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Background: Sodium hypochlorite (NaClO, SHC)/hypochlorous acid (HClO, HCA) wound irrigation solutions have
experienced a renaissance in the prevention and treatment of low-level wound infections. They are attributed
with lower cytotoxicity and have therefore gained increasing attention in daily clinical practice.

Objectives: To determine the cytotoxicity and antimicrobial efficacy of six NaClO/HClOwound irrigation solutions.

Methods: For cytotoxicity evaluation (based on DIN EN 10993-5), human keratinocytes (HaCaT) and human skin
fibroblasts (BJ) were used. Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosawere used for antimicrobial effi-
cacy evaluation (based on DIN EN 13727). Solutions were evaluated after 1, 5 and 15min of exposure.
Additionally, physicochemical properties (pH and oxidation–reduction potential values) were investigated.

Results: Efficacy and cytotoxicity varied significantly between solutions. Generally, increasing antimicrobial ac-
tivity was associated with decreasing cell viability. Furthermore, a concentration- and time-dependent impact
on pathogens and cells was observed: cytotoxic and antimicrobial activity increasedwith rising NaClO/HClO solu-
tion concentrations and extended exposure times. Based on these in vitro evaluations, the following ranking
(lowest to highestmicrobicidal effect and cytotoxic impact) was found: Microdacyn60V

R

(SHC/HCA-M),GranudacynV
R

(SHC/HCA-G),VeriforteTM (SHC/HCA-V),KerraSolTM (SHC-K), LavanoxV
R

(SHC-L)�ActiMarisV
R

forte (SHC/SM-A).

Conclusions: The presented results indicate that microbicidal effects are almost always associated with certain
negative side effects on cell proliferation. Efficacy and biocompatibility of NaClO/HClO solutions depend on their
specific formulation and physicochemical properties. The investigations also underline the necessity for exact
product- and application-specific efficacy profiles.

Introduction

Wound infection and development of microbial biofilms pose a ser-
ious threat to the wound-healing process. While the sole coloniza-
tion of a wound with microorganisms that undergo limited
proliferation does not generally lead to a host response, increasing
microbial number, diversity, virulence and penetration of deeper tis-
sue levels, can result in local infection, tissue damage and delayed
healing.1–3 Thus, infections of chronic wounds as well as acute
wounds, such as surgical site infections (SSIs), are frequently
encountered and cause serious consequences, such as impaired
healing, prolonged treatment times, reduced quality of life and fi-
nancial burden to the healthcare system. Up to 8% of surgical
patients develop postoperative SSIs, which on average represent
�20% of all hospital-acquired infections in Europe, depending on

the area surveyed (ranging from 15.0% in the UK to 29.0% in
Spain).4–6 In terms of chronic wound infections, biofilm formation in
particular represents a relevant factor, occurring in �78.2% of all
chronicwounds.7

Generally, a holistic approach is needed to treat wound infec-
tions, and local cleansing with irrigation solutions and antiseptics is
an important therapeutic aspect.8,9 Over the years, several antimi-
crobials have been developed, of which octenidine dihydrochloride,
polyhexanide and povidone-iodine (PVP-I) represent the most
established agents.8 Nonetheless, the search for alternative irriga-
tion solutions and antimicrobials with more favourable biocompati-
bility continues.10–13

A groupof agents known for some timeare currently experienc-
ing a renaissance: chlorine-based and -releasing agents [sodium
hypochlorite (NaClO), hypochlorous acid (HClO) and hypochlorite

VC The Author(s) 2018. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.
For permissions, please email: journals.permissions@oup.com.

365

J Antimicrob Chemother 2019; 74: 365–372
doi:10.1093/jac/dky432 Advance Access publication 2 November 2018

Sicherheits- und Wirksamkeitsprofile verschiedener kommerzieller Natriumhypochlorit / 
Hypochlorsäurelösungen (NaClO/HClO): antimikrobielle Wirksamkeit,  
zytotoxische Wirkung und physikalisch-chemische Parameter in vitro

Hintergrund: Wundspüllösungen aus Natriumhypochlorit (NaClO, SHC)/hypochlorige Säure (HClO, HCA) haben eine Renaissance in der 
Prävention und Behandlung von niedriggradigen Wundinfektionen erlebt. Sie weisen eine geringere Zytotoxizität auf und haben daher
in der täglichen klinischen Praxis zunehmend an Bedeutung gewonnen. 

Ziele: Es sollten die Zytotoxizität und antimikrobielle Wirksamkeit von sechs NaClO/HClO-Wundspüllösungen bestimmt werden.

Methoden: Für die Zytotoxizitätsbewertung (basierend auf DIN EN 10993-5) wurden humane Keratinozyten (HaCaT) und humane Haut-
fibroblasten (BJ) verwendet. Staphylococcus aureus und Pseudomonas aeruginosa wurden zur Beurteilung der antimikrobiellen Wirk-
samkeit eingesetzt (basierend auf DIN EN 13727). Die Lösungen wurden nach 1, 5 und 15 Min. Exposition bewertet. Zusätzlich wurden 
physikalisch-chemische Eigenschaften (pH- und Oxidationsreduktionspotentialwerte) untersucht.

Ergebnisse: Die Wirksamkeit und Zytotoxizität variierten signifikant zwischen den Lösungen. Im Allgemeinen war die Erhöhung der 
antimikrobiellen Aktivität mit einer Verringerung der Zelllebensfähigkeit verbunden. Darüber hinaus wurde eine konzentrations- und 
zeitabhängige Wirkung auf Krankheitserreger und Zellen beobachtet: Die zytotoxische und antimikrobielle Aktivität nahm mit zuneh-
mender NaClO/HClO-Lösungskonzentration und längeren Expositionszeiten zu. Basierend auf diesen in vitro Bewertungen wurde das 
folgende Ranking (niedrigste bis höchste mikrobizide und zytotoxische Wirkung) ermittelt: Microdacyn60® (SHC/HCA-M)<Granuda-
cyn® (SHC/HCA-G) < Veriforte™ (SHC/HCA-V) < KerraSol™ (SHC-K) < Lavanox® (SHC-L)  << ActiMaris® forte (SHC/SM-A).

Schlussfolgerungen: Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass mikrobizide Effekte fast immer mit bestimmten negativen Auswirkun-
gen auf die Zellproliferation verbunden sind. Die Wirksamkeit und Biokompatibilität von NaClO/HClO-Lösungen hängt von ihrer spezifi-
schen Formulierung und ihren physikalisch-chemischen Eigenschaften ab. Die Untersuchungen unterstreichen auch die Notwendigkeit 
genauer produkt- und anwendungsspezifischer Wirksamkeitsprofile.

Einführung:

Wundinfektionen und die Entwicklung mikrobieller Biofilme stellen eine 
ernsthafte Bedrohung für den Wundheilungsprozess dar. Während die 
alleinige Besiedlung einer Wunde mit Mikroorganismen, die nur begrenzt 
vermehrt werden, in der Regel nicht zu einer Wirtsreaktion führt, kann 
eine Erhöhung der Keimzahl, Diversität, Virulenz und Durchdringung 
tieferer Gewebestufen zu lokalen Infektionen, Gewebeschäden und ver-
zögerter Heilung führen.1-3 So kommt es häufig zu Infektionen sowohl
bei chronischen als auch bei akuten Wunden, wie z.B. Infektionen bei 
Operationswunden (SSI = «surgical site infection»), die schwerwiegende 
Folgen wie Heilungsstörungen, verlängerte Behandlungszeiten, vermin-
derte Lebensqualität und finanzielle Belastung des Gesundheitssystems 
haben. Bis zu 8% der chirurgischen Patienten entwickeln postoperative 
SSIs, die im Durchschnitt ~20% aller im Krankenhaus erworbenen In-
fektionen in Europa ausmachen (je nach Untersuchungsgebiet zwischen 
15,0% in Grossbritannien und 29,0% in Spanien).4-6 Bei chronischen 
Wundinfektionen ist insbesondere die Biofilmbildung ein relevanter 
Faktor, der bei ~78,2% aller chronischen Wunden auftritt.7

