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Streszczenie

Abstract

Wstep: Zakazenie miejsca operowanego jest czestg przyczyna powiktan pooperacyjnych. Szczegdlng
uwage nalezy zwréci¢ na zakazenia wystepujace u pacjentéw z wprowadzonymi wszczepami, tzn. za-
stawkami, implantami naczyniowymi, implantami kostnymi, protezami stawowymi czy protezami $cie-
gien wykonanych z biomateriatéw. Zakazenia te sg najczesciej wynikiem kontaminacji biomateriatu
w momencie jego implantacji lub tez rezultatem przejsciowej bakteriemii. Celem niniejszej pracy byta
ocena wptywu ptynu dezynfekujgcego Octeniseptu na przezywalno$¢ bakterii produkujacych biofilm na
biomateriafach.

Materiat i metody: Do okre$lenia stopnia produkcji biofilmu badanych 25 szczepdw uzyto cewnik z latek-
su silikonowanego oraz ni¢ chirurgiczng niewchfanialng poliamidowa, 1-procentowy roztwér TTC (chlo-
rek 2, 3, 5-tréjfenylotetrazoliowy), Octenisept, 0,5-procentowy roztwor saponiny, neutralizator o sktadzie:
Tween 80 — 3%, saponina — 3%, histydyna — 0,1%, lecytyna — 0,1%.

Wyniki: Wszystkie badane bakterie produkowaty $luz na cewniku i nici chirurgicznej. W metodzie z uzy-
ciem TTC po uzyciu ptynu Octenisept w ciggu minuty jego dziatania 100% szczepow zostafo usunietych
z nici chirurgicznej, a 99% szczepow produkujacych biofilm — z cewnika moczowego. Liczba zywych
komorek w biofilmie wszystkich badanych gatunkéw, wynoszaca poczatkowo 107 k/ml i 10° k/ml, obnizyta
sie w ciggu minuty dziatania zastosowanego preparatu do poziomu 10? k/ml. Aktywno$¢ preparatu anty-
septycznego Octenisept o sktadzie: dichlorowodorek octenidyny i alkohol fenoksymetylowy oraz sub-
stancje pomocnicze, w warunkach przeprowadzonych badan, byta podobna w stosunku do wszystkich
badanych gatunkéw bakterii produkujacych biofilm.

Whioski: Preparat antyseptyczny Octenisept moze by¢ bezpiecznie stosowany do odkazania skéry, bton
$luzowych i ran w ogniskach zakazern wywotywanych przez bakterie produkujace biofilm.

Stowa kluczowe: zakazenie, biofilm, zapobieganie

Background: Surgical site infections are a common cause of post-operative complications. Particular
attention should be paid to infections occurring in patients who have had implants, i.e. valves, vascular
and bone implants, joint prostheses, or tendon prostheses made of biomaterials. These infections are
usually a result of biomaterial contamination occurring at the moment of its implantation or of a transient
bacteraemia.

The purpose of our work was an assessment of the impact of Octenisept (disinfectant liquid) on the
survival rate of bacteria producing biofilm on biomaterials.

Material and methods: In order to estimate the biofilm production ratio among 25 examined strains,
a silicon-coated latex catheter was used along with a non-absorbable polyamide surgical thread, 1% TTC
solution (2, 3, 5-triphenyltetrazolium chloride), Octenisept 0.5% saponin working solution, neutralising
agent composed of: 3% Tween 80, 3% saponin, 0.1% histidine, 0.1% lecithin.

Results: All tested bacteria generated mucus on the catheter and surgical thread. In the method employ-
ing TTC, 100% of the strains were removed from the surgical thread after a 1-minute application of Oc-
tenisept. Using the same method 99% of the strains producing biofilm were removed from a urinary
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catheter after a 1-minute application of Octenisept. The number of living cells in the biofilm of all exam-
ined strains, initially being at a level of 10’ CFU/ml and 10° CFU/ml, was reduced to 10? CFU/ml within the
1-minute long action of applying the solution. The action of Octenisept antiseptic preparation, which is
composed of octenidyne dihydrochloride, phenoxymethyl alcohol and auxiliary substances, was, under
examination conditions, similar in regards to all tested species of biofilm-producing bacteria.
Conclusions: Octenisept antiseptic preparation may be safely applied to disinfect skin, mucous mem-
branes and wounds in areas infected by biofilm-producing bacteria.

