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Einleitung

1 Bedeutung

Dieses Dokument beinhaltet die Durchfiihrung und die Ergebnisse der Dekontaminationen und der

mikrobiologischen Uberwachung mit dem DCXpert bzw. dem DCXF.

Die Dekontaminationen fand statt bei der AGES (Agentur fir Gesundheit und
Erndhrungssicherheit) in der Wahringer StraRe 25a, 1090 Wien. Die Dekontaminationen wurden
von Braincon Technologies-GmbH an folgenden Tagen durchgefiihrt: 14.05.2013, 02.09.2013 bis
04.09.2013, 08.10.2013 und 07.11.2013. Die Auswertung der Bioindikatoren (Geobacillus
stearothermophilus) wurde von Braincon Technologies-GmbH durchgefiihrt, die Analyse der
eigentlichen zu untersuchenden mikrobiologischen Proben erfolgte durch AGES bzw. durch die

Veterindrmedizinische Universitat Wien.

1.1 Zielsetzung

Ziel der Begasung war eine erfolgreiche Raumdekontamination mit dem DCXpert. Dabei wurden
verschiedene Bakterienstimme getestet, indem diese flr bestimmte Zeitspannen mit dem DCXF
(7,5%ger Wasserstoffperoxidlosung mit Silberionen) begast werden. Getestet wurden folgende

Mikroorganismen

- Clostridium difficile, AGES Hausstamm

- Clostridium difficile ohne/mit Belastung (menschlicher Stuhl), ATCC 9689

- Clostridium difficile mit Belastung (0,03% Albumin), ATCC 9689

- Clostridium difficile mit Belastung (0,03% Albumin), RT 027

- Clostridium difficile mit Belastung (0,3% Albumin + 0,3% Schafserythrozyten), ATCC 9689
- Clostridium difficile mit Belastung (0,3% Albumin + 0,3% Schafserythrozyten), RT 027
- MRSA, AGES Hausstamm

- MRSA (Methicillin resistenter Staphylococcus aureus), ATCC 43300

- MRSA mit Belastung (0,03% Albumin), ATCC 43300

- MRSA mit Belastung (0,3% Albumin + 0,3% Schafserythrozyten), ATCC 43300

- Acinetobacter XDR (Extensively Drug Resistant), AGES Hausstamm

- ESBL (Extended Spectrum Beta Lactamase), AGES Hausstamm

- VRE (Vancomycin resistenter Enterococcus), ATCC 51299

- KPCKlebsiella-pneumoniae-Carbapenemase, ATCC-BAA 1705

- Geobacillus stearothermophilus (als Bioindikator), ATCC 12980

- hNV (Human Norovirus)

- DNA Proben (Legionella)

JCX
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Des Weiteren wurde der Prozess mittels eingesetzten Bioindikatoren (Geobacillus
stearothermophilus) Gberwacht. Geobacillus stearothermophilus ist ein nicht-pathogener Keim der
vom Robert Koch Institut als Indikatorkeim fiir die Sterilisationskontrolle empfohlen wird.
Geobacillus ist ein sporenbildendes, grampositives stabchenformiges Bakterium. Die optimale
Wachstumstemperatur liegt zwischen 55 und 60 °C, damit zahlt Geobacillus stearothermophilus zu
den thermophilen Organismen. Bei Temperaturen unter 30 °C wachsen die Zellen nicht mehr. Die
widerstandsfahigen Sporen werden in Boden, in heilen Quellen, im Wistensand, in arktischen
Gewassern, im Meeresboden, in Lebensmitteln und in Kompost vorgefunden, keimen aber nur

unter giinstigen Bedingungen aus.

Das DCX Bio-Dekontaminationsprogramm wird in einer abgeschlossenen Konfiguration mit drei

verschiedenen Phasen (siehe Abbildung 1) durchgefiihrt:

- Préaparation und Evakuation
- Konditionierung und Bio-Dekontamination
- Neutralisation und ,,Ready to use”
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Abbildung 1: Phasenverlauf der Dekontamination mit dem DCXpert

Die drei Phasen laufen im Detail nach folgendem Schema ab:

- Praparation: Raumvorbereitung und DCXpert einschalten
Evakuation: Verlassen des Raumes und Raum von aulRen abdichten

- Konditionierung: zligiger Aufbau der notwendigen H,0,-Konzentration
Bio-Dekontamination: Aufrechterhaltung der Wasserstoffperoxid-Konzentration und der

relativen Luftfeuchtigkeit

- Neutralisation: Schnelle Reduktion und Abbau der H,0,-Konzentration
,Ready to use”: Der Raum ist nach Unterschreiten des MAK Wertes wieder verwendbar
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Bei diesen Versuchen wurde die Dekontaminationsleistung des DCXperts mittels Geobacillus
stearothermophilus nach drei verschiedenen Log Stufen (Log 4, 5 & 6) und der Begasungsdauer
(60 min, 120 min, 180 min) Gberpruft.

Es wurde wird auch der Verlauf der Wasserstoffperoxid-Konzentration wahrend und nach der

Begasung mittels eines speziellen Gasmessgerates gemessen welches Informationen Uber die im

Raum vorhandene H,0,-Konzentration lieferte.

