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1 Einleitung 

1.1 Zur Bedeutung der Wundreinigung 

Die Wundreinigung kontaminierter Wunden ist im Gesamtkonzept der 

Wundbehandlung unabhängig davon, ob es sich um eine akute oder eine chronische 

Wunde handelt, Voraussetzung für die sich anschließende Wundbehandlung 

(Assadian u. Kramer 2012). Die sich nach der Reinigung anschließende spezifische 

Behandlung der Wunde kann je nach Art und Ausmaß der Wunde die Lebensqualität 

des Betroffenen beeinflussen (Persoon et al. 2004, Johnson et al. 2005, Briggs u. 

Flemming 2007, Herber et al. 2007, DNQP 2008). 

Durch die Wundreinigung sollen Verunreinigungen, Noxen, Zelldetritus, Toxine und 

Mikroorganismen, die die Wundheilung beeinträchtigen, von der Wundoberfläche 

entfernt werden (Assadian u. Kramer 2012). Vor allem bei chronischen Wunden sollen 

durch die Wundreinigung ggf. in Verbindung mit einem Debridement avitales Gewebe, 

Nekrosen und Beläge bis an intakte anatomische Strukturen unter Erhalt von 

Granulationsgewebe entfernt werden (Hinz et al. 2007-2008, S3-Leitlinie 2012). Ziel 

der Wundreinigung ist die Schaffung eines Wundgrunds, der frei von abgestorbenen 

Zellen, Mikroorganismen und deren Toxinen sowie frei von Belägen, Schmutz und 

anderen Fremdkörpern ist, sodass der natürliche Heilungsvorgang unbehindert 

ablaufen kann. Dadurch dient die Wundreinigung sowohl der Prophylaxe einer 

Wundinfektion als auch dem Einsetzen der ungestörten Wundheilung (S3-Leitlinie 

2012). Flanagan (1997) betont weitere Gründe für die Notwendigkeit der 

Wundreinigung: Durch das Ausspülen der Wunde wird Feuchtigkeit für die 

Wundheilung geschaffen, das Trauma während der Entfernung des auf der Wunde fest 

haftenden Verbands wird minimiert, die Wundbeurteilung wird ermöglicht und das 

Patientenwohlbefinden wird gesteigert. Außerdem wird die Haut um die Wunde herum 

sauber und von überflüssiger Feuchtigkeit frei gehalten, sodass der Mazeration der 

umliegenden Haut vorgebeugt und optimale Heilungsbedingungen geschaffen werden. 

Ob sich nach der Reinigung ein Debridement bzw. eine chirurgische Wundrevision und 

eine Antiseptik anschließen, hängt vom Zustand der Wunde (Hinz et al. 2007-2008) 

und deren Infektionsgefährdung (Dissemond et al. 2011) ab. Im Allgemeinen wird die 

Wunde nach der Wundversorgung mit einer Wundauflage bedeckt, um die ungestörte 

Wundheilung zu ermöglichen. Bei chronischen Wunden erfolgt die Auswahl der 

Wundauflage entsprechend dem Stadium der Wundheilung (Flanaga 2000).  

Gemäß der Good Clinical Practice (GCP)-Empfehlung sollte die Wundreinigung eher 

mechanisch erfolgen; bei Bedarf ist auf eine adäquate Schmerztherapie zu achten 
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(ICH Guideline 1996). Für die Auswahl der Wundreinigungslösung ist zu beachten, 

dass diese keine zytotoxische Wirkung aufweist, um den Heilungsverlauf nicht zu 

beeinträchtigen. So wurde durch einmalige antiseptische Spülung mit 

Wasserstoffperoxid zuvor gereinigter und debridierter Weichteiltraumata die Rate 

postoperativer Wundinfektionen signifikant erhöht (Roth et al. 2007), was nur durch die 

Zytotoxizität von Wasserstoffperoxid erklärbar ist.  

Wird der Schritt der Wundreinigung ausgelassen oder nur unzureichend durchgeführt, 

können Schmutz, abgestorbene Zellen und Mikroorganismen in der Wunde verbleiben 

und sich vermehren. Die Wunde wird zunächst kolonisiert, abhängig vom Erreger und 

der Abwehrsituation des Wirtsorganismus kann das in eine Wundinfektion münden. 

Freigesetzte bakterielle Toxine können schon in geringen Mengen Nekrosen 

verursachen, die Balance von Zytokinen und Proteasen mit Hemmung reparativer 

Vorgänge stören und schließlich zu einer Wundheilungsstörung führen (Ovington 

2003). Letztlich kann sich eine lebensbedrohliche Infektion entwickeln. Deshalb ist die 

Entfernung der bakteriellen Toxine wichtiger Bestandteil der Wundbehandlung. Die 

Wundreinigung dient somit auch der unspezifischen Infektionsprävention (DGfW 2012).     

Die erfolgreiche Wundreinigung ist von folgenden drei Faktoren abhängig: der Technik 

der Durchführung, der Auswahl des Materials und der verwendeten Wundspüllösung 

(Trevelyan 1996). Nach Dealey (2008) werden für die Wundreinigung traditionell 

hauptsächlich zwei Techniken eingesetzt: das Ausspülen der Wunde unter Druck mit 

einer Einmalspritze und Verwendung steriler Wundspüllösungen oder das Auswischen 

der Wunde mit einer sterilen Kompresse. Die zurzeit favorisierte Methode der 

Wundreinigung ist das Ausspülen mit einer Einmalspritze unter leichtem Druck mit 

isotonischer Kochsalzlösung (Chisholm et al. 1992, Cunliffe 2002). Auf der Basis 

experimenteller Befunde gibt es jedoch seit längerem Diskussionen über diese 

Methode. Isotonische Kochsalzlösung wird nicht mehr als die einzige Option für die 

Wundspülung akzeptiert. Die Wundreinigung muss systematisch betrachtet werden. 

Tritt keine Heilung ein, müssen folgende Punkte kritischer betrachtet werden: 

bakterieller Status der Wunde, Phase der Wundheilung und die Effekte der 

Wundspülung sowohl auf die Bakterien als auch auf die Zellen, die für die Wundheilung 

zuständig sind (Phillips u. Davey 1997). 

Dem Kliniker fällt die Entscheidung für die geeignete Wundspüllösung auf Grund der 

wachsenden Auswahl an Wundspüllösungen einerseits (Tab. 1) und der fehlenden 

Evidenz für die Auswahl auf Grund fehlender vergleichender Studien zunehmend 

schwerer. 
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Tab. 1: Handelsübliche Wundspüllösungen  

Wundspül-
lösung 

Wirkstoff Hersteller Vom Hersteller 
ausgewiesenes 
Anwendungsgebiet  

Steriles Wasser Wasser Medicare, 
B. Braun Medical 
AG 

Tiefe und oberflächliche 
saubere Wunden; 
Wundreinigung, 
Feuchthalten von Wunden 

Isotonische NaCl Natriumchlorid-
Lösung 

Demo 
Pharmaceuticals 
GmbH 

Tiefe und oberflächliche 
saubere Wunden; 
Wundreinigung, 
Feuchthalten von Wunden 

Ringer®-
Wundspüllösung 

Ringer®-
Elektrolytlösung 

B. Braun Medical 
AG 

Tiefe und oberflächliche 
saubere Wunden; 
Wundreinigung, 
Feuchthalten von Wunden 

Prontosan®- 
Wundspüllösung 

Polihexanid 
0,02-0,04 % 

B. Braun Medical 
AG 

Zur Reinigung, Spülung 
und Befeuchtung von 
akuten, chronischen und 
infizierten Hautwunden 
sowie Verbrennungen 1. 
und 2. Grades 

Lavasept®- 
Konzentrat 

Polihexanid 
0,02-0,04 % 

B. Braun Medical 
AG 

Bei chirurgischer 
Versorgung drohender, 
akuter und chronischer 
Knochen- und 
Weichteilinfektionen 
(Anwendung erfolgt z. B. 
mittels Feuchtkompresse, 
Wundspülung und Saug-
Spüldrainage)  

Octenisept® 
Wund-
Desinfektion 

Octenidindi-
hydrochlorid 

Schülke & Mayr 
AG 

Desinfiziert und reinigt die 
Wunde 

Betaisodona® 
Lösung  
1:2 bis 1:20 
verdünnt 

Povidon-Iod Mundipharma 
GmbH 

Spülungen im Rahmen der 
Wundbehandlung  

Als erster Schritt zur Schaffung eines Auswahlkriteriums könnte die Reinigungswirkung 

verschiedener Wundspüllösungen experimentell ermittelt und verglichen werden. 

Allerdings existiert bisher keine Standardmethode zur quantitativen Analyse der 

Reinigungswirkung von Spüllösungen (Hübner et al. 2007).  
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1.2 Historischer Hintergrund 

Seit Beginn der Menschheit werden Wunden mit verschiedenen Methoden gereinigt, 

um die Wundheilung zu fördern (Flanagan 1997). Blätter, Harze oder Rinden wurden 

als Verbandmaterial benutzt. Die ersten Überlieferungen darüber reichen bis in das 

dritte Jahrhundert vor Christus zurück. Diese stammen vorwiegend aus ägyptischen 

Papyrusrollen, dem Papyrus „Edwin Smith“, der sich mit Verletzungen des weichen 

Gewebes und Knochenbrüchen sowie ausführlich mit der Wundbehandlung befasst. 

Die Ägypter benutzten zur Wundbehandlung bevorzugt feines Leinen, das mit Öl und 

Honig getränkt wurde (Röthel 1996, 1997). 

Der bekannteste Heilmittelkenner und Naturforscher der Antike Dioscurides (40-90 

nach Christi) studierte die Heilwirkungen von Pflanzen und leitete daraus eine 

beachtliche Zahl an Wirkstoffen für die Wundbehandlung ab. In der volkstümlichen 

Wundbehandlung wird noch heute auf diese Heilkräuter zurückgegriffen. Aloe vera und 

Achillea millefolium (Schafgarbe oder Soldatenkraut) sind bekannte von Dioscurides 

empfohlene Heilpflanzen. Zu den wichtigsten Grundlagen der Wundbehandlung in der 

Antike gehörten Grundkenntnisse über die primäre und sekundäre Wundheilung, über 

Asepsis und Antisepsis sowie über das Konzept vom sogenannten „lobenswerten 

Eiter“ („pus bonum et laudabile“). Dieses Konzept wurde bis zur Einführung der 

Antisepsis im 19. Jahrhundert vertreten und in Wunden jeder Art wurden ärztlich gezielt 

Eiterungen hervorgerufen (Schlathölter 2005). 

Die Wundversorgung spielte in der wichtigsten griechischen medizinischen 

Schriftensammlung, dem „Corpus Hippocraticum“, eine große Rolle und wurde von 

Hippokrates und seinen Anhängern praktiziert. Berichtet wurde ab dem 6. Jahrhundert 

vor Christus über feines Leinen als Verbandsstoff und über mit Rotwein getränkte 

Leinenkompressen als antiseptischer Wundverband. In den römischen Schulen, circa 

ab dem 3. Jahrhundert vor Christus, wurde die Wundbehandlung weiterentwickelt. Dort 

wurde ein mit Essig, Rotwein oder Wasser ausgedrückter Schwamm als Wundverband 

eingesetzt (Schlathölter 2005). 

Durch den Zerfall des römischen Reiches zur Zeit der Völkerwanderung verschwand 

der Einfluss der römischen und griechischen Kultur und es kam zu neuen Prägungen 

durch die christlichen und arabischen Religionen. So bevorzugten die arabischen 

Ärzte, die Wunde mit der glühenden Spitze des Brenneisens auszubrennen 

(Ackerknecht 1986). Durch den weitgehenden Wegfall der ärztlichen Versorgung bis 

zum 16. Jahrhundert spielten die Bader und Barbiere eine große Rolle in der 

Wundbehandlung. Sie führten Wundbehandlungen durch, und es ist davon 
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auszugehen, dass sie großen Wert auf Sauberkeit gelegt hatten, die positive Wirkung 

auf die Heilung hatte (Widmann u. Mörgeli 1998). Über die Entwicklung der 

Wundversorgung in der Zeit vom Mittelalter bis zum Ende des 17. Jahrhunderts ist das 

Schrifttum lückenhaft (Forrest 1982). 

Wichtige Meilensteine der Wundforschung ab dem 17. und 18. Jahrhundert waren die 

Beschreibung des Blutkreislaufs (1628), die Entdeckung des Kapillarkreislaufs (1661) 

und der roten Blutkörperchen durch William Harvey (1578-1657) sowie des Fibrins, das 

als „Blutfaserstoff“, oder von Marcello Malpighi (1628-1694) als „kleine weiße Stränge“, 

bezeichnet wurde. 1797 prägte Chaptal den noch heute gültigen Begriff „Fibrin“ 

(Neumann 2008). 

Hewson entdeckte, dass ein Anteil des Bluts an der Luft spontan gerinnen kann und 

nannte ihn „koaguable Lymphe“; der andere Anteil, als „Serum“ bezeichnet, verfestigte 

sich nur durch Erhitzen oder unter Zusatz von Chemikalien (Marchand 1901, 

Schlathölter 2005). 

Die Suche nach antiseptischen Substanzen reicht ebenfalls weit in die Vergangenheit 

zurück. Die Entdeckung der Mikroorganismen stellt einen Meilenstein in der 

Entwicklung der Medizin und der Antiseptika dar. Ende des 18. Jahrhunderts versuchte 

der britische Militärarzt John Pringle (1702-1782), mit der antiseptischen 

„Standardsubstanz“ Seesalz Fäulnis zu unterbinden. Er stellte zugleich fest, dass 

Säuren und Laugen stark gegen Fäulnis wirken und diese sogar vollständig hemmen, 

wenn man sie durch Mischen neutralisiert (Pringle 1976). Es wird angenommen, dass 

die als Pestprophylaxe eingesetzte Essigzubereitung „Codex Medicamentarius 

Parisiensis“ (1758) später bei gleicher Zusammensetzung in „Acetum Antisepticum“ 

umbenannt wurde (Lang u. Anagnostou 2012). Mit dieser Zusammensetzung konnte er 

eine Infektionsprophylaxe bzw. eine Therapie von manifesten Infektionen durchführen 

und prägte den Begriff „Antisepsis“ für fäulnishemmende Mittel.  

1856 hat Louis Pasteur (1822-1895) bewiesen, dass Gärung und Fäulnis durch 

mikroskopisch kleine Lebewesen verursacht werden, und stellte die Vermutung an, 

dass die Wundeiterung ähnliche Ursachen habe. Ignaz Philipp Semmelweis (1818-

1856) forderte, dass die Hände und die Instrumente gründlich gewaschen und mit 

Chlorlösung desinfiziert wurden. Die Maßnahme stellte sich als sehr wirkungsvoll 

heraus, da die Sterblichkeitsrate bei Kindbettfieber von 12,3 % auf 2-3 % sank 

(Gortvay u. Zoltan 1977, Bauer 2010). 
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Gefördert durch die Arbeit Pasteurs, entdeckte Joseph Lister (1827-1912), dass in der 

Luft enthaltene Mikroorganismen für die Wundeiterung verantwortlich sind. Er führte 

die Desinfektion des Operationsfeldes, der Instrumente und des Verbandmaterials mit 

Karbolsäure als antimikrobiellem Wirkstoff ein. Dadurch konnten in den 

Krankenhäusern die Todesraten deutlich gesenkt werden. Seitdem werden Antiseptika 

zur Wundreinigung eingesetzt. Ignaz Philipp Semmelweis und Sir Joseph Lister legten 

damit Meilensteine in der Wundbehandlung (Lawrence 1997). 

Nachdem die Mikroorganismen als Ursache für Wundinfektionen erkannt worden 

waren, war es möglich, gezielter vorzugehen. Allerdings führte die Entdeckung der 

Sulfonamide (1932) und darauf folgend die Einführung des Antibiotikums Penicillin 

durch Alexander Flemming im 20. Jahrhundert dazu, dass viele antimikrobiell weniger 

wirksame Stoffe aus der ärztlichen Praxis verschwanden und darüber hinaus die 

einfachen hygienischen Grundprinzipien immer weniger Beachtung fanden. Durch die 

unkritische Gabe von Antibiotika kam es durch Selektion R-Plasmid-haltiger Stämme, 

durch Mutation und weitere Resistenzmechanismen zur Ausbreitung Antibiotika 

resistenter Stämme, was die Forderung nach der Rückkehr zu den elementaren 

Prinzipien der Asepsis und Antisepsis nach sich zog (Roth u. Brill 2010). Durch 

Povidone-Iod wurde die Renaissance der Wundantiseptik eingeleitet (Barber 1961), 

weil sich dieser Wirkstoff im Vergleich zu den zuvor angewandten Antiseptika wie 

Farbstoffe, Phenole, quecksilberorganische Verbindungen oder Wasserstoffperoxid 

deutlich in der Nutzen-Risiko-Bewertung unterscheidet, d. h., das Verhältnis von 

mikrobiozider Wirksamkeit und Zytotoxizität, der sog. Biokompatibilitätsindex, ist nahe 

Eins (Müller u. Kramer 2008).  