Key words: infection, biofilm, prevention

Wstep

Zakazenie miejsca operowanego jest giéwna przyczyna
powiktan pooperacyjnych u pacjentéow chirurgicznych
i wedfug statystyk stanowi trzecie co do czgstosci zakaze-
nie u chorych hospitalizowanych na oddziatach chirurgii.

Zniszczenie efektu zabiegu operacyjnego poprzez za-
kazenie jest czgsto niemozliwe do naprawienia, co pro-
wadzi do przedfuzenia czasu przebywania w szpitalu
i zwigksza koszty hospitalizacji. Obok zakazen ran czy-
stych, majacych miejsce po rutynowym nacieciu chirur-
gicznym, szczegolng uwage nalezy zwrdécic¢ na zakazenia
wystepujgce u pacjentéw z wprowadzanymi wszczepa-
mi, tzn. zastawkami, implantami naczyniowymi, implan-
tami kostnymi, protezami stawowymi czy protezami $cie-
gien wykonanych z biomateriatéw [1, 2].

Zakazenia te najczesciej sg wynikiem kontaminacji
biomateriatu w momencie jego implantacji lub tez rezul-
tatem przej$ciowej bakteriemii. Stosowanie tego typu
materiatéw stwarza mozliwos¢ infekcji, poprzez wprowa-
dzenie bakterii do organizmu pacjenta ze Srodowiska szpi-
talnego, lub tez zakazenie bakteriami stanowigcymi mi-
kroflore wtasng skéry i bton sluzowych oraz jelit. Czynniki
ryzyka wystepowania powiktan septycznych miejsca ope-
rowanego nalezy podzieli¢ na trzy podstawowe grupy.

Pierwsza dotyczy zakresu operacji (przedfuzajacy sie
czas trwania operacji, wielko$¢ pola operacyjnego, za-
stosowana technika operacyjna).

Drugim elementem wptywajagcym na mozliwos$é wy-
stagpienia zakazenia jest stan chorego (wiek, jego choro-
ba podstawowa, choroby wspdtistniejgce — cukrzyca,
ottuszczenie, wyniszczenie, zaburzenia odpornosci).

Trzecim istotnym czynnikiem ryzyka wystgpienia za-
kazenia miejsca operowanego jest nieprawidfowa toale-
ta chorego przed zabiegiem (mycie, golenie), nieodpo-
wiednia okotooperacyjna profilaktyka antybiotykowa lub
jej brak, stopien kontaminacji pola operacyjnego i niedo-
stateczna opieka (antyseptyczna) miejsca operowanego
przed operacjg i po niegj [3].

Drobnoustroje powodujace zakazenie miejsca ope-
rowanego moga powiktaé operacje, a ich zrodtem sa
drobnoustroje z istniejacych juz ognisk zakazenia w or-
ganizmie pacjenta (zapalenie wyrostka robaczkowego,
gtebokie ropnie narzadowe — ptuca, watroba).

W trakcie hospitalizacji przed zabiegiem moze nasta-
pi¢ kolonizacja chorego przez szczep szpitalny, a niewta-
$ciwa antyseptyka doprowadzi do przedostania sie po-
tencjalnego patogenu w miejsce naciecia powtok.

Introduction

Surgical site infections are a common cause of post-
operative complications in surgically treated patients, and,
according to statistics, they constitute the third most com-
mon infection type in patients hospitalised in surgical wards.

The destruction of operation’s healing effects due to
infections is very often impossible to be avoided, which
results in prolonged patients’ stays in hospital and in-
creases hospitalisation costs. Apart from infections of
clean wounds, occurring after routine surgical incisions,
particular attention should be paid to infections occur-
ring in patients who have received implants, i.e. valves,
vascular and bone implants, joint prostheses, or tendon
prostheses made of biomaterials [1, 2].

Such infections are usually a result of biomaterial
contamination occurring at the moment of its implanta-
tion or of a transient bacteraemia. The application of
materials of this type enables infection through the intro-
duction of hospital-environment bacteria into the patient’s
body, or through the infection with bacteria constituting
patients” own microflora in the skin and mucous mem-
branes, as well as in the intestines. The risk factors with
respect to the occurrence of septic complications of the
operated tissue should be divided into three basic groups.

The first of these applies to the scope of the opera-
tion (prolonged operation times, size of the operated area,
surgical techniques applied).

The second element increasing the potential of infec-
tion occurrence is the condition of the patient (age, his/
/her basic lesions, associated illnesses — diabetes, adi-
posis, cachexy, immune disorders).