Tabelle 1: Ubersicht {iber die durchgefiihrte Begasung

Ort der Begasung AGES WahringerstralRe 25a, 1090 Wien
Begasungsraum »Ambulanz” — Erdgeschoss (barrierefrei)
Ansprechperson Univ.-Prof. Dr. Franz Allerberger,

Univ.-Prof. Dr. Gliinther Wewalka,
Dr Steliana Huhulescu
Fr. BMA Anita Fiedler

Verantwortlicher Mitarbeiter (Braincon) Davul Ljuhar (DL),
Christopher Hartl (CH),
Thomas Schwan (TS)

Datum der Begasungen 14.05. 2013,
02.09.2013,
03.09.2013,
04.09.2013,
08.10.2013
05.11.2015

Begasungen wurden durchgefihrt von Christopher Hartl

Datum der Probenansetzung (Bioindikatoren) 15.05.2013,
05.09.2013,
08.10.2013,
05.11.2013

Datum der Auswertung (Bioindikatoren) 22.05.2013,
12.09.2013,
15.10.2013,
12.11.2013

Auswertung der Bioindikatoren wurde Christopher Hartl

durchgefiihrt von
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Material und Methoden

2 Dekontamination

Die Dekontamination wurde wie folgt durchgefiihrt:

Vor der Dekontamination wurde der Raum entsprechend vorbereitet. Vorhandene Elektrogerate
wurden nach Moglichkeit ausgeschaltet und vom Stromnetz getrennt. Die Geobacillus
stearothermophilus Bioindikatoren sowie die Proben wurden an zwei verschiedenen relevanten
Positionen (Tisch, Schreibtischlade) im Raum platziert. Der Rauchmelder wurde von der
Haustechnik im Vorfeld ausgeschaltet. Das Gasmessgerat wurde nahe der Zimmerwand platziert

und eingeschalten.

Der DCXpert wurde in der Raummitte aufgestellt, eingeschalten und ein Programm gestartet.
Wahrend der sogenannten Evakuierungs-Phase wurde die Zutrittstir zum Raum geschlossen und
die Fugen mit Klebeband abgedichtet. Die Dichtheit wurde mit den Gasmessgerdten von Drager

Uiberwacht.

Wahrend der Begasung wurden zu gegebenen Zeiten die Bioindikatoren bzw. die Proben aus dem
Rdaumen geholt. Dabei wurde der Raum stets nur mit personlicher Schutzausrichtung (Vollmaske

mit Filter, Schutzoverall, Handschuhe, Uberziehschuhe) betreten.

In der Neutralisationsphase wird die Wasserstoffperoxid-Konzentration mit einer Halbwertszeit
von 50 Minuten abgebaut. Dieser Vorgang wurde durch das Offnen der Fenster beschleunigt, und
solange durchgefiihrt, bis eine Konzentration von unter 1,0 ppm (entspricht dem gesetzlichen

MAK-Wert) gegeben war und der Raum gefahrlos wieder betreten werden durfte.
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Tabelle 2 beinhaltet samtliche Gegenstdnde die im Zuge der Begasung verwendet wurden.

Tabelle 2: Benotigte Gegenstande fiir die Raumbegasung

Gegenstand Anzahl
DCXpert 1 Stlick
DCXF 1 Kanister (10 L)
Schutzmaske 1 Stuick
Filter fur Schutzmaske 1 Stuick
H,0, Messgerat ATl Portasens Il 1 Stilick
H,0, Messgerat Drager X-am 5100 1 Stlick
Schutzhandschuhe 6 Paar
Teppichmesser 1 Stiick
DCXfix (Kleberollen) 1 Rolle
Geobacillus Bioindikatoren (Log 4, 5 & 6) 38 Stiick (inkl.7 Kontrollen)
Einwegliberschuhe 6 Paar
Fotoapparat 1 Stlick

2.1 Programmablauf der Bio-Dekontamination

In Tabelle 3 ist der Programmablauf der Bio-Dekontaminationen des begasten Zimmers ersichtlich.
Dariliber hinaus sind auch die Anzahl der verwendeten Bioindikatoren zur
Dekontaminationskontrolle sowie der Verbrauch an DCXF in Gramm (1g = 1ml) eingetragen.

Tabelle 3: Beschreibung der Bio-Dekontamination

Datum Raum Programm Verbrauch DCXF [g] | Zahl d. Bioindikatoren
Di, 14.05.2013 »2Ambulanz“ | 180 min Trockenprogramm 1115 g | 13 (inkl. 2 Kontrollen)
Mo, 02.09.2013 | ,,Ambulanz” | 120 min Trockenprogramm 1195 g | 5 (inkl. 1 Kontrolle)

Di, 03.09.2013 »Ambulanz” | 180 min Trockenprogramm 1924 g | 7 (inkl. 1 Kontrolle)
Mi, 04.09.2013 | ,,Ambulanz” | 120 min Trockenprogramm 1546 g | 5 (inkl. 1 Kontrolle)

