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1 Einleitung und Problemstellung 

1.1 Problemstellung 
Polihexanid ist ein mikrobizider Wirkstoff, der sich für die antiseptische 

Anwendung am Menschen durch sein breites Wirkspektrum bei gleichzeitig 

geringer Zytotoxizität, guter Haut-, Schleimhaut- und Wundverträglichkeit sowie 

bisher nicht bekannter systemischer Risiken bei antiseptischer Anwendung auf 

der Köperoberfläche auszeichnet (Kramer 1995, Kramer u. Roth 2008, Hübner u. 

Kramer 2010). Bei der Risikoklassifizierung anhand des 

Biokompatibilitätsquotienten wird nur noch von dem antiseptischen Wirkstoff 

Octenidin in gleicher Weise wie für Polihexanid ein Wert > 1 erreicht, d.h. die für 

eine antiseptische Wirksamkeit benötigte Konzentration liegt unter der 

zytotoxischen Konzentration, wodurch sich die hohe therapeutische Breite ergibt. 

Die Ursache hierfür ist in dem Wirkungsmechanismus von Polihexanid zu sehen 

(Details s. Abschn. 1.2.3), das vorwiegend mit negativ geladenen Phospholipiden 

interagiert, dem Hauptbestandteil der Membranen Gram-negativer und Gram-

positiver Bakterien. Weitere Bindungstargets sind die Lipopolysaccharide in der 

Outer Membrane Gram-negativer und Teichonsäuren in der Zellmembran Gram-

positiver Bakterien sowie generell Peptidoglycan-Bestandteile der Zellwand und 

Membranproteine. Im Unterschied dazu ist die Bindung an die neutralen 

Lipopolysacharide der Zellwand humaner Zellen weniger ausgeprägt, womit die 

vergleichsweise selektive antiseptische Wirkung erklärt wird (Broxton et al. 1984, 

Ikeda et al. 1983, 1984, 1985, Yasuda et al. 2003, Gilbert u. Moore 2005, Gabriel 

et al. 2007). Der Wirkungsmechanismus von Polihexanid macht eine 

Resistenzentwicklung der Zielorganismen unwahrscheinlich, da die negative 

Oberflächenladung für die Gesamtheit der Lebensprozesse von Bakterien, aber 

auch von Hefen und Pilzen essentiell ist. Damit ist Polihexanid im Unterschied zu 

Chlorhexidin, das eine plasmidische Resistenz mit Kreuzresistenz gegenüber 

Antibiotika zu induzieren vermag (Russell et al. 1998), auch für den Einsatz 

gegen die zunehmende Zahl Antibiotika-resistenter Erreger geeignet.  

Polihexanid unterscheidet sich von den anderen bekannten antiseptischen 

Wirkstoffen durch seine wundheilungsfördernden Eigenschaften für die 

Anwendungskonzentrationen sowohl in vitro (Wiegand et al. 2007a, Roth et al. 

2010) als auch an aseptischen Wunden bei Ratte, Meerschweinchen und 

Schwein (Bolton et al. 1985, Kallenberger et al. 1991, Kramer et al. 2004a).  
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In der sich aus diesen Sachverhalten ableitbaren Gesamtbewertung wird 

Polihexanid in Leitlinien und Konsensusempfehlungen als Wirkstoff der Wahl für 

die Behandlung kritisch kolonisierter oder lokal infizierter akuter und chronischer 

Wunden bewertet (Kramer et al. 2004a; Dissemond et al. 2009, Dissemond et 

al. 2011). Allerdings wird Polihexanid wie Octenidin, Chlorhexidin und PVP-Iod 

nicht bei Anwendung zur Peritonealspülung toleriert (Berg 2000, Frieling et al. 

2007, Lauenstein 2007). Hier überwiegen die zytotoxische Schädigung bzw. 

systemische Nebenwirkungen die antiseptische Wirkung. Ebenso ist die 

Verträglichkeit für hyalinen Knorpel erst ab Konzentrationen < 0,005% gegeben 

(Müller u. Kramer 2006). Die Anwendung im Mittel- und Innenohr sowie an 

Strukturen des ZNS ist im Analogieschluss zu Chlorhexidin als Kontraindikation 

ausgewiesen (Kramer 2008, DAC/NRF 2008, Röhner et al. 2011, 2012, Kramer 

et al. 2013), obwohl hierzu keine Untersuchungen durchgeführt wurden und 

Studien zur Teratogenität und Reproduktionstoxizität keinen Hinweis auf 

neurotoxische Risiken ergaben (Hübner u. Kramer 2010). Da durch 

Mundhöhlenantiseptik bei Patienten mit Stammzelltransplantation in der Phase 

der aggressiven Krebs-Chemotherapie mit Chlorhexidin die Mukositis entgegen 

der antiseptischen Zielstellung verstärkt wurde (Pitten et al. 2003), kann auch 

Polihexanid für diese Indikation nicht ungeprüft eingesetzt werden.  

Mit der Zielsetzung der weiteren Abklärung der Eigenschaften von Polihexanid 

und damit verbunden der Abschätzung der bevorzugten 

Anwendungsmöglichkeiten dieses Wirkstoffs wurden folgende Untersuchungen 

durchgeführt:  

 
- In der Arbeit "Koburger T, Hübner NO, Braun M, Siebert J, Kramer A. 

Standardized comparison of the antiseptic efficacy of triclosan, PVP-

iodine, octenidine dihydrochloride, polyhexanide and chlorhexidine 

digluconate. J Antimicrob Chemother. 2010; 65(8):1712-9" wurden die 

Dosis- und Einwirkzeit-abhängige bakteriozide und levurozide 

Wirksamkeiten sowie Minimale Hemmkonzentrationen (MHK) und 

Minimale Bakterizide Konzentrationen (MBK) der wesentlichen zur 

Wundantiseptik eingesetzten Wirkstoffe unter identischen 

Prüfbedingungen mit der Zielstellung verglichen, Empfehlungen für die 

Praxisanwendung abzuleiten.  
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- In der Arbeit "Koburger T, Müller G, Eisenbeiß W, Assadian O, Kramer 

A. Microbicidal activity of polihexanide. GMS Krankenhaushyg Interdiszip 

2007; 2(2):Doc44 (20071228)" wurde vor dem Hintergrund der 

zunehmenden Bedeutung von Polihexanid in der Antiseptik auf Basis 

des Europäischen Normentwurfs prEN 12054 erstmalig unter 

standardisierten Bedingungen in vitro die antimikrobielle Wirksamkeit der 

Polihexanid-haltigen Präparate Lavasept®, Serasept® und Prontosan® in 

Gegenwart verschiedener für die Wundantiseptik relevanter organischer 

Belastungen beurteilt. Im Gegensatz zu den im medizinischen Bereich 

traditionell zumindest für Antibiotika oft herangezogenen MHK-Werten 

wurde der Umfang der tatsächlichen Abtötung repräsentativer 

Prüforganismen innerhalb vergleichsweise kurzer Einwirkzeiten von 

1 min bis 60 min bestimmt. 

- In der Arbeit "Müller G, Koburger T, Jethon FUW, Kramer A. 

Comparison of the bactericidal efficacy and in vitro cytotoxicity of 

Lavasept® and Prontosan®. GMS Krankenhhyg Interdiszip. 2007; 

2(2):Doc42 (20071228)" wurde auf Basis der prEN 13727 bzw. der EN 

ISO 10993-5 der mögliche Koergismus von Polihexanid mit Macrogol 

4000, einem penetrationsfördernden Polyethylenglycol, und 

Undecylenamidopropylbetain, einem wundreinigungsverstärkenden, 

amphotheren Tensid bzgl. der bakterioziden Wirksamkeit und der in vitro 

Zytotoxizität untersucht. 

 
Im Vergleich von Prontosan® und Lavasept® hinsichtlich Wirksamkeit und 

Zytotoxizität ergaben sich erste Hinweise darauf, dass die Mikrobiozidie und 

insbesondere die Verträglichkeit von Polihexanid durch Zusätze in den 

Rezepturen verändert werden können. So verstärkte der Zusatz von 

Undecylenamidopropylbetain im Prontosan® im Vergleich zum Macrogol-

haltigen Lavasept die Wirksamkeit gleicher Polihexanidkonzentrationen 

(0,089 %) gegenüber Pseudomonas aeruginosa, für Staphylococcus aureus 

wurde jedoch kein Unterschied festgestellt. Gleichzeitig wurde bis zu einer 

PHMB-Konzentration von 0,04 % für das Betain-haltige Produkt eine deutlich 

geringere Zytotoxizität gegenüber der verwendeten Mäusefibroblasten-Zelllinie 
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L929 gezeigt. Im Gegensatz zum ungeladenen Macrogol ist 

Undecylenamidopropylbetain ein amphoteres Tensid, das einerseits 

wahrscheinlich eine eigene antimikrobielle Wirksamkeit aufweist, das 

andererseits aber mit dem Polihexanid um Bindungsstellen bevorzugt an der 

eukarytischen Zytoplasmamembran konkurrieren kann. Es scheint also eine 

Frage des Gesamtgleichgewichts aus Mengenverhältnissen von Wirkstoff und 

Zusatzstoffen einerseits und Bindungsaffinitäten zu den verschiedenen 

eukaryotischen oder mikrobiellen zytoplasmatischen Zielstrukturen andererseits 

zu sein, das darüber entscheidet, wie stark das mikrobiozide und zytoxische 

Potential des Polihexanid jeweils zur Ausprägung kommt.  

Führt man diesen Gedanken mit Blick auf den Wirkmechanismus des 

Polihexanids, also die bevorzugte Bindung an negativ geladene Zellwand- und 

Membranstrukturen, und allein auf den Wirkstoff bezogen fort, ergibt sich die 

Frage, ob man die unterschiedlichen Eigenschaften eukaryotischer und 

prokaryotischer Zellwände nutzen kann, um die Bindungsgleichgewichte des 

Polihexanids an diese Strukturen durch die galenische Grundlage in Richtung 

der gewünschten antimikrobiellen Wirksamkeit zu verschieben, um die in der 

Antiseptik immer gegebene Koexistenz von Mikroorganismen und 

menschlichen Zellen letztlich zielgerichteter und mit verminderten 

Nebenwirkungen für den Patienten beeinflussen zu können. Das sollte daher in 

den nachfolgenden beiden Studien untersucht werden:  

- In der Arbeit "Müller G, Kramer A, Schmitt J, Harden D, Koburger T. 

Reduced cytotoxicity of polyhexamethylene biguanide hydrochloride 

(PHMB) by egg phosphatidylcholine while maintaining antimicrobial 

efficacy. Chem Biol Interact. 2011;190(2-3):171-8" wurde die Hypothese 

untersucht, ob in Phosphatidylcholin-haltigen Liposomen bzw. Öl/Wasser 

Emulsionen die Wirksamkeit von Polihexanid noch ausreichend 

gewährleistet ist, aber zugleich die Zytotoxizität deutlich herabgesetzt 

wird. Dieser Gesichtspunkt wurde in der Arbeit "Müller G, Koburger T, 

Kramer A. Interaction of polyhexamethylene biguanide hydrochloride 

(PHMB) with phosphatidylcholine containing o/w emulsions and 

consequences for microbial efficacy and cytotoxicity. Chem Biol Interact. 

2013;201(1-3):58-64" vertieft analysiert. 
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Auf Basis dieser Untersuchungen zur antimikrobiellen Wirksamkeit und 

Zytotoxizität sollen auf der Grundlage der Erkenntnisse zu den biochemischen 

und biophysikalischen Grundlagen des Wirkmechanismus des Polihexanids an 

der bakteriellen Zellumembran und unter Berücksichtigung der Unterschiede 

zwischen mikrobiellen und humanen Zellmembranen neue Darreichungsformen 

abgeleitet werden, die die oben aufgeführten Einsatzeinschränkungen von 

Polihexanid möglicherweise weiter reduzieren können.  

 

1.2 Charakterisierung des antimikrobiellen Wirkstoffs Polihexanid in 
Hinblick auf die antiseptische Anwendung 
1.2.1 Stoffeigenschaften 
Polihexanid (Synonyma PHMB, Polyhexamethylenbiguanidhydrochlorid, 

Cosmocil CQ, Lonzabac BG, Vantocil IB) ist chemisch das üblicherweise als 

Hydrochlorid verfügbare homopolymere Poly(imino[imido-carbonyl]imino[imido-

carbonyl]-iminohexamethylen (CAS-Nummer 32289-58-0; Abb. 1). Das 

Molekulargewicht beträgt für das Monomer 185,3 g/mol, für das Polymer etwa 

2.300 – 3.600 (Kramer u. Roth 2008). Polihexanid (ATC Code D08AC05) wird 

als Markenprodukt, das in seiner chemischen Spezifikation den in der DAC 

Monographie für Polihexanid definierten Parametern entspricht, unter dem 

Markennamen Cosmocil PGTM von Arch Chemicals Inc. (USA) vertrieben, die 

seit 2011 zur Lonza Group AG (Schweiz) gehören. Unter den Namen Vantocil 

IB™, Cosmocil CQ™ (beides Arch Chem) sowie Lonzabac BG™ (Pareva/FR) 

ist die Substanz in nur unvollständiger Entsprechung zur DAC Monographie 

erhältlich. 

Sowohl Polihexanid als auch Chlorhexidin wurden erstmalig in den 1950er 

Jahren durch ICI Ltd. (UK) im Rahmen eines Screeningprogramms für 

Antimalaria-Wirkstoffe synthetisiert (Davies et al. 1954, Rose u. Swain 1956), 

woraufhin Chlorhexidin bald erfolgreich für die Haut- und Schleimhautantiseptik 

vermarktet, Polihexanid jedoch bis in die 1990er Jahre vorrangig im 

nichtmedizinischen (Consumer-) Bereich eingesetzt wurde (Kaehn 2010). 

Anwendungen und Vorschläge zum Einsatz von Polihexanid im medizinischen 

Bereich reichen jedoch bis in die 1970er und 1980er Jahre zurück (Good 1979, 

Roth u. Brill 2010) und resultierten 1991 in der Zulassung von Lavasept® als 

Polihexanid-haltiges Medizinprodukt in der Schweiz (Roth u. Brill 2010). Aber 
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erst ab 1994 wurde Polihexanid durch den Schweizer Chirurgen Willenegger 

der breiten medizinischen Öffentlichkeit für die lokale Wundantiseptik vorgestellt 

(Willenegger 1994a, 1994b, 1994c, Willenegger et al. 1995). Die grundlegenden 

Arbeiten von Werner und Skripitz bestätigen die Wirksamkeit von Polihexanid in 

vitro (Werner 1992, Skripitz u. Werner 1994). 

Strukturell ähnelt Polihexanid weitgehend dem Biguanid Chlorhexidin (Abb. 1), 

das jedoch nur als Monomer vorliegt und an beiden Enden 4-Chlorophenyl-

Gruppen trägt, die in vivo metabolisch mit den entsprechenden toxikologischen 

Folgen (4-Chloranilin) abgespalten werden können (Hildebrandt 2011) oder 

schon während der Synthese oder Lagerung als Verunreinigung entstehen 

können (Ciarlone et al. 1976, Kohlbecker 1989).  

HN N

NH

NH

N

N

H
H

H

HN

NH

N

NH

H

n 

HN N

NH

NH

N

NCl

H
H

H

HN

NH

N

NH
Cl

H

 Polihexanid (Monomer)  Chlorhexidin 

Abb. 1 Gegenüberstellung der chemischen Struktur von Polihexanid und Chlorhexidin 

Polihexanid trägt synthesebedingt terminal Amino- oder Cyanoguanidin-

Gruppen; zumindest im Cosmocil® CQ wurden aber auch Guanidin- und 

Cyanoamino-Gruppen detektiert. Im physiologischen pH-Bereich liegen die 

Biguanid-Gruppen des Polymers monoprotoniert vor, wodurch Polihexanid als 

ein Polykation agiert (O'Malley et al. 2006b, Kaehn 2010).  

0,003 - 0,3%ig wird durch Polihexanid die Bildung von Superoxid- und 

Peroxynitritradikalen in vitro gehemmt. Da die Überproduktion von Nitrogen- 

und Sauerstoffspecies in chronischen Wunden zur Verlängerung der 

inflammatorischen Phase und zu schwerer Gewebsschädigung führt, könnte 

diese Hemmung eine der Ursachen für die wundheilungsfördernde Wirkung von 

Polihexanid sein (Wiegand et al. 2008c). Eine weitere für die Wundheilung 

relevante Wirkung ist die Hemmung der durch Elastase von P. aeruginosa 

verursachten Degradation von Proteinen der Wundflüssigkeit und des 

Hautgewebes. Parallel wurden endogene Metalloproteinasen nicht beeinflusst 

(Schmidtchen et al. 2003, Werthen et al. 2004). 
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Als Handelsprodukt ist Polihexanid zumeist eine leicht opaleszierende, farblose 

oder leicht gelblich gefärbte Lösung mit 20% Wirkstoffgehalt. Der Wirkstoff ist 

chemisch stabil, besitzt kationische Eigenschaften, ist leicht löslich in kaltem 

und heißem Wasser, löslich in aliphatischen Alkoholen, Glycolen, Glycolethern, 

jedoch unlöslich in üblichen organischen und aromatischen Lösungsmitteln.  

Mit nichtionischen Detergenzien, Säuren (Phosphorsäure, Salpetersäure) und 

anderen kationischen oberflächenaktiven Substanzen wie quaternären 

Ammonium-Verbindungen (QAV) geht Polihexanid wegen seiner eigenen 

positiven Nettoladung keine wirksamkeitsvermindernden Wechselwirkungen 

ein. Unverträglich ist PHMB mit anionischen Detergenzien, Seifen oder 

Alkylsulfonaten. Mischung mit starken Alkalien wie Natronlauge, Na-Metasilikat, 

Trinatriumphosphat oder komplexen Phosphaten, z.B. Hexamethaphosphat, 

führt zu Ausfällungen (Kramer u. Roth 2008). 0,1 % EDTA reduziert die 

Wirksamkeit gegen Akanthamöben (Khunkitti et al. 1996). Am Modell der 

Acanthamoeba polyphaga - Keratitis wurde ein synergistischer Effekt in 

Kombination mit Hexamidindiisethionat nachgewiesen (Vasseneix et al. 2006).  

1.2.2 Antimikrobielle Wirksamkeit 
Wirkungsspektrum: Auf Grund des Wirkungsmechanismus hat Polihexanid 

ein breites Wirkungsspektrum, das Gram-positive und Gram-negative Bakterien 

einschließlich multiresistenter Erreger (Lee et al. 2004), Mykobakterien, 

Legionellen, Plaque- und Biofilm-bildende Bakterien, Sporenbildner in der 

vegetativen Form, sich intrazellulär vermehrende Erreger wie Akanthamöben, 

Chlamydien, Mykoplasmen und Neisserien sowie Pilze einschließlich Candida 

spp. und Aspergillus spp. umfasst (Hay et al. 1994, Husain et al. 1994, 

Tiradoangel et al. 1995, Jethon u. Kramer 1997, Kusnetsov et al. 1997, Messick 

et al. 1999, Rosin et al. 2001, Narasimhan et al. 2002, Hughes 2003 Pietsch u. 

Kraft 2006, Harbs u. Siebert 2007, Koburger et al. 2007, Lee et al. 2007, Müller 

et al. 2007, Hübner u. Kramer 2010). In Nährlösung kultivierte Legionella 

pneumophila Zellen wurden durch Polihexanid nach 6 h um 5 log und nach 24 h 

komplett reduziert, während bei intrazellulärer Kultivierung in Acanthamoeba 

polyphaga nach 6 h nur 1 log und nach 24 h 4 log abgetötet wurden. Auch von 

A. polyphaga wurde die Mehrzahl der Zellen abgetötet. Damit ist Polihexanid 

auch ein potentielles Biozid zur Wasserbehandlung (Barker et al. 1992).  
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Polihexanid entfaltet eine teilweise Wirkung gegen Biofilme von Escherichia coli 

und S. aureus im Mikrotiterplattenmodell (Gilbert et al. 2001), erreichte bis 4 log 

Reduktion in einem Swimming Pool Biofilm-Modell (Goeres et al. 2004) und ist 

auch gegen P. aeruginosa Biofilme auf Silikon und Polystyren wirksam (Seipp 

et al. 2005, Hübner et al. 2010b).  

In vitro ist Polihexanid wirksam gegen HIV-1 (Krebs et al. 2005) und HSV (0,01, 

0,02 und 0,05 %ig), aber im Infektionsmodell mit HSV am Kaninchenauge war 

der Wirkstoff unwirksam (Valluri et al. 1997). 

Wirkungsbeeinflussung: Polihexanid ist ohne und mit Belastung wirksamer 

als Chlorhexidin, bei hoher Blutbelastung auch wirksamer als lodophore, 

allerdings mit deutlich langsamerem Wirkungseintritt als bei lodophoren 

(erregerabhängig 5-20 min im quantitativen Suspensionstest; Werner u. Kramer 

[1995]), (Kramer u. Roth 2008). Ebenso ist die Wirksamkeit in Gegenwart von 

Wundflüssigkeit bzw. analog zusammengesetzter Zellkulturflüssigkeit 

gewährleistet (Schmidtchen et al. 2003, Werthen et al. 2004, Müller u. Kramer 

2008). 0,5 % und 1 % Muzin reduzieren die Wirkung deutlich (Ansorg et al. 

2002). Durch Chondroitinsulfat wird die Wirksamkeit von Polihexanid komplett 

aufgehoben (Müller u. Kramer 2000). Die Wirkung von 0,035 % Polihexanid 

gegen S. typhimurium wird nach 24 h Exposition mit Hühnerkot komplett 

aufgehoben, während die Mischung von Eigelb mit Eiweiß ohne Einfluss war 

(Bailey et al. 2001). 

Resistenzentwicklung: Nach Exposition mit subletalen Dosen von Polihexanid 

kam es zur klonalen Expansion von Pseudomonas mit Abnahme Gram-positiver 

Kokkenbakterien, verbunden mit einer Empfindlichkeitsabnahme, es wurden 

aber keine resistenten Klone generiert (Moore et al. 2008). 

Relation von Wirksamkeit und Verträglichkeit: Mit dem 

Biokompatibilitätsindex (BI) können Antiseptika bzgl. ihrer therapeutischen 

Breite verglichen werden. Zur Berechnung werden unter gleichen 

Versuchsbedingungen Mikrobiozidie und Zytotoxizität ermittelt und der BI aus 

IC50 und Konzentration für den Reduktionsfaktor log 3 innerhalb 30 min 

gebildet. Ist der Index < 1, ist die Zytotoxizität größer als die Wirksamkeit 

gegenüber Mikroorganismen. Im Vergleich der zur Wundantiseptik verwendeten 

Wirkstoffe Polihexanid, Octenidin (bei entsprechend reduzierter 
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Anwendungskonzentration), PVP-I Salbe, Chlorhexidindigluconat, Triclosan, 

Ag-Protein (bezogen auf Ag), Silbersulfadiazin und AgNO3 erreichten nur 

Polihexanid und Octenidin einen BI > 1 (Müller u. Kramer 2006, 2008) 

In Übereinstimmung zu diesen Ergebnissen konnte nachgewiesen werden, 

dass in der Zellkultur bei gleichzeitiger Infektion mit S. aureus die Infektion 

beherrscht wurde und dadurch anschließend die Keratinozyten weiter 

proliferieren konnten (Wiegand et al. 2008a; 2008c, 2009). 

1.2.3 Wirkungsmechanismus 
Studien von Ikeda et al. (1983, 1984a, 1984b, 1985) zur Fluidität von 

Phospholipidbilayern unter Nutzung von Liposomen aus typischerweise in 

zytoplasmatischen Membranen vorkommenden Phosphoglyceriden zeigten, 

dass Polihexanid bevorzugt mit Phosphatidylglycerol interagiert – also mit 

einem bei pH 7 durch die Kombination aus deprotonierter Phosphatgruppe und 

neutralem, jedoch stark polarem Glycerol insgesamt negativ geladenem 

Phosphoglycerid. Die negativ geladene Phosphatgruppe konnte auch in 

Versuchen mit entsprechenden Lipid-Surrogaten bzw. polymeren 

Metaphosphaten als wesentlicher Interaktionspartner des Polihexanids 

identifiziert werden, zumal der Abstand der anionischen Kopfgruppen von 

Phospholipiden zumindest in artifiziellen Lipid-Monolayern der Länge des 

Hexamethylen-Spacers zwischen den Biguanid-Gruppen des Polihexanids 

entspricht (Kramer u. Roth 2008, Kaehn 2010). Die Fluidität von Liposomen aus 

Phosphatidylcholin und/oder Phosphatidylethanolamin, also Phosphoglyceriden 

mit neutraler Nettoladung, wurde durch die Zugabe von Polihexanid jedoch 

nicht wesentlich beeinflusst (Ikeda et al. 1983, 1985a). Ebenfalls nur für 

Phosphatidylglycerol-haltige Membranen wurde eine Polihexanid-bedingte 

Separation in Phosphatidylglycerol-Domänen und Domänen mit neutralen 

Phosphoglyceriden beobachtet (Ikeda et al. 1984). Es konnte ebenfalls gezeigt 

werden, dass Polihexanid-Moleküle mit terminaler Aminogruppe die 

Esterbindung negativ geladener Substrate hydrolysieren können (Ikeda et al. 

1985b). Auch damit kann durch Polihexanid eine Destabilisierung und 

Desintegration entsprechender zytoplasmatische Membranen hervorgerufen 

werden (Kaehn 2010).  

Im Vordergrund des Wirkmechanismus' dürfte jedoch die Umstrukturierung und 

Destabilisierung zytoplasmatischer Membranen stehen. Phosphatidylglycerol ist 



 12

ein Hauptbestandteil der Membranen Gram-negativer und Gram-positiver 

Bakterien, z.B. 25 % in Escherichia coli bzw. 37 % in S. aureus (Ikeda et al. 

2009). Weitere Bindungstargets für Polihexanid stellen Lipopolysaccharide in 

der Outer Membrane Gram-negativer oder Teichonsäuren in der Zellwand 

Gram-positiver Bakterien dar, dazu generell Peptidoglycan-Bestandteile der 

Zellwand und Membranproteine (Yasuda et al. 2003, Allen et al. 2006, Kaehn 

2010). 

Die Oberfläche von Bakterien ist generell negativ geladen und üblicherweise 

durch divalente Kationen (Ca2+, Mg2+) stabilisiert. Der antimikrobielle Effekt des 

Polihexanids insbesondere gegenüber Gram-negativen Bakterien beruht damit 

auf der Verdrängung stabilisierender Calciumionen (Ca2+) von den anionischen 

Kopfgruppen der äußeren Membran-Phospholipide durch die kationischen 

Biguanid-Gruppen des PHMB (Broxton et al. 1984a). Die hydrophoben 

Hexamethylen-Gruppen des Polymers sind nicht flexibel genug, um dabei in 

den hydrophoben Teil des Zellmembran-Bilayers integriert zu werden, so dass 

es einerseits zu einer Auflagerung auf die Zelloberfläche kommen muss, 

andererseits aber dennoch hydrophobe Wechselwirkungen z.B. von 

Membranproteinen beeinflusst werden können. Während beim ähnlich 

agierenden, monomeren Chlorhexidin jedoch nur benachbarte Paare von 

Phospholipiden in räumlicher Nähe zueinander fixiert werden können, führt die 

polymere Struktur des Polihexanids zu einer umfassenden Aggregation von 

sauren Membran-Phospholipiden in lokal begrenzten Membranbereichen, so 

dass sich gemäß dem Fluid Mosaic Model der Struktur der Zellmembran 

(Singer u. Nicolson 1972) deren biologischen Eigenschaften (Ionenpumpen, 

Rezeptor- und Enzymaktivitäten) verändern. Letztlich erhöht sich die 

unkontrollierte Permeabilität der Zellmembran für niedrigmolekulare 

Bestandteile des Zytoplasmas, wie beispielsweise Kalium-Ionen (K+), was den 

gesamten Zellmetabolismus bis hin zur Mikrobiozidie durch Koagulation des 

Zellinhalts unterbrechen kann (Davies u. Field 1968, Mitchinson et al. 1983, 

Broxton et al. 1983, 1984b, Ikeda et al. 1984a, 1984b, 1985a, Khunkitti et al. 

