Nachweis der antibakteriellen Aktivitat von Chitosan

Detection of the antibacterial activity of chitosan

Abstract

Using three bacterial strains the antibacterial activity of Chitoskin®, a Peter Heisig1
chitosan-containing wound-dressing, was investigated by determining

; . =TS 1 . Tatjana Clauflen’
the viable bacterial cell count in liquid cultures in the absence and J B

presence of Chitoskin®. Results were compared to those obtained for Gerd Mayer®

cellulose and silver-laminated cellulose.

While the pure cellulose wound-dressing had no impact on the bacterial 1 Abteilung Pharmazeutische
growth, Chitoskin® and, to an even greater extend, silverlaminated Biologie und Mikrobiologie,
cellulose reduced the viable cell count over 4,5 hrs. Adding a second Institut fir Pharmazie,
sample after 2 hrs of incubation resulted in a significantly increased Department Chemie,
activity of Chitoskin®. In the presence of protein the activity of the silver- Universitat Hamburg,
laminated cellulose was completely abolished, while that of Chitoskin® Deutschland

continued for at least 3 hrs. 2 Fa. Karl Beese (GmbH & Co.),
Covering bacterial cells on an agar plate with Chitoskin® reversibly inhi- Barsbdttel, Deutschland

bited their growth, but did not kill them. Instead, they could be trans-
ferred to another sterile agar plate.

The results are compatible with the hypothesis that Chitoskin® shows
a bacteriostatic activity due to its ability to strongly adsorb the cells.
From the theoretical point of view, heavily contaminated wounds would
benefit from an early renewal of the wound dressing.
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Zusammenfassung

Chitosan ist ein polykationisches Chitinderivat, das in schwachen Sauren
geldst einen hemmenden Effekt auf das Wachstum von Bakterien und
Pilzen zeigt. Um derartige Effekte auch nachzuweisen, wenn es als Be-
standteil von Wundauflagen wie Chitoskin® verwendet wird, wurde ein
In-vitro-Test auf antibakterielle Aktivitat mit drei Bakterienstémmen
durchgefuhrt.

Dazu wurde die Anzahl vermehrungsfahiger Bakterien in einem flUssigen
N&hrmedium in An- und Abwesenheit von Chitoskin® im Vergleich zu
Auflagen aus Cellulose und silberbeschichteter Cellulose uber mehrere
Stunden verfolgt.

Wahrend das Wachstum eines Staphylococcus aureus-Stamms durch
reine Cellullose nicht und durch Chitoskin® nur geringfiigig beeintrachtigt
wurde, zeigte silberbeschichtete Cellulose einen starkeren Effekt. Er-
neute Zugabe des jeweiligen Materials nach 2 h erhohte nur die Wirkung
von Chitoskin® deutlich. Gegeniiber einem methicillin-resistenten S.
aureus (MRSA)-Stamm war die Wirkung aller Wundauflagen deutlich
schwacher.

Auf das Wachstum eines Pseudomonas aeruginosa-Stamms hatten
wiederum die Cellulose keinen, jedoch Chitoskin® und silberbeschichtete
Cellulose hohere Aktivitaten. In Anwesenheit von Protein wurde die
Wirkung der silberbeschichteten Wundauflage jedoch vollstandig auf-
gehoben, wahrend die von Chitoskin® iber mindestens 3 h unbeein-
trachtigt blieb. Bakterien auf einer Agarplatte wurden nach Auflage von
Chitoskin® im Wachstum gehemmt, jedoch nicht abgetdtet, sondern
konnten nach Auflegen des Materials auf eine sterile Agarplatte Uber-
tragen werden.
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Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Chitoskin® Bakterienzellen
adsorbiert und dadurch eine bakteriostatische Wirkung ausubt. Bei
starker kolonisierten Wunden kénnte daher ein friher Wechsel der
Wundauflage eine schnellere Erregerreduktion bewirken und so die

Heilung beglinstigen.