Heutzutage werden zur Reinigung von Wunden Wasser, isotonische Kochsalzlösung, 

Ringer-Lösung bzw. antiseptische Lösungen auf Basis von Povidone-Iod, 

Natriumhypochlorit, Polihexanid und Octenidin eingesetzt. Die Evidenz bezüglich der 

Effizienz der Wundreinigungslösungen im Wundmanagement ist jedoch nach wie vor 

unzureichend (Cooper 2004). In der 2012 von der DGfW herausgegebenen S3-Leitlinie 

„Lokaltherapie chronischer Wunden bei Patienten mit den Risiken periphere arterielle 

Verschlusskrankheit, Diabetes mellitus, chronisch venöse Insuffizienz“ wurden 

folgende Statements und Empfehlungen ausgesprochen: Anhand der zur Zeit 

vorliegenden Studien liegt ein moderater Grad der Evidenz vor, dass zur Spülung mit 

isotonischer Kochsalzlösung, Leitungswasser und Ringer-Lösung keine belastbaren 

Aussagen getroffen werden können. Jedoch betonten die Autoren die Gefahr der 

Einbringung von Bakterien durch die Verwendung nicht steriler Lösungen und das 

damit verbundene Risiko der Wundinfektion. Für Lösungen auf der Basis von 
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Polihexanid, Octenidin, PVP-Iod, Wasserstoffperoxid, Chlorhexidin und Farbstoffen wie 

Ethacridinlactat oder Kaliumpermanganat liegen ebenfalls keine belastbaren Aussagen 

zum Nutzen als Wundspüllösung vor. Bezug nehmend auf die Good clinical practice 

(GCP)-Empfehlungen sollten neutrale, wirkstofffreie Lösungen eingesetzt werden, weil 

Studien je nach Wirkstoff, galenischer Zubereitung, Konzentration und Einwirkdauer 

auf Toxizität, allergene Potenz oder Iodbelastung hinweisen. Bei Verdacht auf eine 

Wundinfektion kann zur Wundreinigung die Anwendung von Polihexanid, Octenidin 

oder PVP-Iod in Form zugelassener Antiseptikalösungen erwogen werden (DGfW 

2012). Um eine Entscheidungshilfe zu geben, wann für die Infektionsprävention von 

Wunden die Anwendung von Antiseptika sinnvoll erscheint, haben Dissemond et al. 

(2011) den Wounds at Risk Score eingeführt. Sofern die Addition unterschiedlich 

gewichteter Gefährdungsursachen 3 Punkte erreicht, wird die Anwendung von 

Antiseptika empfohlen.  

 

1.3 Anforderungen an Wundspüllösungen 
Ziel des Einsatzes von Wundspüllösungen für akute Wunden ist die Säuberung der 

Wunden, d. h. die Entfernung von Fremdmaterial, Belägen und Schorfen einschließlich 

der Reduktion des sogenanten Bioburden, also der Belastung mit Mikroorganismen, im 

Wundmilieu.  

 

Es existieren unterschiedliche Meinungen darüber, welche Kriterien eine 

Wundspüllösung erfüllen sollte. Flanagan (1997) beschreibt, dass eine 

Wundspüllösung folgende Eigenschaften besitzen sollte:  

- keine zytotoxische Wirkung auf die für die Wundheilung verantwortlichen 

Zellen, 

- schnelle Verfügbarkeit,  

- sicherer Wirkungserhalt im Wundmilieu (bei Kontakt mit Blut oder Eiter), 

- Herabsetzung des Bioburden, 

- keine allergische Potenz, 

- kostengünstig, 

- stabil (in der Formulierung und in der Wirkung). 

Lawrence (1997) ist der Meinung, dass der antimikrobielle Effekt eher von den 

physikalischen Eigenschaften der Wundspüllösung als Flüssigkeit als von der 

antiseptischen Wirkung der Lösung selbst kommen sollte.  
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Für die Wundreinigung stehen unterschiedliche Wundspüllösungen zur Verfügung. 

Dabei ist grundsätzlich zwischen Lösungen zu unterscheiden, deren Wirksamkeit nur 

auf einem physikalischen Wirkprinzip beruht, im einfachsten Fall auf dem Abspüleffekt 

von Wasser, isotonischer Kochsalzlösung und Ringerlösung. Verstärkt werden kann 

die Reinigungswirkung durch Zusatz verträglicher Detergentien zur Spüllösung, z. B. 

von Betainen. Auch durch oberflächenaktive Wirkstoffe kann die Ablösekraft einer 

Spüllösung erhöht werden. Als weitere Möglichkeit können antiseptisch wirksame 

Spüllösungen eingesetzt werden. Hierbei ist zu beachten, dass keine Antiseptika 

eingesetzt werden, die auf Grund ihrer Zytotoxizität eine Wundheilungshemmung 

verursachen können. Ebenso soll die Anwendung nicht mit systemischen Risiken oder 

Langzeitnebenwirkungen verbunden sein (Mallet u. Dougherty 2000, Kramer et al. 

2004). Systemische Risiken sind z. B. bei Anwendung von PVP-Iod bei 

Schilddrüsenfunktinsstörungen möglich (Böckers et al. 1986, Braverman 1994, Manz et 

al. 2002, Below et al. 2006, Assadian et al. 2008). Auch die Anwendung von 

Silberwundauflagen mit der damit verbundenen Resorption von Silberionen ist 

toxikologisch kritisch zu bewerten (Müller u. Kramer 2008, Storm-Versloot et al. 2010). 

Als Langzeitrisiko muss eine carcinogene Gefährdung ausgeschlossen werden. Das ist 

bei Einsatz von Chlorhexidindiguconat vorstellbar, da zumindest bei Anwendung des 

Wirkstoffs zur präoperativen Mundhöhlenantiseptik p-Chloranilin freigesetzt wird, was 

als Humankarzinogen eingeordnet ist (Welk et al. 2007, Müller u. Kramer 2008). 

 

1.4 Gebräuchliche Wundreinigungslösungen 

Die heute gebräuchlichen Wundspüllösungen für die Wundreinigung, die auch im 

Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, sind vor allem nichtkonservierte, sterile 

Lösungen wie deionisiertes Wasser, physiologische Kochsalzlösung und Ringer®-

Lösung sowie die konservierte Prontosan®-Wundspüllösung (Mallet u. Dougherty 

2000). 

 

1.4.1 Wasser 

Der Einsatz von Wasser im Bereich der Wundversorgung ist ein seit Jahrzehnten 

kontrovers diskutiertes Thema, das für viele Wundversorger noch heute eine offene 

Frage darstellt.  

In verschiedenen Studien wurde die Effektivität von Leitungswasser, sterilem Wasser 

sowie abgekochtem und abgekühltem Wasser untersucht. Die beiden meistzitierten 

Bedenken bezüglich des Leitungswassers sind das mögliche Infektionsrisiko bei 
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Kontamination des Wassers aus dem Installationssystem und die Tatsache, dass 

Wasser keine isotonische Lösung ist. 

Wasser wurde über Jahrhunderte für die Wundversorgung eingesetzt, ohne dass von 

schädlichen Effekten berichtet worden war (Flanagan 1997). Angeras et al. (1992), 

Moscati et al. (2007) und Valente et al. (2003) verglichen in In-vivo-Studien die 

Effizienz von Leitungswasser und isotonischer Kochsalzlösung zur Spülung von akuten 

Wunden (Angerås et al. 1992 , Valente et al. 2003, Moscati et al. 2007). Griffiths et al. 

(2001) verglichen beide Spüllösungen bei akuten und chronischen Wunden. Ein 

signifikanter Unterschied bezüglich der Heilung konnte weder von Griffiths et al. noch 

von Angeras et al. dargestellt werden. Angeras et al. (1992) stellten allerdings fest, 

dass in den mit Kochsalzlösung gespülten Wunden ein höheres Infektionsrisiko 

festzustellen war. Dabei ist zu berücksichtigen, dass die Bedingungen, unter denen 

diese Arbeiten durchgeführt wurden, teilweise nicht vergleichbar waren. Wasser wurde 

mit Körpertemperatur und Kochsalzlösung mit Raumtemperatur appliziert. Die durch 

die niedrigere Temperatur der Kochsalzlösung bedingte lokale Vasokonstriktion könnte 

die Wundheilung beeinträchtigt haben. Zugleich stellten die Autoren fest, dass die 

Menge der eingesetzten Spüllösung von Einfluss gewesen sein könnte, d. h., je größer 

die Menge der Wundspüllösung ist, desto effektiver wird vermutlich die Kontamination 

beseitigt. Die Studie von Griffiths et al. (2001) hat eine größere Reliabilität, weil es sich 

um eine doppelblinde, randomisierte, kontrollierte Studie handelt. 

In einer Meta-Analyse dreier RCTs (Goldberg 1981, Riederer 1997, Neues 2010) von 

Fernandez and Griffiths (2012) wurden Wunden, die mit Leitungswasser gereinigt 

worden waren, mit Wunden verglichen, bei denen keine Reinigung erfolgt war. Die 

Ergebnisse zeigten weder in der Infektions- noch in der Heilungsrate einen Unterschied 

(Fernandez and Griffiths 2012). 

Als Wundspüllösung erhält Wasser insbesondere in der Versorgung von chronischen 

Wunden einen großen Stellenwert wegen der geringen Kosten, der ständig in größeren 

Mengen gegebenen Verfügbarkeit ohne Einschränkung eines „Haltbarkeitsdatums“ und 

der mechanischen Reinigungswirkung des Wasserstrahls (Davies 1999). Außerdem 

sind die Stimulierung der Wundheilung durch den Duschstrahl und die Möglichkeit der 

Temperatur-Regulierung gegeben (Davies 1999). 

Flanagan (1997) folgerte, dass die Bedenken hinsichtlich des Infektionsrisikos 

unbegründet sind, solange das Wasser für die Wundversorgung von einer fachgerecht 

behandelten Quelle bezogen und vor der Nutzung ein paar Minuten lang laufen 
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gelassen wird. Das Ausduschen von Wunden mit Leitungswasser führte zu einer 

deutlichen Erregerreduktion, was wahrscheinlich auf den starken mechanischen Effekt 

zurückzuführen ist. Dieser mechanische Effekt fehlte bei der Spülung mit Kochsalz 

oder mit Octenisept (Deutschle et al. 2005).  

Fernandez and Griffiths (2012) gaben die Einschätzung, dass die Qualität von Wasser, 

der Zustand der Wunde sowie der Allgemeinzustand des Patienten und seine 

Komorbiditäten zu berücksichtigen seien. 

Ein oft in der Literatur vorkommendes Bedenken hinsichtlich des Einflusses von 

Wasser auf die Wundheilung ist, dass es sich um eine hypotone Lösung handelt und 

die Gewebezellen unter dem negativen osmotischen Druck anschwellen und platzen 

könnten (Griffiths et al. 2001, Hübner et al. 2007). Trotz der kleinen Schnittmenge der 

Studie folgerten Griffiths et al., dass es sich um eine sichere Alternative zu isotonischer 

Kochsalzlösung handelt. Hübner et al. (2007) fassen die Ergebnisse zusammen und 

grenzen zwei Anwendungsbereiche für Leitungswasser ab: die akute 

Wunde/Kontamination/Verbrennung und die chronische Wunde. Bei der akuten Wunde 

scheinen die zügige Dekontamination durch gründliche und ausführliche Spülung 

entscheidender zu sein als die Osmolarität der Spülflüssigkeit. Falls Leitungswasser 

verwendet wird, muss es mindestens Trinkwasserqualität besitzen (Hübner et al. 

2007).  

Gemäß KRINKO-Empfehlung (KRINKO 2012) ist der Einsatz von nicht steril gefiltertem 

Leitungswasser ungeeignet für die Wundspülung, weil es erregerbelastet sein kann. 

Das Europäische Arzneimittelbuch schreibt nach § 55 AMG vor, dass unkonservierte 

Wundspüllösungen „steril“ sein müssen (2010). Zu dem Standard des Medizinprodukts 

gehören nicht nur die Sterilität, sondern auch ein definierter niedriger Endotoxingehalt. 

Da Leitungswasser nicht steril ist und mehr oder weniger stark u. a. mit Pseudomonas 

aeruginosa und Legionellen kontaminiert sein kann, ist es kein zugelassenes 

Medizinprodukt (Lowry et al. 1991, Daeschlein et al. 2007). Die Anwendung von 

Leitungswasser ist somit nur im Notfall zu verantworten. Die nötige mikrobielle Reinheit 

ist jedoch durch ein endständiges Sterilfilter am Wasserauslass zu erreichen 

(Daeschlein et al. 2007). Nach juristischer Auffassung stellt die Entscheidung für eine 

risikoreichere Alternative einen Behandlungsfehler dar (Roehling 2000). Da es deutlich 

risikoärmere Möglichkeiten als ungefiltertes Leitungswasser als Wundspüllösung gibt 

und in Deutschland bei Einhaltung der Empfehlungen des Robert-Koch-Institutes 

gemäß § 4 des Infektionsschutzgesetzes von der Einhaltung des Standes des Wissens 
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ausgegangen wird, liegt die Verantwortung bei Nichteinhaltung mit ggf. 

haftungsrechtlicher Relevanz beim Anwender.  

Aufgrund mangelnder Evidenz konnte in der S3-Leitlinie „Lokaltherapie chronischer 

Wunden“ (DGfW 2012) kein Konsens zu einer Empfehlung für oder gegen den Einsatz 

von Leitungswasser erzielt werden; es wurde lediglich folgendes Statement 

abgegeben: „Die Alternativen sind daher unter Einbeziehung der individuellen 

Wundsituation und des individuellen Risikopotentials abzuwägen“. 

Bei der Literaturrecherche fällt jedoch auf, dass das Ausduschen der Wunden nicht 

empfohlen wird, weil die Studien und die Consensus-Empfehlung das nicht als eine 

„sichere“ Alternative einschätzen. 

Hübner et al. (2007) leiteten die Schlussfolgerung ab, dass bei der chronischen Wunde 

die Studienlage für eine endgültige Bewertung des Einsatzes von Wasser nicht 

ausreichend sei und zu berücksichtigen ist, dass in vitro und tierexperimentell Wasser 

Zellschäden hervorrufen kann. 

 

1.4.2 Isotonische Kochsalzlösung 

Isotonische Kochsalzlösung enthält einen Anteil von 0,89 % Natriumchlorid (NaCl) und 

entspricht mit einer Osmolarität von 308 mosmol/l annähernd der Osmolarität von 

Blutplasma. Sie wird weltweit sowohl als Infusions- und Trägerlösung als auch als 

Spüllösung für Wunden eingesetzt, weil keine Behinderung des Heilungsprozesses, 

keine Induktion von Allergien oder Sensibilisierungen und auch kein Einfluss auf einen 

Erregerwandel bekannt ist (Lawrence 1997, Phillips u. Davey 1997, Fernandez and 

Griffiths 20120).  

Obwohl isotonische Kochsalzlösung fast alle oben genannten Kriterien einer 

Wundspüllösung erfüllt, kann es bei längeren Spülzeiten zur Elektrolytverschiebung 

kommen (Hübner et al. 2007). Da nach Anbruch die Sterilität nicht mehr gewährleistet 

ist, sind unkonservierte Wundspüllösungen nach Europäischem Arzneibuch zum 

sofortigen Verbrauch bestimmt und Reste sind zu verwerfen (Robert Koch-Institut 

2005, 2010). 

  



16 
 

1.4.3 Ringer-Lösung 

Ringer-Spüllösung wird für die Behandlung von äußerlichen Traumen und 

Verbrennungen sowie zur Befeuchtung von Verbänden und Tamponaden eingesetzt. 

Dabei handelt es sich um eine Elektrolytmischung in annähernd physiologischer 

Konzentration. Die Zusammensetzung von 1.000 ml ist wie folgt: Calciumchlorid 0,4 g, 

Kaliumchlorid 0,3 g, Natriumchlorid 0,9 g, Elektrolyte in mmol/1000 ml: Ca²+ 2,72, K+ 

4,00, Cl- 163,40, Na+ 154,00; die Osmolarität beträgt 324 mosmol/l. Nebenwirkungen, 

Gegenanzeigen oder Wechselwirkungen sind nicht bekannt (Hübner et al. 2007). 