Im Allgemeinen ist ein ganzheitlicher Ansatz zur Behandlung von Wund-
infektionen erforderlich, und die lokale Reinigung mit Spüllösungen und 
Antiseptika ist ein wichtiger therapeutischer Aspekt.8,9 Im Laufe der 
Jahre wurden mehrere antimikrobielle Mittel entwickelt, von denen Oc-
tenidindihydrochlorid, Polyhexanid und Povidonjod (PVP-I) die gängigs-
ten Mittel sind.8 Dennoch wird weiterhin nach alternativen Spüllösungen 
und antimikrobiellen Mitteln mit einer günstigeren Biokompatibilität
gesucht.10–13

Eine seit einiger Zeit bekannte Wirkstoffgruppe erlebt derzeit eine Re-
naissance: chlorhaltige und -freisetzende Wirkstoffe [Natriumhypochlo-
rit (NaClO), hypochlorige Säure (HClO) und Hypochlorit (OCl¯); Abbildung 
1]. Diese Mittel werden durch Elektrolyse von Natriumchlorid (NaCl) in 
Wasser sowie vergleichbare elektrochemische Prozesse hergestellt. 
Kurz zusammengefasst wird elektrischer Strom angewandt, der eine 
Redoxreaktion der chemischen Substanzen und damit die Umwand-
lung in NaClO und HClO bewirkt.14 Ähnliche Mittel, oft mit nur geringen 
Schwankungen in der chemischen Zusammensetzung oder im Herstel-
lungsprozess, sind elektrolysiertes Wasser14, superoxidiertes Wasser15, 16 

und säureoxidierende Lösung.17 Ihre allgemeine antimikrobielle Wirk-



(OCl#); Figure 1]. These agents are produced via electrolysis of so-
diumchloride (NaCl) inwater and comparable electrochemical proc-
esses. In short, an electric current is applied, causing a redox reaction
of the chemical substances and thereby transformation into NaClO
and HClO.14 Similar agents, often with only slight variations in the
chemical composition or manufacturing process, are electrolysed
water,14 superoxidizedwater15,16 and acid-oxidizing solution.17 Their
general antimicrobial efficacy has been described previously,18–25

and HClO is known as an endogenous bactericidal substance from
the human innate immune system, generated in particular by neu-
trophils via conversion from H2O2 by the enzyme myeloperoxidase
during thedefensivemechanismknownas the ‘oxidative burst’.26

In the past, these solutions faced a problem regarding stability
and durability resulting in a rapid loss of efficacy. Recently it has
become possible for production to be optimized to give increased
durability, making the solutions a cheap, easy-to-produce and
supposedly effective, biocompatible means of antimicrobial treat-
ment. Nonetheless, claimed effects and biocompatibility of newly
introduced NaClO/HClO products are mainly based on results
obtained with previously available solutions and extrapolated to
recent formulations. Critical evaluation of their specific efficacy
and toxicity is lacking.

Therefore, this study aimed to provide such evaluations of
six newly introduced NaClO/HClO wound irrigation solutions
for common wound pathogens (Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa) as well as human skin fibroblasts (BJ
cells) and keratinocytes (HaCaT cells).

Materials and methods

Preparation of wound irrigation solutions

Six wound irrigation solutions based on sodium hypochlorite (SHC) alone,
combined with hypochlorous acid (HCA) or sea salt (sal maris; SM) were
investigated (Table 1): LavanoxV

R

(SHC-L), KerraSolTM (SHC-K), Veriforte
TM

(SHC/HCA-V), Microdacyn60V
R

(SHC/HCA-M), GranudacynV
R

(SHC/HCA-G) and
ActiMarisV

R

Forte (SHC/SM-A). NaClO/HClO solutions were diluted in double-
distilled H2O in order to maintain the product’s pH value. Additionally,
in in vitro cell culture assays, a concentrated medium consisting of
10% 10% DMEM (Biochrom, Berlin, Germany), 10% FBS (PAN-Biotech,
Aidenbach, Germany) and 580mg/L L-glutamine (Biochrom, Berlin, Germany)
was used (as recommended in DIN EN ISO 10993-527). Pre-diluted NaClO/
HClO solutions were added to the concentrated DMEM/FBS/L-glutamine mix-
ture, yielding final test concentrations of 75%, 50%,25%and10% (v/v).

Test organisms, cell lines and nutrient solutions
For cell culture tests, human keratinocytes [HaCaT; Cell Line Service (CLS),
Eppelheim, Germany] and human skin fibroblasts (BJ, CRL-2522TM; ATCCV

R

,
Manassas, VA, USA) were used. Both cell lines were cultured in DMEM sup-
plemented with 10% FBS, 1ng/mL basic fibroblast growth factor, 1ng/mL
epidermal growth factor (all from Pan-Biotech, Aidenbach, Germany) and
1% penicillin/streptomycin (Biochrom, Berlin, Germany) under humidified
conditionswith 5%CO2 at 37�C.

For antimicrobial efficacy tests, S. aureus (DSM-799) and P. aeruginosa
(DSM-2146, both from DSMZ, Braunschweig, Germany) were cultured
according to standard protocols in sterile casein/soy peptone broth (CSB)
and on casein/soy peptone agar (CSA) plates.

Cytotoxicity assay
In this study an application-orientated, modified test procedure, based on
DIN EN 10993-5,27 using short exposure times of 1, 5 and 15min according

to clinical utilization, was conducted. Cytotoxicity was evaluated using an
XTT assay (CellTiter 96V

R

AQ Proliferation Assay; Promega, Mannheim,
Germany). Briefly, cells were seeded onto 96-well cell culture plates
(Sarstedt, Nümbrecht, Germany) at a density of 7500 (BJ fibroblasts) or
30000 cells/well (HaCaT keratinocytes) to reach �90% confluency after
24h of incubation in 5% CO2 at 37�C. Subsequently, culture medium was
replaced by 100lL/well of prepared test solution dilutions. Tomaintain the
influence of the different pH values of the NaClO/HClO solutions, experi-
ments were conducted without buffer detergent. After rinsing with PBS,
100lL XTT test reagent was added to each well and cells were incubated
for 4h under described conditions. Using a microplate reader (EONTM;
BioTeK Instruments, VT, USA), the percentage of surviving cells compared
with an untreated control was evaluated by measuring the absorbance of
each sample at 490nm.

Antimicrobial efficacy assay
Antimicrobial efficacy of the NaClO/HClO solutions was evaluated by a
quantitative suspensionmethod based on DIN EN 1372728 without organic
load. Bacterial test suspensions were adjusted to 0.5McFarland standard
(�1.5%108 cfu/mL). Briefly, 100lL of bacterial test suspension was added
to 900lL of NaClO/HClO solution dilutions (100%, 75%, 50%, 25% and
10%). After 1, 5 and 15min of exposure, 100lL of the mixture was trans-
ferred into 900lL of neutralizing solution for 5min to stop antimicrobial ac-
tivity. The neutralizing solution consisted of 3g/L sodium thiosulphate,
30g/L polysorbate 80 (Tween 80) and 3g/L lecithin (all from Carl Roth,
Karlsruhe, Germany). Subsequently, the neutralized test suspension was
serially 10-fold diluted and 50lL of each dilution step was plated onto CSA
and incubated overnight at 37�C under aerobic conditions. Survivingmicro-
organisms were counted (in cfu/mL) using a colony counter with a pen
(HeathrowScientificV

R

, VernonHills, IL, USA).

