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Bakteriostatische und bakterizide in-vitro- 
Wirksamkeit antimikrobieller Wundauflagen  
unter organischer Belastung

Bacteriostatic and bactericidal in-vitro efficacy  
of antimicrobial wound dressings under organic load conditions

H. Braunwarth, F. H. H. Brill, H. Brill

ZUSAMMENFASSUNG
Studiendesign: Für eine wirksame antimi-
krobielle lokale Wundbehandlung müssen 
mit Silberverbindungen oder Polihexanid 
ausgerüstete Wundauflagen in Gegenwart 
hoher Eiweißkonzentrationen wirksam sein. 
Silber wird jedoch ein hoher Eiweißfehler 
zugeschrieben. Ziel der Untersuchung war, 
in in-vitro-Versuchsmodellen, den Einfluss 
von Eiweiß auf die bakteriostatische und 
bakterizide Wirkung eines Silberionen-frei-
setzenden Schaumverbands zu bestimmen. 

Methodik: Die antimikrobielle Wirk-
samkeit eines Silberionen-freisetzenden 
Schaumverbands (Biatain® Ag) und einer 
PHMB-freisetzenden Wundauflage (Supra-
sorb® X + PHMB) gegenüber Pseudomonas 
aeruginosa, Methicillin-Resistentem Sta-
phylococcus aureus (MRSA) und Vanco-
mycin-Resistentem Enterococcus faecium 
(VRE) wurde in zwei Testverfahren geprüft. 
Im Agardiffusionstest wurde die bakterio-
statische Wirksamkeit in Anlehnung an DIN 
58940 bestimmt. Außerdem wurde eine 
auf Basis der DIN 58940 und der DIN EN 
13727 neu entwickelte Prüfmethodik zur 
Bestimmung der bakteriziden Wirksamkeit 
eingesetzt. Bei diesem Verfahren werden 
nach einer Einwirkzeit von 24 h wurden die 
Wirkstoffe inaktiviert und die Reduktions-
faktoren (RF) berechnet.

Ergebnisse: Erwartungsgemäß zeigten 
beide Wundauflagen eine bakteriostatische 
und bakterizide Wirksamkeit. Mit steigen-

der Eiweißkonzentration reduzierte sich die 
Wirksamkeit beider Wundauflagen: Bei Sil-
ber ist dieser Effekt stärker als bei Polihexa-
nid. Überraschenderweise war jedoch auch 
bei einer hohen Eiweißbelastung mit 9 % 
Albumin noch eine bakteriostatische und 
bakterizide Wirksamkeit der Silberionen 
freisetzenden Wundauflage nachweisbar. Es 
ergaben sich nach 24 h Einwirkzeit folgende 
RF: MRSA 5,04, VRE 2,96, Pseudomonas ae-
ruginosa 3,66. 

Schlussfolgerungen: Beide in-vitro-Prüf-
modelle sind geeignet, das antimikrobielle 
Potential von Wundauflagen zu bestim-
men. Die Gegenwart von Eiweiß reduziert 
die Wirksamkeit der Wundauflagen. Auch 
unter einer wundrelevanten organischen 
Belastung wurde jedoch eine ausreichende 
bakteriostatische und bakterizide Wirkung 
nachgewiesen.
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SUMMARY
Study design: For a sufficient antimicrobial 
wound treatment silver- and polihexanide-
releasing wound dressings have to remain 
active in the presence of high protein con-
centrations. However, for silver a signifi-
cant influence of proteins is expected. The 
aim of this in-vitro-study was, therefore, to 
measure the influence of proteins on the 
bacteriostatic and bactericidal efficacy of a 
silver-releasing foam dressing.

Methods: The antimicrobial efficacy of 
a silver-releasing foam dressing (Biatain® 
Ag) and a polihexanide-releasing wound 

dressing (Suprasorb® X + PHMB) against 
Pseudomonas aeruginosa, Methicillin-
Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 
and Vancomycin-Resistant Enterococcus 
faecium (VRE) was measured in two in-vitro 
assays. The bacteriostatic efficacy was de-
termined in an agar diffusion assay based 
on DIN 58940. To measure the bactericidal 
efficacy a new developed test method based 
on DIN 58940 and EN 13727 was used . In 
this method the active agents were inactiva-
ted after the exposure time of 24 h and the 
corresponding reduction factor (RF) have 
been determined.