Isotonische Kochsalzlösung und Ringer-Spüllösung unterscheiden sich hinsichtlich der 

Zytotoxizität nicht signifikant voneinander (Hübner et al. 2007). Zur Wirksamkeit von 

Ringer-Lösung bei der Wundreinigung chronischer Wunden liegt keine Evidenz vor 

(DGfW 2012). Auch Ringer-Lösung ist nach Europäischem Arzneibuch zum sofortigen 

Gebrauch bestimmt (2010). 

 

1.4.4 Prontosan 

Prontosan ist eine Wundspüllösung, bestehend aus gereinigtem Wasser mit Gehalt an 

Undecylenamidopropylbetain (0,1 %) und Polyhexamethylenbiguanid (PHMB 0,1 %). 

Bei dem Betain handelt es sich um ein amphoteres Tensid, das die 

Oberflächenspannung von Wasser herabsetzt und damit die Reinigungswirkung 

verbessert. Wunden können mit denaturierten Proteinen, Lipoproteinen und Lipiden 

aus Zellmembranen und Kohlenhydraten bedeckt sein. Die durch das Tensid 

herabgesetzte Oberflächenspannung unterstützt die physikalische Entfernung von 

Debris und Bakterien (Ansorg et al. 2002, Horrocks 2006, Kaehn 2009).  

PHMB, internationaler Freiname „Polihexanid“, gehört zur Gruppe der Biguanide (Abb. 

1). Bei den Biguaniden handelt es sich um eine Gruppe synthetischer Substanzen, die 

im 20. Jahrhundert entwickelt und deren antibakterielle Wirkung 1956 nachgewiesen 

wurde (Rose u. Swain 1956). Chemisch ist PHMB ein polymeres Biguanid, dessen 

antimikrobielle Aktivität abhängig von der Polymer-Kettenlänge ist (Broxton et al. 1983, 

Gilbert u. Moore 2005). Die antimikrobielle Wirkung wird durch dessen verdrängende 

Wirkung von auf der bakteriellen Zytoplasmamembran gebundenen Kationen und der 

Bindung an Phospholipide und Peptidoglykane erklärt, die zur Destabilisierung der 

Zytoplasmamenbran und nachfolgend zum Verlust der Membranintegrität und zur Lyse 

der Bakterien führt. Diese Wirkung wird sowohl bei Gram-negativen als auch bei Gram-

positiven Bakterien festgestellt (Broxton et al. 1984a). Aufgrund des Wirkmechanismus 



17 
 

ist es unwahrscheinlich, dass Bakterien eine Resistenz gegen PHMB entwickeln 

(Gilbert u. McBain 2003, Gilbert u. Moore 2005). 

 

Abb. 1: Strukturformel von Polyhexamethylenbiguanid-(PHMB)-chlorid (Gilbert u. 

Moore 2005) 

Als geruchlose, farblose und hypoallergene Substanz, die in der Wunde nicht brennt 

und keine Wundheilungsstörung verursacht, hat sich PHMB zur Wundantiseptik 

etabliert (Wagner 1995, Willenegger et al. 1995, Kramer u. Behrens-Baumann 1997). 

Gemäß Konsensusempfehlung zur Auswahl von Wirkstoffen für die Wundantiseptik 

(Kramer et al. 2004) gilt Polihexanid als Mittel der Wahl für schlecht heilende 

chronische bzw. für sehr empfindliche Wunden (z. B. Verbrennungswunden 2. Grades) 

und für Lavagen (Willenegger et al. 1995), weil es sich durch ein breites 

Wirkungsspektrum, durch Wirksamkeit auch in Gegenwart von organischen 

Belastungen, durch wundheilungsfördernde Eigenschaften, Gewebeverträglichkeit und 

fehlende resorptive Risiken auszeichnet. Seine Anwendung ist aufgrund der 

Gewebeverträglichkeit und des fehlenden irritativen Potentials auch unter 

semiokklusiven oder okklusiven Verbänden möglich (Mulder et al. 2007, Alblas et al. 

2011). Polihexanid darf wegen seiner Knorpeltoxizität nicht im für die Wundantiseptik 

benötigten Konzentrationsbereich von 0,04 und 0,02 % zur antiseptischen 

Gelenkspülung eingesetzt werden. Jedoch werden 0,005 % bei noch ausreichend 

antiseptischer Effektivität in vitro von Knorpel toleriert (Müller u. Kramer 2005).  

In der Wundspüllösung Prontosan®, einem Medizinprodukt der Klasse III, wird das 

Polihexanid als Konservierungsmittel und nicht als Antiseptikum deklariert (DGfW 

2012). Prontosan® wird zur Reinigung, Feuchthaltung und Erregerausschwemmung 

aus Wunden eingesetzt (Romanelli et al. 2010). Als arzneilicher Rohstoff (Lavasept®) 

ist Polihexanid zur Fertigung einer Gebrauchslösung für die Wundantiseptik in 

Deutschland und Österreich erhältlich. 
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Allergien auf den Wirkstoff oder andere Inhaltsstoffe, die Anwendung auf hyalinem 

Knorpel, im Bereich des ZNS, im Mittel- und Innenohr, im Innenauge, bei 

Retentionsgefahr und innerhalb der ersten vier Schwangerschaftsmonate gelten als 

Kontraindikationen für Polihexanid (DGfW 2012). 

In der Studie von Romanelli et al. (2010) wurden Wunden von Patienten mit venös 

bedingten Unterschenkelgeschwüren entweder mit isotonischer Kochsalzlösung oder 

mit Prontosan® behandelt. In der „Prontosan®-Gruppe“ wurde ein signifikant niedrigerer 

Schmerz-Score in der vierten Woche im Vergleich zur Gruppe, in der mit isotonischer 

Kochsalzlösung gespült worden war, festgestellt. Aufgrund der unzureichenden 

Ergebnisdarstellung der Studie wurde in der S3-Leitlinie „Lokaltherapie chronischer 

Wunden“ (DGfW 2012) die Aussage auf folgende Statements eingeschränkt: Es liegt 

keine Evidenz aus doppelblind, randomisiert kontrollierten Studien zur Effektivität von 

Antiseptika auf Basis von Polihexanid vor. Nach den Herstellerangaben kann 

Prontosan® nach Öffnung eine begrenzte Zeit von 8 Wochen eingesetzt werden, weil 

es Polihexanid zur Konservierung enthält. Im Konsens wurde entschieden, eine GCP-

Empfehlung auszusprechen, in der Polihexanid als zugelassenes Antiseptikum bei 

Verdacht auf erregerbedingte Entzündung der Wunde eingesetzt werden darf. 

 

1.5 Anforderungen an ein Testmodell zum Nachweis der 

Reinigungswirkung 

Eine Reinigungsleistung wird durch den lösenden Effekt des Reinigungsmittels, die 

mechanische Reinigung und durch den Temperatureinfluss während der Reinigung 

erreicht. Ein Modell zur Untersuchung der Reinigungsleistung sollte idealerweise alle 

drei Parameter abbilden können. Soll ausschließlich die Reinigungsleistung 

verschiedener Spülmittel verglichen werden, müssen der Einfluss der Mechanik und 

der Temperatur nicht vorhanden sein oder konstant gehalten werden. Letzteres kann 

durch einfaches Temperieren erreicht werden. Die genaue Definition einer 

mechanischen Einwirkung ist weitaus komplizierter.  

 

 

1.6 Anforderungen an die Prüfanschmutzung 

Die Prüfung der Reinigungsleistung von Wundspüllösungen sollte an einem Modell 

erfolgen, das die Situation in einer Wunde gut widerspiegelt. Aufgrund der Vielzahl 

möglicher Wunden und der komplexen Wundsituationen bei akuten oder chronischen 

Wunden ist das sicher nur eingeschränkt möglich. Dabei muss nicht nur die Art der 
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Kontamination, sondern auch die Menge der tatsächlichen Belastung beachtet werden. 

Dafür müssen sowohl akute Wunden mit viel Exsudat, frischem und geronnenem Blut 

und Fremdkörper wie Schmutz oder Debris als auch chronische Wunden mit 

nekrotischem Gewebe, Debris und Schorf betrachtet werden, die auch infiziert sein 

können. In nicht-infizierten chronischen Wunden besteht der Wundbelag überwiegend 

aus denaturierten Proteinen, Fibrin und avitalem Gewebe mit Lipoproteinen und 

Lipiden aus Zellmembranen, Nukleinsäuren, Ribosomen und Polymeren der 

extrazellulären Matrix wie Hyaluronsäure und Kollagen. 

Wesentliche Faktoren, die die Reinigung einer Wunde erschweren, sind u. a. die 

Gerinnung des Blutes, Schorfbildung, Nekrose des Gewebes und Debris. Durch die 

Aktivierung der Gerinnungskaskade kommt es zur Bildung von Fibrin aus Fibrinogen 

und dessen Umwandlung in ein polymeres Fibrinnetz, das die Blutkörperchen festhält 

und somit eine wasserunlösliche Struktur bildet. Dennoch bleiben 95 % der Proteine 

wasserlöslich und können somit bereits durch eine Spülung mit Wasser entfernt 

werden. Das Fasernetz lässt sich nur chemisch bzw. mechanisch weiter lösen. Viel 

schwerwiegender wirkt sich die Säuberung bei chronischen Wunden aus, die mit 

Schorf oder Biofilmen belegt sind (Schwegler 2002). 

Die Prüfanschmutzung sollte dem physiologischen Wundbelag weitestgehend 

entsprechen, zudem standardisierbar, leicht handhabbar sowie kostengünstig sein und 

Reproduzierbarkeit gewährleisten. Um die Spülleistung quantifizieren zu können, sind 

die genaue Dosierbarkeit und folglich ein quantitatives Nachweisverfahren nötig. Um 

vollständig erfasst werden zu können, sollte die Prüfanschmutzung aus einer 

nachweisbaren Zusammensetzung bestehen. Wünschenswert wäre außerdem eine 

Prüfanschmutzung mit deutlich erkennbarer Farbe, die nicht leicht aus der 

Anschmutzung selbst ausgespült werden kann, sodass das Modell die Visualisierung 

des Spülvorgangs und der Spülleistung ermöglicht. 

 

1.7 Problemstellung 

Obwohl eine Vielzahl an Wundspüllösungen in der Praxis eingesetzt werden, gibt es 

bisher keine standardisierte Prüfmethode, mit der Wundspüllösungen auf ihre 

mechanische und ggf. chemische Reinigungswirkung getestet werden. Trotz neuer 

Entwicklungen für Wundspüllösungen wird die low oder high pressure irrigation in 

Kombination mit isotonischer Kochsalzlösung für die Wundspülung eingesetzt 

(Chisholm et al. 1992, Lawrence 1997, Williams 1999). 
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die Reinigungswirkung verschiedener 

Spüllösungen auf Wunden in einem Testmodell zu quantifizieren, um damit ihre 

Reinigungswirkung messen und vergleichen zu können. Auf dieser Basis sollte geklärt 

werden, ob der Einsatz von isotonischer Kochsalzlösung im Vergleich zu anderen 

Spüllösungen besser oder schlechter ist. Außerdem sollte untersucht werden, wie 

effizient tensidhaltige Spüllösungen bzw. Spüllösungen auf der Basis eines 

Antiseptikums im Vergleich zu Kochsalzlösung sind. 

Als Spülflüssigkeiten sollten isotonische Kochsalzlösung, destilliertes Wasser, Ringer®-

Lösung und Prontosan® eingesetzt werden. Dabei waren folgende Fragen zu 

untersuchen: 

1. Sind die untersuchten Modelle geeignet, die Reinigungswirkung von 

Wundspüllösungen zu quantifizieren?  

2. Gibt es einen quantifizierbaren Unterschied bei der Ablösung von 

Proteinanschmutzungen zwischen isotonischer Kochsalzlösung, Wasser und 

Ringer®-Lösung? 

3. Zeigen tensidhaltige Lösungen, z. B. Prontosan®, eine messbare Überlegenheit 

im Vergleich zu isotonischer Kochsalzlösung bzw. nicht tensidhaltigen 

Lösungen? 

4. Wie weit sind die untersuchten in vitro-Modelle von einer standardisierbaren 

Methode für die Quantifizierung der Reinigungswirkung entfernt? 
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2 Eigene Untersuchungen 

2.1 Material und Methode 

2.1.1 Materialien 

Prüfkörper 

FolgendeTrägermaterialien wurden für die Proteinanschmutzung verwendet: 

- Adhäsive Drei-Felder-Objektträger, auch „Drei-Kammer-Objektträger“ genannt, 

14 mm (Thermo Fischer Scientific, Braunschweig, Deutschland), 

- Glasperlen nativ und mit Silanisierung, 

- Polyoxymethylen-Plättchen (POM-C, Ertacetal® C, Eigenanfertigung 

Feinmechanik Medizintechnik Universitätsmedizin Greifswald; 13 mm 

Durchmesser und 2 mm Dicke), 

- Keramikplättchen (13 mm Durchmesser und 1,5 mm Dicke, Eigenanfertigung 

Feinmechanik), 

- Matte Objektträger (VWR, Hannover). 

Wundspüllösungen 

- 0,9 % isotonische Kochsalzlösung: 9 g NaCl auf 100 ml (Karl Roth GmbH, 

Karlsruhe, Deutschland), 

- Ringer-Spüllösung (B. Braun, Melsungen, Deutschland), 

- Prontosan®-Wundspüllösung (B. Braun, Sempach, Schweiz), 

- Deionisiertes Wasser.  

 

Prüfanschmutzungen 

- Schafblut, koaguliert mit Protamin-Zusatz und nicht-koaguliert, mit Heparin 

versetzt, 

- Humanes Blut, koaguliert mit Protamin-Zusatz und nicht-koaguliert, mit Heparin 

versetzt (Institut für Transfusionsmedizin der Universitätsmedizin Greifswald), 

- Test Object Surgical Instruments (TOSI®): kommerziell erhältliche 

Prüfanschmutzung mit Korrelation zum Humanblut auf Metallstreifen, DIN ISO 

15883 entsprechend (PEREG GmbH, Waldkraiburg, Deutschland), 

- TOSI®-Gold: kommerziell erhältliche Prüfanschmutzung mit Korrelation zu 

denaturierten Proteinen auf Metallstreifen (PEREG GmbH, Waldkraiburg, 

Deutschland), 

- Biofilm aus Pseudomonas aeruginosa SG81, isoliert aus einem technischen 

Wassersystem der Universität Duisburg-Essen, Aquatische Mikrobiologie 

(Grobe et al. 1995); Herstellung des Biofilms siehe Abschnitt 2.1.2.3. 
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Reagentien bzw. Zusätze 

- Schaf-Vollblut mit Na-Heparin 10 IU/ml (Fa. Fiebig-Nährstofftechnik, Idstein, 

Deutschland), 

- Humanes frisches gefrorenes Plasma (Transfusionsmedizin 

Universitätsmedizin Greifswald), 

- deionisiertes Wasser, 

- BCA-Lösung A: 2 g Natriumcarbonat, 0,95 g Natriumhydrogencarbonat, 1 g 

Bicinchoninsäure (BCA) und 0,16 g Natriumtartrat in 100 ml 0,2 N Natronlauge 

(Thermo Fischer Scientific Schwerte, Deutschland),  

- BCA-Lösung B: Kupfer-II-Sulfat 4 % (Sigma Aldrich Chemie GmbH Steinheim, 

Deutschland), 

- BSA V (pH 7) 11930 (Sera Laboratories International, West Sussex, England)  

- 1 %ige SDS-Lösung (pH 11) (MERCK Darmstadt, Deutschland),  

- Roti®-Quant universal Kit (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland), 

- Glisseal-HV-Laborfett (Borer Chemie AG, Schweiz), 

- Lyzozyme human (Sigma Aldrich Chemie GmbH Steinheim, Deutschland), 

- Phosphatgepufferte Salzlösung, Phosphate buffered saline, PBS (pH 7.2; 

0.1418 mol/L NaCl, 0.0030 mol/L KCl, 0.0067 mol/L Na2HPO4 und 0.0016 mol/L 

KH2PO4) (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland). 

