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Wirksamkeit von Octenidin und Chlorhexidin in der
artifiziell kontaminierten 3-D-Kultur mit humanen

Keratinocyten

Effectiveness of octenidine and chlorhexidine in the artificially

contaminated 3-D-culture of human keratinocytes

Abstract

Epidermis-Equivalents (EpiDerm) derived from human keratinocytes
were obtained after 14 d air-lift-culture. These In-vitro-models were used
for the demonstration of a possible postantiseptic effect against the
test microorganisms Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus
aureus after 5 min pre-incubation of the surface of the epidermis with
equimolar concentrations of the antiseptic agents chlorhexidine digluc-
onate (CHX) and octenidine dihydrochloride (OCT) of 1.6 mmol/I.

Both antiseptics adhere to the surface of EpiDerm. Each active agent
cannot be removed by washing with phosphate-buffered saline (PBS)
and remains microbiocidal active. EpiDerm-OCT was more effective
after 30 min at room temperature against 10° cfu/ml Staphylococcus
aureus resulting 3.2-4 log,, reduction, but not for EpiDerm-CHX produ-
cing only 2-2.4 log,, reduction. A maximum of 0.6-1.2 log,, reduction
was found against Pseudomonas aeruginosa after 30 min exposure in
EpiDerm-OCT, but there was no or a neglectable microbiocidal activity
of 0-0.2 log,, reduction using EpiDerm-CHX. The postantiseptic effect
of OCT is superior to EpiDerm-bound CHX comparing equimolar concen-
trations of active agent used for pre-incubation of EpiDerm.
Treatment of EpiDerm with OCT alone or in combination with test organ-
isms resulted in no cytotoxic effect in viable keratinocytes. In contrast
to that the test organism Staphylococcus aureus, the active agent CHX
alone or in combination with both test organisms demonstrated a
cytotoxic activity reducing the viability of basal keratinocytes more than
10%. Therefore, OCT is more tolerated than CHX by basal keratinocytes
of the presented In-vitro-model EpiDerm.

Keywords: reconstructed human epidermis, keratinocytes, chlorhexidine,
octenidine, post-antiseptic effect

Zusammenfassung

Epidermis-Aquivalente (EpiDerm) aus menschlichen Keratinocyten, die
nach 14 d Kultur in der Luft-FlUssigkeits-Phase erhalten wurden, dienten
als In-vitro-Prifmodelle, um eine mégliche postantiseptische mikrobio-
zide Wirksamkeit nach 5 min Kontakt der Epidermis-Oberflache mit
aquimolaren Konzentrationen der antiseptischen Wirkstoffe Chlorhexidin-
digluconat (CHX) und Octenidindihydrochlorid (OCT) von 1,6 mmol/I
gegenuber den Priufmikroorganismen Pseudomonas aeruginosa und
Staphylococcus aureus nachzuweisen.

Die beiden antiseptischen Wirkstoffe werden an der Epidermis-Oberfla-
che gebunden. Der jeweilige Wirkstoff ist durch Waschen mit phosphat-
gepuffertem Kochsalz (PBS) nicht zu entfernen und bleibt mikrobiozid
aktiv. Gegenulber Staphylococcus aureus resultiert nach Inokulation
mit 10° KbE/ml nach 30 min Kontakt bei Raumtemperatur ein RF-
Wertebereich flr das Modell EpiDerm-OCT von 3,2-4 sowie flir EpiDerm-
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CHX von 2-2,4. Eine Reduktion von Pseudomonas aeruginosa um
0,6-1,2 log-Stufen konnte nur im Modell EpiDerm-OCT nachgewiesen
werden. Der mikrobiozide Effekt von EpiDerm-CHX mit 0-0,2 log-Stufen
gegenlber Pseudomonas aeruginosa ist vernachlassigbar. Beim Ver-
gleich aquimolarer Wirkstoffkonzentrationen ist der postantiseptische
Effekt von OCT dem von CHX Uberlegen.

