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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Biofilme

1.1.1 Allgemeines

Unter Biofilmen versteht man im Allgemeinen Ansammlungen von Bakterienzellen bzw. mikrobielle
Gemeinschaften, die eingebettet in eine selbstproduzierte Matrix aus adhésiven extrazellularen
polymeren Substanzen (EPS) irreversibel an einer Oberflache haften [Flemming 2000; Flemming,
H.C. und Wingender, J., 2001 und 2002; O'Toole et al., 2000; Ramey et al., 2004; Wingender et al.,
1999].

Cooling Water

Biofilms
Impact. .. -

Food Processing

Drinking Water

Abbildung 1: Relevante Orte an denen Biofilmbildung von Bedeutung ist. © P. Dirckx, Center for Biofilm
Engineering, Montana State University, Bozeman

Biofilme sind ubiquitar verbreitet und diese Art des Zusammenlebens stellt keinesfalls einen Sonderfall
der Natur dar. Das Leben als frei suspendierte Zelle ist in der Natur eher die Ausnahme als die Regel,
und der weitaus grof3ere Teil der nattrlichen Mikrobiota ist mit Oberflachen assoziiert und lebt in Form
von Biofimen [Donlan und Costerton 2002; Flemming und Wingender 200l1a]. Aktuellen
Erkenntnissen nach handelt es sich bei Biofilmen um eine Form der mikrobiellen Organisation, die
sich bereits sehr friih entwickelte. Ein paar der dltesten bekannten Fossilien mit einem Alter von mehr
als 3,5 Milliarden Jahren stammen von Mikroorganismen in Biofilmen [Donlan und Costerton 2002;
Flemming und Wingender 2001a]. Die Vielfaltigkeit dieser Lebensweise macht es schwer eine
Definition fir den Biofilm im Allgemeinen zu geben. Selbst in vermeintlich lebensfeindlichen
Umgebungen, wie in schwefelhaltigen und hei3en Quellen, hypersalinen und sauren Seen, den
Gletschern der Antarktis und in Wisten kommt es zur Biofilmbildung. Man findet Biofilme in jeglicher
Art von wasserfihrenden Systemen, so auch in technischen Systemen fiur HeilRwasser oder in
Kuhlkreislaufen (s. Abb.1) [Exner und Kistemann 2004; Flemming und Wingender 2001a; Flemming
und Wingender 2002; Szewzyk und Szewzyk 2003]. Des Weiteren zahlen Béden, Gestein, Pflanzen,
Tiere und Menschen zu den Lebensumgebungen von Biofilmpopulationen. Sobald sie vom Wirt

profitieren, werden diese als Kommensale bezeichnet. Beim Mensch handelt es sich meist um
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apathogene Bakterien die einen Biofilm auf der Haut des Menschen bilden, eine interdisziplindre
Wechselwirkung mit diesem eingehen, und krankheitserregende Bakterien vom Menschen fernhalten.
Aber auch im Mund bzw. auf den Zahnen gibt es Biofiime, in oder auf denen einige
Milchsaurebakterien, z.B. Streptococcus mutans oder Streptococcus salivarius durch die Bildung von
Milchsdure aus Zucker Karies verursachen kénnen. Im menschlichen Darm helfen sie bei der
Verdauung [Donlan und Costerton 2002; Flemming und Wingender 2001a]. Der menschliche Kdrper
besteht aus ca. 10" eukaryotischen Zellen, gleichzeitig hat er aber ca. 10'* Bakterienzellen und Pilze
in und auf sich. Der menschliche Korper besteht somit zu etwa 90% aus nicht-eukaryotischen Zellen
[Wilson 2008].

Die Grundbedingungen fir die Bildung eines Biofilms sind einfach. Bendétigt werden die zum
Wachstum erforderlichen N&ahrstoffe, eine Grenzflache zu einer wassrigen Phase und die Bakterien
selbst. Zur Biofilmbildung kann es demnach auch an allen wasserangrenzenden Flachen kommen.
Zwischen Wasser und Luft, Wasser und festem Medium, Wasser und einer anderen Flussigkeit (z.B.
Ol). Solange genug Nahrstoffe vorhanden sind, kénnen Mikroorganismen dort Biofilme bilden [Donlan
und Costerton 2002; Flemming und Wingender 2001a; Flemming und Wingender 2002; Szewzyk und
Szewzyk 2003].

Seit der wohl friihesten bekannten Beobachtung von Biofilmen in Form von Zahnplaque durch Antonie
van Leeuwenhoek [Costerton et al. 1999; Mikx 1983] im 17. Jahrhundert hat sich viel getan.

Lange blieben Biofilme als mikrobielle Lebensgemeinschaft unberiicksichtigt. Als Robert Koch seine
nach ihm benannten Postulate erstellte und durch die Konzentration des wissenschaftlichen Fokus auf
Reinkulturen das goldene Zeitalter der Mikrobiologie einlautete und damit ein Siegeszug gegen eine
Vielzahl bakteriell bedingter Krankheiten begann [Schlegel 1999], trat die Forschung an Biofilmen oder
die Frage nach der nattrlichen Lebensweise von Bakterien in den Hintergrund. Mit Beginn des 20.
Jahrhunderts entdeckte man die Biofilme als Forschungsobjekt erneut.

Bereits in den 20er Jahren des vorigen Jahrhunderts wurden Untersuchungen zur Anheftung von
Mikroorganismen an Oberflachen durchgefihrt [Lappin-Scott 1999]. Winogradsky (1928), Cholodny
(1930) Conn (1932) und Henrici (1933) benutzten Objekttrager, die sie in den Erdboden steckten, um
sie nach festgelegten Zeitraumen mikroskopisch auf anhaftende Bakterien bzw. bakteriellen Bewuchs
hin zu untersuchen. Auf sie gehen die wichtigen Beobachtungen zuriick, dass sich sessil wachsende
Bakterien von planktonisch wachsenden Bakterien unterscheiden.

Den ersten beschriebenen Apparat zur Untersuchung von bakterieller Anheftung an Oberflachen
wurde von Claude ZoBell entwickelt. Der sog. ,Slide carrier®, eine Konstruktion aus Blei mit einer
Holzverkleidung und Parrafiniiberzug, diente als Halterung flr Objekttrager, auf denen das Wachstum
mariner Bakterien als Biofilm beobachtet werden konnte, den ZoBell damals noch ,attached film*
nannte (s. Abb. 2) [ZoBell und Allen 1933, 1935].
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des ,slide carrier bestehend aus einer mit Holz umhdiliten Bleiplatte an
deren Aufenseite die Objekttrager befestigt werden. © ZoBell und Allen 1935.

Der Mikrobiologe Arthur Henrici schrieb als einer der ersten tber nicht-planktonische Bakterien in der
Natur und erkannte, dass die Mehrzahl der im Wasser lebenden Bakterien nicht planktonisch
vorkommt, sondern sich im Benthos befindet [Henrici 1933].

Heukelekian und Heller (1940) erkannte den Zusammenhang, dass mit einem grof3er werdenden
Verhaltnis von Oberflache zu Volumen auch die Anzahl der sich auf Oberflachen anhaftenden und in
Form von Schleimen oder Kolonien wachsenden Bakterien steigt.

Erste Beobachtungen zur Entstehung von Biofilmen wurden in den 1970er Jahren durchgefihrt. Dazu
gehoren die Anndherung der Zellen an die Oberflachen zum wéssrigen Milieu und die Beobachtung,
dass extrazellulare polymere Substanzen eine Rolle bei der Anheftung und Ausbildung von Biofilmen
spielen [Marshall und Cruickshank 1973].

Geesey et al. (1977) konnten in ihren Untersuchungen zu natirlichen Habitaten von Mikroorganismen
zeigen, dass der GrolR3teil der Bakterien, oftmals sogar mehr als 99%, in Biofilmen aggregiert ist und
das Verhdltnis von sessilen Biofilmbakterien zu planktonischen Bakterien oftmals Uber einem
Verhdltnis von 1.000-10.000:1 liegt.

Diese Beobachtungen wurden in den 1980er Jahren von Costerton et al. (1987) erneut belegt. Sie
zeigten, dass die sich im Trinkwasser befindlichen Bakterien bzw. Mikroorganismen zu bis zu 95% in
Biofilmen organisiert sind, und dass nur ca. 5% als planktonische Zellen in der Wasserphase
vorliegen [Flemming 2002].

Mit der Erkenntnis, dass es sich bei Biofilmen, um die natirliche Lebensform der meisten Bakterien
handelt, wird den Biofilmen und ihrer Beschaffenheit nun mehr Aufmerksamkeit gewidmet. Und mit
dem anhaltenden Fortschritt bei der Weiterentwicklung molekularbiologischer Methoden ist es méglich
geworden, den komplexen Aufbau des Biofilms und die Vielzahl an Stoffwechselaktivitaten in seinem

Inneren zu untersuchen [Flemming und Wingender 2001a].
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1.1.2 Biofilmbildung
1.1.2.1 Allgemein

Nature Reviews | Drug Discovery

Abbildung 3: Die Phasen der Biofilmentwicklung. Die funf Phasen der Biofilmentwicklung: (a) reversible
Adhéasion (b) irreversible Adhasion und EPS-Produktion (¢) Vermehrung und Bildung von Mikrokolonien (d)
Reifung des Biofilms (e) Plateauphase © Davies 2003

Beim Prozess der Biofilmbildung unterteilt man den Ablauf in flnf aufeinanderfolgende Phasen (siehe
Abb. 3). Sind alle Voraussetzungen an die Nahrstoffversorgung erflillt, so kénnen Mikroorganismen
sich z.B. an der Grenzflache zwischen Wasser und einem Feststoff ansiedeln [Flemming und
Wingender 2001a]. Allerdings existiert eine Vielzahl an Faktoren, die Einfluss auf die Biofilmbildung
ausliben. Neben der Temperatur, dem pH-Wert, der Ladung der zu besiedelnden Oberflache oder des
Drucks, entscheidet vor allem die Zusammensetzung des Substratums Uber die sich ansiedelnden
Zellen und Scherkréfte Uber die Form des Biofilms [Donlan 2002; Fitzpatrick et al. 2005; Stoodley et
al. 1999].
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1.1.2.2 Der ,conditioning film* oder die reversible Bindung

Bakterien sind in der Lage innerhalb kirzester Zeit Biofilme zu bilden. Das geht prinzipiell an jeder
Oberflache, die an ein wassriges Milieu grenzt. Voraussetzung ist ein initialer Biofilm aus Proteinen,
Polysacchariden und anderen hydrophoben Makromolekuilen, die sich innerhalb kirzester Zeit auf der
Oberflache absetzen. Diese bilden das Substrat (auch Substratum genannt), fir die sich anschlieRend
anheftenden Bakterien.

In einem ersten Schritt binden die Bakterienzellen tiber elektrostatische Wechselwirkungen oder auch
unter Zuhilfenahme der Flagellen lose an die vorhandenen Polysaccharide, Proteine, Huminstoffe und
anderen organischen Substanzen, die sich auf der Oberflache ablagern, das sogenannte Substratum
(s. Abb. 4) [Donlan und Costerton 2002; Flemming und Wingender 200l1a; Pang et al., 2005] und
bilden dabei den sog. ,conditioning film“ [Exner et al. 1987; Schneider und Leis 2002].

Bei der ersten reversiblen Bindung von Bakterien wirken verschiedene Kréfte auf die Bakterien. Je
néher das Bakterium dem Substratum kommt, desto starker wirken diese Kréfte. Bereits auf eine
Distanz von einhundert Nanometern wirken bereits die Van-der-Waals-Kréfte, die die Zellen ndher an
die Substratumwand bringen. Ab einer Distanz von ca. 20 nm kommen zusatzlich elektrostatische
Wechselwirkungen zwischen den Ladungen von Zelle und Substratum hinzu. Ab einem Abstand von
ca. 5 nm steigt die Wahrscheinlichkeit physischen Kontakts durch Flagellen und Pili (s. Abb. 4)

Hinzu kommt die Tatsache, dass Scherkrafte und Stromung in direkter Nahe zum Substratum geringer
werden und so die Wahrscheinlichkeit zur Ausbildung eines Zellkontakts erhéht wird (Hydrodynamic
boundary) (Abb.4) [Donlan 2002].

Im zweiten Schritt wird der entstandene Kontakt intensiviert. Das geschieht durch Veranderungen der
Struktur der Zelloberflache bzw. durch die Ausbildung von spezifischen Adhasionsproteinen, Fimbrien
oder Pili [Boonaert et al. 2002; Flemming und Wingender 2001a; Pang et al. 2005].
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Nach dem ersten Kontakt zwischen Bakterienzelle und Substratum kann beobachtet werden, wie die
Zellen selbst sich drehen, vibrieren oder zu zucken scheinen. Zurlickzufiihren ist das auf die reversible
Bindung von Flagellem ans Substratum. Da der Motor der Flagellen weiterlauft, beginnt nun die Zelle
selbst sich zu drehen. Andererseits kann die Bewegung der Zellen aber ebenso durch ,Brown’sche
Bewegung“ der sich stetig bewegenden Wassermolekile erklart werden [Marshall 1985]. Tatsachliche
Fortbewegung entlang des Substratum wahrend der reversiblen Bindung von Bakterienzellen
geschieht durch die sog. ,twitching motility”, also dem Ausbilden eines Pilus hin zum Substrat, der
eine Kontraktion ausfiihrt und die Zelle zieht, wahrend auf der anderen Seite die Bindung des Pilus
gel6st wird. So konnten O'Toole et al. (1998) darstellen, dass die Beteiligung von Moatilitat und der
Ausbildung von Pili als Voraussetzung zur Biofilmbildung bei Pseudomonas aeruginosa gilt [O'Toole
und Kolter 1998].

Twitching motility spielt eine Ubergeordnete Rolle bei der anschlieRenden Entstehung von ersten
Mikrokolonien [Costerton et al. 1999]. Belegt wurden die Rollen von Flagellen und Pili bei der
Biofilmbildung u.a. durch die Untersuchungen von O'Toole und Kolter, die mit Pseudomonas
aeruginosa Mutanten arbeiteten. Wéahrend P. aeruginosa Mutanten ohne Fahigkeit zur Ausbildung von
Flagellen kaum in der Lage waren Uberhaupt initiale Kontakte zum Substratum herzustellen, konnten
P. aeruginosa Mutanten ohne Fahigkeit zu Ausbildung von Typ IV Pili keine Mikrokolonien ausbilden,
nachdem sie einen reversiblen Kontakts zum Substratum ausgebildet hatten [O'Toole und Kolter
1998].

1.1.2.3 Dieirreversible Bindung

Die zweite und dann irreversible Form der Bindung zwischen Bakterienzelle und Substratum ist
bedingt durch die Einbettung der Zelle in die Matrix aus extrazelluléren polymeren Substanzen (EPS),
wie Polysacchariden und Proteinen wéahrend der eigentlichen Reifung des Biofilms.

Diese Matrix aus EPS, welche die Mikroorganismen umgibt, kann bis zu 90 Prozent des Biofilms
ausmachen [Choong und Whitfield 2000; Flemming und Wingender 2001a; Flemming und Wingender
2002]. Geregelt wird die EPS Produktion durch quorum sensing. Quorum sensing ist ein
regulatorisches System bei einem Organismus, fir das eine bestimmte Zelldichte der gleichen
Spezies bendtigt wird, bevor Regulationsvorgéange ablaufen kénnen. So wird auch der Ubergang von
frei suspendierten Zellen zu in Biofilmen aggregierten Zellen Giber Quorum sensing gesteuert [Madigan
und Martinko 2006]. So ist P. aeruginosa z.B. auch als Biofilmbildner bekannt und wie bei vielen
anderen gramnegativen Bakterien geschieht dies bei P. aeruginosa ebenfalls durch Quorum sensing
Uber N-acyl Homoserin Lactone. Sie sind auf Pheromonen basierende chemische Molekile, die den
Bakterien als Messinstrument fir die Populationsdichte dienen. Untersuchungen konnten belegen,
dass die Zell-Zell-Kkommunikation tber Homoserin Lactone maf3geblich an der Ausbildung und
Reifung von Biofilmen beteiligt sind. Bei geringer Zelldichte werden diese Pheromone in das
Umgebungsmedium abgegeben und dort weitestgehend verdinnt. Mit steigender Zelldichte steigt
auch die Konzentration im Umgebungsmedium der Zellen. Das sich immer weiter akkumulierende

Pheromon erreicht einen Schwellwert, bindet an die passenden Rezeptoren der Zellen, die dadurch
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Genexpression stimulieren oder hemmen. Wé&hrend Flagellen und Pili unverzichtbar fur die initiale
Phase der Biofilmentwicklung sind, so hat sich gezeigt, dass Quorum sensing einen erheblichen Anteil
an der Reifung des Biofilms hat [Hentzer et al. 2002; Smith et al. 2003]. Die Bakterienzellen werden
dazu veranlasst groRe Mengen an extrazellularen polymeren Substanzen, wie Polysaccharide oder
Proteine zu bilden [Costerton 1995; Costerton et al. 1999]. Dazu gehort auch die Produktion von
Alginat, einem Polysaccharid, dass einen der Hauptbestandteile der EPS Matrix darstellt (z.B. bei P.
aeruginosa). Aber auch die Bildung vieler Pathogenitétsfaktoren oder Antibiotika wird auf diese Weise
gesteuert z.B. aufgrund hoher Populationsdichten und der damit steigenden Konkurrenz um
Nahrstoffe [Flemming und Wingender 2001a; Parsek und Greenberg 2005].

Durch das Anlagern weiterer Mikroorganismen und durch Wachstum der vorhandenen Bakterien
beginnen sich die ersten Mikrokolonien zu bilden, die sich bei fortgesetzter Vermehrung und der
Bildung der EPS [Vandevivere und Kirchmann 1993] als Makrokolonien zu einem Bakterienrasen
verschmelzen.

Im Folgenden wachst und reift der Biofilm. Das geschieht durch die weitere Co-Aggregation anderer
Zellen, die zur Diversitét des Biofilms beitragen [Buswell et al. 1997; Rickard et al. 2002; Rickard et al.
2003] durch verwertbares organisches Material, dass den verschiedenen Bakterienstimmen als
Néhrstoff dienen kann, wahrend andere nur als strukturelle Elemente (z.B. Schlamm und Sand) des
Biofilms dienen.

Allerdings haben auch &uRRere Faktoren Einfluss auf die Gestalt des Biofilms [Palmer, Jr. und White
1997; Pringle und Fletcher 1986; Stoodley et al. 1999]. So erhéhen Nahrstoffmangel und starke
Strémung z.B. die Robustheit und die Starke der Anheftung des Biofilms, wéhrend unter schwachen
Stromungen oder hohem Nahrstoffangebot weniger kompakte und schwécher anhaftende Biofilme
ausgebildet werden.

Durch die Stoffwechselaktivitdt der verschiedenen Organismen veradndern sich auch die
Lebensbedingungen vor Ort. Der anféngliche Vorteil der besseren Nahrstoffversorgung auf der
Oberflache wird mit dem wachsenden Biofilm langsam zum Nachteil fir aerobe Bakterien. Weil die
Sauerstoffversorgung in den tiefer liegenden Bereichen durch den nur langsam diffundierenden
Sauerstoff nicht ausreichend gewahrleistet werden kann, bilden sich bald anoxische Bereiche
[Flemming und Wingender 2001a].

Es kommt zur Ausdifferenzierung unterschiedlicher Stoffwechselbereiche innerhalb des Biofilms. So
kommt es in den tiefer liegenden Schichten zur Ausbildung einer Giberwiegend anaeroben Schicht und
einer mehr aeroben Schicht, je weiter man im Biofilm nach auf3en gelangt [Stewart und Costerton
2001].

Mit zunehmenden Wachstum und der fortgesetzten Reifung des Biofilms kommt dieser in die
sogenannte Plateauphase. In dieser Phase befinden sich Aufnahme neuer sessiler Zellen in den
Biofilm und die Abgabe von Zellen bzw. ganzen Teilen des Biofilms an das wassrige Milieu im
standigen Fluss und der Zuwachs an neuen Bakterien durch Zellteilung und Absterben von Zellen
steht im Gleichgewicht [Rittmann 1989, Trulear und Charaklis 1982].

Beim Ablésen ganzer Teile des Biofilms von der Oberflache spricht man auch von ,sloughing” (engl.

H&autung). Grund dafir sind die auf den Biofilm wirkenden Scherkréfte. Durch Wachstum des Biofilms
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steigt der Stromungswiderstand stetig an und als Konsequenz werden immer wieder kleine Stiicke
des Biofilms abgeldst [Flemming und Wingender 2001a]. Abhangig von den wirksamen Scherkraften
kénnen so entstandene Biofilme eine Dicke von wenigen Mikrometern bis zu einigen Millimetern
erreichen [Flemming und Wingender 2001a; Pang et al. 2005].

1.1.3 Zusammensetzung eines Biofilms

Nach seiner Reifung besteht der Biofilm auf3er aus Wasser und den enthaltenen Mikroorganismen
hauptséachlich aus extrazellularen polymeren Substanzen (EPS). Bei den EPS handelt es sich im
weitesten Sinne um diverse Lipide, Polysaccharide, Proteine und auch Nukleinsauren. In seinem
Inneren wechseln aerobe und anaerobe Zonen, nahrstoffreichere und néhrstoffirmere Bereiche
[Costerton 1995; Flemming und Wingender 2001a; Flemming und Wingender 2002]. Der von auf3en
weitestgehend homogen aussehende Biofilm, besitzt einen komplexen Aufbau. Vergleichbar mit der
Aufsicht auf einen Wald erscheint der Biofilm von oben betrachtet geschlossen. Tatsachlich ist er aber
im Inneren durchgangig (s. Abb. 5) [Fuchs 2007].

Der Biofilm ist durchzogen von Géngen und Tunneln, Uber die Wasser und auch Nahrstoffe alle

Bereiche des Biofilms erreichen kdnnen. So umflie3t das Wasser alle enthaltenen Mikroorganismen.

Néhrstoffe und Stoffwechselprodukte werden dabei Giber Diffusion innerhalb des Biofilms transportiert
[Costerton 1995; Flemming und Wingender 2001a und 2002].

Abbildung 5: Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie Bilder eines Trinkwasserbiofilms von der Seite (A ) und
von oben (B), bei denen Hohlrdume und Tunnel innerhalb der Matrix sichtbar werden © Exner, M. et al., 2002b

1.1.4 Lebensraum fur Mikroorganismen
Durch die EPS wird es den Mikroorganismen mdglich, dauerhaft nadhrstoffreiche Regionen zu
besiedeln. Durch seine Festigkeit verhindert der Biofilm ein Wegspilen der Bakterien. Das enge

Zusammenleben bietet auBerdem den Vorteil einer erhohten Wahrscheinlichkeit von horizontalem
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Gentransfer z.B. durch Plamidaustausch mittels Konjugation [Molin und Tolker-Nielsen 2003; Thomas
und Nielsen 2005]. Der Biofilm bietet aber auch Schutz vor chemischen Desinfektionsmitteln,
Antibiotika, Fressfeinden (Immunzellen, Protozoen etc.), UV- oder Rontgenstrahlung bzw. Temperatur
und pH-Wert Schwankungen. Fir die o0.g. schadlichen chemischen Einflisse ist es schwer den Biofilm
durch Diffusion génzlich zu durchdringen, bzw. sie werden durch enzymatischen Abbau oder
chemischer Neutralisation unwirksam gemacht. Ein weiterer Vorteil besteht in der hohen
Regenerierungsfahigkeit von Biofilmen, so dass selbst nach Desinfektionsmalinahmen einige wenige
Uberlebende Bakterien geniigen, um den Biofilm schnell neu zu besiedeln. [Choong und Whitfield
2000; Costerton 1995; Costerton et al. 1999; Donlan und Costerton 2002; Flemming und Wingender
2001a und 2002; Szewzyk und Szewzyk 2003].

Da die Mehrzahl von ca. 95% aller Mikroorganismen in Biofilmgemeinschaften organisiert ist, lassen
sich theoretisch Zelldichten von bis zu 10™ Zellen/cm® feststellen, die die Konzentration im
umgebenden Milieu deutlich tbersteigt [Flemming et al. 2002].

Der Biofilm im Allgemeinen ist eine heterogene Lebensgemeinschaft und setzt sich aus einer
variierenden Vielzahl von Mikroorganismen zusammen. Als Architekten dieses Konstrukts sind
Bakterien die vorherrschende Lebensform. Mit der Reifung des Biofilms und zunehmendem Alter,
finden sich aber auch andere Mikroorganismen und Kleinstlebewesen im Biofilm wieder [Henne et al.
2012; LeChevallier et al. 1987].

Es lassen sich neben Algen und Pilzen [Gottlich und Flemming 2002] aber auch Protozoen, wie z.B.
Ciliaten oder Amoben [Exner und Gornik 1990; Manz et al. 1995] im Biofilm finden. Hoher entwickelte
Organismen wie Fadenwurmer (Nematoden), Ré&dertierchen (Rotatorien), Wenigborster
(Oligochaeten), Milben, Schnecken oder Insektenlarven sind in Biofilmen ebenfalls anzutreffen. Sie
erndhren sich u.a. von den im Biofilm lebenden Mikroorganismen [Flemming und Wingender 2001b].
Aktuelle Untersuchungen beschéftigen sich aulRerdem mit der Frage nach dem Risiko, ob Biofilme als
Reservoir fur Viren dienen kdnnten, die man in unterschiedlichen Studien in Biofilmen fand [Andersson
und Banfield 2008; Skraber et al. 2005; Sutherland 2004; Vasickova et al. 2010].

1.1.5 Abl6sung und Verteilung

Bei allen Vorteilen, die der Biofilm Bakterien bietet, kann die Mdglichkeit die sessile Lebensweise
voriibergehend zu verlassen, essentiell fur das Uberleben einzelner Stamme oder der ganzen
Gemeinschaft sein. Das ist zum Beispiel der Fall, wenn die Konkurrenz der Bakterien untereinander
zu grol3 wird oder die Versorgung mit Nahrstoffen nicht mehr gewahrleistet ist [Watnick und Kolter
2000].

An dieser Stelle unterscheidet man zwischen passiver und aktiver Abldsung vom Biofilm. Passive
Abldsung kann hervorgerufen werden durch Abrasion z.B. durch kleinere Partikel in der wéssrigen
Lésung oder durch Erosion [Morgenroth und Wilderer 1999; Rochex et al. 2009] bedingt durch die
Stromungsverhaltnisse an der Oberflache des Biofilms, die einzelne Zellen vom Biofilm I6sen kdnnen,
oder bei zunehmendem Scherkradften ganze Teile des Biofilms herauslésen. Aber auch

menschengemachte Einflisse, wie der Einsatz von Reinigern und Birsten spielen eine Rolle.
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Auf der anderen Seite ist bekannt, dass Bakterien in der Lage sind, ihre Abldsung vom Biofilm selbst
zu initiieren. So besitzen Pseudomonaden z.B. das Gen ,alg L“, welches fir das Enzym Alginat-Lyase
codiert. Das Enzym ist in der Lage die Biofilmmatrix, in der die Zellen eingebettet sind, weitestgehend
zu hydrolysieren, so dass sich die Zellen aus dem Biofilm herauslosen koénnen [Boyd und
Chakrabarty 1994; Lewis 2001; Sutherland 2001a].

Die geltsten Zellen bewegen sich dann entweder als Gemeinschaft entlang des Stromungsgradienten
oder als vereinzelte Zelle durch ihre Flagellen, um an geeigneter Stelle einen neuen Biofilm zu
begrinden.

Neben dem Verhindern der Ausbildung von Biofilmen, liegt im Abldsen von Biofilm und dem Verstehen
dieser Mechanismen, eine der grof3ten Herausforderung fir den medizinischen und den industriellen
Sektor [Costeron et al. 2005].

1.1.6 Verhindern und Beseitigen von Biofilmen

Es gibt unterschiedliche Strategien und Maflinahmen zur Desinfektion des Wassers oder der
wasserfuihrenden Systeme. Neuerdings setzt man im industriellen Bereich auf eine Kombination aus
der mechanischen Zerstérung der Biofilme und dem Einsatz von Desinfektionsmitteln [Donlan und
Costerton 2002]. Daneben gibt es verschiedene Versuche die Oberflacheneigenschaften von
Materialien so zu gestalten, dass eine Biofilmbildung verhindert oder zumindest minimiert wird. Dazu
gehort die Herstellung von antibiotischen Oberflachen mit Minocyclin-Rifampicin, antiseptischen
Oberflachen mit Chlorhexidin-Silbersulfadiazin oder metallbeschichteten Oberflachen mit Silber,
Platin, Bismut oder Kupfer [Airey und Verran 2007; Choong und Whitfield 2000; Donlan und Costerton
2002]. Aber auch die Vermeidung rauher Oberflachen oder der Einsatz nanostrukturierter
Oberflachen, wie sie es z.B. beim Lotuseffekt gibt, werden ebenso diskutiert wie der Einsatz
hydrophober Oberflachen [Flemming 2002], oder der von Ultraschall, um bereits besiedelte
Oberflachen von Biofilmen zu befreien [Mott et al. 1998]. Umfassende Untersuchungen belegen, dass
das inaktivieren von Bakterien und das Beseitigen von Biofilmen zwei unterschiedliche Dinge sind, die
nicht miteinander einhergehen missen [Chen und Stewart 2000; DVGW 2009; Vickery et al 2004].

1.1.7 Problematik der Biofilme im Hinblick auf gesundheitliche Gefahrdung

Seit langerem hat man auch die gesundheitsschadlichen Aspekte solcher Biofilme erkannt. Im
klinisch-medizinischen Bereich stellen sie ein ernstzunehmendes Problem dar. Da die derzeit tblichen
mikrobiologischen Trinkwasseranalysen nur ca. 5% der vorhandenen Mikroorganismen nachweisen
kénnen, stellt der Uberwiegende Rest ein nur schwer kalkulierbares Risiko u.a. fir
Gesundheitseinrichtungen dar [Characklis 1990]. Diverse Krankheitsbilder sind wu.a. auf
Mikroorganismen in Biofilmen zurlickzufuhren. Dazu gehdren Mukoviszidose, Karies, Parodontose,
Nierensteine, Tuberkulose, die Legionarskrankheit und Staphylococcus-Infektionen. [Madigan und
Martinko 2006].
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Die Kontamination von Instrumenten, Kathetern und Implantaten fihren immer wieder zu
nosokomialen Infektionen [Anaissie et al. 2002; Choong und Whitfield 2000; Costerton et al. 1999;
Donlan und Costerton 2002; Exner et al. 1999; Flemming und Wingender 2001a; Haiby et al. 2010;
Szewzyk und Szewzyk 2003]. AufRerdem konnen ablésende Teile eines Biofilms z.B. in
wasserfuihrenden Leitungen zu einer Quelle von stetig wiederkehrenden Kontaminationen werden
[Anaissie et al. 2002; Kelley et al. 2004]. Eine nicht zu unterschatzende Gefahr besteht insbesondere
dann, wenn Personen mit einem geschwéachten Immunsystem Biofilmbakterien ausgesetzt werden,
wie es zum Beispiel in Krankenh&usern der Fall ist [Anaissie et al. 2002; Exner et al. 2007]. In diesen
Fallen sind besonders die fakultativ pathogenen Krankheitserreger von Bedeutung, die Infektionen
unter spezifischen Voraussetzungen, wie z.B. einem supprimierten Immunsystem auslésen kdénnen
[RKI 2010]. Darunter fallen auch die zu den am weitesten verbreiteten nosokomialen
Krankheitserreger Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii und Legionella pneumophila
[Eboigbodin et al. 2008; Exner und Hartemann 2009].

Zusétzliche Gefahr geht dann von Bakterienstimmen aus, wenn sie Antibiotikaresistenzen entwickelt
haben. Eine Entwicklung, die in den letzten Jahrzehnten stark zugenommen hat und immer 6&fters
beschrieben wird [Aloush et al. 2006; Costerton et al. 1999; Flemming und Wingender 2001a; Exner et
al. 1999]. So sind z.B. eine Vielzahl an Pseudomonas aeruginosa Stdmmen bekannt die via
Mutationen Resistenzen gegen viele der bekannten Antibiotika entwickelt haben [Livermore 2002].
Weitere Beispiele von medizinisch relevanten Biofilmen sind solche auf Fremdkorpern, wie z.B.
Endoprothesen, Venenkathetern, Herzschrittmachern, Herzklappen und Shuntventilen [Fuchs 2007;
Wilson 2001]. So werden nach der Operation diese Fremdkorper im Menschen mit Matrixproteinen
wie Fibrinogen oder Fibronektin Uberzogen. Staphylokokken z.B. besitzen auf ihrer Oberflache
Proteine - z.B. den Clumping factor - der an Fibrinogen oder das Fibronektin Bindeprotein, das an
Fibronektin bindet, mit dem sie sich an die entsprechenden Proteine spezifisch binden kénnen. Einmal
daran gebunden, vermehren sich die Bakterien, bilden EPS und sind damit ein ernstzunehmender
Infektionsherd [Donlan und Costerton 2002].

11



EINLEITUNG

Antibiotic uAntibody uPlanktonic cell @ Biofilm cell n Phagocyte enzymes |

Abbildung 6: Darstellung eines medizinischen Biofilms. (a) Planktonische Zellen sind anféllig fir Antikorper,
Antibiotika und Phagozytose. (b) Sessile Zellen im Biofilm sind hingegen geschiitzt. (¢) Phagozyten wandern zum
Infektionsherd und beginnen mit der Produktion von Enzymen. (d) Die Enzyme der Phagozyten schadigen
umliegendes Gewebe, welches durch Biofilmbakterien neu infiziert werden kann. © Costerton et al. 1999

Der menschliche Korper und sein Immunsystem sind zwar in der Lage planktonische Zellen zu
bekampfen, geraten aber bei Biofilmen (z.B. auf Implantaten) an ihre Grenzen (s. Abb. 6) [Costerton et
al. 1999].

Prominentes Beispiel ist eine Reihe von Infektionen in den USA in den Jahren 1993 und 1994 unter
Asthmapatienten, bei der einhundert Patienten starben. Gemeinsam waren den Patienten die
Symptome einer bakteriellen Pneumonie und die Verwendung des gleichen Albuterolinhalators, der
bei Asthmaattacken kurzzeitig Linderung verschafft. Zurtickgefiihrt werden konnten die Infektionen auf
eine Pseudomonas aeruginosa Kontamination des Albuteroltanks des Herstellers. Zwar hielt der sich
an die Vorgaben zur Reinigung und Desinfektion der Tanks, konnte aber das Bakterium offensichtlich
nicht abtéten. Grund war die Fahigkeit von Pseudomonas aeruginosa Biofilme zu bilden, in denen es
vor Reinigern und Desinfektionsmitteln geschiitzt war. So wurden vom bestehenden Biofilm stetig
Zellen an die Flussigkeit im Tank abgegeben, die dann in die Inhalatoren umgefillt wurde. Durch den
Inhalator gelangten die Bakterien also tief in die Bronchien von Asthmapatienten, die bereits
gesundheitlich angeschlagen waren, wo der opportunistische Krankheitserreger erneut begann einen
Biofilm zu generieren [Potera 1996].

Obwohl die Wasserleitungen von Trinkwasserinstallationen zumeist von harmlosen Bakterien
besiedelt werden, trifft man hier auch auf fakultativ-pathogene Bakterienstdmme, die Ausloser von
Infektionen sein kdnnen [Exner et al. 2005; Exner et al. 2007].

In Trinkwasserinstallations- sowie Abwasser -Systemen wird die Biofilmbildung insbesondere durch
sog. Stagnationszonen, wie Siphons (s. Abb.7), bzw. Bereichen mit geringer Durchflussmenge
begtinstigt. Dies kébnnen Abzweigungen, stillgelegte Bereiche oder Filter sein. Studien belegen, dass

36 bis 42% der nosokomialen Pseudomonas aeruginosa Infektionen auf kontaminiertes
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Leitungswasser zurtickzufihren sind [Anaisie et al. 2002; Costerton 1995; Fuchs 2007; Reuter et al.
2002].

Volker et al. (2010) identifizierten in einer von ihnen durchgefihrten Studie in 6&ffentlichen
Einrichtungen die Anzahl koloniebildender Einheiten von Legionellen und Pseudomonaden als die
beiden mikrobiologischen Parameter, bei denen am héaufigsten Uberschreitungen der Grenzwerte
festgestellt wurden. Zudem gelang es bereits Helicobacter pylori in Trinkwasserbiofiimen mittels

quantitativer real-time PCR nachzuweisen [Linke et al. 2010].

Abbildung 7: Abbildung eines Siphons mit Biofilm. © 1999-2012, MSU Center for Biofilm Engineering

Pathogene kdnnen im Biofilm auch in infektionsrelvanten Konzentrationen auftreten und verursachten
in der Vergangenheit zahlreiche Epidemien [Colbourne et al. 1984; Ferroni et al. 1998; Rangel-Fausto
et al. 1999; RKI 2004]. Das Gesundheitsrisiko durch fakultativ-pathogene Mikroorganismen, speziell
fur immunsupprimierte Menschen, unterstreicht die Relevanz hygienisch-medizinischer Biofilm —
Forschung [Armon et al. 1997; Murga et al. 2001; Wilson et al. 2004]. Pseudomonas aeruginosa z.B.
besitzt eine ganze Reihe intrinsischer Resistenzmechanismen, wie die Bildung von [3-Lactamasen,
Efflux-Pumpen und herabgesetzter Permeabilitdét der Membran, die im Biofilm nochmals verstarkt
werden und damit nur schwer zu behandelnde Infektionen verursacht [Hancock 1998; Li et al. 1994;
Strateva und Yordanov 2009].

Die WHO empfiehlt daher fur signifikant immungeschwéchte Patienten steriles, abgekochtes
Leitungswasser zu verwenden, um schadliche Effekte durch Bakterien aus dem Trinkwasser
ausschlie3en zu kénnen [Anaisie et. al. 2002; Clark 2006; WHO 2011].

Neben den medizinischen Aspekten besitzen Biofilme eine nicht zu unterschétzende industrielle
Relevanz. Man bezeichnet die unerwiinschte Entwicklung von Biofilmen hier auch als Biofouling
[Flemming und Wingender 2002]. So setzen sie durch Ablagerungen in Pipelines deren
Durchflussleistung herab und sorgen gleichzeitig durch ihre Stoffwechselprodukte fiir eine verstarkte
Korrosion der Pipelines selbst, die sogenannte Biokorrosion. Aber auch andere technische Systeme
sind davon Dbetroffen, wie z.B. Kihlkreislaufe, Wasseraufbereitungssysteme und die

Energieerzeugung in Kraftwerken [Choong und Whitfield 2000; Szewzyk und Szewzyk 2003].

13



EINLEITUNG

Biofilme zerstdren eine groRe Anzahl mit Wasser in Kontakt stehender Objekte, wie z.B. Bohrinseln,
Piers, Kaianlagen und Schiffsrimpfe. Sie fihren zu erhohter Reibung an den Schiffsrumpfen und
dadurch zu erhéhtem Brennstoffverbrauch. Ein Biofilm von nur einem Zehntel Millimeter verringert die
Geschwindigkeit eines Tankers um 10 bis 15 Prozent [Flemming und Wingender 2002]. Im Kampf
gegen den Bewuchs hat man einen speziellen Schutzanstrich fur Schiffe entwickelt, dessen Wirkstoffe
an der Grenzflache zum Wasser verhindern, dass sich Biofilme bilden. Allerdings stellen diese Stoffe
eine starke Umweltbelastung dar und werden deshalb bereits in vielen Landern nicht mehr eingesetzt
[Flemming 2002].

1.1.8 Nutzen von Biofilmen

Allerdings haben Biofilme auch einen Nutzen. Es besteht bereits ein gro3er Markt fir Produkte, die mit
oder aus Biofilmen entstehen. So werden z.B. die EPS-Bestandteile verwendet bei der Herstellung
von Ketchup, Zahnpasta und Klebstoff [Sutherland 1998].

Die Biotechnologie macht sich Grenzflachen bereits in vielfacher Weise nutzbar. So werden schon seit
langerer Zeit Biofilmverfahren zur Abwasserreinigung angewendet. Die Mikroorganismen sind an eine
Feststoff-Oberflache gebunden und werden somit nicht von dem Abwasser abgetragen. Gleichzeitig
sind die Verunreinigungen des Wassers Energiequelle und Nahrung fur die Mikroorganismen. Durch
die schwammartige Struktur der Biofilme besitzen sie eine grof3e Adsorptionsflache, was ihnen
ermoglicht, viele der im Wasser unerwinschten Stoffe zuriickzubehalten und nach und nach
abzubauen. Nach den jeweiligen Reaktortypen unterscheidet man Tropfkdrper, Scheibentauchkdrper,
aerobe und anaerobe Festbetten und Schwebebetten [Fuchs 2007; Gebara 1999; Madigan und
Martinko 2006; Nicolella et al. 2000].

1.1.9 Studium von Biofilmen

Der ersten beschriebenen Vorrichtung zum Nachweis von Biofilmbildung, dem ,Slide carrier* von
ZoBell folgten bis heute eine ganze Reihe weiterer Forschungsmodelle anhand derer die Bildung und
Beseitigung von Biofilmen dokumentiert wurde [ZoBell und Allen 1933].

Monokultur Biofilme bieten sich als Forschungsmodell an. Sie sind aufgrund ihrer hohen
Reproduzierbarkeit, der  definierten = Zusammensetzung und  vergleichsweise  kurzen
Generierungszeiten gut geeignet fur Laborversuche, die z.B. die Wirkung von Desinfektionsmitteln
nicht an planktonischen sondern sessilen Bakterien demonstrieren sollen [Baldry 1983; Cochran et al.
2000; Johnston und Jones 1995; Moritz et al. 2010; Spoering und Lewis 2001]. Mit Modellbiofilmen die
aus Mischkulturen bestehen wird deshalb nur selten gearbeitet [Alasri und Moal 1992; Fatemi und
Frank 1999]. Undefinierte bzw. natirliche Biofilme weisen eine weitaus hohere Komplexitat an
Mikroorganismen und Bestandteilen der Matrix auf, so dass diese nur bedingt vergleichbar sind. Sie

sind daflr jedoch besser geeignet um praxisnahe Untersuchungen durchzufihren. U. a. werden
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naturliche Biofilme haufig fur die Testung von Desinfektionsmitteln eingesetzt [Exner et al. 1987; Morin
2000; Gebel et al. 2009; Holtmann und Sell 2001; Lenz et al. 2010; Otte et al. 2005].

Fur die Generierung von Biofilmen werden ebenfalls unterschiedliche Methoden verwendet. Grob
kann man dabei zwischen Batch - und Durchflussverfahren differenzieren. Im Batch-Verfahren werden
Tragermaterialien in Nahrmedien eingelegt, sodass auf ihnen mit wenig Material- und Zeitaufwand ein
Biofilm wachst. Hier kommt oftmals auch der ,modifizierte Robbins Device* zum Einsatz, mit dem
beispielsweise die Anheftung von Zellen an Oberflachen im Durchflussverfahren getestet werden kann
[Nickel et. al 1985].