The third important risk factor with respect to the
occurrence of operated tissue infections is inadequate
cleaning of the patient before the operation (washing,
shaving), incorrect or missing antibiotic prevention be-
fore/during the operation, the degree of contamination
of the operated area and inadequate (antiseptic) care of
the operated tissue before and after surgery [3].

Micro-organisms causing infections of operated tis-
sues may result in surgical complications, and the source
is usually microbes residing in the already existing infec-
tion foci in the patient’s body (appendicitis, deep organ
abscesses — lungs, liver).

During the pre-operation hospitalisation, the patient
may be colonised by a hospital strain, and the incorrect
use of antiseptics may result in a potential pathogen pe-
netrating into the integument incision site.
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W trakcie operacji zrédtem drobnoustrojéw moze by¢
$rodowisko sali operacyjnej (sprzet, powietrze), a takze
skora lub bfony $luzowe chorego i/lub zespotu operacyj-
nego, jak rowniez otwarcie w czasie zabiegu Swiattfa prze-
wodu pokarmowego, uktadu oddechowego czy moczo-
wo-ptciowego.

Po operacji w wyniku niewtasciwej antyseptyki cze-
sto nastepuje kolonizacja miejsca operowanego drobno-
ustrojami ze srodowiska szpitalnego przeniesionymi na
rekach personelu medycznego lub ze skéry pacjenta jako
zakazenie endogenne. Zrodtem potencjalnych patogendéw
moga by¢ tez drobnoustroje kolonizujace zatozone cew-
niki naczyniowe i moczowe, dreny, wspomagane oddy-
chanie oraz inne inwazyjne zabiegi lecznicze i diagnostycz-
ne [4, 5].

Najczestszymi czynnikami etiologicznymi zakazenia
miejsca operowanego sa S. aureus, E. coli, Pseudomo-
nas, Klebsiella, Enterobacter, Bacteroides, Candida albi-
cans. U pacjentéw ortopedycznych, ze wzgledu na po-
wszechne stosownie biomateriatow, 55% zakazen sta-
nowi Staphylococcus epidermidis, a 10-20% — Staphy-
lococcus aureus. Pozostate czynniki etiologiczne to pa-
teczki Gram (=) Klebsiella, Enterobacter, E. coli, Pseudo-
monas i grzyby z rodzaju Candida [6-8].

Adhezja bakterii do powierzchni biomateriatéw (nici
chirurgiczne, wszczepy, powierzchnie cewnikéw) to
pierwszy etap powstawania infekcji, zapoczatkowany
najczesciej w miejscu zetkniecia sie biomateriatu ze skéra.
Wyrézniono dwa gtéwne etapy adhezji drobnoustrojow.
Wstepny etap przylegania jest odwracalny i zachodzi przy
udziale sit fizycznych. Na ostateczny efekt tego procesu
ma wptyw wypadkowy rozktad sit przyciggania i odpy-
chania [1]. Adhezja nieswoista moze by¢ odwracalna
poprzez modyfikacje sktadu chemicznego powierzchni
wszczepow (z chropowatych na gtadkie), co zmniejsza
mozliwos¢ przylegania bakterii, a takze wtasciwe stoso-
wanie $rodkdéw antyseptycznych w miejscu przeciecia
powfok skérnych i/lub zatozenia cewnika. Konsekwencja
przylegania nieswoistego jest adhezja swoista, uwarun-
kowana posiadaniem przez bakterie zewnatrzkomorko-
wych adhezyn, oraz zdolnosci wytwarzania przez nie
$luzu. Sluz jestintegralnie zwigzany z komorka bakteryjna
i utatwia przyleganie do powierzchni z tworzyw sztucz-
nych bez udziatu receptoréw. Umozliwia to bakteriom
przezycie w organizmie gospodarza, a stanowiac bariere
przed sktadnikami uktadu odpornosciowego, utrudnia
takze penetracje antybiotykow. Sktadniki $luzu majg zdol-
no$¢ do aktywacji makrofagéw i stymulacji wydzielania
IL6, IL1, TNFea, PG Eb, a wytwarzanie $luzu podlega duzej
zmiennos$ci. Cienka struktura ztozona z komérek bakterii
potaczonych zewnatrzkomérkowym $luzem zwana jest
biofilmem. Biofilm moze by¢ jednorodny (ztozony z jed-
nego rodzaju bakterii) lub ztozony [9, 10].

Obecnos¢ biofilmu stwarza optymalne warunki dla
tworzenia sie kolonii bakteryjnych i wytwarzania polime-
réw egzopolisacharydu, niezaleznie od niekorzystnych dla
bakterii czynnikdow zewnetrznych.

