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Antimikrobielle Oberflachenbeschichtung totet
multiresistente Krankheitserreger

Selbst regenerierende, mikrogalvanische Zellen produzieren
reaktive Sauerstoffspezies
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Raumfahrzeuge und die Internationale Raumsta-
tion (ISS) sind geschlossene Habitate, in welchen
die Mikroorganismen, die primdr von der Mann-
schaft stammen, speziellen Umweltbedingungen
ausgesetzt sind, die unter anderem durch fehlen-
de Konkurrenz durch Umweltbakterien charak-
terisiert sind. Dadurch kénnen harmlose kom-
mensale Mikroorganismen {iberhandnehmen,
Oberfldchen besiedeln, sogenannte Biofilme aus-
bilden und somit eine grofle Gefahr fiir die
Mannschaft darstellen.

Deshalb sind effektive Strategien zur Vermei-
dung der Besiedlung von Oberflichen sowie
eine stdndige Kontaminationskontrolle in
Raumfahrzeugen von groBer Bedeutung, um ei-
nerseits mikrobielle Infektionen der Mann-
schaft und andererseits Korrosion von Materia-
lien durch mikrobiellen Bewuchs/Belag und
damit Ausfall von technischen Gerdten zu ver-
hindern.

Desinfektion mit Silber

Silber wurde schon in der Antike als Mittel zur
Entkeimung von Trinkwasser eingesetzt und galt
als wichtigstes Desinfektionsmittel in der Medi-
zin bis zum ersten Einsatz von Antibiotika in den
1940 Jahren [1].

Aufgrund der stetig steigenden Anzahl von mul-
tiresistenten Krankheitserregern wird Silber
wieder immer haufiger als Desinfektionsmittel,
im Besonderen zur Beschichtung von Ober-
flichen im klinischen Bereich und allgemein zur
Verhinderung von mikrobieller Besiedlung, ein-
gesetzt [2].

Silber wirkt primadr in Form von Silberionen, die
in wasseriger Umgebung von den mit Silber be-
schichteten Oberfldchen freigesetzt werden. Der
vermehrte Einsatz von Silberionen ist wegen ih-
rer Toxizitdt sowohl fiir eukaryontische Zellen
als auch fiir die Umwelt bedenklich, zusdtzlich
haben viele Krankheitserreger bereits Silber-
resistenzen entwickelt 1, 3].

Flug u Reisemed 2016; 23 (5): 217-220

Bild: Fotolia; royaltystockphoto

Durch den dramatischen Anstieg an multiresistenten Krankheitserregern
wird der Bedarf an neuen Agenzien zur Vermeidung von mikrobiellen Infek-
tionen immer groBer. Eine Moglichkeit stellen mit Silber beschichte Ober-
flachen oder Silbernanopartikel dar. Viele Mikroorganismen sind aber bereits
silberresistent und die Zytotoxizitdt von Nanopartikeln erschwert deren Ein-
satz in der Medizin. Eine Alternative stellt die aus Silber und Ruthenium be-
stehende, mit einem Vitaminderivat konditionierte Oberflaichenbeschich-
tung AGXX® dar, die durch die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies
Mikroorganismen effektiv abtétet. Resistenzen dagegen sind nicht beobach-
tet worden. Wir konnten zeigen, dass diese Beschichtung multiresistente
Krankheitserreger wie MRSA, methicillinresistente Staphylococcus aureus,
abtétet und dessen Biofilmbildung stark reduziert beziehungsweise verhin-
dert. Auf Basis von quantitativen Reverse-Transkription-PCR-Daten (RT-qPCR-
Daten) postulieren wir einen Reaktionsmechanismus fiir die Inhibition des
Biofilmwachstums.

Hoher Bedarf an nicht zytotoxischen
Oberflichenbeschichtungen

Aus diesen Griinden ist ein stark steigender Be-
darf an nicht zytotoxischen, antimikrobiellen
Substanzen, die sich als Oberflichenbeschich-
tung eignen, zu verzeichnen.
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Abb. 1 Das Wachstum der MRSA-Kulturen wurde als optische Dichte bei 600nm (OD
stiindlich 8 Stunden lang gemessen. Die Werte der optischen Dichte, OD,
Zeit in Stunden aufgetragen.
Die blaue Kurve zeigt die OD-Werte fiir die MRSA-Kultur ohne Zusatz von antimikrobiel-
lem Material. Die braune Kurve stellt die OD-Werte fiir die Kultur mit Silberblech dar. Die
griine Kurve zeigt die Wachstumsinhibition der MRSA-Kultur durch AGXX.
Fiir beide Kulturen mit Silberblech und mit AGXX wurde dasselbe Verhaltnis von Oberflachen
(antimikrobielles Material) zu Volumen (Kulturmedium) eingesetzt.