Di, 08.10.2013 »Ambulanz” | 180 min Trockenprogramm 2577 g | 4 (inkl. 1 Kontrolle)

Di, 05.11.2013 »Ambulanz“ | 180 min Trockenprogramm 2121 g | 4 (inkl. 1 Kontrolle)
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2.2 Beschreibung des dekontaminierten Raumes

2.2.1 ,, Ambulanz”

Tabelle 4: Eigenschaften von ,,Ambulanz“

RaummaRe (I*b*h) [m]

510m *3,70m * 2,90 m

Raumvolumen insgesamt [m3]

54,7 m3

Anzahl der Fenster und Tiiren

4 Fenster, 1 Tur zum Gang (wurde fiur die Dauer der

Dekontamination abgedichtet)

Rauchmelder

Ein Rauchmelder vorhanden, wurde von der

Haustechnik abgeschaltet

Beschreibung etwaiger Mobel:

1 Patientenliege, 2 Kasten, 2 Schreibtische,
1 Waschbecken

Beschreibung der Liiftung:

Keine Liiftungsanlage vorhanden

Hygroskopisch wirkende Materialien

Keine Materialen vorhanden

Elektrogerate

1 Telefon, 1 Stehlampe

Temperatur im Raum vor der Begasung

14.05.2013: 19,8 °C
02.09.2013: 22,1 °C
03.09.2013: 21,4 °C
04.09.2013: 21,8 °C
08.10.2013: 21,3 °C
05.11.2013: 20,6 °C

Luftfeuchte im Raum vor der Begasung

14.05.2013: 51,1 %
02.09.2013: 43,8 %
03.09.2013: 49,2 %
04.09.2013: 52,4 %
08.10.2013: 41,0 %
05.11.2013: 44,1 %

Winde/Decke

Dichte Wande (mit abgeblatterter Wandfarbe durch
Feuchtigkeit in den Wanden — altes Mauerwerk),
dichte Decke
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2.2.1.1 Raumplan
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Abbildung 2: Raumplan ,,Ambulanz” -
Linge: 5,10 m, Breite: 3,70 m, H6he: 2,90 m, Volumen: 54, 7 m?

Iz

2.2.1.2 Positionierung der Bioindikatoren

Die Geobacillus stearothermophilus Bioindikatoren und die Proben wurden in der ,,Ambulanz” an

folgenden zwei Positionen platziert (ersichtlich in Abbildung 2):

Position A: Offen auf Schreibtischoberflache platziert (75cm hoch)
Position B: In halboffener Lade platziert (30cm hoch)
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Probe/Keim Dauer Position | Datum

Clostridium difficile, AGES Hausstamm 60 min, 120 min, 180 min | A, B 14.05.2013

Clostridium difficile ohne/mit Belastung 60 min, 120 min, 180 min | A, B 03.09.2013

(menschlicher Stuhl), ATCC 9689

Clostridium difficile mit Belastung 60 min, 120 min, 180 min | A 08.10.2013

(0,03% Albumin), ATCC 9689

Clostridium difficile mit Belastung 60 min, 120 min, 180 min | A 08.10.2013

(0,03% Albumin), RT 027

Clostridium difficile mit Belastung 60 min, 120 min, 180 min | A 05.11.2013

(0,3% Albumin + 0,3 % Schafserythrozyten),

ATCC 9689

Clostridium difficile mit Belastung 60 min, 120 min, 180 min | A 05.11.2013

(0,3% Albumin + 0,3 % Schafserythrozyten),

RT 027

MRSA, AGES Hausstamm 60 min A 14.05.2013

MRSA, ATCC 43300 120 min A 04.09.2013

MRSA mit Belastung (0,03% Albumin), 60 min, 120 min A 08.10.2013

ATCC 43300

MRSA mit Belastung (0,3% Albumin + 60 min, 120 min A 05.11.2013

0,3 % Schafserythrozyten), ATCC 43300

Acinetobacter XDR, AGES Hausstamm 60 min A 14.05.2013

Acinetobacter XDR, AGES Hausstamm 120 min A 04.09.2013

ESBL, AGES Hausstamm 60 min A 14.05.2013

ESBL, AGES Hausstamm 120 min A 04.09.2013

VRE, ATCC 51299 120 min A 04.09.2013

KPC, ATCC-BAA 1705 120 min A 04.09.2013

hNV (humaner Norovirus) 60 min, 120 min A 02.09.2013

DNA Proben (Legionella) 60 min, 180min A 08.10.2013

Geobacillus stearothermophilus, ATCC 12980 | 60 min, 120 min, 180 min | A, B 14.05.2013

(als Bioindikator) 60 min, 120 min A B 02.09.2013
60 min, 120 min, 180 min | A, B 03.09.2013
60 min, 120 min A B 04.09.2013
60 min, 120 min, 180 min | A 08.10.2013
60 min, 120 min, 180 min | A 05.11.2013
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2.2.1.3 Fotos des zu dekontaminierenden Raumes (,,Ambulanz“)

Abbildung 4: Gasmessgerat mit

Wasserstoffperoxidsensor

Abbildung 3: DCXpert in der Raummitte aufgestelit

'

