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Zusammenfassung

Nosokomiale Infektionen sind durch Bakterien, Viren, Pilze oder Parasiten verursachte
Infektionen, welche sich Patienten in Gesundheitszentren wie Spitdlern oder Pflegeheimen
zuziehen. Die Bekampfung resistenter Bakterien ist dabei eine immense, globale Heraus-
forderung. Massnahmen missen stetig weiterentwickelt und ergidnzt werden. Die wirksame
Desinfektion im Allgemeinen und speziell die Oberflachendesinfektion sind dabei zentral.
Oberflachendesinfektionsmittel miissen von nationalen Gesundheitsbehérden zugelassen sein.
Fir die Zulassung braucht es in Europa und der Schweiz unter anderem einen standardisierten
Wischtest nach Europdischer Norm. Dieser Wischtest muss mit einem PVC-Standardmaterial
durchgefihrt werden. Es ist nicht sichergestellt, ob die mikrobiologischen Testanforderungen
auch bei anderen Materialien erfillt waren. Das wurde in der vorliegenden experimentellen
Untersuchung an zwei Arbeitsflaichenmaterialien (Edelstahl und High Pressure Laminate) und
einem PVC-Bodenmaterial anhand von zwei zugelassenen bakteriziden Desinfektionsmitteln
Uberprift. Alle drei untersuchten Oberflaichenmaterialien kommen in Operationssalen zum
Einsatz.

Nach der erfolgreichen Durchfiihrung des Tests mit dem PVC-Standardmaterial wurden die drei
anderen Oberflachen untersucht. Mit Edelstahl und dem OP-Bodenmaterial waren die mikro-
biologischen Testanforderungen nach dem Wischtest erfillt. Fir beide Oberflaichen wurden
zusatzlich bakterizide Eigenschaften, ohne Einwirkung von Desinfektionsmittel, nachgewiesen.
Mit HPL konnten die Anforderungen bei keinem Test erreicht werden. Der Grund ist unklar.

Das Erreichen der Anforderung von zugelassenen Desinfektionsmitteln ist folglich flr andere
Oberflachenmaterialien, ohne Zusatzpriifung, nicht sichergestellt.

Die insgesamt vier Oberflachenstrukturen der Materialien wurden zusatzlich mittels REM- und
3D-Laserscanning-Mikroskopie analysiert. Es konnte ein Zusammenhang zwischen der Ober-
flachenstruktur und deren Desinfizierbarkeit hergestellt werden. HPL hat eine deutlich glattere
Oberflache als die lbrigen Materialien. Es sind keine Rillen, Poren oder Furchen sichtbar. Diese
aufrauenden Strukturmerkmale kénnten, verursacht durch adhésive Kapillarkrafte, die Benetz-
barkeit und damit die Desinfizierbarkeit auf den anderen drei Oberflachen intensiviert haben.
Mit einer dhnlich aufgerauten HPL-Oberflache, wie sie z.B. bei Edelstahl vorkommt, konnte diese

These Uberprift werden.
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1  Einleitung

In  Gesundheitseinrichtungen werden fiir Arbeitsflichen, Bdden, Wande und Decken
unterschiedliche Werkstoffe verbaut. In dieser Arbeit wird einerseits die Desinfizierbarkeit von
drei im Gesundheitswesen haufig verbauten Oberflaichenmaterialien mit zwei behordlich
zugelassenen Desinfektionsmitteln untersucht. Andererseits wird ein Zusammenhang zwischen
mikroskopischer Oberflachenstruktur und Desinfizierbarkeit eruiert.

Fiir die Desinfektionsversuche steht der fiir die Zulassung von Desinfektionsmitteln vorge-
schriebene, standardisierte Wischtest der Europadischen Norm EN 16695 zur Verfligung. Dieser
Test wird zuerst reproduziert und wiederholt! und anschliessend auf andere Oberflichen-

materialien ausgedehnt.

Aus dieser Zielsetzung lassen sich folgende Leitfragen mit Hypothesen herleiten:

Ist das Erreichen der Wischtest-Anforderungen zur Zulassung von Fldchendesinfektionsmitteln im

Gesundheitswesen fiir andere Oberflichenmaterialien sichergestellt und ldsst sich ein

Zusammenhang zwischen Oberfléchenstruktur und Desinfizierbarkeit herstellen?

Hypothesen:

1. Die Wischtest-Anforderungen miissen auch mit anderen, im Gesundheitswesen gebréuch-
lichen Oberfldchen-Materialien erreicht werden kénnen.

Argumente:

—Die Auswahl des Standard-Oberflidchenmaterials, kombiniert mit der Wischtestmethode
und den Anforderungen zur Zulassung von bakteriziden Oberfliichendesinfektionsmitteln
sind so gewdihlt, dass die Desinfektion von anderen geeigneten Oberfldchenmaterialien
sichergestellt ist.

—Die Oberfliichenmaterialien in Gesundheitseinrichtungen miissen so ausgewdhlt sein, dass
eine sichere Desinfektion gewdhrleistet ist. Dabei muss bei Arbeitsfldichen auf mdglichst
glatte Oberfldchen geachtet werden. Fussbodenoberfliichen miissen aber geniigend

strukturiert sein, damit die geforderte Rutschfestigkeit gewdhrleistet ist.

2. Je glatter eine Oberfldche ist, desto besser ist sie desinfizierbar.
Argument:
Ein Desinfektionsmittel kann auf einer glatten Oberfléiche die bakteriellen Verunreinigungen

viel besser erreichen als auf einer rauen Oberfléiche.

'Reproduzieren: unter anderen Bedingungen (Labor, Personen etc.) wieder durchfiihren
Wiederholen: unter genau gleichen Bedingungen (Personal, Labor, etc.) wieder durchfiihren
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1.1 Nosokomiale Infektionen und multiresistente Bakterien

Nosokomiale Infektionen, auch als Krankenhausinfektionen bekannt, sind Infektionen, die
Patienten wahrend ihres Aufenthalts in Gesundheitseinrichtungen wie Krankenhduser durch
Ansteckung mit Bakterien, Viren, Pilze oder Parasiten entwickeln. Diese Infektionen treten
friihestens 48 Stunden nach der Aufnahme in die Einrichtung auf oder im Fall von Lungen-
entziindungen bis zu 60 Tagen nach der Entlassung und wurden zum Zeitpunkt der Aufnahme
nicht diagnostiziert (1).

Nosokomiale Infektionen kénnen zu einer Verschlechterung des Gesundheitszustandes fiihren,
die Genesung verzogern und die Behandlungskosten erhdhen. Patienten mit geschwachtem
Immunsystem oder chronischen Krankheiten sind besonders anfallig fiir nosokomiale

Infektionen.

Influenzavirus 6,4%

Norovirus /
76% > mehrere/sonstige Viren 1,5%

\ Parasiten 0,2%
\ Pilze 09
) \ Bakterien 8,9%

\ mehrere/sonstige Bakterien 0,9%

\_ Rotavirus 6,4%

Abbildung 1: Anteil der Erreger/Erregergruppen bei nosokomialen Infektionen 2016 in Deutschland

Die Abbildung 1 zeigt den Anteil der Erreger/Erregergruppen an der Gesamtzahl Ubermittelter
nosokomialer Ausbriiche in Deutschland 2016 (2). Die meisten nosokomialen Infektionen wurden
durch Viren verursacht. Die Bakterieninfektionen kamen nach den Norovirus-Infektionen an
zweiter Stelle. Dieses Bild diirfte sich heute, in der Postcoronazeit, nicht wesentlich verandert

haben und auch fiir die Schweiz gelten.

Eine der Hauptursachen ist die Exposition gegeniliber pathogenen Mikroorganismen in einer
Umgebung, die eine hohe Dichte von kranken Menschen aufweist. Krankenhduser und
Gesundheitseinrichtungen bieten ideale Bedingungen fiir die Verbreitung von Bakterien, Viren
und Pilzen. Die hiufigste Ubertragungsart ist der direkte Kontakt von Mensch zu Mensch, z.B.

durch Handeschiitteln oder Umarmungen. Aber auch indirekte Ubertragung tiber kontaminierte
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Oberflachen, medizinische Gerate und Instrumente spielen eine grosse Rolle. In einigen Fallen
konnen Infektionen auch lber die Luft Gbertragen werden, wenn infektiose Partikel von einem
Patienten direkt oder indirekt auf andere Personen in der Umgebung gelangen.

Risikofaktoren fiir die Ubertragung sind (3):

— Die Nichteinhaltung von Hygienevorschriften und Infektionskontrollmassnahmen

— Unzureichende Hand- und Personenhygiene

— Ungeniigende Reinigung und Desinfektion von Oberflaichen und Geraten sowie die
Verwendung von kontaminierten Instrumenten

— Unsachgemasse Installation und Wartung von Liftungssystemen
— Unsachgemasse Installation, Einsatz und Wartung von Geraten und Einrichtungen

— Ungenigende Ausbildung und Sensibilisierung von medizinischem Personal, Patienten und
Besuchern

— Geschwachtes Immunsystem

— Invasive medizinische Eingriffe wie Operationen, Katheterisierung oder kiinstliche Beatmung
— Langwierige Krankenhausaufenthalte

— Antibiotika-Behandlung

— Korperliche Nahe zu infizierten Menschen

Die Identifizierung und das Management dieser Risikofaktoren in Kombination mit zeitnahen
Korrekturen und Verbesserungen in einem multidisziplindren Ansatz sind entscheidend, um die
Verbreitung von nosokomialen Infektionen zu reduzieren. Verschiedene Experten wie Arzte,
Pflegekrafte, Hygienefachleute, Mikrobiologen, Epidemiologen und Gesundheitsbehdrden
miussen eng zusammenarbeiten, um die Verbreitung von Infektionen zu kontrollieren und das

Infektionsrisiko zu minimieren.

Infektionen, welche durch antibiotikaresistente Bakterien ausgelost werden, sind eine Form von
nosokomialen Infektionen. Diese Infektionen sind eine der driangendsten globalen Heraus-
forderungen in der modernen Medizin. Die wachsende Zahl von Antibiotikaresistenzen hat die
Behandlung derartiger Infektionen deutlich erschwert und kann schwerwiegende Folgen fiir die
Gesundheit haben.

Eine Antibiotikaresistenz bezeichnet die Fdhigkeit von Bakterien, gegen die Wirkung von
Antibiotika unempfindlich zu werden, was dazu fiihrt, dass diese Medikamente ihre Wirksamkeit
bei der Bekdampfung von Infektionen verlieren. Antibiotikaresistente Bakterien lberleben trotz
der Behandlung mit Antibiotika und kénnen sich im Kérper vermehren, was zu schwereren und
langer anhaltenden Infektionen fihren kann.

Die Entstehung von Antibiotikaresistenz ist ein natlrlicher Prozess, der sich im Laufe der Zeit
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entwickelt hat. Bakterien haben die Fahigkeit, sich genetisch zu verandern und Mutationen zu
entwickeln. Wenn ein Antibiotikum eingesetzt wird, um eine bakterielle Infektion zu bekdampfen,
kénnen einige Bakterien durch Zufall Mutationen entwickeln, die es ihnen ermoglichen, dem
Medikament zu widerstehen. Diese resistenten Bakterien Uberleben und vermehren sich,
wahrend empfindliche Bakterien durch die Behandlung abgetotet werden.

Ein wichtiger Faktor fir die Entstehung von Antibiotikaresistenzen ist der unsachgemasse
Gebrauch von Antibiotika, wenn diese falsch eingesetzt oder vorzeitig abgesetzt werden.
Weitere begiinstigende Elemente fiir die Ubertragung resistenter Keime sind der Einsatz von
Antibiotika in der Landwirtschaft oder Tierhaltung. Zudem spielen der internationale Reise-

verkehr und damit der globale Austausch von Bakterien eine grosse Rolle (3).

GBD super-region Resistance
[ Central Europe, eastern Europe, and central Asia [ Associated with resistance
150 [ High income [ Attributable to resistance

[ Latin America and Caribbean

1 North Africa and Middle East

= South Asia

[ Southeast Asia, east Asia, and Oceania
[ Sub-Saharan Africa

100

SO haaa

Deaths (rate per 100000 population)

GBD region

Abbildung 2: Altersiibergreifende globale Todesrate durch bakterielle Resistenzen

Die Abbildung 2 zeigt in den farbigen Saulen den Anteil der globalen Todesfalle im Jahr 2019 pro
100'000 Einwohner und davon in den dunklen Sdulen den Anteil der Patienten, welche an und

mit bakteriellen Resistenzen gestorben sind, aufgeteilt nach GBD-Region (Global Burden Disease,
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Globale Krankheitslast). Die diinnen Linien zeigen den jeweiligen grossen Fehlerbereich an. Die
jahrlichen Todesraten in den Entwicklungs- und Schwellenregionen sind erwartungsgemass
hoher als in den entwickelten Regionen. Wenn die Fehlerbereiche ausser Betracht gelassen
werden, ist der Beitrag von Todesfallen, wo bakterielle Resistenzen im Spiel waren, in den
Entwicklungs- und Schwellenregionen, tendenziell héher als in den Gbrigen Regionen und liegt

Uber alle Regionen bei 20 bis 25% (4).