Schliisselworter: Chitosan, antibakteriell, Wundauflage

Einleitung

Chitosan ist ein hydrophiles polykationisches Polymer,
das aus Chitin, dem Hauptbestandteil von Crustaceen-
Schalen, durch partielle chemische Desacetylierung im
alkalischen Milieu preiswert gewonnen werden kann. Im
Gegensatz zu synthetischen Polymeren weist es eine
gute Biokompatibilitdt sowie Biodegradibilitat auf. Chito-
san ist im sauren Milieu gut wasserldslich, bildet viskdse
Lésungen und zeigt eine Tendenz zur Koagulation mit
Proteinen bei héheren pH-Werten. Fur Chitosan ist in In-
vitro-Studien eine antimikrobielle Wirkung gezeigt worden
(Ubersicht bei [1]). Dabei fanden sich MHK-Werte zwi-
schen 10 und 5000 pg/ml fur Pilze und zwischen 20 und
500 pg/ml fur verschiedene grampositive und gramnega-
tive Bakterien. Wasserloslichkeit und antimikrobielle Ak-
tivitat konnten durch verschiedene chemische Modifika-
tionen verbessert werden [2], [3].

Das Praparat Chitoskin® besteht zu 50% aus Chitosan,
das mit Gelatine als Tragermaterial zu einer Wundauflage
verbunden ist. Diese bewirkt neben der Wundabdeckung
einen guten FlUssigkeitstransport unter Aufrechterhaltung
eines feuchten Wundmilieus. Die Matrix-Struktur von
Chitoskin® gestattet ferner gute Adhasions- und Prolifera-
tionsmoglichkeiten von granulierenden Zellen des
Wundgrunds. Chitoskin® soll vorzugsweise bei tieferen,
stark exsudierenden Wunden chronischen Ursprungs
eingesetzt werden. Zudem werden seine hamostypischen
Eigenschaften bei traumatischen Wunden diskutiert.
Mit der nachfolgenden Untersuchung soll gepruft werden,
welche antibakterielle Aktivitat gegenulber typischen
Wunderregern wie Staphylococcus aureus und Pseudo-
monas aeruginosa Chitoskin® im Vergleich zu anderen
Wundabdeckungen in vitro aufweist.

Material und Methoden

Bakterienstamme

Als Testorganismen wurden Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 (haufige Kolonisation bzw. Infektion auf
grof¥flachigen Brandwunden), Staphylococcus aureus
ATCC 25923 (haufigster Erreger postoperativer Wundin-
fektionen) sowie als Methicillin-resistenter S. aureus
(MRSA) ST547 (zur Verfligung gestellt von Prof. W. Witte,
Robert-Koch-Institut, Bereich Wernigerode) verwendet.

Wundauflagen

Chitoskin® Wundauflage, eine sterile Auflage aus Chitosan
und Gelatine (Hersteller Sangui BioTech GmbH, Witten,
Vertrieb BEESE GmbH Barsbuttel) Lot: 0507-117, haltbar
bis 02-2009 wurde im Vergleich zu Material A, eine sterile
Wundauflage aus oxidierter, regenerierter Cellulose (ORC)
mit Kollagen und Silber-ORC, haltbar bis 12-2006, und
Material B, eine Wundauflage aus oxidierter, regenerierter
Cellulose (ORC) und Kollagen, haltbar bis 06-2007, ge-
pruaft.

Bestimmung der antibakteriellen
Aktivitat in Flissigmedium

Aus einer in flissigem Nahrmedium (Standard Nahrme-
dium No. I-Bouillon, VWG-Eurolab, Darmstadt) zur statio-
naren Phase gewachsenen Kultur wurde eine 1:200-
Verdlnnung bis zum Erreichen einer optischen Dichte
(OD,,,, gemessen bei einer Wellenlange von A =550 nm;)
von 0,125+0,02 bei 37°C und 130 Umin™ geschiittelt.
Diese Trubung entsprach dem McFarland Standard 0,5
(=10° KbE/ml).

