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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Klinische Bedeutung und Privention nosokomialer

Infektionen

Die klinische und epidemiologische Bedeutung der in Einrichtungen des
Gesundheitswesens erworbenen, sogenannten nosokomialen Infektionen (NI), ist seit
langem bekannt. Die Relevanz im klinischen Alltag nimmt immer weiter zu, da neue
invasive diagnostische und therapeutische Verfahren zum Einsatz kommen und sich
die Konstitution der Patienten verdndert. Die Patienten werden immer &dlter und sind

zum Teil bereits bei der Aufnahme in Gesundheitseinrichtungen multimorbide.

Die Infektionsraten unterscheiden sich, je nach Art der medizinischen Versorgung
und der Art des Eingriffes, deutlich (64). So sind z. B. unter intensivmedizinischer
Betreuung die Infektionsraten wesentlich hoher als in der Gynékologie (67, 201).
Besonders wichtig ist, dass es sich insgesamt bei ca. 1/3 der NI um vermeidbare
Infektionen handelt (65, 78), allerdings variiert die Rate der vermeidbaren NI
beispielsweise je nach medizinischer Fachabteilung. Es konnte gezeigt werden dass

mindestens 1/4 der NI auf Intensivstationen vermieden werden konnen (200).

Das primére Ziel der weltweit ins Leben gerufenen Programme zur Vermeidung
nosokomialer Infektionen ist der Schutz jedes Patienten, da sowohl die
Morbiditétsrate als auch die Mortalitdtsrate mit der Zahl nosokomialer Infektionen
ansteigt. Daneben stehen allerdings auch immer mehr gesundheitsékonomische
Aspekte im Fokus, da beispielsweise aus einem signifikant verldngerten
Krankenhausaufenthalt oder Aufenthalt auf einer Intensivstation und der
notwendigen Medikation sowie einer notwendigen Diagnostik erhebliche Kosten

resultieren.

Die vier hédufigsten Arten der NI sind katheterassoziierte Harnwegsinfektionen,

postoperative ~ Wundinfektionen;  beatmungsassoziierte =~ Pneumonien  und
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gefialBkatheterassoziierte Infektionen des Blutkreislaufs (113). Daraus resultiert die
wichtige Bedeutung der Hautantiseptik, da hierbei zwei Arten von NI im Fokus
stehen: postoperative Wundinfektionen und geféflkatheterassoziierte Infektionen des
Blutkreislaufs. Somit ist die effektive Hautantiseptik eine  wichtige

PraventionsmafBnahme fiir die Risikominimierung dieser beiden Infektionsarten.

Die ,,Centers for Disease Control and Prevention® (CDC) geben an, dass rund 1,7
Millionen NI bei 99.000 Patienten jedes Jahr zum Tode fithren. Davon sind 22 %
durch postoperative Wundinfektionen und 14 % durch gefdBkatheterassoziierte
Infektionen verursacht (45). Infektionen der Blutbahn waren fiir 30.665 Todesfille
verantwortlich und stellten damit die zweithdufigste Todesursache innerhalb der
sogenannten ,healthcare-associated infections® (HCAI) dar (113). Untersuchungen
aus England zeigten fiir den Zeitraum von 2008 bis 2009, dass rund 15 % der HCAI
durch postoperative Wundinfektionen verursacht wurden (84) und dass daraus
verlingerte Krankenhausaufenthalte resultieren, die zu einer Verdoppelung der
Krankenhauskosten fiihrten (177). Die epidemiologische Studie von Tacconelli et al.
zeigte fir vier Lénder in Europa (Frankreich, Italien, GroBbritannien und
Deutschland), dass gefdllkatheterassoziierte Infektionen ebenfalls zu lédngeren
Verweilzeiten in Krankenhdusern fiihrten und dass daraus erhebliche Kosten

resultierten (248).

Fir die Privention gefdlkatheterassoziierter Infektionen und postoperativer
Wundinfektionen spielt, neben der konsequenten Umsetzung der Hiandehygiene die
Hautantiseptik eine entscheidende Rolle, da bei diesen Infektionen die normale
Hautflora des Patienten selbst eine Infektionsquelle darstellen kann. Allerdings
kommen die Autoren einer Cochrane-Auswertung zu dem Schluss, dass aufgrund der
geringen Zahl sowie der Qualitdt der publizierten Studien zu klinischen Endpunkten,
wie z.B. die Reduktion postoperativer Wundinfektionen, bislang keine
evidenzbasierte Aussage mdoglich ist, ob durch die Hautantiseptik eine Verminderung
der Infektionsrate erzielt werden kann (48, 134, 135). Die Publikation zu dieser

Auswertung stammt aus dem Jahr 2004; im letzen Jahr wurden dann erstmalig
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Studien zur Hautantiseptik mit Chlorhexidin publiziert, in denen der Nutzen fiir die

Patienten nachgewiesen wurde.

1.2 Die endogene Hautflora als potentielle Infektionsquelle

Die Haut dient unter anderem als natiirliche Barriere, die den Ko&rper schiitzend
umgibt und fiir eine Regulation wichtiger physiologischer Parameter wie der
Korpertemperatur verantwortlich ist. Fiir die Schutzfunktion der Haut spielt neben
vielen weiteren Faktoren auch das natiirliche Gleichgewicht der residenten
Mikroorganismenflora eine wichtige Rolle. Dieses mikrodkologische Gleichgewicht
schiitzt den Korper vor der Besiedelung der Haut durch pathogene Mikroorganismen
(38, 148, 264). Die auf der Haut natiirlicherweise vorkommenden Mikroorganismen
(residente Mikroflora) oder die voriibergehend auf der Haut befindlichen
Mikroorganismen (transiente Mikroflora) stellen allerdings selbst unter bestimmten

Umstidnden eine bedeutende Quelle fiir sogenannte endogene Infektionen dar.

Die meisten Bakterien leben auf der Haut innerhalb einer Schichttiefe von weniger
als 0,3 mm (12) und sind vor allem im Stratum corneum, den Haarfollikeln sowie
den Talgdriisendffnungen angesiedelt (siche Abbildung 1) (136, 157, 193, 218). Es
kommen in diesen Bereichen sowohl aerob als auch anaerob lebende Bakterien vor.
Sowohl die qualitative als auch die quantitative Zusammensetzung der

Mikroorganismen auf der Haut verandert sich standig.
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1 Epidermis

2 Dermis

3 Subcutis

4 Stratum corneum

5 Blut- und Lymphgefai
6 Haarfolloikel

7 Arrector pili Muskel

8 Schweildrise

9 Talgdrise

it 10 Vater-Pacinisches Korperchen

Abbildung 1: Querschnitt der menschlichen Haut (254)

Die Flora der gesunden Haut wird in zwei Gruppen eingeteilt; es werden die
transienten und die residenten Mikroorganismen unterschieden (s. 0.) (181, 197). Als
residente Flora (Standortflora) bezeichnet man alle Mikroorganismen, die stindig
iiber einen ldngeren Zeitraum auf der Haut vorkommen und sich dort vermehren.
Diese Bakterien liegen nicht als Einzelzellen vor, sondern sind in der Regel in Form
von Mikrokolonien angesiedelt. Zu den wichtigsten residenten Mikroorganismen
gehoren Staphylococcus epidermidis Micrococcus spec., Corynebacterium spec.,
Propionibacterium spec. und einige Pilzarten (34, 118). Der Einfluss &uBlerer
Faktoren, wie z.B. Waschen oder Schwitzen auf die Zusammensetzung der

residenten Mikroflora ist sehr gering (89).

Transiente Mikroorganismen (“Anflugkeime®) kommen nicht dauerhaft auf der Haut
vor, sondern gelangen iiber die Luft oder durch Kontakt auf die Hautoberfldche. Sie
konnen in der Regel nicht dauerhaft auf der Haut iiberleben (118) und sind durch
antiseptische bzw. hygienische MaBBnahmen stark beeinflussbar. Zu dieser Gruppe
gehoren haufig aerobe Spezies. Ein wichtiger Vertreter ist Staphylococcus aureus der
insbesondere fiir nosokomiale Infektionen wie z. B. Sepsis und Wundinfektionen
eine hohe Bedeutung hat, da die Verbreitung und somit auch die Infektionsgefahr
durch multiresistente Varianten wie methicillinresistente S. aureus (MRSA) stetig

zunimmt (5, 172).
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Die Grenze dieser Einteilung verlduft allerdings flieBend und eine eindeutige
Zuordnung zu einer der beiden Gruppen ist nicht immer moglich, zumal unter
bestimmten Umstdnden oder bei bestimmten Personen transiente Mikroorganismen
auch zu residenten Mikroorganismen werden kdnnen und es auch Mikroorganismen

gibt, die nur zeitweilig zur residenten Flora gehdren.

Sowohl transiente als auch residente Mikroorganismen konnen z.B. bei
Verletzungen der Haut als Pathogene fungieren. In einer prospektiven Studie zur
Haufigkeit von Infektionen nach 188 Cholecystectomien konnte nachgewiesen
werden, dass eine hohe Korrelation zwischen der Ausgangskeimzahl der Haut und
der Keimzahl in der entstandenen Wunde bestand. Damit einhergehend erfolgte der
Nachweis, dass bei hohen Ausgangskeimzahlen auch eine erhdhte Infektionsgefahr
besteht (261). Eine weitere Studie belegte, dass die meisten Infektionen nach
Operationen durch endogene Bakterien, wie z. B. S. epidermidis verursacht werden
(99). Fir die gefiBkatheterassoziierten Infektionen und postoperativen
Wundinfektionen sind in der Regel vor allem aerobe Mikroorganismen
verantwortlich. Die bei diesen Infektionen am hiufigsten gefundenen Bakterien sind
koagulasenegative Staphylokokken, Staphylococcus aureus und gramnegative

Bakterien (141, 169).

Da keine vollstindige Eradikation der Mikroorganismen auf der Haut durch
antiseptische MaBBnahmen moglich ist, findet innerhalb von Stunden eine Rekolonisation
der Hautflora statt. Es ist davon auszugehen, dass tiefer siedelnde Mikroorganismen ein

Reservoir bilden, aus dem sich die residente Hautflora regenerieren kann (28, 85).

1.2.1 Unterschiede in der mikrobiellen Besiedelung der Haut und deren

Bedeutung fiir die Hautantiseptik

Sowohl fiir die Qualitdt als auch die Quantitidt der Mikroorganismen auf der Haut
konnten deutliche intra- und interindividuelle Unterschiede gezeigt werden (58, 63,
73, 74, 128, 235, 262, 263). Bei jedem Individuum &ndert sich die Zusammensetzung
der Hautflora stindig und es existieren starke intraindividuelle Unterschiede

beziiglich der vorkommenden Spezies, aber auch der Zahl der Mikroorganismen auf
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der Haut. Dabei spielen extrinsiche und intrinsiche Faktoren eine wichtige Rolle, wie
beispielsweise der pH-Wert der Haut, das Alter und der Wasser- und Lipidgehalt (23,
24,107, 196, 231). Je nach vorliegenden physiologischen Bedingungen sind z. B. in
talgdriisenarmen Regionen vermehrt Staphylococcus spp. und Corynebakterien zu
finden; talgdriisenreiche Gebiete hingegen sind vermehrt besiedelt durch
Propionibakterien (17, 23, 132, 154). In talgdriisenreichen Arealen sind in der Regel
hohere Keimzahlen zu finden als in den talgdriisenarmen Gebieten. Daneben sind
ebenfalls zwischen feuchten und trockenen Hautarealen deutliche Unterschiede
feststellbar. Die feuchten Hautareale wie beispielsweise die Achselhdhle sind stirker
besiedelt als trockene Areale. Diese Erkenntnisse beeinflussten die Wahl der
Testareale fiir die Methoden zur In-vivo-Wirksamkeitsuntersuchung der

Hautantiseptika (sieche Kapitel 1.6).

Die Identitédt einer Vielzahl der auf der Haut vorkommenden Mikroorganismen ist
nach wie vor noch nicht geklért. Allerdings wurden inzwischen Projekte initiiert,
z.B. das ,Human Microbiome Project”, deren Ziel die Identifizierung der
Mikroorganismen auf und in dem menschlichen Korper ist. Fiir die Hautantiseptik
spielt diese Fragestellung allerdings nur eine untergeordnete Rolle, da die Préparate
in der Regel ein sehr breites Wirkspektrum besitzen und somit die Quantitdt der

Mikroorganismen im Vordergrund steht.

Um fiir die Priifung der Wirksamkeit eines Antiseptikums moglichst reale
Bedingungen zu schaffen, ist die Durchfiihrung von /n-vivo-Studien unerlésslich; die
ZielgroBe fiir derartige Studien stellt die Dichte der Mikroflora auf der Haut dar. Ein
entscheidender Vorteil dieser Studien ist, dass sie die Beriicksichtigung der intra-
und interindividuellen Unterschiede ermdglichen, da diese einen entscheidenden
Einfluss auf die antiseptische Wirksamkeit haben kdnnen. Dariiber hinaus werden
gleichzeitig physiologische Faktoren einbezogen, die ebenfalls die Wirksamkeit
eines Antiseptikums beeinflussen konnen (siche Abschnitt Originalarbeiten;

Publikation ,,Alcohols for skin antisepsis at clinically relevant skin sites*).



Einleitung 7

1.2.2 Methoden zur Quantifizierung der Mikroorganismen auf der Haut

Zur Bestimmung der Mikroorganismen auf der Haut ist eine quantitative
Uberfiihrung von der Haut in ein Nihrmedium zur Kultivierung notwendig. Dazu
wurden bereits verschiedene Methoden zur Quantifizierung der Hautflora etabliert.
Keine der zur Verfiigung stehenden Methoden ermdglicht allerdings eine Erfassung
der gesamten Hautflora. Dariiber hinaus hingt das Ergebnis einer Untersuchung sehr
stark von der gewéhlten Methode ab. Studien, die auf verschiedenen Methoden zur

Quantifizierung basieren, sind demnach nicht in jedem Fall miteinander vergleichbar.

Im Allgemeinen unterscheidet man folgende Methoden:

. Biopsiemethoden

. Abdruckmethoden

. Abrissmethoden
. Abstrichmethoden
. Spiilmethoden

Die Biopsiemethoden, mit denen vermutlich am besten die qualitative und
quantitative Zusammensetzung der Mikroorganismen auf der Haut bestimmt werden
kann, besitzen den Nachteil, dass sie nicht routinemiBig einsetzbar sind. Bei
gesunden Probanden bergen diese Methoden ein nicht unerhebliches Risiko, z. B.
Infektionen oder Narbenbildung zu verursachen. Weniger risikoreiche und
schmerzhafte Verfahren werden daher bevorzugt. Die Ergebnisse von Biopsien an
Leichenhaut (220) zur Quantifizierung der Hautflora sind aufgrund der veridnderten
physiologischen Bedingungen nicht ohne Weiteres auf die Haut lebender Menschen

iibertragbar.

Abdruckmethoden liefern in der Regel die geringste Wiederfindungsrate an
Mikroorganismen (167) und geben lediglich ein Bild der Besiedelung der oberen
Hautschicht wieder. Diese Methoden bieten allerdings im Gegensatz zu

Biopsiemethoden den Vorteil, dass sie einfach und routineméfig einsetzbar sind und
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die Zahl der Mikrokolonien bestimmt werden kann, da nicht davon auszugehen ist,

das durch den Abdruck eine Zerteilung der Kolonien erfolgt.

Mit Hilfe von Abrissmethoden ldsst sich die Mikroflora unterschiedlicher
Hautschichten darstellen. Somit bieten diese Methoden den Vorteil parallel zur
Quantifizierung und Bestimmung der Mikroorganismen ihre Lokalisation feststellen
zu konnen. Diese Methoden sind ebenfalls einfach und routineméBig einsetzbar. Ein
Nachteil gegeniiber den Abdruckmethoden ist, dass die Mikroorganismen von dem
Abrissmaterial fiir die Auswertung in ein Ndhrmedium quantitativ tiberfiihrt werden

miissen.

Die Ergebnisse der semiquantitative Tupferabstrichmethode decken sich sowohl in
der Gesamtkeimzahl als auch in der prozentualen Verteilung der Bakterienspezies
mit den Befunden der Spiilmethode nach Williamson und Kligman (34, 35, 56, 222,
263). Beide Methoden besitzen jedoch im Gegensatz zu Abdruckverfahren den
Nachteil, dass Mikrokolonien moglicherweise zerteilt werden und diese somit bei der
Auswertung zu hoheren Zahlen an koloniebildenden Einheiten (KBE) fiihren
konnen. Da die Tupferabstrichmethode allerdings gut reproduzierbare Ergebnisse
liefert (37, 222), einfach durchzufiihren ist und ebenfalls in den Standardmethoden
der DGHM vorgeschlagen wird, wurde diese Methode in allen im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrten Studien verwendet (siehe auch Abschnitt Originalarbeiten;
»Alcohols for skin antisepsis at clinically relevant skin sites; ,,Vergleich der
Wirksamkeit von 89,5 % 1-Propanol bei kurzen Anwendungszeiten mit dem

Referenzverfahren der DGHM-Methode®).

1.3 Hautantiseptik in der klinischen Praxis

Die Hautantiseptik bezeichnet generell alle desinfizierenden MalBnahmen auf
belebten Korperoberflachen (75, 260). Das Ziel der prophylaktischen Hautantiseptik,
die im Rahmen dieser Arbeit betrachtet wird, ist die Eliminierung der transienten und
grofBtmogliche Reduktion der residenten Hautflora vor invasiven Eingriffen, um eine

Privention der Abszessbildung, der postoperativen Wundinfektionen sowie der
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Septikdmien zu erzielen. Zu diesem Zweck werden verschiedene biozide Wirkstoffe
verwendet. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Wirkstoffe werden in den

folgenden Unterkapiteln charakterisiert.

1.3.1 Alkohole als Hautantiseptika

In Europa werden fiir die Hautantiseptik am haufigsten die drei Alkohole Ethanol,
iso-Propanol und n-Propanol und deren Gemische verwendet. Thre chemischen
Strukturformeln sind in Abbildung 2 dargestellt.

C

Hy OH
HiC—\ \—\ H3C—<
OH OH CHj

Ethanol n-Propanol iso-Propanol

Abbildung 2: Chemische Strukturformeln der Alkohole

Alle drei Alkohole besitzen ein breites Wirkungsspektrum und sind in der Regel gut
hautvertraglich. Sie wirken bakterizid, fungizid, tubekulozid und begrenzt viruzid
(wirksam gegeniiber behiillten Viren). Ethanol ist vor allem in hohen
Konzentrationen > 95% auch in kurzen Einwirkzeiten von bis zu 2 Minuten gegen
unbehiillte Viren wirksam. Die Propanole hingegen zeigen nur gegen wenige
unbehiillte Viren wie z. B. dem Rotavirus eine Wirksamkeit. Generell sind Alkohole
unwirksam gegeniiber bakteriellen Sporen. Die wichtigsten Vorteile der Alkohole
sind neben dem sehr schnellen Wirkungseintritt, die gute Vertrdglichkeit (fehlende
Allergisierung) und die fehlende Resistenzbildung aufgrund des unspezifischen

Wirkungsmechanismus.

Der Hauptmechanismus fiir die antibakterielle Wirkung der Alkohole ist die
Denaturierung sowie die Koagulation der Plasmaproteine und damit einhergehend
die Hemmung wichtiger Enzymfunktionen in der Bakterienzelle (98, 247). Des
Weiteren wird als Wirkmechanismus die Zerstérung der Zytoplasmamembran
diskutiert (96, 174). Alkohole besitzen einen nur einen geringen EiweiBfehler, d.h.

organische Belastungen haben nur einen geringen Einfluss auf die Wirksamkeit.
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Allgemein lasst sich feststellen, dass die antibakterielle Wirkung monovalenter
Alkohole mit zunehmendem Siedepunkt sowie mit zunehmender Lipophilie steigt. Je
nach Konstitution der chemischen Struktur der Alkohole ist eine Abnahme der

Wirkung in folgender Reihenfolge zu erwarten (118):

primdrer n-Alkohol > primérer iso-Alkohol > sekundirer Alkohol > tertidrer

Alkohol.

Es fehlten jedoch bislang systematische Untersuchungen fiir die Hautantiseptik in
vivo, in denen Ethanol, iso-Propanol und n-Propanol in bestimmten Konzentrationen
auf unterschiedlichen Hautarealen miteinander verglichen werden. Die
umfangreichsten Untersuchungen wurden von Christiansen et al. durchgefiihrt (34).
Allerdings wurde die Wirksamkeit unterschiedlich konzentrierter Alkohole
miteinander verglichen, so dass keine gezielte Aussage getroffen werden kann,
welche Art des Alkohols bei vergleichbaren Konzentrationen iiberlegen ist. Ein Ziel
der vorliegenden Arbeit ist deshalb der systematische Vergleich der Wirksamkeit der
Alkohole in vivo (siehe 1.8).

Neuere Studien belegen, dass eine Exposition gegeniiber sehr geringen
Alkoholkonzentrationen von 0,5-6% bei bestimmten Bakterienstimmen durch
Regulationsmechanismen auf transkriptioneller Ebene dazu fiihren kann, dass unter
anderem bei Staphylococcus epidermidis die Biofilmbildung angeregt wird. In der
Literatur ist beschrieben, dass es bei Staphylococcus epidermidis in Gegenwart von
Ethanol zu einer gesteigerten Expression des ica ADBC-Operons kommt (115, 155).
Staphylococcus spp. sind hauptverantwortlich fiir die gefaBBkatheterassoziierten
Infektionen und die Pathogenitit von S. epidermidis wird durch die Fahigkeit der
Biofilmbildung mitbestimmt. Die in der klinischen Praxis verwendeten
Alkoholkonzentrationen liegen zwar deutlich hoher als die hier angegebenen
Konzentrationen, und es konnte gezeigt werden, dass die Behandlung eines S.
epidermidis-Biofilms mit 60 % n-Propanol dazu fiihrte, dass keine lebenden
Bakterienzellen mehr nachgewiesen werden konnten; die optische Dichte des

Biofilms wurde durch den Alkohol jedoch nicht reduziert (180). Es ist jedoch nicht



Einleitung 11

auszuschlieen, dass Bakterien auch gegeniiber geringen Alkoholkonzentrationen auf
der Haut exponiert sein konnen. Diese Erkenntnis konnte eine wichtige Rolle spielen,
wenn die Hautbarriere permanent durchbrochen wird und durch medizinische Gerédte
wie z. B. Katheterschlduche eine Eintrittsmoglichkeit fiir Mikroorganismen in den
Korper gegeben ist. Aus diesem Grund konnte die Supplementierung der
alkoholischen Losungen fiir die Katheterpflege aus mehreren Griinden fiir die
Pravention von Infektionen hilfreich sein. Es wird eine schnelle Sofortwirkung durch
den Alkohol erzielt, die Rekolonisation der Haut wird durch Zusatz von
Chlorhexidin iiber einen Zeitraum von mehreren Tagen gehemmt (siche Abschnitt
Originalarbeiten; ,,Alcohols for skin antisepsis at clinically relevant skin sites®),
dartiber hinaus fiihrt Chlorhexidin in einer Konzentration oberhalb der minimalen
Hemmbkonzentration (MHK) zu einer Abnahme einer moglichen Biofilmbildung (93,

115).

1.3.2 Reduktion der Rekolonisation der Haut durch Chlorhexidindigluconat

Chlorhexidindigluconat (CHG) (siche Abbildung 3) ist ein nicht-fliichtiger
Langzeitwirkstoff, der in der Hautantiseptik, aber auch in anderen Bereichen wie
beispielsweise der Zahnheilkunde, eingesetzt wird. Der biozide Stoff Chlorhexidin
ist aufgrund der basischen Eigenschaften als Salz stabil. Da unterschiedliche Salze
des Chlorrhexidins in der Praxis zur Anwendung kommen; wird in dieser Arbeit

auch von Chlorhexidin im Allgemeinen gesprochen.

Chlorhexidin gehort zur Gruppe der Biguanide, bindet stark an die Hautoberfldche
und ist dadurch als Langzeitwirkstoff einsetzbar (remanenter Effekt). Allergien
gegeniiber Chlorhexidin sind vereinzelt in der Literatur beschrieben; in seltenen
Féllen kommt es nach dem Einsatz von Chlorhexidin zu anaphylaktischen

Reaktionen (13, 210).
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HO OH
NH NH _NH NH _NH
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NH; NH NH  NH;
Cl 2 2 cl OH

- -2
Abbildung 3: Strukturformel von Chlorhexidindigluconat

Chlorhexidin ist in Losung relativ stabil, wenn es dunkel und moglichst kiihl gelagert
wird. Allerdings ist in der Literatur beschrieben, dass bei der Lagerung von
Chlorhexidinldsungen bereits bei Raumtemperatur (20-25 °C) Zersetzungsprodukte
nachgewiesen werden konnen (116, 192). Die Chlorhexidin-Hydrolyse folgt dabei
einem linearen Trend und wird durch héhere Temperaturen sowie durch einen sauren
pH-Wert (pH-Wert <5) beschleunigt. Versuche zur Zersetzung des Wirkstoffes bei
hoheren Temperaturen, die z. B. bei dem Vorgang des Autoklavierens auftreten
(100 °C), zeigten bereits einen 50 %igen CHG-Abbau innerhalb von 2 Tagen.
Ebenfalls hat eine direkte Sonnenlichteinstrahlung Auswirkungen auf die Zersetzung
des Wirkstoffes, es entstehen dabei praktisch identische Abbauprodukte im
Vergleich zur thermischen Zersetzung. Die Hydrolyse des CHG, fiihrt neben anderen
Abbauprodukten zu p-Chloranilin (sieche Abbildung 4) (116, 192). Diese Substanz
wird auch bei der Synthese von Chlorhexidinsalzen verwendet, und der zuldssige
Gehalt in arzneilich verwendeten Chlorhexidinldsungen ist aufgrund der toxischen
Wirkungen limitiert (39). Dieses Abbauprodukt farbt chlorhexidinhaltige Losungen

rotlich und tragt wesentlich zur Toxizitdt von Chlorhexidin bei.
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Abbildung 4: Hydrolyse von Chlorhexidindigluconat; neben weiteren Zersetzungsprodukten
(nicht gezeigt) entsteht p-Chlorphenylharnstoff, das dann weiter zu p-Chloranilin zerfillt. Dies
fiihrt zu einer Verfiarbung der Chlorhexidinlésung (192).

Je nach Mikroorganismus ist CHG konzentrationsabhéngig bakteriostatisch
beziehungsweise bakterizid wirksam. Gegeniiber behiillten Viren und Hefepilzen ist
dieser Wirkstoff ebenfalls wirksam; eine sporizide Wirksamkeit fehlt jedoch genau
wie bei den Alkoholen (70, 102, 202, 203).

Die antimikrobielle Wirkung basiert auf einer Anlagerung an die Zelle und
nachfolgender Interaktion mit der negativ geladenen Zellmembran. Die Zellmembran
wird durch CHG geschédigt; dies fiihrt zu einem Austritt zelluldrer Bestandteile
(153). Zudem werden membrangebundene und frei in der Zelle vorliegende Enzyme
wie die Adenosyl-Triphosphatase inhibiert, das elektrochemische Gleichgewicht der
Zelle wird gestort und es werden verschiedene Bestandteile des Zytoplasmas wie
beispielsweise Adenosintriphosphat und Nukleinsduren komplexiert. Bei gram-
negativen Bakterien wird sowohl die 4duBlere Membran als auch die
Zytoplasmamembran durch CHG geschédigt; dabei werden so genannte ,,Blister*
gebildet (59, 185, 221). Chlorhexidin besitzt, wie beispielsweise PVP-lod, einen
EiweiBfehler (204).

Natiirliche und erworben bakterielle Resistenzen gegeniiber Chlorhexidin sowie eine
Abnahme der Empfindlichkeit nach Exposition gegeniiber sub-lethalen
Konzentrationen (,,Adaption®) sind bei bestimmten Spezies in der Literatur
beschrieben (158, 203, 249-251). Die Einstufung der Empfindlichkeit bzw. Resistenz
ist allerdings bei bioziden Wirkstoffe, im Gegensatz zu den Antibiotika, aufgrund der

fehlenden, international anerkannten, Definition von Grenzwerten (,,Breakpoints®)
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bislang schwer. In der Literatur wird von Stdmmen mit einer deutlich erh6hten
minimalen Hemmkonzentration berichtet, diese werden teilweise von den Autoren

selbst als ,,resistent™ eingestuft (68, 95, 112, 127, 149).

Fiir verschiedene MRSA-Stamme und gramnegative Bakterien konnte eine Abnahme
der Empfindlichkeit bzw. von den Autoren beschriebene Resistenzen gegeniiber
Chlorhexidin nachgewiesen werden. Da die Resistenzgene teilweise auf Plasmiden
zu finden sind (68, 112, 127), ist eine Ubertragung auf andere Bakterien moglich. Bei
verschiedenen Bakterienspezies wurde ein Zusammenhang zwischen Antibiotika-
und Chlorhexidinresistenzen festgestellt; Kreuzresistenzen konnten ebenfalls
nachgewiesen werden (149). Verschiedene Mechanismen werden in Bezug auf die
Resistenzbildung gegeniiber chlorhexidinhaltigen Préparaten diskutiert. Ein
wichtiger Mechanismus der Resistenzbildung gegeniiber Chlorhexidin ist die
Induktion von multiple drug resistance (MDR) Effluxsystemen (z. B. MexCD-Opr]J;
CepA; MepA; QacA/B) (178, 179). Ein weiterer Mechanismus, der in Bezug auf
Chlorhexidin-Resistenzen in der Literatur beschrieben ist, sind Verdnderungen der
Membranproteine und Lipopolysaccharide (68, 95). Aulerdem wird die Ladung der
Zellen durch Veranderungen der Lipoteichonséure und

Zellwandteichonsdurestrukturen diskutiert (26).

In der klinischen Praxis spielt Chlorhexidin vor allem fiir die Pflege von
GefdBlkathetern eine grofe Rolle. Zum einen konnte gezeigt werden, dass die
Katheterkolonisation nach der Verwendung von chlorhexidinhaltigen Antiseptika
signifikant geringer ist als nach der Verwendung von Povidon-lod haltigen Losungen
(110). Zum anderen konnten Maki et al. zeigen, dass durch die Verwendung einer
chlorhexidinhaltigen Losung auf der Haut an der Punktionsstelle die Rate an
gefiaBBkatheterassoziierten Infektionen gesenkt werden konnte (140). Dariiber hinaus
zeigte eine Metaanalyse die signifikante Uberlegenheit der Reduktion der
gefiaBBkatheterassoziierten Infektionen der Blutbahn bei der Verwendung von
Chlorhexidin anstelle des ebenfalls routinemiflig eingesetzten Povidon-lods (33).
Die CDC empfehlen aufgrund der wissenschaftlichen Datenlage die Verwendung

einer 2 %igen Chlorhexidinlosung fiir die Katheterpflege aufgrund des hohen
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Evidenzgrades durch vorliegende experimentelle, klinische und epidemiologische
Studien. Im Januar 2010 ist dariiber hinaus eine Studie von Darouiche et al.
erschienen, die eine signifikante  Uberlegenheit einer  alkoholischen
Chlorhexidinlosung gegeniiber einer Povidon-lod-Lésung in Bezug auf den
wichtigsten klinischen Endpunkt, die postoperative Wundinfektionen, innerhalb von
30 Tagen nach einer Operation belegt (40). Die Gesamtrate der postoperativen
Wundinfektionen war in der Gruppe mit der alkoholischen Chlorhexidinlosung fiir
die Hautantiseptik signifikant geringer als in der Povidon-lIod-Gruppe. Chlorhexidin
war ebenfalls liberlegen in der Privention der oberflichlichen Infektionen und der
tiefen Infektionen (141); kein Unterschied bestand jedoch bei den Infektionen mit
Organbeteiligung (40). Dariiber hinaus erschienen zwei weitere Studien, die
ebenfalls eine Uberlegenheit der Verwendung von Chlorhexidin in der prioperativen
Hautantiseptik flir die Patienten belegen (49, 173). Bislang wurde in einer Vielzahl
der Studien die Wirksamkeit wéssriger Chlorhexidinlésungen untersucht. Allerdings
haben wissrige Losungen den Nachteil dass, im Vergleich zu alkoholischen

Losungen, die antimikrobielle Wirkung erst mit Verzogerung eintritt.

Studien zum Vergleich der Wirksamkeit verschiedener Chlorhexidinkonzentrationen
iiber mehrere Tage in vivo fehlten bislang in der Literatur fiir alkoholische Losungen.
Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit die Hemmung der
Rekolonisation der Hautflora nach Applikation einer optimierten Alkohollésung mit
unterschiedlichen Chlorhexidinkonzentrationen iiber einen Zeitraum von 72 Stunden
im Probandenversuch bestimmt (siche Abschnitt Originalarbeiten; ,,Alcohols for skin

antisepsis at clinically relevant skin sites®).

1.3.3 Weitere in der Hautantiseptik eingesetzte, nicht-fliichtige Wirkstoffe

1.3.3.1 Benzalkoniumchlorid

Benzalkoniumchlorid  (BAC)  gehort  zur  Gruppe  der  quarterndren
Ammoniumverbindungen und zdhlt somit zu den oberflichenaktiven Substanzen.
Dieser Wirkstoff adsorbiert stark an Oberfldchen, wie z. B. der Hautoberflaiche. BAC
wird sowohl als antimikrobieller Wirkstoff als auch als Konservierungsmittel unter

anderem fiir Arzneimittel und Kosmetika eingesetzt.
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Das Wirkungsspektrum dieses Stoffes umfasst Bakterien, Hefepilze und
Dermatophyten. Dabei ist eine Konzentration von 0,1 % wirksam (bakteriostatische
Wirkung ab 0,05 %) (223). Gegeniiber Schimmelpilzen ist diese Substanz nicht
ausreichend wirksam; ebenso zeigt BAC keine Wirksamkeit gegeniiber bakteriellen

Sporen (101).

Wie andere quarterndre Ammoniumverbindungen zéhlt auch BAC zu den
membranaktiven Substanzen. Als Wirkmechanismus wird eine Schidigung der
duBeren Zellmembran sowie der inneren Zytplasmamembran angegeben, was zu

einem Austritt zelluldrer Bestandteile und zu einer Lyse der Zellen fiihrt (101).

Eine Resistenzbildung gegeniiber BAC ist prinzipiell moglich (226). Sowohl
Adaption als auch Resistenzen und Kreuzresistenzen mit Chlorhexidin und
verschiedenen Antibiotika wurden fiir BAC nachgewiesen (25, 224, 225), eine
mogliche Erklidrung fiir die Resistenzbildung konnte der breite Einsatz z. B. in einer
Vielzahl von Kosmetika sein. Ein Resistenzmechanismus, der fiir diese Substanz von
besonderer Bedeutung ist, ist das Ausschleusen des Wirkstoffes aus der Zelle durch

QacA (29, 150, 156).

BAC besitzt bei einer Konzentration von 0,1 % bereits ein hautirritatives Potenzial
und kann die Nasenschleimhaut schidigen (Einsatz als Konservierungsmittel in
Nasentropfen) (10, 72). AuBlerdem konnte im tierexperimentellen Modell eine
verzogerte Wundheilung nach der Anwendung von BAC belegt werden (101). Eine
weitere  Problematik  hinsichtlich der  Vertrdglichkeit besteht in  der
Sensibilisierungspotenz des Wirkstoffes (Sensibilisierungsrate in Vaselin 0,75 % und

in Wasser 7,2 %) (213).

1.3.3.2 Mecetronium Etilsulfat

Der Wirkstoff Mecetronium Etilsulfat (MES) gehort, wie auch BAC, zur

Substanzgruppe der quarterndren Ammoniumverbindingen.