Diese Biofilme werden fur Tests unter definierten Umweltbedingungen und fir Biozid — Tests
eingesetzt. Hier besteht z.B. die Moglichkeit der Verwendung von Mikrotiterplatten als Substrat, die
einen hohen Probendurchsatz ermdéglichen und unter verschiedenen Bedingungen getestet werden
kénnen [Davis 1999; O'Toole et al .1999]. Im Bereich der Desinfektionsmitteltestung wird dieses
Verfahren fur Voruntersuchungen zur Bestimmung von Einwirkzeiten oder optimalen
Wirkkonzentrationen von Desinfektionsmitteln eingesetzt [Jones et al. 1996; von Rége und Sand
1998].

Fur weitergehende Untersuchungen werden in der Regel Biofiime verwendet, die in
Durchflussverfahren generiert wurden. Dafiir werden meistens Schlauchsysteme eingesetzt auf deren
Oberflache sich der Biofilm bilden kann. Dabei héngt die Art der Biofilmbildung auch von den
verwendeten Leitungsmaterialien ab [Lethola et al. 2004]. Zur mdglichst schnellen und dichten
Besiedlung werden u.a. auch Silikonschlauchmaterialien eingesetzt, die durch ihre
Materialeigenschaften ein Biofilmwachstum foérdern. Ein erhdhter Kohlenstoffgehalt z.B. fordert das
Wachstum von Mikroorganismen [Exner et al. 1987; Davis 1999]. Mikroorganismen assimilieren
organischen Kohlenstoff um neues Zellmaterial zu produzieren und nutzen ihn als Energiequelle
[LeChevallier et al 1991]. Somit ist Silikon als Tragermaterial auch Né&hrstoffquelle fir
Mikroorganismen. Diese Schldauche werden kontinuierlich mit frischem Trinkwasser durchspilt und nur
durch die autochthone Trinkwasserflora entsteht ein Biofilm [Mathieu und Dollard 1990]. So auch am
IHPH, wo ein solches Modell urspringlich etabliert wurde [Exner et al. 1984; Lenz et al 2010].
Aufgrund einer, im Verhéltnis zum Batch-Verfahren, langen Generationszeit von mehr als einem Jahr
und der Komplexitat der Mikroorganismen, bieten diese Biofilme die Mdoglichkeit einen nattrlichen
Biofilm aus wasserflihrenden Systemen zu simulieren und in praxisnahen Untersuchungen eingesetzt

Zu werden.

1.1.10 Resistenzfaktoren im Biofilm

Einer der wichtigsten Faktoren fir eine erhdhte Widerstandskraft bzw. auch Toleranz liegt im Biofilm
selbst begrindet. Biofiime widerstehen den auf sie einwirkenden Kréften, denen einzelne Zellen
schutzlos ausgeleifert waren. Sie schitzen vor Phagozytose, vor Antibiotika und Bioziden. Sie
erlauben es Bakterien z.B. an Nischen wie nahrstoffreichen Oberflachen zu haften und dort zu

verharren. Bakterienzellen profitieren von der Néhe zu anderen Zellen, da sie die Vorteile der Zell/Zell-
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Kommunikation nutzen kénnen und sich die Chance fir genetischen Austausch erhéht [Hausner et al.
1999; Pearson et al. 1999; Sutherland 2001b].

Der Biofilm bietet Bakterien einen besseren Schutz vor Antibiotika, als ihn z.B. planktonische Zellen
besitzen. Die Polysaccharidmatrix des Biofiims bildet aber auch eine Barriere gegen Biozide. Die
Polysaccharidmatrix bietet dabei in erster Linie allerdings nur eine verzégernde Wirkung, die das
Durchdringen des Biozids verlangsamt, bei dauerhafter Behandlung aber nicht aufhalt. Des Weiteren
besitzen viele biofilmassoziierte Bakterien verédnderte Wachstumsraten, die mit anderen
physiologischen Verédnderungen, wie dem Ausbilden von Stressfaktoren einhergehen und
gleichermal3en Schutz bieten. So werden z.B. Antibiotika oder Biozide langsamer aufgenommen und
das Bakterium hat langer Zeit auf die Gefahr zu reagieren bzw. kann langer Uberleben [Donlan et al.
2002; Poole 2002; Stewart et al. 2001].

So zeigten Bridier et al. (2011) in ihren Untersuchungen zur Wirkungsweise von quataren
Ammoniumverbindungen und Peressigséuren innerhalb von Biofilmen, dass es je nach Biozid vor
allem bei quatdren Ammoniumverbindungen zu einer verzégerten Wirkung kommt, die vermutlich auf
die erschwerte Diffusion durch die Biofilmmatrix zurtickzufiihren ist. Die Versuche mit Peressigsaure
zeigten einen stetigen Anstieg inaktivierter Zellen in der Biofilmmatrix. Allerdings kam es auch hier
zum Wirkverlust des Biozids durch Interaktion mit den extrapolymeren Substanzen [Bridier 2011].
DeQueiroz und Day (2006) konnten mit ihren Versuchen zeigen, dass eine Kombination aus
Wasserstoffperoxid und Natriumhypochlorit am effektivsten gegen P. aeruginosa bzw. P. aeruginosa-
Biofilme wirkt.

Auch Tote et al. (2009) konnten mit ihren Versuchen demonstrieren, dass nicht alle Biozide in der
Lage sind, gleichzeitig Biofilmbakterien zu inaktivieren und die Biofilmmatrix abzubauen. Sie sprechen
sich nachdricklich fur aktualisierte und einheitliche Biozidtests fur Biofilme aus. Loughlin et al. (2002)
konnten das Potential aufzeigen, dass Pseudomonas aeruginosa bei nicht letalen Dosierungen z.B.
von Benzalkoniumchlorid eine stetig zunehmende Widerstandskraft gegeniiber diesem und &hnlichen
Desinfektionsmitteln entwickeln kann. Auch wenn nicht zwangslaufig eine Kreuzresistenz gegen
Antibiotika damit einhergeht.

Uber Antibiotika ist bekannt, dass der wiederholte Einsatz nur einen Teil der biofilmassoziierten
Bakterien erreicht. Die nicht betroffenen Zellen sind entweder persistierende Bakterien, die tief genug
im Biofilm integriert sind und nicht vom Antibiotikum erreicht werden oder phanotypisch verénderte
Zellen, die z.B. keine passende Zielregion fir die Antibiotika besitzen. Diese Zellen sind nach
abgeschlossener Behandlung am Wiederaufbau des Biofilms beteiligt. Durch Wiederholung dieses
Vorgangs konnten damit Biofilmpopulationen herangeziichtet werden, die eine geringere
Suszeptibilitdt gegentber Antibiotika besitzen [Harmsen et al. 2010].

Auch die Ausbildung von Efflux-Pumpen gilt als einer der Faktoren, die zur erhdhten Widerstandskraft
bzw. Resistenz gegen Antibiotika bei biofilmassoziierten Bakterien fuhrt [Masuda et al. 2000; Yoneda
et al. 2004]. lhre Ausbildung erfolgt hauptséachlich bei subletaler Dosierung von biozid wirkenden
Stoffen. ldeale Voraussetzung dafur ist das verlangsamte Durchdringen von Bioziden der

Polysaccharidmatrix.
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Der Ubergang von Bakterien aus planktonischer in die sessile oder stationdre Phase geht mit einer
Veranderung der Genexpression und einer moglichen phanotypischen Anderung einher [Sauer et al.
2002], mit der die Bakterien im Biofilm besser vor Stressoren geschuiitzt sind [Drenkardd 2003]. Die
erhohte Tolleranz von Pseudomonas aeruginosa resultiert zum einen aus einer geringeren
Permeabilitat der Zellen, so wie der Fahigkeit zur Ausbildung von Efflux-Pumpen [Chuanchuen et al.
2002, Lomovskaya et al. 2000; Schweizer 2003]. Zusatzlich sorgen Sauerstoff- und
Nahrstofflimitierung im Biofilm zur Ausbildung der bakterieneigenen Stressantwort (bei P. aeruginosa
auch Uber Quorum sensing mit Ausbildung von Virulenzfaktoren verbunden) [Pesci et al. 1999; Smith
et al. 2003] und verlangsamten Wachstum, was beides zusatzlich zur erhdhten Widerstandskraft
beitragt. In Biofiimen lebende Bakterien sind bis zu 1000-mal widerstandsfahiger gegen Biozide
[Drenkardd 2003; Lewis 2001]. Aktuell laufen die Errungenschaften der modernen Hygiene Gefahr
durch die stetige Zunahme antibiotikaresistenter Bakterien zunichte gemacht zu werden. Ein wichtiges
Standbein der Hygiene ist die praventive Medizin mit deren Hilfe die Anzahl der Erkrankungen, die
Anzahl der Behandlungen mit Antibiotika und damit auch die Anzahl antibiotikaresistenter Stamme
reduziert werden kann [Exner 2008]. Das erweiterte Verstandnis dieses Lebensraumes und seine
Kontrolle kdnnten damit einen Beitrag zur Aufrechterhaltung der hohen hygenischen Standards

leisten.

1.2 Pseudomonas aeruginosa

1.2.1 Allgemeines

Pseudomonas aeruginosa gehért zu den aeroben, gramnegativen und oxidasepositiven Stabchen und
ist ca. 2-4 um grof3. P. aeruginosa ist liphotrich begeil3elt und besitzt eine Vielzahl an Fimbrien, die es
ihm ermdglichen an Oberflachen zu haften. Das Bakterium ist ubiquitar vorkommend und sowohl
boden-, als auch wasserassoziiert. Weiterhin ist P. aeruginosa zur Bildung von extrazelluldren
polymeren Schleimen und damit auch zur Bildung von Biofilmen beféhigt. Diese Eigenschaften in
Kombination mit einer kommensalen Lebensweise machen ihn zu einem der relevantesten

humanpathogenen, trinkwasser- und krankenhausassoziierten Keime tberhaupt [Kayser et al. 2010].

1.2.2 Epidemiologie/Transmissionspfade

Aufgrund seiner besonderen Relevanz in Krankenhdusern und der Assoziation mit dem feuchten
Milieu kommt eine Vielzahl an Infektionsquellen in Betracht. Dazu gehdren Wasserhahne, Abflisse,
Siphons, Toiletten, Inhalatoren, Beatmungsgerate, Dialysegerdte aber auch Personen bzw.
medizinisches Personal im Umfeld des Patienten.

Die meisten mit P. aeruginosa assoziierten nosokomialen Infektionen sind opportunistischer Natur.
Dazu gehéren Pneumonien durch Infektion des tieferen Respirationstrakts, postoperative
Waundinfektionen, die haufiger bei immunsupprimierten Patienten auftreten, Harnwegsinfektionen und
seine Assoziation mit zystischer Fibrose [Madigan und Martinko 2006; Smith et al. 2003]. Studien

belegen, dass aktuell ca. 30 % aller Beatmungspneumonien, 20 % der Wundinfektionen, 15-20 % der
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Harnwegsinfektionen und ca. 4 % der nosokomialen Septikamien durch diesen Erreger verursacht
werden [NNIS 2004; Pawar et al. 2003; Richards 2000]. In den USA ist P. aeruginosa neben E. coli
der haufigste gram-negative Erreger von Pneumonien [Gaynes et al. 2005].

Aufgrund ihrer Relevanz und der damit verbundenen gezielten Behandlung von darmassoziierten
Keimen Uber die vergangenen 10 Jahre hat auf den Intensivstationen eine deutliche Verschiebung im
Erregerspektrum stattgefunden. Pseudomonas aeruginosa hat sich dabei zu einem der haufigsten
Erreger auf Intensivstationen entwickelt. Untersuchungen ergaben eine Assoziation mit besiedelten
Wasserhahnauslassen, auf die bis zu 50% aller Infektionen auf Intensivstationen zuriickgehen
[Trautmann et al. 2009].

In der jingeren Vergangenheit konnte immer wieder belegt werden, dass Pseudomonas aeruginosa
insbesondere in Wasserhéhnen und Siphons in Patientenzimmern ein Reservoir darstellen kann, von
denen gerade fur immunsupprimierten Patienten eine erhdhte Gefahr von Infektionen ausgeht
[Aumeran et al. 2007; Hota et al. 2009; Pena et al. 2003; Pitten et al. 2001].

Die Nachweisraten von Pseudomonas aeruginosa im Leitungswasser variieren zwar stark in den
Studien der vergangenen Jahre zwischen 4,5 und 97 %, allerdings lie3 sich auch zeigen, dass die
Nachweisraten stark von der verwendeten Testmethode abhingen. So erweis sich das Filtern groRerer
Wassermengen als ergiebiger, als der Direktausstriche von geringeren Mengen [Cholley et al. 2008;
Ferroni et al. 1998; Reuter et al. 2002].

Nicht zuletzt Aufgrund dieser Erkenntnisse, der Vielzahl an Virulenzfaktoren und der durch
zunehmende Resistenzausbildung erschwerten Therapie, gilt Pseudomonas aeruginosa als einer der
wichtigsten durch Trinkwasser Ubertragenen Erreger nosokomialer Infektionen [Aloush et al. 2006;
Exner et al. 2010]. Die Investitionen in eine Prophylaxe durch Reduktion mdglicher Reservoire von P.
aeruginosa und dem Versuch Patienten vor einer mdglichen Exposition zu bewahren ist bei
Berlcksichtigung der Zunahme an Resistenzen den durch Therapie entstehenden Folgekosten
vorzuziehen [Craven 2006; de Lyssovoy et al. 2009; Howard et al. 2003; Kerr et al. 2009; Trautmann
et al. 2009; Wood et al. 2003].

1.2.3 Virulenzfaktoren

P. aeruginosa besitzt gleich mehrere Virulenzfaktoren und eine ganze Reihe von Sekretionssystemen
um diese aus der Zell zu schleusen. Mittlerweile sind 6 Sekretionssysteme beschrieben (Typ I-VI) von
denen dem Typ lll Sekretionssystem die grof3te Bedeutung zukommt. Zu den wichtigeren Enzymen
gehdren dabei das Exotoxin A (eine ADP-Ribosyltransferase), die die Translation wahrend der
Proteinsynthese durch Inaktivierung eines Elongationsfaktors blockiert. Des Weiteren das Exoenzym
S (eine ADP-ribosyltransferase), welche Zytoskelett Proteine und GTP-Bindeproteine eukaryotischer
Zellen inaktiviert und ein Zytotoxin, welches Zellen durch Bildung transmembraner Poren schéadigt
[Engel et al. 2009; Kerr et al. 2009; Madigan und Matrtinko et al. 2006].
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1.2.4 Diagnose und Therapie

Die Diagnose erfolgt in der Regel durch Isolation aus dem entsprechenden Material und Identifikation
seiner spezifischen Stoffwechseleigenschaften z.B. mittels kulturellen Nachweises auf Cetrimid-Agar
oder dem Oxidase-Test. So werden im kulturellen Nachweis die Farbpigmente Pyocyanin (blau-griin)
und Pyoverdin/Fluoreszein (gelblich) nachgewiesen oder beim Oxidase-Test die am
Elektronentransport der Atmung beteiligte Cytochrom Oxidase (Sauerstoff wird zu Wasser reduziert)
bzw. das Elektronen Transportmolekil Cytochrom ¢ mitttels blauem Farbumschlag nachgewiesen.
Géangig sind ebenfalls PFGE (Pulsfeldgelektrophorese) oder PCR (Polymerase Kettenreaktion)
[Kayser et al. 2010]. Bei der Therapie sind gehéauft auftretende Mehrfachresistenzen gegen Antibiotika
ein verstarkt auftretendes Problem tber das zunehmend in Studien berichtet wird. Da Pseudomonas
aeruginosa [3-Lactamasen produziert, sind die meisten Penicilline und Cephalosporine wirkungslos.
Die Behandlung erfolgt mit Carbapenemen (z.B. Meropenem oder Imipinem), Piperacillin,
Fluorchinolone (z.B. Ciprofloxacin) oder Ceftazidim bzw. je nach Diagnose auch als
Kombinationstherapie z.B. mit Aminoglykosiden (z.B. Tobramycin), die in der Regel nicht mehr alleine
verabreicht werden. Auch das Antibiotikum Polymyxin (z.B. Colistin) ist trotz der erheblichen
Nebenwirkungen vielversprechend bei der Therapie von mehrfachresistenten Stammen [Carmeli et al.
1999; Gales 2001; Gaynes et al. 2005; Hancock 1998; Hermsen et al. 2003; Kerr et al. 2009;
Livermore 2002]. Neben den intrinsischen Resistenzen durch Efflux-Pumpen (friher erklart durch
geringe Zellpermeabilitt), und die Produktion von [-Lactamasen, neigt Pseudomonas aeruginosa
leicht dazu durch Mutationen und die Aufnahme von Plasmiden Resistenzen zu erwerben [Hancock
1998; Livermore 2002; Mesaros et al. 2007; Schweizer 2002].

1.3 VBNC-Zustand

Laut Definition handelt es sich bei Bakterien im ,viable but non culturable* Zustand (vbnc) um
Bakterien die auf den routinemé&Rig verwendeten Nahrbdden nicht wachsen bzw. sich vermehren,
aber eine nachweisbare Zellaktivitat besitzen [Oliver 2000b]. Zellen die sich im vbnc-Zustand befinden
zeichnen sich durch geringe metabolische Aktivitdt aus, sind aber nach erneuter ,Wiederbelebung*
kultivierbar [Kell et al. 1998; Oliver (2000a, 2000b, 2000c, 2005)].

Das erste Mal beschrieben wurde der vbnc-Zustand von Xu et al. 1982. Damals noch fur E. coli und V.
cholerae beschrieben erkannten die Autoren aber bereits die Relevanz ihrer Entdeckung.

Dieser lange unbekannte Zustand hat sich im Laufe der letzten Jahre als géngige Eigenschaft der
Bakterien herauskristallisiert, um mit den in der Natur selten optimalen Umweltbedingungen
zurechtzukommen. Auf3erhalb von Laboratorien und Brutschranken finden Bakterien in den seltensten
Fallen optimale Wachstumsbedingungen. Das in Laboren oftmals mit hohem Aufwand hergestellte
Milieu in dem Bakterien jeglicher Art wachsen kann aber nicht die einzige Mdglichkeit sein bakterielles
Leben sicherzustellen. Bakterien und ihr scheinbar anspruchsvoller Stoffwechsel sind in der Lage
Situationen in denen Temperatur, Sauerstoffgehalt, pH-Wert, Nahrstoffangebot oder eben auch die
Anwesenheit letal wirkender Agenzien innerhalb von Toleranzgrenzen zu Uberdauern [Grimes et al.
1986; McKay 1992; Nystrém 2001, Oliver 2000c; Oliver 2005]. Die Induktion eines solchen Zustands
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kann demnach z.B. bereits durch das Verlassen einer Bakterienkultur aus dem optimalen
Temperaturmilieu eines Brutschranks induziert werden [Linke et al. 2008].

Seit langerer Zeit bekannt, wurde der vbnc-Zustand von seiner ersten Erwdhnung an bereits
kontrovers diskutiert. So wurden die Statistiken, trotz des Nachweises metabolistischer Aktivitat in
nichtkultivierbaren Zellen, gegen eine Gefahr ausgehend von diesem Zustand sprechen und einzig die
Demonstration der Umkehrbarkeit wéare der tatsachliche Beleg flr den vbnc-Zustand [Bogosian et al.
2001].

Zunachst geleugnet oder als ,Tod auf Raten“ beschrieben, der nur die letzten Bemihungen des
Mikroorganismus darstellt dem unausweichlichen Zelltod zu entgehen [Barcina et al. 2009; Nystrém
2001], musste solche Meinungen in den letzten Jahren revidiert werden. Mit der Darstellung der
Umkehrbarkeit des vbnc-Zustands konnten jedoch schon frih viele Zweifel an der Theorie des vbnc
ausgeraumt werden und die Thematik gewann neue Relevanz [Steinert et al. 1997; Whitesides et al.
1997]. Mittlerweile ist eine Vielzahl an Stammen beschrieben, die in den vbnc Zustand Utbergehen
kénnen. Dazu gehéren Vibrio [Colwell et al. 1985; Xu et al. 1982], Escherichia [Xu et al. 1982],
Salmonella [Roszak et al. 1984], Aeromonas [Allen-Austen et al. 1984], Legionella [Hussong et al.
1987], Campylobacter [Rollins et al. 1986], und Shigella [Colwell et al. 1985]. Eine komplettere Liste

kann der folgenden Abbildung entnommen werden (siehe Abb. 8).

Aeromonas salmonicida
Agrobacterium tumefaciens
Alealigenes eutrophus
Aquaspirillum sp.
Burkholderia cepacia

B. pseudomallei
Campylobacter coli

C. jejuni

C. lari

Cytophaga allerginae
Enterobacter aerogenes
E. cloacae
Enterococcus faecahs
E. hirae

E. faecium

Escherichia eoli (including EHEC)

Francisella tulavensis
Helicobacter pylori
Klebsiella asrogenes
K. pneumoniae

K. planticola

Lactobacillus plantarum
Lactococeus lactis
Legionella pneumophila
Listeria monocytogenes
Micrococcus flavus

M. luteus

M. varians
Mycobacterium tuberculosis
M. smegmatis

Pasteurella piscida
Pseudomonas aeruginosa
P. fluorescens

P. putida

P syringae

Ralstonia solanacearum
Rhizobium leguminosarum
R. melilori

Rhodacoccus rhodochrous
Salmonella enteritidis

5. nvphi

S. typhimurium

Serratia marcescens
Shigella dysenteriae

S. flexneri

S. sonnei
Sinorhizobium meliloti
Smreptococeus faecalis
Tenacibaculum sp.

Vibrio anguillarum

V. campbellii

V. cholerae

V. fischeri

V. harveyt

V. mimicus

V. natriegens

V. parahaemolyticus

V. proteolytica

V. shiloi

¥ vulnificus (types 1&2)

Xanthomonas campestris

Abbildung 8: Auflistung von Bakterien fir die der vbnc-Zustand bereits beschrieben wurde. [Oliver 2005]

Auch konnte gezeigt werden, dass Unkultivierbarkeit nicht gleichgesetzt werden kann mit dem
Zustand des sog. ,starvation survival® bei dem die Bakterien zwar ebenfalls eine dramatische
Veranderung ihres Metabolismus durchmachen, aber weiterhin kultivierbar bleiben [Oliver et al. 1991].
Allerdings blieb die Frage nach der Differenzierung zwischen vbnc Zellen und solchen, die aufgrund

von Umwelteinflissen angegriffen waren ein vieldiskutiertes Problem (s. Abb.9) [Bogosian et al. 2001].
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Abbildung 9: Der Unterschied zwischen ,Wiederbelebung” und ,Wiederverkeimung“. Dunkelblau = kultivierbare
Zellen; hellblau = vbnc Zellen. Bei ,Wiederbelebung” wirde die Anzahl nicht kultivierbarer Zellen geringer werden,

wahrend sie bei ,\Wiederverkeimung" konstant bleibt und eine Zunahme der Anzahl kultivierbarer Zellen von den
bereits urspriinglich kultivierbaren Zellen ausgeht. [Bogosian et al. 2001]

Ein Konzept zur Differenzierung ist das der ,mixed culture theory* (MCT). Hierbei sollen kultivierbare
Zellen in kleinen Mengen zu einer Suspension mit einer Reinkultur unkultivierbarer Zellen gegeben
werden und durch ihre Anwesenheit bzw. ihre Stoffwechselprodukte als Signal zur Umkehr aus dem
vbnc-Zustand fir andere Zellen fungieren (siehe Abb.10) [Bogosian et al. 1998; Votyakova et al.
1994].

Abbildung 10: Der MCT Test: Zu einer Suspension nicht kultivierbarer Zellen wird eine geringe Menge
kultivierbarer Zellen gegeben. Entweder wachsen anschlieRend nur die hinzu gegebenen kultivierbaren Zellen
oder beide. Voraussetzung ist die leichte Differenzierbarkeit beider verwendeter Stdmme [Bogosian et al. 2001].

Ein prominentes Beispiel ist hier sicherlich Helicobacter pylori und das gleich aus mehreren Griinden.
Das Bakterium mit der Eigenschaft den menschlichen Magen trotz des niedrigen pH-Werts zu
besiedeln wurde rasch als Vertreter der vbnc-Bakterien erkannt, jedoch ohne die gesamte Tragweite
dieser Entdeckung wirklich deuten zu koénnen. Bei der Anzucht von H. pylori bedarf es u.a. einer
mikroaerophilen Atmosphéare. Sobald H. pylori diese und damit auch den Temperaturbereich des
Brutschranks verlasst, kann mit fortschreitender Zeit eine deutliche Abnahme der Kultivierbarkeit

bereits innerhalb der ersten Stunden festgestellt werden.
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Abbildung 11: Lebendpréparate von H. pylori

Die in den Bildern a) bis c) gezeigten Formen bzw. Ubergangsformen stellten zum jeweiligen Zeitpunkt die
Uberwiegende Mehrheit dar. a) H. pylori in Stdbchenform, b) H. pylori in der stark gekrimmten U-Form beim
Ubergang in den VBNC-Zustand, c) H. pylori im VBNC-Zustand bzw. O-Form. Der Zeitpunkt nach Probenahme
kann der jeweiligen Aufnahme entnommen werden [Linke et al. 2008].

Die Abnahme der Kultivierbarkeit geht einher mit einer morphologischen Anderung des Organismus.
Die spiralférmig gewundenen Bakterien beginnen sich zu biegen bis das Bakterium zunéchst eine ,U"-
und abschlielend eine ,O“formige Struktur aufweist. Bei gleichzeitigem Einsatz von
Fluoreszenzfarbungen wie ,Life-Dead" Il&sst sich zeigen, dass abnehmende Kultivierbarkeit und
Anderung der Form eng miteinander hergehen, wahrend die Inaktivierung der Zellen erst deutlich
verzogert einsetzt (s. Abb. 11) [Linke et al. 2008].

Die Veranderung der Zellmorphologie wird im Zusammenhang mit der Ausbildung des Ofteren
beschrieben und aufert sich durch Verkirzung der Zellen bzw. die Ausbildung von kokkoiden oder
,O"-férmigen Zellen [Hood et al. 1986; Morita 1982; Rollins et al. 1986; Rosef et al. 1987].

1.4 Anforderungen an das Trinkwasser

Im Sinne der Trinkwasserverordnung 83 ist , Trinkwasser” flr jeden Aggregatzustand des Wassers
und ungeachtet dessen, ob es fir die Bereitstellung auf Leitungswegen, in Wassertransport-
Fahrzeugen oder verschlossenen Behéltnissen bestimmt ist, alles Wasser, im urspriinglichen Zustand
oder nach Aufbereitung, das zum Trinken, zum Kochen, zur Zubereitung von Speisen und Getrénken
oder insbesondere zu den folgenden anderen hauslichen Zwecken bestimmt ist. Dazu gehdren
Korperpflege und -reinigung, Reinigung von Gegenstanden, die bestimmungsgemal mit
Lebensmitteln in Beriihrung kommen, Reinigung von Gegenstanden, die bestimmungsgemé&n nicht
nur voriibergehend mit dem menschlichen Kdrper in Kontakt kommen und alles Wasser, das in einem
Lebensmittelbetrieb verwendet wird fur die Herstellung, Behandlung, Konservierung oder zum
Inverkehrbringen von Erzeugnissen oder Substanzen, die fur den menschlichen Gebrauch bestimmt
sind [TrinkwV 2001, 2011].

Die Beschaffenheit des Trinkwassers muss laut 8 4 ,,Allgemeine Anforderungen“ der TrinkwV 2011 so
beschaffen sein, dass durch seinen Genuss oder Gebrauch eine Schadigung der menschlichen
Gesundheit insbesondere durch Krankheitserreger nicht zu besorgen ist. Es muss rein und

genusstauglich sein. Diese Anforderung gilt als erfiillt, wenn bei der Wasseraufbereitung und der
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Wasserverteilung mindestens die allgemein anerkannten Regeln der Technik (a.a.R.d.T.) eingehalten
werden und das Trinkwasser den Anforderungen der § 5 bis 7 entspricht.

In Paragraph 5 der Trinkwasserverordnung sind die mikrobiologischen Anforderungen an das
Trinkwasser festgelegt. Dort heil3t es, dass Krankheitserreger im Sinne des § 2 Nummer 1 des
Infektionsschutzgesetzes, die durch Wasser Ubertragen werden konnen, nicht in Konzentrationen
enthalten sein dirfen, die eine Schadigung der menschlichen Gesundheit besorgen lassen. Das
beinhaltet alle vermehrungsfahiges Agenzien (Virus, Bakterium, Pilz, Parasit) oder ein sonstiges
biologisches transmissibles Agens, das bei Menschen eine Infektion oder Ubertragbare Krankheit
verursachen kann.

Dabei sollen laut Paragraph 5 Absatz (4) Konzentrationen von Mikroorganismen, die das Trinkwasser
verunreinigen oder seine Beschaffenheit nachteilig beeinflussen kénnen, so niedrig gehalten werden,
wie dies nach den allgemein anerkannten Regeln der Technik mit vertretbarem Aufwand unter
Bertcksichtigung von Einzelféllen moglich ist.

Beschrieben werden die sog. ,allgemein anerkannten Regeln der Technik® in § 17 (Anforderungen an
Anlagen fur die Gewinnung, Aufbereitung oder Verteilung von Trinkwasser der
Trinkwasserverordnung). Dort heiflt es erstmals, dass fur die dabei betroffenen Verfahren und
Produkte insbesondere sichergestellt werden, indem durch einen akkreditierten Branchenzertifizierer
Verfahren und Produkte eingesetzt werden.

Tritt eine Verunreinigung bzw. Kontamination des Wassers auf, die zum Auftreten einer tbertragbaren
Krankheit im Sinne des § 2 Nummer 3 des Infektionsschutzgesetzes (...eine durch Krankheitserreger
oder deren toxische Produkte, die unmittelbar oder mittelbar auf den Menschen ubertragen werden,
verursachte Krankheit) fihren kdnnen, oder annehmen, dass solche Tatsachen vorliegen, muss eine
Aufbereitung, erforderlichenfalls unter Einschluss einer Desinfektion nach den allgemein anerkannten
Regeln der Technik unter Beachtung von § 6 Absatz 3 erfolgen. Paragraph 6 Absatz 3 regelt die
Konzentration von chemischen Stoffen, die das Trinkwasser verunreinigen oder seine Beschaffenheit
nachteilig beeinflussen kdnnen. Sie sollen entsprechend des Minimierungs-Gebotes niedrig gehalten
werden. Damit sind vorbeugende bzw. dauerhafte Desinfektionen oder solche zur Absenkung von
Temperaturen ausgeschlossen. Geeignete  Desinfektionsmittel kdnnen der Liste des
Bundesumweltamtes entnommen werden (Siehe Abb. 12: Liste der Aufbereitungsstoffe und
Desinfektionsverfahren gemaR § 11 Trinkwasserverordnung 2001 Stand: November 2011)

Die Aufgabe der Trinkwasserverordnung ist es also den Verbraucher vor schadlichen Einflissen zu
schiutzen, die sich aus verunreinigtem Trinkwasser ergeben koénnen. Seit der Novellierung der
Trinkwasserverordnung in 2001 gilt die Verantwortlichkeit des Wasserversorgers aber nur noch bis zur
Ubergabestelle an der Wasseruhr. Der Betreiber der daran angeschlossen Trinkwasserinstallation ist
danach selbstverantwortlich fur die Aufrechterhaltung der Wasserqualitat bis zur Entnahme des
Wassers an Wasserhahnen, Duschkopfen oder Ahnlichem.

Die geforderte Unbedenklichkeit des Trinkwassers an der Ubergabestelle im Sinne der
Trinkwasserverordnung, kann aber durch den Einfluss von Biofilmen erheblich beeintréchtigt werden.
Dabei beziehen sich bestehende Regelwerke (darunter auch die Trinkwasserverordnung) bei der

Festlegung mikrobiologischer Parameter lediglich auf die Wasserphase und nicht auf sessile Zellen
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eines Biofilms. Auf internationaler Ebene existiert hier nur die ,,Council Directive on the quality of water
intended for human consumption”, die eine gleichmaRige Trinkwasserqualitat innerhalb der EU
gewahrleisten soll [98/83/EC, C.D. 1998].

Allerdings existieren zurzeit weder auf nationaler noch auf internationaler Ebene Richtlinien oder
anderweitig geltende gesetzliche Regelungen, die sich explizit auf die Uberwachung oder Beseitigung
von Biofilmen in der Trinkwasserinstallation beziehen, obwohl die Relevanz der Biofilmproblematik in
den vergangenen Jahren immer Ofter thematisiert wurde [Donlan und Costerton 2002; Exner et al.
2005]. In der jungeren Vergangenheit sind Biofilme in Trinkwasserinstallationen dabei immer wieder
als mogliches Reservoir von Pathogenen und als Infektionsquelle diskutiert worden und die Forderung
nach einheitlichen Regelungen wurden lauter.

Sei es als Biofilm in zahnarztlichen Behandlungseinheiten, wo Mykobakterien, Legionellen und
Pseudomonaden ernste Infektionen hervorrufen kdnnen [Exner et al. 2005; Barbeau et al. 1998] oder
in den Trinkwasserleitung von Gesundheitseinrichtungen, wo sie stetige Quelle nosokomialer
Infektionen sein kénnen [Anaissie et al. 2002; Parsek et al. 2003]. Selbst als mégliche Bedrohung in
Form eines terroristischen Angriffs bedarf der Biofilm in zukinftigen Untersuchungen einer
differenzierteren Bericksichtigung [Exner et al. 2002; Exner und Kistemann 2002; Exner und
Kistemann 2004; Ginsberg et al. 2004]. Ein Risiko auf auch schon die WHO hinwies [Exner 2002].
Dabei ist es verwunderlich, dass es diese geforderten Richtlinien nicht gibt, wo es doch das oberste
Ziel sein sollte die menschliche Gesundheit vor schadlichen Einflissen durch mikrobielle
Kontaminationen zu schitzen [Exner et al. 2009]. Neben den mikrobiologischen Parametern sind vor
allem bauliche MalRRhahmen geregelt, die einen sicheren Betrieb von Trinkwasserleitungen
gewahrleisten sollen. Fir den Entwurf und die Ausfiihrung von baulichen Anlagen oder technischen
Objekten sind dies die ,allgemein anerkannten Regeln der Technik* (a.a.R.d.T.), deren Einhaltung
mikrobiologische Kontaminationen z.B. in Trinkwasserleitungen minimieren bzw. verhindern sollen
[DIN 2008, WHG 1957]. Laut Definition handelt es sich bei den a.a.R.d.T. um technische
Festlegungen von Prinzipien und Lésungen, die sich in der Praxis bewahrt haben und die von einer
Mehrheit reprasentativer Fachleute als Wiedergabe des Standes der Technik angesehen werden
[CEN 2006; BVerfGE 1979]. Es handelt sich also um Empfehlungen, die jedoch auch vor dem Gesetz
als Malf3stab fir die Bestimmung der Pflichtwidrigkeit eines Handelns, insbesondere bei der Prifung
der Fahrlassigkeit herangezogen werden kdnnen [Strafgesetzbuch § 319 - Baugeféahrdung]. Dort steht
unter anderem ,Wer bei der Planung, Leitung oder Ausfiihrung eines Baues oder des Abbruchs eines
Bauwerks gegen die allgemein anerkannten Regeln der Technik verstdf3t und dadurch Leib oder
Leben eines anderen Menschen geféhrdet, wird mit Freiheitsstrafe bis zu funf Jahren oder mit
Geldstrafe bestraft’. Bei den a.a.R.d.T. handelt es sich gleichzeitig aber auch lediglich um

Minimalanforderungen, deren Nichteinhaltung als Mangel auszulegen ist.
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1.5 Desinfektionsverfahren

Das Deutsche Arzneibuch versteht unter Desinfektion ,Totes oder lebendes Material in einen Zustand
versetzen, dass es nicht mehr infizieren kann“. In Zahlen entspricht das einer Reduktion aller
Mikroorganismen durch Inaktivierung oder Entfernung um einen Faktor von mindestens 10° (5
Logstufen) [DAB 2010]. Im Folgenden sind die mdglichen Verfahren zur Desinfektion und Sanierung

von Trinkwasserinstallationssystemen kurz zusammengefasst.

1.5.1 Technische Verfahren

Hier wird durch Aus — und Umbau bestehender Trinkwasserinstallationen eine Verbesserung der
mikrobiologischen Belastung erzielt [DVGW, 2004]. Dies kann z.B. durch den Austausch ungeeigneter
Materialien [Exner et al. 2007], und das Entfernen von Tot- bzw. Stichleitungen, die als stetige Quelle

von Kontaminationen dienen kdnnen geschehen [Rottlich 2010].
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Teil | c: Aufbereitungsstoffe, die zur Desinfektion des Wassers eingesetzt werden
Stoffname CAS-Nummer [EINECS- Verwendungszweck|Reinheitsanforderungen|Zulédssige Zugabe |Konzentrationsbereich |zu beachtende Bemerkungen
Nummer nach Abschluss der Reaktionsprodukte
Aufbereitung *)
Calciumhypochlorit  [7778-54-3 231-908-7 Desinfektion DIN EN 900 Tab 1: Typ1 |1,2 mg/L max. 0,3 mg/L Trihalogenmethane, |[Zusatz bis zu 6 mg/L freies
freies Cly freies Cl, Bromat Cl; und Gehalte bis 0,6 mg/L
freies Cl; nach der Aufbe-

) reitung bleiben aulier Be-
min. 0,1 mg/L tracht, wenn anders die
freies Cl, Desinfektion nicht gewahr-

leistet werden kann oder
wenn die Desinfektion zeit-
weise durch Ammonium
beeintrachtigt wird.
Chlor 7782-50-5 231-959-5 Desinfektion, DIN EN 937 Tab 1 1,2 mg/L max. 0,3 mg/L Trihalogenmethane |Zusatz bis zu 6 mg/L freies
Herstellung von Bei Herstellung des Chlor |freies Cl, freies Cl. Cl, und Gehalte bis 0,6 mg/L
Chlordioxid nach dem Amalgam- freies Cl, nach der Aufbe-
Verfahren: min. 0,1 mg/L reitung bleiben aulier Be-
ot tracht, wenn anders die
Hg-Gehaltmenc.0;1 freies Cl, Desinfektion nicht gewahr-
mgrkg Cl 9
9/kg Lo leistet werden kann oder
wenn die Desinfektion zeit-
weise durch Ammonium
beeintrachtigt wird.
Chlordioxid 10049-04-4 233-162-8 Desinfektion DIN EN 12671 0,4 mg/L max. 0,2 mg/L Chlorit Ein Hichstwert fur Chlorit
Nur Angaben zu den CIO, CIO, von 0,2 mg/L CIO, ™ nach
Ausgangsstoffen (EN Abschluss der Aufbereitung
937, 938, 939, 12678, min. 0,05 mg/L muss eingehalten werden.
12926) - Der Wert far Chlorit gilt als
CIO: eingehalten, wenn nicht
mehr als 0,2 mg/L Chlordi-
oxid zugegeben werden.
Méglichkeit von Chlorat-
bildung beachten.
Natriumhypochlorit [7681-52-9 231-668-3 Desinfektion DIN EN 901 Tab 1: Typ 1{1,2 mg/L max. 0,3 mg/L Trihalogenmethane, |Zusatz bis zu 6 mg/L freies
Grenzwert fur Verunrei-  (frejes Cl, freies Cl, Bromat Cl; und Gehalte bis 0,6 mg/L
nigungen mit Chlorat freies Cl, nach der Aufbe-
(NaClO;): < 5,4 % (m/m) . reitung bleiben aulRer Be-
des Aktivchlors m"," gl tracht, wenn anders die
freies Cl. Desinfektion nicht gewahr-
leistet werden kann oder
wenn die Desinfektion zeit-
weise durch Ammonium
beeintrachtigt wird.
Ozon 10028-15-6 233-069-2 Desinfektion, DIN EN 1278 Anhang 10 mg/L < 0,05 mg/L Trihalogenmethane |Siehe auch Liste Teil | a
Oxidation A.3.2 0, 0; Bromat

EINLEITUNG

Abbildung 12: Teil | ¢ Aufbereitungsstoffe, die zur Desinfektion des Wassers eingesetzt werden (Auszug aus ,Liste der Aufbereitungsstoffe und Desinfektionsverfahren

gemaf § 11 der TrinkwV 2011
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1.5.2 Mechanische Verfahren

Zu den mechanischen Verfahren, zéhlen Ma3nahmen, wie die Installation von endstandigen Filtern.
Auf diese Weise wird z.B. die Exposition eines Patienten in Krankenh&usern mit Wasser aus
kontaminierten Trinkwasserleitungen reduziert. Das Verfahren ist aber bedingt durch die maximale
Standzeit von 30 Tagen eines Filters verhédltnisméRig kosten- und personalintensiv. Das Anbringen
von endstandigen Filtern bietet jedoch als Kkurzfristige MafRnahme die Mdoglichkeit z.B. in
Krankenhausern schnell zu einer Verbesserung der Inzidenzzahlen bei nosokomialen Erkrankungen
zu fihren [Camps et al. 2011; Exner et al. 2005; Ortolano et al. 2007; Sheffer et al. 2004].

Aber gerade in Bezug auf Biofilme spielen gerade dessen extrazellularen polymeren Substanzen
(EPS) eine Ubergeordnete Rolle. Sie sind in der Lage die Filtermaterialien zu verstopfen, wobei sich
bei kornigen Filtermaterialien (z. B.: Sand, Aktivkohle etc.) so stabile Aggregate bilden, dass sie in
manchen Féllen auch durch starke Rickspulung nicht mehr getrennt werden kénnen [Flemming et al.
2002]

1.5.3 Physikalische Verfahren

1.5.3.1 Thermische Desinfektionen

Die thermische Sanierung, ist im DVGW Arbeitsblatt W551 [DVGW 2004] beschrieben. Dabei muss
jede Zapfstelle fir 3 Minuten mit 70°C heif3em Wasser beaufschlagt werden.

Um das Wachstum von Legionellen im System zu verhindern darf laut DVGW im gesamten
Wasserumlauf die Abkuhlung nicht groRer als 5 K sein. Dabei wird am Warmwasseraustritt in
GroRRanlagen eine Temperatur von 60°C gefordert [DVGW, 2004].

Bei diesem Verfahren besteht ein sehr hoher Energie- und Wasserverbrauch, was einen erhéhten
finanziellen Aufwand mit sich bringt [Rottlich 2010]. Neben dem hohen Energie- und Wasserverbrauch
sind die Schwierigkeiten bei der Gewahrleistung, dass die geforderte Temperatur im gesamten

System der Trinkwasserinstallation aufrecht erhalten werden kann am hdchsten.

1.5.3.2 Ultraviolette-Strahlung

Hier handelt es sich um eine punktuelle Desinfektion mit Niederdruck Quecksilberdampflampen, die
ihre Hauptwellenlange bei 265 nm besitzen. UV-Geréte, die im Trinkwasserbereich eingesetzt werden,
mussen nach dem DVGW Arbeitsblatt W 294 [DVGW 1997] zertifiziert sein.

