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auf MRSA-Biofilme in Wunden im Tiermodell (Schwein)
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Die Rolle von Biofilmen in chronischen Wunden wurde in den 
letzten Jahren erkannt. 90 % aller chronischen Wunden sind mit 
einem Biofilm besiedelt 1. MRSA, welcher an der Biofilmbildung 
beteiligt ist, wurde häufig auf chronischen Wunden isoliert. 
Durch Pflegemassnahmen, wie reinigen mit Wundspüllösungen, 
kann der Biofilm entfernt werden. 

ZIELE DER STUDIE
Effektivität verschiedener Wundspüllösungen bei künstlich  
erzeugten MRSA-Biofilmen auf Hautwunden. Entfernung des 
MRSA Biofilms auf Hautwunden mittels Reinigen verschiedener 
Wundspüllösungen.

METHODE
Versuchstiere
Drei junge, weibliche pathogenfreie Schweine.

Hautwunden
Auf dem Rücken jedes Tieres wurde mit einem speziellen Elekt-
rokeratom 32 Hautwunden in je zwei Reihen links und rechts der 
Wirbelsäule gesetzt (Länge x Breite x Tiefe = 10 x 7 x 0.3 mm). 
Auf die Wunden wurden je 25 ml MRSA Aliquots pipettiert. Diese 
wurden mit einer Polyurethanfolie während 24 h abgedeckt, um 
das Wachstum des Biofilms zu ermöglichen. 

Wundspüllösung

·· �Physiologische Kochsalzlösung  
0.9 % NaCl

·· Ringer-Lösung

·· Prontosan® Wundspüllösung

Behandlung
2 x täglich Spülung mit 2 x 10 ml  
Wundspüllösung während 3 Tagen

ERGEBNISSE
Vergleich der MRSA-Keimzahlen in der Prontosan® Gruppe mit 
den MRSA-Keimzahlen der anderen Studiengruppen. 

Behandlungs-
gruppe

KBE* (x108) Mittelwerte Reduktion in %  
verglichen mit  
Kontrollgruppe

Nach 48 h Nach 72 h Nach 48 h Nach 72 h

Prontosan® 0.110 ± 0.015 0.0425 ± 0.003 93.09 % 96.98 %

Ringer-Lösung 1.20 ± 0.22 1.06 ± 0.33 24.53 % 24.83 %

NaCl 0.9 % 1.07 ± 0.18 1.55 ± 0.08 32.71 % + 9.92 %

Unbehandelt 1.59 ± 0.168 1.41 ±0.23 - -

* KBE = Koloniebildende Einheiten

FAZIT
Die Keimzahl wurde mittels Spülung von Prontosan®  
signifikant reduziert. In der Prontosan® Gruppe wurde nach  
48 h der Biofilm um 93.09 % und nach 72 h sogar um 96.98 % 
reduziert. Mit der Kochsalzlösung konnte keine signifikante 
Reduktion der Keimzahl bewirkt werden.
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Die Biofilmbildung beginnt mit der An-
heftung einzelner Mikroorganismen 
auf einer Oberfläche, deren Beschaf-
fenheit physikalisch und chemisch sehr 
unterschiedlich sein kann. Medizinisch 
relevante Oberflächen sind z. B. Kathe-
ter [6], Implantate [7] oder chronische 
Wunden [8]. Aus dem Einzelorganis-
mus wächst schnell eine kleine Kolonie, 
die sich mit einer polymeren extrazel-
lulären Substanz umgibt und zu einem 
Biofilm ausdifferenziert [9]. In einem 
Biofilm kann die Resistenz gegenüber 
Antibiotika im Vergleich zu Einzelorga-
nismen bis 1.000-fach erhöht sein [10, 
11, 12] und körpereigene Abwehrzel-
len werden durch toxische Substanzen 
der Biofilm-Keime abgetötet [13, 14]. 

Chronische Wunden haben nur 
dann eine Chance zu heilen, wenn die 
Primärerkrankung, z. B. Diabetes oder 
venöse Insuffizienz, therapiert und eine 
ausreichende Blut- und damit Nähr- so-
wie Sauerstoffversorgung sichergestellt 
ist. Jedoch heilen Wunden nicht im-
mer, wenn diese Faktoren berücksich-
tigt werden. In diesen Fällen kann die 
Epithelisierung gestört sein. So wur-
den am Rand chronischer Wunden von 
Diabetes Patienten aktive Keratinozy-
ten nachgewiesen (Expression des Pro-
liferationsmarkers Ki 67 und von Ke-
ratin 16), die sich aber nicht weiter zu 
Epithelzellen differenzierten (keine 
Expression der typischen Differenzie-
rungsmarker Keratin K 2 und K 10), um 
in das Wundbett einzuwandern und die 
Wundoberfläche zu schließen [15]. In-
teressanterweise konnte etwa gleichzei-
tig an Zellkulturen gezeigt werden, dass 
Lipopolysaccharide (LPS) aus Pseudo-
monas aeruginosa und Escherichia coli 
spezifisch die Migration von menschli-
chen Keratinozyten hemmen [16].