MES ist in einer Konzentration von 0,2 % gegen Bakterien und Hefepilze wirksam.

Die Wirkungsweise unterscheidet sich dabei nicht von BAC (101).
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Resistenzen gegeniiber MES sind bislang nicht beschrieben, allerdings ist aufgrund
der strukturellen Ahnlichkeit zu BAC nicht auszuschlieBen, dass fiir diesen Wirkstoff

gleiche bzw. dhnliche Resistenzmechanismen existieren.

MES ist gut hautvertrdglich und zeigt dariiber hinaus durch die Herabsetzung der
Hautrauhigkeit hautprotektive Eigenschaften (183). Die Hautvertrdglichkeit einer
0,2 %igen alkoholischen MES-Losung wurde im Epikutantest in einer Studie
untersucht. Dabei zeigte sich flir diese Losung nur ein minimal irritatives Potenzial,
das vergleichbar mit Wasser war. Es wurde in dieser Studie nicht untersucht, ob der

Alkoholgehalt oder das MES fiir diese Reaktion verantwortlich war (227).

1.3.3.3 Octenidindihydrochlorid

Octenidindihydrochlorid ist ein kationischer Wirkstoff aus der Gruppe der
Pyridinderivate. Dieser Wirkstoff zeichnet sich durch eine Bispyridinstruktur aus und
findet neben der Anwendung als Hautantiseptikum auch Anwendung in der
Schleimhautantiseptik sowie der Wundantiseptik. Es wird unter anderem in

Kombination mit Alkoholen sowie Phenoxyethanol eingesetzt.

Octenidindihydrochlorid wirkt bakterizid, fungizid und begrenzt viruzid; eine
Beeintrachtigung der Wirksamkeit durch Eiweill oder Blut ist nicht nachgewiesen
(kein EiweiBfehler). Eine sporizide Wirksamkeit besitzt Octenidindihydrochlorid
nicht (216, 217).

Octenidindihydrochlorid entfaltet seine Wirksamkeit, wie auch andere kationische
Wirkstoffe, durch eine Interaktion mit der Zellwand und Schidigung der
Zytoplasmamembran der Bakterien. Die negative Ladung der Zellwand ist eine
entscheidende Voraussetzung fiir die Wirksamkeit dieser Substanz. Des Weiteren
wird als Wirkmechanismus postuliert, dass die Schidigung der Bakterienzellen zu

einer erhohten Phagozytose durch neutrophile Granulozyten fiihrt (241).

Resistenzen gegeniiber diesem Wirkstoff sind bislang noch nicht beschrieben.
Untersuchungen an MRSA-Staimmen zeigten, dass es zwar zu einer Adaption

kommen kann; eine stabile Resistenz konnte jedoch nicht gezeigt werden (1).
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Der Hersteller eines Wundantiseptikums mit diesem Wirkstoff gibt an, dass in vivo
fiir Octenidindihydrochlorid keine irritativen Eigenschaften auf der Haut, der
Vaginalschleimhaut oder den Augen gefunden wurden. Dariiber hinaus zeigte diese

Substanz kein Sensibilisierungspotenzial (216).

1.3.3.4 Polihexanid

Bei Polihexanid handelt es sich um ein polymeres Biguanid, das iiblicherweise als
Rohstoff in Form einer 20 %igen Losung angeboten wird. Es wird sowohl in
Arzneimitteln als auch in Medizinprodukten und Kosmetika eingesetzt. In den letzten
Jahren hat dieser Wirkstoff immer weiter an Bedeutung gewonnen und gilt heute

neben Octenidindihydrochlorid als Mittel der Wahl fiir die Wundantiseptik.

Polihexanid ist in einer Konzentration von 0,2 % umfassend wirksam gegeniiber
Bakterien, des Weiteren konnte eine Wirksamkeit gegeniiber Pilzen gezeigt werden
(101, 119). In vitro wurde fiir Polihexanid eine Wirksamkeit gegeniiber HIV
nachgewiesen (122). Im Vergleich zu lodophoren ist bei dieser Substanz allerdings

mit einem langsameren Wirkungseintritt zu rechnen.

Der Wirkungsmechanismus dieses Wirkstoffes beruht auf einer Interaktion mit den
Phospholipidstrukturen der Zellmembran und Erhéhung der Membranpermeabilitét,
so dass es durch einen Austritt von Kalium-Ionen zum Zelltod kommt (30, 31, 69).
Ein Vorteil dieser Substanz gegeniiber dem strukturdhnlichen Chlorhexidin ist die
fehlende p-Chloranilinbildung, da Polihexanid keinen Chlorbenzolsubstituenten
enthalt.

Bislang gibt es fiir Polihexanid keinen Hinweis auf eine mogliche Resistenzbildung.

Polihexanid ist sehr gut hautvertraglich. Ein allergenes Potenzial konnte im
tierexperimentellen Modell nicht nachgewiesen werden; in der Literatur gibt es
jedoch vereinzelt Berichte zu anaphylaktischen Reaktionen nach Kontakt zu diesem
Wirkstoff (105). Im Vergleich zu anderen Antiseptika, die zu einer Verzogerung der

Wundheilung fithren kdnnen, zeigte sich fiir Polihexanid, dass bei einer Anwendung
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auf Wunden die Wundheilung sogar verbessert wurde (121). Daher ist der Wirkstoff
Mittel der 1. Wahl bei schlecht heilenden, chronischen Wunden.

1.3.3.5 Polyvinylpyrrolidon-Iod

Im Polyvinylpyrrolidon-lod (Synonyme: Povidon-lod; PVP-lod), das zur Gruppe der
Iodophore gehort, ist Iod an das Makromolekiil Polyvinylpyrrolidon gebunden. In
wissriger Losung kommt es zu einer Gleichgewichtseinstellung zwischen freiem und
gebundenem lod. Das gebundene lod dient als Reservoir fiir die Freisetzung des
aktiven, freien lods. Neben der Hautantiseptik findet der Wirkstoff auch hiufig

Anwendung bei der Schleimhautantiseptik.

Bei einer freien lod-Konzentration von 1-1,3 % ist PVP-Iod bakterizid wirksam. Eine
schnelle Wirkung zeigt sich auch gegeniiber Hefepilzen und Dermatophyten; der
Wirkungseintritt gegeniiber Schimmelpilzen setzt langsamer ein. Eine Vielzahl von
Viren wird durch diesen Wirkstoff ebenfalls erfasst. Bei einer hohen Eiweil3- oder

Blutbelastung kénnen sich die notwendigen Einwirkzeiten verldngern (101).

Freies lod reagiert mit Aminosduren sowie ungesittigten Fettsduren und fiihrt in der
Bakterienzelle zu einer Schédigung der Proteine und der rdumlicher Strukturen der
Zelle. AuBerdem induziert Iod an der Zellwand die Porenbildung und flihrt somit zu

einem Austritt zelluldrer Bestandteile (119, 191).

Eine Resistenzbildung gegeniiber diesem Wirkstoff ist aufgrund des
Wirkungsmechanismus unwahrscheinlich (92, 125), dennoch gibt es Angaben in der
Literatur, dass in seltenen Féllen plasmidische Resistenzen in vitro gefunden wurden

(120).

Insgesamt handelt es sich bei PVP-Iod um eine gut vertragliche Substanz, so ist fiir
die in den in der Antiseptik eingesetzten Anwendungskonzentrationen eine gute
Haut- und Schleimhautvertréglichkeit belegt. Bei hohen Konzentrationen (> 2 %)
wurden im tierexperimentellen Modell Wundheilungsstorungen beobachtet. Im
Gegensatz zu Octenidindihydrochlorid ist PVP-lod knorpelvertraglich. Bei der

Anwendung von lod-haltigen Arzneimitteln sind Schilddriisenerkrankung immer zu



Einleitung 20

beriicksichtigen (101). Die Substanz besitzt nur ein sehr geringes
Allergisierungspotenzial, wobei in Einzelfillen anaphylaktische Reaktionen

beschrieben sind (171).

1.3.4 Richtlinien zur Priifung der Wirksamkeit antiseptischer Verfahren

Eine europdische Norm zur Priifung von Hautantiseptika existiert, im Gegensatz zur
Priifung von Hiandedesinfektionsmitteln, bislang noch nicht. Fiir Deutschland
entwickelte die DGHM ,,Standardmethoden der DGHM zur Priifung chemischer
Desinfektionsverfahren®, um unterschiedliche antimikrobielle Praparate beziiglich
threr Wirksamkeit miteinander vergleichen zu kénnen. Es werden sowohl In-vitro-
als auch [In-vivo-Priifmethoden beriicksichtigt. Fiir die [In-vivo-Priifung der
Hautantiseptika wird ein praxisnaher Versuch mit Probanden vorgeschlagen (66).
Einen dhnlichen Ansatz wihlen die Food and Drug Administration (FDA) und die
American Society for Testing and Materials (ASTM) in den USA. Diese drei

experimentellen Methoden unterscheiden sich jedoch im Detail maBgeblich.

Der Wirksamkeitsnachweis beruht bei der Testmethode der DGHM sowie den
amerikanischen Methoden auf der Reduktion der Hautfloradichte, die durch einen
Vergleich der Hautfloradichte auf einem Areal vor der antiseptischen Maflnahme mit
der Dichte nach der antiseptischen MaBBnahme errechnet wird (7, 57, 190). Allerdings
ist im Gegensatz zur deutschen Methode, bei der die Prdparate mit dem
Referenzalkohol (70% (V/V) iso-Propanol) verglichen werden, in der Methode der
ASTM keine vergleichende Untersuchung vorgeschrieben; die FDA verlangt einen

Vergleich mit einem bereits zugelassenen Hautantiseptikum.

Fiir die Wirksamkeitspriifung fiir Antiseptika gegen die residente Hautflora unterteilt
die DGHM die zu testenden Hautbereiche in einen talgdriisenarmen Bereich
(Oberarm) und ein talgdriisenreiches Areal (Stirn). Diese Einteilung ist

zuriickzufiihren auf die Ergebnisse der Untersuchungen von Christiansen et al. (36).
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Abbildung 5: Darstellung der talgdriisenarmen (hellblauen) und talgdriisenreichen

(dunkelblauen) Hautareale geméf3 der Einteilung durch die DGHM (66)

In den USA hat die FDA eine andere Einteilung zur Priifung der Wirksamkeit
verschiedener Hautantiseptika gewdhlt. Die Priifung wird anstatt auf
talgdriisenarmen bzw. -reichen Arealen (siche Abbildung 5) auf feuchten und
trockenen Bereichen durchgefiihrt. Diese Einteilung basiert auf Untersuchungen zur
Floradichte auf okkludierter Haut (2, 9, 186). Hierbei wurde festgestellt, dass eine
Okklusion der Haut {iiber mehrere Tage eine qualitative und quantitative
Verdnderung der Hautflora, vermutlich bedingt durch eine Verdnderung des pH-
Wertes der Haut, zur Folge hatte. Die Bakteriendichte in feuchten, intertrigindsen
Bereichen, wie z. B. der Achselhohle, der Leiste und der Gesaf3falte ist hoher als die

in trockenen exponierten Hautbereichen (19, 164).

Die FDA orientiert sich in den Anforderungen an die Testung von Hautantiseptika an
den Standardmethoden der ASTM. In der ,,Standard Test Method for Evaluation of
Preoperative, Precatherization, or Preinjection Skin Preparations* (ASTM E 1173-
01) wird eine mdglichst praxisnahe Testung gefordert. So wird dort beispielsweise
beziiglich der zu testenden Hautareale empfohlen, feuchte und trockene Hautareale
auszuwihlen, die in einem Operationsgebiet liegen oder in denen Katheterisierungen
vorgenommen werden, die also von klinischer Relevanz sind. Als bevorzugte
Hautareale fiir die prdoperative Antiseptik werden die Leistenregion und der untere

Bauchbereich genannt; fiir die Antiseptik vor Katheterisierung werden neben der
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Leistenregion die Armbeuge und die Subclavia-Region genannt. Im Gegensatz zu der
deutschen = Methode wird in den  amerikanischen = Methoden  eine
Mindestausgangskeimzahl auf den Hautarealen gefordert. Damit erfolgt zwar der
Nachweis der Wirksamkeit eines Antiseptikums bei einer bestimmten
mikrobiologischen Belastung, allerdings spiegelt dies nicht das Bild aus der

klinischen Praxis wieder, da eine Préaselektion der Probanden erforderlich ist (57).

Die Einwirkzeiten fiir Hautantiseptika richten sich nach der physiologischen
Beschaffenheit des zu behandelnden Hautareals. So gilt in Deutschland auch hier die
Unterscheidung zwischen talgdriisenreichen und talgdriisenarmen Arealen. Eine
Einwirkzeit von mindestens 10 Minuten war fiir alle Hautantiseptika bis Ende 2008
auf talgdriisenreicher Haut vorgeschrieben, wobei die Haut durch stindige
Neubenetzung mit dem Antiseptikum iiber die gesamte Einwirkzeit feucht zu halten
ist. In der VAH-Liste sind erst seit Beginn des Jahres 2009 Hautantiseptika mit
wesentlich kiirzeren Einwirkzeiten mit aufgenommen worden (43), da in einer Studie
z. B. gezeigt werden konnte, dass eine 85 %ige ethanolische Losung (m/m) eine dem
Referenzverfahren gleichwertige Reduktion in 2,5 Minuten erreichen kann (103)
(siehe Abschnitt Originalarbeiten; ,,Vergleich der Wirksamkeit von 89,5% 1-
Propanol bei kurzen Anwendungszeiten mit dem Referenzverfahren der DGHM-
Methode fiir die Hautantiseptik®). Fiir die meisten handelsiiblichen Antiseptika wird
basierend auf der Zulassung als Arzneimittel immer noch eine Einwirkzeit von
mindestens 10 Minuten im Lumbalbereich verlangt. Bereits 1994 wurde in der
Literatur beschrieben, dass die bisher von der DGHM vorgeschlagenen

Einwirkzeiten an talgdriisenreicher Haut eventuell zu verkiirzen sind (117).

Auf talgdriisenarmer Haut gilt eine Mindesteinwirkzeit von 15 Sekunden vor
Injektionen und Punktionen und 1 Minute vor Punktionen von Gelenken,
Korperhohlen und Hohlorganen sowie vor Operationen. Neben der Sofortwirkung
wird in der DGHM-Methode auch noch die Wirksamkeit nach 1 Minute
(talgdriisenarme Haut) und nach 30 Minuten talgdriisenreiche Haut) bestimmt. Es ist
jedoch fraglich, ob sich nach der Applikation bei rein alkoholischer Losungen nach

30 Minuten eine deutliche Verdnderung in der Dichte der Mikroflora zeigt, da
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Christiansen ef al. nach der Applikation verschiedener Antiseptika innerhalb von

24 h kaum Veridnderungen der Reduktionsfaktoren feststellen konnten (37).

Die FDA und die ASTM legen keine definierten Einwirkzeiten bei der
Wirksamkeitspriifung fest, allerdings ist auf trockenen Hautarealen eine Probenahme
nach 30 Sekunden Produktanwendung vorgeschrieben; somit ist die Einwirkzeit hier
auf 30 s begrenzt. In beiden Methoden heif}t es, dass die Behandlung geméif der
Produktauslobung bzw. geméll den Vorgaben erfolgen soll. Fiir beide Testareale sind
dann noch weitere Probennahmezeitpunkte vorgeschrieben, um einen weiteren Effekt
bzw. die Rekolonisation der Hautflora zu messen (7, 57). Hierbei ist zu beachten,
dass die Begriffe Einwirkzeit und Probennahmezeit in der Literatur zum Teil
synonym verwendet werden; die Begriffe sollten allerdings klar voneinander

abgegrenzt werden, um Missverstdndnisse zu vermeiden.

In der vorliegenden Arbeit wurde fiir die Bestimmung der optimalen Alkohollosung
nur der Sofortwert bestimmt; damit sind Einwirkzeit und Probennahmezeit
gleichzusetzen. Fiir die Langzeitwirkung des Chlorhexidins hingegen, war die
Einwirkzeit auf maximal 3 Minuten begrenzt und die Probenahme erfolgte dann erst
nach 72 h (siehe Abschnitt Originalarbeiten;, Publikation ,,Alcohols for skin

antisepsis at clinically relevant skin sites®).

Neben den unterschiedlichen Richtwerten fiir die Einwirkzeiten besteht die
Herausforderung, dass in der alltidglichen Krankenhaushygiene hiufig die auf den
Priparaten angegebene minimale Einwirkzeit nicht eingehalten wird. Vor allem kann
eine 10-mintitige Einwirkzeit z. B. in Notfallsituationen nicht einhaltbar sein. Neben
den Vorteilen im klinischen Alltag fiihren kiirzere, wissenschaftlich begriindete
Einwirkzeiten zu einer erhohten Akzeptanz beim Anwender und reduzieren die
Kosten (siche Abschnitt Originalarbeiten; ,,Vergleich der Wirksamkeit von 89,5 % 1-
Propanol bei kurzen Anwendungszeiten mit dem Referenzverfahren der DGHM-

Methode*).
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Alle drei Methoden zur Priifung von Antiseptika beriicksichtigen die Notwendigkeit
einer In-vitro-Neutralisierung der antimikrobiellen Wirkstoffe. Als Grundlage fiir
Wirksamkeitsstudien, insbesondere mit nicht-fliichtigen Wirkstoffen, sollte eine
Validierung der Neutralisierung durchgefiihrt werden, um die Wirksamkeit der
Neutralisierung sowie die fehlende Toxizitdt der Neutralisierungssubstanzen unter
praxisnahen Bedingungen zu testen (siehe auch 1.5). In der Standardmethode der
DGHM wird bislang eine Validierung der Neutralisierung empfohlen, aber nicht
zwingend gefordert. Dort steht lediglich, dass fiir jedes Produkt das geeignete

Neutralisierungsmittel ausgewéhlt werden sollte (66).

14 Einflussfaktoren fiir die Dichte der aeroben Hautflora

Studien, deren Ergebnisse auf der Quantifizierung der Hautflora basieren, werden in
der Regel auf unterschiedlichen Testarealen durchgefiihrt. Fir die
Wirksamkeitstestung flir Hautantiseptika werden je nach verwendeter Methode die
Priparate jeweils auf ganz unterschiedlichen Hautarealen getestet (7, 57, 66). Dies ist
von entscheidender Bedeutung, da die Wahl des Hautareals malgeblich das
Studienergebnis beeinflussen kann (sieche Abschnitt Originalarbeiten; Publikation

,»Alcohols for skin antisepsis at clinically relevant skin sites®).

In der Literatur existieren zwar bereits Studien zur Qualitdt und Quantitit der
Hautflora, allerdings besteht eine Einschrinkung darin, dass die Studienergebnisse
hiufig durch die Verwendung unterschiedlicher Methoden zur Hautkeimgewinnung
nicht vergleichbar sind (80). Aulerdem ist eine Vielzahl der Studien schon mehrere
Jahrzehnte alt; inzwischen hat sich z.B. die Bekleidung vermutlich auch das
Hygieneverhalten der Menschen gedndert. Die Ergebnisse der &lteren Studien
werden héufig nicht nachvollziehbar dargestellt und die verwendeten Methoden
werden hdufig nicht nachvollziehbar beschrieben. Es fehlen neuere Studien in der
Literatur, in denen eine reproduzierbare Methodenbeschreibung publiziert ist und

eine klare sowie eindeutige Ergebnisdarstellung vorliegt.

Eine Kartierung der Hautfloradichte ist hilfreich, um beispielsweise fiir

antimikrobielle Studien geeignete Testareale auswidhlen zu konnen. Fiir einen
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Vergleich der Quantitdt der Mikroflora auf unterschiedlichen Hautarealen, wurde vor
Beginn der In-vivo-Untersuchungen in einem ersten Schritt eine Metaanalyse zur
Quantifizierung der aeroben Hautflora durchgefiihrt. Die FErgebnisse dieser
Metaanalyse bildeten die Basis filir die Identifizierung vier klinisch relevanter
Hautareale mit unterschiedlicher physiologischer Beschaffenheit der Haut sowie
unterschiedlicher Dichte der Mikroflora. Nach Auswertung der Metaanalyse
erwiesen sich die Stirn, das Abdomen, der Nacken und der Lumbalbereich als

geeignete Testareale fiir die anschlieBenden /n-vivo-Studien.

1.5 Neutralisierungsvalidierung fiir In-vivo-

Wirksamkeitsstudien

Fir Wirksamkeitsuntersuchungen fiir Antiseptika und Desinfektionsmittel ist es
erforderlich, die Zahl der noch lebenden Mikroorganismen nach einer definierten
Kontaktzeit mit den antimikrobiellen Wirkstoffen zu bestimmen. Es kann in der
Regel aufgrund methodischer Voraussetzungen nicht ausgeschlossen werden, dass
Wirkstoffspuren verschleppt werden, die dann zu einer weiteren Reduktion der
lebensfdhigen Mikroorganismen bei der Verarbeitung in vitro fiihren. Da die
ZielgroBe in Wirksamkeitsuntersuchungen die Reduktion der Mikroorganismen auf
der Haut innerhalb einer vorgegebenen Einwirkzeit ist, ist eine weitere Reduktion im
Probenrohrchen nicht gewlinscht. Eine fehlende Inaktivierung von Wirkstoffen in
vitro fihrt zu einem systematischen Fehler, da die gemessene Gesamtreduktion
grofer ist als die Reduktion auf der Haut nach definierter Einwirkzeit. Der Vorgang
der Inaktivierung von Wirkstoffresten wird in der Fachliteratur auch als
Neutralisierung bezeichnet. Die Neutralisierung ist vor allem bei Testung nicht-
flichtiger Wirkstoffe unerlédsslich, um falsch-positive Wirksamkeitsergebnisse zu

vermeiden.

So konnte fiir Wirksamkeitsstudien mit Chlorhexidin gezeigt werden, dass die
Wiederfindungsrate fiir Mikroorganismen in Studien ohne Neutralisierung deutlich
niedriger lag im Vergleich zu Studien mit einer Neutralisierung des Wirkstoffes nach

der vorgegebenen Einwirkzeit (104, 258). Obwohl das Phidnomen seit langem
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bekannt ist, werden nach wie vor Studien publiziert, in denen keine validierte
Neutralisierung nach Abschluss der Anwendung eines Antiseptikums erfolgte und

somit nicht sichergestellt ist, dass die Daten zur Wirksamkeit valide sind.

Bei der Neutralisierungsvalidierung miissen verschiedene Aspekte beriicksichtigt
werden, die fiir die Eignung eines Neutralisierungsmittels entscheidend sind. Neben
der Priifung der Wirksamkeit der Inaktivierung der Wirkstoffreste ist es
entscheidend, dass die Neutralisierungssubstanzen selbst nicht toxisch auf die
Mikroorganismen wirken, dass die Testbedingungen in der Validierung keinen
Einfluss auf das Ergebnis haben und dass nachgewiesen wird, dass die antiseptische

Losung eine antimikrobielle Wirksamkeit besitzt.

Um ein valides Ergebnis zu generieren, sollten die Bedingungen fiir den Test der
Neutralisierungssubstanzen nach Moglichkeit genauso gewéhlt werden wie spiter in
der Wirksamkeitsuntersuchung. Wie in der Publikation zur
Neutralisierungsvalidierung (siehe Abschnitt Originalarbeiten; Publikation ,,Pitfalls
in efficacy testing — how important is the validation of neutralization of
chlorhexidine digluconate?*) gezeigt, konnen dabei z. B. die Art der gewédhlten
Mikroorganismen, die Verwendung von  Trdgermaterialien oder die

Lagerbedingungen vor der Ausplattierung einen entscheidenden Einfluss haben.

Fiir die Neutralisierungsvalidierung existiert sowohl eine ASTM-Methode; dariiber
hinaus ist die Neutralisierungsvalidierung in einer europdischen Norm u. a.
beschrieben (6, 52). Neben der Effektivitit der Neutralisierungssubstanzen wird in
beiden Methoden untersucht, ob die Substanzen selbst gegeniiber den

Mikroorganismen toxisch wirken.
1.6 Wirksamkeitspriifung antiseptischer Losungen auf klinisch

relevanten Hautarealen

In Deutschland sind diverse alkoholische Handelspriaparate zur Hautantiseptik als

Arzneimittel auf dem Markt. Bei den Produkten handelt es sich entweder um
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monoalkoholische Pridparate oder Prdparate mit einem Alkoholgemisch, deren
Wirksamkeit in der Regel nach den Standardmethoden der DGHM im Rahmen des
Zulassungsverfahrens belegt werden musste. Allerdings sind die Priparate, wie im
Abschnitt 1.3.4 beschrieben, somit in ihrer Wirksamkeit nur gegen 70 %igen iso-

Propanol verglichen worden.

Ob es sich bei dem Referenzalkohol allerdings um den bestwirksamen Alkohol
handelt, ist fraglich, denn es gibt Hinweise in der Literatur, dass mit n-Propanol eine
bessere Reduktion der residenten Hautflora erzielt werden kann, bzw. niedrigere
Konzentrationen oder Einwirkzeiten fiir diese Art des Alkohols ausreichend sind
(118). Belastbare Daten im Vergleich zu den anderen Alkoholen aus /n-vivo-Studien
liegen dazu bislang allerdings nicht vor. Um die Effektivitit von 70 %igem iso-
Propanol gegeniiber der Effektivitit der anderen beiden standardméBig verwendeten
Alkohole einschitzen zu konnen, und damit auch die Wirksamkeit alkoholischer
Hautantiseptika besser einschétzen zu konnen, sind systematische Untersuchungen

notwendig.

1.6.1 Identifizierung einer Alkohollosung mit einer optimalen Sofortwirkung

zur Reduktion der Hautflora

Die Wirksamkeit der Hautantiseptika wird durch drei Variablen (Art des Alkohols,
Konzentration der alkoholischen Losung und Einwirkzeit) beeinflusst. Es existieren
zwar eine Reihe publizierter Daten zur Wirksamkeit alkoholischer Losungen auf die
residente Hautflora, doch fehlten bislang systematische Untersuchungen, welchen
Einfluss auf die Wirksamkeit jede dieser Variablen ausiibt, da es sich in den

publizierten Studien um isolierte Betrachtungen handelte.

(1) Art des Alkohols:
Es gibt es Hinweise in der Literatur, dass gegeniiber der residenten Flora der
Hénde (chirurgische Héndedesinfektion) n-Propanol eine bessere

Wirksamkeit zeigt als iso-Propanol oder Ethanol (102, 243).
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(2) Konzentration der alkoholischen Losung:
Generell zeigen alkoholische Losungen mit hoheren Alkoholkonzentrationen
bis zu 95 % eine bessere Wirksamkeit im Vergleich zu Losungen mit einem
niedrigen Alkoholgehalt. Allerdings ist aus Studien im Bereich der
Héndehygiene bekannt, dass je nach Art des verwendeten Alkohols auch
niedrigere Konzentrationen eine vergleichbare Wirksamkeit erzielen kann
(102). So konnten Suchomel et al. zeigen, dass 60 %iger n-Propanol
gegeniiber der residenten Héndeflora eine Wirksamkeit zeigte, die der

Wirksamkeit des 70 %igen iso-Propanols liberlegen war (243).

(3) Einwirkzeit
Die Einwirkzeit ist ebenfalls fiir die Wirksamkeit eines Antiseptikums
entscheidend. So zeigen mehrere Studien, dass bei einer verldngerten
Einwirkzeit eine bessere Wirksamkeit zu erzielen ist. Allerdings ist zu
beriicksichtigen, dass in der klinischen Praxis die Einwirkzeit nicht beliebig
verlingert werden kann und somit ein Konsens zwischen vertretbarer

Einwirkzeit und Effektivitit des Antiseptikums gefunden werden muss.

Die Frage, welche der Variablen eine entscheidende Rolle spielt und welche einen
nachrangigen Effekt ausiibt, wurde bislang in der Fachliteratur fiir Hautantiseptika
nicht beantwortet. Die wohl bislang umfangreichsten Untersuchungen wurden von
Christiansen durchgefiihrt (37); allerdings wurden auch hier die drei Alkohole
jeweils nur in unterschiedlichen Konzentrationen in ihrer Wirksamkeit miteinander
verglichen. Zur Kldrung der Frage ist die Ermittlung einer Rangfolge der
Einflussgrofen fiir die Hautantiseptik notwendig (sieche Abschnitt Originalarbeiten;
Publikation ,,Alcohols for skin antisepsis at clinically relevant skin sites®). Diese
Rangfolge zeigt die Gewichtung der einzelnen Parameter fiir die Reduktion der
residenten Hautflora an; also ob eine bessere Wirksamkeit z. B. durch die
Verwendung einer bestimmten Art des Alkohols eher zu erzielen ist als durch eine

bestimmte Alkoholkonzentration.
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1.6.2 Vergleich des optimierten Verfahrens mit dem Standardreferenzalkohol

der DGHM

Um die Wirksamkeit einer optimierten alkoholischen Losung mit der Wirksamkeit
des DGHM-Referenzverfahrens vergleichen zu konnen sind Versuche im direkten

Uberkreuz-Design erforderlich.

Es ist davon auszugehen, dass mit einer optimierten alkoholischen Losung, eine dem
Referenzverfahren der DGHM nicht unterlegene Wirksamkeit bereits bei

Einwirkzeiten deutlich unter 10 Minuten erreicht werden kann (103).

Weitere interessante Fragestellungen sind neben der Priifung auf Nicht-
Unterlegenheit, die Priifung auf Uberlegenheit gegeniiber dem Referenzverfahren bei
kiirzeren Einwirkzeiten und die Ermittlung der Grenze fiir die Einwirkzeit, fiir die

Nicht-Unterlegenheit noch nachgewiesen werden kann.

1.6.3 Hemmung der Rekolonisation der Hautflora

Wird bei einem Patienten wihrend einer medizinischen Behandlung ein
Gefallkatheter verwendet, ist die Hautbarriere iiber einen ldngeren Zeitraum
durchbrochen und es besteht eine direkte Verbindung iiber medizinische Hilfsmittel
ins GefdBsystem des Korpers. Zur Vermeidung von Infektionen an der
Kathetereintrittstelle oder durch eine Kolonisierung des Katheters, die eine
Bakteridmie bzw. Sepsis zur Folge haben kann, ist eine Reduktion der mikrobiellen
Flora erforderlich. Neben einer schnellen Sofortwirkung, die im Rahmen der
Katheterisierung entscheidend ist, ist eine Hemmung der Rekolonisation der

Hautflora wichtig.

In der klinischen Praxis ist es inzwischen Standard, bei Gefélkathetern transparente
Verbdnde zu verwenden, damit auch ohne einen tdglichen Verbandwechsel erste
Anzeichen einer lokalen Infektion erkannt werden konnen. Dies ermdglicht ein
langes Intervall zwischen zwei Verbandwechseln, das in der klinischen Praxis in der

Regel zwischen 3-7 Tagen liegt. Da das Hautareal um die Kathetereintrittstelle in der
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Regel nur bei einem Verbandwechsel antiseptisch behandelt wird, ist eine Hemmung

der Rekolonisation iiber einen Zeitraum von mehreren Tagen erforderlich.

Auch zur Vermeidung postoperativer Wundinfektionen kann es vorteilhaft sein, vor
und nach dem operativen Eingriff ein Hautantiseptikum zu verwenden, das sowohl
eine hervorragende Sofortwirkung als auch eine gute Langzeitwirkung ausiibt. Eine
Kombination aus optimalem Alkohol mit der bestwirksamen CHG-Konzentration
bietet die Moglichkeit, bei kurzen Einwirkzeiten eine groStmogliche Reduktion der
Hautflora und eine Suppression der Rekolonisation iiber einen ldngeren Zeitraum zu
erzielen und erfiillt somit die Kriterien fiir die Privention gefdllkatheterassoziierter

Infektionen und postoperativer Wundinfektionen (33, 40, 140).

Da Chlorhexidin vor allem in den USA fiir die Hautantiseptik verwendet wird und n-
Propanol aufgrund der fehlenden Monographie von der FDA fiir die Hautantiseptik
kein als grundsétzlich sicherer und wirksamer Wirkstoff anerkannt ist, gibt es in der
Literatur hauptséchlich Studien zur Wirksamkeit von Chlorhexidin in iso-Propanol.
Allerdings fehlen auch hier systematische Untersuchungen zum Vergleich der
Wirksamkeit unterschiedlicher Chlorhexidinkonzentrationen. Im Gegensatz zu den
USA ist n-Propanol in Europa ein anerkannter, monographierter Wirkstoff und kann

deshalb fiir die Anwendung auf der Haut eingesetzt werden (39).

Fiir ein monoalkoholisches Hautantiseptikum, bestechend aus #n-Propanol in
Kombination mit unterschiedlichen Chlorhexidinkonzentrationen lagen bislang keine
Wirksamkeitsdaten aus der Literatur vor. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
erfolgte nach der Identifizierung der Alkohollosung mit der besten Sofortwirkung

eine Optimierung der Langzeitwirkung durch Zusatz von Chlorhexidindigluconat.
1.7 Die natiirliche Immunabwehr der Haut und mogliche

Wechselwirkungen mit Antiseptika

Zur Erhaltung des mikrodkologischen Gleichgewichts auf der Haut ist eine Vielzahl

von Abwehrmechanismen erforderlich. Eine besondere Rolle spielen hierbei die auf
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der Haut vorkommenden induzierbar beziehungsweise konstitutiv exprimierten
kationischen antimirobiellen Peptide (CAMP), die als endogene Antibiotika
fungieren und in der Lage sind, Mikroorganismen effektiv abzutdéten. Durch den
Kontakt zwischen korpereigenen Zellen mit bakteriellen Signalmolekiilen, wie z. B.
Lipopolysacchariden, = werden  iiber  verschiedene  Signalkaskaden  die
Abwehrmechanismen stimuliert. Dabei spielen unter anderem membranstindige
Toll-like Rezeptoren eine wichtige Rolle, deren Stimulation zur Expression von
CAMP in Granulozyten, Makrophagen und Epithelzellen fiihrt (60). Somit vernetzen
CAMP die unspezifische mit der spezifischen Abwehr des Korpers.

Wichtige Vertreter aus der Gruppe der CAMPs sind die antimikrobiell wirksamen,
kationischen humanen beta-Defensine, die in verschiedenen Organen wie dem Darm,
den Atemwegen und der Haut gebildet werden. Neben ihrer direkten
antimikrobiellen Wirkung, fungieren sie als Signalmolekiile, um Kaskaden der
adaptiven Immunantwort in Gang zu setzen. Ein beta-Defensin mit besonders
breitem Wirkungsspektrum ist das durch Keratinozyten exprimierte humane beta-
Defensin-3 (hBD-3) (238), dessen induzierbare Expression sowohl bei entziindlichen
Hauterkrankungen als auch nach Kontakt mit Bakterien und bei sterilen
Hautverletzungen nachgewiesen werden konnte (44, 79, 212). Im Gegensatz zu hBD-
1 und -2 zeigt es eine gute Wirksamkeiten sowohl gegeniiber grampositiven als auch
gegeniiber gramnegativen Bakterien. Das Wirkspektrum umfasst neben
Staphylococcus aureus (inklusive MRSA) (79, 111), einem Hauptverursacher
nosokomialer Infektionen (141, 168), auch andere multiresistente Bakterien wie

beispielsweise vancomycinresistente Enterokokken (VRE) (79, 138).

1.7.1 Wirkungsweise des humanen f3-Defensins-3

Der antimikrobielle Wirkungsmechanismus des hBD-3 auf Bakterienzellen ist noch
nicht vollstaindig gekldrt. Es wird eine membranschidigende Wirkung und
Porenbildung diskutiert; wobei in einer neueren Arbeit als Wirkungsmechanismus
auch  diskutiert wird, dass hBD-3 den Ablauf der an/in der
Mikroorganismenmembran stattfindenden Prozesse (v. a. der Zellwandbiosynthese)

stort (208, 209). Neben einer direkten antimikrobiellen Wirkung, dient hBD-3 als
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Signalmolekiil und besitzt eine chemotaktische Wirkung. So erfolgt aufgrund der
Expression von hBD-3 z. B. eine Rekrutierung von dendritischen Zellen und T-

Zellen (44, 62).