Das Prinzip beruht auf der Schadigung bakterieller oder viraler DNA durch Dimerbildung benachbarter
Thyminbasen die in ausreichender Anzahl zu Mutationen fiihren oder die Replikation von DNA
vollstandig verhindern. Eine chemische Belastung des Trinkwassers entféllt genauso, wie die
Geruchsbildung bei chemischer Behandlung. Von Vorteil sind ebenfalls die geringeren Kosten einer
UV-Desinfektion [Scheible et al. 1981]. Verunreinigungen im Trinkwasser wie Partikel und

Schwebeteilchen kdnnen allerdings die Wirkung der UV-Strahlung mindern [Johnson et al. 1981]

27



EINLEITUNG

1.5.3.3 Impuls-Luftdruck-Verfahren

Eine andere Mdglichkeit ist die Zufiihrung von Luftimpulsen [DVGW 2009]. Studien zeigten, dass es
durch den Einsatz von Luftimpulsen in den Leitungen zu Verwirbelungen kommt und dadurch
organische Bestandteile, wie auch Biofilme, leichter von der Oberflache abgeldst werden [Exner et al.,
2010].

1.5.4 Chemische Desinfektion

1.5.4.1 Freies Chlor

Freies Chlor ist das am haufigsten eingesetzte chemische Desinfektionsmittel. Entsprechend der
Vorgaben der Trinkwasserverordnung (TrinkwV 8 11) betragt die maximal zuléssige Konzentration fur
den Einsatz von freiem Chlor fir die Aufbereitung von Trinkwasser 1,2 mg/l bzw. 0,1-0,3 mg/l freies
Chlor nach Abschluss der Aufbereitung.

Die in Schadensféllen kurzzeitig erlaubte Hochstmenge freien Chlors, welches dem Trinkwasser
hinzugegeben werden darf betrédgt 6mg/l bzw. 0,6mg/l nach der Aufbereitung [UBA 2005]. Es darf zur
kontinuierlichen Desinfektion und zur Stof3behandlung fiir die Anlagendesinfektion eingesetzt werden.

Die biozide Wirkung von Chlor resultiert aus der hohen Oxidationskraft, die wiederum durch den Anteil
der hypochlorigen Séure (HOCI) bestimmt wird. Zusatzlich wirkt der atomare Sauerstoff ebenfalls
oxidierend. Hypochlorige Séure hat die 50 bis 100 fache biozide Wirksamkeit von Hypochlorit - lonen.
Die Zellmembran der Mikroorganismen wird geschadigt, so dass der bestehende Protonengradient
zusammenbricht [Davis et al. 1994].

Die undissoziierte Form (HOCI) kann zudem leicht die Zellmembran durchdringen und zusétzlich
essentielle Stoffwechselfunktionen, wie die Proteinbiosynthese, stdren. Chlor reagiert mit allen
organischen Substanzen, wie z.B. im Wasser mit vorhandenen Algen, Schleimen, organische
Ablagerungen oder auch Chemikalien, beispielsweise Schwefelwasserstoff [Liu et al. 2010].

Dieser Aspekt muss bei einer Chlordesinfektion berlicksichtigt werden. Hinzu kommt, dass der
Zustand von Chlor stark pH-abhangig ist. Mit steigendem pH-Wert muss mehr Wirkstoff eingesetzt
werden, damit ausreichend freies Restchlor fur die Desinfektion zur Verfigung steht. Die Oxidation
von Chlor fihrt unvermeidlich zur Entstehung von Nebenprodukten. In Abh&ngigkeit von den zur
Reaktion zur Verfugung stehenden organischen Substanzen koénnen dabei umwelt- und
gesundheitsschadliche Stoffe, wie Trihalogenmethane (THM) oder Chlorkohlenwasserstoffe (CKW),
gebildet werden. [Chang et al. 2010; Guo und Chen 2009; Mincher et al. 2010]. Diese Stoffe stehen im
Verdacht karzinogen zu sein [Chowdhury et al. 2010; UBA 1996].

1.5.4.2 Elektrochemisch aktiviertes Wasser (ECA - Verfahren)

Das Verfahren des elektrochemisch aktivierten Wassers zur Desinfektion wird seit mehreren Jahren
verstarkt in Asien, speziell in Japan im Lebensmittelbereich, verwendet [Huang et al. 2008].

Zur Trinkwasserdesinfektion wurde es erstmals in den 1970ern in Russland eingesetzt [Bakhir et al.

2001]. Dort kommt es auch bei der Desinfektion von Swimmingpools oder in Krankenhdusern zum
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Ausspllen von Wunden, wie postoperativen Wunden, Traumata oder diabetischer Ulcer zum Einsatz
[Paola 2006; Wolvos 2006].

Studien zeigten, dass die bei dem Verfahren erzeugten Lésungen antimikrobielle Wirkung gegentber
einer Vielzahl von Mikroorganismen besitzen, z.B. Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Salmonella enteritidis, Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus, Vibrio parahaemolyticus
[Fabrizio und Cutter 2003; Kimura et al. 2006; Venkitanarayanan et al. 1999a; Zeng et al. 2010].

In der Folge wurde das Verfahren vermehrt in der Landwirtschaft, Medizin, in Zahnarztpraxen und in
der Lebensmittelindustrie eingesetzt [Huang et al. 2008].

Untersuchungen ergaben, dass es u.a. eine sehr gute antimikrobielle Wirkung auf Oberflachen von
Eiern [Russell 2003], frischem Gemise [Bari et al. 2003] oder Schneidbrettern [Venkitanarayanan et
al. 1999b] hat. Im Gegensatz zu den traditionellen chemischen Desinfektionsverfahren, wie
Glutaraldehyd, soll es gunstiger sein. Zudem ist es trotz des hohen bioziden Wirkungsgrads weniger
schadlich fur die Umwelt und es stellt keine Gefahr fur die menschliche Gesundheit dar [Mori et al.
1997; Sakurai et al. 2003].
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Abbildung 13: Schematische Darstellung einer Zellmembranelektrolysekammer mit den Reaktionsprodukten
[nach: Isobe et al. 2004].

Die Herstellung von elektrochemisch aktiviertem Chlor erfolgt mittels Zellmembranelektrolyse [Huang
et al. 2008]. Durch das Erzeugen eines Stromflusses in der Elektrolysekammer wandern negativ
geladene lonen (Cl-, OH-), die in der Salzlésung vorliegen, zur Anode, um Elektronen abzugeben (s.
Abb. 13). Bei diesem Vorgang entstehen Chlorgas, Hypochlorit - lonen, hypochlorige Saure und
Salzsaure. Die positiv geladenen lonen (H+, Na+) wandern zur Kathode um Elektronen aufzunehmen.
Dabei entstehen Wasserstoffgas und Natriumhydroxid [Hsu 2005]. Somit werden in einem Prozess

zwei verschiedene Arten von Wasser hergestellt. Auf der Anodenseite entsteht das elektrochemisch
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aktivierte Wasser im sauren Bereich (pH 2,3-2,7), mit einem hohen Redoxpotential (>1000 mV),
erhdhten Mengen an gelosten Sauerstoff und freiem Chlor. Auf der Kathodenseite entsteht
elektrochemisch reduziertes Wasser im basischen Bereich (pH 10-11,5), mit einem niedrigen
Redoxpotential (-800 bis -900 mV). Dieses Wasser wird teilweise zur Beseitigung von
Verschmutzungen oder zur Reinigung von Kiichenutensilien verwendet [Hsu 2005].

Elektrochemisch aktiviertes Wasser kann sich in seinen Eigenschaften deutlich voneinander
unterscheiden. Variable Faktoren wie die Temperatur des Wassers, die eingesetzte Salzkonzentration
und die Durchflussrate beeinflussen die Effizienz des Elektrolysevorgangs [Hsu 2003]. In Abh&angigkeit
von den Einstellungsparametern bei der Herstellung kann somit gezielt Einfluss auf die Eigenschaften
der Desinfektionsldsung genommen werden. Das Redoxpotential wird z.B. durch eine Erhéhung des
Durchflusses deutlich herabgesetzt, da die Losung sich zu kurz in der Elektrolysekammer befindet
[Gabriel et al. 2004; Hsu 2005]. Zudem kann durch eine Erhdéhung der Spannung oder der
Salzkonzentration der pH - Wert vermindert und das Redoxpotential erhéht werden [Gabriel et al.
2004].

1.5.4.3 Chlordioxid

In Deutschland darf Chlordioxid zur Aufbereitung von Trinkwasser mit einer Konzentration von bis zu
0,4 mg/l eingesetzt werden. Nach dem Aufbereitungsprozess mussen noch 0,05 - 0,2 mg/l Chlordioxid
nachgewiesen werden. Hergestellt wird es aus einer Vorlage von Salzsdure und Natriumhypochlorit
(Reaktionsgleichung: HCI + HOCI + 2 NaClO, - 2 CIO, + 2 NaCl +H20).

Die entstehende Nebenprodukte wie Trihalogenmethane, Chlorit und Chlorat stehen jedoch im
Verdacht karzinogen zu sein [Fantuzzi et al. 2003; Korn et al. 2002; Li et al. 1996; Muttamara et al.
1995]. Im Vergleich zum Einsatz von Freiem Chlor ist die Konzentration an entstehenden
Trihalogenmethanen beim Einsatz von Chlordioxid geringer [Hofmann et al. 1999] und die Wirkung ist
in einem Bereich zwischen pH 5 und pH 9 weniger stark pH - abhéngig [Chang et al. 2000; Chauret et
al. 2001]. AuRBerdem besitzt Chlordioxid neben einer hohere antibakteriellen Wirkung, auch eine
langere Verweildauer im zu desinfizierenden System im Vergleich zu Chlor [Loret et al. 2005;
Schwartz et al. 2003]. Mehrere Studien mit Legionellen [Walker et al. 1995; Srinivasan et al. 2003],
Cryptosporidien [Chauret et al. 2001; Clark et al. 2003], diverse Viren, wie z.B. Hapatitis A Virus,
Feline Herpesvirus, Feline Calicivirus, und Feline Parvovirus [Eleraky et al. 2002; Li et al. 2004] und
Biofilmen [Gagnon et al. 2005; LeChevallier et al. 1988; Schwartz et al. 2003] belegen diese
Desinfektionsleistung von Chlordioxid. Zudem kénnen auch die Oozysten von Cryptosporidium
parvum inaktiviert werden [Chauret et al. 2001].

Das Wirkprinzip ist im Vergleich zu Chlor ein anderes. Chlordioxid dringt Uber die Zellmembran in die
Zelle ein und reagiert durch Oxidationsvorgange Uber freie Radikale [Baribeau et al. 2002]. Jedoch
reagiert es nicht mit reduzierten Schwefelverbindungen, sowie sekundéren- und tertidren Aminen, was
z.B. zu einem erhdhten Chlorbedarf fuhren wirde [Thompson 1993]. Ein weiterer Vorteil von
Chlordioxid ist, dass es im Vergleich zu freiem Chlor weniger korrosiv ist. Untersuchungen mit
Eisenrohren zeigten, dass bei einer Behandlung mit Chlordioxid die Korrosionsraten vergleichbar

niedrig waren, wie in nicht behandelten Vergleichsrohren [Eisnor et al. 2004].
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1.6 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Doktorarbeit ist das Klaren der Frage, welchen Einfluss Desinfektionsmittel auf Biofiime
und bakterielle Biofilmpopulationen haben kdnnen, wenn diese wiederholt oder dauerhaft in zu
geringer Konzentration dosiert werden. Dazu wird untersucht, wie sich Biofilme nach einer solchen
Behandlung entwickeln. Es soll Uberprift werden, ob die Mdglichkeit besteht, dass die nach einer
selektiven Behandlung mit verschiedenen Desinfektionsmitteln neuaufwachsende Population des
Biofilms widerstandsféhiger werden kann. Gleichsam sollen die im Biofilm befindlichen Bakterien vor
und nach der Behandlung charakterisiert werden. Ein Vergleich der durch den Einfluss der
Desinfektion entstandenen Biofilme mit denen der autochtonen Biofilmflora kann Aufschluss geben,
welche Bakterien in der Lage sind, einen Biofilm mit erhdhter Widerstandskraft zu generieren.

In  weiterfihrenden Untersuchungen soll die Reaktion von biofilmassoziiertem Pseudomonas
aeruginosa auf die wiederholten Behandlungen mit subletal dosierten Desinfektionsmitteln untersucht
werden. Damit soll zum einen gezeigt werden, ob die derzeit geltenden Richtlinien fur den Einsatz von
Desinfektionsmitteln, wie sie in der Trinkwasserverordnung festgelegt sind, dauerhaft auch auf
Biofilme anwendbar sind, bzw. ob die Notwendigkeit der Einfilhrung einer Regelung besteht, die die
Uberwachung und Beseitigung von Biofilmen festlegt.

Zu diesem Zweck sollen Biofilme der autochtonen Trinkwasserflora, sowie mit P. aeruginosa beimpfte
Trinkwasserbiofilme dauerhaft gering dosierten Mengen an Desinfektionsmitteln ausgesetzt werden.
Die Dokumentation der Koloniezahlen und der Nachweis von Pseudomoas aeruginosa sollen in
Relation gesetzt werden zu denen des Biofilms selbst. Die so gewonnenen Erkenntnisse sollen
Aufschluss geben kénnen, ob P. aeruginosa in der Lage ist, in einem solchen Trinkwasserbiofilm zu
Uberdauern und welchen Anteil er an einem Neubewuchs des Biofiims haben kann, wenn der
aufgrund nicht ausreichend dosierter Desinfektionsmittel nicht vollstandig inaktiviert wird. Dazu soll die
verbleibende Zellaktivitdt von Pseudomonas aeruginosa durch PNA-FISH belegt werden. Bei einem
Ausbleiben eines kulturellen Nachweises wiirde ein positiver Nachweis belegen, dass die Zellen
weiterhin Stoffwechselaktivitat in Form von Proteinbiosynthese besitzen.

In einem zweiten Schritt soll ermittelt werden, ob es mdoglich ist, durch Desinfektionsmittel
P. aeruginosa in den vbnc-Zustand zu Uberfiihren. Sollte P. aeruginosa in der Lage sein bei nicht
letaler Dosierung von Desinfektionsmitteln in einen lebensféhigen, aber nicht kultivierbaren Zustand
Uberzugehen, kénnten Desinfektionsmafinahmen falschlicherweise als erfolgreich gewertet werden.
Der Nachweis erfolgt hier mittels PNA-FISH. Zu diesem Zweck soll ein Verfahren etabliert werden, mit
dem es mdglich sein soll, Bakterienstémme auf ihre Suszeptibilitdt gegentiber Desinfektionsmitteln zu
testen und gleichzeitig Uberprift werden kann, ob Desinfektionsmittel in der Lage sind, den

Zielorganismus in einen vbnc-Zustand zu tberfihren.
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2.1 Materialien
2.1.1 Gerate

MATERIAL UND METHODEN

Im Folgenden aufgelistet, sind alle im Labor verwendeten Gerdte mit Modell-Bezeichnung und

Herstellerangaben (Tab. 1).

Tabelle 1: Im Labor verwendete Gerate

Gerat Modell-Bezeichnung Hersteller

Brutschrank 20°C Typ B 6200 Heraeus

Brutschrank 36°C Typ ST 5042 Heraeus

Faseroptische Ultra-Mikro- TrayCell Hellma

messzelle

Filtrationsgeréat 3-Place Manifold (47mm, Millipore
stainless steel)

Filtrationstrichter mit Sterifil 250 Filterhalter Millipore

Silikonstopfen

Fluoreszenzmikroskop

Zeiss Plan NEOFLUAR
10/40/100

Zeiss Axioplan

Fluoreszenzmikroskop-

Kamera

Zeiss Axioplan MRc

Zeiss Axioplan

Gelelektrophoresekammer

Minnie.the.Gel Cicle

Hoefer Scientific Instruments

HE33
Gelelektrophoresekammer SN 63500 Biometra
Trafo/Spannungsgeréat (230 V/ 50-60 Hz/ 80 W)
Homogenisator mit PTFE-Pistill 15ml B. Braun

Magnetrihrer/Heizgerét

ARE Heating Magnetic Stirrer

Velp Scientifica

Mehrkanalpumpe Pumpdrive 5101 Heidolph

Mehrkanalpumpenzubehor Medium size Cassette Heidolph

Mehrkanalpumpenzubehor Mehrkanal Heidolph
Pumpenkopf C8

Petrischalen-Drehtisch Petriturn E™* Schitt

pH-Meter SevenEasy Mettler Toledo

Micro-Plate-Reader MWGt Sirius HT Bio-Tek Instruments

Rasterelektronenmikroskop JSM-6510 LV JEOL

gPCR Real-time Thermocycler LightCycler 1.5 Roche

Reinstwassersystem MilliQ Plus mit QPak2 MilliQ

UV-Vis- Spektrophotometer

GeneQuant 1300

GE Healthcare
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Tabelle 1: Im Labor verwendete Geréte (Fortsetzung)

MATERIAL UND METHODEN

Gerat Modell-Bezeichnung Hersteller
UV-Vis- NanoDrop — ND 1000 NanoDrop
Spektrophotometer Spektrophotometer

Sputter-Coater Sputter-Coater D 005 Bal-Tec
Steril-Werkbank Safeflow 1.2 Nunc

Tauchpumpe Micro-Jet MC 320 Aquarium Systems NEWA
Thermocycler Mastercycler personal Eppendorf
Trockenkammer FISH-Proben PNA-FISH Workstation AdvanDx
Trockenkammer REM-Proben Critical Point Dryer CPD 030 | Bal-Tec
Vakuumpumpe N 022 AN.18 KNF
Vortexer Scientific 2x° Velp
Waage BP110 (0,02 g- 110 g) Sartoris
Wasserbad PNA-FISH Water bath AdvanDX
Wasserbad Thermostatic Water bath | Fried Electric
WBS Model: WBS 8
Zentrifuge Zentrifuge Mikro 120 Hettich

2.1.2 Verbrauchsguter

Eine Liste der Bezugsquellen fir Verbrauchsgiter kann der folgenden Tabelle (Tab.2) entnommen

werden. Auf eine Auflistung der jeweiligen Materialien, wie z.B. Reaktionsgefalie, Pipettenspitzen,

Filter etc. wird an dieser Stelle verzichtet.

Tabelle 2: Bezugsquellen fir Verbrauchsguiter

Hersteller Standort
Brand GmbH + Co. KG Giel3en
Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe
Deutsch & Neumann GmbH Berlin

Eppendorf AG

Wesseling-Berzdorf

Fermentas GmbH

St.Leon-Rot

Greiner Bio-One GmbH

Frickhausen

KFM Laborchemie Handels GmbH Lohmar
Millipore GmbH Schwalb
Oxoid Deutschland GmbH Wesel
Promega GmbH Mannheim
Qiagen GmbH Hilden
Roche Deutschland Holding GmbH Mannheim
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Tabelle 2: Bezugsquellen fur Verbrauchsgiiter (Fortsetzung)

MATERIAL UND METHODEN

Hersteller Standort
Schleicher & Schull GmbH Dassel
Serva Electrophoresis GmbH Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
TIB Molbiol Syntheselabor GmbH Berlin

2.1.3 Chemikalien

Im Folgenden aufgelistet, sind alle

im Labor

verwendeten Chemikalien, ihre chemische

Summenformel, der Name des Herstellers und das Molekulargewicht (Tab. 3).

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien und Substrate

Chemikalien chemische Hersteller Molekulargewicht
Summenformel (g/mol)

Agarose low EEO [C12H180¢]n AppliChem, -

(Agarose Standard) Darmstadt

Calciumchlorid CaCl, AppliChem, 110,99
Darmstadt

DAPI C16H1sNs-2HCI AppliChem, 350,25
Darmstadt

EDTA C10H16N20g Merck, 292,25
Darmstadt

Essigsaure (99, 9 %) C,H40; AppliChem, 60,05
Darmstadt

Ethanol (absolut) C,HsO Merck, 234,15
Darmstadt

Ethidiumbromid (1 %) C12H20BrN3 Serva, 30,03
Heidelberg

Formaldehyd (37%) CH,O VWR International 30,03
Langenfeld

Formamid CH3NO AppliChem, 45,04
Darmstadt

Glucose CeH1206 AppliChem, 180,16
Darmstadt
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Tabelle 3: Verwendete Chemikalien und Substrate (Fortsetzung)

Chemikalien chemische Hersteller Molekulargewicht
Summenformel (g/mol)

Glutardialdehyd (25 %) CsHgO, Merck, 100,12
Darmstadt

Kaliumchlorid KCI AppliChem, 74,56
Darmstadt

Kaliumhydrogenphosphat KH,PO, Merck 136,09
Darmstadt

Lecithin aus Ei - AppliChem, -
Darmstadt

L - Histidin CsHgN30O5 AppliChem, 155,16
Darmstadt

Magnesiumchlorid — Hexahydrat Cl,Mg-6H,0 AppliChem, 203,30
Darmstadt

Natriumcacodylat C,HeAs O, Merck, 214,03

NazH20 Darmstadt

Natriumchlorid NaCl Merck, 58,44
Darmstadt

Natriumhydroxid NaOH Merck, 39,99
Darmstadt

Osmiumtetroxid-Lésung (4 %) 0s0, Merck, 254,20
Darmstadt

Phenol CsHsO Merck, 94,11
Darmstadt

Tris-Base C4H11NO3 Merck, 121,14
Darmstadt

Trypton - Becton Dickinson -
Heidelberg

Natriumhydrogenphosphat NaH,PO, Merck 141,96
Darmstadt

Natriumhydrogencarbonat NaHCO; Merck 84,01
Darmstadt

Natriumthiosulfat Na,S,03 Merck 158,11
Darmstadt

Natronlauge — Maf3lésung (1 M) NaOH AppliChem, 40,00
Darmstadt
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Tabelle 3: Verwendete Chemikalien und Substrate (Fortsetzung)

Chemikalien chemische Hersteller Molekulargewicht
Summenformel (g/mol)
Paraformaldehyd (Ch,0O)n AppliChem, 30,03
Darmstadt
Peressigsaure (39%) CH3COzH Merck 76,05
Darmstadt
Salzsaure, konz. HCI AppliChem, 36,46
Darmstadt
Schwefelsaure, konz. H,SO, AppliChem, 98,08
Darmstadt

2.1.4 Lésungen und Puffer

Sofern nicht anders angegeben wurde zur Herstellung aller

Puffer und Ldsungen (Tab.4)

Reinstwasser aus der MilliQ-Anlage (Fa. Millipore) verwendet. Falls nétig wurde der pH-Wert mit
NaOH (1M) bzw. HCI (1M) (Toleranz 0,05) eingestellt. Das Auffullen auf 1 | erfolgte mit a.dest.

Tabelle 4: Verwendete Losungen und Puffer

Bezeichnung pH- Wert Zusammensetzung Menge pro Liter
DAPI — L6sung k.A. 4',6-Diamidino-2- 10 mg
(10 pg/ml in 2% phenylindoldihydrochlorid
Formaldehyd) Formaldehyd (37%) 54,05 ml
Glutardialdehyd-Lésung | k.A. Glutardialdehyd-Lésung | 500,0 ml
(25,0 %) (50 %)
Natriumchloridlésung 7,0 Natriumchlorid 8549
(0,9 %) mit Trypton Trypton 109
Kristallviolett- k.A. Kristallviolett 20,09
Stammlésung Phenol 20,049
96 % Ethanol ad 1,01l
Lugol'sche Losung k.A. lod 3,339
Kaliumiodid 6,66 g
Natriumcacodylat-Puffer | 7,4 Natriumcacodylat 21,449
Natriumhydroxid 6,59
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Tabelle 4: Verwendete Lésungen und Puffer (Fortsetzung)

Bezeichnung pH- Wert Zusammensetzung Menge pro Liter
Osmiumtetroxid-Losung | k.A. Osmiumtetroxid-Losung | 50,0 ml
(0,2 %) (4 %)
PBS — Puffer (1x) 7,4 KCI 0,29
KH,PO, 02g
NaH,PO, 1,159
NaCl 8049
TAE-Puffer (50x) 8,5 Tris-Base 24209
(Tris-Acetat-EDTA) Essigsaure 57,19
EDTAOQ0,5M 100,0 ml
TLH-Thio 7,4 Tween 80 30,09
Lecithin 3,09
L- Histidin 1,09
Natriumthiosulfat 5049
Tris-HCI-Puffer 75 mM 8,3 C4H11NO3-HCI 11,83 g
mit 125 mM KCl KCI 9,33¢g
Wasser standardisierter | 7,0+ 0,2 WSH Ldsung A 6,0 ml
Harte (WSH) WSH Lésung B 8,0 ml
WSH Losung A k. A. MgCl, 19,84 g
CaCl, 46,24 g
WSH Lésung B k. A. NaHCO; 35,02 g

2.1.5 Bakterienstamme

Im Folgenden sind alle Bakterienstdamme und ihre Bezugsquellen aufgelistet, die wahrend dieser

Arbeit zum Einsatz kamen (Tab. 5).

Tabelle 5: Verwendete Bakterienstamme

Name Bezugsquelle Stamm / | Referenz
Antibiotikaresistenz
Pseudomonas ) DSM 939 [Borneff et al. 1981,
) DSMZ, Braunschweig
aeruginosa ATCC 15442 Schroeter 1872]
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2.1.6 Nahrmedien (N&hrbdden/ Nahrbouillon)
Im Folgenden sind alle Nahrmedien, ihre Zusammensetzung und ihre Bezugsquellen aufgelistet, die

wahrend dieser Arbeit zum Einsatz kamen (Tab.6).

Tabelle 6: Verwendete Nahrmedien

Bezeichnung Hersteller Inhaltsstoffe Menge pro Liter
Casein - Soja - Pepton- Becton Dickinson Agar 1509
Medium (TSA) - Agar Caseinpepton 15,09
Natriumchlorid 5049
Sojamehlpepton 5049
K,HPO, 25¢g
Cetrimid — Agar Oxoid Agar 13,6 g
Cetrimid 0,39
Kaliumsulfat 10,0 ¢
Magnesiumchlorid 149
Pepton 20,09
TSB - Bouillon Becton Dickinson Caseinpepton 1509
(ohne Agar + K;HPOQ,) Natriumchlorid 5049
Sojamehlpepton 5049
Dextrose 259
R2A - Agar Becton Dickinson Agar 1509
Casaminosaure 0,59
Dextrose 0,59
Dikaliumphosphat 0,39
Hefeextrakt 0,59
Magnesiumsulfat 0,059
Natriumpyruvat 0,59
Protease-Pepton Nr.3 0,59
Starke 0,59

Die verwendeten Mikroorganismen (siehe auch Tab. 5) wurden mit Nahrmedien kultiviert, die den
jeweiligen Nahrstoffanspriichen entsprechen. Sofern die Nahrmedien nicht gebrauchsfertig von einer
kommerziellen Quelle bezogen wurden, wurden sie nach Herstellerangaben auf ein Endvolumen von
1 Liter mit Reinstwasser eingestellt und fir 20 min bei 121 °C autoklaviert. Petrischalen mit dem
ausgeharteten Nahrmedium wurden bei 4 °C fir eine Dauer von maximal 4 Wochen aufbewahrt.

Die Bezugsquellen und die Zusammensetzung der Nahrmedien kénnen Tabelle 9 entnommen
werden. Der jeweilige Verwendungszweck wird im Folgenden erklart.

Casein-Soja-Pepton-Agar (TSA) ist ein Agarmedium, dass der Anreicherung von wenig bis nicht

anspruchsvollen Bakterienkulturen dient. Die enthaltenen Peptone dienen als Stickstoffquelle fur
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Aminosauren oder langkettige Peptide. Natriumchlorid dient der Aufrechterhaltung des osmotischen
Gleichgewichts.

Casein-Soja-Pepton—Boullion (TSB) ist ein nahrstoffreiches Anreicherungsmedium, dass zur
Anreicherung und Kultivierung einer Vielzahl von aeroben und fakultativ anaeroben Bakterien ohne
gesonderte Nahrstoffanspruche dient. Die enthaltene Dextrose dient als Energiequelle.

Cetrimid—Agar dient der selektiven Isolierung von Pseudomonas aeruginosa aus Probenmaterial. Das
enthaltene Cetrimid ist eine bakterizide, quatdre Ammoniumverbindung und hemmt das Wachstum
einer Vielzahl anderer Bakterienstamme, einschlief3lich anderer Pseudomonas-Arten. Das enthaltene
Magnesiumchlorid und Kaliumsulfat férdern die Pyocyanin- und Pyoverdinbildung, die fur farblich
charakteristische Kolonien verantwortlich zeigen und einer zusétzlichen Differenzierung dienen.
R2A-Agar ist ein ndhrstoffarmes ,Mangelmedium® und diente der Anreicherung von Trinkwasser-
Mikroorganismen. Durch das geringe Nahrstoffangebot in Kombination mit geringerer
Inkubationstemperatur und verlangerter Inkubationsdauer wachsen bevorzugt Bakterienstdmme von
gestressten und auch chlorresistenten trinkwasserassoziierten Bakterien [Reasoner et al. 1985],
welche sonst von schneller wachsenden Bakterienstdammen Uberwachsen bzw. im Wachstum
gehemmt werden. Der Hefeextrakt dient als Quelle fir Spurenelemente und Vitamine, Peptone und
Casaminosauren sind Lieferant von Stickstoffen, Aminoséduren und Mineralien. Dextrose dient als
Kohlenstoffquelle. Die enthaltene Stérke absorbiert toxische Nebenprodukte des Stoffwechsels und

Natriumpyruvat dient der Regeneration gestresster Zellen.

2.1.7 Gel-Marker fir DNA-GréRRenstandards
Im Folgenden sind alle Gel-Marker fur DNA-GroRenstandards, die damit darstellbaren

FragmentgrofRen und ihre Bezugsquellen aufgelistet, die wahrend dieser Arbeit zum Einsatz kamen.

Tabelle 7: Verwendete DNA-GroRenstandards

Bezeichnung Hersteller Enthaltene FragmentgréRRen
(in bp)
GeneRuler 1 kb DNA Ladder Fermentas Life Sciences 8000, 7000, 6000, 5000, 4000,

3500, 3000, 2500, 2000, 1500,
1000, 750, 500, 250

GeneRuler DNA Ladder, Ultra | Fermentas Life Sciences, 300, 200, 150, 100, 75, 50, 35,
Low Range 25, 20, 15, 10
6x Loading Dye Solution Fermentas Life Sciences,

(mitgeliefert mit GeneRuler
DNA Ladder)
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2.1.8 Oligonukleotide
Im Folgenden sind alle Oligonukleotide, ihre Sequenz, die Lange und ihre Bezugsquellen aufgelistet,

die wahrend dieser Arbeit zum Einsatz kamen.

Tabelle 8: Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung Nukleotidsequenz Lange der | Quelle

(5’ nach 3) Sequenz/Amplicon
16SrDNA AgAgTTTgATCCTggCTCAg 20 [Weisburg et al.
forward-Primer 1991]
16SrDNA ACggCTACCTTgTTACQACTT 21 [Weisburg et al.
Reverse-Primer 1991]
Gesamtzellzahl ACTCCTACgggAggCAg 17/468 [Yu et al. 2005]
forward-Primer
Gesamtzellzahl gACTACCAQggTATCTAATCC 21/468 [Yu et al. 2005]
reverse-Primer
Gesamtzellzahl 6FAM- 21/468 [Yu et al. 2005]
Fluoreszenzsonde TgCCAgCAgCCgCggTAATA

--BBQ
P. aeruginosa | TgCTggTggCACAggACAT 19 [Shannon et al
forward-Primer 2007]
P. aeruginosa | TTgTTggTgCAgTTCCTCATTg 22 [Shannon et al
reverse-Primer 2007]
P. aeruginosa 6FAM- 23 [Shannon et al
Fluoreszenzsonde CAgATgCTTTgCCTCAACQTCgA 2007]

--BBQ
2.1.9 Enzyme

Im Folgenden sind alle Enzyme, der ursprungliche Organismus und ihre Bezugsquellen aufgelistet, die

wahrend dieser Arbeit zum Einsatz kamen.

Tabelle 9: Verwendete Enzyme

Name Quelle Hersteller
Proteinase K Tritrachium album Qiagen
Proteinase K Tritrachium album AppliChem
Taq DNA Polymerase Thermus aquaticus Fermentas
Taq DNA Polymerase Thermus aquaticus Roche
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Im Folgenden sind alle Molekularbiologischen Kits, ihr Verwendungszweck und ihre Bezugsquellen

aufgelistet, die wahrend dieser Arbeit zum Einsatz kamen.

Tabelle 10: Verwendete molekularbiologische Kits

Name Verwendungszweck Hersteller
AdvanDX PNA-FISH Fluoreszenz in-situ Hybridisierung | AdvanDx
E. coli/ P. aeruginosa von Bakterien

DNeasy Blood and Tissue Kit Isolierung von genomischer DNA Qiagen

aus Bakterien

FastPrep - DNA Spin Kit

Isolation von genomischer DNA

aus Filterproben

MP Biomedicals

Live-Dead BacLight Differenzierung von Zellen mit Invitrogen
Bacterial Viability Kit intakter und defekter Zellwand
Wizard SV Gel and PCR Clean- | Isolierung von DNA Fragmenten Promega

Up System

aus TAE Agarosegelen

2.1.11 Software

Im Folgenden

sind alle verwendeten

Internetdatenbanken,

genutzte Software

und

Verwendungszweck aufgelistet, die wahrend dieser Arbeit zum Einsatz kamen.

Tabelle 11: Genutzte Software und Internet-Datenbanken

ihr

Bezeichnung Verwendungszweck Version

Axio Vision Fluoreszenzmikroskop- 4.8.2
Bilderdokumentationssoftware

Chromas lite Sequenzauswertung von 2.01
Chromatogrammdaten

KC4 Software Micro Plate Reader 3.4

LightCycler Software Real-time Thermocycler 35

NanoDrop Software UV-Vis-Spektrophotometer 3.5.2

SEM Control User Interface Rasterelektronenmikroskop- 3.09

Bilderdokumentationssoftware

www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST

Sequenzvergleiche

www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/

Literatursuche
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2.1.12 Das Silikonschlauchmodell

Als Quelle fur Biofilme diente das am Institut fir Hygiene und Offentliche Gesundheit Bonn (IHPH)
entwickelte Silikonschlauchmodell, mit dem Biofilmwachstum in wasserfihrenden Systemen imitiert
werden soll [Exner et al. 1987]. In diesem Modell wird Trinkwasser (bei 30 I/h) durch Silikonschlauche
gefuhrt. Der Silikonschlauch (Fa. Deutsch & Neumann) dient hier durch die in ihm enthaltenen und fur
Bakterien Verwertbaren Kohlenstoffe zum einen als Nahrstoffquelle und férdert damit die Entwicklung
des Biofilms, zum Anderen lasst sich das Modell leicht beproben und bildet durch die einfache
Handhabung die Grundlage vielfacher Untersuchungen, wie Kaultivierung oder verschiedene
mikroskopische und molekulargenetische Analysen. Zusétzlich kann eine Vielzahl von
Untersuchungen durchgefiihrt werden, zur Simulation von Desinfektions- und Sanierungsmaf3nahmen.
So kann z.B. Uber eine Zudosierungsanlage dem Wasser Chlor, Chlordioxid, Wasserstoffperoxid oder

ein anderes Desinfektionsmittel hinzugefugt werden.

Abbildung 14: Silikonschlauchmodell zur Generierung und Behandlung von Biofilmen.

a) Beweglichen Fuhrungsrollen fur die Generierung von Biofilmen. Die Farbung der Schlduche ist ein Maf3 fir das
Alter der Biofilme b) Die Fuihrungssysteme fir Langzeitbehandlungen mit Desinfektionsmitteln.

Die Silikonschlauche zur Biofilmanzucht besitzen einen Innendurchmesser von 4 mm und eine Lange
von bis zu 100 m. Fir die Generierung von Biofilmen werden die Schlduche auf beweglichen
Fuhrungsrollen (siehe Abb. 14a) aufgewickelt, die in festen zeitlichen Abstidnden gedreht werden
kdénnen, um eine gleichméafige Sedimentation von organischen und anorganischen Bestandteilen des
Trinkwassers bzw. des Biofilms zu gewahrleisten. Fir die jeweiligen Untersuchungen kann die Lange
der Schlauche entsprechend variiert werden. Zur Durchfiihrung von Langzeitversuchen kdnnen die
Silikonschlauche bis zu einer Lange von 12 m auf speziellen Fiihrungssystemen aufgewickelt werden
(siehe Abb. 14b), die das Zudosieren von Desinfektionsmitteln und die damit einhergehenden

Beprobungen vereinfachen. Das verwendete Wasser ist Leitungswasser aus dem
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Trinkwasserinstallationssystem des Instituts fiir Hygiene und Offentliche Gesundheit Bonn. Dieses
setzt sich zu 1/3 aus aufbereitetem Oberflachenwasser der Wahnbach-Talsperre und zu 2/3 aus
Grundwasser zusammen. Die physikalischen und chemischen KenngrdéR3en des Trinkwassers kénnen
Tabelle 12 und 13 entnommen werden. Die Trinkwasseruntersuchungen wurden von den Laboren des
Wahnbachtalsperrenverbands und der chemischen Abteilungen der Wasserhygiene am Institut fur
Hygiene und Offentliche Gesundheit durchgefiihrt [SWB 2011].

Mit Beginn der Anzucht einer neuen Charge Biofilms werden neue und sterile Silikonschlauche
verwendet. Fur die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen wurden nur Biofilme verwendet,
die ein Mindestalter von 12 Monaten besalRen. Auf diese Weise wurde sichergestellt, dass im Biofilm
die Anzahl von = 5,0x10° koloniebildende Einheiten (KBE) pro cm® und eine Gesamtzellzahl von
> 2,0x10" Zellen pro cm? Biofilm vorlag. Da es sich um einen farblosen und durchsichtigen Schlauch
handelt, kann die Entstehung des Biofilms makroskopisch gut verfolgt werden. Die Gesamte Anlage
muss dabei im Dunkeln betrieben werden, um mdglichen Algenbewuchs zu verhindern. Der
Trinkwasserzulauf erfolgt Uber Glasadapter mit vier Zulaufen fir die angeschlossenen
Silikonschlauche und einem Probehahn fir Kontrollproben. Die Kontrollproben werden genommen
bevor das Trinkwasser die Schlauche durchflie3t (siehe Abb. 15).

Abbildung 15: Glasadapter des Silikonschlauchmodells
Mit 4 Zulaufen fur die Silikonschlauche (rote Pfeile), einem Probehahn (blauer Pfeil), dem Wasserzulauf (griiner
Pfeil) und Silikonschlauchen mit Biofilm (gelber Pfeil).
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Tabelle 12: Physikalische KenngrofRen des Wassers (Auszug aus der Trinkwasseranalyse der SWB 2011)

Parameter Wert
Temperatur 11+1,8°C
elektrische Leitfahigkeit (bei 25 °C) 33 £4,0mS/m
pH-Wert (bei 10 °C) 8,2+0,2
Calcitlosekapazitat bei 10 °C (berechnet) 06+04
Sauerstoffsattigung >95 %

Tabelle 13: Chemische KenngréRen des Wassers (Auszug aus der Trinkwasseranalyse der SWB 2011)

Parameter KenngroRle Wert
Borat (als Bor) 0,04 £ 0,01 mg/l

Anionen Bromat < 0,0005 mg/l
Bromid < 0,3mgl/l
Chlorid 30+ 1 mgl/l
Fluorid < 0,1 mg/l
Nitrat 18 + 3 mg/l
Nitrit < 0,01 mg/l
Phosphat < 0,01 mg/l
Sulfat 30 +4 mgl/l
Silikat (als Si) 3,4+£1,0mg/l
Saurekapazitat bis pH 4,3 1,4 +0,3mg/l
Ammonium < 0,02 mgl/l

Kationen Natrium 15,8 + 2,2 mg/l
Kalium 3,1£0,5mg/l
Calcium 35,7 £ 5,1 mgl/l
Magnesium 7,2+ 1,1 mg/l

2.1.13 Varianten des Silikonschlauchmodells zur Simulation von Praxisfallen

a) Das Kreislaufsystem

Fur die Anzucht von Monokulturbiofiimen oder das Beimpfen von Biofilmen mit Zielorganismen, wird

ein System auf Basis einer Peristaltikpumpe eingesetzt (Abb. 16a und b) Dabei wird die Fllssigkeit in

dem eigens dafir modifizierten Erlenmeyerkolben dber

ein Schlauchsystem mittels der

Peristaltikpumpe, bei einer konstanten Geschwindigkeit von 3I/h umgewalzt. Die BelUftung erfolgt Uber

die mit Filteraufsatzen versehenen Auslasse an der Oberseite. Zu- und Ablauf der Testsuspension
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erfolgt an den beiden Auslassen an der Unterseite des Erlenmeyerkolbens. Am Ablauf befestigt ist der
Silikonschlauch (Abb. 16d), der anschlielend das Ausgangsmaterial fir weitere Untersuchungen
darstellt. Am Zulauf befestigt, ist der TYGON®-Schlauch, der in das Pumpwerk integriert wird und
durch seine Beschaffenheit der stetigen Belastung durch das Pumpwerk standhélt. Je nach
Zielorganismus kann die Inkubationstemperatur Uber ein Wasserbad reguliert werden (Abb. 16e). Die
Suspension besteht je nach Untersuchung aus 400 ml Trinkwasser oder TSB-Medium und einer
Bakteriensuspension mit einer Menge von etwa 10’ Bakterien/ml. (siehe Abb. 16c)

Abbildung 16: Generierung und Animpfen von Biofilmen im geschlossenen Kreislauf

Abgebildet ist ein Beispiel fir den Aufbau eines geschlossenen Kreislaufs: a) Peristaltikpumpe, b)
Schlauchfiihrungssystem (Medium Cassette) und Tygon-Schlauch, c¢) Erlenmeyerkolben mit 400 ml
Bakteriensuspension, Zu- und Ablauf (unten) und Be- und Entliftung (oben), d) Silikonschlauch fir Probenahme,
e) Wasserbad

b) Dosieranlage zur Simulation einer kontinuierlichen Behandlung

Uber ein eigens fir das Institut fir Hygiene und Offentliche Gesundheit Bonn angefertigtes
Dosiersystem der Fa. Prominent, bestehend aus einer ProMinent® Magnetdosierpumpe Typ gamma/L;
einer Magnetkreiselpumpe Baugruppe 1, 230 V/50 Hz/45 W; einem Chlorregler DULCOMETER D1C und
einer Chlormesszelle Typ CLE 2.2, kann ein Desinfektionsmittel in einer vorher festgelegten
Konzentration dem Trinkwasser zugefligt werden. Das System besteht aus einem 250 | fassenden
Vorratsbehdalter, in dem das Trinkwasser mit der verwendeten Desinfektionsmittelkonzentration
versetzt wird (Abbildung 17). Die Einstellung der Konzentration erfolgt Uber eine mengenproportionale

Zudosierung mit einer Dosierpumpe aus einem vorgelagerten Behdlter, in dem sich das jeweilige

45



MATERIAL UND METHODEN

Desinfektionsmittel befindet. Zudem wird die Konzentration im Vorratsbehdlter mittels einer
vorgeschalteten und standig durchstréomten Messzelle exakt eingestellit.

