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Silberhaltige Wundauflagen sind we-
sentlicher Bestandteil der Behandlungs-
konzepte bei kritisch kolonisierten/lokal
infizierten Wunden [8]. Aufgrund der
zunehmenden klinischen Bedeutung von
Antibiotika-resistenten Erregern kommt
der Frage einer moglichen Resistenz von
lokalen antimikrobiellen Wirkstoffen eine
zentrale Bedeutung zu. Ziel dieser Un-
tersuchung war es daher, das Potential
einer Induktion einer bakteriellen Re-
sistenz eines Silber-Natrium-Hydrogen-
Zirkonium-Phosphat-Komplexes, der in
Wundauflagen verwendet wird, zu tes-
ten. Hierzu wurden die minimale Hemm-
konzentration (MHK) und die minimale
bakterizide Konzentration (MBK) vor und
nach Kontakt mit dem Silberkomplex
von bis zu 14 Tagen mit zwei Testkei-
men (Staphylococcus aureus ATCC 6538
und Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442) bestimmt. Fir den Silberkom-
plex wurden fir Staphylococcus aureus
eine MHK von 0,5-3,0% und eine MBK
von 0,5-5,0% ohne Kontakt mit dem
Silberkomplex bestimmt. Flir Pseudomo-
nas aeruginosa wurden eine MHK von
0,1-1,5% und eine MBK von 0,5-4,0%
ohne Kontakt mit dem Silberkomplex
gefunden. Nach Kontakt mit dem Silber-
komplex wurden eine MHK von 0,1-1,5%
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flr beide Testbakterien und eine MBK
von 0,05-1,5/>2,0% flr S. aureus so-
wie von 0,1-1,5% flr P. aeruginosa ge-
funden. Aus diesen Ergebnissen kann
geschlussfolgert werden, dass es keine
Hinweise gibt, dass durch die Behand-
lung mit dem Silberkomplex bei den
beiden Testkeimen eine Resistenz indu-
ziert wird.

Resistenz, Silber, Wundauflagen, Wund-
infektion

Silver-containing wound dressings are
an essential part of treatment concepts
in critically colonized/locally infected
wounds [8]. Due to the increasing im-
portance of antibiotic-resistant patho-
gens, the question of a possible resis-
tance of local antimicrobial agents is of
central importance. The aim of this stu-
dy was therefore to test the potential
of inducing bacterial resistance of a
silver-sodium-hydrogen-zirconium-
phosphate complex used in wound dres-
sings. For this purpose, the minimum in-
hibitory concentration (MIC) and the mi-
nimum bactericidal concentration (MBC)
were determined before and after cont-
act for up to 14 days with the silver
complex with two test organisms Sta-
phylococcus aureus ATCC 6538 and
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442.
For the silver complex, an MIC of
0,25-1,3.0% and a MBK of 0,51-2.5%
(5,0 %) for Staphylococcus aureus were
detected without contact with the sil-
ver complex. For Pseudomonas aerugi-
nosa, an MIC of 0,1-1,5% and a MBK of
0.5-4.0% were detected without cont-
act with the silver complex. After cont-
act with the silver complex, an MIC of



0.1-1.5% for both test bacteria and a
MBK of 0.05-1.5/>2.0% for S. aureus
and 0.1-1.5% for P. aeruginosa was
found. From these results it can be con-
cluded that there is no evidence that re-
sistance to the two test bacteria is in-
duced by treatment with the silver
complex.

Bacterial resistance, silver, wound dres-
sing, wound infection

Einleitung

Antimikrobielle Wirkstoffe kénnen in
antibiotische und antiseptische Wirk-
stoffe eingeteilt werden. Wesentliches
Unterscheidungsmerkmal ist die spe-
zifische Wirkweise der antibiotischen
Wirkstoffe mit einem Wirkort und die
unspezifische Wirkweise der antisepti-
schen Wirkstoffe mit mehreren Wirkor-
ten.