Abbildung 5: C. difficile Proben in der Lade (hinten), Abbildung 6: C. difficile und aerobe Keime sowie
Geobacillus Bioindikatoren (vorne) Geobacillus Bioindikatoren auf der Tischplatte
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Abbildung 7: Abgedichtete Tiire Abbildung 8: Norovirusproben (von Vetmed
aufbereitet)

Abbildung 9: Norovirusproben

Abbildung 10: DCXpert wahrend der Dekontamination
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Abbildung 11: Halboffene Lade (Position B) mit Abbildung 12: Proben in der Lade:
Bioindikatoren und C. difficile Proben Hintere Reihe: C. difficile (ohne Belastung)
Mittlere Reihe: C. difficile (mit Belastung)

Vordere Reihe: G. stearothermophilus Proben)

Abbildung 13: Versuchsaufbau fiir C. difficile
(Tisch und Lade)

Abbildung 14: Proben der aeroben Keime
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Abbildung 15: C. difficile & MRSA (mit Rinderalbumin Abbildung 16: C. difficile & MRSA (mit Rinderalbumin
belastet) sowie DNA Proben. belastet) sowie DNA Proben.

Abbildung 17: C. difficile & MRSA (mit 0,3% Albumin & Abbildung 18: Prozessiiberwachung mittels externen
0,3% Schafserythrozyten belastet) Laptop
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Dieses Dokument enthalt eine Checkliste zur Durchfihrung einer Dekontamination mit dem
DCXpert. Um eine wirksame und sichere Dekontamination zu gewahrleisten, war es erforderlich

die angefiihrten Punkte in der angegebenen Reihenfolge auch entsprechend den Phasen des

Befinden sich noch Menschen (aulRer dem Dekontaminationspersonal) oder Tiere im

Raum?

Ja[]

Nein |X|

Befinden sich elektrische Gerate im Raum?

o ausgeschaltet

o vom Stromnetz getrennt

X
X

JalX

Nein |:|

Raum Be- und Entliiftung vorhanden:

o abgeschaltet
o geschlossen
o abgedichtet

HimN

Ja|:|

Nein @

Fenster vorhanden:
o geschlossen
o abgedichtet

X

JalX

Nein |:|

Rauchmelder vorhanden:

o abgeschaltet
o abgedichtet

X

JalX

Nein |:|

Wande und Decken:
o Massive Decke
o Massive Wande

Offnen der Kasten und Liden

X XK

Sensible Materialien entfernt

X

(z.B.: hygroskopisch wirkende Materialien, Schlduche, etc.)
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e DCXpert in Position bringen

e DCXpert steht waagrecht

e Feststellbremsen angezogen

e Luftausblas6ffnungen geoffnet

e Kanister in Position

e DCXpert einschalten

e  Flussigkeit korrekt/ausreichend

X X XK X XXXKX

e Raum und Programmauswahl

o Boostprogramm |:| Dekontaminationsdauer: min
o Trockenprogramm |X| Dekontaminationsdauer: 120 / 180 min
o Feuchtprogramm |:| Dekontaminationsdauer: min
e Optional anschlieBbare Gerate Ja[] Nein [X]
o Entfeuchter []
Heizung |:|
o Ventilator []
o Luftfeuchte/Temperatur Sensor(en) 1] 2] 301
o Externen PC |:|
e Verwendung von Bioindikatoren? JalX] Nein [_]
e Programm starten X
Evakuation:
e Befinden sich noch Menschen oder Tiere im Raum? Ja[ ] Nein [X]
e Raum verlassen und personliche Schutzausristung griffbereit halten X
e  Warnhinweis angebracht X
e Tiire von auBen abgedichtet X

Konditionierung & Bio-Dekontamination:
e Kontinuierliches Uberpriifen der Wasserstoffperoxid-Konzentration

XX

e Entnahme der Bioindikatoren/Proben nach gegebenen Zeiten

Neutralisation & ,Ready to Use”
e Raum freigeben X
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sicher.

effizient.
innovativ.

2.3 Durchfiihrung der mikrobiologischen Versuche

Bei den Bioindikatoren handelt es sich um Geobacillus stearothermophilus ATCC# 12980 der Firma
Apex Labs (Genaue Bezeichnung: Apex Discs Tri-Scale Biological Indicator for Hydrogen Peroxide
(H202) Vapor; Geobacillus stearothermophilus spores (ATCC# 12980)).

Der Bioindikator besteht aus einer gasdurchlassigen Tyvek/Tyvekverpackung, die drei voneinander
getrennte Kompartimente hat. In jedem dieser Kompartimente befindet sich ein
Edelstahlplattchen, auf dem die Geobacillus Sporen zu je einer Log Stufe (Log 4, Log 5 und Log 6)

fixiert sind.

