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Abstract

The microbicidal activity of the broad spectrum antimicrobial agent povidone-iodine is
due to the strong oxidizing effects of free iodine on functional groups of amino acids,
nucleotides and double bonds of unsaturated fatty acids. While the chemical mechanism
of action of PVP-iodine is well understood, the actual sequence of events on the cellular
and molecular level that causes rapid cell death has not been fully understood. The aim
of this study was to elucidate effects of povidone-iodine on cell ultrastructure by elec-
tron microscopy and to monitor changes in enzyme activity and nucleotide efflux.

Staphylococcus aureus, E. coli and C. albicans, medically relevant gram-positive,
gram-negative and yeast micro-organisms, served as models. In the presence of
povidone-iodine, rapid partitioning of the cytoplasm and pronounced coagulation of
nuclear material was noted. Especially C. albicans exhibited a rapid, dose-dependent
»loosening® of the cell wall; cells remained intact without lysis, rupture or wall break-
age.

Changes in -galactosidase and nucleotide concentrations were measured in E. coli.
A rapid and dose-dependent loss of cellular -galactosidase activity was found, with
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no increase in the supernatant; loss of cellular nucleotides corresponded with an in-
crease in the supernatant. Electron microscopy and biochemical observations support
the conclusion that povidone-iodine interacts with cell walls of micro-organisms caus-
ing pore formation or generating solid-liquid interfaces at the lipid membrane level
which lead to loss of cytosol material, in addition to enzyme denaturation. The chem-

ical mechanism of action explains the fact that povidone-iodine does never generate
resistance in micro-organisms.

Zusammenfassung

Die chemische Wirkung des Breitspektrum-Mikrobizids Polyvidon-lod (PVP-lod)
besteht in der Oxidation von funktionellen Gruppen der Aminosduren und von Dop-
pelbindungen ungesittigter Fettsiuren durch freies Iod. Wie sich diese Wirkung auf
Zellebene entfalter, ist bis jetzt nicht vollstindig bekannt bzw. dokumentiert. Ziel der
Studie war es, mittels Elektronenmikroskopie die Effekte von PVP-Iod auf die Ultra-
struktur der Mikroorganismenzelle und die zugrundeliegenden biochemischen Prozes-
se (Enzymaktivitit und Nukleotidefflux) zu beleuchten.

Als Modellkeime wurden Staphylococcus aureus, E. coli und C. albicans gewihle.
Wurden die Keime 30 min mit PVP-lod-Lésung inkubiert, traten im normalerweise
gleichmifig granulierten Zytoplasma fleckige Verinderungen sowie eine ausgeprigte
Koagulation des Kernmaterials auf. Besonders deutlich bei C. albicans fithrte die Ex-
position mit PVP-lod dosisabhingig zu einer rasch einsetzenden Struktur-Schidigung
der Zellwand. Wie bei E. coli und Staphylococcus aureus blieb der Zellkorper jedoch
intake, es gab kein Anzeichen fiir eine Wandruptur oder Lyse.

Die als Indikator in E. coli gemessene intrazellulire Aktivitit der §-Galaktosidase
nahm unter PVP-lod rapide und dosisabhingig ab, extrazellulir wurde kein Anstieg
gemessen, da Enzyme durch lod rasch inaktiviert werden. Fiir die Nukleotide wurde
hingegen eine rasche photometrisch gemessene Konzentrationsverschiebung vom Zell-
inneren nach auflen beobachtet.

Elektronenmikroskopische und biochemische Befunde erlauben den Schiuf3, daf Iod
direkt eine Zellwandschidigung des Mikroorganismus verursacht, die zum Verlust von
zellulirem Material fiihrt. Die Ergebnisse stiitzen die Hypothese, daff durch Oxidation
der Phospholipide ,,fest-fliissige Grenzzonen® in der duffersten Schutzhiille und daran
entlang Poren entstehen. Bakterien haben fiir diese Verletzung keinen Reparatur-

mechanismus; dies erklirt, warum es keine Resistenzentwicklung gegepiiber PVP-lod
gibt.

Einleitung

Das im Jahr 1811 entdeckte Element Iod wird seit mehr als 150 Jahren gezielt
zur Verhiitung und Behandlung von Infektionen - vor allem auf Wunden - ein-
gesetzt.

