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The in vivo efficacy of the novel pelymeric guanidine AKACID Plus was evaluated in a guinea pig model
of experimental skin infection with methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). Topical application of
AKACID Plus at concentrations of =0.5% was as effective as mupirocin 2% cream in the treatment of

superficial skin infection with MRSA.

The polymeric guanidine AKACID Plus, a 3:1 mixture of
poly-(hexamethylen-guanidinium-chloride) (Chemical Abstracts
Service registry no. 57028-96-3) and poly-[2-(2-ethoxy)-ethoxy-
ethyl)-guanidinium-chloride] (Chemical Abstracts Service reg-
istry no. 374572-91-5), is a novel member of the cationic family
of polymeric antimicrobials. Due to their own positively
charged molecules, cationic antiseptics have a high binding
affinity to the negatively charged cell walls and membranes of
bacteria and fungi. A disruption of the target cells is brought
about by the perturbation of these sites (4, 6, 12). AKACID
Plus shows high water solubility and combines low acute tox-
icity (2) and antiproliferative effects (10) with a broad antimi-
crobial spectrum against bacteria, yeasts, and filamentous fungi
(7,9, 13). Nebulized AKACID Plus solution 0.5% was active in
eradicating bacterial quality control strains and multiantibi-
otic-resistant clinical isolates of Staphylococcus aureus, Esche-
richia coli, and Pseudomonas aeruginosa in a room disinfection
assay (8). However, the in vivo activity of the novel polymeric
guanidine has not been studied so far. The aim of the present
study was to evaluate the in vivo activities of different concen-
trations of AKACID Plus cream formulation in a guinea pig
model of experimental skin infection with methicillin-resistant
S. aureus (MRSA) compared to the activities of mupirocin, a
topical antistaphylococcal antibiotic.

(This paper was presented in part at the 46th Annual Inter-
science Conference on Antimicrobial Agents and Chemother-
apy, San Francisco, CA, 27 to 30 September 2006.)

AKACID Plus as a 25% aqueous solution (Ch. 1007) was
acquired from Polymers of Creativity Produktion GmbH,
Vienna, Austria, and diluted in Ultraphil (cream vehicle) to
the desired test concentrations of 0.01, 0.1, 0.25, 0.5, and 1%.
These doses were chosen due to bactericidal activity in basic
and extended quantitative suspension tests (9). A commercially
available mupirocin 2% cream formulation (Bactroban; Smith-

* Corresponding author. Mailing address: Department of Internal
Medicine 1, Division of Infectious Diseases and Chemotherapy, Med-
ical University of Vienna, Wihringer Giirtel 18-20, 1090 Vienna, Aus-
tria. Phone and fax: 431 40400 5200. E-mail: apostolos.georgopoulos
(@meduniwien.ac.at.
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Kline Beecham Pharmaceuticals, Crawley, United Kingdom)
was used as the standard substance (positive control).
Experimental skin infection was carried out by using a
mupirocin-sensitive clinical MRSA strain, 912, isolated from
a patient with a wound infection in 2004 at the Department
of Internal Medicine I, Division of Infectious Diseases and
Tropical Diseases, Medical University of Vienna. Previ-
ously, MICs of 0.125 and 0.25 pg/ml were determined for
mupirocin and AKACID Plus, respectively (2). Female and
male Him-Dunkin-Hartley guinea pigs (Institute of Labo-
ratory Animal Science, Veterinary Medicine Vienna, Aus-
tria) weighing 350 to 400 g were used for the infection
experiments after an acclimatization period of 10 days. The
animals were housed in single cages. Food and water were
given ad libitum. The experimental protocol was approved
by the Ethics Review Committee for Animal Experimenta-
tion of the Medical University of Vienna (GZNo. 66.009/
0028-BrGT/2005). Prior to infection, guinea pigs were ran-
domized to six different therapy groups (AKACID Plus
0.01% cream, AKACID Plus 0.1% cream, AKACID Plus
0.25% cream, AKACID Plus 0.5% cream, AKACID Plus 1%
cream, and mupirocin 2% cream), a placebo group (Ultraphil
alone), and an untreated control group. Sixty-eight guinea pigs
were included in the study. Animals were anesthetized by in-
traperitoneal injection of xylazine (5 mg/kg of body weight)-
ketamine (100 mg/kg of body weight). The backs of the animals
were shaved with electric clippers, followed by wet shaves. To
break down the skin integrity of the animals, a 4-cm* round
iron stamp was dipped into liquid nitrogen and was applied to
the dorsal right and left sides of the animals® backs for 5 s.
After 5 min, each locus was inoculated with a fresh overnight
bacterial suspension of MRSA 912 in tryptone soy broth (2 X
10® CFU/ml) in a volume of 0.1 ml. The liquid was gently
rubbed into the skin with a sterile pipette tip until no more
visible fluid was observed. Each animal had two infected areas.
Placebo, test, and standard substances (0.2 g of cream per
locus) were topically administered three times daily for a pe-
riod of 7 days, starting 1 day after the initial infection, by which
time erythematous lesions had already formed. The two lesions
on each animal received either different topical treatment reg-
imens on both sides or one topical treatment on one side and
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FIG. 1. Culture results for infective skin lesions with MRSA 912 following different therapy regimens with either AKACID Plus (A), mupirocin
(MUP), or Ultraphil alone (placebo) compared to results for an untreated control group. The actual bacterial counts per biopsy specimen (log,q
CFU/biopsy specimen) are represented by circles for all therapy groups. The median value of the data for each group is shown as a horizontal bar.
Sixteen lesions of 16 different guinea pigs per experimental group were investigated.

placebo treatment on the other side or one topical treatment
on one side and no treatment on the other side. In accordance
with the study protocol, 16 lesions (1 on each of the dorsal right
sides of eight guinea pigs and 1 on each of the dorsal left sides
of eight other guinea pigs) per therapy group, placebo group,
and control group were treated. To evaluate the possible risk
of contamination between animals in different cages, two single
guinea pigs were shaved and irritated by the ice-cold iron
stamp but were not infected. To test the risk of contamination
between lesions on same animals, two additional animals re-
ceived an uninfected lesion on one side and an infected lesion
on the other side which was either treated with the placebo or
received no treatment.

On day 8 postinfection, 18 to 20 h after the last topical
application, the guinea pigs were humanely killed by using an
intraperitoneal anesthesia overdose. A part of each infected
skin lesion (approximately 5 mm?) was excised, weighed (17.3
mg * 5.1 mg), and homogenized in 1 ml of sterile sodium
tryptone solution supplemented with neutralizing substances,
i.e., 3% saponin, 3% polysorbate 80, 0.1% histidine, and 0.1%
cysteine, as described previously (9). The homogenate was
diluted by serial 10-fold dilution, and the diluent was spread on
tryptone soy agar supplemented with neutralizing substances
to enumerate viable staphylococei. After incubation at 37°C for
48 h, the number of bacterial cells was calculated. Bacterial
colonies grown on tryptone soy agar were plated on chromo-
genic oxacillin resistance screen agar (Oxoid, Hampshire,
United Kingdom) (1) to confirm the presence of MRSA.

Actual values of the log,,-transformed data (log,, CFU/
biopsy specimen) and corresponding median values are pre-
sented in Fig. 1. The log dose-effect curve for AKACID Plus is
provided in Fig. 2. For statistical analysis, the log,,-trans-
formed data for the six therapy groups, the placebo group, and
the control group (no treatment) were tested for normality
using the Kolmogorov-Smirnov test and a probability-proba-
bility plot. However, no normality was found in any therapy
group. Therefore, the nonparametric Kruskal-Wallis test was
used to detect a statistical difference between the different

therapy regimens. To assess the dose-dependent activity of
AKACID Plus, pairwise treatment comparisons by the Mann-
Whitney U test adjusted for multiplicity by the Bonferroni-
Holm method were made for AKACID Plus 1% treatment
versus AKACID Plus 0.25% treatment, AKACID Plus
0.5% treatment versus AKXACID Plus 0.1% treatment, and
AKACID Plus 0.1% treatment versus AKACID Plus 0.01%
treatment. All testing was performed at an overall 5% signif-
icance level, meaning that P values of less than 0.05 were
considered statistically significant differences. The SPSS statis-
tical software system (version 12.0 for Windows; SPSS Inc.,
Chicago, IL) was used for calculations.

One day after the initial infection, each animal showed one
skin lesion on the dorsal right and one on the dorsal left side.
The lesions were characterized by strictly bordered redness
and swelling which resulted from the irritation of the skin
surface by the ice-cold iron stamp. On days 5 to 8 postinfection,
the erythematous areas with erosions were covered by crusts
and scabs. All animals included in the experimental study sur-
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FIG. 2. Log dose-effect curve for AKACID Plus. Percentages of
maximum effects of different AKACID Plus concentrations (0.01 to
19%) are defined by the following formula: percentage of negative

biopsy cultures <+ number of all biopsy samples per therapy group
(n = 16).

% Maximum effect
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vived during the observation period. In all animals that were
shaved and irritated by the ice-cold iron stamp but not in-
fected, the initial reddish lesions disappeared within 5 days.
Figure 1 shows the culture results for the infective skin lesions
following different therapy regimens with either AKACID
Plus, mupirocin, or Ultraphil alone (placebo) compared to the
results for an untreated control group for 7 days. Untreated
lesions harbored a median value of 5.3 log,, CFU/biopsy spec-
tmen, with a range of 4.41 to 6.08 log,, CFU/biopsy specimen.
The placebo (Ultraphil alone) did not influence the bacterial
persistence because all biopsy specimens yielded MRSA in the
range of 4.13 to 6.42 log,, CFU/biopsy specimen. A significant
difference (P < 0.001) in the numbers of CFU/biopsy specimen
was found between different groups (the untreated control and
placebo groups) by the Kruskal-Wallis test. After the applica-
tion of AKACID Plus 0.01% cream, all biopsy specimens were
positive for MRSA and viable bacterial counts ranged from
3.48 to 5.48 log,, CFU/biopsy specimen. AKACID Plus 0.1%
cream could eliminate MRSA in 3 of 16 different biopsy spec-
imens, with a median value of 3.33 log,, CFU/biopsy specimen.
AKACID Plus 1% cream achieved the highest bacterial activ-
ity specimen, with a median value of 0.00 and maximum value
of 2.60 log,, CFU/biopsy specimen, followed by AKACID Plus
0.5%, with a median value of 0.00 and a maximum value of 4.22
log,, CFU/biopsy specimen. AKACID Plus 0.25% killed bac-
terial cells in 6 of the 16 different biopsy specimens. Treatment
with mupirocin 2% cream resulted in a comparable range of
bacterial counts (0.00 to 4.56 log;, CFU/biopsy specimen).
Significant differences in effectiveness were found following
treatment with AKACID Plus at concentrations of 1 versus
0.25% (P = 0.003), 0.5 versus 0.1% (P = 0.04), and 0.1 versus
0.01% (P = 0.008). The log dose-log effect curve for AKACID
Plus is shown in Fig. 2. No staphylococci were detectable in any
of the six uninfected lesions.

In the present guinea pig model of skin infection with
MRSA, we demonstrated dose-dependent activity of the novel
polymeric guanidine AKACID Plus. AKACID Plus 0.5%
cream was found to be as effective as the reference substance,
mupirocin 2% cream, for eradicating S. aureus. Mupirocin was
chosen as the positive control due to topical application in
humans and high in vivo activity in S. aureus skin models. Gisby
and Bryant demonstrated comparable efficacies of local mu-
pirocin therapy and oral antibiotic therapy in a mouse surgical
wound model (5). In patients with localized superficial skin
infections or in patients colonized by MRSA, topical antibiot-
ics offer a simple, cheap, and sufficient treatment option with-
out systemic side effects. However, for deep-seated skin infec-
tions, orally or intravenously applied antibiotics have to be
used. Perl et al. showed that prophylactic intranasal applica-
tion of mupirocin to suppress or eradicate S. qureus in patients
with postoperative nasal colonization can reduce nosocomial S.
aureus infections (11). Recently, methicillin-resistant isolates
of S. aureus and Staphylococcus epidermidis have developed
increasing resistance to mupirocin (3). Similarly, we evaluated
32-fold increases of the MIC,, of mupirocin against MRSA
compared to methicillin-sensitive S. aureus, whereas similar
MICs for antibiotic-sensitive and multiantibiotic-resistant
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strains have been determined for AKACID Plus (2). Walker et
al. demonstrated the persistence of mupirocin-resistant MRSA
strains after treatment with 2% mupirocin ointment for 5 days,
whereas mupirocin remained effective against mupirocin-sen-
sitive MRSA (14). The results of our preclinical study of
guinea pigs suggest that AKACID Plus 0.5% cream is a potent
substance and might be a possible alternative to mupirocin 2%
cream in the topical treatment of skin infections with MRSA.
Additional investigations concerning safety, the optimal dura-
tion of therapy and the optimal cream or solution vehicle and
assessment of the emergence of resistance to AKACID Plus
during therapy will be necessary to clarify the significance of
AKACID Plus in the treatment of S. aureus skin infections in
the future.

We thank Waltraud Schmidt for excellent technical advice and H.
Fuehrer for statistical advice.
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AKACID Plus, a nevel polymeric guanidine with broad antimicrobial activity against multiantibietic-

resistant bacterial strains, was used in the present study as
experimentally contaminated with antibiotic-susceptible an
erformed using AKACID Plus at concentrations of 0.1, 0.25,
distributed on plastic and stainless steel plates and placed

Pseudomonas aernginosa, and Escherichia coli was p
and 0.5% for 100 min. Bacterial suspensions were
in a test room. Recovery of the test microorganisms

initiation, and 4 h after the end of room disinfection by a simp

was

a room disinfectant. Disinfection of closed rooms
d multiresistant Staphylococcus aureus (MRSA),

determined before nebulizing, 60 and 100 min after
le swab-rinse technique. The swab-rinse method

demonstrated a dose- and time-dependent effectiveness of AKACID Plus in eradicating 5. aureus, E. coli, and
P. aeruginosa on plastic and stainless steel plates. Nebulized 0.5% AKACID Plus was successful in eliminating

all hospital pathogens within 340 min.
microbial carrier plates. The test concen
aureus and P. aeruginosa on plastic and stain

results suggest that nebulized AKACID Plus at a concen

of pathogenic organisms in the hospital setting.

