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Abschlussbericht

1. Zielsetzung des Projekts

Ziel des Projekts war die Untersuchung der Wirksamkeit der FlexClean® -Technologie in
Brauseschlauchen zur Reduzierung des Biofilmbildungsbildungspotentials.

2. Einfuhrung

Der Begriff ,,Biofilm” ist eine Bezeichnung fiir Aggregate wie Schleime, Aufwuchs, Flocken
und gréRere Ansammlungen von Biomasse in Form von Schldmmen. lhnen allen ist
gemeinsam, dass die Mikroorganismen in eine Matrix aus extrazellularen polymeren
Substanzen (EPS) eingebettet sind, die sie zusammenhalt, vor duReren Einflissen schiitzt
und gegebenenfalls an Oberflachen bindet. Biofilme kdnnen sich nicht nur an Grenzflachen
zwischen Wasser und festen Medien entwickeln, sondern auch zwischen Wasser und Luft
sowie zwischen Feststoff und Atmosphéare, namlich auf natirlichem Gestein oder auf
Geb&uden. Die Voraussetzungen fur die Entstehung von Biofilmen sind denkbar einfach: Es
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mussen Grenzflachen vorhanden sein, gentigend Wasser, mikrobiell verwertbare Nahrstoffe
und die Mikroorganismen selbst. Diese sind praktisch ubiquitar, deshalb finden sich Biofilme
ebenfalls weit verbreitet in der Natur, im medizinischen Bereich und in technischen
Systemen. Aufgrund der Widerstandsfahigkeit von Biofiimen wund ihrer schnellen
Wiederaufkeimung haben viele DesinfektionsmafRnahmen bzw. eine mechanische Reinigung
oft nur einen vortbergehenden Erfolg. Eine chemische Reinigung kann auflerdem zu
unerwiinschten Effekten und Beschadigungen im behandelten System fihren.

Die Entstehung von Biofilmen basiert prinzipiell auf der Anheftung (Adh&sion) von
Mikroorganismen an eine Aufwuchsoberflache (Substratum), der Vermehrung zu
Mikrokolonien und deren Zusammenwachsen zu differenzierten Biofilmen. Allerdings haften
die Zellen in der Regel nicht direkt an der Oberfliche des Substratums, sondern am
sogenannten conditioning film, der durch die irreversible Adsorption organischer
Makromolekile (Proteine, Polysaccharide, Huminstoffe, usw.) innerhalb von Sekunden in
fast allen Umgebungen an der Oberflache entsteht. Nach der festen Verankerung der Zellen
erfolgt die Phase der mikrobiellen Akkumulation, die vor allem durch die Vermehrung der
Bakterien bestimmt wird, aber auch durch aus der Wasserphase neu hinzukommende
Mikroorganismen begleitet wird. Hierdurch kommt es zur Bildung von Mikrokolonien, die
zusammengewachsen Makrokolonien bzw. Biofilme bilden. Dies geschieht besonders
schnell, wenn die betroffenen Materialien, wie z.B. Brauseschlduche, in einem permanent
feuchtem Milieau eingesetzt werden. Gerade im Duschbereich ist auch die Gefahr einer
Bildung und Verbreitung von Legionellen durch die beim Duschen entstehenden Aerosole
besonders grof3.

Da die Entfernung vorhandener Biofilme ein groRes Problem darstellt, ist eine mdgliche
Strategie die Inhibition der Biofilmneubildung. Dies kann z.B. durch Behandlung des
Wassers mit Chlor, Chlordioxid erreicht werden, wobei hier unerwinschte Nebenprodukte
auftreten konnen. Eine andere Strategie ist, durch geeignete Oberflaichenmaterialien mit
bakteriziden Substanzen bzw. eine mechanische Behandlung betroffener Oberflachen, die
irreversible Anheftung der Mikroorganismen zu verhindern oder ihre Vermehrungsfahigkeit
einzuschranken. Die Vorteile einer mechanischen Behandlung durch Abrieb und eine
gleichzeitige bakterizide Wirkung durch eine silberhaltige Spirale sind in der FlexClean®-
Technologie der Brauseschlduche von Wolf Umwelttechnologie vereint. Eine versilberte
Edelstahlfeder, welche die Innenwandung des Brauseschlauchs beriihrt, wird beim Offnen
der Duscharmatur durch den Wasserdurchfluss in FlieBrichtung gezogen und zieht sich beim
Schlie3en selbstandig in die Ausgangsposition zurtick. Hierbei wird die Schlauchwandung 2x
mechanisch behandelt. Die versilberte Feder Ubertragt zusatzlich eine leichte, antimikrobiell
wirksame Silberschicht auf die Schlauchwandung. Dieser Ansatz kdnnte in Bereichen, in
denen Biofilme ein hohes Gesundheitsrisiko darstellen oder in denen eine chemische
Behandlung unmdglich oder nicht gewiinscht ist, zum Einssatz kommen.
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Studienziele und Studiendesign