Das Halogen Iod wurde zunichst in Form von ethanolischer Iodtinktur oder
lodoform [6] verwendet. Die schlechte Wasserloslichkeit, die Instabilitit und
toxische Wirkungen auf Haut und Schleimhiuten mufiten die medizinische
Anwendung einschrinken. Erst die Entwicklung der Iodophore, in denen das
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Iod in einem Makromolekiilkomplex gebunden und nur zum kleinen Teil frei
vorliegt, ermoglichte einen breiteren Einsatz des hochpotenten antiinfektiven
Wirkstoffes. Die iodabspaltende Substanz Polyvinylpyrrolidon-Iod (PVP-Iod)
ist gut wasserloslich. Die Strukturformel ist in Abbildung 1 dargestellt.

In wifdriger Losung stellt sich ein chemisches Gleichgewicht ein. Das freie
molekulare Iod ist fiir die mikrobizide Aktivitit verantwortlich; das iiber Was-
serstoffbriicken nichtkovalent an Polyvinylpyrrolidon gebundene, verfiigbare
Iod bildet ein Reservoir fiir die Nachlieferung aktiven Iods bei Vorhandensein
von Reaktionspartnern — also bei Bedarf. So bleiben die mikrobiziden Eigen-
schaften uneingeschriankt erhalten, wihrend Toxizitat und Sensibilisierungs-
rate minimiert sind.

Das antimikrobielle Spektrum von Iod umfaft alle relevanten Bakterien,
einschliefflich Mykobakterien und Sporen, Pilze, viele Virus- und Protozoen-
arten [8]. Auch gegeniiber Antibiotika-resistenten Erregern werden durch
PVP-lod nach kurzen Kontaktzeiten (15 s bis 1 min) logarithmische Keimzahl-
Reduktionsfaktoren grofler S erreicht (16, 25).

Eine echte Resistenzentwicklung von Mikroorganismen wurde bislang
nicht beobachtet (2, 13, 24).

Die bakterizide Wirksamkeit des Naturelements lod wurde erstmals 1880
von Davaine (5) ausfiihrlich beschrieben. Das Prinzip beruht auf dem starken
oxidativen Potential, wodurch molekulares Iod rasch mit SH-, OH- und NH-
Gruppen in Aminosduren sowie mit Doppelbindungen in ungesittigten
Fettsiuren reagiert (10). Dies fithrt zu irreversiblen Schiden an riaumlichen
Strukturen und Funktionsbausteinen von Mikroorganismen aller Art.

Wahrend dieses grundsitzliche chemische Wirkungsprinzip als bekannt vor-
ausgesetzt werden kann, fehlten bislang Erklirungen zum Ablauf der Ereig-
nisse auf zelluldrer bzw. molekularer Ebene, die die schnelle Abtdtung der Mi-
kroorganismen verursachen. Ziel der vorliegenden Studie war es, einen Beitrag
zur Aufklirung der Wirkungsweise des antiseptischen Agens PVP-lod durch
Nutzung elektronenmikroskopischer und biochemischer Techniken zu leisten
und die Frage zu untersuchen, warum keine Resistenzentwicklung auftritt.

-CH; CH CH, CH—-|----- -CH;— CH —— |-

1n auf 18 m

Abb. 1. Poly(1-vinyl-2-pyrrolidon)-lod-Komplex (hach 23).
Fig. 1. Poly(1-vinyl-2-pyrrolidone) iodine complex (modified from 23).
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Material und Methoden
PVP-Iod

Es wurde eine standardisierte Lésung (Betaisodona® Losung, Mundipharma GmbH,
Limburg) genutzt. Die Verdiinnungen erfolgten mit destilliertem Wasser.

Mikroorganismen

Als Modellkeime wurden Escherichia coli, Staphylococcus aureus und Candida albi-
cans ausgewihlt. Sie wurden iiber Nacht bei 37°C auf soliden Nihrmedien aus Tryp-
ticase-Soja-Bouillon mit 2,5% Bacto Acar (Difco) kultiviert. Die Bakterien- bzw.
Sprofipilzzellen wurden dann resuspendiert und in der Mikrozentrifuge (Eppendorf) so
sedimentiert, dafs 1 mm-starke Pellets entstanden.

