Biofilme: wo Pathogene sich zuhause fuhlen

Prof. Dr. Hans-Curt Flemming,
Universitat Duisburg-Essen, Biofilm Centre
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Die Welt ist von Biofilmen durchdrungen

Atmosphare: 5 x 1022 Phyllosphére: Menschen:
4 X 1025 S N ‘l

Total: 1 x 1080 (Y B

Oberflachenschicht. :

¥ Boden: 3 x 1029

Tiere (Rinder,
ANz Schweine, Geflugel,
im Termiten): 2 x 1024

Ozean: 1 x 10%°
Grundwasser

5 x 10?%7

Obere 50 cm
des sediments
0.5 x 102°

4'

Tiefer kontinentaler

Tiefer ozeanischer
Untergrund 3 x 102°

Untergrund 4 x 10%°
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Biofilme: die Starke der Gemeinsamkeit

» Biofilme sind Aggregate von Mikroorganismen, eingehullt in ihre
Schleimschicht (EPS), die sich an Grenzflachen, biologischem Gewebe
oder aneinander angeheftet haben.

» In ihnen gibt es intensive Wechselwirkungen und sie stellen “erweiterte
Organismen” dar, ahnlich wie Walder, Korallenriffe oder Bienenstocke

» lhre Starke ist die Gemeinsamkeit: zusammen haben sie Eigenschaften,
die sie nur im Biofilm, aber nicht singulare Zellen haben, z.B.

= Erhdhte Toleranz gegenuber Antibiotika und Desinfektionsmitteln

= Externes Verdauungssystem: Exo-Enzyme an die Schleim-Matrix
gebunden, erlauben Abbau von Biopolymeren

= Synergismus verschiedener Spezies, die stabile Mikrokonsortien
innerhalb der Matrix bilden kdnnen

= Hohe Biodiversitat durch Gradienten in pH-Wert, Redox-Potential,
Sauerstoff-Konzentration etc.

» Diese werden als ,,emergente Eigenschaften* bezeichnet, dhnlich
wie bei Wéaldern, Korallenriffen oder Bienenstdcken
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Biofilme: die alteste Form
des Lebens auf der Erde /7’ gy

So beginnt
der
Prozess

Photosynthese im Biofilm

= Verseuchung der ursprtnglich
anaeroben Atmosphéare mit O,

(a) (b)
3.23 | =raitinha Riftfa in Anetrglien enthalten fossile Hinweise auf Mikroorganismen, -
dewv r3.5 Mnlnarde.n Jahrer im Meer lebten. In die klebrige extrazelluidre Hulle von E> GIObaIe UmweltkataStrophe fur
Cyan___'" . _ige Mengen Sand und Kalkstein eingeschlossen, Nach H
und nach entstanden daraus die Stromatolithen, die man heute in Hamelin Bay in AnaerObler

Westaustralien findet (a). Untersucht man Dinnschnitte der Stromatolithe mit dem
Mikroskop. so erkennt man Mikrofossilien fadenférmiger Bakterien (b).

= Unsere Lebensarundlage



Fressen und gefressen werden im Biofilm:

Der Ursprung der Infektion

Amoben beweiden Bakterien Bakterien greifen Epithelzellen an

Enteropathogenic E. coli
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Prof. U. S#@wzyk, Berlin

» Das ,Konzept" der Infektion ist
Im Biofilm entstanden:

» Konkurrenz zwischen Biofilm-
Bewohnern macht auch vor
hoheren Organismen nicht Halt
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Hygienische und technische Probleme

durch Biofilme in Trinkwassersystemen

» Kontamination des Wassers durch Biofilm-Mikroorganismen:
(Aufkeimung, Freisetzung von Mikroorganismen mit
hygienischer Relevanz)

» Erhohte Toleranz gegeniiber Desinfektionsmitteln, Zehrung
von Desinfektionsmitteln, Bildung von Nebenprodukten
» Bildung von Geruchsstoffen (z. B. durch Actinomyceten)

» Ursache fur Verfarbung und Tribung von Trinkwasser
(z. B. durch Eisen- und Manganoxid ablagernde Bakterien)

= Probleme: Totstrange, wenig durchflossene Leitungen,
Stagnation, ungeeignete Materialien
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Hausinstallation als Grauzone

Risikofaktoren:
> Viele verschiedene, oft
ungeprufte Werkstoffe

» Totstellen/-strange

Unregelmafige
Verbrauchs-
Charakteristik

» Stagnation (Nacht,
(Wochenende, Urlaub)

» |Im Wassersystem
reichern sich Bakterien
und Metalle aus der Py
Installation an

» ABLAUFEN LASSEN!
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Der Biofilm zuhause (2): Dusch-Schlauch

» Gummi enthalt Weichmacher und andere Zusatze
die mikrobiell verwertbar sind

» Es bilden sich Biofilme

» Zu den bedenklichen Kontaminanten gehéren
Legionella pneumophila, Pseudomonas
aeruginosa u.a.