Biofilm chroni komérke bakteryjng przed mechani-
zmami obronnymi ustroju gospodarza, utrudnia fagocy-

During the operation, a source of micro-organisms
may be the operation ward environment (equipment, air),
as well as the skin or mucous membranes of the patient
and/or the operating team, plus the opening of the ali-
mentary tract, the respiratory tract or the urinary and re-
productive system during the operation.

Due to the incorrect use of antiseptics after the op-
eration, colonisation of the operated site occurs quite fre-
quently, with microbes originating in the hospital envi-
ronment, carried on the hands of the medical personnel,
or coming from the patient’s skin, as an endogenic infec-
tion. Another source of potential pathogens may also be
microbes that colonise the applied vascular and urinary
catheters, drainage tubes, respiration aids as well as other
therapeutic and diagnostic equipment [4, 5].

The most common etiologic factors that bring about
infections of operated tissue are S. aureus, E. coli,
Pseudomonas, Klebsiella, Enterobacter, Bacteroides,
Candida albicans. In orthopaedic patients, due to a broad
use of biomaterials, 55% of infections is caused by Sta-
phylococcus epidermidis, and 10-20% by Staphylococ-
cus aureus. Other etiologic factors comprise Gram-nega-
tive bacilli Klebsiella, Enterobacter, E. coli, Pseudomo-
nas and Candida type fungi [6-8].

Adhesion of bacteria to biomaterial surfaces (surgi-
cal threads, implants, catheter surfaces) is the first stage
of infection formation, usually initiated in the spot where
a biomaterial touches the skin. Two main stages of mi-
crobe adhesion have been distinguished. The initial ad-
hesion stage is reversible, and occurs with the participa-
tion of physical forces. What influences the final effect of
this process, is the resultant displacement of attracting
and repelling forces [1]. Non-specific adhesion may be
reversible via the modification of the chemical composi-
tion of the implants’ surface (change from rough to
smooth), which reduces the potential of bacterial adhe-
sion occurence, as well as the correct application of anti-
septic measures in sites where skin integuments are in-
cised and/or a catheter is inserted. A consequence of
non-specific adhesions is a specific adhesion, conditional
upon the possession of extra-cellular adhesins by bacte-
ria, and their ability to produce mucus. Mucus is inte-
grally bonded with bacterial cells, and facilitates adhe-
sion to synthetic material surfaces without the participa-
tion of receptors. This enables the survival of bacteria in
the host’s organism; building up a barrier against im-
mune system components, it also hampers the penetra-
tion of antibiotics. Moreover, mucus components are also
capable of activating macrophages, the stimulation of the
secretion of IL6, IL1, TNF«, PG E5, while the production
of mucus is subject to a high variability. Thin structures
consisting of bacterial cells joined to an extracellular
mucus is called biofilm. Biofilm may be homogenous
(composed of bacteria of one type) or of a complex type
[9, 10].

The presence of biofilm creates optimal conditions
for bacterial colonies to form and for exopolysaccharide
polymers to be produced, regardless of adverse exter-
nal conditions for the bacteria.
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toze, opsonizacje, zaburza chemotaksje, hamuje blasto-
geneze komorek T i B, zmniejsza penetracje antybioty-
kow i przeciwciatl. Bakterie tworzace biofilm charaktery-
zuja sie zwolnionym metabolizmem i podlegajg zmianom
fenotypowym, ktére warunkujg ich opornosc i zjadliwosé.
Wytworzona bfona biologiczna moze ulec fragmentacji
i odklejeniu pod wptywem urazéw, w efekcie czego jej
fragmenty bogate w agregaty bakterii moga rozprzestrze-
nia¢ sie droga krwi i wywotywac zakazenia.

Zapobieganie zakazeniom miejsca operowanego
zwigzanych z powstawaniem biofilmu wigze sie $cisle
z wprowadzeniem odpowiedniej antyseptyki w przygo-
towaniu pacjenta do zabiegu oraz stosowaniem okoto-
operacyjnej profilaktyki antybiotykowej, odpowiednigj
wentylacji sali operacyjnej, jatowego sprzetu i wtasciwych
technik chirurgicznych.

Dobierajac antyseptyk, nalezy kierowac sig jego spek-
trum (uwzgledniajac bakterie produkujace $luz). Prepa-
rat nie powinien drazni¢ skory i bton $luzowych oraz nie
wywotywaé¢ boélu na ewentualnych mechanicznych
uszkodzeniach skory, byé nietoksyczny (preparaty jodo-
we u dzieci). Istotnym elementem jest szybki czas dziafa-
nia oraz chemiczne zabezpieczenie przed kontaminacja.