Quelle: Prof. Dr. Elisabeth Grohmann, Berlin
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Abb. 2 Zur Analyse der Biofilmbildung des MRSA-Stammes wurde ein Biofilm-Screening-
Assay in TSB-Medium ohne Zusatz von antimikrobiellem Material beziehungsweise mit
Zusatz von Silberblech oder AGXX durchgefiihrt. Die Biofilmbildung wurde als optische
Dichte bei 570 nm, OD,;, , vermessen. Als positive Kontrolle wurde E. faecalis 12030, ein
klinisches Isolat, dessen Biofilmbildung bekannt ist, eingesetzt, als negative Kontrolle nicht
beimpftes TSB-Medium. Der Wert fiir die negative Kontrolle wurde von den Messwerten der
Proben abgezogen.
Nach [13] ist eine OD570 <0,1 mit Fehlen von Biofilmbildung gleichzusetzen. Eine OD,,,
zwischen 0,1 und 0,2 bedeutet schwache Biofilmbildung. Eine OD,,, >0,2 bedeutet starke
Biofilmbildung. Der MRSA-Stamm zeigt eine deutlich starkere Biofilmbildung als die positive
Kontrolle. Die OD,,, wird durch Zusatz von AGXX beinahe auf 0 reduziert.
Fiir beide Kulturen mit Silberblech und mit AGXX wurde dasselbe Verhdltnis von Oberflachen
(antimikrobielles Material) zu Volumen (Kulturmedium) eingesetzt.

Quelle: Prof. Dr. Elisabeth Grohmann, Berlin

Eine solche Substanz ist AGXX, sie besteht aus
mikrogalvanischen Zellen der beiden Edelmetal-
le Silber und Ruthenium. Die Wirkung von dieser
Beschichtung beruht nicht primdr auf den freige-
setzten Silberionen, obwohl geringe Konzentra-
tionen von Silberionen detektiert wurden [4],
sondern auf der Bildung von reaktiven Sauer-
stoffspezies, den sogenannten ROS. Wasserstoff-
peroxid und Hydroxylradikale, die zu den ROS
gehoren, konnten an AGXX-Oberflichen bereits
nachgewiesen werden [5].

Vorteile der selbst regenerierenden
Beschichtung

Wir haben kiirzlich einen Reaktionsmechanis-
mus fiir AGXX postuliert, der auf 2 miteinander
verbundenen Redoxzyklen von Silber und Ru-
thenium beruht, die zur Selbstregeneration der
antimikrobiellen Substanz fiithren [6]. Ein weite-
rer Vorteil ist, dass es nur leicht zytotoxisch ist
und deswegen als Medizinprodukt eingestuft
wurde [7].

Wir konnten zeigen, dass AGXX viele verschie-
dene Gram-negative und Gram-positive Krank-
heitserreger, wie EHEC (enterohdmorrhagische
Escherichia coli), Legionella und multiresistente
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium
und Staphylococcus epidermidis Stimme abt6-
tet [4, 8].

In dieser Arbeit zeigen wir, dass diese Beschich-
tung auch einen methicillinresistenten Staphylo-
coccus aureus-Stamm (MRSA-Stamm) abtotet
und dessen Biofilmbildung verhindert. AufBer-
dem konnten wir anhand von molekularen Ana-
lysen zeigen, dass sie die Genexpression eines
wichtigen Virulenzregulators von MRSA, des
agrC Gens, ,accessory gene regulator protein C“
[9, 10] verhindert, welches fiir die Biofilmbil-
dung von S. aureus verantwortlich ist.

Selbst regenerierende Beschichtung
totet multiresistente MIRSA

In vorangegangenen Arbeiten [4, 8] konnten wir
zeigen, dass AGXX multiresistente Kklinische
Stamme von E. faecalis, E. faecium und S. epider-
midis nicht nur am Wachstum hindert, sondern
effizient abtotet.

