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MIKROORGANISMEN
AN OBERFLACHEN

Mikroorganismen an Oberflachen sind in der Natur weit ver-
breitet. Bakterien, Pilze und Algen haben sich an ein Wachs-
tum an verschiedenen Oberflachen angepasst und profitieren
in erheblichem MaB von dieser an den jeweiligen Standort
adaptierten Lebensweise, beispielsweise auf Steinen in einem
Bach, aber auch in Rohrleitungen. Sichtbar wird ihr Wachs-
tum fur das menschliche Auge dann, wenn Biofilme sich in
exorbitantem Ausmal entwickeln. Haufig bewirkt das mikro-
bielle Wachstum eine Schadigung des Materials oder eine
Funktionsminderung technischer Einrichtungen. Treten Biofilme
in der Klinik, beispielsweise auf Implantaten, auf, kdnnen sie
gesundheitliche Probleme beim Menschen verursachen. Die
Entwicklung von Biofilmen beginnt zunéchst vollig harmlos:
Einzelne Zellen von Mikroorganismen heften sich an Oberfla-
chen an und vermehren sich im feuchten Milieu. Viele Bakteri-
enarten sind in der Lage, eine Schleimschicht aufzubauen, die
ihnen einerseits als Schutz vor Umwelteinfllssen dient. Ande-
rerseits versetzt sie die Organismen in die Lage, Nahrstoffe
selbst aus einer sehr ndhrstoffarmen Umgebung anzureichern.

Definition und Charakterisierung von Biofilmen

Biofilme sind Lebensgemeinschaften von Bakterien, Pilzen
oder Algen, die sich an Oberflachen anheften und dort auf-
wachsen. Sie sind an die jeweilige Umgebung angepasst und
verfligen Uber eine hohere Resistenz gegentiber Umgebungs-
bedingungen als frei schwimmende Zellen. Der Stoffwechsel
von in Biofilmen organisierten Individuen unterscheidet sich
von dem planktonischer Zellen.

Biofilme sind charakterisiert dadurch, dass die Zellen von einer
mikrobiell induzierten Matrix, meist aus Polysacchariden, um-
geben sind, die von einer wassrigen Losung durchstromt sind.
Sie kdnnen aus Individuen einer einzigen Spezies oder aus
Mischpopulationen verschiedener Organismenarten zusam-
mengesetzt sein (Bild 1). Die in Biofilmen organisierten Mikro-
organismen nutzen Stoffwechseleigenschaften der anderen
Spezies oder deren Schutzmechanismen oder metabolisieren
in Biofilmen Zellen oder Zellteile anderer Mikroorganismen.
Die Biofilmbildung ist von genetischen Faktoren abhéngig
und reguliert. Dabei sind die Bildung und der Austausch so-
genannter Signalmolekdle fur die mikrobielle Kommunikation
entscheidend.

Das Beispiel eines Biofilms der Spezies Pseudomonas aerugi-
nosa ist in einer rasterelektronenmikroskopischen Aufnahme
in Bild 2 dargestellt. Deutlich erkennbar ist die dreidimensio-
nale Struktur der auf einer Polycarbonatoberflache angesie-
delten Bakterienzellen.

Wirtschaftliche Bedeutung

Allein in Deutschland werden die Kosten, die durch pilzbe-
dingte Schaden in Altbauten verursacht werden, auf 210 Mio
Euro pro Jahr geschatzt. Dazu kommen rund 1,5 Mrd Euro
pro Jahr durch die Verschlechterung des Wirkungsgrades von
Warmetauschern und 12,5 Mrd Euro pro Jahr fir Korrosions-
schaden — von diesen sind ca. 20 Prozent mikrobiell bedingte
Schaden. Auch im Gesundheitssektor werden enorme An-



strengungen unternommen, um das Wachstum von Biofilmen
an naturlichen Oberflachen wie Zahnmaterial, aber auch an
synthetischen Materialien wie Implantaten, Kathetern oder
medizinischen Geraten zu verhindern — auch wegen enormer
Folgekosten im Falle einer Schadigung des Menschen.