Wazna cechg, jakg powinien posiadaé antyseptyk, jest
brak barwnika. Stosowany $rodek powinien byé bezbarw-
ny, co znacznie utatwia pdzniejszg ocene wizualng ope-
rowanego miejsca.

Celem niniejszej pracy byta ocena wptywu Octenisep-
tu na przezywalnos$é bakterii produkujgcych biofilm na
biomateriatach.

Materiat i metody

Szczepy pochodzity ze zbioru Katedry i Zaktadu Mi-
krobiologii Akademii Medycznej we Wroctawiu. Zgroma-
dzono kolekcje 25 szczepdw z zakazen ran, w tym 14 gron-
kowcéw koagulazoujemnych (S. epidermidis, S. haemo-
Iyticus, S. warneri), 5 szczepdw Klebsiella pneumoniae,
3 E. coli, 3 Pseudomonas aeruginosa izolowanych od
pacjentow hospitalizowanych na oddziale chirurgii ogol-
nej. Uzyto réwniez szczep wzorcowy S. epidermidis ATTC
35 984 z Amerykanskiej Kolekcji Kultur Wzorcowych.

Do okreslenia stopnia produkcji biofilmu badanych
szczepow uzyto cewnik z lateksu silikonowanego oraz ni¢
chirurgiczng niewchtanialng poliamidowa, 1-procentowy
roztwor TTC (chlorek 2, 3, 5-tréjfenylotetrazoliowy), Octe-
nisept, 0,5-procentowy roztwér saponiny, neutralizator
o sktadzie: Tween 80 — 3%, saponina — 3%, histydyna
— 0,1%, lecytyna — 0,1%.

Przygotowane fragmenty cewnika i nici umieszcza-
no w 2 ml zawiesiny badanych szczepoéw o gestosci
1 McF. Po 2-godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C
badane biomateriaty przenoszono na minute do 3 ml
Octeniseptu. Po tym czasie dezynfekowany cewnik lub
ni¢ umieszczano w probdéwkach zawierajagcych 2 ml pod-
toza TSB (bulion tryptozowo-sojowy) z neutralizatorem.
Nastepnie probki ptukano i dodawano krople 1-procen-
towego roztworu TTC. W metodzie tej oceniano powsta-
wanie czerwonego formazanu, bedacego wynikiem re-

Biofilm protects bacterial cells against defensive
mechanisms of the host organism, hampers phagocyto-
sis, opsonisation, causes disturbances in chemotaxis,
hinders blastogenesis of T and B cells as well as redu-
cing antibiotic and antibody penetration. Bacteria form-
ing biofilms have a slower metabolism and are subject
to phenotype changes, which condition their resistance
and virulence. Biological film may be fragmentised and
deglutinated due to injuries, the effect of which are its
fragments, which are rich in bacteria aggregates, being
able to spread though the blood and cause infections.

The prevention of infections in the surgical site which
are associated with the formation of biofilm, is strictly
related to the application of correct antiseptics in the
preparation of the patient for surgery and of the appro-
priate antibiotic protective measures before and during
the operation, namely; adequate ventilation of the ope-
rating theatre, the provision of sterile equipment and the
application of suitable surgical techniques.

When selecting the antiseptic preparation, its spec-
trum should be taken into consideration (with attention
paid to mucus-generating bacteria). The preparation can-
not be irritating to the skin and mucous membranes and
cannot cause pain or possible mechanical damage to the
skin, must be non-toxic (iodine preparations used in chil-
dren). An important component is a prompt action time
and chemical protection against contamination.

Another important feature that an antiseptic prepara-
tion should have is the lack of colour; the substance used
should be colourless, which greatly facilitates further vi-
sual inspection of the operated tissue.

The purpose of our work was an assessment of the
impact of Octenisept on the survival rate of bacteria pro-
ducing biofilm on biomaterials.

Material and methods

Strains were obtained from the collection of the De-
partment of Microbiology of the Medical University in
Wroctaw. A collection of 25 strains from wound infec-
tions was created, including 14 coagulase-negative sta-
phylococci (S. epidermidis, S. haemolyticus, S. warneri),
5 strains of Klebsiella pneumoniae, 3 E. coli, 3 Pseudomo-
nas aeruginosa isolated from patients hospitalised in the
general surgery ward. A specimen strain of S. epidermidis
ATTC 35 984 was used as well, obtained from the Ameri-
can Collection of Type Cultures.