 

Geräte 

Neben den üblichen Laborgeräten wurde für die Messungen eine Flow Cell, die uns 

freundlicherweise von Herrn U. Rosenberg (Borer Chemie AG, Schweiz) zur Verfügung 

gestellt worden war, eingesetzt. Betrieben wurde die Flow Cell mit einer Pumpe 

(microperpex peristaltic pump, LKB, BROMMA, Schweden) bei einem Fluss von 1 

ml/min. Die Ein- und Ablaufschläuche hatten einen Innendurchmesser von 3 mm.  

 

Photometrische Messungen erfolgten mit dem Spektrophotometer Ultrospec 4000 

UV/Visible (Pharmacia Biotech Cambridge, England). 

 

Die Oberflächenbehandlung der Polyoxymethylen-Plättchen erfolgte mit dem Plasma-

Jet kINPen 09® (neoplas Greifswald, Deutschland). Behandlungszeit 30 s mit 10 mm 

Abstand. 

 

Die Biofilm-Homogenisierung erfolgte mit dem Ultrasonic Processor UP 200S (Dr. 

Hielscher GmbH, Teltow, Deutschland). 
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Zur Zählung der KbE wurde ein Kolonienzählgerät (Bibby Scientific Ltd, Stone, UK) 

verwendet. 

 

 

2.1.2 Herstellung der Prüfanschmutzung 

2.1.2.1 Prüfanschmutzung mit Schafblut 

Die Probekörper wurden vor dem Gebrauch mit 2 ml alkalischer SDS-Lösung (pH-Wert 

11) gewaschen und 10 min mit 2 ml Aqua bidest. im Ultraschall-Bad gereinigt. Die 

Prüfanschmutzung der Prüfkörper erfolgte mit 0,1 ml heparinisiertem oder mit 0,1 ml 

koaguliertem Schafblut. Zur Koagulation wurden zu 1,8 ml antikoaguliertem Schafblut 

0,2 ml entionisiertes Wasser und 30 µl Protaminhydrochlorid (1.000 I.E./ml) zugesetzt. 

Die Prüfanschmutzung wurde entweder einseitig auf den gesamten Prüfkörper oder auf 

einer Fläche von 1 x 1 cm auf den Objektträgern aufgetragen. 

 

2.1.2.2 Prüfanschmutzung mit humanem Blutplasma  

Herstellung des Plasma-Objektträgers (Plasma-OT): Das gefrorene Frischplasma, 

antikoaguliert und stabilisiert mit Citrat, Phosphat und Dextrose (CPD-Plasma), wurde 

bei Raumtemperatur aufgetaut. Zu neun Volumenteilen CPD-Plasma (0,9 ml) wurde 

ein Volumenteil deionisiertes Wasser (0,1 ml) zugesetzt. Jedes Feld der Drei-Felder-

Objektträger wurde mit 0,07 ml der Anschmutzung beschichtet. Die Anschmutzung 

wurde über Nacht unter der Laminarbox angetrocknet.  

Herstellung des Fibrin-Objektträgers (Fibrin-OT): Ein Volumenteil 1,8 M 

Calciumchlorid-Lösung (0,1 ml) wurde neun Volumenteilen CPD-Plasma (0,9 ml 

Plasma) zugefügt. Unmittelbar nach der Zugabe von Calciumchlorid-Lösung setzte die 

Fibrinbildung ein. Wie mit den Plasma-OT wurden hier auch auf jedes Feld 0,07 ml der 

Anschmutzung pipettiert. Die Anschmutzung wurde über Nacht unter der Laminarbox 

angetrocknet. 

 

2.1.2.3 Biofilm auf 24-Well-Mikrotiterplatten 

Eine Subkultur von Pseudomonas aeruginosa SG81 (P.a.) (Grobe et al. 1995) wurde 

zunächst auf Blutagar angesetzt. Nach 24 h (Tag 1) wurde die Subkultur 

abgeschwemmt. Dafür wurden 2 ml PBS auf die Subkultur gegeben und die Bakterien 

mit einem Spatel vorsichtig abgelöst. Von der gewonnenen Aufschwemmung wurde 1 
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ml mit einer Pipette in ein 50-ml-Röhrchen übertragen. Die Flüssigkeitsmenge wurde 

auf 10 ml mit PBS aufgefüllt. Die Aufschwemmung wurde daraufhin mit einem Vortexer 

in eine gleichmäßige Suspension gebracht. Danach wurde die Suspension 

abzentrifugiert (15 min bei 2500 rpm) und 3x in PBS gewaschen. Dem Röhrchen 

wurden erneut 10 ml PBS zugegeben, um die Bakterien zu resuspendieren. Die 

Bakterienkonzentration wurde auf 108 KbE/ml durch die Auszählung der KbE nach DIN 

Norm eingestellt (DIN EN 1040 2006). 

10 ml dieser Bakteriensuspension wurden 30 ml Lysozym (2 g/l in PBS) und 10 ml 

Serum zugegeben und so 50 ml Kulturmedium hergestellt. 

Jeweils 0,5 ml Kulturmedium wurden in einen Well der 24-well-Mikrotiterplatte 

pipettiert, das Ganze mit einer Folie abgedeckt und bei 37 °C 48 h im Brutschrank 

inkubiert. 

An den Tagen 3 bis 7 wurde täglich ein Mediumwechsel durchgeführt, in dem 

insgesamt 0,5 ml des Kulturmediums dazugegeben wurden. Die Biofilm-Mikrotiterplatte 

wurde nach dem Mediumwechsel bei Raumtemperatur auf einem Schüttler mit 240 

rpm inkubiert. 

Am Tag der Reinigungstestung (Tag 8) wurde das Medium mit einer Pipette abgesaugt 

und der entstandene Biofilm 1x mit PBS gewaschen. 

 

2.1.3 Versuchsdurchführung  

Die Studie wurde mit standardisiertem Aufbau und einer Versuchsanzahl durchgeführt, 

die eine statistische Auswertung ermöglicht. Alle getesteten Probekörper und 

Wundspüllösungen unterlagen den gleichen Bedingungen, um eine Vergleichbarkeit zu 

ermöglichen.  

 

Drei-Kammer-Verfahren 

Die Reinigungsprozedur der Drei-Felder-Objektträger erfolgte in histologischen 

Färbetrögen, Typ Hellendahl.  

20 ml auf 36 °C temperierte Prüflösung wurden in den Färbetrog gegeben. In diese 

Spüllösung wurden je 3 mit Prüfanschmutzung versehene Drei-Felder-Objektträger 

hineingegeben. Die Prüflösung mit den Drei-Felder-Objektträgern wurde 60 min alle 5 

min manuell drei Mal geschwenkt. Zu jedem Testansatz wurde ein Blindansatz 
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(Färbetrog mit Prüflösung, aber ohne Objektträger) mitgeführt. Die Entnahme von 1,5 

ml Spüllösung aus dem Testansatz und 1,5 ml aus dem Blindansatz für die 

Proteinbestimmung mittels Roti-Quant erfolgte (s. Abschn. 2.1.5) nach 2, 30 und 60 

min. Während der Inkubationszeit fiel die Temperatur der Prüflösung auf 

Raumtemperatur. 

Für die quantitative Bestimmung der Restproteine wurden die Objektträger 3x mit 

jeweils 1,5 ml alkalischer SDS (1 %) abgespült und die Proteinkonzentration in diesen 

Lösungen mittels BCA bestimmt (s. Abschn. 2.1.5). Zur Sichtbarmachung von 

Restproteinen wurde eine Kristall-Violett-Färbung der Drei-Felder-Objektträger 

durchgeführt. Das Ergebnis wurde fotografisch dokumentiert. Zur Entfernung der 

Restproteine erfolgte danach eine weitere Spülung mit Ethanol und abschließend eine 

Spülung mit Salzsäure/Ethanol-Lösung. 

Modifikation des Drei-Kammer-Verfahrens (Ein-Kammer-Verfahren) 

Die Reinigungsprozedur der Drei-Felder-Objektträger mit einem Feld angeschmutzt 

erfolgte in 25-ml-Glasbechern.  

20 ml auf 36 °C temperierte Prüflösung wurden in den Glasbecher gegeben. In diese 

Spüllösung wurde je ein mit Prüfanschmutzung versehener Drei-Felder-Objektträger 

hineingegeben. Die Prüflösung mit dem Drei-Felder-Objektträger wurde 60 min alle 5 

min manuell drei Mal geschwenkt. Auch hierbei wurde zu jedem Testansatz ein 

Blindansatz (Glasbecher mit Prüflösung, aber ohne Objektträger) mitgeführt. Die 

Entnahme von 1,5 ml Spüllösung aus dem Testansatz und 1,5 ml aus dem Blindansatz 

für die Proteinbestimmung mittels Roti-Quant erfolgte (s. Abschn. 2.1.4) nach 2, 30 und 

60 min. Während der Inkubationszeit fiel die Temperatur der Prüflösung auf 

Raumtemperatur. 

 

Biofilm-Modell 

Im Biofilm-Modell wurden als Spüllösung Ringer-Laktat-Lösung, isotonische 

Kochsalzlösung und Prontosan® getestet. Die Biofilme in den 24-Well-Mikrotiterplatten 

wurden vor der Reinigungsprozedur mit 1 ml 0,9 % NaCl einmalig gespült. 

Anschließend wurden je 2 ml der jeweiligen Wundspüllösungen in die Wells gegeben. 

In jedem Durchgang wurden alle drei Wundspüllösungen parallel an einer 24-well-

Mikrotiterplatte getestet. 

Die Inkubationszeit betrug insgesamt 30 min, die Platten wurden dabei nicht bewegt. 

Die Probeentnahmen erfolgten nach 2 min und 30 min. Nach 2 min wurden 1,7 ml 

Spüllösung pro Well heraus pipettiert. Dafür wurden die Platten leicht gekippt und eine 
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6-Kanal-Pipette benutzt. Die Proben wurden 10 s gevortext und jeweils 0,2 ml der 

Probe für die Proteinbestimmung entnommen. Die restlichen 1,5 ml Spüllösung wurden 

zurück in das jeweilige Well pipettiert. Diese Art der Probenentnahme war erforderlich, 

um die Entnahme einer repräsentativen Probe zu ermöglichen. Anschließend wurde für 

weitere 25 min inkubiert und erneut eine Probe für die Proteinbestimmung entnommen. 

Danach wurde für die Restproteinbestimmung die Reinigungslösung vollständig aus 

den Wells pipettiert. Danach wurden jeweils 2 ml Trifluoroethanol-Acetonitril (TFE-

ACN) in die Wells gegeben und die Wells mit einem Tesafilm abgeklebt. Mittels 

Desintegrator (Ultraschallprozessor UP 200S, Dr. Hielscher GmbH) wurden der 

verbliebene Biofilm zerstört und die Restproteine gelöst. Jeweils 0,2 ml Probe wurden 

für die Proteinbestimmung mittels BCA entnommen. 

Parallel zu jedem Reinigungsvorgang erfolgte eine Gesamtproteinbestimmung in nicht 

gewaschenem Biofilm. 

 

Flow-Cell-Methode 

Bei der Flow-Cell-Methode wurde das Reinigungsmittel mit einer Pumpe bei einer 

Pumpgeschwindigkeit von 1 ml/min durch die mit einem Prüfkörper bestückte Flow Cell 

(Abb. 2, Aufbau Abb. 3, Flussschema Abb. 4) geleitet.  

 
Abb. 2: Durchflusskammer aus Polyethylen mit Prüfanschmutzung auf TOSI®-

Edelstahlplättchen und Abdeckung aus Glas-Objektträger 
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Abb. 3: Versuchsaufbau der Flow-Cell-Methode 

 

 

Abb. 4: Flussschema der Flow Cell mit Darstellung der Prüfkammer mit TOSI® 

Die austretende Spüllösung wurde in den ersten 4 min in 0,5 ml Fraktionen und danach 

jede Minute in 1 ml Fraktionen in Eppendorf-Zentrifugenröhrchen aufgefangen. 

Insgesamt dauerte ein Reinigungsvorgang 15 min. Die Proteinbestimmung erfolgte 

mittels BCA-Methode.  
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Andere Reinigungsprozeduren 

Reinigungsverfahren 1 (Reagenzglasverfahren, Vortexer) 

Die mit Schaf-Vollblut angeschmutzten Polyoxymethylen-Plättchen und 

Keramikplättchen wurden mit 2 ml der jeweiligen Spüllösungen vollständig bedeckt und 

1 min mit dem Vortexer auf der höchsten Stufe geschüttelt. Danach wurden die 

Probekörper entnommen, anhaftende Flüssigkeit abgespült und in ein zweites 

Reagenzglas überführt. Die am Prüfkörper anhaftende Restproteinmenge wurde mit 2 

ml alkalischer SDS-Lösung eluiert. Die Proteinbestimmung erfolgte nach der BCA-

Methode. 

 

Reinigungsverfahren 2 (Reagenzglasverfahren, Schüttler) 

Die mit Schaf-Vollblut angeschmutzten Polyoxymethylen-Plättchen und 

Keramikplättchen wurden mit 2 ml der jeweiligen Spüllösungen vollständig bedeckt und 

30 s, entspricht 60 Mal in der Minute, auf dem Schüttler geschüttelt. Danach wurde die 

Reinigungsprozedur wie unter Reinigungsverfahren 1 dargestellt weitergeführt. 

 

Reinigungsverfahren 3 (Becherglasverfahren, manuelle Spülung) 

Die Reinigungsprozedur der mit Schaf-Vollblut angeschmutzten Objektträger wurde in 

einem Becherglas (25 ml) durchgeführt. Dabei wurde die angeschmutzte Fläche der 

Objektträger jeweils mit der Pipette mit 2 ml der Spüllösungen (isotonische 

Kochsalzlösung oder Prontosan®) drei Mal mit einer Geschwindigkeit von 2-3 ml/s 

gespült. Nach 5 min wurden 2 ml der Spüllösung wieder über den Objektträger-Schliff 

pipettiert. Dieser Spülvorgang wurde nach 10 min und 15 min wiederholt. 

 

Nach 5 min, 10 min und nach Abschluss des Spülvorgangs nach 15 min wurden je 100 

µl Probe für die Proteinbestimmung entnommen. 

 

Reinigungsverfahren 4 (Becherglasverfahren, 60-Minuten-Inkubation) 

Die Reinigungsprozedur der mit Schaf-Vollblut angeschmutzten Kammerobjektträger 

erfolgte in einem Becherglas (25 ml), das wie üblich mit alkalischer SDS-Lösung 

vorgereinigt worden war. Die Objektträger wurden in 20 ml Spüllösung (36 °C) 

inkubiert. Die Entnahme von 1,5 ml Probe für die Proteinbestimmung erfolgte nach 2, 

5, 30 und 60 min. Dabei wurden die Bechergläser mit den Probekörpern innerhalb der 

60 min Reinigungszeit nach jeder fünften Minute drei Mal geschüttelt.  
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Reinigungsverfahren 5 (Glasperlen-Methode) 

Von den mit 1 g humanem Blutplasma angeschmutzten Glasperlen wurde jeweils 1 g 

in eine leere Chromatographiesäule gegeben und mit Hilfe der Intelligent Pump 301 

(Ever Seiko Corporation, FLOM) die jeweilige Spüllösung in einer Geschwindigkeit von 

1 ml/min darüber gepumpt. Aus dem Eluat wurde 10 min lang jede Minute eine Probe 

gesammelt. Für die Gewinnung der Restproteinmenge wurden die Glasperlen in die 

SDS-Lösung (pH-Wert 11) gegeben. Die Proteinbestimmung erfolgte mit der BCA-

Methode. 

 

 

2.1.4 Protein-Nachweisverfahren 

Proteinbestimmung mittels BCA-Methode 

Für die Flow-Cell-Methode wurden jeweils 1 ml der Proben mit jeweils 2 ml BCA 

Reagenzmischung, bestehend aus 49 Teilen Reagenz A und 1 Teil Reagenz B, 

versetzt. Nach 30 min Inkubation bei 60 ºC wurden die Proben im Wasserbad auf 

Zimmertemperatur abgekühlt. Nach der Abkühlung wurde die Extinktion bei 562 nm 

bestimmt. Als Proteinstandard zur Erstellung der Kalibriergeraden wurde 

Rinderserumalbumin (BSA) in folgenden Konzentrationen verwendet: 25, 50, 75, 100, 

125 und 150 µg/ml.  