Elektronenmikroskopie

Jedes Zellpellet wurde mit 0,1 ml der entsprechend verdiinnten Testsubstanz (bzw.
dest. Wasser oder Nihrbouillon als Kontrolle) im Vortex Mixer resuspendiert. Die
PVP-lod-Lésung wurde als Testsubstanz unverdiinnt, 1:10 und 1:100 verdiinnt ein-
gesetzt. Jeder Einzelversuch wurde 20mal wiederholt. Nach 30 min Inkubationszeir
wurde die Reaktion mit dem 12fachen Volumen einer Neutralisationslésung (3%
Tween 80, 0,3% Lezithin, 0,1% Histidin, 0,5% Natriumthiosulfat) gestoppt. Die Zel-
len wurden erneut sedimentiert und mit 1 ml 2% Glutaraldehyd in PBS (pH 7,2) fiir
30 min resuspendiert, dann dreimal in Puffer gewaschen und weitere 30 min mit 1%
gepuffertem OsO, exponiert. Nach Waschen und Dehydrierung mit Ethanol erfolgte
die Einbettung in eine Epon/Spurrs Epoxid-Mixtur. Die Diinnschnitte wurden mit Ur-

anylacetat und Bleicitrat gefirbt und bei 75 kV in einem Hitachi H-7000 Elektronen-
mikroskop untersucht.

Biochemische Untersuchungen

Um den Verlust von zytoplasmatischem Material aus den Mikroorganismenzellen zu
bestimmen, wurden als Indikatoren die -Galaktosidaseaktivitit und die Nukleotid-
konzentration sowohl intrazellulir (im Zellpellet) wie im Uberstand von E. coli unter-
sucht.

B-Galaktosidase-Aktivitit: E.coli (ODgppnm = 0,6) wurde fiir verschiedene Zeit-
spannen mit unterschiedlichen Konzentrationen der PVP-lod-Lésung inkubiert. Die
Proben wurden mit 100 mM Natriumphosphatpuffer {(pH 7,0} mit 9 mM KCl, 1 mM
MgSO;4 und 5 mM Dithiothreitol (DTT) versetzt, um das restliche lod zu binden, da
sonst die colorimetrische Messung der Enzymaktivitit gestért wiirde. Die Proben
wurden in 1 M Na,CO; Puffer zentrifugiert. Nach Gewinnung des Uberstandes wur-
de das Zellpellet mit Toluen aufgebrochen, um die intrazelluldre Enzymaktivitit zu
bestimmen. Als Substrat der enzymatischen Reaktion diente o-Nitrophenyl-8-Galak-
topyranosid (ONPG, 4 mg/ml). Der Umsatz wurde photometrisch bei 420 nm ge-
messen. :

Nukleotide: E. coli wurde wie oben beschrieben kultiviert; DTT verhinderte wie-
derum eine Interferenz freien Iods mit dem Nukleotid-Mefspektrum. Die vollstindige
Freisetzung intrazellulirer Nukleotide wurde durch Inkubation der Zellen mit ¥

(VIV) HCIO, (70%) fiir 1 h bei 37°C erreicht. Die photometrische Messung erfolgte
bei 254 nm.
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Ergebnisse
Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen der nicht mit der Testsubstanz
behandelten Kontrollen zeigen die typische Form, Struktur und auch die in-
takte Zellwand der Mikroorganismenspezies S. aureus (Abb. 2A) und E. coli
(Abb. 3A).

Nach 30miniitiger Einwirkung von PVP-lod-L6sung sind Strukturverdnde-
rungen des Zellinhaltes erkennbar. Das zuvor gleichmifig granulierte Zy-
toplasma erscheint fleckig (Abb. 2B und 3B). Manche Areale wirken grob-
kérniger, andere scheinen frei von Ribosomen zu sein. Es ist offensichtlich zu
einer Segregation der vorher gleichartig verteilten Zellbestandteile gekom-
men.

Abb. 2. Elektronenmikroskopische Darstellung von S.aureus ohne (A) und mit (B)
Einwirkung von unverdiinnter PVP-Iod-Lésung fiir 30 min. Die Pfeile markieren typi-
sche Segregationszonen. (Vergroferung: X 60000).