Results: As expected both wound dres-
sings showed a bacteriostatic and a bacte-
ricidal efficacy. Increased protein burden 
reduced the efficacy of the dressings. This 
effect was stronger for silver compared to 
polihexanide. However, also with a high 
protein presence of 9 % albumin the silver 
dressing remained active. The following 
reduction factors were distributed with a 
contact time of 24 h: MRSA 5.04, VRE 2.96, 
Pseudomonas aeruginosa 3.66. 

Conclusion: Both in-vitro-test assays 
were able to determine the antimicrobial 
potential of the wound dressings. Protein 
burden reduces the efficacy of the products. 
However, also in presence of high protein 
concentrations simulating wound condi-
tions, the tested wound dressings showed 
a sufficient bacteriostatic and bactericidal 
efficacy. 
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folgte die Homogenisierung des Agars mit 
der Inaktivierungslösung. Aus der homo-
genisierten Suspension wurde die Lebend-
keimzahl auf CSA bestimmt. 

Parallel wurde nach dem beschriebe-
nen Verfahren eine Kontroll-Untersuchung 
mit Wasser standardisierter Härte (WSH) 
getränkter steriler Baumwollgaze durch-
geführt. Damit ist die quantitative Bestim-
mung des Reduktionsfaktors (RF) mög-
lich. Die Reduktionsfaktoren wurden aus 
der Differenz der Keimzahlen am Ende der 
Kontroll-Versuche sowie der Lebendkeim-
zahl der Versuche mit den Probekörpern 
berechnet und als log10 dargestellt: 

log10 Koloniebildende Einheiten (KBE)/ml 
Kontrollversuch WSH – log10 KBE/ml Pro-
bekörper = RF.

| Ergebnisse
Biatain Ag zeigte eine ausgeglichene bak-
teriostatische Wirksamkeit gegenüber den 
Prüforganismen. Die Wirksamkeit wurde 
durch die Gegenwart von Albumin redu-
ziert. Jedoch war bei allen geprüften orga-
nischen Belastungen, auch noch bei 9 % 
Albumin, eine bakteriostatische Wirkung 
nachweisbar. 

Die bakteriostatische Wirksamkeit von 
Suprasorb X + PHMB war prüforganis-
menspezifisch unterschiedlich. Die Wirk-
samkeit gegenüber MRSA war am stärks-
ten und etwas schwächer gegenüber En-
terococcus faecium (VRE). Gegenüber 
Pseudomonas aeruginosa ist das Produkt 
an der Grenze zur Wirksamkeit. Der Wirk-
stoff PHMB aus Suprasorb X + PHMB zeig-
te jedoch nur einen geringen Eiweißfehler, 
der niedriger war als bei Biatain Ag (Ta-
belle 1). 

Biatain Ag zeigte eine bakterizide 
Wirksamkeit gegenüber allen Prüforga-
nismen. Diese Wirkung war erwartungs-
gemäß abhängig von der Albuminkonzen-
tration. Mit steigender Albuminkonzent-
ration reduzierte sich die bakterizide Wirk-
samkeit. Jedoch war auch bei einer hohen 
Proteinkonzentration von 9 % Albumin 
noch eine bakterizide Wirksamkeit nach-
weisbar. Bei dieser hohen organischen Be-
lastung lag der Reduktionsfaktor für 
MRSA bei 5,04, für VRE bei 2,96 und für 
Pseudomonas aeruginosa bei 3,66 (Tabel-
le 2 und Abbildung 1). 

| Diskussion
Nach Pitten et al. [12] sind (flüssige) 
Wundantiseptika ab einem Reduktions-

de Caseinpepton-Sojamehlpepton-Agar 
(CSA) mit 0,3 %, 3,0 %, 6,0 % und 9,0 % 
Rinderalbumin versetzt. Eine Albumin-
konzentration über 9 % konnte in CSA 
nicht eingestellt werden. 