Das Studiendesign umfasste folgende Ziele:

1. Darstellung der Reduktionskinetik der Bakterien in anfangs neuen Brauseschlauchen
mit und ohne FlexClean®-Technologie iiber 12 Wochen unter Praxisbedingungen.
Bestimmung des Keimgehalts im Duschschlauch durch kulturellen Nachweis im
Abstand von etwa 4 Wochen.

2. Darstellung von Veranderungen des aul3eren Erscheinungsbildes der, wie unter 1.
beschrieben behandelten Duschschlauch-Oberflachen durch rasterelektronenmikros-
kopische Aufnahmen (REM).

3. Material und Methoden

3.1 Brauseschlauche

Die Untersuchungen wurden in 3 Haushalten mit jeweils 2 Duschen durchgefihrt, die taglich
zum normalen Duschen benutzt wurden. Eine Dusche wurde dabei mit einem FlexClean®-
Brauseschlauch und eine Dusche mit einem Brauseschlauch gleicher Ausfiihrung aber ohne
FlexClean®-Technologie ausgestattet. Diese Schlauche sind mit einer silberbeschichteten
Metallfeder ausgestattet, die durhc Bewegung eine Anhaftung von Bakterien an der
Brauseschlauchinnenwandung verhindern soll. Etwa alle 4 Wochen wurde ein Paar Brause-
schlauche abmontiert und im Labor auf Biofilmbildung untersucht.

3.2 Wasserquelle

Fir die Versuche wurde Trinkwasser aus dem jeweiligen Hausinstallationssystem
verwendet.

3.3 Bestimmung der Bakterienkonzentration im Biofilm (KBE cm™)

Es wurden 5 cm lange Stiicke aus der Mitte der Brauseschlauche abgeschnitten, der Biofilm
herausgeschabt, in 10 mL 0,9%iger NaCl-Lésung suspendiert und homogenisiert. Das
Homogenisat wurde dann zur Herstellung von Verdinnungen von 1:10 bis 1:10.000 in
0,9%iger NaCl-Lésung verwendet. Aliquots von 100 pL der Verdinnungsreihen wurden im
Doppelansatz auf R2A-Agarplatten ausgespatelt und fir 7 Tage bei 20°C inkubiert.

3.4 Probenvorbereitung fiir das Rasterelektronenmikroskop

Es wurden 1 cm lange Stlicke aus der Mitte der Brauseschldauche abgeschnitten, langsseits
in 4 gleich grofRe Segmente geschnitten und einer Behandlung mit Glutardialdehyd, Osmium-
Tetraoxid und Natrium-Cacodylatpuffer unterzogen. Elektronenmikroskopische Bilder der
Biofilme bzw. Brauseschlauch-Oberflachen wurden parallel zu den Bestimmungen des
Bakteriengehalts und der ausgewaschenen Bakterien aufgenommen. Sie dokumentieren die
strukturelle Erscheinung der Biofilme bzw. Schlauch-Oberflachen zum Zeitpunkt der
Probenahmen.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Bakterienkonzentration in Brauseschliuchen mit und ohne FlexClean®-
Technologie

Im unbehandelten Brauseschlauch vermehrten sich die Bakterien innerhalb des

Versuchszeitraums von 12 Wochen auf bis zu 1,92 x 10’ KBE/cm? (KBE = koloniebildende
Einheiten).

Im Brauseschlauch mit FlexClean®Technologie waren wahrend des Versuchszeitraums
maximal 2,60 x 10°® KBE/cm? nachweisbar.

Die vollstandigen Versuchsergebnisse sind in der Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1. Darstellung der Bakterienentwicklungskinetik in Brauseschlauchen mit (rot) und
ohne (blau) FlexClean®-Technologie. Die Probenahme erfolgte im Haushalt 1 nach 25
Tagen, im Haushalt 2 nach 56 Tagen und im Haushalt 3 nach 84 Tagen.