In der Schweiz gibt es rund 7200 Infektionen pro Jahr durch Antibiotikaresistenzen. Im Jahr 2019
sind rund 300 Personen von insgesamt 67'000 Todesfallen (1 von 200) an Antibiotikaresistenzen
gestorben (5). Diese Zahl dirfte wesentlich hoher liegen, wenn auch die Todesfalle mit anti-
biotikaresistenten Keimen, wie in Abbildung 2, hinzugezogen wiirden, wo also eine Antibiotika-

resistenz vorlag, die Todesursache aber nicht direkt darauf zurickzufihren war.

Der methicillinresistente Staphylococcus aureus MRSA gilt als einer der gefahrlichsten und
verbreitetsten Vertreter grampositiver multiresistenter Bakterien (6). Es handelt sich um eine
Variante des Bakteriums Staphylococcus aureus. Unter dem Mikroskop hat diese Keimart ein
kugelformiges bis ovales Erscheinungsbild.

Methicillin ist ein Antibiotikum, welches von der Pharmafirma Beecham 1959 auf den Markt
gebracht wurde. Es handelt sich um ein Beta-Laktam-Antibiotikum, welches zur Optimierung der
Eigenschaften und Wirksamkeit vom urspriinglichen Penicillin hergeleitet wurde. Es wird heute
angenommen, dass MRSA prinzipiell gegen alle Beta-Laktam-Antibiotika resistent ist. Flir diese
Falle missen andere Antibiotikaklassen als Reserveantibiotikum eingesetzt werden, welche aber,
verglichen mit den Beta-Laktam-Antibiotika, erhebliche Nebenwirkungen haben kénnen, aber
auch dort eine Resistenzbildung nicht ausgeschlossen werden kann (7).

MRSA kann natirlicherweise auf der Haut und in den Schleimhauten, speziell im Nasenvorhof
von Menschen vorkommen, ohne dass Krankheitssymptome auftreten. Dieses Phdnomen wird
als "Besiedlung" bezeichnet. MRSA wird hauptsachlich durch den direkten Kontakt liber die
Hande von Mensch zu Mensch aber auch durch indirekten Kontakt via Gegenstande wie Gerite,
Turklinken, Wasserhidhne, Arbeitsflichen etc. weitergegeben. Die oben beschriebenen Uber-
tragungsrisiken und Massnahmen fir nosokomiale Infektionen gelten, mit Ausnahme der Lif-
tungssysteme, auch fiir MRSA. Die Ubertragung durch Trépfchen spielt eine sehr untergeordnete
Rolle und die Ubertragung tiber die Raumluft kommt nicht vor (8). MRSA-Bakterien kénnen auf

unbelebten Oberflichen? rund ein halbes Jahr tiberleben (9).

2 Unbelebt im Gegensatz zu belebten Zwischenwirten wie zum Beispiel Stechinsekten
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Zur Diagnose spielen neben den herkdmmlichen mikrobiologischen Untersuchungsmethoden
schnelle diagnostische Verfahren eine immer grossere Rolle, damit die Ausbreitung so schnell
wie moglich gestoppt werden kann. Dazu gehdren beispielsweise die Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) oder Massenspektrometrie-basierte Methoden (10), die eine schnelle und prazise Identi-

fizierung von Bakterien und anderen Erregern ermaoglichen.

Hautinfektionen sind eine der haufigsten Manifestationen von MRSA. Typischerweise treten
rote, geschwollene und schmerzhafte Abszesse oder Furunkel auf der Haut auf. Diese kdnnen mit
Eiter geflllt sein und manchmal auch Fieber verursachen.

MRSA kann auch Atemwegsinfektionen wie Lungenentziindungen verursachen, insbesondere bei
Menschen, die unter Beatmung sind. Diese Art von Infektionen kann schwerwiegende Kompli-
kationen mit sich bringen und eine intensivmedizinische Behandlung erfordern.

Eine besonders gefahrliche Form von MRSA-Infektionen sind die sogenannten invasiven MRSA-
Infektionen, bei denen die Bakterien in den Blutkreislauf gelangen. Dies kann zu einer
lebensbedrohlichen Sepsis flihren, welche durch einen rapiden Blutdruckabfall, verursacht durch
die Erweiterung der Blutgefdsse mit gleichzeitiger, koagulierender Blutverdanderung, zu einem
septischen Schock fiihren kann. Neben drohenden Gehirnblutungen und Schlaganfallen kénnen
die lebenswichtigen Organe und Extremitaten im Extremfall nicht mehr mit geniigend Sauerstoff
versorgt werden. Abgestorbene Extremitdaten missen amputiert werden. Das Versagen von
lebenswichtigen Organen kann zum Tod fiihren. Die Symptome einer Sepsis sind oft unspezifisch
und kénnen Fieber, Schittelfrost, Verwirrtheit, schnelle Atmung und einen beschleunigten

Herzschlag umfassen. Eine Sepsis erfordert eine sofortige medizinische Notfallbehandlung (11).

Die Entwicklung neuer antimikrobieller Therapien ist von hochster Bedeutung. Innovative
Medikamente sollen gezielt resistente Bakterien angreifen und bekdampfen. Zudem wird die
Erforschung alternativer Therapieansatze wie Phagen-Therapie (12) und Immuntherapien (13)

intensiviert, um das Behandlungsspektrum von bakteriellen Infektionen zu erweitern.

Die Methoden zur Verhinderung von Keimibertragungen in Gesundheitseinrichtungen werden
weiter optimiert, um das Infektionsrisiko fiir Patienten, Personal und Besucher zu minimieren.

Die effiziente Flachendesinfektion spielt dabei eine zentrale Rolle.

1.2 Die bakterizide Flachendesinfektion

In Krankenhdusern, Kliniken und anderen medizinischen Einrichtungen kdnnen sich MRSA-
Bakterien auf Oberflachen wie Arbeitsflaichen, B6den, Wanden oder sogar Decken ansammeln.

Ein wirksames bakterizides Flachendesinfektionsmittel muss eine breite Wirksamkeit gegen
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verschiedene Bakterien, insbesondere gegen multiresistente Bakterien aufweisen.
Desinfektionsmittel werden in unterschiedliche Kategorien eingeteilt, wie zum Beispiel Alkohole,
Chlorverbindungen, Peroxide oder quartare Ammoniumverbindungen. Abhangig von Einsatz-
bereich und zu desinfizierender Flache konnen unterschiedliche Desinfektionsmittel eingesetzt
werden.

Die Wirksamkeit der Desinfektion hangt nicht nur von der Wahl des Desinfektionsmittels ab,
sondern auch von der Anwendung und Einwirkzeit. Eine griindliche Reinigung der zu desinfi-
zierenden Oberflachen ist von entscheidender Bedeutung, da Schmutz und organische Stoffe die
Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln beeintrachtigen kdnnen. Die Einwirkzeit ist ebenfalls
wichtig, da einige Desinfektionsmittel eine gewisse Zeit bendtigen, um die Keime sicher abzu-
toéten.

Zusatzlich zu den Desinfektionsmitteln spielen auch die verwendeten Verfahren eine wichtige
Rolle. Je nach Art der Oberflache und des zu desinfizierenden Objekts kdnnen unterschiedliche
Verfahren wie Spriihen, Wischen oder Aerosol-Vernebelung zum Einsatz kommen. Das korrekte

Anwenden dieser Verfahren ist entscheidend, um eine effektive Desinfektion zu gewahrleisten.

Desinfektionsmittel miissen am Einzelbakterium von aussen nach innen, verschiedene Barrieren
wirksam Uberwinden, bevor sie schliesslich in das Zellinnere gelangen und die Zelle unschadlich
machen kdénnen:

1. Die Zellwand, einem komplexen Netzwerk von Makromolekiilen, insbesondere aus
Peptidoglykan, auch bekannt als Murein. Peptidoglykan ist ein einzigartiges Strukturmerkmal
von Bakterien und verleiht der Zellwand Festigkeit und Form. Es ist eine Kombination aus
Polysacchariden (Zuckermolekilen) und quervernetzten Peptiden.

2. Die semipermeable Zellmembran besteht aus einer Doppelschicht aus Phospholipiden, wobei
die hydrophilen Teile gegen aussen und gegen das Zellinnere gerichtet sind. Damit bildet sich
dazwischen die hydrophobe Lipidschicht. Ausserdem enthdlt die Membran die
Membranproteine, deren wesentliche Funktion der Stofftransport in und aus der Zelle ist.

3. Nachdem die Desinfektionsmittel die Zellmembran durchdrungen haben, gelangen sie in das
Zellinnere. Dort kdnnen sie verschiedene zelluldre Prozesse storen und das Bakterium weiter

schadigen, was schliesslich zu seiner Abtotung flhrt.
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Abbildung 3: Schema der Zellhiille eines grampositiven Bakteriums

Abbildung 3 zeigt schematisch einen Ausschnitt der Zellen-Hiille eines grampositiven Bakteriums
mit der mehrschichtigen dicken Mureinschicht oben und der Zellmembran mit der Phospholipid-

Doppelschicht unten (14).

Desinfektionsmittel auf Basis von niederen Alkoholen wie Ethanol, Propanol, Isopropanol,
Butanol denaturieren die Proteine. Mit der Denaturierung der Proteine wird die raumliche
Struktur der Proteine, deren Faltung, aufgehoben und damit gehen die biologischen Funktionen
verloren. Alkohole dringen durch die Zellwand und die Zellmembranen in das Zelleninnere ein
und die Zelle wird abgetdtet. Sie sind schnell wirksam und universell einsetzbar, sind aber wegen
der problematischen Arbeitshygiene und der Brand-/Explosionsgefihrlichkeit nicht fir alle
Zwecke geeignet.

Die dussere Zellmembran wird durch quartare Ammoniumverbindungen, welche als Tenside zum
Einsatz kommen, beschadigt. Die kationischen Enden dieser Verbindungen docken an die dussere
anionische Hille der Phospholipid-Doppelschicht der Zellmembran an. Zusammen mit den
lipophilen Enden dieser Verbindungen wird die Doppellipidschicht der Membran destabilisiert,
was zum Austritt von Zellbestandteilen und letztendlich zum Zelltod fihrt (15).
Flachen-Desinfektionsmittel fir Spezialanwendungen |6sen oxidative Reaktionen in den
Bakterienzellen aus, die zu einer Schadigung der DNA und anderer zelluldarer Bestandteile flihren.
Hierzu gehoren Peroxide, wie Wasserstoffperoxid, Peressigsaure oder Chlorverbindungen, wie

8/48



Natriumhypochlorit (Bleichmittel).

Oft kommt bei Desinfektionsmitteln eine Kombination dieser Wirkmechanismen zur Anwendung.

1.3 Methoden fir die Oberflachendesinfektion

Wischdesinfektion, die Methode der Wahl:

Es wird entweder das Desinfektionsmittel auf die zu desinfizierenden Oberflachen aufgetragen
und dann mit einem Tuch homogen verteilt oder das Tuch wird vor der Desinfektion mit der
Desinfektionslosung getrankt. Die vom Hersteller vorgeschriebene Kontaktzeit der Desinfek-
tionslosung mit der Oberflache muss unbedingt eingehalten werden, um eine effektive Wirkung
zu gewahrleisten. Fir Arbeitsflaichen werden bevorzugt Fertigwischtiicher auf alkoholischer Basis
eingesetzt. Die Einwirkzeit nach dem Wischen betrdagt mindestens eine Minute. Wenn die
Desinfektionsflissigkeit von der Oberflaiche verdampft und nicht mehr sichtbar ist, kann die
Oberflache als desinfiziert betrachtet werden.

Boden und Wande werden in der Regel mit verdiinnten Desinfektionsmittelkonzentraten auf der
Basis von quartaren Ammoniumverbindungen mit getrankten Wischtiichern desinfiziert. Hier ist
die vorgeschriebene Einwirkzeit mindestens eine Stunde.