1997,1998, 1999, Yasuda et al. 2003, Turner et al. 2004). In vitro konnten nach 

Bindung von Polihexanid die Präzipitation von DNA und tRNA sowie die 

Alteration bakterieller Gene nachgewiesen werden (Allen et al. 2004, 2006). 

Hinzu kommt die Blockierung des mikrobiellen Attachments, möglicherweise als 
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Folge der Interaktion von Polihexanid mit der Zellmembran (Broxton et al. 

1984a, 1984b, 1984c, Gilbert et al. 1990a, Jones 1995), nachgewiesen durch 

Hemmung dentaler Plaques und durch remanente Wirkung bei Anwendung zur 

präoperativen Augenantiseptik (Rosin et al. 2002, Hansmann et al. 2004). 

Ferner ist Polihexanid in der Lage, Fibrinplaques in vitro zu eliminieren (Körber 

et al. 2008). Das wird durch klinische Daten bestätigt (Daeschlein et al. 2007) 

und ist klinisch relevant, weil Fibrinbeläge die Wundheilung behindern. 

In vitro - Befunde sprechen dafür, dass durch Polihexanid NO freigesetzt und 

der Kaliumkanal aktiviert wird (Frieling et al. 2006, 2007).  

Eine Besonderheit des Polihexanids stellt der für die wenigsten antimikrobiellen 

Wirkstoffe beschriebene anhaltende, also über den Zeitraum der antiseptischen 

Behandlung hinausgehende postantiseptische (remanente) Effekt dar (Skripitz 

u. Werner 1994, Dissemond et al. 2009). Als Ursache kann die durch die 

Polymerstruktur bedingte Potenzierung der relativ schwachen, auf Van-der-

Waals-Kräften bzw. Wasserstoff-Brückenbindung beruhende Wechselwirkung 

des Polihexanids mit den Phospholipid-Köpfen der Zellmembran angesehen 

werden, wodurch der Wirkstoff wahrscheinlich längerfristig am Applikations- 

bzw. Bindungsort verbleiben kann.  

Die Interaktion von Polihexanid mit menschlichen und tierischen Zellen ist sehr 

limitiert, was zu einem günstigen Risiko/Nutzen-Verhältnis in der antiseptischen 

Anwendung führt (Kramer 1995). Für mit Bakterien kontaminierte Kulturen 

humaner Keratinozyten wurde die bakteriozide Wirkung des Polihexanids bei 

gleichzeitiger Nichtbeeinträchtigung der Proliferation der humanen Zellen 

gezeigt (Wiegand 2009).  

1.2.4 Lokale und systemische Verträglichkeit 
Aus toxikologischer Sicht ergeben sich für Polihexanid keine 

Anwendungseinschränkungen bei Einsatz in alkoholischen Formulierungen zur 

Händedesinfektion und Hautantiseptik oder für nichtalkoholische 

Formulierungen zur Schleimhaut- und Wundantiseptik. Als Kontraindikationen 

gelten Allergien auf den Wirkstoff bzw. auf Inhaltsstoffe der angewandten 

Zubereitungsform. Anwendung auf hyalinem Knorpel > 0,005 %, Einsatz zur 

Peritonealspülung, im Bereich des ZNS, im Mittel- und Innenohr, im Innenauge 

und bei Retentionsgefahr. In der Schwangerschaft sollte die Anwendung 

sorgfältig abgewogen werden (Kramer u. Roth 2008). 
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Lokale Verträglichkeit: Für Polihexanid liegt die Konzentrationsschwelle für 

die primäre Hautreizung (Ratte) >> 5 %, für die primäre Augenreizung 

(Kaninchen) > 25 % (Kramer 1994). Für 0,02 % Polihexanid in Kombination mit 

Polyethylenglycol wurde innerhalb 5 min im Chorioallantoismembrantest am 

Hühnerei (HET-CAM) keine Reizung, bei 0,04 % leichte Hyperämie und 

vereinzelt Hämorrhagien beobachtet (Kramer u. Behrens Baumann, 1997). 

Kalteis et al. (2003) konnten im HET-CAM sogar für 0,2 % Lavasept keine 

Reizwirkung nachweisen, während sich 0.5 % Chlorhexidindigluconat als hoch 

reizend erwies. 0,02 % Polihexanid ist verträglich gegenüber dem 

Nasoziliarepithel in vitro (Rudolph et al. 2000), (Kramer u. Roth 2008). 

Im zur Wundantiseptik üblichen Konzentrationsbereich (0,04 bzw. 0,02 %) 

verursachte Polihexanid in Kombination mit Polyethylenglycol bei der Ratte eine 

chronische erosive granulierende Synovialitis mit lokaler Fremdkörperreaktion, 

Riesenzellen und dystrophischer Kalzifizierung des Knorpels (Ganzer et al. 

2001). 0,005%ig wird Polihexanid jedoch bei noch vorhandener antiseptischer 

Effektivität in vitro vom Knorpel des Sesambeins/Rind toleriert (Müller u. Kramer 

2005), (Kramer u. Roth 2008). Bei Hunden erwies sich die lokale Applikation 

der Kombination von EDTA (1,21 g/l) und Polihexanid (0,22 g/l) für 21 d weder 

als oto- noch als vestibulartoxisch (Mills et al. 2005). 

Wundverträglichkeit: Polihexanid ist PVP-Iod signifikant an 

Gewebeverträglichkeit überlegen (Kramer et al. 1998) und ist bisher der einzige 

antiseptische Wirkstoff, für den eine Wundheilungsförderung auch ohne 

gleichzeitige Infektion nachgewiesen wurde (Kallenberger et al. 1991; Kramer et 

al. 2004a; Wiegand et al. 2007a; Wiegand et al. 2008a; Roth et al. 2010).  

Sensibilisierung: Tierexperimentell ist Polihexanid nicht sensibilisierend und 

photosensibilisierend, (Kramer u. Roth 2008). Im Gegensatz zu Chlorhexidin ist 

Polihexanid als Kontaktallergen bisher unauffällig (Kanerva et al. 2000, 

Schnuch et al. 2000, 2007). Zwei Fälle einer möglicherweise durch Polihexanid 

induzierten Anaphylaxie konnten im Prick-Test nicht bestätigt werden (Olivieri et 

al. 1998). Nach mehr als 20 Anwendungsjahren finden sich keine Hinweise auf 

ein anaphylaktisches bzw. allergenes Risiko (Ferrarini et al. 2006), (Kramer u. 

Roth 2008). Bei Patienten mit chronischen Wunden betrug die Rate der 

Kontaktsensibilisierung durch PVP-Iod 20 %, durch Polihexanid 0 % (Freise et 

al. 2008). 
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Zytotoxizität: Neben Taurolidin ist Polihexanid der antiseptische Wirkstoff mit 

der geringsten Zytotoxizität in vitro (Müller u. Kramer 2008, Kramer u. Behrens 

Baumann 1997). Im Explantationstest wurden Wachstum und 

Flächenausdehnung im Vergleich zu den übrigen geprüften Antiseptika am 

wenigsten gehemmt (Kramer et al. 1998). Die in vitro - Zytotoxizität wird durch 

Betainzusatz in Abhängigkeit von der Konzentrations-Zeit-Relation noch weiter 

abgeschwächt, obwohl die Wirksamkeit gegen P. aeruginosa höher war und 

gegen S. aureus nicht beeinflusst wurde (Müller et al. 2007). In einem 

Infektionsmodell konnte indirekt nachgewiesen werden, dass Polihexanid nicht 

die Kollagenfasern und das Elastin des Bindegewebes schädigt (Werthen et al. 

2004).  

Nach Inkubation immortalisierter humaner fetaler Osteoblasten und 

Endothelzellen mit Gentamicin bzw. Polihexanid für 6 h wurden durch 

Polihexanid im Unterschied zu Gentamycin die Vitalität und Zellzahl jedoch 

stark reduziert (Ince et al. 2007). 

Akute Toxizität: Polihexanid ist auf Grund der oralen LD50/Ratte von 1.049 – 

2.747 mg/kg (EPA, 2005) bzw. 5 g/kg (Hodge u. Sterner, 1943) als “praktisch 

nicht toxisch” einzuordnen. Bei deutlich überhöhter Anwendungskonzentration 

von Lavasept-Konzentrat ist die Auslösung eines Fieberschubs mit 

generalisiertem Exanthem beschrieben (Kramer 1994). Im Zuge der neuen 

europäischen Chemikaliengesetzgebung wurde vom Committee of Risk 

Assessment (RAC) der Europäische Chemikalienagentur (ECHA) 2011 jedoch 

eine weitergehende Empfehlung zur zukünftigen CLP Bewertung 

(Classification, Labeling and Packaging of Substances and Mixtures) der 

Toxizität von PHMB ausgesprochen. Während die ausgewerteten Studien keine 

Hinweise für akute Toxizität bei dermaler Exposition ergaben, wurde eine 

moderate Toxizität bei oraler Aufnahme (LD50/Ratte ab ca. 500 mg/kg) und eine 

deutliche inhalative Toxizität (0,030 mg/l, entspricht Acute Tox 1)) angeben. 

Abgesehen von Zweifeln an der Validität der Studienergebnisse, die z.T. nur auf 

Extrapolation beruhen, wird insbesondere bei der inhalativen Toxizität jedoch 

auch auf sehr gegensätzliche Studienergebnisse (0,36 mg/l, entspricht Acute 

Tox 4) verwiesen (ECHA/RAC/ CLH-O-0000001973-68-01/F; ECHA/RAC/CLH-

O-0000001973-68-01/A1). In der 5. Anpassung an den Technischen Fortschritt 

(5. ATP) vom Oktober 2013 wird die Einstufung daher bis zur endgültigen 
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Klärung auf Acute Tox 4 festgesetzt (Verordnung [EU] Nr. 944/2013 der 

Kommission).  

Chronische Toxizität: Der NOEL (No Observed Effect Level) liegt im 2-Jahres-

Fütterungstest bei 20 mg/kg (Kramer u. Wallhäußer 1993). Die chronische orale 

Aufnahme von 100 mg/kgKM/d über 2 Jahre wurde ohne Nebenwirkungen 

toleriert. 

Mutagenität und Karzinogenität: Es besteht kein Anhalt für eine 

diesbezügliche Gefährdung (EPA, 2003; PHMB P20 D. Material Safety Data 

sheet of PHMB P20 D. July, 2007. www.pareva.fr/download/doc_download-

2.html). RAC / ECHA empfehlen jedoch die CLP-Klassifizierung als Karzinogen 

der Klasse 2, da sich in einer Studie geringfügige Hinweise auf ein 

karzinogenes Potential ergeben. Produkte, die > 1% PHMB enthalten, müssten 

danach als Karzinogen Klasse 2 (R40) gelabelt werden. Die Datenbasis ist mit 

nur einer entsprechenden ausgewerteten älteren Studie jedoch limitiert und 

entspricht auch nicht allen aktuellen Anforderungen zum Studiendesign. Dazu 

treten negative Effekte auch nur bei hoher Dosierung auf (ca. 4000 ppm / 

0,4 %), die wahrscheinlich auch die maximale tolerierbare Dosis (MTD) 

überschreitet. In Kenntnis auch dieser Daten sehen daher beispielsweise die 

amerikanische EPA und die Australian Pesticides and Veterinary Medicines 

Authority (APVMA) im Kontext sämtlicher verfügbaren toxikologischen 

Informationen für die erwartbaren Expositionen im beruflichen oder öffentlichen 

Umfeld kein relevantes karzinogenes Potential für Polihexanid 

(http://www.apvma.gov.au/products/review/docs/polihexanide_carc_report.pdf).  

Reproduktionstoxizität: Bei oraler Applikation der Kombination von 0,04 % 

Polihexanid mit Polyethylenglycol beim Kaninchen wurden in der Dosierung 32 

mg/kgKM/d embryotoxische Effekte nachgewiesen. Teratogene Effekte traten 

nicht auf (NOEL für embryotoxische Effekte 8 mg/kgKM/d). Bei der Ratte 

wurden bei oraler Gabe von 100 mg/kgKM/d embryotoxische Effekte ausgelöst; 

bei intraperitonealer Applikation waren ab 10 mg/kgKM/d teratogene Effekte 

feststellbar. Vergleichbare Effekte wurden bei der Maus (40 mg/kg M/d, oral) 

nicht nachgewiesen (Fresenius AG, 1991), (Kramer u. Roth 2008). In den 

Studien zur subakuten Toxizität ergaben sich keine Anhaltspunkte zur Wirkung 

auf Gonaden und Hoden. Bei Prüfung der chronischen oralen Toxizität an 
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Hunden war bei einigen Tieren die Testesmasse reduziert, verbunden mit 

testikulärer tubulärer Degeneration, aber nur in hoher toxischer Dosis. 2004 

ergab die Bewertung der Daten zur pränatalen und Reproduktionstoxizität von 

Polihexanid für die Spezies Maus, Ratte und Kaninchen durch die US 

Environmental Protection Agency (EPA) keinen Anhalt für derartige Risiken. Die 

Relevanz der o. g. teratogenen Wirkung bei der Ratte, auf die in der 

Patienteninformation von Lavasept aufmerksam gemacht wird, konnte nicht 

überprüft werden, weil diese Studie nicht publiziert ist und der EPA nicht vorlag. 

In der EPA Bewertung wurde anhand der präklinischen Daten folgendes Fazit 

gezogen: Bis etwa 250 mg/kg/d oral bei Ratte und Maus bzw. bis 40 mg/kg/d 

beim Kaninchen besteht weder quantitativ noch qualitativ ein Anhalt für 

pränatale Suszeptibilität, ebenso nicht in Reproduktionsstudien über mehrere 

Generationen (geprüft bis 250 mg/kg/d oral Ratte). Bei der Ratte wurde eine 

erhöhte Inzidenz zusätzlich angelegter Rippen im Fetus festgestellt, beim 

Kaninchen eine mögliche Toxizität in Form reduzierter Wurfzahl und von 

Skelettanomalien, aber keine erhöhte Suszeptibilität. Die Entwicklungstoxizität 

war in Dosen im Bereich der Toxizität für den mütterlichen Organismus 

gegeben, was dafür spricht, dass der Entwicklungstoxizität toxische Wirkungen 

auf den mütterlichen Organismus zugrunde liegen. Ebenso ergab sich kein 

Anhalt für Neurotoxizität beim Feten. Auch die Fertilität wurde bei der Ratte 

nicht beeinflusst (EPA 2003, 2004, 2005).  

Beim Menschen gibt es keine Hinweise auf reproduktions- oder 

entwicklungstoxische Einflüsse von Polihexanid. Dabei ist zu berücksichtigen, 

dass es bei lokaler Anwendung zu keiner messbaren systemischen Exposition 

kommt. Auf Grund der Molekülgröße ist auch keine diaplazentare Passage oder 

Aufnahme durch die Muttermilch zu erwarten. Daher ist die Verallgemeinerung 

zulässig, dass sich aus den präklinischen Daten bei Anwendung von 

Polihexanid zur Händedesinfektion sowie zur Haut-, Schleimhaut- oder 

Wundantiseptik keine Bedenken in Hinblick auf teratogene Gefährdung, 

embryo-fetale Toxizität, Auswirkungen auf Spermatogenese oder irgendeine 

schädliche Wirkung auf das gestillte Baby ableiten lassen.  

Resorption: Polihexanid wird bei intakter Haut und bei Wundanwendung nicht 

resorbiert (Erfassungsgrenze > 10 ppm; Willenegger 1994). 



 18

1.2.5 Antiseptische Einsatzbereiche  
Polihexanid findet Einsatz in Händedesinfektionsmitteln sowie Haut-, 

Schleimhaut-, Augen- und Wundantiseptika.  

Im medizinischen Bereich sind Polihexanid basierte Präparate abhängig vom 

Produkt und länderspezifisch als Arzneimittel, als Medizinprodukt oder als 

Kosmetikum registriert bzw. zugelassen. In Deutschland und Österreich ist 

Polihexanid zur Fertigung einer Gebrauchslösung für die Wundantiseptik als 

Lavasept-Konzentrat (Kombination von Polihexanid mit Macrogolum) erhältlich. 

Der Hersteller garantiert die Einhaltung der DAB-Spezifikationen 

(Molekularmasseverteilung, Abwesenheit giftiger Vor- oder Zwischenprodukte 

aus der Synthese, Einhaltung der Grenzwerte für den Schwermetallgehalt). Im 

Neuen Rezeptur-Formularium (NRF) des DAC (Deutscher Arzneimittel Codex) 

sind folgende Monographien enthalten: Polihexanid-Lösung 0,02 % / 0,04 % 

(NRF 11.128), Hydrophiles Polihexanid-Gel 0,04 % / 0,1 % (NRF 11.131), 

Polihexanid-Augentropfen 0,02 % (NRF 15.25), Polihexanid-Augenbad 0,04 % 

(NRF 15.26), Polihexanid-Stammlösung 0,1 %. Seit 2007 steht mit Serasept in 

Deutschland ein zugelassenes Arzneimittel mit 0,02 % bzw. 0,04 % Polihexanid 

in einer sterilen, gebrauchsfertigen Darreichung zur Verfügung. In Deutschland, 

Österreich und der Schweiz sind sterile, gebrauchsfertige Wundspüllösungen 

(z.B. Lavasorb, Lavanid) auf Basis von 0,02 bzw. 0,04 % Polihexanid mit 

Macrogolum (Polyethylenglycol 4000) zur Reinigung, Erregerausschwemmung 

und Feuchthalten von Wunden als Medizinprodukt registriert. Ebenso ist die 

Wundspüllösung Prontosan mit den Komponenten Undecylenamidpropyl-Betain 

als oberflächenaktive Substanz und mit 0,1 % Polihexanid als antiseptischem 

Wirkstoff erhältlich. In der Schweiz ist Polihexanid als Konzentrat und 

Gebrauchslösung als Arzneimittel registriert (Kramer u. Roth 2008). In den USA 

und in Deutschland wurde 2008 die antiseptische Wundauflage Suprasorb X + 

PHMB zur feuchten Wundversorgung als Medizinprodukt eingeführt. Die 

Auflage setzt Polihexanid in der wundheilungsfördernden Konzentration frei 

(Roth et. al. 2010). Trockene, Polihexanid haltige Wundauflagen gibt es 

beispielsweise unter den Handels-namen Telfa® A.M.D. oder Kerlix® A.M.D. 

Händedesinfektion und Hautantiseptik: Polihexanid wird in Kombination mit 

Alkoholen als remanenter Wirkstoff in Händedesinfektionsmitteln und 

Hautantiseptika eingesetzt. In Kombination mit Detergentien wird Polihexanid 
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zur Ganzkörpersanierung von MRSA-Trägern einschließlich Haarwäsche und 

zur Anwendung im äußeren Gehörgang eingesetzt (Mills 2005; Kramer und 

Miksits, 2008). Ein klinischer Fallbericht bestätigt die erfolgreiche Behandlung 

einer tiefen Trichophyton mentagrophytes - Mykose bei einem Diabetiker durch 

systemische Gabe von Terbinafin in Kombination mit lokaler Anwendung von 

Ciclopirox und Polihexanid (Hohaus et al. 2003).  

Schleimhautantiseptik: Der Wirkstoff wird zur Sanierung von MRSA-Trägern 

im Vestibulum nasi und zur Spülung des Mund-Rachen-Raums verwendet. In 

der Mundhöhle erreicht Polihexanid nur zum Teil die plaquehemmende 

Wirksamkeit von Chlorhexidin (Rosin et al. 2001, Rosin et al. 2002, Welk et al. 

2005). Brecx et al. (2008) konnten in vivo in einer doppelblinden randomisierten 

kontrollierten Studie die Wirksamkeit einer Polihexanid-basierten 

Mundspüllösung (Prontolind®) gegen die de novo - Biofilmbildung bestätigen. 

Dabei unterschied sich die Wirksamkeit nicht von der Positivkontrolle 0,2 % 

Chlorhexidin Mundspüllösung. Wegen der Langzeittoxizität von Chlorhexidin ist 

Polihexanid daher eine aussichtsreiche Alternative (Kramer u. Roth 2008).  

Zur Behandlung der bakteriellen Vaginose war die einmalige Applikation eines 

Polihexanidgels der 7-tägigen Anwendung von Clindamycincream gleichwertig 

(Gerli et al. 2003, Minozzi et al. 2008). In einer prospektiven, doppelt blinden, 

randomisierten und Plazebo kontrollierten Studie war Polihexanid auch gegen 

genitale Warzen wirksam (Marelli et al. 2005). 

Augenantiseptik: 0,02 % Polihexanid ist wirksam gegen die Akanthamoeben-

Keratitis sowohl als Einzelwirkstoff (Elder et al. 1994, Lindquist 1998, Lim et al. 

2008) als auch in Kombination mit Propamidin (Duguid et al. 1997, Donoso et 

al. 2002), das in jüngerer Zeit auch durch Hexamidin ersetzt wird (Cazzaniga et 

al. 2002, Walochnik et al. 2003). Polihexanid gilt als Mittel der 1. Wahl für diese 

Indikation (Larkin et al. 1992, Gray et al. 1994, 1996, Azuara-Blanco et al. 1997, 

Panda et al. 2003, Walochnik et al. 2003). Allerdings wurde über 

therapieresistente Formen berichtet, insbesondere bei zu spätem 

Behandlungsbeginn und bei tiefer Stromainfektion (Murdoch et al. 1998), wobei 

kein Zusammenhang zwischen der in vitro Empfindlichkeit und dem 

Behandlungserfolg bestand (Perez-Santonja et al. 2003, Seal, 2003).  
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Polihexanid erwies sich 0,02 %ig auch bei Nocardia asteroides - Keratitis als 

wirksam (Lin et al. 1997). Bei der experimentellen Aspergillus-Keratitis am 

Kaninchen war Polihexanid mäßig wirksam, während PVP-Iod unwirksam war 

(Panda et al. 2003). Polihexanid ist 0,02 % auch wirksam im Modell der 

Fusarium - Keratomykose des Kaninchens (Fiscella et al. 1997). 

Zur präoperativen Antiseptik vor Kataraktoperationen erwies sich Polihexanid 

bezüglich Erregerelimination und Remanenz wirksamer als PVP-Iod 

(Hansmann et al. 2004, 2005). Als Alternative für PVP-Iod kommt Polihexanid 

0,02-0,04 % zur Anwendung am Auge in Betracht, weil es bezüglich 

Zytotoxizität, Reizwirkung und remanenter Wirkung 2,5% PVP-Iod überlegen ist 

(Kramer u. Behrens-Baumann 1997), allerdings ist der im Vergleich zu PVP-Iod 

langsamere Wirkungseintritt (geeignetes Applikationsregime) zu beachten, 

(Kramer u. Roth 2008).  

Wundantiseptik: Für die Indikation zur Antiseptik müssen Stadium, Schwere, 

Lokalisation und Grad der Kontamination/Infektion der Wunde bewertet werden. 

Des Weiteren ist die Frage nach den Folgen einer möglichen Infektion 

entscheidend, nicht zuletzt auch im Zusammenhang mit insbesondere 

multiresistenten Erregern. Umso infektionsgefährdeter die Wunde ist, umso 

wichtiger ist die Antiseptik als entscheidender Teil der Therapie (Dissemond et 

al. 2011). Kritisch kolonisierte und infizierte Wunde müssen unabhängig von 

zusätzlich eingesetzten Behandlungsmethoden zunächst antiseptisch saniert 

werden. Bei Zeichen der Entzündungsfortleitung (Phlegmone, Lymphangitis, -

adenitis) ist zusätzlich eine systemische antimikrobielle Chemotherapie 

durchzuführen (Kramer et al. 2008).  

Obwohl für Polihexanid, wie für alle Wundantiseptika, nur eingeschränkte Daten 

aus randomisierten, kontrollierten Doppelblindstudien vorliegen, hat sich der 

Wirkstoff im Ergebnis der Gesamtbeurteilung der in vitro-Befunde, der Testung 

in ex vivo - Modellen und am Versuchstier sowie der bisherigen Therapie-

ergebnisse in der Humanmedizin als Therapiestandard in der chronischen 

Wundbehandlung etabliert und gilt als Mittel der ersten Wahl bei schlecht 

heilenden chronischen bzw. sehr empfindlichen Wunden mit folgenden 

Konzentrationsempfehlungen: 0,04%ig zur Reinigung verschmutzter 

traumatischer Wunden, 0,02%ig zur wiederholten therapeutischen Anwendung 

auf infizierten Wunden einschließlich Spül-Saug-Drainage und längerfristigen 
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feuchten Wundabdeckung (Mulder et al. 2007, Kramer u. Roth 2008). Auf 

dieser Grundlage wird Polihexanid in einer unabhängigen 

Konsensusempfehlung als Wirkstoff der Wahl für schlecht heilende und 

chronische Wunden bewertet (Kramer et al. 2004a). Unter Mitarbeit von 

Vertretern der Austrian Wound Association, der Deutschen Gesellschaft für 

Wundheilung und Wundbehandlung sowie der Initiative Chronische Wunde 

wurde 2009 eine weitere Expertenempfehlung zur Behandlung kritisch 

kolonisierter oder lokal infizierter akuter und chronischer Wunden mit 

Polihexanid gegeben, um einen Schritt in Richtung Therapiestandard zu 

unternehmen (Dissemond et al. 2009). Ebenso wird Polihexanid in 

verschiedenen Leitlinien der AWMF als antiseptischer Wirkstoff empfohlen: 

AWMF-Leitlinien-Register Nr. 029/019 2004, Nr.013/048 2004, Nr.013/038 

2004, Nr.037/009 1999/2004, Nr.036/005 1999, Nr.013/014 2000 (AWMF). In 

zwei Buchbeiträgen wird folgendes Fazit gezogen: Für schlecht heilende 

chronische und für sehr empfindliche Wunden (z. B. Verbrennungs-wunden) gilt 

Polihexanid aufgrund der Gewebeverträglichkeit und der klinisch imponierenden 

Wundheilungsförderung (Gilliver 2009) nach derzeitigem Kenntnisstand als 

Mittel der 1. Wahl. Geeignet sind Polihexanid basierte Wundantiseptika ebenso 

zur antiseptischen Primärversorgung traumatischer stark verschmutzter 

Wunden (Kramer et al. 2004b, Assadian u. Kramer 2006).  

In einem Mikrotiter-Assay reagierte Polihexanid mit häufig eingesetzten 

Antibiotika synergistisch (Hübner et al. 2007), was bei Chlorhexidin nicht der 

Fall war (Hübner u. Kramer 2008). Das ist insofern von praktischem Interesse, 

da sich systemisch angewandte Antibiotika in der Wundflüssigkeit anreichern 

und mit einem parallel lokal applizierten Antiseptikum interagieren können. 

Gute klinische Erfahrungen liegen für folgende Indikationen vor: traumatische 

verschmutzte Wunden (Roth et al. 2007), infizierte Wunden und 

Weichteilphlegmone (Spül-Saug-Drainage), Osteomyelitis (Freilegung, prä-, 

intra- und postoperative Spülung), venöse Beinulcera (Andriessen u. Eberlein 

2008, Roth u. Kramer 2009), superinfiziertes Ulcus cruris und Verbrennungen II. 

Grades (feuchte Abdeckung) (Bruck et al. 2000, Daeschlein et al. 2007), 

intraoperative Spülung unmittelbar vor Hüftendoprothesen-Implantation bei 

Verzicht auf perioperative Chemoprophylaxe (Roth et al. 1985).  
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Darüber hinaus bestätigen klinische Fallberichte die Eignung von Polihexanid 

zur Wundantiseptik in unterschiedlichen Settings. Bei vereiterter perikardialer 

und kardialer Fistel wurde zusätzlich zur Antibiotikatherapie erfolgreich eine 

Lavage der Fistel mit Lavanid durchgeführt (Wiedmann et al. 2005). Bei MRSA 

infiziertem Ulcera cruris war die Eradikation innerhalb von 2 – 8 d erreichbar 

(Dissemond et al. 2004, Rietkotter et al. 2007). Die 2-Stadien-Revision bei 

infizierter Hüftendoprothese war mit Polihexanid ohne lokale Applikation lokaler 

Antibiotikaträger mit gleichem Ergebnis erreichbar wie bei Einsatz der 

Antibiotikaträger (Disch et al. 2007). Ebenfalls wurde über die günstige Wirkung 

bei Revisionseingriffen infizierter Hüftendoprothesen berichtet (Wagner 1995).  

