalnim citokinima u
usporedbi s akutnim ulkusima i nedostatkom faktora
rasta koji se razgraduju pod utjecajem bakterija, prote-
aza i deficitom fibrina (3,8-10,14,23). Prevalencija pot-
koljeni¢nog vrijeda varira od 0,1 % do 0,6 % ukupne
populacije, a 1 % populacije tijekom Zivota barem jed-
nom oboli od potkoljeni¢nog vrijeda (22). Incidencija
venskih ulkusa je 72 %, arterijskih 23 %, dekubitusa
4 % te 1 % ostalih etiologija (21,22). Prvi preparati su
bili topicki s kolagenom uloZenim u protein tromboci-
ta, tzv. trombocitna formula zacjeljivanja (engl. Plate-
let-derived Wound Healing Formula) (20). Od tada su

razvijeni razliciti pripravci kao solucije, gelovi i injek-
cije). PRP se takoder koristi kao adjuvantna terapija
pri presadivanju kod lije¢enja rezistentnih ulkusa (18-
22). Prema literaturi, ve¢inom se radi o prezentaciji
slucajeva ili malim studijama s razli¢itom etiologijom
ulkusa i na¢inom primjene PRP te su svakako potreb-
ne daljnje studije sa statistickom signifikasno$¢u za
potvrdu uloge PRP kod koznih ulkusa (8-10,22). PRP
se u navedenoj indikaciji moze aplicirati sam (soluci-
ja, gel, injekcije) ili u kombinaciji sa suportivnim bio-
okluzivnim oblogama. Vrijed ne smije imati znakove
klinicke infekcije te prema protokolu za rane mora biti
u fazi granulacijskog tkiva (sl. 1 i 2). Najc¢es¢e se PRP
primijenjuje svakih Sest tjedana najmanje tri puta.

SI 1. Izgled ulkusa prije terapije.

3

SL 2. Izgled ulkusa tri tiedna nakon primjene PRP: vidi se
pocetna epitelizacija uz granulacijsko tkivo.

Premda je autologna primjena PRP skupa, omjer tros-
ka i koristi (“cost-benefit”) je evidentan u terapiji ulku-
sa i rana op<enito.

CILJANI MEHANIZMI DJELOVANJA PRP 1
FAKTORA RASTA KOD ULKUSA

Prednost PRP pred drugim terapijama je akceleriranje
regenerativnih procesa opcéenito putem gore navede-
nih faktora rasta iz trombocita.
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Zacjeljivanje rana i ulkusa PRP potice se u prvom redu
putem sedam faktora rasta: PDGF-aa, af}, FGE VEGEF,
EGFiTGF (8,10). Navedeni faktori rasta su esencijalni
u moduliranju aktivacije mezenhimnih stanica, proli-
feraciji i sintezi ekstracelularnog matriksa u procesu
zacjeljivanja. In vitro je dokazano da PDGF stimulira
kemotaksiju, proliferaciju i ekspresiju novih gena po-
najprije na monocitima, makrofazima i fibroblastima
odnosno na stanicama koje su esencijalne u procesu
zacjeljivanja (8,10,20). Nadalje, vazno je naglasiti ulo-
gu TGF- koji, uz stimulaciju proliferacije stanica, sin-
teze proteina i kolagena, inhibira i rast brojnih epitel-
nih tumorskih stanica kod dugotrajnih ulkusa i rana.

U angiogenezi, osim VEGE, i polipeptidni trombocitni
faktor angiogeneze stimulira rast novih kapilara indu-
cirajuéi migraciju endotelnih stanica.

EGEF, kao osnovni mitogen za brojne stanice ukljucu-
judi epitelne stanice i fibroblaste, dijelom je odgovoran
za inicijalnu infiltraciju neutrofila u ranu. Smatra se da
taj mehanizam putem faktora rasta trombocita utjece
na angiogenezu i revaskularizaciju te da potice granu-
laciju (8,20).

Uz ove faktore, leukociti koji se nalaze u preparatima
PRP, imaju uz vaznu i nepobitnu protuupalnu ulogu i
ulogu u zacjeljivanju i epitelizaciji ulkusa (8,20).

S obzirom na sastav PRP, a to se posebno odnosi na
koli¢inu i trombocita i leukocita, te s obzirom na ra-
zlicite preparate dostupne na trzistu te na ¢injenicu da
neke ustanove rade i same svoje vlastite autologne PRP
preparate (koji nisu apsolutno kontrolirani s obzirom
na sastav i uc¢inkovitost i nedostatak CE certifikata) te
nepostojeceg konsenzusa o terapiji ulkusa PRP-om,
potrebne su daljnje studije radi standardizacije prepa-
rata i protokola koristenja PRP u terapiji ulkusa.

DRUGE DERMATOLOSKE INDIKACIJE

PRP i alopecije

Uloga PRP u porastu kose kod androgene alopeci-
je muskaraca i zena je demostrirana in vitro putem
navedenih faktora rasta. Posebice je dokazan ucinak
folikularnog faktora rasta 7 i katenina s aktivacijom
ekstracelularne kinaze i Akt-ovisnog signalnog puta i
Ki-67 koji sudjeluju u regulaciji folikularnog ciklusa
kontrolirajuéi aktivnu fazu rasta dlake i koji poti¢u ka-
tagenu ili telogenu indukciju, ali i putem angiogenih
faktora. Povoljan uc¢inak in vivo dokazan je stimulaci-
jom rasta kose i povecanjem gustoce kose pri tretma-
nu PRP prije transplantacije kose, putem dermoskop-
ske analize nakon tretmana, smanjenjem pecenja ili
svrbeza vlasista, patohistoloske evaluacije i povecanja
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debljine epidermisa i broju folikula dva tjedna nakon
zadnje aplikacije PRP u usporedbi s pocetnim nalazi-
ma (17,18,24-29).

PRP se u navedenim indikacijama moze aplicirati sam
ili u kombinaciji s mezoterapijom. Aplikacija se moze
provesti ubodima igle, dermarolerom i/ili microneed-
ling-om.