Der Vorteil der Wischdesinfektion ist die einfache Anwendung und Durchfihrbarkeit.

Nachteilig ist, dass mit dieser Methode unzugangliche Stellen, wie z.B. Ecken nicht desinfiziert

werden.

Spriihdesinfektion als Ergédnzung zur Wischdesinfektion:

Das Desinfektionsmittel wird in Form von Spriihnebel oder Aerosol auf die zu desinfizierenden
Oberflachen aufgebracht. Die Spriihdesinfektion kann entweder mit einer Spriihflasche oder mit
speziellen Spriihgeraten durchgefiihrt werden. Das Desinfektionsmittel wird dabei auf die
Oberflachen gespriiht und nach der vorgeschriebenen Einwirkzeit abgewischt oder trocknen
gelassen.

Vorteile: Die Spriihdesinfektion kommt in Gesundheitszentren an den Stellen zum Einsatz, wo
mit der Wischdesinfektion keine oder nur eine ungeniigende Desinfektion erreicht werden kann.
Nachteile: Die Spriihdesinfektion in Gesundheitszentren wird nicht empfohlen, weil damit eine
homogene Verteilung des Desinfektionsmittels auf Oberflachen nicht gewahrleistet werden kann
(16). Ausserdem sind mit dieser Methode, bei ungeniigender Personenschutzausristung,
Gesundheitsrisiken durch Hautkontakt oder eingeatmete Aerosole verbunden. Mit Des-

infektionsmitteln auf Alkoholbasis kommen die Brand- und Explosionsrisiken hinzu.

Raum- Aerosol-Vernebelung als Spezialanwendung:

Die Raum-Aerosol-Vernebelung zur Oberflachendesinfektion ist eine spezielle Methode, bei der
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Desinfektionsmittel wie Wasserstoffperoxid, Peressigsdaure, quartaire Ammoniumverbindungen,
Alkohole in feinste Partikel (Aerosol) verwandelt und als Nebel auf die zu desinfizierenden
Oberflachen verteilt werden. Diese Methode wird haufig in Bereichen angewandt, in denen eine
grossflachige, schnelle und griindliche Desinfektion erforderlich ist. Die Aerosol-Vernebelung
erfolgt in der Regel mit Hilfe von speziellen Vernebelungsgeraten. Das Desinfektionsmittel wird
in winzige Partikel zerstaubt und als feiner Nebel in die Luft freigesetzt. Dieser Nebel breitet sich
in der Umgebung aus und setzt sich auf den Oberflachen nieder, wodurch eine gleichmassige
Desinfektion erreicht wird.

Vorteile: Homogene und zeitsparende Abdeckung grosser Flachen und schwer zuganglicher
Bereiche.

Nachteile: Bei der Aerosol-Vernebelung besteht das Gesundheitsrisiko, dass das Desinfektions-

mittel von Personen eingeatmet wird, und im Fall von brennbaren Desinfektionsmitteln besteht

eine Brand-/Explosionsgefahr.

1.4 Zulassung von Oberflachen-Desinfektionsmitteln in der Schweiz

In der Schweiz missen bakterizide Desinfektionsmittel fiir Oberflachen in Krankenh&usern,
Pflegeheimen, Laboratorien und der Industrie vom Bundesamt fiir Gesundheit zugelassen sein.
Voraussetzung fiir die Zulassung ist ein Wirksamkeitsdossier.

Es missen in einer ersten Stufe quantitative Suspensionstests gemass europaischen Normen EN
1276 oder EN 13727 (und EN 14348) durchgefiihrt werden, wo eine Suspension von
vorgeschriebenen lebenden Keimen mit dem Desinfektionsmittel in Kontakt gebracht und die
Keimreduktion mikrobiologisch quantitativ bestimmt wird.

Wenn diese Anforderungen erfillt sind, muss eine weitere Prifung unter praxisnahen
Standardbedingungen gemass EN 16615 mit dem 4-Felder-Test erfolgen (17).

Wenn alle Testanforderungen erfiillt und weitere Daten gemadass Antragsformular, wie z.B.

Okotoxdaten vorhanden sind, dann kann der Zulassungsantrag eingereicht werden.

1.5 Oberflaichenmaterialien im Gesundheitsbereich

Es werden hier Oberflachenwerkstoffe betrachtet, welche in einem hygienisch kritischen Bereich,
wie dem Operationssaal in einem Spital, verbaut sind.
Dazu gehoren Edelstahl und HPL (High Pressure Laminate) fir Arbeitsflichen und fiir den Boden

ein spezielles elektrisch leitfahiges PVC.
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Edelstahl fiir Arbeitsfléichen:

Edelstahl ist eine Legierung aus Eisen, Chrom und anderen Elementen wie Nickel und Molybdan.
Der Chromgehalt ist entscheidend fiir die Eigenschaften von Edelstahl, da er dem Material seine
Korrosionsbestandigkeit gegeniber vielen Medien verleiht. Ausserdem ist er robust, leicht zu
reinigen und Uber Jahre dsthetisch ansprechend.

Die erforderlichen mikroskopisch kleinen Oberflaichenrauheiten konnen nur durch Schleifen und
Polieren erreicht werden. Es wird eine mittlere Rillentiefe in der Gréssenordnung von einem

Mikrometer angestrebt.

HPL fiir Arbeitsfldchen:

HPL (High Pressure Laminate) ist ein duroplastisches?, chemisch stark vernetztes Copolymerisat
aus den Monomeren Phenol, Melamin und Formaldehyd. Papierstreifen werden mit einem
Phenolharz, gewonnen aus chemischer Addition* von Phenol und Formaldehyd, getrankt und
Ubereinandergelegt. Als Deckschicht dienen mit Melaminharz getrankte Papierstreifen, gewon-
nen aus chemischer Addition von Melamin und Formaldehyd. Die Polykondensation® findet statt,
indem die Schichten unter hohem Druck und hoher Temperatur zusammengepresst werden.
HPL ist ein vielseitiges, gegen Abrieb, Kratzer und Flecken resistentes Material. Dank seiner
widerstandsfahigen und glatten Oberflache soll HPL auch leicht zu reinigen und desinfizieren
sein, weshalb es in Krankenhdusern oft zum Einsatz kommt. Fiir diesen Zweck wird die Oberflache
zusatzlich mit speziellen Verfahren antibakteriell gemacht. Dabei werden in einer Glasmatrix
fixierte Silberionen im Monomergemisch, welches die Oberflachenschicht bildet, vollstandig
dispergiert. Eine Aktivierung der Sanitized® Silver Technologie erfolgt durch die Feuchtigkeit der
Reinigungs- und Desinfektionsmittel. Bakterien nehmen Silberionen auf, welche dann ihre
Zellteilung blockieren und sie neutralisieren (18). Die initiale Oberflachenstruktur der HPL-
Oberflache wird im Wesentlichen durch die Oberflachenbeschaffenheit des Presswerkzeugs

bestimmt.

PV(C fiir Béden:

PVC (Polyvinylchlorid) ist ein Polymerisat aus Vinylchlorid. Es gilt als vielseitiges Material, das in
Operationssdlen haufig verwendet wird. Dieses Bodenmaterial erfiillt die spezifischen Anforde-
rungen, welche fir diesen sensiblen und hochhygienischen Bereich von entscheidender

Bedeutung sind:

3 Duroplastische Kunststoffe verformen sich bei Erwdrmung nicht, im Gegensatz zu thermoplastischen Kunststoffen
4 Polyaddition ist eine Polymerisationsreaktion ohne Abspaltung von Nebenprodukten.
5> Polykondensation ist eine Polymerisationsreaktion unter Abspaltung fliichtiger Nebenprodukte, z.B Wasser
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— PVC-Oberflachen sind so glatt wie moglich aber rutschfest, leicht zu reinigen und
feuchtigkeitsbestandig. Dies ist entscheidend fiir Operationssdle, da eine hohe Hygiene
erforderlich ist, um das Risiko von Infektionen zu minimieren.

— In Operationssalen werden regelmassig schwere medizinische Gerate wie Operationstische,
und andere Ausristung bewegt. PVC-Bodenbeladge sind aufgrund ihrer hohen mechanischen
Belastbarkeit in der Lage, diese Gewichte und Bewegungen standzuhalten, ohne beschadigt
zu werden oder sich zu verformen.

— Die elektrische Ableitfahigkeit des Bodens ist in Operationssdlen sehr wichtig, um
elektrostatische Aufladungen und somit das Risiko von elektrostatischen Entladungen zu
verhindern. Elektrostatische Entladungen kénnen sowohl medizinisches Personal als auch die
Funktion empfindlicher medizinischer Gerate gefahrden.

Selbstverstandlich muss das Personal im Operationssaal leitfahige Schuhe tragen und auch
die Einrichtungen (mobil oder fest Installiert) miissen eine leitfahige Verbindung zum Boden

haben oder direkt geerdet sein (19).

1.6 Die mikroskopische Oberflachenanalyse

Das Rasterelektronenmikroskop ist ein Spezialmikroskop, bei dem ein in einem elektrischen Feld
von 10-30kV beschleunigter Elektronenstrahl in einem bestimmten Muster Uber das
abzubildende Objekt gefiihrt (gerastert) wird und Wechselwirkungen der Elektronen mit dem
Objekt zur Erzeugung eines Bildes des Objekts genutzt werden. Die typischerweise mit einem
Rasterelektronenmikroskop erzeugten Bilder sind Abbildungen der Objektoberflachen und
weisen eine hohe Tiefenscharfe auf. Die Messung findet im Hochvakuum statt, um
Wechselwirkungen mit Atomen und Molekiilen aus der Luft zu vermeiden.

Elektrisch leitfahige Objekte konnen direkt eingesetzt werden. Die Oberflachen elektrisch
isolierender Materialien miissen durch Bedampfen mit Grafit oder Edelmetallen wie Gold oder

Platin, vor der Messung leitfahig gemacht werden.

Bei einem 3D-Laserscanningmikroskop wird ein fokussierter Laserstrahl verwendet, der das
Praparat in verschiedenen Ebenen abrastert. Das reflektierte Licht, welches sich genau in der
Fokusebene befindet, wird durch einen Detektor erfasst. Danach wird in der dritten Dimension
um eine Einheit verschoben und eine neue Ebene abgerastert. Die verschiedenen Ebenen werden
elektronisch zu einem Bild in dreidimensionaler Darstellung zusammengesetzt. Es wird ein
hochaufgelostes Bild erhalten, wo die Oberflachenstruktur dreidimensional und vermasst
dargestellt werden kann. Fir diese Visualisierungsmethode braucht es keine spezielle

Probenvorbereitung (20).
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2  Material und Methoden
2.1 Methodenbeschreibung Wischtest

In Deutschland werden die Desinfektionsmittel vom Verbund fiir Angewandte Hygiene VAH
gemass den Europdischen Normen geprift und zertifiziert (21). Die deutschen Gesundheits-
zentren dirfen nur VAH-zertifizierte Desinfektionsmittel einsetzen. VAH stellt online ein
aktualisiertes und detailliertes Anforderungs- und Methoden e-book «Die Anforderungen und
Methoden zur VAH-Zertifizierung chemischer Desinfektionsverfahren» zur Verfligung (22). In
Kapitel 14.2 wird die Methode der EN 16615-2015-06 (aktuelle Version), welche vom VAH
entwickelt wurde, praxisnah beschrieben und auf dem neuesten Stand gehalten. Es steht somit
eine detaillierte, praxisnahe und aktualisierte Anleitung, auch fiir einen Zulassungsantrag in der
Schweiz, online zur Verfligung.

Die folgende Methodenbeschreibung ist aus dem Kapitel 14.2 des oben zitierten e-book

zusammengefasst.

Vorbereitung der Bakterien-Arbeitskultur:
Ein kommerziell erhaltlicher Bakterienstamm wird Gber Nacht in einer Nahrlosung inkubiert.
Durch anschliessende Verdiinnung mit Nahrlosung wird die Arbeitskultur gewonnen, indem die

optische Dichte auf 4.5 bis 5 eingestellt wird.

Vorbereitung der Testflédchen:

Auf eine rechteckige, griindlich desinfizierte Oberflaiche des vorgeschriebenen PVC-Boden-
Standardmaterials von der Grosse 20cm x 50cm werden mit einem dinnen, unl6slichen
Markerstift vom linken Rand in einem Abstand von 10cm beginnend, in der Mitte, der Lange nach
4 Quadrate von der Grosse 5cm x 5¢cm im Abstand von 5¢cm aufgezeichnet. Somit bleibt nach dem
4. Quadrat bis zum rechten Rand der Testflache ein Abstand von 5cm. Auf das Feld 1 von links
wird eine definierte Menge Bakterien-Arbeitskultur gleichmassig aufgetragen und antrocknen
gelassen.