After the use of 0.25% AKACID Plus, MRSA was still detectable on
tration of 0.1% AKACID Plus achieved a significant reduction of S.
less steel plates but was sufficient to eradicate only E. coli. These

tration of 0.5% is a potent substance for eradication

Data from the World Health Organization show that in the
United States some 14,000 individuals are infected and die
each year as a result of drug-resistant microbes acquired in
hospitals. In intensive care units, nosocomial infections in-
crease the total costs by $3,306 and the length of stay by 18.2
days per patient (3). Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) and multiresistant gram-negative rods are wreaking
havoc in hospital wards around the world (24). Herr et al. (12)
determined additional costs of hygiene measures (barrier pre-
cautions, isolation, and decontamination) required for MRSA
carriers in German hospitals by averaging 372 euros for one
MRSA patient hospital-day and 9,263 euros per MRSA case.
Already, MRSA and extended-spectrum-beta-lactamase-pro-
ducing Enterobacteriaceae have spread outside hospitals. The
epidemic spread of resistant bacteria and resistance genes is
supported primarily by selection of resistant microorganisms
by frequent application of antimicrobial agents, inadequate or
inappropriate therapy, use of broad-spectrum antibiotics as
growth promoters for animal foods and as pesticides for agri-
culture (16), and, because of lack of general hygiene measures,
transmission of hospital strains to other patients and medical
staff (2, 10, 18, 20).

Clearly, preventive measures for the termination of this
mode of selection and transmission are of vital importance. In
hospital and health care settings, antiseptics and disinfectants
are essential tools for infection control and aid in prevention of
nosocomial infections (3, 9). By acting rapidly, disinfectants

* Corresponding author. Mailing address: Department of Internal
Medicine 1, Division of Infectious Diseases and Chemotherapy, Med-
ical University of Vienna, Wahringer Giirtel 18-20, 1090 Vienna, Aus-
tria. Phone: 431 40400 5139. Fax: 431 40400 5200. E-mail: apostolos
.georgopoulos@meduniwien.ac.at.
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can prevent the spread of antibiotic-resistant pathogens (4). It
has been postulated that room disinfection in hospital settings
is an important measure in the prevention of colonization and
new infections.

The novel polymeric guanidine AKACID Plus is a new
member of the cationic family of disinfectants. It shows high
water solubility with broad in vitro activity against gram-posi-
tive and gram-negative bacteria and fungi. Recently, we have
demonstrated bactericidal activity of AKACID Plus in basic
and extended quantitative suspension tests against bacterial
quality control strains (15). Moreover, similar MICs were de-
termined for antibiotic-sensitive and multiantibiotic-resistant
bacterial strains, whereas the MICyys of chlorhexidine and
mupirocin showed 4-fold and 32-fold increases for MRSA,
respectively, in comparison to methicillin-sensitive S. aureuis
(A. Buxbaum, C. Kratzer, W. Graninger, and A. Georgopoulos,
submitted for publication). The aim of the present study was to
evaluate the antimicrobial activities of different concentrations
of AKACID Plus for disinfection of closed rooms, which had
been experimentally contaminated by antibiotic-susceptible
and multiresistant S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, and
Escherichia coli, by a simple swab-rinse technique.

MATERIALS AND METHODS

Disinfectant and neutralizing solutions. A stock solution of AKACID Plus, a
3:1 mixture of poly(hexa.methylcn—guanidinium—chloride) and poly|2-(2-ethoxy)-
ethoxyethyl]-guanidinium-chloride as a 25% (volfvol) aqueous solution (Ch.
1007; POC, Vienna, Austria), was used and diluted with tap water to the desired
concentrations of 0.1, 0.25, and 0.5%, volfvol (pH 6.5). Sodium tryptone solu-
tion supplemented with neutralizing substances, i.c., 3% (wt/wt) saponin
(VWR International, Fontenay sous Bois, France), 3% (wt/wt) polysorbate 80
(Merck, Hohenbrunn, Germany), 0.1% (wt/wt) histidine (Fluka, Buchs, Swit-
zerland), and 0.1% (wt/wt) cysteine (Fluka), was used as a neutralizer as
described previously (15).
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Microorganisms. For activity testing, S. awreus ATCC 6538, P. aeruginosa
ATCC 15442, and E. coli ATCC 10536 were selected. The multiantibiotic-
resistant clinical strains S. aureus 9892 (resistant to oxacillin, amoxicillin-clavu-
lanic acid, cefazolin, gentamicin, erythromycin, clindamycin, ciprofioxacin, and
mupirocin), P. aeruginosa A97261 (resistant to piperacillin-tazobactam, ceftazi-
dime, cefepime, fosfomycin, tobramycin, and ciprofloxacin), and E. coli 1905
(resistant to mezlocillin, piperacillin, amoxicillin-clavulanic acid, cefazolin, cefo-
taxime, cefepime, gentamicin, trimethoprim, and ciprofloxacin) were utilized.
These strains were isolated and identified in 2005 at the Department of Internal
Medicine I, Division of Infectious Diseases and Chemotherapy, Medical Uni-
versity of Vienna, from wound, respiratory tract, and urinary tract infections.

Preparation of test plates. Plastic boards (6.5 by 5 cm) (Fackelmann, Hers-
bruck, Germany) and stainless steel plates (5 by 5 cm) served as microbial
carriers. Viable ATCC and multiresistant strains of S. aureus, P. aeruginosa, and
E. coli were used as test organisms. Following the procedure of the European
basic quantitative suspension test (6), bacteria were grown on tryptone soy agar
(TSA) (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, United Kingdom) for 24 h and trans-
ferred to TSA for another 24 h. The test bacteria were then suspended in sodium
tryptone solution to an optical density at 620 nm corresponding to a concentra-
tion of (1.5 X 10° to 5 X 10® CFU/ml). One hundred microliters of the phase 1
standard test suspension was inoculated onto the hard surfaces and evenly
disturbed with a sterile glass spatula. A single test plate was contaminated with
the test suspension of only one test strain. Microbial carriers were dried for 1 h
in a laminar airflow cabinet at a room temperature of 20 to 22°C and a relative
humidity ranging from 45 to 60%.

Room disinfection in the test room. In order to evalnate the activity of
AKACID Plus as a room disinfectant, a test room of approximately 41 m® was
chosen. Medical devices and equipment were left in the room. The inlet and
outlet vents of the air-conditioning system were sealed with adhesive tape, and
the door and windows were closed. For each test strain, microbial carrier plates
were placed in a floor corner, below the table, on the work space, and on the
cupboard. After the bacterial carriers were placed, 5 liters of liquid containing
0.1, 0.25, or 0.5% AKACID Plus solution or 5 liters of liquid alone (AKACID
Plus-free control) was poured in a FONTAN Portastar ULV aerosol applicator
(Swingtec, Isny, Germany), which produces a droplet size of 2 to 20 wm. Neb-
ulizing with gaseous AKACID Plus or water alone was performed for 100 min.

Recovery of the test bacteria. To evaluate the antimicrobial activity of
AKACID Plus, the survival of the test bacteria was determined before nebulizing
(time point 0) and at 60 (time point 1) and 100 (time point 2) min after the
initiation and 4 h after the end (time point 3) of room disinfection in the test
room, using a simple swab-rinse technique with neutralizing solution. For this
detection method, 1.5 ml neutralizing solution was transferred onto each test
surface. With this fluid and a premoistened cotton swab, the test area was
systematically abraded for 15 s, 0.5-ml amounts of the neutralizing solution were
collected, and 10-fold dilutions in neutralizing solution were prepared and plated
on TSA containing neutralizing substances. Swab-rinse cultures were incubated
for 48 to 72 h at 37°C. Bacterial colonies on TSA were distinguished on the basis
of different morphology (size and color of the colonies). To confirm the presence
of 8. aureus, E. coli, and P. aeruginosa, bacterial cells were cultured on blood agar
and identified by biochemical tests (API Staph, API 20E, and API 20NE).

Data and statistical analysis. The reduction of the number of viable bacterial
cells (CFU/plate) was described by arithmetic means and standard deviations
from three individual experiments for 0.1, 0.25, and 0.5% AKACID Plus in
comparison to the biocide-free control at three different time points (60 and 100
min after the initiation and 4 h after the end of room disinfection) on plastic and
stainless steel plates. Differences between the selected concentrations and the
biocide-free control were assessed with Student’s ¢ test for independent samples.
If significance was achieved, the multiple comparison of means was performed
using the Bonferroni-Holm correction; the multiple-comparison significance
level was =0.05.

RESULTS

Room disinfection with 0.1, 0.25, and 0.5% AKACID Plus.
Three room disinfection trials with 0.1, 0.25, and 0.5%
AKACID Plus and with the biocide-free control were per-
formed with antibiotic-sensitive and multiresistant strains of S.
aureus (Fig. 1), E. coli (Fig. 2}, and P. aeruginosa (Fig. 3)
applied on stainless steel and plastic plates. In the presence
and absence of AKACID Plus, the temperature and relative
humidity in the test room increased from 21 to 23°C and 40 to
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60% humidity to 24 to 25°C and 85 to 100% humidity during
the nebulizing procedure. Four hours after the end of nebu-
lizing, the relative humidity reached the initial value again,
while the temperature was still elevated. Recovery of the tested
strains from steel and plastic plates was evaluated before neb-
ulizing and at 60 and 100 min after the initiation and 4 h after
the end of room disinfection by a swab-rinse technique. At
time point 0 (before room disinfection) 1.2 X 10° to 1.0 x 107
CFU of S. aureus, 6.0 X 10° to 2.2 X 10° CFU of E. coli, and
2.0 X 10° to 1.5 X 10° CFU of P. aeruginosa were detectable on
stainless steel plates and 5.0 X 10° to 4.8 x 10° CFU of §.
aureus, 2.5 X 10° to 1.3 X 10¢ CFU of E. coli, and 1.5 X 10° to
1.0 X 10° CFU of P. aeruginosa were detectable on plastic
plates. In the absence of AKACID Plus, a moderate reduction
of the bacterial count of <1 log,, unit was seen for S. aureus
(Fig. 1) at 4 h after the end of nebulizing, whereas a reduction
of 1 to 3 log,, units was detected for the gram-negative test
organisms (Fig. 2 and 3) on plastic and stainless steel plates.

Room disinfection with 0.5% AKACID Plus was successful
in eliminating all tested pathogens (lower detection limit, 3
CFU/plate) on stainless steel and plastic plates within 340 min.
On plastic plates, both strains of S. aureus (P = 0.006) and E.
coli (P = 0.005 to 0.008) were killed within 60 min, while P.
aeruginosa required a longer exposure for 340 min. On stain-
less steel plates, E. coli (P = 0.007) was eliminated within 60
min. In contrast, ATCC and antibiotic-resistant strains of P.
aeruginosa (P = 0.005 to 0.007) and S. awreus (P < 0.001 to
0.002) were still detectable on steel plates after nebulization of
AKACID Plus for 100 min (~10* CFU/plate), but they were
eradicated within 340 min.

Four hours after nebulization, 0.25% AKACID Plus stain-
Iess steel and plastic plates still yielded 6.0 X 10! to 1.2 X
10? bacterial cells of MRSA strain 9892 (P = 0.002 to 0.003),
whereas the gram-negative microorganisms were not detect-
able on test materials regardless of their antibiotic suscep-
tibility.

The test concentration of 0.1% AKACID Plus achieved a
significant reduction of S. aureus (P = 0.002 to 0.005) and P.
aeruginosa (P = 0.006 to 0.007) on bacterial carriers but was
sufficient to eradicate only E. coli (P = 0.003 to 0.005) within
340 min.

DISCUSSION

AKACID Plus, a mixture of two different polymeric guani-
dine compounds (Chemical Abstracts Service registry no.
374572-91-5 and 57028-96-3), is a new commercial product of
an Austrian company and is registered in the European Union.
The present study demonstrates the activity of AKACID Plus
as a room disinfectant of closed rooms contaminated with
antibiotic-susceptible and multiresistant strains of S. aureus, E.
coli, and P. aeruginosa. Disinfectants currently validated for
room disinfection achieve high antimicrobial activity but also
have high toxicity. Therefore, safety guidelines have to be
considered. At present the only accepted method available for
decontaminating a biological safety cabinet is to use formalde-
hyde gas (7, 17). Formaldehyde is highly effective against bac-
teria, viruses, bacterial toxins, and spores (21) but also is highly
toxic (23). Formaldehyde gas has a pungent, irritating odor
that is detectable even at very low concentrations (below 1
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FIG. 1. Time-dependent bacterial reduction of the ATCC strain (top) and the multiantibiotic-resistant strain 9892 (bottom) of S. awreus on

stainless steel (m) and plastic (p) plates after the use of 0.5, 0.25, and
on steel and plastic plates, determined by the swab
independent experiments.

ppm) and can cause irritation of the eye, skin, and respiratory
tract even at low levels for short periods. Its vapor is between
7% and 73% flammable at room temperature, and it is explo-
sive in the presence of strong oxidizers (1). Hydrogen peroxide

0.1% AKACID Plus (AP) in comparison to an AKACID Plus-free control

-rinse technique. Results represent averages for four samples = 1 standard deviation for three

vapor, which is highly active as a room disinfectant against
MRSA (8), Clostridium botulinum spores (13), and Mycobac-
terium tuberculosis (14), also requires exact surveillance of the
gas concentration throughout the decontamination cycle due
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FIG. 2. Time-dependent bacterial reduction of the ATCC strain (top) and the multiantibiotic-resistant strain 1905 (bottom) of E. coli on
stainless steel (m) and plastic (p) plates after the use of 0.5, 0.25, and 0.1% AKACID Plus (AP) in comparison to an AKACID Plus-free control
on steel and plastic plates, determined by the swab-rinse technique. Results represent averages for four samples * 1 standard deviation for three

independent experiments.

to its corrosive and toxic properties (22). In contrast, the well-
known cationic antimicrobials such as benzalkonium chloride,
chlorhexidine, and polyhexamethylene biguanide combine a
broad antimicrobial activity and a low toxicity profile (11).

Similarly, low toxicity of AKACID Plus was detected in toxi-
cological animal experiments. In an acute oral toxicity study
and an acute dermal toxicity study with rats, a median lethal
dose of AKACID Plus of >2,000 mg/kg body weight was de-
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FIG. 3. Time-dependent bacterial reduction of the ATCC strain (top) and the multiantibiotic-resistant strain A97261 (bottom) of P. aeruginosa
on stainless steel (m) and plastic (p) plates after the use of 0.5, 0.25, and 0.1% AKACID Plus (AP) in comparison to an AKACID Plus-free control

on steel and plastic plates, determined by the swab-rinse technique. Res
independent experiments.

termined. An acute dermal irritation/corrosion study did not
reveal any irritating or corrosive properties of the novel poly-
meric guanidine (Buxbaum et al., submitted). AKACID Plus is
a safe, nonflammable, nonexplosive, and odorless substance.

ults represent averages for four samples = 1 standard deviation for three

Patients in hospital side rooms in direct vicinity to the contami-
inated room are not disturbed or endangered during the dis-
infection process. Due to its low toxicity and noncorrosive
properties, there was no need for preparations such as protec-
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tion of medical devices and computer monitors or sealing of
doors with adhesive tape when nebulizing was performed.