Fig. 2. Electron micrograph of S. aureus before (A) and after (B) treatment with neat
povidone iodine solution for 30 min. Note segregation of cytoplasmic components (ar-
rows) in treated cells. (Magnification: X 60000).
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Abb. 3. Elektronenmikroskopische Darstellung von E. coli ohne (A) und mit (B) Ein-
wirkung von unverdiinnter PVP-lod-Lésung fiir 30 min. (Vergréflerung: X 24 000).

Fig. 3. Electron micrograph of E. coli before (A) and after (B) treatment with neat po-
vidone-iodine solution for 30 min. (Magnification: X 24000).

Besonders gut bei E. coli zu erkennen, hat die Inkubation mit PVP-Iod auch
zu einer Koagulation des chromosomalen Materials gefiihre (Abb. 3B).

Insbesondere bei C. albicans konnten konzentrationsabhingige Schiadigun-
gen der Zellwand nach 30 min Inkubation mit PVP-lod-Lésung beobachtet
und dokumentiert werden. Abb. 4A zeigt die unbehandelte, intakte Wand der
Hefepilzzelle. Nach Einwirkung von 1:10 verdiinnter Losung ist die Zellwand
aufgelockert und zerkliiftet (Abb. 4B). Nach Inkubation mit der unverdinn-
ten Lésung imponieren fibrillenartige Strukturen an der Zelloberfliche; die
Zellwand sieht pords aus und scheint sich aufzulésen (Abb. 4C).

Bei allen drei untersuchten Spezies kommt es nicht zum plétzlichen
Schrumpfen oder Platzen der Zellen.

Biochemische Untersuchungen

Die nach Aufbruch des Zellpellets intrazellulir gemessene Aktivitdt des Indi-
katorenzyms [-Galaktosidase von E. coli nahm unter PVP-lod-Einfluf§ rapide
ab. Nach S5min Einwirkzeit wurde selbst bei niedrigen Konzentrationen
(0,1%) von PVP-lod eine deutliche Reduktion der Enzymaktivitat im Zellin-
neren gemessen (Abb. 5). Die stirkste Abnahme der intrazelluliren Enzymak-
tivitit wurde bei 0,8 und 0,4% PVP-lod beobachtet. Extrazellulir, also im
Uberstand, konnte gleichzeitig keine Zunahme der Enzymaktivitit festgestellt
werden.

Die photometrisch bestimmte Konzentration an Nukleotidmolekiilen im
Zellpellet von E. coli nahm unter PVP-lod-Einfluf§ ebenfalls konzentrations-
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Abb. 4. Elektronenmikroskopische Darstellung der konzentrationsabhingigen Effekte
von PVP-lod auf die Zellwand von C. albicans (Inkubationszeit 30 min). A: unbehan-
delt; B: Yo verdiinnt; C: unverdiinnte PVP-lod-Lésung. (Vergréferung: x 100000).

Fig. 4. Electron micrograph of the concentration-dependent effects on the cell wall of
C. albicans due to exposure to povidone iodine solution for 30 min. A: untreated; B:
10 diluted; C: neat. (Magnification: X 100000).

abhingig ab (Abb. 6); allerdings konnte hier eine parallele Zunahme des Nu-
kleotidgehaltes im Uberstand gemessen werden.

Diskussion

Iod ist bekannt dafiir, daff es sehr schnell Bakterien abtétet (10, 12). Welche
Schiden durch die oxidative Kraft des Halogens verursacht werden, ist im ein-
zelnen nicht geklart.

Die vorliegende Untersuchung hat die Wirkung der heute gebriuchlichsten
Iod-abspaltenden Substanz PVP-lod auf medizinisch relevante Keime be-
leuchtet. E. coli, S. aureus und C. albicans konnen, da sie Vertreter ganz unter-
schiedlich aufgebauter Mikroorganismengruppen sind, als Modellkeime fiir
Effekte auf zellulirer und molekularer Ebene aufgefafit werden.
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p-Galaktosidaseaktivitit [OD 420 nm]

0 0,1 0,21 0,42 0,83 25 5
Konzentration von PVP-lod {%]

Abb. 5. Einfluf von PVP-lod auf die B-Galaktosidaseaktivitit von E. coli in Abhdn-
gigkeit von der PVP-lod-Konzentration. (Inkubationszeit: 5 min).