Polihexanid bindet stark an Baumwolle und Viskose (Payne u. Kudner 1996, 

Kawabata u. Taylor 2004, Blackburn et al. 2006, Kawabata u. Taylor 2006, 

2007), weshalb es erfolgreich in Wundauflagen nicht nur zur antibakteriellen 

(Cazzaniga et al. 2002, Salas Campos et al. 2006, Lee et al. 2007,Schmitz et 

al. 2007), sondern auch zur antifungiellen Behandlung (Wiegand et al., 2008c) 

eingesetzt wird. Die mikrobielle Barrierefunktion von Wundauflagen ist auch in 

Gegenwart von Protein gewährleistet, wobei die Wundepithelisierung nicht 

gehemmt wurde (Reitsma u. Rodeheaver 2003), (Kramer u. Roth 2008). Seit 

Einführung und klinischer Erprobung der sog. HydroBalance-Wundauflagen mit 

Polihexanid als antiseptischem Wirkstoffzusatz wird übereinstimmend die gute 

Verträglichkeit und antiseptische Effektivität bestätigt (Bruckner et al. 2008, 

Jørgensen u. Nygaard 2008; Mosti u. Mattaliano 2008, Mosti et al. 2008, 

Fracchia u. Schmitz 2008). Mit derartigen Wundauflagen konnte nach max. 2 

Wochen auch eine MRSA-Kolonisation komplett eradiziert werden (Eberlein et 

al. 2008). 

Für den Einsatz von Polihexanid zur Wundantiseptik lässt sich folgendes Fazit 

ableiten: Für chronische und sehr empfindliche Wunden 

(Verbrennungswunden) gilt Polihexanid aufgrund der Wirksamkeit und 

Wundheilungsförderung derzeit als Mittel der 1. Wahl. Geeignet sind 

Polihexanid-basierte Wundantiseptika jedoch gleichermaßen zur antiseptischen 

Primärversorgung traumatischer stark verschmutzter Wunden (Kramer et al. 

2013).  
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1.2.6 Zusammenfassende Bewertung 
Polihexanid ist ein mikrobizider Wirkstoff, der sich für die antiseptische 

Anwendung am Menschen durch ein breites Wirkspektrum bei gleichzeitig 

herausragend guter Verträglichkeit, Toxikologie und einem geringen, anderen 

antiseptischen Wirkstoffen weit überlegenen Risikoprofil (Kramer 1995) 

auszeichnet. Der Wirkmechanismus macht eine Resistenzentwicklung der 

Zielorganismen unwahrscheinlich, da die negative Oberflächenladung für die 

Gesamtheit der Lebensprozesse von Bakterien, aber auch von Hefen und 

Pilzen essentiell ist. Damit ist Polihexanid auch besonders für den Einsatz 

gegen die zunehmende Zahl an Antibiotika-resistenter Erreger geeignet und 

nützlich. Polihexanid wird in Leitlinien und Konsensusempfehlungen umfassend 

als Wirkstoff der Wahl für die Behandlung kritisch kolonisierter oder lokal 

infizierter akuter und chronischer Wunden bewertet (Kramer et al. 2004a; 

Dissemond et al. 2009, Dissemond et al. 2011). Für den Wirkstoff spricht der 

günstige Biokompatibilitätsindex, die hohe, z.T. virozide Wirksamkeit bei guter 

Verträglichkeit, die starke Remanenz, die nicht messbare Resorption im 

analytischen Nachweisbereich und die in vitro und in vivo nachgewiesene 

Wundheilungsförderung. Kontraindikationen sind der negativer Einfluss auf die 

Mikrozirkulation und die (ggf. dosisabhängige) Unverträglichkeit für das 

Peritoneum und hyalines Knorpelgewebe sowie der Einsatz im gesamten 

zentralen Nervensystem, im Mittel- und Innenohr und während der zumindest 

ersten 4 Monate der Schwangerschaft (Kramer 2008; DAC/NRF 2008, Röhner 

et al. 2011, Röhner et al. 2012). 

An dieser Stelle setzt die vorliegende Dissertation auf Basis eigener, im obigen 

z.T. bereits zitierter Untersuchungen zur antimikrobiellen Wirksamkeit mit der 

Zielstellung an, durch konsequente Anwendung der Erkenntnisse zu den 

biochemischen und biophysikalischen Grundlagen des Wirkmechanismus des 

Polihexanids an der bakteriellen Zellumhüllung sowie unter Berücksichtigung 

der Unterschiede zwischen mikrobiellen und humanen Zellmembranen neue 

Darreichungsformen zu entwickeln, die die oben aufgeführten 

Einsatzeinschränken des Polihexanids weiter reduzieren können.  

 



 24

2 Material und Methoden 
In diesem Abschnitt werden die im Rahmen dieser Studie eingesetzten 

Untersuchungsmethoden zusammengefasst. Eine detaillierte Beschreibung ist 

den beigefügten Publikationen zu entnehmen.  

2.1 Verwendete Prüforganismen 
In den Mikrodilutionsversuchen wurden in Anlehnung an die DIN 58940-8 

(2002) und ihre Beiblätter die folgenden Prüforganismen eingesetzt: 

Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, 

Candida albicans ATCC 10231, Enterococcus faecalis ATCC 29212, 

Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Clostridium perfringens, 

Haemophilus influenzae, ein Methicilin-resistenter S. aureus (Norddeutscher 

Epidemiestamm) und ein Vancomycin-resistenter Enterococcus – letztere 

beides klinische Isolate des Institutes für Hygiene und Umweltmedizin der 

Universitätsmedizin Greifswald. In den Mikrobizidie-Prüfungen wurden die 

Stämme S. aureus ATCC 6538, P. aeruginosa ATCC 15442 und C. albicans 

ATCC 10231 verwendet. Für die in vitro Zytotoxizitätstestungen wurde die in 

der ISO 10993-5 (2009) empfohlene Mäusefibroblasten-Zelllinie L929 (ATCC 

CCL 1) verwendet.  

2.2 Prüfsubstanzen 
Für die reinen Mikrobizidie-Testungen wurden die kommerziell verfügbaren 

Produkte Lavasept® (B.Braun, Melsungen, Deutschland; 20 % Polihexanid, 

Macrogol 4000), Serasept® (Serag-Wiessner, Naila, Deutschland; 0,04 % 

Polihexanid, Macrogol 4000) und Prontosan® (B.Braun, Melsungen, 

Deutschland; 0,1 % Polihexanid, 0,1 % Undecylenamidopropyl-Betain) bzw. die 

Wirkstoffe Polihexanid (Fagron, Hamburg, Deutschland, 20 % Polihexanid), 

Octenidin (Schülke & Mayr, Norderstedt, Deutschland), Triclosan, PVP-Iod und 

Chlorhexidindigluconat (Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland) verwendet.  

Liposomen und o/w-Emulsionen mit einem Ei-Phosphatidylcholin (EPC) Gehalt 

von 6 % oder 1,2 % wurden aus Lipoid E80 (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, 

Deutschland) bzw. Lipofundin® MCT 20 % bzw. Lipofundin® MCT 10 % 

(B.Braun Melsungen, Deutschland) durch Hochdruck-Homogenisation 

hergestellt. Zur Beladung mit PHMB wurde Cosmocil PG (Arch Chemicals Inc. 

Norwalk, CT, US) verwendet (PHMB-Gehalt = 20 % w/v). Die mittlere 
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Partikelgröße der hergestellten Präparationen wurde mittels Photonen-

Korrelations-Spectroskopie (PCS) ermittelt. Zur Bestimmung des freien und des 

EPC-assozierten PHMB wurden die Wasser- und die Lipid-Phase durch 

Zentrifugation über Ultrafree MC Filter (Millipore) mit Durapore PVDF Membran 

(o/w-Emulsionen) bzw. Nanosep 300K Omega Zentrifugaleinsätzen (Pall 

Corporation) getrennt (Liposomen). Die PHMB-Konzentration in der wässrigen 

Phase wurde colorimetrisch/spektral-photometrisch analysiert. 

2.3 Mikrodilutionsmethode 
Die Bestimmung der Minimalen Hemmkonzentration und der Minimalen 

bakteriziden Konzentration erfolgte auf Basis der DIN 58940-8 (2002) und der 

DIN 58940-7 (2009) unter Beachtung der entsprechenden Beiblätter. 100 µl der 

gemäß Normvorgaben kultivierten Mikroorganismen (105 KbE / ml) wurden mit 

100 µl geometrisch verdünnter Wirkstofflösungen in 96-Well Mikrotiterplatten für 

24 h und 48 h kultiviert; die MHK ist die Wirkstoff-verdünnung, bei der nach der 

Inkubation keine Trübung des Prüfansatzes durch Vermehrung der 

Prüforganismen erkennbar ist. Nach 24 h wurde durch Ausplattieren eines 

Aliquotes von Verdünnungen im Grenzbereich der Wirksamkeit (Trübung) auf 

Blutagar die MBK bestimmt.  

2.4 Quantitativer Suspensionsversuch 
Die Testungen der antimikrobiellen Wirksamkeit erfolgten auf Basis der 

europäischen Normen prEN 12054 (1995), prEN 13727 (1999), EN 1040 (2005) 

und EN 1275 (2005). Grundprinzip dieser Testungen ist die Durchmischung 

einer Testorganismensuspension (für Bakterien in der Größenordnung 108 - 109 

und für Hefen / Pilze 107 – 108 Koloniebildende Einheiten [KbE] / ml) mit einer 

Wirkstoff- oder Produktprüflösung in einem Gesamtvolumen von 10 ml, wobei 

die Interaktion des Wirkstoffs mit dem Prüforganismus nach der zu prüfenden 

Einwirkzeit durch Verdünnung eines Aliquots des Prüfgemisches in einem für 

den Wirkstoff validierten Neutralisationsmittel genormt vollständig abgestoppt 

wird. Aus dem resultierenden Prüfneutralisationsgemisch und ggf. dessen 

dekadischen Verdünnungen wird 1 ml in Doppelbestimmung auf einem 

geeigneten Närmedium ausplattiert und inkubiert. Aus der Anzahl der KbE kann 

die Zahl der überlebenden Prüforganismen im Prüfgemisch zum Ende der 

Einwirkzeit berechnet werden. Durch Bezug auf die eingesetzte Koloniezahl 
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lässt sich damit der durch den Wirkstoff verursachte Reduktionsfaktor 

bestimmen; dieser wird logarithmiert angeben. In leichter Abwandlung dieses 

prinzipiellen Verfahrens beschreibt die prEN 13727 den Zusatz einer 

organischen Belastung zur Testorganismensuspension, durch die die 

Wirksamkeit des Prüfproduktes auch unter simulierten typischen 

Umgebungsbedingungen am angedachten realen Einsatzort beurteilt werden 

kann. Typische, über die Vorgaben der prEN 13727 hinausgehende 

Belastungen zur Prüfung von Wund- und Schleimhautantiseptika wurden durch 

Pitten et al. (2003) definiert und finden daher in die hier genutzten Methoden 

Eingang.  

2.5 In vitro Zytotoxizitätstestung 
Die Testungen erfolgten zur Simulation von Wundflüssigkeit (Campbell et al. 

2003) in Anwesenheit von 10 % fötalem bovinen Serum (BSA) mit L929-Zellen 

bei mind. 80 % Konfluenz. Die Zellvitalität wurde mittels MTT- oder NR-

Methode bestimmt. Der MTT Test basiert auf der Umwandlung des gelb 

gefärbten Tetrazoliumsalzes MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5diphenyl-

tetrazolium-bromid] in blaues, unlösliches Formazanderivat durch die 

mitochondriale Succinat-Dehydrogenase. Die NR-Methode ist in der 

ISO 10993-5 (2009) standardisiert – der Neutralrot (NR) Lebendfarbstoff wird in 

die Lysosomen vitaler Zellen inkorporiert und kann von dort extrahiert werden. 

In beiden Fällen können die Farbstoffe eluiert und spektralphotometrisch 

quantifiziert werden - die Absorbtion ist ein direktes Maß der Vitalität der Zellen. 

2.6 Kombinierte in vitro Zytotoxizitäts- und Mikrobizidie-Testung 
Den wie in der einfachen in vitro - Zytotoxizitätstestung kultivierten L929 – 

Zellen wurden unmittelbar vor Zugabe des Prüfproduktes eine S. aureus bzw. 

P. aeruginosa – Suspension mit ca. 106 KbE / ml zugesetzt. Nach 30 min oder 

60 min Einwirkzeit wurde ein Aliquot dieser Prüfsuspension entnommen, die 

mikrobizide Wirksamkeit mit einem validierten Verfahren neutralisiert, die 

Anzahl überlebender Prüfbakterien durch das Ausplattieren serieller 

Verdünnungen dieser Prüfneutralisationslösung bestimmt und der 

Reduktionsfaktor in Bezug auf die mitgeführte Mediumkontrolle berechnet. 

Parallel wurde das verbleibende Zellkulturmedium von den L929-Zellen entfernt 

und die Zytotoxizität mittels NR-Methode bestimmt. 
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3 Ergebnisse und Diskussion 

3.1 Wirksamkeit von Polihexanid im Vergleich zu anderen 
wundantiseptischen Wirkstoffen 

Die Ergebnisse sind ausführlich in der nachfolgenden Publikation dargestellt: 

• Koburger T, Hübner NO, Braun M, Siebert J, Kramer A: Standardized 

comparison of the antiseptic efficacy of triclosan, PVP-iodine, octenidine 

dihydrochloride, polyhexanide and chlorhexidine digluconate. 

J Antimicrob Chemother. 2010 Aug; 65(8):1712-9 

Die Arbeit vergleicht, ebenfalls erstmalig standardisiert und parallel, die Dosis- 

und Einwirkzeit-abhängige bakterizide und levurozide Wirksamkeit, aber auch 

der MHKs und MBKs der wesentlichen wundantiseptischen Wirkstoffe PVP-Iod, 

Polihexanid, Octenidin, Chlorhexidin und Triclosan unter identischen 

Prüfbedingungen mit der Zielstellung, zumindest auf dieser Basis 

Empfehlungen für die Auswahl von antimikrobiellen Wirkstoffen für die 

verschiedene Anforderungen der Wundantiseptik geben zu können. In Bezug 

auf die zum Erreichen derselben antimikrobiellen Wirksamkeit (MHK, MBK, 

Bakterizidie und Levurozidie) nötige Wirkstoffkonzentration in Einwirkzeiten von 

1 min bis 24 h in diesen Untersuchungen ohne organische Belastung konnte 

folgendes Ranking (zunehmende Wirkstoff-konzentration) aufgestellt werden: 

Polihexanid = Octenidin > Chlorhexidin > PVP-Iod > Triclosan. Für 

Einwirkzeiten < 5 min verschiebt sich das Ranking jedoch wie folgt: Octenidin = 

PVP-Iod >> Polihexanid ≥ Chlorhexidin > Triclosan. Jedoch wurden in diesen 

Untersuchungen bekannte Wirksamkeitslücken des Triclosan (P. aeruginosa) 

und des PVP-Iod (S. pneumoniae) bestätigt. Die Befunde zur Wirkkinetik dieser 

antiseptischen Wirkstoffe allein können eine Einsatzempfehlung für die Praxis 

noch nicht hinreichend begründen. Bislang unveröffentliche Daten zeigen, dass 

sich die Situation in Gegenwart einer organischen Belastung von 10 % Albumin 

prinzipiell genauso darstellt, lediglich die zum Erreichen der geforderten 

Reduktionsfaktoren nötigen Wirkstoffkonzentrationen erhöhen sich proportional. 

Für Polihexanid werden im Folgenden weitere Untersuchungen zur Wirksamkeit 

unter verschiedenen praxisrelevanten organischen Belastungen präsentiert. 
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3.2 Antimikrobielle Wirksamkeit von Polihexanid unter verschiedenen 
organischen Belastungen 

Die Ergebnisse sind ausführlich in der nachfolgenden Publikation dargestellt: 

• Koburger T, Müller G, Eisenbeiß W, Assadian O, Kramer A: 

Mikrobiozide Wirksamkeit / Microbicidal activity of polihexanide. GMS 

Krankenhaushyg Interdiszip 2007; 2(2):Doc44 (20071228) 

 
Die Arbeit beurteilt vor dem Hintergrund der zunehmenden Bedeutung von 

Polihexanid in der Antiseptik auf Basis des Europäischen Normentwurfes prEN 

12054 erstmalig unter standardisierten Bedingungen in vitro die antimikrobielle 

Wirksamkeit der Polihexanid-haltigen Präparate Lavasept®, Serasept® und 

Prontosan® in Gegenwart verschiedener für die Wundantiseptik relevanter 

organischer Belastungen. Im Gegensatz zu den im medizinischen Bereich 

traditionell zumindest für Antibiotika oft herangezogenen MHK-Werten wurde 

hier der Umfang der tatsächlichen Abtötung repräsentativer Prüforganismen 

innerhalb von vergleichsweise kurzen Einwirkzeiten von 1 min bis 60 min 

bestimmt. 

Die in vitro Wirksamkeit von Polihexanid wurde damit in einem typischerweise 

auf europäischer Ebene zur Effektivitätsbeurteilung bei der Marktzulassung von 

antimikrobiellen Bioziden, Desinfektionsmitteln, Antiseptika oder ggf. 

Arzneimitteln als Bewertungsgrundlage geforderten Prüfverfahren mit dem 

Ergebnis gezeigt, dass der Wirkstoff die Anforderungen an ein Antiseptikum 

(Pitten et al. 2003) auch in Gegenwart verschiedener standardmäßiger oder 

darüber hinausgehender, und auch wundtypischer organischer Belastungen 

innerhalb von Einwirkzeiten zwischen 1 min bis max. 30 min erfüllt oder 

übertrifft. Spätestens nach 10 min Einwirkzeit wurden diese Wirksamkeiten bei 

einer Polihexanid-Konzentrationen erreicht, die in der Praxis beispielsweise für 

das Lavasept® oder das Serasept® bei sehr guter Verträglichkeit zur 

Behandlung auch chronischer Wunden empfohlen wird (0,02 %). Der Hefepilz 

Candida albicans stellte sich in den hier vorgelegten Untersuchungen zur 

bakteriziden und levuroziden Wirksamkeit dabei als am resistentesten 

gegenüber dem Wirkstoff heraus, was mit den Ergebnissen zur Wirksamkeit 

ohne Belastung, aber auch mit dem Wissen über die Angriffspunkte des 

Polihexanids an der Zytoplasmamembran korreliert – Phospholipide mit 



 29

negativer Nettoladung, beispielsweise Phosphatidylglycerol. Dieser Typ 

Phospholipid ist im Vergleich zu Bakterien bei Pilzen zugunsten neutraler 

Phospolipide wie Phosphatidylcholin und/oder Phosphatidyl-ethanolamin 

weniger stark repräsentiert, insofern überrascht es nicht, dass höhere 

Wirkstoffkonzentrationen zum Erreichen vergleichbarer Reduktionsfaktoren 

nötig sind. 

3.3 Mikrobizidie und in vitro- Zytotoxizität von Polihexanid in Abhängigkeit 
von der Galenik 

Die Ergebnisse sind ausführlich in der nachfolgenden Publikation dargestellt: 

• Müller G, Koburger T, Jethon FUW, Kramer A: Vergleich der 

bakterioziden Wirksamkeit und In-vitro-Zytotoxizität von Lavasept® und 

Prontosan® / Comparison of the bactericidal efficacy and in vitro 

cytotoxicity of Lavasept® and Prontosan®. GMS Krankenhhyg Interdiszip. 

2007; 2(2):Doc42 (20071228)  

Die Arbeit untersucht auf Basis der prEN 13727 bzw. der EN ISO 10993-5 den 

Einfluss (im Sinne eines möglichen Koergismus) der unterschiedlichen 

Rezeptur-Zusätze in beiden Präparaten – Macrogol 4000 (ein 

penetrationsförderndes Polyethylenglycol) im Lavasept® und 

Undecylenamidopropylbetain (ein wundreinigungsverstärkendes, amphotheres 

Tensid) im Prontosan® - sowohl auf die bakterizide Wirksamkeit als auch auf die 

in vitro Zytotoxizität bei gleicher Polihexanid-Konzentration.  

Es zeigte sich, dass die Mikrobizidie und insbesondere die Verträglichkeit von 

Polihexanid durch die Zusätze in den Produktrezepturen moduliert werden 

können. Beispielsweise beschleunigt der Zusatz von 

Undecylenamidopropylbetain im Prontosan® im Vergleich zum Macrogol-

haltigen Lavasept® die Wirksamkeit gleicher Polihexanidkonzentrationen 

(0,089 %) gegenüber dem Gram-negativen Bakterium P. aeruginosa. Bei 

geringeren Konzentrationen und Einwirkzeiten > 15 min schien sich der Effekt 

jedoch sogar leicht umzukehren. Für den Gram-positiven Prüforganismus 

S. aureus wurde kein Unterschied festgestellt. Gleichzeitig wurde bis zu einer 

PHMB-Konzentration von 0,04 % für das Betain-haltige Produkt eine deutlich 

geringere Zytotoxizität gegenüber der verwendeten Mäusefibroblasten-Zelllinie 

L929 gezeigt, die IC50 war für das Betain-haltige Produkt für alle 
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Konzentration/Einwirkzeit-Relationen höher als für das Macrogol-haltige 

Lavasept®. 

Im Gegensatz zum ungeladenen Macrogol ist Undecylenamidopropylbetain ein 

amphoteres Tensid, das einerseits wahrscheinlich eine eigene antimikrobielle 

Wirksamkeit aufweist, das andererseits aber auch mit dem PHMB um 

Bindungsstellen bevorzugt an der eukarytischen Zytoplasmamembran 

konkurrieren kann. Es scheint also eine Frage des Gesamtgleichgewichts aus 

Mengenverhältnissen von Wirkstoff und Zusatzstoffen einerseits und 

Bindungsaffinitäten zu den verschiedenen eukaryotischen oder mikrobiellen 

zytoplasmatischen Zielstrukturen andererseits zu sein, das darüber entscheidet, 

wie stark das mikrobizide und zytoxische Potential des Polihexanid jeweils zur 

Ausprägung kommt.  

3.4 Untersuchungen zur Reduktion der in vitro – Zytotoxizität von 
Polihexanid unter Beibehaltung der antimikrobiellen Wirksamkeit 

Die Ergebnisse sind ausführlich in der nachfolgenden Publikation dargestellt: 

• Müller G, Kramer A, Schmitt J, Harden D, Koburger T: Reduced 

cytotoxicity of polyhexamethylene biguanide hydrochloride (PHMB) by 

egg phosphatidylcholine while maintaining antimicrobial efficacy. Chem 

Biol Interact. 2011 Apr 25;190(2-3):171-8 

Auf Basis der bekannten biochemischen und biopysikalischen Grundlagen der 

antimikrobiellen Wirksamkeit von Polihexanid konnte gezeigt werden, dass die 

Verminderung der Zytotoxizität des Polihexanids bei gleichzeitiger 

Aufrechterhaltung der bakteriziden Wirksamkeit möglich ist, indem Polihexanid 

in Phosphatidylcholin-haltigen Liposomen bzw. oil/water (o/w) - Emulsionen dar-

gereicht wird. Experimentell wurde das Polihexanid dazu mit primär 

Phosphatidylcholin-haltigen Liposomen (egg phosphatidylcholin – EPC) bzw. 

mit 0,4 % bzw. 0,6 % EPC – haltigen o/w - Emulsionen neutraler Triglyceride 

(Lipofundin®) kombiniert. In erst separaten und dann auch kombinierten Assays 

zur Bakterizidie und in vitro - Zytotoxizität wurde nachgewiesen, dass diese, 

eukaryotische Zytoplasmamembranen simulierende Präparationen in der Lage 

sind, PHMB zu binden, es aber wieder, zumindest im Bereich der für die 

Wundantiseptik verwendeten Polihexanid-Konzentrationen, bevorzugt an die 

mikrobiellen Zielorganismen unter Beibehaltung der antibakteriellen 
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Wirksamkeit abzugeben. Innerhalb der gewählten Einwirkzeiten war für die 

liposomalen Präparationen mit 0,05 %, 0,1 % und 0,2 % PHMB dabei kein 

zytotoxischer Effekt gegenüber eukaryotischen Zellen nachzuweisen, für die 

o/w-Emulsionen ergab sich in Abhängigkeit von der EPC-Konzentration ein 

zytotoxischer Effekt ab einem PHMB-Anteil von 0,1 % bzw. 0,2 %. Freies 

PHMB war im Testsystem bereits bei 0,05 % zytotoxisch. Korrespondierend 

dazu wurde für die liposomalen Präparationen jedoch auch eine schlechtere 

bakterizide Wirksamkeit festgestellt. Als optimale Präparation hinsichtlich 

Bakterizidie, Zytotoxizität aber auch Herstellbarkeit erwiesen sich insgesamt die 

o/w – Emulsion Varianten 0,05 % PHMB / 0,4 % EPC und 0,05 % PHMB / 

0,6 % EPC. Bei gleichzeitiger Anwesenheit von Bakterien und eukaryotischen 

Zellen unter simulierten Wundbedingungen war bereits die Kombination 0,05 % 

PHMB / 0,4 % EPC vollständig bakterizid und dabei ohne zytotoxischen Effekt 

wirksam.  

Diese Ergebnisse lassen sich dahingehend interpretieren, dass zumindest 

innerhalb der gewählten Einwirkzeiten keine Migration bzw. Diffusion des 

PHMB aus den Liposomen und o/w-Emulsionen in die in Bezug auf ihre 

Membrankomposition gleichartigen eukaryotischen Zellen stattfindet, das 

Affinitätsgleichgewicht des PHMB also erfolgreich in Richtung der bakteriellen 

Zellwandstrukturen verschoben werden konnte. 

3.5 Untersuchungen zur Bindung und Abgabe von Polihexanid durch 
EPC-haltige o/w-Emulsionen 
Die Ergebnisse sind ausführlich in der nachfolgenden Publikation dargestellt: 

• Müller G, Koburger T, Kramer A: Interaction of polyhexamethylene 

biguanide hydrochloride (PHMB) with phosphatidylcholine containing o/w 

emulsions and consequences for microbial efficacy and cytotoxicity. 

Chem Biol Interact. 2013 Jan 25;201(1-3):58-64 

Das unter 3.4 beschriebene Darreichungssystem wurde hinsichtlich der Stärke 

der Bindung des Polihexanids in Phosphatidylcholin-haltigen o/w-Emulsionen 

und die Kapazität der selektiven Abgabe des Polihexanids an bakterielle 

Zielorganismen weitergehend beurteilt. 

Dabei konnte gezeigt werden, dass unter Simulation von Wundbedingungen 

(MEM-Zellkulturmedium mit 10 % FBS) beispielsweise bei Einsatz der o/w-
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Emulsion 0,05 % PHMB/0,6 % EPC etwa 0,003 % PHMB bioverfügbar, also 

antimikrobiell wirksam, vorliegt. In den entsprechenden Mikrobizidie-Testungen 

konnte weiterhin gezeigt werden, dass im Gegensatz zu einer wässrigen 

0,003 %igen PHMB-Lösung die korrespondierende o/w-Emulsion 0,05 % 

PHMB/0,6 % EPC als PHMB-Depot fungiert, das auch nach 8 Passagen durch 

eine Bakteriensuspension noch die gleiche, ausreichend wundantiseptische 

Wirksamkeit aufweist wie in der ersten Passage. Für die wässrige Präparation 

war bereits nach 3 Passagen ein sich kontinuierlich fortsetzender Abfall der 

Bakterizidie zu verzeichnen.  