Eine zytotoxische Reaktion auf die basalen Keratinocyten in den Epider-
mis-Aquivalenten ist fiir OCT nach Durchfiihrung der Priifungen mit und
ohne Prifmikroorganismen nicht nachweisbar. Dagegen zeigen sowohl
der Prifmikroorganismus Staphylococcus aureus und der Wirkstoff CHX
allein als auch CHX in Kombination mit beiden Prifmikroorganismen
einen zytotoxischen Effekt. Demzufolge wird OCT von den basalen Ke-
ratinocyten in dem vorgestellten In-vitro-Modell EpiDerm besser vertra-
gen als CHX

Schliisselworter: rekonstruierte menschliche Epidermis, Keratinocyten,

Chlorhexidin, Octenidin, postantiseptischer Effekt

Einleitung

Der Wunsch beim Einsatz von antiseptischen Wirkstoffen
besteht darin, dass das verwendete Antiseptikum eine
bevorzugte Wirkung gegenuber Mikroorganismen besitzt.
Realitat ist jedoch, dass eine schadigende Wirkung in
tierischen und menschlichen Geweben, insbesondere
gegenuber den Zellen, als unerwinschte Begleiterschein-
ung auftritt, wobei sich die Relation von Wirksamkeit und
Vertraglichkeit Wirkstoff abhangig deutlich unterscheidet,
was mit der Bestimmung des Biokompatibilitatsindexes
(Bl) quantifiziert werden kann [1]. Sofern der Bl >1 ist,
d.h. die antiseptische Wirksamkeit die Zytotoxizitat
Ubertrifft, kann die zytotoxische Reaktion als Nebeneffekt
toleriert werden, da die Zellen sich in dem mit dem Anti-
septikum behandelten Gewebe aus dem Wundgrund und
vom Wundrand her regenerieren. Die zytotoxische Aktivitat
des antiseptischen Wirkstoffs hat hauptsachlich eine
Wechselwirkung zwischen Wirkstoff und Zellen bzw. Zell-
und Gewebebestandteilen als Ursache. Hieraus ergibt
sich die Fragestellung, inwieweit diese Wechselwirkung
eine Inaktivierung des Wirkstoffs zur Folge hat oder ein
postantiseptischer Effekt nachweisbar bleibt, d.h. dass
der gebundene Wirkstoff weiterhin biologisch - hinsicht-
lich seiner mikrobioziden Wirksamkeit - aktiv bleibt.
Voruntersuchungen mit normalen Zellkulturen zeigten,
dass die Wirkstoffe Chlorhexidindigluconat (CHX) und
Octenidindihydrochlorid (OCT) u.a. von humanen Kerat-
inocyten gebunden werden. Das resultierende Wirkstoff-
depot bleibt weiterhin gegentber den Prifmikroorganis-
men Escherichia coli und Staphylococcus aureus mik-
robiozid wirksam, wobei die mikrobiozide Wirkung von
zellgebundenem OCT der von CHX weit Uberlegen ist,
wenn vergleichbare Konzentrationen von Wirkstoff be-
trachtet werden [2].

In der vorliegenden Arbeit sollte Uberprift werden, inwie-
weit gewebedhnliche Strukturen ebenfalls in der Lage
sind, die antiseptischen Wirkstoffe CHX und OCT zu
binden und ob dadurch ein postantiseptischer mik-
robiozider Effekt nachweisbar ist. Als In-vitro-Unter-
suchungsmodell dienten humane Keratinocyten, die mit

einem geeigneten Verfahren kultiviert wurden, so dass
eine kunstliche Epidermis in 3-D-Struktur mit typischer
Stratifizierung resultierte [3]. Die Wechselwirkung zwi-
schen antiseptischem Wirkstoff und Epidermis-Aquivalen-
ten (EpiDerm) erfolgte ausschliefllich Gber die Hornschicht
(Stratum corneum), die keine vitalen Zellen, aber poten-
tielle Bindungskomponenten, z.B. komplexe Lipide (Lipo-
ide), enthalt [4], [5].

Methoden

Fur die durchgefuhrten Untersuchungen wurden primare
humane Keratinocyten (NHEK-Zellen, PromoCell) als
Prufzellen verwendet. Die Stammhaltung und Vermehrung
der Keratinocyten erfolgte in serumfreien Medien ent-
sprechend den Angaben von PromoCell.

Die Herstellung der EpiDerm-Kulturen erfolgte ausschlief3-
lich entsprechend den Angaben von Poumay et al. [3].
Sowohl die Anzucht der NHEK-Zellen als auch die
Durchfihrung der Kultur in der Luft-FlUssigkeits-Phase
(air-liquid-interface) zur Herstellung der rekonstruierten
Epidermis erfolgte in Millicell® Culture Plate Inserts (Milli-
cell-PCF, PIHP 01250, Millipore Corp.) mit 12 mm @ mit
einer Polycarbonatmembran mit 0,4 ym PorengrofRe
sowie in Polycarbonate Membrane Transwell® Inserts
(3401, Corning Corp.) mit den gleichen Kenngréfien. Als
Kulturgefafle dienten 24well Zellkulturtestplatten (92424,
Biochrom). Die resultierenden EpiDerm-Kulturen wurden
ausschliefllich nach 14 d air-lift-Kultur fir die Testungen
verwendet.