Aus dem Vorratsbehélter wird das mit Wasser hergestellte Desinfektionsmittelgemisch Uber
Glasverteiler (Abb. 15) mit konstanter FlieRgeschwindigkeit (30 I/h) durch Silikonschlauche geleitet.
Hierbei werden hauptsachlich zwei Varianten unterschieden. Entweder sind die angeschlossenen
Silikonschlauche mit bereits mit Biofilm bewachsen, um den Effekt des Desinfektionsmittels auf den
Biofilm zu untersuchen, oder es handelt sich um sterile Silikonschlauche, um zu untersuchen, ob eine

Biofilmbildung durch das eingesetzte Desinfektionsmittel unterdriickt werden kann.

a)
=9 Steuerungs-
einheit
Chlor- > 2
Tank ’[‘
— &R ]
ZufluB S r S
— =(@=( ) l 1
& 2 |Elektrodel Abflul
Wasser | extoreds
—yrr g B |
» ® @
Vorrats-
Tank |
250 L ( % Kreislauf-
< 4 ““ Pumpe

Abbildung 17: a) Skizze des Zudosierungssystems zur praxisnahen Simulation einer kontinuierlichen
Behandlung mit Desinfektionsmitteln b) Aufsicht auf die Zudosierungsanlage

¢) Kreislaufsystem als Simulation einer StoRbehandlung

In einem Kreislaufsystem, bestehend aus einem Vorlagebehalter, einer Tauchpumpe (Fa. Aquarium
Systems NEWA) und wenn erforderlich einem Wasserbad (Fa. Fried Electrics), wird Trinkwasser mit
einer definierten Desinfektionsmittelkonzentration versetzt und mittels einer Tauchpumpe Uber einen
definierten Zeitraum durch einen mit Biofilm bewachsenen Silikonschlauch geleitet (Abb. 18). Die
Untersuchung wird begleitet durch die regelméaiige Bestimmung der Wirkstoffkonzentration, des pH -
Wertes und ggf. der Temperatur. Hierbei soll der Effekt der Desinfektion auf den Biofilm untersucht

werden.
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Abb. 18: Kreislaufsystem zur Simulation von StoRbehandlungen zur Anlagendesinfektion mit
a) Vorlagebehdlter b) Pumpe (zur Veranschaulichung auRerhalb des Vorlagebehalters) c¢) mit Biofilm
kontaminierter Silikonschlauch.

2.1.14 Angewandte Desinfektionsverfahren
In Tabelle 14 sind die untersuchten Desinfektionsverfahren aufgelistet. Die final eingesetzten

Konzentrationen wurden jeweils aus den Stammlésungen mit a.dest angesetzt.

Tabelle 14: Auflistung der getesteten Desinfektionsverfahren

Herstellung aus Wasser, Salzsaure und
1 Chlordioxid 29/l (pH 2) Natriumchlorit (vor Ort) im OxipermPro
(Fa. GrundfosAlldos)

Herstellung aus Wasser und Salzlésung

Freies Chlor aus

2 200 mg/l (pH 7) (vor Ort) im Blue Safety™ Dental
ECA- Verfahren
Manuell (Fa. Blue Safety GmbH)
] ] 14%ige Gebrauchsfertig (aus Vorlage Fa. VWR
3 Natriumhypochlorit )
Stammlésung International)
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2.1.15 Formeln zur Berechnung
2.1.15.1 Bestimmung der koloniebildenden Einheiten (KBE)/cm2

c =% x (N x1+n,x0,1)"

KBE/cm? = ¢ x Verdiinnungsfaktor x Schlauchoberflache ™

c = gewichteter Mittelwert der Koloniezahlen

2c = Summe der Kolonien aller Petrischalen, die zur Berechnung herangezogen werden
Ny = Anzahl der Petrischalen der niedrigsten auswertbaren Verdinnungsstufe

Ny = Anzahl der Petrischalen der nachst héheren Verdiinnungsstufe

Oberflache Silikonschlauch: (Ladnge = 5 cm; Innnendurchmesser = 0,4 cm) = 6,283 cm?

2.1.15.2 Bestimmung der Gesamtzellzahl (GZZ)/cm2

GZZlcm? (bei 1000facher VergrolRerung) = GroRBe Gesichtsfeld x Flache Filter x Anzahl gezéhlte
Zellen pro Gesichtsfeld™ x Verdiinnungsfaktor x Flache Schlauchoberflache™

GroRke Gesichtsfeld = 0,02268 mm?

Flache Filter =1734,1 mm’

Oberflache Silikonschlauch (Lange = 5 cm; Innendurchmesser 0,4 cm) = 6,28 cm?

2.1.15.3 Bestimmung des Reduktionsfaktors (RF)
l0g10 (KBE/cm2 vor Behandlung) — logio (KBE/cm2 nach der Behandlung) = RF

2.1.16 Mikrokopie
2.1.16.1 Lupe
Die makroskopischen Untersuchungen von Kolonien und das Auszéhlen von Kolonien erfolgten mit

einer Handlupe (10fache VergroRerung).

2.1.16.2 Fluoreszenzmikroskopie

Verwendet wurde ein Fluoreszenzmikroskop der Firma Zeiss (Typ ,Axioplan“). Die Aufnahmen
erfolgten bei bis zu 1000facher VergréRerung (Objektiv Typ ,Plan Neofluar 100:1/ 1,30 Ol) und wurden
durch eine Digitalkamera (Typ ,AxioCam MRc" mit 1,4 Megapixel) und die Bildverarbeitungssoftware
LAxioVision v. 4.8.2" dokumentiert.

Gramfarbungen wurden bei Hellfeld-Einstellung betrachtet. Kontrastdérmere Praparate, wie z.B.
Lebendpréparate wurden unter Phasenkontrasteinstellung mikroskopiert. Die Fluoreszenzaufnahmen
erfolgten fur DAPI bei Wellenldangen von 365 nm. Die Anregungs-/Emissionsmaxima der
Fluoreszenzfarbstoffe fur PNA-FISH liegen bei 490-505 nm und 560-580 nm. Die Anregungs-
/Emissionsmaxima der Fluoreszenzfarbstoffe fir Life/Dead liegen bei 480/500 nm fir den
Fluoreszenzfarbstoff SYTO 9 und 490/635 nm fir Propidium lodid.
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Fur die Gramfarbung (Hellfeldmikroskopie) verwendete Farbstoffe und Chemikalien:
- 96 %iges Ethanol

- Fuchsinldsung

- Kristallviolettlésung

- Lugol’'sche Lésung

Fur die LIVE/DEAD-Féarbung (Fluoreszenzmikroskopie) verwendete Farbstoffe:
- Propidiumiodid
- SYTO9

2.1.16.3 Rasterelektronenmikroskopie

Die Aufnahmen erfolgten an einem Rasterelektronenmikroskop der Firma Jeol (Typ ,JSM 6510LV*)
bei 20 bis 100.000facher VergrofRerung und wurden mit der Bildbearbeitungs-Software ,SEM Control
User Interface v. 3.09" dokumentiert.

Die zu untersuchenden Proben wurden mit einem Sputter-Coater der Firma Bal-Tec Typ ,SCD 005*
mit Gold beschichtet und zuvor mit einem Critical Point Dryer (Fa. Bal-Tec) getrocknet. Die
Detailaufnahmen dienten der Dokumentation von Oberflachenbesiedelung durch Mikroorganismen

und der Ausbildung bzw. dem Abbau von Biofilmen.

Fur die Rasterelektronenmikroskopie verwendete Chemikalien:
- 0,2 %ige Osmiumtetroxid-L6sung

- 25 %iges Glutardialdehyd

- Ethanolreihe (10-96 %)

- Natriumcacodylat-Puffer

2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1 Stammhaltung von Pseudomonas aeruginosa (DSM 939)

Fur die Stammbhaltung wurden die gefriergetrockneten Pseudomonas aeruginosa Bakterien wie folgt
behandelt. Das Lyophilisat wurde in 0,5 ml Tryptic Soy Broth fir 5 min geldst und anschlieZend in 5 ml
TSB fir 30 min vorsichtig homogenisiert. Etwa 15 min vor Inokulation des Tryptic Soy Agars, wurden
die Néhrbéden auf 37°C erwarmt. Je 1 ml des geldsten Lyophilisats wurde auf je eine Agarplatte
gegeben. Die Inkubation erfolgte aerob bei 37 °C fiur 24 Stunden. Nach der Inkubationszeit wurden die
Néhrbdden mit 2 ml Tryptic Soy Broth + Glycin abgeschwemmt und in 100 ml TSB (mit 10 % Glycerin)
Uberfuhrt. Zur Lagerung wurde die gesamte Suspension in Mengen zu je 1 ml auf 1,5 ml

Reaktionsgefalie verteilt und bei -79 °C eingefroren.
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2.2.2 Kultivierung von Pseudomonas aeruginosa

Die Kultivierung von Pseudomonas aeruginosa erfolgte immer aus der Stammbhaltung. Dazu wurden
Tryptic Soy Broth Agarplatten im Brutschrank fir 15 min auf 37 °C vorgewarmt. Die Kultivierung wurde
wie folgt durchgefihrt. Auf jeden Nahrboden wurden 250 pl der Stammldsung pipettiert und verteilt.
Die Inkubation erfolgte aerob fir 24 Stunden bei 37°C.

2.2.3 Bestimmung der Anzahl koloniebildender Einheiten bei Pseudomonas aeruginosa

Zur Bestimmung der Anzahl koloniebildender Einheiten wurde zunéchst eine Bakteriensuspension mit
definierter optischer Dichte hergestellt. Ausgehend von der Bakteriensuspension wurden
Verdiinnungsreihen angelegt bis zu einer Verdinnung von 10® Zzellen. Von den Verdiinnungen
wurden jeweils 100 ul in einer Doppelbestimmung auf vorgewarmte Tryptic Soy Agarplatten
ausplattiert und inkubiert (siehe 2.2.2). Nach abgeschlossener Inkubation wurden die Kolonien auf den
Platten ausgezéahlt. Ausgehend von der Annahme, dass jedes lebensfahige Bakterium eine Kolonie
bildet, konnte so die Menge an koloniebildenden Einheiten (KBE) pro ml bestimmt werden und in

Relation zur Gesamtzellzahl gesetzt werden.

2.2.4 Mikrobiologische Untersuchung auf Pseudomonas aeruginosa in Biofilmen

Fir den Nachweis von Pseudomonas aeruginosa in Biofimen wurde die Oberflache des
Silikonschlauchs, wie in Abschnitt 2.2.6 beschrieben, abgeschabt und verarbeitet. Fir quantitative
Nachweise wurden je Verdiinnung 100 pl der Biofilmsuspension in Doppelbestimmung auf Cetrimid-
Agar ausplattiert und fir 44-48 h bei 37 °C inkubiert. Fur qualitative Nachweise wurde die
Biofilmsuspension fir 24 h in Tryptic Soy Broth bei 37 °C inkubiert und anschlieRend wurden 100 pl in
Doppelbestimmung auf Cetrimid-Agar ausplattiert und fir 24 - 48 h bei 37 °C inkubiert.

2.2.5 Probenahme am Silikonschlauchmodell

Die im Silikonschlauchmodell generierten Biofilme dienten als Ausgangsmaterial fir molekular- und
mikrobiologische Nachweise. Fir die durchgefihrten Nachweise wurden jeweils 5 cm Silikonschlauch
mit einem sterilen Skalpell abgeschnitten und weiterverarbeitet. Die L&nge der verwendeten
Biofilmschlauche wurde auf die Dauer des entsprechenden Versuchs und der Haufigkeit der

Probenahme angepasst.

2.2.6 Bestimmung der Anzahl koloniebildender Einheiten in Biofilmen

Fur die Bestimmung der Anzahl der koloniebildenden Einheiten im Biofilm wurde der gesamte Biofilm
eines 5 cm langen Stiicks Silikonschlauch verwendet. Das 5 cm lange Stuick Probenmaterial wird mit
einem sterilen Skalpell abgeschnitten. Der Biofilm wird dann mit einem eigens herstellten

passgenauem Schaber aus dem Silikonschlauch herausgeschabt und in 9 ml Trypton-NaCl-Lésung
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(0,9 %ig) mittels eines Homogenisators suspendiert und homogenisiert. Ausgehend von dieser
Suspension wurden Verdiinnungsreihen bis 10 hergestellt. Von jeder Verdiinnung wurden 100 pl in
Doppelbestimmung auf R2A-Agar ausplattiert und fur 7 Tage bei 20 °C inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wurde durch Auszahlung der koloniebildenden Einheiten (KBE) die Anzahl der

koloniebildenden Einheiten im Biofilm bestimmt.

2.2.7 Anzucht von Reinkulturen aus Biofilmmaterial

Zur Vereinzelung von Kolonien und zur Anzucht von Reinkulturen aus Biofilmmaterial, wurden
einzelne Kolonien der wie in Abschnitt 2.2.6 erstellten KBE mit einer Impfése gepickt und auf R2A —
Agar fir die Dauer von 7 Tagen bei 20°C inkubiert. Der Vorgang wurde mindestens ein Mal

wiederholt.

2.2.8 Biofilmgenerierung im geschlossenen Kreislaufsystem

Das Kreislaufsystem diente dem gezielten Anziichten von Monokulturbiofilmen im Trinkwasser unter
definierten  Bedingungen und  anschlielenden  Untersuchung zur  Ermittlung  von
Wiederauffindungsraten in bestehenden Biofilmen nach gezielter Animpfung der Biofilme mit einem
Zielorganismus. Durch Probenahmen zu festgelegten Zeiten, konnte die Bildung der Biofilm-
Monokulturen durch mikroskopische Untersuchungen sowie die Wiederfindungsrate aus Biofilmen
durch molekularbiologische Methoden dokumentiert werden. Dazu wurden verschiedene Kreislaufe, in
Reproduktion, Uber einen lédngeren Zeitraum wochentlich beprobt. Dabei sollten die folgenden

Fragestellungen bearbeitet werden:

1) Wiederfindungsrate von Pseudomonas aeruginosa aus bestehenden Biofilmen: Hierzu
wurden Kreislaufe mit Biofilmen unterschiedlichen Alters im Kreislauf mit einer P. aeruginosa
Bakterienkultur von 10° Zellen/ml beimpft. Sie sollten Aufschluss tber die Wiederfindungsraten des

Testorganismus aus bestehenden Biofilmen geben.

2) Veranderung der Biofilmpopulation nach der Behandlung mit Desinfektionsmitteln und dem
erneuten Aufkeimen der Biofilmflora im Hinblick auf das Verhaltnis von autochtoner Trinkwasserflora
und Pseudomonas aeruginosa.

Fur jeden Kreislauf wurden jeweils 200 ml Trinkwasser mit 200 ml Tryptic Soy Broth und ca. 10°
Bakterienzellen Pseudomonas aeruginosa kontaminiert. Die durchgefuihrten Untersuchungen waren:

Kultureller Nachweis der Trinkwasserbakterien auf R2A-Agar, kultureller Nachweis von Pseudomonas
aeruginosa auf Cetrimid-Agar, molekularbiologischer Nachweis aller vorhandenen DNA, so wie der
molekularbiologische Nachweis von P. aeruginosa DNA mittels quantitativer real-time PCR und der
molekularbiologischer Nachweis von Proteinbiosynthese mittels PNA-FISH bei ausbleibendem

kulturellem Nachweis zur Darstellung verbleibender Zellaktivitét.
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2.2.9 Aufkonzentrierung von Zellen und DNA
2.2.9.1 Vakuumfiltration

a) Vakuumfiltration von Pseudomonas aeruginosa

Fur den Nachweis von Pseudomonas aeruginosa aus der Wasserphase wurden Wasserproben durch
Vakuum Uber Cellulose-Nitrat-Filter (Fa. Schleicher & Schuell) mit einer Porengré3e von 0,45 pum
filtriert. Dabei wurden Lésungen mit definierten Mengen von P. aerugniosa verwendet.

b) Aufkonzentrierung von Pseudomonas aeruginosa aus geringen Volumina
Fur den Nachweis von Pseudomonas aeruginosa aus geringen Volumina (<500 pl), wie es bei die den
Versuchen mittels Micro-Plate-Reader der Fall ist (<330 pl), wurden die Proben mittels Millipore

Ultrafree — MC Centrifugal Filter Units (0,22 um) aufkonzentriert.

¢) Vakuumfiltration zur Bestimmung der Gesamtzellzahl im Biofilm

Fur die Bestimmung der Gesamtzellzahl wurde die Biofilmmatrix in 9 ml Trypton — NaCl - Losung
(0,9 %ig) homogenisiert und nach der DAPI — Farbung (siehe Abschnitt 2.3.3) in einem
Vakuumfiltrationssystem der Fa. Millipore durch schwarze Polycarbonatfilter mit einer Porengrofie 0,2
pm Durchmesser (Fa. Millipore) filtriert. AnschlieRend wurde jeweils mit 100 ml 0,5%iger NaCl -
Lésung nachgesplilt, damit keine Mikroorganismen im Filteraufsatz zurilickbleiben. Die Auszahlung der
auf dem Filter gewachsenen Kolonien erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop der Firma Zeiss (Typ
»Axioplan®).

2.2.9.2 Riuckgewinnung der Mikroorganismen durch Aufreinigung von DNA aus Filterproben
Zur Rickgewinnung der DNA aus Filterproben wurde das FastDNA SPIN Kit (Fa. MP Biomedicals)
verwendet. Die Aufreinigung erfolgte nach Herstellerangaben. Die DNA wurde in einer Gesamtmenge
100 pl a. dest. aufgenommen. Vor der Verwendung in einem molekularbiologischen Nachweis, wurde
die DNA zusatzlich mittels Microcon YM-100 Zentrifugenfilter (Fa. Millipore) aufkonzentriert (siehe
Abschnitt 2.4.2).

2.2.10 Bestimmung geeigneter Neutralisationsmittel zum Abstoppen der Desinfektionswirkung
Um die Wirksamkeit eines Desinfektionsverfahrens nach einer definierten Kontaktzeit zu ermitteln
muss der Wirkstoff des Prufprodukts neutralisiert und die Reaktion damit abgestoppt werden. Vor den
ersten Untersuchungen wird ein quantitativer Suspensionsversuch (siehe Abschnitt 2.2.11)
durchgefuhrt, um den optimalen Neutralisator zu finden. Nach einer vorher festgelegten Kontaktzeit
wird die Reaktion mit den zur Verfigung stehenden Neutralisationsmitteln abgestoppt. Anhand der
guantitativen Auswertung der noch kultivierbaren Mikroorganismen kann ermittelt werden, welches

Mittel am geeignetsten ist (Tab. 15)
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Tabelle 15: Ubersicht der ausgewéhlten Neutralisationsmittel fur die getesteten Wirkstoffe.

Wirkstoff Neutralisationsmittel

Freies Chlor ] _
Natriumthiosulfat

Chlordioxid

2.2.11 Quantitativer Suspensionsversuch

Die eingesetzten Produktpruflésungen wurden durch Verdinnungsreihen aus einer Stammldsung des
Desinfektionsmittels hergestellt (siehe Tab.14). Die Bakteriensuspensionen bzw. Prifsuspensionen
wurden in 4,5 ml einer 0,9%igen Natriumchlorid-Lésung (NaCl) aufgenommen. Die Proben wurden in
einem Homogenisator Typ ,Potter S* (Fa. B. Braun Biotech Melsungen) fir 10 min mit einem PTFE-
Pistill homogenisiert.

Der guantitative Suspensionsversuch wurde in Anlehnung an die europdischen Richtlinien [CEN,
2005] durchgefuhrt. Zur Herstellung des Prifgemisches wurden je 9 ml der Produktpriflésungen mit
definierten Wirkstoffkonzentrationen in je 1 ml Prifsuspension eingebracht und gemischt. Nach dem
Ablauf der zu testenden Einwirkzeit wurde die Reaktion des Desinfektionsmittels mit der
Bakteriensuspension durch Uberfilhrung von 0,5 ml des Priiffgemisches in ein geeignetes
Prifneutralisationsgemisch abgestoppt.

Im Anschluss an die Neutralisation wurden Verdinnungen bis 10 hergestellt. Parallel zum
Suspensionsversuch wurde ein Kontrollversuch (KO1) mit WSH anstelle der Produktpruflésung
durchgefuihrt. Dartiber hinaus wurden noch eine Neutralisationskontrolle (KO2) und eine
Toxizitatskontrolle (KO3) durchgefiihrt. Bei der KO2 wurden 9 ml des Neutralisationsmittels mit 1 ml
Produktpriflésung (der hochsten eingesetzten Konzentration) gemischt. Nach einer Neutralisationszeit
von 5 min wurden 100 pl Prufsuspension zugefiihrt und fur die langste Kontaktzeit inkubiert. Danach
wurden Verdunnungen bis 10™ hergestellt. Diese Kontrolle stellt sicher, dass das Abstoppen der
Reaktion fir jede der eingesetzten Desinfektionsmittelkonzentrationen gewdhrleistet ist. Die bei der
anschlieBenden Auswertung errechnete Anzahl KBE, sollte der der WSH-Kontrolle entsprechen. Die
KO3 Kontrolle wurde analog zur KO2 Kontrolle durchgefiihrt, enthielt jedoch anstelle der
Produktpriflosung 1 ml WSH. Mittels dieser Kontrolle kann ausgeschlossen werden, dass das

eingesetzte Prifneutralisationsgemisch selbst eine bakterieninaktivierende Wirkung besitzt.

2.2.12 Methode zur Testung der Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln angelehnt an den
Quantitativen Suspensionsversuch mittels Micro-Plate-Reader

Der Versuchsablauf ist angelehnt an den quantitativen Suspensionsversuch nach CEN 2005 bzw. in
Anlehnung an die Richtlinien der DGHM zur Durchfiihrung von quantitativen Suspensionsversuchen
bei der Wirksamkeitsprifung von Desinfektionsmitteln. Der Versuchsablauf wurde hier auf 96-well
Platten Ubertragen. Die anschlieBende Auswertung erfolgt dann in einem Micro-Plate-Reader Typ
~SynergyHT" (Fa. BioTek) mittels Extinktionsmessung. Die Kultivierung der Bakterien erfolgt hier in
Tryptic Soy Broth anstatt auf Tryptic Soy Agar. Wahrend Einwirkzeiten und Konzentrationen gleich
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bleiben erfolgt die Wirksamkeitskontrolle in einem kleineren Volumen. Eine quantitative Auswertung
kann dber den zeitlichen Verlauf der Tribungsmessung anhand einer zuvor erstellten
Wachstumskinetik definierter Bakteriensuspensionen in dekadischen Verdiinnungen errechnet
werden. Durch die Verwendung des flussigen Nahrmediums kann das Prufgemisch auch nach
Abschluss des Suspensionsversuchs flr Folgeuntersuchungen herangezogen werden. Auf diese
Weise kann, bei Behandlung mit subletalen Dosen eines Desinfektionsmittels ein moglicher Ubergang
der Bakterien in einen nicht kultivierbaren Zustand bei verbleibender Stoffwechselaktivitat dargestellt
werden (siehe Abschnitt 2.3.5). In diesem Fall kdnnen bei ausbleibendem Wachstum bereits geringe
Volumina mittels PNA-FISH auf verbleibende Zellaktivitdt in Form von Proteinbiosynthese tberpruift
werden. Dies ware ein Hinweis auf mdgliche vbnc-Zustande bei Bakterien nach subletal Dosierung

von Desinfektionsmitteln (siehe Abb. 19).

Weiterverarbeitung der
nicht-hewachsenen
Proben mittels FISH

Balterienkultur +Caso Bouillon + Desinfeltionsmittel Pseuwdomonas sernginoss
i Floursszenzmikroskop

Abbildung 19: Schematische Darstellung des Untersuchungsprinzips auf verbleibende Zellaktivitdt nach der
Behandlung mit Desinfektionsmitteln

2.3 Mikroskopische Methoden

2.3.1 Nativ-Praparate

Lebendpréaparate dienen einer ersten morphologischen Uberpriifung, ob verwendete Reinkulturen
beispielsweise Verunreinigungen aufweisen und geben Aufschluss tber die Motilitdt und damit auch
Uber die Viabilitdt des Mikroorganismus.

Die Betrachtung des Praparates erfolgte bei Phasenkontrast und 1.000facher Vergréf3erung.

2.3.2 Gramféarbungen

Die Farbung basiert auf dem unterschiedlichen Aufbau von Bakterienzellwdnden. Dabei wurden auf
einem Objekttrager hitzefixierte Bakterien mehreren Farbe- und Entfarbeschritten unterzogen. Die
Bakterien weisen in Abhangigkeit vom Zellwandaufbau ein unterschiedliches Gramverhalten auf und
ermoglichen eine erste Differenzierung. Die erste Anfarbung erfolgt mit dem Farbstoff Kristallviolett,
der sich an die negativ geladenen Zellbestandteile der Zelle anlagert. Durch anschlieRende Beizung
mit Lugol'scher. Losung entsteht ein wasserunldslicher Komplex, der durch Ethanol geldst werden
kann. Bei grampositiven Bakterien wird der Farbstoff jedoch durch das vielschichtige Mureinnetz

zurtickgehalten, wahrend sich gramnegative Bakterien entfarben lassen.
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Durch erneutes Anfarben mit dem Farbstoff Karbol-Fuchsin lassen sich die gramnegativen Bakterien
erneut anfarben. Unter dem Mikroskop erscheinen grampositive Bakterien im Hellfeld bei 1.000facher
VergréRerung blau-violett und gramnegative Bakterien erscheinen rot.

Die Differenzierung von gramnegativen und grampositiven Bakterien vereinfacht zudem haufig die
Aussage Uber mdgliche Verunreinigungen mit morphologisch &hnlichen Bakterien. Aul3erdem ist die
Kenntnis des Zellwandaufbaus wichtig fur spater folgende DNA-Isolierungen, bei denen sich die
Versuchsdurchfiihrung nach dem Zellwandaufbau richtet.

2.3.3 Bestimmung der Gesamtzellzahl mittels DAPI — Farbung

Die Bestimmung der Gesamtzellzahl (GZZ) erfolgte mittels DAPI - Farbung [Bredholt et al., 1999]. Von
einem mit Biofilm besiedelten Silikonschlauch wurde 5 cm langes Stiick mit einem sterilen Skalpell
abgeschnitten, mit einem speziell angefertigtem Metallschaber ausgeschabt und in 9 ml Trypton -
NaCl - Lésung (0,9 %ig) homogenisiert. Zur homogenisierten Biofilmsuspension wurde dann DAPI -
Lésung (10 pg/ml) hinzugegeben, das Gemisch wurde dann fir 20 Minuten im Dunkeln inkubiert und
Uber einen schwarzen Polycarbonatfilter (0,2 um) filtriert. Mit einem spezifischen Filterset wurden bei
einer Wellenlange von 365 nm am Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axioplan, AxioCam MRc digital

camera system) 20 zufallig ausgewahlte Gesichtsfelder ausgezahit.

2.3.4 Life/Dead-Farbung

Mit dem Life/Dead BacLight Viability and Counting Kit (Fa. Invitrogen) lassen sich
fluoreszenzmikroskopisch Zellen differenzieren und quantifizieren. Die Differenzierung erfolgt anhand
der des Zustands der Zellwandintegritat der Zellen. Die Farbung basiert auf zwei unterschiedlich
fluoreszierenden, interkalierenden Farbstoffen.

Der Farbstoff SYTO9 dringt in alle Zellen gleichermalRen ein und lasst die Zellen grin fluoreszieren.
Der Farbstoff Propidiumiodid dringt nur in Zellen mit defekter Zellmembran ein und fluoresziert orange-
rot.

Zum Herstellen eines geeigneten Pellets wurde eine frische Bakteriensuspension von einer Agarplatte
verwendet. 1 ml der Suspension mit ca. 10° bis 10° Zellen wurde fir 2 min bei 12.000 upm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1 ml WSH resuspendiert. Die
Suspension wurde nach Hinzugabe von jeweils 1,5 ml der Farbstoffe fir 15 min lichtgeschitzt bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss folgten drei Waschschritte mit WSH bei 12.000 upm, um
mogliche Hintergrundfluoreszenz zu beseitigen. Vor dem Mikroskopieren wurde der Suspension
BacLight Mounting Oil hinzugefugt. Das Ol fixiert noch lebende Zellen, ohne sie zu beeintrachtigen,
wodurch die Quantifizierung vereinfacht und die Auswertung nicht verfalscht wird.

Die angeféarbten Zellen wurden dann bei 1.000facher Vergréf3erung und bei einer Wellenldnge von
450 bis 480 nm mikroskopiert.
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2.3.5 PNA-FISH

2.3.5.1 PNA — FISH Prinzip

Mit dieser Methode lassen sich Uber Fluoreszenzmarker Nukleinsauren im Allgemeinen und
ribosomale RNA im speziellen nachweisen. Die Sonde bindet an die komplementare Struktur in der
Bakterienzelle und ermdglicht somit den Nachweis von Stoffwechselaktivitat bzw. Proteinbiosynthese.
Durch die kurze Halbwertszeit von ribosomaler RNA in inaktiven Zellen, ist es auf diesem Wege
maglich den Beweis fur aktive Zellen zu erbringen, auch wenn kein kultureller Nachweis mdglich ist.
Bei dieser Variante der Fluoreszenz In-situ Hybridisierung werden kinstlich synthetisierte ,Peptic
nucleic acids* (PNA) Sonden verwendet.

O L P T FU S

DNA Molekdl Struktur PNA Molekdl Struktur
DNA und RNA besitzen ein negativ geladenes Zucker-Phosphat PNA Molekile sind ungeladen
Riickgrat

] 1 |

rYtY - ey
O 0O x

I ELUS CES CH)

DNA-Sonden Bindungan RNA Zielregion PNA-Sonden Bindung an RNA Zielregion
Die elektrostatische AbstoBung erschwert die Bindung der Sonde Die fehlende Ladung erlaubt engere und spezifischere
an die Zielsequenz Bindungen

Abbildung 20: Darstellung der ladungsungebundenen Bindung von PNA-FISH Sonden an die Zielsequenz. ©
AdvanDX (modifiziert)

Aufgrund ihrer Eigenschaften eignen sie sich besser fur FISH, als andere Oligomere. Sie binden
ladungsungebunden, werden aufgrund ihrer kinstlichen Form weniger von Enzymen erkannt und
abgebaut und bilden stéarkere Bindungen aus, was es erlaubt kleinere Oligomere herzustellen, deren
GrofRe allein durch die Spezifitat begrenzt wird (siehe Abb.20).

2.3.5.2 PNA - FISH Prozedur
Zur Herstellung von PNA-FISH markierten Proben erfolgte nach dem Protokoll der Fa. AdvanDx. Dazu

wurden zunéchst 10 pl der zu untersuchenden Bakterienkultur auf einem Objekttragerglas plaziert und
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mit einem Tropfen der Fixationslésung vermischt und anschlieend bei 55°C fur 20 min in der
Trockenkammer fixiert. Die fixierten Proben wurden anschlieBend durch Zugabe der PNA-L&sung zur
Hybridisierung der Sonde mit einem Deckglas erneut fir 30 min bei 55°C in der Trockenkammer
inkubiert. Um Uberflussige Sonde zu entfernen werden die Deckglaschen in einem ersten Schritt in a.
dest. von den Objekttrager geltst, die anschlieBend fur 30 min bei 55°C in einer stringenten
Waschldsung inkubiert werden. AnschlieRend wurden die Proben luftgetrocknet. AbschlieRend kénnen
die Proben nach Zugabe von ,Mounting Oil* am Fluoreszenzmikroskop mikroskopiert werden.

2.3.6 Rasterelektronenmikroskopie

Silikonschlauchproben mit Biofilm fur die Rasterelektronenmikroskopie wurden wie folgt behandelt. Ein
1 cm langes Schlauchstiick wurde vorsichtig l&ngsseitig geviertelt, ohne den Biofilm dabei zu
zerstoren. Das Schlauchstiick wurde jeweils fur zwei Stunden in einer 25 %igen
Glutardialdehydlésung fixiert. AnschlielRend wurde das Schlauchstiick flr mindestens vier Stunden
oder uber Nacht in 0,2 %iger Osmiumtetroxidldsung fixiert. Danach wurde das Material fir 30 min in
Natriumcacodylat-Puffer einlegt. Als Zwischenschritt erfolgte zwei Waschschritte in partikelfreiem
Wasser flr 2x5 min. Abschlieend wurde die Probe in einer dekadisch aufsteigenden Ethanolreihe (10
bis 96 Prozent) fur jeweils 5 min dehydriert und fir 24 Stunden luftgetrocknet. Nach der Trocknung der
Proben wurden die Schlauchstiicke mit Gold besputtert, ggf. vorher in einem Critical Point Dryer

getrocknet und anschlie3end mit dem Rasterelektronenmikroskop untersucht.

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 DNA-Isolierung

Fur die Isolierung von DNA wurde das DNeasy Blood and Tissue Kit (Fa. Qiagen) verwendet. Fir die
Isolierung von gramnegativen Bakterien wurde entsprechend dem Herstellerprotokoll verfahren.

Die Isolierung der DNA wurde sowohl fiir Proben von Pseudomonas aeruginosa, als auch fir Biofilme
durchgefihrt. Auf diese Weise isolierte DNA diente anschlieRend als Vorlage fir PCR und quantitative
real-time PCR.

2.4.2 Aufkonzentrierung von DNA

Fur die Aufkonzentrierung von DNA wurden Microcon YM-100 Zentrifugenfilter (Fa. Millipore)
verwendet. Das Prinzip beruht darauf, dass der Filter die DNA bei einem ersten Zentrifugation
zurlickhalt. Beim zweiten Zentrifugationsschritt wird der Filter in umgekehrter Richtung in ein neues
Reaktionsgefall gesetzt und die DNA in einem geringeren Restvolumen eluiert. Der Reaktionsverlauf
ist wie folgt. Die Proben wurden fir 12 min bei 12.500 upm zentrifugiert. Der Uberstand im
Reaktionsgefal? wurde verworfen und durch ein neues Reaktionsgefald ersetzt. Anschlieend wurde
der Filter um 180 Grad gedreht in das Reaktionsgefal? gesetzt und erneut fir 3 min bei 3.500 upm

zentrifugiert, um eine geringes Volumen aufkonzentrierter DNA zu erhalten.
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2.4.3 DNA-Konzentrations- und Reinheitsbestimmung

Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der isolierten DNA erfolgte an einem
Spektralphotometer ND-1000 (Fa. NanoDrop) bei 260 bis 280 nm. Die DNA-Konzentration wurde Uber
die Software (NanoDrop ND-1000 v. 3.5.2) berechnet und in ng/ul angegeben.

Gleichzeitig gab das Programm Auskunft Uber die Reinheit der verwendeten DNA. Dazu wurden die
Quotienten aus den Absorptionen bei 260 und 280 nm und 260 und 230 nm berechnet. Die Werte fir
den Quotienten der Absorption von 260 und 230 nm sollten Uber denen von 260 und 280 nm liegen.
Fur reine DNA liegen die Werte zwischen etwa 1.8 und 2.2. Niedrigere Werte geben Hinweis auf

stérende Verunreinigungen wie Proteine. Fir die Messung wurde jeweils ein Volumen 2 pl eingesetzt.

2.4.4 Berechnung der Genomaquivalente

Anhand der zuvor bestimmten DNA-Konzentration (Abschnitt 2.4.3), konnte die enthaltene Menge
Genomaquivalente berechnet werden. Dazu wurde mittels dem durchschnittichen Gewicht eines
Basenpaars (1.096 x 10% g/bp), das Gewicht des Genoms von Pseudomonas aeruginosa (6.264.404

bp) errechnet und auf die gemessene DNA-Konzentration umgerechnet.

2.4.5 Primer- und Sondendesign

Die verwendeten Primer und Sonden fir den Nachweis von P. aeruginosa und zur Darstellung der
Gesamtzellzahl mittels real-time PCR entstammen aktuellen Forschungsberichten [Shannon et al.
2007], [Yu et al. 2005] (siehe Tab. 8). Die Zielsequenz liegt auf dem regA Gen, welches die Synthese
des Toxin A bei P. aeruginosa reguliert.

Die Zielsequenz fur die Gesamtzellzahlbestimmung mittels real-time PCR liegt auf dem 16SrDNA
Abschnitt von Bakterien. Primer und Sonden wurden speziell angefertigt (Fa. TIB MolBiol). Mittels
sequenzvergleichender Analyse durch das Programm BlastN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)
wurde die Spezifitdt der Primer und Sonden Uberpruift.

Die Primer zur Amplifikation des fur 16S rRNA codierende Gen mittels PCR [Weisburg et al. 1991]
wurden so gewahlt, dass sie an die im Bereich der Bakterien hochkonservierten 5° - bzw. 3’- Enden
der 16S rDNA komplementér binden und so eine Amplifikation des gesamten 16S rRNA - Gens der
Bakterien mit den konservierten und variablen Bereichen ermdglichten (siehe Tabelle 8).

Die verwendeten Primer wurden von der Fa. TIB Molbiol, Berlin bezogen. Mittels
sequenzvergleichender Analyse durch das Programm BlastN (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST)

wurde die Spezifitdt der Primer Uberpruft.

2.4.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die von K.B. Mullis 1983 entwickelte und von Saiki et al. 1988 veroffentlichte Methode der
Polymerase-Kettenreaktion ermoglicht die gezielte Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen. Das

Prinzip der PCR (polymerase chain reaction) beruht auf der exponentiellen Vervielfaltigung von DNA-
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Abschnitten. Ausschlaggebend ist eine genaue Kenntnis der Codierung der Ziel-DNA. Man verwendet
daflr kurze, zur Ziel-DNA komplementére Oligonukleotide (Primer), die die gewlinschte DNA-Sequenz
flankieren, und als Startpunkte der DNA-Neusynthese dienen. Eine thermostabile Tag-Polymerase
synthetisiert aus Desoxynukleotidtriphosphaten (ANTPs) dann die gewiinschte Zielregion neu.

Ausgangspunkt der in Zyklen ablaufenden PCR ist jeweils die Denaturierung des DNA-Doppelstrangs
bei 95 °C. Im zweiten Schritt kdnnen sich nun die komplementédren Primer an die entsprechende
Einzelstrangsequenz anlagern (Annealing). Die Temperatur dieses Schritts ist abhangig von der
Anzahl der Aminosauren und dem Verhéaltnis GC zu AT. AnschlieRend kann durch die thermostabile
Taqg-Polymerase, die von den Primern flankierte DNA-Sequenz synthetisiert werden. Durch
mehrfaches Wiederholen der einzelnen Zyklusschritte wird die DNA im Idealfall exponentiell
vervielféltigt. Die PCR wurde in einem Thermocycler (Typ ,Mastercycler Personal“ Fa. Eppendorf)
durchgefuihrt. Das Standardprotokoll fir den PCR-Ansatz, sowie das verwendete Temperatur- und

Zyklusprofil des Thermocyclers kdnnen den nachstehenden Tabellen 16 und 17 entnommen werden.

Tabelle 16: Standardprotokoll fiir den PCR-Ansatz

Komponente Verwendete Konzentration Verwendete Menge
(pro Ansatz & 50ul)

Primer (forward) 50 pmol 0,5ul

Primer (reverse) 50 pmol 0,5ul

Eppendorf MasterMix:

Tag-Polymerase 1,25 U

dNTPs 200 uMm

KCL 50 mM 20 pl
Mg" 1,5mM

Tris-HCI 30 mM

Template-DNA variabel 0,5ul
Ad H,O (nukleasefrei) - 28,5 ul

Tabelle 17: Temperatur- und Zyklusprofil der PCR

Zyklus-Abschnitt Temperatur des | Dauer des Zyklus | Anzahl der Wieder-
Zyklus [°C] [min] holungen

1) Initilale Denaturierung 95 °C 3 min 1

2.1) Denaturierung 95 °C 1 min

2.2) Annealing 60 °C 1 min 35x

2.3) Elongation 72 °C 0,5 min

3) Finale Elongation 72 °C 5 min 1

4) Kihlung 4°C o .
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2.4.7 Agarosegelelektrophorese

Die Detektion und Identifizierung des PCR-Produktes erfolgt mittels Agarosegelelektrophorese. Das
Prinzip beruht auf der Auftrennung der DNA-Fragmente entsprechend ihrer GrofRe und Ladung
entlang eines elektrischen Feldes. Die verwendeten Gele wurden aus 1x TAE-Puffer mit einem 4
%igen Anteil an Agarose hergestellt. Die Auftrennung wurde bei einer Spannung von 110 Volt
durchgefuihrt. Um anschlie3end die voneinander getrennten DNA-Fragmente sichtbar zu machen,
wurde vor dem Giel3en der Gele bei einer Temperatur von ca. 50 °C 1 pl des DNA-Interkalators
Ethidiumbromid pro 50 ml Agarosegel hinzugegeben. Das sich in DNA einlagernde Ethidiumbromid,

konnte mittels UV-Licht Uber die entstehende Fluoreszenz sichtbar gemacht werden.

2.4.8 Aufreinigung amplifizierter DNA aus PCR-Anséatzen und Agarosegelen

Um das Amplifikat einer PCR z.B. fir eine Sequenzierung verwenden zu kdénnen, muss der PCR-
Ansatz zunachst aufgereinigt werden.

Dazu wurde das Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Fa. Promega) verwendet. Die Proben
wurden nach Herstellerangaben ,DNA-Aufreinigung durch Zentrifugation“ behandelt und in 50 pl

nukleasefreiem Wasser (Fa. Promega) aufgenommen.

2.4.9 Quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion (QPCR)

Basierend auf dem Prinzip der konventionelle PCR erhélt man durch die guantitative real-time PCR
die Mdoglichkeit einer schnelleren Vervielfaltigung von Nukleinsduren bei einer gleichzeitigen
Quantifizierung. Die quantitative real-time PCR ist schneller als die konventionelle PCR, da die
verwendete Polymerase bereits bei niedrigeren Temperaturen arbeitet und Annealing und Elongation
in einem Schritt ablaufen kénnen. Die Quantifizierung erfolgt durch eine Fluoreszenzmessung
wahrend der real-time PCR, am Ende eines jeden PCR-Zyklus (daher der Begriff ,real-time®). Die
gemessene Menge an Fluoreszenz steigt proportional zur Menge des generierten Amplifikates. Somit
fallt die gelelektrophoretische Auftrennung der Fragmente weg und man erhalt sofort ein Ergebnis.

In dieser Arbeit wurde die real-time PCR mit Fluoreszenz-Sonden durchgefiihrt, die aus einem
Fluorophor (FAM) und einem Quencher (BBQ) bestehen. Das Prinzip der Sonde ist wie folgt. Die
Sonden lagern sich an das zu vervielfaltigende Stiick DNA an und werden erst bei der Hybridisierung
des Komplementarstranges durch die Tag-Polymerase abgebaut und entfernt. Dabei werden auch
Fluorophor und Quencher voneinander getrennt. Solange der Quencher am Fluorophor gebunden
bleibt, wird dessen Fluoreszenz unterdriickt. Mit dem Trennen von Fluorophor und Quencher durch
die Tag-Polymerase, wird auch die Fluoreszenz des Fluorophors sichtbar bzw. messbar.