Die Bioindikatoren und die Proben wurden mit dem DCXpert flr eine bestimmte Dauer (60, 120, &
180 min) begast und nach dieser Begasungszeit aus dem Raum entnommen. Der Zeitpunkt der
Entnahme richtete sich immer nach der Anfangszeit der Dekontaminationsphase, erst ab diesem
Zeitpunkt wurden die Proben nach 60, 120, & 180 min entnommen. Zu beachten sind die
jeweiligen Vorlaufzeiten, die benotigt wurden, um die erforderliche Luftfeuchtigkeit zu erreichen.

Es dauerte zwischen 11 — 20 min, um die gewiinschte Luftfeuchtigkeit von 85 —90 % zu erreichen.

Nach der Entnahme wurden die Bioindikatoren sachgemaR gelagert und am 15.05.2013, am
05.09.2013, am 08.10.2013 sowie am 05.11.2013 angesetzt. Die individuellen Plattchen wurden in
jeweils ein steriles Rohrchen aus PP (Polypropylen) mit 10 ml sterilfiltrierten CASO-Bouillon

(Casein-Soja-Pepton-Bouillon) aseptisch iberfihrt und fiir sieben Tage bei 55-60°C bebritet.

Die eigentlichen Proben (Clostridium difficile, Acinetobacter XDR, MRSA, VRE, KPC und ESBL sowie
Legionella-DNA Proben und Norovirus) wurden sofort nach Entnahme aus dem Raum durch
Mitarbeiter von AGES bzw. der Veterindrmedizinischen Universitdt Wien weiterbearbeitet und

anschliefend zu den jeweiligen notwendigen Bedingungen bebriitet.

Die Auswertung der Bioindikatoren erfolgte nach sieben Tagen Bebritungsdauer mittels optischer
Uberpriifung des Wachstums im Réhrchen. Eine Trilbbung bedeutet Wachstum, keine Triibung
bedeutet kein Wachstum. Zu jeder Versuchsreihe wurde eine unbegaste Positivkontrolle, sowie
eine Negativkontrolle (d.h. nur Medium ohne Bioindikator) mitbebritet. Die bewachsene
Positivkontrolle zeigte, dass der Bioindikator prinzipiell lebensfahig war, die unbewachsene

Negativkontrolle zeigte, dass das Medium steril war.
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effizient.
innovativ.

sicher.

Ergebnisse

3 Geobacillus stearothermophilus

Die Ergebnisse zeigten eine Keimreduktion um zumindest Log 5 (oder héher) an allen Tagen und
Positionen. Die Positiv- bzw. Negativkontrollen wurden nicht mit H,0, begast, wurden aber ebenso
7 Tage lang bei 55-60°C bebriitet.

3.1 Ergebnisse: Dienstag, 14.05.2013

Datum der Dekontamination 14.05.2013 Temperatur 19,80 °C
Datum der Bl Auswertung 22.05.2013 Luftfeuchte 51,1%
Konzentration an H,0, 7,5% A Luftfeuchte: 35%

Verbrauch an DCXF 1115¢g Wachstum: v
Programm 180 min Trockenprogramm Kein Wachstum: X
Geobacillus stearothermophilus Log 4 Log 5 Log 6
Positivkontrolle v v v
Negativkontrolle des Mediums ‘ X X
Raumposition Zeit [min] Log 4 Log 5 Log 6
Tisch* 60 X X v
Lade 60 v v v
Tisch* 120 v
Lade* 120 X X v
Tisch* 180 X X X
Lade* 180 X X X

* Die Proben Tisch 60min, Tisch 120min, Lade 120min, Tisch 180min und

Lade 180min wurden zweimal aufgelegt, eine Reihe wurde von Braincon, die andere
von einem externen Labor (Labor Dr. Stefan Mustafa) ausgewertet. Die Auswertung
der finf Proben durch dieses Labor lieferte exakt die gleichen Ergebnisse wie die
Auswertung durch Braincon Technologies GmbH (siehe Anhang: Protokoll
Auswertung Labor Dr. Stefan Mustafa).

Prifbericht 13/106, 13/109, 13/112, 13/113 Seite 19 von 53 12.11.2013



3.2 Ergebnisse Montag, 02.09.2013

effizient.

innovativ.
sicher.

Datum der Dekontamination 02.09.2013 Temperatur 22,1°C
Datum der Bl Auswertung 12.09.2013 Luftfeuchte 43,8 %
Konzentration an H,0, 7,5% A Luftfeuchte: 40 %

Verbrauch an DCXF 1195¢g Wachstum: v
Programm 120 min Trockenprogramm Kein Wachstum: X
Geobacillus stearothermophilus Log 4 Log5 Log 6
Positivkontrolle v v v
Negativkontrolle des Mediums ‘ X X
Raumposition Zeit [min] Log 4 Log 5 Log 6
Tisch 60 X X v
Lade 60 X X v
Tisch 120 v
Lade 120 v
3.3 Ergebnisse Dienstag, 03.09.2013
Datum der Dekontamination 03.09.2013 Temperatur 21,4°C
Datum der Bl Auswertung 12.09.2013 Luftfeuchte 49,2 %
Konzentration an H,0, 7,5% A Luftfeuchte: 39%
Verbrauch an DCXF 1924 g Wachstum: v
Programm 180 min Trockenprogramm Kein Wachstum: X
Geobacillus stearothermophilus Log 4 Log 5 Log 6
Positivkontrolle v x* v
Negativkontrolle des Mediums ‘ X X
Raumposition Zeit [min] Log 4 Log 5 Log 6
Tisch 60 X X v
Lade 60 X X v
Tisch 120 X X X
Lade 120 v
Tisch 180 X
Lade 180 X X X