1.7.2 Sensitivitit von Staphylococcus spp. gegeniiber humanem B-Defensin-3

nach Exposition gegeniiber sub-lethalen Chlorhexidinkonzentrationen

Eine synergistische Wirkung von Chlorhexidin und hBD-3 gegeniiber oralen
Bakterien wurde durch Maisetta et al. nachgewiesen (139). Fiir biozide Wirkstoffe
wie Chlorhexidin ist bekannt, dass eine Exposition gegeniiber sub-lethalen
Konzentration zu einer Abschwichung der Empfindlichkeit bei Bakterien fiihren
kann und es damit einhergehend auch zu einer verdnderten Empfindlichkeit
gegeniiber Antibiotika und bioziden Wirkstoffen kommen kann (21, 27, 151, 205,
244, 250, 252, 259). Aufgrund der kationischen Struktur und der vergleichbaren
Wirkungsweise der beiden Substanzen ist es durchaus vorstellbar, dass eine
Exposition gegeniiber sub-lethalen Chlorhexidinkonzentrationen ebenfalls zu einer
Verdnderung der Empfindlichkeit der Zellen gegeniiber hBD-3 fiihren kann. Diese
Theorie wird durch die Hypothese gestiitzt, dass fiir beide kationischen Wirkstoffe
vergleichbare  Resistenzmechanismen  existieren wie  beispielsweise eine
Veranderung der Ladung auf der Zelloberfliche oder die Expression von
Effluxpumpen (sieche Abschnitt Originalarbeiten; Publikation ,,Skin bacteria after

chlorhexidine exposure — Is there a difference in response to human B-Defensin-3).

Untersuchungen zu einer moglichen Verdnderung der bakteriellen Empfindlichkeit
gegeniiber hBD-3 nach Chlorhexidinexposition fehlen bislang in der Literatur. Fiir
Chlorhexidin konnte eine {iberlegene Wirksamkeit in der Katheterpflege
nachgewiesen werden (sieche 1.3.2), und es wurde gezeigt, dass dieser Wirkstoff {iber
mehrere Tage auf der Haut verbleiben kann (z. B. unter einem Verband, da der
Wirkstoff an diesen Stellen nicht abgewaschen wird). Dariiber hinaus wurde
nachgewiesen, dass die hBD-3-Konzentration auf der Haut nach der Durchtrennung
der Hautbarriere ansteigt (239). Somit ist die Fragestellung von klinischer Relevanz,

da davon auszugehen ist, dass bei einer Verwendung von Chlorhexidin wéhrend der
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Katheterisierung, beide Substanzen parallel an der Punktionsstelle auf der Haut

vorkommen.

1.8 Zielsetzung

Das iibergeordnete Ziel dieser Arbeit stellt die Optimierung der Hautantiseptik dar.
Als Grundlage fiir In-vivo-Wirksamkeitsstudien verschiedener antiseptischer
Losungen soll zundchst eine Metaanalyse zur Quantifizierung und Kartierung der
aeroben Hautflora des menschlichen Korpers durchgefiihrt werden, anhand derer die

Auswabhl geeigneter, klinisch relevanter Hautareale erfolgt.

Die Quantifizierung der aeroben Hautflora ist das primére Ziel der ersten In-vivo-
Studie. Dariiber hinaus stellen sowohl die Identifizierung von Einflussgrof3en fiir die
Quantitdit der aeroben Hautflora als auch die Etablierung eines optimierten
Verfahrens zur Hautantiseptik weitere wichtige Ziele dieser Arbeit dar. Das
optimierte Verfahren soll aus einer Kombination der bestwirksamen Alkohollosung
und der optimalen Einwirkzeit bestehen. Zusétzlich sollte eine Rangfolge der

wichtigsten Einflussgrof3en fiir die Hautantiseptik identifiziert werden.

Das optimierte Verfahren ist in einer Nicht-Unterlegenheitsuntersuchung (non-
inferiority test) in vivo gegen das von der DGHM vorgegebene Referenzverfahren zu
testen. Dabei ist das Ziel, bei einem Nachweis der Nicht-Unterlegenheit des neu
etablierten Verfahrens mit einer signifikant kiirzeren Einwirkzeit eine gleichwertige
Reduktion der Hautflora zu erreichen und damit eine zeitsparende Alternative fiir die
klinische Praxis bei vergleichbarem Schutz des Patienten vor Infektionen zu
ermdglichen. Des Weiteren ist anhand dieser Untersuchungen festzustellen, welche
Einwirkzeit die Grenze fiir den Nachweis der Nicht-Unterlegenheit darstellt, um so
fiir die bestwirksame Alkoholldsung eine evidenzbasierte Mindesteinwirkzeit zu

definieren.

Als Basis flir eine In-vivo-Langzeituntersuchung sollte die Neutralisierung des

ausgewdhlten nicht-fliichtigen Wirkstoffs Chlorhexidindigluconat in vitro erfolgen,
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da diese essentieller Bestandteil von Wirksamkeitsuntersuchungen von Antiseptika/
Desinfektionsmitteln mit Langzeiteffekt ist, um falsch-positive Ergebnisse zu
verhindern.  Primédres Ziel ist dabei die Identifizierung geeigneter
Neutralisierungssubstanzen. Des Weiteren sind jedoch zusétzlich relevante Faktoren
beziiglich der Neutralisierungsvalidierung zu bestimmen, die fiir die Generierung
valider Wirksamkeitsdaten essentiell sind. Diese Faktoren sind z. B. die Standzeit der
Losung, die Verwendung von Tragermaterialien und die Wahl der Mikroorganismen.
Der Effekt von CHG auf die Rekolonisation der Haut unter einer sterilen Abdeckung
iiber 72 h zur Optimierung des bestwirksamen antiseptischen Verfahrens ist auf zwei
Hautarealen in vivo zu untersuchen, da z. B. bei der Katheterpflege sowohl eine
schnelle Sofortwirkung des Antiseptikums als auch eine Verminderung der

Rekolonisation der Haut iiber mehrere Tage von entscheidender Bedeutung ist.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit besteht darin, einen mdglichen Einfluss einer
Exposition verschiedener klinischer Staphylococcus spp.-Isolate gegeniiber sub-
lethalen CHG-Konzentrationen {iiber drei Tage, auf die Sensitivitit gegeniiber

humanem B-Defensin-3 bei zu analysieren.
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2 Material & Methoden

2.1

2.1.1

2.1.2

Material

Bakterienstimme

Candida albicans ATCC 10231

Corynebacterium jeikeium ATCC 43734
Micrococcus luteus ATCC 4698

Staphylococcus aureus ATCC 6538
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Staphylococcus capitis subsp. capitis ATCC 27841
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Staphylococcus epidermidis ATCC 14990
Staphylococcus, warneri ATCC 27836
Staphylococcus warneri ATCC 155

Antiseptische Losungen

Alle alkoholischen Losungen wurden bei der Firma BODE Chemie GmbH

hergestellt. Die Wirkstoffe wurden gemal3 der internen Spezifikation analysiert und

freigegeben.

CHG (Evonik Degussa GmbH, Hanau, Deutschland)

n-Propanol (BASF, Ludwigshafen, Deutschland)

Ethanol (Euro Alkohol GmbH, Liidinghausen, Deutschland & sowie

Briiggemann Alcohol Heilbronn GmbH, Heilbronn, Deutschland)
iso-Propanol (Sasol Solvents Germany GmbH, Hamburg, Deutschland)

Der Gehalt der alkoholischen Losung wurde mittels gaschromatographischer

Analyse mit einem internen Standard untersucht:
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- Gaschromatograph: PerkinElmer Clarus-Serie oder Autosystem XL
(PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, USA) mit einem FID-Detektor

- Kapillarsdule: 30 m x 0,25 mm, belegt mit 1,0 um 14 %
Cyanopropylphenyl - 86 % Dimethylpolisiloxane

- Ofentemperatur: 90 °C; mit 30 °C/min auf 180 °C; 1,0 min isotherm

- Injektor 250 °C

- Detektor 260 °C

- Trégergas: Helium, 100 kPa

- Split 100 ml/min

- Dosiervolumen 1,0 pl

Der Gehalt an CHG wurde mittels UV/Vis-Spektroskopie bestimmt. Dazu wurde die
Absorption  des  Chlorhexidindigluconat in  wissriger  LOosung  am
Absorptionsmaximum bei 254 nm gemessen (UV/Vis Photometer, PE Lambda 2,
PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, USA). Als Referenzsubstanz wurde

Chlorhexidindiacetat eingesetzt.

2.1.3 Nahrlosungen

e Casobouillon (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland)
e Miiller-Hinton-Bouillon (DIFCO, Augsburg, Germany), supplementiert mit
3 % NaCl

2.1.4 Nahrboden

e CASO-Agar (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland)

e CASO-Agar mit Enthemmungsmittel; 0,1 % L-Histidin, 0,3 % Lecithin und
3 % Polysorbat 80 (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland)

e Kanamycin-Aesculin-Azid Agar/Trockensubstanz (Merck KgaA, Darmstadt,
Deutschland)

e Mannitol-Salzagar (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland)
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2.1.5

Neutralisieungssubstanzen

Neutralisierungsgemisch A:

3 % Polysorbate 80 (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland)

0,3 % Lecithin (SERVA Electrophoresis GmbH; Heidelberg, Deutschland)
0,1 % L-Histidin (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland)

0,5 % Natriumthiosulfat (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland)

3 % Saponin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

1 % Natriumlaurylethersulfat (Cognis GmbH, Mohnheim am Rbhein,
Deutschland)

Neutralisierungsgemisch B:

2.1.6

2.1.7

3 % Polysorbate 80 (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland)

0,3 % Lecithin (SERVA Electrophoresis GmbH; Heidelberg, Deutschland)
0,1 % L-Histidin (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland)

0,1 % L-Cystein (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland)

Abstrichtupfer

CultureSwab ohne Medium (Becton Dickinson; Darmstadt, Deutschland)

Chemikalien fiir die Gram-Fiarbung / Mikroskopie

Grams Kristallviolettlosung (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland)

Lugolsche Losung (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland)

Grams Safraninlosung (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland)

Immersionsdl (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland)

2.1.8

2.1.9

Stammhaltung

CRYOBANK-System (MAST Diagnostica Laboratoriumspraparate GmbH,
Reinfeld, Deutschland)

Weitere verwendete Materialien

Humanes B-Defensin 3 (RELIATech, Braunschweig, Deutschland)
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e Staphytect™ plus test (Oxoid Deutschland GmbH; Wesel, Deutschland)

e API ID 32 Staph-test (bioMérieux Deutschland GmbH, Niirtingen,
Deutschland)

e QIAGEN Tissue Purification Kit® (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland)

e Taq DNA polymerase (NE Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland)

e Macherey-Nagel NucleoSpin Extract IT Kit® (Macherey-Nagel GmbH & Co.
KG, Diiren, Deutschland)

e EB-Puffer® (QIAGEN, Hilden, Deutschland)

¢ Quick Start Kit (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland)

e SLS® (Beckman-Coulter , Krefeld, Deutschland)

e Oxacillin (InfectoStaph, Infectopharm; Heppenheim, Deutschland)

2.2 Methoden

Die [In-vivo-Studien wurden von der Freiburger Ethikkommission genehmigt
(Freiburger Ethik-Kommission GmbH International, Freiburg, Deutschland;
Studiennummer: 07/2064). Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Probandenversuche wurden in Anlehnung an die Standardmethode der DGHM zur
Priifung von Hautantiseptika im praxisnahen Versuch mit Probanden durchgefiihrt

(66).

In dieser Arbeit wurde nur die aerobe Hautflora und deren Reduktion in vivo
bestimmt, da die anaerobe Hautflora fiir die postoperativen Wundinfektionen und die
gefiaBBkatheterassoziierten Infektionen nur eine untergeordnete Rolle spielt. Die
aerobe Hautflora ist fiir die Hautantiseptik und damit auch fiir die Préavention dieser

Infektionen von wesentlich hoherer klinischer Bedeutung.
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2.2.1 Metaanalyse zur Generierung einer quantitativen Kartierung der

aeroben Hautflora

Fir die Metaanalyse zur Generierung einer quantitativen Kartierung der aeroben
Hautflora wurde elektronisch und manuell nach Publikationen und experimentelle /n

vivo-Studien zur Dichte der Hautflora gesucht.

Die Literatursuche war beschriankt auf deutsch- und englischsprachige Publikationen
und wurde zwischen April und August 2006 durchgefiihrt. Fiir die elektronische
Suche wurde {iber Pubmed in der Datenbank MEDLINE gesucht (in der Suche
wurde der Zeitraum von 1950-2006 eingeschlossen) (161). Zusidtzlich wurde eine
elektronische Suche aller Publikationen, die bis August 2006 im Campus Katalog
Hamburg (Staats- und Universitéitsbibliothek Hamburg Carl von Ossietzky;
Universitit Hamburg; https://kataloge.uni-hamburg.de), im Web-Portal des
Gemeinsamen Bibliotheksverbundes der Lander Bremen, Hamburg, Mecklenburg-
Vorpommern, Niedersachsen, Sachsen-Anhalt, Schleswig-Holstein, Thiiringen und
der Stiftung PreuBischer Kulturbesitz (http://www.gbv.de/vgm) und auf dem Online-
Publikationsserver ~ OPUS (Universitdit ~ Hamburg;  http://www.sub.uni-
hamburg.de/opus) verfiigbar waren, durchgefiihrt. Fiir die elektronische Suche wurde
folgende Stichworter in Englisch (flir die deutschsprachige Literatur in Deutsch)
verwendet: skin bacteria, cutaneous microflora; skin flora; skin microbiology, skin

disinfection, skin antisepsis.

Zusitzlich zu der elektronischen Suche wurde das Publikationsarchiv der Firma
BODE Chemie GmbH (Hamburg) nach allen Studien zur Hautfloradichte per Hand
durchsucht (Zeitschrift: Hygiene & Medizin (1976-2006) sowie Einzelausgaben

anderer Zeitschriften aus dem Fachbereich Mikrobiologie und Hygiene).

Anhand der Zusammenfassung der Artikel wurde entschieden, ob ein Artikel in die

detaillierte Bewertung mit eingeschlossen wurde.

In Abbildung 6 ist der Auswahlprozess der Studien dargestellt. Es wurden 83 Studien

fiir einen moglichen Einschluss in die Metaanalyse ausgewihlt (3, 4, 9, 11, 14, 16-
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18, 20, 22, 32, 34-36, 41, 42, 46, 47, 53-55, 71, 76, 77, 80-83, 86, 87, 90, 91, 99,
106-109, 114, 123, 124, 126, 129-131, 133, 143-147, 152, 159, 162-167, 175, 176,
181, 182, 184, 193-195, 211, 214, 215, 218-220, 222, 229, 230, 232-234, 236, 240,
242, 255, 263).

Nach Sammlung aller verfligbaren Daten wurden Studien eingeschlossen, die die
folgenden Kriterien erfiillten:

e Verwendung einer Tupfer- oder “cup scrub”-Methode fiir die Gewinnung der

Hautflora

e Angabe beziiglich der KBE pro definiertem Hautareal

e Angabe zur bestimmten Hautflora (z. B. aerob/anaerob)
Insgesamt wurden 11 Studien in die Metaanalyse eingeschlossen (4, 34, 36, 90, 123,
167, 182, 234, 236, 242, 263). Die Auswertung wurde anhand der KBE/cm?
durchgefiihrt, bei Angabe mehrerer Werte in einer Studie wurde der Mittelwert fiir

jedes Hautareal bestimmit.
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Electronic search

Manual search (BODE-archive)

n=5

n=77
|
¥ v
In hiouse-archive External sources
n=233 n= 44

{including. 5 diss ertations)

v

n=ag2

Potentially relevant studies idertified and screened for retrieval

Additional studies from reference lists
n=1

Studies for detailed evaluation of

n==83

compliance with inclusion criteria

¥

Studies excluded from meta-analysis due tothe following reasons

n=649

= Results obtained with a non-comparable method (n = 31)

= Results ambigous presented (e.g. CFU count without
corresponding skin area or results presented as geometric mean)

{n=19)

= Studies limited for specific species in=11)
= volunteers with skin diseases included (n= 3)

= Studies regarding microbial flora only on the hands (n = 4)

= Study in neonates (n = 1)

Studies fulfilling the inclusion criteria

n=14

¥

Studies withdrawn becaus e data were published in duplicate
(data were included only once in meta-analysis)

n=3

Studies included in meta-analysis

n=1

Abbildung 6: Prozess der Studienauswabhl fiir die Metaanalyse

2.2.2 Invivo-Bestimmung der Dichte der Hautmikroflora

2.2.2.1 Probandenkollektiv

Insgesamt nehmen 180 freiwillige Probanden an der Studie teil; davon waren 95

weiblich und 85 maénnlich. Jede Person durfte mehrmals teilnehmen; die maximale

Anzahl der Teilnahmen war auf 9 begrenzt. Ein Zeitintervall von mindestens 7 Tagen

lag zwischen den Tests an einem Probanden.

Ausschlusskriterien fir die Teilnahme an der Studie waren:

— Alter unter 18 Jahre

n,

— vorliegende Hauterkrankungen auf den zu testenden Hautarealen,

— antibiotische Therapie oder antiseptische Behandlung 7 Tage vor dem

Versuch.
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2.2.2.2 Durchfiihrung der Versuche zur Bestimmung der Dichte der

Hautmikroflora

Die Dichte der Hautmikroflora wurde auf der Stirn, dem Bauch, dem Nacken und im
Lumbalbereich bestimmt. Dabei war neben der Quantifizierung das Ziel,

Einflussgrofen auf die Dichte der Mikroflora zu identifizieren.

Auf jedem dieser vier Hautareale wurden vier 5 cm® groBe Testfelder markiert (auf
der Stirn nebeneinander; auf allen anderen Hautarealen in rechteckiger Anordnung;
siche Abbildung 7). Es erfolgte eine randomisierte Zuordnung der Felder zur
Entnahme des Vorwertes, um einen systematischen Fehler durch eine festgelegte
Lokalisation der Testfelder auszuschlieBen (188). Bei den Untersuchungen auf der

Stirn wurden die Haare gegebenenfalls mit Klammern aus dem Gesicht ferngehalten.

Vor jeder Probennahme wurden die Testfelder mit einer sterilisierten
Metallschablone und Stempelfarbe markiert, um die Beprobungsflichen zu
begrenzen. Das jeweilige 5 cm” groBe Testfeld wurde mit einem zuvor in Bouillon
angefeuchteten sterilen Tupfer mit 30 Tupferabstrichen unter mdoglichst
gleichmaBigem Anpressdruck innerhalb von etwa 10-12 Sekunden abgerieben.
AnschlieBend wurde die Tupferspitze in ein steriles Probengefdll mit 5 ml CSL
supplementiert mit 3 % Polysorbat 80, 0,3 % Lecithin, 0,1 % L-Histidin, und 0,1 %
L-Cystein (66) gebrochen und fiir 30 Sekunden gevortext. Bis zur Ausplattierung
erfolgte eine Lagerung der Proben bei 2 bis 8 °C fiir maximal 3 Stunden (108, 189).
Unmittelbar vor dem Anlegen einer Verdiinnungsreihe wurde jede Probe erneut fiir 5
Sekunden gevortext. Jeweils 0,5 ml der Probe sowie Aliquote entsprechender
Verdiinnungen wurden jeweils in einer Doppelbestimmung auf Casein-Pepton-
Sojapepton-Agar (CASO-Agar, Merck KgaA; Darmstadt; Deutschland) ausplattiert.
Nach der Inkubation der Agarplatten (aerob; 48 Stunden bei 37 + 2 °C) erfolgte die
Quantifizierung der KBE auf jeder Platte. Es wurden alle Platten mit einer Dichte

von 15 bis 300 KBE in die Bewertung mit eingeschlossen.

Die bestimmten KBE/cm® wurden logarithmiert und die Mittelwerte der logjo

KBE/cm® berechnet. Lagen die Werte von zwei aufeinanderfolgenden



Material & Methoden 43

Verdiinnungsschritten innerhalb der Grenzen fiir die KBE / Agar-Platte, wurde der

gewichtete Mittelwert bestimmt.

2.2.2.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS13.0 oder 15.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA). Die Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen wurden mittels einer
Varianzanalyse bestimmt. Bei einem signifikanten Unterschied (p < 0,05) wurde fiir

einen Vergleich ein zweiseitiger, ungepaarter t-Test durchgefiihrt.

2.2.2.4 Weitere verwendete Methoden

Die weiteren verwendeten Methoden sind im Detail in den jeweiligen Publikationen

beschrieben (sieche Abschnitt Originalarbeiten).

Die Auswabhl der zu testenden, klinisch relevanten Hautareale erfolgte auf Basis der
Metaanalyse zur Dichte der aecroben Hautflora. Die Stirn, das Abdomen, der Nacken
und der Lumbalbereich erwiesen sich als geeignete Testareale fiir die anschlieBenden
In-vivo-Studien. Zur besseren Ubersicht wird in Abbildung 7 die Verteilung der
Testfelder fiir die experimentellen [In-vivo-Studien mit alkoholisch-wissrigen

Losungen beispielhaft graphisch dargestellt:
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Abbildung 7: Verteilung der Testfelder in den experimentellen /n-vivo-Studien mit alkoholisch-
wissrigen Losungen (ohne CHG) beispielhaft fiir einen Probanden dargestellt (sieche auch
Abschnitt Originalarbeiten; ,,Alcohols for skin antisepsis at clinically relevant skin sites*;

»vergleich der Wirksamkeit von 89,5 % 1-Propanol bei kurzen Anwendungszeiten mit dem

Referenzverfahren der DGHM-Methode“ ).

Als Basis fiir die /n-vivo-Wirksamkeitsstudien wurde fiir die hochste gewéhlte CHG-
Konzentration (2 %; siehe Abschnitt Originalarbeiten; Publikation ,,Alcohols for skin
antisepsis at clinically relevant skin sites®) ein geeignetes Neutralisierungsgemisch
identifiziert. Da die ASTM-Methode zur Neutralisierungsvalidierung wesentlich
praxisorientierter ist als die Methode in der europdischen Norm, wurde in dieser
Arbeit diese Methode gewéhlt. Die Durchfithrung der Neutralisierungsvalidierung
erfolgte in vitro mit 5 verschiedenen Bakterienspezies, die hdufig auf der humanen
Haut vorkommen(siehe Abschnitt Originalarbeiten; Publikation ,,Pitfalls in efficacy
testing — how important is the validation of neutralization of chlorhexidine
digluconate?*). Dabei waren neben der Wahl des richtigen Gemisches der
Neutralisierungssubstanzen verschiedene Parameter zu identifizieren, die das
Ergebnis einer Wirksamkeitsuntersuchung signifikant beeinflussen konnen. Das
validierte Verfahren war die Basis fiir die Priifung der Hemmung der Rekolonisation

der Hautflora durch CHG in vivo (s. u.).
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Die Reduktion der aeroben Hautflora auf den gewihlten Hautarealen (s. 0.) durch
wissrige Losungen der in der Antiseptik bereits verwendeten Alkohole (Ethanol, iso-
Propanol und n-Propanol) wurde in einer doppelt-verblindeten /n-vivo-Studie mit
180 Probanden untersucht. Die Einteilung in insgesamt 9 Versuchsblocke mit jeweils
20 Probanden ermoglichte die Untersuchung der Sofortwirkung dreier
unterschiedlicher ~ Alkoholkonzentrationen = sowie  dreier  unterschiedlicher
Einwirkzeiten. Jeder der 20 Versuche in einem Versuchsblock beinhaltete die

Anwendung der drei unterschiedlichen Alkohole parallel an einem Probanden.

Zum Vergleich der Wirksamkeit der wirksamsten Alkohollosung aus dieser Studie
mit dem in Deutschland zurzeit geltenden Standardverfahren der DGHM fiir die
Hautantiseptik, erfolgte eine Nicht-Unterlegenheitsuntersuchung. In zwei
Teilschritten wurde die Wirksamkeit bei 4 und 3 sowie 2 und 1 Minuten Einwirkzeit
mit dem 10-miniitigen Standardverfahren auf Nicht-Unterlegenheit gepriift. Als
MafBstab fiir die Auswertung wurde festgelegt, dass das neu etablierte Verfahren in
Bezug auf die Reduktion der Hautflora dem Referenzverfahren nicht unterlegen sein
durfte, um eine vergleichbare Wirksamkeit bei wesentlich verkiirzter Einwirkzeit
nachzuweisen (sieche Abschnitt Originalarbeiten; ,,Vergleich der Wirksamkeit von
89,5 % 1-Propanol bei kurzen Anwendungszeiten mit dem Referenzverfahren der

DGHM-Methode*).

Dariiber hinaus wurde in einer Doppelblindstudie die Wirksamkeit der
bestwirksamen Alkoholldsung, supplementiert mit 2 %CHG, auf die Hemmung der
Rekolonisation der aeroben Hautflora auf dem Nacken und den Oberarmen iiber
einen Zeitraum von 72 h bestimmt (siche Abschnitt Originalarbeiten; Publikation
»Alcohols for skin antisepsis at clinically relevant skin sites®). Diese beiden
Hautareale wurden gewéhlt, da sie in enger Nachbarschaft zu Arealen liegen, die bei
der Katheterisierung eine wichtige Rolle spielen und da eine sterile Abdeckung iiber

den gewihlten Zeitraum problemlos mdglich war.

Um eine mogliche Verbindung zwischen der Verwendung des CHG in der

Hautantiseptik und dem auf der Haut natiirlicherweise vorkommenden
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antimikrobiellen Peptid hBD-3 zu untersuchen, wurden [In-vitro-Studien mit
verschiedenen klinischen Isolaten und ATCC-Stdmmen von Staphylococcus spp.
durchgefiihrt. Ziel dieser Studien war es, die Reduktion zwischen CHG-exponierten
und nicht exponierten Zellen der gleichen Stimme iiber einen definierten Zeitraum
zu vergleichen (siehe Abschnitt Originalarbeiten; Publikation ,,Skin bacteria after

chlorhexidine exposure — Is there a difference in response to human B-Defensin-37¢).
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3 Ergebnisse

Die Ergebnisse der Metaanalyse zur Generierung einer quantitativen Kartierung der
aeroben Hautflora und der In vivo-Untersuchung der Hautfloradichte werden in
diesem Abschnitt mit aufgefiihrt. Weitere Ergebnisse dieser Arbeit sind in den vier
Publikationen im Abschnitt Originalarbeiten enthalten; die wichtigsten Ergebnisse
dieser Arbeiten werden im Folgenden erginzend in einem Uberblick

zusammengefasst dargestellt.

Die Ergebnisse der Metaanalyse zeigten, dass deutliche Unterschiede in der Quantitit

der aeroben Hautflora zwischen einzelnen Korperarealen bestehen (sieche Abbildung
8).

Cranium (s=2; n=44): 743.500
Forehead (s=4; n=81): 177.000

Scapular area/deltoid area (s=1; n=44): 2.200

Subclavia (s=1; n=22): 7.200 Upper back (s=1; n=22): 12.000

Axilla (s=3; n=93): 47.619
Back (s=4; n=117): 300

mbr area (s=1; n=22): 5.800

Chest (s=1; n=22) : 15.000
Arm (5=7; n=501): 1.500
Abdomen {s=1; n=22): 2.700

Palm (s=1; n=22): 980

Leg* (s=3; n=197): 1.100

Dorsum of foot {s=1; n=22): 860
Sole of foot (s=1; n=22): 210.000

s = number of included studies for calculation of the median

n = total number of samples

*Results grouped for samples obtained from the thigh upper and lower front; thigh back, shin
and calf

Abbildung 8: Ergebnisse der Metaanalyse fiir die Quantifizierung der aerobe Hautmikroflora,

dargestellt als Median der Mittelwerte der KBE/cm’ (nicht geschlechtsspezifisch)

Im Rahmen der In-vivo-Studie zur Hautantiseptik (siehe Originalarbeiten;
Publikation ,,Alcohols for skin antisepsis at clinically relevant skin sites*) erfolgte
parallel zu den Wirksamkeitsuntersuchungen die Quantifizierung der aeroben

Hautflora. Dabei zeigten sich ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen den
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Hautarealen Stirn, Abdomen, Nacken und Lumbalbereich (ANOVA; p <0,001). Die
hochste Mikrofloradichte wurde auf der Stirn gefunden (log;o-Mittelwert = 3,69 +
1,00 KBE/cm?). Obwohl unterschiedliche physiologische Bedingungen auf der Haut
vorliegen, konnte zwischen der Hohe der Vorwerte auf dem Nacken und dem
Abdomen kein signifikanter Unterschied (3,00 £ 0,90 KBE/cmz; 298 + 0,74
KBE/cm?; p = 0,998) nachgewiesen werden. Das Hautareal, mit der niedrigsten
Dichte der Hautflora war der, bislang in Deutschland als fiir die Antiseptik kritisch

angesehene, Lumbalbereich mit einem mittleren log;o Vorwert von 2,35 £ 0,70.

Bei einer Gruppierung der medialen bzw. lateralen Testfelder auf der Stirn sowie der
beiden kranial gelegenen und der kaudal gelegenen Testfelder auf dem Nacken,
konnten signifikante Unterschiede zwischen den Lokalisationen innerhalb des
entsprechenden Areals nachgewiesen werden. Die Hautflora war auf der Stirn medial
signifikant hoher als lateral und auf dem Nacken kranial hoher als kaudal (siche
Tabelle 1). Auf anderen Arealen oder bei anderen Gruppierungen der Testfelder
wurden keine signifikanten Unterschiede gefunden. Des Weiteren zeigten sich keine

signifikanten Unterschiede zwischen rechter und linker Korperhélfte.

Mittelwert log;y KBE/cm® (+ Standardabw.)

Hautareal Alle Testfelder Testfelder Wert*
Testfelder (lateral) (medial) P
Stirn 3,69 = 1,00 3,47+ 1,01 3,92 £0,96 0,002
Testfelder Testfelder
(kranial) (kaudal)
Nacken 3,00 = 0,90 3,16 £ 0,87 2,79+ 0,90 0,006
Bauch 2,98 + 0,74 2,88+ 0,70 3,07+0,76 0,088
Lumbalbereich 2,35+ 0,70 2,26 + 0,66 2,45+ 0,74 0,072

Tabelle 1: Vergleich der mittleren log;y KBE/cm’ auf unterschiedlichen Testfeldern fiir jedes
Hautareal (n = 180); * t-Test

Bei Minnern konnte auf allen Hautarealen eine hohere Mikrofloradichte im
Vergleich zu der Dichte auf der Haut der weiblichen Probanden nachgewiesen

werden (p < 0,001; t-Test) (siche Tabelle 2).
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Mittelwert log, KBE/cm® (+ Standardabw.)
Hautareal Probanden Probanden p-Wert*
n = 85 n =95
Stirn 3,85+0,91 3,53 £1,07 0,033
Nacken 3,33+0,95 2,70+ 0,74 < 0,001
Bauch 3,45+£0,57 2,57+ 0,62 < 0,001
Lumbalbereich 2,48 + 0,67 2,23+0,72 0,017

Tabelle 2: Vergleich der mittleren log;) KBE/cm” zwischen minnlichen und weiblichen

Probanden fiir jedes Hautareal (n = 180); * t-Test

Im  Vorfeld zu den  In-vivo-Studien wurde im  Rahmen  der
Neutralisierungsvalidierung fiir 2% CHG in n-Propanol (89,5 %; V/V) ein
geeignetes, gegeniiber den zu testenden Mikroorganismen nicht toxisches, Gemisch
verschiedener Neutralisierungssubstanzen identifiziert. Dieses
Neutralisierungsgemisch war auch nach einer dreistiindigen Kiihllagerung mit einem
Tupfer als Tragermaterial im Test effektiv. Micrococcus luteus zeigte sich als
besonders empfindliches Bakterium, bei dem zwar eine Abnahme der lebenden
Zellen nach 3 h Lagerung gemessen werden konnte, die allerdings nicht signifikant
war. In einem zusitzlich durchgefiihrten Test ohne Tupfer als Trigermaterial
(,, worst-case “-Szenario im Suspensionsversuch) war keine valide Neutralisierung
nachzuweisen. Dieser Test hatte jedoch fiir die Validitdt der Ergebnisse der /n-vivo-
Studie keine unmittelbare, praktische Relevanz, da die eingesetzten Mengen des
Antiseptikums wesentlich hoher lagen als in der spéteren Studie (ausfiihrliche
Ergebnisdarstellung siehe Abschnitt Originalarbeiten; Publikation ,,Pitfalls in
efficacy testing — how important is the validation of neutralization of chlorhexidine
digluconate?). Es ist jedoch davon auszugehen, dass wenn die Neutralisierung unter

diesen Bedingungen wvalide ist, auch unter den Versuchsbedingungen keine

Beeinflussung des Ergebnisses durch CHG-Riickstédnde zu erwarten ist.

In der Studie zur Identifizierung der am besten wirksamen Alkohollosung (siche
Publikation ,,Alcohols for skin antisepsis at clinically relevant skin sites®) mit
insgesamt 180 Probanden reduzierte 89,5 %iger n-Propanol die residente, aerobe
Hautflora am effektivsten. Die in dieser Studie erstmals erstellte Rangfolge der

Einflussgrofen fiir die Hautantiseptik zeigte, dass insgesamt die Art des Alkohols
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den grofiten Einfluss auf die Wirksamkeit hatte (n-Propanol > iso-Propanol >
Ethanol), gefolgt von der Konzentration der Ldosung (89,5% > 70% > 60). Den
geringsten Einfluss hatte bei dieser Untersuchung die Einwirkzeit. In einer post-hoc-
Analyse zeigte sich, dass n-Propanol auf der Stirn, dem Abdomen und dem Nacken
unabhingig von der Konzentration und der Einwirkzeit signifikant wirksamer war als
iso-Propanol und Ethanol (p <0,001). Die hochste Konzentration (89,5 %) erwies
sich unabhdngig von der Art des Alkohols und der Einwirkzeit als effektivste
Konzentration. Die Wirksamkeit nahm insgesamt mit einer ldngeren Einwirkzeit zu,
wenn die Ergebnisse unabhidngig von der Art des Alkohols und der Konzentration

betrachtet wurden.

Ein interessanter Aspekt bei der Auswertung war, dass sich trotz gleich hoher
Ausgangskeimzahlen zwischen Abdomen (2,98 + 0,74) und Nacken (3,00 £ 0,90)
(siehe Seite 47) in der Wirksamkeitspriifung der alkoholischen Losungen signifikante
Unterschiede zwischen beiden Arealen zeigen lieBen (Beispiel: 89,5 % Ethanol, 2
Minuten EWZ; 1,40 = 0,74 vs. 2,50 + 0,78; p < 0,001). Des Weiteren zeigte sich eine
fast vollstindige Reduktion der Hautflora in dem ohnehin sehr niedrig besiedelten
Lumbalbereich mit allen drei Alkoholen insbesondere bei einer Konzentration von
89,5 %. Hier ist davon auszugehen, dass ein durch dieses antiseptische Verfahren
nicht weiter zu reduzierendes Minimum der aeroben Mikroflora erzielt werden
konnte (ausfiihrliche Ergebnisdarstellung siehe Abschnitt Originalarbeiten;

Publikation ,,Alcohols for skin antisepsis at clinically relevant skin sites*).