Graue Siulen: Enzymaktivitit in den Bakterienzellen (Pellet).

Schwarze Sdulen: Enzymaktivitit im Bakterienzelliiberstand.

Fig. 5. Effect of povidone iodine on B-galactosidase activity in E. coli as a function of
povidone iodine concentration. (Incubation time: § min).

Grey columns:  enzyme activity in cell pellet.

Black columns:  enzyme activity in supernatant.

Auf den elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigten sich nach 30mi-
nittiger Einwirkung von PVP-lod-Losung eine Desintegration des Zytoplas-
mas sowie eine ausgepragte Koagulation des nuklearen Materials als Zeichen
des Zelltods. Allerdings blieben die Zellkorper der Mikroorganismen weitest-
gehend intakt; es gab keine Anzeichen fiir Lyse oder Platzen der Zellen. Auf-
fillig war die vor allem bei Candida albicans visualisierte dosisabhingige
Strukturschidigung der Zellwand.

Der primire Schritt der mikrobiziden Wirkung von PVP-Iod konnte die
chemische Reaktion von molekularem Iod mit Zellwandbausteinen sein, so
daf§ transiente oder permanente Poren entstehen. Die Arbeitshypothese, daf§
dadurch Zellbestandteile ausflieflen, wurde durch die folgenden biochemi-
schen Untersuchungen am Modell E. coli bestitigt. Die intrazellulire Aktivitdt
des Indikatorenzyms B-Galaktosidase nahm rapide und dosisabhingig ab. Ex-
trazellular wurde kein Anstieg der Aktivitat gemessen, was durch eine rasche
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Abb. 6. EinfluB von PVP-lod auf den Nukleotidgehalt von E. coli in Abhingigkeit von

der PVP-lod-Konzentration. (Inkubationszeit: § min).

Graue Siulen:  Nukleotidgehalt in den Bakterienzellen (Pellet) im Vergleich zur
Kontrolle ohne PVP-lod (100%).

Schwarze Siulen: Nukleotidgehalt im Bakterienzelliiberstand.

Fig. 6. Effect of povidone iodine on nucleotide concentration in E. coli as 2 function

of povidone iodine concentration. (Incubation time: 5 min).

Grey columns:  nucleotide concentration in cell pellet in comparison with control
(100%).

Black columns: nucleotide concentration in supernatant.

Inaktivierung des Enzyms bei Kontakt mit PVP-Iod — auch aufRerhalb von Zel-
len - zu erklidren ist (15). Fiir die Nukleotide - die nicht durch irgendeine funk-
tionelle Aktivitit, sondern nur durch die Konzentration der Molekiile photo-
metrisch erfaf8t werden — konnte unter PVP-lod-Einfluf eine rasche, auch do-
sisabhingige Konzentrationsverschiebung vom Zellinneren nach aufen beob-

. achtet werden. Die elektronenmikroskopischen und biochemischen Befunde

erlauben also den Schluff, daf§ Iod Zellwandschidigungen hervorruft, die zum
Verlust von zelluldrem Material fithren. Die Ergebnisse stiitzen die noch un-
bewiesene Hypothese, daff durch Oxidation von Doppelbindungen in Phos-
pholipiden rigide Bereiche und fest-fliissige ,,Grenzzonen® in der dufSersten
Schutzhiille und daran entlang Poren entstehen kénnten. Auch ein weiteres
Eindringen von Iod in das Zellinnere mit anschliefenden chemischen Wir-
kungen auf Bestandteile des Zytoplasmas und des Kerns (bzw. Kerniquiva-
lents) wire so moglich.
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Dieser an der Zellwand beginnende, multiple Angriffs- und Zerstdrungsme-
chanismus kann erkldren, warum es keine Resistenzentwicklung von Bakte-
rien gegeniiber PVP-Iod gibt. Auch hochresistente Keime, wie klinische Isolate
von Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) und Enterokok-
ken, zeigen in aktuellen Untersuchungen eine unverinderte Empfmdlxchkelt
gegeniiber PVP-lod (9, 17, 19, 20, 22).