In order to define the degree of biofilm production in
the examined strains, a silicon-coated latex catheter was
used along with a non-absorbable polyamide surgical
thread, a 1% TTC solution (2, 3, 5-triphenyltetrazolium
chloride), Octenisept, a 0.5% saponin working solution,
a neutralising agent composed of: 3% Tween 80, 3%
saponin, 0.1% histidine, 0.1% lecithin.

Prepared fragments of the catheter and thread were
putin a 2-ml suspension containing the examined strains,
at a density of 1 McF; following a 2-hour incubation at
a temperature of 37°C, the tested biomaterials were im-
mersed for 1 minute in 3 ml of Octenisept. After this time,
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Rycina 1. Stopien zabarwienia cewnika (redukcja TTC) jako wy-
raz tworzenia biofilmu przez szczepy gronkowcow
wg metody Richarda (Odczyt wizualny redukeji TTC,
kontola ujemna, -, +1, +2, +3, +4, od lewej)

Figure 1. Catheter colour degrees (TTC reduction) as an expres-
sion of biofilm formation by staphylococci strains, fol-
lowing Richards method (Visual reading of TTC reduc-
tion, negative control , —, +1, +2, +3, +4, from left)

dukcji chlorku 2, 3, 5-tréjfenylotetrazoliowego (TTC)
przez zywe drobnoustroje. Po dodaniu 1-procentowe-
go roztworu TTC i inkubacji w temperaturze 37°C oce-
niano stopien redukcji TTC do czerwonego formazanu
wedtug nastepujacej skali:

+1 — lekkie zar6zowienie pojedynczych miejsc na
powierzchni biomateriatu;

+2 — cata powierzchnia biomateriatu rézowa;

+3 — zarézowienie catej powierzchni i wnetrza implantu;

+4 — zardzowienie catej powierzchni i wnetrza im-
plantu oraz zmetnienie podtoza [11] (ryc. 1).

Roéwnoczesnie przeprowadzano doswiadczenie bez
uzycia Octeniseptu.

Obok wizualnej analizy powstawania formazanu okre-
$lano ilosciowo na podiozu statym powstawanie biofil-
mu i jego redukcje pod wptywem Octeniseptu. Wytwo-
rzony biofilm odrywano od powierzchni cewnika i nici
poprzez odmywanie z wytrzagsaniem w 0,5-procentowe;j
saponinie, a uzyskang zawiesine posiewano ilosciowo na
statym podtozu tryptozowo-sojowym. Wyniki odczytywa-
no jako liczbe jednostek koloniotwdrczych na mililitr za-
wiesiny (CFU/ml).

Zdolno$¢ produkcji biofilmu i jego redukcji pod
wpifywem Octeniseptu oglgdano i oceniano réwniez
w scaningowym mikroskopie elektronowym JEOL
JSM-5800 LV.

Wyniki

Wszystkie badane bakterie produkowaty $luz na cew-
niku i nici chirurgicznej. Po uzyciu ptynu Octenisept
w ciggu minuty jego dziatania 100% szczepow zostato
usunietych z nici chirurgicznej (ryc. 2), a 99% szczepoéw
produkujacych biofilm — z cewnika moczowego.

Liczba zywych komorek w biofilmie wszystkich ba-
danych gatunkow, wynoszgca poczatkowo 107 k/ml
i 10° k/ml, obnizyta sie w ciggu minuty dziatania zastoso-
wanego preparatu do poziomu 10%k/ml (ryc. 3).

Wizualng ocene produkcji biofilmu i jego redukcji po
uzyciu ptynu Octenisept na nici chirurgicznej przedsta-
wia rycina 4, a na cewniku — rycina b.

Analize w mikroskopie elektronowym powstawania
i redukcji biofilmu na nici chirurgicznej przedstawiaja ry-
ciny 6 7, a na cewniku naczyniowym — ryciny 8i 9.

the disinfected catheter or thread was placed in test-tubes
containing 2 mI TSB base (tryptose and soya broth) with
a neutralising agent composed of: 35 Tween 80, 35 sa-
ponin, 0.15 histidine, 0.15 lecithin. Then, the samples
were rinsed and 1 drop of 1% TTC solution was added.
In this method, the formation of red formazan was as-
sessed, being the result of a reduction of TTC (2, 3, 5-
-triphenyltetrazolium chloride), by living microbes. Fol-
lowing the addition of a 1% TTC solution and incuba-
tion at a temperature of 37°C, the reduction ratio of TTC
to red formazan) was assessed, according to the scale
below:

+1 — slight pinking of individual spots on the bioma-
terial surface,

+2 — pinking of the entire surface of the biomaterial,

+3 — pinking of the entire surface and interior of the
implant,

+4 — pinking of the entire surface and interior of the
implant with base turbidity [11] (Fig. 1).