*Kein Wachstum der unbegasten Probe bei Log 5:
Die an diesem Tag verwendeten Bioindikatoren entstammten einer Charge (Lot P3462) die laut
Hersteller am 30.09.2013 ablduft und dann nicht mehr zu verwenden ist. Es kann nicht ganzlich
ausgeschlossen werden, dass der Bioindikator wahrend seiner Lagerung (wie vom Hersteller
beschrieben bei 2-8°C, seit Marz 2013) seine Funktionsfahigkeit teilweise verloren hat. Aufgrund
der Reduktion die bei Log 6 erzielt wurde, sowie das Ergebnis vom 02.09.2013 bei der die gleiche
Charge verwendet wurde (am 04.09.2013 wurde hingegen eine jlingere Charge, Lot P0653,
ausgelegt) kann davon ausgegangen werden, dass das Ergebnis stimmt.
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3.4 Ergebnisse Mittwoch, 04.09.2013

effizient.

innovativ.
sicher.

Datum der Dekontamination 04.09.2013 Temperatur 21,8 °C
Datum der Bl Auswertung 12.09.2013 Luftfeuchte 52,4 %
Konzentration an H,0, 7,5% A Luftfeuchte: 36 %
Verbrauch an DCXF 1546 g Wachstum: v
Programm 120 min Trockenprogramm Kein Wachstum: X
Geobacillus stearothermophilus Log 4 Log5 Log 6
Positivkontrolle v v v
Negativkontrolle des Mediums ‘ X X
Raumposition Zeit [min] Log 4 Log 5 Log 6
Tisch 60 X X X
Lade 60 X X v
Tisch 120
Lade 120
3.5 Ergebnisse Dienstag, 08.10.2013
Datum der Dekontamination 08.10.2013 Temperatur 21,3°C
Datum der Bl Auswertung 15.10.2013 Luftfeuchte 41,0 %
Konzentration an H,0, 7,5% A Luftfeuchte: 47 %
Verbrauch an DCXF 2577 g Wachstum: v
Programm 180 min Trockenprogramm Kein Wachstum: X
Geobacillus stearothermophilus Log 4 Log 5 Log 6
Positivkontrolle v v v
Negativkontrolle des Mediums ‘ X X
Raumposition Zeit [min] Log 4 Log 5 Log 6
Tisch 60 X X v
Tisch 120 X X X
Tisch 180 X X X
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effizient.

innovativ.
sicher.

3.6 Ergebnisse Dienstag, 05.11.2013

Datum der Dekontamination 05.11.2013 Temperatur 20,6 °C
Datum der Bl Auswertung 12.11.2013 Luftfeuchte 44,1 %
Konzentration an H,0, 7,5% A Luftfeuchte: 40 %

Verbrauch an DCXF 2121 g Wachstum: v

Programm 180 min Trockenprogramm Kein Wachstum: X
Geobacillus stearothermophilus Log 4 Log5 Log 6

Positivkontrolle v v v

Negativkontrolle des Mediums ‘ X X

Raumposition Zeit [min] Log 4 Log 5 Log 6

Tisch 60 X X X

Tisch 120 X X X

Tisch 180 X X X
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4 Ergebnisse AGES (Zusammenfassung)

effizient.

innovativ.
sicher.

JCX

Die folgenden Ergebnisse betreffen die Dekontamination der Clostridium difficile Sporen, ESBL,
MRSA, Acinetobacter XDR, VRE und KPC Proben. Das Ansetzen und Auswerten dieser Proben
erfolgte durch Mitarbeiter von AGES. Eine detaillierte Beschreibung der Auswertung ist in eigenen

Berichten gesondert beschrieben (siehe Anhang).

4.1 Ergebnisse AGES (14.05.2013)

Ergebnisse — Zusammenfassung:

‘CD-Sporen Hlog 10 Tisch Hlog 10 Kontrolle Hlog 10 RF Tisch

|
‘1 Std Ho,oo H4,79 H>: 4,79 ‘
‘2 Std Ho,oo H4,87 H>: 4,87 ‘
‘3 Std Ho,oo H4,91 H>: 4,91 ‘

‘CD-Sporen Hlog 10 Lade

HLog 10 Kontrolle Hlog 10 RF Lade

|
‘1 Std H5,oo H4,79 Ho,oo ‘
‘2 Std HO,48 H4,87 H4,39 ‘
‘3 Std Ho,oo H4,91 H>: 4,91 ‘
‘ESBL Hlog 10 Tisch Hlog 10 Kontrolle Hlog 10 RF Tisch ‘
‘1 Std H1,81 H3,93 H2,12 ‘
‘MRSA Hlog 10 Tisch Hlog 10 Kontrolle Hlog 10 RF Tisch ‘
‘1 Std H1,89 H4,67 H2,78 ‘
Aci XDR log 10 Tisch ||log 10 Kontrolle |log 10 RF Tisch
| | | | |
’1 Std ”1,18 H5,18 H4,oo ‘
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effizient.

innovativ.
sicher.