In einer weiteren In-vivo-Studie auf den Oberarmen und dem Nacken zeigte sich,
dass die Rekolonisation der aeroben Hautflora unter einer sterilen Abdeckung iiber
einen Zeitraum von 72 h durch Zusatz verschiedener CHG-Konzentrationen (0,5; 1
und 2 %) zu einer 89,5 %igen n-Propanollosung gehemmt werden konnte. Im
Vergleich zu einer unsupplementierten n-Propanollosung erwiesen sich auf den
Oberarmen im paarweisen Vergleich alle drei CHG-Konzentrationen als signifikant
wirksamer als n-Propanol alleine; auf dem Nacken konnte dies nur fiir die
Konzentrationen 0,5 und 2 % gezeigt werden, obwohl mit der 1 %igen Losung

insgesamt nach 72 h im Mittel die hochste Reduktion erzielt wurde (ausfiihrliche
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Ergebnisdarstellung sieche Abschnitt Originalarbeiten; Publikation ,,Alcohols for skin

antisepsis at clinically relevant skin sites*).

In einer /n-vivo-Studie zur Priifung auf Nicht-Unterlegenheit bzw. Uberlegenheit der
89,5 %igen n-Propanollésung gegeniiber dem in Deutschland verwendeten
Referenzverfahren fiir die Hautantiseptik (70 % iso-Propanol; 10-miniitige
Einwirkzeit) konnten fiir normalverteilte Datensdtze die folgenden Hauptergebnisse
erzielt werden: Bei einer Einwirkzeit von mindestens 3 Minuten konnte auf allen
Hautarealen Nicht-Unterlegenheit nachgewiesen werden. Fiir kiirzere Zeiten von 2
bzw. 1 Minute war der Nachweis nur auf der Stirn, dem Abdomen und dem
Lumbalbereich zu erbringen. Dariiber hinaus konnte fiir die #-Propanollésung sogar
Uberlegenheit gegeniiber dem Referenzverfahren auf der Stirn, dem Abdomen und
dem Nacken gezeigt werden. Im Lumbalbereich zeigte sich keine Uberlegenheit der
n-Propanollosung; allerdings waren hier beide Losungen besonders effektiv und
fithrten ab einer Einwirkzeit von 3 Minuten zu einer fast vollstindigen Eliminierung
der lebenden Zellen im Probenmaterial (siche Abschnitt Originalarbeiten; ,,Vergleich
der Wirksamkeit von 89,5 % 1-Propanol bei kurzen Anwendungszeiten mit dem

Referenzverfahren der DGHM-Methode®).

Die mikrobiologische Charakterisierung und Sequenzanalyse eines intragenetischen
gyrA-Fragments ergab, dass es sich bei den klinischen Isolaten um S. capitis bzw. S.
warneri handelte. Bei zwei Isolaten (19/2 und 16/1) konnte bei der dreitigigen
Exposition gegeniiber sub-lethalen CHG-Konzentrationen ein Anstieg der minimalen
Hemmkonzentration um den Faktor 2 gezeigt werden. Bei dem dritten Isolat (19/1)
sowie S. epidermidis ATCC 12228 zeigte sich nach drei Tagen keine Verdnderung
der Empfindlichkeit gegeniiber CHG. Fiir S. aureus ATCC 6538 wurde nach einer
anfianglich nur schwachen Triibung der Bouillon bei Zusatz von 1 pg/ml CHG bei
der zweiten Passage nur ein Wachstum bei 0,5 pg/ml visuell detektiert. Bei den
Ergebnissen der Empfindlichkeitspriifung gegeniiber hBD-3 nach dreitigiger CHG-
Exposition zeigte sich kein einheitlicher Trend. Auf Basis der Daten gibt es im
Moment keine eindeutigen Hinweise, dass sich durch eine Exposition gegeniiber sub-

lethalen CHG-Konzentrationen die Empfindlichkeit gegeniiber hBD-3 éndert. In iiber
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der Hélfte der Versuche (13 von 20 Versuchen) war kein signifikanter Unterschied
zwischen CHG-exponierten und nicht-exponierten Bakterien nachzuweisen. In vier
Versuchen zeigte sich eine Abnahme der Empfindlichkeit gegeniiber hBD-3 bei
Bakterien, die zuvor gegeniiber CHG exponiert waren (in einem Fall lag die
Differenz allerdings nur bei weniger als 0,1 log;o-Stufen). Fiir beide Einwirkzeiten
wurde dies jedoch nur bei S. capitis 19/2 gezeigt. In drei Versuchen waren die CHG-
exponierten Bakterien empfindlicher gegeniiber hBD-3, wobei die Differenz in

einem Fall geringer war als 0,4 log;o-Stufen.



Diskussion 53

4 Diskussion

Als das zentrale Ergebnis dieser Arbeit ist die Rangfolge der Einflussgrofen fiir die
Hautantiseptik festzuhalten. Bislang existierte keine publizierte Studie, in der
untersucht wurde, welche der drei Variablen in der Hautantiseptik (Art des Alkohols,
Konzentration oder Einwirkzeit) den groStmdglichen Einfluss auf die Reduktion der
aeroben, residenten Hautflora hat. Fiir die Wirksamkeit eines Hautantiseptikums und
somit auch fiir die Etablierung eines optimierten Hautantiseptikverfahrens ist die
Wahl der Art des Alkohols von besonderer Bedeutung. Fiir eine optimale
Wirksamkeit ist der Einsatz von n-Propanol zu préferieren, da die anderen beiden
Alkohole in hoheren Konzentrationen bzw. mit lingeren Einwirkzeiten eingesetzt
werden miissen, um eine vergleichbare Wirksamkeit zu erzielen. Es konnte bereits in
fritheren Studien im Bereich der Handehygiene gezeigt werden, dass n-Propanol
gegeniiber der residenten Handeflora wirksamer ist als iso-Propanol. Untersuchungen
zeigten, dass wesentlich hohere Konzentrationen fiir iso-Propanol im Vergleich zu n-
Propanol notwendig waren, um eine vergleichbare Wirksamkeit zu erzielen (90 %
iso-Propanol vs. 60 % n-Propanol) (199). Dieses wurde durch Untersuchungen von
Suchomel et al. bestitigt, in denen die Wirksamkeit von 60 % n-Propanol mit der

Wirksamkeit von 70 % iso-Propanol verglichen wurde (243).

Den zweitgrofSten Einfluss auf die Wirksamkeit hat die Konzentration der
alkoholischen Losung. Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei unterschiedliche
Konzentrationen miteinander verglichen. Dabei zeigte sich, dass unabhingig von der
Art des Alkohols und der Einwirkzeit, eine Konzentration von 89,5 % (V/V)
wirksamer war als 70 % und 60 %. Eine Limitierung der Studie war, dass nicht
untersucht wurde, ob eine Konzentrationserhohung iiber 89,5 % hinaus zu einer

weiteren Wirksamkeitssteigerung fiihrt.

Die Wirksamkeit wurde bei einem Vergleich von 4, 3 und 2 Minuten am wenigsten
durch die Einwirkzeit der alkoholischen Losungen auf der Haut beeinflusst.

Allerdings konnte belegt werden, dass auch die schwécher wirksamen Alkohole iso-
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Propanol und Ethanol bei einer zunehmenden Konzentration bzw. mit einer langeren

Einwirkzeit eine zunehmend bessere Wirksamkeit zeigten.

Das Optimum fiir die Hautantiseptik stellt eine 89,5 %ige n-propanolische Losung
bei einer Einwirkzeit von 3 Minuten im Vergleich zwischen allen in dieser Arbeit
untersuchten Losungen dar. Hieraus wird deutlich, dass eine 10-miniitige
Einwirkzeit, wie sie bis Ende 2008 noch aufgrund der Arzneimittelzulassungen fiir
alle Hautantiseptika in Deutschland vorgeschrieben war, bei der richtigen Wahl des
Wirkstoffes und einer geeigneten Konzentration wissenschaftlich nicht begriindet ist

und somit nicht notwendigerweise gewahlt werden sollte.

Sieht man sich im Hinblick auf die optimierte Alkoholldsung und die Einwirkzeiten
einmal die Zusammensetzungen und die Anwendungshinweise der in Deutschland
zugelassenen Hautantiseptika genauer an, stellt man fest, dass bislang kein
zugelassenes Préparat diesem Optimum entspricht und dieses somit auf dem Markt
auch noch nicht zur Verfligung steht. Es gibt zwar wenige Préparate, die bereits mit
kiirzeren Einwirkzeiten gelistet und zugelassen sind, aber es fehlt auf dem deutschen
Markt ein Monopréparat fiir die prdoperative Hautantiseptik mit dem wirksamsten
Alkohol n-Propanol (8). Hieraus wird ein deutliches Potenzial flir Verbesserungen
ersichtlich. Das einzige n-propanolische Monopréparat hat nur eine Konzentration
von 70 % (m/m) und ist nur fiir die Hindedesinfektion und nicht fiir die prdoperative

Hautantiseptik zugelassen.

Bei den meisten zugelassenen Préparaten handelt es sich um Kombinationspréparate
mit Kombinationen aus unterschiedlichen Alkoholen mit oder ohne
Langzeitwirkstoff. In dieser Arbeit wurden nur monoalkoholische Ldsungen
untersucht, da zunichst die Frage zu kldren war, mit welchem der Alkohole die

bestmogliche Reduktion der residenten aeroben Hautflora erzielt werden kann.

Die zugelassenen Monopréparate fiir die préaoperative Hautantiseptik liegen in der
Alkoholkonzentration zwischen 62,8 % (m/m) und 85 % (m/m). Die in dieser Arbeit

untersuchte 89,5 %ige Konzentration (V/V) wurde gewdhlt, da diese
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Volumenkonzentration zu der hochsten Konzentration eines in Deutschland
zugelassenen monoalkoholischen Ethanolprdparates dquivalent ist [85 % (m/m)
Ethanol entspricht 89,5 % (V/V)]. Bei der Wahl einer geeigneten Konzentration
eines Antiseptikums ist neben der Wirksamkeit auch immer die Vertrdglichkeit zu
beriicksichtigen. So ist fiir n-Propanol beschrieben, dass es bei hdheren
Konzentrationen (137) vermehrt zu Hautirritationen kommen kann, so dass hier eine
Konzentration gew#hlt werden sollte, die auf der einen Seite in kurzen Einwirkzeiten
eine sehr gute Wirksamkeit zeigt und auf der anderen Seite gut hautvertriglich ist.
Bei der Wahl der geeigneten Konzentration ist zu beriicksichtigen, dass die
Exposition gegeniiber n-Propanol in einem Hautantiseptikum wesentlich geringer ist,
als die Exposition gegeniiber dieser Substanz in einem Hindedesinfektionsmittel, da
die Hautantiseptik in der Regel einmalig bzw. nur iiber einen sehr begrenzten
Zeitraum angewendet wird und es bei der Héndedesinfektion durchaus zu 50
Anwendungen pro Tag in der klinischen Praxis kommt. In den im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrten Studien wurden keine unerwiinschten Effekte bei der
Anwendung der gewdhlten Konzentration beobachtet, was angesichts der
Probandenzahlen nahelegt, dass selbst die hohe Konzentration von 89,5 % fiir die

Anwendung in der Hautantiseptik gut hautvertréaglich ist.

Bei den Einwirkzeiten sind bereits wenige Praparate mit Einwirkzeiten von weniger
als 10 Minuten fiir die Antiseptik auf talgdriisenreicher Haut in die VAH-Liste mit
aufgenommen. Eine Aufnahme in die VAH-Liste mit kiirzeren Einwirkzeiten
bedeutet jedoch nicht automatisch, dass das Arzneimittel dann auch fiir die
Anwendung bei kiirzeren Einwirkzeiten in Deutschland zugelassen ist, da es sich bei
der VAH-Liste lediglich um eine Zertifizierung der Desinfektionsmittel-Kommission
handelt, die von der Arzneimittelzulassung unabhingig ist. Zum Stand Februar 2010
war die kiirzeste Einwirkzeit fiir ein Hautantiseptikum auf talgdriisenreicher Haut in
der VAH-Liste 1 Minute; die meisten Pridparate sind allerdings noch mit eine 10-
miniitigen Einwirkzeit fiir die talgdriisenreiche Haut gelistet (43). In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass eine Mindesteinwirkzeit von 3 Minuten erforderlich ist,
um auch auf besonders kritischen Arealen wie dem Nacken eine ausreichende

Wirksamkeit zu gewihrleisten. Ein weiteres klinisch relevantes Ergebnis dieser
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Arbeit war, dass sich auf der Stirn auch bei einer Minute keine Nicht-Unterlegenheit
gegeniiber dem Referenzverfahren zeigen lie3, sich andere Hautareale, wie
beispielsweise der Nacken aber diesbeziiglich als wesentlich kritischer erwiesen. Das
bedeutet, dass ein Préparat, flir das auf der Stirn eine gleichwertige Wirksamkeit zu
dem Referenzverfahren gezeigt wurde, nicht unbedingt auf allen anderen
talgdriisenreichen Hautarealen ebenfalls eine gleichwertige Wirksamkeit zeigt. Somit

ist fraglich, ob eine einminiitige Wirksamkeit hier ausreichend ist.

Generell besteht entweder die Moglichkeit durch ein optimiertes Préparat insgesamt
eine bessere Wirksamkeit oder eine vergleichbare Wirksamkeit bei kiirzeren
Einwirkzeiten zu erzielen. Ziel ist eine optimale Kombination zu erreichen, so dass
bei einer ausreichend guten Wirksamkeit eine Einwirkzeit, die so kurz wie moglich

aber so lang wie notig ist, vorgegeben werden kann.

In einem Verfahren zur Ermittlung eines wirksamen Antiseptikums auf Alkoholbasis
sollte zunédchst die Art des Alkohols festgelegt werden. Die Studien im Rahmen
dieser Arbeit haben gezeigt, dass n-Propanol der wirksamste Monoalkohol fiir die
Reduktion der residenten Hautflora ist. Im zweiten Schritt ist die Festlegung einer
geeigneten Konzentration sinnvoll. Im letzen Schritt ist dann eine geeignete
Einwirkzeit zu definieren, da dieses der Faktor mit dem geringsten Einfluss auf die

Wirksamkeit gegeniiber der residenten, acroben Hautflora ist.

Neben einer schnellen Sofortwirkung spielt in der Hautantiseptik in einigen
medizinischen Bereichen, z.B. bei der Katheterpflege zentraler Venenkatheter, der
Langzeiteffekt eines Hautantiseptikums fiir die Patienten eine wichtige Rolle. So
zeigten Chaiyakunapruk et al. und Darouiche et al., dass sowohl fiir die Rate an
gefdlkatheterassoziierten Infektionen als auch fiir die Rate postoperativer
Wundinfektionen der Zusatz von Chlorhexidin zu einer alkoholischen Lésung einen
Nutzen fiir den Patienten bringt (33, 40). In Deutschland ist allerdings erst ein
einziges handelsiibliches Préparat mit Chlorhexidin in iso-Propanol als
Hautantiseptikum zugelassen (8). Dieses Prédparat enthdlt nur 0,5% CHG; eine

Konzentration, die deutlich unterhalb der von der CDC empfohlenen Konzentration
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von 2 % liegt (169). Zudem zeigte die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte
Studie, dass eine monoalkoholische n-Propanollésung iiber einen Zeitraum von 72 h
keine ausreichende Wirksamkeit (<0,5 log-Stufen) zeigt. Somit besteht auch fiir
diese Indikationen in Deutschland Verbesserungspotential, zumal entsprechende,
alkoholbasierte CHG-Priparate in anderen Ladndern bereits eingesetzt werden.
Bislang fehlten allerdings Studien, in denen systematisch unterschiedliche CHG-
Konzentrationen in alkoholischen Ldsungen in Bezug auf die Hemmung der

Rekolonisation der Hautflora miteinander verglichen werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Studie zum Vergleich unterschiedlicher
CHG-Konzentrationen auf zwei unterschiedlichen Hautarealen =zeigten eine
vergleichbare Wirksamkeit von 0,5, 1 und 2% CHG in einer 89,5 %igen n-
Propanollésung nach 72 h steriler Abdeckung. Zum einen ist denkbar, dass durch die
hervorragende Wirksamkeit die Mikrofloradichte bereits nach der Einwirkzeit so
weit reduziert wurde, dass auch eine geringe Konzentration an CHG {iber diesen
Zeitraum ausreicht, um die Rekolonisation zu reduzieren. Zum anderen gibt es
insgesamt bislang nur wenige Studien, in denen die Wirksamkeit von Chlorhexidin
in alkoholischen Losungen iiber einen Zeitraum von mehreren Tagen untersucht
wurde. Auch wenn in der Studie in dieser Arbeit nach 72 h kein Unterschied
zwischen der Wirksamkeit einer 0,5 % und einer 2 %igen alkoholischen Losung
nachgewiesen werden konnte, spricht auf Basis der Daten aus der Literatur mehr
dafiir, eine 2 %ige Losung fiir die Katheterpflege und die prdoperative Hautantiseptik

einzusetzen (siehe nachfolgende Diskussion).

Es zeigte sich in dieser Studie, dass mit der nicht-supplementierten n-Propanollosung
kaum eine Hemmung der Rekolonisation der Hautflora zu erzielen war, da die
Mikrofloradichte nach 72 h nur um 0,41 bzw. 0,28 log-Stufen niedriger lag als der
Ausgangswert. Dieses Ergebnis bestétigt das Ergebnis von Hibbard ef al. aus dem
Jahr 2002, mit dem gezeigt werden konnte, dass iso-Propanol alleine und 2 % CHG
in Wasser die Rekolonisation der Hautflora iiber einen Zeitraum von 24 h auf dem
Abdomen signifikant schlechter hemmten als eine Kombination aus iso-Propanol und

CHG (88). Bei dem Vergleich zwischen 2 % CHG in 70 % iso-Propanol und iso-
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Propanol ohne CHG =zeigte sich, dass in Bezug auf die Reduktion der
Katheterkolonisation bzw. -kontamination die CHG-haltige Ldsung signifikant

besser wirksam war (228).

In einer Studie zur Pravention der Katheterkolonisation war eine 0,5 %ige
alkoholische CHG Losung genauso wirksam, wie eine 2 %ige wissrige CHG-
Losung. Es wurde sogar eine geringere Anzahl an kolonisierten Kathetern in der
Gruppe mit der alkoholischen Losung gefunden, auch wenn der Unterschied nicht

signifikant war (256).

Das spricht insgesamt fiir eine synergistische Wirkung des Alkohols mit dem CHG.
Auf der einen Seite fithrt der Alkohol zu einer sofortigen Reduktion der
Mikroorganismen und auf der anderen Seite iibt das CHG einen Langzeiteffekt auf
die Rekolonisation der Hautflora aus. Eine mogliche Theorie ist, dass durch den
Alkohol Mikroorganismen vorgeschéddigt werden, diese sich dann aufgrund der lang
anhaltenden Exposition gegeniiber CHG nicht wieder erholen und zeitverzogert
absterben. Fiir Chlorhexidin konnte zudem von Fuursted et al. ein postantibiotischer
Effekt nachgewiesen werden. Damit ist davon auszugehen, dass es flir einen
Zeitraum von mindestens einigen Stunden zu einer Verzogerung der Rekolonisation
der Hautflora kommt, auch wenn kein Chlorhexidin mehr auf der Haut vorhanden ist
(61). Dies konnte eine mogliche Erklarung fiir die guten Resultate beziiglich der
Infektionsraten bei der Verwendung in der Katheterpflege bzw. der préoperativen

Hautantiseptik sein.

Es ist allerdings ebenfalls denkbar, dass die Art des Alkohols bzw. dessen
Konzentration ebenfalls einen Einfluss auf die benotigte CHG-Konzentration ausiibt.
Das Chlorhexidin verbleibt nach der Verdunstung des Alkohols auf der Haut und
bewirkt eine Verzogerung der Rekolonisation der Hautflora. Entscheidend fiir die
Rekolonisationsgeschwindigkeit ist vermutlich neben weiteren Faktoren auch die
Ausgangskeimzahl auf der Haut. Wird durch die Verwendung eines besonders
wirksamen Alkohols die Hautflora nun besonders stark reduziert, wird dadurch die

Quantitdt der rekolonisierenden Mikroorganismen ebenfalls beeinflusst. So besteht
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entweder die Moglichkeit, dass bei Verwendung eines besonders gut wirksamen
Alkohols bereits geringere CHG-Konzentrationen ausreichen, um die Rekolonisation
zu verzogern oder es sind nach 72 h weniger Mikroorganismen im Vergleich zu

anderen Losungen nachweisbar.

Bei der Verwendung eines anderen Alkohols als n-Propanol oder einer anderen
Konzentration besteht somit die Moglichkeit, dass bei einer 0,5 %igen CHG-Losung
nach 72 h bereits keine ausreichende Wirksamkeit mehr nachzuweisen ist. Allerdings
konnte auch fiir Ethanol, der in der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Studie
zur Identifizierung des bestwirksamen Alkohols in Bezug auf die Sofortwirkung am
schlechtesten abgeschnitten hatte, durch eine Supplementierung mit 0,5 %
Chlorhexidin gezeigt werden, dass durch Anwendung dieser Losung die Zahl der
Hautproben mit Bakterienbesiedelung signifikant geringer war als nach der

Behandlung mit 10 % Povidon-Iod (PVP-I) (211).

PVP-I zdhlt zu den antiseptischen Wirkstoffen, die neben CHG routinemiBig in der
Hautantiseptik z. B. fiir die Katheterpflege eingesetzt werden. Es wurden in einer
Vielzahl von Studien vergleichende Untersuchungen fiir die Wirksamkeit von CHG
und PVP-I durchgefiihrt. Dabei wurde gezeigt, dass CHG nicht nur besser geeignet
war, die Rate an kontaminierten Blutkulturen zu verringern (142), sondern auch die
Rate an kolonisierten Kathetern. Vallés ef al. zeigten, dass sowohl 2 % CHG in
Wasser als auch 0,5 % CHG in iso-Propanol einer 10 %igen wéssrigen PVP-I-
Losung signifikant iiberlegen waren (256); Kinirons et al. konnten ebenfalls belegen,
dass in einer Studie zur Katheterisierung bei Kindern die Rate an kolonisierten
Kathetern in der CHG-Gruppe niedriger war als in der Gruppe, deren Haut zuvor mit
10 % PVP-I antiseptisch behandelt wurde (110). Auch fiir die Antiseptik in dem in
Deutschland bislang als kritisch angesehenen Lumbalbereich zeigte sich eine
signifikant bessere Wirksamkeit fiir 0,5 % CHG in iso-Propanol, verglichen mit
10 % PVP-I in Bezug auf die Kontamination der verwendeten Nadeln mit endogenen

Mikroorganismen (160).
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Neben der Kontamination und der Kolonisation der eingesetzten Katheter ist
allerdings der wichtigste klinische Endpunkt die Vermeidung
gefiaBBkatheterassoziierter Infektionen. Auch hier zeigten verschiedene Studien den
Vorteil des Einsatzes von Chlorhexidin in der Katheterpflege. Die Zahl
katheterassoziierter Bakteridmien und die Lange der Hospitalisierung waren geringer
in der Gruppe, bei der 2 % CHG in 70 % iso-Propanol als Antiseptikum fiir die Haut
und die Desinfektion des Katheter-Anschlusses eingesetzt wurde im Vergleich zu
einer Gruppe, die eine wdssrige 10 %ige PVP-I-Losung erhielt (170). Fiir die
Desinfektion der Katheteranschlussstelle zeigten Soothill et al., dass nach einer
Umstellung von der Desinfektion mit 70 % iso-Propanol auf 2 % Chlorhexidin in
iso-Propanol die Zahl der Infektionen signifikant, auf eine Gesamtzahl von 1/4 der
zuvor gemessenen Infektionsrate, gesenkt werden konnte (237). Selbst fiir eine
Chlorhexidin-Konzentration von 0,05 % konnte Nicht-Unterlegenheit gegeniiber
10 % PVP-I in Bezug auf die katheterassoziierten Infektionen nachgewiesen werden
(94). Die wohl wichtigste Studie zum Vergleich verschiedener Antiseptika fiir die
Pravention katheterassoziierte Infektionen fithrten Chaiyakunapruk et al. durch.
Deren Metaanalyse bestétigte den signifikanten Vorteil fiir die Verwendung von

Chlorhexidin gegeniiber PVP-I (33).

Ein weiterer wichtiger klinischer Endpunkt fiir die Hautantiseptik ist die Vermeidung
postoperativer Wundinfektionen durch die Verwendung eines geeigneten
Antiseptikums. Auch hier zeigte sich in unterschiedlichen Studien die Uberlegenheit
des Chlorhexidins. Bereits 1982 wurde gezeigt, dass die Gesamtinfektionsrate nach
der priaoperativen Hautantiseptik mit 0,5 % Chlorhexidin in Alkohol im Vergleich zu
PVP-I (10 % in Alkohol) signifikant niedriger war, obwohl fiir einige spezielle
Operationsgebiete die Zahl der Infektionen in der Chlorhexidingruppe hoéher lag
(nicht signifikant) und die Autoren zusammenfassend feststellten, dass eine
Untersuchung eines grofleren Patientenkollektivs notwendig sei, um signifikante
Unterschiede zwischen den Préparaten aufzeigen zu kénnen (15). Im Jahr 2009 sind
zwei weitere wichtige Studien erschienen, in denen sich Chlorhexidin fiir die
Pravention postoperativer Wundinfektionen als vorteilhaft erwies. So zeigten

Paocharoen et al., dass nach einer Behandlung (,,scrub and paint*) mit Chlorhexidin
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die Rate an postoperativen Wundinfektionen geringer war als nach der Applikation
von PVP-I (173). Fiir die Infektionspravention nach Schulteroperationen wurde
dariiber hinaus die iiberlegene Wirksamkeit von 2 % Chlorhexidin in Alkohol im
Vergleich zu zwei lod-haltigen Préparaten gezeigt (207). Swenson et al. zeigten, dass
zwei lod-haltige Pridparate in Bezug auf die Priavention postoperativer
Wundinfektionen besser waren als ein Chlorhexidin-haltiges Praparat (246).
Darouiche et al. publizierten hingegen Anfang 2010 Ergebnisse, die einen
signifikanten Vorteil von Chlorhexidin gegeniiber einer 10 %igen PVP-lod-Losung
fiir die Pravention postoperativer Wundinfektionen belegen (40). Der Unterschied
zwischen den Untersuchungen bestand darin, dass in der Studie von Darouiche ef al.
beide Priparate parallel getestet wurden, nachdem die Patienten in dieser Studie
zufdllig zu einer Behandlungsgruppe zugeordnet wurden. In der Studie von Swenson
et al. wurde die unterschiedlichen Behandlungen jeweils iiber einen Zeitraum von 6
Monaten nacheinander eingesetzt und die Infektionsraten in diesen Zeitrdumen
miteinander verglichen. Auf Basis der Daten aus der Literatur gibt es mehr Hinweise
dafiir, dass Chlorhexidin-haltige Priparate einen Vorteil gegeniiber PVP-lod-haltigen

Préaparaten in Bezug auf die Privention postoperativer Wundinfektionen bringen.

Eine Limitierung der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Studie mit CHG war,
dass fiir die Hemmung der Rekolonisation der Hautflora nur eine Aussage nach 72 h
getroffen werden kann. Die Intervalle fiir die Katheterpflege in der klinischen Praxis
konnen aber durchaus bis zu 7 Tage betragen. Es stellt sich somit die Frage, ob auch
nach einer ldngeren sterilen Abdeckung von 4-8 Tagen alle drei CHG-
Konzentrationen in der Wirksamkeit gleichwertig sind und inwieweit die optimale
Alkohollésung in Kombination mit CHG in der Lage ist auch iiber einen noch

langeren Zeitraum die Rekolonisation der Hautflora zu hemmen.

AuBerdem wurden die Studien auf Untersuchungen zur aeroben Hautflora begrenzt,
da diese fiir die Infektionen der Patienten von entscheidender Bedeutung ist (141,
169). Ob sich die Rangfolge der EinflussgroBen, sowie die optimale

Alkoholkonzentration ebenso wie die vergleichbare = Wirksamkeit der
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unterschiedlichen CHG-Konzentrationen auch fiir die anaerobe Mikroflora der Haut

zeigen lasst, muss gegebenenfalls geklart werden.

Nachdem bereits durch Maisetta et al. nachgewiesen werden konnte, dass
Chlorhexidin und hBD-3 gegeniiber oralen Bakterien eine synergistische
Wirksamkeit zeigen, wurde im Rahmen der in dieser Arbeit durchgefiihrten
Versuche iiberpriift, ob verschiedene Staphylocoocus spp. eine verdnderte
Empfindlichkeit gegeniiber hBD-3 nach Exposition gegeniiber sub-lethalen CHG-
Konzentrationen aufweisen. Bei einer Verletzung der Hautbarriere werden
verschiedene Botenstoffe freigesetzt und es kommt zu einer Aktivierung des
Immunsystems. Daran ist auch hBD-3 beteiligt, das u. a. aufgrund seiner breiten
antimikrobiellen Wirkung selbst zur Infektionsverhiitung beitragt. Somit ist durchaus
denkbar, dass Chlorhexidin und hBD-3 z. B. bei Patienten mit einem zentralen

GefalBkatheter gleichzeitig auf der Haut vorkommen.

Auf Basis der generierten Daten gibt es keine eindeutigen Hinweise, dass eine
Exposition gegeniiber sub-lethalen CHG-Konzentrationen zu einer verdnderten hBD-
3-Empfindlichkeit fiihrt. Somit ist nicht davon auszugehen, dass es auf der Haut zu
einer Beeinflussung der hBD-3 vermittelten Immunabwehr durch die Verwendung
von CHG in der Hautantiseptik kommt. Die in einem Fall gemessene Abnahme der
Empfindlichkeit gegeniiber hBD-3 war mit 0,1 logl0-Stufen sehr niedrig, zumal in
einer vergleichbaren Methode im Europidischen Arzneibuch angegeben wird, dass
aufgrund der Genauigkeit der Methode eine Abweichung um den Faktor 2 akzeptiert
wird (39). Die Genauigkeit der Methode liegt damit mit 0,3 log-Stufen {iber der in
dem Versuch gemessenen Differenz. Die biologische Relevanz dieses statistisch
signifikanten Unterschiedes ist fraglich. Aufgrund des gewdéhlten Studiendesigns
kann nur eine Aussage fiir bestimmte Spezies und Konzentrationen getroffen werden.
Ob die Staphylokokken bei einer langeren Exposition gegeniiber CHG adaptieren
bzw. noch stéirker adaptieren und ob es dadurch zu einer verdnderten Empfindlichkeit

gegeniiber hBD-3 kommt, sollte in weiteren Studien untersucht werden.
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Untersuchungen zur Kldrung der Frage, ob die Ergebnisse auch auf andere
antimikrobielle Peptide iibertragbar sind, fehlen bislang in der Literatur. Zudem ist
noch nicht gekldart, ob andere nicht-fliichtige Wirkstoffe, wie z.B.
Octenidindihydrochlorid oder Benzalkoniumchlorid zu einer verdnderten hBD-3-

Empfindlichkeit fithren kénnen.

Es ist zu berilicksichtigen, dass die in der klinischen Praxis eingesetzten CHG-
Konzentrationen deutlich {iber den in dieser Studie gewéhlten sub-lethalen
Konzentrationen liegen. Auch in der /n-vivo-Studie mit dem optimierten Verfahren
lag die niedrigste gewihlte CHG-Konzentration mit 0,5 % deutlich oberhalb der
MHK fiir die untersuchten Spezies (0,5-2 pg/ml).

Ein bislang noch sehr wenig erforschtes Gebiet sind Kreuzresistenzen zwischen
antiseptischen bzw. bioziden Wirkstoffen und den ,klassischen* Antibiotika sowie
den natiirlichen Peptidantibiotika, die beispielsweise auf der Haut vorkommen. Auch
wenn die Einsatzkonzentrationen der bioziden Wirkstoffe in der Regel deutlich iiber
der MHK liegen, so gibt es doch verschiedene Studien, in denen bereits ein
Zusammenhang zwischen Antibiotikaresistenzen und Resistenzen gegeniiber
bioziden Wirkstoffen nachgewiesen werden konnte (253, 265). Es bleibt zu kliren,
inwieweit es zu Kreuzresistenzen kommen kann, unter welchen Bedingungen die
Resistenzbildung begiinstigt wird und bei welchen antiseptischen Wirkstoffen diese

beobachtet werden konnen.

Im Rahmen dieser Arbeit war nach der Identifizierung einer optimalen alkoholischen
Losung die Frage zu kldaren, wie die Wirksamkeit dieser Losung im Vergleich zu
dem derzeit in Deutschland vorgegebenen Referenzverfahren der DGHM gegeniiber
der aeroben residenten Hautflora zu beurteilen ist. Die Ergebnisse auf allen vier
Hautarealen belegen, dass die gewihlte 89,5 %ige n-Propanolldosung bereits bei
wesentlich kiirzeren Einwirkzeiten eine Wirksamkeit zeigt, die mit der Wirksamkeit
einer 70% igen iso-Propanollosung bei einer Einwirkzeit von 10 Minuten

vergleichbar ist.
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Es zeigten sich dabei Unterschiede in der Wirksamkeit auf den einzelnen
Hautarealen. Nachdem auf der Stirn die log;o-Reduktionen bei beiden Verfahren sehr
niedrig lagen, wurde hier sogar fiir eine einminiitige Einwirkzeit Nicht-
Unterlegenheit nachgewiesen. Das kritischste Hautareal war der Nacken. Dort war
eine Mindesteinwirkzeit von 3 Minuten erforderlich, um Nicht-Unterlegenheit
nachweisen zu konnen. Bei dieser Einwirkzeit konnte dann allerdings nicht nur
Nicht-Unterlegenheit,  sondern  sogar  Uberlegenheit  gegeniiber  dem
Referenzverfahren gezeigt werden. Da in dieser Studie nur Einwirkzeiten im Abstand
von einer Minute untersucht wurden, ist zu vermuten, dass es in dem Zeitintervall
zwischen zwei und drei Minuten Einwirkzeit einen Bereich gibt, in dem das
optimierte Verfahren mit dem Referenzverfahren gleichwertig ist. Um dieses zu
belegen sind allerdings weitere Untersuchungen bei anderen Einwirkzeiten

erforderlich.

Bei allen im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen konnte nicht bestétigt
werden, dass es sich bei dem Lumbalbereich um einen Bereich handelt, der fiir die
Hautantiseptik besonders kritisch ist. Bislang galt dieses Areal in Deutschland als
kritischer Bereich, da er zu den talgdriisenreichen Gebieten gezdhlt wurde und somit
eine 10-miniitige Einwirkzeit bis Ende 2008 fiir alle Hautantiseptika vorgeschrieben
war. Im Gegenteil dazu stehen die Versuchsergebnisse an insgesamt 220 Probanden,
aus denen hervorgeht, dass auch alkoholische Losungen, die auf anderen Arealen
eine schwichere Wirksamkeit zeigen, auf diesem Areal in der Lage sind, die
residente Hautflora so weit zu ecliminieren, dass nur noch vereinzelte Kolonien
nachweisbar waren. Da es unmoglich ist, die Hautflora vollstdndig zu eliminieren
und damit ,,Sterilitdt der Haut zu erzeugen, ist es wahrscheinlich, dass bereits bei
kurzen Einwirkzeiten ein nicht weiter zu reduzierendes Minimum (,.irreducible
minimum*®) der Hautflora erzielt wird. Somit konnte aufgrund der fast vollstindigen
Reduktion der aeroben Hautflora durch beide alkoholischen Losungen keine

Uberlegenheit fiir die n-propanolische Losung nachgewiesen werden.