To evaluate the antimicrobial activity of AKACID Plus,
quantitative cultures of experimentally contaminated stainless
steel and plastic plates were performed by a simple swab-rinse
technique with neutralizing solution. The detection method
demonstrated a dose-dependent and time-dependent activity
of nebulized AKACID Plus. All in-door controls of the bacte-
rial pathogens applied on the stainless steel plates tended to
reach higher bacterial counts than those on plastic plates. Al-
though Neely (19) has shown a short survival time (only 1 to
7 h) for E. coli and P. aeruginosa on fabrics and plastics used in
hospitals, in the present study viable bacterial cells on test
materials were detectable during the whole nebulization and
exposure to the AKACID Plus-free control. Nevertheless, the
stainless steel and plastic plates yielded higher counts of S.
aureus than of the gram-negative microorganisms,

The 0.5% AKACID Plus solution was active in eradicating
most tested pathogens within 100 min; ~10' CFU of S. aureus
ATCC 6538 and MRSA strain 9892 were still detectable on
stainless steel plates. Further exposure for 4 h was required to
eliminate all bacterial strains. Complete room disinfection
takes on average less than 6 h.

Due to its cationic nature, AKACID Plus can be inactivated
by the presence of anionic soaps. Therefore, the conventional
terminal cleaning must be performed not before the nebuliza-
tion but following the complete disinfection procedure.
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Objectives: Akacid plus® is a new member of the polymeric guanidine family of disinfectants. It was
especially developed to enhance the antimicrobial activity of this class with significanily less toxicity.
The in vitro activity of Akacid plus® compared with chlorhexidine digluconate and mupirocin was tested

against a total of 369 recent clinical isolates.

Methods: The organisms tested by CLSI reference methods included the following: Staphylococcus
aureus (98), Staphylococcus epidermidis (9), Bacillus spp. (2), Enterococcus faecalis (32), Klebsiella
spp- (45), Enterobacter spp- (20), Escherichia coli (65), Salmonella spp. (6), Shigella spp. (2), Yersinia
enterocolitica(1), Acinetobacter spp. (4), Proteus spp. (7), Pseudomonas aeruginosa (59), Stenotrophomo-
nas maltophilia (8), Candida spp. (10) and Aspergillus spp. (7). In vitro selection of resistance to Akacid
plus® was carried out on 24 strains. Toxicological analyses were also performed.

Resulis: All tested agents were more effective against Staphylococcus spp. and Bacillus spp. than against
E. faecalis and Gram-negative bacteria. The MICgeS of chlorhexidine and mupirocin showed a 4-fold and
32-fold increase for methicillin-resistant S. aureus in comparison with methicillin-susceptible strains,
while MIC values of Akacid plus® were similar for antibiotic-susceptible and multiresistant strains.
Bactericidal action of Akacid plus® was observed at 1-2x MIC. The in vitro selection of resistance test
showed no increase in MIC values of Akacid plus® for any isolate after 30 passages. In addition, Akacid

plus® showed low oral and dermal toxicity.

Conclusions: These preliminary results demonstr
plus®, which makes it a promising tool for topica

bacterial and fungal infections.

Keywords: bactericidal, resistance, toxicity

Introduction

The discovery and application of antimicrobial chemotherapy and
the use of biocides in the form of antiseptics and disinfectants,
particularly in the latter half of the twentieth century, allowed
control over most infectious diseases. The emergence of bacterial
resistance to antimicrobial agents began shortly after their intro-
duction to clinical practice and has developed rapidly and
increasingly throughout the 1990s.!

Biocides are clearly different from antibiotics in their mode of
action, in their condition of use and in their respective acquired
and intrinsic mechanisms by which bacteria resist their toxic
effects, and they often display non-specific killing. In the face

ate the broad antimicrobial properties of Akacid
| application in the prophylaxis and treatment of

of multiresistant infectious-disease organisms that are difficult
and, sometimes, impossible to treat, the search for new agents
that do not select for resistant clones becomes ever more
important.2

However, this issue has been further complicated by the find-
ing that, as for antibiotics, intensive exposure of hospital patho-
gens to biocides may result in the emergence of resistance to
these agents. Evidence for reduced susceptibility to biocides from
exposure to these agents has been both laboratory based’ and
observed in the field.*

Akacid plus® is a new member of the polymeric guanidine
family of disinfectants. 1t was especially developed to enhance
the antimicrobial activity of this class with significantly less

*Corresponding author. Tel: +43-1-40400/5139; Fax: +43-1-40400/5200; E-mail: apostolos.georgopoulos@meduniwien.ac.at
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toxicity. This paper evaluates the antimicrobial profile of Akacid
plus® in comparison with chlorhexidine digluconate (due to its
widespread use) and mupirocin [due to its topical use in the
hospital setting against methicillin-resistant Staphylococcus aur-
eus (MRSA)], its toxicity and the potential for induction of
resistance to Akacid plus®.

Materials and methods

Bacteria

A total of 369 recent clinical isolates were tested from patients
with documented infections in hospitals located in Austria. The
distribution of species and strain counts was as follows: methicillin-
susceptible S. aureus (MSSA) (36); MRSA (62); methicillin-resistant
Staphylococcus epidermidis (MRSE) (9); vancomycin-susceptible
Enterococcus faecalis (27); vancomycin-resistant E. faecalis (VRE)
(5); Klebsiella spp. (45, 15.5% ESBLs); Enterobacter spp. (20);
Escherichia coli (65, 13.8% ESBLs) Salmonella spp. (6), Shigella
spp. (2); Yersinia enterocolitica (1); Acinetobacter spp. (4); Proteus
spp. (7); Pseudomonas aeruginosa (59, 28.8% ESBLs); Stenotro-
phomonas maltophilia (4); Candida spp. (10); Aspergillus spp. (7).
Identifications were performed using the API system. In addition,
Bacillus subtilis (spore suspension for the inhibitor test, Merck)
and Bacillus anthracis CHI10 (anthrax spores Merck reg. mno.
G112/WET/ACT 36/47) were tested.

Active substances

A stock solution of Akacid plus®, a 3:1 mixture of poly-(hexam-
ethylen-guanidinium-chloride) and poly-[2-(2-ethoxy)-ethoxyethyl)-
guanidinium-chloride] (Ch. 1007, POC), as 25% aqueous solution
was used and diluted with sterile distilled water to the desired con-
centrations. Chlorhexidine digluconate 20% (Sigma, St Louis, MO,
USA) and mupirocin powder (Smith Kline Beecham, London, UK)
were selected as reference substances.

Susceptibility testing

To assess the antimicrobial activity of Akacid plus® in comparison
with chlorhexidine and mupirocin, MICs were determined using the
CLSI broth microdilution method with Mueller-Hinton broth.> For
fungal testing 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid-buffered RPMI
1640 medium was used.®” MIC endpoints were read as the lowest
concentration of antimicrobial that totally inhibited macroscopically
visible growth of the inoculum. Quality control was provided by the
concurrent testing of ATCC strains. MBCs of Akacid plus® were
determined by methods published by the CLSL® All susceptibility
tests were performed in duplicate.

Killing curves for Akacid plus® were carried out on S. aureus
ATCC 29213 and E. coli ATCC 35218. Concentrations of Akacid
plus® at 0.5x, 1x, 2X and 4x MIC were used and monitored at time
point 0 and at 5 min, 30 min, 2 h, 6 h and 24 h. Three independent
experiments were performed per strain.

In vitro selection of resistance

In vitro selection of resistance to Akacid plus® was carried out on 24
strains: MSSA (1), MRSA (2), MRSE (4), VRE (5), Klebsiella spp.
(2), E. coli (4, 50% ESBLs), P. aeruginosa (4, 50% ESBLs) and
Acinetobacter spp. (2 strains). The broth selection method described
by Markopoulos er al.® was used for the experiments. Thirty passages
of each test isolate were performed. All tests were performed in
triplicate for each isolate. If the three replicates differed at the
end of all cycles, the highest MIC was taken as the result.

Toxicological studies

The toxicological studies were performed at the Toxicology Depart-
ment of ARC Seibersdorf Research GmbH (Seibersdorf, Austria).
The approval numbers for the animal experiments are LF1-TVG-
5/025-2002 and LF1-TVG-5/024-2002.

The acute toxic effects of Akacid plus® after a single peroral
administration to rats were determined according to EU method
B.1.'° Initially the study was carried out with one group consisting
of three female animals given a dose of 200 mg of active ingredient
per kg of body weight. Based on these observation results the dose
was increased to 2000 mg/kg of body weight. All rats were killed by
inhalation of CO, on day 14 and subjected to a gross necropsy
examination.

The acute toxic effects of Akacid plus® after a single dermal
administration to rats were investigated according to EU method
B.3."" Akacid plus® at a dose of 2000 mg/kg of body weight was
administered once dermally on an area of ~5 x 6 cm on the dorsal
thoracal region of five male and five female CRL:CD(SD) BR
Sprague Dawley rats from Charles River Wiga (Germany) and the
duration of the exposure was 24 h. They were killed by inhalation of
CO, after 14 days and subjected to a necropsy including a gross
pathological examination.

To examine a possible irritation or corrosion by Akacid plus®
following a single application to the intact skin of rabbits the EU
method B.4'? was performed. The test substance (1.5 g) was spread
on cellulose patches in a size of about 2.5 X 2.5 cm and was applied
to the intact skin of each of three female New Zealand White rabbits
from Charles River Wiga. At the end of the exposure period (4 h) the
dressings and the patches were removed. The skin was examined for
erythema/eschar and oedema as well as for other local alterations 1,
24, 48 and 72 h after patch removal.

Results

Antimicrobial activity

Table 1 illustrates the activity of Akacid plus® in comparison
with chlorhexidine digluconate and mupirocin against ATCC
strains and clinical bacterial and fungal isolates. MIC values
of chlorhexidine digluconate and mupirocin were comparable
to the results obtained by other studies.* Akacid plus® showed
good activity against staphylococci with MICs of 0.06-0.5 mg/L,
regardless of their susceptibility to oxacillin. The MICgos of
chlorhexidine and mupirocin showed a 4-fold (0.5 to 2 mg/L)
and 32-fold (0.25 to 8 mg/L) increase for MRSA in comparison
with methicillin-susceptible strains. All tested agents achieved
lesser activity against E. faecalis (2-128 mg/L), but no difference
in the MIC values was detected for vancomycin-susceptible
E. faecalis and VRE. Potent activity was also observed regarding
inhibition of spore germination of B. subtilis and B. anthracis. All
tested substances were less active against Gram-negative bacteria.
The testing of clinically relevant fungal species of Candida and
Aspergillus furthermore proved the antifungal efficacy of Akacid
plus® and confirmed that of chlorhexidine.

Ten strains, including CLSI quality control strains and clinical
isolates of S. aureus, E. faecalis, S. pneumoniae, E. coli,
K. pneumoniae and P. aeruginosa were tested to compare Akacid
plus® MIC and MBC results. MBC values of Akacid plus® were
observed at 1-2x MIC. Killing curves were also carried out using
Akacid plus® concentrations at 0.5x, 1x, 2x and 4x the measured
organism MIC. Killing curves for S. aurens ATCC 29213 and
E. coli ATCC 35218 (inoculum 10° cfu/mL) are given in Figure 1
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Table 1. MICs of Akacid plus® (AP), chlorhexidine digluconate
(CHG) and mupirocin (MUP) for clinical strains of bacteria (352),
fungi (17) and spores (2)

(mg/L)
Species (no. of
strains tested) MIC AP CHG MUP
MSSA (36) range  0.06-0.5 0.06-1  0.06-1
MICs,  0.125 0.25 0.125
MICgp 0.25 0.5 0.25
MRSA (62) range 0.06-0.5 0.5-2 0.06->256
MICs,  0.125 2 0.125
MICyy 0.25 2 8
MRSE (9) range 0.06-025 052 0.25-05
E. faecalis (27) range 2-16 2-16 32-128
MICsq ] 8 64
MICqgy 16 3 64
VRE (5) range 4-16 4-16 32-64
Spores of B. subtilis (1) range 0.125 1 i
Spores of B. anthracis (1) range 0.125 1 1
E. coli (65) range 1-8 2-8 128-256
MICsp 2 2 128
MICgq 4 8 256
Klebsiella spp. (45)" range 1-8 4-32 32256
MICsg 2 8 256
NHCgo 8 16 >256
Enterobacter spp. (20)° range 1-8 8-32 128256
MICsp 2 8 256
MICsy 8 32 >256
P. aeruginosa (59) range 4-32 832  32->256
MICso 8 16 >256
MICsg 32 32 >256
Proteus spp. (7)° range 4-32 864  256->256
Salmonella spp. (6)° range 1-2 2-4 128-256
Shigella spp. (2)° range 2-4 1-2 128-256
Y. enterocolitica (1) range 2 32 256
Acinetobacter spp. @f range 1-8 2-32  32->256
S. maltophilia (4) range 8-32 1632 256->256
Candida spp. (10)® range  0.1254  1-16 32-256
Aspergillus spp. " range 1-16 864 64256

ncludes Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca.

Y[pcludes Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae.

Includes Proteus mirabilis, Proteus vulgaris.

dncludes Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium.

“Includes Shigella sonnei, Shigella flexneri.

fncludes Acinetobacter baumannii, Acinetobacter Iwoffii.

SIncludes Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Candida trop-

icalis.
Yncludes Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus.

(lower detection limit 5 X 10! cfu/mL). Akacid plus® at >2x MIC
and 1x MIC eradicated S. aureus and E. coli within 2 and 5 h.

In vitro selection of resistance

For this test not only susceptible ATCC strains but also multires-
istant clinical isolates of Gram-positive and Gram-negative
organisms were used. There was no increase in MIC values of
Akacid plus® for any isolate after 30 passages.

Toxicological studies

The oral and dermal LDsq of Akacid plus® in rats was found to
be above 2000 mg of active ingredient/kg of body weight. After a
single oral administration of Akacid plus® at a dose of 200 mg/kg
of body weight to female rats, all animals survived and no abnor-
malities in life were revealed from day 1 until the end of the
observation period on day 14. One female and one male rat died
on account of the treatment with 2000 mg/kg. The necropsy
revealed no pathological abnormalities with exception of animals
no. 4 and no. 8. These rats showed light lungs, a flat liver and
spleen, and light mucous membranes. After a single dermal
administration of Akacid plus® at a dose of 2000 mg/kg of
body weight all animals survived until the scheduled termination
of the study and no toxic effects of the test substance were noted
in life. Body weights and body weight gain were inconspicuous
during the whole study in all rats, and all animals were normal at
the terminal necropsy.

In the acute dermal irritation/corrosion study with rabbits, no
general toxic effects of Akacid plus® were observed and all
exposed skin sites were normal at each examination term.