Zur Ermittlung des To-Wertes, des Wertes unmittelbar nach dem Antrocknen der frisch
aufgetragenen Arbeitskultur (wird zur Ermittlung der Bakterizidie der Oberflachen gebraucht)
und des T-Wertes nach der vorgeschriebenen Einwirkzeit des Desinfektionsmittels auf Testfeld
1, werden auf einem separaten Stiick desselben griindlich desinfizierten Testmaterials ebenfalls
2 Quadrate der Grosse 5cm x 5cm aufgezeichnet und mit derselben Arbeitskultur beaufschlagt.
Weil die Einwirkzeit bei der Anwendung von Fertigwischtlichern mit einer Minute sehr kurz ist,

entspricht hier der Ti- dem To-Wert.
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Vorbereitung der Wischvorrichtung:

Ein sauberer, desinfizierter und trockener Granitquader von der Grosse 12.1cm x 8.6cm x 8.6cm
mit polierten Oberflachen und einem Gewicht von 2.3 bis 2.5kg (abhangig von der Materialdichte
und der Prazision der Kantenldangen) wird auf seiner grossten Seitenflache mit frischem Parafilm
Uberzogen.

Ein zugelassenes Fertigwischtuch (ein mit Desinfektionsmittel vorgetranktes Einmaltuch aus
einem luftdichten Spender) oder ein mit einer Losung aus Desinfektionsmittelkonzentrat
getranktes Standardwischtuch wird tber die mit Parafilm belegte Flache des Granitblocks gelegt

und mit einem Gummiband rundum fixiert.

Wischvorgang:

Die Wischvorrichtung wird nun, ohne Druck von oben, auf die unmarkierte Flache auf der linken
Seite der Testflache abgelegt. Ohne Druck wird die Wischvorrichtung innert 1 Sekunde Uber die
4 Felder bis an den Rand der Testflache geschoben, dort um 180° gedreht und danach innert 1
Sekunde wieder zuriick Gber das Feld 1 hinausgeschoben.

Die beiden separaten Testfelder zur Bestimmung des To- und Ti-Wertes werden nicht mit

Desinfektionsmittel gewischt.

Abbildung 4: Versuchsanordnung fiir den Wischtest

In Abbildung 4 ist links der Granitblock mit Parafilm bezogen und rechts die Versuchsanordnung

unmittelbar vor dem Start des Wischvorganges zu sehen, Quelle: VAH e-book, Kapitel 19-4.

Riickgewinnung:

Nach der vom Hersteller vorgeschriebenen Einwirkzeit fiir selbstpraparierte Desinfektionsmittel
aus Konzentraten oder nach dem vollstandigen Abtrocknen des Desinfektionsmittels im Falle von
Fertigwischtlichern, werden die Testflachen nacheinander getrennt und griindlich mit neutrali-

sationsmittelgetrankten Wattestdabchen abgewischt. Die Testflachen zur Ermittlung der To- und
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T:-Werte werden in gleicher Weise mit Neutralisationsmittel abgewischt. Diese Wischlésungen
missen vor der Inokulation/Inkubation verdiinnt werden damit die KBE-Anzahl (koloniebildende

Einheiten) auswertbar und nicht zu hoch sind.
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Abbildung 5: Fldchendesinfektion mit Mechanik — praxisnaher Versuch

Abbildung 5 zeigt eine schematische Darstellung des Wischtests bis zur Inokulation der Agar-

platten, Quelle: VAH e-book, Schema D6.

Inokulation und Inkubation der Agarplatten:

Mit einem Aliquot von jeder Wischlésung wird eine Agarplatte inokuliert und anschliessend

inkubiert.

Auswertung der Keimreduktion auf den Testfeldern:

Nach der Inkubation werden die entwickelten Bakterienkolonien jeder einzelnen Agarplatte
ausgezahlt und Uber die auf die Agarplatten aufgetragenen Volumen in Relation zum
Gesamtvolumen der jeweiligen Neutralisationslésung und unter Berlicksichtigung der jeweiligen
Verdiinnung auf die 25cm? pro Testfliche hochgerechnet.

Fiir das Feld 1 wird die Differenz der 10-er Logarithmen aus dem T+-Wert und dem Wert nach
dem Wischvorgang errechnet.

Fir die Felder 2 bis 4 wird der Mittelwert der jeweils gezahlten Bakterienkolonien ermittelt.
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logR = (log KBE;;) — (logKBE7,)

Formel 1: Berechnung der KBE-Zahl-Reduktion fiir Feld 1

R = Keimreduktion auf Testfeld 1

KBET1 = Anzahl koloniebildende Einheiten auf Testfeld 1 nach Einwirkzeit mit
Wischvorgang

KBET¢ = Anzahl koloniebildende Einheiten auf Testfeld 1 nach Einwirkzeit ohne
Wischvorgang

(KBEr; ) + (KBE7r3) + (KBE7,)

AF2 bis 4 =
LS 3

Formel 2: Berechnung KBE-Zahl Mittelwert Felder 2 bis 4

AF 2 bis 4 = Mittelwert der Anzahl koloniebildender Einheiten der Felder 2 bis 4 jeweils nach
Einwirkzeit mit Wischvorgang

Anforderungen:
— logR darf nicht kleiner als 5 sein, das heisst, die Keimreduktion auf dem Testfeld 1 muss
mindestens dem Faktor 100'000 oder 5 log-Stufen entsprechen.

— Auf den Feldern 2 bis 4 diirfen durchschnittlich nicht mehr als 50 KBE vorhanden sein.

2.2 Methodenbeschreibung Bakterizidie Oberflachenmaterial:

Die Differenz der KBE-Zahlen zwischen Tound T: gibt einen Hinweis, ob das Oberflichenmaterial
selbst unter den Versuchsbedingungen bakterizid ist. Edelstahloberflaichen zum Beispiel haben
bakterizide Eigenschaften (23).

Edelstahl und HPL werden haufig flir Arbeitsflachen verbaut. Arbeitsflachen werden in der Regel
mit Fertigwischtlichern mit Einwirkzeiten von einer Minute desinfiziert. Wegen dieser sehr
kurzen Einwirkzeit spielt in der Praxis die Bakterizidie dieser Oberflachen keine Rolle. Im Rahmen
dieser Untersuchung werden diese Daten jedoch fiir alle vier Oberflachenmaterialien mit der
Einwirkzeit von einer Stunde ausgewertet.

Zu den bakteriziden Eigenschaften der Oberflichenmaterialien gibt es keine Anforderungen.

2.3 Materialien fur Wischtest und Bakterizidietest der Oberflachen

Standard PVC-Bodenmaterial:
20cm x 50cm, 2mm dick, dieses Material wird vom VAH vertrieben und entspricht dem Material,
das in der VAH-Methode 14.2 vorgeschrieben ist (PVC mit PUR-coating®).

Lieferant: VAH, Bonn

8 PUR ist Polyurethan, welches zur Veredelung der Oberfliche dient
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Oberflichenmaterialien fiir Arbeitsfldichen im Operationssaal:

Edelstahlplatte, Qualitdt 1.4301, 20cm x 50cm, 2mm dick, eine Oberflache geschliffen/poliert
auf die Rauheit Ra 1.0um’, gemessen mit einem Diavite DH-8 Messgerit.

1.4301 Legierungszusammensetzung: Eisen, 17,5 bis 19,5% Chrom, 8 bis 10,5% Nickel, < 2%
Mangan, < 1% Silicium, < 0,07% Kohlenstoff, < 0,11% Stickstoff, < 0,045% Phosphor, < 0,03%
Schwefel

Lieferant: Rubitec AG, Bennwil

HPL Kompakt, 20cm x 50cm, 3mm dick, Farbe 306 schneeweiss, Oberflaiche AM
(aluminiummatt), Kernfarbe braun, antibakteriell (Sanitized®)

Rauheit Ra 1.5um, gemessen mit einem Diavite DH-8 Messgerat

Lieferant: Argolite AG, Willisau

OP-Bodenmaterial:

Colorex SD 150206 moonstone PVC-Boden, 20cm x 50cm, 2mm dick, gleichzeitig ableitfahig 1 x

106 <R <1 x 108 Q und isolierend nach VDE 0100-600

Lieferant: Forbo-Giubiasco SA, Giubiasco

Granitblock:

Grosste Oberflache (der Block hatte keine exakt quadratische Grundflache) 11.3 cm x 7.9 cm

reine Auflageflache, gefaste Kanten nicht berlicksichtigt. Gewicht: 2,33 kg, polierte Oberflachen

Lieferant: VAH, Bonn

Desinfektionsmittel:

Fertigwischtuch, mikrozid universal wipes premium, 100 Stick, Los Nr. 9780797,
Verfalldatum 28.02.2025, Inhaltsstoffe pro 100g fllissigem Anteil: 17,4 g Propan-2-ol, 12,6 g
Ethanol (94 % w/w), <5g anionische Tenside, Rest ist Wasser, Grosse 20cm x 20cm.

Fertigwischtlicher bergen die Herausforderung, dass sich die Flissigkeit iber die Zeit, der
Schwerkraft folgend, im unteren Bereich der Packung anreichert und die oberen Tiicher
damit nicht mehr geniigend Flissigkeit enthalten, um eine sichere Desinfektion zu
gewadhrleisten. Der Hersteller garantiert, dass dieser Anreicherungsprozess bis zum
Verfalldatum nicht von Bedeutung ist. Darliber hinaus kann die Wirkung auch durch haufiges
Offnen der Verpackung durch Verdunstung der Flissigkeit beeintrachtigt werden. Daher

sollten die Tiicher ein Monat nach dem erstmaligen Offnen der Packung nicht mehr

7 Arithmetischer Mittelwert der Oberflichenerhebungen aus einem bestimmten Oberflichenausschnitt
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verwendet werden.
Lieferant: Schiilke und Mayr AG, Frauenfeld

— Desinfektionsmittelkonzentrat, Terralin protect, 2 Liter, Los Nr. 1594551, Verfalldatum
31.12.2025, Inhaltsstoffe: 100 g Konzentrat enthalten folgende Wirkstoffe: 22 g Alkyl(C12-
16)dimethylbenzylammoniumchlorid (ADBAC/BKC (C12-16)), 17 g 2-Phenoxyethanol, 0.9 g
Amine, N-C12-14-(geradzahlig)-alkyltrimethylenedi-, Reaktionsprodukte mit Chloressigsdure,
5 — 15% nichtionische Tenside, der Rest ist Wasser.
Fir die Experimente wurde das Konzentrat zu 0.5% und 0.1% mit Leitungswasser verdiinnt.

Lieferant: Schiilke und Mayr AG, Frauenfeld

Wischtlicher fiir selbstprdparierte Desinfektionslésung:

Tork fusselarme Reinigungstiicher, Art.-Nr. 190491, Fa. Essity Professional Hygiene Germany
GmbH, Zusammensetzung: 55 % Zellstoff, 45 % Polyethylenterephthalat (PET), Grosse 17,5 cm x
28 cm.

Fir die Experimente wurde ein neues Wischtuch in einem 1000ml Becherglas in 16ml
selbstpraparierte Desinfektionsldsung flir 30min eingelegt.

Lieferant: VAH, Bonn

Bakterienstamm:

Die in EN 16615/VAH 14.2 aufgeflihrten Bakterienstamme sind alle pathogen und aus
Sicherheitsgriinden wurde auf deren Einsatz, insbesondere vom Typ Staphylococcus Aureus (SA)
verzichtet. Als geeigneter Ersatz wurde Micrococcus luteus Typ ATCC9341c der Firma ATC

identifiziert. Ein Vergleich der beiden Bakterienstamme findet sich in Kapitel 2.7

Ndéhrlésung:
Die Nahrlésung wurde mit der Bakterien-Startkultur inokuliert und Gber Nacht inkubiert. Zum
Einsatz kam Lysogen Broth (LB), Product LB_02. Diese wurde in der Media Kitchen des

Biozentrum der Universitdt Basel gemass Vorschrift hergestellt (24).