Folgende Prüforganismen kamen zum 
Einsatz (Bezugsquelle Deutsche Samm-
lung von Mikroorganismen und Zellkultu-
ren (DSMZ), Braunschweig):
1.  Methicillin-Resistenter Staphylococcus 

aureus (MRSA), ATCC 33952
2.  Vancomycin-Resistenter Enterococcus 

faecium (VRE), ATCC 13590
3.  Pseudomonas aeruginosa, ATCC 15442

Prüfung der  
bakteriostatischen  
Wirksamkeit in Anlehnung  
an DIN 58940
Grundlage der Untersuchung war die DIN 
58940 (1999). Die Agarböden (CSA) wur-
den mit den Prüforganismen beimpft. Da-
nach erfolgte die Applikation der Probe-
körper. Biatain Ag und Suprasorb X + 
PHMB wurden vor der Applikation für 30 
Sekunden in 0,9 %iger NaCl-Lösung ge-
tränkt, um eine vollständige Befeuchtung 
der Wundauflage vor Versuchsbeginn zu 
erreichen.

Nach einer Einwirkzeit von 24 h wur-
den die Hemmhöfe um die Prüfkörper ge-
messen.

Prüfung der  
bakteriziden Wirksamkeit
Die Prüfmethodik wurde neu entwickelt 
und erstmals in der beschriebenen Form 
durchgeführt [2]. Grundlage der Metho-
denentwicklung waren die DIN 58940 
(1999) [7] sowie die DIN EN 13727 (2004) 
[15]. Die Agarböden wurden mit Prüforga-
nismen beimpft. Danach erfolgte die Ap-
plikation der Probekörper auf die konta-
minierten Oberflächen der Agarböden. Die 
Silberionen freisetzende Wundauflage 
wurden vor der Applikation für 30 Sekun-
den in 0,9 %iger NaCl-Lösung getränkt.

Nach einer Einwirkzeit von 24 h wur-
de der Agarboden direkt und exakt unter 
den Probekörpern (Durchmesser 20 mm) 
entnommen und mit der nach DIN EN 
13727 (2004) validierten Inaktivierungs-
kombination aus 80 g/L Polysorbat 80, 
60 g/L Saponin, 8 g/L Lecithin und 20 g/L 
Natriumdodecylsulfat versetzt, um die 
Wirkung der antimikrobiellen Substanz zu 
beenden. Im Walkmischer (Stomacher) er-

|  Einleitung

Es wurde bereits gezeigt, dass die pH-Wer-
te in der Wunde einen entscheidenden Ein-
fluss auf die antimikrobielle Wirksamkeit 
von Wundauflagen haben [1, 11, 13]. Neben 
dem pH-Wert und der Gegenwart verschie-
dener Mikroorganismen muss jedoch bei 
der Behandlung akuter und chronischer 
Wunden auch in Betracht gezogen werden, 
dass organisches Material wie Blut, Prote-
ine und Fibrin die Wirksamkeit antimikro-
bieller Wundtherapeutika beeinflusst. Die-
ser Effekt ist bekannt und in der Literatur 
beschrieben [8, 12]. Es ist generell zu er-
warten, dass die Wirksamkeit mit steigen-
der organischer Belastung abnimmt, da die 
Wirkstoffe mit Proteinen reagieren oder in-
teragieren [12]. Insbesondere oxidierenden 
Wirkstoffen wie Povidon-Iod [5] oder auch 
Silber-Verbindungen [8] wird ein besonders 
hoher Eiweißfehler zugeschrieben. Die 
Grundlage dieser Einschätzung sind die Er-
gebnisse von in-vitro Untersuchungen im 
qualitativen oder quantitativen Suspensi-
onsversuch. Dieser Versuchsansatz spie-
gelt jedoch die Anwendungsbedingungen 
einer Wundauflage unzureichend wider. 

Ziel der vorliegenden Untersuchung 
war es daher mit zwei verschiedenen in-
vitro-Verfahren, die dem Wirkmechanis-
mus und der Anwendung von Wundaufla-
gen näher kommen, zu prüfen, inwieweit 
die bakteriostatische (Bakterien hemmen-
de) und die bakterizide (Bakterien abtö-
tende) Wirksamkeit von Silber-Ionen, die 
aus einer Schaumstoff-Wundauflage frei-
gesetzt werden, und von Polihexamethy-
lenbiguanid (PHMB) aus einer PHMB-frei-
setzenden Wundauflage, durch die Gegen-
wart von organischem Material beein-
trächtigt wird. 

|  Material und Methode

Material
Folgende kreisrunde Prüfkörper mit einem 
Durchmesser von 20 mm kamen zum Ein-
satz:
1.  Biatain Ag, Coloplast GmbH, Hamburg. 