Discussion

The present study demonstrates the broad antimicrobial profile of
Akacid plus® in comparison with chlorhexidine, another of the
family of cationic antimicrobials, and mupirocin, an antibiotic
with high activity against Gram-positive pathogens. MIC values
of chlorhexidine digluconate and mupirocin were comparable to
the results obtained by other studies.* Previous studies by Irizarry
et al.'? and Suller and Russell.'* detected MRSA strains to be less
susceptible than MSSA strains to chlorhexidine, triclosan and
quaternary ammonium compounds. Likewise, Kresken ez al?
observed mupirocin resistance almost exclusively in methicillin-
resistant strains of Staphylococcus spp. In the present work
the MICgos of chlorhexidine and mupirocin showed a 4-fold and
32-fold increase for MRSA in comparison with methicillin-
susceptible strains, while MIC values for Akacid plus® were
similar for both MRSA and MSSA. Recently, we have evaluated
bactericidal activity of Akacid plus® 0.1% after exposure for
5 min in basic quantitative suspension tests against quality
control strains of S. aureus, Enterococcus hirae, E. coli and
P. aemginosa.16 Additionally, we have shown potent activity
of nebulized Akacid plus® 0.5% for eradication of antibiotic-
susceptible and multiresistant S. aureus, P. aeruginosa and
E. coli on hard surfaces.'” In the absence of neutralizing solution
and presence of Akacid plus® bacterial cells of S. aureus ATCC
29213 and E. coli 35218 were eliminated at I1x MIC within
<5 h. A multiple of the MIC of Akacid plus® accelerated the
eradication of the exposed bacteria.

The increasing use of biocides has also raised concerns about
the development of biocide resistance. In the present study we
were not able to induce bacterial resistance to Akacid plus®.
Exposure of subinhibitory concentrations did not result in
reduced susceptibility of Staphylococcus spp-, Klebsiella spp.,
E. coli, P. aeruginosa and Acinetobacter spp. In contrast, Marko-
poulos et al.? showed significant increases in MICs of teicoplanin
for S. epidermidis after broth and agar selection methods.

Up to now it was a well-accepted fact that biocidal activity
comes at a price; that is to say that high activity equals high
toxicity. Chlorhexidine, which is registered as a disinfectant and
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Figure 1. Time—killing curves for Akacid plus® versus S. aurens ATCC 29213 (MIC, 0.5 mg/L) and E. coli ATCC 35218 (MIC, 2 mg/L). Mean viable bacterial count
(cfu/mL) of S. aureus (a) and E. coli (b) was evaluated in the presence and absence of Akacid plus® at 0.5x, 1x, 2x and 4x MIC at 5 min, 30 min, 2 h, 6 hand 24 h.

is used as a preservative in cosmetics and as a surgical rub, is
irritating to the eyes. According to the results obtained in the
toxicological studies, Akacid plus® showed a low acute oral and
dermal toxicity with an LDsy > 2000 mg/kg of body weight (a
concentration high above the therapeutic dose) and was not irrit-
ating to the skin. Further toxicity studies including acute eye
toxicity, skin sensitization, mutagenicity and chronic exposure
are needed to determine the complete toxicity profile of Akacid
plus®.

The preliminary results of the present study demonstrate
the broad antimicrobial properties, also against MRSA and
ESBL-producing Gram-negatives, which make Akacid plus® a

promising tool for topical application in the prophylaxis and
treatment of bacterial and fungal infections. No difference in
the MIC values between MSSA and MRSA was detected.
Since the exact mechanism of action of Akacid plus® is not
fully understood yet, further tests are underway to study the
mode of action and full range of activity of this promising
new substance.
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde die
In vitro-Wirksamkeit der beiden
neuartigen polymerischen Guanidine,
Akacid und sein Nachfolger Akacid
plus, im Vergleich zu Chlorhexidin-
diglukonat gegeniiber 369 klinischen
Isolaten von Patienten mit dokumen-
tierten Infektionen in 6sterreichischen
Spitilern, deren akute Toxizitit und
die Fahigkeit der Resistenzinduktion
von Alaacid evaluiert. Die untersuch-
ten Bakterien- und Pilzstimme waren:
Staphylococcus aureus (98), Staphy-
lococcus epidermidis (9), Enterococ-
cus faecalis (32), Klebsiella spp. (45),
Enterobacter spp. (20), Escherichia
coli (65), Salmonella spp. (6), Shigel-
la spp. (2), Yersinia enterocolitica (1),
Acinetobacter spp. (4), Proteus spp.
(7), Pseudomonas aeruginosa (59),
Stenotrophomonas maltophilia (4),
Candida spp. (10) und Aspergilius
spp. (7). Die Empfindlichkeit der
Testsubstanzen wurde auch gegeniiber
Sporen von Bacillus subtilis und
Bacillus anthracis untersucht. Fiir die
Bestimmung der minimalen Hemm-
konzentration (MHK) wurde die
Mikrodilutionsmethode nach CLSI
(Clinical and Laboratory Standards
Institute) verwendet. Zusiitzlich wurde
die bakterizide Wirksamkeit von Aka-
cid plus nach einer Expositionszeit
von 5 Minuten im Quantitativen Sus-

2

pensionstest Europdischer Standard
EN 1040 gegeniiber den Qualitiits-
kontrollstdmmen von S. awureus, Fn-
terococcus hirae, E. coli und P aery-
ginosa untersucht. /n vifro-Resistenz-
selektion gegeniiber Akacid wurde an
24 verschiedenen Bakterienstimmen
durchgefiihrt. Alle drei Testsubstanzen
zeigten hchste antimikrobielle Wirk-
samkeit gegeniiber Staphylococcus
und Bacillus spp. Hohere MHK -Werte
wurden gegeniiber Enterokokken,
Gram-negativen Bakterien und Pilzen
gefunden. MHKsp und MHKgg von
Chlorhexidin zeigten einen 4-8-
fachen Anstieg fir die Methicillin-
resistenten §. aureus im Vergleich zu
den Methicillin-empfindlichen Stim-
men,wohingegen kein Unterschied in
den MHK-Werten fiir Akacid und
Akacid plus gegeniiber Antibiotika-
empfindlichen und mmlti-resistenten
Stdmmen gefunden wurde, Bakterizi-
de Wirkung von Akacid plus wurde
gegeniiber allen getesteten Bakteri-
enspezies bei einer Konzentration
=0,1% beobachtet. Im /n vitre-Resis-
tenzselektionstest konnte kein Anstieg
der MHK-Werte fiir Akacid in den
getesteten Isolaten nach 30 Passagen
nachgewiesen werden. Dariiber hin-
aus zeigten Akacid und Akacid plus
niedrige akute orale und dermale
Toxizitdt. Aufgrund ihrer breiten anti-
mikrobiellen Eigenschaften und ihres
niedrigen ToxizitAtsprofils kénnten
die ﬁolymerischen Guanidine Akacid
und Akacid plus zukiinftig wertvolle
Substanzen fiir die Prophylaxe und
Therapie von bakteriellen Infektionen
und Pilzinfektionen darstellen.

Key-words:

Biocide, Akacid, Akacid plus, MIC,
bactericidal activity, induction of re-
sistance, toxicity

Summary

This paper evaluates the in vitro
activity of the novel polymeric gua-
nidines, Akacid and its successor Aka-
cid plus, compared to the bisbiguanide
chlorhexidine digluconate against a
total of 369 clinical isolates from pati-
ents with documented infections in
hospitals located in Austria, their
acute toxicity and the potential for
induction of resistance of Akacid. The
tested bacterial and fungal strains
were: Staphylococcus aureus (98),
Staphylococcus epidermidis (9), Ent-
erococcus faecalis (32), Klebsiella
spp. (45), Enterobacter spp. (20),
Escherichia coli (65), Salmonella spp.
(6), Shigella spp. (2}, Yersinia entero-
colitica (1), Acinetobacter spp. (4),
Proteus spp. (7), Pseudomonas aeru-
ginosa (59), Stenotrophomonas mal-
tophilia (4), Candida spp. (10) and
Aspergillus spp. (7). The susceptibili-
ty of the active substances was also
investigated against spores of Baciflus
subtilis and Bacillus anthracis. Deter-
mination of minimal inhibitory con-
centrations (MICs) was performed
using the microdilution method accor-
ding to the CLSI criteria (Clinical and
Laboratory Standards Institute). Addi-
tionally, the bactericidal activity of
Akacid plus was investigated after
exposure for 5 minutes against quali-
ty control strains of . aureus, Eni-
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%zts hirge, E. coli and E aeru-
hising the quantitative suspen-
: Buropean Standard EN 1040.
selection of resistance to
vas carried out on 24 different
strains. All three active sub-
were most effective against
Staphylococcus spp. and Bacillus spp.
Higher MIC values were detected
against E. faecalis, gram-negative
bacteria and fungi. MICsq and MICeg
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of chlorhexidine showed a 4- to 8-fold
increase for methicillin-resistant 5.
aureus in comparison to methicillin-
sensitive strains, while MIC values for
Akacid and Akacid plus were similar
for both antibiotic-sensitive and multi-
resistant strains. Bactericidal action of
Akacid plus was observed against all
tested bacterial species at concentra-
tions of 2 0.1%. In the ir vitro selec-
tion of resistance test no increase in
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MIC values of Akacid in any isolate
after 30 passages was detected. Also,
Akacid and Akacid plus showed low
acute oral and dermal toxicity. Due to
their broad antimicrobial properties
and low toxicity profile, the polyme-
ric guanidines Akacid and Akacid plus
could represent valuable substances
for the prophylaxis and treatment of
bacterial and fungal infections in the
future.

Einleitung

Die polymerischen Guanidine Akacid
und sein Nachfolger Akacid plus sind
neue Mitglieder der kationischen
Familie antimikrobiell wirksamer
Substanzen. Sie wurden von der Oster-
reichischen Firma POC mit Hauptsitz
in Wien entwickelt und sind in der
Europiischen Union registriert.

Die Gruppe der kationischen Anti-
septika umfasst chemisch sehr unter-
schiedliche Substanzen, die aber als
gemeinsames Charakteristikum stark
basische Gruppen, gebunden an ein
ziemlich massives Hpophiles Molekiil,
besitzen. Die wichtigsten Vertreter
sind uoter den Quarterndren Ammo-
niumverbindungen Benzalkenium-
chlorid und Cetrimid, unter den Bis-
biguaniden Chlorhexidin und Alexi-
din und unter den polymerischen
Biguaniden Polyhexamethylen-Bigua-
nid (PHMB). Die kationisch antimi-
krobiell wirksamen Substanzen wer-
den seit einem Jahrhundert zur Anti-
sepsis und Desinfektion innerhalb und
auferhalb von klinischen Einrichtun-
gen eingesetzt [1-4]. Crawford et al.
berechneten jihrliche Nettogewinne
von durchschnittlich 275 Millionen
bis 1,97 Billonen US Dollar durch die
Verwendung von Chlorhexidindiglu-
conat im Verbandsmaterial zur
Privention von Katheter-assoziierten
Infektionen [5]. Aufgrund ihrer eige-

nen positiv geladenen Molekiile
haben die kationisch antimikrobiell
wirksamen Substanzen eine hohe Bin-
dungsaffinitit an die negativ gela-
denen Zellwiinde und Membranen
von Bakterien. Durch Stoérung dieser
Angriffspunkte kommt es zunéchst
zur Herabsetzung der Membranflui-
ditsit und zu einer Stérung der osmore-
gulatorischen und physiologischen
Zellfunktionen. In weiterer Folge
entstehen hydrophile Poren in der
Phospholipidmembran, und die Pro-
teinfunktion wird gestért. Das Endre-
sultat ist eine Lyse der Zielzelle [6].
Dieser Membran-schidigende Wirk-
mechanismus konnte auch fiir die
polymerischen Guanidine gegeniiber
Escherichia coli demonstriert wer-
den [7].

Alkacid, Poly-[2-(2-ethoxy)-ethoxy-
ethyl-guanidinium-chloride], und sein
Nachfolger Akacid plus, eine 3:1-
Mischung aus Poly-(hexamethylen-
guanidinium-chloride) und Poly-[2-
(2-ethoxy)-ethoxyethyl)-guanidinium-
chloride], zeigen hohe Wasserloslich-
keit. Die beiden Substanzen wurden
speziell entwickelt, um die antimik-
robielle Wirksamkeit dieser Klasse zu
verbessern und mit signifikant gerin-
ger Toxizitdt zu kombinieren.

Ziel dieser Studie war es, die Inz vitro-
Aktivitit von Akacid und Akacid plus
im Vergleich zu dem weit verbreiteten

Chlorhexidin gegeniiber 369 ver-
schiedenen klinischen Isolaten von
Patienten mit dokumentierten Infek-
tionen in dsterreichischen Spitélern,
deren Toxizitit und die Fahigkeit der
Resistenzinduktion von Akacid zu
evaluieren. Zusitzlich wurde die bak-
terizide Wirksamkeit von Alkacid plus
nach einer Expositionszeit von flinf
Minuten im Quantitativen Suspen-
sionstest gegenitber den Qualitéts-
kontrollstimmen von S. aureus, Ent-
erococcus hirae, E. coli und P aeru-
ginosa untersucht.

Material und Methoden

Stocklésungen von Akacid und Aka-
cid plus (POC, Austria) als 25%ige
wiissrige Losungen und Chlorhexi-
dindiglukonat (Sigma, Germany) als
20%ige Lésung wurden in destillier-
tem Wasser, Miiller-Hinton-Bouillon
bzw, RPMI 1640-Medium zu den
gewiinschten Konzentrationen ver-
diimut. Bs wurden 369 klinische Iso-
late von Patienten mit dokumentierten
Infektionen in  Osterreichischen
Spitilern getestet. Die Verteilung der
Spezies und die Anzahl der Stdmume
war wie folgt: Methicillin-empfind-
liche S. aureus (MSSA) (36 Stim-
me), Methicillin-resistente S. aieus
(MRSA) (62 Stimme), Methicillin-
resistente S. epidermidis (MRSE) (9
Stimme); Vancomycin-empfindliche

-
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Enterococcus faecalis (27 Stimme);
Vancomycin-resistente £. faecalis
(VRE) (5 Stimme); Klebsiella spp.
(45 Stdmme); Escherichia coli (65
Stimme), Salmonella spp. (6 Stim-
me), Shigella spp. (2 Stimme);
Yersinia enterocolitica (1 Stamm);

teus spp. (7 Stimme); Pseudomonas
aeruginosa (59 Stimme); Stenotro-
| phomonas maliophilia (4 Sfé'.mme);
Candida spp. (10 Stimme); Aspergil-
lus spp. (7 Stémme). Zusétzlich wur-
den auch Baciflus subtilis (Sporen-
suspension fir den Hemmstofftest,
Merck) und Bacillus anthracis CH10
(Anthrax Sporen - Merck reg.no.
G112/WET/ACT 36/47) getestet,

Fiir die Bestimmung der minimalen
Hemmkonzentration (MHK) gegen-
liber Bakterien, Spross- wnd Schim-
melpilzen wurden die Mikrodiluti-
onsmethoden nach CLSI (Clinical
and - Laboratory Standards Instituté,
frither NCCLS) verwendet [8, 9, 10].
Die Testmedien waren Kationen-ange-
reicherte Miiller-Hinton-Bouillon fiir
Bakterien und 3~(N-Morpholino)Pro-
pansulfonsdure-gepuffertes 2-fach
konzentriertes RPMI 1640-Medium
mit Glutamin und 2% Glukose fiir
Pilze. Es wurde ein Testinokulum von
5x10” Kolonie-bildenden Einheiten
(KBE)/ml fiir Bakterien, ein Inoku-
lum von 0,5-2,5x 10° Blastospo-
ren/ml filr Sprosspilze und ein Inoku-

Schimmelpilze verwendet. Mikro-
dilutionsplatten wurden bei 35°C
fiir 24 Stunden (fiir Bakterien) bzw.
fiir 48 Stunden (fiir Pilze) inkubiert.
Die niedrigste Biozidkonzentration,
bei der kein mikrobielles Wachstum
sichtbar war, wurde als MHK de-
finiert.