Die Kombination von 0,05 % PHMB mit Lipofundin® zu einer o/w-Emulsion führt 

zumindest in vitro somit bei vollständiger Vermeidung der für eukaryotische 

Zellen ansonsten gegebenen Zytotoxizität nicht nur zu einer Verschiebung des 

Wirkgleichgewichts in Richtung bakterieller Targets, sondern es ergibt sich 

darüber hinaus die Möglichkeit, diese Präparation als Wirkstoffdepot für größere 

als üblicherweise eingesetzte PHMB-Mengen zu nutzen, die dann 

beispielsweise im Falle einer anhaltenden, erneuten oder wiederaufflammenden 

bakteriellen Infektion gezielt und zusätzlich zum ohnehin gegebenen 

remanenten Effekt des PHMB in nicht oder kaum zytotoxischer Konzentration 

als antiseptischer Wirkstoff abgegeben werden können. 
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4 Zusammenfassung 
Durch die vorgestellten in vitro - Studien konnte gezeigt werden, dass 

Polihexanid in seiner antimikrobiellen Wirksamkeit im Vergleich zu anderen 

bekannten Wirkstoffen sowie in Anwesenheit anwendungsnah simulierter 

organischer Belastungen ein für die Wundantisepsis geeigneter Wirkstoff ist. Im 

Kontext mit den bekannten Daten zur Verträglichkeit zumindest im Bereich der 

medizinischen Anwendungskonzentrationen (0,02 % und 0,04 % Polihexanid) 

und zum Einfluss auf die Wundheilung stützen die hier erhobenen Daten die 

bestehende Konsensusempfehlung zur Wundantiseptik (Kramer et al. 2004a), 

nach der Polihexanid zwar auch zur akuten Wundantiseptik, insbesondere aber 

zur Behandlung chronischer Wunden als geeignet angesehen wird.  

Auf Basis der biochemischen und biopysikalischen Grundlagen der 

antimikrobiellen Wirksamkeit von Polihexanid wurde die Möglichkeit der 

weiteren Verminderung der Zytotoxizität des Polihexanids bei gleichzeitiger 

Aufrechterhaltung der bakteriziden Wirksamkeit durch die Bindung an 

Phosphatidylcholin-haltige o/w-Emulsionen gezeigt; im Testsystem bei 

gleichzeitiger Anwesenheit von Bakterien und eukaryotischen Zellen unter 

simulierten Wundbedingungen war bereits die Kombination 0,05 % PHMB / 

0,4 % EPC vollständig bakterizid und dabei ohne zytotoxischen Effekt wirksam. 

Diese Darreichungsform fungiert weiterhin als PHMB-Depot, das auch nach 

wiederholter Passage durch eine Bakteriensuspension noch die gleiche 

ausreichend wundantiseptische Wirksamkeit aufweist wie in der ersten 

Passage.  

Erste in vitro- und in vivo- Erfahrungen mit den hier beschriebenen PHMB-

haltigen o/w-Emulsionen wurden bereits durch andere Arbeitsgruppen 

publiziert, allerdings bislang nur für intakte Haut. Demnach führt diese 

Darreichungsform zu einer größeren Eindringtiefe des Wirkstoffs in die 

Haarfollikel, die in Bezug auf die Hautfläche das mit Abstand größte Reservoir 

für die mikrobielle Hautflora und nicht zuletzt auch für eine Repopulation 

oberflächlich desinfizierter Haut darstellen. Die in vivo – Daten deuten darauf 

hin, dass mit partikel-gebundenem PHMB eine bessere und nachhaltigere 

Antisepsis erreicht werden kann (Lange-Asschenfeldt et al. 2011; Lademan et 

al. Ulmer et al. 2012; Ulmer et al. 2013) als mit freiem PHMB.  

Zusätzlich zum Beitrag an der bestehenden Konsensusempfehlung des 
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Polihexanids zur Behandlung chronischer Wunden wird damit als wesentliches 

Ergebnis der vorliegenden Arbeit die Erschließung von bisher für wässrige 

PHMB-Lösungen nicht möglicher medizinischer Einsatzgebiete wie in sensiblen 

Geweben oder Anwendung bei Neugeborenen, am Auge, in Gegenwart von 

Knorpel, am Peritoneum und in anderen Körperhöhlen (Blase, Harnröhre, 

vereiterte Gelenkhöhlen), zur Mukositis-Prophylaxe, bei der Krebs-

chemotherapie, bei Verbrennungen 3. Grades, aber auch in der antimikrobiellen 

Behandlung von Zellkulturen vorstellbar. Bis zu einer derartigen 

therapeutischen Nutzung sind jedoch noch weitere Studien notwendig. Als 

Vorstufe klinischer Studien bietet sich der HET-CAM (Hen's Egg Test 

Chorionallontoic Membran) zur Untersuchung der Wundverträglichkeit und 

Beeinflussung der Durchblutung an (Spielmann et al. 1993; Liebsch u. 

Spielmann 2002), alternativ aber auch komplexere in vitro Testsysteme, 

beispielsweise unter Nutzung von 3D-Zellkultur-Modelle oraler Mucosa oder 

humaner Epidermis (OECD 2013a, 2013b), oder auch von intaktem 

Gelenkknorpel. Als günstig dürfte sich erweisen, dass es sich sowohl beim 

Polihexanid, als auch bei dem hier verwendeten Lipofundin® um bereits 

etablierte und gut verstandene Medizinprodukte handelt (Hardy u. Puzovic 

2009). 

Im Kontext der weltweit zunehmenden Antibiotikaresistenzen und 

Verbreitungswege nosokomialer Erreger bei entsprechend geringer werdenden 

chemotherapeutischen Interventionsmöglichkeiten (Valverde et al. 2004; 

Fonseca et al. 2010; Kumarasamy et al. 2010; Wadl et al. 2010; Castanheira et 

al. 2011; Livermore 2012; Magiorakos et al. 2012, Schaumburg et al- 2012; 

Iwamoto et al. 2013; Pfaller et al. 2013) nach der bislang nur gut 60-jährigen 

medizinischen Verfügbarkeit von Antibiotika gewinnt die Möglichkeit des 

Einsatzes von Antiseptika mit breitem Wirkungsspektrum und guter 

Verträglichkeit immer mehr an Bedeutung, und dabei auch umso mehr die 

Erweiterung bestehender Einsatz-Indikationen. Neben der auf den ersten Blick 

vordringlich erscheinenden Identifikation neuer Wirkstoffe kann nicht zuletzt auf 

Basis der hier vorgelegten Ergebnisse die auf das gewünschte Wirkumfeld 

zugeschnittene Modifikation der Darreichungsform bekannter antiseptischer 

Wirkstoffe als möglicher Weg zur verbesserten antimikrobiellen Therapie 

herausgestellt werden. Diesem Gedanken folgen beispielsweise bereits 
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Versuche, die die besonderen Eigenschaften von Nanopartikeln oder Peptid-

basierten Nanostrukturen für die Bekämpfung von Infektionen und 

Kolonisationen zu nutzen (Di Turi et al. 2012, Eid u. Azzazy, 2013; Kairyte et al. 

2013; Lademann et al. 2013; Pelgrift u. Friedman, 2013; Roy et al. 2013), wobei 

deren Einsatz wegen der zum Teil hohen ökologischen Fremdartigkeit für 

biologische Systeme kritisch evaluiert werden muss (Worthington et al. 2013). 

Im Gegensatz dazu ähnelt die Wirkung des Polihexanids auf die zwangsläufig 

und physiologisch kaum modifizierbar negativ geladenen bakteriellen 

Zellwandstrukturen dem Wirkmechanismen natürlich vorkommender 

antibakterieller Peptide wie dem β-Defensin, die einen wesentlichen Bestandteil 

des evolutionär sehr alten, angeborenen Immunsystems der Vertebraten 

darstellen – mikrobielle Zellumhüllungen sind anfällig gegenüber 

polykationischen Verbindungen mit hydrophoben Domänen (Sugiarto u. Yu 

2007; Zhu 2007, Krishnakumari u. Nagaraj 2008; Morgera et al. 2008; Taylor et 

al. 2008, Zhu u. Gao, 2013). Auch das stellt einen Vorteil des Polihexanids 

gegenüber anderen Antiseptika dar. 
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Mikrobiozide Wirksamkeit von Polihexanid

Microbicidal activity of polihexanide

Abstract
When tested in the quantitative suspension test according to the prEN
12054, polihexanide meets the requirements defined by this standard

Torsten Koburger1

Gerald Müller2for an antiseptic. At a product concentration of 0.02%, the test organ-
Werner Eisenbeiß3

isms are reduced by ≥5 lg, or ≥3 lg under dirty conditions, respectively,
Ojan Assadian4within a contact time of 5 min. This agrees well with the accepted re-

commendation of 0.02% polihexanide for the application on chronic Axel Kramer2
wounds. In the presence of sesamoid bone/cartilage a polihexanide
concentration of 0.005% is sufficient effective. As this concentration
does not appear to have any adverse effects it might be promising to 1 Hygiene Nord GmbH,

Greifswald, Deutschlandanalyze its suitability for the antiseptic irrigation of joints in the animal
model. 2 Institut für Hygiene und

Umweltmedizin der Ernst-The combination of 0.1% polihexanide with undecylenamidopropyl be-
taine (Prontosan®) possesses the antiseptic properties specified above, Moritz-Arndt-Universität,

Greifswald, Deutschlandtoo. However, with regard to the higher concentration of polihexanide,
at least a repeated application of this formulation cannot be recommen-
ded for cleansing and irrigating wounds or burns.

3 Klinik für Plastische
Chirurgie,

Keywords: polihexanide, Lavasept®, Serasept®, microbicidal efficacy Universitätsklinikum
Schleswig-Holstein, Lübeck,
DeutschlandZusammenfassung

Bei Testung im quantitativen Suspensionstest gemäß EN 12054 erfüllt
der Wirkstoff Polihexanid 0,02% bei ≤5 min Einwirkungszeit die Anfor-

4 Klinisches Institut für Hygiene
und Medizinische
Mikrobiologie, Medizinische
Universität, Wien, Österreichderungen an ein Antiseptikum ohne Belastung mit einer Erregerreduk-

tion ≥5 lg bzw. mit organischer Belastung ≥3 lg. Damit findet die Emp-
fehlung dieser reduzierten Anwendungskonzentration für chronischen
Wunden ihre Bestätigung. In Gegenwart von Knorpel ist eine Verdünnung
von 0,005% ausreichend wirksam. Da diese Konzentration in vitro noch
knorpelverträglich ist, erscheint es aussichtsreich, ihre Effektivität und
Verträglichkeit zur Gelenkspülung am Tiermodell zu untersuchen.
Die Kombination von 0,1% Polihexanidmit Undecylenamidopropylbetain
(Prontosan®) erfüllt ebenfalls die Wirkungsanforderungen an ein Anti-
septikum ohne undmit Belastung, wobei auf Grund der höheren Anwen-
dungskonzentration von Polihexanid zumindest für Verbrennungswunden
kein wiederholter Einsatz zur reinigenden Wundspülung empfohlen
werden kann.

Schlüsselwörter: Polihexanid, Lavasept®, Serasept®, mikrobiozide
Wirksamkeit

Einleitung
Polihexanid (chemischeBezeichnungenN-Amidino-2-(2,6-
dichlorphenyl)acetamid, Polyhexamethylenbiguanidhydro-
chlorid oder Poly(imino[imido-carbonyl]imino[imido-car-
bonyl] iminohexa-methylen)hydrochlorid)) (Abbildung 1)
enthält im Unterschied zu Chlorhexidin (Abbildung 2)
keine endständigen Chlorbenzensubstituenten.

Abbildung 1: Strukturformel von Polihexanid
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Abbildung 2: Strukturformel von Chlorhexidin

Es ist davon auszugehen, dass die im Vergleich zu Polihe-
xanidmit Abstand ungünstigere Toxikologie (hohe Zytoto-
xizität, anaphylaktische und allergische Reaktionen,
Neurotoxizität, Mutagenität) von Chlorhexidin auf diesem
Strukturunterschied beruht.
Trotzdem ergibt sich aus bisherigen Untersuchungen,
dass Polihexanid ohne und mit Belastung wirksamer als
Chlorhexidin, bei hoher Blutbelastung auch wirksamer
als lodophore ist, allerdings mit deutlich langsamerem
Wirkungseintritt als bei lodophoren (erregerabhängig 5-
20 min im quantitativen Suspensionstest [1]). Die Wir-
kung richtet sich auch gegen intrazellulär sich vermehren-
de Erreger wie Chlamydien und Neisserien [2]. Dieser
Unterschied ist imWirkungsmechanismus von Polihexanid
begründet. DiemikrobiozideWirkung beruht in erster Linie
auf der selektiven Permeabilitätsbeeinflussung der bak-
teriellen Zellmembran auf Grund der starken Wirkung
gegenüber sauren Phospholipiden bakterieller Zellmem-
branen bei nur geringer Beeinflussung neutraler Phospho-
lipide humaner Zellmembranen [3], [4], [5]. Das führt zur
Hemmung metabolischer Prozesse, die letztlich eine Ko-
agulation des Zellinhalts nach sich ziehen [6], [7]. Hinzu
kommt die Blockierung des mikrobiellen Attachments,
nachgewiesen durch Hemmung dentaler Plaques [8] und
durch remanente Wirkung bei Anwendung zur präopera-
tiven Augenantiseptik [9].
Im Ergebnis einerMedline-Analyse zur Zitationshäufigkeit
von PVP-Iod und Octenidin im Vergleich zu Polihexanid
ergab sich für den Zeitraum der letzten vier Jahre eine
deutliche Zunahme zugunsten des letztgenannten Wirk-
stoffs (Tabelle 1), was dessen zunehmende Bedeutung
für die Praxis der Antiseptik widerspiegelt.

Tabelle 1: Zitationshäufigkeit von Polihexanid im Vergleich zu
PVP-Iod und Octenidin

Daher sollten weitere Daten zur mikrobioziden Wirksam-
keit von Polihexanid vor allem bei geringeren Konzentra-
tionen generiert werden, um daraus möglicherweise
Schlussfolgerungen für die Praxis der Antiseptik ableiten
zu können.

Methoden
Die Testung wurde im quantitativen Suspensionstest ge-
mäß EN 12054 [10] durchgeführt. Das Testprinzip be-
steht darin, dass 1 ml einer Suspension des Testorganis-
mus (für Bakterien 108-109 Koloniebildende Einheiten
(KbE)/ml, für C. albicans 107-108 KbE/ml) mit 9 ml der
Prüflösung gemischt werden. Am Ende der Einwirkungs-
zeit werden 1 ml aus dem Prüfsubstanz-Testorganismus-
Gemisch in 9 ml Enthemmerlösung (3% Tween 80, 3%
Saponin, 0,1%Histidin und 0,1% Cystein) überführt. Nach
5min Neutralisation werden daraus und aus den dekadi-
schen Verdünnungen dieses Prüfneutralisationsgemi-
sches jeweils 1 ml als Doppelbestimmung auf CSL-Agar
ausgespatelt und für 48 h bei 36°C kultiviert. Die Wirk-
samkeit wird in Form des Reduktionsfaktors (RF) ausge-
drückt. Er wird berechnet aus der Differenz des lg der
Anzahl KbE des Vor- und Nachwerts.
Die Verdünnungen der Prüfsubstanzen wurden jeweils
mit sterilem destilliertem Wasser hergestellt.

Ergebnisse und Diskussion
Der Wirkstoff Polihexanid erfüllt gemäß [11] die Anforde-
rungen an ein Antiseptikum ohne und mit organischer
Belastung mit einem RF>5 (Tabelle 2).
Aus den Ergebnissen geht hervor, dass Polihexanid bei
5min Einwirkungszeit auch in der Verdünnung von 0,02%,
wie sie zur Anwendung auf chronischenWunden empfoh-
len wird, die Wirkungsanforderungen mit hohem Sicher-
heitsabstand an ein Antiseptikum erfüllt. In Gegenwart
von Knorpel ist für die geprüften Testorganismen sogar
eine Verdünnung von 0,005% ausreichend. Da diese
Konzentration in vitro gerade noch knorpelverträglich ist
[12], erscheint es aussichtsreich, ihre Effektivität und
Verträglichkeit zur Gelenkspülung am Tiermodell zu un-
tersuchen.
Die Kombination von 0,1% Polihexanid mit Undecylena-
midopropylbetain (Prontosan®) erfüllt ebenfalls die Wir-
kungsanforderungen an ein Antiseptikum ohne und mit
Belastung (Tabelle 3).
Allerdings ist die Wirkstoffkonzentration 2,5 bis 5fach
höher als im Lavasept® bzw. Serasept®, was mit einer
höheren Zytotoxizität verbunden ist. Bei klinischer Anwen-
dung wurde nach durchschnittlich 8tägiger Anwendung
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Tabelle 2: Mikrobiozide Wirksamkeit von Lavasept bzw. Serasept im quantitativen Suspensionstest

Tabelle 3: Mikrobiozide Wirksamkeit der Kombination von 0,1% Polihexanid mit Undecylenamidopropylbetain (Prontosan®) im
quantitativen Suspensionstest

die Bildung gelber Membranen auf denWunden auffällig,
die als zytotoxische Reaktion aufzufassen sein dürfte.
Es zeigte sich im Einsatz von Prontosan bei Brandverlet-
zungen, die länger als eine Woche mit einem Feuchtver-
band konservativ behandelt wurden, dass dieseMembra-
nen fest adhärent trocken auf den Wundoberflächen
entstanden und eine weitere Reepithelialisierung nicht
mehr stattfand. Das führte zur spätprimären operativen
Behandlung mit tangentialer Exzision von trockenem
Schorf inklusive oberster epithelialer Hautschichten und
Spalthautdeckung von Arealen, die eigentlich spontan
heilen sollten.
Der gleiche Prozess wurde auch unter längerer Pronto-
sananwendung bei anderen Wundflächen beobachtet
und führte dazu, dass Prontosan nicht mehr verwendet
und wieder die konventionelle Lavasept-Konzentration

bei Brandverletzungen eingesetzt wurde (Eisenbeiß pers
Mitt.). Zumindest für Verbrennungswunden ist auf Grund
dieser Beobachtungen der Einsatz von Prontosan nur zur
einmaligen Wundreinigung zu empfehlen. Anschließend
sollte die antiseptische Behandlung mit Lavasept® oder
mit Serasept® fortgesetzt werden.
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Vergleich der bakterioziden Wirksamkeit und In-vitro-
Zytotoxizität von Lavasept® und Prontosan®

Comparison of the bactericidal efficacy and in vitro cytotoxicity of
Lavasept® and Prontosan®

Abstract
Lavasept® and Prontosan®were compared using identical concentrations
of the active agent polihexanide contained in both preparations regard-

Gerald Müller1

Torsten Koburger2ing their bactericidal effectiveness in the quantitative suspension test
Frank U. W. Jethon3

and their cytotoxicity onmice fibroblasts, to obtain a statement regarding
Axel Kramer4the coergism of polihexanide with the additives Macrogolum resp. un-

decylenamidopropyl betaine that are different in both preparations.
In higher polihexanide concentrations the addition of undecylenamido-
propyl betaine leads to a better bactericidal effectiveness of the 1 Institut für Hygiene und

Umweltmedizin, Ernst-Moritz-preparation Prontosan®, against P. aeruginosa, but at the same time Arndt-Universität, Greifswald,
Deutschlandto a decrease of the in vitro cytotoxicity of up to 50% depending on the

concentration-time relationship. Comparing the IC50 there is a difference
of approximately 28%. 2 Hygiene Nord GmbH,

Greifswald, DeutschlandWith lower concentration and longer exposure time this effect is reduced
and with exposure times >1 min there is partly even the tendency to- 3 Fresenius Kabi Deutschland

GmbH, Bad Homburg,
Deutschland

wards a better effectiveness of the combination preparation consisting
of polihexanide and Macrogolum. As a cause for this phenomenon, an
interaction among the constituents polihexanide with undecylenamido- 4 Institut für Hygiene und

Umweltmedizin der Ernst-propyl betaine resp. Macrogolum can be discussed. The effectiveness
of both preparations towards S. aureus is not different from each other. Moritz-Arndt-Universität,

Greifswald, DeutschlandBecause Lavasept® is used in a maximum application concentration of
0.04% polihexanide, and for chronic wounds the reduced application
concentration of 0.02% is recommended, but the application concen-
tration of polihexanide in Prontosan® is 0.1%, regarding the use solutions
the combination of polihexanide and Macrogolum is to be appraised
as being less cytotoxic and therefore more compatible with wounds
than undiluted Prontosan®. For experimental support of this assumption
further investigations are necessary.

Keywords: polihexanide, Macrogolum, undecylenamidopropyl betaine,
coergism, cytotoxicity

Zusammenfassung
Lavasept® und Prontosan®wurden auf der Basis vergleichbarer Konzen-
trationen des in beiden Zubereitungen enthaltenenWirkstoffs Polihexa-
nid bezüglich bakteriozider Wirksamkeit im quantitativen Suspensions-
test und der Zytotoxizität an Mäusefibroblasten verglichen, um eine
Aussage zumKoergismus von Polihexanidmit dem sich in beiden Zube-
reitungen unterscheidenden ZusatzesMacrogolum bzw. Undecylenami-
dopropylbetain zu erhalten.
Der Zusatz von Undecylenamidopropylbetain im Präparat Prontosan®

führt bei hoher Polihexanidkonzentration gegenüber P. aeruginosa zu
einerWirkungsverstärkung bei gleichzeitiger Abschwächung der In-vitro-
Zytotoxizität in Abhängigkeit von der Konzentrations-Zeit-Relation um
bis zu 50%. Beim Vergleich der IC50 ergibt sich ein Abstand von etwa
28%.
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Bei niedrigerer Konzentration und längerer Einwirkzeit reduziert sich
dieser Effekt, und es zeichnet sich bei Einwirkungszeiten >1 min z.T.
sogar die Tendenz einer besseren Wirksamkeit des Kombinationsprä-
parats aus Polihexanid und Macrogolum ab. Als Ursache für dieses
Phänomen kann eineWechselwirkung der Inhaltsstoffe Polihexanidmit
Undecylenamidopropylbetain bzw. Macrogolum diskutiert werden. Ge-
genüber S. aureus unterscheiden sich dieWirksamkeiten beider Präpa-
rate nicht voneinander.
Da Lavasept® maximal in der Anwendungskonzentration von 0,04%
Polihexanid verwendet und für chronische Wunden die reduzierte An-
wendungskonzentration von 0,02% empfohlen wird, die Anwendungs-
konzentration von Polihexanid im Prontosan® jedoch 0,1% beträgt, ist
bezüglich der Anwendungslösungen die Kombination von Polihexanid
undMacrogolum gegenüber unverdünntem Protosan® als weniger zyto-
toxisch und damit besser wundverträglich einzuschätzen. Zur experi-
mentellen Manifestierung dieser Vermutung sind weitere Untersuchun-
gen angezeigt.

Schlüsselwörter: Polihexanid, Macrogolum, Undecylenamidopropyl-
Betain, Koergismus, Zytotoxizität

Einleitung
Der antiseptischeWirkstoff Polihexanid ist als remanenter
Wirkstoff in Händedesinfektionsmitteln und Hautantisep-
tika für den Einsatz zur Ganzkörpersanierung von MRSA-
Trägern einschließlich Haarwäsche und Anwendung im
äußeren Gehörgang enthalten. In Schleimhaut- und
Wundantiseptika wird er als Hauptwirkstoff eingesetzt.
DerWirkstoff Polihexanid steht in verschiedenen Zuberei-
tungen zur Auswahl. Die seit längstem verfügbare ist La-
vasept®, die Kombination von Polihexanid mit Macrogo-
lum. In der Schweiz ist Polihexanid (Lavasept®) als Kon-
zentrat und als Gebrauchslösung als Arzneimittel regis-
triert. Der Hersteller garantiert für das Konzentrat die
Einhaltung der Spezifikationen hinsichtlichMolekularmas-
senverteilung, Abwesenheit giftiger Vor- oder Zwischen-
produkte aus der Synthese sowie Einhaltung der Grenz-
werte für den Schwermetallgehalt nach DAB. In
Deutschland und Österreich ist Lavasept® nicht als Arz-
neimittel registriert, so dass von Apotheken dieGebrauchs-
lösung zur Wundantiseptik sowie andere Zubereitungen
aus Lavasept®-Konzentrat durch Verdünnung mit Ringer-
Lösung hergestellt werden.
Im Neuen Rezeptur-Formularium des DAC sind folgende
Monographien enthalten: Polihexanid-Lösung 0,02%/
0,04% NRF 11.128, Hydrophiles Polihexanid-Gel 0,04%/
0,1%NRF 11.131, Polihexanid-Augentropfen 0,02%, NRF
15.25, Polihexanid-Augenbad 0,04%, NRF 15.26 und
Polihexanid-Stammlösung0,1%. Diese neuenRezepturen
unterstreichen die wachsende Bedeutung dieser gut
wirksamen verträglichen Substanz [1].
In Deutschland, Österreich und der Schweiz sind sterile,
gebrauchsfertige Wundspüllösungen wie Lavasorb® und
Lavanid® mit 0,02% bzw. 0,04% Polihexanid mit Macro-
golum zur Reinigung, Erregerausschwemmung und
Feuchthaltung vonWunden alsMedizinprodukt erhältlich.

Ebenso ist die Wundspüllösung Prontosan® mit den
Komponenten Undecylenamidopropyl-Betain als oberflä-
chenaktive Substanz und Polihexanid als antiseptischem
Wirkstoff erhältlich.
Schließlich steht seit 2007 mit Serasept® das erste in
Deutschland zugelassene Arzneimittel mit 0,02% bzw.
0,04% Polihexanid in steriler, gebrauchsfertiger Darrei-
chung zur Verfügung.
Da der Koergimus von Macrogolum bzw. Undecylenami-
dopropylbetain mit Polihexanid bisher nicht untersucht
worden ist, sollte damit anhand der Merkmale bakteriozi-
de Wirksamkeit und Zytotoxizität gegenüber Mäusefibro-
blasten im direkten Vergleich begonnen werden.

Methode

Quantitativer Suspensionstest

Der quantitative Suspensionstest wurde gemäß
prEN13727 [2] durchgeführt, wobei die Testung auf die
Leitmikroorganismen S. aureus und P. aeruginosa bei
Belastungmit 10% Schafblut beschränkt wurde. Für jede
Einwirkungszeit und Prüfkonzentration wurde eine Wie-
derholung geprüft. Die Wirksamkeit wird als sog. Reduk-
tionsfaktor angegeben, der sich aus der Differenz des lg
der Koloniezahl vor Substanzeinwirkung und des lg der
Koloniezahl nach Substanzeinwirkung ergibt.

Zytotoxizitätstestung

Testprinzip

Als Testzellen wurden permanente Mäusefibroblasten
L929 (ATCC CCL1) verwendet. Die Testung erfolgte in
Kulturmediumbei Anwesenheit von 10% fötalem bovinen
Serum (BSA) nach Kontaktzeiten der Prüflösungen mit
den Zellen über 1, 5, 15 und 60 min durch sofortige
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der 96well-Zellkulturplattemit den dazugehörigen Positionen für die unterschiedlichen
Einwirkzeiten einer Prüfkonzentration

Charakterisierung der Vitalität der Prüfzellenmittels MTT-
Nachweisreaktion [3]. Alle Untersuchungen wurden als
12-fache Bestimmung durchgeführt.