Als antiseptische Wirkstoffe dienten OCT (Charge
1071654, Schulke&Mayr) als Reinstsubstanz und CHX
(C9394, Sigma) in Form einer 20%igen Losung in Wasser.
Fir die Untersuchungen wurden die Prifmikroorganismen
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442, DSMZ) und
Staphylococcus aureus (ATCC 6538, DSMZ) eingesetzt.
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Tabelle 1: Resultierender RF-Wertebereich nach 5 min Vorbehandlung von 14d EpiDerm-Kulturen mit aquimolaren Priflosungen
(1,6 mmol/I) von Chlorhexidindigluconat (CHX) und Octenidindihydrochlorid (OCT) und anschlief3ender Priifung der
postantiseptischen Wirkung gegeniiber den Prifmikroorganismen Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) und Staphylococcus
aureus (S. aureus) nach 30 min Kontakt

Insert / RF-Wertebereich (n = 4)

Epidermis-Prifkorper P. aeruginosa S. aureus

Millicell

EpiDerm-OCT 0,6-0,7 33-34

EpiDerm-CHX 20-23

Transwell

EpiDerm-OCT 0,6-0,7 32-33

EpiDerm-CHX 21-24

Millicell

EpiDerm-OCT 1,0-1,2 >4

EpiDerm-CHX 0,1-0,2 20-2.2
Prufverfahren aus den zuvor auf Zellstoff getrockneten EpiDerm-Kul-

Auf die Oberflache (apikal) von jeweils 2 Inserts mit 14
d-EpiDerm-Kulturen wurden pro Prifmikroorganismus
0,5 ml 0,1% (1,6 mmol/1) OCT bzw. 0,144% (1,6 mmol/I)
CHX appliziert und fir 5 min bei Raumtemperatur be-
lassen. Nach Exposition mit den Wirkstoffen wurde die
Oberflache der EpiDerm-Kulturen vorsichtig mit 3x0,5 ml
HEPES-BSS (Hepes-buffered balanced salt solution) fur
jeweils 2 min gewaschen. Der Waschpuffer wurde dabei
jedes Mal vollstandig entfernt und anschlieRend verwor-
fen. Nach dem vorsichtigen Entfernen des letzten
Waschpuffers wurden 0,5 ml Prifmikroorganismen in
einer Zelldichte von 10°-10" KbE/ml in Trypton/NaCl
apikal hinzugefigt und 30 min bei Raumtemperatur auf
der EpiDerm-Oberflache belassen. Anschlieend wurden
jeweils 0,1 ml vorsichtig durchmischter Uberstand ent-
nommen, sofort zu 0,9 ml Inaktivator gefligt und grindlich
durchmischt. Nach Anfertigung weiterer 1:10-Verdinnun-
gen im Inaktivator wurden jeweils 0,1 ml auf vorbereitete
CASO-Agarplatten ausplatiert und uber 48 h bebritet.
Anschliefend wurden die resultierenden KbE ausgezahlt
und die Reduktionsfaktoren entsprechend der DIN EN
1040 [6] berechnet. Die Untersuchungen zur Mikrobio-
zidie erfolgten in 3 unabhangigen Versuchsansatzen als
Doppelbestimmungen.

Samtliche Inserts mit den EpiDerm-Kulturen wurden nach
der Mikrobiozidie-Prufung grindlich mit 5x0,5 mI HEPES-
BSS flr jeweils 1 min gewaschen, auf Zellstoff getrocknet
und anschlieRend der Vitalitatsprifung mittels MTT-Test
unterzogen. Der MTT-Test [7] basiert darauf, dass die
mitochondriale Succinatdehydrogenase, ein Enzym der
Atmungskette, das Substrat 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zu einem unlds-
lichen Formazan-Derivat metabolisiert, das in vitalen
Zellen gespeichert wird. Jedes Insert mit der EpiDerm-
Kultur wurde in eine Vertiefung einer 24well Zellkultur-
testplatte Uberfuhrt, die bereits 0,5 mlI NHEK-Zellkulturme-
dium mit 0,5 mg/ml MTT enthielten. Nach 3 h Inkubation
bei 37 °C erfolgte die Elution des gebildeten Formazans

turen mit 2-Propanol/1 M HCI tber Nacht bei 4°C.