Killing-Kurven von Akacid fiir S.
aureus ATCC 29213 und E. coli
ATCC 35218 (Inokulum 10° KBE/ml)

4

Acinetobacter spp. (4 Stimme); Pro-

lum von 1-5x10* Konidien/ml fiir |
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wurden erstellt. Konzentrationen von
0,5x%, 1x, 2x und 4x MHK wurden im
Vergleich einer Biozid-freien Kon-
trolle getestet und die Lebendkeim-
zahl wurde zum Zeitpunkt 0, nach 5
min, 30 min, 2 h, 6 h und 24 h ermit-
telt. Drei unabhingige Experimente
wurden pro Stamm durchgefiihrt.

Die bakterizide Wirksamkeit von
0,01, 0,1, 0,25 und 0,5% Alkacid plus
wurde jm Quantitativen Suspensions-
test Europdischer Standard EN 1040
[11] gegeniiber S. aureus ATCC 6538,
E. hirae ATCC 10541, E. coli
ATCC 10536 und P aeruginosa
ATCC 15442 bestimmt, Zu 1 mi des-

tilliertem Wasser und 1 ml Keimsus-

pension (1,5-5x 10° KBE/ml) wur-
den 8 ml Testsubstanz hinzugefiigt.
Nach einer Einwirkzeit von 5 Minuten
bei 20°C wurde 1 ml Testlésung zu
8 ml Neutralisierungslosung (Natri-
ﬁmtryptonidsung erginzt mit 3%
Saponin, 3% Polysorbat 80, 0,1%

Histidin und 0,1% Cystein) und 1 ml

destilliertem Wasser iibertragen, Nach
weiteren 5. Minuten wurde 1 ml der
neutralisierten Mischung in leere
Petrischalen pipettiert und von 15 ml
geschmolzenen Tryptone-Soja-Agar
(TSA), ergénzt mit Neutralizern, wie
beschrieben bei Kampf et al. [12],
bedeckt. Die TSA-Platten wurden fiir
48 Stunden bei 37°C inkubiert. Eine
Reduktion der Lebendkeimzahl > 10°
KBE/ml wurde als bakterizide Wirk-
samkeit bezeichnet.

In vitro-Resistenzselektion von Aka-
cid wurde fiir 24 Stimme durchge-
fithrt: MSSA (1 Stamm), MRSA (2
Stimme), MRSE (4 Stdmme}, VRE (5
Stimme), Klebsiella spp. (2 Stimme),
E. coli-(3 empfindliche und 2 ESBL-
positive Stdmme), P aeruginosa (2
empfindliche und 2 ESBL-positive
Stimme) und Acinetobacter (2 Stim-
me). Die In vitro-Resistenzselekti-
onsmethode nach Markopoulos et al.

[13] wurde fiir die Experimente ver-
wendet. 30 Passagen von jedemn Test-
isolat wurden 2-mal durchgefiihrt.
Falls unterschiedliche Ergebnisse
gefunden wurden, wurde nur der
héhere MHK-Wert als Resultat
akzeptiert.

Die Toxizitdtsstudien wurden an der
Toxikologie der ARC Seibersdorf
research GmbH (Seibersdorf, Oster-
reich) durchgefiihrt. Die akute Toxi-
zitdt nach einer einzigen peroralen
Verabreichung an Ratten wurde nach
der EU-Methode B.1 tris Akute orale
Toxizitdtsstudie an Ratten — Acute
toxic class method [14] ermittelt. Die
Experimente wurden mit einer Dosie~
rung von 200 mpg/kg Korpergewicht
an 3 Tieren eines Geschlechis gestar-
tet. Aufgrund der Beobachtungen die-.
ser Untersuchungen wurde die 2.
Dosis auf 2000 mg Wirkstoff/kg Kér-
pergewicht angehoben. Alle Tiere
wurden 2 Wochen lang beobachtet.

Die akuten toxischen Effekte von
Akacid und Akacid plus nach einer
einmaligen dermalen Applikation
wurden anhand der EU-Methode B.3
Akute dermale Toxizitit [15] unter-
sucht. Akacid und Akacid plus in einer
Dosierung von 2000 mg/kg Korper-
gewicht wurden 1x fiir eine Dauer von
24 Stunden auf ein 5x6 cm grofBes
Areal in der dorsalen Thorakalregion
von 5 ménalichen und 5 weiblichen
Ratten verabreicht. Die Tiere wurden
abermals fiir 14 Tage beobachtet.

Um eine mégliche Irritation oder Kor-
rosion von Akacid und Akacid plus
nach einer einmaligen Applikation
auf die intakte Haut von Kaninchen
nachzuweisen, wurde die EU-Metho-
de B.4 Akute Toxizitit: Dermale Irri-
tation/Korrosion [16] durchgefiihrt.
1,5 g der unverdiinnten Testsubstanz
(25% wiissrige Losung) wurden fiir
4 Stunden mit der intakten Haut von
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3 weiblichen Neuseeland-White-
Kaninchen in Kontakt gebrachi. Die
Haut der Tiere wurde nach 1, 24, 48
und 72 Stunden auf Erythem/Schorf
und Odem sowie auf andere lokale
Verdnderungen untersucht.

Ergebnisse

Die Resultate der MHK -Testung von
Akacid, Akacid plus und Chlorhexidin
gegeniiber klinisch relevanten Bakte-
rien- und Pilzstimmen sind in den
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Tabellen 1-3 dargestelit. Akacid und
Akacid plus zeigten hohe antimikro-
bielle Wirksamkeit gegenitber Sta-
phylokokken (Tabelle 1) mit MHK-
Werten von 0,5 - 8 und 0,06-0,5 mg/l,
unabhéngig von der Empfindlichkeit
der Stimme gegeniiber Methicillin.
MHK 50 und MHKgp von Chlorhexidin
wiesen einen 4 - 8-fachen Anstieg filr
MRSA im Vergleich zu Methicillin-

empfindlichen Stimmen auf. Alle drei .

kationisch antimikrobiell wirksamen
Substanzen erreichten hhere MHK-

tom. XXIL, 11212006

Werte gegeniiber E. faecalis (2-64
mg/T), kein Unterschied wurde jedoch
fiir Vancomycin-empfindliche En-
terokolcken und VRE gefunden. Nied-
rige MHK-Werte waren ebenso aus-
reichend, um das Auskeimen der Spo-
ren von B. subtilis und B. anthracis zu

-hemmen. Akacid, Akacid plus und

Chlorhexidin zeigten geringere Emp-
findlichkeit fiir Gram-negative Balte-
gien und Pilze. MHK-Werte gegen-

iiber Enterobakterien (Tabelle 2)

einschlieBlich Salmoneila spp., Shi-

Tabelle 1: I vitro-Aktivitit von kationisch antimikrobiell wirksamen Substanzengegenﬁbér Gram-positiven Bakte-
rien (139 Stimme) und Sporen von Bacillus spp. (2 Stimme) v

Pathogen (n) Biozid . MHK (mg/l)
Bereich »MHKSQ MHKoq
MSSA (36) Akacid 2-38 4 8
Akacid plus 0,06-0,5 0,125 0,25
Chlorhexidin 0,06-1 0,25 0,5
MRSA (62) Akacid 2-8 , 4 8 -
Akacid plus 0,06-0,5 . | 0,125 0,25
Chlorhexidin 052 2 2
MRSE (9) Akacid 05-2 ) .
Akacid plus 0,06-0,25 - -
Chlorhexidin 0,5-2 - -
E. faecalis (27) Alkacid 32-64 64 64
Akacid plus 2-16 8 16
Chlorhexidin 2-16 8 8
VRE (5) Akacid 32-64 - -
Alkacid plus 4-16 - -
Chlorhexidin 4-16 - -
Bacillus spp. (2) Akacid 0,5 - -
Alacid plus 0,125 - -
Chlorhexidin 1 - -
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Tabelle 2: In vitro-Aktivitdt von kationisch antimikrobiell wirksamen Substanzen gegeniiber Enterobacteriaceae
(146 Stimme)
Pathogen (n) Biozid MHEK (mg/l)
Bereich MHKS5; MHEK
E. coli (65) Akacid 8-32 16 32
Akacid plus 1-8 2 4
Chlorhexidin 2-8 ' 2 8
Klebsiella spp. (45)° Akacid 8-16 16 16
Akacid plus 1-8 2 8
Chlorhexidin 4.32 ' 8 16
Enterobacter spp. (20)° Akacid 16-32 16 32
Alaacid plus 1- 8 2 8
Chlorhexidin §-32 8 32
Salmonella spp. (6)° Akacid 8-16 - -
Alkacid plus 1-2 - -
Chlorhexidin 2-4 , - .
Shigella spp. (2)° Akacid 16-32 - -
Akacid plus 2-4 - -
Chlorhexidin 1-2. ‘- -
¥ enterocolitica (1) Akacid 32 - -
Akacid plus 2 - -
Chlorhexidin 32 ' - -
Proteus spp. (7)° Akacid 8-128 - -
Akacid plus 4-32 - -
Chlorhexidin 8-64 - -
K preumoniae, K. oxytoca ©S. enteritidis, S. typhimurium ® P mirabilis, P villgaris
b d . .
E. aerogenes, E. cloacae S. sonnei, 5. flexneri
gella spp. und Y. enterocolitica lagen | findlichkeit gegentiber Acinefobacter | hochste antifungale Wirksamkeit
im Bereich von 8-32 mg/l fiir Aka- | spp., wihrend hohere MHK-Werte | gegeniiber Pilzstdmmen von Candida
cid, 1-8 mg/l fir Akacid plus und 2« | gegeniiber B aeruginosa, S. malto- | und Aspergillus spp., gefolgt von
32 mg/l fiir Chlothexidin. Die Test- | philia und Profeus spp. gefunden | Chlorhexidin und Akacid (Tabelie 3).
substanzen zeigten &hnliche Emp- | wurden. Akacid plus erzielte die | Alle Testsubstanzen erreichten die

6
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Tabelle 3: In vitro-Aktivitit von kationisch antimikrobiell wirksamen Substanzen gegeniiber Non-Fermentern

(67 Stamme) und Pilzen (17 Stimme)
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Pathogen (nr) Biozid MHK (mg/l)
Bereich MHKS5s MHKo
P aeruginosa (59) Akacid 32-128 64 64
Akacid plus 4-32 8 32
Chlorhexidin 8-32 16 32
Acinetobacter spp. (4)° Akacid §-32 - -
Akacid plus 1-8 - -
Chlorhexidin 2-32 - -
S. maltophilia (4) Akacid 128-256 - -
Akacid plus 8-32 - -
Chilorhexidin 16-32 - -
Candida spp. (10)° Akacid 0,25-64 - -
Akacid plus 0,125-4 - -
Chlorhexidin 1-16 - -
Aspergilius spp. (7)° Akacid 16->256 - -
Alkacid plus 1-16 - -
Chlorhexidin 8-64 - -

? 4. baumannii, A. iwoffi

b . :
C. albicans, C. glabrata, C. krusel,

°A. niger, A. flavus, A. fumigatus

C. tropicalis

niedrigsten MHK-Werte gegeniiber
Candida tropicalis, gefolgt von Asper-

gillus niger.

Killing-Kurven fir S. aureus ATCC
29213 und E. coli ATCC 35218 sind
in Abbildung 1 dargestellt (unteres
Detektionslimit 5x10' KBE/ml).
Akacid in einer Xonzentration
=2xMHK und 1xMHK eradizierte
S aqureus und E. coli innerhalb von
2 bzw. 6 Stunden.

Wie in Tabelle 4 gezeigt wird, erreich-
te 0,1% Akacid plus im Quantitativen

Suspensionstest bakterizide Wirksam-
keit (Reduktionsfaktor >10° KBE/m)
gegentiber Qualititskontrollstimmen
von S. aureus, E. hirae, E. coli und
P aeruginosa nach finf Minuten

Expositionszeit.

Der In vitro-Resistenzselektionstest
von Akacid wurde nicht nur fiir emp-
findliche ATCC-Stimme, sondern
auch fiir multi-resistente klinische
Gram-positive und Gram-negative
Stamme durchgefithrt. Es wurde kein

Anstieg der MHK-Werte in den getes-

teten Isolaten nach 30 Passagen
gefunden (Tabelle 5).

Die mediane lethale Dosis (LDsg) von
Akacid und Akacid plus im Anschluss
an eine einmalige perorale oder der-
male Applikation in Ratten war
>2000 mg Wirksubstanz/kg Kérper-
gewicht (siehe Tabelle 6). Nach einer
einzigen Verabreichung der beiden
polymerischen Guanidine auf die
intakte Haut von Kaninchen wurden
keine allgemeinen sowie lokalen toxi-
schen Effekte an den exponierten
Hautstellen beobachtet.
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Abbildung 1: Killing-Kurve fiir Akacid gegeniiber S. aureus ATCC 29213 (MHK, 4 mg/l) und E. coli ATCC 35218
(MHK, 16 mg/l). Die durchschnittliche Lebendkeimzahl (KBE/ml) von S. aureus (A) und E. coli (B) wurde in Gegen-
wart von Akacid bei 0,5%, 1x, 2x und 4x MHK nach 5 min, 30 min, 2 h, 6 h und 24 h im Vergleich zu einer Biozid-
freien Wachstumskontrolle evaluiert. Dargestellte Werte représentieren das arithmetische Mittel + 1 Standardabwei-

chung von 3 unabhéngigen Experimenten.
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Tabelle 4: Ergebnisse des Quantitativen Suspensionstests EN 1040 von Akacid plus gegeniiber S,
E. coli vnd P aeruginosa nach 5 Minuten Expositionszeit

aureus, E. hirae,

Pathogen Inokulum Konzentration von Akacid plus in %

N 0,5 0,25 0,1 0,01
S. aureus 4,1x10° R >2,7x10° >2,7x10° >2,7x10° <1,4x10*
E. hirae 3,5x10° R >2,3x10° >2,3x10° >2,3x10° 2,3x10°
E. coli 2,5x10° R >1,7x10° >1,7x10° >1,7x10° 3,5x10*
P aeruginosa | 2,1x10° R >1,4x10° >1,4x10° >1,4x10° >1,4x10°
N: Lebendkeimzahl in der Inokulumsuspension (KBE/ml)
R: Reduktion der Lebendkeimzahl (KBE/ml)

Diskussion

In Spitals- und Gesundheitseinrich-
tungen stellen Antiseptika und Desin-
fektionsmittel ein wesentliches Werk-

zeug zur Infektionskontrolle und eine
bedeutende Hilfe in der Privention

von nosokomialen Infektionen dar
[17]. Aufgrund ihres raschen Wir-
kungseintritts kénnen Desinfektions-
mittel die Ausbreitung von pathoge-
nen Keimen verhindern [18].