Ausgehend von dieser Suspension wurden Aliquots ent-
nommen und in 10 ml frische Bouillon gegeben, so dass
die gewlinschte Koloniezahl von 10° KBE/ml resultierte.
Dazu wurden gleich grofRe Stuicke (ca. 2x2 cm von Chi-
toskin® oder eines der Vergleichsmaterialien A oder B
gegeben und insgesamt bis zu 4,5 h inkubiert. Zu Chi-
toskin® und Material A wurde in einer separaten Versuchs-
reihe Rinderserumalbumin (BSA) in einer Endkonzentra-
tion von 50 mg/ml gegeben. In einer weiteren Versuchs-
reihe wurde jeweils nach 2 h den Ansatzen ein zweites,
gleich grofRes Stiick der Wundauflage zugefligt. In Abstan-
den von 30 bzw. 60 min wurden Proben zur Bestimmung
der Lebendkoloniezahl nach serieller Reihenverdiinnung
entnommen. Aliquots von je 50 ul der verschiedenen
Verdinnungen wurden auf Soja-Casein-Agarplatten (VWG-
Eurolab, Darmstadt) ausplattiert und nach Inkubation
Uber Nacht bei 37°C ausgezahlt. Daraus wurden die
Veranderungen der Lebendkoloniezahl im Vergleich zum
Inokulum bestimmt und graphisch aufgetragen. Es wur-
den mindestens drei Parallelversuche durchgefuhrt. Die
prozentualen Abweichungen in den Ergebnissen zweier
Koloniezahlbestimmungen lagen innerhalb der fur die
Methode zu erwartenden Schwankungsbreite von +0,3
log-Stufen. Bestimmungen in Anwesenheit von BSA wur-
den exemplarisch nur einmal durchgefuhrt.
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Abbildung 1: Koloniezahlveranderung von S. aureus ATCC25923 in Nahrbouillon ohne (Kontrolle) und mit verschiedenen
Wundauflagen

Bestimmung der antibakteriellen
Aktivitat auf Agar

Einige Kolonien einer frischen Ubernacht-Kultur wurden
mit einem sterilen Glasstab in 4,5 ml steriler, isotonischer
Kochsalzlésung bis zu einer Tribung suspendiert, die
dem McFarland Standard 0,5 entsprach (KbE= 10°/ml).
Mit sterilen Wattestabchen (1x in Inokulum eingetaucht)
wurden die Testorganismen in drei verschiedene Richtun-
gen gleichmafig auf dem Agar ausgestrichen. Nach dem
Eintrocknen wurde jeweils eine unter aseptischen Bedin-
gungen auf die gewlinschte Grofde zugeschnittene Probe
der jeweiligen Wundauflage fur 1, 3 bzw. 18 h aufgelegt.
Danach wurde das Material unter aseptischen Bedingun-
gen abgenommen und flr ca. 5 s auf eine frische Agar-
platte aufgelegt, die erneut flir 18 h bebritet wurde. Das
bakterielle Wachstum nach der Bebritung wurde visuell
beurteilt und fotographisch dokumentiert.

Ermittlung des
Wasseraufnahmevermogens

Wundauflagen wurden in der Grofle 2 cm x 2 cm ausge-
schnitten und jeweils zu Beginn und nach Ablauf der Be-
britungszeit auf den Agarplatten gewogen. Als Kontrolle
wurden die Auflagen auf eine unbeimpfte Agarplatte sowie
in eine agarfreie Petrischale aufgelegt.

Ergebnisse

Die Anderungen der Lebendkoloniezahlen wéahrend der
4,5 stundigen Inkubation mit den verschiedenen Wund-
auflagen sind flr S. aureus ATCC 25923 (Abbildung 1),
S. aureus ST547 MRSA (Abbildung 2) und P. aeruginosa

(Abbildung 3) graphisch dargestellt. Die Ergebnisse repra-
sentieren jeweils typische Verlaufe eines Experiments
aus einer Serie von mindestens 3 Parallelansatzen. Die
Koloniezahl stieg in den Ansétzen mit der Wundabde-
ckung aus reiner Cellulose (Material B) bei allen drei
Isolaten &hnlich an wie die der jeweiligen Kontrolle (Abbil-
dung 1, Abbildung 2 und Abbildung 3). Der Zusatz einer
zweiten Materialprobe B nach 2 h hatte keinen erkenn-
baren Einfluss (Abbildung 1).

In Anwesenheit von Material A wurde eine leicht reduzier-
te Koloniezahl des S. aureus ATCC 25923-Isolats be-
stimmt (< 1 log-Stufe); durch Zugabe einer zweiten Mate-
rialprobe A nach 2 h war eine weitere Reduktion um 1
log-Stufe erkennbar.

In der Probe mit Chitoskin® lag die Koloniezahl nach 4,5 h
um fast zwei log-Stufen hdéher als zu Beginn, jedoch
wurde nach Zugabe einer zweiten Materialprobe zu t=2 h
eine deutliche Koloniezahlverminderung um mehr 2 log-
Stufen innerhalb 1 h bzw. 3 log-Stufen am Ende des Ex-
periments beobachtet. Damit lag dieser Wert sogar noch
um 1 log-Stufe unterhalb des Wertes fir Material A mit
zweiter Probe (Abbildung 1).