Die Resistenzentwicklung (erworbe-
ne bzw. sekundire Resistenz) bakteri-
eller Infektionserreger wird durch ei-
nen Selektionsdruck bei Kontakt mit
antimikrobiellen Wirkstoffen geférdert.
Dieser Selektionsdruck antimikrobiel-
ler Substanzen kann sowohl in der Na-
tur als auch durch eine therapeutische
antimikrobielle Behandlung im medizi-
nischen Bereich erzeugt werden [36].
Die Resistenzbildung iiber verschiede-
ne Mechanismen ist dabei eine natfirli-
che Verteidigungsstrategie der Bakteri-
en. Das Risiko einer Resistenzentwick-
lung nimmt zu, sobald die Konzentrati-
onen der Wirkstoffe so niedrig sind,
dass der Erreger nicht abgetotet wird;
man spricht dann von subletaler bzw.
subinhibitorischer Konzentration. Der
Erreger kann sich dann an den Wirk-
stoff ,,gewohnen®, dies wird als ,,Tole-
ranz“ bezeichnet [31, 36]. Das Risiko
einer Resistenzentwicklung wird au-
Berdem vom Wirkprinzip bestimmt, und
je spezifischer die Wirkung ist, desto
hoher ist das Risiko einer Resistenz-
entwicklung. Eine spezifische Wirkung
bedeutet z.B., dass ein Wirkstoff wie
Penicillin in einen spezifischen Pro-
zess, z.B. bei der Zellwandneubildung
des Bakteriums, eingreift. Betalaktame
binden an sogenannte Penicillin-binden-
de Proteine, die fiir die Synthese des
Mureins als obligater Zellwandbestand-
teil erforderlich sind. MRSA hat diese
verdndert und Betalaktam-Antibiotika
einschlieRlich der Carbapeneme sind
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somit nicht mehr wirksam. Dagegen ist
es schwierig bis unmoglich, gegen ei-
nen Wirkstoff wie Ethanol resistent zu
werden, der alle Proteine an der Zello-
berflache zerstort (denaturiert) und es
keinen spezifischen Wirkort gibt.
Allgemein wird ein Erreger als resis-
tent bezeichnet, wenn er in Konzentra-
tionen, die im Einsatzgebiet verwendet
werden konnen, nicht mehr abgetotet
wird [36]. Es kann also sein, dass hohe-
re Konzentrationen des Wirkstoffes die-
sen Erreger noch abtoten wiirden, aber
nicht zur Verfiigung stehen oder in die-
ser Konzentration zu starke Nebenwir-
kungen auftreten und der Wirkstoff
deshalb nicht mehr eingesetzt werden
kann. Eine Resistenz ist in der Regel
genetisch festgelegt und kann damit
weitergeben werden. Diese Informati-
on kann in das bakterielle Genom inte-
griert oder auf beweglichem geneti-
schem Material gespeichert (sogenann-
te Plasmide) werden [7, 9, 12, 24, 28].
In der Wundversorgung gelten die
lokalen antimikrobiellen Wirkstoffe Sil-
ber, Octenidin und Polihexanid (PHMB)
als Standard [18, 19, 31]. Gleichwohl
existieren hierzu keine allgemeingiil-
tigen Leitlinien bzw. ist die lokale an-

timikrobielle Wundbehandlung in die-
sen Leitlinien kein zentrales Thema.
Die Evidenzlage der lokalen antimikro-
biellen Wundbehandlung wird hetero-
gen diskutiert. Die in Uberarbeitung
befindliche S3-Leitlinie (A) konnte kei-
ne signifikanten Studienergebnisse zum
klinischen Nutzen oder Schaden von
silberhaltigen Wundauflagen finden.
Da die infizierte Wunde nicht Gegenstand
der Leitlinie war und daher die Abwa-
gung eines moglichen Nutzens mit dem
moglichen Risiko einer Zytotoxizitat
nicht betrachtet wurde, hat die Leit-
linie hierzu keine Empfehlung gegeben.

Eine neuere Bewertung der Studien-
lage von silberhaltigen Wundauflagen
[8] identifizierte 39 klinische Studien,
darunter 31 randomisierte klinische
Studien (RCT) und acht kontrollierte
Kohortenstudien. Von diesen 39 klini-
schen Studien zeigten 28 Studien sta-
tistisch signifikante Endparameter zu-
gunsten von Silber.