Die vorliegende Studie demonstriert
das breite antimikrobielle Wirkprofil
der neuartigen Biozide Akacid und
Alkacid plus im Vergleich zu Chlorhe-
xidindiglukonat. Die kationisch anti-

mikrobiell wirksamen Substanzen
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Tabelle 5: In vitro-Resistenzselektion von unterschiedlichen Bakterienstdmmen gegeniiber Akacid (MHK-Werte sind
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in mg/] angegeben)

Pathogen (n) 0. Passage 10. Passage 20. Passage 30. Passage
MSSA (1) 2 4 2 2
MRSA (2) 2 2 1-2 2
MRSE (2) 0,5 0,5 0,5 0,5
MRSE (2) 2 1-2 2 2
VRE (3) 32 32 16-32 32
VRE (2) 64 64 64 64
K. pneumoniae (1) g 16 8 8
K oxytoca (1) 16 16 16 16
E. coli (1) 8 8 4 8
E. coli (1) 16 16 6 16
E. coli, ESBL-positiv (2) 16 16 16 Lo
P, aeruginosa, ESBL-positiv (2) 64 64 64 64
P aeruginosa (1) 32 64 32 32
P aeruginosa (1) 64 64 64 64
Acinetobacter spp. (2) 8 8 8-16 8

zeigten hohere Empfindlichkeit
gegeniiber Staphylokokken und Bacil-
Ius spp. als gegeniiber E. fuecalis,
Gram-negativen Bakterien und Pilzen.
Im Allgemeinen sind Enterokolken
weniger empfindlich gegeniiber Bio-
ziden als die Staphylokokken, obwohl
Unterschiede in den inhibitorischen
und bakteriziden Konzentrationen
unter den einzelnen Enterokok-
kenspezies gefunden werden [19].
Frithere Studien von Cookson et al.
{20], Irizarry et al. [21] und Suller et
al. [22] enthiillten, dass MRSA-Stim-
me eine geringere Empfindlichkeit
gegentiber Chlorhexidin, Triclosan
und quaterniren Ammoniumverbin-

dungen aufweisen. Kiirzlich entdeck-
ten Schmidt et al. [23] die herabge-
setzte Empfindlichkeit von Triclosan
speziell gegeniiber MRSE. In unserer
Studie wurde ein 4 - 8-facher Anstieg
der MHK s¢ und MHKgg von Chlorhe-
xidin fiir MRSA im Vergleich zu
Methicillin-empfindlichen Stdmmen
gefunden, wihrend die MHK-Werte
fur Akacid und Akacid plus unverdn-
dert blicben. Im Gegensatz dazu,
erreichten alle drei Testsubstanzen
dquivalente MHK-Werte fiir Van-
comycin-empfindliche E. faecalis und
VRE. Zusétzlich wurde die antifun-
gale Aktivitdt gegentiber 17 Pilzstdm-
men untersucht. Akacid plus erreich-

te eindeutig die niedrigsten MHK-
Werte gegeniiber den getesteten
Spross- und Schimmelpilz-Spezies.
Alle Testsubstanzen zeigfen hochste
Wirksamkeit gegentiber C. tropicalis
gefolgt von A. niger. Im Quantitativen
Suspensionstest ohne organische
Belastung erzielte 0,1% Akacid plus
innerhalb von fiinf Minuten bakterizi-
de Wirlsamkeit gegeniiber allen ge-
testeten Bakterienspezies.

Der zunehmende Einsatz von Biozi-
den hat zur Besorgnis iiber eine mog-
liche Resistenzentwicklung auch bei
Bioziden gefithrt. Zahlreiche Studien
haben bereits liber einen Zusammen-
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Tabelle 6: Ergebnisse der akuten oralen und dermalen Toxizititsstudie von Akacid und Akacid plus an Ratten

form. XXII, 172:2606

]
Wirkstoff Applikations- Dosis Geschlecht Anzahl der Tiere LDs,"
form (mg/ke) exponiert verstorben (mg/ks)

Akacid oral 200 3 0 >2000
w 3 0
2000 3 0
w 3 1

dermal 2600 m 5 0 >2000
W 5 0

Akacid plus oral 200 m 3 0 >2000
2600 w 3 1
m 3 1

dermal 2000 m 5 0 >2000

* Mediane lethale Dosis

hang zwischen Biozid- und Antibioti-
karesistenz berichtet. Block et al. [24]
konnten eine Assoziation zwischen
der Intensitdt des Chlorhexidinver-
brauchs und einer herabgesetzien
Empfindlichkeit gegeniiber Mikroor-
ganismen im Spital herstellen. Eben-
50 haben Lambert et al. [25] eine Kor-
relation zwischen der Resistenz zu
Antibiotika und zu den Bioziden Ben-
zalkoniumchlorid und Chlorhexidin in
klischen Stimmen von P, aerugino-
sa gefunden. Im Gegensatz dazu
konnten wir keine bakterielle Resis-
tenz zu Akacid induzieren. Der Kon-
takt subinhibitorischer Konzentratio-
nen von Akacid resultierte auch nach
30 Passagen in keiner reduzierten
Empfindlichkeit gegeniiber Staphylo-

coccus. spp., E. faecalis, Klebsiella

Spp., £. coli, P aeruginosa und Aci-+=55¢
netobacter spp.

Bis jetzt gilt es als akzeptierte Tatsa-
che, dass hohe antimikrobielle Akti- |

Toxizitdt einhergeht. Die toxikologi-
schen Studien von Akacid und Akacid
plus an Ratten und Kaninchen haben
eine niedrige akute orale und derma-
le Toxizitdt gezeigt (LDsq >2000
mg/kg Kdrpergewicht).

Aufgrund ihrer breiten antimikrobiel-
len Eigenschaften und ihres niedrigen
Toxizitdtsprofils kénnten die polyme-
rischen Guanidine Akacid und Akacid
plus zukiinftig wertvolle Substanzen
fiir die Prophylaxe und Therapie von
bakteriellen Infektionen und Pilzin-
fektionen darstellen.
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Beurteilung der antimikrobiellen Wirkung von Acelit Lack (eabc) gegentiber Urin.

Prifung der antimikrobiellen Wirksamkeit von Acelit Lack gegentber im Urin enthaltener Bakterien in Anlehnung
an JIS Z2801:2000 (Japanese Industrial Standard) Test. Durch die Methode wird die Fahigkeit von Materialien,
eine Vermehrung von Mikroorganismen an der Oberflache zu verhindern, gemessen.

Material und Methoden:

Prufobjekte: Lack auf Alufolien ausgestrichen

Probe Beschreibung

1 Lack ohne antimikrobiellen Wirkstoff (Nullprobe)

2 Lack mit antimikrobiellen Wirkstoff Acelit

A Ausgangslésung Urin
Durchftihrung:
Test 1:

Die Testflachen (3x3cm) wurden mit je 200ul Urin beimpft und mit PE-Folie abgedeckt. Es erfolgte eine
Inkubation fiir 20h bei 37°C bei einer Luftfeuchtigkeit von >90%. Im Anschluss wurden die Testflachen fur 10min
in 10ml PBS-Puffer gewaschen und die Lebendkeimzahlen durch Ausplattieren von 400u! Urin/PBS Lésung auf
Columbia Blood Agar bestimmt. 100ul des urspriinglich eingesetzten Urins wurden zur Kontrolle ebenfalls

ausplattiert.

Test 2:

50ml Urin wurden in zwei sterile Glasflasche gegeben und bis zu 39h bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Dabei
war in einer der Flaschen ein unbeschichtetes Sulzer Mischer Element aus Metall enthalten (Nullkontrolle), in der
2weiten Flasche ein beschichtetes Sulzer Mischer Element aus Metall mit antimikrobiell wirksamen Lack. Nach
22h (T1) bzw. 39 h (T2) Inkubationszeit wurden die Urinlésungen untersucht und pH Wert und die optische

Dichte bei 600nm bestimmt.
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Ergebnis Test 1:

Probe Anzahl KBE/ml Antimikrobiell
(ja / nein)
1 0 0/3
2 0 3/0

Dargestellt sind 3 parallele Ansatze.
KBE —Koloniebildende Einheiten

Beurteilung:

Das Testverfahren 1 zeigt eine antimikrobielle Wirksamkeit aller Proben im Vergleich zur Nullprobe ohne
Wirkstoff. Die lackbestrichenen Oberflachen besitzen Eigenschaften, die eine Vermehrung der Mikroorganismen
inhibieren und ein Absterben der Bakterien bewirken. Der untersuchte Lack zeigt einen deutlichen bakteriziden
Effekt und bewirkt dabei eine Reduktion des Keimgehalts von >99,9%.

[
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Ergebnis Test 2:
Probe ODsoo pH-Wert (0) pH-Wert (22h) pH-Wert (39h)
1 0,24 59 6,2 7
2 0,04 59 59 59

np s
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Beurteilung:

Das Testverfahren 2 zeigt ein deutliches Wachstum der Bakterien im Kontrollansatz, der mit der Entwicklung von
Ammoniakgeruch einhergeht. Nach 29h ist eine homogene Trubung des Urins zu beobachten, die mit
fortlaufender Inkubationszeit noch weiter zunimmt (A). Die gemessene ODsoo betragt hier 0,24 (T2). Auch der im
Urin anfangs bestimmte pH Wert von 59 steigt auf 6,2 (T1) und 7,0 (T2) an. Da sich vom Testpapier
Indikatorfarbstoff 16st, kann hier in der Urinlésung der Farbumschlag zu einem dunkleren griinlichen Farbton hin

gezeigt werden (C, E).

Im Ansatz des mit dem antimikrobiellen Lack beschichteten Mischers ist hingegen zu keinem Zeitpunkt die
homogene Trilbung des Urins zu sehen (B). Die klare Losung unterscheidet sich auf den ersten Blick deutlich
vorm Kontrollansatz, und die Geruchsbildung bleibt aus. Die gemessene ODsoo betragt hier 0,04 (T2). Der im Urin

anfangs bestimmte pH Wert von 5,9 bleibt unverandert (T1, T2). Da sich vom Testpapier Indikatorfarbstoff |0st,
kann hier in der Urinlésung gezeigt werden, dass kein Farbumschlag erfolgt und der gelbliche Farbton den

gleichbleibenden pH Wert von 5,9 anzeigt (D, E).

Fazit:
In beiden Testverfahren konnte eine deutliche antimikrobielle Wirksamkeit nachgewiesen werden.

Die Beigabe des induzierten Wirkstofis konnte den pH Wert stabilisieren und Geruchsbildung
neutralisieren.

Durch die deutliche bakterizide Wirkung und der Stabilisierung des pH Werts kann kausal von einer
Inhibition von Urinstein ausgegangen werden.

() B8
np*
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SCIENCE FOR LIFE A LIFE FOR SCIENCE

Bescheinigung

Novapura Deutschland GmbH bescheinigt als Hersteller sowie Vertreiber der Desinfektions- und
Schimmelbehandlungsmittel

Akafog Domestic, Akafog Hospital, Akafog Industrie, Akamould, Fog It Plus, Fog It Q, Fog It 1Q

der Firma

PSV Montage Service, Eberhard Str. 30, 71334 Waiblingen- Hegnach

Vertreten durch Gerhard Reinhold und H. Ahrendt

die Teilnahme an unserer jahrlichen Qualitatssicherungsschulung.

PSV Montage Service wird damit die Kenntnis der sachgerechten Anwendung der Novapura Produkte
bescheinigt.

PSV Montage Service ist berechtigt die Novapura Produkte in Raumen, Labors, spez.
Luftungsanlagen, sowie OP und Reinraum- Anlagen anzuwenden.

Regensburg, 04.01.2012

Ma | annes Lienhard

BE
n &8 Novapura Deutschland GmbH
Biopark Ill / Campus Universitat

Josef-Engert-Str. 13 T. +49 941 898 498 - 0
93053 Regensburg  Fi 449 941 898 498-99
info@novapura.de WWW.NOVEQUTE,dé

Novapura Deutschland GmbH | Biopark Il | Josef-Engert-Str.13 | D-93053 Regensburg | Fon +49 941 898 498—0 | Fax +49 941898 498-99 | info@novapura.de
Geschaftsfiihrer: Martin Melzl | HRB 11752 Handelsregister Regensburg | Sitz: Regensburg | UST-ID: DE 270080 100 | EORI Nr.: DE 7750 218 | www.novapura.de






Sitz D-71334 Waiblingen-Hegnach

PSV-Montage-Service e.K.
Eberhard Str. 30

Eberhard Str.30
D-71334 Hegnach Handelsregister HRA 721254 pPsV-Montage-Service
Tel.: 07151-564350 Amtsgericht Stuttgart R
Fax.: 07151-57579 Ust.-IDNr.219 849 616
Auto Tel.:0172-7688766 Inhaber:. Gerhard Reinhold
Steuernummer: 28 90 332 /01775

Internet.: www,psv-montaqe-service.de
E-Mail.: g.f.reinhold @t-online.de

www.lueﬁunqskanalreiniqunq.de

Das Produki: akafog gegen Bakterien

Keine Chemiekeulen — Vallovapor arbeitet mit akafog — akafog arbeitet physikalisch

Vereinfacht beschrieben:

¢ Der Wirkstoff besteht aus katonischen, stark positiv geladenen Polymeren.

e docken an die stets negativ geladene Oberflache der einzelnen

adurch wird deren lebensnotwendige Zellwand und Zellmembran
hlassig, lebensnotwendige Zellbestandteile wie

dass sich die Mikroorganismuszelle auflost

¢ Diese Polymer
Mikroorganismuszellen an. D
neutralisiert, die Zellmembran wird durc
Nzhrsalze und Nucleotide treten aus, so

samten Raum verteilt, die feine
n und Keime zerstort und die toten
Bodenreinigung

o Der Wirkstoff wird durch feinste Kaltvernebelung im ge
Verneblung erreicht so jeden Winkel. So werden Spore
Zellen einfach beim néchsten Laften hinausgetragen, bei der néchsten

aufgesaugt oder aufgewischt.