 
Proteinbestimmung mittels Roti-Quant universal Kit 

Die Spüllösungen (1,5 ml) wurden in Reaktionsgefäße überführt und anschließend 30 s 

bei 2.500 U/min zentrifugiert. Der Überstand wurde sofort entnommen und 

weiterverarbeitet. Die Proteinbestimmung erfolgte mit Roti-Quant universal Kit. Dazu 

wurden 0,1 ml Überstand mit 0,1 ml dest. Wasser und 0,8 ml Arbeitslösung gemischt, 

sofort danach 30 min bei 37 °C inkubiert und nach 10 min Abkühlen die Extinktion bei 

503 nm gemessen. Die Arbeitslösung wurde für jeden Testlauf frisch angesetzt, weil 

diese zu instabil war. Die Messwerte der Testansätze wurden nach Subtraktion der 

entsprechenden Blindwerte ausgewertet. Außerdem wurde die Restproteinmenge an 

den Objektträgern analog zu den Vorversuchen bestimmt. Für die Erstellung von 

Kalibrierkurven wurden 0,1 ml einer BSA-Lösung, 0,1 ml der entsprechenden 

Prüflösung und 0,8 ml des Farbreagenz gemischt, zentrifugiert und gemessen. 
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2.1.5 Statistik 

Die statistische Datenanalyse erfolgte mittels Varianzanalyse (ANalysis Of VAriance 

(ANOVA), zweiseitig) und nachgeschaltetem Post-hoc-Test nach Tukey. Verwendet 

wurde die Software GraphPad Prism Version 6. 

 

 

2.2 Ergebnisse 

2.2.1 Drei-Kammer-Verfahren 

An diesem Modell wurden Ringer-Laktatlösung, isotonische Kochsalzlösung und 

Prontosan als Reinigungslösungen getestet. Als Prüfkörper dienten Drei-Felder-

Objektträger mit Fibrin- oder Plasma-Prüfanschmutzung. Die Bestimmung der auf die 

Objektträger aufgetragenen Gesamtproteinmengen mittels SDS-Extraktion ergab bei 

mit Fibrin angeschmutzten Objektträgern Werte im Bereich von 1.500 µg Protein/ml bis 

1.872 µg Protein/ml und bei mit Plasma angeschmutzten Objektträgern Werte im 

Bereich von 1.750 µg Protein/ml bis 1.876 µg Protein/ml. 

In dem ersten Versuch mit Anschmutzung von allen 3 Kammern (Versuch 1 a) wurde 

die Proteinkonzentration in den Spüllösungen vom Plasma-OT (n=1) nach 2, 30 und 60 

min bestimmt. Bei 2 min Spülzeit lag die Proteinkonzentration in Prontosan mit 213 µg 

Protein/ml in der gleichen Größenordnung wie die von Ringer-Laktatlösung (191 µg 

Protein/ml). In den beiden Spüllösungen lag die Proteinkonzentration deutlich unter der 

von isotonischer Kochsalzlösung (426 µg Protein/ml). Nach 30 und 60 min Spülzeit lag 

die Proteinkonzentration in der tensidhaltigen Wundspüllösung Prontosan mit 585 µg 

Protein/ml (30 min) bzw. 514 µg Protein/ml (60 min) über den Werten der Ringer-

Laktatlösung (nach 30 min 366 µg Protein/ml, nach 60 min 361 µg Protein/ml) und der 

NaCl-Lösung (nach 30 min 471 µg Protein/ml, nach 60 min 377 µg Protein/ml) (Abb. 5). 
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Abb. 5 Versuch 1 a: Vergleich der Spülleistung von NaCl-Lösung, Ringer-Lösung und 

Prontosan an mit Plasma kontaminierten Objektträgern als Beispiel (n=1) 

 

Bei einer sich anschließenden Modifikation des Drei-Kammer-Verfahrens war lediglich 

eine Kammer des Drei-Felder-Objektträgers angeschmutzt worden und die Spülung 

erfolgte statt in einem Färbetrog in einem Becherglas (Versuch 2 a). Bei Verwendung 

von Plasma-OT (n=6) zeigte die Prontosan-Spülung während der gesamten Spülzeit 

nach 2, 5, 30 und 60 min eine geringfügig höhere Proteinkonzentration in der 

Spülflüssigkeit als Ringer- und NaCl-Lösung. Nach 5 min war der Unterschied mit 340 

µg Protein/ml gegenüber ca. 200 µg Protein/ml bei Ringer und NaCl am deutlichsten 

(Abb. 5). Die Unterschiede zwischen den Spüllösungen waren allerdings statistisch 

nicht signifikant. Statistisch signifikant war lediglich der Anstieg der 

Proteinkonzentration in den Spüllösungen in Abhängigkeit von der Spülzeit zwischen 2 

und 60 min (bei Ringer-Lösung und Prontosan p<0,05, bei NaCl-Lösung p<0,01), 

zwischen 2 und 30 min (bei NaCl-Lösung p<0,01, bei Ringer-Lösung p<0,05) sowie 

zwischen 2 und 5 min (bei Prontosan und NaCl-Lösung p<0,05). 
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Abb. 5 Versuch 2a: Reinigungsleistung von NaCl-Lösung, Ringer-Lösung und 

Prontosan auf mit Plasma angeschmutzten Drei-Felder-Objektträgern (n=6, Messung 

an 3 aufeinanderfolgenden Tagen) 

 

Die Versuche mit der Plasma-Prüfanschmutzung wurden mit einer Fibrin-

Prüfanschmutzung fortgesetzt (Versuch 1b). In Versuch 1b wurden die 

Proteinkonzentrationen nach 2, 30 und 60 min bestimmt (Abb. 6). Die 

Proteinkonzentrationen zeigten nach 2 min keinen Unterschied zwischen den 

Spüllösungen. Bei 30 min war die Proteinkonzentration in der Spüllösung von 

Prontosan mit 907 µg Protein/ml deutlich höher als nach Spülung mit NaCl-Lösung und 

Ringer-Lösung. Allerdings verbesserte sich diese Wirkung bis 60 min nicht mehr. 

Zwischen den Proteinkonzentrationen von Ringer-Lösung und NaCl-Lösung gab es 

keinen Unterschied. Nach 30 min lag die Wirkung von NaCl bei 412 µg Protein/ml, 

nach 60 min bei 317 µg Protein/ml. Die Werte für Ringer-Lösung betrugen 368 µg 

Protein/ml nach 30 min und 371 µg Protein/ml nach 60 min.  
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Abb. 6 Versuch 1b: Vergleich der Spülleistung von NaCl-Lösung, Ringer-Lösung und 

Prontosan auf mit Fibrin kontaminierten Objektträgern (n=1) 

Bei Verwendung von Fibrin-OT im modifizierten Verfahren (Versuch 2 b) unterscheidet 

sich Prontosan ebenfalls deutlich von NaCl-Lösung und Ringer-Lösung (Abb. 7). Der 

Unterschied war bereits nach 2 min klar erkennbar und blieb bis 60 min erhalten 

(p<0,0001). 

 
Abb. 7 Versuch 2b: Reinigungsleistung von NaCl-Lösung, Ringer-Lösung und 

Prontosan auf mit Fibrin angeschmutzten Drei-Felder-Objektträgern (n=9, Messung an 

3 aufeinander folgenden Tagen) 

Neben der Proteinkonzentration in den Spüllösungen wurde die Gesamt-Proteinmenge 

als Summe aus Protein in der Spüllösung und der nach Reinigung auf dem 

Objektträger verbliebenen Restproteinmenge bestimmt. Die Gesamt-Proteinmenge 
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variierte bei Anschmutzung von 3 Kammern mit Plasma deutlich und betrug bei Ringer-

Spülung 1.008,7 µg/ml/OT, bei NaCl 1.361 µg/ml/OT und nach der Prontosan-Spülung 

1.810,3 µg/ml/OT (Abb. 8). Widersprüchlich ist, dass bei Prontosan, das die beste 

Spülleistung zeigte (Abb. 6), der durch SDS-Extraktion bestimmte Restproteingehalt 

(Abb. 8) aber noch deutlich höher war als bei Spülung mit NaCl- und mit Ringer-

Lösung. Dass nach Prontosanspülung deutliche Mengen an Protein auf dem 

Objektträger verbleiben, zeigt sich auch nach Kristall-Violett-(KV)-Färbung (Abb. 9). 

 

Abb. 8 Versuch 1c: Summe der Proteine in der Spüllösung, Rest-Proteinmenge und 

Gesamt-Proteinmenge (Gesamt-PM) nach der Reinigungsprozedur mit 

Kochsalzlösung, Ringer-Lösung und Prontosan an mit Fibrin kontaminierten 

Objektträgern 

Die Bestimmung der Rest-Proteinmengen auf den Objektträgern erfolgte zusätzlich zur 

Quantifizierung mittels BCA halbquantitativ durch Färbung mit Kristall-Violett (Abb. 9.1 

- 9.3). Nach 60 min Spülzeit wurden die Plasma-OT und Fibrin-OT, die mit isotonischer 

Kochsalzlösung bzw. mit Prontosan gereinigt worden waren, zunächst mit Kristall-

Violett (KV) angefärbt. Der Plasma-OT wies nach der Prontosan-Spülung eine stärkere 

Kristall-Violett-Färbung (dunkelblau) auf als nach der NaCl-Spülung. Bei den Fibrin-OT 

war die Kristall-Violett-Färbung der Restproteine sowohl nach der Prontosan-Spülung 

als auch nach NaCl-Spülung ähnlich stark ausgeprägt und wies auf deutliche 

Restproteinmengen hin. Damit ist optisch beim Fibirin-OT kein Unterschied zwischen 
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beiden Spüllösungen verifizierbar. Nach der Spülung mit Ethanol zeigte der Plasma-OT 

bei NaCl-Spülung keine Färbung an, während der Plasma-OT nach Prontosan-Spülung 

weiterhin eine Rest-Färbung anzeigte. Bei den Fibrin-OT gibt es keine Veränderung im 

Vergleich zur ersten Spülung. 

Erst nach einer dritten Spülung mit Salzsäure/Ethanol wurden die Proteine vollständig 

abgelöst, d.h., die KV-Färbung war auf allen Objektträgern negativ (Abb. 9). 

 

1. Nachweis des 

Restproteins mit 

KV-Färbung 

Plasma-Objektträger 
(Plasma-OT) 

Fibrin-Objektträger  
(Fibrin-OT) 

  

Abb. 9.1: Sichtbarmachung der Rest-Proteine durch Kristall-Violett-(KV)-Färbung der 

Plasma- und Fibrin-OT nach der Reinigungsprozedur 

 
 

2. Spülung mit 

Ethanol  

Plasma-Objektträger 
(Plasma-OT) 

Fibrin-Objektträger 
(Fibrin-OT) 

  

Abb. 9.2: OT nach Spülung mit Ethanol 
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3. Spülung mit 

HCl/Ethanol 

Plasma-Objektträger 
(Plasma-OT) 

Fibrin-Objektträger 
(Fibrin-OT) 

  

Abb. 9.3: OT nach Spülung mit HCl/Ethanol 

 

Die Ergebnisse haben gezeigt, dass die Prüfanschmutzungen relativ leicht vom 

Prüfkörper heruntergespült wurden. Zur besseren Unterscheidung der 

Reinigungsleistung der verschiedenen Spüllösungen wäre eine bessere Haftung der 

Prüfanschmutzung auf dem Prüfkörper von Vorteil. Daher wurden im Anschluss an das 

Drei-Kammer-Verfahren folgende Prüfkörper/Prüfanschmutzung-Kombinationen mit 

der Zielsetzung getestet, eine bessere Haftung der Prüfanschmutzung auf dem 

Prüfkörper zu erreichen: 

- Glasperlen mit Fibrin kontaminiert. 

- Scheibenförmiges Trägermaterial aus Polyoxymethylen-Plättchen (mit und 

ohne Behandlung mit Niedertemperaturplasma) mit Schaf-Vollblut-

Anschmutzung. 

- Keramikplättchen mit Schaf-Vollblut-Anschmutzung. 

- Geschliffene Objektträger mit mattem Rand mit Schaf-Vollblut-Anschmutzung. 

Bei allen Prüfkörpern/Prüfanschmutzung-Kombinationen war die Reproduzierbarkeit so 

schlecht, dass keine Unterschiede nachweisbar waren. Aus diesem Grund werden die 

Daten hier nicht wiedergegeben.  

 

2.2.2 Biofilm-Modell 

Am Biofilm-Modell wurden Wasser, Ringer-Lösung, isotonische Kochsalzlösung und 

Prontosan getestet. Die Reinigungsleistung der Spüllösungen am Biofilm wurde nach 2 

min und 30 min bestimmt.  
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Im ersten Versuch (Versuch 1, Abb. 10 und Abb. 11, Tab. 2) war nach 2 min die durch 

Prontosan gelöste Proteinkonzentration mit 497 µg/ml höher als nach Spülen mit NaCl 

mit 352 µg Protein/ml, mit Ringer mit 340 µg Protein/ml bzw. mit Wasser mit 334 µg 

Protein/ml. Bei allen Spüllösungen gab es eine Steigerung der Proteinkonzentration in 

den Spüllösungen nach 30 min. Das Konzentrationsmaximum betrug in NaCl 677 µg 

Protein/ml und war deutlich höher als bei den anderen Reinigungsmitteln (Abb. 10). 

 

Rechnet man die Proteinmengen in den Spüllösungen nach 2 min und 30 min sowie 

das Restprotein zusammen, ergeben sich Unterschiede in den Gesamtproteinmengen 

(Abb. 11). Die Gesamtproteinmenge lag bei Prontosan mit 1.431 µg Protein/ml über 

den Gesamtproteinmengen im Versuch mit NaCl (1.334 µg Protein/ml), Ringer-Lösung 

(1.153 µg Protein/ml) bzw. Wasser (1.084 µg Protein/ml). 

 

 
Abb. 10 Versuch 1: Reinigungswirkung unterschiedlicher Spüllösungen auf den Biofilm 
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Abb. 11 Versuch 1: Vergleich der Gesamtproteinmenge nach Reinigung der Biofilm-

Mikrotiterplatte mit NaCl, Ringer-Lösung, Prontosan bzw. Wasser (n=5) 

Eine Wiederholung des Versuchs erbrachte völlig andere Werte. Beim Versuch 2 (Abb. 

12 und Abb. 13, Tab. 2) lagen die Werte aller Proteinkonzentrationen deutlich unter 

denen in Versuch 1. Bei Prontosan lagen die Werte nach 2 min und auch nach 30 min 

deutlich über denen der anderen Spülmittel. Mit 107 µg Protein/ml (2 min) und mit 112 

µg Protein/ml (30 min) lagen die Werte aber deutlich unter denen von Versuch 1 und 

waren mehr als doppelt so hoch als bei allen anderen Spüllösungen (Abb. 12).  

 
Abb. 12 Versuch 2: Reinigungswirkung verschiedener Spüllösungen auf den Biofilm 
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Auffällig war, dass sowohl in Versuch 1 als auch in Versuch 2 bei einer Spülung mit 

Prontosan hohe Gesamtproteinmengen festgestellt wurden. Die Gesamtproteinwerte 

der anderen Spülungen lagen in Versuch 2 deutlich unter den Werten von Prontosan, 

aber untereinander etwa in einem Bereich. Die Gesamtproteinmenge in Prontosan war 

dreimal so hoch wie in den anderen Spüllösungen (Abb. 13). 