U. Szewzyk; TU Berlin

O
Typischer Weichmacher: Terephthalat
(ikiobiell venyeaban
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Der Biofilm zuhause (3):

Waschmaschine
- Pilzwachstum hinter der Einfullkammer

- Schleimbildung i. Schlauchen u. Rohren
- Wasche riecht, wenn lange feucht
- Ansteckung tber Wasche

Ursache: Biofouling — aufgrund von Umwelt- und Faserschutz
» Biologisch gut abbaubare Waschmittel
» Wasser sparen < hohere Waschmittel-Konzentrationen

» Flussigwaschmittel haften starker an den Wanden — hdhere
Konzentrationen an Grenzflachen

» Niedrigere Waschtemperaturen (Energiesparen)
» Keine Peroxide oder Bleichmittel mehr im Waschmittel ‘

Trommel R[]'ck'ée”i’te

» Wasser mit Waschmittelresten verbleibt lange in Schlauchen
(konstruktionsbedingt) — gute Wachstumsbedingungen

> Reservoir und Verteilungssystem fur Pathogene
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Biofilme: Mogliche Reservoirs fur Pathogene

~ | Waschbecken im Duschraum einer
= Schule, Befund: Kontamination des
Wassers mit P. aeruginosa

Armatur mit Biofilm: Quelle der
Kontamination des Wassers mit
P. aeruginosa

B. Lange, IWW

Auch: beriihrungslose Armaturen!  * S e, ROSYTE



Den Biofilm loswerden?

Reinigung medizinischer Gerate:
Beseitigung von Biofilmen

Keime im Kanal

Bei Darmspiegelungen konnen
lebensgefiahrliche Erreger wie
Hepatitis- oder Aidsviren tibertragen
werden. Seit neuestem gibt es
Kontrollen. Doch reichen sie aus?
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Kann man Pathogene auswaschen?

Persistenz von P. aeruginosa im Biofilm

P. aeruginosa-lsolat aus einem Schadensfall
» Im Biofilm (auf EPDM, zugelassen nach W270) kulturell auf CN-Agar
» FISH (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung), Gensonde Psael6S-182.

_ 1,0E+05 -—J ‘ l
=
N
) 1,0E+04
L
@ N
< E
= 5 1,0E+03 O kulturell
n g B FISH
2 = 1,0E+02
o N
=
o 1,0E+01
@
o
1,0E+00
1 7 14 21 35
Tag 1nach it hach Beimpfung (d)
Animpfung

» Hinweis auf Persistenz von P. aeruginosa im Trinkwasser-Biofilm
auf EPDM in nicht-kultivierbarem Zustand (VBNC)!
> Infektlos nach ,,Wlederbelebung“ (resuscitation)
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Biofilm-Infektionen

Sites of Primary and Secondary Biofilm Infection Bacterial biofilm is a major barrier to wound healing

Bacteria protected
&= from topical agents

Low oxygen
' in biofilm 4
niches :

SITES OF
PRIMARY
INFECTION:

Subvenous
cathether

Bacteria protected
sromisystemicantibiotics

Date: )/5/e3 -
Client:
LD o G

» Katheter und Implantate
» Chronische Wunden
» Knocheninfektionen
> Karies
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Antibiotic

>t N4

un as Antibody

frustrierte
Immun' PIa|u|nktonic
System |*®

CY X N )
Biofilm
cells

Phagocyte
enzymes

© 1999, CENTER FOR BIOFILM ENGINEERING, MSU-BOZEMAN

(a) Planktonische Bakterien kdnnen von Phagozyten vernichtet und von Antibiotika bek&dmpft werden

(b) Angeheftete Bakterien formen Biofilme, besonders auf inerten Oberflachen, und sind dort resistent
gegentber Antikbrpern, Phagozyten und Antibiotika

(c) Phagozyten werden von den Biofilme angelockt, kdnnen sie aber nicht angreifen. Aber die phagozytischen
Enzyme werden ausgeschieden