In der von der DGHM vorgegebenen Methode zur Wirksamkeitstestung der

Hautantiseptika im praxisnahen Versuch mit Probanden wird 70 %iger iso-Propanol
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als Referenzalkohol verwendet. In dieser Arbeit stellte sich jedoch heraus, dass es
sich bei diesem Alkohol weder um die wirksamste Art des Alkohols noch um die
wirksamste Konzentration handelt. Da die DGHM-Methode die Basis fiir den
Wirksamkeitsnachweis im Rahmen der Zulassung der Hautantiseptika als
Arzneimittel darstellt, ist diese Alkohollosung der Standard fiir die Wirksamkeit, den
alle Priparate erfiillen miissen. Es stellt sich jedoch die Frage, ob dieser Standard
ausreichend ist. Vorstellbar ist z.B. analog zu der Referenzmethode der
chirurgischen Hindedesinfektion nach EN 12791 60 % n-Propanol bei der
Etablierung einer europdischen Methode zum Nachweis der Wirksamkeit fiir
Hautantiseptika als Referenzalkohol zu definieren. Damit wiirde der wichtigste
Einflussfaktor fiir die Wirksamkeit, die Art des Alkohols, auch in der

Referenzmethode Beriicksichtigung finden.

Eine Etablierung einer europdischen Methode fiir Wirksamkeitspriifungen fiir
Hautantiseptika ist sinnvoll, um die Wirksamkeitsanforderungen zu vereinheitlichen
und durch den Standard eine Mindestwirksamkeit zu gewihrleisten. Neben der Art
des gewdhlten Referenzalkohols sollten allerdings noch weitere methodische

Voraussetzungen bei der Etablierung einer neuen Methode beriicksichtigt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass verschiedene methodische
Details wie z. B. die Wahl des Probandenkollektivs und die Auswahl der Testareale
einen entscheidenden Einfluss auf das Ergebnis von Wirksamkeitsstudien ausiiben
konnen. Im Folgenden werden verschiedene methodische Details diskutiert, die

zukiinftig in einer Methode zur Wirksamkeitspriifung beriicksichtigt werden sollten.

Soll in eine Wirksamkeitsstudie die Untersuchung nicht-fliichtiger Wirkstoffe, wie
z. B. CHG, mit eingeschlossen werden, ist ein besonderes Augenmerk darauf zu
legen, dass keine falsch-positiven Ergebnisse durch eine nachtrdgliche Wirkung in
vitro durch verschleppte Wirkstoffreste generiert werden. Fiir die fliichtigen
alkoholischen Wirkstoffe ist diese Problematik kaum relevant, da durch den
Verdiinnungseffekt bei  der  Probennahme und  -aufbereitung  sofort

Konzentrationsbereiche erreicht werden, bei denen keine Auswirkung auf das
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Ergebnis einer Studie zu erwarten ist. Insbesondere bei nicht-fliichtigen Wirkstoffen
stellt eine Verschleppung von Wirkstoffresten allerdings ein Problem dar (100, 104,
198), da auch bei sehr geringen Konzentrationen die Ergebnisse signifikant
beeinflusst werden. Somit ist es dann nicht mehr moglich, die /n-vivo-Wirksamkeit
nach einer bestimmten Einwirkzeit zu bestimmen, da auch nach der Probennahme

noch eine weitere Reduktion der Zahl der Mikroorganismen zu erwarten ist.

Um diese In-vitro-Reduktion zu unterbinden, miissen Substanzen der
Probennahmefliissigkeit zugesetzt werden, die in der Lage sind, Reste des nicht-
fliichtigen Wirkstoffs vollstdndig zu neutralisieren. An diese Substanzen wird
allerdings neben der Eignung zur Neutralisierung des Wirkstoffes auch noch die
Anforderung gestellt, dass sie selbst keine toxische Wirkung auf die
Mikroorganismen haben diirfen. Bevor ein Antiseptikum mit einem nicht-fliichtigen
Wirkstoff in vivo getestet wird, muss eine Neutralisierungsvalidierung erfolgen, da
ansonsten die Ergebnisse aus der Wirksamkeitsuntersuchung nicht valide sind (198).
Eine international anerkannte Methode zur Validierung der Neutralisierung ist die
Methode der ASTM (ASTM E1054) (6). Wie wichtig eine Neutralisierung ist, zeigt
unter anderem auch eine Studie, bei der nach der antiseptischen Behandlung Proben
von der Haut mit Kontaktagarplatten ohne Neutralisierungssubstanzen genommen
wurden. Dabei wurde nach der Behandlung mit CHG keine einzige positive Kultur
gefunden und nach der Behandlung mit PVP-I waren nur wenige Proben positiv.
Wurde allerdings nach der Behandlung mit PVP-I Natriumthiosulfatlosung
aufgetragen, fiir die bekannt ist, dass sie PVP-I neutralisiert, zeigten deutlich mehr

Kulturen Wachstum (206).

Fiir eine 2%ige alkoholische CHG-Losung konnte in dieser Arbeit ein geeignetes
Neutralisierungsgemisch identifiziert werden. Fiir dieses Gemisch wurde die
Neutralisierung geméll der ASTM-Methode validiert, so dass im spéteren
Wirksamkeitsversuch keine Beeinflussung des Ergebnisses durch verschlepptes CHG
zu erwarten war. Bei der Evaluierung eines Neutralisierungsgemisches in dieser
Arbeit unter Verwendung dieser Methode zeigte sich, dass bereits wihrend der

Validierung der Neutralisierung einige Faktoren beriicksichtigt werden miissen, die
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sonst im spiteren Wirksamkeitstest zu einer signifikanten Beeinflussung des
Wirksamkeitsergebnisses fithren konnen. Die Bedingungen in der Validierungsphase
sollten so nah wie moglich an das spitere Versuchsdesign angelehnt sein. So spielt
zum einen die Lagerungsdauer der Proben bis zur weiteren Verarbeitung eine Rolle.
In der Validierung ist die ldngste Probenlagerung zu untersuchen, die spiter im
Wirksamkeitsversuch auftreten kann. Zum anderen ist aber auch zu beriicksichtigen,
ob zum Beispiel bei der Beprobung ein Trigermaterial verwendet wird. Dieses sollte
ebenfalls in der Neutralisierungsvalidierung verwendet werden, um die Bedingungen

so praxisnah wie moglich zu wéhlen.

In der DGHM-Methode wird zwar  vorgegeben, dass  geeignete
Neutralisierungssubstanzen zu wéhlen sind, doch wird bislang noch nicht gefordert,
dass die Neutralisierung validiert sein muss. Dies ist aber entscheidend dafiir, auch
valide Wirksamkeitsergebnisse im praxisnahen Versuch zu generieren. In der
amerikanischen Methode der FDA zur Priifung der Wirksamkeit der Hautantiseptika
wird die Neutralisierungsvalidierung gefordert. Auch fiir eine zukiinftige européische
Norm zur Hautantiseptik sollte die Neutralisierungsvalidierung analog zu der
Validierung der Neutralisierungssubstanzen im Bereich der chirurgischen

Héndedesinfektion EN 12791 beriicksichtigt werden (51).

Bevor ein praxisnaher Versuch mit Probanden durchgefiihrt werden kann, ist ein
geeignetes Probandenkollektiv auszuwéhlen. Ergebnisse aus Studien zur Dichte der
Hautflora bzw. zur Wirksamkeit antiseptischer Losungen sind kritisch zu betrachten,
wenn das Geschlechterverhiltnis des Probandenkollektivs nicht ausgewogen ist und

die Testfelder nicht randomisiert wurden.

Bereits in der durchgefiihrten Metaanalyse zur Mikrofloradichte der Haut zeigten
sich in einigen Studien Unterschiede in der Quantitidt der Hautflora zwischen den
Geschlechtern (165), in den meisten Studien war die Dichte bei Madnnern hoher als
bei Frauen (128, 144, 164). Eine geschlechtsspezifische Auswertung der Studien fiir
die Metaanalyse war aufgrund der geringen Studienzahl bzw. der mangelnden

Datenlage nicht moglich. In zwei Studien von Noble er al. wurden Angaben zu
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verschiedenen Hautarealen geschlechtsbezogen ausgewertet (164, 167). In dieser
Studie war die Dichte der Hautmikroflora auf allen Hautarealen bei Ménnern héher

als bei Frauen.

Auch in den in dieser Arbeit durchgefiihrten /n vivo-Untersuchungen konnte
nachgewiesen werden, dass Mainner eine signifikant hohere Hautfloradichte
aufweisen als Frauen. Es ist demnach bei der Wahl der Probanden auf ein
ausgewogenes Geschlechterverhéltnis in Wirksamkeitsstudien zu achten. Diese
Anforderung sollte einen Einzug in nationale Standardmethoden, wie z. B. die
DGHM-Methode, finden und dariiber hinaus auch in einer zukiinftigen europdischen

Norm beriicksichtigt werden.

Fierer et al. konnten dariiber hinaus zeigen, dass sich auch die Zusammensetzung der
Hautflora je nach Geschlecht unterschied. Bei Frauen wurde dabei eine groBere
Vielfalt gefunden als bei Ménnern (58). Diese Ergebnisse von Grice et al. zeigen,
dass auf geringer besiedelten Hautarealen, wie z. B. den Unterarmen eine grofere
Vielfalt vorliegt als auf dicht besiedelten Arealen (73), was den Zusammenhang mit
der Geschlechtsspezifitit erkldren konnte. Ein mdglicher Grund fiir die
unterschiedliche Vielfalt je nach Hautfloradichte konnte die Interaktion bzw. Der
“Konkurrenzkampf”  zwischen  unterschiedlichen = Mikroorganismen  sein.
Beispielsweise vermag Staphylococcus epidermidis die Kolonisation der Haut mit
anderen Mikroorganismen durch die Sekretion von Peptiden, die toxisch gegeniiber
anderen Mikroorganismen wirken, zu hemmen (38). Auch wenn in dieser Arbeit
keine Differenzierung der Mikroflora erfolgte, so ist auf Basis dieser Daten davon
auszugehen, dass die Unterschiede in der Zusammensetzung z.B. in

Wirksamkeitsstudien fiir Antiseptika eine Rolle spielen konnen (189).

Neben Einflussfaktoren, wie beispielsweise das Alter, der pH-Wert der Haut und der
Wassergehalt (23, 107, 196, 231), spielt die physiologische Beschaffenheit des
Hautareals fiir die Dichte der Hautmikroflora auch eine wichtige Rolle. Auch
beziiglich der physiologischen Beschaffenheit der Haut spielt das Geschlecht eine
Rolle (97).
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Auf der Stirn, einem talgdriisenreichen Areal mit einem hohen Lipidgehalt, wurde
die hochste Dichte der aeroben Hautflora gemessen. Im Vergleich dazu waren der
Bauch und der Nacken weniger dicht besiedelt. Obwohl die physiologischen
Bedingungen auf diesen beiden Arealen sehr unterschiedlich sind, zeigte sich kein
signifikanter Unterschied in der aeroben Hautfloradichte. Eine mogliche Erklarung
dafiir ist, dass unterschiedliche Spezies auf diesen Arealen zu finden sind. Auch ohne
eine  Differenzierung  einzelner  Spezies lieBen sich  wéhrend der
Versuchsdurchfiihrung deutliche Unterschiede beziiglich der Morphologie und dem
Habitus der Mikroorganismen feststellen. Ein Zusammenhang zwischen Qualitdt der
Mikroorganismen und der Beschaffenheit des Hautareals wird auch durch Ergebnisse

aus der Literatur bestitigt (23, 132, 154).

Es gibt bislang keine eindeutigen Hinweise, dass hinsichtlich der ethnischen
Zughorigkeit Unterschiede in der Quantitit und der Qualitdt der Hautmikroflora
existieren. Allerdings gibt nur wenige Studien zu dieser Thematik und die Datenlage
hinsichtlich dieser Fragestellung ist widerspriichlich. So fanden Sultana et al. bei
Probanden mit unterschiedlicher ethnischer Zugehorigkeit keine Unterschiede in der
Zahl der Mikroorganismen auf den Hadnden (245). Warrier et al. fanden ebenfalls
keine Unterschiede in der aeroben Hautfloradichte zwischen unterschiedlichen
ethnischen Gruppen, obwohl hinsichtlich der Zusammensetzung der Hautflora eine
hohere Zahl an P. acnes in der Gruppe der Personen afrikanischen Ursprungs
gefunden wurde. Der Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant (257).
Rebora et al. fanden im Gegensatz dazu eine hohere Zahl an aeroben
Mikroorganismen bei Personen afrikanischen Ursprungs (187). Es sind weitere
Untersuchungen notwendig, um zu kléren, ob diese Ergebnisse tatsdchlich existieren
bzw. ob sie eine klinische Relevanz aufweisen und damit bei der Etablierung einer

neuen Methode Berticksichtigung finden sollten.

Im Studiendesign sollte zusétzlich auch die Auswahl geeigneter Testareale erfolgen.
Wie in der Metaanalyse gezeigt werden konnte, bestehen deutliche Unterschiede in
der Dichte der Hautflora zwischen einzelnen Hautarealen. Es ist entscheidend, dass

fir den Wirksamkeitsnachweis entsprechend klinisch relevante Areale gewdhlt
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werden, da in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass nicht nur die Zahl der
Mikroorganismen selbst einen Einfluss auf die Wirksamkeit ausiibt, sondern dass
auch die physiologischen Bedingungen auf den Arealen eine Rolle spielen (s. 0.). Ist
eine entsprechende Auswahl nicht moglich, sollten Areale gewéhlt werden, die
sowohl in der Zahl der Mikroorganismen als auch von den physiologischen
Bedingungen (trocken/feucht; talgdriisenarm/-reich) vergleichbar sind. Im
unglinstigsten Fall sollten feuchte (z. B. die Leistenregion) sowie talgdriisenreiche

Areale (z. B. die Stirn) gewihlt werden, da hier die Mikrofloradichte am hochsten ist.

Wird als zu priifendes Hautareal der Riicken gewihlt, ist genau festzulegen, in
welchem Bereich der Riicken zu beproben ist, da die Ergebnisse dieser Arbeit
deutliche Unterschiede zwischen dem oberen und dem unteren Riickenbereich
zeigen. Im oberen Riickenbereich war die Dichte der Mikroflora signifikant hoher als
im Lumbalbereich. Auch Sakuragi et al. fanden Unterschiede in der Dichte der

Hautflora je nach Lokalisation auf dem Riicken (206).

Die Daten aus dieser Arbeit zeigen, dass auch innerhalb bestimmter Areale, wie der
Stirn und dem Nacken, signifikante Unterschiede in der Dichte der Hautflora zu
finden sind. Aus diesem Grund ist, neben der Wahl der geeigneten Testareale, eine
Randomisierung der Testfelder besonders wichtig, um eine Beeinflussung des
Ergebnisses zu vermeiden. Wird der Vorwert beispielsweise immer von einem
bestimmten Testfeld entnommen, auf dem generell eine hohere Ausgangszahl an
Mikroorganismen zu erwarten ist (z. B: einem medial gelegenen Feld auf der Stirn)
und der Nachwert von einem Areal, auf dem eine signifikant geringere Dichte der
Mikroorganismen erwartet wird, ergibt sich alleine schon durch der Wahl der
Testfelder eine ,,Pseudo-Wirksamkeit* fiir das Antiseptikum. Das bedeutet, dass dies
auch dann gelten wiirde, wenn das Antiseptikum gar keine antimikrobielle Wirkung
aufweist. Dieser Aspekt findet bislang in der DGHM-Methode keine
Beriicksichtigung, da keine Randomisierung der Testfelder verbindlich
vorgeschrieben ist. Dies sollte zukiinftig beriicksichtigt werden, um diesen

systematischen Fehler zu vermeiden.
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In der ASTM Methode fiir die Wirksamkeitspriifung fiir Antiseptika, die vor
Operationen, vor der Gefdlkatheterisierung oder vor Injektionen angewendet
werden, wird zwar die Notwendigkeit der Randomisierung der Testfelder
beriicksichtigt, allerdings wird gerade auf dem kritischsten Areal, der Leistengegend,
eine Ausnahme gemacht (7). Auf diesem Areal wird als Standard vorgegeben, die
Testfelder generell nicht zu randomisieren. Der Vorwert ist hier immer von einem
Testareal an einer bestimmten Stelle der Leistenregion abzunehmen, um ein ,,worst
case‘“-Szenario zu simulieren. Eine Randomisierung wird jedoch von der ASTM als
Ausnahme ebenfalls zugelassen. Allerdings wird in diesem Fall darauf verwiesen,
dass bei einer Randomisierung eine groflere Probandenzahl notwendig sein konnte,
um Unterschiede zwischen den einzelnen Verfahren nachzuweisen (gréBere Streuung
der Werte). Aus statistischer Sicht wiére diese Variante allerdings eindeutig zu
bevorzugen, um einen Fehler durch die Selektion der Testfelder zu vermeiden. Auf
allen anderen Arealen, die in dieser Methode untersucht werden, wird eine

Randomisierung der Testfelder vorgeschrieben.

Eine gleichmiBige Zuordnung zwischen rechter und linker Ko&rperhélfte ist nicht
zwingend erforderlich, da keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Korperhélften nachgewiesen werden konnten.

In der FDA-Methode sowie in der ASTM-Methode zur Priifung der Hautantiseptika
wird vorgeschrieben, dass auf jedem Hautareal eine bestimmte Mindestkeimzahl
nachgewiesen werden muss. Der Vorteil ist, dass Wirksamkeitsunterschiede
deutlicher nachweisbar sind bzw. dass der Nachweis einer besonders hohen
Wirksamkeit mdoglich ist, da eine nicht so starke Limitierung durch eine niedrige
mittlere Ausgangskeimzahl erfolgt. Die Préparate werden somit unter einem
gewissen ,,worst-case-Szenario getestet und es ist davon auszugehen, dass auch bei
Personen mit einer niedrigeren Mikrofloradichte das Pridparat wirkt. Der Nachteil
daran ist, dass diese gezielte Auswahl nicht mehr einer zufilligen Stichprobe
entspricht und sich deshalb mathematisch nicht kliren ldsst, inwieweit die Ergebnisse

auf die Gesamtbevolkerung iibertragbar sind.
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In der DGHM-Methode fiir den praxisnahen Versuch mit Probanden zur Testung von
Hautantiseptika wird anstelle eines Tests auf Nicht-Unterlegenheit der Vorzeichen-
Rangtest fiir Paardifferenzen nach Wilcoxon verwendet. Durch diesen Test ist es
jedoch nur moglich, Uberlegenheit eines Verfahrens im Vergleich zu einem
Referenzverfahren nachzuweisen. Da aber die Nicht-Unterlegenheit der Wirksamkeit
zu dem Referenzverfahren untersucht werden soll, sollte eine Priifung auf Nicht-
Unterlegenheit durchgefiihrt werden. Bei der Etablierung einer europdischen Norm
wire es demnach sinnvoll, analog zu den europdischen Normen zur Hidndehygiene
(50, 51), fiir die statistische Auswertung die Nicht-Unterlegenheitspriifung zu
wihlen. In dieser Arbeit wurde die Nicht-Unterlegenheitsgrenze auf 6=0,7 festgelegt.
Dieser Wert liegt damit zwischen dem Wert fiir die hygienische Hindedesinfektion
(0=0,6) und der aller Voraussicht nach in die Norm fiir die chirurgische
Héndedesinfektion einflieBende Wert von 6=0,75. Die Festlegung des Wertes im
Rahmen dieser Arbeit erfolgte auf Basis verschiedener Studienergebnisse zur
Wirksamkeitspriifung von Hautantiseptika aus unterschiedlichen Studienzentren
(Daten nicht gezeigt). Bei der Entwicklung einer Norm fiir den
Wirksamkeitsnachweis fiir Hautantiseptika sollten noch weitere Studienergebnisse
bei der Festlegung der Nicht-Unterlegenheitsgrenze beriicksichtigt werden, um

diesen Wert durch weitere Daten statistisch zu untermauern.
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5 Schlussfolgerungen

Die Validierung der Neutralisierung nicht-fliichtiger Langzeitwirkstoffe in
Antiseptika und Desinfektionsmitteln ist essentiell, um nach einer definierten
Einwirkzeit die tatsdchliche Wirksamkeit bestimmen zu konnen. Daten aus Studien
ohne eine entsprechende Neutralisierungsvalidierung sind mit Vorsicht zu
interpretieren, da eine weitere Schadigung der Mikroorganismen nach der
Einwirkzeit und Probennahme (in vitro) zu falsch-positiven Testergebnissen fithren
kann. Das Design der Neutralisierungsversuche sollte dabei so eng wie moglich an
das Design der In-vivo-Wirksamkeitsversuche angelehnt sein, insbesondere unter der
Beriicksichtigung der Wirkstoffmenge, der Standzeit der Proben vor der weiteren
Verarbeitung und Bebriitung sowie die Wahl geeigneter und sensitiver

Mikroorganismen.

Bei Studien zur Hautantiseptik und dariiber hinaus auch bei anderen Studien zur
Quantifizierung der Dichte der Hautflora sollten die Testareale auf der Haut fiir
einzelne Testverfahren randomisiert zugeordnet werden. Fiir die Wahl des
Probandenkollektivs  ist in  derartigen  Studien ein  ausgewogenes
Geschlechterverhédltnis wichtig, um valide Ergebnisse zu generieren, da gezeigt

werden konnte, dass die Hautfloradichte bei Méinnern und Frauen unterschiedlich ist.

Die Untersuchung an 180 Probanden zeigte, dass eine 89,5 %ige n-Propanolldsung
eine bessere antiseptische Wirksamkeit auf der Stirn, dem Abdomen und dem
Riicken zeigte als iso-Propanol und Ethanol. Die wichtigste Einflussgrofe fiir die
Hautantiseptik war die Art des Alkohols; die Einwirkzeit spielte nur eine
untergeordnete Rolle. In einer weiteren Studie konnte nachgewiesen werden, dass
durch Zusatz von 0,5, 1 und 2 % CHG zu der 89,5 %ige n-Propanollosung die

Rekolonisation der Hautflora fiir mindestens 72 Stunden vermindert wird.

In einem Vergleich von 89,5 %igem n-Propanol mit dem 10-miniitigen
Referenzverfahren der DGHM (70 % iso-Propanol) zeigte sich, dass mit dieser

alkoholischen Losung bereits bei 3 Minuten Einwirkzeit eine gleichwertige
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Reduktion der aeroben, residenten Hautflora auf der Stirn, dem Abdomen, dem
Nacken und im Lumbalbereich erzielt wird. Somit ist davon auszugehen, dass das
jetzige Referenzverfahren nicht das Optimum der Hautantiseptik darstellt. Bei der
moglicherweise in Zukunft geplanten Etablierung einer europédischen Norm fiir die
Wirksamkeitsbestimmung von Hautantiseptika ist somit eine alternative

Referenzmethode in Erwégung zu ziehen.

Auf Basis der durchgefiihrten Versuche existieren keine eindeutigen Hinweise, dass
bei verschiedenen Staphylococcus spp. eine dreitigige Exposition gegeniiber sub-
lethalen Konzentrationen des nicht-fliichtigen Wirkstoffs CHG zu einer veranderten
Empfindlichkeit gegeniiber dem auf der Haut vorkommenden antimikrobiellen
Peptid hBD-3 fiihrt. Allerdings zeigten Stdmme, deren Empfindlichkeit gegeniiber
CHG in der Expositionszeit abnahm, auch eine geringere Sensitivitit gegeniiber
hBD-3. Auf Basis der vorliegenden Daten ist deshalb nicht davon auszugehen, dass
der Einsatz von CHG fiir die Hautantiseptik die natiirliche Abwehr der Haut durch

hBD-3 gegeniiber Mikroorganismen schwécht.
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6 Ausblick

Die Basis fiir Wirksamkeitsuntersuchungen zur Hautantiseptik bildet neben der
Quantifizierung der Hautflora die In-vivo-Untersuchung auf zwei physiologisch
unterschiedlichen Hautarealen in Deutschland und in den USA. Die bisher fiir die
Hautantiseptik in Deutschland zugrunde gelegte Einteilung in talgdriisenarme und
talgdriisenreiche Hautareale bringt jedoch in der klinischen Praxis den Nachteil mit
sich, dass hdufig nicht klar ist, wo genau die talgdriisenreiche Haut beginnt und wo
somit eine wesentlich ldngere Einwirkzeit einzuhalten ist (siche Abbildung 5). In den
USA wird im Gegensatz zur deutschen Methode die Anwendung auf feuchten und
trockenen Arealen unterschieden. Dies geht vermutlich zuriick auf die Tatsache, dass
in der Literatur fiir feuchte Hautareale eine hohere Bakteriendichte angegeben wird
als fiir die trockenen Areale. Zukiinftig sollte in Deutschland eine Einteilung des
Korpers fiir die Hautantiseptik zugrunde gelegt werden, die es in der klinischen
Praxis ermdglicht, schnell und sicher die richtige Einwirkzeit fiir Hautantiseptika zu
ermitteln. Dabei sollten die Unterschiede in der Besiedelung des menschlichen

Korpers mit Mikroorganismen nicht auer Acht gelassen werden.

Seit Ende 2008 gibt es bereits erste Hautantiseptika auf dem deutschen Markt, die fiir
die antiseptische Behandlung auf talgdriisenreicher Haut fiir Einwirkzeiten unterhalb
von 10 Minuten zugelassen sind. Generell sind fiir die Hautantiseptik bislang nur
sehr wenige Daten in der Fachliteratur zu verkiirzten Einwirkzeiten fiir
Hautantiseptika zu finden. Es bedarf demnach weiterer Forschung, inwieweit die
Einwirkzeiten auf ein wissenschaftlich begriindetes Maf} verkiirzt werden konnen,

ohne den Schutz des Patienten zu gefahrden.

Des Weiteren zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass es sich bei dem DGHM-
Referenzverfahren nicht um das Optimum der Hautantiseptik handelt. Analog zu den
Normen zur Testung von Héndedesinfektionsmitteln sollte es ebenfalls eine
europdische Norm fiir die Wirksamkeitstests von Hautantiseptika etabliert werden,
um die Testung sowie die Anforderungen an die Wirksamkeit europaweit zu

vereinheitlichen. Im Rahmen der Etablierung einer entsprechenden Norm sollte
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beriicksichtigt werden, dass es sich bei dem derzeitigen deutschen Referenzverfahren
weder um den wirksamsten Alkohol noch um die wirksamste Konzentration handelt.
Es ist zu priifen, ob es eventuell sinnvoll wére, den optimalen Alkohol, n-Propanol,
gef. analog zur EN 12791 fiir die chirurgische Hindedesinfektion in einer

Konzentration von 60 % als Referenzverfahren mit aufzunehmen.

Bislang sind liberwiegend Prédparate ohne nicht-fliichtige Remanenzwirkstoffe oder
Priparate mit Wirkstoffen wie z. B. Benzalkoniumchlorid, Octenidindihydrochlorid
oder Povidon-lod fiir die Hautantiseptik auf dem deutschen Markt, fiir die wesentlich
weniger 6ffentlich zugidngliche Daten vorliegen als fiir Chlorhexidin. Die im Rahmen
dieser Arbeit durchgefiihrte Studie zur Untersuchung, ob durch Zusatz von CHG zu
einer alkoholischen n-Propanolldsung die Rekolonisation der Hautflora iiber mehrere
Tage gehemmt werden kann, gibt erste Hinweise auf das Potenzial dieses
Wirkstoffes. Bei der Pflege von zentralen Venenkathetern werden in der Regel die
Verbdnde nicht tdglich gewechselt. Ein Wechsel wird jedoch spitestens nach 7
Tagen empfohlen. Demnach bleibt anhand weiterer In-vivo-Untersuchungen zu
klaren, ob Chlorhexidin auch geeignet ist, liber einen Zeitraum von mehr als 72
Stunden die Rekolonisation der Hautflora unter einer sterilen Abdeckung zu hemmen
und welche Konzentrationen in alkoholischen Losungen die beste Wirksamkeit bei
guter Vertraglichkeit erbringen. Vor allem sind weitere Untersuchungen fiir die
Kombination aus Chlorhexidin und alkoholischen Ldsungen notwendig, da bislang
eine Vielzahl der publizierten Studien mit wassrigen Chlorhexidin-Losungen
durchgefiihrt wurden. Diese Losungen haben den Nachteil, dass die Wirkung von
Chlorhexidin erst verzogert eintritt, beim Legen eines Katheters aber eine sehr gute
antiseptische Sofortwirkung bendtigt wird, um eine Kontamination des Katheters
beim Durchdringen der Haut zu vermeiden. Auflerdem besteht bei wéssrigen
Chlorhexidinlésungen in Abhéngigkeit von der Konzentration des Wirkstoffs ein

Risiko der Verkeimung.

Nach der Etablierung entsprechender optimaler Chlorhexidinkonzentrationen in
alkoholischen Losungen sollte durch weitere Studien geklart werden, ob durch den

Einsatz entsprechender Losungen im Vergleich zu Standardprédparaten beispielsweise
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die Rate an kolonisierten Kathetern beziehungsweise gefallkatheterassoziierter
Infektionen oder postoperativen Wundinfektionen sinkt. Die bislang wohl
ausfiihrlichste Analyse zu der Fragestellung, ob sich der Nutzen fiir Hautantiseptika
anhand von klinischen Endpunkten belegen ldsst, wurde in einer Cochrane-
Auswertung publiziert. In dieser Untersuchung wurden mehrere Studien iibergreifend
ausgewertet Auf Basis der geringen Anzahl der Studien, deren Qualitidt und deren
Aussagekraft konnten die Autoren den Nutzen der Hautantiseptik nicht nachweisen
(48). Auf diesem Gebiet sind weitere Studien notwendig, auch wenn aus ethischen
Griinden eine Negativkontrolle nicht vertretbar ist und generell nur ein Vergleich
zwischen unterschiedlichen Praparaten, deren generelle antimikrobielle Wirksamkeit
nachgewiesen ist, statthaft ist. Im letzten Jahr wurden erstmalig Studien mit einem
nachgewiesenen Nutzen fiir die Patienten bei der Verwendung von Chlorhexidin,

anstelle des sonst verwendeten Standards Povidon-lod, publiziert (40, 49, 173).

Durch weitere Studien ist zu kliaren, welche Chlorhexidin-Konzentration die
optimale Wirksamkeit fiir die Pravention gefdBBkatheterassoziierter Infektionen sowie
postoperativer Wundinfektionen bei guter Hautvertraglichkeit bietet. Es fehlen
bislang Studien mit diesen Endpunkten, in denen 2 %ige alkoholische
Chlorhexidinlésungen mit Losungen anderer CHG-Konzentrationen verglichen

werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zur Untersuchung, ob eine Exposition
gegeniiber CHG zu einer verdnderten Sensitivitdt von Bakterien gegeniiber hBD-3
fiihrt, sind dadurch limitiert, dass nur Staphylococcus spp. untersucht wurden und die
Chlorhexidinexposition auf drei Tage begrenzt war. Zudem kommen auf der Haut
noch weitere antimikrobielle Peptide vor, fiir die derartige Untersuchungen noch
nicht publiziert sind. Des Weiteren sollte fiir nicht-fliichtige, biozide Wirkstoffe
untersucht werden, inwieweit es zu Resistenzentwicklungen kommen kann, welche
Bedingungen die Resistenzentwicklungen begiinstigen, welche Spezies dafiir

besonders anfillig sind und ob Kreuzresistenzen zu Antibiotika zu erwarten sind.
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Zusammenfassung

Die Hautflora ist intra- und interindividuell unterschiedlich; dabei spielen
verschiedene Faktoren fiir die Hautfloradichte eine entscheidende Rolle, die auch
zum Beispiel im Studiendesign fiir Wirksamkeitsuntersuchungen fiir Antiseptika
beriicksichtigt werden sollten. Es konnte gezeigt werden, dass die Wirksamkeit von
Antiseptika maBigeblich mit dem getesteten Hautareal und dessen physiologischer
Beschaffenheit zusammenhingt. Die Art des Alkohols ist die wichtigste
Einflussgrofe fiir die Wirksamkeit der Hautantiseptika und n-Propanol in einer
Konzentration von 89.5% erwies sich als die bestwirksame Alkoholldsung. Die Stirn
zeigte sich als geeignetes Areal fiir die Priifung der Hautantiseptika. Mit dem
optimierten Verfahren konnte nachgewiesen werden, dass eine zu dem in
Deutschland derzeit giiltigen Referenzverfahren gleichwertige Reduktion bereits bei

signifikant kiirzeren Einwirkzeiten zu erreichen ist.

Studien zur Hautantiseptik mit nicht-fliichtigen Langzeitwirkstoffen, wie z.B.
Chlorhexidin liefern falsch-positive Ergebnisse, wenn nicht sichergestellt ist, dass
der Wirkstoff in vitro nach der Einwirkzeit neutralisiert wird. Die im Rahmen dieser
Arbeit erhaltenen Ergebnisse zur Neutralisierungsvalidierung belegen, dass
verschiedene Faktoren wie beispielsweise die Wahl der Mikroorganismen, die
Standzeit der Losung und die Verwendung von Tragermaterialien analog zu den
Bedingungen im Wirksamkeitstest im Studiendesign zu beriicksichtigen sind, damit

valide Ergebnisse erzielt werden.

In den vorliegenden [In-vivo-Untersuchungen mit einer chlorhexidinhaltigen
Alkohollosung zeigte sich, dass Konzentrationen von 0,5-2 % in Kombination mit
dem optimierten Hautantiseptikverfahren zu einer signifikanten Hemmung der
Rekolonisation der Hautflora fiir mind. 72 h fiihrten. Dies ist vor allem bei einer
permanenten Durchtrennung der Hautbarriere (zum Beispiel bei Katheterisierung)

von grofler Relevanz, um den Patienten vor endogenen Infektionen zu schiitzen.
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Auf Basis der Versuchsergebnisse dieser Arbeit ist nicht davon auszugehen, dass die
Anwendung von Chlorhexidindicluconat zu einer verdnderten Sensitivitit von
Hautbakterien (Staphylococcus spp.) gegeniiber hBD-3 fiihrt und somit die

Effektivitdt der hauteigenen Immunabwehr schwicht.
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Summary

The skin flora is intra- and interindividually different. Multiple factors with an
influence on the skin flora density should be considered in studies, e.g., in antiseptic
efficacy studies. It was shown that the efficacy of skin antiseptics is significantly
influenced by the skin site and the physiological conditions at different skin sites.
The type of alcohol was the most important influencing factor for the antiseptic
efficacy. 89.5 % n-popanol was most effective and the forehead proved to be a
suitable test site for efficacy studies. The optimized antiseptic procedure showed an
equal efficacy compared to the German reference test method within significantly

shorter application times.

Efficacy studies for skin antiseptics with non-volatile, long-lasting active agents like
chlorhexidine give false-positive efficacy results, if in vitro neutralization is not
validated. The neutralization validation showed that different factors, e. g. the chosen
microorganisms, the storage time and the application of carriers, have to be included
in the study design to obtain valid efficacy data. The test design of the neutralization
validation should simulate the conditions of the efficacy test and should therefore

follow the efficacy test design as closely as possible.

The results of our in vivo study with a chlorhexidine-containing antiseptic showed
that CHG-concentrations of 0.5-2 % combined with the optimized antiseptic
procedure significantly suppressed recolonisation of the skin flora for at least 72 h.
This is important if the skin barrier is permanently disrupted (e.g., during

catheterization) to protect the patient from endogenous infections.

No consistent evidence was found that exposure to CHG changes the response of
skin bacteria (Staphylococcus spp.) to hBD-3 and therefore the use of CHG for skin
antisepsis is, unlikely to change the natural defence of hBD-3.
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Abstract

Background: Effective neutralization of active agents is essential to obtain valid efficacy results,
especially when non-volatile active agents like chlorhexidine digluconate (CHG) are tested. The aim
of this study was to determine an effective and non-toxic neutralizing mixture for a propan-|-ol
solution containing 2% CHG.