Vermeidung und Bekdmpfung von Biofilmen

Haben sich Biofilme erst einmal an einer Oberflache nieder-
gelassen, ist ihnen meist schwer beizukommen. In dieser
Lebensform sind sie deutlich resistenter als Einzelzellen und
widerstehen in vielen Fallen selbst hoch dosierten Desinfek-
tions- und Reinigungsmitteln. Um Biofilme schon an der Ent-
stehung zu hindern, ist daher die Anwendung geeigneter
antimikrobieller Oberflachenmodifikationen, beispielsweise
durch Anbindung biozider Substanzen oder photokatalytische
Ausrlstung, angezeigt. Eine entsprechende Oberflachenge-
staltung kann die mikrobielle Adhasion an der Materialober-
flache oder die Vermehrung der Zellen von vorneherein unter-
binden. Am Fraunhofer IGB haben Grenzflachenforscher in
Zusammenarbeit mit Mikrobiologen und Zellbiologen bereits
verschiedene Oberflachenausristungen entwickelt. Ihre Cha-
rakterisierung kann mit Hilfe physikalischer und chemischer
Verfahren erfolgen, ihre biologische Wirksamkeit l&sst sich al-
lerdings nur mit lebenden Systemen nachweisen.

Technische Lésungen zur Vermeidung und Bekdmpfung

von mikrobiellem Wachstum an Oberflachen

Physikalische MaBnahmen

B Veranderung von Umgebungsbedingungen
(z. B. Klhlung oder Erhitzung)

B Beeinflussung durch Anderung der Strémungs-
bedingungen oder mechanische Entfernung

B Strahlung

B Oberflacheneigenschaften

Chemische MaBnahmen

H Reinigung und/oder Desinfektion
B pH-Wert-Anderungen

B Eigenschaften von Oberflachen

Biologische MaBBnahmen
B Antibiotisch wirksame Stoffe
B Stérung der Zell-Zell-Kommunikation

1 Biofilm einer natdrlichen Mischpopulation auf einer porésen
Oberfléche.

2 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines Biofilms von
Pseudomonas aeruginosa. Stabchenférmige Zellen in Matrix
eingebettet, dreidimensionale Struktur erkennbar.

3 Schematische Darstellung der Biofilmentwicklung. © D. Davis



Die Biofilmbildung erfolgt in mehreren Stufen. Sie ist nicht nur von der Art der Mikro-
organismen und deren Eigenschaften abhangig, sondern wird auch von den Oberflachen-
eigenschaften der zu besiedelnden Materialien sowie den Umgebungsbedingungen
beeinflusst. Hierzu zdhlen neben dem Nahrstoffangebot auch Wassergehalt, Temperatur
oder die Strdmungsbedingungen. Bei der Entwicklung eines Biofilms (Bild 3, Seite 3)
heften sich zunachst die frei schwimmenden planktonischen Zellen an eine Oberflache
an. Bei diesem noch reversiblen Vorgang spielen Van-der-Waalsche Krafte eine Rolle. Bei
der darauf folgenden Entwicklung von Monolayern und Mikrokolonien vermitteln soge-
nannte Adhasine die ersten Bindungen mit der Materialoberflache. Dieser Vorgang ist nur
bedingt reversibel. Der Schleim, der den Biofilm durchzieht und umgibt, basiert auf Poly-
sacchariden, welche die Mikroorganismen selbst produzieren. Diese Struktur lasst sich
auch durch kraftiges Spulen nicht mehr von der Oberflache entfernen. Aus dem Biofilm
werden einzelne Zellen freigesetzt, die sich wieder ansiedeln und einen neuen Biofilm
bilden kénnen.

In Biofilmen kénnen Mikroorganismen nicht nur Nahrstoffe akkumulieren. Sie bieten der
Population auch Schutz vor chemischen und physikalischen Umwelteinflissen wie Desinfek-
tionslosungen oder Strahlung. Soll die Entwicklung von Biofilmen wirksam und nachhaltig
vermieden werden, muss man bereits in einem sehr friihen Stadium der Biofilmbildung ein-
greifen oder sie von vorneherein, beispielsweise durch eine entsprechende antimikrobielle
Ausristung der Oberflache, unterbinden.



NACHWEISVERFAHREN

Am Fraunhofer IGB werden seit mehr als 20 Jahren Mikro-

organismen an Oberflachen untersucht und fur verschiedene
biotechnische Anwendungen gezielt eingesetzt. Basierend
auf den Erfahrungen im Umgang mit immobilisierter Biomas-
se haben wir verschiedene Verfahren zum qualitativen und
quantitativen Nachweis von Biofilmen entwickelt. Heute
stehen zahlreiche Standardmethoden sowie anwendungsori-
entierte Verfahren zur Verfligung, die — abhangig von den
spezifischen Anforderungen und Zielsetzungen unserer Auf-
traggeber — optimiert und etabliert werden.