Als Positivkontrolle fur den Nachweis einer intakten Dif-
fusionsbarriere der EpiDerm-Kulturen diente 0,1% Na-
Dodecylsulfat (SDS). Parallel erfolgten die Untersuchun-
gen zur Zytotoxizitdt sowohl mit den reinen Wirkstoff-
Lésungen als auch separat mit den Prifmikrorganismen.
Die spektralphotometrische Auswertung erfolgte nach
dem Uberfiihren von jeweils 2x0,2 ml Eluat in die Vertie-
fungen einer unbenutzten 96well Zellkulturtestplatte bei
560 nm mit dem EIA-Reader Power Wave XS (BioTek).

Ergebnisse

Die Untersuchungen zur postantiseptischen Wirkung von
CHX und OCT erfolgten in 3 unabhangigen Versuchsan-
satzen als Doppelbestimmungen. Eingesetzt wurden
hierbei ausschlieflich Epidermis-Aquivalente nach 14 d
air-lift-Kultur, die in Millicell- bzw. Transwell-Inserts an-
gezlchtet wurden. Die resultierenden Reduktionsfaktoren
(RF-Werte) sind in Tabelle 1 zusammenfassend fur die 3
separaten Versuchsansatze gegenlbergestellt.

Die postantiseptische Wirksamkeit von an der EpiDerm-
Oberflache gebundenem OCT ist der von CHX Uberlegen,
wenn aquimolare Konzentrationen von Wirkstoff be-
trachtet werden. Es ist kaum oder nur eine sehr geringe
remanente mikrobiozide Wirksamkeit von epidermal ge-
bundenem CHX gegenliber dem Prifmikroorganismus
Pseudomonas aeruginosa nachgewiesen worden, wo-
hingegen beim gebundenen OCT ein RF-Wertebereich
von 0,6-1,2 resultiert (Tabelle 1). Die resultierende
mikrobiozide Wirksamkeit gegenlber Staphylococcus
aureus betragt fur EpiDerm-Oct 3,3-4 log-Stufen und fur
EpiDerm-CHX 2-2,4 log-Stufen.

Die resultierende Vitalitat der Keratinocyten in den Epi-
Derm-Kulturen flir die Versuchsansatze der Epidermis
mit sowohl nur Prafmikroorganismen oder nur
Pruflésungen fir 30 min als auch nach 5 min antisep-
tischer Vorbehandlung der Epidermis mit aquimolaren
Konzentrationen von CHX bzw. OCT und anschliefendem
30 min Kontakt mit Prifmikroorganismen sowie der
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Tabelle 2: Resultierende Vitalitat [%] der Keratinocyten in den EpiDerm-Kulturen nach 30 min Kontakt der EpiDerm-Oberflache

mit den Prifmikroorganismen Pseudomonas aeruginosa (Pseudo) und Staphylococcus aureus (Staph), mit den Priiflésungen

0,144% CHX bzw. 0,1% OCT sowie nach 5 min Vorbehandlung mit diesen Priiflésungen und anschlielendem Kontakt iiber 30
min mit den Priifmikroorganismen bzw. nach 30-120 min Kontakt mit 0,1% SDS

Kontaktzeit A560nm (n = 4) Vitalitat Signifikanz

EpiDerm-Prifkdrper [min] Mittelwert + SD [%] (t-Test)
EpiDerm ohne 1,764 + 0,055

EpiDerm-Staph 30 1,552 + 0,083 88,0 p 20,01
EpiDerm-Pseudo 30 1,785 + 0,009 101,2 -
EpiDerm-OCT-Staph 5+ 30 1,708 + 0,008 96,8 -
EpiDerm-OCT-Pseudo 5+ 30 1,641 £ 0,198 93,1 -
EpiDerm-CHX-Staph 5+ 30 1,509 £ 0,076 85,5 p 20,01
EpiDerm-CHX-Pseudo 5+ 30 1,535 £ 0,083 87,0 p 20,01
EpiDerm-OCT 30 1,795 £ 0,014 101,8 -
EpiDerm-CHX 30 1,618 + 0,069 91,7 p=0,02
EpiDerm-0,1% SDS 30 1,758 £ 0,189 99,7 -
EpiDerm-0,1% SDS 60 1,458 + 0,043 82,7 p 20,01
EpiDerm-0,1% SDS 120 1,193 £ 0,041 67,6 p 20,01

Positivkontrolle 0,1% SDS nach 30-120 min Kontakt mit
der Epidermis ist in Tabelle 2 zusammenfassend darge-
stellt. Die Bestimmung der Vitalitat der Keratinocyten er-
folgte mit Hilfe des Substrats MTT. Dabei wird fur jeden
Versuchsansatz die relative Vitalitat [%] der Keratinocyten
in Relation zur Kontrolle ohne Behandlung berechnet,
die als 100% definiert wird.