At the same time, an experiment without the use of
Octenisept was being carried out.

Apart from a visual analysis of formazan formation,
the generation of biofilm on a solid base was defined
quantitatively, as well as its reduction under the influ-
ence of Octenisept. The produced biofilm was taken off
the surface of the catheter and thread via elutriation with
shaking in 0.5% saponin solution, and the suspension
obtained was inoculated quantitatively on solid tryptose
and soya plates. The results were read as the number of
colony-forming units per 1 ml of suspension (CFU/ml)

The ability to produce a biofilm and its reduction un-
der the influence of Octenisept was observed and as-
sessed employing an electronic scanning microscope:
JEOL JSM-5800 LV.

Results

All the tested bacteria produced mucus on the cath-
eter and surgical thread. In the method employing TTC,
100% strains were removed from the thread after

(%)
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Gronkowce Klebsiella E. coli Pseudomonas
Staphylococci
I Biofilm bez dezynfektantu Octenisept

Biofilm without disinfectant

Rycina 2. Ocena ilosciowa tworzenia i redukgji biofilmu na nici
chirurgicznej

Figure 2. Quantitative assessment of biofilm forming and re-
duction on the surgical thread
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Rycina 3. Ocenailo$ciowa tworzenia i redukcji biofilmu na cew-
niku

Figure 3. Quantitative assessment of biofilm forming and re-
duction on the catheter

Rycina 4. Ocena wizualna tworzenia i redukcji biofilmu na nici
chirurgicznej

Figure 4. Visual assessment of biofilm forming and reduction
on the surgical thread

Rycina 5. Ocena wizualna tworzenia i redukgcji biofilmu na cew-
niku

Figure 5. Visual assessment of biofilm forming and reduction
on the catheter

Rycina 6. Biofilm S. epidermidis na powierzchni nici. Mikroskop
JSM-5800 LV firma Jeol — powigkszenie 6000x

Figure 6. S. epidermidis biofilm on the thread surface. Micro-
scope JSM-5800 LV, by Jeol — magnification 6000x

Rycina 7. Redukcja biofilmu S. epidermidis na powierzchni nici
Mikroskop JSM-5800 LV firma Jeol — powiekszenie
6000 x

Figure 7. S. epidermidis biofilm reduction on the thread surfa-
ce; Microscope JSM-5800 LV by Jeol — magnifica-
tion 6000 x

a 1-minute application of Octenisept. (Fig. 2). In the same
method 99% strains producing biofilm were removed
from urinary catheter after a 1-minute application of
Octenisept.

The number of living cells in the biofilm of all species
tested, initially being at a level of 10’ CFU/ml and 10° CFU/
/ml, was reduced within the 1-minute action of the solu-
tion applied to 10*CFU/ml (Fig. 3).

A visual assessment of biofilm production and re-
duction after the application of Octenisept on surgical
threads is shown in Figure 4; Figure 5 presents the cathe-
ter.

An analysis of the formation and reduction of biofilm
on surgical threads through an electronic microscope is
presented in Figures 6 and 7, and a vascular catheter is
shown in Figures 8 and 9.
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Rycina 8. Biofilm S. epidermidis na powierzchni cewnika. Mi-
kroskop JSM-5800 LV firma Jeol — powiekszenie
6000 x

Figure 8. S. epidermidis biofilm on the catheter surface. Mi-
croscope JSM-5800 LV by Jeol — magnification
6000 x

Dyskusja

Niebezpieczenstwo mozliwosci zakazen odcewnikowych
wywotanych przez bakterie produkujace $luz jest zwigzane
z ich obecnoscig zaréwno na skdrze pacjenta i personelu,
jak i w srodowisku szpitalnym. Poczatkowa adhezja drobno-
ustrojéw do powierzchni nieozywionych jest procesem od-
wracalnym i polega na tworzeniu niespecyficznych, gtéwnie
hydrofobowych, oddziatywan. Konsekwencjg wstepnej ad-
hezji moze by¢ swoisty (nieodwracalny) mechanizm, uwa-
runkowany procesami chemicznymi, polegajgcymi na wia-
zaniu struktur powierzchniowych komérki bakteryjnej (ad-
hezyny, lektyny) z odpowiednimi biatkowymi ligandami (re-
ceptory komérkowe) komdrek gospodarza.