Die real-time PCR lasst sich in ihrem Verlauf in drei Phasen einteilen. In der ersten Phase findet noch
keine exponentielle Vermehrung der Template-DNA statt, aufgrund der verhaltnismaRig geringen
Menge an Nukleinséduren. Die zweite Phase ist die des exponentiellen Anstiegs an Fluoreszenz bzw.
DNA. In der dritten Phase verhindern der Verbrauch der Substrate, Hitzedenaturierung und

Fehlpaarungen einen weiteren exponentiellen Anstieg. Die verwendete Software (LightCycler
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Software v. 3.5) ermittelt automatisch den Schwellenwert (auch cp-Wert oder crossing point) an dem
die exponentielle Phase beginnt.

Die exponentielle Phase ist Grundlage fur die Berechnung der Effizienz der PCR, die aussagt, ob in
jedem Zyklus eine Verdoppelung der Template-DNA stattfindet. Sie kann tber die Formel ,E = 10™™ -
1* anhand der Steigung berechnet werden. Eine Effizienz von 100 % lage demnach bei einer Steigung
von 3,32 vor.

Der Logarithmus der eingesetzten Menge Template-DNA und der cp-Wert sind zueinander umgekehrt
proportional. Das bedeutet, wenn die Menge der verwendeten Template-DNA bekannt ist kann man
anhand einer zuvor erstellten Standardgerade aus Proben einer bekannten Menge DNA flr jede
unbekannte Probe den Logarithmus der Kopienzahl mit Hilfe der Geradengleichung (x = (cp — b)/m)
ermitteln.

Die Durchflihrung der real-time PCR ist dem Herstellerprotokoll (Fa. Fermentas) angelehnt. Die
Konzentrationen der einzelnen Komponenten und die Dauer der Zyklusschritte wurden optimiert. Das
Protokoll fir den real-time PCR-Ansatz, sowie das verwendete Temperatur- und Zyklusprofil des real-
time Thermocyclers kénnen den Tabellen 18 und 19 entnommen werden.

Tabelle 18: Protokoll fir den real-time PCR-Ansatz

Komponente Verwendete Verwendete Menge
Konzentration (pro Ansatz & 20ul)

Primer (forward) 0,3 uM 0,3 ul

Primer (reverse) 0,3 uM 0,3 ul

Sonde 0,2 uM 0,2 ul

Fermentas Maxima Probe gPCR Master Mix (x2): k.A. 12,5 ul

Tag-Polymerase

dNTPs

MgCI

Reaktions-Puffer

Template-DNA variabel 1,0ul

Ad H,0O (nukleasefrei) - 10,7 pl

Tabelle 19: Temperatur- und Zyklusprofil der real-time PCR

Zyklus-Abschnitt Temperatur des | Dauer des Anzahl der
Zyklus [°C] Zyklus [Sek.] Wiederholungen
1) Initilale Denaturierung 95 °C 600 1
2.1) Denaturierung 95 °C 15
2.2) Annealing + 60 °C 60 45x
Elongation
4) Kiihlung 40 °C 60 1

61




MATERIAL UND METHODEN

2.4.10 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierungen der bei der 16S rDNA-PCR amplifizierten DNA-Fragmente wurden von der Fa.
Seglab (Géttingen) durchgefihrt. Fir die Analyse mussten vom aufgereinigten PCR-Produkt ca. 250
ng/ul mit ca. 20 pmol eines der verwendeten Primer versetzt werden und in 200 pl-Gefalze mit

Flachdeckel tberfuhrt werden. Die DNA-Sequenz wurde von Seqlab per E-Mail Gbermittelt.

2.4.11 DNA-Sequenzvergleich

Die von der Fa. Sequlab erhaltenen Chromatogrammdaten wurden mit der Software Chromas (Fa.
Technelysium LTD, Australien) in ein Textformat umgewandelt. Diese konnte mit dem frei
zuganglichen Online-Programm “nucleotide — BLAST" in der Datenbank des NCBI (National Center for
Biotechnology Information, USA) unter www.ncbi.nim.gov/BLAST mit hinterlegten Sequenzen
verglichen werden. Als Ergebnis wurden jeweils die Sequenzen angezeigt, die die grofldten
Ubereinstimmungen mit der eingegebenen  Sequenz  hatten. Spezies, die eine
Sequenziibereinstimmung von > 97% aufweisen sind als artverwandt definiert, Ubereinstimmungen

zwischen 95 und 97% sind als gattungsverwandt definiert.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Charakterisierung von Biofilmen unterschiedlichen Alters

Die fur die hier gezeigten Versuche verwendeten Trinkwasserbiofiime stammten aus dem
Silikonschlauchmodell des IHPH. Die Mikroorganismen der Trinkwasserbiofiime sind, sofern nicht
anders angegeben, ausschlielBlich die der autochthonen Trinkwasserflora aus der
Trinkwasserinstallation des IHPH. Das Alter der in diesen Untersuchungen verwendeten
Trinkwasserbiofilme betrug zwischen 1 und 3 Jahren. Durch den geringen Durchmesser der
verwendeten Silikonschlauche und dem fir die Bakterien verwertbaren Kohlenstoff des
Silikonschlauchs wird gewahrleistet, dass der verwendete Biofilm weitestgehend gleichmafig die
komplette Oberflache des Silikonschlauchs bedeckt. Sowohl der im Folgenden dargestellte strukturelle
Aufbau, als auch der mikrobielle Bewuchs sind demnach als stellvertretend fir den gesamten Biofilm

Zu betrachten.

3.1.1 Verlauf von Gesamtzellzahl und der Anzahl koloniebildender Einheiten bei Biofilmen
unterschiedlichen Alters

Die in Tabelle 20 dargestellten Werte sind Durchschnittswerte fir Biofilme des jeweiligen Alters. Mit
zunehmendem Alter erreichen sowohl die Anzahl koloniebildender Einheiten (KBE), als auch die der
Gesamtzellzahl (GZZ) eine Plateauphase, in der die Werte nur noch langsam ansteigen. Die Biofilme
fur die hier gezeigten Versuche hatten ein Alter von 1, 2 und 3 Jahren. Die Werte dienen als
Erganzung der Eindriicke der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen. Die mit steigendem Alter
der Biofilme groRer werdende Schichtdicke der Biofilmmatrix (s. Abschnitt 3.1.2) deckt sich mit der
gleichzeitig steigenden Anzahl an Bakterien in KBE und Gesamtzellzahl.

Wahrend einjahrige Biofilme noch eine durchschnittiche Anzahl koloniebildender Einheiten von
7,0x10° haben, steigt der Wert im zwei Jahre alten Biofilm auf knapp 1,3x10°KBE. Im 3 Jahre alten
Biofilm ist ein geringerer Anstieg auf 3,3x10’ KBE zu beobachten.

Die Gesamtzellzahl steigt im gleichen Zeitraum von ca. 2,0x10’ Zellen auf ca. 9,5x10’ Zellen nach 2
Jahren und auf ca. 1,2x10° Zellen nach 3 Jahren Biofilmwachstum.

Tabelle 20: Durchschnittliche Anzahl koloniebildender Einheiten und der Gesamtzellzahl (GZZ) in Abhangigkeit
vom Alter des Biofilms (n=5)

Alter (Jahre) KBE/cm* GZZlcm?
1 @ 7,0x10° @ 2,0x10"

@ 1,3x10" @ 9,5x10"

3 @ 3,3x10" @ 1,2x10°
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3.1.2 Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der Biofilmbeschaffenheit

Zur Verdeutlichung der Unterschiede in Bewuchs und Auspréagung der Biofilmbildung in Abhéangigkeit
des Alters, wurden Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von ein-, zwei- und dreijéhrigen
Biofilmen angefertigt. Dargestellt sind jeweils reprasentative Ausschnitte der Biofilmoberflachen in

unterschiedlichen VergréfRerungen.

In Abbildung 21 ist ein 1 Jahr alter Biofilm aus dem Silikonschlauchmodell des IHPH dargestellt. In
Abbildung 21 A zeigt sich bei 200x Vergro3erung, dass der Biofilm bereits die gesamte Oberflache
des Schlauchinneren bedeckt. Die Risse in der sonst geschlossenen Biofiimmatrix entstehen wéahrend
der Trocknungsvorgange im Zuge der Probenpraparation. Bei 500x Vergrof3erung wird darunter die
Oberflache des Silikonschlauchs sichtbar (s. Abb. 21 B). Zu diesem Zeitpunkt kénnen auf der

Oberflache noch vereinzelt Makrokolonien ausgemacht werden (s. Abb. 21 C). Bei 5000x

VergrofRerung sind die in der Biofilmmatrix eingebetteten Bakterien erkennbar (s. Abb. 21 D).

Abbildung 21: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines ca. 1 Jahr alten Biofilms im Silikonschlauch.
A) 200x VergrofRerung; B) 500x Vergroerung; C) 1000x VergrofRerung; D) 5000x VergréRerung. Farblich
hervorgehoben sind die Silikonschlauchoberflache (in B), eine Makrokolonie (in A und C) und in der Biofilmmatrix
eingebettete Bakterien (in D).
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In Abbildung 22 dargestellt ist ein 2 Jahre alter Biofilm des Silikonschlauchmodells des IHPH. Der
Biofilm bildet bis auf wenige Ausnahmen eine geschlossene Schicht (s. Abb. 22 A). Die durch die
Trocknungsvorgange entstandenen Risse in der Biofilmmatrix veranschaulichen die Schichtdicke des
Biofilms (s. Abb. 22 B). Auf der, im Vergleich zum 1 Jahr alten Biofilm, dickeren und homogener

erscheinenden Biofilmoberflache sind weniger einzelne Bakterien sichtbar (s. Abb. 22 D).

SEI
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Abbildung 22: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines ca. 2 Jahre alten Biofims auf
Silikonoberflache. A) 200x VergrofRerung; B) 500x VergroRerung; C) 1000x VergroRerung; D) 5000x
VergréRerung

In Abbildung 23 dargestellt ist ein 3 Jahre alter Biofilm des Silikonschlauchmodells des IHPH. Die
Oberflache ist komplett mit der Biofilmmatrix bedeckt (s. Abb. 23 A). Die Schichtdicke wird anhand der
Trocknungsrisse der Préaparate sichtbar (s. Abb. 23 B und D). In den Trocknungsrissen ist die
Silikonschlauchoberflache sichtbar. In Abbildung 23 D wird die Struktur des Biofilms anhand der
Trocknungsrisse sichtbar. Hier sind in den tiefer liegenden Schichten die Bakterien des Biofilms zu

erkennen.
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Abbildung 23: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines ca. 3 Jahre alten Biofims auf
Silikonoberflache. A) 200x VergroRerung; B) 500x VergroRerung; C) 1000x VergréRerung; D) 5000x
VergréRerung

3.1.3 Identifikation der Biofilmpopulation durch Sequenzierung

Ziel dieser Untersuchungen war es, die aus dem Trinkwasserbiofilm des Silikonschlauchmodells des
IHPH kultivierbaren Stdmme zu isolieren und per Sequenzierung zu bestimmen. Zu diesem Zweck
wurden Reinkulturen der im autochthonen Trinkwasserbiofiim des Silikonschlauchmodells
vorkommenden Bakterien angelegt (s. Abschnitt 2.2.7). Die DNA der angelegten Reinkulturen wurde
mittels ,Blood & Tissue Kit* (Fa. Qiagen) isoliert (s. Abschnitt 2.4). Fir die anschlieRende
Amplifizierung der DNA der Reinkulturen mittels quantitativer real-time PCR (s. Abschnitt 2.4.9)
wurden spezifische Primer verwendet (s. Abschnitt 2.1.8 Tab. 8). Zur weiteren Untersuchung wurde
die in der quantitativen real-time PCR amplifizierte 16S-rDNA unter Verwendung des ,Wizard SV Gel
and PCR Clean-Up System“ (Fa. Promega) aufgereinigt. Die Sequenzierung erfolgte in einem
Fremdlabor (Fa. Seqglab). Die Sequenzvergleiche bzw. die Auswertung der erhaltenen
Chromtogrammdaten erfolgte mit der Software ,Chromas lite* (Fa. Technelysium). Die
Sequenzabfolgen  konnten dann  durch das  Online-Programm  ,nucleotide  BLAST"
(www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) mit den dort hinterlegten Sequenzen aller erfassten Arten verglichen
werden. Spezies, die eine Sequenzibereinstimmung von = 97% aufweisen sind als artverwandt
definiert, Ubereinstimmungen zwischen 95 und 97% sind als gattungsverwandt definiert.

Die Tabelle (s. Tab. 21) zeigt die Gesamtheit aller durch Sequenzierung erhaltenen Stamme.

Angegeben sind Gattungs- und Arthamen und Stammbezeichnung (sofern bestimmbar). Zur weiteren
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Charakterisierung sind Ergebnisse der Gramfarbung und die ermittelte phylogenetische Gruppe mit

aufgefiihrt. Desweiteren ist die Ubereinstimmung der Sequenz in Prozent angegeben.

Tabelle 21:
Gramfarbung der

Zugehorigkeit zu einer

Liste aller durch Sequenzierung ermittelten Stamme. Zusétzlich angegeben sind die Daten der
phylogenetischen Gruppe und die ermittelte prozentuale

Sequenzibereinstimmung. kK.A. = keine Angaben. (+) = entspricht einer positiven Gramfarbung.

Gattung/ Art Stamm Gram | Phylogenetische | Sequenziuber-
Gruppe einstimmung (%)
Acidovorax facilis hswXx127 - [3-Proteobacteria 99
Acidovorax facilis C3RO1 - [3-Proteobacteria 99
Aquabacterium commune B8 k.A. [3-Proteobacteria 99
Aquabacterium parvum B6 - [3-Proteobacteria 97
Aquatic bacterium R1-B9 k.A. k.A. 99
Methylibium petroleiphilum PM1 - 3-Proteobacteria 99
Methylibium sp. PM5 - [3-Proteobacteria 99
Methylibium sp. BAC199 - [3-Proteobacteria 99
Moraxella ovis 199/55 - y-Proteobacteria 97
Mycobacterium massiliense GO 06 (+) Actinobacteria 99
Mycobacterium ratisbonense SD4 (+) Actinobacteria 98
Mycobacterium salmoniphilum ATCC 13758 (+) Actinobacteria 99
Mycobacterium salmoniphilum NVI_6594 (+) Actinobacteria 99
Mycobacterium salmoniphilum NVI_6609 (+) Actinobacteria 99
Perlucidibaca piscinae NBRC 102354 - y-Proteobacteria 98
Polaromonas sp. BAC23 - 3-Proteobacteria 99
Polaromonas sp. BAC25 - 3-Proteobacteria 99
Polaromonas sp. BAC136 - 3-Proteobacteria 98
Pseudomonas anguilliseptica k.A - y-Proteobacteria 97
Pseudomonas monteilii k.A - y-Proteobacteria 97
Pseudomonas straminea k.A - y-Proteobacteria 99
Ralstonia pickettii BGS2 - 3-Proteobacteria 98
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Tabelle 21 (Fortsetzung): Liste aller durch Sequenzierung ermittelten Stamme. Zusatzlich angegeben sind die
Daten der Gramfarbung der Zugehdrigkeit zu einer phylogenetischen Gruppe und die ermittelte prozentuale
Sequenzibereinstimmung. kK.A. = keine Angaben. (+) = entspricht einer positiven Gramfarbung.

Sphingobium amiense T3AP11 a-Proteobacteria | 97
Sphingomonas sp. SRS2 - a-Proteobacteria | 98
Sphingopyxis witflariensis W-50 - a-Proteobacteria | 98
Uncultured bacterium clone LIBO51 k.A. k.A. 99

Von denen in Tabelle 21 aufgeflhrten Isolaten ergibt sich die in folgender Abbildung (s. Abb. 24)
prozentuale Aufteilung. Bei allen sequenzierten Actinobacteria handelt es sich um Vertreter der
Gattung Mycobacterium (19 %). Bei den Vertretern der a-Proteobacteria handelt es sich
ausschlief3lich um Mitglieder der Familie der Sphingomonadaceae (12 %). Die y-Proteobacteria setzen
sich zusammen aus Vertretern der Familien Moraxellaceae und Pseudomonadaceae (19 %). Die
Uberwiegende Mehrheit der sequenzierten Stamme gehort zur Gruppe der B-Proteobacteria (42 %).

Bei 8 % der Isolate konnte keine phylogenetische Gruppe eindeutig zugeordnet werden.

phylogenetische Gruppen (%)

B Actinobacteria (5 Stamme)

B a-Proteobacteria (3 Stimme)
i RB-Proteobacteria (11 Stamme)
H y-Proteobacteria (5 Staimme)

mk.A. (2 Stamme)

Abbildung 24: Die prozentuale Aufteilung in phylogenetische Gruppen aller kultivierbaren und sequenzierten
Stamme.

Zusatzlich wurden die identifizieten Stdamme in Risikogruppen unterteilt. Die Einteilung erfolgte
entsprechend der technischen Regeln fir biologische Arbeitsstoffe des ,Ausschuss fir Biologische
Arbeitsstoffe” [ABAS 2012]. Fur die Einstufung ist das von den Bakterien ausgehende Infektionsrisiko
fur den gesunden Menschen maf3gebend und es erfolgt eine Zuordnung zu den Risikogruppen 2 bis
4. Bakterien bei denen es wahrscheinlich ist, dass sie beim Menschen eine Infektionskrankheit
verursachen, wurden der Risikogruppe 1 zugeordnet. Der Gberwiegende Teil Iasst sich in Stufe 1 (55
%) einordnen und etwa ein Flnftel (20 %) ist der Gruppe 2 zugehdrig. Bei etwa einem Viertel war eine
genaue Zuordnung zu einer Risikogruppe nicht méglich (25 %) (s. Abb. 25).
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Haufigkeit der Risikogruppen (%)

LN
2
Hk.A

Abbildung 25: Prozentuale Aufteilung der Isolate auf Risikogruppen. k.A. = keine Angabe

Tabelle 22 zeigt die Gattungen und Arten des Trinkwasserbiofilms geordnet nach ihrer Zugehérigkeit
zur jeweiligen phylogenetischen Gruppe. Neben der Einteilung nach Vorgabe des ABAS sind
Zusatzhinweise zur Pathogenitdt angegeben. Der Zusatz ,t“ steht dabei fur Pathogene bei
Wirbeltieren, von denen der Mensch unter natirlichen Bedingungen nicht befallen wird. Der Zusatz
St steht fir Pathogene fiir Mensch und Wirbeltiere, aber i.d.R. keine Ubertragung zwischen beiden
Wirtsgruppen. Der Zusatz ,t2* bezieht sich auf die Wirbeltierpathogenitat, wegen der aus
tierseuchenrechtlicher Sicht Sicherheitsmalinahmen erforderlich werden kénnen, die vergleichbar mit
den SicherheitsmalRnahmen der Schutzstufe 2 ein Entweichen des Prokaryonten in die auf3ere
Umgebung bzw. in andere Arbeitsbereiche minimieren sollen. Der Zusatz ,+" steht fur Pathogene, die
in Einzelféllen als Krankheitserreger nachgewiesen oder vermutet wurden und Uberwiegend bei
erheblich abwehrgeminderten Menschen auftreten.

Bei 2 der 4 zur Risikogruppe 2 zugeordneten Arten handelt es sich um Mykobakterien. Die zwei
anderen gehoéren der Gruppe der Gammaproteobakterien an. Alle anderen gehdren, sofern genau

festzulegen, der Risikogruppe 1 an.

Tabelle 22: Zuordnung der Biofilmisolate zu Risikogruppen nach Vorgabe des ABAS. k.A. = keine Angabe

Gattung/ Art Phylogenetische Gruppe Risikogruppe

Mycobacterium massiliense Actinobacteria 2ht
Mycobacterium ratisbonense Actinobacteria 2
Mycobacterium salmoniphilum Actinobacteria 1t2
Sphingobium amiense a-Proteobacteria 1
Sphingomonas sp. a-Proteobacteria k.A.
Sphingopyxis witflariensis a-Proteobacteria 1
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Tabelle 22 (Fortsetzung): Zuordnung der Biofilmisolate zu Risikogruppen nach Vorgabe des ABAS. k.A. = keine

Angabe

Gattung/ Art Phylogenetische Gruppe Risikogruppe
Acidovorax facilis [3-Proteobacteria 1
Aquabacterium commune [3-Proteobacteria 1
Aquabacterium parvum [3-Proteobacteria 1
Aquatic bacterium 3-Proteobacteria k.A.
Methylibium petroleiphilum [3-Proteobacteria 1
Methylibium sp. 3-Proteobacteria k.A.
Polaromonas sp. 3-Proteobacteria k.A.
Ralstonia pickettii 3-Proteobacteria 1+
Moraxella ovis y-Proteobacteria 2t
Perlucidibaca piscinae y-Proteobacteria 1
Pseudomonas anguilliseptica y-Proteobacteria 2t
Pseudomonas monteilii y-Proteobacteria 1+
Pseudomonas straminea y-Proteobacteria 1
Uncultured bacterium clone k.A. K.A.

3.2 Einfluss chemischer Desinfektionsmittel auf die Entwicklung von Biofilmen

In dieser Untersuchungsreihe sollte gezeigt werden, welchen Einfluss unterschiedliche
Desinfektionsmittel auf die Zusammensetzung der Biofilmpopulation haben. Dabei wurde entweder
Uber einen zu kurzen Zeitraum Desinfektionsmittel zudosiert, oder in zu geringer Konzentration. Bei
der Durchfihrung musste darauf geachtet werden, dass die Art der Behandlung nicht alle Bakterien im
Biofilm inaktiviert. Nach Abschluss der Behandlung wurden die koloniebildungsféhigen Einheiten zu
Reinkulturen vereinzelt, inre DNA isoliert (s. Abschnitt 2.4), aufgereinigt (s. Abschnitt 2.4.8) und
anschlielend sequenziert. Die hier verwendeten Biofilme hatten ein Alter von ca. 2 Jahren.

3.2.1 Einfluss chemischer Desinfektionsmittel als Stossbehandlung zur Anlagendesinfektion

In den Untersuchungen zur Auswirkung von Stossbehandlungen zur Anlagendesinfektion wurden die
verwendeten Desinfektionsmittel einmal wdchentlich bei einer Desinfektionsmittelkonzentration von 10
mg/l fir die Dauer von 6 Stunden zudosiert. Die Werte zur Anzahl koloniebildender Einheiten und der
Gesamtzellzahl reprasentieren jeweils den Stand nach Abschluss einer wochentlichen Behandlung.
Vor jeder Zudosierung wurden die Ergebnisse der vorherigen Zudosierung ausgewertet. Unterschritt
die Anzahl koloniebildender Einheiten einen auf Erfahrungswerten fir jeden Biofilm festgelegten
Grenzwert, so wurde die Zudosierung ausgesetzt, bis die Anzahl koloniebildender Einheiten wieder

ausreichend angestiegen war.
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3.2.1.1 Prufprodukt 1: freies Chlor aus einem Verfahren zur Herstellung von elektrochemisch
aktiviertem Wasser (ECA-Produkt 1)

Die Wirkung von ECA-Produkten beruht auf freiem Chlor in Form von hypochloriger Saure. Hergestellt
wird das Desinfektionsmittel durch das Prinzip der Zellmembranelektrolyse, bei der aus Wasser und
einer Salzlésung unter elektrischer Spannung hypochlorige Saure als Hauptprodukt entsteht (s.
Abschnitt 1.6.4.2).

Bei dem hier zudosierten Desinfektionsmittel handelt es sich um ein im neutralen pH-Bereich (pH 7)
hergestelltes Produkt. Im neutralen Bereich hergestellte ECA-Produkte sind reaktionsstabiler, wahrend
bei den im sauren Bereich hergestellten ECA-Produkten im Verhaltnis hdhere Konzentrationen an
hypochloriger Saure entstehen wirden. Das ECA-Produkt wurde vor Ort frisch hergestellt. Die

Neutralisation erfolgte jeweils nach Abschluss der Behandlung mit 0,3% Natriumthiosulfat.

Abbildung 26a zeigt den zeitlichen Verlauf der Anzahl koloniebildender Einheiten ber den
Untersuchungszeitraum von 126 Tagen. Um den Verlauf im Detail darstellen zu kénnen, wurde der
Verlauf mit einer kleineren Skalierung mit angeflgt (s. Abb. 26b). Auf diese Weise wird der
zwischenzeitliche Anstieg in der Anzahl der koloniebildenden Einheiten nach 63 Tagen deutlich.
Aufgrund des Erreichens des vorher festgelegten Grenzwerts der KBE, wurde zu diesem Zeitpunkt die
Behandlung mit ECA-Wasser ausgesetzt. Nach 105 Tagen wurde mit der Behandlung erneut
fortgefahren. Der Versuch wurde mit drei gleichalten Biofilmen (ca. 2 Jahre alt) des

Silikonschlauchmodells durchgeftihrt.
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Abbildung 26a: Verlauf der Anzahl koloniebildender Einheiten Uber die Dauer einer wéchentlichen Behandlung
mit freiem Chlor (ECA-Produkt 1) mit einer Konzentration von 10 mg/l. Roter Pfeil = Stopp der Zudosierung.
Griner Pfeil = Start der Zudosierung.
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Abbildung 26b: Verlauf der Anzahl koloniebildender Einheiten tUber die Dauer einer wdchentlichen Behandlung
mit freiem Chlor (ECA-Produkt 1) mit einer Konzentration von 10 mg/l. Hier mit kleinerer Skalierung um den
Verlauf im Detail optisch darstellen zu kdnnen. Roter Pfeil = Stopp der Zudosierung. Gruner Pfeil = Start der
Zudosierung.

Tabelle 23 zeigt die zeitliche Korrelation von koloniebildenden Einheiten und Gesamtzell im Biofilm.
Die dargestellten Werte sind Durchschnittswerte. Die anfanglichen ca. 5,5x10° Zellen wurden nach
einer Untersuchungsdauer von 63 Tagen auf ca. 1,1x10° Zellen reduziert. Um die vollstandige
Inaktivierung aller koloniebildenden Einheiten zu verhindern, wurde die Behandlung ab dem 63 Tag
ausgesetzt. Die Gesamtzellzahl wurde im gleichen Zeitraum von ca. 3,5x10’ Zellen um etwas mehr
als eine Log-Stufe auf ca. 1,9x10° Zellen reduziert.

Nach einer Untersuchungsdauer von 105 Tagen war die Anzahl koloniebildender Einheiten auf ca.
7,7x10° gestiegen und Gesamtzellzahl auf ca. 2,9x10° Zellen. Nach erneutem Einsetzen der
Desinfektion wurde die Anzahl koloniebildender Einheiten innerhalb von 3 Wochen auf ca. 1,1x10*

und die Gesamtzellzahl auf ca. 6,3x106 Zellen reduziert.
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Tabelle 23: Auflistung des zeitlichen Verlaufs der koloniebilden Einheiten und der Gesamtzellzahl
(Durchschnittswerte)

Zeit (Tage) KBE/cm* GZZlcm?
5,55x10° 3,45x10’
7 1,77x10’ 2,78x10’
14 1,22x10’ 3,02x10’
21 2,89x10° 1,75x10’
28 1,05x10° 8,79x10°
35 7,21x10° 7,67x10°
42 4,74x10° 1,43x10’
49 3,38x10° 2,46x10’
56 1,58x10" 4,35x10°
63 1,09x10° 1,94x10°
70 5,19x10° 3,22x10°
77 2,12x10" 1,18x10°
84 7,67x10° 1,01x10°
91 2,16x10° 2,13x10’
98 7,19x10° 1,71x10’
105 7,65x10° 2,92x10’
112 7,38x10* 9,82x10°
119 2,61x10* 7,75x10°
126 1,12x10* 6,34x10°
Gesamtreduktion 5,54x10° 2,82x10’

3.2.1.2 Prufprodukt 2: freies Chlor aus einem Verfahren zur Herstellung von elektrochemisch
aktiviertem Wasser (ECA-Verfahren 2)

Bei dem hier zudosierten Desinfektionsmittel handelt es sich wie bei ECA-Produkt Nr. 1 um ein im
neutralen Bereich (pH 7) hergestelltem Produkt. Hauptwirkstoff ist hypochlorige Séure, die als freies
Chlor messbar ist und damit nach TrinkwV 8 11 als Trinkwasserdesinfektionsmittel eingesetzt werden
darf. Das ECA-Produkt wurde vor Ort aus einem Gemisch aus Wasser und einer Salzsole frisch
hergestellt. Die Neutralisation erfolgte jeweils nach Abschluss der Behandlung mit 0,3%

Natriumthiosulfat.

Abbildung 27 zeigt den zeitlichen Verlauf der Anzahl koloniebildender Einheiten Uber den
Untersuchungszeitraum von 118 Tagen. Ausgesetzt wurde die Behandlung nach dem 15. Tag bis zum
43. Tag und nach dem 91. bis zum 104. Tag. Der Versuch wurde mit drei gleich alten Biofilmen (ca. 2

Jahre) des Silikonschlauchmodells durchgefihrt.
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Abbildung 27: Verlauf der Anzahl koloniebildender Einheiten nach wdchentlicher Behandlung mit ECA-Produkt
Nr. 2 (Wirkstoff: hypochlorige Saure) bei einer Konzentration von 10 mg/l (Durchschnittswerte). Roter Pfeil =
Stopp der Zudosierung. Griner Pfeil = Start der Zudosierung.

Tabelle 24 beschreibt die zeitliche Korrelation von koloniebildenden Einheiten und Gesamtzell im
Biofilm. Die dargestellten Werte sind Durchschnittswerte. Die anféngliche Anzahl koloniebildender
Einheiten von ca. 1,4x10° reduzierte sich bis zum ersten Aussetzen der Zudosierung auf
durchschnittlich ca. 8,3x10°. Die Gesamtzellzahl wurde im gleichen Zeitraum von ca. 8,2x10" auf ca.
6,5x10° Zellen reduziert. Nach insgesamt 43 Tagen wurde die Zudosierung erneut aufgenommen. Die
Anzahl koloniebildender Einheiten betrug zu diesem Zeitpunkt ca. 2,8x10’. Die Gesamtzellzahl stieg
im gleichen Zeitraum auf ca. 7,4x10". Am 91. Tag wurde die Zudosierung bei einem KBE Wert von ca.
2,3x10° Zellen erneut ausgesetzt. Die Gesamtzellzahl wurde im gleichen Zeitraum auf ca. 1,4x10’
Zellen reduziert. Ab Tag 104 wurde mit der Zudosierung bei Werten von ca. 1,1x10" KBE und ca.
6,2x10" GZZ erneut begonnen. Mit Ende der Behandlung lagen die Werte bei ca. 6,9x10° KBE und ca.
2,3x10' GZZ.
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Tabelle 24: Auflistun

des zeitlichen Verlaufs der koloniebilden Einheiten und der Gesamtzellzahl

Zeit (Tage) KBE/cm* GZZlcm*

0 1,37x10’ 8,23x10’

3 8,31x10° 1,26x10°

10 8,46x10° 7,79x10’

15 8,02x10° 6,45x10’

17 9,31x10° 6,31x10’

23 1,05x10’ 8,94x10’

35 1,15x10’ 5,52x10’

43 2,82x10’ 7,42x10’

56 1,88x10’ 7,58x10’

62 8,99x10° 6,12x10’

68 2,54x10° 4,96x10’

76 1,97x10° 5,35x10’

84 2,26x10° 3,92x10’

91 2,26x10° 1,42x10’

97 7,37x10° 3,68x10’

104 1,08x10’ 6,23x10’

111 9,29x10° 3,98x10’

118 6,92x10° 2,31x10’
Gesamtreduktion 6,78x10° 5,92x10°

ERGEBNISSE

Nach Abschluss der Behandlung wurden erneut wie in Abschnitt 3.1.3 beschrieben Reinkulturen der

verbleibenden Biofilmpopulationen erstellt, deren 16s-rDNA in einer quantitativer real-time PCR

amplifiziert und anschliel3end sequenziert. Hier stellvertretend fir ECA-Produkte. Tabelle 25 zeigt eine

Ubersicht (iber die isolierten Stamme. In Abbildung 28 dargestellt ist die Aufteilung der nach der

Behandlung im Biofilm kultivierbaren Bakterien in ihre Zugehorigkeit zu einer phylogenetischen

Gruppe.

Tabelle 25: Liste aller nach der Behandlung mit

ECA-Produkt (Nr.2) nach 118 Tagen durch Sequenzierung

ermittelten Stdmme. Weiterhin angegeben sind die Zugehorigkeit zu einer phylogenetischen Gruppe, die
ermittelte prozentuale Sequenzibereinstimmung und die Risikogruppe. k.A. = keine Angaben. Fettgedruckt =
bereits im unbehandelten Biofilm gefundenen Stdmme

Gattung/ Art Stamm | Phylogenetische Sequenziberein- Risikogruppe
Gruppe stimmung (%)

Nocardia salmonicida 8405 Actinobacteria 98 1t2
Sphingopyxis alaskensis k.A a-Proteobacteria 98 1
Sphingopyxis witflariensis W-50 a-Proteobacteria 97 1
Agquabacterium parvum B6 R-Proteobacteria 98 1
Methylibium petroleiphilum | PM1 R-Proteobacteria 98 1
Polaromonas sp. BAC136 |R-Proteobacteria 97 K.A.
Dokdonella sp. PYM5 |y-Proteobacteria 99 K.A.
Aquatic bacterium R1-B9 [k.A. 99 K.A.
Uncultured bacterium clone | LIBO51 |k.A. 98 K.A.
Uncultured bacterium clone LIB115 [k.A. 98 K.A.
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phylogenetische Gruppen (%)

® Actinobacteria (1 Stamm)

® g-Proteobacteria(2 Stamme)
u 3-Proteobacteria (3 Stamme)
| my-Proteobacteria (1 Stamm)

Ek.A. (3 Stamme)

Abbildung 28: Die prozentuale Aufteilung in phylogenetische Gruppen aller kultivierbaren und sequenzierten
Stdmme nach der Behandlung mit dem ECA-Produkt (Nr.2) nach 118 Tagen.

In Abbildung 29 ist die Aufteilung in Risikogruppen der verbleibenden Stamme nach der Behandlung
mit einem ECA-Produkt abgebildet. Die Halfte der isolierten Bakterienstdmme konnte der
Risikogruppe 1 zugeordnet werden. Zu den verbleibenden 50% kann keine abschlielRende Aussage

gemacht werden. Vertreter der Risikogruppe 2 wurden nicht gefunden.

Haufigkeit der Risikogruppen (%)

ml
m2

mk.A

0%

Abbildung 29: Prozentuale Aufteilung der Isolate auf Risikogruppen nach der Behandlung mit ECA-Produkt
(Nr.2) nach 118 Tagen. k.A. = keine Angabe.

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 30 zeigen die noch durchgehende
Biofilmschicht auf dem behandelten Silikonschlauch, die im Vergleich zum unbehandelten Biofilm eine
geringere Schichtdicke aufweist (s. Abb. 30 A und B). In den Teilabbildungen 30 C und D ist sichtbar,
dass der Biofilm an manchen Stellen starker abgebaut wurde, als an anderen. Es sind vereinzelt
liegende Zellen erkennbar.
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Abbildung 30: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines ca. 2 Jahre alten Biofims auf
Silikonoberflache nach Behandlung mit elektrochemisch aktiviertem Wasser. A) 500x Vergroéerung; B) 1000x
VergréRerung; C) 5000x VergroRerung; D) 10000x Vergrof3erung

3.2.1.3 Prifprodukt 3: Chlordioxid (pH2)

Bei dem hier zudosierten Desinfektionsmittel handelt es sich um ein im sauren pH-Bereich (pH 2)
hergestelltem Produkt. Das Produkt wurde vor Ort hergestellt aus Trinkwasser und zwei
Vorlagebehdltern mit Salzsaure und Natriumchlorit. Die Konzentration des Chlordioxid im Produkt
betrug 2 g/l. Die Neutralisation erfolgte jeweils nach Abschluss der Behandlung mit 0,3%
Natriumthiosulfat.

Abbildung 31 zeigt den zeitlichen Verlauf der Anzahl koloniebildender Einheiten ber den
Untersuchungszeitraum von 117 Tagen. Ausgesetzt wurde die Behandlung nach dem 17. Tag bis zum
43. Tag und nach dem 97. bis zum 111. Tag. Der Versuch wurde mit drei gleichalten Biofilmen (ca. 2
Jahre) des Silikonschlauchmodells durchgefihrt.
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Abbildung 31: Verlauf der Anzahl koloniebildender Einheiten Uber die Dauer einer wochentlichen Behandlung
mit Chlordioxid mit einer Konzentration von 10 mg/lI (Durchschnittswerte). Roter Pfeil = Stopp der Zudosierung.
Griner Pfeil = Start der Zudosierung.

Tabelle 26 beschreibt die zeitliche Korrelation von koloniebildenden Einheiten und Gesamtzellzahl im
Biofilm. Die dargestellten Werte sind Durchschnittswerte. Die anfangliche Anzahl koloniebildender
Einheiten von ca. 2,5x10’ lag beim ersten Aussetzen der Zudosierung bei durchschnittlich ca. 4,2x10°
Zellen. Die Gesamtzellzahl wurde im gleichen Zeitraum von ca. 7,4x10" auf ca. 4,7x10° Zellen
reduziert. Nach insgesamt 43 Tagen wurde die Zudosierung erneut aufgenommen. Die Anzahl
koloniebildender Einheiten betrug zu diesem Zeitpunkt ca. 3,7x10’. Die Gesamtzellzahl stieg im
gleichen Zeitraum auf ca. 5,4x10’ Zellen. Am 97. Tag wurde die Zudosierung bei einem KBE Wert von
ca. 2,1x10° erneut ausgesetzt. Die Gesamtzellzahl wurde im gleichen Zeitraum auf ca. 8,7x10° Zellen
reduziert. Ab Tag 111 wurde mit der Zudosierung bei Werten von ca. 3,7x10° KBE und ca. 6,6x10°
GZZ erneut begonnen. Mit Ende der Behandlung lagen die Werte bei ca. 2,1x10° KBE und ca. 9,2x10°

Gzz.

Tabelle 26: Auflistung des zeitlichen Verlaufs der koloniebilden Einheiten und der Gesamtzellzahl
Zeit (Tage) KBE/cm* GZZlcm?
0 2,52x10’ 7,44x10’
3 1,91x10’ 8,29x10’
8 1,74x10’ 7,62x10’
10 8,46x10° 7,25x10’
15 4,20x10° 6,45x10’
17 4,20x10° 4,76x10’
23 4,87x10° 5,18x10’
35 1,42x10’ 6,21x10’
43 3,71x10’ 5,39x10’
56 1,88x10’ 5,47x10’
62 8,99x10° 2,43x10’
68 2,54x10° 1,56x10’
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Tabelle 26 (Fortsetzung): Auflistung des zeitlichen Verlaufs der koloniebilden Einheiten und der Gesamtzellzahl

Zeit (Tage) KBE/cm* GZZlcm?
76 1,97x10° 1,22x10’
84 2,26x10° 8,79x10°
91 2,26x10° 9,23x10°
97 2,05x10° 8,65x10°
104 2,64x10° 1,16x10’
111 3,69x10° 6,55x10°
117 2,09x10° 9,15x10°

Gesamtreduktion 2,27x10" 6,53x10’

Nach Abschluss der Behandlung wurden erneut wie in Abschnitt 3.1.3 beschrieben, Reinkulturen der

verbleibenden Biofilmpopulationen hergestellt, deren 16s-rDNA in einer quantitativer real-time PCR

amplifiziert und anschlieBend sequenziert. Tabelle 27 zeigt eine Ubersicht tiber die isolierten Stamme

nach Chlordioxidbehandlung Uber 117 Tage. In Abbildung 32 dargestellt ist die Aufteilung der nach

der Behandlung im Biofilm kultivierbaren Bakterien in ihre Zugehdrigkeit zu einer phylogenetischen

Gruppe.

Tabelle 27: Liste aller nach der Behandlung mit einem ClO,-Produkt ermittelten Stdmme. Angegeben sind die

jeweilige phylogenetischen Gruppe, die Sequenzibereinstimmung und Risikogruppe.

Fettgedruckt = bereits im unbehandelten Biofilm gefundenen Stdmme.

k.A. = keine Angaben.

Gattung/ Art Stamm Phylogenetische |[Sequenziiberein- Risikogruppe
Gruppe stimmung (%)

Nocardia salmonicida 8405 Actinobacteria 98 1t2
Sphingomonas sp. ASRB18-5 | a-Proteobacteria 97 K.A.
Sphingopyxis panaciterrae K.A. a-Proteobacteria 98 K.A.
Sphingopyxis sp. KWO066 a-Proteobacteria 98 K.A.
Sphingopyxis witflariensis | W-50 a-Proteobacteria 97 1
Agquabacterium parvum B6 R-Proteobacteria 98 1
Methylibium petroleiphilum |PM1 R-Proteobacteria 99 1
Methylibium sp. BAC199 R-Proteobacteria 99 K.A.
Methyloversatilis sp. K2S193 R-Proteobacteria 98 K.A.
Dokdonella sp. PYM5 y-Proteobacteria 98 K.A.
Aquatic bacterium R1-B9 K.A. 99 K.A.
Uncultured bacterium clone |LIB115 K.A. 98 K.A.
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phylogenetische Gruppen (%)
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Abbildung 32: Die prozentuale Aufteilung in phylogenetische Gruppen aller kultivierbaren und sequenzierten
Stdmme nach der Behandlung mit dem ClO»-Produkt nach 117 Tagen.

In Abbildung 33 ist die Aufteilung in Risikogruppen der verbleibenden Stamme nach der Behandlung
mit dem verwendeten ClO,-Produkt abgebildet. Circa ein Drittel kann der Risikogruppe 1 zugeordnet
werden. Der Uberwiegende Teil kann keiner Gruppe zweifelsfrei zugeordnet werden. Vertreter der
Risikogruppe 2 wurden nicht gefunden.

Haufigkeit der Risikogruppen (%)

m1
m2
uk.A

Abbildung 33: Prozentuale Aufteilung der Isolate auf Risikogruppen nach der Behandlung mit dem Chlordioxid-
Produkt nach 117 Tagen. k.A. = keine Angabe.

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 34 zeigen die nach Abschluss der
Behandlung noch durchgehende Biofilmschicht auf dem Silikonschlauch. Im Vergleich zum
unbehandelten Biofilm (s. Abb. 22 A und B) ist sichtbar, dass die Schichtdicke abgenommen hat und

der Biofilm Uber den Verlauf der Behandlung teilweise abgebaut wurde. In den Teilabbildungen 35 C
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und D ist sichtbar, dass der Biofilm an manchen Stellen starker abgebaut wurde, als an anderen.

Vereinzelt liegende Zellen sind kaum erkennbar.

Abbildung 34: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines ca. 2 Jahre alten Biofims auf
Silikonoberflache nach 117 Tagen Behandlung mit Chlordioxid. A) 500x Vergrof3erung; B) 1000x Vergrof3erung;
C) 5000x VergréRRerung; D) 10000x Vergrof3erung
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3.2.2 Subletale Dosierung von chemischen Desinfektionsmitteln in kontinuierlicher

Behandlung von Biofilmen

In dieser Untersuchungsreihe wurden Biofilme des Silikonschlauchmodells kontinuierlich mit gering
dosiertem Desinfektionsmittel behandelt. Die Konzentration betrug bei Zudosierung in allen Fallen

0,15 mg/l Chlor und lag damit bei 50% der nach TrinkwV 811 zugelassenen Konzentration.