Ablaufschema

Einen Tag vor der Testung wurden die L929-Zellen in einer
Dichte von 1x106 Zellen/ml in 96 well-Zellkulturplatten
(MTP) ausgesät undüberNacht imBegasungsbrutschrank
anwachsen gelassen. Es resultierte 80%-90% Konfluenz.
Die Versuchsdurchführung erfolgte gemäß Abbildung 1.
Eine MTP mit >80% konfluentem Zellrasen wird dem
Brutschrank entnommen. Nur von den rosa gekennzeich-
neten Reihen wird zunächst das überstehende Kulturme-
dium vorsichtig abgesaugt und 100 µl der Prüflösung (PL)
zugefügt. Absaugen und Zugabe der PLmüssen innerhalb
von 1 min erfolgen. Die MTP wird für 44 min weiter inku-
biert. Anschließend wird von den hellbraun gekennzeich-
neten Reihen das Medium abgesaugt und 100 µl der PL
zugefügt. Die MTP wird für 9 min weiter inkubiert. Absau-
gen und Zugabe der Prüflösung müssen innerhalb von 1
min erfolgen. Anschließend wird von den gelb gekenn-

zeichneten Reihen das Medium abgesaugt und 100 µl
der PL zugefügt. Die MTP wird für 3 min weiter inkubiert.
Absaugen und Zugabe der Prüflösungmüssen wiederum
innerhalb von 1 min erfolgen. Zuletzt wird von den hell-
grün gekennzeichneten Reihen das Medium abgesaugt
und 100 µl der PL zugefügt. Absaugen und Zugabe der
Prüflösung müssen erneut innerhalb von 1 min erfolgen.
Nach einer weiterenMinute Einwirkzeit werden sämtliche
Überstände in den Kavitäten der MTP auf sterilem Zell-
stoff ausgeschüttet und durch vorsichtiges Ausklopfen
entfernt.
Die Zellen werden sofort mit 2x200 µl Kulturmedium für
jeweils 2min gewaschen. Anschließend erfolgt die Zugabe
vonMTT-Medium. Nach einer Inkubationszeit von 3 h bei
37°C im Begasungsbrutschrank wird das überstehende
Medium gründlich entfernt. Das in den Zellen abgelagerte
Formazan wird über 1 h auf dem Schütteltisch unter
Lichtausschlussmit HCl-angesäuertem2-Propanol eluiert.
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MTT-Methode

Die Bestimmung der Vitalität der Zellen beruht darauf,
dass lebende Zellen mit Hilfe der mitochondrialen Succi-
nat-Dehydrogenase das gelb gefärbte Tetrazoliumsalz
MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium-
bromid] in ein blaues, unlösliches Formazanderivat um-
wandeln und intrazellulär ablagern. Anschließend wird
das gespeicherte Formazanderivat mit angesäuertem 2-
Propanol eluiert. Die Färbung des Überstands wird spek-
tralphotometrisch im EIA-Reader Benchmark (BioRad)
ausgewertet (Messwellenlänge 540 nm, Referenzwellen-
länge 655 nm). Die Absorption ist ein direktes Maß der
Vitalität der Zellen. Definitionsgemäß wird die mittlere
Absorption des Medium-Kontrollansatzes 100% Vitalität
gleichgesetzt und die Vitalität der Zellen in den Testansät-
zen relativ zu dieser bestimmt.

Bestimmung der IC50

Die IC50 ist die Wirkstoff-Konzentration, bei der noch 50%
der Zellen vital bleiben. Die IC50 stellt eine geeignete
Konzentrationsgröße zur vergleichenden Abschätzung
der In-vitro-Zytotoxizität verschiedener Präparate dar. Zu
ihrer Ermittlung werden mindestens 4 Werte benötigt,
wobei im Idealfall 2 Werte den Bereich ≥50% Vitalität
und 2 Werte den Bereich ≤50% Vitalität der L929-Zellen
einschließen sollten.

Prüfsubstanzen

Geprüft wurden Lavasept® Konzentrat (Ch.-B. PC552,
03/2006, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg, seit Juli 2007 B. Braun Medical AG, Sempach)
und Prontosan® Wundspüllösung (Ch. 2001-7, WS
35310701, 2004-07; ProntomedGmbHMedizinprodukte,
Hiddenheim). 1ml Lavasept®-Konzentrat enthält 200mg
Polihexanid (PHMB) mit einem Durchschnittsmolekular-
gewicht von 2800 und 10 mg Macrogolum 4000. Als
Anwendungskonzentration wird zu Beginn der Wundbe-
handlung 0,2%iges Konzentrat, d.h. 0,04% PHMB, emp-
fohlen [4]. 100 ml Lösung Prontosan® Wundspüllösung
enthalten 0,1 g Undecylenamidopropyl-Betain und 0,1 g
PHMB. Die Anwendungskonzentration beträgt 0,1%
PHMB.
Es wurden jeweils in Bezug auf dieWirkstoffkonzentration
im Produkt äquivalente Verdünnungen beider Wundspül-
lösungen getestet (Tabelle 1).

Ergebnisse

Bakteriozide Wirksamkeit

Während sich gegenüber S. aureus keineWirkungsunter-
schiede verifizieren lassen, ist Prontosan® bei kurzer
Einwirkungszeit nach 1 min aber auch noch nach 5 min
Exposition gegenüber P. aeruginosa deutlich wirksamer
als Lavasept®. In der Prüfkonzentration von 0,089% Poli-

hexanid erreicht Lavasept® erst ab 15min Einwirkungszeit
die gleiche Wirksamkeit wie Prontosan®. Bei niedrigeren
Polihexanid Konzentrationen, 0,02 und 0,01%, und län-
gerer Einwirkzeit, ab 15 min, zeichnet sich eine geringfü-
gig bessereWirksamkeit des Kombinationspräparats aus
Polihexanid und Macrogolum ab, die allerdings nicht si-
gnifikant ist.
Bezogen auf diese Prüfkonzentration erfüllt Prontosan®

dieWirkungsanforderungen an ein Antiseptikummit ≥3lg
Reduktion gegenüber P. aeruginosa nach 1 min Einwir-
kungszeit, Lavasept® erst nach 5 min Einwirkungszeit
(Tabelle 2).

Zytotoxizität

Die Ergebnisse der In-vitro-Zytotoxizitäts-Testung für das
Prüfpräparat Prontosan® für die Konzentrationen von
100, 200, 400 und 500 μg/ml PHMB sind in Abbildung
2 dargestellt, die für Lavasept® in Abbildung 3.
Bei der höchsten Prüfkonzentration von PHMB von 500
µg/l und der kürzesten Einwirkungszeit von 1 min ist der
Unterschied der Zytotoxizität zwischen beidenWundspül-
lösungen amdeutlichsten ausgeprägt. Bei dieser Konzen-
trations-Zeit-Relation ist die Zytoxizität von Lavasept® etwa
doppelt so hoch wie die von Prontosan®. Mit abnehmen-
der Prüfkonzentration und zunehmender Einwirkungszeit
schwächt sich dieser Unterschied zunehmend ab.
In Abbildung 4, Abbildung 5, Abbildung 6 und Abbildung
7 sind die Prüfergebnisse im direkten Vergleich für die
unterschiedlichenPrüfkonzentrationen zusammengefasst.
Hier ergibt sich eine vergleichbare Abstufung in der Zyto-
toxizität zwischen Lavasept® und Prontosan®. Bei der
PHMB-Konzentration von 500 µg/l ist die Zytotoxizität
von Lavasept® sowohl bei 1 min als auch bei 5 min etwa
doppelt so hoch wie die von Prontosan®. Bei 400 µg/l
ergibt sich die analoge Situation bei 5 min und 15 min
Einwirkungszeit, bei 200 µg/l bei 15 min und 60 min
Einwirkungszeit. Bei 100 µg/l ist der Unterschied bei allen
Einwirkungszeiten dagegen nur noch marginal.
Zur vergleichenden Abschätzung der In-vitro-Zytotoxizität
wurde die IC50 kalkuliert. Dabei ist zu berücksichtigen,
dass eine Bestimmung der IC50 für die untersuchten
Wirkstoffe mit den vorliegenden Ergebnissen streng ge-
nommen nur bei der Einwirkzeit von 5 min möglich ist,
d.h. alle anderen Werte sind als Näherungswerte zu be-
trachten (Abbildung 8).
Die IC50-Werte der beiden PHMB-enthaltenden Prüfpräpa-
rate betragen nach einer Einwirkzeit von 5 min für Lava-
sept 255 µg/ml und für Prontosan 353 µg/ml (Abbildung
8).
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Tabelle 1: Produkt- und Wirkstoffkonzentration [%] mit zugehöriger Einwirkzeit (prEN 13727)

Tabelle 2: Reduktionsfaktoren (RF) für S. aureus und P. aeruginosa
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Abbildung 2: Vitalität der L929-Zellen [%] nach Kontakt mit 100-500 µg/ml PHMB (Prontosan®) über 1, 5, 15 und 60 min bei
Anwesenheit von 10% FBS

Abbildung 3: Vitalität der L929-Zellen [%] nach Kontakt mit 100-500 µg/ml PHMB (Lavasept®) über 1, 5, 15 und 60 min bei
Anwesenheit von 10% FBS
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Abbildung 4: Vergleich der Vitalität der L929-Zellen [%] im In-vitro-Zytotoxizitätstest nach Kontakt mit 500 µg/ml Wirkstoff in
den Prüfpräparaten Lavasept® und Prontosan®

Abbildung 5: Vergleich der Vitalität der L929-Zellen [%] im In-vitro-Zytotoxizitätstest nach Kontakt mit 400 µg/ml Wirkstoff in
den Prüfpräparaten Lavasept® und Prontosan®

7/11GMS Krankenhaushygiene Interdisziplinär 2007, Vol. 2(2), ISSN 1863-5245

Müller et al.: Vergleich der bakterioziden Wirksamkeit und In-vitro-Zytotoxizität ...



Abbildung 6: Vergleich der Vitalität der L929-Zellen [%] im In-vitro-Zytotoxizitätstest nach Kontakt mit 200 µg/ml Wirkstoff in
den Prüfpräparaten Lavasept® und Prontosan®

Abbildung 7: Vergleich der Vitalität der L929-Zellen [%] im In-vitro-Zytotoxizitätstest nach Kontakt mit 100 µg/ml Wirkstoff in
den Prüfpräparaten Lavasept® und Prontosan®
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Abbildung 8: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der untersuchten Präparate Prontosan® (Pro) und Lavasept® (Lav) nach
Einwirkzeiten von 1-60 min

Diskussion
Die Untersuchungen zeigen, dass bei vergleichsweise
hohen Anwendungskonzentrationen von Polihexanid
durch den Zusatz von Undecylenamidopropylbetain die
Wirksamkeit im Vergleich zur Kombination mit Macrogo-
lum gegenüber P. aeruginosa verstärkt wird, obwohl
gleichzeitig die In-vitro-Zytotoxizität gegenüber Mäusefi-
broblasten geringer ist als für die Kombination von Poli-
hexanid mit Macrogolum. Die In-vitro-Zytotoxizität wird
durch den Betainzusatz in Abhängigkeit von der Konzen-
trations-Zeit-Relation umbis zu 50% abgeschwächt. Beim
Vergleich der IC50 ergibt sich ein Abstand von etwa 28%.
Bei niedrigeren Polihexanid Konzentrationen, 0,02 und
0,01%, und längerer Einwirkzeit, ab 15min, zeichnet sich
eine geringfügig bessereWirksamkeit des Kombinations-
präparates aus Polihexanid und Macrogolum ab. Bei
starker Verdünnung, z. B. durch Wundsekret, könnte die
Formulierung aus Polihexanid undMacrogolum ggf. über
eine etwas größere Wirksamkeitsreserven verfügen. Zu-
dem nähert sich die In-vitro-Zytotoxizität beider Formulie-
rungen gegenüber Mäusefibroblasten mit abnehmender
Polihexanid Konzentration an.
Als Ursache für die beobachteten Phänomene kommt
eine Wechselwirkung der Inhaltsstoffe Polihexanid mit
Macrogolum bzw. Undecylenamidopropylbetain infrage.

Bei Undecylenamidopropylbetain handelt es sich um ein
Derivat der Undecylensäure. Diese verändert Eiweißstruk-
turen in der Hornschicht der Haut und schädigt die Zell-
membranen von Mikroorganismen. Von Undecylensäure
ist bekannt, dass sie antifungielle Eigenschaften hat. Ei-
ner der durch Untersuchungen an Candida albicans
nachgewiesenen Mechanismen hierfür ist, dass die
Morphogenese der Hefe durch Hemmung der Umwand-
lung in die hyphale Form unterbunden wird. Als ein mög-
licher Mechanismus werden die Wechselwirkung mit der
Biosynthese von Fettsäuren und eine Störung der Lipid-
synthese diskutiert. Darüber hinaus verändernmittelket-
tige, ungesättigte Fettsäuren wie Undecylensäure den
pH-Wert des Zytoplasmas durch den Transport von Proto-
nen in die Zelle [5], [6]. Undecylenamidopropyl-betain ist
ein amphoteres Tensid, d.h. es ist sowohl positiv als auch
negativ geladen. Gemäß demProduktblatt des Herstellers
[2] kann Undecylenamidopropylbetain problemlos mit
anionischen, nichtionischen und anderen amphoteren
Tensiden kombiniert werden. Mit kationischen Substan-
zen kann es jedoch zu Wechselwirkungen kommen. So
reduzieren quartäre Ammoniumverbindungen die antifun-
giellen Eigenschaften des Undecylenamido-propylbetain
über Wechselwirkungen der Moleküle. Bei Polihexanid
handelt es sich um eine kationische Substanz. Der Wirk-
stoff bindet an Phospholipidmembranen in der Bakterien-
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zellwand, löst Permeabilitätsänderungen und Ladungs-
verschiebungen in der Zellmembran aus, hemmt mem-
branständige Stoffwechselprozesse und bewirkt letztlich
die Koagulation von Zellinhaltsstoffen. Damit werden die
Bakterienzellen abgetötet [7], [8], [9], [10]. Die Substan-
zen Undecylenamidopropylbetain und Polihexanid binden
und wirken somit beide an den gleichen Strukturen von
Zellen, an den Zellmembranen.Werden beide Substanzen
kombiniert eingesetzt, konkurrieren sie um die Bindungs-
stellen in der Zellmembran. Hierdurch würde sich die in
unseren Versuchen festgestellte geringere Zytotoxizität
einer Formulierung, die beide Substanzen enthält, erklä-
ren lassen. Der Zugang des Polihexanid zu einer in diesem
Fall Eukaryontenzelle würde abgeschwächt werden. Die
entgegen dieser Hypothese festgestellte Verbesserung
der mikrobioziden Wirksamkeit im Kurzzeitbereich von
1–5 min Exposition könnte durch die tensidische Eigen-
schaft des Undecylenamidopropylbetains, das einen
besseren Zugriff des Polihexanid auf den Erreger P. auru-
ginosa, der zur Schleimbildung neigt, erzeugt werden.
Die tensidische Eigenschaft würde nach dieser Hypothese
in diesem Fall die Konkurrenz um die Bindungsstellen in
der Zellmembran der Prokaryontenzelle überkompensie-
ren. Bei S. aureus ist eine Wirkungsverstärkung durch
Undecylenamidopropylbetain nicht erkennbar, was mit
der unterschiedlichen Zellwandstruktur grampositiver
und gramnegativer Bakterien zusammenhängen könnte.
Ein Anhaltspunkt für die Hypothese von der Konkurrenz
um Bindungstellen in Zellmembranen zeigt sich in der
festgestellten Umkehr der beobachteten Effekte mit zu-
nehmender Einwirkzeit und abnehmender Konzentration.
Möglicherweise wird, wenn der Tensidvorteil des Undecy-
lenamidopropylbetains aus der Formulierung „herausver-
dünnt“ wird, die Wechselwirkung an der geringfügig redu-
ziertenWirksamkeit der Kombination von Polihexanidmit
Undecylenamidopropylbetain im Vergleich zur Kombina-
tion von Polihexanidmit Macrgolum sichtbar. Damit kann
eine Kombination von Polihexanid mit Undecylenamido-
propylbetain unter Zugrundelegung gleicherWirkstoffkon-
zentrationen von Polihexanid als das gegenüber einer
Kombination mit Macrogolum verträglichere Wundanti-
septikum eingeschätzt werden, wobei der Unterschied
mit höherer Wirkstoffkonzentration deutlicher wird.
Da Prontosan® zur Wundreinigung unverdünnt mit einer
Polihexanidkonzentration von 0,1%, Lavasept® dagegen
mit einer Polihexanidkonzentration von 0,04% bzw. bei
längerer Anwendung von 0,02% eingesetzt wird, werden
die Wirkungsanforderungen an ein Wundantiseptikum
für die beiden Testorganismen S. aureus und P. aerugino-
sa durch Prontosan® bereits nach 1 min Einwirkungszeit
erreicht, für Lavasept® dagegen erst nach 5 min.
Da Lavasept® maximal in der Anwendungskonzentration
von 0,04%Polihexanid verwendet wird und für chronische
Wunden die reduzierte Anwendungskonzentration von
0,02% empfohlen wird [4], die Anwendungskonzentration
von Polihexanid im Prontosan® jedoch 0,1% beträgt, ist
bezüglich der Anwendungslösungen Lavasept® gegenüber
Prontosan® als weniger zytotoxisch und damit besser
wundverträglich einzuschätzen. Zur experimentellen Ab-

klärung dieser Vermutung sind weitere Untersuchungen
angezeigt. Inwieweit dieser wahrscheinliche/vermutete
Unterschied bei nur einmaliger Anwendung von Pronto-
san® zur Wundreinigung zum Tragen kommt, kann mit
dieser Studie nicht beantwortet werden.
Prinzipiell scheint jedoch eine Optimierung von Polihexa-
nid haltigenWundpüllösungen durch besser aufeinander
abgestimmte Konzentrationsverhältnisse von Polihexanid
und Undecylenamidopropylbetain denkbar zu sein.
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Background: This study presents a comparative investigation of the antimicrobial efficacy of the antiseptics
PVP–iodine, triclosan, chlorhexidine, octenidine and polyhexanide used for pre-surgical antisepsis and antisep-
tic treatment of skin, wounds and mucous membranes based on internationally accepted standards.

Methods: MICs and MBCs were determined in accordance with DIN 58940-7 and 58940-8 using Staphylococcus
aureus (including methicillin-resistant Staphylococcus aureus), Enterococcus faecalis (including vancomycin-
resistant Enterococcus), Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Clostridium
perfringens, Haemophilus influenzae and Candida albicans. The microbicidal efficacy was determined in accord-
ance with DIN EN 1040 and 1275 using S. aureus, P. aeruginosa and C. albicans.

Results: For chlorhexidine, octenidine and polyhexanide, MIC48 and MBC24 ranged from 16 to 32 mg/L.
Maximum values for triclosan ranged from 256 to 512 mg/L, with an efficacy gap against P. aeruginosa,
while the maximum values of PVP–iodine were 1024 mg/L, with a gap against S. pneumoniae. Comparing
the minimal effective concentrations, octenidine was most effective. After 1 min, only octenidine and
PVP–iodine fulfil the requirements for antiseptics.

Conclusions: Tests under standardized and harmonized conditions help to choose the most efficacious agent.
When a prolonged contact time is feasible, ranking of agents would be polyhexanide¼octenidine.

chlorhexidine.triclosan.PVP–iodine. This is consistent with the recommendations for antisepsis of acute
wounds. Polyhexanide seems to be preferable for chronic wounds due to its higher tolerability. If an immediate
effect is required, ranking would be octenidine¼ PVP–iodine≫polyhexanide.chlorhexidine.triclosan.

Keywords: wounds, antisepsis, disinfection, skin, mucous membranes, EN 1040, EN 1275, DIN 58940, MIC, MBC, microbistatic,
microbicidal

Introduction
Antiseptic agents such as triclosan [5-chlorine-2-(2,4-
dichlorphenoxy)-phenol], PVP–iodine [poly(vinylpyrrolidone)–
iodine complex], octenidine dihydrochloride (octenidine),
polyhexanide (polyhexamethylene biguanide) and chlorhexidine
digluconate (chlorhexidine) are widely used for the prevention
and therapy of bacterial infections, especially for antisepsis of
mucous membranes and wounds.1 – 10 Numerous studies have
been published concerning the antimicrobial properties of
these agents.11 – 24 However, there are no systematic investi-
gations comparing these antiseptics against each other using
standardized and harmonized test procedures. Furthermore,

many of these studies have been performed using commercial
products, such as disinfectants and hand scrubs, which contain
the active ingredients in different concentrations, making it
difficult to compare the antiseptic properties of the active
substance itself and to decide which is the antiseptic of choice
for specific indications.

In order to provide reliable and reproducible information on
the MIC/minimal microbicidal concentration (MBC) (microdilution
test; DIN 58940) as well as the microbicidal efficacy (quantitative
suspension tests; EN 1040, EN 1275) of triclosan, PVP–iodine,
octenidine, polyhexanide and chlorhexidine, a comparative
study under standardized conditions based on the DIN EN
standards25 – 28 was performed.

# The Author 2010. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.
For Permissions, please e-mail: journals.permissions@oxfordjournals.org
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Materials and methods

Test preparations and neutralization
Octenidine (Schülke & Mayr GmbH, Norderstedt, Germany), polyhexanide
(Fagron GmbH & Co. KG, Hamburg, Germany), PVP–iodine and chlorhexi-
dine digluconate (Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg, Germany)
were diluted in water of standardized hardness (WSH; according to DIN
EN 104025) to the final test concentrations. Triclosan (Fluka/Sigma-Aldrich
Biochemie GmbH, Buchs, Switzerland) was only poorly soluble in water, so a
stock solution of 50% triclosan in 80% dimethylsulphoxide (DMSO) was
prepared and diluted in several steps to yield a final concentration of 1%
triclosan in 40% DMSO/WSH. All further dilutions were prepared with
40% DMSO/WSH. The suitability as solvent of 40% DMSO/WSH regarding
inefficacy was demonstrated using the quantitative suspension test as
well as in the microdilution test. After a contact time of 24 h, no microbici-
dal or microbistatic effect was observed against Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa or Candida albicans.

As neutralizing agents, the following solutions were used in accordance
with DIN EN 1040 and 1275:25,26 3.0% polysorbate 80+3.0% saponin+0.1%
L-histidine+0.1% cysteine for neutralizing octenidine, chlorhexidine and poly-
hexanide; 3.0% polysorbate 80+0.3% lecithin+0.3% L-histidine+0.5%
sodium thiosulphate for neutralizing PVP–iodine; and 8.0% poly-
sorbate 80+2.0% SDS+0.8% lecithin+1.0% sodium thiosulphate+6.0%
saponin (double-concentrated) for neutralizing triclosan.

To determine the MICs and the MBCs as the first step of the investi-
gation, all substances were prepared in concentrations in the range
1024–0.00390625 mg/L. The concentration ranges used in the quanti-
tative suspension tests are summarized in Table 1.

Test organisms and nutrient solutions
In the microdilution method, the test organisms S. aureus (ATCC 6538),
P. aeruginosa (ATCC 15442), C. albicans (ATCC 10231), Enterococcus

faecalis (ATCC 29212), Streptococcus pneumoniae (ATCC 49619),
Escherichia coli (ATCC 35218), Clostridium perfringens (ATCC 13124),
Haemophilus influenzae (ATCC 49247), a methicillin-resistant S. aureus
(MRSA; North German epidemic strain, clinical isolate, Institute for
Hygiene and Environmental Medicine, University Greifswald) and a
vancomycin-resistant Enterococcus (VRE; clinical isolate, Institute for
Hygiene and Environmental Medicine, University Greifswald) were
used. Except for H. influenzae and C. perfringens, bacteria were culti-
vated on blood agar and Mueller–Hinton broth (MHB). H. influenzae
was grown in MHB, supplemented with 2% lysed horse blood, 5 mg/L
NAD and 5 mg/mL yeast extract. C. perfringens was cultivated
in heart–brain–glucose bouillon or the respective solid medium.
C. albicans was cultivated on Sabouraud agar and in ‘high-resolution’
(HR) medium.

In the quantitative suspension tests, the test organisms S. aureus
(ATCC 6538), P. aeruginosa (ATCC 15442) and C. albicans (ATCC
10231) were used. The bacteria were cultivated on casein peptone
soybean agar (CSA). C. albicans was cultivated on malt extract agar
(MEA).

Microdilution test
To determine MICs and MBCs, DIN 58940-727 and 58940-828 and the cor-
responding supplementary sheets were strictly followed. Briefly, the test
organisms were cultivated on agar at 368C for 18 h; thereafter, one
colony was transferred into 1 mL of Mueller–Hinton bouillon and
diluted to reach 105 cfu/mL. Tests were performed using 96-well micro-
titre plates. Each well was filled with 100 mL of defined antiseptic dilution
and 100 mL of test organism suspension.

After 24 h, the turbidity was evaluated as the indicator for bacterial
growth. For determination of the MBC, samples in the range around the
threshold for turbidity after 24 h were transferred onto blood agar as
described in the standard28 and evaluated for growth after 24 h.

Table 1. Concentration ranges of the test preparations used in the quantitative suspension tests according to DIN EN 1040 and 127525,26

Antiseptic agent PVP–iodine Chlorhexidine Octenidine Polyhexanide Triclosan

Concentration range (mg/L) 500–31.25 4000–5 250–1 5000–1 50000–10

Table 2. Results of MIC and MBC determination according to DIN 58940-7 and 58940-827,28

Test organism

MIC and MBC (mg/L)

octenidine PVP–iodine polyhexanide chlorhexidine triclosan

MIC24 MIC48 MBC24 MIC24 MIC48 MBC24 MIC24 MIC48 MBC24 MIC24 MIC48 MBC24 MIC24 MIC48 MBC24

S. aureus 2 2 2 512 8 8 0.5 1 1 8 8 8 0.125 0.125 1
E. faecalis 4 4 1 ≥1024 1024 1024 2 16 16 16 16 16 16 16 16
S. pneumoniae 8 32 32 .1024 .1024 .1024 1 2 2 4 4 4 8 8 8
E. coli 2 2 8 1024 1024 1024 0.5 1 1 8 16 16 2 4 4
P. aeruginosa 2 8 8 1024 1024 1024 2 2 2 32 32 32 .512 .512 .512
C. perfringens 1 1 1 1024 1024 1024 2 2 2 32 32 32 256 256 512
H. influenzae 1 1 1 512 512 512 2 2 1 8 8 8 32 0.125 0.125
C. albicans 1 1 1 256 256 1024 1 1 4 4 ND 8 8 32 128
MRSA 1 1 2 256 256 1024 0.5 0.5 1 2 2 2 64 64 64
VRE 4 4 4 1024 1024 1024 4 8 32 16 32 32 128 128 128

Maximum value 8 32 32 .1024 .1024 .1024 4 16 32 32 32 32 .512 .512 .512

ND, not determined.
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Quantitative suspension test
Bactericidal and fungicidal efficacy was determined without organic load,
strictly following DIN EN 104025 and DIN EN 1275.26 Briefly, 1 mL of the
test organism suspension and 1 mL of WSH were mixed and incubated
for 2 min. Afterwards, 8 mL of the respective test substance was
added. The resulting solutions were incubated for 1, 5, 10, 60, 360 or
1440 min. At the end of the contact time, 1 mL of the test solution
was transferred to 8 mL of the respective neutralizing solution and

1 mL of WSH and neutralized for 5 min. Thereafter, 1 mL of the neutral-
ized test solution was spread onto two nutrient agar plates. After incu-
bation for 24 h (bacteria) or 48 h (yeast), the colonies were counted
and the number of recoverable colonies (Na) in the test solution was cal-
culated. The reduction factor (RF) was determined as the difference
between the log number of cells in the test solution at the beginning
of the contact time (N0) and the log of Na.

In addition to DIN EN, water controls using 8 mL of WSH instead of
test preparation were performed simultaneously in the first test run to
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Figure 1. Concentration–time curves for the concentrations of the antiseptic agents to achieve the minimum required reduction of the most resistant
test organism at each contact time. Data points represent the concentrations achieving a log reduction of ≥4.8 or ≥3.8 for the test bacteria
(P. aeruginosa and S. aureus) and C. albicans, respectively, in at least three experiments.
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Figure 2. Concentration–time curves for the antiseptic agents to achieve an RF of ≥4.8 with P. aeruginosa. Data points represent the concentrations
achieving a log reduction of ≥4.8 for P. aeruginosa in at least three experiments.
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exclude any bactericidal effects of WSH. In the water controls, no essen-
tial difference was observed compared with the N0 values.