Die zunehmende Resistenzentwick-
lung von Bakterien gegeniiber Antibio-
tika wird weltweit diskutiert, und vor-
dergriindig ist die Versorgung von chro-
nischen Wunden hiervon nicht direkt
betroffen, zumal der lokale Einsatz von
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(MHK, MBK)
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Abb. 1 Die Prifung auf Induktion einer bakteriellen Resistenz erfolgt
durch Vergleich der minimalen Hemmkonzentration (MHK) und bakteriziden
Konzentration (MBK) vor und nach Kontakt mit der Prifsubstanz und den
Prufkeimen S. aureus und Ps. aeruginosa. Eine Erhéhung der MHK- bzw.
MBK-Werte weisen auf eine Induktion einer bakteriellen Resistenz hin.

WUNDmanagement | 13. Jahrgang | 4/2019

177



Zu bakteriellen Resistenzen bei einem Silberionen-Komplex

Minimale Hemmkonzentration

(MHK)
Kontaktzeit mit ohne Kontakt mit  nach Kontakt mit
Prifsubstanz Prifsubstanz Priifsubstanz
1 Tag 10% 0,25%
3 Tage 05% 01%
7 Tage 3,0% 15%
14 Tage 0.5% 0.5%

Minimale Hemmkonzentration

(MHK)
Kontaktzeit mit  ohne Kontakt mit ~ nach Kontakt mit
Priifsubstanz Priifsubstanz Priifsubstanz
1 Tag 0.5% 0,25%

3 Tage 0.1% 0.1%
7 Tage 1.5% 15%
14 Tage 0.1% 0,1-05%

Minimale Bakterizide
Konzentration (MBK)

ohne Kontakt mit nach Kontakt mit

Prifsubstanz Prifsubstanz

2,5-50% 15->20%
3.0% 0,5%
2,0% 1.5%
0.5% 0,05%

Minimale Bakterizide
Konzentration (MBK)

ohne Kontakt mit ~ nach Kontakt mit

Priifsubstanz Priifsubstanz
0.5% 0.5%
0.5% 01-10%
1.5% 15%
4,0% 1,0%

Antibiotika zur Infektionsbekdmpfung
als nicht mehr lege artis betrachtet
wird [14, 15, 18, 29, 31]. In diesem Zu-
sammenhang wird immer wieder die
Resistenzentwicklung von Bakterien
gegeniiber antiseptischen Wirkstoffen
diskutiert [1, 20]. In ersten Arbeiten
dazu wurde eine Resistenzentwicklung
von Bakterien gegeniiber Chlorhexidin
sowie Triclosan nachgewiesen [10, 35].
Beziiglich Resistenzentwicklungen ge-
geniiber Silber sind, trotz verbreitetem
Einsatz im medizinischen Bereich, bis-
her keine Resistenzen mit klinischer
Relevanz publiziert worden [3, 4, 23].
Bislang gibt es nur wenige Daten zur
Frage, ob Silberionen-freisetzende Wund-
auflagen innerhalb der {iblichen An-
wendungszeit von 2 Wochen eine Sil-
berresistenz bei klinisch relevanten Er-
regern induzieren konnen. Wir haben
daher untersucht, ob der Silberionen-
Komplex, der in den Wundauflagen
Biatain Ag, Biatain Silicone Ag und
Biatain Alginate Ag enthalten ist, eine
Silberresistenz induzieren kann.

Material und Methoden

Als Priifsubstanz diente eine Losung ei-
nes Silber-Natrium-Hydrogen-Zirkonium-
Phosphat-Komplexes (Bezugsquelle Co-
loplast A/S, Chargen 21016712 und
40913712) in Wasser standardisierter
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Harte (WSH). Dieser Silberionen-frei-
setzende Komplex wird in den kom-
merziell erhéltlichen Wundauflagen
Biatain Ag, Biatain Silicone Ag und
Biatain Alginate Ag (Coloplast GmbH)
verwendet. Die Priifsubstanz wurde im
Konzentrationsbereich 0,0001-10%. ein-
gesetzt. Dies entspricht einer Silber-
ionenkonzentration von 0,1ppm bzw.
10.000 ppm.