Gegenlber dem MRSA-Stamm ST547 zeigte sich lediglich
bei Material A eine leichte Koloniezahlreduktion (ca. 1
log-Stufe), fur alle Gbrigen Proben wurde eine Erhéhung
der Koloniezahl zwischen 1 (Chitoskin®) und 2 log-Stufen
bestimmt (Material B, Kontrolle; Abbildung 2).

Die Lebendkoloniezahl von P. aeruginosa lag in der Probe
mit Material A nach 1 h um etwa 2,5 log-Stufen niedriger
als zu Beginn. Die Zugabe einer zweiten Materialprobe A
nach 2 h konnte somit keine Verstarkung dieses Effekts
erbringen (Abbildung 3). In Anwesenheit von Material B
nahm dagegen die Lebendkoloniezahl genauso zu wie
bei der Wachstumskontrolle, unabhéngig davon, ob nach
2 h eine zweite Materialprobe B zugesetzt wurde oder
nicht.
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Abbildung 2: Koloniezahlveranderung von S. aureus ST547 in Nahrbouillon ohne (Kontrolle) und mit verschiedenen Wundauflagen
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Abbildung 3: Koloniezahlveranderung von P. aeruginosa ATCC27583 in Nahrbouillon ohne (Kontrolle) und mit verschiedenen
Wundauflagen

In der Probe mit Chitoskin® war die Lebendkoloniezahl
von P. aeruginosa ATCC 27853 nach 4,5 h um fast 2 log-
Stufen (einzelne Materialprobe) niedriger als zu Beginn.
Wurde nach 2 h eine zweite Materialprobe zugesetzt, lag
die Koloniezahl sogar um 3,5 log-Stufen niedriger als zu
Beginn (Abbildung 3).

Um einen moglichen Einfluss von Proteinen, wie sie im
Wundsekret enthalten sind, auf die Wirksamkeit der
Wundauflagen zu prufen, wurde die Untersuchung fir P.
aeruginosa in Anwesenheit von Rinderserumalbumin
(BSA) in einer Konzentration von 50 mg/ml wiederholt.
Diese Konzentration entspricht der Alouminkonzentration
im Serum. Wahrend sich die Testorganismen in den An-
satzen ohne BSA wie bereits bekannt (Abbildung 3) ver-

hielten, blieb die Koloniezahl in dem Ansatz mit Material
A und BSA Uber den Untersuchungszeitraum auf dem
Ausgangswert. In dem Ansatz mit Chitoskin® lag dagegen
die Koloniezahl nach 3 h fast genauso niedrig wie in der
Probe mit Chitoskin® und BSA (Abbildung 4).

Um zu prufen, ob die beobachtete Verringerung der Kolo-
niezahl in Ansétzen mit Chitoskin® auf eine Abtétung der
Bakterienzellen zuriickzufiihren ist, wurden gleichgrofe
Proben von Chitoskin® fiir 1, 3 und 18 h auf Nahragarplat-
ten aufgelegt, die mit dem Teststamm S. aureus ATCC
29523 beimpft waren. Nach der Bebritungszeit wurden
die Chitoskin®-Proben entfernt. Auf den Auflagefléachen
zeigte sich nach kurzer Bebrutung deutlich verringertes,
nach 18 h Bebritung sogar tUberhaupt kein Wachstum.
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Abbildung 4: Koloniezahlveranderung von P. aeruginosa ATCC27583 in Nahrbouillon ohne (Kontrolle) und mit verschiedenen
Wundauflagen sowie BSA

Abbildung 5: S. aureus ATCC 25923-Zellen auf Caso-Agar mit aufgelegtem Chitoskin® Material fiir (a) 1 h, (b) 3h und (c) 18 h
bebriitet. (d) Ergebnis der Bebriitung nach Auflage des Chitoskin®-Materials aus (c) fiir 5 s

Wurden die Proben nach der jeweiligen Bebrutungszeit Eigengewichts nach Bebrutung fur 18 h. Nach 1 h war
kurz auf frische, unbeimpfte Agarplatten gelegt und diese  das Eigengewicht bereits um 500% erhdht.
anschlieBend erneut bebritet, war fir beide Testkeime

deutliches Wachstum erkennbar (Abbildung 5). Mit zuneh-

mender Bebriitungszeit des Chitoskin®-Materials auf den

bakterienhaltigen Platten nahm die Koloniedichte zu.