Auch gréBere experimentelle Serien gehdren zu unserem
Leistungsangebot. Bestehende Verfahren entwickeln wir lau-
fend weiter; im Rahmen von Forschungsprojekten etablieren
wir gemeinsam mit industriellen Partnern neue Prifmetho-
den.

Wahrend verschiedene Parameter, welche die Oberflachen-
eigenschaften von Materialien charakterisieren, mit ebenfalls
am Fraunhofer IGB etablierten physikalischen oder chemi-
schen Verfahren nachgewiesen werden konnen, ist der Nach-
weis der Inaktivierung von Mikroorganismen auf biologische
Methoden angewiesen. Inaktivierung bedeutet den Verlust
der Vermehrungsfahigkeit und ist eine Grundvoraussetzung,
um die weitere Entwicklung und Verbreitung der mikrobiel-
len Zellen zu unterbinden.

Anforderungen an biologische Priifverfahren zur
Bewertung antimikrobieller oder photokatalytisch
aktiver Oberflachen

Qualitative Bewertung
Quantitative Bewertung

|

|

B Reproduzierbarkeit
B Vergleichbarkeit

|

Erfassung der Umgebungsbedingungen (Temperatur,
Wassergehalt, Strahlung, Strdmungsbedingungen)

Anwendungsnédhe

Aufklarung von Wirkmechanismen

1 Aspergillus niger.
2 Beispiel eines Freilandprifstands zur Langzeituntersuchung

photokatalytischer Oberfléachen.



Pumpe I

Substratzulauf

Etablierte Bewertungsverfahren

Im Fraunhofer-Institut fir Grenzflachen- und Bioverfahrenstech-
nik IGB werden verschiedene Standardverfahren wie Japani-
scher Industriestandard JIS 2801, Agardiffusionstest, ASTM-
Standards (ASTM 21-09) sowie American Military Standard
Mil-Std-810F eingesetzt, um Oberflachen biologisch zu bewer-
ten, da diese Tests haufig von Kunden gewtnscht werden.

Die Praxis hat gezeigt, dass diese Standards und Normen den
Anforderungen, die in Forschung und Entwicklung benétigt
werden, nicht in jedem Fall entsprechen. Das bestehende Spek-
trum an Verfahren wurde deshalb erweitert und umfasst der-
zeit: Screening-Tests nach wirksamen Substanzen, die bereits
bei der Auswahl von Komponenten, aber auch flr orientieren-
de Untersuchungen eingesetzt werden. Ein Adhasionstest zur
Bewertung der Adhasionseigenschaften und der Biofilmbildung
unter statischen und dynamischen Bedingungen wurde etab-
liert. Verschiedene FlieBzellenmodelle (Bild 1) stehen zur Ver-
flgung, um den Einfluss von Strdmungseigenschaften bei den
Untersuchungen zu berUcksichtigen.

Weitere anwendungsorientierte sowie Freilanduntersu-
chungen (Bild 2, Seite 5) wurden in den letzten Jahren entwi-
ckelt und Uberprift und flr zahlreiche verschiedene Anwen-
dungen angepasst.

Bioreaktor mit Mikroorganismen

FlieBzelle

Ablauf

Die bekannten Standardverfahren stoBen an ihre Grenzen,
wenn Prifkorper unterschiedlicher Morphologie und Zusam-
mensetzung untersucht werden sollen. Mit der zur Verfiigung
stehenden Ausristung prifen wir Pulver, Suspensionen oder
Losungen, die als Ausgangsmaterialien eingesetzt werden sol-
len. Flachsubstrate aus Glas, Metall, Kunststoffen verschiedener
Abmessungen kénnen ebenfalls bewertet werden. Verfahren
zur biologischen Charakterisierung von 3D-Prifkorpern, Gewe-
ben, Vliesen und Lumina wie Schlauchmaterial oder Katheter
wurden bereits erfolgreich in den jeweils geeigneten Testver-
fahren eingesetzt.