(d) Phagozytische Enzyme schadigen das Gewebe um den Biofilm, planktonische Bakterien werden freigesetzt,
wodurch Nachbargewebe infiziert wird (Science, 21 May, 1999, VOL 284)
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Biofilm und Mundgeruch: Methantiol

Chromc
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Biofilm auf Zahnbilrsten-Borsten

Familienzahnburste
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Verlauf einer

Infektion und Biofilm-Bildung

S. sanguinis @
A. viscosus QO

F. nucleatum \

P, mtermedla

P. gingivalis ™
T. forsytnensis &

A. actinomycetemcomitans /
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Biofilmbildung.
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Plagque in verschiedenen Dimensionen

BIOFILMS: Microbial view of
periodontal pathogens within
dental biofilms above and below
the gingival margin
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http://fiveparksdental.com/yahoo_site_admin/assets/images/img_tooth_decay.136143318.gif
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Filamente von Corynebacterium (lila) mit
Kokken (grun) wohlstrukturiert in Plague

20 pm

Mark Welch et al., PNAS 2016
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Krankheitserreger im Wasser der

Zahnarztpraxis

» Wasser in der Zahnarztpraxis: potentielle Infektionsquelle ftr
Patienten als auch ftr das Personal durch darin enthaltene
Krankheitserreger

» Wasser wird bei der Behandlung vom Patienten verschluckt und gelangt
In Schleimhautlasionen, und wird auf3erdem als
Aerosol von ihm, dem behandelnden Arzt und der
Helferin eingeatmet.

» Krankheitserreger, die im Wasser der Zahnarztpraxis
haufig vorkommen, sind Legionellen, coliforme Keime,
E. coli und Pseudomonas aeruginosa.

> Alle von ihnen kommen in Biofilmen vor und kdnnen
sich darin vermehren

» Studie der Canadian Dental Association: Bei
zahnmedizinischem Personal haufigere Legionellen-
Antikdrper und eine veranderte Besiedlung der Nasenschleimhaut

» Besonders fUr immunsupprimierte Patienten kann kontaminiertes Wasser
aus der Dentaleinheit zur Gefahr werden, da selbst eine geringe Anzahl
an Krankheitserregern zu Infektionen fihren kann.
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Biofilme Uberall

» Rohrleitungen, Schlauche, Armaturen:
- Ungeeignetes Leitungs- und Armaturenmaterial
- Unregelmalige Entnahmecharakteristik, Stagnation
- Totstrange im Haus
- Geringe Uberwachung und Wartung

Fehlerhafte
Reinigung:

Vom Siphon zum
Wasserhahn

Prof. M. Exner, Univ. Bonn

Ein Wasserhahn von innen
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Biofilme Uberall: Waschbecken

Das Waschbecken im Behandlungsraum muss die
vorgeschriebene Hygieneausstattung aufweisen.

» In einem Hygieneplan der Zahnarztpraxis werden
die regelméafligen Mal3nahmen zur Erhaltung der Hygiene dokumentiert.

» Absolut vermeiden: Seifensticke, Textilhandticher oder Handetrockner
am Waschbecken im Behandlungsraum, da die Gefahr einer
Keimbesiedelung zu hoch ist.

Geblasetrockner vermeiden, sie verbreiten Aerosole
Mobiliar: glatte, desinfizierbare Oberflachen

Keine Flussigabfalle ins Waschbecken im Behandlungsraum
Diesen Bereich regelmafig reinigen und desinfizieren

Der Austausch der Armaturen am Waschbecken im Behandlungsraum
wird dem Zahnarzt nicht explizit vorgeschrieben, jedoch sollte der
Perlator von Zeit zu Zeit grindlich gereinigt oder erneuert werden.

» Eine regelméalige Wasseranalyse (mindestens 3-4 mal im Jahr) kann
das Risiko aus der Leitung frtihzeitig lokalisieren.

Landesgesundheitsamt Baden-Wurttemberg: Hygienegerechte Ausstattung der Arztpraxis. Link: http://www.gesundheitsamt-

bw.de/SiteCollectionDocuments/30 Gesundheitsth Hygiene/Praxisausstattung.pdf
RS =7 Y T UNIVERSITAT
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http://www.gesundheitsamt-bw.de/SiteCollectionDocuments/30_Gesundheitsth_Hygiene/Praxisausstattung.pdf

Biofilme im Lumen flexibler Schlauche
(SEM with kind permission of David Harper and Dr Tom Makin)
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Wasserstoff-Peroxid

» Enzymatische Inaktivierung von H,O, durch Katalase
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== Koloniezahl Wachstumsverhinderung Biozid
=&#= Gesamtzellzahl Wachstumsverhinderung Biozid