Vlastito iskustvo s dva pacijenta kojima je provede-
na primjena PRP u kombinaciji s mezoterapijom XL
HAIR® 5ml i RRS® SILISORG 5ml SKIN TECH sva-
kih 3 tjedna kombinacijom tehnike ubodima igle i mi-
croneedling-a “Amira” s tri igle, a izmedu toga 1 x tjed-
no mezoterapijom XL HAIR? 5 mL i RRS® SILISORG 5
mL SKIN TECH kombinacijom tehnike ubodima igle
i microneedling-a s tri igle ukazuje na pocetni porast
kose nakon tri mjeseca.

OSTALE INDIKACIJE

U dermatologiji se PRP koristi u procesu rejuvinacije,
najées$ée u kombinaciji s drugim metodama; nakon tre-
tmana ablativnim laserima radi brze regresije edema i
eritema uz istodobni klinicki u¢inak na izgled koze,
pri lije¢enju oziljaka akne i posttraumatskih oziljaka
u kombinaciji s drugim metodama kao frakcijskim
laserom i centrifugiranim masnim tkivom; kod hidra-
denitis supurativa rezistentnog na druge tretmane u
kombinaciji s kirur$kim lijecenjem i hijalomatriksom
odnosno sa sistemom koji oslobada hijaluronsku ki-
selinu; kod venskih, arterijskih, dijabetickih ulkusa i
dekubitusa (3,8-12,16-25).

Prema studijama in vivo mehanizam bioregeneraci-
je koze PRP podrazumijeva stimulaciju proliferacije
fibroblasta s povecanjem protuupalnih i angiogenih
faktora te proteina ekracelularnog matriksa kao $to su
prokolagen I, hijaluronska kiselina, inhibitori tkivne
metalopeptidaze 1 (3,11,13). Prokolagen 1 povecava
dermalnu rezistenciju; hijaluronska kiselina kao hi-
dratantna molekula pojacava tonus koze i koristi kao
lubrificiraju¢a komponenta izmedu kolagenih vlaka-
na; inhibitor tkivne metalopeptidaze stabilizira ekstra-
celularni matriks.

ZAKLJUCAK

PRP kao autologni bioregenerator sudjeluje u stimu-
laciji regeneracije tkiva. Mehanizam djelovanja teme-
lji se na velikom broj raznolikih i multifunkcionalnih
faktora rasta i proteina koji poticu fizioloske procese
zacjeljivanja i reparacije.
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Primjena PRP je u raznolikim podru¢jima medicine,
od kirurgije, ortopedije, dentalne medicine, plasti¢ne
i maksilofacijalne kirurgije do dermatoloskih indika-
cija, posebno u podrucju ulkusa. Premda se PRP kod
ulkusa primijenjuje svakih $est tjedana najmanje tri
puta, naglasavamo nepostoje¢i konsenzus o terapi-
ji ulkusa PRP-om, samostalnom ili u kombinaciji sa
suportivnim bio-okluzivnim oblogama. U literatu-
ri se ve¢inom radi o prezentaciji slu¢ajeva ili malim
studijama s razli¢itom etiologijom ulkusa i na¢inom
primjene PRP, te su stoga potrebne daljnje dobro di-
zajnirane studije radi standardizacije preparata i for-
mulacije PRP te protokola koristenja PRP u terapiji ul-
kusa sa statistickom signifikasnos¢u za potvrdu uloge
PRP kod koznih vrijedova uz podrobno poznavanje
mehanizama djelovanja PRP na molekularnoj razini u
bioregeneraciji (8-10,22).
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SUMMARY

EFFECTS OF PLATELET-RICH PLASMA IN THE TREATMENT OF CHRONIC ULCER

Z.PASTAR and S. MARINOVIC KULISIC!

Ministry of Defence Republic of Croatia and Department of Health Studies, University of Zadar, Zadar;
Zagreb Clinical Hospital Center, Clinical Department of Dermatovenereology, Zagreb, Croatia

A venous ulcer is area of discontinuity of the skin, usually localised in distal parts of the lower legs. The aetiology is
associated with chronic venous disease-venous hypertension. The size and shape of venous ulcer can be different and it
may even cover all circumferential of extremity. Additionally, along with basic therapy possibilities, there are many different
dressings. Therefore the knowledge of each characteristic of dressing on process of epithelisation is essential as well as
treating the biofilm that is responsible for complications and persistence of ulcer. One of additional therapy possibility is

platelet-rich plasma.

Platelet-rich plasma is a developing area for clinicians and researchers for bioregeneration in multiple fields of medicine
including dermatology. Autologous platelet-rich plasma with its growth factors and proteins accelerates bioregeneration.
However, better understanding of the mechanisms and development of standardized protocols with well-designed studies

are needed.

Key words: platelet-rich plasma, ulcers, dermatologic indications
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Zakljuéci Simpozija

ZAKLJUCNE SPOZNAJE O BIOFILMU I ANTIMIKROBNIM
OBLOGAMA

JASNA LIPOZENCIC, SUZANA TUNUKOVIC, JASENKA SKRLIN, SANDRA MARINOVIC KULISIC,
TANJA PLANINSEK RUCIGA]J i NASTJA KUCISEC TEPES

Akademijin znanstveni simpozij ,Uloga biofilma u lije-
¢enju vrijeda“ uz potporu Stoma Medical dokazuje svo-
ju edukativnu ulogu. U ovom broju AMC donosimo
suvremene spoznaje o kroni¢noj venskoj bolesti (KVB)
koje trebaju poznavati lije¢nici razlicitih specijalnosti:
dermatovenerolozi, mikrobiolozi, plasti¢ni Kkirurzi,
lije¢nici obiteljske medicine i drugi U razvijenim ze-
mljama oko 1-2 % stanovnistva boluje od KVB tijekom
zivota (1,2). U Velikoj Britaniji tro$ak za kroni¢ne rane
iznosi 2,3-3,1 milijardu funti godis$nje (3). Stoga, ovaj
Simpozij ima i farmakoekonomsku ulogu. Iz radova
predavaca naglasene su spoznaje koje navodimo:

1. Kroni¢ni vrijed (KV) treba razmatrati prema eti-
oloskoj, anatomskoj i patofizioloskoj klasifikaciji
prema American Venus Forum (AVF), a takoder
i prema klini¢koj klasifikaciji (CEAP). Bakterije u
ranama podrzavaju ve¢ prisutnu kroni¢nu upalnu
reakciju ¢ime poticu otpustanje enzima, unistava-
ju proteine i reaktivne metabolite spojeva kisika,
tkivo, povecava se eksudat i propusnost kapilara,
javlja se bolnost, daljnja maceracija i nastaje vri-
jed. Prisutnost mikroba potice i podrzava daljnje
ostecenje tkiva. Nekontrolirani eksudat, kroni¢na
upala s vremenom dovodi do daljnjeg pogorsanja
kroni¢nog vrijeda koje povecava troskove lijece-
nja. Posljednjih godina je istrazivanje mikroor-
ganizama u vrijedu istaknulo postojanje biofilma
kao uzroka necijeljenja vrijeda (1).