Physicochemical parameters
Additionally, relevant physicochemical parameters such as pH value and
oxidation–reduction potential (ORP) of the tested NaClO/HClO solutions
were evaluated; pH values of the products and their dilutions were

(1)
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(4)

(5)

NaClO

HClO ClO–

H2O

H+

HClO OH–Na++ + +

+
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Cl
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Hypochlorous acid

Sodium
hypochlorite

Hypochlorous acid Hydrogen ion Hypochlorite ion

Water Hypochlorous acid Sodium ion Hydroxide
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H NaCl Cl
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Figure 1. Main chemical structures and reactions. Structural formulas of
hypochlorite [ClO#; (1)], hypochlorous acid [HClO; (2)] and sodium hypo-
chlorite [NaClO; (3)] as well as relevant chemical reactions in aqueous
solutions. (4) Dissociation of sodium hypochlorite (NaClO) to hypochlor-
ous acid (HClO), sodium (Na!) and hydroxide (OH#) in water (H2O).
(5) Equilibrium reaction of hypochlorous acid (HClO) to hydrogen (H!)
and hypochlorite (ClO#) depending on pH value.
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samkeit wurde bereits beschrieben,18-25 und HClO ist als endogene bak-
terizide Substanz aus dem angeborenen Immunsystem des Menschen 
bekannt, die insbesondere von Neutrophilen durch Umwandlung von 
H2O2 durch das Enzym Myeloperoxidase während des Abwehrmecha-
nismus, der als „oxidativer Burst“ bekannt ist, erzeugt wird.26

In der Vergangenheit standen diese Lösungen vor einem Problem hin-
sichtlich Stabilität und Haltbarkeit, das zu einem schnellen Verlust der 
Wirksamkeit führte. In jüngster Zeit ist es möglich geworden, die Pro-
duktion zu optimieren, um eine längere Haltbarkeit zu erreichen, was 
die Lösungen zu einem kostengünstigen, leicht zu produzierenden und 
angeblich wirksamen, biokompatiblen Mittel in der antimikrobiellen Be-
handlung macht. Dennoch basieren die behaupteten Effekte und die 
Biokompatibilität neu eingeführter NaClO/HClO-Produkte hauptsäch-
lich auf Ergebnissen, die mit zuvor verfügbaren Lösungen erzielt und 
auf neuere Formulierungen hochgerechnet wurden. Eine kritische Be-
wertung ihrer spezifischen Wirksamkeit und Toxizität fehlt.
Daher zielte diese Studie darauf ab, solche Bewertungen von sechs
neu eingeführten NaClO/HClO-Wundspüllösungen für gängige Wund-
pathogene (Staphylococcus aureus und Pseudomonas aeruginosa) sowie 
Fibroblasten der menschlichen Haut (BJ-Zellen) und Keratinozyten (Ha-
CaT-Zellen) zu liefern.

Materialien und Verfahren

Herstellung von Wundspüllösungen
Sechs Wundspüllösungen auf Basis von Natriumhypochlorit (SHC) allein, 
kombiniert mit hypochloriger Säure (HCA) oder Meersalz (sal maris; SM) 
wurden untersucht (Tabelle 1): Lavanox® (SHC-L), KerraSol™ (SHC-K), 
Veriforte™ (SHC/HCA-V), Microdacyn60® (SHC/HCA-M), Granudacyn®
(SHC/HCA-G) und ActiMaris® Forte (SHC/SM-A). NaClO/HClO-Lösun-
gen wurden in doppelt destilliertem H2O verdünnt, um den pH-Wert 
des Produkts zu erhalten. Zusätzlich wurden in vitro Zellkultur-Assays 
verwendet, ein konzentriertes Medium bestehend aus 10% 10× DMEM 
(Biochrom, Berlin, Deutschland), 10% FBS (PAN-Biotech, Aidenbach, 
Deutschland) und 580 mg/L L-Glutamin(Biochrom, Berlin, Deutsch-
land) (wie in DIN EN ISO 10993-5 empfohlen27). Vorverdünnte NaClO/
HClO-Lösungen wurden dem konzentrierten DMEM/FBS/L-Gluta-
min-Gemisch zugesetzt, so dass Endkonzentrationen von 75%, 50%, 
25% und 10% (v/v) erreicht wurden. 

Testorganismen, Zelllinien und Nährstofflösungen
Für Zellkultur-Tests wurden humane Keratinozyten [HaCaT; Cell Line 
Service (CLS), Eppelheim, Deutschland] und humane Hautfibroblasten 
(BJ, CRL-2522™; ATCC®, Manassas, VA, USA) verwendet. Beide Zelllinien 
wurden in DMEM kultiviert und mit 10% FBS, 1 ng/ml basischem Fibro-
blasten-Wachstumsfaktor, 1 ng/ml epidermalem Wachstumsfaktor (alle 
von Pan-Biotech, Aidenbach, Deutschland) und 1% Penicillin/Strepto-
mycin (Biochrom, Berlin, Deutschland) unter feuchten Bedingungen mit 
5% CO2 bei 37°C versehen.
Für antimikrobielle Wirksamkeitstests wurden S. aureus (DSM-799) und 
P. aeruginosa (DSM-2146, beide DSMZ, Braunschweig, Deutschland) 
nach Standardprotokollen in steriler Casein/Soja-Pepton-Brühe (CSB) 
und auf Casein/Soja-Pepton-Agar-Platten (CSA) kultiviert.

Zytotoxizitätstest
In dieser Studie wurde ein anwendungsorientiertes, modifiziertes Prüf-
verfahren auf Basis der DIN EN 10993-5 27 mit kurzen Expositionszeiten 
von 1, 5 und 15 Min. je nach klinischer Anwendung durchgeführt. Die 
Zytotoxizität wurde mit einem XTT-Assay untersucht (CellTiter 96® AQ 
Proliferation Assay; Promega, Mannheim, Deutschland). Kurz zusam-
mengefasst wurden die Zellen auf 96-Well-Zellkulturplatten (Sarstedt, 
Nümbrecht, Deutschland) mit einer Dichte von 7500 (BJ-Fibroblasten) 
oder 30000 Zellen/Well (HaCaT-Keratinozyten) aufgebracht, um nach 
24 Stunden Inkubation mit 5% CO2 bei 37°C eine Konfluenz von ~90% zu 
erreichen. Anschliessend wurde das Kulturmedium durch 100 μL/Well  

der vorbereiteten Test-Verdünnungslösungen ersetzt. Um den Einfluss 
der unterschiedlichen pH-Werte der NaClO/HClO-Lösungen zu erhalten, 
wurden Experimente ohne Pufferlösung durchgeführt. Nach dem Spü-
len mit PBS, wurde jedem Well 100 μL des XTT-Testreagenz zugegeben 
und die Zellen für 4 h unter den beschriebenen Bedingungen inkubiert. 
Mit einem Mikroplattenleser (EON™; BioTeK Instruments, VT, USA) wur-
de der Prozentsatz der überlebenden Zellen im Vergleich zu einer un-
behandelten Kontrolle durch Messung der Absorption jeder Probe bei 
490 nm ermittelt.

Antimikrobieller Wirksamkeitsnachweis
Die antimikrobielle Wirksamkeit der NaClO/HClO-Lösungen wurde durch 
eine quantitative Suspensionsmethode nach DIN EN 1372728 ohne or-
ganische Belastung bewertet. Die Suspensionen der bakteriellen Tests 
wurden auf den 0,5 McFarland-Standard(~1.5 ×108 cfu/mL) angepasst. 
Kurz zusammengefasst wurden 100 μL der bakteriellen Testsuspension 
zu 900 μL der NaClO/HClO-Verdünnungslösungen (100%, 75%, 50%, 
25% und 10%) hinzugefügt. Nach 1, 5 und 15 Min. Exposition wurden 
100 μL der Mischung für 5 Min. in 900 μL der Neutralisationslösung 
überführt, um die antimikrobielle Aktivität zu stoppen. Die Neutralisa-
tionslösung bestand aus 3 g/L Natriumthiosulfat, 30 g/L Polysorbat 80
(Tween 80) und 3 g/L Lecithin (alle von Carl Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land). Anschliessend wurde die neutralisierte Testsuspension seriell 
10-fach verdünnt und 50 μL von jedem Verdünnungsschritt auf CSA 
aufgebracht und über Nacht bei 37°C unter aeroben Bedingungen inku-
biert. Überlebende Mikroorganismen wurden mit einem Koloniezähler 
mit Pen (Heathrow Scientific®, Vernon Hills, IL, USA) gezählt (in cfu/mL).