4.2 Morphologie der Biofilme bzw. Brauseschlauch-Oberflachen

Die Ergebnisse der REM-Studien sind in der Abb. 2 dargestellt. Bei 1000-facher
VergréRerung ist in Abb. 2A die innere Oberflaiche eines neuen Brauseschlauchs zu
erkennen. Die Risse kdnnen als Folge der Probenvorbereitung fir das REM enstehen. Nach
4 Wochen ist auf der Oberflache des Schlauchs ohne FlexClean®-Technologie deutlich ein
dichter werdender Biofilm zu erkennen (Abb. 2B). Details des Biofilms, wie die vernetzte
EPS-Struktur und der dichte Aufwuchs der Bakterien sind zu erkennen. Nach 8 Wochen ist
die komplette Schlauchoberflache mit einem dichten Biofilm bewachsen (Abb. 2C). Zum
Vergleich sind in den Abb. 2D-F die Verdnderungen der inneren Oberflache eines
Brauseschlauchs mit FlexClean®Technologie dargestellt. Nach 4 Wochen sind vereinzelt
Bakterien auf der Schlauchoberflache zu erkennen (Abb. 2D), nach 8 Wochen scheint sich
ein dichter werdender Biofilm zu bilden (Abb. 2E), der allerdings nach 12 Wochen wieder
deutlich reduziert wird (Abb. 2F).
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Abbildung 2. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Brauseschlauchoberflachen.
A) - neuer Brauseschlauch. B) - Brauseschlauchs ohne FlexClean®-Technologie nach 4
Wochen und C) — nach 8 Wochen (nach 12 Wochen erfolgte keine weitere Anderung des
Erscheinungsbildes). D) — Brauseschlauch mit FlexClean®-Technologie nach 4, E) — 8 und
F) — 12 Wochen.
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5. Zusammenfassung

Zur Untersuchung der hemmenden Wirkung der FlexClean®Technologie auf die
Biofilmbildung in Brauseschlauchen wurden Brauseschlauche mit und ohne FlexClean®-
Technologie in verschiedenen Haushalten regelméRig zum Duschen verwendet und nach 4,
8 und 12 Wochen einer mikrobiologischen Diagnostik, untersttitzt durch rasterelektronen-
mikroskopische Aufnahmen, unterzogen.

Die Muster wurden entsprechend zwei parallel ausgefuhrten Methoden untersucht:

1. Bakterienkonzentration im Biofilm

Von der ersten Probenahme an zeigen die mit der FlexClean®-Technologie ausgeriisteten
Muster bewuchshemmende Eigenschaften und geringe KBE-Werte gegentber dem
Kontrollmaterial. Die Reduktion der KBE/cm? durch die FlexClean®-Technologie betrug
wahrend des Versuchzeitraums im Vergleich zu den nicht ausgestatteten Testkdrpern nach
25 Tagen 99,35 %, nach 56 Tagen 86,45 % und nach 84 Tagen 94,32 %.

2. Rasterelektronenmikroskopie

Auf den Oberflachen der mit der FlexClean®-Technologie ausgeriisteten Brauseschlauchen
ist eine deutlich verringerte Biofilmbildung sichtbar. Wahrend die unbehandelten
Brauseschlauche bereits nach 8 Wochen einen dichten Biofiimbewuchs aufweisen, der
konstant bleibt, zeigen die Rasteraufnahmen der behandelten Oberflachen nach Ende des
Versuchszeitraums auch Stellen ohne Bewuchsbildung.

Zusammenfassend kann festgehalten werden:

Der Einsatz von Brauseschlauchen mit FlexClean® -Technologie fiihrt, bewertet tber die
Untersuchung der KBE und der Rasterelektronenmikroskopie, zu einer Reduktion der
Biofilmbildung auf ausgerusteten neuen Brauseschlduchen. Im Vergleich zu den
unausgerusteten Schlauchmaterialien kann eine geringere Keimdichte/cm2 Oberflache um
ca. 90% festgestellt werden. Dabei muss aber bertcksichtigt werden, dass nach 8 Wochen
ca. 1 x 10° koloniebildende Einheiten/cm? Schlauchoberfliche nachgewiesen werden
kénnen. Auch nach 12 Wochen wird dieses Ergebnis bestatigt.

Bonn, den 22.08.2005
L]

A
I
Prof. Dr. a\ M. Exner Dr. rer.\nat. J. Gebel
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