Methods: Experiments were carried out according to ASTM E 1054-02. The neutralization
capacity was tested separately with five challenge microorganisms in suspension, and with a rayon
swab carrier. Either 0.5 mL of the antiseptic solution (suspension test) or a saturated swab with
the antiseptic solution (carrier test) was added to tryptic soy broth containing neutralizing agents.
After the samples were mixed, aliquots were spread immediately and after 3 h of storage at 2 —
8°C onto tryptic soy agar containing a neutralizing mixture.

Results: The neutralizer was, however, not consistently effective in the suspension test. Immediate
spread yielded a valid neutralization with Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis and
Corynebacterium jeikeium but not with Micrococcus luteus (p < 0.001) and Candida albicans (p < 0.001).
A 3-h storage period of the neutralized active agents in suspension resulted in significant carry-over
activity of CHG in addition against Staphylococcus epidermidis (p < 0.001) and Corynebacterium
jeikeium (p = 0.044). In the carrier test, the neutralizing mixture was found to be effective and non
toxic to all challenge microorganisms when spread immediately. However, after 3 h storage of the
neutralized active agents significant carry-over activity of CHG against Micrococcus luteus (p = 0.004;
Tukey HSD) was observed.

Conclusion: Without effective neutralization in the sampling fluid, non-volatile active ingredients
will continue to reduce the number of surviving microorganisms after antiseptic treatment even if
the sampling fluid is kept cold straight after testing. This can result in false-positive antiseptic efficacy
data. Attention should be paid during the neutralization validation process to the amount of
antiseptic solution, the storage time and to the choice of appropriate and sensitive microorganisms.
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Background

Different alcohols such as propan-1-ol, propan-2-ol and
ethanol as well as chlorhexidine digluconate (CHG) have
been used as effective antiseptic agents for many years.

One of the main properties of CHG is its residual antimi-
crobial activity which is beneficial in skin antiseptics used
for catheter care [1] but not in hand hygiene [2]. Combi-
nations of CHG and an alcohol have an advantage over
single compounds. For example, the benefits of combin-
ing these substances include the immediate reduction of
bacterial density by alcohols and the prolonged antibacte-
rial effect of CHG.

The use of CHG, which has been shown to be superior to
other skin antiseptics in preventing catheter-related
bloodstream infections [1], is recommended by the Cent-
ers for Disease Control and Prevention (CDC) for skin
antisepsis of catheter insertion sites [3]. The use of 2%
CHG-based preparations before catheter insertion and
during dressing changes is "strongly recommended for
implementation and strongly supported by well-designed
experimental, clinical, or epidemiologic studies” [3]. This
recommendation is based on various studies which show
that the incidence of catheter-associated primary blood-
stream infection can be significantly reduced when CHG
is used for treatment of the catheter insertion site [1].

The "residual effect" of CHG in hand hygiene prepara-
tions, however, is not measured in the same way. This is
commonly determined by measuring the reduction of
bacterial density, e.g. on fingertips [4,5] or hands [6].

In order to achieve valid results of practical relevance on
the efficacy of skin antiseptics and hand disinfectants,
they are usually tested in vitro and under practical condi-
tions in healthy volunteers.

The main objective of efficacy tests is to determine the
number of surviving microorganisms after a specific con-
tact time measured at a defined time point. Therefore, the
continuation of the antimicrobial effects of an antiseptic
after the chosen contact time must be excluded by com-
plete inactivation of the antimicrobial substances at this
specific time. This process results in quenching the anti-
microbial activity of a formulation and is defined as neu-
tralization by the American Society for Testing and
Materials (ASTM) [7].

In efficacy studies without neutralization in the sampling
fluid, the number of surviving microorganisms is often
remarkably low suggesting a high efficacy of CHG [8-10].
However, this effect can not be explained by efficacy dur-
ing the exposure time but is achieved by continuous anti-
microbial activity after the exposure time [9]. That is why

http://www.ann-clinmicrob.com/content/7/1/20

the credibility of antimicrobial efficacy results depend
largely on the performance of validated neutralization
[10], especially when non-volatile active agents like CHG
are tested [9,11].

One crucial point in neutralization evaluation and valida-
tion is the comparability of the in vitro neutralizer test and
the effectiveness evaluation under practical conditions
[12]. In this process all relevant critical parameters of the
antiseptic test should be taken into the neutralizer valida-
tion process such as different and relevant types of micro-
organisms and carriers as well as storage conditions used
in the efficacy test.

Even though the recently published guidelines for anti-
septic efficacy tests require different forms of neutraliza-
tion [13,14] and neutralization validation [15], many of
the efficacy data from published studies were obtained
either without adequate neutralization, without validated
neutralization or without specification of the neutralizing
process (e.g. storage time and temperature) and the vali-
dation status [2,16,17].

For the validation of neutralization, a European norm
[18] as well as an ATSM standard [7] are available. Both of
these methods focus on the effectiveness of the neutralizer
on the one hand and the toxicity to test organisms on the
other. Both methods describe different forms of neutrali-
zation.

The ASTM E 1054-02 method encourages the use of all
microorganisms of the efficacy test also in the neutraliza-
tion assay. The investigator is allowed to select the appro-
priate, representative microorganisms for the efficacy test

[7]-

In contrast, the European norm (EN) 13727 requires the
use of four different test organisms (Escherichia coli (k12)
NCTC 10538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Sta-
phylococcus aureus ATCC 6538 and Enterococcus hirae ATCC
10541) which may not always be appropriate for the effi-
cacy evaluation [18]. Due to the fact that this norm is
designed for in vitro suspension tests and not for in vivo
tests, and that different microorganisms show different
sensitivity to the carry-over effect of antiseptics, this
choice of species may not be suitable for the validation of
neutralization for specific tests such as skin antiseptics.
However, there is no other comparable standard available
besides the above mentioned ASTM method, which is
obligatory for the ASTM test of skin antiseptics [19] and
which includes the validation of neutralization.

In the present study, neutralization validation by chemi-
cal inhibition using an alcoholic solution containing 2%
CHG was carried out using 5 bacterial species relevant for
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skin antisepsis and which were, with the exception of Sta-
phylococcus aureus, not part of the EN.

The aim of this study was to determine whether the valid-
ity of neutralization was influenced by the type of test
(suspension test versus carrier test), by the type of micro-
organism or by different storage times of the neutralized
antiseptic solution containing the particular microorgan-
ism.

Methods

Antiseptic solution

A solution containing 89.5% (v/v) propan-1-ol and 2%
(w/w) CHG, manufactured by Bode Chemie GmbH & Co.
KG, Hamburg, Germany, was used in this study. The con-
centrations of the active agents were checked prior to val-
idation by gas chromatography (propan-1-ol) and
ultraviolet spectroscopy (CHG). The allowed tolerance
was defined as 1% relative to the propan-1-ol concentra-
tion and 3% relative to the concentration of CHG.

Test organisms

Five clinically relevant species, all found on human skin,
were tested separately: Staphylococcus aureus ATCC 6538;
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Micrococcus luteus
ATCC 4698, Corynebacterium jeikeium ATCC 43734, and
Candida albicans ATCC 10231.

Neutralizing agents
The following neutralizing agents were used:

e In tryptic soy broth: 3% polysorbate 80, 0.3% lecithin,
0.1% L-histidine, 0.5% sodium thiosulfate, 3% saponine
and 1% ether sulfate. The suitability of these agents has
been described previously [2]

e In tryptic soy agar: 0.1% L-histidine, 0.3% lecithin and
3% polysorbat 80.

Test procedure

Experiments were carried out according to ASTM E 1054-
02 "Neutralization Assay with Recovery on Solid
Medium" [7].

Inocula were prepared by transferring microorganisms
from stock cultures onto tryptic soy agar plates containing
neutralizer which were incubated for 24 - 48 h at 37 +
2°C. A second passage was generated under similar condi-
tions. Microorganisms were suspended in saline peptone
water, transferred into sterile flasks and stirred for about
10 minutes. Aliquots of selected dilutions were used for
the test to ensure a microbial density of about 30 - 100
colony-forming units (CFU) in 1 mL of sampling fluid
based on an initial volume of 5 mL.

http://www.ann-clinmicrob.com/content/7/1/20

Neutralizer effectiveness test

The neutralizer effectiveness tests were performed in two
ways: with a rayon swab carrier and in suspension without
carrier with 5 mL of tryptic soy broth containing the neu-
tralizing agents.

e Carrier test:

The rayon swab carrier (BBL CultureSwab, Sterile, Becton
Dickinson GmbH, Heidelberg, Germany) was placed in
2.5 mL of the antiseptic solution; after 20 s the swab was
taken out of the antiseptic solution and the tip of the sat-
urated swab was broken off and placed into the broth
(amount of the antiseptic solution on the saturated swab:
approx. 0.14 mL, measured as the difference in volume
between a dry swab and a completely saturated swab)

e Suspension test:

0.5 mL of the antiseptic solution was added to 5 mL of
broth.

Neutralizer toxicity test
The test organism was added to 5 mL of saline peptone
water containing the neutralizing mixture.

Organism viability test
The test organism was added to 5 mL of saline peptone
water without the neutralizing mixture.

Material control test
The test organism was added to 5 mL of the antiseptic
solution.

In all tests, the sample was mixed and within 5 s an aliq-
uot of the test organism was added.

After addition of the test organism, the samples were
mixed for 30 s and:

1. within one minute, aliquots were plated in duplicate

2. after 3 h storage at 2 - 8°C, aliquots were plated in
duplicate (to simulate the longest possible exposure
period in the antimicrobial efficacy test).

Tryptic soy agar plates containing the neutralizing agents
were used in the effectiveness tests as well as in the toxicity
tests. For the detection of organism viability and material
control, tryptic soy agar without neutralizer was used as a
solid medium. After incubation (aerobically, 48 h at 37 +
2°C) the number of CFU was counted, the mean number
of CFU in both plates was calculated and transformed to
a log,,-value.
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Statistical analysis

Each experiment was carried out in triplicate. The results
were evaluated as arithmetic means of the log, ,-values. An
analysis of variance between the tests (neutralizer toxicity,
material control, organism viability and neutralizer effec-
tiveness) was performed for each microorganism. In the
event of a significant difference (p < 0.05) being observed,
a post-hoc test (Tukey-HSD) was carried out. Two criteria
had to be met to categorize the neutralization as invalid:

The difference in the means between the neutralizer effec-
tiveness test and the organism viability test must be

1: significant in post-hoc analysis, and
2:> 0.2 log,,-steps (defined limit of biological relevance)

Besides the direct comparison with the organism viability
test, we calculated the difference between the CFU [log;,]
after 3 h storage and that of the immediate spread samples
and compared the means of these differences for each rep-
licate and each microorganism.

Results

The neutralizing agents showed no toxicity even after 3 h
storage time. The antiseptic solution was active against all
challenge microorganisms after a short time as well as
after 3 h of storage (Table 1). In all cases, no microorgan-
isms survived the material control test which resulted in
significant differences in comparison to the organism via-
bility test (p < 0.001) indicating that the antiseptic solu-
tion had strong activity against all five organisms tested.

In the suspension test (Table 2), after the short storage
time, the neutralized antiseptic agent was capable of sig-

http://www.ann-clinmicrob.com/content/7/1/20

nificantly reducing the number of Micrococcus luteus CFU
(p < 0.001; Tukey-HSD) and Candida albicans CFU (p <
0.001) in comparison to the organism viability test. After
3 h of storage, four of five neutralizations in the suspen-
sion test failed (Staphylococcus epidermidis, p < 0.001,
Micrococcus luteus p < 0.001, Candida albicans, p < 0.001
and Corynebacterium jeikeium, p = 0.044).

The results of the carrier test showed that no validation
failed in the neutralizer effectiveness test after immediate
spreading (Table 3). After 3 h of storage, the number of
Micrococcus  luteus CFU decreased (Figure 1) which
resulted in a significant difference in comparison to the
number of CFU in the organism viability test (p = 0.004).

In four cases in the suspension test and one case in the car-
rier test, the number of surviving microorganisms
decreased within the 3-hour storage period. Figure 1
shows the differences between the means for the 3-h
stored samples and the immediate spread samples.

The highest decrease in cell number was found in the sus-
pension test with Candida albicans (A of mean of CFU
[log;o] =-0.92, p = 0.004, t-test), followed by Staphylococ-
cus epidermidis (A of mean of CFU [log,,] = -0.91, p =
0.006). In spite of these significant differences in compar-
ison to the organism viability test, the differences were not
significant when compared with Corynebacterium jeikeium.
Due to the fact that Micrococcus luteus was reduced to
below the limit of detection within one minute of the con-
tact time, no further reduction was detected after storage
for 3 h. When a carrier was used, the CFU [log,,] counts of
Micrococcus luteus decreased within the 3-h storage period,
however, this decrease was not statistically significant.

Table |: Determination of neutralizer toxicity, material antiseptic activity and organism viability according to ASTM E 1054-02.

Storage Test organism exposed to Staphylococcus Staphylococcus Micrococcus Corynebacterium Candida
time (name of the test) aureus epidermidis luteus jeikeium albicans
< | min neutralizer in saline peptone water 1.86 + 0.05 1.81 £0.03 1.77 £ 0.01 1.82 + 0.02 2.05 £ 0.0
(neutralizer toxicity test)
antiseptic solution 0% 0% 0% 0% 0%
(material control test)
saline peptone water 1.90 = 0.05 1.84 £ 0.07 1.74 £ 0.03 1.79 £ 0.02 2.02 £ 0.03
(organism viability test)
3h neutralizer in saline peptone water 1.83 £ 0.02 1.81 £0.02 1.72 £ 0.03 1.89 + 0.08 2.05 £ 0.06
(neutralizer toxicity test)
antiseptic solution 0* 0* 0* 0% 0%
(material control test)
saline peptone water 1.88 + 0.06 1.81 £0.02 1.73 £ 0.05 1.77 + 0.08 2.03 £ 0.02

(organism viability test)

Mean and SD of the number of CFU (log,,) when exposed to the neutralizer in saline peptone water, the antiseptic solution or saline peptone
water at storage times of < | min and 3 h; * significant difference (p < 0.05) in comparison to organism viability test, Tukey-HSD
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Table 2: Suspension test for validation of neutralization of chlorhexidine digluconate.

Storage Test organism exposed to Staphylococcus Staphylococcus Micrococcus Corynebacterium Candida
time (name of the test) aureus epidermidis luteus jeikeium albicans
<I min. neutralized antiseptic solution 1.82 + 0.04 1.77 £ 0.03 0* 1.66 + 0.09 1.06 +0.12*

(neutralizer toxicity test)
saline peptone water 1.90 + 0.05 1.84 £ 0.07 1.74 £ 0.03 1.79 £ 0.02 2.02 £ 0.03
(organism viability test)
3h neutralized antiseptic solution 1.80 £ 0.02 0.86 + 0.14* 0* 1.44 + 0.22% 0.13 £ 0.23*
(neutralizer toxicity test)
saline peptone water 1.88 £ 0.06 1.81 £0.02 1.73 £ 0.05 1.77 £ 0.08 2.03 £ 0.02

(organism viability test)

Mean and SD of the number of CFU (log,,) when exposed to the neutralized antiseptic solution or saline peptone water at storage times of < | min
and 3 h; * significant difference (p < 0.05) in comparison to organism viability test, Tukey-HSD

Discussion

We were able to show for the first time that the validation
of neutralization is strongly influenced by the amount of
active agents, the amount of neutralizing agents, the stor-
age time of the neutralized antiseptic before plating and
by the chosen microorganism.

The need for neutralization validation as a basis of antimi-
crobial efficacy evaluations was emphasized by the fact
that in studies without neutralizing agents in the sampling
fluid, the efficacy of CHG was remarkably higher than in
studies with neutralization [9,10]. A major limitation of
many studies regarding the efficacy of antiseptic products
is that the neutralization process is not specified at all. It
is often not described if the active antimicrobial agents
were neutralized, if the neutralization was validated and if
the validation procedure followed the conditions of the
efficacy evaluation [2].

One critical point in neutralization validation is the ratio
between the amount of antiseptic agent and the amount
of neutralizing agents available. In our study, 0.5 mL of
antiseptic agents were mixed with 5 mL of broth contain-
ing the neutralizing agents, and 0.14 mL of antiseptic
agents were mixed with 5 mL of broth containing the neu-

tralizing agents in the carrier tests, this resulted in about
three times more antiseptic solution in the suspension test
than in the carrier test. After the short exposure time of <
1 min, neutralization failed with Micrococcus luteus and
Candida albicans in the suspension test whereas neutraliza-
tion was valid with all five test organisms in the carrier
test. After 3 h storage of the neutralized antiseptic, the dif-
ference between the carrier tests and the suspension tests
became more obvious. Neutralization failed in the sus-
pension test with four of the five organisms tested, but
only one failed (Micrococcus luteus) when the small
amount of antiseptic solution was added in the carrier
test. Whether the results depended on the type of test (car-
rier or suspension) could not be determined with this
study design because equal amounts of the antiseptic
solution were not compared in the two tests. There is
some evidence in the literature which suggests a possible
interaction between CHG and fibres such as cotton, there-
fore, we can not exclude the possibility that the swab
material may have influenced the test results [20].

Based on our data it appears reasonable to conclude that
validation of neutralization is acceptable for a carrier test
if the experimental evidence is obtained from a suspen-
sion test and the amount of antiseptic solution in the car-

Table 3: Carrier test for validation of neutralization of chlorhexidine digluconate.

Storage Test organism exposed to Staphylococcus Staphylococcus Micrococcus Corynebacterium Candida
time (name of the test) aureus epidermidis luteus jeikeium albicans
<I min. neutralized antiseptic solution 1.84 £ 0.01 1.83 £ 0.04 1,61 £0.05 1.84 £ 0.01 2.02 £ 0.03
(neutralizer toxicity test)

saline peptone water 1.90 + 0.05 1.84 + 0.07 1.74 £ 0.03 1.79 £ 0.02 2.02 £ 0.03
(organism viability test)

3h neutralized antiseptic solution 1.87 £ 0.01 1.87 + 0.01 1.44 + 0.14* 1.91 £0.08 2.10 £ 0.04
(neutralizer toxicity test)

saline peptone water 1.88 + 0.06 1.81 £0.02 1.73 £ 0.05 1.77 £ 0.08 2.03 £ 0.02

(organism viability test)

Mean and SD of the number of CFU (log,,) when exposed to the neutralized antiseptic solution or saline peptone water at storage times of < | min
and 3 h; * significant difference (p < 0.05) in comparison to organism viability test, Tukey-HSD
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Delta of mean of CFU (log) between 3 h storage and immediate spread of neutralized antiseptic solution.

rier test is at least equal or less than that in the suspension
test. Nevertheless, simulation of the efficacy test condi-
tions as close as possible in the validation process is pre-
ferred.

Another critical point in neutralization validation is the
storage time of neutralized antiseptic products. We were
able to show that validation of neutralization is possible
after a short storage time of the neutralized antiseptic
product (< 1 min). If the neutralized antiseptic product,
however, is stored for 3 h at 2 - 8°C, it may continue to
kill microorganisms resulting in a lower number of surviv-
ing test organisms. If in an efficacy test of an antiseptic
product, neutralization validation is performed with a
very short storage time after sampling, and the efficacy test
itself has a long storage time after sampling, this may well
result in a lower number of surviving test organisms indi-
cating better efficacy of the antiseptic product which could
be classified as a false-positive efficacy result. Based on our
data it is important that the storage time in the efficacy test

is not longer than the storage time in the neutralization
validation.

One parameter which has been overlooked so far, espe-
cially in the EN, is the impact of test organism choice on
the outcome of neutralization and neutralization valida-
tion. To our knowledge this is the first study to show the
importance of the type of microorganism in the validation
process which is relevant for the subsequent efficacy eval-
uation. Based on our results it is not advisable to draw
conclusions regarding the effectiveness of a neutralizer if
different microorganisms are used in the validation proc-
ess than in the efficacy evaluation. The efficacy of skin
antiseptics is commonly determined using mixed skin
flora on different skin sites (e.g. abdominal skin, groin,
forehead, arms) [15,21]. If neutralization validation of a
skin antiseptic is only determined using Staphylococcus
aureus, the overall efficacy of the skin antiseptic could be
overestimated because it is possible that other resident
microorganisms such as Micrococcus luteus, which is more
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sensitive to residual CHG, will still be affected in the effi-
cacy evaluation despite "valid neutralization".

In general the validation conditions should simulate the
efficacy test conditions as closely as possible. With regard
to all the challenge microorganisms used in this study,
Micrococcus luteus was the most sensitive test organism and
appears therefore to be appropriate for the sensitive detec-
tion of neutralizer validity.

Conclusion

Valid neutralization during testing is essential for the sci-
entific assessment of antiseptic efficacy in a defined con-
tact time. Without valid neutralization false-positive
efficacy data are likely. The design of the validation proc-
ess should closely follow the design of the efficacy test.
Attention should be paid in the validation process to the
amount of antiseptic solution, the storage time and to the
choice of appropriate and sensitive microorganisms.
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The antiseptic efficacy of ethanol, isopropanol, and r-propanol at 60%, 70%, and 89.5% (all vol/vol) was
analyzed after 2, 3, or 4 min of application to the forehead, back, and abdomen of 180 volunteers by the use
of a standardized swab sampling method. Results of recolonization by the aerobic skin flora of the upper arms
and backs of 20 volunteers were compared 72 h after treatment with 0.5%, 1%, or 2% chlorhexidine digluconate
(CHG) in 89.5% n-propanol. The most effective alcohol at all skin sites was n-propanol, with a mean log,,
reduction of 1.82 after 2 min on the forehead. Efficacy against the aerobic flora of the forehead was mainly
influenced by the type of alcohol (P < 0.001), followed by the concentration (P < 0.001) and the application
time (P = 0.006). Ethanol and isopropanol were significantly less effective (both P < 0.001). Alcohol supple-
mented with 0.5% or more CHG was significantly more effective than alcohol alone in the suppression of
recolonization (P < 0.05). An 89.5% solution of n-propanol was the most effective alcohol for the reduction of
populations of aerobic skin flora. Its combination with CHG is appropriate whenever recolonization of the skin
must be limited. Further studies are needed to determine the most effective concentration of CHG in n-

propanol to provide the best protection against recolonization of the skin, e.g., for catheter site care.

In the United States and Europe, both ethanol and isopro-
panol are recognized active agents in medicinal products (7,
32), e.g., to prevent surgical-site infections as recommended by
the Centers for Disease Control and Prevention (CDC). The
U.S. Food and Drug Administration (FDA) assessed aqueous
ethanol at 60% to 95% and isopropanol at 70% to 91.3%
(volivol) as safe and effective for patient preoperative skin
preparations (9). In Europe, n-propanol is also approved as an
active ingredient in medicinal products for skin antisepsis.

For catheter site care, the CDC strongly recommends the
use of a 2% chlorhexidine-based preparation (24). The sup-
pression of the recolonization of the catheter site is important
because of the permanent gap in the skin barrier and the long
intervals between dressing changes. Chlorhexidine is more ef-
fective than other standard preparations in preventing catheter
colonization when used for catheter site care (33). It is also
more effective in reducing bloodstream infection rates, which
are the most important clinical endpoints (6, 19, 22).

To the best of our knowledge, the levels of efficacy of the
three alcohols used for skin antisepsis have never been studied
systematically in vivo. Therefore, in this study, ethanol, isopro-
panol, and n-propanol were compared at three different con-
centrations and for three different application times at four
clinically relevant skin sites to determine which of these anti-
septic treatments is most effective in reducing the populations
of aerobic skin flora. We then combined the most effective
alcohol solutions identified with different concentrations of
chlorhexidine digluconate (CHG) and analyzed their effects on
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recolonization at two different skin sites after 72 h of sterile
coverage.

MATERIALS AND METHODS

Antiseptic solutions. For part 1 of the study, aqueous solutions of ethanol,
n-propanol, and isopropanol, at concentrations of 60%, 70%, and 89.5% (all
vol/vol) each, were used.

For part 2 of the study, 89.5% (vol/vol) aqueous n-propanol supplemented
with 0.5%, 1.0%, or 2% (all wt/wt) CHG (Evonik Degussa GmbH, Hanau,
Germany) was used. All formulations were manufactured by Bode Chemie
GmbH, Hamburg, Germany.

Study population. The sample size was chosen to determine the efficacy of the
alcohols at a specific concentration for a specific application time for 20 subjects.
The three types of alcohol were tested at three different concentrations for three
application times, resulting in a total of 180 subjects in the first part of the study.
For all subjects, ethanol, n-propanol, and isopropanol were tested in parallel at
a specific concentration and for a specific application time. All four skin sites of
each subject were evaluated consecutively on the same day. Volunteers were
allowed to participate multiple times in the study but only once each for the
evaluation of a specific concentration at a specific application time. A treatment-
free interval of at least 7 days between tests of the same subject was maintained.
A total of 20 different subjects participated in the second part of the study. In
both parts of the study, a sex ratio of 10 women to 10 men was preferred, but a
ratio of 9 to 11 or 11 to 9 was accepted.

Volunteers who were younger than 18 years of age, had a skin disease(s) such
as dermatitis at one or more of the tested skin sites, or had undergone antibiotic
or local antiseptic treatment 7 days before the test were excluded.

Study design. A prospective, randomized, unicenter, double-blind study design
was chosen. This study was approved by an ethics commission (Freiburger Ethik-
Kommission GmbH International, Freiburg, Germany; approval code 07/2064).
Informed consent was obtained from each volunteer in a signed consent form.

Efficacy of alcohols. The immediate effect of the different alcohols was tested
on the forehead, upper back, abdomen, and lumbar area. The alcohol solutions
(each identified only by a blinded code designation) were tested with an appli-
cation time of 2, 3, or 4 min.

At each of these sites, four test areas (5 cm? each in size) were marked with a
sterilized metal stamp and stamp pad ink before sampling. The four test areas
were arranged side by side horizontally on the forehead and in each corner of a
larger square on the other skin sites. The test areas on all skin sites of each
subject were randomly assigned for baseline sampling (pretreatment) and for the
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three types of alcohol by using a Latin-square design. The units were arranged in
a four-by-four square such that each treatment appeared once in each row and
each column. The rows of the square were allocated to specific skin sites, and the
columns were allocated to the specific test areas. A new Latin square was
constructed for each subject.

In each test area, the alcohol was applied once every minute with a rayon swab
in a standardized manner. In order to ensure that the skin was kept moist during
the minute, the entire test area was completely wiped three times. The swab was
moistened prior to each use.

Both baseline sampling and posttreatment sampling were performed as fol-
lows. The test area was swabbed with a sterile rayon swab (BBL CultureSwab
ohne medium; Becton Dickinson, Darmstadt, Germany), premoistened with
broth, by pressing the swab as evenly as possible on the skin and rubbing the
5-cm? area with a total of 30 swab movements (during approximately 10 to 12 s).
The tip of the swab was broken off into a sterile collection tube containing 5 ml
of casein-peptone soymeal-peptone broth (Merck KgaA, Darmstadt, Germany)
supplemented with 3% polysorbate 80 (Merck KgaA, Darmstadt, Germany),
0.3% lecithin (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany), 0.1%
[-histidine, and 0.1% I[-cysteine (both Merck KgaA, Darmstadt, Germany), and
the sample was mixed for 30 s. The samples were stored at 2 to 8°C for a
maximum of 3 h until spreading, because the numbers of bacteria do not change
during this type of storage (16). Each sample was mixed for 5 s before dilution.
Aliquots (0.5 ml) and serial dilutions were spread in duplicate on casein-peptone
soymeal-peptone agar (CASO agar; Merck KgaA, Darmstadt, Germany) plates
with a diameter of 90 mm.

After incubation of the CASO agar plates (acrobically for 48 h at 37 + 2°C),
the numbers of CFU were counted. For determination of the baseline bacterial
density, all plates with CFU counts between 15 and 300 were evaluated. For
posttreatment bacterial density determinations, all plates with CFU counts below
300, including those with less than 15 CFU, were evaluated to avoid false-positive
efficacy results.

Efficacy of supplementary CHG. To test the immediate and residual effects of
antiseptic containing CHG, six test areas were chosen on the upper arms and
upper back. The skin sites were primarily chosen for their clinical relevance for
catheter site care. The upper back is very close to the puncture site of subclavian
catheters and can easily be sampled and covered with sterile dressings. The upper
arm is very close to the antecubital fossa and can also easily be sampled and
covered with sterile dressings. On each upper arm, three 5-cm? areas were
marked, one below the other; on the upper back, two cranial areas were marked
side by side, and four areas were marked just below them. The areas in the
middle of each upper arm and the cranially located areas on the upper back were
used to analyze the baseline counts and the immediate antiseptic effects. The
allocation of different sites of the body was balanced across the groups of
participants.

The baseline counts and immediate effects of the antiseptics were determined
as described for the first part of the study. Casein-peptone soymeal-peptone
broth containing 3% polysorbate 80, 0.3% lecithin, 0.1% [-histidine, and 0.5%
sodium thiosulfate (Merck KgaA, Darmstadt, Germany), 3% saponin (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany), and 1% sodiumlaurylethersulfate
(Cognis GmbH, Mohnheim am Rhein, Germany), previously described as suit-
able (14), and CASO agar containing 0.1% [-histidine, 0.3% lecithin, and 3%
polysorbate 80 (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) were used. The neutraliza-
tion of the alcohol solution supplemented with 2% CHG was validated according
to ASTM E 1054-02 (2) with five aerobic challenge microorganisms, all of which
are found on human skin (25), to ensure that the carryover of residual antiseptic
in vitro did not lead to false-positive efficacy results.

The other four test areas were treated randomly with 89.5% n-propanol with
or without CHG. The application times were 30 s on the upper arms and 3 min
on the back, as described for the first part of the study. After the skin had been
dried, each test area was covered with a sterile, water-resistant, vapor-permeable
adhesive dressing for 72 = 2 h. The dressings were then removed and the samples
collected, handled, and incubated as described for the baseline samples.

Determination of efficacy. Each efficacy evaluation was based on the mean
baseline log;, CFU/cm? count at the corresponding skin site. For each type of
treatment, the mean log;, CFU/cm? counts for all duplicate analyses were cal-
culated. When the results of two different dilution steps were within the defined
CFU range, the weighted means were calculated.

The log,, reduction was calculated by subtracting the mean log;, CFU/cm?
count after each treatment from the mean baseline log;, CFU/cm? count at each
skin site.

Statistical analysis. All computer-based statistical calculations were made
with SPSS 13.0 or 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL).

In the first part of the study, differences between the treatment groups regard-
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ing different types of alcohol for a specific application time at a specific concen-
tration were determined (using analysis of variance or, if applicable, the Welch
test). When the differences were significant (P < 0.05), Tukey’s honestly signif-
icant difference test or Tamhane’s T2 test was used for post hoc analyses.

In the second part of the study, the differences in the mean log;, reductions
between all the treatment groups were analyzed with the Friedman test. When
the P value was lower than 0.05, the Wilcoxon-Wilcox test was applied.

RESULTS

Efficacy of alcohols. The average age of the 180 volunteers
was 33 = 12 years in the first part of the study. The highest
density of aerobic flora was on the forehead (mean log,, CFU/
cm?, 3.69 = 1.00), followed by the upper back (3.00 = 0.90),
the abdomen (2.98 * 0.74), and the lumbar area (2.35 = 0.70).

Overall, the most effective type of alcohol for reduction of
populations of flora was n-propanol at 89.5% (vol/vol). The
application time was of minor relevance. The results are sum-
marized in Table 1.

All three parameters were ranked regarding their respective
degrees of influence on the log,, reduction at each skin site.
Overall, the type of alcohol had the strongest effect (Table 2).

Post hoc analyses of the results obtained for the forehead,
the upper back, and the abdomen showed that n-propanol was
more effective at reducing populations of flora than ethanol
(all P < 0.001) and isopropanol (P < 0.001 for forehead and
upper back; P = 0.001 for abdomen), regardless of the con-
centration or application time.

Irrespective of the application time or type of alcohol, post
hoc analyses of the different alcohol concentrations showed
that a 60% concentration was less effective than 70% or 89.5%
(P < 0.001 and P = 0.006) on the forehead. Furthermore, a
70% concentration was less effective than 89.5% (P = 0.003)
on the forehead and the upper back (P = 0.027). On the upper
back and abdomen and in the lumbar area, a concentration of
60% was significantly less effective than 89.5% (P = 0.01 for
the upper back; P = 0.017 for the abdomen; P < 0.001 for the
lumbar area).

An application time of 2 min was significantly less effec-
tive than 3 min and 4 min on the forehead and the upper
back (P = 0.048 and P = 0.023 for the forehead; P = 0.013
and P < 0.001 for the upper back), regardless of the type of
alcohol or its concentration.

Efficacy of 89.5% n-propanol supplemented with 0.5%, 1%,
or 2% CHG or with no supplementation. The average age for
the group of 20 volunteers was 36 = 13 years. The baseline
count, the immediate effect of n-propanol, and the log,, re-
ductions in the populations of flora induced by the supple-
mented and unsupplemented alcohol solutions after 72 h are
shown in Table 3.

The effects of the four antiseptic solutions differed signifi-
cantly at both skin sites, as is consistent with the maintenance
of recolonization by aerobic skin flora below the baseline level
after 72 h of sterile coverage (P = 0.001 for the upper arms and
P = 0.005 for the upper back by the Friedman test).

On the upper arms, all supplemented antiseptic solutions
were significantly more effective than n-propanol without CHG
in maintaining the recolonization of the aerobic skin flora
below the baseline level after 72 h (0.5% CHG, P < 0.01; 1%
CHG, P < 0.05; 2% CHG, P < 0.01 [paired analyses with the
Wilcoxon-Wilcox test]).
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TABLE 1. Mean log,, reduction of the skin flora on different skin sites by various alcohols after different application times

Mean * SD log,, reduction and P value at indicated time (min)”

L Type of Concn
Skin site “

alcohol (%) 2 P value 3 P value 4 P value

Forehead prop-1 60 1.54MAA + (.94 <0.001 1.93%BB + (.73 <0.001 1.74€ + 1.26 0.044
prop-2 0.67* = 0.65 0.78%8 + 0.79 1.05 = 0.88
eth 0.40% + 0.54 0.79"% =+ 0.60 0.83¢ = 1.31

Upper back prop-1 1.90° = 0.69 0.020 2.08 £ 0.75 0.292 2.16 = 0.97 0.596
prop-2 1.38 £ 0.95 1.72 £ 0.92 1.87 = 0.97
eth 1.09° = 1.02 1.69 = 0.95 2.08 = 0.80

Abdomen prop-1 225 £0.59 0.434 2.635% = 0.74 0.003 2.56 = 0.77 0.182
prop-2 2.16 £0.77 213 = 1.07 2.14 = 0.94
eth 1.94 = 0.97 1.67% = 0.65 2.10 = 0.86

Lumbar area prop-1 1.93 = 0.60 0.754 1.81 = 0.55 0.631 1.82 = 0.78 0.595
prop-2 1.79 = 0.59 1.84 = 0.57 1.97 = 0.80
eth 1.87 = 0.61 1.67 = 0.60 1.72 = 0.77

Forehead prop-1 70 1.73% £ 0.92 0.024 1.909/6S + (.81 0.001 1.89% + 0.91 0.026
prop-2 1.21 = 0.65 1.2696 = 0.54 1.18% + 0.84
eth 0.98" = 0.71 1.08% = 0.64 123098

Upper back prop-1 1.81 = 0.64 0.623 1.97 = 1.36 0.806 253" + (.91 0.002
prop-2 1.69 = 0.80 1.81 = 0.99 1.67"7 +0.83
eth 1.56 = 1.00 1.74 = 1.05 1.49" + 1.07

Abdomen prop-1 2.40 = 0.64 0.245 2.69 = 0.89 0.235 2.73%/KK + (.81 0.002
prop-2 243 £0.72 2.23 £ 0.95 1.69%€ = 1.11
eth 2.07 £0.83 2.55£0.77 2.02% + 0.80

Lumbar area prop-1 218 £0.51 0.364 2.10 £ 0.65 0.628 2.00 = 0.86 0.731
prop-2 212 +£0.53 1.91 = 0.60 1.90 = 1.12
eth 1.94 = 0.58 1.93 = 0.74 1.76 = 1.01

Forehead prop-1 89.5 1.82 £ 1.24 0.132 2.09 = 1.33 0.403 2388+ 1.17 0.002
prop-2 1.44 = 1.03 1.70 = 0.93 1.88 = 0.88
eth 1.17 £ 0.71 1.60 = 0.94 1.34% = 0.52

Upper back prop-1 2.25M = 0.75 0.006 2.13 £ 0.53 0.445 2.59 = 0.90 0.068
prop-2 1.89 + 0.91 2.00 = 0.59 1.91 = 1.07
eth 1.40M = (.74 2.27 +0.85 2.02 = 0.93

Abdomen prop-1 2.54 +0.71 0.888 253 £097 0.722 2.70 = 0.97 0.070
prop-2 243 £0.71 251+ 0.85 2.29 = 0.90
eth 2.50 £0.78 2.32 = 0.98 1.99 += 1.02

Lumbar area prop-1 2.14 £0.55 0.679 2.05 = 0.69 0.793 2.36 = 0.59 0.302
prop-2 2.03 £0.52 215 £ 0.54 2.26 = 0.61
eth 1.98 = 0.68 2.01 =0.77 2.06 = 0.65

“ prop-1, n-propanol; prop-2, isopropanol; eth, ethanol.

b Different superscript uppercase characters (A to M) represent significant differences in post hoc analysis results between the different types of alcohol. Single and
double superscript uppercase characters are used whenever a significant difference was found between two pairs of means. Each mean value represents data from 20

different subjects.