4.2 Ergebnisse AGES (02.-04.09.2013)

Clostridium difficile (ohne Belastung):

CD-Sporen ATCC 9689 | log 10 Tisch | log 10 Kontrolle | log 10 RF Tisch
ohne Belastung ohne Belastung
1Std 0,00 4,99 4,99

2 Std 0,00 4,86 4,86

3 Std 0,00 5,15 5,15
CD-Sporen ATCC 9689 | log 10 Lade | log 10 Kontrolle | log 10 RF Lade
ohne Belastung ohne Belastung
1Std 4,72 4,99 0,27

2 Std 3,26 4,86 1,60

3 Std 1,04 5,15 4,11

Clostridium difficile (mit Belastung):

CD-Sporen ATCC 9689 log 10 Tisch log 10 Kontrolle | log 10 RF Tisch
mit Belastung mit Belastung
1Std 4,89 5,08 0,19
2 Std 4,78 5,15 0,37
3 Std 4,83 5,18 0,35
CD-Sporen ATCC 9689 log 10 Lade log 10 Kontrolle | log 10 RF Lade
mit Belastung mit Belastung
1Std 5,15 5,08 0,00
2 Std 5,00 5,15 0,15
3 Std 4,86 5,18 0,32

Aerobe Keime (ohne Belastung):

ESBL log 10 Tisch log 10 Kontrolle | log 10 RF Tisch
2 Std 0,00 3,63 3,63
MRSA ATCC 43300 log 10 Tisch log 10 Kontrolle | log 10 RF Tisch
2 Std 0,00 5,04 5,04
Acinetobacter XDR log 10 Tisch log 10 Kontrolle | log 10 RF Tisch
2 Std 0,00 4,26 4,26
VRE ATCC 51299 log 10 Tisch log 10 Kontrolle | log 10 RF Tisch
2 Std 0,00 5,04 5,04
KPC ATCC-BAA 1705 log 10 Tisch log 10 Kontrolle | log 10 RF Tisch
2 Std 0,00 3,67 3,67
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4.3 Ergebnisse AGES (08.10.2013)

Clostridium difficile ATCC 9689 und RT 027:

CD-Sporen ATCC 9689 log 10 Tisch log 10 Kontrolle | log 10 RF Tisch
mit Belastung mit Belastung
1Std 0 5,82 5,82

2 Std 0 5,78 5,78

3 Std 0 5,56 5,56
CD-Sporen RT 027 log 10 Tisch log 10 Kontrolle | log 10 RF Tisch
mit Belastung mit Belastung
1Std 0 6,28 6,28

2 Std 0 5,96 5,96

3 Std 0 5,93 5,93
MRSA ATCC 43300:

MRSA ATCC 43300 log 10 Tisch log 10 Kontrolle | log 10 RF Tisch
mit Belastung mit Belastung
1Std 0 4,56 4,56

2 Std 0 5,51 5,51

4.4 Ergebnisse AGES (05.11.2013)

Clostridium difficile ATCC 9689 und RT 027:

CD-Sporen ATCC 9689 log 10 Tisch log 10 Kontrolle | log 10 RF Tisch
mit Belastung mit Belastung
1Std 0,00 5,32 >=5,32

2 Std 1,18 5,26 4,08

3 Std 0,48 5,78 5,30
CD-Sporen RT 027 log 10 Tisch log 10 Kontrolle | log 10 RF Tisch
mit Belastung mit Belastung
1Std 0,00 6,15 >=6,15

2 Std 0,00 5,86 >=5,86

3 Std 0,00 6,08 >=6,08
MRSA ATCC 43300:

MRSA ATCC 43300 log 10 Tisch log 10 Kontrolle | log 10 RF Tisch
mit Belastung

1Std 0,00 6,01 >=6,01

2 Std 0,00 5,13 >=5,13
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5 Verlaufskurven der Dekontamination

5.1 Verlaufskurve Dienstag 14.05.2013

effizient.

innovativ.
sicher.

Datum der Dekontamination 14.05.2013 Temperatur 19,8 °C
Datum der Bl Auswertung 22.05.2013 Luftfeuchte 51,1%
Konzentration an H,0, 7,5% A Luftfeuchte: A35%
Verbrauch an DCXF 1115¢g
Programm 180 min Trockenprogramm

NCX

disinfection control

extended

H202 Konzentration [ppm], Luftfeuchte [%], Temperatur [°C]

160
150
140
130
120
110
100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Konditionierung

Bio-Dekontamination

Probenentnahme
(60 min)

Probenentnahme
(120 min)

Neutralisation* +
Probenentnahme
(120 min)

e | Uftfeuchte

[ vL\..\w/'\

\
N

10:43
10:50
10:57
11:04

11:11

11:18
11:25
11:32
11:39
11:46
11:53
12:00
12:07

< 0
< N
N N N

12:42
12:49
12:56

3:03
13:10
13:17
13:24
13:31
13:38
13:45
13:52
13:59
14:06

12:21
14:13

i

Zeit [Uhrzeitin h

—

=2

—

:mm]

14:34

14:20
14:27

H202 Konzentration

Temperatur

*Anmerkung:

Der hohe Peak (155ppm) um 14:00 kommt durch das rapide Liiften zusammen, da sich das

Messgerat genau im Luftzug befand und somit kurzfristig eine erhéhte Menge an H,0, erfasst hat.
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5.2 Verlaufskurve Montag, 02.09.2013

effizient.

innovativ.
sicher.