Koloniezahl und Gesamtzellzahl [cm ]
|5\U'I

2
10 == Koloniezahl Wachstumsverhinderung Kontrolle
10t == Gesamtzellzahl Wachstumsverhinderung Kontrolle
0
10 T T T T T
7 14 21 28 35 42

Zeit [d]
Bestimmung der Koloniezahlen und der Gesamtzellzahlen vor und nach
Biozidbehandlung mit 12,6 mg/L H,O, fur 15 min an 42 aufeinander
folgenden Tagen. Biozidbehandlung ab dem ersten Tag (Schulte, Diss. 2003)
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Chemische Desinfektion — die Losung?

Inaktivierung ist keine Reinigung!

> 6 Ig= unter Nachweisgrenze (0 KBE/cm? ; 7,65x103 GZZ/cm?)

" ECA=elektrochemisch aktiviert

Wirkstoff Zudosierung Konfr?]r;t/rl?tion Behandlung FI(egll;/k(‘:[rlr?% Fgg;/l::t:r?zr]]
Cl, (ECA) kontinuierlich 0,3 70 Tage 6 log 2 log
Cl, (ECA)’ Stossbehandlung 25 6 Stunden 6 log 6 log
ClO, kontinuierlich 0,2 70 Tage 6 log 3 log
ClO, Stossbehandlung 10 6 Stunden 6 log 1 log
H,O,+Fruchtsaure | Stossbehandlung 1.000 4 Stunden 6 log 1 log
H,O,+Ag Stossbehandlung 10.000 4 Stunden 6 log 1 log
O, diskontinuierlich 0,1 14 Tage 6 log 6 log

* Bei effektiver Anwendung kénnen mit allen getesteten Produkten
Im Hinblick auf KBE sehr gute Ergebnisse erzielt werden

 Die Betrachtung der GZZ zeigt: Biomasse bleibt
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Gebel et al., 2010
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Was tun, um die Infektionsquelle Wasser unter

Kontrolle zu behalten?

» Wasser an allen Entnahmestellen der Behandlungseinheiten in der
Zahnarztpraxis fur mindestens zwei Minuten ablaufen lassen.

» Dadurch wird die wahrend der Stagnation entstandene mikrobielle
Belastung erheblich reduziert. :

» Nach der Behandlung eines Patienten sollten
die benutzten Entnahmestellen fur ca. 20 secj
durchgespult werden.

» Ebenso: Einrichtung einer Dauerentkeimung
des Wassers in der Zahnarztpraxis sowie
einmal tagliche Intensivdekontamination

» Die Aufbereitung von Wasser kann mittels
UV-Entkeimung (Vorsicht: Tribung!) oder DeS|nfektlonsmlttelzugabe
erfolgen.

» Einige Dentaleinheiten erhitzen das Wasser im Vorratsbehélter auf ca.
70 bis 80°C, wodurch Krankheitserreger im Wasser weitgehend
unterdriickt werden

» Abkuhlung dieses Wassers vor Patientenkontakt wird hoéflich erbeten

UNIVERSITAT
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Fazit: am Ende gewinnt immer der Biofilm

Biofilme sind die &lteste, erfolgreichste und am weitesten verbreitete
Lebensform auf der Erde

Biofilme: Habitat flr hygienisch relevante und pathogene Mikroorganismen
Biofilme: Ursache fur Infektionen, kontaminierte Katheter und Implantate
Problem: erhdhte Toleranz gegenuber Antibiotika und Desinfektionsmitteln
Biofilme spielen eine wichtige Rolle als Keim-Reservoir bei der hygienischen
Sicherheit von Wasser in Dentaleinheiten

Keine KBE heil3t nicht, dass alle Keime tot sind!

Besonderes Problem: lange Leitungen und Schlauche, Dichtungen,
Armaturen, Rohrsysteme der Hausinstallation, gerlnge Uberwachung
Abt6tung ist keine Reinigung

atschlage:

Spulen, spulen, splen!
Leitungssysteme uUberprifen
, Totleitungen® eliminieren
Regelmaldige Wasseranalysen
Regelmafige Desinfektionsmalinahmen
Qualitdtsmanagement und Hygieneplan
Bei hartnackigen Kontaminationen:
& Kontaminationsquelle ermitteln,
& weitergehende Analytik!
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Beim Bio-Zahnarzt

DIE KLEINEREN LOCHER FULLES
Wik MIT HIMBEERKERMEN !
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