Zielbranchen

Oberflachen, die fir verschiedenste Anwendungsbereiche be-

schichtet oder als compoundierte Produkte hergestellt werden,

untersuchen wir mit verschiedenen, dem Anwendungsfall und

der Fragestellung entsprechenden mikrobiologischen Priifver-

fahren:

B Medizintechnik (Zahnersatz, Implantate, Katheter)

B Technische Anwendungen (Filtrationseinheiten, Filter,
Klimaanlagen)

B Konsumguter

B Fahrzeugbau

B Textilien

B Bauindustrie

1 FlieBzelle zur Priifung antimikrobieller Eigenschaften.

2 E. coli.



Testorganismen

Als Testorganismen werden Bakterien, Pilze und Algen einge-
setzt. Das Spektrum umfasst die Untersuchung mit definierten
Teststammen axenischer Kulturen (z. B. Escherichia coli, Sta-
phylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus ni-
ger, Scenedesmus spec.) sowie den Einsatz von standorttypi-
schen Mischpopulationen. Die Auswahl der Testorganismen
orientiert sich an der Zellwandzusammensetzung der Organis-
men, bekannten Resistenzen, genetisch bedingten Stoffwech-
seleigenschaften, angestrebten Anwendungsgebieten der Pro-
dukte sowie der Biofilmbildung.

Aufgrund der Ausstattung und fachlichen Qualifikation sind am
Fraunhofer IGB Arbeiten mit Mikroorganismen der Risikogruppe
1 und 2 maglich. Entwickelt wurden auBerdem gentechnisch
veranderte Stdamme relevanter Organismen, welche fluoreszie-
rende Proteine produzieren, die abhangig vom Stadium der Bio-
filmbildung exprimiert werden.

Ausstattung

Mikrobiologische Laboratorien mit einer modernen Ausstattung
sowie ein entsprechend qualifiziertes Team erlauben den Um-
gang mit Mikroorganismen der Risikogruppen 1 und 2. Fir Un-
tersuchungen an photokatalytisch ausgerUsteten Oberflachen
stehen Aktivierungseinheiten zur Verfiigung, in denen unter
definierten Bedingungen eine biologische Charakterisierung der
Prifkorper erfolgen kann. Freilandexperimente zur Untersu-
chung von Witterungseinfliissen werden auf Anfrage geplant.

Leistungsangebot

B Bewertung der mikrobiellen Belastung auf Oberflachen

und in prozessberihrten Medien (z. B. Wasser, Ausgangs-
materialien, Produkte)

Entwicklung von Verfahren zur Verminderung mikrobi-
eller und chemischer Belastung in unterschiedlichen
Bereichen (z. B. Sterilisationsverfahren, Standzeitverlan-
gerung von Reinigungsbadern, Prozesswasseraufberei-
tung, kostenglinstige Aufarbeitung von Prozessmedien,
Abwasseraufbereitung)

Entwicklung von innovativen Werkstoffen zur Redu-
zierung der Biofilmbildung an Verpackungsmaterialien,
Rohrleitungen, medizinischen Gutern und/oder flr die
Gestaltung von Arbeitsflachen

Bewertung der antimikrobiellen Eigenschaften speziell
ausgerusteter Oberflachen

Kontakt

M. Sc. Lukas Kriem
Telefon +49 711 970-4212
lukas.kriem@igb.fraunhofer.de

M. Sc. Bryan Lotz
Telefon +49 711 970-4217
bryan.lotz@igb.fraunhofer.de
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Fraunhofer IGB Kurzprofil

Das Fraunhofer IGB entwickelt und optimiert Verfahren, Produkte und Technologien fir die
Geschaftsfelder Gesundheit, Chemie und Prozessindustrie sowie Umwelt und Energie. Wir
verbinden héchste wissenschaftliche Qualitat mit professionellem Know-how in unseren
Kompetenzfeldern — stets mit Blick auf Wirtschaftlichkeit und Nachhaltigkeit. Komplettlosun-
gen vom Labor- bis zum PilotmaBstab gehoren dabei zu den Starken des Instituts. Kunden
profitieren auch vom interdisziplindren Austausch zwischen den flinf FUE-Abteilungen in
Stuttgart und den Institutsteilen an den Standorten Leuna und Straubing. Das konstruktive
Zusammenspiel der verschiedenen Disziplinen am Fraunhofer IGB er6ffnet neue Ansatze in
Bereichen wie Medizintechnik, Nanotechnologie, industrieller Biotechnologie oder Umwelt-
technologie. Das Fraunhofer IGB ist eines von 69 Instituten und Forschungseinrichtungen der
Fraunhofer-Gesellschaft, Europas fuhrender Organisation fiir angewandte Forschung.

www.igb.fraunhofer.de
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