In dieser Arbeit prdsentieren wir, dass die Be-
schichtung auch den MRSA-Stamm, S. aureus 04-
02981, ein klinisches Isolat mit starker Biofilm-
bildung [11] abtétet (Abb. 1). Wir haben das
Wachstum des MRSA-Stammes in TSB-Medium
(Tryptic Soy Broth) mit dem Wachstum in TSB-
Medium mit Zusatz von AGXX (in Form eines mit
Ruthenium beschichteten Silberblechs [4]) sowie
in TSB-Medium mit nicht beschichtetem Silber-
blech verglichen.

In Abbildung 1 wird die optische Dichte (OD,,)
der 3 Kulturen iiber einen Zeitraum von 8 Stun-
den verglichen. Es ist deutlich zu sehen, dass die
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OD,,,-Werte der Kultur ohne Zusatz von antimi-
krobiellen Substanzen sowie der Kultur mit dem
Silberblech nach 8 Stunden einen Wert von 2,0
erreichen, wiahrend die MRSA-Kultur mit AGXX
eine maximale OD,,, von 0,23 nicht tiberschrei-
tet, was der lag-Phase der Kultur entspricht.
Diese Daten zeigen deutlich, dass diese Beschich-
tung das multiresistente klinische MRSA-Isolat
(auRer Methicillinresistenz, Vancomycin und Ce-
phalosporinresistenz) effizient abtotet, wihrend
das Silberblech gleicher Dicke praktisch keinen
antimikrobiellen Effekt zeigt.

Keine Biofilmbildung von MRSA

Mit dem Ziel den Einfluss von AGXX auf die
Biofilmbildung des MRSA-Stammes, S. aureus
04-02981, zu untersuchen, haben wir einen Bio-
film-Screening-Assay nach [12] durchgefiihrt
(Abb. 2).

Wir haben die Biofilmbildungsfdhigkeit des
MRSA-Stammes in TSB-Medium mit der Biofilm-
bildung in Gegenwart des Silberblechs sowie mit
der Biofilmbildung in Gegenwart von AGXX ver-
glichen. Die OD,,-Werte zeigen deutlich, dass
der MRSA-Stamm ohne Zusatz von antimikrobi-
ellen Substanzen einen dichten Biofilm ausbildet
(OD,,, = 0,468+0,012), der Zusatz des Silber-
blechs bewirkt eine Reduktion des Biofilms auf
circa 52% (0,242+0,026), wihrend AGXX die
Biofilmbildung des Stammes vollstdndig verhin-
dert (OD,,, = 0,040£0,013) (Abb. 2).

Keine Bildung von Virulenzfaktoren

von MIRSA

Um zu sehen, ob AGXX bereits auf Ebene der Trans-
kription einen Einfluss auf die Biofilmbildung von
MRSA ausiibt, haben wir aus MRSA-Kulturen in
TSB-Medium nach Wachstum fiir gleiche Zeitdau-
er ohne Zusatz von antimikrobiellen Substanzen
beziehungsweise mit Zusatz von Silberblech oder
AGXX-RNA isoliert und diese nach Umschreiben
in komplementdre DNA (cDNA) einer quantitati-
ven Reverse-Transkription-PCR (RT qPCR) fiir Vi-
rulenzfaktoren von MRSA unterzogen.

Abbildung 3 zeigt die RT-qPCR-Daten fiir das Gen
agrC (accessory gene regulator protein C), das die
Virulenz in MRSA reguliert. Das Protein AgrC ist
Teil eines Quorum-Sensing-Systems, das die Pro-
duktion von extrazelluldren Proteinen reguliert,
vor allem der Proteine Eap und Emp, die fiir die
Biofilmbildung von S. aureus wichtig sind [9].

Es ist deutlich zu erkennen, dass das Silberblech
die Expression von agrC nicht beeinflusst, da an-
ndhernd die gleiche Anzahl von PCR-Zyklen von
34,80+0,56 fiir die Kultur ohne antimikrobielle
Substanz im Vergleich zu 35,04+0,77 Zyklen fiir
die Kultur mit dem Silberblech fiir die Amplifika-
tion von agrC bendtigt wird.