Die Priifung auf Induktion einer
bakteriellen Resistenz erfolgte auf Ba-
sis der Methode von Maillard et al.
2013 [22] und Wesgate et al. 2016 [35]
mit den Priiforganismen Staphylococcus
aureus ATCC 6538 (S. aureus) und Pseu-
domonas aeruginosa ATCC 15442 (Ps.
aeruginosa). Bei diesem Priifmodell
wurden sowohl die minimale Hemm-
konzentration (MHK) als auch die mi-
nimale Bakterizide Konzentration (MBK)
zuerst ohne Kontakt mit der Priifsubs-
tanz bestimmt. Danach wurden die
Priifbakterien mit subletalen Konzen-
trationen von 0,0001-10%. der Prif-
substanz ausgesetzt und anschliefend
die MHK und MBK bestimmt. Als Ex-
positionszeiten wurden 1, 3, 7 und 14
Tage ausgewahlt, da dies den iiblichen
Anwendungsdauern von Wundaufla-
gen entspricht. Die Kontaktzeiten der
Priifbakterien wurden im Vergleich zur
Methodik von Wesgate und Maillard

mit bis zu 14 Tagen deutlich verlangert.
Der Grund hierfiir ist, dass eine lokale
antimikrobielle Behandlung, auch mit
silberhaltigen Wundauflagen, zeitlich
befristet erfolgen und nach spétestens
zwei Wochen der Behandlungserfolg
tiberpriift werden sollte (Abbildung 1).

Eine Erhéhung der MHK bzw. MBK
der Bakterien nach Kontakt mit der
Priifsubstanz weist auf eine Reduktion
der Empfindlichkeit oder sogar der In-
duktion einer bakteriellen Resistenz
hin (Abbildung 1). Alle Versuche wur-
den in drei Durchgéngen durchgefiihrt,
bei 1 Tag Exposition jeweils einer Par-
allele, fiir die Expositionen 3, 7 und 14
Tage mit jeweils zwei Parallelen durch-
gefiihrt.

Als Kontrollwirkstoff wurde Triclo-
san gepriift. Der Wirkstoff kann be-
kanntermafen Resistenzen bei Bakte-
rien induzieren [35]. Verwendet wurde
eine 1%-ige Triclosan-Stammldsung in
Aceton.

Die Neutralisation bei der Bestim-
mung der MBK erfolgte bei der Priif-
substanz durch 2g/L Cystein (C) und
bei Triclosan durch 30g/L Polysorbat
80,1g/L Lecithin, 5g/L Cystein, 10ml/L
Miglyol 812 N (TLCM). Die Wirksam-
keit der Neutralisation wurde in Anleh-
nung an DIN EN 13727 validiert.

Ergebnisse

Fiir den Silberkomplex wurden fiir S.
aureus eine MHK von 0,5-3,0% und
eine MBK von 0,5-5,0% ohne Kontakt
mit dem Silberkomplex nachgewiesen
(Tabelle 1). Fiir P. aeruginosa wurden
eine MHK von 0,1-1,5% und eine MBK
von 0,5-4,0% ohne Kontakt mit dem
Silberkomplex nachgewiesen (Tabelle
2). Nach Kontakt mit dem Silberkom-
plex wurden eine MHK von 0,1-1,5%
fiir beide Testbakterien und eine MBK
von 0,05-1,5/>2,0% fir S. aureus so-
wie von 0,1-1,5% fiir P. aeruginosa ge-
funden (Tabellen 1 und 2). Die MHK-
und MBK-Werte befinden sich nach
Kontakt mit der Priifsubstanz inner-
halb des ohne Kontakt gemessenen
Konzentrationsbereichs.

Im Vergleich hierzu wurde fiir die
Kontrollsubstanz Triclosan unterschied-
liche Werte fiir die MHK und MBK mit
und ohne Kontakt zur antimikrobiellen
Substanz iiber den Priifzeitraum von
24 Stunden in nicht-letalen Konzentra-
tionen fiir 24 Stunden nachgewiesen.
Fiir S. aureus betrugen die MHK und
die MBK 0,0009% ohne Exposition zu



Triclosan und nach Exposition iiber 24
Stunden > 0,005%. Fiir P. aeruginosa
betrugen die MHK 15% und die MBK
20% ohne Exposition zu Triclosan und
nach Exposition iiber 24 Stunden be-
trugen die MHK und MBK > 20% (Ta-
belle 4).