 
Abb. 13 Versuch 2: Gesamtproteinmenge nach der Reinigung der Biofilm-Titerplatten 

mit NaCl, Ringer-Lösung, Prontosan bzw. Wasser (n=5) 

Um vergleichendes Datenmaterial zu erhalten, wurden die Versuche mit dem 

Biofilmmodell in jeweils 5 Messserien an vier aufeinander folgenden Tagen 

durchgeführt. Die Wiederholungen (n=20) ergaben eine starke Variation der 

Ergebnisse an den einzelnen Messtagen (Tab. 2). Eine Bestimmung der auf die 

Mikrotiterplatte aufgetragenen Biofilm-Proteinmengen mittels SDS-Extraktion variierte 

beispielsweise bei 2 min Spülung mit NaCl-Lösung im Bereich von 26,6 bis 352 µg/ml 

(p< 0,0001). Bei 30 min Spülzeit lag der Bereich zwischen 31,8 und 677 µg/ml (p < 

0,0001). Berücksichtigt man alle Messwerte, gab es zwischen den Spüllösungen keine 

signifikanten Unterschiede bei der Proteinkonzentration im Eluat und damit in der 

Reinigungsleistung. 
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Tab. 2: Spülversuche mit NaCl- und Ringer-Lösung, Prontosan und Wasser im Biofilm-Titerplattenmodell an 4 aufeinanderfolgenden Tagen (n=20)  

Versuch 
  

1 (n = 5) 
  

2 (n = 5)  
  

3 (n = 5) 
  

4 (n = 5) 
  

1-4 (n = 20) 
  

Spülzeit  MW (µg/ml) STABW MW (µg/ml) STABW MW (µg/ml) STABW MW (µg/ml) STABW MW (µg/ml) STABW 

0,9 % NaCl   

2 min 352 15 27 3,6 234 33 133 27 187 125 

30 min 677 149 32 4,2 180 90 202 18 273 261 

Restprotein 305 26 10 3,3  24 29  77 25  89 116 

Gesamtprotein 1334  - 69 -  438 - 412 -  549 - 

Ringer   

2 min 340 14 35 14 241 34 142 24 189 118 

30 min 526 31 38 15,6 194 82 227 18 257 184 

Restprotein 287  19 8,8 1,9  14  11 94  24 101 116 

Gesamtprotein 1153  - 81,8 -  449 - 463 -  547 - 

Prontosan    

2 min 497 326 107 2,9 227 20 121 23 238 162 

30 min 552 325 112 4,1 174 31 143 15 245 184 

Restprotein 382  45 11 1,5  0  0 55  11 112 163 

Gesamtprotein 1431  - 230 -  401 - 319 -  595 - 

Wasser   

2 min 334 437 19 5,5 225 24 206 72 196 122 

30 min 486 328 31 4,0 185 41 217 57 230 172 

Restprotein 264  5,2 15  3,6 6,1  8,4 107  43 98 108 

Gesamtprotein 1084 - 65  -  416,1 - 530  -  524 - 

MW = Mittelwert; STABW = Standardabweichung 
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2.2.3 Flow-Cell-Methode 
An diesem Modell wurden Ringer-Lösung, Wasser, Kochsalzlösung und Prontosan 

getestet. Als Prüfkörper dienten die kommerziell erhältlichen Prüfanschmutzungen 

TOSI®. Eine Bestimmung der auf den mit Blut angeschmutzten TOSI® vorhandenen 

Proteinmengen mittels SDS-Extraktion ergab Werte im Bereich von 4890 µg Protein/ml 

bis 5020 µg Protein/ml. 

Die Protein-Elutionskurve der Ringer-Lösung wies ein Elutionsmaximum von maximal 

412 µg Protein/ml nach 3,5 min auf. Nach einer Spülzeit von 13 min war alles Protein 

aus der Zelle gespült, wobei ein Tailing-Effekt auffällt (Abb. 14). 

Im Vergleich dazu wurden die Konzentrationsmaxima der eluierten Proteine bei 

Verwendung von isotonischer NaCl-Lösung und Wasser nach 3 min erreicht. Bei 

Wasser als Spüllösung wurden maximal 463 µg Protein/ml im Eluat gemessen. Bei 

NaCl war die maximale Proteinmenge mit 301 µg Protein/ml geringer. NaCl zeigt 

wieder ein ausgeprägtes Tailing, während die Tailingtendenzen bei Wasser geringer 

sind (Abb. 15 und 16).  

Die Protein-Elutionskurve von Prontosan unterschied sich von denen der anderen 

Reinigungsmittel. Das Elutionsmaximum war mit maximal 854 µg Protein/ml nach 2,5 

min deutlich höher als bei den anderen Reinigungsmitteln (Abb. 17). Im Vergleich zu 

den Salzlösungen und Wasser war das Tailing geringer. 
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Abb. 14: Reinigungswirkung von Ringer-Laktat-Lösung bei mit Blut angeschmutztem 

TOSI®-Prüfkörper 

 

 
Abb. 15: Reinigungswirkung von Wasser bei mit Blut angeschmutztem TOSI®-

Prüfkörper 
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Abb. 16: Reinigungswirkung von isotonischer Kochsalzlösung bei mit Blut 

angeschmutztem TOSI®-Prüfkörper 

 

 
Abb. 17: Reinigungswirkung von Prontosan bei mit Blut angeschmutztem 

TOSI®-Prüfkörper 
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Bild von rechts nach links). Dieser Effekt beginnt bei Wasser erst nach 2 min. Die 

Proteinkonzentrationen in den Eluaten bestätigen diese Wirkung mit 218 µg/ml bei 

Wasser und 386 µg/ml bei Prontosan bei 1 min. Im weiteren Spülverlauf verstärkte sich 

die Lösungsfahne sowohl durch Wasser als auch durch Prontosan. Die Lösungsfahne 

durch Prontosan wirkte im Photo breiter und stärker. Die Photodokumentation zeigt 

analog zu den Abbildungen 13 (Wasser) und 15 (Prontosan) ein langsames Ablösen 

der Prüfanschmutzung. Bei Wasser ist bis 8 min eine Proteinfahne zu erkennen, bei 

Prontosan zieht sich das bis zum Ende der Beobachtungszeit (10 min) hin. Der Tailing-

Effekt in den Elutionskurven von Prontosan und Wasser wird anhand dieser Photos 

verdeutlicht und bestätigt. Auch ist bei 10 min eine stärkere Anhaftung der 

Proteinanschmutzung bei der Prontosan-Spülung zu erkennen, was ein weiterer 

Hinweis auf eine hohe Restproteinmenge auf dem TOSI®-Prüfkörper bei Verwendung 

von Prontosan als Spülmittel ist.  
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Abb. 18: Visualisierung des Reinigungsverlaufs nach Spülung des mit Blut 

angeschmutzten TOSI®-Prüfkörpers mit Wasser bzw. Prontosan 
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Der Einsatz des TOSI®-Gold-Prüfkörpers mit einer vom Hersteller nicht näher 

deklarierten Prüfanschmutzung zeigte in der visuellen Dokumentation (bis 30 min), 

dass Prontosan kaum einen Lösungseffekt hat (Abb. 19).  
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TOSI-Protein mit Prontosan gespült (1ml/min) 
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Abb. 19: Visualisierung des Reinigungsverlaufs nach der Spülung des mit 

denaturierten Proteinen angeschmutzten TOSI®-Gold-Prüfkörpers mit Prontosan 

  



47 
 

3 Diskussion  
Ein wichtiger Aspekt einer Wundspüllösung ist ihre Reinigungswirkung. Dabei kommt 

es darauf an, Verschmutzungen, Wundbeläge, Mikroorganismen und Verkrustungen zu 

lösen und aus der Wunde zu entfernen. Vorteile besitzen Wundspüllösungen, die 

aufgrund ihrer Lösungseigenschaften eine optimale Reinigung ermöglichen. Um die 

Reinigungsleistung von Wundspüllösungen vergleichen zu können, sind 

Untersuchungen an geeigneten Modellen erforderlich. In der vorliegenden Arbeit 

wurden die Reinigungseigenschaften von vier sterilen Wundspüllösungen, 

physiologische NaCl-Lösung, Ringer-Lösung, Wasser und die tensidhaltige 

Wundspüllösung Prontosan®, an unterschiedlichen Testmodellen verglichen. Vom 

Prinzip her wurden drei Modelle getestet und miteinander verglichen. Das waren das 

Drei-Kammer-Verfahren, ein Biofilm-Modell und die Flow-Cell-Methode. Das Drei-

Kammer-Verfahren stellt ein Batch-Verfahren dar, bei dem der Prüfkörper in die 

Spüllösung eingelegt wird. Dieses Verfahren wurde in zwei Modifikationen getestet. 

Einmal im Verfahren nach Kaehn, bei dem alle drei Felder des Objektträgers 

angeschmutzt worden waren und der Prüfkörper in einem Färbetrog mit der 

Spülflüssigkeit behandelt wurde (Kaehn 2009). Da sich die Messwerte bei dieser 

Methode als nicht reproduzierbar erwiesen, wurde das Verfahren leicht modifiziert. 

Dabei war nur ein Feld des Drei-Felder-Objektträgers angeschmutzt worden und die 

Spülung erfolgte in einem Becherglas.  

Das Biofilmmodell stellt ebenfalls ein Batch-Verfahren dar. Hier wurde die Effektivität 

der Spüllösungen an realen Biofilmen getestet.  

Im Gegensatz zu den Batch-Verfahren stellt die Flow-Cell ein kontinuierlich 

arbeitendes Spülmodell dar. 

Als Modelle für Wundbeläge wurden verschiedene Prüfanschmutzungen getestet. Da 

chronische Wunden fast immer von Biofilmen belegt sind (Costerton et al. 1999, 

Costerton 2007), wurde mit einem Biofilm-Modell auf der Basis von Pseudomonas 

aeruginosa ein weiteres Modell untersucht. 

 

3.1 Drei-Kammer-Verfahren 
2007 stellte Kaehn (Kaehn 2009) ein einfaches Prüfmodell zum Vergleich der 

Reinigungsleistung verschiedener Spüllösungen, das Drei-Kammer-Verfahren, vor. 
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Das Modell besticht durch seine Einfachheit, da Messungen ohne großen 

instrumentellen Aufwand durchgeführt werden können. 

Als Prüfanschmutzung wurde für das Drei-Kammer-Verfahren (mit CPD ungerinnbar 

gemachtes und stabilisiertes) humanes Blutplasma, das gerinnbares Fibrinogen 

enthielt, eingesetzt. Es ist in der Zusammensetzung und im Antrocknungsverhalten mit 

Wundexsudat vergleichbar. Fibrin-Prüfanschmutzungen wurden durch die Zugabe von 

Calciumionen und damit durch die Aufhebung der Gerinnungshemmung hergestellt. 

Die Prüfanschmutzungen wurden auf Drei-Felder-Objektträger mit adhäsiver 

Glasoberfläche aufgebracht. Ein Vorteil dieses Verfahrens war, dass die Objektträger 

mit dem Prüfbelag leicht hergestellt und die Wundspültestung damit unter 

standardisierten Laborbedingungen getestet werden konnten. Makroskopisch konnte 

das Auflöseverhalten von angetrockneten Proteinbelägen durch die Spüllösungen 

verfolgt werden.  

Wie unsere Untersuchungen zeigten, ist es mit dem Drei-Kammer-Verfahren jedoch 

kaum möglich, reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten (s. Abschnitt 2.2.1). Die 

Reinigung des Prüfkörpers erfolgte durch Einlegen der Prüfkörper in die Spüllösung. 

Die Entnahme einer repräsentativen Probe während des Reinigungsprozesses war 

kaum möglich. Für die Probenentnahme muss das Protein homogen in der Spüllösung 

verteilt sein. Die Verteilung des gelösten Proteins erfolgte durch Bewegung der 

Prüfkammer. Eine zu geringe Bewegung der Prüfkammer führt zu Inhomogenitäten in 

der Lösung. Damit ist es leicht möglich, dass man Bereiche beprobt, in denen eine zu 

hohe Proteinkonzentration vorliegt oder in die noch kein Protein gelangt ist. Eine zu 

starke Bewegung der Tröge zur Vermeidung von Inhomogenitäten hat einen 

mechanischen Spülefekt (Wascheffekt) zur Folge, der zu einer zusätzlichen Ablösung 

von Prüfanschmutzung führt. 

Die Schwierigkeiten bei der Reproduzierbarkeit mit der Methode nach Kaehn (Kaehn 

2009) waren so groß, dass zwischen den Einzelmessungen große Schwankungen 

auftraten und die Ergebnisse nicht reproduziert werden konnten. Deshalb werden hier 

beispielhaft nur die Ergebnisse von Einzelmessungen wiedergegeben (Abb. 4 und 6). 

Kaehn (2009) gibt in seiner Veröffentlichung auch nur die Ergebnisse von 

Einzelmessungen an, so dass eine Interpretation der Befunde nicht möglich ist. 

In der modifizierten Methode des Drei-Kammer-Verfahrens wurden zwei 

Veränderungen vorgenommen. Zum einem wurde nur 1 Feld des Drei-Felder-

Objektträgers mit 70 µl Fibrin bzw. Blutplasma angeschmutzt und es wurden 
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Bechergläser statt Färbetröge als Inkubationsbehälter eingesetzt. Die Messungen mit 

dieser Spülmethode wiesen immer noch große Schwankungen auf, waren aber besser 

reproduzierbar als mit dem Drei-Kammer-Verfahren. Die Bestimmung der auf den 

Objektträgern aufgetragenen Proteinmengen zeigte leichte Schwankungen. Die 

Messungen ergaben bei mit Fibrin angeschmutzten Objektträgern Werte im Bereich 

von 1.500 µg Protein/ml bis 1.872 µg Protein/ml und bei mit Plasma angeschmutzten 

Objektträgern Werte im Bereich von 1750 µg Protein/ml und 1.876 µg Protein/ml. 

Die beiden untersuchten Prüfanschmutzungen Plasma und Fibrin unterschieden sich 

deutlich hinsichtlich ihrer Haftung auf Oberflächen. Blutplasma ließ sich relativ schnell 

und leicht entfernen. Es wurde von allen untersuchten Reinigungsmitteln so schnell 

entfernt, dass es nicht möglich war, Unterschiede in der Reinigungsleistung zu messen 

(Abb. 5). Die Fibrin-Anschmutzung erwies sich im Vergleich zu Plasma als besser 

haftend. Nach 2 min war gegenüber Plasma kaum eine Abspülung zu verzeichnen 

(Abb. 5 im Vergleich zu Abb. 7). Bei 30 und 60 min bestand kein Unterschied zwischen 

Ringer-Lösung und NaCl-Lösung, beide lagen aber in der Ablösung deutlich unter 

Prontosan® (Abb. 7). Prontosan® weist gegenüber NaCl-Lösung und Ringer-Lösung 

deutlich höhere Proteingehalte in der Spülflüssigkeit auf. Von daher würde man für 

Prontosan eine höhere Proteinablösung und damit eine bessere Reinigungswirkung 

annehmen. Bei der Proteinbestimmung mittels BCA zeigte Prontosan® ein stärkeres 

Proteinablöseverhalten an als nach Spülung mit NaCl-Lösung und Ringer-Lösung. 

Anhand der Restproteinbestimmung erwies sich diese Schlussfolgerung jedoch als 

widersprüchlich, weil die Restproteinmenge auf dem gespülten Drei-Kammer-

Objektträger nach der Prontosan®-Spülung höhere Werte ergab als die der anderen 

Spüllösungen (s. Abb. 8). Auch die KV-Färbung der Restproteine nach der Spülung mit 

NaCl-Lösung und Prontosan® (s. Abb. 9) visualisiert, dass die Restanschmutzung auf 

den Objektträgern nach Prontosan®-Spülung stärker war als nach der Spülung mit 

NaCl-Lösung. Offensichtlich liegt hier eine Beeinflussung der Proteinbestimmung im 

Eluat in Richtung falsch positiver (zu hoher) Proteinwerte vor. Bei unkritischer 

Betrachtung der Proteinwerte in der Spülflüssigkeit würde man zu dem Schluss 

kommen, dass Prontosan® deutlich besser spült als NaCl-Lösung und Ringer-Lösung. 

Diese Schlussfolgerung hat Kaehn (2009) auch gezogen. Auffällig während der 

Prontosan-Spülung war ebenfalls, dass es wenige Minuten nach Beginn der Spülung 

sowohl zu einer Trübung der Spüllösung als auch zu einer Ausflockung des gelösten 

Proteins kam, was zur Störung und Verfälschung der Proteinbestimmung führte. 

Unsere Ergebnisse legen nahe, dass eine scheinbare bessere Spülleistung ihre 

Ursache in einer Störung der Analysemethode zur Proteinbestimmung hat.  
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Das Ablösungsvermögen für Proteine von NaCl-Lösung und Ringer-Lösung war 

ähnlich schwach ausgeprägt und unterschied sich nicht (Abb. 4 bis 7). Eine geringe 

Differenzierung dieses Lösungsverhaltens von den Salzlösungen war am Fibrin-OT als 

Prüfkörper möglich. NaCl-Lösung zeigt von Beginn an eine geringe, aber trotzdem 

bessere Wirkung an als Ringer-Lösung (Abb. 7). Hinweise auf eine Beeinflussung der 

Proteinbestimmung in diesen beiden Lösungen gibt es nach unseren Daten nicht. 

Interessant war außerdem, dass das Proteinlöseverhalten aller Spüllösungen nach 30 

min Inkubationszeit zu keiner weiteren Steigerung der Proteinkonzentration führte. Der 

Temperaturabfall der Spüllösung unter die Körpertemperatur nach Beginn der 

Inkubation kann ein Grund dafür sein, weil viele Proteine bei Körpertemperatur gut 

löslich sind und in kühlerer Wundumgebung zum Ausfallen neigen. Dieser Effekt kann 

neben dem Denaturierungseffekt des Prontosans auch für die stärkere Rest-Anhaftung 

auf den Objektträgern verantwortlich sein (Abb. 8 und Abb.9). Aus diesem Grund 

sollten Wundspüllösungen vor dem Gebrauch angewärmt werden. 