Results

MICs and MBCs

The maximum value of the antiseptic agent describes the con-
centration required for inhibition or killing of the individually

most resistant test organism. For chlorhexidine, octenidine and
polyhexanide, comparable concentrations of 16–32 mg/L were
determined for the MIC48 and MBC24. The MIC24 of chlorhexidine
(32 mg/L) was at the same level, while those of octenidine
(8 mg/L) and polyhexanide (4 mg/L) were lower. For triclosan,
the maximum values ranged from 256 to 512 mg/L with a dis-
tinct efficacy gap against P. aeruginosa, while the maximum
values of PVP–iodine were 1024 mg/L with an efficacy gap
against S. pneumoniae (Table 2).
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Figure 3. Concentration–time curves for the antiseptic agents to achieve an RF of ≥4.8 with S. aureus. Data points represent the concentrations
achieving a log reduction of ≥4.8 for S. aureus in at least three experiments.
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Figure 4. Concentration–time curves for the antiseptic agents to achieve an RF of ≥3.8 with C. albicans. Data points represent the concentrations
achieving a log reduction of ≥3.8 for C. albicans in at least three experiments.
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Table 3. Results according to DIN EN 104025 and 1275:26 concentrations that resulted in an average log reduction of ≥3.8 (C. albicans) or ≥4.8 (S. aureus and P. aeruginosa) with
the individual contact times; the highest concentration necessary is underlined for the respective test organism and then summarized in bold for each contact time

Test organism Contact time

Concentration (mg/L) to achieve a log reduction of ≥3.8 or ≥4.8 (mean reduction in ≥3 experiments/SD)

octenidine PVP–iodine polyhexanide chlorhexidine triclosan

C. albicans 1 min 25 (4.03 log/SD¼0.48) 500 (4.16 log/SD¼0.20) 5000 (4.07 log/SD¼0.22) 5000 (3.82 log/SD¼0.25) 10000 (4.03 log/SD¼0.45)
P. aeruginosa 50 (4.96 log/SD¼0.42) 250 (5.17 log/SD¼0.24) 500 (5.29 log/SD¼0.12) 5000 (4.94 log/SD¼0.37) 20000 (5.20 log/SD¼0.16)
S. aureus 10 (5.38 log/SD¼0.12) 250 (5.06 log/SD¼0.23) 250 (5.27 log/SD¼0.07) 2000 (5.30 log/SD¼0.15) 2500 (5.19 log/SD¼0.10)
Max. required concentration in

mg/L for this contact time
50 500 5000 5000 20000

C. albicans 5 min 25 (3.89 log/SD¼0.25) 250 (4.21 log/SD¼0.21) 500 (4.13 log/SD¼0.21) 500 (4.07 log/SD¼0.29) 10000 (4.42 log/SD¼0.09)
P. aeruginosa 25 (5.23 log/SD¼0.11) 250 (5.18 log/SD¼0.05) 125 (5.32 log/SD¼0.12) 500 (5.09 log/SD¼0.20) 20000 (5.20 log/SD¼0.16)
S. aureus 5 (5.15 log/SD¼0.35) 250 (5.37 log/SD¼0.07) 250 (5.23 log/SD¼0.06) 1000 (5.11 log/SD¼0.19) 1000 (5.24 log/SD¼0.04)
Max. required concentration in

mg/L for this contact time
25 250 500 1000 20000

C. albicans 10 min 25 (4.30 log/SD¼0.25) 250 (4.26 log/SD¼0.12) 200 (4.16 log/SD¼0.13) 500 (4.29 log/SD¼0.14) 10000 (4.42 log/SD¼0.09)
P. aeruginosa 10 (5.21 log/SD¼0.21) 250 (5.18 log/SD¼0.05) 50 (5.34 log/SD¼0.03) 500 (5.29 log/SD¼0.16) 20000 (5.28 log/SD¼0.13)
S. aureus 5 (5.32 log/SD¼0.08) 125 (5.07 log/SD¼0.29) 50 (5.27 log/SD¼0.07) 500 (5.06 log/SD¼0.23) 1000 (5.22 log/SD¼0.11)
Max. required concentration in

mg/L for this contact time
25 250 200 500 20000

C. albicans 60 min 25 (4.30 log/SD¼0.25) 250 (4.39 log/SD¼0.09) 100 (4.20 log/SD¼0.02) 100 (4.10 log/SD¼0.09) 1000 (4.16 log/SD¼0.61)
P. aeruginosa 5 (5.82 log/SD¼0.25) 250 (5.18 log/SD¼0.05) 5 (5.28 log/SD¼0.12) 100 (5.29 log/SD¼0.16) 10000 (5.16 log/SD¼0.02)
S. aureus 5 (5.82 log/SD¼0.25) 125 (5.13 log/SD¼0.13) 5 (5.23 log/SD¼0.06) 100 (4.87 log/SD¼0.07) 1000 (5.07 log/SD¼0.45)
Max. required concentration in

mg/L for this contact time
25 250 100 100 10000

C. albicans 360 min 10 (4.82 log/SD¼0.25) 250 (4.31 log/SD¼0.19) 25 (4.03 log/SD¼0.40) 100 (4.16 log/SD¼0.13) 50 (4.19 log/SD¼0.13)
P. aeruginosa 5 (5.23 log/SD¼0.11) 125 (5.23 log/SD¼0.13) 2.5 (5.14 log/SD¼0.24) 50 (5.19 log/SD¼0.02) 2500 (5.11 log/SD¼0.30)
S. aureus 1 (5.832 log/SD¼0.08) 125 (5.23 log/SD¼0.10) 2.5 (5.14 log/SD¼0.11) 10 (5.17 log/SD¼0.12) 250 (5.03 log/SD¼0.25)
Max. required concentration in

mg/L for this contact time
10 250 25 100 2500

C. albicans 1440 min 10 (4.32 log/SD¼0.03) 250 (4.08 log/SD¼0.15) 12.5 (4.26 log/SD¼0.08) 50 (4.25 log/SD¼0.17) 50 (4.36 log/SD¼0.39)
P. aeruginosa 5 (5.23 log/SD¼0.11) 125 (4.79 log/SD¼0.16) 2.5 (5.27 log/SD¼0.22) 10 (5.03 log/SD¼0.55) 100 (5.11 log/SD¼0.06)
S. aureus 1 (5.32 log/SD¼0.11) 62.5 (4.96 log/SD¼0.52) 2.5 (5.08 log/SD¼0.15) 10 (5.13 log/SD¼0.23) 100 (4.94 log/SD¼0.31)
Max. required concentration in

mg/L for this contact time
10 250 12.5 50 100

Kobu
rger

et
al.

1
7

1
6

http://jac.oxfordjournals.org


Bactericidal and fungicidal efficacy

In DIN EN, the concentration of an antiseptic agent is considered
adequately bactericidal or fungicidal if a reduction in the quanti-
tative suspension test of at least 5 (bactericidal) or 4 (fungicidal)
log steps is achieved.25,26 In this study, bactericidal or fungicidal
efficacy was accepted for a tested concentration if three inde-
pendent tests resulted in a mean reduction of ≥4.8 or ≥3.8 log
steps, respectively. In addition to those fixed lower limits, the
upper limits are set to 5.55 log or 4.55 log for EN 1040 or EN
1275, respectively—according to those EN standards, greater
numbers are not to be stated explicitly. The variation of
the data used for claiming sufficient efficacy for a given biocide
concentration is therefore confined to a range of 4.8–5.55 log
(EN 1040) or 3.8–4.55 log (EN 1275), for all data points and
given concentrations.

Comparing the minimal concentrations for the reduction of
the individually most resistant test organism, octenidine was
the most effective substance at all contact times (Figure 1).
Compared with polyhexanide, chlorhexidine and triclosan, the
minimal concentrations for PVP–iodine and octenidine were
almost constant over the entire time range of 1–1440 min
(PVP–iodine, 500–250 mg/L; and octenidine, 50–10 mg/L)
(Figures 1–4). For PVP–iodine, the minimal concentrations were
�10 times higher than those of octenidine (Table 3). The micro-
bicidal efficacy of polyhexanide, chlorhexidine and triclosan
showed a clear time dependency, with an up to 400-fold differ-
ence in the effective concentration between the shortest and the
longest contact time (Table 3). Furthermore, at a contact time of
1 min, the effective concentrations of polyhexanide (5000 mg/L)
and chlorhexidine (2000 mg/L) were �40–100 times higher than
those of octenidine. With a contact time of 10 min, both agents
achieved the efficacy of PVP–iodine (Figure 1). Polyhexanide even
achieved the efficacy of octenidine at contact times .60 min.
Triclosan was the agent with the highest minimal concentration
for achieving adequate antimicrobial efficacy, with a distinct effi-
cacy gap against P. aeruginosa as already seen in the MIC and
MBC tests (Figure 2 and Table 2). The effective concentrations
ranged from 20000 mg/L at 1–10 min contact time and
.2500 mg/L at 360 min, to 100 mg/L at a contact time of
1440 min (24 h) (Table 3). However, for S. aureus and C. albicans,
the efficacy of triclosan followed a time dependency more com-
parable to that of polyhexanide and chlorhexidine, but at higher
concentrations (Figures 3 and 4).

Comparison of MIC/MBC values and RFs for bactericidal
and fungicidal efficacy

For octenidine, polyhexanide and chlorhexidine, slightly higher
concentrations were determined in the quantitative suspension
tests compared with the microdilution test, whereas for
PVP–iodine and triclosan the MIC and MBC values were slightly
higher (Table 4).

Discussion
The antimicrobial properties of the antiseptic agents triclosan,
PVP–iodine, chlorhexidine, polyhexanide and octenidine, their
MICs and MBCs in the microdilution method, as well as bacteri-
cidal and fungicidal effects in the quantitative suspension test,
were compared in a systematic approach based on European
standards that are internationally accepted.

With regard to MIC and MBC, octenidine and polyhexanide
were shown to be the most effective agents with equally low
maximum values for all timepoints, followed by chlorhexidine,
which only failed to reach their efficacy for the MIC after 24 h.
The maximum values for triclosan were �10 times higher.
Against P. aeruginosa an efficacy gap was observed, as no effec-
tive concentration could be determined. For PVP–iodine, the
maximum values were up to 250 times higher than for polyhex-
anide and octenidine. An efficacy gap was observed against
S. pneumoniae.

For S. aureus, P. aeruginosa and C. albicans, MIC/MBC data may
be compared with the results from the quantitative suspension
test after a contact time of 24 h. Triclosan and PVP–iodine
seemed to be 4–5 times less active in the microdilution test.
This may be explained by differences in the methodology, as
the microdilution test was performed in a nutrient solution,
which already represents a high organic challenge. For
PVP–iodine, a distinct decrease in its antimicrobial activity in
the presence of organic matter (e.g. blood or sputum) is well
known,1,3 and Haraszthy et al.29 reported an increase in the
MIC of triclosan when defibrinated blood or horse serum was
added. In contrast, no such difference was observed for octeni-
dine or chlorhexidine. Only polyhexanide was found to be more
effective in the microdilution test than in the quantitative sus-
pension test. This may be explained by a more effective neutral-
ization of this substance in the quantitative suspension test. For

Table 4. Comparison of concentrations required for MIC, MBC and RFs ≥4.8 log or ≥3.8 log in the quantitative suspension test after 24 h of
exposure

Test organism

Effective concentrations for MIC, MBC and RF (mg/L)

octenidine PVP–iodine polyhexanide chlorhexidine triclosan

MIC MBC RF MIC MBC RF MIC MBC RF MIC MBC RF MIC MBC RF

S. aureus 2 2 1 512 8 62.5 0.5 1 2.5 8 8 10 0.125 1 100
P. aeruginosa 2 8 5 1024 1024 125 2 2 2.5 32 32 10 .512 .512 100
C. albicans 1 1 10 256 1024 250 1 4 12.5 4 8 50 8 128 50

Maximum value 2 8 10 1024 1024 250 2 4 12.5 32 32 50 .512 .512 100
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the microdilution test, the use of a neutralizing agent is not
specified, as it was established for testing antibiotics for which
neutralization need not be performed.

Nevertheless, even under these circumstances, the MIC and
MBC values of triclosan and PVP–iodine correlated well with
the results of the quantitative tests, insofar as all were higher
than those of the more effective antiseptic agents octenidine,
polyhexanide and chlorhexidine.

As antiseptics are often used for the antisepsis of skin and
mucous membranes before invasive procedures, their short-term
efficacy is of great importance. In the quantitative suspension
test at a contact time of 1 min, both octenidine and PVP–iodine
fulfil the requirements defined for antiseptics at a concentration
that is already quite similar to the concentrations required at the
longer contact times; however, the effective concentration of
PVP–iodine was �10 times higher than that of octenidine at
that contact time. In contrast, the antimicrobial activity of poly-
hexanide and chlorhexidine noticeably increased over time.
While their effective concentrations after 1 min were �40–100
times higher than that of octenidine, they achieved the level of
PVP–iodine after a contact time of 10 min. After 6 h, polyhexa-
nide even reached the efficacy level of octenidine. Concentration-
wise, triclosan was demonstrated to be the least effective agent,
especially against P. aeruginosa. Only at a contact time of 24 h
were concentrations that corresponded to those of PVP–iodine
sufficient for the intended reduction of the three test organisms.

Nevertheless, the present tests were performed without
defined interfering substances, e.g. protein load, and therefore
do not completely represent clinical conditions. As could
already be seen for PVP–iodine and triclosan, protein load may
have a noticeable influence on the results of such investigations.
Currently, further investigations under ‘dirty conditions’ are being
conducted to provide additional insight into the influence of
protein load on the antimicrobial efficacy of antiseptic agents.

Conclusions

This investigation of antiseptic efficacy under standardized
and harmonized conditions allows the user to choose the most
efficacious agent. For indications such as wound antisepsis and
treatment of mucosal infections, where a prolonged contact
time for antiseptic treatment is feasible, the following ranking
for the investigated antiseptic agents regarding their effective
microbistatic and microbicidal concentration was set:
polyhexanide¼octenidine.chlorhexidine.triclosan.PVP–
iodine. With regard to the tissue compatibility of octenidine and
polyhexanide, this ranking is consistent with the recommen-
dations for antisepsis of acute wounds,5 whereas for chronic
wounds polyhexanide seems to be preferable because of its
higher tolerability.30,31 In contrast, for indications requiring a
quick onset of antimicrobial activity, for instance, before invasive
procedures, the agents of choice are PVP–iodine and octenidine
followed by polyhexanide, chlorhexidine and triclosan. The influ-
ence of interfering substances on the biocides’ efficacy is cur-
rently under standardized investigation as well. However, it has
also to be noted that the decision for or against a particular anti-
septic product cannot be based solely on concentration-based
data only—additional factors, such as residual activity, cytotox-
icity and systemic risks, need to be taken into account equally.
But as those factors will be concentration dependent as well,

the data presented herein will further the more judicious use
of antiseptics with regard to concentration–contact time
relationship, side effects or the speed of onset of antimicrobial
activity at a given concentration.
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a b s t r a c t

Liposomes or oil-in-water emulsions containing egg yolk phosphatidylcholine (EPC) were combined with

aqueous polyhexamethylene biguanide hydrochloride (PHMB). The bactericidal activity of these prepara-

tions against Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus as well as their cytotoxicity on cultured

murine fibroblasts (L929 cells) was then assayed for either 30 min or 60 min in the presence of cell culture

medium containing 10% fetal bovine serum as surrogate for wound fluid. We used two assay designs:

in the first bactericidal activity and cytotoxicity were determined in separate experiments; in the sec-

ond both were determined in one experiment. Combining PHMB and EPC containing o/w emulsions or

liposomes protects mammalian cells without neutralizing the antiseptic effect. From all tested combi-

nations the o/w emulsions containing 0.05% PHMB proved to be superior in this respect to the aqueous

preparation.

© 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Polyhexamethylene biguanide hydrochloride (PHMB, polihex-

anide) is a highly water soluble polymeric cationic antimicrobial

agent which is commercially available as a 20% (w/v) aqueous

solution (VantocilTM, CosmocilTM, Lavasept®). In the past, PHMB

has been widely used as antimicrobial agent, i.e. in cosmetics,

as sanitizer, or in contact-lens multipurpose solutions because

of its low systemic toxicity. The agent accentuates from other

known antiseptics due to its significant promotion of wound heal-

ing [1]. PHMB may become the agent of choice for the treatment of

chronic wounds [2]. In addition to other antiseptics polihexanide is

highly cytotoxic in the peritoneal cavity [3]. Therefore we proved

the possibility to decrease its cytotoxicity while maintaining the

antiseptic efficacy combining egg phosphatidylcholine (EPC) and

PHMB.

PHMB interacts via the cationic biguanide groups with the

anionic head groups in the outer layer of the cell membranes

displacing membrane stabilizing Ca2+ [4]. The hydrophobic hexam-

ethylene bridging domains of the polymer are relatively inflexible,

so that they cannot be integrated into the hydrophobic bilayer of

the cell membrane. Thus, interaction of PHMB with the cell mem-

∗ Corresponding author. Tel.: +49 3834 515542; fax: +49 3834 515541.

E-mail address: kramer@uni-greifswald.de (A. Kramer).

brane results in a bridging of the anionic head groups of adjacent

acidic phospholipids [5–7]. This bridging is not restricted to pairs

of adjacent acidic phospholipids but leads to a rearrangement of

phospholipids into individual acidic phospholipid domains. This

rearrangement results in an alteration of the biological proper-

ties of the membrane [5–9]. These alterations include repulsion

of adjacent anionic phospholipids, disruption of the packaging of

the phospholipid hydrophobic tails and an increase in the per-

meability of the membrane to low molecular weight cytoplasmic

components including K+ [10]. The ability of PHMB to create

single phospholipid domains within heterogeneous phospholipid-

bilayers is not restricted to microbial cell membranes. A similar

increased distortion of membrane integrity is also produced in

mammalian cells. The commonest glycerophospholipids in bac-

terial cell membranes are phosphatidylethanolamine (frequently

predominant in Gram-negative species), phosphatidylglycerol and

diphosphatidylglycerol (cardiolipin). The latter two are acidic phos-

pholipids which are rarely found in mammalian cell membranes.

In contrast, phosphatidylcholine (lecithin), universally present as

the dominant phospholipid in membranes from animals, plants and

fungi, is a very rare component of bacteria and indeed is absent alto-

gether from Gram-positive species [11–13]. Even though it has been

reported that PHMB does not react with neutral phospholipids,

such as phosphatidylcholine [7], it nevertheless has considerable

cytotoxicity toward mammalian cells [14–16] which contain phos-

phatidylcholine as the predominant glycerophospholipid.

0009-2797/$ – see front matter © 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.cbi.2011.02.024
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We therefore investigated the possibility of decreasing the cyto-

toxic potency of PHMB on mammalian cells while maintaining

its antimicrobial efficacy by using liposomes or oil-in-water (o/w)

emulsions containing almost entirely of egg yolk phosphatidyl-

choline forming membranous structures.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals

Lipoid E80 (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Germany) consisting

of phospholipids from egg yolk was used for the preparation of

both the liposomes and the o/w emulsion. Lipoid E80 is composed

in general of 75–84% (w/w) 3-sn-phosphatidylcholine, 7–9% (w/w)

phosphatidylethanolamine, <6% (w/w) non-polar lipids, <3% (w/w)

lysophosphatidylcholine, <3% (w/w) sphingomyelin, <2% (w/w)

water, traces of cholesterol and d,l-a-tocopherol. 6% (w/v) lipoid

E80 liposomes were prepared by high pressure homogenization

by passing the dispersion in water through a Gaulin Micron Lab

40 high pressure homogenizer (APV Gaulin, Lübeck, Germany) at

70 MPa for 10 cycles. The resulting liposomes were sterile filtered

using first a 0.45 �m pore size filter followed by a 0.2 �m filter.

The final liposome preparation was stored under a nitrogen atmo-

sphere.

Lipofundin® MCT 20% and Lipofundin® MCT 10% (B. Braun,

Melsungen, Germany), as o/w emulsions contain 200 g/L respec-

tively 100 g/L of 1:1 (w/w) mixture of long chain triglycerides

(LCT; soybean oil) and medium chain triglycerides (MCT), glycerol

(2.5%), sodium oleate (0.03%) and d,l-a-tocopherol and are stabi-

lized with egg lecithin. These emulsions are manufactured using

high pressure homogenization (30–60 MPa, 45–80 ◦C). The shelf life

of Lipofundin® MCT 20% and Lipofundin® MCT 10% is restricted to

2 years at room temperature, which was demonstrated by continu-

ously performed stability investigations according to a specification

released by health authorities. The o/w emulsions were obtained

from the local hospital dispensary.

2.2. Passive loading of liposomes and o/w emulsions with PHMB

Cosmocil PG (Arch Chemicals Inc., Norwalk, CT, US) containing

20% (w/v) polyhexamethylene biguanide hydrochloride (PHMB) in

water was diluted with water to final concentrations of 0.1, 0.2,

and 0.4% (w/v) PHMB. Equal volumes of EPC-containing disper-

sions (liposomes and o/w emulsions) and 0.1, 0.2, or 0.4% (w/v)

PHMB were combined and thoroughly mixed at room temperature

(20 ± 2 ◦C). The resulting mixtures were defined as ready-to-use

preparations of PHMB and were used within 24 h after prepara-

tion.

2.3. Particle size determination of liposomes and o/w emulsion
containing PHMB

The mean particle size of the preparations determined by pho-

ton correlation spectroscopy (PCS) was analyzed in a Malvern

Zetasizer (Malvern Instruments, UK). PCS is a dynamic light scat-

tering technique for determining the mean particle size of the bulk

population (z-average) and polydispersity index (PI) as a dimen-

sionless value for the width of particle size distribution. The PCS

only can detect particles below approximately 3 �m [17]. All sam-

ples were diluted using purified water to yield a suitable scattering

intensity and were analyzed at 25 ◦C.

2.4. Determination of free and EPC-associated PHMB

Aqueous and EPC-enriched lipid phases of the preparations

were separated by gentle centrifugation at 380 × g (2000 rpm)

at 18 ◦C in a Biofuge fresco (Haraeus) using different centrifugal

filter devices. Emulsions were centrifuged for 90 min in Ultrafree-

MC filter devices (Millipore) with a microporous low-binding

Durapore PVDF membrane of 0.1 �m pore size. Liposomes were

centrifuged for 3 h in Nanosep 300K Omega centrifugal devices

(Pall) with a filter membrane of a molecular weight cutoff of

300 kDa.

Concentrations of PHMB in the aqueous phase were assessed

colorimetrically in 24-well cell culture plates at 545 nm in a Pow-

erWave XS spectral photometer (BioTek) after reaction of a 2 mL

sample with 0.1 mL 10% (w/v) sodium acetate, 0.25 mL 0.025% (w/v)

Eosin Y, and 0.15 mL purified water for 15 min at room tempera-

ture in the dark [18]. A calibration curve was derived for 1–15 mg/L

PHMB in water and used for calculations. 0.1 mL of aqueous filtrate

of o/w emulsions or liposomes was diluted with 4.9 mL purified

water to get sample solutions. 1 mL or 2 mL of the sample solu-

tion containing between 0 and 15 mg/L PHMB was used in the

test.

2.5. L929 cell line, culture medium, and cytotoxicity assay

L929 cells (ATCC CCL 1), derived from an immortalized mouse

fibroblast cell line, are a recommended cell line for cytotoxicity test-

ing of medical devices in accordance with ISO 10993-5 [19]. Mouse

fibroblasts (ACC 2) were purchased from the German collection of

microorganisms and cell lines (DSMZ, Braunschweig, Germany).

Stock cultures of L929 cells were routinely propagated in Eagle

minimal essential medium (MEM) containing 10% FBS. In the cyto-

toxicity assay cells were grown in medium containing 10% fetal

bovine serum (FBS), which is similar to the composition of artificial

wound fluid [20].

MEM with Earle’s salts and l-glutamine (PAA Laboratories,

Cölbe, Germany) was supplemented with 10% FBS (Invitrogen, Karl-

sruhe, Germany). Double concentrated culture medium (2×MEM)

was prepared from powder MEM medium (Invitrogen, Karlsruhe,

Germany) for 1 L. The ingredients of the powder medium and 2.2 g

NaHCO3 were dissolved in 400 mL water. After aseptic filtration

using a 0.2 �m filter 100 mL FBS was added. The cell culture media

were used without antibiotics to avoid possible interactions. The

neutral red (NR) assay has been standardized for L929 cells [19].

Procedures for the NR assay have been described in detail else-

where [21–23]. Briefly, L929 cells were seeded into 96-well cell

culture plates, 0.1 mL/well, at a density of 1 × 106 cells/mL to reach

about >90% confluence after 24 h. 24 h after seeding, 0.1 mL fresh

medium and mixtures of the same parts per volume of 2×MEM

and ready-to-use preparations of PHMB (see Section 2.2) were

added. Six replicates per test sample were used. After 30 min or

60 min of incubation in a humidified atmosphere of 5% CO2/95%

air at 37 ◦C, the medium was removed and the wells were washed

twice for 1–2 min with 0.15 mL of fresh medium. 0.2 mL of a

fresh sterile solution of 50 mg/L NR (3-amino-7-dimethylamino-2-

methylphenazine hydrochloride) dye in medium, pre-equilibrated

for 3 h at 37 ◦C was then added for 3 h at 37 ◦C. The NR vital dye

is incorporated into the lysosomes of viable cells. After incuba-

tion, the medium was completely removed and cells were washed

carefully twice with of 0.25 mL of warm PBS for 2 min. Incorpo-

rated NR dye was extracted by adding 0.2 mL of 1% (v/v) acetic

acid/50% (v/v) ethanol. The plates were agitated on an orbital

shaker for at least 1 h in order to ensure quantitative extrac-

tion and solubilisation of NR. The optical densities of the wells

were measured using an automated plate reader (Bio-Rad, Bench-

mark) with a 540 nm test wavelength and a 655 nm reference

wavelength. The results are expressed as percentage of the con-

trol (unexposed cells). The cytotoxicity tests were repeated three

times.
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2.6. Microorganisms, inactivation combinations, and quantitative
suspension tests

The investigation was carried out with Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) and Pseudomonas aeruginosa (ATCC 11229). For P.
aeruginosa biguanides were inactivated as recommended [24–26]

using TSHC [3% (w/v) Tween 80 (63161, Sigma–Aldrich, Seelze,

Germany), 3% (w/v) saponin (A2542, AppliChem, Darmstadt,

Germany), 0.1% (w/v) l-histidine (1.04351, Merck, Darmstadt,

Germany) and 0.1% (w/v) l-cysteine (1.02838, Merck, Darm-

stadt, Germany). For S. aureus TSLS was used [4% (w/v) Tween

80 (63161, Sigma–Aldrich, Seelze, Germany), 3% (w/v) saponin

(A2542, AppliChem, Darmstadt, Germany), 0.4% (w/v) lecithin

from soybean 30% (A2182, AppliChem, Darmstadt, Germany) and

1% (w/v) sodium dodecylsulfate (A1502, AppliChem, Darmstadt,

Germany)]. TSHC inactivated PHMB without any inhibitory effect

on growth of P. aeruginosa and TSLS inactivated PHMB without

affecting S. aureus (data not shown). The quantitative suspen-

sion test was carried out in accordance with the guidelines for

testing disinfectants and antiseptics of the European Committee

for Standardization [24,25]. The bacterial broth culture contained

108 cfu/mL in cell culture medium. A 1 mL aliquot of this inocu-

lum was mixed with 9 mL cell culture medium with or without the

test sample. The test sample was prepared immediately before use

by combining equal volumes of 2×MEM and ready-to-use prepa-

rations of PHMB. Incubation was for either 30 or 60 min at room

temperature. The antimicrobial agent was eliminated by trans-

fer of 1 mL of the incubated test combination into 9 mL TSHC (P.
aeruginosa) or TSLS (S. aureus). After 5 min of inactivation, serial

dilutions were prepared in inactivator and 0.1 mL of each dilution

was plated in triplicate on Trypticase soy agar. The cfu of the test

microorganisms were counted after 48 h of incubation at 37 ◦C. The

initial inoculum reduction (IIR, log10 cfu/mL) for each contact time

was calculated according to the formula:

IIR = log10 nc − log10 nd

where nc is the number of viable cells (cfu) in the inoculum in the

presence of cell culture medium and nd is the number of viable cells

(cfu) in the inoculum after contact with the test combination. All

experiments were repeated three times.

In a modification of this quantitative suspension test a 9 mL

aliquot of the inoculum of 107 cfu/mL in cell culture medium, was

mixed with 1 mL of the ready-to-use preparation of PHMB (see Sec-

tion 2.2) and the IIR determined as described above for each contact

time.