Durch Auflage der Wundabdeckungen auf unbeimpfte

Agarplatten wurde das Wasseraufnahmevermogen ermit-

telt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6 zusammengefasst

und zeigen eine Wasseraufnahme um bis zu 900% des
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Abbildung 6: Wasseraufnahmevermégen von Chitoskin® nach Auflegen auf Agar

Diskussion

Eine antimikrobielle Wirkung stellt neben der Wundabde-
ckung und der Schaffung eines ausgewogen feuchten
Milieus ein wichtiges Qualitatskriterium moderner
Wundabdeckungen dar. Fir Wundabdeckungen mit Sil-
berbeschichtung wird die antimikrobielle Aktivitat mit ei-
nem oligodynamischen Effekt des Silbers erklart, was
durch die hier vorgestellten Versuche bestatigt wird. Je-
doch fehlen bislang konkrete Daten flr Wundauflagen
auf der Basis von Chitosan. Die in dieser Arbeit durchge-
fhrten Untersuchungen zur antibakteriellen Aktivitat von
Chitoskin® zeigen, dass sich in einem einfachen In-vitro-
System sowohl die Zahl vermehrungsfahiger gram-positi-
ver (S. aureus) als auch gram-negativer (P. aeruginosa)
Bakterien durch Zusatz von Chitoskin® reduzieren lasst.
Dieser Effekt ist gegenuber P. aeruginosa starker (Abbil-
dung 3 und Abbildung 4), gegenliber S. aureus erst nach
Zugabe einer zweiten Materialprobe erkennbar (Abbildung
1).

Wird den Versuchsansatzen Protein (BSA 50 mg/ml) zu-
gesetzt, um die Testbedingungen den Verhaltnissen in
Wundsekret anzunahern, erweist sich die Silberbeschich-
tung als nachteilig, da der keimzahlvermindernde Effekt
vollstandig aufgehoben wird (Abbildung 4). Auf die Wirk-
samkeit von Chitoskin® hat der Zusatz von Protein dage-
gen fast keinen Einfluss (Abbildung 4). Wahrend die Sil-
berschicht offensichtlich eine starke Interaktion mit dem
Protein zeigt, vor allem uUber Wechselwirkungen mit
Schwefelatomen des Methionins und Cysteins, scheint
die Wirkung des Chitoskin®-Materials durch Protein nicht
merkbar beeintrachtigt zu werden (Abbildung 4).

Eine plausible Erklarung zum moglichen Wirkungsmecha-
nismus von Chitoskin®auf Bakterien liefern die erganzen-
de Untersuchung mittels Agarplatten (Abbildung 5) sowie
die Bestimmung des Wasseraufnahmevermogens. Dem-
nach besitzt Chitoskin® ein hohes Wasseraufnahmever-

maogen (Abbildung 1) sowie eine hohe Bindungskapazitat
fur Bakterienzellen. Diese werden jedoch nicht abgetotet,
sondern in lebensfahiger Form gebunden und damit le-
diglich an der weiteren Vermehrung gehindert, denn nach
kurzem (5 s) Auflegen der bakterienhaltigen Wundauflage
kdnnen die Zellen auf eine frische Agarplatte Ubertragen
und dort vermehrt werden (Abbildung 5). Dieser postulier-
te Mechanismus der Wachstumshemmung durch Bindung
wird unterstutzt durch die Befunde der Versuche in Flis-
sigmedium: So zeigen beide Testorganismen nach Zugabe
einer zweiten, frischen Chitoskin®-Probe nach 2 h eine
deutliche Reduktion der Anzahl freier, lebender Testorga-
nismen.

Fur eine verbesserte Wundhygiene bei stark kontaminier-
ten Wunden erscheint daher ein frihzeitiger Wechsel der
Chitoskin®-Wundauflage innerhalb von 1-2 h giinstig, um
dadurch die der Auflage anhaftenden Erreger rasch aus
dem Wundbereich zu entfernen. Vorteilhaft ist dabei,
dass dieser Effekt auch in Anwesenheit von Proteinen
wirksam ist. Die Ubertragbarkeit dieser in vitro gewonne-
nen Erkenntnisse erfordert weiterfihrende Kklinische
Studien sowohl in Hinblick auf die antiseptische Effektivi-
tat als auch in Hinblick auf die Beeinflussung der Wund-
heilung.
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