Wichtig für repräsentative Messungen ist eine hinsichtlich aufgetragener Menge der 

Prüfanschmutzung und benetzter Fläche konstant herzustellende Anschmutzung. 

Selbstverständlich muss die Anschmutzung auch in sich homogen sein. Die 

Herstellung der Anschmutzung nach der Vorschrift von Kaehn (2009) mit 700 µl pro 

Feld der Drei-Kammer-Objektträger war nicht möglich, weil diese Menge an 

Prüfanschmutzung nicht in einem Feld gehalten werden konnte, ohne überzufließen. 

Aus diesem Grund haben wir uns zunächst für eine Anschmutzungsmenge von 233 µl 

pro Feld, d.h. insgesamt 700 µl Anschmutzung pro Objektträger, und später aus 

gleichem Grund für 70 µl Anschmutzung pro Feld entschieden. Beim Auftrag zu hoher 

Mengen an Prüfanschmutzung kommt es zur Ausbildung hoher Schichtdicken, die 

Adhäsion zum Trägermaterial vermindert sich und die Prüfanschmutzung kann relativ 

leicht abgespült werden. Kleine Unterschiede in der Spülleistung sind dann nicht mehr 

messbar.  

Nach den vorliegenden Daten kann eingeschätzt werden, dass das Drei-Kammer-

Verfahren nach Kaehn (2009) aufgrund der schlechten Reproduzierbarkeit, 

unzureichender Aussagen zur Beeinflussung der Proteinbestimmungsmethode und der 

Verwendung zu großer Mengen an Prüfanschmutzung als In-vitro-Modell zur Testung 

von Wundspüllösungen nicht geeignet ist. Daher sind wir zu einem anderen Modell 

übergegangen, zur Flow-Cell-Methode mit kommerziell verfügbaren Prüfkörpern, die 

maschinell beschichtet werden und die die oben genannten Kriterien annähernd 

erfüllten. Die Ergebnisse werden im Abschnitt 3.2 diskutiert. 
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3.2 Flow-Cell-Methode 
„Flow Cell“, auch „Durchflusskammer“ oder „Kleinreaktor“ genannt, ist ein 

hydrodynamisches System zur Prüfung der Oberflächenreinigungswirkung 

verschiedener Reinigungsmittel (Gebel et al. 2012). Die Prüfkammer dieses Systems 

besteht aus einer rechteckigen Durchflusszelle, in die ein mit einer Prüfanschmutzung 

versehener Prüfkörper eingebracht wird. Die Reinigungslösung fließt durch die 

Kammer über den Testkörper und bewirkt einen Spüleffekt. Damit ist eine Analyse der 

Reinigungslösung möglich. Eine Besonderheit dieses Systems ist, dass es mit einer 

transparenten Abdeckung verschlossen ist, so dass die Abschwemmung der 

Prüfanschmutzung auch visuell verfolgt werden kann. Ursprünglich ist das Verfahren 

entwickelt worden, um den Reinigungsprozess visuell verfolgen zu können. Das 

System ermöglicht auch Echtzeit-Foto- und -Videoaufnahmen des 

Reinigungsfortschritts. Durch das Parallelschalten mehrerer Systeme ist ein direkter 

Vergleich mehrerer Produkte möglich (Gebel et al. 2012). Der wesentliche Vorteil des 

Systems ist, dass bis auf den hydrodynamischen Druck, der durch die 

Flussgeschwindigkeit bestimmt wird, jeder mechanische Einfluss bei der Reinigung 

ausgeschlossen wird. Wird dementsprechend die Flussgeschwindigkeit ausreichend 

niedrig und konstant gehalten, kann die Mechanik bei der Reinigung ausgeschlossen 

und die Reinigungsleistung der Spüllösungen direkt verglichen werden. Damit 

ermöglicht dieses System durch einfache Handhabung und einfachen Aufbau ein 

standardisiertes Vorgehen, das die Vergleichbarkeit der Ergebnisse erhöht. Das ist als 

entscheidender Vorteil gegenüber dem Drei-Kammer-Verfahren anzusehen, bei dem 

es durch das notwendige Homogenisieren der Lösung vor der Probeentnahme immer 

zu unkontrollierbaren mechanischen Einflüssen kommt, die ein standardisiertes 

Vorgehen unmöglich machen. Als weiterer Vorteil erlaubt die einfache Geometrie 

dieses Systems gut kontrollierbare und reproduzierbare Fließbedingungen der 

Spüllösungen, die durch die Navier-Stokes-Gleichungen und Diffussionsgleichungen 

darstellbar sind (Elimelech 1994, Detry et al. 2009). 

Für die Flow-Cell-Methode wurden kommerziell erhältliche, mit Humanblutkorrelat 

angeschmutzte Metallstreifen (TOSI®-Prüfkörper) eingesetzt, die gemäß DIN ISO 

15883 hergestellt wurden. Außerdem wurden ebenfalls kommerziell erhältliche mit 

denaturierten Proteinen angeschmutzte Metallstreifen (TOSI®-Gold) als Prüfkörper 

eingesetzt, die eine stärkere Anhaftung aufwiesen als die mit Blut angeschmutzten 

TOSI®-Prüfkörper.  
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Auch hier (Abb. 20) war das Elutionsverhalten von Prontosan stärker als von NaCl-

Lösung, Ringer-Lösung und Wasser (Abb. 17 und 20). Zumindest wurden die höchsten 

Proteingehalte in den Prontosan-Spüllösungen gemessen. Allerdings war auch hier die 

Restproteinmenge auf den TOSI®-Prüfkörpern nach der Prontosan-Spülung am 

höchsten (Tab. 3). Dieser Widerspruch lässt sich, wie bereits ausgeführt, nur durch 

eine Beeinflussung der Proteinbestimmung erklären.  

Tab. 3: Proteinkonzentrationen nach Reinigung der mit Blut angeschmutzten TOSI®-

Prüfkörper, Reinigungsdauer 15 min; Gesamtergebnisse der Spülversuche der mit Blut 

angeschmutzten TOSI-Prüfkörper mit NaCl- und Ringer-Lösung, Prontosan und 

Wasser an 7 aufeinanderfolgenden Tagen 

  
Wasser 
(n = 7) 

NaCl 
 (n = 7) 

Ringer  
(n = 7) 

Prontosan 
(n = 7) 

Proteingehalt 
Spülflüssigkeit µg/ml 5937 4736 5400 7420 

  STABW 1462 802 646 1234 

  STABW % 25 17 12 17 

Restprotein (TOSI) µg/ml 122 59 57 109 

  STABW 67 39 23 62 

  STABW % 55 66 39 57 

Gesamtproteinmenge µg/ml 6059 4795 5457 7529 

  STABW 1422 828 654 1254 

  STABW % 23 17 12 17 

 

NaCl-Lösung, Ringer-Lösung und Wasser zeigen ein ähnliches Reinigungsverhalten. 

Die Maxima der Proteinkonzentration tauchen bei diesen Spüllösungen (auch bei 

Prontosan) nach ca. 3 ml Spüllösung auf. Alle drei Spüllösungen zeigen einen long 

right tail, was für ein relativ langsames Abspülen der Prüfanschmutzung spricht. Das 

einzig Auffällige ist, dass das Maximum der Proteinkonzentration bei Ringer-Lösung 

deutlich niedriger als bei Wasser und NaCl ausfiel (Abb.20). Die Ergebnisse sprechen 

dafür, dass sich Wasser, Ringer-Lösung und NaCl-Lösung in ihren Spüleigenschaften 

bei Proteinanschmutzungen kaum unterscheiden. 
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Abb. 20: Elutionsverhalten von Wasser, Ringer-Lösung, NaCl-Lösung und Prontosan 

beim mit Blut angeschmutzten TOSI®-Prüfkörper 

Die Ergebnisse der Blutanschmutzung (TOSI®-Blut) haben gezeigt, dass die 

Prüfanschmutzung relativ leicht vom Prüfkörper heruntergespült wurde. Um eine 

bessere Unterscheidung der Reinigungsleistung der verschiedenen Spüllösungen zu 

ermöglichen, wurden die mit denaturierten Proteinen angeschmutzten TOSI®-Gold mit 

einer besseren Haftung eingesetzt. Allerdings waren diese Ergebnisse weniger 

aussagekräftig als die der TOSI®-Blut-Prüfkörper, weil in der Spüllösung kein Protein 

nachweisbar war, d.h., die Anhaftung widerstand der Spülung (Abb. 19). 

Berücksichtigt man die Beeinflussung der Proteinbestimmung durch Prontosan, kommt 

man zu dem Schluss, dass alle Spüllösungen bei einfacher Proteinanschmutzung 

ziemlich ähnliche Spüleigenschaften aufweisen. Um eindeutige Unterschiede 

festzustellen, müssten Prüfanschmutzungen eingesetzt werden, die einerseits stärker 

als die TOSI®-Blut-Anschmutzung, andererseits jedoch schwächer als TOSI®-Gold (mit 

denaturierten Proteinen) anhaften. 

 

3.3 Biofilm-Modell 
Zur besseren Unterscheidung der Reinigungsleistung verschiedener Spüllösungen 

wurde nach einer alternativen Prüfanschmutzung mit besserer Haftung auf dem 
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Prüfkörper gesucht. Biofilme sind Bestandteil vor allem chronischer Wunden und 

haften gut auf Oberflächen. Deshalb erschien die Idee der Modellierung eines Biofilms 

als Wundbelag in vitro naheliegend.  

Für das Biofilm-Modell wurde ein Mono-Biofilm aus Pseudomonas aeruginosa, der auf 

einer 24-well-Mikrotiterplatte angezüchtet worden war, getestet. Die Reinigungsleistung 

wurde bei diesem Modell ebenfalls anhand des Proteinlöseverhaltens der 

Wundspüllösungen ermittelt. Die Proteinbestimmung erfolgte wie beim Drei-Kammer-

Verfahren mittels BCA-Methode. 

Im Vergleich zu anderen Prüfanschmutzungen ist die Handhabung und Durchführung 

des Biofilm-Modells mit einem deutlich höheren Aufwand verbunden. Die ersten 

Versuche mit 72 h-Biofilm zeigten, dass noch nicht ausreichend Protein gebildet 

worden war. Mit der BCA-Methode war zu diesem Zeitpunkt noch kein Protein 

nachweisbar. Deshalb wurde die Inkubation auf 8 d verlängert, dann war eine 

ausreichende Menge an Proteinen detektierbar. Der Zeitaufwand von 8 d für die 

Aufbringung einer Prüfanschmutzung stellt einen vergleichsweise hohen 

Arbeitsaufwand dar. Trotzdem kann dieser Aufwand gerechtfertigt sein, wenn sich das 

Prüfmodell als geeignet erweist. Außerdem spricht für das Modell, dass Biofilme in 

Wunden vorkommen, allerdings nicht als Mono-Biofilme. Schwierig bei der Entwicklung 

von Biofilmen ist das Erreichen einer homogenen Proteinkonzentration. Die 

Bestimmung der auf den Wells gebildeten Gesamtproteinmengen mittels 

Trifluoroethanol-Acetonitril-Elution ergab Werte im Bereich von 209 µg Protein/ml bis 

473 µg Protein/ml. 

Die Spüllösungen mit Prontosan® wiesen auch beim Biofilmmodell höhere 

Proteingehalte, aber wiederum auch höhere auf dem Well verbliebene Proteingehalte 

als bei den übrigen Spüllösungen auf (Abb. 11 und 13). Das kann durch eine 

Beeinflussung der Proteinbestimmung durch Prontosan® in Richtung zu hoher 

Proteingehalte erklärt werden. Wie bereits ausgeführt wurde, darf das nicht mit einem 

verbesserten Reinigungseffekt des Prontosans gleichgesetzt werden. 

Das Hauptproblem beim Arbeiten mit Biofilmen bestand darin, reproduzierbare Biofilme 

zu züchten. Es zeigte sich, dass das Proteinlöseverhalten von NaCl-Lösung im 

Versuch 1 stärker war als das von Wasser, Ringer-Lösung und Prontosan® (Abb. 10). 

Die Wiederholung des Versuchs ergab jedoch andere Werte mit einem kontinuierlichen 

Proteinkonzentrationsmaximum nach 2 min und 30 min bei der Prontosan®-Spülung 

(Abb. 12). Eine systematische Wiederholung der Versuche an verschiedenen Tagen 
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und damit mit verschiedenen Biofilmen zeigte, dass die Biofilme, die in einer Charge 

gezüchtet worden waren (pro Tag), recht homogen waren. Zwischen den 

verschiedenen Tagen kam es aber zu Schwankungen in der Biofilmqualität und damit 

auch zu Variationen im Proteinablösungsverhalten (Tab. 2). Falls es gelingt, Biofilme in 

gleichbleibender Qualität zu züchten, besitzt das Biofilmmodell Potential für ein 

Testmodell von Reinigungslösungen, weil die Biofilme schwerer als 

Proteinanschmutzungen zu entfernen sind. Weiterhin können diese Biofilme ebenso für 

die Wirksamkeitstestung von Antiseptika eingesetzt werden. Außerdem können neben 

der Proteinanschmutzung weitere Analysemethoden eingesetzt werden, z. B. die 

Bestimmung abgelöster Mikroorganismen. Für die Visualisierung des 

Reinigungserfolgs können die Rest-Biofilme in den Wells nach der Reinigungstestung 

elektronenmikroskopisch dargestellt oder Live-dead-Färbungen gemacht werden 

(Matthes et al. 2012c). Ungünstig ist, dass für das Anzüchten von Biofilmen immer ein 

S2-Labor Voraussetzung ist. 

 

3.4 Auswahl der Prüfanschmutzung 
Viele Autoren fordern, dass die Prüfanschmutzung dem physiologischen Wundbelag 

weitestgehend entspricht und zudem standardisierbar, leicht handhabbar sowie 

kostengünstig sein und in der Lösbarkeit Reproduzierbarkeit gewährleisten sollte 

(Kramer et al. 2004, Hübner et al. 2007, Kaehn 2009). Außerdem sollten die 

Bestandteile genau definiert sein, sodass die Herstellung reproduzierbar ist. Um die 

Spülleistung quantifizieren zu können, sind die exakte Dosierbarkeit und ein 

quantitatives Nachweisverfahren erforderlich. Zur vollständigen Erfassung sollte die 

Prüfanschmutzung aus einer definierten und zugleich nachweisbaren 

Zusammensetzung bestehen. Wünschenswert ist außerdem eine Prüfanschmutzung 

mit deutlich erkennbarer Farbe, die nicht leicht aus der Anschmutzung selbst 

ausgespült werden kann, sodass das Modell die Visualisierung des Spülvorgangs und 

der Spülleistung ermöglicht. 

Außerdem sind andere Faktoren zu berücksichtigen, die die Entfernbarkeit der 

Prüfanschmutzung vom Prüfkörper und damit die Standardisierbarkeit der 

Prüfanschmutzung beeinflussen. Dazu gehören die Raumtemperatur und -feuchte 

sowie die Trocknungsbedingungen für die Prüfanschmutzung. Bei proteinhaltigen 

Kontaminationen können die Proteine bei höheren Temperaturen denaturieren und 

sind damit schwerer zu entfernen. Außerdem können unterschiedliche Konsistenzen zu 
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Unterschieden führen, wenn die Lösung auf Grund ihrer Konsistenz nicht pipettierbar 

und damit die genaue Dosierung nicht gewährleistet ist.  

Definiertes Human- oder Schaf-Vollblut ist sowohl in der visuellen Beurteilbarkeit durch 

seine rote Färbung als auch durch die geringen natürlichen Schwankungen in der 

Zusammensetzung von Vorteil. Um fehlerbehafteten Konzentrationen und 

Präparationen zu entgehen, kann die kommerzielle, standardisierte Prüfanschmutzung, 

z.B. von Pereg GmbH TOSI® Blut, auf der Basis der Blutinhaltsstoffe, verwendet 

werden. 

Wird mit Zugabe von Heparin ungerinnbar gemachtes Blut bzw. Plasma als 

Prüfanschmutzung eingesetzt, ist diese nicht repräsentierbar und kann leicht vom 

Prüfkörper entfernt werden. Wird jedoch das mit Heparin versetzte und mit Protamin 

reaktivierte Blut/Plasma verwendet, werden die Eigenschaften des Blutes zur 

Fibrinbildung erhalten und stellen eine schwerer ablösbare Prüfanschmutzung dar. 