3.2.2.1 Prifprodukt 4: Natriumhypochlorit

Das verwendete Natriumhypochlorit entstammt einer Vorlage. Die Konzentration wurde durch die
Zudosierungsanlage eingestellt und entsprechend zudosiert (s. Abschnitt 2.1.13b). Die Bestimmung
der Anzahl koloniebildender Einheiten und die der Gesamtzellzahl erfolgten in der Regel alle 7 Tage.
Abbildung 35 zeigt den zeitlichen Ablauf der Zudosierung Uber den Untersuchungszeitraum von 130
Tagen. Ausgesetzt wurde die Behandlung nach dem 20. Tag bis zum 54. Tag und nach dem 81 bis
zum 104. Tag. Der Versuch wurde mit drei gleichalten Biofilmen (ca. 2 Jahre) des
Silikonschlauchmodells durchgeftihrt.

1,00E+08
1,00E+07 -

1,00E+06 @
T 1,00E+05 —4—Biofilm 1
§1,00E+04 x - : : \ —@—Biofilm 2
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1,00E+00 - T

D”“ﬁ%ﬁ%%%?%%%ﬂ%%%%%'ﬁﬁﬁ

Zeit(Tage)

Abbildung 35: Verlauf der Anzahl koloniebildender Einheiten wahrend eine kontinuierlichen Behandlung mit
Natriumhypochlorit mit einer Konzentration von 0,15 mg/l. Roter Pfeil = Stopp der Zudosierung. Gruner Pfeil =
Start der Zudosierung.

Tabelle 28 beschreibt die zeitliche Korrelation von koloniebildenden Einheiten und Gesamtzellzahl im
Biofilm Uber den gesamten Untersuchungszeitraum von 130 Tagen. Die dargestellten Werte sind
Durchschnittswerte. Die anfangliche Anzahl koloniebildender Einheiten von ca. 1,2x10" lag beim
ersten Aussetzen der Zudosierung bei durchschnittlich ca. 5,3x10°> KBE. Die Gesamtzellzahl wurde im
gleichen Zeitraum von ca. 3,9x10" auf ca. 1,6x10’ Zellen reduziert. Nach insgesamt 54 Tagen wurde
die Zudosierung erneut aufgenommen. Die Anzahl koloniebildender Einheiten betrug zu diesem
Zeitpunkt ca. 1,8x10° KBE. Die Gesamtzellzahl stieg im gleichen Zeitraum auf ca. 2,8x10" Zellen. Am
81. Tag wurde die Zudosierung bei einem KBE Wert von ca. 3,3x10* Zellen erneut ausgesetzt. Die

Gesamtzellzahl wurde im gleichen Zeitraum auf ca. 1,1x10’ reduziert. Ab Tag 104 wurde mit der
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Zudosierung bei Werten von ca. 5,9x10° (KBE) und ca. 1,7x10’ (GZZ) erneut begonnen. Mit Ende der
Behandlung lagen die Werte bei ca. 4,4x10* (KBE) und ca. 9,3x10° (GZZ).

Tabelle 28: Auflistung des zeitlichen Verlaufs der koloniebilden Einheiten und der Gesamtzellzahl
Zeit (Tage) KBE/cm® GZZlcm*
1,18x10’ 3,91x10’
1 1,43x10° 4,66x10’
1,19x10° 5,25x10’
12 5,13x10° 2,26x10’
20 5,34x10° 1,56x10’
22 6,02x10° 1,14x10’
28 6,02x10° 2,39x10’
35 2,16x10° 2,16x10’
42 4,73x10° 4,87x10’
47 1,07x10° 3,02x10’
54 1,77x10° 2,81x10’
62 2,65x10° 9,24x10°
68 2,84x10° 2,40x10’
75 1,01x10° 1,39x10’
81 3,28x10* 1,06x10’
89 3,88x10° 2,78x10’
97 5,90x10° 9,86x10°
104 5,90x10° 1,86x10’
110 3,86x10° 2,14x10’
117 2,19x10° 1,92x10’
124 1,02x10° 1,02x10’
130 4,37x10" 9,25x10°
Gesamtreduktion 1,176x10’ 2,985x10’

Nach Abschluss der Behandlung mit Natriumhypochlorit wurden, wie in Abschnitt 3.1.3 beschrieben,
Reinkulturen der verbleibenden Biofilmpopulationen erstellt, deren 16s-rDNA in einer quantitativer
real-time PCR amplifiziert und anschlieBend sequenziert. Hier dargestellt fur Natriumhypochlorit.

Tabelle 29 zeigt eine Ubersicht (iber die isolierten Stamme.
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Tabelle 29: Liste aller nach der Behandlung mit Natriumhypochlorit durch Sequenzierung ermittelten Stamme.
Zusatzlich angegeben sind die Zugehdrigkeit zu einer phylogenetischen Gruppe, die ermittelte prozentuale
Sequenzibereinstimmung und die Risikogruppe. k.A. = keine Angaben. Fettgedruckt = bereits im unbehandelten

Biofilm gefundenen Stdmme.

Gattung/ Art Stamm Phylogenetische Sequenziiberein- | Risiko-
Gruppe stimmung (%) gruppe
Mycobacterium llatzerense | MG18 Actinobacteria 98 K.A.
Mycobacterium sp. M060824-8 Actinobacteria 98 K.A.
Mycobacterium phocaicum | BCMUCO06711 | Actinobacteria 98 2
Methylibium petroleiphilum |PM1 R-Proteobacteria 98 1
Methylibium sp. BAC199 R-Proteobacteria 99 K.A.
Polaromonas sp. BAC23 R-Proteobacteria 98 K.A.
Sphingomonadaceae bac 65 a-Proteobacteria 98 K.A.
Sphingomonas kaistensis PB56 a-Proteobacteria 98 1
Sphingopyxis sp. DNG2 a-Proteobacteria 97 K.A.
Sphingopyxis sp. KWO066 a-Proteobacteria 98 K.A.
Aquatic bacterium R1-B9 K.A. 99 K.A.
Uncultured bacterium clone |LIBO51 K.A. 99 K.A.

In Abbildung 36 dargestellt ist die Aufteilung der nach der Behandlung im Biofilm kultivierbaren

Bakterien in ihre Zugehdrigkeit zu einer phylogenetischen Gruppe.

phylogenetische Gruppen (%)

m Actinobacteria (3 Stamme)

u g-Proteobacteria (4 Stamme)
i -Proteobacteria (3 Stamme)
m y-Proteobacteria (0 Stamme)

mk.A. (2 Stamme)

Abbildung 36: Die prozentuale Aufteilung in phylogenetische Gruppen aller kultivierbaren und sequenzierten
Stdmme nach der Behandlung mit Natriumhypochlorit fiir 130 Tage.

In Abbildung 37 ist die Aufteilung in Risikogruppen der verbleibenden Stdmme nach der Behandlung

mit Natriumhypochlorit abgebildet. Je ein Viertel kdnnen den Gruppen der Actinobacteria und

Betaproteobacteria zugeordnet werden. Ein Drittel gehort der Gruppe der Alphaproteobacteria an.

Der Rest kann nicht eindeutig zugeordnet werden.

84




ERGEBNISSE

Haufigkeit der Risikogruppen (%)

m1
m2
uk.A

Abbildung 37: Prozentuale Aufteilung der Isolate auf Risikogruppen nach der Behandlung mit Natriumhypochlorit
fir 130 Tage. k.A. = keine Angabe.

Abbildung 38 zeigt die Oberflachenbeschaffenheit des Biofilms nach Abschluss der Behandlung. Nach
der diskontinuierlichen Behandlung Uber einen Zeitraum von 126 Tagen zeigt sich in der 500fachen
Vergrof3erung eine vollstandig mit Biofilm bedeckte Oberflache des Silikonschlauchs (s. Abb. 38 A).
Die bei 1000facher VergroRerung sichtbaren Liicken in der Biofilmmatrix sind bei der Praparation der
Biofilme entstehende Trocknungsrisse (s. Abb. 38 B). Bei 5000facher VergroRerung wird die
Schichtdicke des Biofilms im Verhdltnis zur Silikonschlauchoberflache sichtbar (s. Abb. 38 C). Bei
10.000facher VergrofRerung werden die in der Biofilmmatrix eingebetteten Bakterien sichtbar (s. Abb.
38 D).
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Abbildung 38: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines ca. 2 Jahre alten Biofims auf
Silikonoberflache nach Behandlung mit Natriumhypochlorit. A) 500x Vergréf3erung; B) 1000x VergroRerung; C)
5000x VergréRRerung; D) 10000x Vergrof3erung

3.2.2.2 Prifprodukt 2: freies Chlor aus Verfahren zur Herstellung von elektrochemisch aktiviertem
Wasser (ECA-Verfahren 1)

Das verwendete ECA-Produkt wurde im pH-neutralen Bereich hergestellt (pH 7). Hauptwirkstoff bei
diesem durch Zellmambranelektrolyse hergestelltem Desinfektionsmittel ist hypochlorige Saure, die
als freies Chlor messbar ist. Das ECA-Produkt wurde vor Ort frisch aus Wasser und einer Salzsole
hergestellt. Die Neutralisation erfolgte jeweils nach Abschluss der Behandlung mit 0,3%
Natriumthiosulfat.

Abbildung 39 zeigt den zeitlichen Ablauf der Zudosierung Uber den Untersuchungszeitraum von 126

Tagen. Ausgesetzt wurde die Behandlung zwischen dem 70. Tag und dem 105. Tag. Der Versuch

wurde mit drei gleichalten Biofilmen (ca. 2 Jahre) des Silikonschlauchmodells durchgefiihrt.
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Abbildung 39: Verlauf der Anzahl koloniebildender Einheiten wahrend eine kontinuierlichen Behandlung mit
freiem Chlor (ECA-Verfahren) mit einer Konzentration von 0,15 mg/l (Durchschnittswerte). Roter Pfeil = Stopp der
Zudosierung. Griuner Pfeil = Start der Zudosierung.

Tabelle 30 beschreibt die zeitliche Korrelation von koloniebildenden Einheiten und Gesamtzellzahl im
Biofilm Uber den gesamten Untersuchungszeitraum von 126 Tagen. Die dargestellten Werte sind
Durchschnittswerte. Die anfangliche Anzahl koloniebildender Einheiten von ca. 1,4x10" lag beim
ersten Aussetzen der Zudosierung bei durchschnittlich ca. 1,9x10° Zellen. Die Gesamtzellzahl wurde
im gleichen Zeitraum von ca. 6,3x10" auf ca. 4,5x10° Zellen reduziert. Nach insgesamt 105 Tagen
wurde die Zudosierung erneut aufgenommen. Die Anzahl koloniebildender Einheiten betrug zu diesem
Zeitpunkt ca. 1,5x10° Zellen. Die Gesamtzellzahl stieg im gleichen Zeitraum auf ca. 7,5x10° Zellen. Mit
Ende der Behandlung lagen die Werte bei ca. 6,2x10? (KBE) und ca. 8,3x10° (GZ2).
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des zeitlichen Verlaufs der koloniebilden Einheiten und der Gesamtzellzahl

Zeit (Tage) KBE/cm* GZZlcm*
1,43x10’ 6,25x10’
7 7,01x10° 4,75x10’
14 3,71x10° 4,49x10’
21 1,12x10* 8,64x10°
28 1,97x10° 5,34x10°
35 1,73x10° 4,72x10°
42 3,52x10? 6,12x10°
49 9,99x10° 4,35x10°
56 1,22x10° 8,26x10°
63 1,61x10° 3,61x10°
70 1,86x10° 4,47x10°
77 2,76x10° 5,23x10°
84 1,02x10" 7,83x10°
91 4,98x10* 6,97x10°
98 1,31x10° 6,21x10°
105 1,46x10° 7,49x10°
112 8,25x10* 3,65x10°
119 2,59x10° 1,93x10°
126 6,16x10° 8,29x10°
Gesamtreduktion 1,4299x10’ 6,17x10’
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3.3 Untersuchungsmodelle zur Einnistung von P. aeruginosa in
Trinkwasserbiofilme

Ziel dieser Untersuchungsreihe war es die Einnistung von Pseudomonas aeruginosa (s. Abb. 40) in
verschiedene Biofilmmodelle, basierend auf dem Silikonschlauchmodell des IHPH, zu dokumentieren
und den Verbleib des Zielorganismus, sowie seine Kultivierbarkeit mit kulturellen und seine
Gesamtzellzahl und Viabilitdt mit molekularbiologischen Methoden Uber den zeitlichen Verlauf einer
Zudosierung darzustellen. Vergleichend wurden die Anzahl koloniebildender Einheiten auf R2A und
die Entwicklung der Gesamtzellzahl im Biofilm mittels quantitativer real-time PCR dokumentiert. Die

Einnistung erfolgte im Kreislaufmodell (s. Abschnitt 2.1.13a)

/ %10,0007 Apm

Abbildung 40: Zielorganismus P. aeruginosa (ATCC 15442) auf Filtern (0,2 um Porengrof3e (farblich
hervorgehoben)).

3.3.1 Untersuchung des Silikonschlauchmodells auf natlrliches Vorkommen des
Zielorganismus

Ziel dieser Untersuchung war die mogliche Detektion von P. aeruginosa im Biofilm mittels quantitativer
real-time PCR ohne vorherige kinstliche Einnistung. Der Versuch diente der Bestimmung eines
mdoglichen Hintergrundrauschens durch den unter Umsténden natirlich im Biofilm vorkommenden
Zielorganismus. Damit nach einer gezielten Einnistung von P. aeruginosa der Erfolg der Einnistung
besser in Relation gesetzt werden kann.

Dargestellt ist der Verlauf einer real-time PCR flr den spezifischen Nachweis von Pseudomonas
aeruginosa in Biofilmen des Silikonschlauchmodells. Neben einer Negativkontrolle sind Biofilme
unterschiedlichen Alters jeweils im dreifachen Ansatz getestet worden. Das Alter der Biofilme betrug 1,
2 und 3 Jahre. Der Abbildung kann entnommen werden, dass P. aeruginosa nicht im Biofilm der
autochthonen Trinkwasserflora am IHPH vorkommt (s. Abb. 41). Keine der Proben zeigt einen Anstieg
in der Fluoreszenz, der mit der Vervielfaltigung von DNA des vorhandenen Zielorganismus
gleichzusetzen ware. Aufgrund einer Nachweisgrenze von ca. 1x10' bis 3x10' Zellen ware P.
aeruginosa demnach nur in sehr geringen Konzentrationen oder Udberhaupt nicht im

Trinkwasserbiofilm des Silikonschlauchmodells des IHPH vorhanden.
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Abbildung 41: Darstellung der wéahrend der real-time PCR gemessenen Fluoreszenz fir einen gezielten
Nachweis von P. aeruginosa in Trinkwasserbiofilmen verschiedenen Alters (1, 2, und 3 Jahre alt).

3.3.2 Einnistung von P. aeruginosa in Modellbiofilme

In dieser Untersuchungsreihe wurden mehrere Ansétze verfolgt. In einem ersten Schritt wurden
Biofilme im Kreislaufsystem (s. Abschnitt 2.1.13a) mit dem Zielorganismus P. aeruginosa versetzt um
dessen Einnistung in den Biofilm zu forcieren.

Im Folgenden wurden diese Biofilme wochentlich mittels einer Stossbehandlung zur
Anlagendesinfektion  einem  Desinfektionsmittel — ausgesetzt. Durch den Einsatz von
Selektivndhrmedien (R2A-Agar, Cetrimid-Agar s. Abschnitt 2.1.6) sollte gezeigt werden, ob P.
aeruginosa im Biofilm seine Kultivierbarkeit behalt. Der Einsatz von quantitativer real-time PCR sollte
seinen Verbleib im Biofilm dokumentieren. Mittels PNA-FISH sollte bei ausbleibender Kultivierbarkeit
und positivem gPCR-Nachweis dargestellt werden, ob der Zielorganismus weiterhin Uber einen
nachweisbaren Stoffwechsel in Form von Proteinbiosynthese verfiigt. Parallel wurde die Anzahl
koloniebildender Einheiten mittels heterotrophic plate count bestimmt und durch eine quantitative real-
time PCR die Gesamtzellzahl der vorhandenen Bakterien bestimmt.

3.3.2.1 Modellbiofilm A — Ubersicht

Modellbiofilm A wurde eigens fir die Untersuchungen im Silikonschlauchmodell generiert. Das
Kreislaufmodell wurde daftr mit einem sterilen Silikonschlauch bestiickt mit ca. 5x10° Zellen
Pseudomonas aeruginosa und 1x10’ Zellen einer Bakteriensuspension der kulturell am héaufigsten
auftretenden Arten angeimpft. Die Liste der verwendeten Bakterien kann der folgenden Tabelle

entnommen werden (s. Tabelle 31). Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte bei Raumtemperatur.
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Tabelle 31: Liste der fiir die Anzucht eines kiinstlichen Biofilms verwendeten Bakterienstamme.

Gattung/ Art Stamm Phylogenetische Gruppe
Acidovorax facilis C3RO1 [3-Proteobacteria
Methylibium sp. PM5 [3-Proteobacteria
Methylibium petroleiphilum PM1 [3-Proteobacteria
Polaromonas sp. BAC23 [3-Proteobacteria
Pseudomonas aeruginosa DSM 939/ ATCC 15442 y-Proteobacteria
Ralstonia pickettii BGS2 [3-Proteobacteria
Sphingobium amiense T3AP11 a-Proteobacteria
Sphingomonas sp. SRS2 a-Proteobacteria
Sphingopyxis witflariensis W-50 a-Proteobacteria

Abbildung 42 zeigt den zeitlichen Verlauf der KBE's und gPCR’s fir Modellbiofilm A. Abgebildet sind
die Ergebnisse der gPCR fir die Gesamtzellzahl (lila) und P. aeruginosa (blau). Gleichzeitig
abgebildet sind die Anzahlen der koloniebildenden Einheiten auf R2A-Agar (grin) und fir P.

aeruginosa auf Cetrimid-Agar (rosa). Der Versuchszeitraum betrug 115 Tage.
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Abbildung 42: Grafische Darstellung des Verlaufs der Kultivierbarkeit von Trinkwasserbakterien (griin) und
P. aeruginosa (rosa) und dem gPCR-Nachweis fiir die Gesamtzellzahl (lila) und P. aeruginosa (blau).
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Tabelle 32 zeigt die Untersuchungsergebnisse zur Anzahl der KBE/cm® so wie die der
Genomkopien/cm?®. Uber den zeitlichen Verlauf betrachtet zeigt sich, dass die Anzahl koloniebildender
Einheiten von anfanglichen ca. 2,0x10° auf ca. 3,9x10° Zellen/cm?® Biofilm reduziert wird. Im gleichen
Zeitraum ist ein Anstieg der GZZ mittels gPCR von ca. 9,1x10° auf ca. 3,0x10° Zellen/cm? zu
beobachten. Die Anzahl der koloniebildenden Einheiten von P. aeruginosa ist nach der ersten
Zudosierung Uber den gesamten Versuchszeitraum gleich Null. Gleichzeitig schwankt der Wert der
mittels gPCR nachgewiesenen Genomkopien/cm2 Biofilm zwischen anfanglich ca. 6,7x10° und
maximal ca. 1,1x10°. Der Nachweis auf Proteinbiosynthese fiir Pseudomonas aeruginosa mittels

PNA-FISH war Uber den gesamten Versuchszeitraum positiv.

Tabelle 32: Anzahl kultivierbarer Einheiten auf R2A- und Cetrimid-Agar, so wie den Nachweis mittels gPCR

Modellbiofilm - A | KBE/cm? Genomkopien/cm?

Tag R2A P. aeruginosa GzzZ P. aeruginosa

1 1,97x10° 0 9,11x10° 6,70x10°
39 1,43x10° 0 7,26x10° 1,07x10*
58 1,12x10° 0 3,79x10’ 2,91x10"
72 1,72x10° 0 4,54x10’ 1,11x10°
83 3,88x10° 0 3,39x10’ 4,77x10*
103 5,73x10° 0 2,66x10° 5,49x10*
115 3,91x10° 0 2,96x10° 4,90x10"

Auf den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen des Modellbiofilms A ist die weitestgehend
geschlossene Biofilmmatrix zu erkennen (s. Abb. 43 A). Die heterogene Entwicklung des Biofilms zeigt
sich durch die unterschiedliche Schichtdicke (s. Abb. 43 B) und die teilweise noch erkennbaren
Makrokolonien die in der Biofilmmatrix noch auszumachen sind. Ab einer 5000fachen Vergrol3erung

sind vermehrt freiliegende Zellen auszumachen (s. Abb. 43 C und D).
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Abbildung 43: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Modellbiofilms A auf der Silikonoberflache nach
Abschluss der Behandlung. A) 500x VergroRerung; B) 1000x VergroRerung; C) 5000x VergréRerung; D) 10000x
VergréRerung

3.3.2.2 Modellbiofilm B — Ubersicht

Fur die Einnistungsuntersuchungen in Modellbiofilm B wurde ein bestehender Trinkwasserbiofilm des
Silikonschlauchmodells verwendet. Das Kreislaufmodell wurde dafiir mit einem Silikonschlauch mit
einem drei Jahre alten Biofilm bestiickt und ca. 5x10° Zellen Pseudomonas aeruginosa angeimpft. Die

Versuchsdurchfiihrung erfolgte bei Raumtemperatur.

Abbildung 44 zeigt den zeitlichen Verlauf der KBE's und gPCR’s fiir Modellbiofilm B. Abgebildet sind
die Ergebnisse der gPCR fir die Gesamtzellzahl (lila) und P. aeruginosa (blau). Gleichzeitig
abgebildet sind die Anzahlen der koloniebildenden Einheiten auf R2A-Agar (grin) und fur P.

aeruginosa auf Cetrimid-Agar (rosa). Der Versuchszeitraum betrug 115 Tage.
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Abbildung 44: Grafische Darstellung des Verlaufs der Kultivierbarkeit von Trinkwasserbakterien (grin) und
P. aeruginosa (rosa) und dem gPCR-Nachweis fiir die Gesamtzellzahl (lila) und P. aeruginosa (blau).

Tabelle 33 zeigt die Untersuchungsergebnisse zur Anzahl der KBE/cm® so wie die der
Genomkopien/cm?. Die Anzahl koloniebildender Einheiten tber den zeitlichen Verlauf betrachtet zeigt,
dass von den zu Beginn vorhandenen ca. 1,7x10’ Zellen/cm? nach Abschluss des
Behandlungszeitraums noch ca. 5,0x10° Zellen/cm? Biofilm verbleiben. Im gleichen Zeitraum ist ein
Anstieg der GZZ mittels gPCR von ca. 3,3x10’ zu Beginn auf ca. 6,0x10° Zellen/cm? nach Abschluss
der Untersuchung zu beobachten. Die Anzahl der koloniebildenden Einheiten von P. aeruginosa ist
nach der ersten Zudosierung Uber den gesamten Versuchszeitraum kulturell nicht nachweisbar d.h.
gleich Null. Gleichzeitig schwankt der Wert der mittels gPCR nachgewiesenen Genomkopien/cm2
Biofilm fir P. aeruginosa zwischen anfanglich ca. 2,6x10* und ca. 4,2x10* nach Ende der
Untersuchung. Der Nachweis auf Proteinbiosynthese fir P. aeruginosa mittels PNA-FISH war Uber

den gesamten Versuchszeitraum positiv.

Tabelle 33: Anzahl kultivierbarer Einheiten auf R2A- und Cetrimid-Agar, so wie den Nachweis mittels gPCR.

Modellbiofilm - B | KBE/cm? Genomkopien/cm?

Tag R2A P. aeruginosa GzZ P. aeruginosa

1 1,69x10’ 0 3,31x10’ 2,55x10"
39 9,12x10’ 0 3,42x10’ 1,64x10"
58 7,68x10° 0 9,70x10’ 3,55x10*
72 1,64x10’ 0 5,95x10’ 2,58x10*
83 2,90x10’ 0 7,34x10’ 7,63x10°
103 7,55x10° 0 4,98x10° 7,90x10*
115 4,95x10° 0 6,01x10° 4,21x10"

Auf den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen des 3 Jahre alten Biofilms (Modellbiofilm B) ist

die im Vergleich sehr dicht bewachsene Oberflache des Silikonschlauchs zu sehen (s. Abb. 45 A). An
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denen durch Trocknung entstandenen Rissen in der Oberflache des Biofilms, werden die Oberflache
des Silikonschlauchs und die Starke der Schichtdicke sichtbar (s. Abb. 45 B)

Ab einer 5000fachen VergroRerung wird die trotz der Behandlung mit Desinfektionsmitteln nur leicht
angegriffene Oberflache sichtbar. Freiliegende Bakterien kénnen kaum ausgemacht werden (s. Abb.
45 C und D).

S e

Abbildung 45: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines ca. 3 Jahre alten Biofims auf
Silikonoberflache angeimpft mit P. aeruginosa [Modellbiofiim B] nach Abschluss der Behandlung. A) 500x
VergréRRerung; B) 1000x VergréRerung; C) 5000x VergréRerung; D) 10000x Vergrof3erung

3.3.2.3 Modellbiofilm C — Ubersicht

Fur die Einnistungsuntersuchungen in Modellbiofilm C wurde ein bestehender Trinkwasserbiofilm des
Silikonschlauchmodells verwendet. Das Kreislaufmodell wurde dafiir mit einem Silikonschlauch mit
einem ein Jahr alten Biofim bestiickt und ca. 5x10° Zellen P. aeruginosa angeimpft. Die

Versuchsdurchfiihrung erfolgte bei Raumtemperatur.

Abbildung 46 zeigt den zeitlichen Verlauf der KBE's und qPCR'’s fur Modellbiofilm C. Abgebildet sind
die Ergebnisse der gPCR fir die Gesamtzellzahl (lila) und P. aeruginosa (blau). Gleichzeitig
abgebildet sind die Anzahlen der koloniebildenden Einheiten auf R2A-Agar (grin) und fur P.

aeruginosa auf Cetrimid-Agar (rosa). Der Versuchszeitraum betrug 115 Tage.
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Abbildung 46: Grafische Darstellung des Verlaufs der Kultivierbarkeit von Trinkwasserbakterien (grin) und
P. aeruginosa (rosa) und dem gPCR-Nachweis fiir die Gesamtzellzahl (lila) und P. aeruginosa (blau).

Tabelle 34 zeigt die Untersuchungsergebnisse zur Anzahl der KBE/cm® so wie die der
Genomkopien/cm® im  Biofim iber den zeitlichen Verlauf des 115 Tage dauernden
Untersuchungszeitraums. Es zeigt sich, dass die Anzahl koloniebildender Einheiten von anfanglichen
ca. 9,7x10° auf ca. 2,29x10° Zellen/cm® im Biofilm reduziert wird. Im gleichen Zeitraum ist ein Anstieg
der GZZ mittels gPCR von ca. 2,9x10" auf ca. 1,2x10° Zellen/cm? zu beobachten. Die Anzahl der
koloniebildenden Einheiten von P. aeruginosa ist nach der ersten Zudosierung Uber den gesamten
Versuchszeitraum kulturell nicht nachweisar d.h. gleich Null. Gleichzeitig schwankt der Wert der
mittels gPCR nachgewiesenen Genomkopien/cm?fiir P. aeruginosa im Biofilm zwischen anfanglich ca.
3,7x10° und ca. 9,6x10% zum Ende der Untersuchung. Der Nachweis auf Proteinbiosynthese fiir P.

aeruginosa mittels PNA-FISH war Uber den gesamten Versuchszeitraum positiv.

Tabelle 34: Anzahl kultivierbarer Einheiten auf R2A- und Cetrimid-Agar, so wie den Nachweis mittels gPCR

Modellbiofilm - C | KBE/cm? Genomkopien/cm?

Tag R2A P. aeruginosa GzzZ P. aeruginosa

1 9,68x10° 0 2,92x10’ 3,65x10°
39 7,16x10’ 0 3,50x10’ 3,97x10*
58 1,32x10’ 0 5,43x10’ 2,69x10"
72 2,60x10° 0 6,32x10’ 3,29x10*
83 5,60x10° 0 1,81x10° 2,49x10°
103 4,82x10° 0 1,31x10° 1,22x10"
115 2,21x10° 0 1,20x10° 9,55x10°

Auf den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen des 1 Jahr alten Biofilms (Modellbiofilm C) ist
die im Vergleich bereits dicht bewachsene Oberflache des Silikonschlauchs zu sehen (s. Abb. 47 A).
An denen durch Trocknung entstandenen Rissen in der Oberflaiche des Biofilms, werden die
Oberflache des Silikonschlauchs und die Stérke der Schichtdicke sichtbar (s. Abb. 47 B)

96




ERGEBNISSE

Ab einer 5000fachen VergroRerung wird die trotz der Behandlung mit Desinfektionsmitteln nur leicht
angegriffene Oberflache sichtbar. Trotz der gréReren Schichtdicke im Vergleich zu Modellbiofilm A (s.
Abb. 43) kénnen im Gegensatz zu Modellbiofilm B (s. Abb. 45) vergleichsweise viele freiliegende
Bakterien gesehen werden(s. Abb. 47 C und D).
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Abbildung 47: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines ca. 1 Jahr alten Biofilms auf Silikonoberflache
angeimpft mit P. aeruginosa [Modell C] nach Abschluss der Behandlung. A) 500x Vergréf3erung; B) 1000x
VergréRerung; C) 5000x VergroRerung; D) 10000x Vergrof3erung

3.3.2.4 Modellbiofilm D — Ubersicht

Fur die Einnistungsuntersuchungen in Modellbiofilm D wurde ein bestehender Trinkwasserbiofilm des
Silikonschlauchmodells verwendet. Das Kreislaufmodell wurde dafiir mit einem Silikonschlauch mit
einem ein Jahr alten Biofilm bestiickt und ca. 5x10° Zellen Pseudomonas aeruginosa angeimpft. Die

Versuchsdurchfiihrung erfolgte bei 36 °C.

Abbildung 48 zeigt den zeitlichen Verlauf der KBE's und qPCR'’s fur Modellbiofilm D. Abgebildet sind
die Ergebnisse der gPCR fir die Gesamtzellzahl (lila) und P. aeruginosa (blau). Gleichzeitig
abgebildet sind die Anzahlen der koloniebildenden Einheiten auf R2A-Agar (grin) und fur P.

aeruginosa auf Cetrimid-Agar (rosa). Der Versuchszeitraum betrug 115 Tage.
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Abbildung 48: Grafische Darstellung des Verlaufs der Kultivierbarkeit von Trinkwasserbakterien (grin) und
P. aeruginosa (rosa) und dem gPCR-Nachweis fiir die Gesamtzellzahl (lila) und P. aeruginosa (blau).

Tabelle 35 zeigt die Untersuchungsergebnisse zur Anzahl der KBE/cm® so wie die der
Genomkopien/cm®. Im zeitlichen Verlauf betrachtet zeigt sich, dass die Anzahl koloniebildender
Einheiten auf R2A-Agar sich von anfénglichen ca. 3,7x10° auf ca. 5,0x10° Zellen/cm® Biofilm kaum
verandert. Im gleichen Zeitraum ist ein Anstieg der GZZ mittels gPCR von ca. 9,8x10° auf ca. 2,0x10°
Zellen/cm? zu beobachten. Die Anzahl der koloniebildenden Einheiten von P. aeruginosa ist nach der
ersten Zudosierung Uber den gesamten Versuchszeitraum gleich Null. Gleichzeitig schwankt der Wert
der mittels g°PCR nachgewiesenen Genomkopien/cm2 von P. aeruginosa im Biofilm zwischen minimal
ca. 1,5x10° und ca. 9,95x10° kaum. Der Nachweis auf Proteinbiosynthese fiir Pseudomonas
aeruginosa mittels PNA-FISH war Uber den gesamten Versuchszeitraum positiv.

Tabelle 35: Anzahl kultivierbarer Einheiten auf R2A- und Cetrimid-Agar, so wie den Nachweis mittels gPCR

Modellbiofilm - D | KBE/cm? Genomkopien/cm?

Tag R2A P. aeruginosa GzzZ P. aeruginosa

1 3,65x10° 0 9,84x10° 9,95x10°
39 2,10x10’ 0 1,68x10’ 3,14x10°
58 6,59x10’ 0 3,89x10’ 2,82x10°
72 2,27x10’ 0 2,85x10’ 6,25x10°
83 1,77x10’ 0 2,47x10° 6,00x10°
103 7,94x10° 0 1,26x10° 1,47x10°
115 5,01x10° 0 2,05x10° 2,77x10°

Auf den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen des 1 Jahr alten Biofilms (Modellbiofilm D) ist
die im Vergleich stark bewachsene Oberflache des Silikonschlauchs zu sehen (s. Abb. 49 A). An
denen durch Trocknung entstandenen Rissen in der Oberflache des Biofilms, werden die Oberflache
des Silikonschlauchs und die Starke der Schichtdicke sichtbar (s. Abb. 49 B)
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Ab einer 5000fachen VergroRerung wird die trotz der Behandlung mit Desinfektionsmitteln nur leicht
angegriffene Oberflache sichtbar. Trotz der gréReren Schichtdicke im Vergleich zu Modellbiofilm A (s.
Abb. 43) kénnen im Gegensatz zu Modellbiofilm B (s. Abb. 45) vergleichsweise viele freiliegende
Bakterien gesehen werden(s. Abb. 49 C und D).
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Abbildung 49: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines ca. 1 Jahr alten Biofilms auf Silikonoberflache
angeimpft mit P. aeruginosa [Modell D] nach Abschluss der Behandlung. A) 500x Vergrof3erung; B) 1000x
VergréRerung; C) 5000x VergroRerung; D) 10000x Vergrof3erung
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3.4 Etablierung eines Verfahrens zur Detektion mdoglicher vbnc-Zustdnde bei

Pseudomonas aeruginosa nach der Behandlung mit Desinfektionsmitteln

Ziel dieser Untersuchungen war es, eine Methode zu etablieren, mit der ein desinfektionsmittel-
induzierter Ubergang in den vbnc-Status reproduzierbar ausgelost werden kann. Kernstiick dieser
Untersuchungen war das Einbinden eines Micro-Plate-Readers in das Untersuchungsdesign, der
bakterielles Wachstum durch Messung der Absorption sichtbar macht.

In einem ersten Schritt wurden hierbei diejenigen Konzentrationen festgelegt, die mindestens
notwendig sind, um bakterielles Wachstum zu verhindern. Der gleiche Versuchsansatz konnte dann
zur Untersuchung auf verbliebene Stoffwechselaktivitat mittels PNA-FISH untersucht werden. Ein
positives Fluoreszenzsignal der In-Situ Hybridisierung wére ein Hinweis darauf, dass die Zellen der
untersuchten Probe zumindest voriibergehend keine Zellteilung aber weiterhin Stoffwechselaktivitat
besitzen.

Um sicher zu gehen, dass keine teilungsfahigen Zellen im Versuchsansatz verblieben sind, die nur
eine teilweise Schadigung durch die eingesetzten Desinfektionsmittel erlitten haben, wurde die
Inkubationszeit verlangert, um die Anzahl falsch negativer Ergebnisse zu minimieren.

Diese Untersuchungen wurden mit P. aeruginosa als Testkeim und mit Natriumhypochlorit,
Chlordioxid und elektrochemisch aktiviertem Wasser (ECA-Produkt) als zu testende

Desinfektionsmittel durchgefiihrt.

3.4.1 Etablierung des Micro-Plate-Reader Modells

Ziel der Untersuchungen war es, eine Methode zu entwickeln, die es ermdglichen sollte innerhalb
kurzester Zeit den Ubergang eines Zielorganismus in den vbnc-Zustand durch die Behandlung mit
Desinfektionsmitteln darstellen zu kénnen. Zu diesem Zweck wurde versucht nach dem Vorbild des
.<Quantitativen Suspensionsversuchs* nach den Standardmethoden der DGHM zur Prifung
chemischer Desinfektionsverfahren [Gebel et al. 2002] ein daran angelehntes Verfahren auf einen

Micro-Plate-Reader (Fa. Biotek) zu Ubertragen.

In der folgenden Abbildung ist erklart, wie ein Pipettierschema eines solchen Versuchs aussehen kann
(s. Abb. 50). Abgebildet sind die ,wells* der Mikrotiterplatte. Zur besseren Ubersicht sind Einzelheiten
des Versuchsansatzes farblich hervorgehoben. In Reihe A befinden sich die Kontrollen (grtin) fir das
verwendete Wasser (Well Al - A4) und die verwendete Tryptic Soy Broth (Well A9 — A12).

In Reihe B befindet sich der eigentliche Versuchsansatz (rot). In diesem Beispiel wurden 3
Verdinnungen der Verdinnungsreihe der Ausgangssuspension verwendet. Fur jede Verdinnung
wurde jeweils ein Dreifachansatz und ein WSH-Kontrolle pipettiert (B1 — B4, B5 — B8, B9 — B12). Das
Gesamtvolumen eines ,wells* betrug 300ul. Fir den Versuchsansatz wurden jeweils 150pl der
Bakteriensuspension und 1504l des Desinfektionsmittels verwendet. Zum Einsatz kamen die
Konzentrationen 0,3 und 0,6mg/l Chlor. In den Reihen C bis H befanden sich die
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Neutralisationsansatze fir die festgelegten Einwirkzeiten. In jedem dieser ,wells* befanden sich
jeweils 140ul 0,3% Natriumthiosulfat und 140l Tryptic Soy Broth. Natriumthiosulfat diente der
Neutralisation des Desinfektionsmittels und das TSB diente als Nahrbouillon, um Wachstum nicht-
inaktivierter Zellen darstellen zu kénnen. Nach der jeweiligen Einwirkzeit wurden jeweils 20ul des
Versuchsansatzes (Reihe B) in den jeweiligen Neutralisationsansatz pipettiert. Die Einwirkzeiten
waren 0,5 min (Reihe C), 1 min, 5 min, 15 min, 30 min und 60 min (Reihe H).

Mit dem Abstoppen nach Ablauf der letzten Einwirkzeit wurde die Mikrotiterplatte im Micro-Plate-
Reader fur mindestens 24 Stunden bei 37°C inkubiert und stiindlich die Absorption gemessen. Die
Absorptionsmessungen erfolgte bei 620nm. Die Eingangskonzentration der P. aeruginosa

Bakteriensuspension betrugt ca. 1,5 bis 2,5x 10° KBE.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A A. dest A. dest A. dest A. dest A. dest A. dest A dest A dest
Kontrollen |(300 pl) (300 pl) (300 pl) (300 pl) (150 pi) + (150 pi) + (150 pi) + (150 pl) +
TSB TSB TSB TSB
(150 pl) (150 pl) (150 pl) (150 pl)
B Pa.-8 Pa.-8 Pa.-8 Pa.-8 Pa.-7 Pa.-7 Pa.-7 P.a.-7 P.a.-6 P.a.-6 P.a.-6 P.a.-6
Versuchs- |(150 pl) + (150 pl) + (150 pl) + (150 pl) + (150 pl) + (150 pl) + (150 pl) + (150 pl) + (150 pl) + (150 pl) + (150 pl) + (150 pl) +
ansatz Desinf.-Mittel |Desinf.-Mittel |Desinf.-Mittel JWSH Desinf.-Mittel |Desinf.-Mittel | Desinf.-Mittel |WSH Desinf.-Mittel |Desinf.-Mittel | Desinf.-Mittel JWSH
(150 ply (150 pl) (150 ply (150 pl) (150 pl) (150 pl) (150 ply (150 ply (150 ply (150 ply (150 pl) (150 ply
C 20 pl + 20 pl + 20 pl + 20 pl+
0,5min [TSB TSB TSB TSB
(140 pl) + (140 pl) + (140 pl) + (140 pl) +
Na.-Thio. Na.-Thio. Na.-Thio. Na.-Thio.
(140 ply (140 ply (140 ply (140 ply
D 20 pl + 20 pl + 20 pl + 20 pl+
1min TSB TSB TSB TSB
(140 pl) + (140 pl) + (140 pl) + (140 pl) +
Na.-Thio. Na.-Thio. Na.-Thio. Na.-Thio.
(140 ply (140 ply (140 ply (140 ply
E 20 pl + 20 pl + 20 pl + 20 pl+
5min TSB TSB TSB TSB
(140 pl) + (140 pl) + (140 pl) + (140 pl) +
Na.-Thio. Na.-Thio. Na.-Thio. Na.-Thio.
(140 ply (140 ply (140 ply (140 ply
F 20 pl + 20 pl + 20 pl + 20 pl+
15 min TSB TSB TSB TSB
(140 pl) + (140 pl) + (140 pl) + (140 pl) +
Na.-Thio. Na.-Thio. Na.-Thio. Na.-Thio.
(140 ply (140 ply (140 ply (140 ply
G 20 pl + 20 pl + 20 pl + 20 pl+
30min |TSB TSB TSB TSB
(140 pl) + (140 pl) + (140 pl) + (140 pl) +
Na.-Thio. Na.-Thio. Na.-Thio. Na.-Thio.
(140 ply (140 ply (140 ply (140 ply
H 20 pl + 20 pl + 20 pl + 20 pl+
60 min |TSB TSB TSB TSB
(140 pl) + (140 pl) + (140 pl) + (140 pl) +
Na.-Thio. Na.-Thio. Na.-Thio. Na.-Thio.
(140 ply (140 ply (140 ply (140 ply

Abbildung 50: Beispiel fur ein Pipettierschema. Reihe A = Kontrollen; Reihe B = Versuchsansatz, Reihe C bis H
= Neutralisationsansétze. Zur besseren Ubersicht wurden die Neutralisationsansétze der Reihen 5 bis 12
weggelassen.

Im Folgenden dargestellt sind die fir die getesteten Desinfektionsmittel erstellten Wachstumskinetiken
nach unzureichender Desinfektion. Dargestellt sind die Zeitpunkte (in Stunden) nach Beginn der
Inkubation zu denen Wachstum in Form einer Trilbung messbar war. In diesen Fallen reichte die
Konzentration bzw. Einwirkzeit nicht aus, um alle Bakterien zu inaktivieren, so wie die Konzentration

und Einwirkzeit ab der kein bakterielles Wachstum mehr messbar war.
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3.4.1.1 Prufprodukt 2: ECA-Wasser

Dargestellt sind die Ergebnisse und Wachstumskinetiken fir den Einsatz des elektrochemisch
aktivierten Wassers (Prifprodukt 2) bei Konzentrationen von 0,3 und 0,6mg/l freiem Chlor.

Die Abbildung zeigt den Einfluss von elektrochemisch aktiviertem Wasser bei einer Konzentration von
0,3 mg/l (links) und 0,6 mg/l (rechts) auf Pseudomonas aeruginosa und das daraus resultierende
Wachstum (s. Abb. 51). In der Abbildung wird anschaulich, wie zum einen die Konzentration der
Bakteriensuspension Einfluss hat auf den friihestméglichen Zeitpunkt hat, an dem Wachstum
gemessen werden kann. Wachstum der 107-Verdiinnung setzt bei der gleichen Einwirkzeit
regelméalig spater ein, als bei der 10'6-VerdUnnung. Gleichzeitig wird der Einfluss der Einwirkzeit

deutlich. Mit steigender Einwirkzeit setzt das bakterielle Wachstum spéater ein.