Reagenzglas Schiittler:

Dieses Gerat diente zur Homogenisierung von Suspensionen oder Losungen. Ein Reagenzglas
oder anderes kleines Gefdss wird oben auf der Platte fixiert. Dann wird das Gerat eingeschaltet.
Die Platte beginnt zu kreisen, wobei der Gefassinhalt homogenisiert wird. Die Drehzahl kann
stufenlos eingestellt werden. Die Platte kann auch in Bewegung gesetzt werden, indem das
Gefdss, ohne es zu fixieren, gegen die Platte gedriickt wird. Nach Uberschreiten des
Druckpunktes schaltet sich das Gerat ein.

Das eingesetzte Gerat war vom Typ Vortex Typ 2.
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Inkubationsschilittler:
In diesem Gerat wurde die inokulierte Nahrlosung tiber Nacht inkubiert.

Das Gerat war vom Typ Infors HAT Ecotron.

Zelldichtemessgedit:

Dieses Gerat misst die optische Dichte (OD) einer Bakteriensuspension in einer Kiivette. Dieser
Messwert dient als Ersatzgrosse fur die ungefdahre Konzentration in KBE/ml.

Fir die vorliegende Arbeit hatten die OD-Werte orientierenden Charakter. Wichtig war, dass die
KBEs auf den Agarplatten gut auszahlbar waren und diesbezliglich die Anforderungen gemass EN
16615/VAH 14.2 erfullten. Mit einer entsprechenden Verdiinnung der Bakteriensuspensionen
mit Nahrlésung konnte zu diesem Zweck verdinnt und so die Arbeitskultur gewonnen werden.
Das eingesetzte Gerat zur OD-Bestimmung war vom Typ WPA, CO8000 und misst bei einer

Wellenldange von 600nm.

Agarplatten:

Die Agarplatten enthielten das Nahrmedium als zahe gelartige Masse und wurden mit den zu
untersuchenden Bakteriensuspensionen inokuliert. Anschliessend wurden die Platten inkubiert.
Dabei bildeten sich aus einzelnen Zellen (KBEs) Bakterienkolonien, welche dann von blossem
Auge gezahlt werden konnten.

Die Agarplatten waren vom Typ Lysogen broth (LB) plate pure, Product LB_06 und wurden in der
Media Kitchen des Biozentrums hergestellt (24). Die zylinderférmigen Petrischalen, welche das
Agarmedium enthielten, hatten einen Innendurchmesser von 90mm, eine Innenhdéhe von 15mm

und waren aus durchsichtigem Polystyrol.

Inkubator:
Im Inkubator wurden die Agarplatten mit Umluft wahrend einer vordefinierten Zeit bebritet.

Zum Einsatz kam ein Inkubator vom Typ Binder KT 170 mit Umluft.

Neutralisationsmittel:

Zur Rickgewinnung der Bakterien von den Testoberflichen wurden mit Neutralisationsmittel
getrankte handelsibliche Wattestdabchen verwendet.

Das Neutralisationsmittel erfiillt den Zweck, die riickgewonnen Bakterien an ihrer weiteren
Vermehrung zu hindern. Es bestand aus einer Losung aus 10% Phosphatpuffer (1.37mol NaCl,
27mmol KCl, 100mmol Na;HPQO4, 18mmol KH2PO4 gel6st zu 1000ml Lésung mit Wasser aus einer
Milli-Q-Anlage und autoklaviert, hergestellt in der Media Kitchen des Biozentums) und 90%

sterilem Wasser aus einer Milli-Q-Anlage. Die Verdiinnung geschah jeden Tag frisch im Labor.
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Allgemeine Labormaterialien:

Bei der folgenden Auflistung handelt es sich um Labormaterialien, welche in einem Labor fir

mikrobiologische Untersuchungen zum Einmal- oder Mehrfachgebrauch verwendet werden und

zur Standardausriistung eines derartigen Labors gehéren. Die produktberiihrenden Materialien

sind in der Regel fiur den Einmalgebrauch bestimmt und steril verpackt, um Fremdkonta-

minationen mit anderen Keimen so weit wie mdéglich zu vermeiden.

Einweg-Nitrilhandschuhe, von SemperCare fiir aller Laborarbeiten

Spritzflasche mit Ethanol 70% v/v in Wasser, zur Desinfizierung von Flachen und Materialien
Kim Tech Tucher zum Desinfizieren / ohne Fasern, von Kimberly-Clark professional, Typ:
precision wipes

Eppendorf Pipetten verschiedener Volumen inklusive Einweg-Pipettenaufsatze
Messpipetten aus Glas verschiedener Volumen inklusive Halterung

100ml Messzylinder

Becherglaser aus Glas verschiedener Volumen

Bunsenbrenner, wird zur Sterilisation der unmittelbaren Arbeitsumgebung mit blauer
Flamme betrieben (25). Die in Ethanol eingelegten Drigalskispatel und Laborspatel werden
damit vor dem Einsatz abgeflammt.

Reagenzglashalter

Parafilm von Bemis, Laboratory Film, 4in x 125 ft Roll, zum Abdichten/Verschliessen
Laborspatel aus Edelstahl, um den Bakterienstamm aus dem Aufbewahrungsrohrchen zu
entnehmen. Dieser Spatel wurde vor Gebrauch in Ethanol 70% eingetaucht und in der
Bunsenbrennerflamme abgeflammt.

Drigalskispatel aus Edelstahl, um die Arbeitskultur auf den Testflachen und die Agarplatten
zu inkubieren. Der Drigalskipatel wurde, in Ethanol 70% eingetaucht zwischengelagert und
jeweils vor dem Gebrauch kurz in der Bunsenbrennerflamme abgeflammt und abkiihlen
gelassen.

Wattestdbchen, M-Budget

Laborwaage, welche auf 0.01g genau anzeigt, Mettler Toledo

Digitalkamera fir die Aufnahme der bebriiteten Agarplatten, Typ Nikon

Mechanischer Handzahler fiir das Auszdhlen der Kolonien auf den Agarplatten

Konische Kunststoff Einwegrohrchen mit Schraub- oder Klappdeckel verschiedener Grossen,

z.B. fiir die vorgelegten Neutralisationslosungen beim Wischen der Testflachen oder fiir die
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Aufbewahrung des verdiinnten Neutralisationsmittels, Falcon A Corning Brand, Poly-

propylene Conical Tube.

2.4 Gerate fur die mikroskopische Oberflachenanalyse

Die  Oberflachenstrukturen  der untersuchten Materialien wurden mit einem
Rasterelektronenmikroskop visualisiert. Mit dem 3D-Laserscanningmikroskop konnten die
Strukturen zusatzlich ausgemessen werden. Daraus soll eine Korrelation zwischen den Ober-
flachenstrukturen und deren Desinfizierbarkeit hergestellt werden, um die Hypothese 2 gemass

Kapitel 1 zu stitzen.

Rasterelektronenmikroskop:

Gerat: Zeiss — Gemini SEM 450

Detektor: Everhardt-Thornley Detektor (fiir Sekundarelektronen)

Spannung: 10kV

Stromstarke: 0.5nA

Vergrosserung: 100 bis 5000fach

Vorbereitung: die 3 Kunststoffproben wurden vor der Messung mit ca. 20nm Gold
bedampft

3D-Laserscanning-Mikroskop :

Gerat: Keyence VK-X1100
Objektive: 5x bis 150x Vergrosserung
Hohenmessung in z-Achse: 0.5nm (Bildschirmauflésung)

Vorbereitung: keine

2.5 Experimente und Auswertung von Wischtests

Nachfolgend wird ein typischer, optimierter Experimentablauf beschrieben. Anpassungen und
Abweichungen wurden hauptsachlich aus praktischen Grinden vorgenommen. Diese
Anpassungen/Abweichungen werden in Kapitel 2.7 aufgefiihrt und deren Auswirkungen auf die
Resultate diskutiert.

Die Laborumgebung hatte wahrend der Versuchsdurchflihrung eine Raumtemperatur von 23-
24°C und eine relative Luftfeuchtigkeit von rH 40%. Die Versuche wurden in einem Mikrobio-

logielabor des Biozentrums der Universitat Basel durchgefiihrt.

Zuerst wurde der Standardtest gemdss EN 16615/VAH 14.2 mit dem Fertigwischtuch
reproduziert und wiederholt. Die Erflllung der Testanforderungen war die Voraussetzung, das

Fertigwischtuch auf Arbeitsflachen wie Edelstahl und HPL zu testen.
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Das OP-Bodenmaterial wurde mit einer selbstpraparierten Desinfektionsldsung aus Desinfek-

tionsmittelkonzentrat getestet.

Aus dem Kihlgerat wurde eine Spatelspitze (ca.20mg) des Bakterienstammes in ein Reagenzglas
Uberfihrt, mit 1ml Nahrlésung versetzt und im Reagenzglas Schittler homogenisiert. In einer
Reagenzglashalterung wurde diese Bakteriensuspension tber Nacht bei 37°C und 200rpm im
Inkubationsschiittler inkubiert. Am nachsten Morgen wurde die gewonnene Bakterien-
suspension mit LB-Nahrlosung verdinnt und der OD-Wert in einer 1ml Kiivette gemessen.
Abhéangig von diesem OD-Wert wurde weiter mit LB verdiinnt bis der Zielwert von 4.5 bis 5 fiir

die Arbeitskultur erreicht war.

Die mit den vier aufgezeichneten Feldern vorbereitete Prifoberflaiche wurde mit 70%-Ethanol
und Kim-Tech-Tlchern griindlich desinfiziert und vorbereitet. Auf das Testfeld 1 wurden mit einer
Eppendorf Pipette 0.05ml der Arbeitskultur aufgebracht, mit einem abgeflammten Drigalski-

spatel homogen verteilt und bis zur optischen Trockenheit liegen gelassen.

Ein frisch aus der Verpackung genommenes Fertigwischtuch wurde gewogen und Uber die
vorbereitete Oberflache des Granitblocks fixiert. Der Granitblock wurde an die Startposition vor
das Testfeld 1 auf die Testflache gelegt und danach ohne zusatzlichen Druck innert 2 Sekunden
gleichmassig lber alle 4 Felder geschoben, um 180° gedreht und wieder zuriickgeschoben. Das
Feuchttuch wurde erneut gewogen. Die Differenz aus den Wagungen vor und nach dem Wisch-
test ist zur Information und wird flir die Auswertung nicht bendtigt. Die Einwirkzeit betrug eine
Minute.

Alternativ wurde 0.5ml Desinfektionsmittelkonzentrat mit einer Messpipette in einen 100ml
Messzylinder pipettiert. Mit Leitungswasser wurde auf die 100ml Marke aufgefillt. Mit einer
Messpipette wurden 16ml dieser Desinfektionslosung in ein 1000ml-Becherglas tberfihrt. Dazu
wurde das Wischtuch gegeben und wahrend 30 Minuten mit der Desinfektionslésung vollsaugen
gelassen. Flr den Wischtest, der wie mit dem Fertigwischtuch erfolgte, wurde das Tuch einmal

Uber die langeren Seiten gefaltet. Die Einwirkzeit betrug eine Stunde.

Zur Rickgewinnung wurden in einem neuen Einwegréhrchen 1.0ml Neutralisationsloésung
vorgelegt. Mit einem neuen, mit Neutralisationsmittel getrankten Wattestabchen wurde jedes
der 4 Testfelder jeweils 1 Minute lang in horizontaler, vertikaler und diagonaler Richtung intensiv
und vollstandig gewischt. Das Wattestdbchen wurde im vorgelegten Neutralisationsmittel
intensiv ausgewaschen und anschliessend wurde der Vorgang wiederholt. Das Wattestabchen

wurde dann in der vorgelegten Neutralisationslosung aufbewahrt, indem der obere Teil des
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Stabchens abgebrochen wurde. Abschliessend wurden die Testfelder jeweils mit einem neuen
Wattestdbchen intensiv trockengewischt. Dieses Stabchen wurde auf die gleiche Weise im

vorgelegten Neutralisationsmittel aufbewahrt.

Mit einer Eppendorfpipette wurden jeweils 0.1ml der Lésungen aus der Rickgewinnung auf eine
Agarplatte gegeben und mit einem desinfizierten und abgeflammten Drigalskispatel gleichmassig
auf der Oberfliche verteilt. Anschliessend wurden die Agarplatten, mit der Offnung gegen unten,
wahrend 48 Stunden bei 37°C mit Umluft (Drehzahl Ventilator 40 rpm) im Inkubator bebritet.

Mit einem Markerstift in der einen und einem mechanischen Zahlgerat in der anderen Hand

wurden die Kolonien von der Unterseite der Agarplatten markiert und gleichzeitig gezahlt.