Sehr hartnäckige Kontaminationen stellen die denaturierten Proteine dar, die auch 

kommerziell erhältich sind, z.B. TOSI®-Gold. In Rahmen dieser Arbeit zeigten sowohl 

die Messwerte als auch die visuelle Dokumentation (bis 30 min) der 

Reinigungsprozedur des TOSI®-Golds mit Prontosan keinen Lösungseffekt an (siehe 

Abb. 19). Auch für die anderen Lösungen konnte kein Ablösungseffekt festgestellt 

werden. 

 

3.5 Protein-Nachweisverfahren 
Betrachtet man die Überprüfung der Reinigungs- und Desinfektions-Geräte für 

Medizinprodukte wie chirurgische Instrumente, wird sowohl in der DIN EN ISO 15883-5 

(2006) als auch in der Leitlinie von DGKH, DGSV und AKI (2008) die visuelle 

Beurteilung des Reinigungserfolgs als Methode empfohlen. Visuell lässt sich jedoch 

keine exakte Quantifizierung oder Gradierung der Reinigung durchführen. Als 

quantitative Nachweisverfahren werden in der DIN EN ISO 15883 chemische 

Nachweisverfahren empfohlen. Die von uns eingesetzte BCA-/Biuret-Methode gehört 

dazu. 

Da proteinhaltige Prüfanschmutzungen verwendet worden waren, lag es nahe, die 

Reinigungswirkung über das Protein-Ablösevermögen zu bestimmen. Für die 

Proteinbestimmung wurden zwei Methoden, die BCA-Methode und ein Fertigtest, 

eingesetzt. Beide Methoden stellen Modifikationen der Biuret-Reaktion dar. 
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BCA-Methode 
Bei dieser Reaktion wird Cu2+ durch Proteine zu Cu+ reduziert (Abb. 21). Dieses bildet 

mit Bicinchoninsäure (bicinchoninic acid, BCA; 2,2’-Bichinolin-4,4’-dicarbonsäure) 

einen violetten Komplex, dessen Konzentration photometrisch bei einer Wellenlänge 

von 562 nm bestimmt wird. Die BCA-Methode wurde Mitte der 1980er Jahre von Smith 

et al. (1985) als Alternative zum Lowry-Assay entwickelt (Smith et al. 1985). 

 

 
Abb. 21: Reaktionsschema zur Proteinbestimmung mittels Bicinchoninsäure-Assay 

 
Roti-Quant universal Kit 
Roti-Quant universal ist ein colorimetrischer Nachweis zur Detektion und 

Quantifizierung von löslichen Proteinen. Das Testsystem basiert ebenfalls auf einer 

modifizierten Biuret-Reaktion in Kombination mit einer hochspezifischen 

colorimetrischen Enhancer-Reaktion. Durch den Einsatz eines 2,3- Benzpyridinderivats 

als Quencher zeigt Roti-Quant universal eine hohe Toleranz gegenüber Detergenzien. 

Die Arbeitslösung wird aus zwei Reagenzien gemischt. Im alkalischen 

Reaktionsmedium des Tests wird ebenfalls Cu2+ zu Cu+ reduziert. Die Farbentwicklung 

der kupferspezifischen Enhancer-Reaktion ist direkt proportional zur Konzentration des 

anwesenden Proteins. Die entstehenden purpurfarbenen Kupferkomplexe entwickeln 

eine starke Lichtabsorption mit einem Maximum bei 503 nm, wobei das breite 

Spektrum der Absorptionskurve hochsensitive verlustfreie Messungen bei 492 nm 

zulässt. Dabei bildet die Reaktion keine echte Endpunkt-Messung. Die Farbe 

entwickelt sich bei Raumtemperatur langsam und kann in der Wärme beschleunigt 

werden, sodass selbst bei kürzeren Zeiten eine höhere Sensitivität erreicht wird (Roth 

2013). 

Die Proteinmenge in der gemessenen Probe und damit die Proteinkonzentration in der 

quantifizierten Lösung wird jeweils bestimmt durch den Vergleich der Test-Messung mit 



58 
 

einer Verdünnungsreihe eines Protein-Standards bekannter Konzentration. Standard 

und Probe müssen immer gleich behandelt werden. Der lineare Messbereich des 

Assays reicht von 5 bis zu 2.000 µg/ml (0,5 bis 200 µg Protein gesamt).  

Beide Proteinnachweise beruhen auf einer Komplexbildung zwischen Cu2+ und 

organischen Verbindungen. Reaktionen, die auf Komplexbildung beruhen, sind 

generell störanfällig. Sie können durch Verbindungen, die ebenfalls mit Cu2+ 

Koordinationsverbindungen bilden, gestört werden. Bei Tensiden oder anionischen, 

organischen Verbindungen ist das nicht auszuschließen. Eine Beeinflussung des 

Proteinnachweises in Wasser, Ringer-Lösung oder Kochsalzlösung ist eher 

unwahrscheinlich, muss aber im Einzelfall ausgeschlossen werden.  

Bei den Untersuchungen fällt auf, dass Prontosan (Abb. 17 und 20) deutlich schneller 

und mehr Protein eluiert als andere Lösungen. Damit könnte man auf eine bessere 

Reinigungsleistung des Prontosans schließen. Auffällig ist allerdings, dass die hohe im 

Eluat des Prontosans bestimmte Proteinmenge im Widerspruch zu hohen, auf dem 

Objektträger verbleibenden Restproteinmengen nach der Spülung steht (Abb. 8 und 9). 

Damit liegt eine Beeinflussung der Proteinbestimmung durch Prontosan vor. Schlüsse 

bezüglich einer möglichen besseren Reinigungsleistung können daher nicht gezogen 

werden. 

Die Problematik der Beeinflussung der Proteinbestimmung durch eingesetzte 

Reinigungsmittel ist aus unserer Sicht bisher zu wenig berücksichtigt worden. Gerade 

bei Reinigungsmitteln, die teilweise in hohen Konzentrationen (im Prozentbereich) 

eingesetzt werden oder die einen extremen pH-Wert aufweisen, muss die Methode der 

Proteinbestimmung validiert sein, um vergleichende Untersuchungen durchführen zu 

können. Eine Methodenvalidierung der Proteinbestimmung wurde bei bisherigen 

Veröffentlichungen nicht durchgeführt, so dass möglicherweise falsche Schlüsse 

gezogen wurden. Eine Methodenvalidierung war nicht Gegenstand dieser Arbeit, 

erscheint aber für weiterführende Untersuchungen erforderlich. 

 

3.6  Schlussfolgerungen 
Es konnte festgestellt werden, dass das Spülergebnis durch eine mechanische 

Komponente bei der Spülung stark beeinflusst wird. Teilweise übersteigt der Einfluss 

der Mechanik die Unterschiede in der Spülleistung verschiedener Spülmittel erheblich. 

Dadurch werden bei Modellen, in denen der Einfluss der Mechanik (z. B. Spüldruck) 
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nicht kontrolliert werden kann, stark streuende Ergebnisse erzielt. Diese Modelle sind 

für die Charakteristik der Spülleistung daher nicht geeignet. Von den untersuchten 

Modellen trifft das auf das Drei-Kammer-Verfahren, das Becherglasverfahren und 

teilweise auf das Biofilmmodell zu. Bei letzterem gibt es Probleme bei der 

Gewährleistung einer reproduzierbaren Proteinmenge (Biofilm). Von den untersuchten 

Verfahren erscheint lediglich die Flow-Cell-Methode für den Vergleich von 

Wundspüllösungen geeignet.  

Bei Verwendung proteinhaltiger Anschmutzungen und Bestimmung der 

Reinigungsleistung durch Bestimmung der Proteinkonzentration in der Spüllösung 

wurde eine mögliche Beeinflussung der Proteinbestimmung durch die Wundspüllösung 

bisher nicht berücksichtigt.  

Ein weiterer wesentlicher Einflussfaktor beim Vergleich der Spülleistung sind definierte 

und reproduzierbar herzustellende Prüfanschmutzungen. Nach unseren 

Untersuchungen eignen sich dafür am ehesten die kommerziell erhältlichen 

Prüfanschmutzungen TOSI®-Blut mit Korrelation zum Humanblut, die die Kriterien für 

eine angemessene Prüfanschmutzung erfüllen. Die Untersuchungen haben allerdings 

gezeigt, dass die Prüfanschmutzung relativ leicht vom Prüfkörper heruntergespült 

wurde. Die besser haftende Prüfanschmutzung mit denaturierten Proteinen (TOSI®-

Gold) zeigte dagegen keinen Elutionseffekt an und ist daher ungeeignet für die 

Differenzierung der Spülleistung. 

Die Fibrin-Anschmutzung (mit Heparin versetztes, aber mit Protamin reaktiviertes 

Blut/Plasma mit erhaltener Eigenschaft des Blutes zur Fibrinbildung) ist eine gute 

Variante, die im Vergleich zur Plasma-Anschmutzung (mit Zugabe von Heparin 

ungerinnbar gemachtes Blut bzw. Plasma) eine schwerer ablösbare Prüfanschmutzung 

darstellt. 

Könnte das Anzüchten von Biofilmen hinsichtlich der Reproduzierbarkeit in der 

Proteinkonzentration optimiert werden, stellt der Biofilm eine mögliche Alternative mit 

allerdings höherem Arbeitsaufwand dar. 
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4 Zusammenfassung 
Ziel der Arbeit war der Vergleich verschiedener Wundspüllösungen (0,9 %-NaCl-

Lösung, Ringer-Wundspüllösung, Wasser und das tensidhaltige Prontosan®), um 

Unterschiede in der Effektivität der Spüllösungen festzustellen. 

Dazu wurden die Spüllösungen mit verschiedenen Prüfanschmutzungen an 

verschiedenen Testmodellen geprüft, wobei drei Modelle in die engere Wahl kamen: 

das Drei-Kammer-Verfahren, ein Biofilm-Modell und das Flow-Cell-Verfahren. 

Als Prüfanschmutzung wurden Drei-Feld-Objektträger mit Blutplasma und Fibrin als 

Anschmutzung im Drei-Kammer-Verfahren, angezüchtete Mono-Biofilme beim Biofilm-

Modell und kommerziell erhältliche Blutplasmaanschmutzung auf Metallstreifen als 

Prüfkörper bei der Flow-Cell-Methode eingesetzt. Die Bestimmung der 

eluierten/gelösten Proteine erfolgte mittels modifizierter Biuret-Methode. 

Sowohl im Drei-Kammer-Verfahren als auch in der Flow-Cell-Methode zeigte NaCl-

Lösung ein geringes, aber besseres Ablösungsvermögen von Proteinen als Ringer-

Lösung. Eine ähnlich überlegene Wirkung zeigt Wasser im Vergleich zu Ringer-

Lösung. Am Biofilm-Modell waren NaCl-Lösung und Ringer-Lösung Wasser in der 

Reinigungswirkung überlegen, ein Unterschied zwischen den elektrolythaltigen 

Lösungen war nicht erkennbar.  

Die tensidhaltige Wundspüllösung Prontosan® zeigte mittels Biuret als 

Proteinnachweisverfahren gegenüber den anderen Spüllösungen eine höhere 

Proteinmenge in der Lösung. Im Widerspruch dazu wurden hier aber auch die 

höchsten Restproteinmengen nach der Spülung festgestellt. Daraus ist zu 

schlussfolgern, dass die Proteinbestimmungsmethode durch Prontosan® gestört wird, 

so dass aus den Proteinkonzentrationen in prontosanhaltigen Spüllösungen nicht auf 

eine bessere Spülleistung geschlossen werden kann. Ohne die Klärung des Einflusses 

vom Prontosan® auf die Proteinbestimmung ist eine Bewertung der Spülleistung von 

Prontosan® nicht möglich. Dies war im Rahmen dieser Arbeit nicht zu klären. Erst nach 

diesem Schritt wäre eine definitive Aussage zu diesem Punkt möglich. 

Es zeigte sich, dass es schwierig ist, zwischen den getesteten Spülmitteln 

Unterschiede in der Spülleistung messbar zu machen. Die Ursache hierfür sind 

unkontrollierte mechanische Einflüsse, die z. B. bei dem Modell des Drei-Kammer-

Verfahrens beim Durchmischen der Spüllösung auftreten und einen zusätzlichen 

Spüleffekt verursachen, was zu einer starken Streuung der Messwerte führte. Von den 
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getesteten Verfahren eignet sich deshalb nur die Flow-Cell-Methode. Als ungeeignet 

erwiesen sich das Drei-Kammer-Verfahren und das Biofilm-Modell. Aufgrund der 

Fließtechnik kann die Mechanik bei der Flow-Cell-Methode konstant gehalten werden. 

Dadurch werden die Spülleistungen verschiedener Wundspüllösungen überhaupt erst 

vergleichbar. Bei dem Drei-Kammer-Verfahren und dem Biofilm-Modell ist das nicht 

möglich. 

Von den getesteten Prüfanschmutzungen erwiesen sich Anschmutzungen auf 

Proteinbasis als gut abspülbar. Mit dieser Prüfanschmutzung sind Unterschiede in der 

Spülleistung nur bei Modellen mit keiner oder einer exakt definierbaren mechanischen 

Einwirkung beim Spülvorgang deutlich zu machen. Besser geeignet sind 

Prüfanschmutzungen auf der Basis von Fibrin, Biofilm und denaturierten Proteinen. 

Von den geprüften und bewertbaren Wundspüllösungen zeigt NaCl-Lösung eine 

Überlegenheit im Vergleich zu Ringer-Lösung und Wasser.  
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5 Summary 
The objective of this study is to compare common wound-rinsing solutions 

(physiological saline solution, Ringer’s solution for wound irrigation, water and a 

surfactant containing solution Prontosan®) to determine differences in the efficiency of 

wound-rinsing. Therefore, different wound-rinsing solutions were applied on 3 different 

test models (three-chamber model, flow-cell method and the biofilm model), each with 

a specific wound-soiling method. In the three-chamber model, plasma and fibrin were 

directly mounted on 3-field slides as wound-soiling. In the flow-cell method 

commercially available machine-made wound-soiling containing blood was tested. 

Alternatively, in the biofilm model a mono-biofilm was directly cultivated on 24-well 

plates. The concentration of the proteins dissolved in the rinsing solution was detected 

with a modified Biuret method.  

In the three-chamber method and the flow-cell method, saline shows a better protein 

dissolving effect than Ringer’s solution. A similar superior effect of water compared to 

Ringer’s solution was seen in the flow-cell method. Even though saline and Ringer’s 

solution show superior efficacy when compared to water, no obvious superiority 

between these two electrolyte containing solutions was detectable in the biofilm-model. 

The wound-rinsing solution Prontosan®, containing surfactant shows greater protein 

solubility in the Biuret protein assay. This effect was observed in all three methods. 

However, even though the amount of dissolved protein in the solution was larger, there 

was still more protein detectable on the specimens after the rinsing procedure with 

Prontosan®. It can be concluded that the protein assay is disturbed by Prontosan® and 

hence no conclusions can be drawn from the results on the actual protein content of 

Prontosan® containing wound rinsing solutions. Without clarifying the influence of 

Prontosan® on the protein assays, it is not possible to review the protein dissolving 

qualities of Prontosan®. This step is required in order to come to a definite conclusion 

regarding this point. 

It is difficult to distinguish between the quantifiable rinsing effects of the tested wound 

irrigation solutions. This is mainly due to uncontrolled mechanical influences such as 

the mixing procedure described in the three-chamber model, which causes an 

additional rinsing effect and leads to a strong dispersion of the indicated values. Of all 

the tested methods, the flow-cell method is the most suitable method. At this point of 

study, the three-chamber method and the biofilm model seem to be less suitable. Due 

to the flow mechanics the flow-cell method imitates a wound rinsing procedure better 

rather than the three-chamber method or the biofilm model. 
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Of the tested soils the protein-based soils proved to get dissolved quite easily during 

the rinsing procedure. These test soils can only be tested on models with no or exactly 

definable mechanical action during the rinsing procedure. More suitable test soils 

would be those based on fibrin, biofilms or denatured proteins. Another factor, which 

has not been considered yet, while comparing different rinsing solutions, seems to be 

the effect of the wound rinsing solutions that influence the proteins by themselves. This 

resulted in false positive protein levels in the rinsing solution while testing Prontosan®, 

which deludes a better cleaning effect. 

In this study of entirely audited and assessable wound rinsing solutions, a quantifiable 

superiority of saline was proven compared to Ringer’s solution and water.  
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