Physikalisch-chemische Parameter
Zusätzlich wurden relevante physikalisch-chemische Parameter wie 
pH-Wert und Oxidations-Reduktionspotenzial (ORP) der getesteten 
NaClO/HClO-Lösungen bewertet; die pH-Werte der Produkte und deren 
Verdünnungen wurden mit einem pH-Meter (pH110; VWR, Darmstadt, 
Deutschland) gemessen. Das ORP wurde mit einer Redox-Elektrode 
(SenTix® ORP; alle von WTW, Xylem Analytics, Weilheim, Deutschland) 
bewertet.

Abbildung 1. Wichtigste chemische Strukturen und Reaktionen. Struk-
turformeln von Hypochlorit [ClO¯; (1)], hypochloriger Säure[HClO; (2)] 
und Natriumhypochlorit [NaClO; (3)] sowie relevante chemische Reak-
tionen in wässrigen Lösungen. (4) Aufspaltung von Natriumhypochlorit 
(NaClO) zu hypochloriger Säure (HClO), Natrium (Na+) und Hydroxid (OH¯) 
in Wasser (H2O). (5) Gleichgewichtsreaktion von hypochloriger Säure 
(HClO) zu Wasserstoff (H+) und Hypochlorit (ClO¯) in Abhängigkeit vom 
pH-Wert.



measured using a pH meter (pH110; VWR, Darmstadt, Germany). The ORP
was evaluated using a redox electrode (SenTixV

R

ORP; all fromWTW, Xylem
Analytics,Weilheim, Germany).

Statistical analysis
For all experiments mean values + SD were calculated from triplicates
and differences considered statistically significant at P,0.05. Microbial
reduction rates were calculated for all tested NaClO/HClO solutions (in
Dlog10 cfu/mL). A high antimicrobial efficacy (reducing initial bacterial
counts by 99.999%) was indicated by a reduction of at least 5 log10 within
1min as specified in DIN EN13727.28

Cytotoxic impact, based on cell viability, was assessed according to the
cytotoxicity scale specified in DIN EN 10993-5.27 In this scale, cell prolifer-
ation rates are set in relation to the negative control (100%) and classified
into four cytotoxicity grades: 100%–81% is considered as non-cytotoxic
(grade0), 80%–71%asweakly cytotoxic (grade1), 70%–61%asmoderate-
ly cytotoxic (grade 2) and�60%as highly cytotoxic (grade 3).

Statistical evaluations of antimicrobial efficacy and cytotoxic impact,
comparing between test solutions as well as with a control, were per-
formed via two-way repeated-measures ANOVA with Tukey’s HSD test as
post hoc analysis for multiple comparisons using the statistics package
GraphPad PRISM (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).

Results

Cytotoxicity

SHC/HCA-V, -M and -G (Figures 2b, d, e and 3b, d and e) demon-
strated no cytotoxicity for human keratinocytes (HaCaT) and skin
fibroblasts (BJ) within 15min of exposure, while the remaining sol-
utions (SHC-L, SHC-K and SHC/SM-A) partially exerted an increased
cytotoxic impact.

Within the first minute, no tested SHC-L concentration showed
a cytotoxic impact (Figures 2a and 3a). After 5min, 75% SHC-L
caused weak cytotoxicity in HaCaT cells and strong cytotoxicity in
fibroblasts (30% proliferation reduction; P�0.0001; Figure 3a).
With increasing exposure (15min), higher SHC-L concentrations
(50% and 75%) caused grade 3 cytotoxicity in both cell lines (sig-
nificant decrease in proliferation to 60%and39% for keratinocytes
and17%and13% for fibroblasts; Figures 2a and 3a).

SHC-K demonstrated markedly lower cytotoxicity compared
with SHC-L (P�0.0001; Figures 2c and 3c): except for 75% SHC-K
causing grade 2 cytotoxicity in fibroblasts, no negative impact
could be observed within 5min of exposure. After 15min, 75%
SHC-K exerted moderate cytotoxicity in HaCaT cells and strong
cytotoxicity in fibroblasts, while other tested concentrations again
showedno negative impact (P�0.0001; Figures 2c and3c).

SHC/SM-A demonstrated the highest cytotoxicity of all tested
solutions (P�0.0001; Figures 2f and 3f). Fibroblasts proved espe-
cially susceptible: within 1min, 25% SHC/SM-A caused moderate
cytotoxicity, while 50% and 75% SHC/SM-A exerted grade 3 cyto-
toxicity, with proliferation rates further decreasing over time for
each tested concentration (P�0.0001; Figure 3f). Keratinocytes
proved less susceptible than fibroblasts, showing no cytotoxic im-
pact for any tested concentration within the first minute of expos-
ure. Extended exposure, however, also caused grade 3 cytotoxicity
(5min for 75% and 15min for 50% SHC/SM-A; P�0.0001), where-
as 25% SHC/SM-A did not exceedgrade 2 cytotoxicity.

Antimicrobial efficacy

The undiluted SHC/SM-A (100%), against both tested microorgan-
isms as well as at a concentration of 75% against S. aureus,
achieved .5 log10 reduction phases within 1min (as defined for
antiseptics in DIN EN 13727). Except for the lowest concentration
(10%), all tested SHC/SM-A concentrations achieved a strong anti-
microbial effect against both tested microbes within 15min; con-
centrations of �50% produced complete eradication within 5min
(Figures 4f and5f).

SHC-L and SHC-K both exerted strongmicrobicidal effects aswell
but needed a minimum of 5min to achieve the required reduction
of .5 log10. Overall, SHC-L and SHC-K demonstrated similar results
against both tested bacteria (Figures 4a, c and 5a, c): undiluted,
both solutions managed to completely eradicate both tested
pathogens within 5min, whereas a concentration of 75% needed
extended exposure times and only managed to completely eradi-
cate P. aeruginosa. Even though a 50% concentration of both solu-
tions achieved.5 log10 reduction against P. aeruginosa, 50% SHC-K
showedno effect on S. aureus, in contrast to SHC-L (P�0.0001).

Table 1. Product information and physicochemical properties of the tested NaClO/HClO solutions

Product Manufacturer
Durability
(months) Composition MDC

pH (mean
+ SD)

Total chlorine
(ppm)

ORP
(mV)

LavanoxV
R

(SHC-L) Serag Wiessner GmbH & Co KG, Germany 3 H2O, ,0.08% NaClO IIa 8.60+ 0.09 670 806

KerraSolTM (SHC-K) Crawford Healthcare GmbH, Germany 3 H2O, ,0.08% NaClO IIa 8.76+ 0.53 690 761

VeriforteTM (SHC/HCA-V) Mediset Clinical Products GmbH, Germany 2 H2O, NaCl, NaClO and HCIO IIb 6.52+ 0.17 93 882

Microdacyn60V
R

(SHC/HCA-M)

Bamboo Health Care GmbH, Germany 2–3 H2O, NaCl, NaClO and HCIO IIb 6.88+ 0.23 80 857

GranudacynVR

(SHC/HCA-G)

SastoMed GmbH, Germany 2 H2O, NaCl, NaClO and HCIO IIb 6.78+ 0.14 105 874

ActiMarisV
R

Forte

(SHC/SM-A)

ActiMaris AG, Germany, Switzerland 3 H2O, 3% sal maris, 0.2%

NaClO

IIb 9.51+ 0.18 1315 747

Information regarding durability, composition and European Union medical device classification (MDC) was obtained from the manufacturer. pH and
ORP values were determined continuously during experiments; total chlorine content is based on data received from the manufacturer or reported
evaluations.43
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Statistische Auswertung
Für alle Experimente wurden Mittelwerte ± SA aus Tripelzahlen berech-
net und Differenzen bei P <0,05 als statistisch signifikant berücksich-
tigt. Für alle getesteten NaClO/HClO-Lösungen wurden mikrobielle Re-
duktionsraten berechnet (in Δlog10 cfu/mL). Eine hohe antimikrobielle 
Wirksamkeit (Reduzierung der anfänglichen Keimzahlen um 99,999%) 
wurde durch eine Reduktion von mindestens 5 log10 innerhalb von 1 Min. 
gemäss DIN EN 13727 nachgewiesen.28