Diskussion

Klinische Bakterienisolate aus Wunden
werden bereits durch geringe Silber-
Konzentrationen sicher abgetotet [3, 4,
16, 25, 26]. Das Risiko einer bakteriel-
len Resistenzentwicklung bei Silber-
ionen wird aufgrund des mehrfachen,
unspezifischen Wirkortes als deutlich
reduziert [27, 30] und das Risiko einer
Resistenzentwicklung als selten und
sporadisch eingestuft [6, 16, 27]. Auch
Bakterienstdmme, die Triger von Re-
sistenzgenen sind, werden durch silber-
haltige Wundauflagen sicher abgetotet
[37, 38], woraus bisher keine klinische
Relevanz in der lokalen antimikrobiel-
len Wundbehandlung abgeleitet [2, 3, 4].

In dieser Arbeit konnte in einem
in-vitro-Modell gezeigt werden, dass
ein Silberkomplex innerhalb von zwei
Wochen keine Resistenzen bei S. aureus
und P. aeruginosa induziert, die hédufig
Wundinfektionen verursachen. Einzel-
ne geringe Verdnderungen der MHK-
und MBK-Werte nach einzelnen Expo-
sitionszeiten waren nicht reproduzier-
bar und werden daher als natiirliche
Schwankung der Methode bewertet
(Tabelle 1 und 2).

Fiir unsere Fragestellung hatte die
bakterizide Wirkung (MBC) gema(3 DIN
EN 13727:2015-12 ,,Chemische Desin-
fektionsmittel und Antiseptika — Quan-
titativer Suspensionsversuch zur Be-
stimmung der bakteriziden Wirkung
im humanmedizinischen Bereich — Priif-
verfahren und Anforderungen (Phase
2, Stufe 1)“ durchgefiihrt werden kon-
nen. Wir haben jedoch bewusst die Me-
thode nach Wesgate und Maillard [22,
35] ausgewahlt, da dieses Verfahren
die Priifung einer moglichen Resistenz-
entwicklung beschreibt und unsere Er-
gebnisse und Aussagen basierend auf
den publizierten Vorgaben valide sind.
Wesgate und Maillard verwenden zu-
dem als Referenzsubstanz die antimik-
robielle Substanz Triclosan, die (inter-
national) haufig eingesetzt wird, z.B.
im Bereich von hygienischen Wasch-
préparaten, Hautantiseptika und in
Wundantiseptika. Fiir diese Substanz
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Minimale Hemmkonzentration

Minimale Bakterizide

(MHK) Konzentration (MBK)
Kontaktzeit mit ~ ohne Kontakt zu nach Kontakt zu ohne Kontakt zu nach Kontakt zu
Tricolsan Triclosan Triclosan Triclosan Triclosan
1 Tag 0,0009% >0,005% 0,0009% >0,005%

Minimale Hemmkonzentration

Minimale Bakterizide

(MHK) Konzentration (MBK)
Kontaktzeit mit  ohne Kontakt zu nach Kontakt zu ohne Kontakt zu nach Kontakt zu
Tricolsan Triclosan Triclosan Triclosan Triclosan
1 Tag 150% >20,0% 20,0% >20,0%

ist die Entwicklung von Resistenzen
beschrieben; sie zeigte in unserer Un-
tersuchung eine Erhohung der MHK-
und MBK-Werte nach Kontakt von 24
Stunden mit der antimikrobiellen Subs-
tanz (Tabelle 3 und 4).

Die Kontaktzeiten der Priifbakterien
wurden im Vergleich zur Methodik von
Wesgate und Maillard mit bis zu 14
Tagen deutlich verldngert. Der Grund
hierfiir ist, dass eine lokale antimikro-
bielle Behandlung, auch mit silberhalti-
gen Wundauflagen, zeitlich befristet
erfolgen und nach spatestens zwei Wo-
chen der Behandlungserfolg {iberpriift
werden sollte [18, 19, 31].

Wie es zu der im Versuch gefunde-
nen verminderten MBK nach 14 Tagen
Exposition mit dem Silberionen-Kom-
plex im Vergleich zu den Werten an Tag
1 oder 7 kommt, ist nicht abschlieRend
geklart. Es ist denkbar, dass eine 14-
tégige Exposition der Bakterien gegen-
iiber subletaler Dosen von Silberionen
zu einer Beeintrdchtigung der Bakteri-
en im Wachstum kommt, so dass die
MBK sinkt. Diese Hypothese muss je-
doch durch weitere Untersuchungen
abgeklédrt werden.