Auswertung anhand eines Beispiels:

Oberflachenmaterial: Standard PVC

Desinfektionsmittel: Fertigwischtuch

OD Bakt.Suspension: 4.5 bis 5

Tuchmasse vor Wischen: 6.06g

Tuchmasse nach Wischen: 5.18g

abgegebenes Des.Mittel: 0.88g (zur Information)

Menge Neutral.Mittel: 1.0ml

Auftragmenge Agarplatte: 0.1ml

Verdinnung T 10’000

KBE Agarplatte T =154

KBE Anzahl T 154 x 1ml +0.1ml x 10'000 = 15’400'000

KBE Agarplatte Feld 1: =2

KBE Anzahl Feld 1: 2x1ml+0.1ml =20 (Anforderung 14 <n <330, erfillt)
log (KBE-Reduktion): log (15’400'000) — log (20) =5.9 (Anforderung =5, erfillt)

KBE Agarplatte Feld 2: =1

KBE Agarplatte Feld 3: =1

KBE Agarplatte Feld 4: =1

KBE Anzahl Feld 2: 1x1ml+0.1ml =10 (Anforderungl <n <330, erfillt)
KBE Anzahl Feld 3: 1x1ml+0.1ml =10 (Anforderungl <n <330, erfillt)
KBE Anzahl Feld 4: 1x1ml+0.1ml =10 (Anforderungl <n <330, erfillt)
Durchschnitt Feld 2- 4: (10+10+10)+3 =10 (Anforderung <50, erfiillt)

2.6 Durchfuhrung bakterizide Eigenschaften der Oberflachen

0.05ml der Arbeitskultur wurden mit einer Eppendorf Pipette auf die vorbereiteten und desinfi-
zierten beiden separaten Testfelder aufgebracht und mit einem abgeflammten Drigalskispatel
homogen verteilt. Danach wurde bei einem Testfeld die Rlickgewinnung, wie oben beschrieben,
unmittelbar gestartet zur Bestimmung des To-Wertes und beim anderen Testfeld, nach Ablauf
der vorgeschriebenen Einwirkungszeit von 1 Stunde, fiir die Bestimmung des T--Wertes. Danach
mussten die Wischlésungen jeweils verdiinnt werden, indem mit einer Eppendorfpipette 0.1ml

entnommen, in ein neues Einwegrohrchen transferiert und dazu 0.9ml Neutralisationslosung
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gegeben und mit dem Reagenzglas-Schittler homogenisiert wurde. Dieser Vorgang wurde mit
der neuen Verdiinnung 4-mal wiederholt. Mit den jeweils letzten verdiinnten Lésungen wurden

2 Agarplatten inokuliert/inkubiert und ausgezahilt.

Auswertung anhand eines Beispiels:

Oberflachenmaterial: OP-Bodenmaterial

KBE-Anzahl To: 24

KBE-Anzahl T+ 3

Verdlinnung To: 100’000

Verdlinnung Tt 10’000

Menge Neutral.Mittel 1ml

Auftragmenge Agarplatte: 0.1ml

KBE Anzahl To: 24 x 1Iml + 0.1ml x 100'000 =24'000'000
KBE Anzahl Ti: 3x1ml+0.1ml x 10'000 =300'000
KBE Reduktion: (24'000'000 — 300'000) + 24'000°000 x 100% = 98.8%
log (KBE-Reduktion): log (24'000'000) — log (300'000) =1.9

Die Verdinnung fiir den T--Wert war in diesem Experiment 10'000 und nicht 100'000 wie fiir den
To-Wert und wurde fiir die Berechnung entsprechend bericksichtigt.

2.7 Abweichungen von der Methode EN 16615/VAH 14.2

Aus Sicherheits- resp. praktischen Griinden und auf Empfehlung der Labor-Experten am
Biozentrum der Universitat Basel, haben sich folgende Abweichungen ergeben, welche als
potenziell systematische Fehlerquellen betrachtet werden miissen und damit die Richtigkeit der
Resultate beeinflussen kénnen.

Es war wichtig, fir die einzelnen Arbeitsschritte immer die gleichen Methoden anzuwenden und
die gleichen Materialien zu verwenden, um eine bestmogliche Resultatvergleichbarkeit unter

den Versuchen zu erzielen.

Bakterienstamm:

Abweichung:

Es wurde der Bakterienstamm Micrococcus luteus eingesetzt statt Staphylococcus aureus (SA).
Diskussion:

SA ist pathogen und sollte nur von geschultem Personal unter besonderen Vorsichtsmassnahmen
gehandhabt werden.

Im nichtpathogenen Micrococcus luteus wurde eine geeignete Alternative gefunden. Es ist
ebenfalls ein aerobes, grampositives Kugelbakterium welches sich gegeniiber Oberflachen und
Desinfektionsmitteln sehr ahnlich wie SA verhalt. Die in diesem Kontext generierten Resultate

sind demnach gut auf SA resp. MRSA Ubertragbar.
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Tabelle 1: Eigenschaften von Staphylococcus aureus vs Micrococcus luteus

Nahrungsmittel, Gewasser

Merkmale Staphylococcus aureus Micrococcus luteus
Pathogenitat hoch kaum
Gramfarbung positiv positiv
Stoffwechsel aerob, fakultativ anaerob aerob

Haut, Schleimhaut, obere Atemwege, Hautflora beim Mgnschen
Vorkommen Raumluft, Staubpartikel, obere

Bodenschicht

Grosse Einzelzelle

kugelformig 0.8 bis 1.2 um

Kugelférmig 0.5 bis 3.5um

Zellen Cluster

Traubenférmige Anordnung
von Einzelzellen

Mehrheitlich 2-er bis 4-er
Anordnungen von Einzelzellen

Bilder

b

Farbe der Zelle

grau-schwarz

gelb-orange

Die Tabelle 1 zeigt die fiir diese Versuche relevanten Eigenschaften von Micrococcus luteus und
von Staphylococcus aureus. Abgesehen von der Pathogenitat (26) sind die Eigenschaften sehr

dhnlich und Micrococcus eignet sich gut fiir die vorliegende Untersuchung, Bildquellen:

wikipedia.org

Herstellung der Bakterien-Arbeitskultur:

Abweichung:

1. Die Arbeitskultur wurde nicht gemass Kapitel 6 des VAH e-books hergestellt, sondern in einer
Uber-Nacht-Bebriitung
gewilinschten OD-Wertes durch Verdiinnung mit der Nahrlésung. Der optimierte OD-Wert
hat sich aus praktischen Erfahrungen ergeben. Der initial eingestellte OD-Wert von 0.8 bis 1.6
war tendenziell zu klein, was sich in sehr kleinen KBE-Zahlen auf den Agarplatten ausgewirkt

hat. Die ausgewerteten Versuche hatten fir die Arbeitskultur einen OD-Wert zwischen 4.5

und 5.

2. Die Bakterien-Gebrauchskultur wurde ohne Zusatz organischer Belastungen (kinstliche

organische Verschmutzung), welche der Simulation praxisnaher Bedingungen dient, einge-

setzt.

Diskussion:

1. Bei insgesamt kleineren ausgezahlten KBE-Zahlen bekommen Bakterien, verursacht durch
Fremdkontaminationen, ein hoheres Gewicht. Die Resultate konnen dadurch unglinstig
beeinflusst werden. Die zehn initialen Versuche mit den tieferen OD-Werten von 0.8 bis 1.6

wurden fir die Auswertung deshalb nicht beriicksichtigt.

in einer LB-Nahrlésung und anschliessendem Einstellen des
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2. Die organische Belastung der Bakterien-Gebrauchssuspension hat einen Einfluss auf die
Resultate. Eine systematische Untersuchung dazu gibt es aber nicht. Das hat eine Riickfrage

bei VAH ergeben.

Verwendete Agar-Medium und Ndhrlésung:

Abweichung:

Die eingesetzten Agarplatten waren vom Typ Lysogeny broth (LB) plate pure, Product LB_06, statt
vom Typ CSA (Casein-Sojamehlpepton Agar), wie gemdass EN 16615/VAH 14.2 vorgeschrieben.
Die Nahrlosung zur Herstellung der Bakterien-Arbeitskultur war ebenfalls vom Typ LB.
Diskussion:

Gemass Laborexperten ist der Typ LB fiir den vorgesehenen Zweck bestens geeignet und ist im
Biozentrum via Media Kitchen verfligbar. Die Komponenten in LB sind ideal, um das
Bakterienwachstum zu fordern. Trypton und Hefeextrakt liefern essenzielle Wachstumsfaktoren,
die Bakterienzellen sonst synthetisieren missten. Das Medium enthalt auch essenzielle

Elektrolyte wie NaCl flir den Transport und das osmotische Gleichgewicht.

Menge Neutralisationsmittel und Auftragsmenge:

Abweichung:

Die vorgelegte Neutralisationsmittelmenge fiir die Riickgewinnung betrug 1ml statt 5ml. Dem-
entsprechend betrug die Auftragsmenge auf die Agarplatten 0.1ml statt 0.5ml.

Diskussion:

0.5ml Auftragsmenge haben sich fir die verwendeten Agarplatten als zu grosszligig erwiesen.
Diese Abweichung hat keinen Einfluss auf die Resultate. Die Konzentration in der Neutrali-

sationslésung war hoher, dafiir wurde entsprechend weniger auf die Agar-Platten aufgetragen.

Verdiinnung der Wischproben im Neutralisationsmittel:

Abweichung:

Gemass EN 16615/VAH 14.2 sollten die Riickgewinnungsproben sowohl fiir den To/T¢ als auch
fir den 4-Felder-Test in jeweils 2 Konzentrationen (Abstufung 10-fach Verdinnung) und jeweils
auf 2 Agarplatten aufgetragen werden. Nach der Inkubation sollten die Agarplatten fir Feld 1
ausgewertet werden, welche zwischen 14 und 330 KBE aufweisen und fiir die Felder 2 bis 4
Agarplatten, welche jeweils zwischen 1 und 330 KBE enthalten.

Fiir die experimentelle Untersuchung wurden fiir die Rickgewinnungsproben nicht 2
Konzentrationen hergestellt, sondern die unverdiinnte Riickgewinnungslosung, im Sinne einer
Doppelbestimmung der Inkubation, direkt auf 2 Agarplatten aufgetragen. Alternativ wurde das

komplette Experiment (Wischtest und Inkubation) als Doppelbestimmung durchgefiihrt.
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Diskussion:
Die Herstellung von 2 Konzentrationen hat sich als nicht notwendig erwiesen, weil die Anforde-

rungen beziiglich der Anzahl KBE fiir Feld 1 und fir die Felder 2 — 4 erfiillt werden konnten.

Kontrolle mit Wasser standardisierter Hérte (WSH), Kontrolle der Neutralisation und Kontrolle der
Nicht-Toxizitdt des Neutralisationsmittels:

Abweichung:

Diese 3 Tests sind in EN 16615/VAH 14.2 vorgeschrieben, wurden aber nicht durchgefihrt.
Diskussion:

Ein Wischtest wird mit einer nach Vorschrift hergestellten L6sung aus sterilisiertem Wasser und
hartebildenden Calcium- und Magnesiummineralien ohne Desinfektionsmittel durchgefiihrt. Die
Differenz der Keimreduktion mit dieser wassrigen Losung und der Desinfektionsmittelldsung wird
ermittelt. Dieser Unterschied stellt den Beitrag von WSH durch den rein mechanischen
Wischvorgang an der Gesamtreduktion der Keimzahl dar.

Fur die vorliegenden Tests wurde mit einem zugelassenen/zertifizierten Desinfektionsmittel
gearbeitet. Somit darf davon ausgegangen werden, dass der WSH-Test fiir die Zulassungsprifung
akzeptable Resultate lieferte.

Das eingesetzte Neutralisationsmittel Phosphatpuffer ist fir diesen Zweck aus Erfahrung am
Biozentrum gut geeignet, weil dieses Medium den physiologischen Bedingungen sehr dhnlich ist.

Es ist ungiftig und die Salzkonzentrationen schiitzen die Zellen.

2.8 Fehlerquellen, welche die Prazision und die Richtigkeit der Resultate
beeinflussen kdnnen

Die meisten und grossten Fehlerquellen hangen mit einer Kreuzkontamination mit Keimen aus
anderen Quellen als der des verwendeten Bakterienstammes zusammen. Diese Fehlerquellen
unter Kontrolle zu haben, ist die grosse Herausforderung in mikrobiologischen Laboratorien. Die
Grundvoraussetzungen fiir diese Arbeiten waren ideal, weil sie in einem auf dem letzten Stand
der Technik ausgestatteten Mikrobiologielabor inkl. Infrastruktur durchgefiihrt werden konnten.