2.7. Combined assay of cytotoxicity and microbicidal activity

24-well cell culture plates were seeded with a suspension

of L929 cells (1 × 105 cells/mL). 24 h after seeding 1 mL fresh

medium was added and the cells were cultured for a further

24 h. The experimental design consisted of 2 replicate 24-well

plates one of which was incubated with 0.9 mL medium/well

while the second was incubated with 0.9 mL medium containing

106 cfu/mL test microorganisms/well. Immediately after inocula-

tion 0.1 mL of test samples and controls were added during

agitating on an orbital shaker to achieve a rapid and uniform dis-

tribution of components. Two or three replicates per sample were

used.

After either 30 min or 60 min of incubation without shaking,

0.1 mL of the incubation mix was transferred into 0.9 mL of the

inactivator solution TSHC or TSLS (see above). After 5 min inacti-

vation, serial dilutions were prepared in inactivator and 0.1 mL of

each dilution was plated in triplicate on Trypticase soy agar. The IIR

for each contact time was determined.

All remaining medium was removed from the cells and the

extent of cytotoxicity determined using the NR dye procedure

described above. All experiments were repeated three times.

3. Results

3.1. Physical stability of liposomes and o/w emulsions containing
PHMB

Test samples of liposomes and o/w emulsions with and without

PHMB were stored over a time period of 48 h at 5 ± 2 ◦C for the

particle size determination (PCS) after 0 h, 24 h, and 48 h (Table 1).

There were virtually no changes in the mean particle size of all

investigated liposomal formulations with and without PHMB. The

differences in polydispersity index (PI) are in the range of tolerance.

The o/w emulsion 0.05% PHMB/0.4% EPC demonstrated only a

slightly increase in the mean particle size but not for 0.05%/0.6%

EPC. The changes of the PI were negligible for all formulation with

and without PHMB (Table 1).

3.2. Free and EPC-associated PHMB

No PHMB is detected in the aqueous part of the liposomal formu-

lation containing 0.05% PHMB. Deduced from the concentrations

of PHMB in the aqueous phase of the preparation 0.1% PHMB/3%

EPC and of 0.2% PHMB/3% EPC, approximately 750 mg/L PHMB is

associated with EPC of the liposomal particles (Table 2).

The assessed binding capacity of EPC for PHMB in o/w emulsions

amounts to approximately 330 mg/L for the formulation containing

0.4% EPC, and 500 mg/L PHMB is associated with the lipid phase of

0.05% PHMB/0.6% EPC, which was demonstrated by the absence of

PHMB in the aqueous part of 0.05% PHMB/0.6% EPC (Table 2).

3.3. Microbicidal efficacy of PHMB with and without EPC in the
standard test

The microbicidal effect of 0.05% PHMB in the form of lipo-

somes containing a final concentration of 3% EPC resulted in a

less than 1 log10 reduction of either P. aeruginosa or S. aureus after

30 min incubation (Table 3). Over the same time period the aque-

ous 0.05% PHMB preparation resulted in a greater than 4 log10

reduction of both bacterial species. After 60 min of incubation with

0.05% PHMB/3% EPC the maximum IIR of S. aureus was 1.2 and

that of P. aeruginosa was 0.8. Final concentrations of >0.1% PHMB

for liposomes containing 3% EPC resulted in >3 log10 reduction of

both organisms which is recommended for antiseptics [26]. The

antimicrobial effect against P. aeruginosa of all tested liposomal

preparations was lower than that for the equivalent aqueous PHMB.

The concentration at which P. aeruginosa and S. aureus was

reduced by at least 3 log10, the minimum efficacy in the presence

of organic matter [26], was 225 mg/L PHMB for both the aqueous

solution and the two o/w emulsions but 450 mg/L PHMB for the

liposomal preparation.

The microbicidal effect of 0.05% PHMB in o/w emulsions is

slightly decreased in the order of 0.4% EPC > 0.6% EPC. The liposomes

(3% EPC) and o/w emulsions (0.4 or 0.6% EPC) without PHMB did not

influence bacterial growth over the course of a 60 min incubation

(Table 3).

3.4. Cytotoxicity of PHMB with and without EPC

The test combination in MEM of 0.025% PHMB resulted in <10%

viable cells after 30 min contact (Table 4). In contrast, there was no

cytotoxic effect detected using 250–1000 mg/L PHMB in the pres-

ence of liposomal EPC. Concentrations of >250 mg/L PHMB in o/w

emulsions produced a cytotoxic effect as demonstrated in Table 4.
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Table 1
Mean particle size (z-average [nm]) and polydispersity index (PI) of liposomal PHMB and PHMB in w/o emulsions in comparison with liposomes and o/w emulsion without

PHMB immediately after preparing (0 h) and after storage of 24 h and 48 h at 5 ◦C in the dark.

Test combination z-Average [nm] PI z-Average [nm] PI z-Average [nm] PI

0 h 24 h 48 h

Liposomal
0.10% PHMB/3% EPC 84.6 ± 1.5 0.277 ± 0.02 83.7 ± 1.6 0.310 ± 0.04 87.2 ± 1.5 0.315 ± 0.20

0.20% PHMB/3% EPC 85.2 ± 1.4 0.277 ± 0.03 81.8 ± 2.0 0.195 ± 0.03 88.8 ± 1.7 0.303 ± 0.03

3% EPC 86.6 ± 0.9 0.256 ± 0.03 81.9 ± 0.8 0.241 ± 0.02 85.2 ± 1.3 0.247 ± 0.03

o/w-emulsion
0.05% PHMB/0.4% EPC 210.7 ± 5.3 0.099 ± 0.08 203.1 ± 3.4 0.107 ± 0.04 232.4 ± 4.8 0.163 ± 0.06

0.4% EPC 234.3 ± 4.2 0.053 ± 0.03 234.6 ± 5.5 0.103 ± 0.05 239.3 ± 6.9 0.176 ± 0.05

0.05% PHMB/0.6% EPC 292.6 ± 7.6 0.121 ± 0.08 292.0 ± 7.1 0.157 ± 0.14 297.0 ± 8.5 0.153 ± 0.05

0.6% EPC 295.1 ± 8.2 0.081 ± 0.08 297.2 ± 16.6 0.200 ± 0.13 315.5 ± 9.1 0.123 ± 0.06

Table 2
PHMB (mg/L) in the aqueous phase of liposomes and o/w emulsions after filtration using centrifugal devices estimated by the Eosin Y method compared with the PHMB

concentration in the aqueous solution with and without applying centrifugal filter devices (n = 6).

Test sample Centrifugal device PHMB concentration (mean ± S.D.)

Eosin Y test (mg/L) Final calculated (mg/L)

Aqueous
0.05% PHMB No 10.16 ± 0.20 508 ± 12

0.10% PHMB No 10.56 ± 0.27a 528 ± 7

Aqueous
0.05% PHMB Nanosep 300K 9.97 ± 0.23 499 ± 12

0.10% PHMB Nanosep 300K 10.24 ± 0.13a 512 ± 7

Liposomal
0.05% PHMB/3% EPC Nanosep 300K n.d. 0

0.10% PHMB/3% EPC Nanosep 300K 4.85 ± 0.10 243 ± 5

0.20% PHMB/3% EPC Nanosep 300K 14.74 ± 0.07 738 ± 1

3% EPC Nanosep 300K n.d. 0

Aqueous
0.05% PHMB Ultrafree-MC 10.04 ± 0.08 502 ± 4

0.10% PHMB Ultrafree-MC 10.32 ± 0.16a 516 ± 8

o/w-emulsion
0.05% PHMB/0.4% EPC Ultrafree-MC 3.37 ± 0.13 169 ± 7

0.10% PHMB/0.4% EPC Ultrafree-MC 13.35 ± 0.45 668 ± 23

0.4% EPC Ultrafree-MC n.d. 0

0.05% PHMB/0.6% EPC Ultrafree-MC n.d. 0

0.10% PHMB/0.6% EPC Ultrafree-MC 9.99 ± 0.12 500 ± 6

0.6% EPC Ultrafree-MC n.d. 0

n.d., not detectable (<0.5 mg/L PHMB).
a 1 mL sample was diluted with 1 mL water before performing the Eosin Y test.

Table 3
Initial inoculum reduction (IIR; log10 cfu/mL) of P. aeruginosa and S. aureus at 30 and 60 min at room temperature using aqueous PHMB, liposomal PHMB, and PHMB in o/w

emulsion and the final concentration of PHMB in cell culture medium containing 10% FBS in the quantitative suspension test (EN 1040).

Test combination Final PHMB test

concentration [mg/L]

Initial inoculum (log10 cfu/mL) IIR 30 min IIR 60 min

P. aeruginosa S. aureus P. aeruginosa S. aureus P. aeruginosa S. aureus

Aqueous
0.05% PHMB 225 7.4 ± 0.2 7.2 ± 0.1 4.3 ± 0.3 >5.2a >5,4a >5.2a

0.10% PHMB 450 >5.4a >5.2a >5.4a >5.2a

0.20% PHMB 900 >5.4a >5.2a >5.4a >5.2a

Sterile water 0 0.01 0.02 0.01 −0.01b

Liposomal
0.05% PHMB/3% EPC 225 7.5 ± 0.2 7.1 ± 0.1 0.6 ± 0.1 0.6 ± 0.1 0.8 ± 0.2 1.2 ± 0.4

0.10% PHMB/3% EPC 450 3.1 ± 0.1 4.0 ± 0.2 4.1 ± 0.3 >5.1a

0.20% PHMB/3% EPC 900 3.9 ± 0.1 >5.1a 4.9 ± 0.4 >5.1a

3% EPC 0 −0.01b −0.05b 0.05 −0.03b

o/w-emulsion
0.05% PHMB/0.4% EPC 225 7.4 ± 0.2 7.2 ± 0.1 3.9 ± 0.1 >5.2a 4.1 ± 0.1 >5.2a

0.10% PHMB/0.4% EPC 450 >5.4a >5.2a >5.4a >5.2a

0.20% PHMB/0.4% EPC 900 >5.4a >5.2a >5.4a >5.2a

0.4% EPC 0 −0.06b −0.04b −0.12b −0.04b

0.05% PHMB/0.6% EPC 225 7.6 ± 0.2 7.3 ± 0.2 3.3 ± 0.2 >5.3a 3.9 ± 0.3 >5.3a

0.10% PHMB/0.6% EPC 450 >5.6a >5.3a >5.6a >5.3a

0.20% PHMB/0.6% EPC 900 >5.6a >5.3a >5.6a >5.3a

0.6% EPC 0 −0.07b −0.05b −0.09b −0.06b

a Values indicated with > representing the detection limit of the test without detectable cfu (calculation of standard error not possible).
b Negative values indicate regrowth of the initial inoculum.
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Table 4
Viability (%) of mouse fibroblasts (L929) after 30 and 60 min contact at 37 ◦C using aqueous PHMB, liposomal PHMB, and PHMB in o/w emulsion in cell culture medium with

10% FBS and the final concentration of PHMB in the NR assay.

Test combination Final PHMB test concentration (mg/L) L929 cell viability [%]

30 min 60 min

Aqueous
0.05% PHMB 250 6.5 ± 4.3 6.8 ± 0.8

0.10% PHMB 500 6.0 ± 2.7 6.6 ± 4.5

0.20% PHMB 1000 6.5 ± 3.2 7.6 ± 6.2

sterile water 0 97.5 ± 1.1 95.8 ± 1.1

Liposomal
0.05% PHMB/3% EPC 250 98.7 ± 0.5 96.5 ± 1.3

0.10% PHMB/3% EPC 500 97.0 ± 1.1 95.6 ± 2.1

0.20% PHMB/3% EPC 1000 95.0 ± 1.0 92.5 ± 0.8

3% EPC 0 99.0 ± 0.8 96.1 ± 1.2

o/w-emulsion
0.05% PHMB/0.4% EPC 250 94.3 ± 3.2 88.1 ± 2.2

0.10% PHMB/0.4% EPC 500 13.5 ± 9.3 7.1 ± 6.3

0.20% PHMB/0.4% EPC 1000 5.8 ± 2.4 6.3 ± 1.0

0.4% EPC 0 96.8 ± 0.9 97.0 ± 1.2

0.05% PHMB/0.6% EPC 250 94.4 ± 1.1 93.8 ± 1.4

0.10% PHMB/0.6% EPC 500 74.2 ± 5.2 57.2 ± 3.4

0.20% PHMB/0.6% EPC 1000 5.2 ± 3.1 6.0 ± 5.0

0.6% EPC 0 99.2 ± 0.8 97.5 ± 1.5

Table 5
Initial inoculum reduction (IIR; log10 cfu/mL) of P. aeruginosa and S. aureus in cell culture medium containing 10% FBS (MEM) at 30 and 60 min at room temperature using

aqueous PHMB, liposomal PHMB, and PHMB in o/w emulsions and the final concentration of PHMB in the modified quantitative suspension test.

Test combination Final PHMB test

concentration (mg/L)

Initial inoculum in MEM (log10 cfu/mL)IIR 30 min IIR 60 min

P. aeruginosa S. aureus P. aeruginosa S. aureus P. aeruginosa S. aureus

Aqueous
0.05% PHMB 50 7.5 ± 0.2 7.6 ± 0.3 1.1 ± 0.7 >5.6a 2.9 ± 1.2 >5.6a

Liposomal
0.10% PHMB/3% EPC 100 2.1 ± 0.7 4.0 ± 1.0 3.2 ± 0.5 4.4 ± 0.8

o/w-emulsion
0.05% PHMB/0.4% EPC 50 3.3 ± 0.5 >5.6a 3.7 ± 0.2 >5.6a

0.05% PHMB/0.6% EPC 50 3.2 ± 0.4 >5.6a 3.8 ± 0.3 >5.6a

a Values indicated with >representing the detection limit of the test without detectable cfu (calculation of standard error not possible).

The maximal reduction of cytotoxicity is reached at a final concen-

tration of 0.05% PHMB for o/w emulsions containing 0.4 or 0.6% EPC.

3% EPC in the liposomes can neutralize the cytotoxic effect of 0.2%

PHMB against L929 cells. The 3% EPC/0.2% PHMB combination is the

most effective of these liposomal antimicrobial preparations which

is tolerated by mouse fibroblasts. Neither the liposomes (3% EPC)

nor the o/w emulsions (0.4 or 0.6% EPC) without PHMB resulted in a

reduction of cell viability over the course of a 60 min of incubation

(Table 4).

3.5. Microbicidal efficacy of PHMB with and without EPC in the
modified test

The test combinations producing >3 log10 IIR (Table 3) were

selected for re-testing with ready-to-use preparations of PHMB

in the modified quantitative suspension test. The standard test

was modified to simulate a bacterial exudate existing in abun-

dance and to ensure comparably bacterial cfu in the standard

and modified test in the final mixture. The resulting final PHMB

concentration in the incubation mixture of the modified quantita-

tive suspension test represents only 1/10 of that in the standard

test. The results of the IIR after either 30 or 60 min incubation

are shown in Table 5. After 30 min incubation the o/w emulsions

containing 0.05% PHMB were more effective against P. aeruginosa
than 0.05% PHMB in water. A maximum of 1 log10 IIR was found

for aqueous PHMB but 3 log10 for the same PHMB concentra-

tion in the o/w emulsions. The liposomal preparation was also

more effective than aqueous PHMB, and yielded a 2 log10 reduc-

tion of P. aeruginosa. The microbicidal effect of liposomes against

P. aeruginosa was lower than that of the emulsion even when the

liposomes contained twice as much PHMB as was present in the

o/w emulsion. All of these preparations demonstrated >3 log10 IIR

for S. aureus.

3.6. Microbicidal and cytotoxic effect in the combined assay

To simulate a worst case contamination of an infected wound,

the combined assay was carried out with an initial inoculum of

106 cfu in accordance to the modified assay. After either 30 or

60 min of incubation the o/w emulsions containing 0.05% PHMB

were more effective against P. aeruginosa than 0.05% PHMB in water

(Table 6). However, the minimum efficacy of 3 log10 reduction in the

presence of organic matter was evident for all 3 tested preparations

already after 30 min. In accordance with the results of the separate

cytotoxicity assays, the viability of the mouse fibroblasts was only

reduced using aqueous 0.05% PHMB but not for the two o/w emul-

sions containing the same concentration of PHMB. The results of the

cytotoxicity tests were similar after either 30 or 60 min incubation.

No viable microorganisms were detected in culture supernatants

from experimental sets using o/w emulsions after 60 min incuba-

tion, but P. aeruginosa was recovered after 60 min treatment with

aqueous PHMB (Table 6).

The IIR of S. aureus was >4 log10 already after 30 min of incu-

bation (Table 7). Test microorganisms alone did not influence the

viability of cells after 60 min of contact (Tables 6 and 7).
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Table 6
Initial inoculum reduction (IIR; log10 cfu/mL) of P. aeruginosa in cell culture medium containing 10% FBS (MEM) and the resulting L929 cell viability (%) at 30 and 60 min at

room temperature using 0.05% PHMB in water and in o/w emulsions in a final concentration of 50 mg/L PHMB in the combination test.

Test combination Initial inoculum

in MEM

(log10 cfu/mL)

30 min 60 min

IIR L929 cell viability (%) IIR L929 cell viability (%)

With P.
aeruginosa

Without P.
aeruginosa

With P.
aeruginosa

Without P.
aeruginosa

0.05% PHMB 6.1 ± 0.1 3.7 ± 0.4 20.5 ± 5.0 22.4 ± 13.3 3.7 ± 0.3 26.1 ± 6.7 26.7 ± 11.5

0.05% PHMB/0.4% EPC 3.9 ± 0.1 96.2 ± 6.8 95.0 ± 8.8 >4.1a 95.8 ± 6.2 92.6 ± 5.8

0.05% PHMB/0.6% EPC >4.1a 99.1 ± 5.7 95.2 ± 3.8 >4.1a 98.9 ± 4.2 92.3 ± 3.2

Sterile water 0.2 ± 0.1 98.8 ± 5.2 102.7 ± 3.4 0.2 ± 0.1 97.8 ± 4.4 105.4 ± 4.3

0.4% EPC 0 101.4 ± 3.1 104.3 ± 3.6 −0.1b 100.2 ± 4.7 106.4 ± 3.0

0.6% EPC 0 101.8 ± 3.3 103.4 ± 3.4 −0.1b 102.2 ± 2.7 102.9 ± 3.2

a Values indicated with >representing the detection limit of the test without detectable cfu (calculation of standard error not possible).
b Negative values indicate regrowth of the initial inoculum.

Table 7
Initial inoculum reduction (IIR; log10 cfu/mL) of S. aureus in cell culture medium containing 10% FBS (MEM) and the resulting L929 cell viability (%) at 30 and 60 min at room

temperature using 0.05% PHMB in water and in o/w emulsions in a final concentration of 50 mg/L PHMB in the combination test.

Test combination Initial inoculum

in MEM

(log10 cfu/mL)

30 min 60 min

IIR L929 cell viability (%) IIR L929 cell viability (%)

With S. aureus Without S. aureus With S. aureus Without S. aureus

0.05% PHMB 6.0 ± 0.1 >4.0a 19.9 ± 2.5 21.3 ± 9.2 >4.0a 24.1 ± 3.9 25.7 ± 5.9

0.05% PHMB/0.4% EPC >4.0a 96.9 ± 5.1 93.8 ± 3.8 >4.0a 96.0 ± 3.5 94.4 ± 3.0

0.05% PHMB/0.6% EPC >4.0a 99.1 ± 3.8 94.2 ± 2.8 >4.0a 99.5 ± 2.4 91.6 ± 2.1

Sterile water 0.1 101.8 ± 0.3 103.3 ± 2.0 0.08 100.6 ± 5.3 103.8 ± 1.5

0.4% EPC 0.07 101.5 ± 4.2 104.5 ± 3.3 −0.01b 103.6 ± 2.8 106.0 ± 2.3

0.6% EPC 0.05 100.6 ± 3.8 103.6 ± 1.7 −0.02b 103.1 ± 3.0 105.2 ± 2.6

a Values indicated with >representing the detection limit of the test without detectable cfu (calculation of standard error not possible).
b Negative values indicate regrowth of the initial inoculum.

4. Discussion

EPC is the most abundant glycerophospholipid of fibroblasts

and other mammalian cell plasma membranes [27,28]. Because of

this, the liposomes used consisting of phospholipid bilayers [29]

and, to a lesser extent, the o/w emulsions consisting of a phospho-

lipid monolayer [30] simulate simple mammalian cells or ghost

cells without anionic phospholipids. Studies of Ikeda et al. [6–9]

demonstrated that only anionic but not neutral phospholipids can

bind the polymeric biguanide. In the present study, the presence

of EPC reduces the cytotoxicity of PHMB against murine fibrob-

lasts markedly. Both the binding of PHMB at the EPC layer in the

preparations or the direct interaction of the spherical EPC prepa-

rations with the mammalian cell membrane could be the reason

for this protective effect on cells. Centrifugal filtration experiments

demonstrated that PHMB is in association with EPC of the lipid par-

ticles (Table 2). The binding capacity of EPC for PHMB depends on

the concentration of EPC in the formulation. However, there is a

weaker association between PHMB and EPC in o/w emulsions than

in liposomes, because after dialysis against water PHMB diffuses

across a 50 kDa MWCO membrane in the case of o/w emulsion of

0.05% PHMB/0.6% EPC but not for liposomes also containing 0.05%

PHMB. Therefore we concluded that PHMB interacts more prefer-

ably with an EPC bilayer than a monolayer. The interaction of PHMB

with EPC is in contrast to the results of Ikeda et al. [7] but makes

sense in the light of the recommendations for the use of egg yolk

and lecithin as neutralizers of antiseptic agents in the quantitative

suspensions test [24–26].

The evaluation of cytotoxicity was conducted with cell cul-

tures of 3000 cells/mm2 which more realistically reflects in vivo

cell densities than that of 300 cells/mm2 in the recommendations

of ISO 10993-5. Densities of 4000–7000 cells/mm2 were found

for epidermal basal keratinocytes in the human skin [31] and

4700–5800 cells/mm2 for corneal basal epithelial cells [32]. Cyto-

toxicity against mouse fibroblasts is evident only in preparations

containing PHMB at concentrations of at least 250 mg/L. Therefore,

the determination of a cytotoxic effect of the PHMB preparations

on murine fibroblasts may implicitly demonstrate the presence of

free available PHMB. Additionally, the absence of cytotoxicity sup-

ports the notion that an interaction of PHMB with EPC containing

ghost cells may prevent the cytotoxicity against mammalian cells.

The modified quantitative suspension test in which an antisep-

tic agent acts on bacteria suspended in an artificial wound fluid

reflects more realistically the situation in vivo (Table 3). Ready-

to-use PHMB preparations which resulted in >3 log10 IIR of test

microorganisms in the normal quantitative suspension test were

used to compare the bactericidal effect of PHMB at final concentra-

tions of between 50 and 100 mg/L in the test. The IIR of S. aureus
is comparable between all tested ready-to-use PHMB preparations,

but not for IIR of P. aeruginosa. The difference in the efficacy against

Gram-negative and Gram-positive bacteria may be explained by

the barrier properties of the Gram-negative cell envelope toward

the high molecular weight biguanide [18]. Surprisingly, the bacte-

ricidal effect of aqueous 0.05% PHMB was lower than that of the

same PHMB concentration in the o/w emulsions. It may be that

the active agent PHMB is more uniformly distributed in aqueous

solution than in the o/w emulsions. PHMB may be more concen-

trated superficially around the ghost cells resulting in a higher local

concentration, resulting in facilitated transfer of PHMB to the cell

membrane of the Gram-negative bacteria. The o/w emulsions con-

taining PHMB were more active than the liposomal preparation

which may be the result of the difference in EPC content and addi-
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tionally, PHMB may be more tightly bound by the EPC bilayer than

by the monolayer.

To verify the results of the separate examination of cytotoxicity

and bactericidal efficacy, aqueous 0.05% PHMB and the equivalent

o/w emulsions were selected for the combined assay. L929 cell

cultures with approximately 2000 cells/mm2 were inoculated with

106 cfu/mL test microorganisms which simulate a worst case con-

tamination of an infected wound [33–35]. The bactericidal effect

against P. aeruginosa of aqueous 0.05% PHMB was lower than that of

the same PHMB concentration in the o/w emulsions as evidenced

by the presence of bacteria even after 60 min of incubation. This

effect was not observed with S. aureus. The o/w emulsions contain-

ing 0.05% PHMB are superior to the aqueous preparation, because

though bacteria were killed the mammalian cells were not. The

binding of PHMB to EPC containing ghost cells protects the mam-

malian cells without negating the antiseptic effect against bacteria.

These properties could be of benefit especially for antiseptic treat-

ment of sensitive tissues, and cells, i.e. neonates, eye, articular

cartilage, peritoneum, and cell cultures.

The main task of an antiseptic agent is to destroy or inhibit the

growth of microorganisms in or on living tissue [36]. Unwanted

cytotoxic side effects against mammalian cells are usually accepted,

because the injured tissues can regenerate within a few days. How-

ever, antisepsis of some highly sensitive body compartments needs

the pre-selection of a suitable biocompatible antiseptic agent [37].

The combination of 0.05% PHMB and o/w emulsions may be useful

for rinsing contaminated and infected body cavities such as blad-

der, urethra, joint cavities, and peritoneum. The o/w emulsion in the

form of Lipofundin® is used for parenteral nutrition [38], showing

that it is well tolerated by the human body.

The combined assessment of cellular cytotoxicity and bacteri-

cidal activity in one assay provides a means of testing whether a

preparation of a defined antiseptic agent is effective against bacte-

ria without harming host cells.

The presented results are reproducible also after using 0.05%

PHMB/0.6% EPC and 0.1% PHMB/3% EPC which have been stored

for more than 8 months at room temperature in the dark for both

separate and combined assessment of cytotoxicity and antimicro-

bial efficacy. Because of this, the liposomes and the o/w emulsions

containing PHMB may be used longer than 48 h after preparation.

Within 48 h after producing the ready-to-use dispersions the stabil-

ity of the resulting particles was demonstrated (Table 1). However,

for long term stability the larger oil droplets in the suspensions

should be further investigated for example by light microscopy and

by determination of the pFAT5 value by light obscuration [39].

Additional experiments are required to assess the effect of dif-

ferent organic challenges, such as mucin or blood, which may alter

the antimicrobial effect of the biocompatible PHMB-o/w emulsion

which we have tested.

In conclusion, combining aqueous PHMB solutions and EPC

containing o/w emulsions or liposomes protects mammalian cells

without neutralizing the antiseptic effect. New indications may be

opened for PHMB, especially in clinical practice where aqueous

PHMB solutions were not tolerated by the tissue, i.e. peritoneal

lavage, mouth antisepsis for prophylaxis of mucositis during

chemotherapy of cancer, treatment of burns of 3rd degree, rinsing

of joint cavity in the case of empyema.