Limitierend sind in unserem Ver-
such die Zahl der Parallelansitze, da
iblicherweise Triplets in dreifacher
Wiederholung bei antimikrobiellen Prii-
fungen durchgefiihrt werden. Wir ha-
ben zwei Priifdurchgénge durchgefiihrt
und halten diesen experimentellen Auf-
wand in Bezug auf die getroffenen Aus-
sagen fiir ausreichend.

Nichtsdestotrotz sind die Ergebnisse
in den Untersuchungsansdtzen sehr

homogen (Tabelle 1). Die gefundene
Schwankungsbreite ist bei den durch-
gefithrten Priifverfahren {iblich, wie
sich in verschiedenen Ringversuchser-
gebnissen der letzten Jahre gezeigt hat.
Unter den Versuchsbedingungen wur-
den fiir die Kontrollsubstanz eine Erho-
hung der MHK- und MBK-Werte gefun-
den (Tabelle 3 und 4). Dies zeigt, dass
der Versuchsansatz eine Resistenz-
induktion nachweisen kann. Die Be-
schrdnkung auf wenige Parallelansitze
diirfte deshalb nur eine geringe Limita-
tion sein.

Eine weitere Limitierung unserer
Studie ist die Zahl der untersuchten
Spezies. In unserer Untersuchung wur-
den zwei wichtige wundrelevante Bak-
terien, P. aeruginosa und S. aureus, un-
tersucht. Beide Bakterienarten gehoren
zu den haufigsten in Wunden gefunde-
nen Bakterien [2, 5, 9, 13]. Trotz alle-
dem sollten weitere Untersuchungen
mit wundrelevanten Keimen wie z.B.
Acinetobacter baumannii u.a. durchge-
fihrt werden.

Die Priifung nach Maillard und Wes-
gate beinhaltet auch die Moglichkeit,
eine vorhandene Kreuzresistenz mit
Antibiotika nachzuweisen. Die entspre-
chenden Untersuchungen wurden durch-
gefiihrt, werden in dieser Arbeit aber
nicht présentiert. Die Untersuchungen
ergaben fiir S. aureus keine Hinweise
auf eine Kreuzresistenz. Fiir P. aerugi-
nosa wurden leichte Verdnderungen in
der Empfindlichkeit gegeniiber den
unbehandelten Bakterienzellen gefun-
den. Jedoch wurden keine Verdnderun-
gen bei fiinf Minuten Kontaktzeit ge-
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funden. Dies ist in Ubereinstimmung
mit der Literatur, in der sich bislang
keine hinreichende Evidenz fiir die
Kreuzresistenz von Silber-lonen und
Antibiotika finden [34].

Von den in der lokalen antimikrobi-
ellen Wundtherapie eingesetzten Wirk-
stoffen Octenidin, Polihexandid (PHMB),
Honig, Povidon-Iod (PVP-Iod), Wasser-
stoffperoxid, Hypochlorit und Silber
werden nur PHMB, Honig, PVP-Iod und
Silber in Wundauflagen verwendet. Die
Resistenz gegeniiber PHMB ist in der
Literatur beschrieben, jedoch finden
sich keine Hinweise auf eine Kreuzre-
sistenz mit Antibiotika [17]. Fiir Octen-
idin finden sich keine Beschreibungen
fiir Resistenzgene, jedoch ist eine
Kreuzresistenz mit Gentamicin, Colis-
tin, Amikacin und Tobramycin bei P.
aeruginosa bekannt [17]. Eine neuere
Arbeit beschreibt ein mogliches erhoh-
tes Risiko einer erhohten Toleranz ge-
geniiber P. aeruginosa bei vermehrtem
Einsatz von Octenidin [33].

Zusammenfassend lasst sich schluss-
folgern, dass die hier préasentierten ex-
perimentellen Daten des untersuchten
Silberionenkomplex auf kein Risiko ei-
ner Induktion einer Silberresistenz hin-
weisen.
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