2. Dijagnozu KV treba temeljiti na anamnezi, fizikal-
nom statusu i laboratorijskoj obradi: mikrobiolos-
ka, biokemijska, patohistoloska, radiolosko snima-
nje, oksimetrija i glezanjski indeks — ABPI (4-6).

3. Neophodna je primjena postupnika prema Met-
calfu, Bowleru i Hurolwu ,,A clinical algorithm for
wound biofilm identification®, koji prikazujemo uz
dopustenje autora u cijelosti (5).

4. Prevencija i lijecenje bolesnika s KVB danas je
dostupna svim bolesnicima od primjene: sistem-
ske farmakoterapije, kompresivne terapije (krat-
koelasti¢ni, dugoelasti¢ni zavoji, kompresivne ca-
rape), fizikalne medicine i elektrostimulacije (6).
Ipak, ¢im se ranije dijagnosticira, bolja je progno-
za i smanjenje postotka oboljelih od KV.

5. UniStenje i sprje¢avanje reformacije biofilma, te
djelovanje na eksudat i infekciju, prednosti su
uspjesnog djelovanja antimikrobnih obloga s ion-
skim srebrom i dezinficijensima (7-11).

6. Najnovija tehnologija antimikrobnih obloga sa sre-
brom i dezinficijensima dokazala se u klini¢kim stu-
dijama in vitroiin vivo (11). U SAD-u se procjenjuje
daje 17 milijuna ljudi godi$nje pogodeno kroni¢nim

infekcijama uzrokovanima biofilmom, $to iznosi od
prilike 94 milijarde dolara (1), tako da ¢e se zasigur-
no u buduc¢nosti prikazati znacajna farmakoeko-
nomska isplativost nove tehnologije obloga.

7. KVB u 21. stolje¢u predstavlja znacajan jav-
no-zdravstveni problem koji narusava kvalitetu zi-
vota bolesnika ne samo trece Zivotne dobi (12). Sto-
ga treba ubrzano pristupiti primjeni antimikrobnih
obloga najnovije generacije. One su idealne obloge,
jer kontroliraju lokalne prepreke u lije¢enju rane -
visak eksudata, infekciju, biofilm te pruzaju zastitu
rane i okolne koZe te na taj nacin poticu cijeljenje.

8. Ovaj tematski broj o kroni¢nom vrijedu u Akade-
mijinom glasilu Acta Medica Croatica doprinos je
stalnoj medicinskoj edukaciji $to je zadaca Akade-
mije medicinskih znanosti Hrvatske.

LITERATURA

1. Parsons D, Metcalf DG. Next-generation antimicrobial
dressings: AQUACEL" Ag+ Extra™ and Ribbon. Wounds In-
ternational 2014 (Suppl). Available to download from: www.
woundsinternatiomal.com

2. Gottrup F. A specialized wound-healing centre concept:
importance of a multidisciplinary department structure and
surgical treatment facilities in the treatment of chronic wounds.
Am J Surg 2004; 187 (5A): 385-435

3. Posnett J, Franks PJ. The burden of chronic wounds. A
the UK Nurs Times 2008; 104: 44-5.

4. Marinovi¢ Kuli$i¢ S, Lipozenci¢ J. Antimikrobne obloge
za inficirani vrijed i klinicke spoznaje biofilma. Acta Med Cro-
atica 2016; 70: 23-8

5. Metcalf DG, Bowler PG,. Hurlow J. A clinical algorithm
for wound biofilm identification JWC 2014; 23: 137-43; AMC
2016; 70: 73-9

6. Marinovi¢ Kulisi¢ S. Kroni¢ni vrijed — nove spoznaje o
etiopatogenezi i suvremeni terapijski postupak. Acta Med Cro-
atica 2016; 70: 5-18

7. Skrlin J. Utjecaj biofilma na cijeljenje rane i postupak za
identifikaciju biofilma u rani. Acta Med Croatica 2016; 70: 29-32

8. Kucisec-Tepe$ N. Uloga antiseptika i strategija uklanja-
nja biofilma kroni¢ne rane. Acta Med Croatica 2016; 70: 33-42

9. Planinsek-Rucigaj T. Biofilm i na$a klinicka iskustva.
Acta Med Croatica 2016; 70: 57-60

10. Metcalf D, Parsons D, Bowler P, Razvoj najnovije gene-
racije antimikrobnih obloga za rane. Acta Med Croatica 2016;
70: 49-56

11. Tunukovi¢ S. Uloga obloga za unistenje i reformaciju
biofilma u vrijedu. Acta Med Croatica 2016; 70: 43-7

12. Situm M. Kvaliteta zivota i psihologki aspekti u bolesnika
s koznim vrijedom. Acta Med Croatica 2016; 70: 61-4

71



J. Lipozenci¢, S. Tunukovig, J. Skrlin, S. Marinovi¢ Kuligi¢, T. Planingek Rucigaj, N. Kucisec Tepes
Zaklju¢ne spoznaje o biofilmu i antimikrobnim oblogama
Acta Med Croatica, 70 (2016) 71-72

SYMPOSIUM CONCLUSIONS

CONCLUSIVE NOTES ON BIOFILM AND ANTIMICROBIAL DRESSINGS

J. LIPOZENCIC, S. TUNUKOVIG, J. SKRLIN, S. MARINOVIC KULISIC, T. PLANINSEK RUCIGA]
and N. KUCISEC TEPES

The scientific symposium entitled The Role of Biofilm
in the Treatment of Chronic Ulcer, organized by the
Croatian Academy of Medical Sciences with support from
Stoma Medical has demonstrated its educational role.
This issue of Acta Medica Croatica (AMC) brings current
concepts on chronic venous disease (CVD), which should
be acquired by physicians of various specialties, e.g.,
dermatovenereologists, microbiologists, plastic surgeons,
family physicians, and others. In industrialized countries,
1%-2% of the population suffer from CVD in lifetime
(1,2). In Great Britain, health care cost for chronic wound
treatment amounts to 2.3-3.1 billion pounds per year (3).
Therefore, this Symposium also has a pharmacoeconomic
role. The following concepts have been extracted from the
papers presented at the Symposium:

1. Chronic ulcer (CU) should be approached according
to the etiologic, anatomic and pathophysiological
classification of the American Venous Forum (AVF)
and clinical classification (CEAP). The bacteria present
in the wound favor the already existing chronic
inflammatory reaction, thus stimulating the release of
enzymes, destroying proteins and reactive metabolites
of oxygen compounds, as well as the tissue, increasing
the exudate and capillary permeability; all this leads to
pain, further maceration, and eventually ulceration. The
presence of microbes stimulates and sustains further
tissue damage. Uncontrolled exudate and chronic
inflammation with time lead to further aggravation
of chronic ulcer, which greatly increases the cost of
treatment. Recent research of the microorganisms
present in the wound has highlighted the existence of
biofilm as the cause of ulcer non-healing (1).

2. The diagnosis of CU should be based on the history,
physical status and laboratory work-up including
microbiology, biochemistry, histopathology, radiology,
oxymetry and ankle index (ABPI) (4-6).

3. Use of the protocol according to Metcalf, Bowler
and Hurlow, A clinical algorithm for wound biofilm
identification, presented in the whole with the authors’
permit, is necessary (5).

4. Preventionandtreatmentof CVDis nowadays available
to all patients, from systemic pharmacotherapy,
compressive therapy (short-elastic and long-
elastic bandages, compressive stockings), physical
medicine and electrical stimulation (6). Yet, the earlier
the diagnosis is made, the better is the prognosis and
reduction in the number of CU patients.

5. Destruction and prevention of biofilm re-formation,
along with acting upon the exudate and infection,
are the advantages achieved by the efficient action
of antimicrobial dressings with silver ions and
disinfectants (7-11).
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6. The latest technology of antimicrobial dressings
with silver and disinfectants has proved useful in
clinical trials in vitro and in vivo (11). In the USA, it is
estimated that 17 million people per year are affected
with chronic infections caused by biofilm, entailing
a cost of approximately 94 billion USD (1); therefore,
significant pharmacoeconomic cost effectiveness
of this new technology dressings will certainly be
reported in the near future.

7. In the 21%t century, CVD poses a major public health
problem that considerably reduces the quality of
life of not only elderly patients (12). Thus, the use of
the latest generation antimicrobial dressings should
be quickly introduced. These are optimal dressings
because they regulate local obstacles in the wound
management, e.g., excessive exudate, infection and
biofilm, by providing protection of the wound and
adjacent skin, thus favoring wound healing.

8. This thematic AMC issue on chronic ulcer contributes
to continuous medical education, which is the task of
the Croatian Academy of Medical Sciences.
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A clinical algorithm for wound
biofilm identification

Recognition of the existence of biofilm in chronic wounds is increasing among

wound care practitioners, and a growing body of evidence indicates that biofilm

contributes significantly to wound recalcitrance. While clinical guidelines regarding

the involvement of biofilm in human bacterial infections have been proposed,

there remains uncertainty and lack of guidance towards biofilm presence in

wounds. The intention of this report is to collate knowledge and evidence of the

visual and indirect clinical indicators of wound biofilm, and propose an algorithm

designed to facilitate clinical recognition of biofilm and subsequent wound

management practices.

wound biofilm; identification; algorithm; clinical assessment

hronic wounds are defined by preven-

tion or delay of the normal wound

healing process. While underlying eti-

ologies, such as venous insufficiency,

ischaemia and hypoxia have a major
impact on wound chronicity, microorganisms can
also play a significant role.! Recent scientific stud-
ies have identified the presence of surface-associat-
ed bacterial communities in the form of biofilm in
chronic wounds.>? Specifically, independent
research groups in the US? and Europe® used spe-
cialist microscopic techniques to examine debride-
ment and biopsy samples; both groups observed
biofilm microscopically in approximately 60% of
all chronic wounds. Subsequent in vivo studies
using a number of controlled animal models have
confirmed that the presence of biofilm in wounds
delays healing by interfering with granulation tis-
sue formation, epithelialisation!®!® and host
defences.’*'? Additionally, case studies and retro-
spective clinical studies in patients have demon-
strated that biofilm-targeting treatment regimes,
including sharp debridement, antibiotics, cleans-
ers and some antimicrobial dressings, improved
wound healing outcomes compared to standard
care.?2® This body of evidence now strongly sup-
ports the notion that wound biofilm plays a sig-
nificant role in delaying wound healing.** Moreo-
ver, it is now accepted that biofilm exists in a
majority of chronic wounds,??® is implicated in at
least 80% of all human bacterial infections,?-? and
is a key risk factor for wound infection.?’

THIS ARTICLE IS REPRINTED FROM THE JOURNAL OF WOUND CARE VOL 23, NO 3,

In the context of wound care, biofilm may be
defined as communities of microorganisms
attached to a surface (e.g. wound tissue, wound
dressings), embedded within a hydrated matrix of
extracellular polymeric substances (EPS; or slime),
that provides protection against antimicrobial
agents and host defenses. EPS is considered to be
predominantly polysaccharide-based (although
variable between bacteria),?*? with protein, lipids
and DNA also involved.?! In most locations where
it can develop in the human body (e.g. lungs,*?
indwelling devices,** catheters®**) biofilm is not
apparent to the naked eye, either due to its internal
location, or due to its microscopic nature. Howev-
er, in some instances biofilm can exist as a macro-
scopic and visible structure, for example as a dental
plaque in individuals with poor oral hygiene.*> A
number of clinicians have recently described what
they consider to be visible biofilm in chronic
wounds, in the form of translucent, slimy patches
or layers,*® or more opaque, green-yellow substance
on the wound surface.?’ This suspected biofilm is
tolerant to many antimicrobial interventions and
can re-form quickly after debridement unless man-
aged with effective antimicrobial agents and appro-
priate dressing technologies.?-2! Following debri-
dement, exposed bacteria remaining in the wound
can re-establish biofilm quickly, often within 24
hours,? in order to evade host responses and anti-
microbial therapies.*” This is in contrast to devital-
ised host tissue such as slough or fibrin which is
much slower to re-form,?° but can itself be a sub-
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Fluorescence images of (A) and (B) overlaid.

strate for biofilm formation. Whereas biofilm on
the wound surface may be reasonably easy to
remove atraumatically using debridement meth-
ods such as swabs, fabric pads or curettage, slough
is more contiguous with the underlying wound tis-
sue and can be more difficult to remove.?**?! In
addition, proteinaceous, devitalised host tissue
may be more responsive to enzymatic or autolytic
debridement than the complex EPS of biofilm,*
which may be a way to distinguish between slough
and biofilm.