Aby skutecznie zapobiec powstaniu adhezji swoistej
w miejscu operowanym lub w miejscu wprowadzenia
cewnika, nalezy stosowaé odpowiedni antyseptyk.

Badany preparat antyseptyczny uwazany jest za sku-
teczny, gdyz zmniejsza liczbe zywych komorek bakteryj-
nych w zawiesinie o 5 jednostek logarytmicznych, co
odpowiada redukcji liczby zywych komodrek w zawiesi-
nie 0 99%. Uzyskane wyniki badan wykazaty, ze wszyst-
kie produkujgce $luz szczepy bakterii izolowane z zaka-
zenia miejsca operowanego byty skutecznie zabijane
przez uzyty preparat antyseptyczny. Preparat antyseptycz-
ny Octenisept, w warunkach przeprowadzonych badan,
wykazywat silne dziatanie bakteriobéjcze na szczepy bak-
terii produkujgcych $luz i tworzacych biofilm. Reduko-
wat on, w zalecanym przez producenta czasie dziatania,
liczbe zywych komorek w zawiesinie o 99% i spetniaf
w odniesieniu do badanych bakterii wymagania normy
dla $rodkow antyseptycznych przeznaczonych do odka-
zania skory i bton $luzowych. Aktywnos$é preparatu an-
tyseptycznego Octenisept o skfadzie: dichlorowodorek
octenidyny i alkohol fenoksymetylowy oraz substancje
pomocnicze, w warunkach przeprowadzonych badan,

Rycina 9. Redukcja biofilmu S. epidermidis na powierzchni
cewnika. Mikroskop JSM-5800 LV firma Jeol — po-
wiekszenie 6000x

Figure 9. S. epidermidis biofilm reduction on the catheter sur-
face. Microscope JSM-5800 LV by Jeol — magnifi-
cation 6000 x

Discussion

The threat of catheter-originating infections, caused by
mucus-generating bacteria is associated with their presence
both on the patient’s and medical personnel’s skin, as well
as in hospital environments. The initial adhesion of microbes
to abiotic surfaces is a reversible process, and mostly con-
cerns the creation of non-specific, mainly hydrophobic in-
teractions. A consequence of the initial adhesion may be
a specific (irreversible) mechanism, conditioned by chemi-
cal processes, the basis of which being the bonding of su-
perficial structures of the bacterial cell (adhesins, lectins)
with corresponding protein ligands (cellular receptors) of
the host'’s cells.

In order to effectively prevent the formation of a spe-
cific adhesion in the operated area or in the catheter inser-
tion spot, a suitable antiseptic substance should be used.

The tested preparation is considered to be effective,
as it reduces the number of living bacterial cells in the
solution by 5 logarithmic units, which corresponds to
a reduction of living cells in the solution by 99%. The
test results obtained demonstrated that all mucus-pro-
ducing bacteria strains, isolated from the infected oper-
ated tissue, were effectively eliminated by the antiseptic
preparation applied. Octenisept antiseptic preparation,
under test conditions, demonstrated strong bactericidal
properties against strains of mucus-producing and
biofilm-forming bacteria. It reduced, in the time speci-
fied by the manufacturer, the number of living cells in
the suspension by 99%, and is compliant with require-
ments set forth in the standard relating to antiseptic sub-
stances designed to disinfect skin and mucous mem-
branes, with respect to the bacteria tested. The action of
Octenisept antiseptic preparation, which is composed of:
octenidyne dihydrochloride, pheno-xymethyl alcohol and
auxiliary substances, was, under the examination condi-
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byta podobna w stosunku do wszystkich badanych ga-
tunkéw bakterii. Zastosowana metoda neutralizacji pre-
paratu antyseptycznego Octenisept w zawiesinie po upty-
wie wymaganego czasu dziatania spetniata wszystkie wy-
magania zawarte w metodyce zalecanej przez Instytut Le-
kow.

Whioski

Nalezy stwierdzi¢, ze preparat antyseptyczny Octeni-
sept moze by¢ bezpiecznie stosowany do odkazania skoé-
ry, bton $luzowych i ran w ogniskach zakazen wywoty-
wanych przez bakterie produkujace biofilm. Wtasciwa pie-
legnacja miejsca operowanego zapobiega powstawaniu
biofilmu i powiktan w postaci zakazen odcewnikowych.
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