ECA-Produkt (0,3mgl/l) ECA-Produkt (0,6 mg/l)
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Abbildung 51: Darstellung des Zeitpunktes einsetzendes Wachstums fir drei Bakterienkonzentrationen nach der
Behandlung mit 0,3 mg/l und 0,6 mg/l elektrochemisch aktiviertem Wasser in Abh&ngigkeit von der Einwirkzeit.

In Tabelle 36 aufgelistet sind die durchschnittlichen Zeitpunkte, an denen Wachstum nach der
Behandlung mit 0,3 mg/l ECA-Wasser messbar war. Bei einer Verdinnung von 10® war kein
Wachstum mehr messbar. In der 10°-Verdiinnung war Wachstum bei der kiirzesten Einwirkzeit von
30 Sekunden durchschnittlich erst nach ca. 10 Stunden messbar. In der 107-Verdiinnung war
Wachstum bei der geringsten Einwirkzeit nach ca. 11 Stunden messbar. Im Durchschnitt war
Wachstum in der 10”-Verdiinnung ca. 1 Stunde spater messbar, als in der 10'6-VerdUnnung. Durch
die Verlangerung der Einwirkzeit verzdgerte sich das Einsetzen messbaren Wachstums fur beide
Verdiinnungen bei der maximalen Einwirkzeit von 60 Minuten durchschnittlich um zwei Stunden von

10 auf 12 Stunden (10°°-Verdiinnung) bzw. von 11 auf 13 Stunden (10”-Verdiinnung).
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Tabelle 36: Auflistung der Zeitpunkte (in Std.) zu denen Wachstum im Versuchsansatz nach der Behandlung mit
0,3 mg/l ECA-Wasser erstmals detektierbar war. Die Auflistung erfolgte in Abhangigkeit von eingesetzter
Bakterienkonzentration und Einwirkzeit des Desinfektionsmittels.

Konz. ECA 0,3 mgl/l
Verdiinnung 10° 107 10°®
Einwirkzeit (min)
0,5 10 11 0
1 10,5 11 0
5 11 12 0
15 11,5 12,5 0
30 11,5 12,5 0
60 12 13 0

In Tabelle 37 aufgelistet sind die durchschnittlichen Zeitpunkte an denen Wachstum nach der
Behandlung mit 0,6 mg/l ECA-Wasser messbar war. Bei einer Verdinnung von 10® war kein
Wachstum messbar. In der 10'6-VerdUnnung war Wachstum bei der kirzesten Einwirkzeit von 30
Sekunden durchschnittlich nach ca. 11 Stunden messbar. In der 10”-Verdiinnung war Wachstum bei
der geringsten Einwirkzeit nach ca. 12 Stunden messbar. Im Durchschnitt war Wachstum in der 107
Verdiinnung ca. 1 Stunde spater messbar, als in der 10'6-VerdUnnung. Durch die Verlangerung der
Einwirkzeit verzogerte sich das Einsetzen messbaren Wachstums fir beide Verdinnungen bei der
maximalen Einwirkzeit von 60 Minuten durchschnittich um eineinhalb Stunden von 11 auf 12,5
Stunden (10'6-VerdUnnung) bzw. von 12 auf 13,5 Stunden (107-Verdiinnung).

Tabelle 37: Auflistung der Zeitpunkte (in Std.), zu denen Wachstum im Versuchsansatz nach der Behandlung mit
0,6 mg/l ECA-Wasser erstmals detektierbar war. Die Auflistung erfolgte in Abhangigkeit von eingesetzter
Bakterienkonzentration und Einwirkzeit des Desinfektionsmittels.

Konz. ECA 0,6 mgl/l
Verdiinnung 10° 107 10°®
Einwirkzeit (min)
0,5 11 12 0
1 11,5 12 0
5 11,5 13 0
15 12 13 0
30 12 13,5 0
60 12,5 13,5 0
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3.4.1.2 Prufprodukt 3: Chlordioxid

Dargestellt sind die Ergebnisse und Wachstumskinetiken fir den Einsatz von Chlordioxid (Prifprodukt
3) bei Konzentrationen von 0,3 und 0,6mg/I freiem Chlor.

Die Abbildung zeigt den Einfluss Chlordioxid bei einer Konzentration von 0,3 mg/l (links) und 0,6 mg/|
(rechts) auf Pseudomonas aeruginosa und das daraus resultierende Wachstum (s. Abb. 52). In der
Abbildung wird anschaulich, wie zum einen die Konzentration der Bakteriensuspension Einfluss auf
den friihestméglichen Zeitpunkt hat, an dem Wachstum gemessen werden kann. Wachstum der 107
Verdinnung setzt bei der gleichen Einwirkzeit regelmaRig spéater ein, als bei der 10°-Verdiinnung.
Gleichzeitig wird der Einfluss der Einwirkzeit deutlich. Mit steigender Einwirkzeit setzt das bakterielle
Wachstum spéter ein bzw. bleibt vollstandig aus.

Chlordioxid 0,3 mg/l Chlordioxid 0,6 mg/l
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Abbildung 52: Darstellung des Zeitpunktes einsetzendes Wachstums fir drei Bakterienkonzentrationen nach der
Behandlung mit 0,3 mg/l (links) und 0,6 mg/l (rechts) Chlordioxid in Abh&ngigkeit von der Einwirkzeit.

In Tabelle 38 aufgelistet sind die durchschnittlichen Zeitpunkte, an denen Wachstum nach der
Behandlung mit 0,3 mg/l Chlordioxid messbar war. In der 10°-Verdiinnung war Wachstum bei der
kiirzesten Einwirkzeit von 30 Sekunden durchschnittlich nach ca. 10 Stunden messbar. In der 107-
Verdiunnung war Wachstum bei der geringsten Einwirkzeit nach ca. 11 Stunden messbar. Im
Durchschnitt war Wachstum in der 107-Verdiinnug ca. 1 Stunde spater messbar, als in der 10°-
Verdunnung. Durch die Verlangerung der Einwirkzeit verzogerte sich das Einsetzen messbaren
Wachstums fir beide Verdinnungen bei der maximalen Einwirkzeit von 60 Minuten durchschnittlich
um eineinhalb Stunden von 10 auf 11,5 Stunden (10'6-Verdijnnung) bzw. von 11 auf 12,5 Stunden (10
"_Verdiinnug). Bei einer Verdiinnung von 10® war nur bis zu einer Einwirkzeit von 5 Minuten
Wachstum messbar. Fir eine Einwirkzeit von 30 Sekunden war Wachstum nach 12 Stunden messbar.
Nach 5 Minuten lag der Wert im Schnitt bei 12,5 Stunden.
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Tabelle 38: Auflistung der Zeitpunkte (in Std.) zu denen Wachstum im Versuchsansatz nach der Behandlung mit
0,3 mg/l Chlordioxid erstmals detektierbar war. Die Auflistung erfolgte in Abh&ngigkeit von eingesetzter

Bakterienkonzentration und Einwirkzeit des Desinfektionsmittels.

Konz. ClO; 0,3 mgl/l
Verdiinnung 10° 107 10°®
Einwirkzeit (min)
0,5 10 11 12
1 10 11 12
5 11 11,5 12,5
15 11 12 0
30 11,5 12,5 0
60 12 13 0

In Tabelle 39 aufgelistet sind die durchschnittlichen Zeitpunkte an denen Wachstum nach der

Behandlung mit 0,6 mg/l Chlordioxid messbar war. Fir diese Desinfektionsmittelkonzentration war nur

fir die 10°-Verdiinnung Wachstum messbar. Fiir die kiirzeste Einwirkzeit von 30 Sekunden lag der

Wert durchschnittlich bei ca. 16 Stunden. Mit ansteigender Einwirkzeit lag Wert dann maximal bei 20

Stunden bei einer Einwirkzeit von 60 Minuten.

Tabelle 39: Auflistung der Zeitpunkte (in Std.) zu denen Wachstum im Versuchsansatz nach der Behandlung mit
0,6 mg/l Chlordioxid erstmals detektierbar war. Die Auflistung erfolgte in Abh&ngigkeit von eingesetzter

Bakterienkonzentration und Einwirkzeit des Desinfektionsmittels.

Konz. ClO; 0,6 mgl/l
Verdiinnung 10° 107 10°®
Einwirkzeit (min)
0,5 16 0 0
1 17 0 0
5 17 0 0
15 18 0 0
30 19 0 0
60 20 0 0
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3.4.1.3 Prufprodukt 4: Natriumhypochlorit

Dargestellt sind die Ergebnisse und Wachstumskinetiken fur den Einsatz von Natriumhypochlorit
(Prufprodukt 3) bei Konzentrationen von 0,3 und 0,6mg/l freiem Chlor.

Die Abbildung zeigt den Einfluss von Natriumhypochlorit bei einer Konzentration von 0,3 mg/l (links)
und 0,6 mg/l (rechts) auf Pseudomonas aeruginosa und das daraus resultierende Wachstum (s. Abb.
53). In der Abbildung wird anschaulich, wie zum einen die Konzentration der Bakteriensuspension
Einfluss hat auf den frihestmdglichen Zeitpunkt hat, an dem Wachstum gemessen werden kann.
Wachstum der 10”-Verdiinnung setzt bei der gleichen Einwirkzeit regelmaRig spater ein, als bei der
10'6-VerdUnnung. Gleichzeitig wird der Einfluss der Einwirkzeit deutlich. Mit steigender Einwirkzeit

setzt das bakterielle Wachstum spéter ein bzw. bleibt vollstandig aus.

Natriumhypochlorit (0,3 mg/l) Natriumhypochlorit (0,6 mg/l)
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Abbildung 53: Darstellung des Zeitpunktes einsetzendes Wachstums fir drei Bakterienkonzentrationen nach der
Behandlung mit 0,3 mg/l (links) und 0,6 mg/l (rechts) Natriumhypochlorit in Abh&ngigkeit von der Einwirkzeit.

In Tabelle 40 aufgelistet sind die durchschnittlichen Zeitpunkte, an denen Wachstum nach der
Behandlung mit 0,3 mg/l Natriumhypochlorit messbar war. In der 10°°-Verdiinnung war Wachstum bei
der kirzesten Einwirkzeit von 30 Sekunden durchschnittlich bereits nach ca. 9,5 Stunden messbar. In
der 10”-Verdiinnung war Wachstum bei der geringsten Einwirkzeit nach ca. 10 Stunden messbar. Im
Durchschnitt war Wachstum in der 107-Verdiinnug ca. 1 Stunde spater messbar, als in der 10°-
Verdunnung. Eine Verlangerung der Einwirkzeit auf maximal 60 Sekunden verzégerte das Einsetzen
von Wachstum fir eine 10°-Verdiinnung lediglich auf 10 Stunden Inkubationszeit. Fur die 107-
Verdunnung verzdgerte sich bei maximaler Einwirkzeit der Zeitpunkt messbaren Wachstums von 10
Stunden um eineinhalb Stunden auf 11,5 Stunden Inkubationszeit. Bei den Verdinnungen von 10°®
war nur bis zu einer Einwirkzeit von 15 Minuten Wachstum messbar. Unabhéngig von der Einwirkzeit

lag messbares Wachstum nach durchschnittlich 12 Stunden vor.
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Tabelle 40: Auflistung der Zeitpunkte (in Std.) zu denen Wachstum im Versuchsansatz nach der Behandlung mit
0,3 mg/l Natriumhypochlorit erstmals detektierbar war. Die Auflistung erfolgte in Abh&ngigkeit von eingesetzter
Bakterienkonzentration und Einwirkzeit des Desinfektionsmittels.

Konz. NaClO 0,3 mgl/l
Verdiinnung 10° 107 10°®
Einwirkzeit (min)
0,5 9,5 10 12
1 10 10,5 12
5 10 11 12
15 10 11 12
30 10 11,5 0
60 10 11,5

In Tabelle 41 aufgelistet sind die durchschnittlichen Zeitpunkte, an denen Wachstum nach der
Behandlung mit 0,6 mg/l Natriumhypochlorit messbar war. In der 10'6-VerdUnnung war Wachstum
unabhangig von der Einwirkzeit nach 10 Stunden messbar. Firr die 10”-Verdiinnungen lag der am
frihesten messbare Zeitpunkt fur Wachstum bei der kirzesten Einwirkzeit von 30 Sekunden
durchschnittlich bei ca. 11 Stunden. Bei der maximalen Einwirkzeit von 60 Minuten verzogerte sich
das Einsetzen von Wachstum um eine Stunde auf 12 Stunden Inkubationszeit. Bei den Verdinnungen
von 10°® war nur bis zu einer Einwirkzeit von 5 Minuten Wachstum messbar. Unabhéangig von der

Einwirkzeit lag messbares Wachstum nach durchschnittlich 12 Stunden vor.

Tabelle 41: Auflistung der Zeitpunkte (in Std.) zu denen Wachstum im Versuchsansatz nach der Behandlung mit
0,6 mg/l Natriumhypochlorit erstmals detektierbar war. Die Auflistung erfolgte in Abh&ngigkeit von eingesetzter
Bakterienkonzentration und Einwirkzeit des Desinfektionsmittels.

Konz. NaClO 0,6 mgl/l
Verdiinnung 10° 107 10°®
Einwirkzeit (min)
0,5 10 11 12
1 10 11 12
5 10 11,5 12
15 10 11,5
30 10 11,5
60 10 12
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3.4.1.4 Test auf vbnc-Zustande

Um die tatséchliche Inaktivierung der Zellen des Ansatzes bei ausbleibendem Wachstum darstellen zu
kénnen, wurden zwei zusatzliche Untersuchungen durchgefihrt.

Um ausschlieen zu kdnnen, dass die durch das Desinfektionsmittel angegriffenen Zellen lediglich
angeschlagen sind und sich durch zelleigene Reparaturprozesse wieder erholen kdnnen und
anschlieBend wieder vermehren, wurde die Inkubation der Mikrotiterplatten auf bis zu 7 Tage
ausgedehnt. Keiner der Anséatze zeigte ein verspatet einsetzendes Wachstum.

Des Weiteren musste gezeigt werden, ob es maglich ware, dass die Zellen sich in einem vbnc-
Zustand befanden. Daflir wurden ,wells“, in denen kein Wachstum messbar war, nach Ablauf der
ersten 24 Stunden Inkubationszeit mittels PNA-FISH auf verbleibende Proteinbiosynthese untersucht.

In keinem der untersuchten Anséatze war ein Fluoreszenzsignal erkennbar.

3.4.2 Einsatz des Micro-Plate-Reader Verfahrens zur Detektion von vnbc-Zustanden

Zur Detektion moglicher vbnc-Zustdnde wurde die Versuchsdurchfiihrung gedndert. Zum einen
musste sichergestellt werden, dass das Neutralisationsmittel keinen Einfluss auf die Ausbildung
maoglicher vbnc-Zustande bei P. aeruginosa hat. Deshalb musste ausgeschlossen werden, dass die
Neutralisation des Desinfektionsmittels bereits ausreicht, den Ubergang in den vbnc-Zustand zu
verhindern bzw. riickgéngig zu machen.

In den folgenden Testreihnen wurde dementsprechend ganz auf eine Neutralisation verzichtet.
Stattdessen wurde das Verhaltnis von Bakteriensuspension zu Desinfektionsmittel veréandert, um das
gesuchte Konzentrationsverhéltnis darstellen zu kénnen, bei dem zwar Wachstum ausbleibt,
gleichzeitig aber Stoffwechselaktivitdt vorhanden ist. Die angegebenen Konzentrationen des
Desinfektionsmittels beziehen sich auf den finalen Ansatz in TSB.

In der folgenden Abbildung ist erklért, wie ein Pipettierschema eines Versuchs zur Detektion mdglicher
vbnc-Zustédnde aussehen kann (s. Abb. 54). Abgebildet sind die ,wells“ der Mikrotiterplatte. Zur
besseren Ubersicht sind Einzelheiten des Versuchsansatzes farblich hervorgehoben. In Reihe A
befinden sich die Kontrollen (griin) fir das verwendete Wasser (Well A1 - A4) und die verwendete
Tryptic Soy Broth (Well A9 — A12). In Reihe B befindet sich eine Verdinnungsreihe des
Zielorganismus (hier jeweils im Doppelansatz die Verdinnungen 10° bis 107) (rot). Die
Reaktionsansatze befinden sich in den Reihen E (107-Verdiinnung) und G (10°-Verdiinnung) (blau).
Das Gesamtvolumen eines ,wells* betrug jeweils 300ul. Fir jede Verdinnungsreihe wurden vier
unterschiedliche  Mischungsverhéltnisse  aufgetragen. Die  Mischungsverhdltnisse  von
Bakteriensuspension zu Desinfektionsmittelansatz sind 150ul zu 150pul, 100ul zu 200ul, 50Ul zu 250ul
und 25ul zu 275pl.

Die Inkubation der Mikrotiterplatte erfolgt direkt nach dem Ansetzen des Tests, da die Einwirkzeit
entféllt. Die Mikrotiterplatte wurde fir mindestens 24 Stunden bei 37°C inkubiert und stindlich die
Absorption gemessen. Die Absorptionsmessungen erfolgten bei 620nm. Die Eingangskonzentration
der P. aeruginosa Bakteriensuspension betrugt ca. 1,5 bis 2,5x 10° Zellen.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A. dest. A. dest. A. dest. A. dest. A dest. A dest. A dest. A dest.
A (300 pl) (300 pl) (300 pl) (300 pl) (150 pl) + (150 pl) + (150 pl) + (150 pl) +
Kontrollen TSB TSB TSB TSB
(150 i) (150 i) (150 i) (150 pl)
B
P.a.-2 P.a.-2 Pa.-3 P.a.-3 Pa.-4 Pa.-4 P.a.-5 P.a.-5 P.a.-6 P.a.-6 Pa.-7 P.a.-7
[} (150 pl) + (150 pl) + (150 pl) + (150 pl) + (150 pl) + (150 pl) + (150 pl) + (150 pl) + (150 pl) + (150 pl) + (150 pl) + (150 pl) +
Verdinn- A. dest. A. dest. A. dest. A. dest. A. dest. A.dest. A.dest. A dest. A dest. A dest. A dest. A dest.
ungsreihe
(150 pl) (150 pl) (150 pl) (150 pl) (150 pl) (150 pl) (150 pl) (150 pl) (150 pl) (150 pl) (150 pl) (150 ply
D
P.a. -7 P.a. -7 Pa.-7 Pa.-7
E (150 pl) + (100 pl) + (50 pl) + (25 pl) +

Versuchs- | Desinf.-Mittel | Desinf.-Mittel | Desinf.-Mittel | Desinf.-Mittel
ansatz

(150 pl) (200 pl) (250 pl) (275 pl)
F

P.a.-5 P.a.-5 P.a.-5 P.a.-5
G (150 pl) + (100 pl) + (50 pl) + (25 pl) +

Versuchs- | Desinf.-Mittel | Desinf.-Mittel | Desinf.-Mittel | Desinf.-Mittel
ansatz
(150 pl) (200 pl) (250 pl) (275 pl)

Abbildung 54: Beispiel fur ein Pipettierschema zur Detektion méglicher vbnc-Zustédnde. Reihe A = Kontrollen;
Reihe C = Verdunnungsreihe, Reihe E und G = Reaktionsansatze ohne Neutralisationsmittel. Zur besseren
Ubersicht wurden weitere Reaktionsansatze weggelassen.

3.4.2.1 Test auf vbnc-Zusténde

Um einen moglichen vbnc-Zustand fir vermeintlich inaktivierte Zellen im Reaktionsansatz darstellen
zu kénnen wurden zwei zusatzliche Untersuchungen durchgefuhrt.

Um ausschlieen zu kdnnen, dass die durch das Desinfektionsmittel angegriffenen Zellen lediglich
angeschlagen sind und sich durch zelleigene Reparaturprozesse wieder erholen kdnnen und
anschlieBend wieder vermehren, wurde die Inkubation der Mikrotiterplatten auf bis zu 7 Tage
ausgedehnt. Keiner der Anséatze zeigte ein verspatet einsetzendes Wachstum.

Der Nachweis auf verbleibende Zellaktivitat erfolgte anhand ausgewahlter Reaktionsanséatze. Mit der
folgenden Abbildung (s. Abb. 55) soll erklart werden, wie die Auswahl von ,wells* zum Test auf
Stoffwechselaktivitdt in Form von Proteinbiosynthese mittels PNA-FISH getroffen wird. Die
Versuchsansétze sind farblich hervorgehoben. In den Ansétzen mit den Verdinnungsreihen -5 bis -7
(blau) ist in diesem Beispiel kein Wachstum nach 24 Stunden sichtbar. Da kein Wachstum sichtbar ist,
muss davon ausgegangen werden, dass die Desinfektionsmittelkonzentration bereits bei der 107-
Verdinnugnsreihe ausreichend war, alle Zellen zu inaktivieren.

In den Ansétzen zu den Verdinnungsreihen 10 und 10 ist in den jeweils ersten beiden Ansétzen

Wachstum detektiert worden.
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Fur Folgeuntersuchungen auf verbleibende Stoffwechselaktivitdt kommen demnach nur die ,wells”
G11, G12, H7 und H8 in Frage. Die Wahrscheinlichkeit flr ein positives Signal durch PNA-FISH wére
in ,well* H7 am hochsten. Da die Desinfektionsmittelkonzentration bereits in der zweithdchsten
Konzentration ausgereicht hat Wachstum zu verhindern, sinkt die Wahrscheinlichkeit in den ,wells*
G12 und H8 mit der jeweils hochsten Desinfektionsmittelkonzentration, noch Zellaktivitat
nachzuweisen. Zudem ist die Wahrscheinlichkeit auf Zellaktivitat in ,well* G11 geringer, da die Anzahl
der Bakterien im Ansatz eine Log-Stufe geringer ist.

Data: |Ki ,.M v

0 1047 106

F 1045 7 ‘ 1044

G 1043

Abbildung 55: Beispiel fur die Auswahl von Reaktionsansatzen zu Untersuchung auf Stoffwechselaktivitat mittels
PNA-FISH. Kein Wachstum in den Ansatzen der Verdinnungsreihen -5 bis -7 (blau). Verdiinnungsreihe mit
geringer Wahrscheinlichkeit aus positives PNA-FISH Signal (griin). Hohe Wahrscheinlichkeit auf positives Signal
(rot).

Die folgende Tabelle zeigt die Reaktionsansatze fur die ein positiver Nachweis mittels PNA-FISH

erfolgt ist.

Tabelle 42: Versuchsparameter von positiven Nachweisen auf Stoffwechselaktivitat (n=3).

ECA- Wasser 0,20 10™ - Verdiinnung . 2 (100ul zu 200pl)
2 Natriumhypochlorit 0,25 107 - Verdiinnung Nr. 3 (50 pl zu 250ul)
3 Natriumhypochlorit 0,20 10 - Verdiinnung Nr. 2 (100ul zu 200pl)
4 Chlordioxid 0,25 107 - Verdiinnung Nr. 3 (50 pl zu 250ul)
5 Chlordioxid 0,20 10 - Verdiinnung Nr. 2 (100 pl zu 200ul)
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4 DISKUSSION

Zu den wichtigsten Aufgabenbereichen der modernen Hygiene gehéren die Kontrolle,
Aufrechterhaltung und Verbesserung einer Trinkwasserversorgung, und damit verbunden auch die
Bereitstellung von Trinkwasser einer Qualitét, durch dessen Gebrauch ein Schadigung der Gesundheit
insbesondere durch mikrobielle Krankheitserreger nicht zu besorgen ist.
Im Zusammenhang mit dem Risiko nosokomialer Infektionen in Gesundheitseinrichtungen [Exner et
al. 2007], hat die Trinkwasserinstallation eine wachsende Bedeutung erhalten. Sie besteht aus allen
wasserfiinrenden Leitungen und Armaturen zwischen dem Punkt der Ubergabe des Wassers vom
Wasserversorger an den Verbraucher und dem Punkt der Wasserentnahme am Ende der Leitung. Mit
der Novellierung der Trinkwasserverordnung von 2001 liegt die Verantwortung fir die
Trinkwasserinstallation beim Verbraucher und hat nicht zuletzt deswegen an o&ffentlicher
Aufmerksamkeit gewonnen. Mit der Novellierung aus dem Jahr 2011 ist neben neuen Prif- und
Anzeigepflichten erstmals ein Grenzwert der Legionellenkonzentration mit 100 KBE (kolonienbildende
Einheiten) pro 100 Milliliter in Anlage 3, Teil Il zu § 7 TrinkwV konkret definiert und geht einher, mit der
Verpflichtung zur jahrlichen Untersuchung des Wassers der Trinkwasserinstallation auf Legionellen.
Zur Qualitatssicherung wasserfihrender Systeme, bedarf es neben der Einhaltung der sog. allgemein
anerkannten Regeln der Technik, auch der Uberwachung und Beseitigung von Biofilmen, die in
beinahe jedem wasserfiihrenden System zu finden sind [Exner und Kistemann 2004]. Ein solches
Regelwerk, das die Uberwachung und Beseitigung von Biofimen in der Trinkwasserinstallation
beschreibt, existiert zur Zeit nicht.
Der Trinkwasserbiofilm, als Ansammlung von Mikroorganismen eingebettet in eine selbstproduzierte
Matrix, bestehend aus extrazellularen polymeren Substanzen (EPS), hat in diesem Zusammenhang
im Bereich der Forschung deutlich an Bedeutung gewonnen. Mit den Erkenntnissen der letzten Jahre
aus dem Bereich der Biofilmforschung, hat sich ein neues hygienisches Risiko herauskristallisiert,
ausgehend von Biofilmen, die als Reservoir fur fakultativ-pathogene Erreger dienen kdnnen.
Veroffentlichungen belegen das Risiko von fakultativ-pathogenen Bakterien in der Biozénose von
Biofilmen [Anaissie et al. 2002; Parsek und Singh 2003; Szewzyk et al. 2000].
Ein gesondertes Risiko geht zusétzlich von Bakterien im vbnc-Zustand aus. Diese Bakterien sind mit
den gangigen Nachweismethoden bzw. auf den Uublicherweise verwendeten N&hrbéden nicht
kultivierbar und bilden keine Kolonien [Adams et al. 2003]. Unter den Bakterienstdmmen, fur die der
Ubergang in einen solchen vbnc-Zustand bereits demonstriert werden konnte, befinden sich einige der
relevantesten fakultativ-pathogenen Krankheitserreger, wie z.B. P. aeruginosa oder L. pneumophila.
Zusammengenommen ergibt sich daraus die Gefahr, dass sich Biofilme zu einer Quelle potentieller
Infektionen entwickeln [Costerton et al. 1999; Donlan und Costerton 2002; Anaissie et al. 2002].
Ziel dieser Arbeit war es zu demonstrieren, ob und wenn ja, welche Gefahren von Biofilmen ausgehen
kdénnen, wenn sie unzureichend mit Desinfektionsmitteln behandelt werden. Kann also eine subletale
oder zu kurz andauernde Dosierung zu einem Selektionsdruck innerhalb der Biozénose des Biofilms
fuhren, die nur widerstandfahigere Bakterien Uberleben l&sst, die ihrerseits die Grundlage fur
allgemein widerstandféhigere Biofilme bilden? Des Weiteren sollte gezeigt werden, ob und unter
welchen Umsténden es einem fakultativ-pathogenen Erreger, wie z.B. P. aeruginosa gelingt, in einem
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Biofilm unter eben diesen Umstéanden zu Uberdauern. Entscheidend fir die Einschatzung der Gefahr
des Uberdauerns von P. aeruginosa in Biofilmen, waren die durchgefiihrten Untersuchungen zu
dessen Fahigkeit in einen vorubergehenden Zustand der Nichtkultivierbarkeit bei anhaltender Viabilitat
Uberzugehen. Auf diese Weise sollte gezeigt werden, welche Gefahren von falsch dosierten
Desinfektionsmitteln ausgehen kdnnen, wenn sich potentielle Krankheitserreger in Biofilme einnisten
ohne dort mit den konventionellen Kultivierungsmethoden nachweisbar zu sein, wahrend die
Biozdnose des Trinkwasserbiofiims eine Selektion erfahrt, die ihn gleichzeitig widerstandfahiger
machen kann und das eigene Uberdauern, wie das des Zielorganismus férdern kénnte.

Um den beschriebenen Fragestellungen nachgehen zu kénnen, stand mit dem am Institut fir Hygiene
und Offentliche Gesundheit etablierten Systems des Silikonschlauchmodells [Exner et al. 1984] dafiir
ein bewahrtes Verfahren zur Verfigung, das es ermdglichte realitdtsnahe Biofilme der autochthonen
Trinkwasserflora zu erzeugen und zu untersuchen. Es muss dabei beachtet werden, dass es sich
dabei um eine Art ,worst-case” Szenario handelt. Mit der Wahl des Silikons als Tragermaterial
ermoglicht man den Bakterien dessen verwertbare Kohlenstoffe als Nahrstoffquelle zu verwenden.
Weiterhin ist anzumerken, dass durch den geringen Durchmesser die Grenzflache zwischen
Tragermaterial und Wasser prozentual erhéht wird, was ebenfalls von Vorteil bei der Biofiimbildung ist.
Nachteilig bei dieser Art der Untersuchungen sind die langen Reifephasen bei der Generierung von
Biofilmen. Bis ein Biofilm die Plateauphase erreicht hat, vergehen bis zu 2 Jahre [Boe-Hansen et al.
2002; Donlan et al. 1994].

Durch den Verzicht auf die Zugabe zusatzlicher Nahrstoffe zum Wasser und die lange Reifungsphase,
wird jedoch die Bildung eines realitdtsnahen Biofilms in Zusammensetzung und Struktur gefordert, der
die tatséchlichen Verhaltnisse in Trinkwasserbiofilmen am besten abbildet.

Bei Biofilmen handelt es sich um sehr heterogene und komplexe Gebilde, die je nach Standort, der
Zusammensetzung des Trinkwassers und den in verschiedenen Trinkwasserinstallationssystemen
verbauten Materialien variieren. Durch die stetigen Kontrollen und Trinkwasseranalysen durch das
IHPH und den Wahnbachtalsperrenverband wurde bestéatigt, dass das zur Biofilmgenerierung
verwendete Trinkwasser in seiner Zusammensetzung tUber Jahre hinweg weitestgehend konstant
geblieben ist (s. Tab. 12 u. 13/ S. 44). Als Folge daraus sind auch die Voraussetzungen zur
Ausbildung von Biofilmen konstant geblieben und ermdéglichen den Vergleich durchgefihrter
Untersuchungen Uber Jahre hinweg. Damit bietet das Silikonschlauchmodell des IHPH die Grundlage
biochemischer, mikroskopischer und molekularbiologischer Untersuchungen und gewahrleistet eine

gleichbleibende Aussagekraft und reproduzierbare Ergebnisse.

4.1 Charakterisierung der Biofilme unterschiedlichen Alters

Im ersten Teil der Untersuchungen wurden Biofilme unterschiedlichen Alters genauer charakterisiert.
Die zu diesem Zweck untersuchten Biofilme besafRen zur besseren Vergleichbarkeit mit weiteren
durchgefihrten Untersuchungen ebenfalls ein Alter zwischen 1 und 3 Jahren.

Zur Bestimmung der Zellzahlen im Biofilm wurden jeweils die Anzahl der koloniebildenden Einheiten
und der Gesamtzellzahl ermittelt. Zur Darstellung des Reifungsgrades des Biofilms wurden
rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen angefertigt. Zur Identifizierung der kultivierbaren Stamme
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im Biofilm wurden Sequenzierungen durchgefiihrt und die ermittelten Sequenzen entsprechend ihres
Grades an Ubereinstimmung taxonomischen Gruppen und Arten zugeordnet. Die Ergebnisse der
Untersuchungen sollen den Zustand der unbehandelten Biofilme beschreiben und nach Abschluss

anderweitiger Untersuchungen als Referenz dienen.

4.1.1 Verlauf von Gesamtzellzahl und Anzahl koloniebildender Einheiten in Biofilmen
unterschiedlichen Alters

Die Bestimmung der Anzahl koloniebildender Einheiten und der Gesamtzellzahl zeigt, dass sowohl die
Anzahl der koloniebildenden Einheiten, als auch die der Gesamtzellzahl bis zu einem Biofilmalter von
3 Jahren ansteigen. Ab einem Alter von 2 Jahren, lasst sich aber beobachten, dass der Anstieg
verlangsamt wird und sich einer Plateauphase anndhert, wie es fur Biofilme Ublich ist, zumal eine
Nahrstoff- und Platzlimitierung einen weiteren Anstieg verhindern (s. Tab. 20/ S. 63). Zusatzlich
limitieren die durch den Wasserstrom auf den Biofilm wirkenden Scherkrafte weiteres Wachstum. Die
Anndherung an eine Plateauphase entspricht damit weitestgehend den in der Literatur gemachten
Angaben [Boe-Hansen et al. 2002; Donlan et al. 1994].

Die deutlich héhere Gesamtzellzahl im Vergleich zur Anzahl koloniebildender Einheiten hat mehrere
Grinde. Zwar ist die Anzucht auf R2A-Agar ein speziell auf die Néhrstoff- und Umweltanspriiche von
Trinkwasserbakterien ausgerichtete Methode, kann jedoch aufgrund der hohen Diversitat in der
Biozdnose eines Trinkwasserbiofilms nicht allen Ansprichen gerecht werden. Daflir sorgen die
unterschiedlichen Anforderungen der Bakterien an Inkubationsdauer, -temperatur, Sauerstoffgehalt,
pH-Wert und Né&hrstoffe. Des Weiteren muss berticksichtigt werden, dass ein Grof3teil der Bakterien
durch die Nahrstofflimitierung im Trinkwasser und die Konkurrenz im Biofilm einen veranderten
Stoffwechsel aufweisen kann [Sauer et al. 2002; Drenkardd 2003] bzw. vorlbergehend nicht
kultivierbar ist. Es wird davon ausgegangen, dass nur etwa 0,1 — 1,0% aller Bakterien Uiberhaupt aus
dem Trinkwasser kultivierbar sind [Ultee et al 2004; Roszak und Coldwell 1987]

4.1.2 Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der Biofilmbeschaffenheit

Die Ergebnisse der Gesamtzellzahlen und KBE werden durch die Beobachtungen und Ruckschlisse,
die aus den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen gezogen werden koénnen, unterstiitzt. Die
Aufnahmen kénnen aufgrund ihres Detailgrades einen zusatzlichen Einblick in Struktur und Zustand
eines Biofilms vermitteln. So zeigt sich fur jeden der 3 untersuchten Biofilme unterschiedlichen Alters,
dass die EPS-Matrix bereits eine geschlossene Schicht darstellt. Beim 1 Jahr alten Biofilm sind
allerdings noch Makrokolonien auszumachen, die mittlerweile miteinander verschmolzen sind. Der
Biofilm befindet sich demnach in der Reifephase (s. Abb. 3d/ S. 4). Auch kénnen noch freiliegende
Bakterien beobachtet werden, die noch nicht vollstdndig in die EPS-Matrix eingeschlossen sind (s.
Abb. 21/ S. 64) Mit zunehmendem Alter, kann eine Zunahme der Schichtdicke der EPS-Matrix anhand
der Trocknungsrisse der Praparate nachvollzogen werden. Auch sind deutlich weniger Bakterien in
der EPS-Matrix auszumachen, in der sie mehr und mehr eingebettet sind (s. Abb. 22-23/ S. 65-66).
Das wird deutlich, wenn man in Abbildung 23 D die durch den Riss in der Oberflache erst sichtbar

gewordenen Bakterien betrachtet. Der Biofilm befindet sich nun in der Plateauphase (s. Abb. 3e/ S. 4).
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Bestatigt wird dies durch Untersuchungen von [Costerton 1995; Costerton et al. 1999], die
postulierten, dass die vermehrte Bildung von EPS Uber quorum sensing reguliert wird, und damit erst
ab einem Schwellwert der Dichte an Mikroorganismen initiiert bzw. vorangetrieben wird.

Die genaue Kenntnis der Oberflachenbeschaffenheit unbehandelter Biofilme erméglicht es den
Einfluss einer Behandlung mit Desinfektionsmitteln auf die Struktur bzw. den moglichen Abbau der

EPS-Matrix genauer zu beschreiben.

4.1.3 Identifikation der Biofilmpopulation durch Sequenzierung

Zur ldentifizierung und taxonomischen Einordnung der kultivierbaren Bakterienstéamme im Biofilm
wurde zunédchst die genomische DNA von den erstellten Reinkulturen isoliert. Eine Probe der
jeweiligen DNA wurde anschlieend in einer PCR eingesetzt. Die verwendeten Primer amplifizierten
die Abschnitte der DNA die fur die 16s rDNA codieren. Die Amplifikate wurden anschlie3end
aufgereinigt und sequenziert. Die Sequenzen wurden dann gegen die in Datenbanken abgelegten
Sequenzen verglichen und entsprechend der hdchsten Sequenziubereinstimmung zugeordnet.

Von den 26 bestimmten Stdmmen gehorte der Grof3teil von 73% der Gruppe der Proteobacteria an
und deckt sich damit weitestgehend mit den Beobachtungen von Schmeisser et al. (2003), die in ihrer
Analyse etwa 86% aller Trink- und Frischwasserbakterien dieser Abteilung zugeordnet hatten. Knapp
20% gehorten der Abteilung der Actinobacteria an und in diesem Fall alle zur Gattung der
Mycobacteria. Die verbleibenden 7% konnten keiner phylogenetischen Gruppe zweifelsfrei zugeordnet
werden. Zur Abschétzung einer mdoglichen Pathogenitat der isolierten Stdmme, wurden sie,
entsprechend der Vorgaben des Ausschusses fir biologische Arbeitsstoffe [ABAS 2012] in die ihnen
zugehorige Risikogruppe eingeordnet. Der Uberwiegende Teil der Stamme l&asst sich mit 55% der
niedrigsten Risikogruppe 1 zuordnen. Etwa ein Viertel Aller Stamme konnte keiner Risikogruppe
eindeutig zugeordnet werden. Zirka ein Funftel gehorte der Risikogruppe 2 an. Sie sind aufgrund ihrer

Relevanz im Folgenden gesondert aufgefuhrt.

1) Mycobacterium massiliense (Risikogruppe - 2ht) gehdrt zu den schnell wachsenden nicht-
tuberkulésen Mycobakterien und wurde frilher zur Spezies Mycobacterium abscessus gezahit.
Es wird als Erreger nosokomialer Infektionen insbesondere der Atemwege beschrieben.
[Sexton und Harrison 2008; Simmon et al. 2007].

2) Mycobacterium ratisbonense (Risikogruppe - 2) ist ein erst vor kurzer Zeit beschriebener

Stamm der auch mit Atemwegsinfektionen in Verbindung gebracht wird [Tortoli et al. 2001].

3) Moraxella ovis (Risikogruppe - 2t) verursacht die Infektiose Bovine Keratokonjunktivitis (IBK)
bei Rindern [Fraser und Gilmour 1979]

4) Pseudomonas anguilliseptica (Risikogruppe 2t) ist Krankheitserreger fir eine Reihe von
Fischarten [Berthe et al. 1995].
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Die genaue Bestimmung der kultivierbaren Stdmme des Biofilms mittels Sequenzierung sollte als
Referenz dienen, um nach einer Behandlung mit Desinfektionsmitteln beurteilen zu kénnen, ob und
wie sich die Zusammensetzung der Biofiimgemeinschaft, auch im Hinblick auf eine mdbgliche

Pathogenitat, dadurch verandert.

4.2 Einfluss chemischer Desinfektionsmittel auf die Entwicklung von Biofilmen

Im zweiten Teil der Untersuchungen war es das Ziel darzustellen, welchen Einfluss Desinfektionsmittel
auf die Biozonose des Biofilms haben kénnen, wenn der Biofilm nicht vollstandig beseitigt und nicht
alle Bakterien inaktiviert werden. Zu diesem Zweck wurden 2 Jahre alte Biofilme verschiedenen
Desinfektionsverfahren ausgesetzt. Die Untersuchungen umfassten dabei sowohl Stossbehandlungen
mit hohen Konzentrationen von 10 mg/l Chlor, als auch kontinuierliche Behandlungen mit niedrigen
Konzentrationen von 0,15 mg/l Chlor. Ausschlaggebend bei den Untersuchungen war es, dass
verhindert wurde, dass die Anzahl koloniebildender Einheiten unter die Nachweisgrenze féllt bzw. alle
Bakterien inaktiviert wurden. Auf diese Weise sollten nur die resistenten bzw. die persistierenden
Bakterienstamme nach der Behandlung ubrig bleiben [Harmsen et al. 2010]. Ahnlich wie bei einer
unzureichenden Behandlung mit Antibiotika kdnnen auf diese Weise Stamme einen Selektionsvorteil
erhalten, die bereits durch vorher stattgefundene zuféllige Mutationen in der Lage sind, die
Behandlung zu uberstehen bzw. langer zu tberstehen, als andere.

In Biofilmen kann man dazu hauptséchlich zwei Kategorien von Bakterien unterscheiden, die einen
Selektionsvorteil besitzen. Zum einen die Bakterien, die tief genug im Biofilm sitzen, dass sie
Uberleben. In diesem Fall durchdringt das Desinfektionsmittel den Biofilm nicht bis in die tiefer
liegenden Schichten. Die andere Kategorie sind die Bakterien, die durch den Aufenthalt im Biofilm und
die damit verbundene Verédnderung in Stoffwechsel oder Morphologie der Wirkung des
Desinfektionsmittels besser widerstehen kénnen [Lewis 2005, 2008].

Uber den gesamten Untersuchungszeitraum wurden die Anzahl der koloniebildenden Einheiten und
die der Gesamtzellzahl dokumentiert. Nach dem Abschluss der Behandlung wurden zur genauen
Bestimmung der im Biofilm verbleibenden Stdmme auch hier Reinkulturen der verbliebenen
kultivierbaren Biofilmbakterien angelegt, deren DNA isoliert, ihre 16S rDNA in einer PCR amplifiziert
und anschlieBen sequenziert und abgeglichen.

Ein Vergleich mit denen in Abschnitt 3.1.3 (vergl. Tab. 22/ S. 69) gemachten Untersuchungen kann
dann Aufschluss dariiber geben, welches Desinfektionsmittel wie gut geeignet ist eben solche
Bakterien zu inaktivieren bzw. welchen Selektionsdruck ein Desinfektionsmittel ausiben kann
aufgrund der womdglich unterschiedlichen Suszeptibilitdt der Bakterien (und auch des Biofilms)

gegentber dem verwendeten Desinfektionsmittel.

4.2.1 Einfluss chemischer Desinfektionsmittel als Stossbehandlung zur Anlagendesinfektion
In diesem Untersuchungsansatz wurden 2 Jahre alte Biofilme wiederholt Konzentrationen eines

Desinfektionsmittels von 10 mg/l ausgesetzt. Die Dauer der Behandlung betrug jeweils 6 Stunden.
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Hier war die Konzentration des Desinfektionsmittels so gewahlt, dass sie unweigerlich zu einer
Inaktivierung der Bakterien Biofilm fuhrt. Durch die auf 6 Stunden begrenzte Dauer wurde gleichzeitig
aber sichergestellt, dass es zu keiner vollstandigen Reduktion kommen konnte.