Die zytotoxische Wirkung, basierend auf der Zellviabilität, wurde nach 
der in DIN EN 10993-5.27 festgelegten Zytotoxizitätsskala bewertet. In
dieser Skala werden die Zellproliferationsraten in Bezug auf die Ne-
gativkontrolle (100%) festgelegt und in vier Zytotoxizitätsstufen ein-
geteilt: 100%-81% gelten als nicht zytotoxisch (Grad 0), 80%-71% als 
schwach zytotoxisch (Grad 1), 70%-61% als mässig zytotoxisch (Grad 2) 
und ≤60% als hoch zytotoxisch (Grad 3).
Statistische Auswertungen der antimikrobiellen Wirksamkeit und zyto-
toxischen Wirkung, die sowohl zwischen den Testlösungen als auch mit 
einer Kontrolle verglichen wurden, wurden mittels Varianzanalyse mit 
einem Tukey‘s HSD-Test als Post-Hoc-Analyse für Mehrfachvergleiche 
mit dem Statistik-Paket GraphPad PRISM (GraphPad Software, La Jolla, 
CA, USA) durchgeführt.

Ergebnisse

Zytotoxizität
SHC/HCA-V, -M und -G (Abbildungen 2b, d, e und 3b, d und e) zeigten in-
nerhalb von 15 Min. nach der Exposition keine Zytotoxizität für menschli-
che Keratinozyten (HaCaT) und Hautfibroblasten (BJ), während die übrigen 
Lösungen (SHC-L, SHC-K und SHC/SM-A) teilweise eine erhöhte zytotoxi-
sche Wirkung aufwiesen.
Innerhalb der ersten Minute zeigte keine getestete SHC-L Konzentration 
eine zytotoxische Wirkung (Abbildungen 2a und 3a). Nach 5 Minuten ver-
ursachte die 75% SHC-L Konzentration eine schwache Zytotoxizität bei 
HaCaT-Zellen und eine starke Zytotoxizität bei Fibroblasten (30% Pro-
liferationsreduktion; P ≤ 0.0001; Abbildung 3a). Mit zunehmender Ex-
position (15 Min.) verursachten höhere SHC-L Konzentrationen (50% und 
75%) Zytotoxizität Grad 3 in beiden Zelllinien (signifikante Abnahme der 
Proliferation auf 60% und 39% bei Keratinozyten und 17% und 13% bei 
Fibroblasten; Abbildungen 2a und 3a).
SHC-K zeigte eine deutlich geringere Zytotoxizität im Vergleich zu SHC-
L(P ≤ 0.0001; Abbildungen 2c und 3c): Mit Ausnahme von 75% SHC-K, das 
Zytotoxizität Grad 2 bei Fibroblasten verursacht, konnten innerhalb von 5 
Min. nach der Exposition keine negativen Auswirkungen beobachtet wer-
den. Nach 15 Min. zeigte die 75% SHC-K Konzentration eine moderate Zy-

totoxizität in HaCaT-Zellen und eine starke Zytotoxizität bei Fibroblasten, 
während andere getestete Konzentrationen wiederum keine negativen 
Auswirkungen aufwiesen (P ≤ 0.0001; Abbildungen 2c und 3c).
SHC/SM-A zeigte die höchste Zytotoxizität aller getesteten Lösungen
(P ≤ 0.0001; Abbildungen 2f und 3f). Als besonders anfällig erwiesen sich 
Fibroblasten: innerhalb von 1 Min. verursachte eine 25% SHC/SM-A Kon-
zentration eine moderate Zytotoxizität, während 50% und 75% SHC/SM-A 
Konzentration eine Zytotoxizität der Stufe 3 aufwiesen, wobei die Proli-
ferationsraten für jede getestete Konzentration im Laufe der Zeit weiter 
abnahmen (P ≤ 0.0001; Abbildung 3f). Keratinozyten erwiesen sich als we-
niger anfällig als Fibroblasten und zeigten innerhalb der ersten Minute der 
Exposition keine zytotoxische Wirkung für eine getestete Konzentration. 
Eine längere Exposition verursachte jedoch auch Zytotoxizität Grad 3 (5 
Min. für 75% und 15 Min. für 50% SHC/SM-A; P ≤ 0.0001), während bei 
25% SHC/SM-A die Zytotoxizität Grad 2 nicht überschritt.

Antimikrobielle Wirksamkeit
Die unverdünnte SHC/SM-A (100%) Lösung erreichte - sowohl gegen ge-
testete Mikroorganismen als auch in einer Konzentration von 75% gegen-
über S. aureus - innerhalb von 1 Min. >5 log10 Reduktionsphasen (definiert 
für Antiseptika in DIN EN 13727). Mit Ausnahme der niedrigsten Konzen-
tration (10%) erzielten alle getesteten SHC/SM-A Konzentrationen inner-
halb von 15 Min. eine starke antimikrobielle Wirkung gegen beide geteste-
ten Mikroben; Konzentrationen von ≥50% führten innerhalb von 5 Min. zu 
einer vollständigen Eliminierung (Abbildungen 4f und 5f).
SHC-L und SHC-K zeigten beide ebenfalls starke mikrobizide Effekte, 
brauchten aber mindestens 5 Min., um die erforderliche Reduktion von 
>5 log10 zu erreichen. Insgesamt zeigten SHC-L und SHC-K ähnliche Ergeb-
nisse an beiden getesteten Bakterien (Abb. 4a, c und 5a, c): Unverdünnt 
gelang es beiden Lösungen, beide getesteten Krankheitserreger inner-
halb von 5 Min. vollständig zu eliminieren, während eine Konzentration 
von 75% längere Expositionszeiten erforderte und nur P. aeruginosa voll-
ständig eliminieren konnte. Obwohl eine 50%ige Konzentration beider Lö-
sungen eine >5 log

10
 Reduktion gegenüber P. aeruginosa erreichte, zeigte 

die 50% SHC-K Konzentration im Gegensatz zu SHC-L (P ≤ 0.0001) keinen 
Einfluss auf S. aureus.
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Figure 2. Cytotoxicity of tested NaClO/HClO wound irrigation solutions against keratinocytes (HaCaT cells). Cell proliferation rates of HaCaT cells
treated with the different wound irrigation solutions (a–f) and their respective concentrations (10%–75%) after 1, 5 and 15min of exposure. Dotted
lines indicate cytotoxicity thresholds; the upper line represents the cut-off to non-cytotoxic (.81%) and the lower line indicates the cut-off to strongly
cytotoxic (,60%). Values are expressed as percentage compared with an untreated control and as mean+ SD (*P�0.05 versus untreated control).
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Figure 3. Cytotoxicity of tested NaClO/HClO wound irrigation solutions against skin fibroblasts (BJ cells). Cell proliferation rates of BJ cells treated with
the different wound irrigation solutions (a–f) and their respective concentrations (10%–75%) after 1, 5 and 15min of exposure. Dotted lines indicate
cytotoxicity thresholds; the upper line represents the cut-off to non-cytotoxic (.81%) and the lower line indicates the cut-off to strongly cytotoxic
(,60%). Values are expressed as percentage compared with an untreated control and as mean+SD (*P�0.05 versus untreated control).
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Abbildung 2. Zytotoxizität der getesteten NaClO/HClO-Wundspüllösungen gegenüber Keratinozyten (HaCaT-Zellen). Zellproliferationsraten von Ha-
CaT-Zellen, die mit den verschiedenen Wundspüllösungen (a-f) und deren jeweiligen Konzentrationen (10%-75%) nach 1, 5 und 15 Min. Exposition 
behandelt wurden. Die gestrichelten Linien zeigen Zytotoxizitätsschwellenwerte an; die obere Linie stellt die Grenze zu nicht-zytotoxisch (>81%) 
und die untere Linie die Grenze zu stark zytotoxisch (<60%) dar. Die Werte werden als Prozentsatz im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle 
und als Mittelwert ± SA ausgedrückt (*P ≤ 0.05 gegenüber unbehandelter Kontrolle).