R MENSCHLICHE ODER TIERISCHE ZELLEN! Der

WIGHTIG: Es besteht KEINE GEFAHR FU
e NICHT in die menschliche Haut oder Atemwegde

Wirkstoff kann aufgrund seiner Molekllgroi
eindringen.

o akacidist ein in Wasser gelostes Paolymer

e Der Wirkstoff enthalt au3er Wasser keine weiteren L&sungsmittel

o Die Wirkungsweise ist rein physikalisch — nicht chemisch oxidierend

¢ Es handelt sich NICHT um Nanotechnologie.

o Der Wirkstoff ist unter dem Namen akafog unter der Nummer N-32063 in Deutschland

zugelassen.

« Die Unbedenklichkeit fir Mensch urid Tier wurde Kklinisch gepriift und liegt in vorm einer

klinischen Unbedenklichkeitsbescheinigung vor

r Produkte der aka-Gruppe. Die verschiedenen Produkte
ichtlich ihres Anwendungsbereiches. So
uspragung des Befalls

Der Wirkstoff akacid ist die Grundlage de
unterscheiden sich in Dosierung und Darreichungsform hins
werden die Produkte ja nach Bakterien-, Keim-, Sporen- oder Pilzart und A

ausgewahlt.

Das Verfahren:

Die Kaltvernebelung mit akaicd

h Kaltvernebelung. Durch die sogenannte Kaltvernebelung wird

bis in die kleinsten Zwischenraume optimal verteilt. Die
Berdem zu, dass sémtliche Geratschaften und

Das angewandte Verfahren nennt sic
ein feiner Wirkstoffnebel in den Raumen
mikroskopisch feine Vernebelung lasst es au
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Einrichtungsgegensténde im zu behandelnden Raum verbleiben. Dank der raschen
Wasserverdunstung sind keine Schaden an Geréten, Unterlagen oder empfindlichen Materialien
maglich. (Achtung: besondere Regeln sind bei Aquarien zu beachten!). Zudem verfliichtigt sich der
Wirkstoffnebel schnell, sprich: die Einwirkzeit ist relativ kurz (auf 100 m3 ca. 2 h). Es entsteht kein
feuchter Film, der Wirkstoff ist geruchsneutral, unsichtbar und gesundheitlich unbedenklich. Die
hinterlassene mikroskopische Wirkstoffschicht wirkt nachhaltig Bakterien abtétend und ist dadurch

praventiv.

Im Anschluss wird der Raum intensiv geliiftet.

Wenn der Wirkstoff sich vollstédndig abgelagert hat, wird der Boden gesaugt bzw. gereinigt.

Die individuelle Intensitat und Dauer der Vernebelung richtet sich nach der Bakterienart, der
Befallsstarke, der RaumgréRe und dem jeweiligen Produkt.

Die nachhaltige und préventive Desinfektion von Rdumen und
Sanitatsfahrzeugen

Die routinemé&Bige Wischdesinfektion in Krankenh&usern, Praxisrdumen und N
Einsatzfahrzeugen (KTW, RTW, NAW) liefert nicht immer perfekte Resultate bei der Eliminierung von
Krankheitserregern. Typische Belastungen durch Staphylococcus, Pseudomonas, E. Coli, Gram(+)
und Gram (-) Bakterien sowie verschiedene Pilze Non-Fermenter Pseudomonas sp., aber auch
Methicillin resistente Staphylococcen (MRSA) kénnen betriebsbedingt nicht ausgeschlossen werden.

Mit einer einfach und schnell durchgefiihrten, periodisch wiederholten Desinfektion mit dem
Grundwirkstoff akasun kann eine sichere Desinfektion aller Flachen und der Raumluft erfolgen. Durch

die Vernebelungstechnik gelangt der Wirkstoff tiberall dort hin, wo mittels Wischdesinfektion nicht
desinfiziert werden kann.

Besonders von Bedeutung fiir den Einsatz gegen resistente Keime im klinischen Bereich ist die bisher
nicht nachweisbare Resistenzbildung des Wirkstoffs akasun.

Der enthaltene Grundwirkstoff akacid ist in der notwendigen Konzentration gegentiber herkdmmlichen
vernebelbaren Raum-Desinfektionsmitteln wie Formaldehyd gesundheitlich véllig unbedenklich und
geruchsneutral. akaeid wirkt nachhaltig, indem es an den Raumoberfldchen einen Wirkstofffilm

hinterldsst und weiterhin aktiv bleibt.

Eine vollstdndige Fahrzeugdesinfektion beispielsweise erfolgt durch 10-miniitige Vernebelung, zwei
Mal monatlich und kann durch jeden eingewiesenen Mitarbeiter zum Dienstende problemlos

durchgeflihrt werden.



PSV-Montage-Service e.K. Sitz D-71334 Waiblingen-Hegnach
Eberhard Str.30 Eberhard Str. 30 ‘
D-71334 Hegnach Handelsregister HRA 721254
Tel.: 07151-564350 Amtsgericht Stuttgart Ty
Fax.: 07151-57579 Ust.-IDNr.219 849 616
Auto Tel.:0172-7688766 Inhaber:. Gerhard Reinhold
Internet.: Wwww.psv-montage-service.de Steuernummer; 28 90 332 /01775
E-Mail.: a.f.reinhold @t-online.de www.lueftungskanalreinigung.de

PSV-Montage-Service

akaindustry - fir die groBfléchige Dekontamination
tiche oder sonstige Keimbelastungen, kénnen sowohl fr

Samtliche Behandlungen, ob Schimmel, Ger
als auch fiir Industrieflachen angewandt werden. Gerade

den Domestic-Bereich (privateNVohnréume)
in der Industrie ist Keimfreiheit nicht nur besonders wiinschenswert, sondern gesetzlich

vorgeschrieben. Hier ist es nicht immer einfach den strengen Auflagen hinreichend gerecht zu werden.
Oft ist dies mit groBen Aufwendungen verbunden.

esentlichen in der zu behandelnden
Industrie oft groBe Werkshallen, sanitére GroBraume und

industrielle Anlagen zu reinigen. Um auch hier einerseits mit der feinen Kaltvernebelung arbeiten zu
kdnnen, diese aber eben raumgreifend verteilen zu k&nnen arbeiten wir zum einen mit einem speziell
fir die Industrie entwickelten Verneblungsgerit und mit akaindustry...

Der Unterschied der industriellen Anwendung besteht im W

Kubikmeteranzahl. So gilt es flr die

Schimmelentfernung oder préaventive MafBnahme gegen Bakterien, Pilze, Keime und Sporen

SCHNELL (der zu behandelnde Raum ist nur wahrend der Verneblung nicht benutzbar)

EINFACH (Einrichtung und Geréate brauchen NICHT entfernt werden)
EFFEKTIV (die Raumluft wird komplett dekontaminiert)
NEUTRAL (der eingesetzte Wirkstoff ist geruchsneutral und unsichtbar)

PRAVENTIV (der eingesetzte Wirkstoff wirkt nachhaltig)

UNGIFTIG (klinische Unbedenklichkeitsbeschelniqugg)

NACHWEISBAR (durch Keimtest nachweisbar, Sachgutachten liegen ebenfalls vor.

Ungiftig, geschmacksneutral, geruchsneutral

e Menge LEBEN. Die kleinste L.ebensform
d Pilze - und die sind nicht immer harmlos. Unkontrolliert vermehrt
r bzw. vermehren sich so stark, dass sie selbst zu

t unterliegt die Gastronomie strengen Auflagen. Diese

Wo mit LEBENSmitteln gearbeitet wird, herrscht auch jed

sind Bakterien, Keime, Sporen un
sind sie Brutstéatte fiir Krankheitserrege

Krankheitserregern werden. Nicht umsons
Auflagen immer wieder zu eriiillen stellt eine fast unldsbare Aufgabe dar, will man sie einerseits

gewissenhaft ausfiihren, andererseits weder der Gesundheit (des Personals und der Gaste) noch der
Qualitat (des Raumklimas sowie des Geschmacks) schaden. Aufwandige Reinigungsarbeiten

konkurrieren deshalb mit scharfen Reinigungsmitteln.

akacid ist unkompliziert und neutral

al in Erscheinung und Geschmack - und

bote der Reinheit in der Gastronomie,

Der Wirkstoff akacid ist einfach in der Anwendung und neutr
mittel durch die akacid-

gesundheitlich unbedenklich. Er ersetzt nattirlich nicht die Ge
jedoch kénnen diverse aggressive Reinigungs- und bedenkliche Desinfektions

Anwendung ersetzt werden.



UNIVERSITATSKLINIK FUR INNERE MEDIZIN I

Abteilung fiir Infektionen und Chemotherapie
Mikrobiologische Laboratorien 3P

Univ. Prof. DDr. A. Georgopoulos
Wahringer Giirtel 18 - 20, A - 1090 Wien, Austria
Tel.: +43 1 40400 5139 Fax: +43 1 40400 5167

e-mail: apostolos.georgopoulos@meduniwien.ac.at

Bewertung moéglicher Risiken bei der Anwendung von Akafog® fiir
Menschen, Tiere und Pflanzen -

1. Einleitung, Produktbeschreibung

akafog® wurde von der Firma POC fir die Dekontamination der Raumluft und von

Oberflachen in geschlossen Raumen entwickelt.

Die Wirkung gegen Pilze und Bakterien basiert auf dem ebenfalls von POC
entwickelten und produzierten Biozid Akacid® plus, einem kationischen,
wasserloslichen Polymer, welches gemaR europaischer Biozidproduktedirekiive
notifiziert ist. Akafog enthélt - auBer Wasser- keine weiteren Zusatzstoffe.

Der Vorteil dieser Vernebelungsanwendung liegt in der hohen Wirksamkeit trotz
niedriger Anwendungskonzentrationen. Die geringen TrépfchengréBen von 10-12 um
ermoglichen ein rasches Abdampfen des Wassers und somit ein Ankonzentrieren
des Wirkstoffes an der Oberflache von Partikeln und Keimen. Das enthaltene Wasser
ist in Nebelform auch ein ideales Medium zum Transport des Wirkstoff in ansonsten

schwer behandelbare Ritzen, Fugen und Spalten.

Die eingesetzte Menge von akafog® ist optimiert auf ein Minimum an benétigtem
Wirkstoff. Die Vorgehensweise ist genau vorgegeben (Menge Akafog/m® und je
nach Raumgréle werden efwa 15- 45 Minuten fUr die Raumbehandiung bendtigt.
Der Wirkstoff haftet sich in dieser Phase auf allen Pariikeln und in einer diinnen
Schicht auf den Wanden an. Sobald das Vernebelungsgerit abgeschaitet wird, fallt
die  kinstlich” erzeugte Luftfeuchtigkeit, die Nebelpartikel sinken aufgrund der
Schwerkraft zu Boden. Nach 2 Stunden Einwirkzeit sind keine Wassertrdpfchen und
somit auch kein Wirkstoff in der behandelten Luft mehr vorhanden. Zusétzlich wird
anschlieBend meist noch gelliftet um das gewochnte Raumklima zu schaffen und

abgetttete Keime auf nattirliche Weise abzutransportieren.



2. Bewertung der Exposition durch die beschriebene Akafog-Anwendung

Bei der Beweriung des Ausmafes der Exposition sind folgende Gruppen zu
unterscheiden:

1. Professionelle Anwender, welche eventuell iber ihr ganzes Berufsleben
standig und direkt mit dem Wirkstoff hantieren
2. Wohnungsbeniitzer, die ihre Wohnung aufgrund von hygienischen Problemen

behandeln lassen
Haustiere, die sich in behandelten Wohnungen aufhalten kdnnen

3.
4. Pflanzen in behandelien Wohnungen

Gruppe 1 hat eindeutig den intensivsten Kontakt mit dem Wirkstoff. Bisher
durchgefilhrte Untersuchungen zeigen, dass keine Resorption durch die Haut
stattfindet. Eine solche ist auch aufgrund der MolekilgroRe des Wirkstoffes
auszuschlieRen. Das bedeutet, dass iber die Haut und auch Uber die Schleimhaut
Akafog nicht aufgenommen werden kann und daher beim Hantieren (Einflllen) bzw.
berithren des Wirkstoffes keine Gefahr ausgeht. Der Wirkstoff ist auch nicht
sensibilisierend. Da allerdings die Anwender auch zumindest beim Abschalten des
Gerates wahrend der Vernebelungszeit den Raum beireten miissen, inhalieren sie in
dieser Zeit ohne Schutzmalnahme die Wirkstofftrépfchen. Zwar besteht auch hierbei
aufgrund der niedrigen Anwendungskonzentrationen keine akute Gefahr, zur
Pravention von nie ganzlich ausschlieBbaren Langzeitfolgen wird jedoch das Tragen
einer Partikelschutzmaske vom Hersteller vorgeschrieben. Die Verwendung einer
Arbeitskleidung und von  Handschuhen  entspricht den  allgemeinen

arbeitshygienischen Vorschriften im Umgang mit Chemikalien.

Flr Gruppe 2 die Wohnungsbeniitzer stellt sich die Situation wesentlich anders dar,
da diese wahrend der aktiven Vernebelungsphase den Raum nicht betreten. Nach
den 2 Stunden Einwirkzeit (bei abgestelltem Vernebelungsgerat) ist wie bereits
eingangs erlautert der behandelte Luftraum frei von Wirkstofftropfchen. Ein Betreten
ist somit gefahrlos méglich und unbedenklich. Der sich an Oberflachen gebildete
dunne Wirkstofffilm verhindert eine rasche Wiederverkeimung und ist daher, an zuvor
kontaminierten Oberflachen erwinscht. Obwohl der Wirkstoff nach den
vorgeschriesbenen OECD Tests und in den angewendeten Konzentrationen auch
beim Verschlucken unbedenklich ist, sollte im Sinne des Anwendungszieles ein
direkter Kontakt mit Lebens- und Futtermittel vermieden werden. Da  Akafog
vollstandig wasserldslich ist, kann dieses jederzeit auch einfach von allen
Oberflachen entfernt werden. Eine Resorption, das heil’t Aufnahme durch die Haut

ist wie bereits in Gruppe 1 beschrieben nicht moglich.

Fir Haustiere gili im wesentlichen das selbe wie fir Gruppe 2 die
Wohnungsbentitzer. Allerdings werden Aquarien, wéhrend derr gesamien
Behandlungsdauer (aktive Vernebelungszeit plus Einwirkzeif) aufgrund der
Erkenntnisse aus OECD-Studien zur Fischtoxizitét vorsichishalber abgedeckt.

Bisher durchgefithrte Untersuchungen zeigen, dass Pflanzen den Wirkstoff in den

angewendeten Konzentrationen sehr gut veriragen. Eine applizierte Akafog-Schicht
hat jedoch ebenfalls fungizide Eigenschaften, die auf Pflanzen nicht unbedingt

2



erwlinscht bzw. erforderlich sind. Es gibt daher die Hersteller Empfehlung, nach
Moglichkeit auch Pflanzen wahrend des Behandlungszeitraumes zu entfernen.