TABLE 2. Ranking of parameters with influence on the reduction
of skin flora on different skin sites (n = 180)

Parameter ranking (highest influence to

Skin site lowest influence)
Forehead......ccoococuvurvncucnnnne Type of alcohol (P < 0.001) > concn (P <
0.001) > application time (P = 0.006)
Upper back........cccoeuvunee. Type of alcohol (P < 0.001) > application
time (P < 0.001) > concn (P = 0.006)
Abdomen........ccccoevuiienns Type of alcohol (P < 0.001) > concn (P =
0.024) > application time (n.s.”)
Lumbar area.........ccccoueee. Concn (P < 0.001) > type of alcohol

(n.s.)/application time (n.s.)

“n.s., not significant.

On the upper back, the antiseptic solutions supplemented with
0.5% and 2% CHG were significantly more effective than the
n-propanol solution without CHG in suppressing the recoloniza-
tion by the aerobic skin flora after 72 h (both P < 0.05).

No significant differences were observed among the three
CHG-supplemented solutions at both skin sites (all paired
analyses; P > 0.05 [Wilcoxon-Wilcox test]).

DISCUSSION

We have shown for the first time in vivo that the type of
alcohol is the most important factor, followed by its concen-
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TABLE 3. Mean log,, reduction and suppression of recolonization of skin flora after 72 h of coverage (n = 20)

Immediate log,,

Suppression of recolonization (expressed as log difference from baseline count
after 72 h of sterile coverage) in n-propanol solution

Mean I s . .
Skin site baseel‘iir?e 25]11“m Ap}ﬁ;c]z;tlon rsdpllrcz:;)(zirrll (?lf (89.5% [volvol]) supplemented with”:
CFU/cm? ’
(CFUfenry (89.5%) No 0.5% CHG 1% CHG 2% CHG
supplementation
Upper arms 236 = 0.77 30s 2.06 = 0.59 0.4187%/# + 134 1334+ 1.29 1.16% = 1.23 1.24** = 0.96
Upper back 2.94 = 0.94 3 min 2.14 = 0.85 0.28%° + 1.46 1.07* = 1.81 1.42 =143 1.30° = 1.56

“ Different superscript characters represent significant differences of means for each skin site in post hoc analysis results.

tration and application time, in producing the best aerobic skin
flora reduction.

In our study, n-propanol was the most effective alcohol in
reducing the aerobic skin flora at all skin sites tested. To
achieve the same reduction as n-propanol, ethanol or isopro-
panol must be applied at higher concentrations or for longer
times or both. No systematic studies have compared the effi-
cacy of these alcohols in skin antisepsis, although similar find-
ings have been reported for hand hygiene (but a less systematic
approach was taken in those studies) (13, 27, 31). Despite the
evidence identifying n-propanol as the most effective alcohol, it
was the only alcohol in our study that is not approved by the
FDA as safe and effective (category I) for skin antisepsis (32).

We found that the skin site itself has an impact on the
reduction of the skin flora by antiseptics. This is explicable by
the range of densities of skin flora at different sites (4, 18, 20,
23) and probably the physiological condition of the treated skin
area (15). For example, the mean baseline counts per square
centimeter on the abdomen and the upper back were similar,
but the log,, reductions on the upper back were considerably
lower.

The highest bacterial density was found on the forehead,
where the log;, reductions were lower those at the other skin
sites. This can be explained by the high density of sebaceous
glands, which may create a protecting barrier (4, 8, 10, 18, 20,
21). Nevertheless, the greatest differences in the efficacy were
observed at this site. Alcohol solutions that were effective on
the forehead were also highly effective at the other skin sites.
These results challenge the idea that testing antiseptics on the
groin and abdomen, as recommended by the FDA and the
ASTM E 1173-01 methods (3, 9), provides acceptable results
for surgical procedures performed on the head, e.g., in neuro-
surgery.

In our study the lowest colony counts were found at the
lumbar site. All treatments achieved an irreducible minimum
density of the aerobic skin flora within 2 min. This area does
not appear to be as critical as previously thought in Germany,
where a standard application time for skin antiseptics is 10 min
at the lumbar site, although there may be severe consequences
if bacteria gain access to the cerebrospinal fluid during punc-
ture (26, 28, 29).

The composition of the skin microflora and their sensitivity
to antiseptic agents also depend on the skin site. Skin with
many sebaceous glands is highly colonized by anaerobes, and
skin with few sebaceous glands mainly harbors staphylococci
and aerobic coryneforms (5, 18, 21). We did not distinguish
between different floral species. Therefore, the composition of

the resident flora may also explain the variable levels of efficacy
at different skin sites.

The findings with regard to the effects of CHG on the per-
sistence of antimicrobial efficacy on human skin are supported
by substantial evidence (6, 19). However, efficacy data for
CHG must be assessed very carefully, because false positive
results are possible when neutralization is insufficient (12).
Combining CHG with alcohol is advantageous, because the
slowness with which CHG takes effect is of little importance
due to the immediate effect of the alcohol (8).

We found that CHG (0.5% or higher) in 89.5% n-propanol
significantly slowed down the recolonization of the skin when it
was covered for 72 h. The unsupplemented alcohol solution
had only a marginal effect. This finding is supported by the
results of other studies (11, 17); on the abdominal skin, 2%
CHG in 70% isopropanol provided a significantly more per-
sistent antimicrobial activity than did isopropanol alone (11). It
has been shown effective in the prevention of colonization of
peripheral venous catheters (1, 11, 30).

Although we found that 1% CHG in 89.5% n-propanol had
the greatest effect on the upper back after 72 h, we found no
statistically significant difference compared to the results ob-
tained with unsupplemented alcohol. This is a surprising find-
ing to us, and we can only explain it with the chosen statistical
test, which was a pairwise comparison. But we do not doubt its
biological relevance.

Our data indicate that 0.5% CHG was already effective in
slowing down recolonization at two skin sites. Vallés et al.
found no difference between 0.5% alcoholic CHG and 2%
aqueous CHG in preventing catheter colonization (33). With
alcohol used as a solvent, even a <0.5% concentration of CHG
may be sufficient to slow down recolonization. Further studies
are needed to clarify whether CHG concentrations lower than
2% in alcohol solutions provide equivalent results for the pre-
vention of catheter-related bloodstream infections.

Conclusions. An 89.5% concentration of n-propanol was the
most effective alcohol solution in reducing the aerobic skin
flora. A combination with at least 0.5% CHG slowed down the
recolonization of the skin flora. But further studies are needed
to determine the most effective CHG-concentration in n-pro-
panol for providing the best protection against recolonization
of the skin, e.g., for catheter site care.
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Vergleich der Wirksamkeit von
89,5 % 1-Propanol bei kurzen
Anwendungszeiten mitdem
Referenzverfahren der DGHM-
Methode fiir die Hautantiseptik

Comparison between the efficacy of 89.5 % 1-Propanol
in shorter application times and the reference method

of the DGHM for skin antisepsis

Zusammenfassung

Hintergrund: In Deutschland gelten Hautantisep-
tika als wirksam, wenn auf talgdriisenreicher Haut
die Reduktion der Hautflora nicht schlechter ist als
die Reduktion durch das von der DGHM vorgege-
bene 10-minitige Referenzverfahren mit 70 %igem
2-Propanol. In einer friiheren Studie konnten wir
zeigen, dass 1-Propanol 89,5 % (V/V) wirksamer
ist als der DGHM-Referenzalkohol [1]. Aus diesem
Grund wurde in dieser in-vivo-Studie untersucht,
ob mit dieser 1-Propanollésung bereits bei kiirzeren
Einwirkzeiten die Nicht-Unterlegenheit der Wirk-
samkeit gegentiber dem DGHM-Referenzverfahren
nachgewiesen werden kann.

Methoden: Auf der Stirn, dem Abdomen, dem Na-
cken und im Lumbalbereich wurde die Sofortwir-
kung von 89,5 % 1-Propanol (V/V) bei Einwirkzeiten
von 4, 3, 2 Minuten sowie 1 Minute im Vergleich
zu dem DGHM-Referenzverfahren untersucht. Die
Quantifizierung der Hautflora erfolgte in Anlehnung
an die DGHM-Standardmethode. Die statistische
Auswertung wurde auf Basis einer Nicht-Unterle-
genheitspriifung durchgefiihrt.

Ergebnisse: Bei einer Einwirkzeit von 3 Minuten
war 89,5 %iger 1-Propanol auf allen vier Hauta-
realen dem DGHM-Referenzverfahren nicht unter-
legen und z. T. sogar iiberlegen. Die niedrigsten
log,,-Reduktionen wurden auf der Stirn gemessen,
allerdings zeigte hier 89,5 %iger 1-Propanol sogar
bei einer einminiitigen Einwirkzeit Nicht-Unterle-
genheit zu dem 10-miniitigen Referenzverfahren
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(Reduktionsfaktor; 1-Propanol: 1,24 + 0,77; Refe-
renzmethode: 1,51 + 0,91). Auf dem Nacken war
fir den Nachweis der Nicht-Unterlegenheit eine
Einwirkzeit von 3 Minuten erforderlich; auf dem
Abdomen und im Lumbalbereich waren 2 Minuten
ausreichend wirksam.

Schlussfolgerung: Eine dem DGHM-Referenzver-
fahren gleichwertige Reduktion der aeroben Haut-
flora wird auf allen vier Hautarealen mit 89,5 %igem
1-Propanol bereits bei einer Einwirkzeit von 3 Minu-
ten erzielt. Fiir die Etablierung einer europdischen
Standardmethode fiir Wirksamkeitsuntersuchungen
flir Hautantiseptika bietet 1-Propanol eine interes-
sante Option fiir ein Referenzverfahren.

Hyg Med 2010; 35 [3]: 64-69

Summary

Background: In Germany skin antiseptics are con-
sidered to be effective on sebaceous-rich skin sites
if an equal effectiveness is demonstrated com-
pared to the reference method (RM) of the German
Society for Hygiene and Microbiology (DGHM); 10
minutes application time; 70 % 2-propanol. In a
previous study we were able to show that 89.5 %
(V/V) 1-propanol is more effective than 70 % 2-pro-
panol [1]. Therefore we investigated in vivo if the
efficacy of 89.5 % 1-propanol is non-inferior com-
pared to the RM in shorter application times.

Methods: The efficacy of 89.5 % 1-propanol at 4,
3, 2 minutes as well as 1 minute application time
was determined at the forehead, the abdomen, the



upper back and the lumbar area compared to the
RM. Quantification of the skin flora was carried out
according to the standard test method of the
DGHM. Statistical analysis was carried out by non-
inferiority testing.

Results: 89.5 % 1-propanol showed non-inferiority
to the RM at 3 minutes application time at all sites,
and it was sometimes even superior. The lowest
log,,-reductions were found at the forehead; at one
minute application time 89.5 % 1-propanol showed
non-inferioriority [log, -reduction; 1-propanol: 1.24
+0.77; RM: 1.51 £ 0.91]. At the upper back a mini-
mum of 3 minutes application time was necessary
to obtain non-inferiority; at the abdomen and the
lumbar area 2 minutes were sufficient.
Conclusion: Compared to the RM, equal reduction
of skin flora was obtained with 89.5 % 1-propanol
at 3 minutes application time. For establishment of
an European standard test method for skin antisep-
tics, 1-propanol represents an interesting option for
the reference method.

Einleitung

Die Vermeidung nosokomialer Infektio-
nen, wie z. B. postoperativer Wundinfek-
tionen und katheterassoziierter Infektio-
nen, ist von hoher Relevanz in der klini-
schen Praxis. Eine wichtige Infektions-
quelle stellt dabei die endogene, residente
Hautflora des Patienten dar. Die Reduktion
der Hautflora durch die Anwendung von
Hautantiseptika ist deshalb eine wichtige
Mafnahme zur Infektionspravention [2,
3]. Die Grundvoraussetzung fiir die An-
wendung eines Praparates in der Praxis ist
dabei ein zuvor erbrachter Wirksamkeits-
nachweis bei definierten Einwirkzeiten.

Fiir die Wirksamkeit und somit auch
flir den Schutz des Patienten sind drei
Faktoren von wichtiger Bedeutung. Neben
der Art des Alkohols ist sowohl die Kon-
zentration der alkoholischen Lésung als
auch das Einhalten der notwendigen Ein-
wirkzeit wichtig [1]. In Europa werden die
Alkohole Ethanol, 2-Propanol und 1-Pro-
panol in Praparaten fiir die Hautantiseptik
eingesetzt. Eine europdische Norm, analog
zu den Vorgaben fiir Wirksamkeitspriifun-
genim Bereich der Hindehygiene, existiert
bislang fiir Hautantiseptika nicht. Die Wirk-
samkeit der in Deutschland eingesetzten
Hautantiseptika wird nach einer von der
DGHM etablierten Standardmethode im
praxisnahen Versuch mit Probanden in
vivo getestet [4]. Diese Methode dient zur
Wirksamkeitsprifung gegentiber der resi-
denten Hautflora.

Im direkten Vergleich wird bei 20 Pro-
banden die Wirksamkeit des Testprapa-
rates mit der Wirksamkeit des vorgege-
benen Referenzalkohols (2-Propanol in
einer Konzentration von 70 % (V/V)) aut
talgdriisenreicher und auf talgdriisenar-
mer Haut verglichen. Die Methode gibt
vor, dass die Haut mit dem Referenzal-
kohol und dem Testprodukt auf talgdrii-
senreicher Haut fiir einen Zeitraum von
10 Minuten zu benetzen ist. Daraus re-
sultierte, dass fiir die talgdriisenreichen
Hautareale noch bis Ende des Jahres 2008
fiir alle auf dem deutschen Markt befind-
lichen Antiseptika eine Einwirkzeit von
10 Minuten aufgrund der Arzneimittel-
zulassungen zu beriicksichtigen war. Die
Arzneimittelzulassungen basierten auf
der DGHM-Empfehlung; was dazu fiihrte,
dass die Mindesteinwirkzeit von 10 Mi-
nuten zunehmend von Wissenschaftlern
kritisiert wurden [5]. Eine neuere Studie
belegt allerdings, dass mit bestimmten
Praparaten auch bei kiirzeren Zeiten eine
Wirksamkeit erzielt werden kann, die als
gleichwertig zur Wirksamkeit des Refe-
renzverfahrens anzusehen ist [6]. Eine
Verkiirzung der erforderlichen Einwirk-
zeit bei gleichbleibendem Schutz des
Patienten bietet fiir die klinische Praxis
erhebliche Vorteile und wird zu einer
hoheren klinischen Akzeptanz fithren
[7]. Der wichtigste Vorteil im klinischen
Alltag ist die resultierende Zeitersparnis,
die z. B. in Notfallsituationen von beson-
derer Bedeutung sein kann. Als weiterer
wichtiger Faktor sind Kosteneinsparun-
gen aufgrund verkiirzter Einwirkzeiten
Zu nennen.

Aus den Ergebnissen der Dissertation,
die der DGHM-Methode zugrunde gelegt
wurden [8], ldsst sich bereits eine unter-
schiedliche Wirksamkeit bzw. Reduktion
der Hautflora je nach Art des Alkohols
ableiten. Aus diesem Grund haben wir in
einer ersten systematischen Studie zur
Optimierung der Hautantiseptik die Wirk-
samkeit der drei Alkohole in drei unter-
schiedlichen Konzentrationen bei jeweils
drei Einwirkzeiten = 4 Minuten unter-
sucht, um die bestwirksame Alkohollo-
sung zu identifizieren [1]. Der Referenz-
alkohol der DGHM-Methode wurde eben-
falls in diese Studie mit eingeschlossen;
jedoch zeigte eine 89,5 %ige 1-Propanol-
losung eine deutlich bessere Wirksambkeit.

Daraus resultierte die Frage, ob mit
einer 89,5 %igen 1-Propanolldsung eine
dem Referenzverfahren gleichwertige
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Reduktion bereits bei Einwirkzeiten von
weniger als 10 Minuten erreicht werden
kann. Aus diesem Grund haben wir ge-
prift, ob fiir die Wirksamkeit dieser an-
tiseptischen Losung bei Einwirkzeiten von
4, 3, 2 Minuten bzw. 1 Minute auf der
Stirn, dem Abdomen, dem Nacken und
dem Lumbalbereich im Vergleich zu der
DGHM-Referenzmethode Nicht-Unterle-
genheit nachgewiesen werden kann.

Material und Methoden

Alkoholische Losungen

89,5 % 1-Propanol und 70 % 2-Propanol
(V/V), hergestellt durch die Firma BODE
Chemie GmbH, Hamburg, Deutschland.

Probandenkollektiv

In beiden Studienteilen nahmen jeweils

20 freiwillige Probanden teil. Ausschluss-

kriterien fiir die Teilnahme an der Studie

waren:

— Alter unter 18 Jahren,

— vorliegende Hauterkrankungen auf den
zu testenden Hautarealen,

— antibiotische Therapie oder antiseptische
Behandlung 7 Tage vor dem Versuch.

In beiden Teilen der Studie wurde auf ein
ausgewogenes Geschlechterverhiltnis
Wert gelegt, um eine mogliche Beeinflus-
sung des Ergebnisses aufgrund der unter-
schiedlichen Hautbesiedelung von Man-
nern und Frauen auszuschliefen [9].
Mindestens 9 Probanden und hochstens
11 Probanden des gleichen Geschlechts
durften in einem Studienteil teilnehmen;
in dieser Studie nahmen in beiden Teilen
jeweils 11 Frauen und 9 Ménner teil.
Jeder Proband durfte insgesamt zweimal
an dieser Studie teilnehmen, allerdings
jeweils nur einmal pro Studienteil, so dass
jeder Mittelwert auf den Ergebnissen von
20 unterschiedlichen Probanden basiert.

Studiendesign

Es handelt sich um eine prospektive, rando-
misierte, monozentrische Studie. Die Studie
wurde von einer Ethikkommission geneh-
migt (Freiburger Ethik-Kommission GmbH
International, Freiburg, Studiennummer
07/2064). Vor jedem Versuch wurde von
den Probanden eine unterschriebene Ein-
verstandniserklarung eingeholt.



Probennahme

Die Sofortwirkung von 89,5 %igem
1-Propanol wurde in einem ersten Stu-
dienteil nach Einwirkzeiten von 4 und
3 Minuten sowie in einem zweiten Stu-
dienteil nach 2 Minuten sowie 1 Minute
mit der Sofortwirkung von 70 %igem
2-Propanol (V/V) nach einer Einwirkzeit
von 10 Minuten auf der Stirn, dem Ab-
domen, dem Nacken und im Lumbalbe-
reich an jeweils 20 Probanden verglichen.
Aufjedem dieser vier Hautareale wurden
vier 5 cm? grofRe Testfelder markiert (auf
der Stirn nebeneinander; auf allen ande-
ren Hautarealen in rechteckiger Anord-
nung). Es erfolgte eine randomisierte
Zuordnung zu den unterschiedlichen Be-
handlungen bzw. der Entnahme des Vor-
werts, um einen systematischen Fehler
durch eine festgelegte Lokalisation der
Testfelder auszuschlieBen [9]. Bei den
Untersuchungen auf der Stirn wurden
die Haare gegebenentfalls mit Klammern
aus dem Gesicht ferngehalten. Auf eine
Beprobung nach einem Zeitraum von
30 Minuten, wie in der DGHM-Methode
vorgesehen, wurde verzichtet, da in an-
deren Studien bereits gezeigt werden
konnte, dass nach so kurzer Zeit keine
signifikanten Unterschiede zu den Ergeb-
nissen der Sofortwirkung feststellbar sind.
Diese Werte fiihren in der Regel zu dem
gleichen Gesamtergebnis [6, 10].

Die unterschiedlichen alkoholischen
Losungen wurden mit einem Rayon-
Tupfer (BBL CultureSwab ohne Medium,
Becton and Dickinson, Darmstadt,
Deutschland) nach einem standardisier-
ten Verfahren aufgetragen. Durch eine
standardisierte Benetzung der Testfelder
mindestens einmal pro Minute war si-
chergestellt, dass die Haut tiber die ge-
samte Einwirkzeit vollstandig benetzt war.

Sowohl die Vorwertentnahme als
auch die Hautkeimgewinnung erfolgte
folgendermafen: Vor jeder Probennahme
wurden die Testfelder mit einer sterili-
sierten Metallschablone und Stempelfarbe
markiert, um die Beprobungsflachen zu
begrenzen. Das jeweilige 5 cm? grof3e
Testfeld wurde mit einem zuvor in Bouil-
lon angefeuchteten Tupfer mit 30 Tupfe-
rabstrichen unter moglichst gleichmafi-
gem Anpressdruck innerhalb von etwa
10-12 Sekunden abgerieben. Anschlie-
Bend wurde die Tupferspitze in ein steri-
les Probengefd mit 5 ml CSL [4] gebro-
chen und fiir 30 Sekunden gevortext. Die
Bouillon war supplementiert mit einem

Neutralisationsgemisch bestehend aus
3 % Polysorbat 80, 0,3 % Lecithin, 0,1 %
L-Histidin, und 0,1 % L-Cystein [4]. Bis
zur Ausplattierung erfolgte eine Lagerung
der Proben bei 2 bis 8 °C fiir maximal
3 Stunden [11, 12]. Unmittelbar vor dem
Anlegen einer Verdiinnungsreihe wurde
jede Probe erneut fiir 5 Sekunden gevor-
text. Jeweils 0,5 ml der Probe sowie
Aliquote entsprechender Verdiinnungen
wurden jeweils in einer Doppelbestim-
mung auf Casein-Pepton-Sojapepton-
Agar (CASO-Agar, Merck KgaA; Darm-
stadt; Deutschland) ausplattiert.

Nach der Inkubation der Agarplatten
(aerob; 48 Stunden bei 37 + 2 °C) erfolgte
die Quantifizierung der koloniebildenden
Einheiten (KBE) auf jeder Platte. Fiir die
Bestimmung der Vorwerte wurden alle
Platten mit einer Dichte von 15 bis 300 KBE
in die Bewertung mit eingeschlossen. Fiir
die Bestimmung der Nachwerte wurden
zusatzlich auch alle Ergebnisse <15 KBE
in die Bewertung mit eingeschlossen, um
falsch-positive Wirksamkeitsergebnisse
auszuschlie3en.

Bestimmung der Wirksamkeit

Es erfolgte die Logarithmierung der mitt-
leren KBE-Werte pro mL Probenfliissig-
keit. Das Ergebnis von 1 ml Probenfliis-
sigkeit entsprach somit der Hautflora-
dichte pro cm? Hautoberflache. Die Wirk-
samkeit der einzelnen Verfahren wurde
auf jedem Hautareal bestimmt, indem fiir
jeden Probanden derlog, -Reduktionsfak-
tor (RF) aus der Differenz des mittleren
log, -Nachwerts und des mittleren log, -
Vorwerts ermittelt wurde.

Statistische Auswertung

Die Datensdtze aller Desinfektionsverfah-
ren wurden zunachst fiir jedes Hautareal
anhand des Kolmogorov-Smirnov-Tests
auf Normalverteilung gepriift. Das Haupt-
ziel der Untersuchung war die Feststel-
lung der Nicht-Unterlegenheit der Priif-
verfahren im Vergleich zum Referenzver-
fahren pro Hautareal und Einwirkzeit.
Dazu wurde ein einseitiges 97,5 % Kon-
fidenzintervall nach der Methode von
Fieller errechnet [13]. Der Fehler 1. Gra-
des wurde auf 0,025 festgesetzt, die Nicht-
Unterlegenheitsgrenze bei 0,7. Wenn der
Mittelwert des Priifverfahrens hoher war
als der des Referenzverfahrens [14],
wurde mit einem zweiseitigen t-Test un-
tersucht, ob das Priifverfahren signifikant
besser wirksam war als das Referenzver-
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fahren. Das Signifikanzniveau wurde fiir
die einseitige Betrachtung auf p < 0,05
festgelegt.

Ergebnisse

Die mittleren Vorwerte und Reduktions-
faktoren beider Studienteile sowie deren
korrespondierenden Standardabweichun-
gen sind in den Tabellen 1 und 2 fiir alle
Hautareale und Einwirkzeiten dargestellt.
Bei allen Datensdtzen konnte eine Nor-
malverteilung nachgewiesen werden.

Auf der Stirn konnte Nicht-Unterle-
genheit fiir die antiseptische Behandlung
mit 89,5 % 1-Propanol gegeniiber dem
Referenzverfahren bei allen vier Zeiten
nachgewiesen werden. Bei einer Einwirk-
zeit von 2 Minuten war diese antiseptische
Losung in der Wirksamkeit dem 10-minii-
tigen Referenzverfahren sogar iiberlegen
(2 Minuten Einwirkzeit: p=0,018; t-Test).
Bei einer Einwirkzeit von 1 Minute waren
die Reduktionsfaktoren auf diesem Areal
fiirbeide Verfahren sehr niedrig; vor allem
der RF des neuen Verfahrens lag hier um
rund eine log -Stufe unterhalb des RF-
Wertes der 2-miniitigen Einwirkzeit.

Auf dem Abdomen war fiir die 1-Pro-
panollésung eine Mindesteinwirkzeit von
2 Minuten erforderlich, um eine dem
Referenzverfahren gleichwertige Wirk-
samkeit zu erreichen; bei einer Einwirkzeit
von 1 Minute war keine gleichwertige
Wirksamkeit nachweisbar. Ab einer Ein-
wirkzeit von 4 Minuten zeigte sich sogar
eine Uberlegenheit dieses antiseptischen
Verfahrens gegeniiber dem Referenzver-
fahren (p = 0,038; t-Test).

Auf dem Nacken war unterhalb von
3 Minuten Einwirkzeit fiir die 1-propano-
lische Losung keine Nicht-Unterlegenheit
nachzuweisen. Dafiir zeigte sich aller-
dings, dass ab einer 3-minititigen Einwirk-
zeit das optimierte Verfahren dem Refe-
renzverfahren sogar iiberlegen war (3
Minuten Einwirkzeit: p = 0,021; 2 Minu-
ten Einwirkzeit: p = 0,027).

Im Lumbalbereich unterschieden sich
die Reduktionsfaktoren ab einer Einwirk-
zeit von 3 Minuten nur wenig von dem
RF des Referenzverfahrens. Auf diesem
Areal war die antiseptische Behandlung
mit der 1-Propanolldsung ab einer Ein-
wirkzeit von 2 Minuten gleichwertig zu
dem Referenzverfahren.

Diskussion



Tabelle 1: Vergleich von 1-Propanol 89,5 % bei 4 und 3 Minuten Einwirkzeit mit dem DGHM-Referenzverfahren (70 % 2-Propanol; 10 Minuten Einwirkzeit); (n=20).

Hautareal Vorwert Mittelwert RF (log, ) = SD
lonBEem) | “awn | omiue |

Stirn 3,75+1,05 2,00+0,99*
Abdomen 3.17+0,80 2,92 £0,75%/**
Nacken 2,86+0,96 2,31+0,77%/**
Lumbalbereich 2,35+0,75 211+0,72*

2,03+0,72* 1,51+0,96
2,75+0,90* 2,36+0,89
2,35+0,81%/** 1,74+0,79
1,99+0,86™ 2,28+0,68

* Nicht-Unterlegenheit (89,5 % 1-Propanol) gegeniiber dem Referenzverfahren (Ref.); ** Uberlegenheit (p < 0,05; t-Test)

Tabelle 2: Vergleich von 1-Propanol 89,5 % bei 2 und 1 Minute Einwirkzeit mit dem DGHM-Referenzverfahren (70 % 2-Propanol; 10 Minuten Einwirkzeit) ; (n=20).

Hautareal Vorwert Mittelwert RF (log, ) + SD

oo %) ] il fomiine)

Stirn 3,75+ 1,04 2,26 £1,00%/**
Abdomen 3.12+0,78 2,26+1,03*
Nacken 3,10+0,92 216+0,98
Lumbalbereich 2,42 +0,61 1,84+0,75%

1,24+0,77* 1,51+0,91
1,85+0,62 2,37+0,68
1,80+0,89 2,53+0,69
1,67 +0,53 2,23+0,51

* Nicht-Unterlegenheit (89,5 % 1-Propanol) gegeniiber dem Referenzverfahren (Ref.); ** Uberlegenheit (p < 0,05; t-Test)

35 *

25 T _ 1

Reduktionsfaktor (log, )
N

Stim Abdomen Nacken Lumbalbereich

Abbildung 1: Vergleich der mittleren log, -Reduktion von 1-Propanol 89,5 % bei 4 und 3 min Einwirkzeit mit
dem DGHM-Referenzverfahren; (n=20). Weif3: 70 % 2-Propanol; Einwirkzeit 10 min (Referenzverfahren) /
Hellgrau:89,5 % 1-Propanol; Einwirkzeit 4 min / Dunkelgrau: 89,5 % 1-Propanol; Einwirkzeit 3 min.

* Nicht-Unterlegenheit (89,5 % 1-Propanol) gegeniiber dem Referenzverfahren

Reduktionsfaktor (log, )
N
]
|
*
|
1
|
_
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Stirn Abdomen Nacken Lumbalbereich

Abbildung 2: Vergleich der mittleren log, -Reduktion von 1-Propanol 89,5 % bei 2 und 1 min Einwirkzeit mit
dem DGHM-Referenzverfahren; (n=20). Weif3: 70 % 2-Propanol; Einwirkzeit 10 min (Referenzverfahren) /
Hellblau: 89,5 % 1-Propanol; Einwirkzeit 2 min / Dunkelblau: 89,5 % 1-Propanol; Einwirkzeit 1 min.

* Nicht-Unterlegenheit (89,5 % 1-Propanol) gegeniiber dem Referenzverfahren
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In dieser Studie konnten wir zeigen, dass
mit einer 89,5 %igen 1-Propanollosung
bereits bei wesentlich kiirzeren Einwirk-
zeiten eine zum DGHM-Referenzverfah-
ren mindestens gleichwertige Reduktion
der Hautflora zu erreichen ist. Eine Ein-
wirkzeit von mindestens 3 Minuten war
dabei auf allen vier Hautarealen ausrei-
chend; auf der Stirn, dem Abdomen und
im Lumbalbereich konnte sogar bei noch
kiirzeren Einwirkzeiten die Nicht-Unter-
legenheit belegt werden.

Bis Ende 2008 wurde fiir die Hautan-
tiseptik in Deutschland auf talgdriisenrei-
cher Haut eine Einwirkzeit von mindestens
10 Minuten fiir alle auf dem Markt befind-
lichen Hautantiseptika aufgrund von Er-
gebnissen mit Probanden von der DGHM
empfohlen. Die Mindesteinwirkzeit von
10 Minuten war aufgrund der Arzneimit-
telzulassungen, die auf der DGHM-Emp-
fehlung basierten, bei allen Prdparaten
vorgegeben. Diese wurde bereits in den
Jahren zuvor zunehmend von Wissen-
schaftlern kritisiert [5]. Erst seit Beginn
des Jahres 2009 sind Hautantiseptika mit
wesentlich kiirzeren Einwirkzeiten unter
10 Minuten in die VAH-Liste mit aufge-
nommen worden [15], da in einer Studie
z. B. gezeigt werden konnte, dass eine
85 %ige ethanolische Losung (m/m) eine
dem Referenzverfahren gleichwertige Re-
duktion in 2,5 Minuten erreichen kann [6].

In der vorliegenden Studie unter-
schied sich, je nach Hautareal, die Ein-
wirkzeit, die fiir den Nachweis der Nicht-



Unterlegenheit notwendig war. Eine
mogliche Erklarung dafiir konnte zum
einen die unterschiedliche Hautflora-
dichte auf diesen Arealen sein [16-19];
zum anderen spielen die unterschiedli-
chen physiologischen Bedingungen auf
den Arealen eine Rolle [20]. Die hochste
Bakteriendichte fanden wir zwar auf der
Stirn, die Reduktion der Bakteriendichte
war hier jedoch am geringsten.

Fiir den Test auf talgdriisenreicher
Haut schreibt die DGHM-Methode die
Stirn als Testareal vor [4]. Zum einem,
da die talgdriisenreiche Haut in Deutsch-
land als kritisches Areal in Bezug auf die
antiseptische Wirksamkeit angesehen
wird und zum anderen, da sich dieses
Areal aufgrund der guten Zugéanglichkeit
besonders gut beproben ldsst. Die in
Deutschland vorgenommene Einteilung
in talgdriisenarme und talgdriisenreiche
Hautareale ist nicht ganz unproblema-
tisch, da eine scharfe Grenze zwischen
diesen Gebieten nicht zu definieren ist
und es in der klinischen Praxis deshalb
nicht immer eindeutig ist, welche Ein-
wirkzeit einzuhalten ist. Besonders deut-
lich wird das auch an der Abbildung des
menschlichen Korpers in der VAH-Liste
[21], in der die talgdriisenreichen Areale
dunkel hervorgehoben sind, bei denen
jedoch auch keine scharfe Abgrenzung
zu den umliegenden Hautbereichen zu
erkennen ist.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die
Stirn durchaus ein geeignetes Testareal
fiir Hautantiseptika darstellt, da alle alko-
holischen Losungen, die auf diesem Areal
wirksam waren, auf allen anderen ge-
wahlten Hautarealen ebenfalls eine sehr
gute Wirksambkeit zeigten. Des Weiteren
zeigten sich hier die deutlichsten Unter-
schiede zwischen den verschiedenen al-
koholischen Losungen, was eine Diffe-
renzierung in gut wirksame und weniger
gut wirksame Antiseptika ermoglicht [1].