Abbildung 3. Zytotoxizität der getesteten NaClO/HClO-Wundspüllösungen gegenüber Hautfibroblasten (BJ-Zellen). Zellproliferationsraten von 
BJ-Zellen, die mit den verschiedenen Wundspüllösungen (a-f) und deren jeweiligen Konzentrationen (10%-75%) nach 1, 5 und 15 Min. Exposition 
behandelt wurden. Die gestrichelten Linien zeigen Zytotoxizitätsschwellenwerte an; die obere Linie stellt die Grenze zu nicht-zytotoxisch (>81%) 
und die untere Linie die Grenze zu stark zytotoxisch (<60%) dar. Die Werte werden als Prozentsatz im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle 
und als Mittelwert ± SA ausgedrückt (*P ≤ 0.05 gegenüber unbehandelter Kontrolle).



For SHC/HCA-V, -M and -G no antimicrobial effect could be
detected, except for a low antimicrobial activity of the undiluted
SHC/HCA-V against S. aureus and SHC/HCA-G against P. aeruginosa
after 15min (both�3 log10 reduction; Figures 4b, d, e and 5b, d, e).

Comparing the undiluted solutions, SHC/SM-A demonstrated a
significantly faster microbicidal effect than the other tested solu-
tions (P�0.0001). SHC-K showed a significantly stronger effect
than SHC-L within the first minute (P�0.05), but with increasing
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Figure 4. Time-kill curves of the tested NaClO/HClO wound irrigation solutions against P. aeruginosa. Reduction of bacterial counts (in log10 cfu/mL)
over time (1, 5 and 15min) for all tested wound irrigation solutions (a–f) and their respective concentrations (10%–100%). The dotted line represents
a reduction of .5 log phases (high antimicrobial effect).
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Abbildung 4. Time-Kill-Kurven der getesteten NaClO/HClO-Wundspüllösungen gegenüber P. aeruginosa. Reduzierung der Keimzahlen (in log10 cfu/
mL) im Laufe der Zeit (1, 5 und 15 Min.) für alle getesteten Wundspüllösungen (a-f) und deren jeweilige Konzentrationen (10%-100%). Die gestri-
chelte Linie stellt eine Reduzierung von >5 log-Phasen dar (hohe antimikrobielle Wirkung).

Abbildung 5. Time-Kill-Kurven der getesteten NaClO/HClO-Wundspüllösungen gegenüber S. aureus. Reduzierung der Keimzahlen (in log10 cfu/mL) 
im Laufe der Zeit (1, 5 und 15 Min.) für alle getesteten Wundspüllösungen (a-f) und deren jeweilige Konzentrationen (10%-100%). Die gestrichelte 
Linie stellt eine Reduzierung von >5 log-Phasen dar (hohe antimikrobielle Wirkung).

Für SHC/HCA-V, -M und -G konnte keine antimikrobielle Wirkung nach-
gewiesen werden, mit Ausnahme einer geringen antimikrobiellen Aktivi-
tät des unverdünnten SHC/HCA-V gegenüber S. aureus und SHC/HCA-G 
gegenüber P. aeruginosa nach 15 Min. (beide ~3 log10 Reduktion; Abb. 
4b, d, e und 5b, d, e).

Im Vergleich der unverdünnten Lösungen zeigte SHC/SM-A eine signi-
fikant schnellere mikrobizide Wirkung als die anderen getesteten Lö-
sungen (P ≤0.0001). SHC-K zeigte innerhalb der ersten Minute eine si-
gnifikant stärkere Wirkung als SHC-L (P ≤ 0.05), aber mit zunehmender 
Expositionszeit konnte kein signifikanter Unterschied in der Wirksam-



exposure time no significant difference in efficacy could be
detected. SHC/HCA-V, -M and -G proved significantly less effective
in general (P�0.0001).

Physicochemical parameters

Three of the tested NaClO/HClO wound irrigation solutions (SHC-L,
SHC-K and SHC/SM-A) demonstrated alkaline pH values (pH .8),
whereas for the remaining solutions (SHC/HCA-V, -Mand -G) slight-
ly acidic pH values were measured (pH 6.5–7.0; Table 1). In the
unbuffered cell culture experiments, the pH values of solutions
decreased (in the case of alkaline solutions) or increased (in the
case of acidic solutions) stepwise, eventually resulting in a physio-
logical pH range (pH 7.5–7.7; Tables S2 and S3, available as
Supplementary data at JACOnline).

TheORPs of the investigated solutions generally ranged between
747 and 882mV; those with higher antimicrobial efficacy and cyto-
toxic impact displayed lowerORP values (Tables 1 and S4).

Discussion

Sodium hypochlorite/hypochlorous acid wound irrigation solutions
are chlorine-based and -releasing agents. Their effect mainly
arises from the freely available chlorine species present and/or
formed within a solution on contact with water, organic and inor-
ganic material. The main active chlorine species are HClO and
OCl#; the ratio of the prevalent chlorine ion species depends on the
pH value and temperature.26,29 NaClO is hydrolysed upon addition
to water, forming HClO, which itself partly dissociates into OCl#

and hydrogen ions (H!) (Figure 1). Depending on pH, temperature
and storage, a reaction equilibrium is established, maintaining a
certain ratio of chlorine species.

The investigated NaClO/HClO solutions are intended for wound
irrigation, rinsing and cleansing of moderately infected wounds
and general prevention of wound infections. Contact with the
wound as well as the microbial pathogens that are present is
mostly short in clinical practice, and therefore short exposure
times of 1, 5 and 15min were tested, to adequately mimic clinical
utilization. These exposure times are also recommended by the
manufacturers. To take account of the possible effect of the vary-
ing pH values of the solutions, no buffer detergent was used in the
experiments (additional data can be found in Table S1).

The presented results demonstrate an indirect proportional cor-
relation: an increasing antimicrobial effect is associated with
decreasing viability of keratinocytes and fibroblasts. Consequently,
microbicidal effects are almost always accompanied by a certain
negative impact on cell proliferation and viability. As expected, a
concentration- and time-dependent impact on microorganisms
and cells could be observed: both cytotoxic and microbicidal
effects increasedwith rising concentrations of the NaClO/HClO sol-
utions and extended exposure times. Additionally, significant dif-
ferences between the investigated solutions were found. No
relevant cytotoxicity of any tested concentration of SHC/HCA-V, -M
and -G was observed, verifying a high biocompatibility. However,
theseNaClO/HClO solutions also did not demonstrate a considerable
antimicrobial effect, compared with SHC-L, SHC-K and SHC/SM-A
(P�0.0001).

Of the investigated solutions, SHC/SM-A was the most effective
microbicidal agent (.5 log10 reduction within 1min), with an

efficacy comparable to that of established antiseptics such as
octenidine dihydrochloride, PVP-I and polyhexanide.30 In terms of
cytotoxicity, SHC/SM-A demonstrated the highest negative effect,
highlighting the inseparable relationship between microbicidal
and cytotoxic impact. Nevertheless, no cytotoxic effect on kerati-
nocytes was detected for any tested SHC/SM-A concentration
within the first minute of exposure, and within 5min a moderate
(grade 2) cytotoxicity was not exceeded. Therefore, SHC/SM-A
exhibits an excellent balance of beneficial and negative effects
with good biocompatibility within 5min of exposure (Figures 2f, 4f
and 5f). On fibroblasts, however, SHC/SM-A caused a strong nega-
tive impact within 1min of exposure (Figure 3f). Overall,
cells remained considerably more viable under treatment with
SHC/SM-A than with established antiseptics in earlier studies (0%
for 10%Octenisept and7.5% PVP-I;,20% for polyhexanide).11,12