In nachfolgender Tabelle sind zur Ubersicht die Ergebnisse der fiir die Bewertung
mdoglicher Risiken der auf Basis der Wirkstoffpriffung zur Verfligung stehenden
OECD-Studien angefithrt (Angaben beziehen sich auf mg reinen Wirkstoff).

Studie Ergebnis
Akute orale Toxizitat, LD 50 oral Ratte, OECD 423 >2000 mg/kg
Akute dermale Toxizitat, LD 50 dermal, OECD 402 > 2222 mg/kg

Akute Reizung der Haut, OECD 404

nicht reizend

Akute Reizung der Augen, OECD 405

nicht reizend

Sensibilisierung: local lymph node assay

nicht Haut sensibilisierend

Chromosome Aberration Test in Human Lymphocyten,
OECD 473

nicht mutagen

Bacterial Reverse Mutation Assay, Ames Test, OECD
471

nicht mutagen

Akute Fisch Toxizitgt, L.C 50 Fisch, OECD 203

0,3 mg/l

3. Zusammenfassende Stellungnahme

Zusammenfassend jst unfer Beriicksichtigung aller bekannfer Daten und der vom
Hersteller vorgegebenen Vorsichts- und Prdventionsmalinahmen die Anwendung
des Produktes Akafog zur Behandiung von mikrobiell kontaminierfen Wohnungen mit
keinen Risiken fir Mensch, Tier und Pflanze verbunden und somit als unbedenklich

einzustufen.

20,08 071

Ort, Datum :
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Klinikum Fulda
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Akkreditlertes  Priifiaboratorium
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RMikrobiologische Uberpriifung von

Entnahmeort: Klinikum Fulda, Liftungszentralen Z1, Z2, 711,218
durch: Auftraggeber, Herrn Hufner

Entnahmezeitpunkt: 23.02.11, 9:00 Uhr
Untersuchungsdauer: 24.02 — 4.03.2011

Raumlufttechnischen Anlagen mittels Abklatschplatten

Analysennr.: H10.608-632

Nr. Probenahmestelle Bereich GKZ Schimmelpilze
KBE/24 cm® KBE/24 cm®

4/1 Jalousieklappe Lamellen, sekundar 0 » 0

4/3 Filter Boden, sekundar 0 3

4/6 | Filter Filter, sekundar 0 0

7/3 | Filter Boden, sekundar 0 1

7/6 Filter Filter, sekundar 0 0

12/3 | Filter Boden, sekundar 0 2

20/2 | Filter Filter, sekundar 0 0

20/6 | Zuluftkanal Wand 1 0

26/2 | Filter Filter, sekundar 0 0

28/4 | Erhitzer Rahmen, sekundar 4 3

28/5 | Ventilator Ventilatorgehause 0 16

59/1 | Jalousieklappe Lamellen, sekundar 0 1

59/4 | Filter Filter, sekundar 0 2

59/6 | Dampfbefeuchter Boden 0 0

GKZ: aerobe mesophile Gesamtkeimzahl,
Untersuchungsmethode: GKZ: PC-Agar, 48 h, 30

Die Prifergebni
Ohne schriftiche Genehmigung des Institutes Dr. Nuss darf dieser Bericl

KBE: Kaloniebildende Einheiten

°C;: Schimmelpilze: Malzextrakt-Agar, 30 °C bis 7 d

sse beziehen sich ausschlieBlich auf die Priifgegenstinde.
ht nicht auszugsweise vervielfaltigt werden.

Geschifsfiihrer: Dipl-Ing. Hans Nuss

Sitz der Gesslischaft: Bad Kissingen

Registergericht Schweinfurt HRB 2037
FA Bad Kissingen Steuer-Nr. 205/128/30 017
USt. Id-Nr. DE133894139
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C0X  Hygiene-Institut Dr. Nuss GmbH -

Schénbornstralte 34 -

Entnahmeort: Klinikum Fulda, Liftungszentralen Z1, 22, Z11, Z18
durch: Auftraggeber, Herrn Hiifner

Entnahmezeitpunkt: 23.02.11, 9:00 Uhr
Untersuchungsdauer: 24.02 — 4.03.2011

97688 Bad Kissingen

Analysennr.: H10.608-632

GKZ: aerobe mesophile Gesamtkeimzahl,
Untersuchungsmethode: GKZ: PC-Agar, 48 h, 30 °C; Schimmelpilze: Malzextrakt-Agar, 30 °C bis 7 d

-: Probe fehlt (nur Deckel der Abklatschplatte vorhanden)

Richtwerte VDI 6022: Der hygienisch-mikrobiologische Zustand der untersuchten Fléche ist
zwischen 25 KBE/Platte und 100 KBE/Platte als grenzwertig und >100 KBE/Platte als

unzureichend einzustufen.

Nr. Probenahmestelle Bereich GKZ Schimmelpilze
' KBE/24 cm® KBE/24 cm?
60/1 | Jalousieklappe Lamellen, sekundar 0 0
60/4 | Filter Boden, sekundar 2 5
82/1 Jalousieklappe Lamellen, sekundar 0 0
8213 | Filter Filter, sekundar 0 1
83/2 | Mischluftklappe Lamellen, sekundar 0 -
83/7 | Tropfenabscheider Rahmen, sekundér 0 0
84/1 | Jalousiekiappe Lamellen, sekundar 0 0
84/2 | Filter Filter, sekundar 0 0
84/3 | Filter Boden, sekundar 0 1
85/2 | Filter Filter, sekundar 0 1
KBE: Kolonlebildende Einheiten

Bewertung: Der hygienisch-mikrobiologische Zustand der untersuchten Flachen ist als gut oder
sehr gut zu bewerten.

Bad Kissingen, den 04.03.2011

J

p -

Hygieneflnstitdt mmbH

Laborleitung: Dr. E. Nuss

Die Priifergebnisse beziehen sich ausschiiefilich auf die Priifgegenstande.
Ohne schriftiche Genehmigung des Institutes Dr. Nuss darf dieser Bericht nicht auszugsweise vervielfaltigt werden.
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Klinik fir Infektionskrankheiten

7
[UU und Spitalhygiene

UniversitatsSpital
Zurich

Umgebungsuntersuchung IPS fiir Brandverletzte

Mikrobiologische Wirksamkeit Akacid®- Vernebelung

eitag, 24.09.10, 15:30 Uhr in 10x10cm Feldemn

tag 25.09.10 durch Fa.NovaPura
nd Untersuchung im Labor der

Ausbringung der Proben am Fr
Akacid- Vernebelung am vormit
Abstrichnahme am-Montag, 27.09. 8:15 Uhru
Spitalhygiene USZ
Tragerlésung: [_etheen-Bouillon (
Polysorbat, Natriumchlorid)

Proteose-Pepton, Rinderextract, Lecithin,

o Konzentration: McFarland- Standard 0.5
(entspricht Bakterienzahl / mlin Mio :150)

Lokalisation Material Ergebnis
Badewanne Testkeim 2 Chromstahl Kein Wachstum
(Seitenwand quer, fensterseitig)

Badewanne Testkeim 3 Chromstahl Kein Wachstum
(Seitenwand quer, fensterseitig)

OPS Testkeim 4 Holz Kein Wachstum
(Oberseite Regalboden seitlich) | beschichtet g
Zimmer 9 Testkeim 1 Holz Kein Wachstum
(Schrank, quer, fensterseitig) beschichtet

Zimmer 9 Testkeim 3 Holz Kein Wachstum
(Schrank, quer, fensterseitig) beschichtet

Apotheke Testkeim 2 Holz Kein Wachstum
(Unterseite Regalboden) beschichtet

Zimmer 3 Testkeim 4 Holz Kein Wachstum
(Medienkanal, Oberseite, mittig) beschichtet

Testkeime: | _
Nr.1 = VRE (E.faecium)
Nr.2 = MRSA

Nr.3 = Acinetobacter baumannii
Nr.4 = Pseudomonas aeruginosa

Ztiirich, 07.10.2010

Prof. Dr. med. Christiah Ruef
Leiter der Spitalhygiene
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A

AKAFOG® Industry, wassrige Losung

1. Stofi-/ Zubereitungs-
und Firmenbezeichnung
Handelsname: AKAFOG® Industry, wéssrige Losung
Firma: AKA Technology GmbH
Anschrift: Richard-Neutragasse 5, A-1210 Wien, Osterreich
Tel/Fax.Nr. 0043 1 5136406 0, Fax 0043 1 5136406 200

2. Zusammensetzung / Poly-[2—(2—ethoxy)—ethoxyethyl—guanidiniumchlorid] 1,25 mg/g
Angaben zu Inhalis- CAS No: 374572-91-5
stoffen [N] R 50/53
Poly—(hexamethylendiamin-guanidiniumchlorid) 3,75 mg/g
CAS No: 57028-96-3
[N] R 50/53

3. Mégliche Gefahren Fiir den Menschen:
Nicht kennzeichnungepflichtig gem&B EU-Richtlinie

Fiir die Umwelt:
Siehe Pkt. 12

4, Erste Hilfe - Einatmen: Frischluft
MaBnahmen Hautkontakt: Mit Wasser abwischen. Betroffene Kleidung ausziehen

Augenkontaki: Bei gedffnetem Lidspalt mit Wasser ausspllen

Verschlucken: Reichlich Wasser nachtrinken.
Bei schlechtern Wohlbefinden Arzt konsultieren.

5. MaBnahmen zur Geeignete Léschmittel: Infolge eines Wassergehaltes von iber 99%
Brandbekampfung ist keine Brand-Férderung bzw. Gefahr gegeben.
Alle erhaltlichen Loschmittel geeignet (Wasser-, Schaum-, Pulverldscher)
Ungeeignete Loschmittel: Nicht bekannt
Im Brandfall kénnen sich bilden:
Kohlenstoffoxide, Stickstoffoxide und andere giftige Brandgase
Besondere Schuizausriisiung: Vollschutzanzug tragen

6. MaBnahmen bei unbe- Personenbezogene VorsichtsmaBnahmen :
absichtigter Freisetzung Handschuhe aus PVC, PE oder Gummi
UmweltschutzmaBnahmen:
Nicht in die Kanalisation/Oberflachenwésser/Grundwasser
gelangen lassen

Verfahren zur Reinigung:
Ausgeschiittetes Produkt mit flissigkeitsbindendem Material

(Sand, Kieselgur, Saurebinder, Universalbinder, Sdgemehl)
aufnehmen oder aufwischen. Aufgenommenes bzw.aufgewischtes

Produkt vorschriftsmaBig entsorgen



AK’E)« TECHNOLOGY

AKAFOG® Industry, wassrige Losung

7. Handhabung und
Lagerung

8. Expositionsbegrenzung
und persénliche
Schutzausriisiung:

9. Physikalische und
chem.Eigenschafien :

10. Stabilitdt und
Reaktivitat

Handhabung:

siehe Pkt. 6
VorsichtsmaBnahmen wie bei Handhabung von Chemikalien

Vor Pausen und nach Beendigung der Arbeit: Hinde waschen
AuBerhalb der Reichweite von Kindern lagern.

Biozide sicher verwenden. Vor Gebrauch stets Kennzeichnung und
Gebrauchsinformation lesen

Lagerung:

Anforderungen an Lagerrdume und Behéalter:

Behalter gut geschlossen lagern.

Verpackung: In Originalverpackung lagern.

Atemschutz:
Atemschutzmaske P3 wahrend der Vernebelungsanwendung

Handschuiz: Handschuhe aus PVC, PE oder Gummi
Kérperschutz: Schutz-Overall

Erscheinungsbild:

Form: Flissig

Farbe:  Transparent

Geruch: Neutral

Sicherheitsrelevante Daten:

pH-Wert : 6,9

Siedepunkt/Siedebereich: 100°C
Schmelzpunki/Schmelzbereich : Nicht anwendbar
Flammpunkt/Zindtemperatur: Nicht anwendbaar
Entflammbarkeit(Feststoffe,Dampfe). Nicht anwendbar
Selbstentziindungstemperatur : Nicht anwendbar
Explosionseigenschaften: Nicht explosiv

Oxidierende Eigenschaften : Nein

Dampfdruck : 100 Pa bei 20°C

Dichte : 1,01 g/cm? bei 20°C

Wasserldslichkeit : Vollstdndige Wasserloslichkeit
Fettloslichkeit :  Nicht [6slich

Verteilungskoeffizient (n-Oktanol/Wasser): Nicht anwendbar

Zu vermeidende Bedingungen:

EU-SICHERHEITSDATENBLATT

Geméf 2001/58/EG

Datum: 22 Nov. 2006
Uberarbeitet: 30 Juli 2007

Seite : 2von 3

Bei sachgerechter Lagerung und Handhabung nicht zu erwarten (stabil)

Zu vermeidende Stoffe:

Nicht mit anionischen Verbindungen (z.B. Tensiden) mischen,
da sonst keine biozide Wirksamkeit.

Geféhrliche Zersetzungsprodukte : Keine bekannt
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AKAFOG Industry®, wassrige Losung

11.

12.Angaben zur Okologie:

13.

14.

15.

16.

Angaben zur
Toxikologie:

Hinweise zur

Entsorgung

Angaben zum
Transport

Vorschriften

Sonstige Angaben

Akute orale Toxizitat LD50 (Ratte) > 2000mg / kg (gemaB OECD 423)

Akute Toxizitat, inhalativ LD 50 (Ratte): 1,67 mg/l 4h (100 mg/g) (OECD 403)
Reizung der Haut: nicht reizend, nicht dtzend gemaB OECD 404
Hautsensibilisierung: Nicht hautsensibilisierend (gemé&B OECD 406)
Augenreizung: keine Augenreizung gemé&B OECD 405

Beurteilung der Mutagenitét: Negativer AMES-Test gem. OECD 471

Biologisch nicht leicht abbaubar ( "Closed bottle test")
Nicht in die Kanalisation bzw.Oberflachen- / Grundwasser gelangen lassen.

R52/R53 s.Pkt 15.

Produki und Restmengen:
Abfall gemaB lokalen behérdlichen Vorschriften entsorgen.

Abfallschlissel (Osterreich): Desinfektionsmittel , Nr. 53507

Abfallschlissel (Europa): 180107
Verpackung: kein Sondermdll

Kein Gefahrengut im Sinne der Transportvorschriften ADR, RID, IMDG
sowie GGVS/GGVE/GGVSee und ICAO-TI/IATA-DGR

Das Produkt ist nach EWG-Richtlinien eingestuft und gekennzeichnet:

R 52: Schéadlich fiir Wasserorganismen
R 53: Kann in Gewassern léngerfristig schadliche Wirkung haben.

St Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

Besondere Anweisung einholen/Sicherheitsdatenblatt zu rate ziehen

Produkt Verwendung : Desinfektionsmittel
Die Angaben in diesem Sicherheitsdatenblatt entsprechen nach bestem
Wissen unseren Erkenntnissen zum Zeitpunkt der Uberarbeitung