Identification of biofilm

Whether the material frequently observed by clini-
cians is actually biofilm rather than slough, fibrin
or a combination of devitalised host tissue and
biofilm is the subject of debate in the scientific and
clinical communities.*-*! In the absence of a rou-
tine test for the presence and location of wound

Fig 1. CLSM images of fluorescent Pseudomonas aeruginosa biofilm cultured on membrane filters. (A)
Fluorescence of the biofilm bacteria. (B) Fluorescence of the dye that stains EPS and bacteria. (C)

biofilm,*? this distinction is difficult to confirm.
Recently, there have been calls for point-of-care
wound biofilm detection methods,?>3** which, in
the future may be useful to guide effective wound
bed preparation and dressing selection. In our own
laboratories, we have demonstrated how biofilm
cultured in vitro can be rapidly and specifically
stained. Using a membrane filter substrate,** bio-
film of a fluorescent strain of Pseudomonas aerugi-
nosa was cultured. The biofilm was then stained
with a photosensitive dye, based on dental plaque
disclosing agents, that stains EPS and bacteria and
fluoresces at a different wavelength to the bacterial
fluorescence. This allowed imaging of the biofilm
(Figure 1A) and dye location (Figure 1B) separately,
by confocal laser scanning microscopy (CLSM). By
overlaying these images, the intimate correlation
between the biofilm bacteria, surrounding EPS and
the dye was apparent (Figure 1C), confirming that

Table |I. Indirect clinical indications of wound biofilm by routine clinical assessment.

Clinical observation

Clinical and scientific commentary

Excessive moisture
development.?!

Poor-quality granulation tissue e.g. friable,

hypergranular infection.*

Signs of local infection (redness, heat, swelling,
pain, odour)

History of antibiotic failure or persistent or
recurring infection, despite choice of
antimicrobial therapy

Bacteria thrive in a moist environment; excessive moisture is likely to encourage biofilm
Biofilm may be implicated in friable granulation tissue that has been associated with wound
Biofilm is a precursor to infection,” and may trigger early warning signs of infection.

Biofilm bacteria often evade the action of antibiotics. In the event of antibiotic success,
return of an infection following cessation of antibiotics is a sign of continued biofilm
presence.? Biofilm may contain populations of bacterial persister cells that can survive

antimicrobial therapies. They may re-emerge once therapy ceases, acting as seeding agents
and recruiters for subsequent biofilm re-formation.*

Culture-negative results despite signs of
bacterial colonisation or a high suspicion of
clinical infection

Biofilm bacteria metabolise more slowly, reproduce less frequently and show different traits
(phenotypes) than planktonic bacteria, and standard microbiological culture techniques are
incapable of identifying all species present in wound samples.“ As a result, wound biofilm

bacteria are often difficult or impossible to culture.*

Wound remains recalcitrant even though all
obvious underlying comorbidities have also
been addressed

THIS ARTICLE IS REPRINTED FROM THE JOURNAL OF WOUND CARE VOL 23, NO 3,

There is another factor keeping the wound in a chronic state, and this factor, even though it
is not always visible, may be biofilm.
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Fig 2.Visual indicators of wound biofilm; (A) a static, non-progressing wound on a stable diabetic patient that had amputation of
four toes.The shiny appearance of parts of the wound bed may be biofilm (as indicated by arrows); (B) a stage IV pressure ulcer
with a heavily colonised wound bed.There may be a layer of suspected biofilm over some of the wound bed, particularly on the right
side of the wound where this substance appears to be slightly thicker and opaque (as indicated by arrow); (C) an ischaemic and
infected wound with suspected biofilm forming through and over a previously-applied gauze dressing; (D) green-pigmented
suspected biofilm formed within 24 hours in a chronic wound beneath, and on, a silver alginate dressing; (E) forefoot amputation
with bone exposure.Viscous, pale, green-blue, slimy suspected biofilm covered most of the wound bed; (F) surgical wound, post-
necrotising fasciitis. The subsequent skin graft failed to take, and the wound had been static with minimal progress.The wound
surface exhibited yellow suspected biofilm, possibly mixed with slough, with granulation tissue attempting to form beneath; (G) an
ischaemic wound exhibiting signs of infection.This suspected biofilm re-formed quickly over granulation tissue despite antibiotic
usage; (H) the suspected biofilm could be removed atraumatically using forceps to reveal the granulation tissue beneath.

the fluorescent dye was capable of staining bio-
film. The technique of fluorescence detection
offers one potential route towards a point-of-care
wound biofilm detection method, perhaps using a
biofilm stain and a hand-held inspection device.
Such a device could be used to inspect wounds for
biofilm to aid effective debridement and cleansing
and to monitor wound status over time, although
this might be limited to detecting surface-associat-
ed biofilm rather than any invasive, sub-surface
biofilm.

However, even in the absence of a point-of-care
biofilm visualisation technique, it is possible to
compile clinical indicators and conditions that can
facilitate judgement on the presence or absence of
wound biofilm, based on current understanding of
biofilm formation, composition, appearance,
behaviour and treatment strategies. The intention
of the current work is to consider ways in which
wounds can be assessed for biofilm, and to propose
a clinical algorithm that is designed to help clini-
cians to determine the presence of biofilm.