Die Untersuchung simulierte also den Einfluss von zu geringen Einwirkzeiten, die verhindern, dass der

Biofilm vollstandig durchdrungen und inaktiviert wird.

4.2.1.1 Vergleich der Prifprodukte 1 (ECA-Produkt 1), Prifprodukt 2 (ECA-Produkt 2) und Prufprodukt
3 (Chlordioxid)

Die Abbildungen des zeitlichen Verlaufs der KBE zeigen, dass das alle drei Prifprodukte in der Lage
sind die Anzahl koloniebildender Einheiten im Biofilm zu reduzieren (Abb. 26, 27 und 31/ S. 71, 74,
78).

Die Abbildungen der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der Biofilmoberflachen nach den
Behandlungen mit einem ECA-Produkt und Chlordioxid (s. Abb. 30 u. 34/ S. 77 u. 81) zeigen das
beide Produktgruppen in der Lage sind, den Biofilm zumindest teilweise abzubauen.

Die Daten des direkten Vergleichs von koloniebildenden Einheiten und Gesamtzellzahl zeigen aber
auch, dass die der generell héher liegenden Gesamtzellzahl deutlich langsamer reduziert wird, als die
der koloniebildenden Einheiten. Wahrend mit Prifprodukt 1 die zwischenzeitlich maximale Reduktion
der KBE von anfanglichen 5,55x10° auf 1,09x10° KBE/cm? erreicht wurde, konnte die Gesamtzellzahl
im gleichen Zeitraum lediglich von 3,45x10” auf 1,94x10° Zellen/cm? reduziert werden. Fr Prifprodukt
2 zeigte sich ebenfalls, dass die Gesamtzellzahl im Gegensatz zur Anzahl koloniebildender Einheiten
kaum schwankt. Uber den Verlauf der Untersuchung wurden die koloniebildenden Einheiten von
anfanglich 1,37x10" KBE/cm? auf maximal 8,99x10° KBE/cm’ reduziert. Die Gesamtzellzahl
schwankte im gleichen Zeitraum zwischen anfanglichen 8,23x10’ Zellen/cm® und 2,31x10’ Zellen/cm?.
Fur Prufprodukt 3 konnte eine Reduktion der koloniebilden Einheiten von 2,52x10’ KBE/cm? auf
8,99x10° KBE/cm? und fiir die Gesamtzellzahl von 7,44x10” Zellen/cm? auf 6,55x10° Zellen/cm?
beobachtet werden.

Es lasst sich also festhalten, dass mit der Reduktion der Anzahl koloniebildender Einheiten zwar auch
eine Reduktion der Gesamtzellzahl einhergeht, die aber im Verhaltnis betrachtet geringer ausfallt.
Grunde hierfur liegen in der Beschaffenheit des Biofilms selbst. Die néher an der Wasserphase
liegenden Schichten werden demnach zuerst vom eingesetzten Desinfektionsmittel durchdrungen und
die in diesen Schichten liegenden Zellen als erstes inaktiviert. Weiter im Inneren des Biofilms liegende
sog. persistierende Bakterien, nur langsam inaktiviert werden [Simoes et al. 2011]. Neubewuchs findet
zwischen den Behandlungen auf zwei mogliche Arten statt. Durch Eintrag aus dem Trinkwasser
besiedeln neue Bakterien den Biofilm. Auf der an der Wasserphase liegenden Schicht finden sie dafur
gute Voraussetzungen. Mit dem Fortsetzen der Behandlung werden sie als erstes wieder inaktiviert.
Die zweite Form von Neubewuchs kommt aus dem Biofilm selbst. Bakteriengemeinschaften, die die
Behandlung mit einem Desinfektionsmittel tberlebt haben, beginnen sich im Anschluss zu vermehren.
Das Ausbleiben des ,Stressors” Desinfektionsmittel, so wie die Reduktion der Zelldichte in
unmittelbarer Umgebung, kénnen zu erneutem Wachstum persistierender Bakterien flihren. Griinde

liegen in der geringeren Konkurrenz um limitierte Nahrstoffe begriindet, so wie in einer mdglichen
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Veranderung in ,quorum sensing“ Signalen, die zu einer vorubergehenden Umstellung des
Stoffwechsels fuhren kénnen (s. Abschnitt 1.1.2.3/ S. 6). In Abhangigkeit der Wachstumsphasen
kénnen die persistierenden Bakterien auf diese Art einen gréReren Anteil an der Gesamtheit der
Biofilmpopulation stellen und somit gleichzeitig fiir eine héhere Widerstandkraft im Biofilm sorgen.
Vergleicht man die nach Abschluss der Desinfektionsma3nahmen mit einem ECA-Produkt
(s. Abschnitt 3.2.1.2 Tab. 25/ S. 75) identifizierten Stémme und die nach der Behandlung mit
Chlordioxid (s. Abschnitt 3.2.1.3 Tab. 27/ S. 79) gefundenen Stdmme mit denen der unbehandelten
Biofilmschlauche (s. Abschnitt 3.1.3 Tab. 21/ S. 67) so fallen gleich mehrere Dinge auf.

Die Behandlung hat zu einer allgemeinen Reduktion in der Diversitat der Biofilmbiozénose gefuhrt.
Von der in unbehandelten Biofilmen identifizierten Menge von 26 Stdmmen sind nach der Behandlung
mit einem ECA-Produkt noch 10 Stdmme zu finden und nach der Behandlung mit Chlordioxid noch 12
Stdmme. Dabei stimmen 6 der 10 Stdmme nach der Behandlung mit einem ECA-Produkt mit den
zuvor isolierten Stdmmen Uberein. Im Falle des Wirkstoffs Chlordioxid sind es 6 von 12 isolierten
Stammen (s. Tab. 43/ 117). Jeweils 4 der 6 Isolate sind nach der Behandlung mit beiden
Desinfektionsmitteln identisch. Es kann also geschlussfolgert werden, dass beide Mittel auf annéhernd
gleiche Weise die Biozonose im Biofilm beeinflussen; zumindest im Falle der 4 Isolate, die sowohl vor
der Behandlung, als auch bei beiden Wirkstoffen nach der Behandlung vorhanden sind. Hier handelt
es sich aller Wahrscheinlichkeit nach um Bakterien, die in der Lage sind im Biofilm zu persistieren. Ein

auf die unterschiedlichen Desinfektionsmittel zurtickzuftihrender Unterschied ist nicht ersichtlich.

Tabelle 43: Auflistung der nach der Behandlung verbleibenden und mit den unbehandelten Biofilmen
Ubereinstimmenden Isolaten. Fett gedruckt = Isolate die sowohl vor der Behandlung, als auch nach der
Behandlung mit beiden Desinfektionsmitteln nachgewiesen wurden.

Wirkstoff: Wirkstoff:

ECA-Produkt Chlordioxid

Sphingopyxis witflariensis W-50 Sphingopyxis witflariensis W-50
Aquabacterium parvum B6 Aquabacterium parvum B6
Methylibium petroleiphilum PM1 Methylibium petroleiphilum PM1
Polaromonas sp. BAC136 Sphingomonas sp. ASRB18-5
Aquatic bacterium R1-B9 Aquatic bacterium R1-B9
Uncultured bacterium clone LIBO51 Methylibium sp. BAC199

Ebenfalls auffallig sind die im Anschluss an die Desinfektionsmal3nahmen auftretenden Stdmme, die
zuvor nicht aus den unbehandelten Biofilmen isoliert wurden. So wurden 3 Isolate nach Abschluss der
jeweiligen Behandlung aus beiden Versuchsansatzen isoliert. Entweder handelt es sich hierbei um
Stdmme, die im Behandlungszeitraum aus der Trinkwasserleitung in die Biofilme eingetragen wurden,
und in der Lage waren im Biofilm zu persistieren oder um Stadmme, die erst mit einer Abnahme der

Zellzahlen und der Diversitat begannen sich zu vermehren.
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Tabelle 44: Auflistung der erst nach der Behandlung auftretenden Stamme. Fett gedruckt = Isolate die nur nach
der Behandlung in beiden Versuchsansétzen gefunden wurden.

Wirkstoff: ECA-Produkt Wirkstoff: Chlordioxid

Nocardia salmonicida 8405 Nocardia salmonicida 8405

Dokdonella sp. PYM5 Dokdonella sp. PYM5

Uncultured bacterium clone LIB115 Uncultured bacterium clone LIB115

Sphingopyxis alaskensis k.A Sphingopyxis sp. KWO066
Methyloversatilis sp. K2S193
Sphingopyxis panaciterrae k.A.

In beiden Féllen sind nach der Behandlung keine Pseudomonaden oder Mykobakterien mehr isoliert
worden und unter den verbliebenen Stdammen fanden sich keine Vertreter der Risikogruppe 2, die
zuvor noch isoliert wurden.

Das legt nahe, dass es basierend auf den hier gezeigten Ergebnissen zu keiner Selektion der
Biofilmbakterien kommt, bei der potentielle Krankheitserreger bei Neubewuchs einen Vorteil hétten.
Der Verbleib der gleichen Stéamme im Biofilm nach Abschluss der Behandlung mit beiden Wirkstoffen
belegt aber die These, dass einige Stdmme in der Lage sind, im Biofilm zu persistieren. Diese
Stdmme erschweren zum einen die Beseitigung bzw. vollstandige Inaktivierung von Biofilmbakterien
und sind gleichzeitig nach dem Abschluss einer, wie in diesem Fall, unzureichenden
Desinfektionsmalinahme mit am Wiederaufbau bzw. Wiederbesiedlung eines Biofilms beteiligt und
kénnen so zu einer erhéhten Widerstandkraft beitragen.

4.2.2 Subletale Dosierung von chemischen Desinfektionsmitteln in kontinuierlicher
Behandlung von Biofilmen

In diesem Untersuchungsansatz wurden 2 Jahre alte Biofilme kontinuierlich Konzentrationen eines
Desinfektionsmittels von 0,15 mg/l ausgesetzt. In dieser Untersuchungsreihe war die Konzentration
des Desinfektionsmittels so gewdhlt, dass sie nur bei 50% der laut TrinkwV zugelassenen
Hoéchstmenge von 0,3 mg/l freiem Chlor liegt. Hier sollte durch die geringere Konzentration in
kontinuierlicher Behandlung sichergestellt werden, dass es zu keiner vollstdéndigen Reduktion kommen
konnte. Die Untersuchung simulierte also den Einfluss von zu gering dosierten Desinfektionsmitteln,
die verhindern, dass der Biofilm vollstandig durchdrungen werden kann bzw. alle Bakterien inaktiviert

werden kdnnen.

4.2.2.1 Vergleich der Prifprodukte 1 (ECA-Produkt 1) und 4 (Natriumhypochlorit)

Die Abbildungen des zeitlichen Verlaufs der KBE zeigen, dass beide Prifprodukte in der Lage sind,
die Anzahl koloniebildender Einheiten im Biofilm bei einer Konzentration von 0,15 mg/l freiem Chlor zu
reduzieren (Abb. 35 und 39/ S.82 u. 87).
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Die Abbildungen der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der Biofilmoberflachen nach den
Behandlungen mit einem Natriumhypochlorit (s. Abb. 36/ S. 84) zeigen, dass das Mittel den Biofilm
weniger stark abbauen konnte, als die Mittel in den Untersuchungen zur Stossbehandlung.

Die Daten des direkten Vergleichs von koloniebildenden Einheiten und Gesamtzellzahl zeigen aber
auch, dass auch bei einer kontinuierlichen Behandlung die generell hoéher liegenden
Gesamtzellzahlen deutlich langsamer reduziert werden, als die der koloniebildenden Einheiten.
Wahrend mit Prifprodukt 1 die zwischenzeitlich maximale Reduktion der KBE von anfanglichen
1,43x10" auf 1,86x10° KBE/cm?® erreicht wurde, konnte die Gesamtzellzahl im gleichen Zeitraum
lediglich von 6,,25x10" auf 8,26x10° Zellen/cm? reduziert werden. Fr Prifprodukt 4 zeigte sich
ebenfalls, dass die Gesamtzellzahl im Verhaltnis zur Anzahl koloniebildender Einheiten kaum
schwankt. Uber die Dauer der Untersuchungen wurden die koloniebildenden Einheiten von anfanglich
1,18x10" KBE/cm? auf maximal 3,28x10° KBE/cm’ reduziert. Die Gesamtzellzahl schwankte im
gleichen Zeitraum zwischen anfanglichen 3,91x10’ Zellen/cm?und 9,25x10° Zellen/cm?.

Fur die kontinuierliche Zudosierung lasst sich also festhalten, dass mit der Reduktion der Anzahl
koloniebildender Einheiten zwar auch eine Reduktion der Gesamtzellzahl einhergeht, die aber
gleichzeitig geringer ausfallt.

Vergleicht man die nach Abschluss der Desinfektionsmalinahmen mit Natriumhypochlorit (s. Tab. 29/
S. 84) identifizierten Stdmme mit denen nach der Behandlung mit einem ECA-Produkt und Chlordioxid
(s. Tab. 25 und 27/ S. 75 u. 79) und den isolierten Stdamme der unbehandelten Biofilmschlauche (s.
Tab. 21/ S. 68) so ergeben sich eindeutige Ubereinstimmungen.

Wie die Stossbehandlung hat auch die kontinuierliche Behandlung zu einer allgemeinen Reduktion in
der Diversitat der Biofilmbiozonose gefuhrt. Von den in unbehandelten Biofilmen identifizierten 26
Stdmmen sind nach der Behandlung mit Natriumhypochlorit nur noch 12 Stdmme zu finden. Dabei
stimmen 5 der 12 Stamme nach der Behandlung mit den vorher isolierten Stdmmen tberein. Jeweils 4
der Isolate sind mit den Isolaten nach der Behandlung mit einem ECA-Produkt und Chlordioxid
identisch (s. Tab. 29 und Tab. 44/ S. 84 u. 118). Auch Natriumhypochlorit beeinflusst in
kontinuierlicher Behandlung die Bioztnose des Biofilms auf &hnliche Weise wie Chlordioxid und
elektrochemisch aktiviertes Wasser in Stossbehandlung. Die Untersuchungen zeigen, dass die Art der
Beeinflussung der Diversitat koloniebildender Einheiten im Biofilm nicht vorrangig mit der Art der
Zudosierung zu tun hat.

Das Auftreten anderer Spezies nach einer Zudosierung deckt sich aber mit den Untersuchungen von
Lenz (2011) und Roeder (2011), die in ihren Untersuchungen bereits zeigten, wie sich die
taxonomischen Zusammensetzungen eines Biofilms nach einer Zudosierung und anschlieliendem
Neubewuchs auch in Abhangigkeit eines zuvor eingesetzten Desinfektionsmittels bei Neubewuchs

unterscheiden.
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4.3 Untersuchungsmodelle zur Einnistung von fakultativ-pathogenen Erregern
in Trinkwasserbiofilme des Silikonschlauchmodells

Im dritten Teil der Arbeit, sollte anhand von Einnistungsversuchen von Pseudomonas aeruginosa
unter Verwendung des Silikonschlauchmodells des IHPH demonstriert werden, ob Pseudomonas
aeruginosa in der Lage ist in einem Trinkwasserbiofilm trotz der Zudosierung von Desinfektionsmitteln
zu Uberdauern.

Neben der Erfassung der koloniebilden Einheiten auf R2A-Agar flr trinkwasserassoziierte Bakterien,
wurde die Anzahl koloniebildender Einheiten fir P. aeruginosa auf Cetrimid-Agar erfasst. Die
Erfassung der Gesamtzellzahl aller Bakterien, so wie fur die Gesamtzellzahl von P. aeruginosa, wurde
mittels quantitativer real-time PCR durchgefiihrt. Der Nachweis von nicht kultivierbarem P. aeruginosa
erfolgte mittels PNA-FISH.

Die in Voruntersuchungen durchgefiihrten real-time PCRs zur Detektion von P. aeruginosa in den
Biofilmen des Silikonschlauchmodells zeigten, dass P. aeruginosa hier nicht auf natirliche Weise
vorkommt.

Mit den hier durchgefiihrten Einnistungsversuchen wurden verschiedene Fragestellungen bearbeitet.
Es sollte gezeigt werden, ob der Zielorganismus P. aeruginosa als Vertreter der fakultativ-pathogenen
Bakterien in der Lage ist, einen Biofilm zu besiedeln, kultivierbar zu bleiben und trotz Behandlung mit
Desinfektionsmitteln im Biofilm zu verbleiben. Des Weiteren sollte bei ausbleibender Kultivierbarkeit
gezeigt werden, ob er seine Viabilitat behalt.

4.3.1 Einnistung von P. aeruginosa in Modellbiofilme

Die verwendeten Modellbiofilme basierten auf den Biofilmen des Silikonschlauchmodells. Mit jedem
der Modelle sollte zuséatzlich ein weiterer Aspekt der Einnistung von P. aeruginosa untersucht werden.
Bei Modellbiofilm A handelte es sich um einen eigens hergestellten Biofilm aus den am haufigsten
kultivierten Stdmmen (s. Tab. 31/ S. 91) und Pseudomonas aeruginosa. Auf diese Weise sollte gezeigt
werden, welchen Unterschied es macht, wenn der Zielorganismus von Beginn an der Biofilmbildung
beteiligt ist. Die Modellbiofilme B und C sollten dann zeigen, ob das Alter eines bestehenden Biofilms
Einfluss auf die Einnistung von P. aeruginosa hat. Modellbiofilm D wurde unter Versuchsbedingungen
angeimpft, die denen von P. aeruginosa entsprechen.

Modellbiofilm A zeigte trotz vergleichbarer Zellzahlen einen im Verhdltnis zu den anderen Biofilmen
vergleichsweise diinnen Biofilm (s. Abb. 43/ S. 93) der sich durch das geringe Alter erklart. Eine
magliche Erklarung fur die trotzdem verhaltnismaiig hohen Zellzahlen kénnten die zur Biofilmanzucht
verwendeten Bakterienstamme sein, die aufgrund ihrer guten Kultivierbarkeit ausgewahlt wurden und
im Biofilm fur die Aufrechterhaltung der Zellzahlen sorgen.

Generell weisen die Biofilme der Modellbiofime B und C aufgrund ihres Alters und damit auch des
langeren Zeitraums zur Bildung von extrazellularen polymeren Substanzen eine gré3ere Schichtdicke
als Modellbiofilm A auf (s. Abb. 45 und 47/ S. 95 u. 97).
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Verglichen mit den unbehandelten Biofilmen (s. Abb. 21-23/ S. 64-66) sind die Schichtdicken des
ursprunglich einjahrigen Modellbiofiims C mit der des in Abbildung 21 gezeigten einjdhrigen Biofilms
vergleichbar. Auch in Modellbiofiim C kdnnen noch Reste von miteinander verwachsenen
Makrokolonien ausgemacht werden. Auf der Oberflache sind noch Bakterien erkennbar, die noch nicht
vollsténdig in der biofilmeigenen EPS eingebettet sind (s. Abb. 47/ S. 97). Gleiches gilt fir den
dreijdhrigen Biofilm des Biofiimmodells B der die gleichen Charakteristika wie sein unbehandeltes
Gegenstick besitzt. In Bezug auf die Einnistung von P. aeruginosa scheint der Zielorganismus
demnach keinen sichtbaren Einfluss auf die Morphologie des Biofilms auszutiben.

Die grof3te Schichtdicke weif3t Modellbiofilm D auf. Der vor der Animpfung einem einjéhrigen Biofilm
entsprechende Biofilm, besitzt eine Schichtdicke, die der eines 3 Jahre alten Biofilms entspricht.
Hauptunterschied wéhrend der Einnistung von P. aeruginosa war eine Temperatur von 37°C. Die im
Schnitt ca. ein Log-Stufe Uber denen der anderen Nachweise mittels real-time PCR liegende
Genomkopienzahlen pro Quadratzentimeter zeigt, dass die daraus resultierende Einnistung besser
funktioniert haben muss. Der massiver wirkende Biofilm kénnte demnach auch auf die Ausbildung von
EPS durch P. aeruginosa zurtickzufihren sein.

In keinem der Ansatze war P. aeruginosa nach der ersten Behandlung mit Desinfektionsmittel noch
kulturell nachweisbar. Mittels real-time PCR konnte aber Uber den gesamten Zeitraum der 115 Tage
andauernden Untersuchung der Nachweis von P. aeruginosa erbracht werden. Obwohl der
guantitative Nachweis von DNA im eigentlichen Sinne keine Aussage Uber die Viabilitat eines
Mikroorganismus zuldsst, kann in den hier durchgefihrten Versuchen davon ausgegangen werden,
dass zumindest ein Teil der auf diesem Weg nachgewiesenen Genomkopien zu lebensfahigen Zellen
gehorte. In einer verhaltnismafig néhrstoffarmen Umgebung wie einem Trinkwasserbiofilm und der
aufgrund hoher Zellzahlen auf engem Raum herrschenden Nahrstoffkonkurrenz der im Biofilm
befindlichen Bakterien, gilt es als unwahrscheinlich, dass es sich bei der in der beschriebenen Hohe
nachgewiesener Anzahl von Genomkopien um inaktivierte Zellen handelte. Die Folge wére in diesem
Fall der Abbau toter Zellen und frei vorliegender DNA durch andere Bakterien, was unweigerlich zu
einem deutlichen Riuckgang der Signalstérke der real-time PCR gefuhrt hatte.

Die sich Uber den gesamten Zeitraum der Versuche erstreckenden positiven Nachweise mittels PNA-
FISH unterstreichen dies. Durch die Einbettung in den Biofilm liel3 sich allerdings keine exakte
Aussage Uber genaue Zellzahl stoffwechselaktiver Zellen von P. aeruginosa machen.

4.4 Etablierung eines Verfahrens zur Detektion moglicher vbnc-Zustéande bei

Pseudomonas aeruginosa nach der Behandlung mit Desinfektionsmitteln

In vierten Teil dieser Arbeit wurde sich auf die Etablierung einer Methode zum Nachweis von vbnc-
Zustéanden konzentriert. Die unter Abschnitt 3.3 beschriebenen nicht kultivierbaren Zustande von
P. aeruginosa in Trinkwasserbiofilmen warfen die Frage nach der Induzierbarkeit von vbnc-Zustéanden
fur den Zielorganismus auf bzw. nach der Induzierbarkeit durch den falschen Einsatz von
Desinfektionsmitteln.
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Ziel war es eine Methode zu entwickeln, die es ermdglichen sollte, systematisch und in kurzen
Zeitrdumen Bakterienkonzentration bzw. Desinfektionsmittelkonzentrationen auf die Induktion eines
vbnc-Zustands hin testen zu kénnen. Die Einbindung eines Micro-Plate-Readers ermdglichte dieses in
einem zusatzlich kleinen Mafistab mit einem geringen Aufwand im Vergleich zur Durchfiihrung
guantitativer Suspensionsversuche oder der Beprobung von Trinkwasserinstallationen oder Modellen
einer Trinkwasserinstallation. Mit dem Verfahren der OD-Messung in einer Bouillon ist es mdglich
friihzeitig bakterielles Wachstum durch Tribung nachzuweisen. Bleibt das Wachstum aus, besitzt man
im Vergleich zu Kultivierungsmethoden auf N&hrbdden durch den Einsatz einer Bouillon die
Mdoglichkeit, Proben der einzelnen Ansatze einer Mikrotiterplatte z.B. durch den Einsatz von
Fluoreszenzmarkern auf molekularer Ebene einen Zielorganismus zu markieren und mikroskopisch

nachzuweisen.

4.4.1 Etablierung des Micro-Plate-Reader Modells

Die Versuche mit den Prufprodukten 2, 3 und 4 zeigten das der Einfluss eines Desinfektionsmittels
reproduzierbar dargestellt werden kann. Allgemein l&asst sich sagen, dass je héher die Konzentration
des Desinfektionsmittels ist, desto spater setzt Wachstum ein. Vergleicht man die Konzentrationen 0,3
und 0,6 mg/l, so zeigt sich fur das ECA-Produkt ein verzégertes Wachstum von ca. 1 Stunden, fir
Natriumhypochlorit etwa eine Verzdgerung von einer halben Stunde und im Fall von Chlordioxid um
mehrere Stunden. Zwischen den einzelnen Verdinnungsstufen der Bakteriensuspensionen liegt hier
etwa eine Stunde, bis Wachstum der nachstniedrigeren Log-Stufe detektierbar ist. Bei einer
Generationszeit von ca. 20 min unter ldealbedingungen flr P. aeruginosa entsprache eine Stunde
zirka der jeweiligen Log-Stufe.

Der Einfluss der Einwirkzeit betragt durchgehend fir die drei getesteten Desinfektionsmittel maximal
ca.1,5 bis 2 Stunden nach einer Einwirkzeit von 60 Minuten. Ubertragen wiirde das Ergebnis einer
Reduktion von ca. 2 Log-Stufen entsprechen. Damit deckt es sich mit den Zeitpunkten, zu denen
spatestens mit Wachstum zu rechnen ware. Frihester Zeitpunkt fir Wachstum ist bei den
eingesetzten Bakterienkonzentrationen nach ca. 9,5 bis 10 Stunden und spéatestens nach ca. 12,5 bis
13 Stunden . Langere Einwirkzeiten bzw. hdher dosierte Desinfektionsmittel wiirden so mit Sicherheit
zu einer Inaktivierung aller Zellen fihren.

Die Methode der Messung der optischen Dichte fihrt hier also zu reproduzierbaren und in sich
schliissigen Ergebnissen, die eine Ubertragung auch auf andere Mikroorganismen theoretisch méglich
macht.

Weder zeigte eine der untersuchten Proben, bei verlangerter Inkubationsdauer, ein nach den ersten
24 Stunden einsetzendes Wachstum, noch war es madglich mittels PNA-FISH verbleibende
Stoffwechselaktivitdt nachzuweisen. Folglich war es mit diesem Versuchssetup nicht mdglich

P. aeruginosa in einen vbnc-Zustand zu versetzen.
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4.4.2 Einsatz des Micro-Plate-Reader Verfahrens zur Detektion von vnbc-Zustanden

In den anschlieBenden Untersuchungen zur Induktion und Detektion von vbnc-Zustdnden bei
P. aeruginosa durch den Einsatz von Desinfektionsmitteln musste das Versuchsdesign der Micro-
Plate-Reader Methode dahingehend abgeéndert werden, dass mdgliche Faktoren, die Einfluss auf die
Ausbildung eines vbnc-Zustands haben koénnten, eliminiert werden. Zuséatzlich wurde der Fokus auf

die Darstellung des richtigen Konzentrationsverhdaltnisses von Bakterien und Prifprodukt gelegt.

4.4.2.1 Test auf vbnc-Zusténde

Die Neutralisation des in den vorausgehenden Versuchen eingesetzten Desinfektionsmittels war als
Hauptgrund flr das Ausbleiben eines Nachweises auf vbnc-Zustédnde anzusehen. Durch die
Neutralisation des Desinfektionsmittels wurde auch der eigentliche Ausléser des mdglichen vbnc-
Zustands eliminiert. Erst durch den Verzicht auf die Neutralisation, konnte der Nachweis auf
Stoffwechselaktivitdt in Form von Proteinbiosynthese bei gleichzeitig ausbleibendem Wachstum
erbracht werden. Das Vorhandensein eines solchen ,Schalters* wird auch in der Fachliteratur
beschrieben. Normalerweise handelt es sich bei diesem ,Schalter” um den Antagonisten zum
Ausldser des vbnc-Zustands; zum Beispiel auch im Falle von Kupferionen, deren Bindung durch
einen Chelator zur ,Wiederbelebung” der Bakterien fuihrt [Dwidjosiswojo et al. 2011].

Einschréankungen erhalt die Methode zum Nachweis von vbnc-Zustédnden mittels Micro-Plate-Reader
durch die einsetzbaren Volumina. Die geringen Volumina von 300ul pro well sind vergleichsweise
anfallig fir Schwankungen in den eingesetzten Bakterien- oder Desinfektionsmittelkonzentrationen.
Da es sich bei dem zu untersuchenden Ausloser fir den Ubergang in einen vbnc-Zustand um ein
Desinfektionsmittel handelt, dass per se bereits dazu gedacht ist, Bakterien zu inaktivieren, ist es hier
im Vergleich zu anderen Einflissen wie Temperatur oder pH-Wert vergleichsweise schwierig, ein
Verhaltnis von Bakterien und Desinfektionsmittel bereitzustellen, das zum einen Wachstum verhindert,
und auf der anderen Seite nicht gleichzeitig alle Zellen inaktiviert. Die Verwendung von
Mikrotiterplatten die grof3ere Volumina fassen, wirde auf der anderen Seite aber zu einer deutlichen
Reduktion des Probendurchsatzes fihren.

Die verléangerte Inkubation von Proben zum Ausschluss von verlangsamtem Wachstum ist ebenfalls
limitiert. Verdunstungsprozesse in den einzelnen Anséatzen verhindern Inkubationszeiten die deutlich
Uber eine Woche hinausgehen. Die Verwendung entsprechender Folien zum Verschlie3en der Platten
wirde moglicherweise Sauerstoffmangel nach sich ziehen.

Durch den positiven Nachweis auf Proteinbiosynthese in P. aeruginosa mittels PNA-FISH nach einer
Behandlung mit Desinfektionsmitteln und der gleichzeitig ausbleibenden Kultivierbarkeit, deuten die
Ergebnisse auf den Ubergang von P.aeruginosa in einen vbnc-Zustand hin.

Der vbnc-Zustand in P. aeruginosa konnte in dieser Arbeit fur den Einsatz von Natriumhypochlorit,
Chlordioxid und freiem Chlor (ECA-Produkt) nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse zeigen in
dieselbe Richtung, wie Ergebnisse friherer Studien. So zeigten Bej et al. (1991) und Singh et al.
(1986), dass der Einsatz von Natriumhypochlorit Ausloser fiir den vbnc-Zustand bei L. pneumophila

und voriibergehender Unkultivierbarkeit bei E.coli sein kann.
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4.4.3 Falsch-positive vbnc-Zustande

Um einen vbnc-Zustand vollstandig darstellen zu kénnen, sind zwei Dinge unerlasslich. Zum einen
muss demonstriert werden, dass der Zustand der Nichtkultivierbarkeit umkehrbar ist und dass es sich
dabei nicht um verzégertes Wachstum handelt. Durch die Behandlung mit Desinfektionsmitteln
werden die Bakterienzellen bei den ablaufenden oxidativen Prozessen angegriffen.

Erneut einsetzendes Wachstum darf nicht auf Bakterienzellen beruhen, die die bei der Behandlung
erlittenen Schaden mittels zelleigener Reparaturprozesse beheben und anschlieBend erneut
wachsen.

In der Literatur ist dieses Phdnomen mehrfach beschrieben, bei dem Bakterienzellen um ein
vielfaches erhdhte Generationszeiten an den Tag legen, die den Eindruck erwecken kénnen, es
handle sich um einen vermeintlichen vbnc-Zustand. Ebenfalls diskutiert wurde die Mdéglichkeit, dass
vbnc lediglich das Uberleben einer oder weniger Zellen ware, die in einer sonst vollstandig
inaktivierten Bakterienkultur fir den erneuten Anstieg der Anzahl kultivierbarer Zellen verantwortlich
waren [Bogosian und Bourneuf 2001; Whitesides und Oliver 1997].

Zu diesem Zweck wurden bei dieser Arbeit die Inkubationszeiten verlangert. Fir die Kultivierung von
Proben auf Cetrimid-Agar wurde die Inkubationszeit auf bis zu 10 Tage ausgedehnt (s. Abschnitt
3.3.2). Die Inkubation von P. aeruginosa aus den Micro-Plate-Reader Versuchen in Tryptic Soy Broth
wurde auf maximal 7 Tage ausgedehnt (s. Abschnitt 3.4.1.4 u. 3.4.2.1). Hier beschrénken
Verdunstungsprozesse der geringen Volumina in den einzelnen wells der Mikrotiterplatten eine
langere Inkubation.

In keinem der Féalle konnte verspéatetes Wachstum gezeigt werden. Bei gesunden Zellen liegt die
Generationszeit von P. aeruginosa etwa bei 20-30 min. Die Ausdehnung der Inkubationszeit auf 10
Tage entspricht fir die auf Selektivhahrbdden basierende Anzucht einer Verfunffachung der
Inkubationszeit. In Umweltproben hétte dies zudem die Konsequenz, dass mogliche Pathogene, die
sich im vbnc-Zustand befinden, bei Kultivierungsversuchen unter Umstdnden von anderen,
maglichweise nicht-pathogenen Zellen Uberwachsen werden.

Innerhalb der Micro-Plate-Reader Versuche ist Wachstum bereits nach ca. 10 Stunden messbar. Die
verlangerte Inkubation der Micro-Plate-Reader Versuche stellt also eine mehr als Verfunfzehnfachung

der eigentlich benétigten Inkubationszeit dar.

4.4.4 Umkehr des vbnc-Zustands

Wahrend sich Bakterienzellen im vbnc-Zustand befinden, kann dieser am besten durch den Einsatz
molekularbiologischer Methoden beschrieben werden. Eine mdgliche Methode ist der Nachweis einer
intakten Zellmembran durch Live/Dead- Farbung (,Bac-Light"). Bei dieser Art der Zellfarbung werden
zwei Farbstoffe eingesetzt, die mit der DNA der Bakterien eine Bindung eingehen. Der Farbstoff Syto
9 kann in die Zellen eindringen und farbt sie griin. Der Farbstoff Propidiumiodid kann aufgrund seiner
starken Ladung nur dann in die Zelle eindringen, wenn die Zellwand nicht mehr intakt ist und farbt die
Zellen rot [Leuko et al. 2004]. Der Nachweis verbleibender Zellatmung ist mdglich durch das

Sichtbarmachen von Redoxvorgangen in der Bakterienzelle. Das ist mdglich durch den Einsatz eines
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Tetrazoliumsalzes. Bei intakter Atmung wird dieses enzymatisch durch die zelleigene mitochondriale
Succinat-Tetrazolium-Dehydrogenase in das dunkelrot fluoreszierende Formazan umgewandelt. [Rich
et al. 2001]. Zellwachstum kann mittels Pipemidinsdure nachgewiesen werden, die dafur sorgt, dass
sich die Zellen zwar verlangern aber nicht teilen. [Kogure 1979].

Durch den in dieser Arbeit verwendeten Einsatz von FISH-Fluoreszenzsonden kann verbleibende
Proteinbiosynthese nachgewiesen werden. Alle diese Methoden umschreiben den vbnc-Zustand aber
nicht umfassend. Ziel muss es daher stets sein Zellen aus dem vbnc-Zustand zurtckzufuhren. Im
Normalfall geschieht dies durch das Entfernen oder Neutralisieren des Stressors, der letzten Endes
den vbnc-Zustand ausgeldst hat. Im Falle dieser Arbeit ist dies die Neutralisation des
Desinfektionsmittels, dass den vbnc-Zustand ausgel6st hat [Oliver 2005]. Fir diese Theorie sprechen
die erzielten Ergebnisse, die in den Micro-Plate-Reader Versuchen mit und ohne den Einsatz eines
Neutralisationsmittels erzielt wurden. So war es nicht moglich Zellen im vbnc-Zustand darzustellen,
wenn das Desinfektionsmittel nach der Einwirkzeit neutralisiert wurde. Bisher war es aber nicht
mdoglich P. aeruginosa aus dem vbnc-Zustand zurlickzufuhren.

Diese Arbeit zeigt jedoch, dass durch den vbnc-Zustand und denen zur Darstellung eines solchen
Zustands ungeeigneten standardmafigen Nachweisen auf Nahrbdden, den Mikroorganismen und im
Besonderen auch pathogenen Mikroorganismen ein Reservoir geschaffen werden kann, welches von
erheblicher medizinischer Bedeutung ist [Lleo” et al. 2007; Sardessai 2005].

Offen bleibt die Frage nach der Dauer, die ein Mikroorganismus wie P. aeruginosa im vbnc-Zustand
verbleiben kann. Bunker et al. 2004 beschrieben in ihren Beobachtungen, dass beispielsweise
Pseudomonas fluorescensis im Erdboden bis zu einem Jahr im vbcn-Zustand Uberdauern kann.

Je nach Umwelteinfluss, der fiir den Ubergang in den vbnc-Zustand verantwortlich ist, kann bei
solchen Zeitrdumen sicherlich nicht mehr von einem ,Tod auf Raten“ gesprochen werden [Barcina et
al. 2009; Nystrém 2001], obwohl die Frage wie lange ein solcher Zustand (auch absichtlich) aufrecht

erhalten werden kann, in Zukunft sicherlich beantwortet werden muss.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die in dieser Arbeit présentierten Ergebnisse legen nahe, dass der falsche Einsatz von
Desinfektionsmitteln widerstandféhige Biofilme heranziichten kann.
Die Untersuchungen zum Einfluss von Desinfektionsmitteln auf die Biozénose der getesteten Biofilme
zeigten auf der einen Seite die Wirksamkeit aller getesteten Desinfektionsmittel bzgl. der Reduktion
von koloniebildenden Einheiten und in Bezug auf die Breite in der Diversitét selbst, bei der hier kaum
ein Vertreter der zuvor in Sequenzierungen ermittelten Risikogruppe 2 Uberlebte.
Auf der anderen Seite, zeigten die nach den Desinfektionen im Biofilm verbleibenden Spezies,
unabhangig vom eingesetzten Desinfektionsmittel, hohe Ubereinstimmung untereinander, so dass
damit zu rechnen ist, dass diese persistierenden Stdmme mitverantwortlich sind fir die stete
Neubesiedlung von Trinkwasserinstallationen. So konnten die folgenden Arten und Gattungen
mindestens in jeweils zwei der behandelten Biofiime nachgewiesen werden: Methylibium
petroleiphilum, Sphingopyxis witflariensis, Aquabacterium parvum, Methylibium sp., Polaromonas sp..
Eine Neubesiedlung eines nach einer Desinfektion noch teilweise bestehenden Biofilms durch eben
diese persistierenden Stdmme kann bei dem falschen Einsatz von Desinfektionsmitteln zu einer
Ausbildung von Biofilmgemeinschaften fiihren, die durch Selektion zunehmend widerstandféhiger
werden konnen. Der Anteil Bakterien, welcher bei Neubewuchs aus der Trinkwasserinstallation
eingetragen werden, kann hier nicht bestimmt werden.
Die Untersuchungen zur Einnistung von P. aeruginosa in dieser Arbeit machten deutlich, dass der
Verbleib von fakultativ-pathogenen Mikroorganismen trotz der Behandlung mit Desinfektionsmitteln
wahrscheinlich ist. Die mit dem Wirkstoff ,freiem Chlor* aus elektrochemisch aktiviertem Wasser
behandelten Modelle zeigten alle, dass P. aeruginosa mit wochentlichen Stossbehandlungen von
ca. 10mg Chlor/l (Uber einen Zeitraum von 6 Stunden) nicht vollstandig inaktiviert werden kann. Der
Verbleib von P. aeruginosa im Biofilm, war in den durchgefiihrten Untersuchungen nicht abhangig vom
Alter des Biofilms (Modellbiofilm B und C), der Zusammensatzung der Biozénose (Modellbiofilm A),
oder den Einnistungsbedingungen (Modellbiofilm D).
Die Versuche der mit Pseudomonas aeruginosa angeimpften Trinkwasserbiofiime zeigen, dass der
Zielorganismus im Biofilm mittels einer heutzutage géngigen quantitativen real-time PCR oder auch
mittels PNA-FISH nachweisbar ist bzw. weiterhin Stoffwechselaktivitat belegt werden kann. Das
Persistieren von fakultativ-pathogenen Mikroorganismen in Biofiimen auch nach wiederholter
Behandlung mit Desinfektionsmitteln stellt ein Risiko dar.
Mittels des eingesetzten Micro-Plate-Reader Verfahrens, ist es zudem mdglich geworden den
Ubergang von Mikroorganismen (hier: Pseudomonas aeruginosa) gezielt herbeizufiihren. Die
Ergebnisse zeigen, dass bereits ein geringes Unterschreiten der im Trinkwasser erlaubten
Desinfektionsmittelkonzentration von 0,3 mg Chlor/l den vbnc-Zustand bei Pseudomonas aeruginosa
auslosen kann. So waren in Abhangigkeit von der eingesetzten Bakterienkonzentration (s. Tab. 42)
ca. 0,2-0,25 mg freies Chlor/l notwendig, um den vbnc-Zustand auszuldsen.
Mangelnde Beprobungen in Umfang und Regelméafigkeit, sowie in Problemféllen der fehlende Einsatz
molekularbiologischer Methoden, sind momentan das groRte Defizit bei der Uberwachung von
Trinkwasserinstallationen.
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FAZIT

Ziel dieser Arbeit war es zu zeigen, welchen Einfluss zu gering bzw. falsch eingesetzte
Desinfektionsmittel auf die bakterielle Biofiimpopulation haben kénnen. In Bezug auf die eingangs
gestellten Fragestellungen konnte festgestellt werden, dass:

1. Alle eingesetzten Desinfektionsmittel die Anzahl der koloniebildenden Einheiten reduzieren.

2. Die nach der jeweiligen Behandlung aus dem Biofilm isolierten Stdémme, deutliche
Ubereinstimmungen untereinander aufweisen, was, unabhdngig vom eingesetzten
Desinfektionsmittel, auf einen vergleichbaren Selektionsdruck hinweist.

3. Pseudomonas aeruginosa trotz wochentlicher Zudosierung fiir Zeitrdume von tber 100 Tagen
in den untersuchten Biofilmmodellen persistiert und trotz ausbleibender Kultivierbarkeit noch
nachweisbaren Stoffwechsel besitzt.

4. Es moglich war, mit dem eigens etablierten Verfahren, flr alle eingesetzten
Desinfektionsmittel den vbnc-Zustand bei P. aeruginosa zu induzieren.

Die Tatsachliche Toleranz, eines nach unzureichender Behandlung mit Desinfektionsmitteln neu
aufgewachsenen Biofilms, konnte hier nicht gezeigt werden. Weiterhin offen ist die Frage, wie der
vbnc-Zustand umgekehrt werden kann.

Als Konsequenz kann zusammengefasst werden, dass die unzureichende Behandlung von Biofilmen
mit falsch dosierten Desinfektionsmitteln zur Selektion innerhalb der Biofilme fihren kann, was nach
dem Absetzen einer Behandlung zu Neubewuchs durch persistierende Bakterien fihren kann. Des
Weiteren kdnnen fakultativ-pathogene Bakterien diese Art Behandlung nicht nur Giberdauern, sondern
suggerieren auch durch ihre Unkultivierbarkeit eine falsche Sicherheit bei ausbleibendem Nachweis
mittels Kultivierung auf Nahrboden.

Zusammengenommen ergibt sich ein Bild, dass eine Neubewertung der Bedeutung von Biofilmen
notwendig macht. Fehlende Regelwerke fir die Kontrolle von Biofilmen kénnen dazu fihren, dass
Biofilme unbemerkt eine Lebensgemeinschaft von Mikroorganismen entwickeln, die neben den
biofilmeigenen Schutzmechanismen auch vermehrt Mikroorganismen beherbergt, die erhdhte
Toleranzen gegeniiber Desinfektionsmitteln besitzen und gleichzeitig als Reservoir von fakultativ-

pathogenen Mikroorganismen wie P. aeruginosa fungieren kénnen.
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