Die optimierte Alkohollosung beste-
hend aus 1-Propanol in einer Konzent-
ration von 89,5 % zeigte sich im Vergleich
zu dem Referenzverfahren vor allem auch
auf der Stirn als besonders gut wirksam.
Sogar bei der kiirzesten Einwirkzeit von
nur 1 Minute konnte die Nicht-Unterle-
genheit zu dem Referenzverfahren gezeigt
werden. Allerdings ist anhand der Reduk-
tionsfaktoren auf diesem Areal ein deut-
licher Wirksamkeitsanstieg zwischen
1 und 2 Minuten Einwirkzeit zu erken-
nen, so dass der Nachweis der Nicht-

Unterlegenheit auch mit der ohnehin
schon vergleichsweise geringen Wirksam-
keit des Referenzverfahrens im Zusam-
menhang stehen kann. Immerhin konnte
bei unseren Probanden mit dem 10-mi-
niitigen Referenzverfahren nur eine Re-
duktion um rund 1,5 log, -Stufen erzielt
werden. Da 89,5 % 1-Propanol dem Re-
ferenzverfahren bei einer Einwirkzeit von
2 Minuten sogar iiberlegen war, zeigte
sich dieses Verfahren als besonders geeig-
net fiir eine Reduktion der Hautflora.

Anstelle der Oberarme, die in der
DGHM-Methode fiir den Test auf talgdrii-
senarmer Haut vorgesehen sind [4], wahl-
ten wir in dieser Studie das Abdomen, den
Nacken und den Lumbalbereich. Das Ab-
domen stellt aus klinischer Sicht ein rele-
vantes Hautareal dar. Auf dem Riicken
fehlten bislang Untersuchungen, ob je
nach Lokalisation auf diesem Areal Un-
terschiede beziiglich der Wirksamkeit
nachzuweisen sind. Der Lumbalbereich
zahlt nach wie vor zu den talgdriisenrei-
chen Arealen und gilt damit in Deutsch-
land als besonders kritisch fiir die Hautan-
tiseptik. Dieses konnte allerdings durch
unsere Ergebnisse nicht bestatigt werden,
da auf diesem Areal die Hautfloradichte
besonders niedrig war und auch bei sehr
kurzen Zeiten eine sehr gute Wirksamkeit
nachzuweisen war. Allerdings ist zu be-
achten, dass durch die rechteckige Anord-
nung der Testfelder in der unmittelbaren
Ndhe auf beiden Seiten der Wirbelsdule
hier gemdf3 der Abbildung in der VAH-
Liste [21] der Ubergangsbereich zwischen
talgdriisenarmer und talgdrisenreicher
Haut beprobt wurde. Aufgrund der sehr
guten Wirksamkeit auf der talgdriisenrei-
chen Stirn ist dies jedoch zu vernachlas-
sigen, da hier ebenfalls von einer guten
Wirksamkeit auszugehen ist.

Bei den Ergebnissen dieser Studie ist
zu beachten, dass sich der Reduktions-
faktor fiir das Referenzverfahren auf dem
Nacken, anders als auf den anderen Are-
alen, zwischen beiden Studienteilen um
etwa 0,8 log, -Stufen unterschied. Dies
konnte im paarweisen Vergleich dazu
gefiihrt haben, dass trotz dhnlicher Werte
bei 2 und bei 3 Minuten Einwirkzeit die
Nicht-Unterlegenheit fiir 2 Minuten nicht
gezeigt werden konnte.

Im Lumbalbereich wird fiir die meis-
ten handelsiiblichen Antiseptika basie-
rend auf der Zulassung als Arzneimittel
immer noch eine Einwirkzeit von min-
destens 10 Minuten verlangt. In der
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klinischen Praxis stellt diese lange Zeit-
spanne z. B. in Notfallsituationen ggf. ein
Problem dar. Der Nachweis, dass auch
bei kiirzeren Einwirkzeiten, bei gleicher
Sicherheit fiir den Patienten, eine aus-
reichende antiseptische Wirksamkeit er-
zielt werden kann, stellt eine erhebliche
Verbesserung im klinischen Alltag dar.
In dieser Studie war auf diesem Areal
eine Einwirkzeit von 2 Minuten ausrei-
chend, um eine dem Referenzverfahren
nicht unterlegene Wirksamkeit nachzu-
weisen. Insgesamt zeigten beide Verfah-
ren auf diesem Areal eine dhnlich gute
Wirksamkeit. Im Gegensatz zu allen an-
deren Hautarealen konnte keine Uberle-
genheit der 1-Propanollésung zu dem
Referenzverfahren gezeigt werden. Dies
kann zum einen durch die sehr niedrigen
Ausgangskeimzahlen bedingt sein und
zum anderen durch die Tatsache, dass
nach der antiseptischen Behandlung ge-
nerell nur noch sehr wenige Keime auf
diesem Areal nachweisbar waren. Eine
mogliche Erklarungist demnach, dass auf
diesem Areal sehr schnell ein nicht wei-
ter zu reduzierendes Minimum der Haut-
flora erreicht wird.

Zur Klarung der Frage, ob wassrig-al-
koholische Losungen, die sich in ihrer
Zusammensetzung von dem Hautantisep-
tik-Referenzalkohol der DGHM unter-
scheiden, zu einer gleichwertigen Reduk-
tion der aeroben Hautflora fithren, sind
systematische Untersuchungen bei unter-
schiedlichen Einwirkzeiten notwendig. In
einer fritheren Studie mit 180 Probanden
konnten wir zeigen, dass die Art des Al-
kohols fiir die Hautantiseptik die wichtigste
Einflussgrofe ist. Dabei war 2-Propanol
schlechter wirksam als 1-Propanol und
eine Alkoholkonzentration von 70 %
fiihrte zu einer geringeren Reduktion als
89,5 % [1].

Fiir die chirurgische Hindedesinfek-
tion gemal der europdischen Norm EN
12791 [22] wird 60 %iger 1-Propanol als
Referenzalkohol verwendet. Rotter et al.
zeigten 1998, dass 1-Propanol gegentiber
derresidenten Handeflora wirksamer war
als 2-Propanol. Erst in einer 90 %igen
Konzentration zeigte 2-Propanol eine
gleichwertige Wirksamkeit im Vergleich
zu 60 %igem 1-Propanol [23]. Die bessere
Wirksamkeit von 1-Propanol gegentiber
der residenten Handeflora wurde durch
Untersuchungen von Suchomel et al.
bestdtigt, in denen 60 % 1-Propanol mit
70 % 2-Propanol verglichen wurde [24].



Auf Basis der Ergebnisse dieser Studie ist
davon auszugehen, dass der weniger wirk-
same 70 %ige 2-Propanol durch eine er-
heblich langere Einwirkzeit ebenfalls eine
bessere Wirksamkeit erzielen kann.

Der statistische Vergleich der Wirkung
der Anwendungen von 1-Propanol im
Vergleich zum jetzigen Referenzverfah-
ren erfolgte auf Nicht-Unterlegenheit.
Dieses Verfahren ist bisher in der DGHM-
Methode zur Bestimmung der Wirksam-
keit zur Hautdesinfektion nicht vorgese-
hen, hat aber bereits Eingang gefunden
in die europdischen Methoden zur Be-
stimmung der Wirksamkeit zur hygieni-
schen Handedesinfektion (EN 1500) und
chirurgischen Handedesinfektion (EN
12791). Der bisher in der Methode be-
schriebene Vorzeichen-Rangtest fiir Paar-
differenzen nach Wilcoxon ist geeignet,
die Uberlegenheit eines Desinfektions-
verfahrens im Vergleich zum Referenz-
verfahren nachzuweisen. Da jedoch mit
dem Versuch gezeigt werden soll, das ein
Verfahren zur Hautdesinfektion dem Re-
ferenzverfahren mindestens gleichwertig
(also nicht unterlegen) ist, sollte die
Priifung auf Nicht-Unterlegenheit erfol-
gen. Der Vorzeichen-Rangtest fiir Paar-
differenzen nach Wilcoxon ist hierfiir
jedoch ungeeignet. Fiir die Priifung auf
Nicht-Unterlegenheit muss eine Nicht-
Unterlegenheitsgrenze & festgelegt wer-
den, nach der bei ihrer Einhaltung das
Priifverfahren als mindestens gleichwer-
tig zum Referenzverfahren angesehen
werden kann. Wir haben uns entschie-
den, diese fiir die vorliegenden Versuche
bei 0,7 festzulegen, d. h. dass eine mittlere
Abweichung derlog, -Reduktion von bis
zu 0,7 noch als gleichwertig zum Refe-
renzverfahren betrachtet wird. Der vor-
liegende Entwurf der EN 1500 weist
beispielsweise eine Nicht-Unterlegen-
heitsgrenze von 0,6 auf, die fiir die chi-
rurgische Hindedesinfektion (EN 12791)
aller Voraussicht nach bei 0,75 liegen
wird (Suchomel 2010; personliche Mit-
teilung). In jedem Fall sollte gepriift
werden, ob die Daten Normalverteilung
aufweisen, da bei Nichtvorliegen der
Normalverteilung ein nicht-parametri-
scher Test (z. B. nach Hodges und Leh-
mann) verwendet werden sollte.

Schlussfolgerungen

Das Fazit dieser Studie ist, dass die ge-
wahlte 89,5 %ige 1-Propanolldsung in
deutlich kiirzeren Einwirkzeiten eine
dem 10-miniitigen Referenzverfahren
gleichwertige Reduktion der aeroben,
residenten Hautflora auf der Stirn, dem
Abdomen, dem Nacken und im Lumbal-
bereich erzielt. Eine Einwirkzeit von
3 Minuten fiihrte dabei, im Vergleich zu
dem Referenzverfahren, zu einer min-
destens dquivalenten bzw. zum Teil sogar
signifikant hoheren Reduktion der Haut-
flora. Fiir die Etablierung einer europai-
schen Standardmethode fiir Wirksam-
keitsuntersuchungen fiir Hautantiseptika
bietet 1-Propanol eine interessante Op-
tion fiir ein Referenzverfahren.
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Abstract We investigated whether exposure to sub-lethal
concentrations of chlorhexidine digluconate (CHG)
changed the response of five Staphylococcus spp. to human
[3-Defensin-3 (hBD-3). The change in response for each
strain was determined in vitro with time—kill experiments in
suspension by comparing the mean log;o reduction caused
by hBD-3 at 1.5 and 3 h in exposed and non-exposed
bacteria. The identity of staphylococcal species was verified
by DNA sequence homology in the gyrd4 genes in
comparison with reference strains. Baseline sub-lethal
concentrations allowing visible bacterial growth were
between 0.0625 and 0.25 pg/ml. Sub-lethal CHG concen-
trations increased within 3 days in two isolates. For S.
capitis 19/2, CHG-exposed cells were less susceptible to
0.5 pg/ml hBD-3 (log;( reduction 0.78 versus 2.06 at 1.5 h;
p<0.001; t-test). For S. aureus, however, CHG-exposed
cells were more susceptible to 1 pg/ml hBD-3. The
observed changes between CHG-exposed and non-
exposed cells did not indicate a general trend in response
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to hBD-3. Overall, we found no consistent evidence that
3 days of exposure to CHG changed the response of five
Staphylococcus spp. to hBD-3. The use of CHG for skin
antisepsis is, based on our data, unlikely to change the
natural defence activity of hBD-3.

Background

One of the main functions of the skin is to protect the host
from microbial infections; however, the skin itself is a
potential source of endogenous infections. The skin has
established different physiological mechanisms to prevent
infections, which can be caused by resident and transient
skin microorganisms. Firstly, it acts as a physical barrier. In
addition, the skin shows a diversity of immune-relevant
processes to control the microbial ecology present on
human skin.

One important mechanism for controlling colonisation of
the skin is the secretion of constitutively or inducibly
expressed antimicrobial peptides (AMPs), which are part of
the innate immune system. These peptides are effective
against pathogenic microorganisms and some of them, e.g.
defensins, are multifunctional signalling molecules that
trigger adaptive immune responses [1].

Human [-Defensin-3 (hBD-3), a cationic, broad-
spectrum AMP of the defensin family, is one of the AMPs
with multiple biological functions [2, 3]. In contrast to
human (-Defensin-1 and -2, hBD-3 shows potent antimi-
crobial activity against Gram-positive bacteria. These
include Staphylococcus aureus [4, 5], which is one of the
most common causes of nosocomial infections, such as
catheter-related bloodstream infections [6, 7], but also
multidrug-resistant (MDR) nosocomial pathogens, e.g.
methicillin-resistant S. aureus (MRSA) and vancomycin-
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resistant enterococci [4, 8]. The hBD-3 peptide is inducibly
expressed by keratinocytes of the human skin [9]. Various
stimuli which influence hBD-3 expression have been
identified, e.g. the upregulation of hBD-3 expression is
associated with inflammatory skin diseases like psoriasis.
An enhanced amount of hBD-3 has been found after
contact of the skin with bacteria [3, 4, 10]. In addition,
current research findings have shown that sterile wounding
of the skin may also result in increased hBD-3 expression
[11].

Maisetta et al. investigated synergisms in antimicrobial
activity between hBD-3 and other antibiotics against oral
bacteria. They showed that a combination of chlorhexidine
with hBD-3 had a beneficial antibacterial effect [12].

Chlorhexidine digluconate (CHG) is used in skin
antisepsis during the placement of central venous catheters
(CVCs). This is in accordance with recommendations of the
Centers for Disease Control (CDC) to use alcohol or a 2%
chlorhexidine-based preparation for this procedure [7]. In a
previous study, we were able to show that CHG in propan-
1-ol slows down recolonisation of the skin for at least 72 h
[13]. We, therefore, assumed that CHG persists on the skin
for at least 3 days after application when the skin is covered
with an adhesive dressing after evaporation of the alcohol.

CVCs may remain in place for an average of 6-28 days
and dressings are changed several times during this period
[14]. Normally, the skin around the catheter site is treated
with a CHG-containing antiseptic repeatedly every time
the catheter dressing is changed. Thus, the skin bacteria
at the catheter site are permanently exposed to CHG and
the physical skin barrier, which is essential for protection
of the bloodstream against microorganisms, is perma-
nently disrupted for a long period of time. The results of
Serensen et al. showed that the concentration of hBD-3
increases within 4 days after sterile wounding [11];
therefore, we assumed that the bacteria are first exposed to
CHG for at least 3 days before the hBD-3 concentration
on skin increases.

It has been reported that different bacterial species are
able to adapt to sub-lethal concentrations of CHG [15-
20] and that this adaptation affects the susceptibility to
different biocides [21] and antibiotics in Pseudomonas
stutzeri [16, 21, 22]. Moore et al. showed that different
skin bacteria were able to adapt to CHG after repeated
exposure [23].

To the best of our knowledge, there are no studies on
whether CHG exposure changes the response of Gram-
positive bacteria to antimicrobial peptides, such as hBD-3.

The aims of this study were to analyse, using in vitro
time—kill studies, whether exposure to CHG at sub-lethal
concentrations for 3 days influences the response of
different Staphylococcus spp. to hBD-3, and if this
treatment reduces the potency of the natural defence.

@ Springer

Methods
Collection and growth of the bacterial strains

Six different isolates of skin bacteria were taken from
different skin sites of two healthy, male volunteers
(volunteer numbers 16 and 19). From volunteer 16, we
obtained two isolates from the upper back after the
application of 89.5% (v/v) propan-1-ol and one skin isolate
from the abdomen. In addition, two isolates were taken
from the forehead of volunteer 19 after the application of
70% (v/v) propan-2-ol or 89.5% (v/v) propan-1-ol and one
isolate was collected from the abdomen. The skin bacteria
were collected using a swab method which has previously
been described [13]. The skin bacteria were grown
acrobically on casein-peptone soymeal-peptone (CASO)
agar at 37°C for 48 h; thereafter, six single colonies were
isolated, plated separately on CASO agar and aerobically
incubated at 37°C for 24 h. For susceptibility testing,
isolate 19/3, 16/2 and 16/3 were excluded from the study
due to clonal identity (see later); the chosen isolates are
listed in Table 1. The bacteria were stored at —74°C using
the CRYOBANK system (Mast Diagnostica Laboratorium-
spriaparate GmbH, Reinfeld, Germany).

Identification and characterisation of skin isolates

All isolates were Gram-positive; they were characterised by
macroscopic and microscopic analyses. They were plated
on CASO agar, sheep blood agar and selective agar plates
(kanamycin and Mannitol salt). The presence of clumping
factor, protein A and capsular polysaccharide was analysed
with the Staphytect Plus™ test (Oxoid Deutschland GmbH,
Wesel, Germany). For genotypic characterisation of the
clonal relationship of the skin isolates, pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) analysis using the criteria of Tenover
et al. [24] was used (data not shown).

Bacterial species

The following staphylococcal type strains were used to
amplify the respective intragenic gyrd fragments for
sequence-based identification of skin isolates: S. aureus
ATCC 6538, S. warneri ATCC 27836, S. warneri ATCC
155, S. capitis subsp. capitis ATCC 27841, S. epidermidis
ATCC 14990.

Primers

Based on a multiple DNA sequence alignment of gyr4
genes from different staphylococcal species, regions of high
homology were chosen for the design of a primer pair to be
used for polymerase chain reaction (PCR) amplification and
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Table 1 Characterisation of pre-selected isolates

MIC CHG  MIC OXA (ug/ml)

(pg/ml)

Staphytect

Haemolysis

Growth on

Growth on Mannitol

Obtained from

Species

Isolate

Plus™ test

on blood agar

kanamycin agar

salt agar/fermentation

of Mannitol

(after application of)

0.125

Inhibited growth/no change in

+/+

Abdomen of a volunteer

S. capitis

19/1

the colour of the agar
Inhibited growth/no change in

0.0625

0.5

++

Forehead of a volunteer

S. capitis

19/2

the colour of the agar

(propan-1-ol 89.5% [v/v])

Abdomen

0.125
0.125

++
+-

+/+

S. warneri

16/1

DSMZ Braunschweig, Germany

S. epidermidis

ATCC 12228

<0.03 (low growth)

+

Strongly inhibited growth/no

DSMZ Braunschweig, Germany

S. aureus

ATCC 6538

change in the colour
of the agar

n.d.

0.25

n.d.

n.d.

n.d.

DSMZ Braunschweig, Germany

S. aureus

ATCC 29213

minimum inhibitory concentration of oxacillin

minimum inhibitory concentration of chlorhexidine digluconate, MIC OXA

n.d. = not determined; MIC CHG

for cycle sequencing of the quinolone resistance-determining
region (QRDR). The primer pair includes 5'-primer gyrA
[A70V] 5’ :+73 Sau 5'-TATGCGATG(A/T)(G/C)(A/C/T)
GTTAT(A/C/T)GT-3' (corresponding to nts. 73 to 82) and
3'-primer gyrA [A640R] 3’ +661 Sau 5'-CCGTTGG(A/G)
AA(A/G)TC(A/T)GG(A/C/T)CC-3" (complementary to nts.
661 to 680), giving rise to a 608-bp intragenic PCR fragment.
For cycle sequencing reactions, primer gyrA-A70V was used.

PCR conditions

Template DNA was isolated from three to five individual
colonies of a type strain of the respective staphylococcal
species and from skin isolates of volunteers using the
QIAGEN Tissue Purification Kit® according to the manufac-
turer’s protocol. Using 2.5 ul of template DNA in a total
volume of 50 pl, respective intragenic fragments of the gyr4
gene were amplified using the following reaction conditions:
1.25 mM MgCl,, 30 (40) pMol of each primer of gyrd
50 umol dNTPs, 2.5 U Taq DNA polymerase (NE Biolabs,
Germany) in reaction buffer supplied by the manufacturer.
After an initial denaturation at 94°C for 5 min, primer
annealing followed for 45 s at 50°C , DNA synthesis at 72°
for 1 min and denaturation at 94°C for 30 s over 35 cycles.
PCR fragments were purified using the Macherey—Nagel
NucleoSpin® Extract II kit according to the manufacturer’s
protocol. Samples were eluted with 50 pl of a 1:10 diluted
EB-Puffer® (QIAGEN, Hilden, Germany). Between 40 and
80 ng of purified PCR product were used for the subsequent
cycle sequencing reactions, which were run for 30 cycles
(denaturation at 96°C for 20 s, annealing at 50° for 5 s and
polymerisation at 60°C for 4 min, in a total volume of 20 pl
using 10 pMol of the respective 5'-primer, Quick Start Kit
(Beckman Coulter Krefeld, Germany), according to the
manufacturer’s instructions.

After completing the cycle sequencing reactions, DNA
fragments were precipitated by adding 5 pl of precipitation
solution (2 pl 3 M sodium acetate solution pH 5.2, 2 pl
100 mM EDTA pH 8.0 and 1 pl Glycogen) and mixed with
60 pl of absolute ethanol. Precipitated DNA was collected
by subsequent centrifugation (15 min, 15,000 rpm, room
temperature) and washed with ethanol (70%). Samples
were air-dried and resuspended in 30 pl SLS® (Beckman—
Coulter, Krefeld, Germany) and immediately cooled to 4°C
before applying the DNA samples to the capillary electro-
phoresis column. To assign an isolate to a staphylococcal
species, the DNA sequence determined for the respective
gyrd gene fragment was aligned to a database of staphy-
lococcal reference strains yielding homologies equal to or
higher than 90%, whereas homologies below 90% were
found for gyrA gene fragments from different species.

To assign skin isolate 16/1 to a bacterial species without
doubt, an API ID 32 Staph test (bioMérieux Deutschland
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GmbH, Niirtingen, Germany) was carried out for biochem-
ical identification.

Determination of oxacillin and chlorhexidine susceptibility

The minimum inhibitory concentration (MIC) determina-
tions were carried out by microdilution [25]. The tests were
carried out with the skin isolates S. aureus ATCC6538 and
S. epidermidis ATCC12228. S. aureus ATCC29213 was
used as the control strain and oxacillin (InfectoStaph,
Infectopharm) was used as the reference antibiotic. The
oxacillin-containing Mueller—Hinton broth (DIFCO, Augs-
burg, Germany) was supplemented with 3% NaCl.

Preparation of test bacteria and time—kill analyses
with hBD-3

All tubes and plates were incubated aerobically at 37°C.
The following procedure was carried out separately for each
isolate.

Day 0 The second passage of each test strain was generated
by incubation on CASO agar for 24 h.

Day 1 Preparation of the test suspension: a small number of
single colonies taken from CASO agar were suspended in
physiological saline to adjust the suspension to 10° to 10’
bacteria (optical density of 0.125-0.175 at 550 nm;
measured with Eppendorf ECOM 6122 [Eppendorf AG,
Hamburg, Germany]).

A quantity of 9.9 ml of tryptic soy broth (TSB) without
any additional substances (control without CHG exposure)
as well as 9.9 ml TSB containing different concentrations
of CHG were inoculated with 100 pl of bacterial
suspension. Both were incubated for 24 h.

Days 2 and 3 After overnight incubation, each tube was
shaken and screened for visible growth. A quantity of
100 pl of the control sample was added to 9.9 ml of
TSB without any additional substances (second and third
passage of control in broth). From the CHG-containing
samples, the sample with the highest CHG concentration
and visible growth was chosen. For the inoculation of
9.9 ml TSB containing CHG (as described above),
100 pl of the suspension was taken for each sample.
The control and the CHG dilution series were again
incubated for 24 h.

Day 4 A quantity of 100 pl of the control sample and the
sample with the highest CHG concentration with visible
growth were plated homogenously on CASO agar contain-
ing 0.1% L-histidine, 0.3% lecithin and 3% polysorbate 80,
and incubated for 24 h.
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Day 5 The lyophilised recombinant hBD-3 (RELIATech,
Braunschweig, Germany) was solubilised and diluted in
aqua bidest (pH 6.5-6.8), as recommended by the
manufacturer of the peptide, to obtain a 10 pl solution
containing the defined concentration of hBD-3 (Table 2).
To ensure identical conditions for each test, the recon-
stituted hBD-3 was stored in cooled metal blocks until the
test was performed. The tests were carried out within
several minutes after preparing the diluted peptide solu-
tions. Before the tests started, preliminary tests were
carried out to find suitable hBD-3 concentrations for each
isolate, to enable us to carry out time—kill studies at 1.5
and 3 h. For each strain, two specific hBD-3 concen-
trations were chosen, and it was predefined that the high
concentration must contain four-fold more hBD-3 than the
low concentration.

Colonies on each CASO agar plate were rinsed off with
10 ml of phosphate buffer (10 mM), the suspensions were
transferred into sterile glass cylinders with glass pearls and
homogenised by mixing for at least 10 min. Each
suspension was diluted with phosphate buffer (10 mM) to
an optical density of 0.125-0.175 as described above. A
dilution series was plated in duplicate to determine the
baseline bacterial density.

All tests were carried out with the CHG-exposed and
non-exposed bacteria. Tests in solution were carried out in
triplicate as follows:

100 wl of the 1:10 dilution of the adjusted suspension
of bacteria was added to each of the batch so that a
total volume of 1 ml was obtained in all cases.

—  Control test: 900 ul phosphate buffer

—  Susceptibility test with low hBD-3-concentration: 10 pl
low concentration of hBD-3 solution in 890 pl phosphate
buffer (10 mM)

— Susceptibility test with high hBD-3-concentration:
10 ul high concentration of hBD-3 solution in 8§90 pl
phosphate buffer (10 mM)

After the exposure times of 1.5 and 3 h, dilution series
were prepared with TSB supplemented with 3% polysor-
bate 80, 0.3% lecithin, 0.1% L-histidine and 0.1% L-cysteine;
100-pul aliquots were plated in duplicate on CASO agar
containing 0.1% L-histidine, 0.3% lecithin and 3% polysor-
bate 80, and incubated for 48—72 h. The number of colony-
forming units (CFUs) were counted after incubation and
transferred into log;, values.

Statistical analysis

All computer-based statistical calculations were performed
with SPSS 13.0 or 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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CHG exposure followed by hBD-3 time—kill test

The concentrations of the CHG exposition as well as the
results for the hBD-3 time—kill tests are presented in
Table 2.

A two-fold decrease in CHG susceptibility was detected
for two isolates (19/2 and 16/1) after 3 days exposure to
CHG. No change in susceptibility was detected for 19/1
and S. epidermidis ATCC 12228. However, we found only
low turbidity after the first incubation of S. aureus ATCC
6538 with 1 pg/ml CHG and an increasing susceptibility in
the second passage.

The results for the hBD-3 time-kill testing were
inconsistent (Table 2). In 13 out of 20 experiments, we
found no statistically significant difference in response to
hBD-3 with and without previous CHG exposure. In four
cases, hBD-3 killed significantly fewer bacteria which had
been previously exposed to CHG, whereas in one of these,
the difference was less than 0.1 log scale. We found a
significant decrease in hBD-3 susceptibility for both
exposure times only for S. capitis 19/2 and after 3 h of
exposure to hBD-3 for S. warneri 16/1. In three cases, more
CHG-exposed bacteria were killed by hBD-3 compared to
non-exposed bacteria, although in one case, the difference
was less than 0.4 log scales (Fig. 1).

Discussion

We found no clear evidence that exposure to sub-lethal
concentrations of CHG for 3 days influenced the response
of Staphylococcus spp. to hBD-3. Our results show variable
changes in time—kill studies for different strains. In strains
that showed a decrease in CHG susceptibility within the
3-day exposure period (S. capitis 19/2 and S. warneri 16/1),
we found a significant decrease in response to hBD-3. This
may indicate a link between CHG adaptation and a
decrease in response to hBD-3. Further investigation is
needed to verify this hypothesis.

Exposure to CHG has been reported to result in
adaptation, e.g. in skin bacteria [23], and, thus, changes
susceptibility to different antibiotics and biocides [15-22].
Therefore, an influence of previous exposure to CHG on
susceptibility to hBD-3 is possible due to the structural
properties of both substances and their comparable mode of
action. A negatively charged cell surface is essential for the
affinity of both cationic antimicrobials to Gram-positive
bacteria, to allow electrostatic interactions between the
molecules and the cell surface [3, 26]. For hBD-3 as well as
CHG and other cationic antibiotics, changes in susceptibil-
ity on the basis of alteration of the d/f operon and, therefore,
the cell surface charge by D-alanylation of teichoic acids is
described in the literature [27-29]. For example, ditD-
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deficient mutants of Lactobacillus casei were more suscep-
tible to CHG [29]. Peschel et al. demonstrated for S. aureus
and S. xylosus that inactivation of the d/f operon resulted in
enhanced susceptibility to defensins (human defensins
HNP1-3) [28]. It is also described that Gram-positive
bacteria are able to sense the existence of sub-inhibitory
concentrations of antimicrobial peptides like hBD-3 to
control different resistance mechanisms. Li et al. showed
that exposure to sub-inhibitory concentrations of hBD-3
resulted in a significant upregulation of the expression of
the dlt operon and a subsequent increase in D-alanylation of
teichoic acids in S. epidermidis [30]. A comparable
mechanism with a change in the bacterial surface charge
to resist human (-defensins is also discussed for Gram-
negative bacteria [31]. Therefore, a correlation between the
mechanism of bacteria to circumvent the natural host
defence of the skin caused by AMPs and the mechanism
for resistance to cationic antimicrobials, e.g. CHG, is likely.

Another mechanism which may also play a role in
resistance to hBD-3 as well as CHG is the expression of
MDR efflux pumps. Huet et al. demonstrated that, in S.
aureus, single as well as multiple-step exposure to biocides,
which were comparable to CHG, resulted in an increase in
the MIC for CHG and multiple other biocides, mostly due
to an upregulation of the gene expression of different MDR
efflux pumps like mepA and nordA [32]. These results
showed that single exposure to biocides may result in a
change in cell regulatory mechanisms and, therefore, a
change in susceptibility. The role of an MDR efflux-related
increase in MIC and skin disinfection with CHG is also
discussed by DeMarco et al. [33]. Efflux mechanisms are
also relevant for decreasing susceptibility, for example of
Treponema denticola, to hBD-3 [34], although current
research findings suggest that MDR efflux pumps do not
play an important role in hBD-3 resistance [35].

With regard to our results, we found considerable
differences in response to different concentrations of
hBD-3 between the tested strains. Therefore, we assume
that susceptibility is not only species-specific but also
strain-specific. For S. capitis 19/2 and S. epidermidis
ATCC12228, the difference in response to hBD-3 of
CHG-exposed and non-exposed bacteria at a concentration
of 0.125 pg/ml at 1.5 h was statistically significant, but the
log;o differences of the RF values were less than 0.35 log
scales. Therefore, the biological relevance of these differ-
ences remains debatable.

On the basis of our results, we could not find any
evidence that residual CHG has a negative influence on the
host immune defence, e.g. when it is used for catheter site
care. Therefore, a concluding evaluation regarding the
clinical relevance of these findings is not yet possible. On
the one hand, further discussion may be needed if studies
verify that CHG-adapted bacteria show a reduced response
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A. Isolate 19/1 (Staphylococcus capitis)

mean log CFU/ml

0 . BALIZ 4
oh 15h 3h

exposure time

—&— PB control; CHG (+)
—4— hBD-3; 0.5 ug/ml; CHG (+)
—@— hBD-3; 2 ug/ml; CHG (+)

---/x-- PB control; CHG (-)
---{ -+ hBD-3; 0.5 ug/ml; CHG (-)
---©-- hBD-3; 2 ug/ml; CHG (-)

B. Isolate 19/2 (Staphylococcus capitis)

mean log CFU/ml

oh 1.5h 3h
exposure time

—— PB control; CHG (+)
—&— hBD-3; 0.125 pg/ml; CHG (+)
—@— hBD-3; 0.5 ug/ml; CHG (+)

--A-- PBcontrol; CHG (-)
-- - - hBD-3; 0.125 pug/ml; CHG (-)
--O-- hBD-3; 0.5 ug/ml; CHG (-)

difference of log10-reduction

1.5h 3h
exposure time

E1hBD-3 (0.5 ug/ml)  MhBD-3 (2 ug/ml)

0.5 *) * N

difference of log10-reduction

1.5h 3h
exposure time

EIhBD-3 (0.125 pug/ml) W hBD-3 (0.5 ug/ml)

C. Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

mean log CFU/mlI

oh 1.5h 3h
exposure time

—— PB contol; CHG (+)
—&— hBD-3; 0.125 ug/ml; CHG (+)
—&— hBD-3; 0.5 ug/ml; CHG (+)

--A-- PB control; CHG (-)
-- - - hBD-3; 0.125 ug/ml; CHG (-)
-- Q- - hBD-3; 0.5 ug/ml; CHG (-)

Fig. 1a—e Reduction of colony-forming unit (CFU) counts of five
staphylococcal strains by human (3-Defensin-3 (hBD-3) previously
exposed (closed symbols) or not exposed (open symbols) for 3 days to
sub-lethal concentrations of chlorhexidine digluconate (CHG). a
Isolate 19/1 (Staphylococcus capitis). b Isolate 19/2 (S. capitis). ¢ S.
epidermidis ATCC 12228. d Isolate 16/1 (S. warneri). e S. aureus
ATCC 6538. Left side: mean log CFU/ml after 1.5 and 3 h exposure to

3.0 q

25

2.0

1.5 1

1.0
05 (*)
00 L EEETTTT

-0.5 4

difference of log10-reduction
*

1.5h 3h
exposure time

|E1hBD-3 (0.125 ug/mi)  WNBD-3 (05 pg/ml) |

different hBD-3 concentrations with and without previous exposure of
bacteria to sub-lethal concentrations of CHG; PB=phosphate buffer;
CHG (+)=CHG-exposed; CHG (—)=non-CHG-exposed. Right side:
difference in log;o reduction of CHG-exposed and non-exposed
bacteria after 1.5 and 3 h exposure to hBD-3; * = significant
difference; (*)=significant difference but log, difference<0.4
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D. Isolate 16/1 (Staphylococcus warneri)

mean log CFU/ml
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—— PB control; CHG (+)
—— hBD-3; 1 ug/ml; CHG (+)
—@— hBD-3; 4 ug/ml; CHG (+)
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--O-- hBD-3; 0.5 pug/ml; CHG (-)

E. Staphylococcus aureus ATCC 6538

o
L

IS
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1.5h 3h

exposure time

—— PB control; CHG (+)
—&— hBD-3; 0.25 ug/ml; CHG (+)
—@— hBD-3; 1 ug/ml; CHG (+)

--4A-- PB control; CHG (-)
-- - - hBD-3; 0.25 ug/ml; CHG (-)
--0O-- hBD-3; 1 ug/ml; CHG (-)

Fig. 1 (continued)

to hBD-3; however, it should be kept in mind that the tested
CHG concentrations were much lower than the concen-
trations used in clinical practice. On the other hand, a
beneficial effect of CHG has been shown in the prevention
of catheter-related bloodstream infections, and a synergism
with hBD-3 has been demonstrated. If a significant
influence of CHG exposure on hBD-3 susceptibility cannot
be confirmed, the presence of both substances on the skin
in combination may contribute to the positive effect seen in
the prevention of catheter-related bloodstream infections
due to a potentially synergistic effect against skin bacteria.

However, the power of this study is limited due to the
small number of strains tested. Moreover, different results
may be obtained with a longer CHG exposure time prior to
hBD-3 time—kill tests. It is possible that a time period of
3 days is not long enough to select bacteria which show
changes in response to hBD-3. Further investigation with
more test strains and other bacterial species is needed to
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clarify whether CHG-adapted bacteria are significantly less
susceptible to hBD-3. Although we carried out all tests in
triplicate and found comparable results in the tests for the
strains which showed a decrease in susceptibility after CHG
exposure, it would be interesting to see if the same results
can be found with another sample of the same peptide. Our
data, however, do not allow us to give an answer because
all tests were carried out with the same batch of hBD-3. If
these findings can be verified by other studies, it would be
interesting to determine if comparable or even identical
resistance mechanisms are the cause.

Conclusions
Apparent differences in the response to human 3-Defensin-

3 (hBD-3) were found in bacteria which showed a decrease
in susceptibility after exposure to sub-lethal concentrations
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of chlorhexidine digluconate (CHG) for 3 days. However,
we found no consistent evidence that 3 days of exposure to
CHG changed the response of five Staphylococcus spp. to
hBD-3. The use of CHG for skin antisepsis is, based on our
data, unlikely to change the natural defence of hBD-3.
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