Visual indicators of wound biofilm

In some established chronic wounds, biofilm for-
mation may progress to a stage where it is macro-
scopic and visible to the experienced naked eye.
For example, a shiny, translucent substance on the
surface of the wound (Fig 2A) may be indicative of
thin but observable biofilm, careful debridement
of which may reveal a healthier wound bed.? At
this stage, the wound may be cleansed and covered
with an appropriate dressing that minimises the
opportunity for remaining bacteria to re-form bio-
film. Wound biofilm may also present as opaque,
loosely-attached patches in some parts of the
wound (Fig 2B), that can be carefully and atrau-
matically dislodged using standard debridement
methods.?! Viscous, slimy or gel-like substances
can form on, beneath or even within some dress-
ings (Fig 2C), including some antimicrobial dress-
ings (Fig 2D). In some instances, the proliferation
of certain bacterial species can result in the secre-
tion of pigments, and in the case of two common
wound-associated pathogens, Pseudomonas aerugi-
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Visual Indicators

|. Does the surface substance detach easily and
atraumatically from the underlying would bed using
physical removed techniques such as swabs, pads or sharp
debridement?

@ g probably host

2. Does the surface substance persist despite use of d.eVItallsed
autolytic or enzymatic debridement? ussue, e.g,,
slough, fibrin
probably a
. 3. Does the surface substance re-form quickly (in -2

biofilm days) in the absence of frequent intervention (e.g.

with increasing cleansing, debridement)?

confidence @

¢

4. Does the wound respond poorly to topical or systemic
antibiotics?

Indirect Indicators

@ probably

5. Does the wound respond poorly or slowly to dressings
than contain antiseptic agents (e.g. silver, iodine, PHMB),

nosa and Staphylococcus aureus, this may result in
pale green or pale yellow biofilm, due to the pro-
duction of pyocyanin (green-blue; Figure 2E) or
staphyloxanthin (golden; Figure 2F), respectively.
However, this coloured substance may be difficult
to visibly distinguish from slough. While it may
resemble host devitalised tissue, it behaves differ-
ently than slough or fibrin in that it can be more
easily removed but re-forms quickly — a key indica-
tive sign of wound biofilm. This substance may lie
on the wound surface, rather than being contigu-
ous with the underlying wound tissue (Figure 2G),
and may be carefully removed, for example by for-
ceps, to reveal cleaner granulation tissue beneath
(Figure 2H).

Indirect clinical indicators of biofilm

In many instances where wound biofilm is not
clearly distinguishable to the experienced naked
eye, other clinical cues may indicate the presence of
biofilm. Table 1 summarises some of these indirect
clinical indicators of biofilm presence which should

be considered during routine clinical assessment.
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Fig 3. Clinical algorithm for wound biofilm identification.

planktonic
including pr(.:'dl{ccs that may cor-ltrol-bloﬁlm in \{Itr‘(? (e.g. bacteria
cadexomer iodine, nanocrystalline silver or ionic silver
containing carboxymethyl cellulose dressings)? g
6. Does the wound respond favourably to multi-modal
strategies such as physical debridement, cleansing, and
topical antimicrobial agents and dressings?
underlying
comorbidity

A clinical algorithm

By combining the above visual (Fig 2) and indirect
indicators of wound biofilm (Table 1), an algorithm
is proposed that may assist clinicians in confirming
wound biofilm and subsequently taking appropri-
ate measures to manage it (Fig 3). This algorithm
poses questions around the appearance of sub-
stances in the wound and their response to wound
bed preparation techniques, then considers the
wound’s behaviour to antimicrobial agents. It may
be started at question 1 or question 4, depending
on the appearance of the wound. This algorithm
may thus facilitate clinical judgement of the likely
substances involved (e.g. biofilm - viable, bacteria-
derived tissue; slough - non-viable, host tissue)
and the predominant mode of bacterial existence
(i.e. biofilm or planktonic). This algorithm is con-
cerned with local wound factors and should be
considered only once other, endogenous patho-
physiological factors, e.g. hypoxia or ischaemia,
and external factors, e.g. pressure or lifestyle, have
been addressed and minimised. With an increasing
number of affirmative answers in the algorithm,
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there will be a likewise increase in the probability
of biofilm presence and its involvement in wound

recalcitrance.

Conclusion

Through a review of the literature and our current
understanding of wound biofilm, it has been possi-
ble to collate a variety of visual indicators that may
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SAZETAK

KLINICKI POSTUPNIK ZA PREPOZNAVANJE BIOFILMA U VRIJEDU
D. G. METCALFE P. G. BOWLER i J. HURLOW!

Science & Technology R&D, ConvaTec Ltd., UK i 'Wound Practitioner LLC, Memphis, US

Broj publiciranih referenci koje ukazuju na prisutnost biofilma u kroni¢énim ranama je u porastu. Sve je veci broj dokaza
koji potvrduju da biofilm zna¢ajno sudjeluje u nezacijeljivanju rane i u bakterijskim infekcijama. Iz navedenih razloga
postavlja se pitanje nedostatka postupnika o dokazima prisutnosti biofilma u rani. Namjera je ovog rada specificirati vidljive
dokaze i indirektno dati klinicke smjernice tretmana biofilma u rani, te predloziti odredeni postupnik za olakSanje klinickog
prepoznavanja biofilma da bi se potom promijenilo ciljano lije€enje vrijeda.

Klju¢ne rijeci: biofilm rane; prepoznavanje; postupnik; kliniCka procjena

Ovaj je postupnik pretisak rada iz ¢asopisa Journal of Wound Care 2014; 23(3) s dozvolom od 10. veljace 2016. godine.
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é )
IVO DESPOT

(1930.- 2015.)

Uvazeni ¢lan AMZH, prof. dr. sc. Ivo Despot, primarijus, redoviti clan AMZH od 1996. godine, redoviti pro-
fesor Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, specijalist opce kirurgije; uza specijalizacija: vaskularna
kirurgija, napustio nas je u prosincu 2015. godine u Zagrebu. Bio je aktivan ¢lan Fleboloskog drustva HLA-a
gdje je svojim radom dao znacajan doprinos kao i u Hrvatskom drustvu vaskularnih kirurga HLZ-a. Bio je
jedan od najuspjesnijih voditelja Odjela za vaskularnu kirurgiju Kirurske klinike KBC-a ,,Sestre milosrdni-
ce“ u Zagrebu do umirovljenja.