Ch.Bez. 1672340
2.  Suprasorb X + PHMB, Lohmann & Rau-

scher GmbH & Co. KG, Neuwied. Ch.
Bez. 2980530131

3.  Sterile Gaze mit WSH, Dr. Brill + Part-
ner GmbH, Hamburg (Kontrolle Bakte-
rizide Wirksamkeitsprüfung)

Zur Einstellung der Proteinbelastung wur-
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faktor von 3, der innerhalb von 1 Stunde 
Einwirkzeit erreicht werden sollte, als aus-
reichend bakterizid wirksam zu bewerten. 
Eine weitere Bedingung ist eine praxisre-
levante organische Belastung mit 4,5 % 
Rinderserumalbumin, 4,5 % Blut und 1 % 
Mucin. In den vorliegenden Untersuchun-
gen wurde die organische Belastung aus-
schließlich mit aus Rinderserumalbumin 
(Proteingemisch) eingestellt. Mucin wur-
de nicht berücksichtigt, weil diese Prote-
inklasse nur in Schleimhäuten vorkommt, 
die eingesetzten Wundauflagen aber ins-
besondere für die Behandlung chronischer 
Wunden eingesetzt werden. In diesen 
Wunden spielt Blut keine entscheidende 
Rolle. Jedoch könnte der Einsatz von z. B. 
Schafblut in weiteren Untersuchungen Er-
kenntnisse über das Verhalten der Wund-
auflagen in z. B. akuten, traumatischen 
Wunden erbringen. Es kann jedoch davon 
ausgegangen werden, dass bei der einge-
stellten organischen Belastung die Bedin-
gungen in einer chronischen Wunde recht 
realistisch simuliert worden sind. Eine hö-
here organische Belastung mit Albumin 
konnte im eingesetzten Agarmedium auf-

grund einer begrenzten Löslichkeit nicht 
eingestellt werden. Es konnte daher in die-
sem Versuchsmodell nicht die organische 
Belastung festgestellt werden, bei der kei-
ne antimikrobielle Wirkung mehr nach-
weisbar ist. 

Bei infektionsgefährdeten und infizier-
ten Wunden erfolgt der erste Verband-
wechsel üblicherweise nach einem Tag 
und die darauffolgenden Verbandwechsel, 
je nach Wundzustand, im Durchschnitt 
nach 2 bis 3 Tagen [10], so dass die Wund-
auflagen mindestens 24 h Zeit haben, um 
ihre Wirksamkeit zu entfalten. Die Ein-
wirkzeit wurde deshalb auf 24 h festge-
setzt. Antimikrobiell ausgerüstete Wund-
auflagen haben das therapeutische Ziel, 
dass sich die mikrobiologische Belastung 
während der Tragezeit nicht erhöht und im 
optimalen Fall sogar reduziert. Es scheint 
deshalb sinnvoll, Produkte als ausreichend 
wirksam zu bewerten, die einen Redukti-
onsfaktor von größer zwei unter praxisre-
levanter organischer Belastung innerhalb 
von 24 h erreichen.

Die von uns erarbeiteten Ergebnisse 
stimmen mit den Ergebnissen aus dem Ob-

jektträgertest [6] überein. In diesem Ver-
suchsmodell werden auf eine rostfreie 
Stahlplatte Mikroorganismen in einem Be-
lastungsmedium, das u. a. 10 % fötales 
Rinderserum enthält, appliziert und an-
schließend 30 Minuten angetrocknet. Die 
zu prüfende Wundauflage wird dann auf 
den Objektträger gelegt und die Zahl der 
überlebenden Mikroorganismen nach de-
finierten Zeitabständen bestimmt. Für Bi-
atain Ag wurden nach 24 Stunden Reduk-
tionsfaktoren (log RF) bei Staphylococcus 
aureus von 1,90 (SD ± 0,15), bei MRSA von 
3,10 (SD ± 0,18) und bei Pseudomonas ae-
ruginosa von 2,10 (SD ± 0,14) gemessen. 
Die Keimreduktionen sind nach 30 Minu-
ten (Pseudomonas aeruginosa), 3 Stunden 
(MRSA) bzw. 10 Stunden statistisch sig-
nifikant höher im Vergleich zu derselben 
Wundauflage ohne Silberionen. 