SHC-L and SHC-K needed prolonged exposure times to achieve
a strong antimicrobial effect, but caused significantly less cytotox-
icity than SHC/SM-A (P�0.001). Again, keratinocyteswere less sus-
ceptible, with only a weak impact (grade 1) of SHC-L at most, and
no impact of SHC-K within 5min. At that time, however, SHC-L as
well as SHC-K had already achieved a complete eradication of both
tested pathogens (Figures 2a, c, 4a, c and 5a, c). In fibroblasts, a
higher cytotoxic impact was detected for both solutions, whereby
with increasing concentration and exposure time SHC-L was more
cytotoxic than SHC-K (P�0.0001; Figure 3a, c). Overall, SHC-L and
SHC-K caused considerably less cytotoxicity in the present work
than established antiseptics, while achieving similar microbicidal
effects.11,12,30,31

Several earlier in vitro studies on NaClO, HClO and OCl#, investi-
gating their general efficacy,18,20,26,29 reported favourablemicrobi-
cidal effects against a variety of microbes,32 while exerting a
comparably low cytotoxicity.8,33 All investigated solutions are clas-
sified as cleansing and irrigation solutions, suited for decontamin-
ation and treatment of acute and chronic wounds.3,8 Additionally,
they are frequently advertised as highly effective againstmicrobes
and non-cytotoxic for humans due to their natural occurrence in
the human innate immune system.26,34 However, as the pre-
sented results demonstrate, careful differentiation between the
generally reported effect of an antimicrobial agent and the actual
efficacy of a product based on such an agent is important: out of
six investigated solutions, half demonstrated no relevant anti-
microbial effect at all, while the rest could not be verified as highly
effective andwithout cytotoxic side effects.

These discrepancies result from the physicochemical properties
of the solutions. Even though all these solutions contain certain
amounts of NaClO, HClO and/or OCl#, they differ significantly in
terms of total chlorine content, pH value and ORP (Table 1). While
in general HClO is themost potentmicrobicidal chlorine species, its
availability depends on the solution’s pH value: at a pH of 4–6, HClO
is predominant; with rising pH, increasing OCl# is formed until the
two species are in equilibrium at a physiological pH range. At a pH
of .8.5, OCl# exceeds HClO.26,29 Linking the pH value to the pre-
dominant chlorine species, the relevance of the ORP value
becomes clear: HClO andOCl# are strong oxidizing agents, exerting
a high interaction potential with other molecules in a redox reac-
tion. This results in the formation of reactive oxygen species, such
as peroxides (mainly hydrogen peroxide; H2O2), superoxide (�O2

#),
hydroxyl radicals (#OH) and singlet oxygen (1O2),

29 protein de-
naturation,35–38 oxidation of lipids in cell membranes/walls,39
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keit festgestellt werden. SHC/HCA-V, -M und -G erwiesen sich im All-
gemeinen als deutlich weniger wirksam (P ≤ 0.0001).

Physikalisch-chemische Parameter
Drei der getesteten NaClO/HClO-Wundspüllösungen (SHC-L, SHC-K und
SHC/SM-A) wiesen alkalische pH-Werte (pH >8) auf, während für die 
übrigen Lösungen (SHC/HCA-V, -M und -G) leicht saure pH-Werte ge-
messen wurden (pH 6,5-7,0; Tabelle 1). In den ungepufferten Zellkul-
turexperimenten sanken die pH-Werte der Lösungen schrittweise (bei 
alkalischen Lösungen) oder stiegen (bei sauren Lösungen), was schliess-
lich zu einem physiologischen pH-Bereich führte (pH 7,5-7,7; Tabellen S2 
und S3, verfügbar als ergänzende Daten unter JAC Online).
Die ORP-Werte der untersuchten Lösungen lagen im Allgemeinen zwi-
schen 747 und 882 mV; diejenigen mit höherer antimikrobieller Wirk-
samkeit und zytotoxischer Wirkung zeigten niedrigere ORP-Werte (Ta-
bellen 1 und S4).

Diskussion

Wundspüllösungen aus Natriumhypochlorit/Hypochlorsäure sind chlor-
haltige und -freisetzende Mittel. Ihre Wirkung ergibt sich hauptsächlich 
aus den frei verfügbaren Chlorarten, die in einer Lösung bei Kontakt 
mit Wasser, organischem und anorganischem Material vorhanden sind 
und/oder gebildet werden. Die wichtigsten aktiven Chlorarten sind HClO 
und OCl-; das Verhältnis der vorherrschenden Chlorionenarten hängt 
vom pH-Wert und der Temperatur ab.26,29 NaClO wird unter Zugabe von 
Wasser unter Bildung von HClO hydrolysiert, das sich selbst teilweise in 
OCl- und Wasserstoffionen (H+) aufspaltet (Abbildung 1). Abhängig von 
pH-Wert, Temperatur und Lagerung wird ein Reaktionsgleichgewicht 
hergestellt, das ein bestimmtes Verhältnis der Chlorarten aufrecht-
erhält.
Die untersuchten NaClO/HClO-Lösungen sind für die Wundspülung, Spü-
lung und Reinigung von mässig infizierten Wunden und die allgemeine
Prävention von Wundinfektionen bestimmt. Der Kontakt mit der Wunde 
sowie den vorhandenen mikrobiellen Krankheitserregern ist in der kli-
nischen Praxis meist kurz, so dass kurze Expositionszeiten von 1, 5 und 
15 Min. getestet wurden, um die klinische Anwendung adäquat nachzu-
ahmen. Diese Expositionszeiten werden auch von den Herstellern emp-
fohlen. Um den möglichen Einfluss der unterschiedlichen pH-Werte der 
Lösungen zu berücksichtigen, wurde in den Experimenten keine Puffer-
lösung verwendet (weitere Daten finden Sie in Tabelle S1).
Die vorgestellten Ergebnisse zeigen eine indirekte proportionale Korre-
lation: Eine zunehmende antimikrobielle Wirkung ist mit einer abneh-
menden Lebensfähigkeit von Keratinozyten und Fibroblasten verbun-
den. Folglich sind mikrobizide Effekte fast immer mit einem gewissen 
negativen Einfluss auf die Zellproliferation und -viabilität verbunden. 
Wie erwartet, konnte ein konzentrations- und zeitabhängiger Einfluss 
auf Mikroorganismen und Zellen beobachtet werden: Sowohl die zyto-
toxische als auch die mikrobizide Wirkung nahmen mit zunehmender 
Konzentration der NaClO/HClO-Lösungen und längeren Expositionszei-
ten zu. Darüber hinaus wurden signifikante Unterschiede zwischen den
untersuchten Lösungen festgestellt. Es wurde keine relevante Zytoto-
xizität einer getesteten Konzentration von SHC/HCA-V, -M und -G be-
obachtet, was eine hohe Biokompatibilität bestätigt. Allerdings zeigten 
diese NaClO/HClO-Lösungen auch keine nennenswerte antimikrobielle 
Wirkung im Vergleich zu SHC-L, SHC-K und SHC/SM-A (P ≤ 0.0001).
Von den untersuchten Lösungen war SHC/SM-A das wirksamste mi-
krobizide Mittel (>5 log10 Reduktion innerhalb von 1 Min.), mit einer 
Wirksamkeit, die mit der von etablierten Antiseptika wie Octenidin-
dihydrochlorid, PVP-I und Polyhexanid vergleichbar ist.30 In Bezug
auf die Zytotoxizität zeigte SHC/SM-A den grössten negativen Effekt 
und verdeutlichte die untrennbare Beziehung zwischen mikrobizider 
und zytotoxischer Wirkung. Dennoch wurde für jede getestete SHC/
SM-A-Konzentration innerhalb der ersten Minute der Exposition keine 
zytotoxische Wirkung auf Keratinozyten festgestellt, und innerhalb von 