Resistenzentwicklung ist in den letzten Jahren nicht nur fiir Antibiotika von
grofler und zunehmender Bedeutung, sondern wird auch bei Desinfektions-
mitteln und antiseptischen Wirkstoffen, wie z. B. Quecksilber, Formaldehyd
Benzalkoniumchlorid und Chlorhexidin, beobachtet (14).

Lyon und Skurray (18) beschreiben Resistenzmechanismen von S. aureus
gegeniiber antiseptischen Substanzen (quarternire Ammoniumverbindungen,
Acriflavin, Ethidiumbromid) als verminderte Konzentration der Agenzien im
Zellinneren der Bakterien aufgrund eines Reflux-Systems. Dieser Resistenz-
mechanismus kénne allerdings nur effizient sein, wenn das Target des antimi-
krobiellen Wirkstoffes ausschlieflich im Zellinnenraum liegt.

Foster (7) erklart die Resistenz gegen Quecksilber als Folge der Entgiftung
der wirksamen Quecksilberionen in der Zelle mit Ausschleusung des weniger
toxischen elementaren Quecksilbers. Schleim- bzw. Kapselbildung von Erre-
gern fithrt zwar im Einzelfall zur Erhéhung von minimalen Hemmkonzentra-
tionen — wie zum Beispiel fiir Formaldehyd gezeigt; es handelt sich aber nicht
um eine stabile Eigenschaft und auch nicht um einen echten Resistenzmecha-
nismus (11, 14). Hingst et al. (13) zeigen in einer Untersuchung zur Epide-
miologie mikrobieller Biozidresistenzen, dafl bei Isolaten von Pseudomonas,
Klebsiellen, Enterobacter, E.coli und anderen Spezies weder Resistenzent-
wicklung noch ein erhohtes absolutes Resistenzniveau gegen PVP-Iod nach-
weisbar sind.

In den letzten Jahren zirkulierende einzelne Mitteilungen von Kontamina-
tion mit ,resistenten® Bakterienstimmen in PVP-lod-Priparaten gehen letzt-
lich auf dieselbe Quelle eines nicht-standardisierten Priparates in den USA
zuriick (1, 21). Die Qualitit des lod-freisetzenden Priparates (standardisierte
Herstellung mit ausreichend hohem Gehalt an freiem lod) und die korrekte
Handhabung sind wichtig, wie von Panlilio et al. (21) festgestellt. Die Gruppe
berichtete iiber Kontaminationen eines PVP-lod-Produktes (Clinidine) mit
Pseudomonaden, die sich durch Adhirenz an Kunststoffoberflichen und Bil-
dung einer dicken Schleimschicht (Glykokalix) vor dem zu niedrig konzen-
trierten Iod mechanisch geschiitzt hatten, jedoch im Labor immer wieder emp-
findlich gegeniiber PVP-lod waren (1).

Bereits zehn Jahre zuvor war iiber Pseudobakteriimiefille durch Pseudo-
monas cepacia in einer PVP-lod-Losung (Pharmadine) unter dhnlichen Um-
stinden berichtet worden (3, 4).

Auch Lacey und Catto (17) gelangen aufgrund von Untersuchungen der
Empfindlichkeit von klinischen Methicillin-resistenten und -sensitiven Staphy-
lococcus aureus-Stimmen fiir PVP-Iod zu der Schluffolgerung, daf auftre-
tende Varianzen in der Empfindlichkeit durch verzégerte Iodpenetration in
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Folge von Bakterienzellaggregation oder Schleimbildung bedingt sind, nicht
jedoch durch primire Resistenz oder Resistenzentwicklung.
Fiir die in der vorliegenden Untersuchung gezeigte multiple und an der

W

o

- duflersten Zellstruktur beginnende, rasche Schidigung konnen Mikroorganis-
it men praktisch keinen effizienten Reparaturmechanismus entwickeln. Entgif-
tung und Ausschleusung kdmen zu spat; Umstellung des Zellstoffwechsels
n kann die Vielzahl der Angriffspunkte des potenten Oxidationsmittels nicht
;- schiitzen.
i, Die raschen molekularen Verinderungen in der mikrobiellen Zellwand sol-
len Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.
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