Methicillin-Sensitiver S.aureus (MSSA) 
und MRSA können eine unterschiedliche 
Empfindlichkeit gegenüber antimikrobiel-
len Substanzen aufweisen. Für den Silber-
ionenkomplex in Biatain Ag wurde eine 
stärkere Empfindlichkeit als gegenüber 
MSSA nachgewiesen [3, 6]. Eine klinische 

Albumin-
konzentration

Hemmhof in [mm]

MRSA
ATCC 33592, (2,5 x 106 KBE/ml)*

Enterococcus faecium (VRE)
ATCC 13590, (3,0 3 106 KBE/ml)*

Peudomonas aeruginosa
ATCC 15442, (2,6 3 106 KBE/ml)*

Biatain Ag SuprasorbX 
+ PHMB

Biatain Ag SuprasorbX 
+ PHMB

Biatain Ag SuprasorbX 
+ PHMB

0,3 % Albumin 2,1 ± 0,6 3,5 ± 0,5 2,4 ± 0,9 2,2 ± 0,2 3,9 ± 1,1 0,7 ± 0,2

3,0 % Albumin 1,0 ± 0,3 3,5 ± 0,5 1,9 ± 0,6 1,5 ± 0,3 2,0 ± 0,6 0,5 ± 0,3

6,0 % Albumin 1,1 ± 0,7 3,0 ± 0,0 2,1 ± 0,9 1,0 ± 0,0 2,3 ± 0,8 0,8 ± 0,4

9,0 % Albumin 1,1 ± 0,4 3,0 ± 0,0 2,0 ± 0,6 1,0 ± 0,0 2,0 ± 0,9 0,8 ± 0,4
* Ausgangskeimzahlen der Prüforganismen.

Tabelle 1
Ergebnisse im Agardiffusionstest in Anlehnung an DIN 58940 der Silberionen-Freisetzenden Wundauflage Biatain Ag und der PHMB-
freisetzenden Wundauflage Suprasorb X+PHMB. Angegeben sind die Mittelwerte der Hemmhöfe in mm und die Standardabweichungen 
aus je 10 Paralleluntersuchungen.

Albumin-
konzentration

Reduktionsfaktor

MRSA
ATCC 33592, (1,5 x 109 KBE/ml)*

Enterococcus faecium (VRE)
ATCC 13590, (2,0 3 108 KBE/ml)*

Peudomonas aeruginosa
ATCC 15442, (2,2 3 109 KBE/ml)*

Biatain Ag Biatain Ag Biatain Ag

0,0 % Albumin 7,9 ± 0,7 5,9 ± 0,1 6,0 ± 0,2

3,0 % Albumin 7,6 ± 0,4 5,5 ± 0,6 6,5 ± 0,0

6,0 % Albumin 4,2 ± 0,1 6,2 ± 0,2 6,6 ± 0,6

9,0 % Albumin 5,0 ± 0,5 3,0 ± 0,2 3,7 ± 0,3
* Ausgangskeimzahlen der Prüforganismen.

Tabelle 2
Bakterizide Wirksamkeit im modifizierten Agardiffusionstest in Anlehnung an DIN 58940 und DIN EN 13727 der Silberionenfreisetzenden 
Wundauflage Biatain Ag und Gaze+WSH (Kontrolle). Für Biatain Ag sind die Mittelwerte der Reduktionsfaktoren (log RF) und die Stan-
dardabweichungen aus je 3 Paralleluntersuchungen angegeben.
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Relevanz hat dieser Effekt jedoch nicht, da 
für eine Anwendungsempfehlung die Tes-
tergebnisse mit MSSA herangezogen wer-
den und daher eine sichere Wirkung gegen-
über MSSA und MRSA gewährleistet ist.