In der Kultur mit AGXX wird das agrC-Gen auch
nach 90 Zyklen nicht amplifiziert (Abb. 3).
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Abb. 3  Die Expression des Virulenzfaktors agrC in einer MRSA-Kultur in TSB-Medium ohne
Zusatz von antimikrobiellem Material wurde mit der agrC-Expression einer MRSA-Kultur mit
Silberblech beziehungsweise mit AGXX verglichen. Die Anzahl der RT-qPCR-Zyklen, die zur

Amplifikation von agrC benétigt wird, wurde fiir die 3 Kulturen verglichen.

Es ist deutlich zu erkennen, dass der Virulenzfaktor agrC in der MRSA-Kultur mit AGXX auch
nach 90 PCR-Zyklen, einer extrem langen Zeit fiir einen qPCR-Ansatz, nicht amplifiziert
wurde. Das vollstandige Fehlen der Expression von agrC beweist, dass diese Beschichtung

die Produktion des Virulenzfaktors effektiv verhindert.

Fiir beide Kulturen mit Silberblech und mit AGXX wurde dasselbe Verhdltnis von Oberflichen

(antimikrobielles Material) zu Volumen (Kulturmedium) eingesetzt.
Quelle: Prof. Dr. Elisabeth Grohmann, Berlin

Das Ergebnis der RT-qPCR-Studie zeigt deutlich,
dass das antimikrobielle Material die Expression
von Virulenzfaktoren von MRSA inhibiert und
auf diese Weise die Biofilmbildung des multire-
sistenten Pathogens drastisch reduzieren kann.
RT-qPCR-Studien mit weiteren Virulenzfaktoren
von MRSA sind in Arbeit und zeigen dhnliche
Tendenzen.

Zusammenfassung und Ausblick

Durch diese Studie konnten wir belegen, dass die
selbst regenerierende Oberflichenbeschichtung
AGXX sehr gut geeignet ist, den bakteriellen Be-
wuchs drastisch zu reduzieren und damit die Ge-
fahr fiir bakterielle Infektionen zu minimieren. In
laufenden Arbeiten zum Einsatz dieser Beschich-
tung auf der ISS zeigt sich, dass sie auch zur war-
tungsfreien Dekontamination von Oberflichen
iber lingere Zeitrdume geeignet ist (maximale
Untersuchungsdauer = 2 Jahre). Durch die war-
tungsfreie Langzeitwirkung der antimikrobiellen
Beschichtung konnte auf hdufige mikrobielle
Kontaminationskontrollen verzichtet werden.
Die antimikrobielle Funktion der AGXX-Oberfla-
che erfordert weder elektrische Energie noch
Licht. Weiterhin kann auf den Einsatz von Biozi-
den vollstindig verzichtet werden. Lediglich die
ausreichende Zufuhr von Luftsauerstoff sollte
gewdhrleistet sein. Ein grofRer Vorteil der be-
schriebenen Technologie ist, dass sie sich ohne
groBen Aufwand in bestehende Systeme integ-
rieren ldsst, da beliebige Bauteile aus Metall, Glas
oder verschiedenen Kunststoffen beschichtet
werden konnen.

Heruntergeladen von: Thieme Verlagsgruppe. Urheberrechtlich geschuitzt.
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Self-regenerating antimicrobial surface coating kills multi-resistant
pathogens - micro galvanic cells produce reactive oxygen species

Due to the dramatic increase of the number of multi-resistant pathogens the
demand of alternative agents to antibiotics to avoid microbial infections is
steadily increasing. The use of silver-coated surfaces or silver nanoparticles is
an option. However, many bacteria have developed silver resistance, and the
cytotoxicity of nanoparticles causes problems in medical therapy. An alter-
native is AGXX®, a surface coating consisting of silver and ruthenium, condi-
tioned with a vitamin-derivative, which produces reactive oxygen species
that effectively kill diverse microorganisms. Resistance against it has not
been observed so far. We could show that this coating not only kills multi-
resistant pathogens such as MRSA, methicillin resistant Staphylococcus
aureus, but also strongly reduces or even inhibits its biofilm formation. Based
on quantitative Reverse Transcription PCR (RT qPCR) data we postulate
a reaction mechanism for the inhibition of biofilm growth.

Key words
antimicrobial coating - silver — ruthenium - MRSA - biofilm
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