Roden je 9. srpnja 1930. godine u Sibeniku. Diplomirao je na Medicinskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu
1957. Doktorat znanosti stekao je 1977. g. Specijalist opce kirurgije postao je 1967., subspecijalist vaskularne
kirurgije u Milanu 1971., a primarijus 1978. godine.

Bio je sudionik vise svjetskih kongresa angiologije i vaskularnih kirurgija. Od 1962. g. do umirovljenja radio
je u Klinici za kirurgiju KBC-a ,,Sestre milosrdnice® u Zagrebu. Publicirao je udzbenik ,Mozdani krvotok -
klini¢ki pristup 1994. g. Objavio je 25 znanstvenih i 48 stru¢nih radova u zemlji i inozemstvu.

Clan je HLZ-a i po¢asni ¢lan Angiologkog drustva Francuske.

Medicinski interesi bili su mu vaskularna kirurgija i kirursko lijecenje ekstrakranijskih cerebralnih arterija.

Njegov lik aktivnog ¢lana Akademije medicinskih znanosti Hrvatske zadrzat ¢emo u trajnoj uspomeni.

JASNA LIPOZENCIC

\ J
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UPUTE AUTORIMA

Casopis ACTA MEDICA CROATICA objavljuje uvodnike,
izvorne radove, preglede, klinicka zapazanja, osvrte, pri-
mjere iz kontinuirane medicinske edukacije, sazetke radova
s kongresa i simpozija, pisma uredniStvu, prikaze knjiga
i drugo. Objavljuje i tematske brojeve Casopisa uz gosta-
urednika. Prihvacanje kategoriziranog ¢lanka obvezuje au-
tora da isti ¢lanak ne smije objaviti na drugome mjestu bez
dozvole Urednistva.

Upute autorima u skladu su s tekstom International Commi-
ttee of Medical Journals of Editors. Uniform Requirements
for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals (N Engl
J Med 1997; 336: 305-15).

Oprema rukopisa

Clanci i svi prilozi dostavljaju se na hrvatskom jeziku u tri
istovjetna primjerka i na disketi u Wordu. Rad ne smije ima-
ti viSe od 20 stranica, tipkanih dvostrukim proredom (naj-
viSe 30 redaka na jednoj stranici). S obje strane teksta valja
ostaviti bijeli rub $irine 3,6 cm.

Izvorni radovi sadrze ove dijelove: uvod, cilj rada, metode
rada, rezultati, rasprava i zakljucci. Uvod je kratak i jasan
prikaz problema, cilj sadrzi kratak opis svrhe istrazivanja.
Metode se prikazuju tako da Citatelju omoguée ponavljanje
opisana istrazivanja. Poznate se metode ne opisuju, nego se
navode izvorni literaturni podaci. Ako se navode lijekovi,
rabe se njihova genericka imena (u zagradi se moze nave-
sti njihovo tvornicko ime). Rezultate treba prikazati jasno i
logicki, a njihovu znacajnost dokazati odgovaraju¢im stati-
stickim metodama. U raspravi se tumace dobiveni rezultati
i usporeduju s postojec¢im spoznajama na tom podrucju. Za-
kljucci moraju odgovoriti postavljenom cilju rada.

Naslov rada, puna imena i prezimena autora, ustanova u ko-
joj je rad napravljen te adresa prvoga autora dostavljaju se
na posebnom listu papira.

Sazetak na hrvatskom jeziku prilaze se u obimu od najvise
200 rijeci na posebnom listu papira.

Prilog radu je i prosireni strukturirani sazetak (cilj, metode,
rezultati, rasprava, zakljucak) na engleskom jeziku (Sum-
mary) (500-600 rijeci) uz naslov rada, inicijale imena i pre-
zime autora te naziv ustanova na engleskom jeziku.

Ispod sazetka (i summary-ja) navode se klju¢ne rijeci koje
su bitne za brzu identifikaciju i klasifikaciju sadrzaja rada.
Tablice se prikazuju na posebnom listu papira. Moraju imati
redni broj koji ih povezuje s tekstom i naslov. I svaka slika
treba imati svoj redni broj prema redoslijedu kojim se po-
javljuje u tekstu i ime prvog autora rada. Opis slika (legen-
da) tiska se takoder na posebnom listu papira prema svom
rednom broju. Fotografije se primaju crno-bijele na sjajnom
papiru. Crtezi se mogu izraditi tuSem na bijelom papiru ili
otisnuti na ra¢unalnom laserskom ili tintanom Stampacu
grafickim tehnikama visoke rezolucije.

Popis literature

PiSe se na posebnom papiru s rednim brojevima prema re-
doslijedu kojim se citat pojavljuje u tekstu. Literatura se ci-
tira prema dogovoru postignutom u Vancouveru, a za naslo-

ve Casopisa treba rabiti kraticu navedenu u Index medicus.
Uz rad je obvezno priloziti izjavu o suglasnosti koautora o
publiciranju rada te o nepostojanju sukoba interesa. Clanak
u casopisu (navedite sve autore ako ih je 6 ili manje; ako ih
je 7 ili vise, navedite prva tri i dodajte: i sur.:

Smerdelj M, Pe¢ina M, Haspl M. Surgical treatment of in-
fected knee contracture after war injury. Acta Med Croatica
2000; 53: 151-5.

Suplement ¢asopisa

Djelmis J, IvaniSevi¢ M, Mrzljak A. Sadrzaj lipida u placen-
ti trudnica oboljelih od dijabetesa. Acta Med Croatica 2001;
55 (Supl. 1): 47-9.

Knjige i monografije

Mould RF. Introductory medical statistics. Turnbridge We-
1ls: Pitman Medical, 1976.

Guluyer AY, ur. Health indicators. An international study
for the European Science Foundation. Oxford: M. Ro-
bertson, 1983.

Poglavlje u knjizi

Weinstein I, Swartz MN. Pathogenic properties of invading
microorganisms. U: Sodeman WA, ur. Pathologic physio-
logy: mechanism of disease. Philadelphia: WB Saunders,
1974, 457-72.

Disertacija ili magistarski rad

Cigula M. Aktivnosti nekih enzima u humanom serumu kao
pokazatelji apsorpcije zive (disertacija). Zagreb: Medicin-
ski fakultet, 1987, str. 127.