Wichtig war, dass alle Arbeitsschritte immer auf die gleiche Weise durchgefiihrt wurden.

Zuféllige Fehlerquellen welche zu unpréazisen Resultaten filhren kénnen und Massnahmen zu
deren Minimierung:
— Arbeitsumgebung enthdlt zu viele Keime:
In der unmittelbaren Arbeitsumgebung stand auf dem Labortisch ein mit blauer Flamme
brennender Bunsenbrenner. Durch die erzeugten thermischen Luftbewegungen konnten

luftschwebende Keime ferngehalten werden.
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Oberflichen in der Arbeitsumgebung enthalten zu viele Keime:

Die Oberflaichen wurden vor der Arbeit grindlich mit 70% v/v Ethanol in Wasser durch
Wischdesinfektion desinfiziert.

Einschleppung von Keimen durch Kleidung oder Kérperteile:

Wadhrend der Arbeit wurden ein sauberer Labormantel und neue Einweg-Nitrilhandschuhe
getragen, welche zwischen den Arbeitsschritten gewechselt wurden.

Ungentligende Desinfektion der Testoberfldichen vor dem Wischtest:

Die Testoberflachen wurden griindlich mit 70% v/v Ethanol in Wasser desinfiziert.
Fremdkeimeinschleppung durch kontaminierte Arbeitsmaterialien wie Pipetten, Gefiisse etc:
So weit wie moglich wurden Einweg-Materialien verwendet. Die Mehrweg-Materialien wie
Glas-Messpipetten oder -Becherglaser etc. waren visuell sauber mit dem Laborgeschirrsptiler
gewaschen. Der Drigalski-Spatel zur Verteilung der Arbeitskultur auf den Testflachen und zur
Inokulation der Agarplatten wurde in 70% v/v Ethanol in Wasser in einem Becherglas
aufbewahrt und unmittelbar vor dem Einsatz am Bunsenbrenner abgeflammt.

Die Bakteriensuspensionen sind wdhrend der Entnahmen nicht homogen:

Unmittelbar vor jeder Entnahme wurden die Suspensionen z.B. vor dem Auftragen auf die
Agarplatten oder wahrend der Herstellung einer Verdiinnungsreihe durch Schiitteln des
Gefassinhaltes mit dem Reagenzglas Schittler, homogenisiert.

Die Resultatberechnungen sind nicht immer richtig:

Fir die Resultatberechnungen wurde ein Excel Spreadsheet mit Zellenfunktionen verwendet.

Systematische Fehlerquellen, welche zu unrichtigen Resultaten fihren knnen und Massnahmen

zu deren Minimierung:

Fremdkeimeinschleppung durch Reagenzien:

Die Reagenzien, wie Neutralisationslésung, Nahrlésung, Agarplatten etc. stammten alle aus
der zentralen Media Kitchen des Biozentrums, waren dicht verschlossen und mit Lot-Nummer
und Ablaufdatum versehen.

Bakterien-Arbeitskultur oder Rlickgewinnungslésung sind nicht ohne Verlust auf den
Testfldchen oder den Agarplatten verteilt:

Dieser Verlust lasst sich kaum vermeiden, kann aber durch Verwendung der immer gleichen
Werkzeuge und Anwendung der immer gleichen Arbeitsweise, standardisiert und minimiert
werden.

Unvollistéindige Riickgewinnung von den Testfléichen:

Dieser Fehler lasst sich kaum vermeiden, kann aber durch das immer gleiche Vorgehen beim

Abwischen der Testflachen standardisiert und minimiert werden.
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— Die Formeln zur Resultatberechnung im Excel Spreadsheet sind nicht korrekt:

Stichprobenartig wurden die Resultate mit einem Taschenrechner nachgeprift.

3 Resultate
3.1 Wischtests

Fir  alle Experimente  wurden Doppelbestimmungen, zumindest  was die
Inokulation/Inkubation/Auszahlung der Agarplatten betrifft, durchgefiihrt. Bei der kompletten
Experimentanordnung wurde der ganze Versuch, Wischtest und Inokulation/Inkubation der
Agarplatten, ausgefiihrt. Bei der Anordnung 1 Wischtest 2 Inkubationen wurden aus

Effizienzgriinden aus einer Wischldsung zwei Agarplatten inokuliert/inkubiert und ausgezahlt.
Wischtest mit Fertigwischtuch:

Tabelle 2: Resultate Wischtests mit Fertigwischtuch

Material Experiment- Log R X(Feld 2-4) Bemerkungen
Anordnung (=5) (<50)
komplett 4.5 27 -
Standard komplett 5.9 10 --
PVC 1 Wischtest 5.1 50 --
2 Inkubationen 5.1 40 --
komplett 5.6 13 --
komplett 5.6 13 --
Edelstahl 1 Wischtest 5.4 17 -
2 Inkubationen 5.3 17 --
komplett 3.7 17 sichtbare Spuren auf Feld 1 nach Wischen
HPL komplett 4.2 30 sichtbare Spuren auf Feld 1 nach Wischen
5 Iln\li\c;iitc?:;n j: 18 KBE-Zahl auf Feld 1 relativ hoch

Die Tabelle 2 zeigt die Resultate aus den Wischtests auf verschiedenen Oberflaichenmaterialien
mit dem Fertigwischtuch. Die logR-Werte mit dem HPL-Oberflachenmaterial entsprachen alle

nicht den Anforderungen. Die Bakterien liessen sich schlecht von der Oberflache entfernen.

Der Mittelwert der Differenzen aus den Massenbestimmungen des Wischtuchs jeweils vor und

nach dem Wischtest tber alle Versuche betrug 0.72g (n=18, s=0.28g)
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Wischtest mit selbstprdparierter Desinfektionsmittelldsung:

Tabelle 3: Resultate Wischtests mit selbstpriparierter Desinfektionsmittell6sung

Exoeriment- Konzentration LosR | &
Material Anpordnung Desinfel((t;c;nsmittel (ng) ((::;;) Bemerkungen
(1)
Standard komplett 0.5 6.7 10 --
PVC komplett 0.5 6.5 10 --
" 0.5 5.5 17 --
J __
OP-Boden 1 Wischtest gi i; ;3 -
2 Inkubationen - -
0.1 5.5 10 --
HPL komplett 0.5 4.3 433 KBE-Zahlen auf allen Feldern
komplett 0.5 4.1 500 hoch

Die Tabelle 3 zeigt die Resultate aus den Wischtests mit der selbstpraparierten Desinfek-
tionslosung.

Die Anforderungen beim Standard PVC wurden besser erfillt als mit dem Fertigwischtuch.

Die Anforderungen fiir das OP-Bodenmaterial konnten auch mit der gemdss Gebrauchs-
anweisung nicht vorgesehenen tieferen Konzentration von 0.1% erfillt werden.

Die logR-Werte mit der HPL-Testflaiche entsprachen nicht den Anforderungen. Die

Durchschnittswerte der Testfelder 2-4 sind extrem hoch.

Der Mittelwert der Differenzen aus den Massenbestimmungen des Wischtuchs jeweils vor und

nach dem Wischtest Gber alle Versuche betrug 0.95g (n=17, s=0.18g)
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Abbildung 6: Resultate aus Wischtest, logR Feld 1

Die Abbildung 6 zeigt die Resultate aus allen ausgewerteten Wischtestversuchen. Es wird

deutlich, dass die logR-Anforderungen bei HPL fiir alle 6 Tests nicht erfiillt waren.

Abgesehen von einem Ausreisser nach unten, kann die logR-Anforderung beim Standard-PVC als

wiederholbar erfillt betrachtet werden.

OP-Bodenmaterial und Stahl lieferten die konstantesten Resultate und die Anforderungen waren

wiederholbar deutlich erfillt.
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Abbildung 7: Resultate aus Wischtest, KBE-Mittelwert der Felder 2 — 4

Abbildung 7 zeigt die Mittelwerte der Felder 2 bis 4 aus allen ausgewerteten Wischtestversuchen.
Die Anforderung an den Mittelwert von nicht mehr als 50 KBE war, mit der Ausnahme bei HPL

mit 0.5% selbstpraparierter Desinfektionslosung, in allen Versuchen erfiillt.

3.2 Bakterizidie der Oberflachen

Tabelle 4: KBE-Reduktion der Oberfldchen ohne Desinfektionsmittel

" KBE
Oberfl-achen- KBE Zahl KBE Zahl Reduktion Log R Befund
material To Tt
(%)
105 104 0.95 0.004 . .
Standard PVC 90 38 %) 0.01 nicht bakterizid
. 24 3 98.8 1.9 . .
OP-Bodenmaterial 184 1 99.5 >3 ausgepragt bakterizid
110 64 41.8 0.2 . .
Edelstahl 31 o5 69.1 05 mittel bakterizid
103 88 14.6 0.07 . .
HPL 104 37 163 0.08 wenig bakterizid

Die Tabelle 4 zeigt die Unterschiede der antibakteriellen Eigenschaften der getesteten

Oberflachenmaterialien (ohne Einwirkung von Desinfektionsmittel) ausgedriickt in prozentualer
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KBE-Reduktion und logR. Es gibt eine klare Abstufung von ausgeprdgt bakterizid (OP-
Bodenmaterial) bis nicht bakterizid (Standard PVC).

3.3 Mikroskopische Oberflachenanalyse

Um die Grossenverhaltnisse der Strukturen wie Rillen, Furchen oder Poren auf den Oberflachen
im Verhaltnis zu den Grossen der kugelférmigen Einzelzellen oder Cluster der betrachteten
Kokkenbakterien mit Durchmessern zwischen 0.8 und 3.5um gut abschéatzen zu kénnen, wurde
bei den REM-Bildern die Vergrosserung 1000 resp. 5000-fach gewahlt. Mit diesen
Vergrosserungen liessen sich die Formen der Oberflachenstrukturen am besten visualisieren und
vergleichen.

Die 3D-Laserscanning-Aufnahmen machen die rdaumlichen Strukturformen der Oberflachen
ebenfalls sichtbar und kénnen mittels Punkt- oder Profilmessungen ausgemessen werden. Eine
Aufnahme mit dem 150x-Objektiv erzeugt einen Bildausschnitt von ca. 75 x 90um und entspricht
einer Bildschirmvergrosserung von ca. 3‘600x. Hinzu kommt, dass alle drei Dimensionen mit
einem virtuellen Massstab vermasst sind. Diese Masse werden zusdtzlich mit einem Farbcode
dargestellt, wobei die tiefsten Strukturen schwarz bis dunkelblau und die héchsten Strukturen

gelb bis rot dargestellt sind.

Tabelle 5: Mikroskopische Oberfldchenanalyse

REM 3D-Laserscanning

Oberflachen- Abbildung Beschreibung Abbildung

. K
material (Vergrosserung) Oberflache (Vergrosserung) Grossen der Strukturen

sehr glatte Oberflache
wenige blasenformige,

8, (1000fach) erhabene Strukturen erhabene Strukturen

max.11um hoch und 30um

HPL keine Rillen, Furchen 10 (3600fach) . .
Durchmesser in der grossten
oder Poren Ausdehnun
Furchen erkennbar, &

9, (5000fach) <1um breit

sehr glatte Oberflache
viele enge talformige

11, (1000fach) Strukturen mafrZhSabrin:osctr:l:kr;(;;ennder
keine Rillen, Furchen 2oH

Standard PVC 13 (3600fach) Basis 50um max. Ausdehnung

'oder Poren talférmige Strukturen sind 5
viele erhabene, bis 10um breit
12, (100fach) edelweissférmige K
Strukturen

Rillen und Furchenbreite
zwischen 5 und 15um,
Porendurchmesser ca.5um,
max. Hohe ca.10um

sehr viele lange Rillen
Edelstahl 14, (1000fach) und Furchen, einige 15 (3600fach)
Poren

kornige Oberflache
wenige sanft gewellte,
16, (1000fach) erhabene Strukturen 17 (3600fach)
viele Poren und einige
Furchen

erhabene Strukturen
max.10um hoch und an der
Basis 90um max. Ausdehnung
Porendurchmesser max.5um

OP-
Bodenmaterial
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Tabelle 5 enthalt systematisierte Beschreibungen der Oberflachenstrukturen. Die rdumlichen
Ausdehnungen der Strukturelemente sind quantifiziert. Die Bilder 8 bis 17 befinden sich im

Anhang 1.