5 Min. wurde eine moderate (Grad 2) Zytotoxizität nicht überschritten. 
Daher weist SHC/SM-A ein ausgezeichnetes Gleichgewicht von positiven 
und negativen Effekten mit guter Biokompatibilität innerhalb von 5 Min. 
nach der Exposition auf (Abbildungen 2f, 4f und 5f). Bei Fibroblasten 
hingegen verursachte SHC/SM-A innerhalb von 1 Min. nach der Exposi-
tion einen starken negativen Einfluss (Abbildung 3f). Insgesamt blieben 
die Zellen unter der Behandlung mit SHC/SM-A deutlich lebensfähiger 
als mit etablierten Antiseptika in früheren Studien (0% für 10% Octeni-
sept und 7,5% PVP-I; <20% für Polyhexanid).11,12

SHC-L und SHC-K benötigten längere Expositionszeiten, um eine starke 
antimikrobielle Wirkung zu erzielen, verursachten aber deutlich weniger 
Zytotoxizität als SHC/SM-A (P ≤ 0.001). Auch hier waren die Keratino-
zyten weniger anfällig, mit einem höchstens schwachen Einfluss (Grad 
1) von SHC-L und keinem Einfluss von SHC-K innerhalb von 5 Min. Zu 
diesem Zeitpunkt hatten sowohl SHC-L als auch SHC-K jedoch bereits 
eine vollständige Zerstörung der beiden getesteten Krankheitserreger 
erreicht (Abbildungen 2a, c, 4a, c und 5a, c). Bei Fibroblasten wurde 
für beide Lösungen eine höhere zytotoxische Wirkung nachgewiesen, 
wobei SHC-L mit zunehmender Konzentration und Expositionszeit zyto-
toxischer war als SHC-K (P ≤ 0.0001; Abbildung 3a, c). Insgesamt ver-
ursachten SHC-L und SHC-K in der vorliegenden Arbeit eine deutlich 
geringere Zytotoxizität als etablierte Antiseptika, wobei ähnliche mikro-
bizide Effekte erzielt wurden.11,12,30,31

Mehrere frühere In-vitro-Studien zu NaClO, HClO und OCl ,̄ die ihre all-
gemeine Wirksamkeit untersuchten,18,20,26,29 berichteten von günstigen 
mikrobiziden Wirkungen gegen eine Vielzahl von Mikroben,32 während 
sie eine vergleichsweise geringe Zytotoxizität aufwiesen.8,33 Alle unter-
suchten Lösungen sind als Reinigungs- und Spüllösungen klassifiziert 
und eignen sich zur Dekontamination und Behandlung von akuten und 
chronischen Wunden.3,8 Darüber hinaus werden sie häufig als hoch-
wirksam gegen Mikroben und nicht zytotoxisch für den Menschen be-
worben, da sie natürlich im angeborenen Immunsystem des Menschen 
vorkommen.26,34 Wie die vorgestellten Ergebnisse jedoch zeigen, ist eine 
sorgfältige Unterscheidung zwischen der allgemein berichteten Wir-
kung eines antimikrobiellen Mittels und der tatsächlichen Wirksamkeit 
eines Produkts auf der Grundlage eines solchen Mittels wichtig: Von 
sechs untersuchten Lösungen zeigte die Hälfte überhaupt keine rele-
vante antimikrobielle Wirkung, während der Rest nicht als hochwirksam 
und ohne zytotoxische Nebenwirkungen nachgewiesen werden konnte.
Diese Diskrepanzen ergeben sich aus den physikalisch-chemischen 
Eigenschaften der Lösungen. Obwohl alle diese Lösungen bestimmte 
Mengen an NaClO, HClO und/oder OCl¯ enthalten, unterscheiden sie 
sich in Bezug auf Gesamtchlorgehalt, pH-Wert und ORP deutlich (Tabel-
le 1). Während HClO im Allgemeinen die stärkste mikrobizide Chlorart 
ist, hängt ihre Verfügbarkeit vom pH-Wert der Lösung ab: Bei einem 
pH-Wert von 4-6 ist HClO vorherrschend; bei steigendem pH-Wert wird 
mehr OCl¯ gebildet, bis sich die beiden Arten in einem physiologischen 
pH-Bereich im Gleichgewicht befinden. Bei einem pH-Wert von >8,5 
überschreitet OCl¯ dann HClO.26,29 Durch die Verknüpfung des pH-Wer-
tes mit der vorherrschenden Chlorart wird die Relevanz des ORP-Wer-
tes deutlich: HClO und OCl¯ sind starke Oxidationsmittel, die in einer 
Redoxreaktion ein hohes Interaktionspotenzial mit anderen Molekülen 
ausüben. Dies führt zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies wie 
Peroxiden (hauptsächlich Wasserstoffperoxid; H2O2), Superoxid (˙O2¯), 
Hydroxylradikalen (¯OH) und Singlett-Sauerstoff (1O2),29 Proteinde-
naturierung,35-38 Oxidation von Lipiden in Zellmembranen/-wänden,39 
oxidative Enzymdeaktivierung40, 41 und DNA-Schäden.42 Je höher das 
Redoxpotential, desto höher der ORP-Wert; Lösungen mit hohem anti-
mikrobiellem Potenzial liegen im Allgemeinen über 650 mV, wie dies 
bei alle untersuchten Lösungen der Fall war (Tabelle 1). Entgegen den 
Erwartungen korrelierten die ORP-Werte jedoch umgekehrt mit den 
antimikrobiellen und zytotoxischen Wirkungen: effektivere Lösungen 
zeigten niedrigere ORP-Werte. Wir gehen davon aus, dass dies dadurch 
erklärt werden kann, dass der Gesamtchlorgehalt wahrscheinlich die 
wichtigste physikalisch-chemische Eigenschaft der untersuchten NaC-
lO/HClO-Lösungen ist. Das wirksamste Produkt, SHC/SM-A, hat den 



oxidative enzymedeactivation40,41 andDNAdamage.42 The higher
the redox potential, the higher the ORP value; solutions with a high
antimicrobial potential generally range above 650mV, as all the
investigated solutions did (Table 1). However, contrary to what
was expected, the ORP values correlated inversely with the anti-
microbial and cytotoxic effects: more effective solutions showed
lower ORP values. We postulate that this can be explained by the
total chlorine content probably being themost important physico-
chemical property of the investigated NaClO/HClO solutions. The
most effective product, SHC/SM-A, has the highest content
(1315ppm), followed by SHC-K and SHC-L (690 and 670ppm),
while SHC/HCA-V, -G and -M only contained around 100ppm
(Table 1). Considering that the ORP is a relative potential, a solution
canpresent a higher redox potential but an overall lower net react-
ive efficacy due to the simply insufficient absolute amount of read-
ily available reactive species. Also, those solutions with no
antimicrobial effect ranged around a physiological pH (Table 1),
where less of the more reactive and pH-dependent HClO is avail-
able andwhere also a relatively high decomposition rate of the un-
dissociated HClOhas beendescribed.29

In summary, the presented investigations outline significant
differences between certain NaClO/HClO-based solutions. Their ef-
ficacy and biocompatibility depend on specific physicochemical
properties, concentrations and exposure times. Especially, the sol-
utions’ pH values and total chlorine contents are the main drivers
of reactivity. Based on the evaluated cytotoxicity and microbicidal
efficacy, the solutions can be ranked as follows (lowest to
highest microbicidal effect and cytotoxic impact): Microdacyn60V

R

(SHC/HCA-M),GranudacynV
R

(SHC/HCA-G),VeriforteTM (SHC/HCA-V)
,KerraSolTM (SHC-K), LavanoxV

R

(SHC-L)�ActiMarisV
R

Forte
(SHC/SM-A). SHC/HCA-V, -G and -M can be considered as non-
cytotoxic and therefore suitable as biocompatible irrigation solu-
tions, but without verifiable antimicrobial efficacy based on the
presented in vitro results. SHC/SM-A, SHC-L and SHC-K demon-
strated relevant microbicidal effects accompanied by a certain
level of cytotoxicity (ranging from grade 0 to 3) in keratinocytes
and fibroblasts depending on concentration and exposure time.
These investigations highlight the necessity for accurate product-
and application-specific safety and efficacy profiles of newly
introduced wound-care products, rather than extrapolating
results from similar products.
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