Citiranje literature objavijene u elektronickom formatu
Web

Hoftman DI, St John’s Wort. 1995; [4 stranice]. Dostupno
na URL adresi: http: //www.healthy.net/library/ books/hoft-
man/materiamedical/stjhns.htm. Datum pristupa informaci-
ji: 16. srpnja 1998.

Morse SS. Factors in the emergence of infectious disease.
Emrg Infect Dis [elektronicki ¢asopis na internetu] 1995;
[24 ekrana/stranice] Dostupno na URL adresi: http: //www/
cdcd/god/nsidoc/EID/eid.htm. Datum pristupa informaciji
26. prosinca 1999. Knjiga na CD-ROM-u

The Oxford English dictionary [knjiga na CD-ROMul]. II.
izdanje. New York, N. Y: Oxford University Press, 1992.
Gershon ES. Antisocial behavior. Arch Gen Psychiatry [¢a-
sopis na CD-ROM-u]. 1995; 52: 900-1.

Softver (program)

Epi Info [kompjutorski program]. Verzija 6. Atlanta, GA.
Center for Disease Control and Prevention, 1994.

Radovi se $alju na adresu UredniStva ¢asopisa. Urednicki
odbor $alje prispjeli rad na anonimnu recenziju (dva recen-
zenta). Ako recenzent predlaze promjene ili dopune rada,
kopija recenzije dostavlja se autoru radi kona¢ne odluke i
ispravka teksta. Autor dobiva probni otisak rada na korekturu.
Uredni$tvo ne mora radove objavljivati onim redom kojim
pristizu.

Rukopisi se ne vracaju.
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NOTES FOR CONTRIBUTORS

ACTA MEDICA CROATICA publishes leading arti-
cles/editorials, original articles, reviews, case reports,
annotations, examples of continuing medical educa-
tion, abstracts from congresses and symposia, letters
to the Editor, book reviews and other contributions. Is-
sues dedicated to a topic chosen by guest-editors are
also published. All manuscripts should be written in
Croatian. Acceptance of a categorized manuscript pre-
cludes its submission/ publication elsewhere.

Manuscript preparation

All manuscripts should be submitted in Croatian in
three hard copies and on diskette in Word. Original pa-
pers should not exceed 20 double space pages (maxi-
mum 30 lines per page).

Original papers s should contain: Introduction,
Objective(s), Methods, Results, Discussion and Con-
clusions. In the Introduction section, the issue should
be clearly and concisely presented. In Objective(s), the
aim of the study is briefly described. In the Methods
section, the methodology, apparatus and procedures
used in the study should be identified in sufficient detail
to allow other workers to reproduce the results. Wide-
ly known methods need not be described but original
references should be used. For drugs, generic names
should be used (trade names can be mentioned in pa-
rentheses). Results should be clearly and logically pre-
sented, and their significance should be demonstrated
by appropriate statistical methods. In Discussion the re-
sults obtained are discussed against the existing state of
the art. Conclusions should correspond with the aim(s)
set in the Objective(s).

The title, first and last name(s) of the author(s),
institution(s) and address of the corresponding author
should be submitted on a separate sheet of paper. Syn-
opsis written in Croatian should contain maximum 200
words on a separate sheet of paper.

Typescript should contain extended structured
[Objective(s), Methods, Results, Discussion,
Conclusion(s)] abstract (500-600 words) with title of
the manuscript, initials of authors’ first name(s), full last
name(s) and institution(s) in English.

Below the Abstract, key words that will assist indexers
in cross indexing the article should be provided.

Each table is presented on a separate sheet. Number ta-
bles consecutively in the order of their first citation in
the text and supply a brief title for each. The same ap-
plies to figure legends. On the back of each figure put
the name of the first author, the figure number and the
«topy, preferably with a soft pencil. Black-and-white
glossy photographs should be submitted. Drawings
should be made by Indian ink on white paper or printed
by laser or ink jet printer using high resolution graphic
techniques.
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References are submitted on separate pages in the num-
bered sequence following their mention in the text. Ref-
erences are cited according to the «Vancouver style»
proposed by the International Committee of Medical
Journals Editors (N Engl J Med 1991; 324: 421-8 and
BMIJ 1991; 302: 338-41). The titles of journals should
be abbreviated according to Index Medicus.

The manuscript must be accompanied by a statement
on all authors’ agreement on paper publication as well
as on nonexistence of conflict of interest. Article in the
journal (if where are six or less authors, they should all
be mentioned; if there are seven or more authors, the
first three should be mentioned and the «et al.» should
be added.

Example: Smerdelj M, Pe¢ina M, Haspl M. Surgical
treatment of infected knee contracture after war injury.
Acta Med Croatica 2000; 53: 151-5.

Supplement

Djelmis J, IvaniSevi¢ M, Mrzljak A. Sadrzaj lipida
u placenti trudnica oboljelih od dijabetesa. Acta Med
Croatica 2001; 55 (Supl. 1): 47-9.

Books and monographs

Mould RF. Introductory medical statistics. Turnbridge
Wells: Pitman Medical, 1976.

Guluyer AY, ur. Health indicators. An international
study for the European Science Foundation. Oxford: M.
Robertson, 1983.

Chapter (of a book)

Weinstein I, Swartz MN. Pathogenic properties of in-
vading microorganisms. U: Sodeman WA, ur. Patholog-
ic physiology: mechanism of disease. Philadelphia: WB
Saunders, 1974, 457-72.

Disertation or MA Thesis

Cigula M. Aktivnosti nekih enzima u humanom serumu
kao pokazatelji apsorpcije zive (disertacija). Zagreb:
Medicinski fakultet, 1987, str. 127.

Citation of literature published in electronic format
Web, Electronic journal, Book on CD-ROM, Journal on
CD-ROM, Softver (program)

Examples done in Notes for Contributors in Croatian
(preceding page).

Manuscripts should be sent to the Address of the Edi-
torial Board. Upon the receipt, the manuscript is for-
warded by Editorial Board for anonymous review (two
reviewers). If changes or ammendments of the manu-
script are proposed by the reviewer(s), a copy of the
reviewer’s report is sent to the author for final correc-
tion of the text. Galley proofs are sent to the author for
correction.

The Editorial Board is not obliged to publish the manu-
scripts in order of their receipt and acceptance.
Manuscripts are not returned to the authors.
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