4 Diskussion
4.1 Wischtest

Der Standardtest mit dem Fertigwischtuch lieferte mit Standard PVC bei der zweimaligen,
vollstandigen Durchfiihrung logR-Werte mit signifikantem Unterschied. Dieses Experiment
musste zur Bestatigung der Wiederholbarkeit nochmals durchgefihrt werden. Unter Beizug der
Resultate aus der Experimentanordnung mit 1 Wischtest und 2 Inkubationen und der Wieder-
holung des Tests mit 0.5% selbstpraparierter Desinfektionsldsung mit 1 Wischtest und 2 Inkuba-

tionen, kann der Standardtest am Standard PVC als wiederholbar betrachtet werden.

Mit Edelstahl wurden gut wiederholbare Resultate erhalten. Alle logR-Werte entsprachen den

Anforderungen.

HPL zeigte in dieser Reihe durchgehend tiefe logR-Werte. Bei der Durchfiihrung hat sich
herausgestellt, dass sich beim Wischtest die angetrocknete Bakteriensuspension schwierig von

Feld 1 I16ste. Damit hdangen wahrscheinlich die tiefen Werte zusammen.

Flir das OP-Bodenmaterial wurde fiir den Wischtest mit der selbstpraparierten Desinfektions-
[6sung die gemass Hersteller vorgeschriebene Konzentration/Einwirkzeit 0.5% in Leitungs-
wasser/60 Minuten angewandt. Alle logR-Werte entsprachen den Anforderungen. In einem
weiteren Versuch wurde die Konzentration interessehalber auf 0.1% gestellt bei ebenfalls 60
Minuten Einwirkzeit. Die logR-Werte entsprachen auch hier den Anforderungen. Mit einer
Ausnahme waren auch die Durchschnittwerte fiir die Felder 2-4 gut wiederholbar, alle Werte

entsprachen aber den Anforderungen.

Weil beim HPL-Oberflaichenmaterial die Wischtests mit dem Fertigwischtuch nicht den
Anforderungen entsprachen, war von Interesse, ob die Wischtests mit selbstprdparierter
Desinfektionslésung und einer Einwirkzeit von 60 Minuten statt eine Minute eine Veranderung
bringen wiirde. Es wére denkbar, dass die Einwirkzeit von einer Minute nach der Desinfektion
mit dem Fertigwischtuch zu kurz war. Das war nicht der Fall. Sowohl die logR-Werte als auch die
Durchschnittswerte der KBE-Zahlen auf den Feldern 2-4 entsprachen nicht den Anforderungen.
Eine HPL-Arbeitsflache mit selbstpraparierter Desinfektionslosung zu desinfizieren ist uniblich,

weil umstandlich und zeitintensiv, aber nicht verboten. Der grobe Ausreisser, welcher bei einer
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kompletten Doppelbestimmung wiederholbar war, ldasst darauf schliessen, dass hier beim
Wischtest die Bakterien Uber alle Felder verschmiert und deutlich ungeniligend abgetotet

wurden.

Resultat-Qualitdtsanalyse aus Wischtests:

Jedes Experiment wurde in mindestens einer Doppelbestimmung wiederholt. Fir eine statistisch
signifikante Aussage sind das zu wenig Datenpunkte. Nach der Einarbeitung in die Methode und
Sammeln von Erfahrungen, wurden die Experimente immer gleich durchgefihrt.
Es konnen demzufolge vergleichende Aussagen gemacht werden, wie z.B. HPL lasst sich
wiederholbar schlechter desinfizieren als Edelstahl, oder OP-Bodenmaterial hat wiederholbar

ausgepragtere bakterizide Eigenschaften als Standard PVC.

Gestltzt wird diese Aussage durch eine umfassende Ringstudie von VAH, welche erhebliche
Unterschiede zwischen den 24 teilnehmenden akkreditierten Labors offenlegt (27). Die Versuche
wurden jeweils in 3 Wiederholungen mit 3 verblindeten® Desinfektionsmitteln (2 Konzentrate
und ein Fertigwischtuch) einmal mit dem Standard PVC, wie in der vorliegenden Studie und
einmal mit einem alternativen Bodenmaterial durchgefiihrt. Als Testbakterium diente
Staphylococcus aureus. Bei der Wiederholbarkeit liegen die Standardabweichungen fiir die logR-
Werte aus jeweils 12 Labors im Bereich von 0.1 und 0.7. Bei der Reproduzierbarkeit liegen die

Standardabweichungen im Bereich von 0.5 bis 1.2.

Die Resultate fur die Wiederholbarkeit der vorliegenden Studie passen gut in das Bild der
Ringstudie, wo es mit drei Wiederholungen zum Teil betrachtliche Unterschiede unter den

Einzelwerten gab.

4.2 Bakterizide Eigenschaften der Oberflachenmaterialien

Das OP-Bodenmaterial hat sich als ausgepragt bakterizid erwiesen. Die Reduktion betragt ca. 2
Logstufen. Wiirde dieser Beitrag fir die Auswertung abgezogen, dann waére dort die logR-
Anforderung nicht erflllt. Rickfragen zu diesem Befund beim Lieferanten dieses Bodenmaterials
haben leider keine befriedigende Antwort ergeben. Es wurde nur bestatigt, dass dem Material
bei der Herstellung kein Nanosilber oder dergleichen zugesetzt wird. Der Rest lauft offenbar
unter Betriebsgeheimnis. In der Praxis ist dieser Befund nicht von Relevanz. Die Anforderungen

waren erfillt, aber interessanterweise liefert die Bakterizidie der Oberfldche einen signifikanten

8 Die teilnehmenden Labors wussten nicht, um welche Desinfektionsmittel es sich handelte, sie waren mit A, B und
C gekennzeichnet.
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Beitrag an dieses Resultat. Das Desinfektionsmittel selbst wiirde die erforderliche Leistung nicht

bringen.

Bei Stahl wiirden die logR-Werte aus dem Wischtest auch unter Abzug der logR-Werte aus der

Bakterizidie-Studie den Anforderungen entsprechen.

Standard-PVC erfahrt eine sehr kleine Bakterien- Reduktion. Damit kann gesagt werden, dass sich
dieses Testmaterial als Standard zur Zulassungs-/Zertifizierungspriifung neuer Oberflachen-
Desinfektionsmittel sehr gut eignet. Die Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln kann geprift

werden ohne Einfluss des Materials selbst.

HPL hat gewisse bakterizide Eigenschaften. Das ist sehr wahrscheinlich der Tatsache geschuldet,

dass diese Oberflache antibakteriell impragniert ist, wie das in Kapitel 2.3 ausgefiihrt ist.

4.3 Mikroskopische Oberflachenanalyse

Die Stahloberflache enthilt die typischen Rillen, welche vom Polierprozess stammen.

Die Oberflache von Standard PVC ist grober gewellt als diejenige von HPL oder OP-Boden. Sie
wirkt aber etwa gleich glatt wie die der HPL-Oberflache. Der Beitrag zur Rutschfestigkeit wird
beim Standard-PVC vermutlich durch die vielen edelweissartigen, erhabenen Strukturelemente

und beim OP-Bodenmaterial durch die kdrnige Struktur erreicht.

Bezliglich Oberflachenstrukturen und deren Dimensionen kdnnten sich auf allen Materialien,
ausser HPL, Kokkenbakterien mit einem Durchmesser von 0.8 bis 3.5um festsetzen. Die HPL-
Oberflache dagegen enthalt weder Rillen, Poren noch genligend breite Furchen, sodass Bakterien
dort kaum genligend Auflageflachen finden, um sich festsetzen zu kdnnen. Von daher miisste

diese Oberflache eigentlich am besten desinfizierbar sein.

4.4 Schlussfolgerung

Der erste Teil der Leitfrage «Ist das Erreichen der Wischtest-Anforderungen zur Zulassung von
Flachendesinfektionsmitteln im Gesundheitswesen fiir andere Oberflaichenmaterialien sicher-
gestellt?» muss negativ beantwortet werden.

Die diesbezliglichen Hypothesen, dass die Auswahl des Standard-Oberflachenmaterials, kombi-
niert mit der Wischtestmethode und den Anforderungen zur Zulassung von bakteriziden
Flachendesinfektionsmitteln so gewahlt sind, dass die Desinfektion von geeigneten Oberflachen-
materialien sichergestellt ist und dass die Oberflaichenmaterialien in Gesundheitseinrichtungen
so gewahlt sind, dass eine sichere Desinfektion mit zugelassenen Desinfektionsmitteln gewahr-

leistet ist, konnten nicht bestatigt werden.
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Der zweite Teil der Leitfrage: «Lasst sich ein Zusammenhang zwischen Oberflachenstruktur und
deren Desinfizierbarkeit herstellen?» kann im Rahmen dieser Untersuchung mit Ja beantwortet
werden. Die zugehorige Hypothese, dass die Desinfizierbarkeit besser wird, je glatter die Ober-

flache ist, konnte aber, zumindest anhand von HPL, nicht bestatigt werden.

Die sehr glatte und hydrophobe Oberflache von HPL bewirkte wahrscheinlich, dass sich sowohl
die Bakteriensuspension als auch das Desinfektionsmittel beim Auftragen sehr inhomogen auf
der Oberflache verteilten und keine vollstandige Benetzung stattfand (28). Das konnte speziell
mit der selbstpraparierten Desinfektionslosung 0.5% in Wasser von blossem Auge beobachtet
werden.

Bei einer im Bereich von 1 bis 10um eng strukturierten hydrophoben Oberflache wie beim
Standard-PVC oder einer koérnigen resp. mit Poren, Rillen und Furchen durchsetzten Oberflache
im gleichen Grossenbereich wie beim OP-Bodenmaterial oder Edelstahl kénnten sich durch
adhasive Kapillarkrafte, welche durch die Strukturen hervorgerufen werden, Flissigkeiten besser
auf der Oberflache verteilen und diese dadurch homogener benetzen. Das ist ein bekanntes
Phdanomen und wurde untersucht (29). Mit diesem Effekt wiirde zunachst die Benetzung der
Oberflache mit der Bakteriensuspension erhéht. Aber auch die Benetzung mit dem Desinfek-
tionsmittel und damit dessen Kontakt mit den Bakterien kdnnte dadurch deutlich intensiviert
werden. Voraussetzung ware, dass nicht eine sehr hydrophobe Oberflache mit einer Flissigkeit
mit hoher Oberflachenspannung aufeinandertreffen. Das wiirde zu einem Lotuseffekt fiihren und
die Flussigkeit wiirde trotz strukturierter Oberflache abperlen (30). Oberflachendesinfektions-
mittel haben wegen den enthaltenen Tensiden und Alkoholen etc. eine relativ niedrige
Oberflachenspannung und ein Lotuseffekt ist damit sehr unwahrscheinlich.

Mit einem vergleichenden Wischtest von zwei HPL-Flachen, einmal mit einer rauen Struktur mit
Rillen, in der gleichen Gréssenordnung wie bei Stahl, und einmal im Originalzustand, kdnnte diese

These bestatigt werden.
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Anhang 1: REM- und 3D-Laserscanning-Aufnahmen

10.00 kV Signal A = SE2 Nano Imaging Lab
500 pA 21 Aug 2023

22.87 um 10.00 kV Signal A = SE2 Nano Imaging Lab
00 K X 500 pA Date: 21 Aug 2023

Abbildung 9: REM Aufnahme HPL-Oberflidche 5000fach
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Abbildung 10: 3D-Laserscanning Aufnahme HPL 3600fach

10.00 kV Signal A = SE2 Nano Imaging Lab
500 pA WD =13.1 mm Date: 21 Aug 2023

Abbildung 11: REM Aufnahme Standard PVC 1000fach
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10.00 kV Signal A = SE2 Nano Imaging Lab
500 pA WD = 13.1 mm Date: 21 Aug 2023

Abbildung 12: REM Aufnahme Standard PVC 100fach
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Abbildung 13: 3D-Laserscanning Aufnahme Standard PVC 3600fach
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Abbildung 14: REM Aufnahme Edelstahl 1000fach

Abbildung 15: 3D-Laserscanning Aufnahme Edelstahl 3600fach
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HFW 10.00 KV Signal A = SE2 Nano Imaging Lab
Mag= 1.00KXg 500 pA WD = 13.3 mm Date: 21 Aug 2023

Abbildung 16: OP Boden REM Aufnahme 1000fach
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Abbildung 17: 3D-Laserscanning Aufnahme OP-Boden 3600fach
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Rohdaten aus Wischtests

Anhang 2
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Anhang 3: Rohdaten aus Bakterizidietests der Oberflachen
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