Sowohl nach 30 min Kontakt der Epidermis mit 0,1% OCT
als auch nach 5 min Vorbehandlung der Epidermis mit
0,1% OCT und anschlieBendem 30 min Kontakt mit
beiden PrlUforganismen ist keine zytotoxische Reaktion
in der EpiDerm-Kulturen nachweisbar (Tabelle 2). Demge-
genuber werden nach 30 min Kontakt der Epidermis mit
0,144% CHX die Keratinocyten signifikant geschadigt.
Eine &hnliche signifikante Schadigung der Keratinocyten
in der Epidermis ist sowohl nach 30 min Einwirkzeit mit
dem Prufmikroorganismus Staphylococcus aureus als
auch nach 5 min Vorbehandlung mit 0,144% CHX und
anschlieBendem Kontakt mit beiden Prifmikroorganis-
men vorhanden (Tabelle 2).

Diskussion

Die postantiseptische Wirkung (Remanenzeffekt) von an
der Epidermis-Oberflache gebundenem OCT ist der von
CHX Uberlegen, wenn aquimolare Konzentrationen von
Wirkstoff zuvor Uber 5 min appliziert worden sind. Mog-
licherweise wird CHX fester an oder in das Stratum
corneum verankert oder ist durch den Waschvorgang
leichter entfernbar, was eine verminderte mikrobiozide
Wirkung zur Folge hat. OCT hingegen bleibt bei Anwesen-
heit von Prufmikroorganismen mikrobiozid aktiv und wird
maoglicherweise leichter von dem epidermalen Wirkstoff-
depot freigesetzt.

Im Gegensatz zu OCT wird fur CHX eine statistisch signi-
fikant héhere zytotoxische Folgereaktion nachgewiesen,

die jedoch zu vernachlassigen ist, da in keinem Fall >30%
der Keratinocyten geschadigt werden.

Durch weiterfihrende Untersuchungen in Form einer
zeitabhangigen zytotoxischen Reaktion sollte geklart
werden, ob die an der Epidermis gebundenen Wirkstoffe
auch eine Zytotoxizitats-Kinetik auffweisen, was die bio-
logische Verfugbarkeit dieser Wirkstoffe zusatzlich bewei-
sen wuirde.

Informationen zum Verbleib und zur Bioverfugbarkeit der
untersuchten Wirkstoffe bzw. Wirkstoffkombinationen
waren von hoher Aussagekraft fur die Abschatzung einer
bessere Eignung/Vertraglichkeit von OCT im Vergleich
von CHX z.B. fur die Hautantiseptik.

Fazit

1. Durch Bindung der antiseptischen Wirkstoffe CHX und
OCT an das Stratum corneum der Epidermis in vitro
wird die mikrobiozide Wirksamkeit nicht aufgehoben.

2. Die mikrobiozide Wirksamkeit von an der Epidermis-
Oberflache gebundenem OCT ist der von CHX beim
Vergleich dquimolarer Konzentrationen tberlegen.

3. 3-4 log-Stufen Reduktion werden nach 30 min Kon-
takt von EpiDerm-OCT gegenuber dem Prufmikroor-
ganismus Staphylococcus aureus erzielt, wohingegen
der RF-Wert fur EpiDerm-CHX 2-2,4 betragt. EpiDerm-
OCT erzielt nach 30 min Kontakt mit dem Prifmikroor-
ganismus Pseudomonas aeruginosa 0,6-1 log-Stufe
Reduktion, wohingegen EpiDerm-CHX weitestgehend
inaktiv bleibt.

4. Eine zytotoxische Wirkung auf die basalen Keratino-
cyten in den EpiDerm-Kulturen ist im angewandten
Prufsystem zu vernachlassigen. OCT ist im Vergleich
mit CHX als vertraglicher einzustufen.
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