Aus unserer Sicht sind beide eingesetz-
ten in-vitro-Prüfmodelle geeignet, das an-
timikrobielle Potential bezüglich der bak-
teriostatischen und bakteriziden Wirksam-
keit von Wundauflagen nachzuweisen. Das 
Versuchsdesign zur Prüfung der bakteri-
ziden Wirksamkeit von Wundauflagen hat 
plausible Resultate geliefert. Es wird eben-
falls in der Laborroutine als praktikabel 
bewertet. Die vorgeschlagene Prüfmetho-
dik scheint damit geeignet zu sein, die bak-
terizide Wirksamkeit von Wundauflagen 
zu prüfen. Insbesondere die neue Metho-
dik zur Prüfung der bakteriziden Wirk-
samkeit kann einen wichtigen Beitrag zur 
Wirksamkeitsbewertung antimikrobiell 
ausgerüsteter Wundauflagen liefern [2]. 
Natürlich sind in-vitro-Modelle immer nur 
eine Vorstufe eines klinischen Wirksam-
keitsnachweises, jedoch geben sie wichti-
ge Hinweise, die auch für den Praktiker 
hilfreich sind.

Unter Berücksichtigung dieser Fakten 
wurde mit beiden Prüfmodellen überra-
schenderweise gezeigt, dass auch hohe or-
ganische Belastungen bis zu 9 % Albumin, 
die bakteriostatische und bakterizide Wirk-
samkeit einer Wundauflage, die Silberio-
nen freisetzt zwar reduzierte, jedoch nicht 
aufhob. Offensichtlich behält zumindest 
das eingesetzte Prüfprodukt (Biatain® Ag) 
mit seiner Silberkonzentration und Darrei-
chungsform auch unter hoher Eiweißkon-
zentration, also unter wundrelevanten Be-
dingungen, eine bakteriostatische und bak-
terizide Wirkung. Der geringste Redukti-
onsfaktor, der bei 9 %iger Albuminbelas-
tung nachgewiesen wurde, war gegenüber 
Enterococcus faecium (VRE) 2,98. Damit er-
gab sich immer noch eine deutliche Keim-
reduktion um nahezu 99,9 % innerhalb von 
24 h. Diese Keimreduktion erlaubt es auch 
unter diesen Bedingungen dem Prüfpro-
dukt eine ausreichende bakterizide Wir-
kung zuzusprechen.

Es ist wahrscheinlich, dass Wundauf-
lagen mit anderen Silberkonzentrationen 
und Darreichungsformen differierende Er-
gebnisse liefern. Dennoch scheint der Ei-
weißfehler, der dem Wirkstoff Silber zuge-
sprochen wird, geringer zu sein als erwar-
tet, auch wenn unser Versuchsaufbau be-
stätigt, dass sich die antimikrobielle Wirk-
samkeit von Silber-Ionen bei steigender or-

ganischer Belastung reduziert, d. h. ein 
Eiweißfehler besteht. Deshalb kann jedoch 
nicht generell bei allen Silberprodukten da-
von ausgegangen werden, dass sie unter 
hoher organischer Belastung keine oder 
keine ausreichende Wirksamkeit mehr be-
sitzen. Allerdings kann dies durch unsere 
Untersuchungen auch nicht ausgeschlos-
sen werden, weshalb z. B. klinischen Stu-
dien in Zukunft wünschenswert wären. Un-
sere Ergebnisse ergänzen die bisherigen in 
vitro-Untersuchungen, die sich ausführlich 
mit Fragen der Toxizität, der Konzentrati-
onsabhängigkeit der antimikrobiellen Wir-
kung, der Biofilmproblematik beschäftig-
ten. Wir teilen auch die in der Literatur ge-
äußerte Vorsicht vor Übertragbarkeit von 
in vitro Ergebnissen auf die klinische Pra-
xis [5]. Dennoch liefern valide in vitro-Un-
tersuchungen oftmals wertvolle Hinweise 
für klinischen Einsatz der Produkte.
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Abbildung 1
Bakterizide Wirksamkeit im modifizierten Agardiffusionstest in Anlehnung an DIN 58940 
und DIN EN 13727 der Silberionen-Freisetzenden Wundauflage Biatain Ag. Angegeben 
sind die Mittelwerte der Reduktionsfaktoren (log RF) nach 24 Stunden und die Standard-
abweichungen aus je 3 Paralleluntersuchungen als Fehlerbalken.
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