Diese in-vitro Beobachtung liefert 
eine mögliche Erklärung für die viel-
fach belegte und unstrittige Tatsache, 
dass bakteriell kontaminierte Wunden 
schlecht heilen. Wenn Zelltrümmer von 
Bakterien die Migration von Keratino-
zyten hemmen und sich dadurch die 
Epithelisierung der Wunde verzögert, 
dann hat dies auch große Bedeutung 
für die tägliche Praxis der Wundversor-
gung: es unterstreicht die Wichtigkeit 
einer sorgfältigen Dekontamination der 

Wunde für den Heilungsverlauf. Unter 
dem Aspekt der Dekontamination hat 
die Wundreinigung zum Ziel, Biofilme 
aus der Wunde zu entfernen und an-
schließend die Dichte der Bakterien so-
weit zu reduzieren, dass die kritische 
Schwelle für eine erneute Ausbildung 
von Biofilm nicht erreicht wird. Bio-
filme setzen nicht nur kontinuierlich 
Bakterien frei, die die Heilung behin-
dern, sondern sie blockieren auch di-
rekt das Areal in das aktive Keratino-
zyten vom Wundrand aus einwandern. 

In der vorliegenden tierexperi-
mentellen Studie an einem Standard-
wundmodell [17] wurde untersucht, 
wie effektiv Lösungen, die vielfach 
zur Wundspülung eingesetzt werden, 
künstlich erzeugte Biofilme aus Haut-
wunden entfernen. Die Entscheidung 
für einen Biofilm von MRSA fiel auf-
grund der weltweit wachsenden Zahl 
von Wundinfektionen mit Methicillin 
resistenten Staphylococcus aureus.

Material und Methoden
Regulatorische Voraussetzungen

Die Untersuchung wurde an der Mil-
ler School of Medicine der University 
of Miami durchgeführt und durch das 
Animal Use Committee der Universi-
tät genehmigt. Alle Arbeiten erfolgten 
gemäß den Arbeitsanweisungen (Stan-
dard Operating Procedures, SOPs) und 
Laborstandards (Good Laboratory Prac-
tices, GLP) des Department of Derma-
tology & Cutaneous Surgery.

Versuchstiere

Für die Untersuchung wurden drei 
junge (25–30 kg), weibliche und Pa-
thogen freie Schweine eingesetzt. Die 
Tiere wurden zwei Wochen vor Be-
ginn des Experiments angeliefert und 
bei freier Futter- und Wasseraufnahme 
unter künstlichem Licht (12 h Rhyth-
mus) und 20 ± 1 °C im Stall gehalten. 

Um Empfindungen wie Unbehagen 
oder leichten Schmerz während des 
gesamten Untersuchungszeitraumes 
auszuschalten, wurde transdermal das 
synthetische Opioid Fentanyl (25 µg/h) 
verabreicht (Durogesic® System).

Hautwunden
Vor Setzung der epidermalen Haut-
wunden wurden die Schweine mit dem 
schnell wirkenden Telazol® (Tiletamin 
HCl plus Zolazepam) (1,4 mg/kg KG) in 
Kombination mit Xylazin (2 mg/kg KG) 
und Atropin (0,05 mg/kg KG i.m.) an-
ästhetisiert; während der Behandlung 
wurde die Narkose mit Isofluran auf-
rechterhalten.

Der Rücken der Schweine wurde ra-
siert und mit Seife (Neutrogena®) und 
sterilem Wasser gereinigt und anschlie-
ßend mit steriler Gaze abgetrocknet. 
Jedem Tier wurden mit einem speziel-
len Elektrokeratom 32 Hautwunden 
in je zwei Reihen links und rechts der 
Wirbelsäule gesetzt (Länge 3 Breite 3 
Tiefe = 10 3 7 3 0,3 mm) (Abb. 1).

MRSA-Inokulum

Methicillin resistente Staphylococcus 
aureus ATCC 33593 (MRSA) wurden 
von einer Suspensionslösung auf Se-
lektivagar (oxacillin resistance selec-
tive media) ausgebracht und die Plat-
ten über Nacht bei 37 °C bebrütet. Die 
Kolonien einer Platte wurden in 5 ml 
Kochsalzlösung abgeschwemmt und 
suspendiert. Die Suspension wurde 
anschließend durch Verdünnung mit 
0,9 %-iger Kochsalzlösung auf 106  BE/

Abbildung 1
Hautwunden, Testgruppen und zeitlicher 
Ablauf der Wundbehandlung: Inokulation mit 
MRSA zum Zeitpunkt t = 0; Biofilm-Wachstum 
für 24 h unter Folienabdeckung; Wundspülung 
zweimal täglich; Untersuchung des Biofilmes 
nach 48 und 72 Stunden.
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