Whether the combination of PHMB and EPC may be used ther-

apeutically in the non-cytotoxic treatment of wound infections

and septic conditions created by an increased bacterial growth or

release warrants further study.
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Oil-in-water (o/w) emulsions containing egg yolk phosphatidylcholine (EPC) were combined with
aqueous polyhexamethylene biguanide hydrochloride (PHMB). The PHMB concentration in the aqueous
phase was estimated by filtration centrifugation experiments. In parallel, PHMB concentration was
assessed utilizing cytotoxicity assays (neutral red) on cultured murine fibroblasts (L929 cells) and tests
of bactericidal efficacy on either Pseudomonas aeruginosa or Staphylococcus aureus. Biological tests were
performed in cell culture medium. Filtration centrifugation experiments demonstrated much higher
aqueous PHMB concentrations than did the assays for biologically effective PHMB. Therefore, biological
test systems should preferably be used to verify effective PHMB concentrations. Tests of microbicidal effi-
cacy in which the same 0.05% PHMB o/w emulsion was re-used 8 times revealed a drug delivery system
activated by the presence of test bacteria.
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1. Introduction

Polyhexamethylene biguanide hydrochloride (PHMB, polihexa-
nide) is a water-soluble polymeric cationic antibacterial agent
(commercially available as Vantocil™, Cosmocil™, and Lavasept

�
)

that has been widely used in industry and medicine. Applications
include impregnation of fabrics to inhibit microbial growth [1–3],
water treatment [4], contact-lens multipurpose solutions [5,6],
mouthwash solution [7,8], treatment of hatching eggs to prevent
Salmonella infection [9,10], consumer applications (swimming
pool sanitizer, preservation of cosmetics), and applications in indus-
trial processes [11]. As an antiseptic in medicine, it has been
demonstrated that polihexanide is effective against fungi [12] and
Acanthamoeba [13–15] in infective keratitis. PHMB is widely used
in wound care dressings [16]. The agent differs from other known
antiseptics in that it significantly promotes wound healing
[17,18]. PHMB may thus become the agent of choice for the
treatment of chronic wounds [19]. However, like other antiseptics,
polihexanide is highly cytotoxic in the peritoneal cavity [20]. The
proposed basis for the antimicrobial and cytotoxic effect is that
PHMB interacts with acidic cell membrane lipids to cause phase
separation and phospholipid domain formation [21].
Phosphatidylcholine is the most abundant glycerophospholipid
of mammalian cell plasma membranes [22,23]. Even though it
has been reported that PHMB does not react with neutral phospho-
lipids [24], it was combined with egg phosphatidylcholine to
investigate a possible protective effect on mammalian cells. The
combination of an oil-in-water (o/w) emulsion containing egg yolk
phosphatidylcholine (EPC) with PHMB reduces the cytotoxicity on
mammalian cells without neutralizing the microbicidal efficacy
against bacteria [25]. In that preliminary study [25], only selected
preparations were used to determine PHMB in the aqueous phase
after gentle filtration using centrifuge filter units. The present
study, however, provides more details on both the interaction
and the binding forces of PHMB with the EPC layer of the emulsi-
fied particles. The interaction of PHMB with the particles of the
EPC-containing o/w emulsion may be described as the attachment
of a compound (ligand) to a macromolecular receptor [26]. This
non-covalent, reversible association of PHMB (low-molecular
ligand) with macromolecular receptors (possibly phosphate groups
of the EPC monolayer) can be used to derive an optimal combina-
tion of the two components suitable for use as an effective and
biocompatible antiseptic preparation. The results were evaluated
by assessing biologically effective PHMB using cytotoxicity assays
and tests for microbicidal efficacy. Additionally, one 0.05% PHMB
o/w emulsion was re-used eight times to test the antimicrobial
activity based on release of the active agent from a depot in the
presence of test microorganisms (a drug delivery system).

http://crossmark.dyndns.org/dialog/?doi=10.1016/j.cbi.2013.01.001&amp;domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.cbi.2013.01.001
mailto:kramer@uni-greifswald.de
http://dx.doi.org/10.1016/j.cbi.2013.01.001
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00092797
http://www.elsevier.com/locate/chembioint
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2. Materials and methods

2.1. Chemicals

Lipoid E80 (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Germany) consisting
of phospholipids from egg yolk was used for the preparation of
the o/w emulsion.

The o/w emulsion Lipofundin� MCT 20% (B. Braun, Melsungen,
Germany) containing 1.2% (w/v) EPC was manufactured by B.
Braun using high pressure homogenization (30–60 MPa,
45–80 �C). The o/w emulsion was obtained from the local hospital
dispensary.

Cosmocil PG (Arch Chemicals Inc., USA) containing 20% (w/v)
PHMB in water was used as the antiseptic agent in this study.

2.2. Passive loading of the o/w emulsion with PHMB

Twenty percent (20%) (w/v) PHMB was diluted with sterile
water (B. Braun, Germany) to final concentrations of 0.01–0.4%
(w/v) PHMB. Equal volumes of the EPC-containing dispersion and
0.01–0.4% (w/v) PHMB were added to this (20 ± 2 �C) and used
within 14 days after preparation.

2.3. Determination of free and EPC-associated PHMB

Aqueous and EPC-enriched lipid phases of the preparations
were separated by gentle centrifugation at 380g (2000 rpm) at
18 �C in a Biofuge Fresco (Heraeus, Germany) using Nanosep
300 K Omega centrifugal filter units (Pall Corporation, USA) with
a filter membrane of a molecular weight cutoff of 300 kDa. The
centrifugal experiments with the test mixtures were repeated six
times.

Concentrations of PHMB in the aqueous phase were assessed
spectrophotometrically in QS 10.00 mm quartz glass cuvettes
(Hellma, Germany) at 235 nm in an Ultrospec 4000 UV/VIS spectral
photometer using a calibration curve of 0–20 mg/L PHMB. If neces-
sary, aqueous filtrates were diluted with water after centrifugation
to obtain sample concentrations within the calibration curve.

2.4. L929 cell line, culture medium, and cytotoxicity assays for
determination of free PHMB

L929 cells (ATCC CCL1) derived from an immortalized mouse
fibroblast cell line are recommended for cytotoxicity testing of
medical devices in accordance with ISO 10993-5 [27]. The mouse
fibroblasts (ACC 2) were purchased from the German collection
of microorganisms and cell lines (DSMZ, Germany). Stock cultures
of L929 cells were routinely propagated in Eagle minimum essen-
tial medium containing 10% fetal bovine serum. This culture med-
ium with Earle’s salts and L-glutamine (PAA Laboratories,
Germany) was supplemented with 10% fetal bovine serum (Invitro-
gen, Germany) but without antibiotics to prevent additional anti-
microbial activity. Double-concentrated culture medium was
prepared from the powder MEM medium (Invitrogen, Germany)
required for 1 L. The ingredients of the powder medium and 2.2 g
NaHCO3 were dissolved in 400 mL sterile water. After aseptic filtra-
tion using a 0.2-lm filter, 100 mL fetal bovine serum was added.

The neutral red assay, which was standardized for L929 cells
[27], was used to assess cytotoxicity. Procedures for characterizing
the resulting viability of mouse fibroblasts in the neutral red assay
have been described in detail elsewhere [28–30]. Briefly, L929 cells
were seeded into 96-well cell culture plates, 0.1 mL per well, at a
density of 1 � 105 cells/mL. Twenty-four hours after seeding, the
medium was changed and cells were cultured further for 24 h.
Forty-eight hours after seeding, 0.1 mL of fresh medium (negative
control) and 0.1 mL of a mixture of the same parts per volume of
double-concentrated medium and PHMB-containing preparations
were added. Three replicates per test sample were used. PHMB
concentrations of 0–30 mg/L were selected to produce a concentra-
tion-viability curve used to assess the free PHMB concentration of
the EPC-containing preparations. After 1 h of incubation in a
humidified atmosphere of 5% CO2/95% air at 37 �C, the medium
was removed and the wells were washed twice for 1 min with
0.15 mL of fresh medium. 0.2 mL of a fresh sterile solution of
50 mg/L neutral red (2-amino-7-dimethylamino-2-methylphen-
azine hydrochloride) dye in culture medium, pre-equilibrated for
3 h at 37 �C, was then added; incubation then continued for three
more hours at 37 �C. The neutral red vital dye is incorporated into
the lysosomes of viable cells. After incubation, the medium was
completely removed and cells were washed carefully twice with
0.25 mL of warm phosphate buffered saline (PBS) for 2 min. Incor-
porated neutral red dye was extracted by adding 0.2 mL of 1% (v/v)
acetic acid/50% (v/v) ethanol. The plates were agitated on an orbital
shaker for at least 1 h in order to ensure quantitative extraction
and solubilization of neutral red. The optical densities of the wells
were measured using an automated plate reader (PowerWave XS,
BioTek, USA) with a 540-nm test wavelength and a 625-nm refer-
ence wavelength. The results are expressed as percentage of the
viability of unexposed cells in culture medium (negative control).
The separately performed neutral red assays were validated by
using sodium dodecylsulfate in concentrations of 50, 100, 150,
and 200 mg/L in culture medium as positive controls as recom-
mended in ISO 10993-5 [27]. The cytotoxicity tests were repeated
six times.

2.5. Microorganisms, inactivation combinations, and testing of
microbicidal action

Quantitative suspension tests were applied to assess the micro-
bicidal effect of PHMB. The trial was carried out with the test
microorganisms Staphylococcus aureus (ATCC 6538) and Pseudomo-
nas aeruginosa (ATCC 15442). For P. aeruginosa, PHMB was inacti-
vated as recommended [31–34] by TSHC [3% (w/v) Tween 80
(63161, Sigma–Aldrich, Germany), 3% (w/v) saponin (A2542, Appli-
Chem, Germany), 0.1% (w/v) L-histidine (1.04351, Merck, Ger-
many), and 0.1% (w/v) L-cysteine (1.02838, Merck, Germany)]. For
S. aureus, TSLS was used [4% (w/v) Tween 80, 3% (w/v) saponin,
0.4% (w/v) soy lecithin (A2182, AppliChem, Germany), and 1%
sodium dodecylsulfate (A1502, AppliChem, Germany)]. In control
experiments, TSHC inactivated PHMB without any inhibitory effect
on the growth of P. aeruginosa, and TSLS inactivated PHMB without
affecting S. aureus (data not shown), as recommended [35]. The
microbicidal action was determined in accordance with the guide-
lines for testing disinfectants and antiseptics of the European Com-
mittee of Standardization [31,32].

The bacterial growth culture contained 108 cfu/mL in culture
medium. A 0.1-ml aliquot of this inoculum was mixed with
0.9 mL of culture medium with or without (negative control) the
test sample. The test sample was prepared immediately before
use by combining equal parts per volume of the double-concen-
trated culture medium and the PHMB preparation. Aqueous PHMB
concentrations of 0–30 mg/L were used to calibrate the quantita-
tive suspension test. Incubation was performed for 1 h at room
temperature. The antimicrobial agent was eliminated by transfer-
ring 0.1 mL of the incubated test combination into 0.9 mL of the
inactivators TSHC (P. aeruginosa) or TSLS (S. aureus). After 5 min
of inactivation, serial dilutions were prepared in inactivator, and
0.1 mL of each dilution was plated in triplicate on Trypticase Soy
Agar. The cfu of the test microorganisms were counted after 48 h
of incubation at 37 �C. The log10 reduction (log10 cfu/mL) was cal-
culated according to the formula:



Table 1
PHMB (mg/L) in the aqueous phase of the o/w emulsion after filtration using Nanosep
300 K centrifugal filter units estimated UV spectrophotometrically at 235 nm and the
calculated EPC-associated PHMB compared with aqueous PHMB solution with (+) and
without (�) applying centrifugation (n = 6).

Test sample PHMB concentration (mean ± SD)

Aqueous (mg/L) EPC-associated (mg/L)

Aqueous (�)
0.01% PHMB 106 ± 4 0
0.02% PHMB 212 ± 4 0
0.03% PHMB 316 ± 5 0
0.04% PHMB 423 ± 4 0
0.05% PHMB 527 ± 6 0
0.10% PHMB 1021 ± 5 0
0.15% PHMB 1550 ± 11 0
0.20% PHMB 2053 ± 5 0

Aqueous (+)
0.01% PHMB 103 ± 5 0
0.02% PHMB 211 ± 4 0
0.03% PHMB 316 ± 5 0
0.04% PHMB 422 ± 5 0
0.05% PHMB 525 ± 8 0
0.10% PHMB 1022 ± 8 0
0.15% PHMB 1551 ± 7 0
0.20% PHMB 2055 ± 6 0

o/w emulsion (+)
0.005% PHMB/0.6% EPC 1 ± 1 49 ± 1
0.010% PHMB/0.6% EPC 8 ± 1 92 ± 1
0.015% PHMB/0.6% EPC 24 ± 1 126 ± 1
0.020% PHMB/0.6% EPC 43 ± 2 157 ± 2
0.025% PHMB/0.6% EPC 63 ± 2 187 ± 2
0.030% PHMB/0.6% EPC 80 ± 3 220 ± 3
0.035% PHMB/0.6% EPC 104 ± 3 246 ± 3
0.040% PHMB/0.6% EPC 136 ± 3 264 ± 3
0.045% PHMB/0.6% EPC 161 ± 3 289 ± 3
0.050% PHMB/0.6% EPC 188 ± 6 312 ± 6
0.100% PHMB/0.6% EPC 529 ± 5 471 ± 5
0.150% PHMB/0.6% EPC 1002 ± 19 489 ± 19
0.200% PHMB/0.6% EPC 1485 ± 11 515 ± 11
0.6% EPC 0 0
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log10 reduction ¼ log10 nc � log10 nd

where nc is the number of viable cells (cfu) in the inoculum in the
presence of culture medium and nd is the number of viable cells
(cfu) in the inoculum after 1 h of contact with the test combination.
All experiments were repeated three times.

For demonstrating the action of a drug-delivery system, micro-
bicidal bioavailability of PHMB was evaluated by step-wise quanti-
tative suspension tests starting with 2.0 mL of test microorganisms
in culture medium (108 cfu/mL) and 18.0 mL of PHMB preparation
(aqueous or in o/w emulsion) in culture medium. The test sample
was prepared immediately before use by combining equal parts
per volume of double-concentrated culture medium and PHMB
preparation. Incubation at each step lasted 15 min at room temper-
ature. The antimicrobial agent was eliminated by transferring
1.0 mL of the incubated test combination into 9.0 mL of the inacti-
vators TSHC (P. aeruginosa) or TSLS (S. aureus). Immediately
thereafter, the test microorganisms were removed from the test
combination by aseptic filtration using a 0.45-lm filter. This proce-
dure was repeated eight times, re-using the same starting prepara-
tion and thereafter performing an incubation setup consisting of 1
part by volume test microorganisms and 9 parts by volume PHMB
preparation. All experiments were repeated three times.

2.6. Statistical analysis

Dissociation constants and maximal binding capacities were de-
rived from saturation binding curves and Scatchard Plots using
GraphPad Prism software version 5.0.

Data are expressed as mean ± standard deviation (SD). Compar-
isons between two different groups were performed using the
Mann–Whitney U-test.

3. Results

3.1. PHMB-ligand – EPC-receptor binding affinity

As shown in Table 1, each EPC-containing preparation examined
demonstrated PHMB in the aqueous phase after centrifugation. For
o/w emulsions containing 0.005–0.1% PHMB, P50% of the added
PHMB was associated with the EPC emulsion layer. The PHMB con-
centration of the aqueous solutions was not influenced by the cen-
trifugal filter unit.

Under the assumption of a relative molecular mass of 2400 Da
for PHMB [36], the added micromolar concentration of PHMB
yielded a correlation curve with the PHMB bound on EPC. The cor-
responding saturation binding curve and the Scatchard Plot of the
o/w emulsion are presented in Fig. 1. The maximal binding capac-
ity of the EPC layer was 51.6 nmol PHMB/mg EPC for the o/w emul-
sion (Fig. 1) which is equal to 724 mg PHMB/L o/w emulsion.

The non-covalent, reversible association of the ligand PHMB
with the macromolecular receptor (EPC-layer) forming a ligand-
receptor complex (EPC-PHMB) is described in Eq. (1) [26]. The
association constant Ka equals the reciprocal value of the experi-
mentally determined dissociation constant Kd according to Eq. (2)
[26], which can be used for the calculation of the standard Gibb’s
free energy of binding (DGo) using Eq. (3) [26].

½PHMB� þ ½EPC-layer�$Ka

Kb

½PHMB-EPC� ð1Þ

Ka ¼ K�1
d ¼

½PHMB-EPC�
½PHMB�½EPC-layer� ð2Þ

DG
�
¼ �RT ln Ka ð3Þ
where T (temperature) = 278 K and R (gas constant) = 8.31446 21 J/
molK, Ka (association constant) = 3434 L/mol, a standard Gibb’s free
energy of 20 kJ/mol for binding PHMB to particles of the o/w
emulsion results from Eq. (3).

3.2. Cytotoxicity assays

Experimental data points on dose-response curves of aqueous
PHMB were fitted according to a sigmoid regression. The resulting
calibration curve was applied to determine the effective PHMB
concentration of EPC-containing preparations; these values are
shown in Table 2. The PHMB concentrations detected in the neutral
red assay (Table 2) were significantly different from that of the
experiments using centrifugal devices (Table 1). Aqueous filtrates
after centrifugation contained at least five times as much PHMB
as was revealed in cytotoxicity testing, i.e., 0.05% PHMB in o/w
emulsion demonstrated a cytotoxic effect, which correspond to
23.6 ± 4.0 mg/L PHMB in the aqueous phase of the o/w emulsion
(Table 2).

3.3. Tests of microbicidal action

Aqueous 0.001–0.003% PHMB solutions were selected to result
in an evaluable 1–5 log10 reduction of both test microorganisms
after 1 h of incubation. The resulting log10 reduction of the aqueous
solutions and PHMB concentrations in o/w emulsions producing
the same microbicidal effect in the quantitative suspension tests



Fig. 1. Saturation binding curve of PHMB to the EPC monolayer of the o/w emulsion
Lipofundin MCT 20%, the derived dissociation constant Kd and the corresponding
Scatchard Plot for the assessment of the maximal binding capacity Bmax.
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are shown in Table 3. In accordance with cytotoxicity testing, bac-
terial reduction values were obtained for 0.05% PHMB in o/w emul-
sion which correspond to 30 mg/L PHMB in the starting solution;
this is significantly different from the result after filtration using
centrifugal devices, demonstrating 188 ± 6 mg/L PHMB in the
aqueous phase (Table 1).

Bioavailability of PHMB was verified in testing microbicidal ac-
tion by re-using both the same aqueous and EPC-associated PHMB
preparation up to eight times, showing that not only PHMB in the
aqueous phase of the o/w emulsion is effective against microorgan-
isms, but also the PHMB on the o/w emulsion particles themselves.
The 0.05% PHMB o/w emulsion demonstrated 30 mg/L of effective
PHMB concentration in tests of microbicidal action; a similar
concentration of 23.6 ± 4.0 mg/L PHMB was found in cytotoxicity
assays. Therefore, the 0.05% PHMB o/w emulsion and 0.003% aque-
ous PHMB possessed comparable effective PHMB concentrations.
The results of log10 reduction after eight stages of re-testing the
microbicidal effect of the same starting preparation are shown in
Fig. 2 for P. aeruginosa and Fig. 3 for S. aureus. The resulting bacterial
reduction values were comparable up to 3–4 re-uses of these two
PHMB preparations. Thereafter, the microbicidal effect of the aque-
ous PHMB decreased. In contrast, during all eight stages of re-test-
ing, the microbicidal effect of 0.05% PHMB in o/w emulsion
resulted in a relatively constant log10 reduction.

4. Discussion

Centrifugation filtration experiments demonstrated that the
association of PHMB with the EPC layer of particles in the o/w
Table 2
Resulting viability of L929 cells after 1-h contact with selected PHMB o/w emulsions prepar
from a calibration curve.

Test combination L929 cell viability (%)

0.01% PHMB/0.6% EPC 96.3 ± 3.9
0.02% PHMB/0.6% EPC 81.3 ± 3.7
0.03% PHMB/0.6% EPC 72.7 ± 3.2
0.04% PHMB/0.6% EPC 69.1 ± 3.1
0.05% PHMB/0.6% EPC 64.2 ± 3.0
0.6% EPC 97.9 ± 4.0

a The data from the neutral red assay were duplicated, because the test mixtures were
for the test.

b Viability of L929 cells of control and test combination were not significantly differe
emulsion results from hydrogen bonds, which are specialized di-
pole–dipole interactions. The binding energy of a moderate H-bond
in water is in the range of 17–63 kJ mol�1 [37]. Both the saturation
binding curve in Fig. 1 and the results in Table 1 demonstrate that
non-associated PHMB is present at each investigated PHMB con-
centration in the o/w emulsion. In our preliminary paper [25],
the eosin Y test [38] was used for quantitative determination of
PHMB, which revealed an absence of aqueous PHMB in the 0.05%
PHMB o/w emulsion after filtration in centrifugal filter units. The
eosin Y assay underestimates PHMB at low concentrations (results
not shown). The PHMB concentration of 0.1% PHMB in o/w emul-
sion is around 500 mg/L which correlates with the results of the
UV method used in the present study and the eosin-dye assay used
in the previous study.

The results of centrifugation filtration experiments were veri-
fied in cell cultures by estimating the viability of mouse fibroblasts.
The evaluation of cytotoxicity was conducted with cell cultures of
300 cells/mm2 to increase the sensitivity of the detection system. A
concentration–viability curve using L929 cells and aqueous PHMB
was applied as a calibration curve to assess the biologically effec-
tive PHMB in 0.01–0.05% PHMB o/w emulsions (Table 2), which
demonstrated much lower PHMB concentrations than did the fil-
tration centrifugation experiments. After 1 h of incubation, more
than 60% of the L929 cells were viable. Only concentrations of
<15 mg/L aqueous PHMB resulted in a similar viability in this test
system. This low biological efficacy of PHMB may result from a
weak interaction of PHMB with the phospholipids of the cell mem-
brane in the presence of the EPC in the o/w emulsion. Additionally,
the possibility that PHMB is more associated with the EPC layer of
the emulsion than expected from the results of the centrifugal fil-
tration experiments cannot be excluded. However, it was con-
firmed that PHMB interacts with neutral phospholipids. The
association of PHMB with the EPC layer of the particles in the o/
w emulsion is not in keeping with the results found by Ikeda
et al. [24], but it makes sense in the light of the recommendations
for the use of egg yolk and lecithin as neutralizers of PHMB in the
quantitative suspension test [31–34].

To verify the results of cytotoxicity, quantitative suspension
tests were applied to assess the biologically effective PHMB con-
centration of o/w emulsions. Bactericidal efficacy against P. aeru-
ginosa and S. aureus was calibrated using final concentrations of
5–15 mg/L PHMB in cell culture medium. The subsequent log10

reduction of 0.03–0.05% PHMB o/w emulsions was in the range
of that of the aqueous PHMB used for calibration (Table 3).

In both cytotoxicity and antibacterial efficacy testing, o/w emul-
sions containing 0.02–0.05% PHMB demonstrated similar biologi-
cally effective PHMB concentrations of 10–30 mg/L. In contrast,
filtration centrifugations experiments demonstrated 50–200 mg/L
of aqueous PHMB in the o/w emulsion (Table 1). The filtration pro-
cess using centrifugal devices causes a permanent alteration of the
ed in cell culture medium at 37 �C (n = 18) and the free-PHMB concentration deduced

PHMB concentration (mean ± SD)

Neutral red assay (mg/L) Final calculated (mg/L)a

0b 0b

4.7 ± 1.1 9.4 ± 2.2
7.5 ± 1.2 15.0 ± 2.4
9.0 ± 1.3 18.0 ± 2.6
11.8 ± 2.0 23.6 ± 4.0
0b 0b

previously combined with the same volume of double concentrated culture medium

nt.



Table 3
Log10 bacterial reduction (log10 cfu/mL) of P. aeruginosa and S. aureus at 1 h at room temperature using aqueous PHMB and PHMB in o/w emulsion and the final concentration of
PHMB in cell culture medium containing 10% fetal bovine serum in the quantitative suspension test (EN 1040).

Test combination Final PHMB test concentration (mg/L) Initial inoculum (log10 cfu/mL) log10 reduction after 1 h
P. aeruginosa S. aureus P. aeruginosa S. aureus

Aqueous
0.001% PHMB 7.2 ± 0.1 7.3 ± 0.1 3.9 ± 0.3 1.8 ± 0.1
0.002% PHMB 4.5 ± 0.2 2.8 ± 0.1
0.003% PHMB 5.0 ± 0.2 4.0 ± 0.2
Water 0 0.02 0.01

o/w emulsion
0.03% PHMB/0.6% EPC 150 7.2 ± 0.2 7.3 ± 0.2 3.8 ± 0.1 1.3 ± 0.1
0.04% PHMB/0.6% EPC 200 4.3 ± 0.4 2.5 ± 0.3
0.05% PHMB/0.6% EPC 250 5.0 ± 0.3 3.5 ± 0.1
0.6% EPC 0 –0.05a –0.07a

a Negative values indicate regrowth of the initial inoculum.
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Fig. 2. Resulting log10 bacterial reduction of Pseudomonas aeruginosa after re-using
the same 0.003% aqueous PHMB or 0.05% PHMB in o/w emulsion eight times in
quantitative suspension tests, with 15 min incubation each time. The eight-stage
tests were conducted at least three times in parallel.
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Fig. 3. Resulting log10 bacterial reduction of Staphylococcus aureus after re-using the
same 0.003% aqueous PHMB or 0.05% PHMB in o/w emulsion eight times in
quantitative suspension tests, with 15 min incubation each time. The eight-stage
tests were conducted at least three times in parallel.
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equilibrium between the aqueous phase and emulsified particles.
Constant removal of the aqueous phase can induce the release of
particle-associated PHMB, which has been demonstrated as higher
PHMB concentrations after filtration centrifugation experiments.
Additionally, dialysis against water releases the total associated
PHMB from the o/w emulsion (results not shown), demonstrating
the increased sensitivity of the equilibrium of PHMB between the
aqueous phase and emulsified particles in the presence of excess
water. The influence of solvation and desolvation is of utmost
importance in the stability of hydrogen bonds [26].

Assessment of biologically effective PHMB of o/w emulsions
was conducted in cell culture medium containing 10% fetal bovine
serum to simulate artificial wound fluid [39]. The presence of pro-
tein in cell culture medium may stabilize the interaction of PHMB
with EPC of the o/w emulsion, causing a lower PHMB concentration
in the aqueous phase as demonstrated in biological tests. This ben-
efits practical use where aqueous solutions are not tolerated by the
tissue, e.g., for peritoneal lavage, mouth antisepsis for mucositis
prophylaxis during chemotherapy, treatment of third degree
burns, rinsing of joint cavities in cases of empyema. The new indi-
cations in clinical practice are supported by the results of testing
the microbicidal effect by re-using both aqueous PHMB and PHMB
o/w emulsion containing similar aqueous PHMB concentrations
(Figs. 2 and 3). After 3–4 re-uses the same starting preparation,
PHMB was consumed by test microorganisms only in the aqueous
preparation. The aqueous PHMB concentration of the o/w emulsion
was constantly replenished over eight stages of testing, demon-
strating action as a drug-delivery system. Possibly, the concentra-
tion of biologically effective PHMB is influenced by the presence of
bacteria. The equilibrium of between PHMB and EPC of the o/w
emulsion is altered by anionically charged bacteria, which results
in subsequent replenishment of PHMB.

If the gradual release of PHMB into infected wounds and con-
taminated tissues is a clinical priority, the delivery system demon-
strated in this study would be the method of choice for wound
dressings and irrigation of body cavities, as stipulated and dis-
cussed in the consensus document for PHMB by UK wound experts
[40].

In conclusion, the present study expands the knowledge about
the attachment of PHMB to the EPC layer of o/w emulsion pre-
sented in our preliminary paper [25] and reports the assessment
of biologically effective PHMB. Biological test systems should be
preferred for characterizing biologically effective substances. The
drug-delivery system discovered and described here, based on bac-
tericidal tests in which the PHMB o/w emulsion was repeatedly re-
used, supports the usefulness of this preparation for new clinical
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indications, especially on sensitive tissues. Although silver, iodine,
and honey will continue to play a key role in clinical practice, as
concluded by UK wound experts in their consensus document
[40], it should be borne in mind that the treatment of wounds with
low concentrations of biologically effective PHMB proved to be
superior in preventing infections in comparison to PVP-iodine or
silver [41–43]. Two cochrane analyses [44,45] demonstrated that
silver treatment did not significantly decrease the rate of wound
infections, which could be the result of the high cytotoxicity and
low microbicidal efficacy of silver in the presence of serum pro-
teins [46]. The application of low concentrations of microbicidally
effective PHMB as an o/w emulsion as presented here represents a
new method of bacterial control. This will benefit patients and cli-
nicians by offering an alternative and additional tool to manage the
bacterial burden in different clinical situations characterized by
critical bacterial colonization. Indeed, the application of the 0.05%
PHMB o/w emulsion described above for peritoneal lavage in-
creases the survival of mice with experimentally induced peritoni-
tis [47].

Nevertheless, whether the PHMB o/w emulsion may be used
therapeutically in non-cytotoxic treatment of wound infection
and septic conditions created by increased bacterial growth or
release warrants further study. Such research should focus on
irritation tests in HET-CAM [48,49], three-dimensional models of
human oral epithelia [50,51], reconstructed human epidermis
[52,53], and intact articular cartilage [54,55].
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