NCX

disinfection control
extended

Datum der Dekontamination 02.09.2013 Temperatur 22,1°C
Datum der Bl Auswertung 12.09.2013 Luftfeuchte 43,8 %
Konzentration an H,0, 7,5% A Luftfeuchte: 0%

Verbrauch an DCXF

1195g

Programm

120 min Trockenprogramm

Konditionierung Probenentnahme Neutralisation +
) o ; Probenentnahme
Bio-Dekontamination (60min) .
(120min)
100
S
=}
=3
g 90
o —
§ 80
- / e H202 KoNz.
X 70 [ppm]
(] g—
2 o9 / e | uftfeuchte
S X 60 7~ 3
3= r.f [9%]
@ T
Y C
£ & 50 - Temperatur
S o c]
g —
g_ Q 40 e DCXF Stand
2 / kel
< o 30
B
g 2
[=
2
c 10
(]
b4
a 0
8 O T 0N OO T O N VOO T ON OO ST ON OO ST ON OO ON OO 0N O
T AN Nooddd NI NMONITNOMNOoOddIdIaNMNMITITDNDNOQ
O OO0 d d o ™ dedd A A A A AN AN AN AN AN AN AN AN AN ANANANNNNOO”M
L I B B IO B R T O o O T o TR R o T R IO R o I B O B O B O A IR e TR TR T B T B O IR B |
Zeit [Uhrzeit in hh:mm]
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effizient.
innovativ.

S|Cher. disinfection control

extended

5.3 Verlaufskurve Dienstag, 03.09.2013

Datum der Dekontamination 03.09.2013 Temperatur 21,4°C
Datum der Bl Auswertung 12.09.2013 Luftfeuchte 49,2 %
Konzentration an H,0, 7,5% A Luftfeuchte: 39%
Verbrauch an DCXF 1924 g
Programm 180 min Trockenprogramm
Konditionierung Neutralisation +
Prob(?nentnahme Prober?entnahme Probenentnahme
Bio-Dekontamination | (60min) (120min) (180min)
100
)
£ 9 ~—— -~
T
&
& 80 / \
[T 9
<
O 70
a l = Luftfeuchte
& 60 (%]
§ soj Temperatur
m o
o [°cl
o
E 40 DCXF Stand
= [ke]
X 30
8
£ 20
2
£ 10
3
0
AR I 2N R IR I SRR IILERIRIS IR IERIRE
8888988888888 dddddddddddgddgdaddddddaq

Zeit [Uhrzeit in hh:mm]
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5.4 Verlaufskurve Mittwoch, 04.09.2013

effizient.

NCX

S|Cher. disinfection control

extended

innovativ.

Datum der Dekontamination 04.09.2013 Temperatur 21,8°C
Datum der Bl Auswertung 12.09.2013 Luftfeuchte 52,4 %
Konzentration an H,0, 7,5% A Luftfeuchte: 36 %
Verbrauch an DCXF 1546 g
Programm 120 min Trockenprogramm
Konditionierung Probenentnahme
- Probenentnahme i
3 Bio-Dekontamination . (120m|r?) +_
& (60min) Neutralisation
5 100
Q
£
K 9 ———— —
X 80 \
w —
S E; / = H202 Konz.
S = 70
2T / / k [ppm]
t c
= g 60 p Luftfeuchte
=0 / (%]
€3 5o —
s / ~——Temperatur
5 © 40 l [°C]
© " = DCXF Stand
)
S [kel
N
g 20 /- e —
¥
o) 10
o
I
0
RN h TR 88 2S8R nTYIilnegddasalldany
Zeit [Uhrzeit in hh:mm]
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effizient.
innovativ.

S|Cher. disinfection control

extended

5.5 Verlaufskurve Dienstag, 08.10.2013

Datum der Dekontamination 08.10.2013 Temperatur 21,3°C
Datum der Bl Auswertung 15.10.2013 Luftfeuchte 41,0 %
Konzentration an H,0, 7,5% A Luftfeuchte: 47 %
Verbrauch an DCXF 2577 g
Programm 180 min Trockenprogramm

H202 Konzentration [ppm]; Luftfeuchte [%]; Temperatur
[°C]; DCXF Stand [kg]

Konditionierung

Probenentnahme
Bio-Dekontamination | Probenentnahme Probenentnahme (180 min) +
(60 min) (120 min) Neutralisation

100

90 - wwwﬂ

80
/ e H202 Konz.
70

/
/ /_M S~ [ppm]

60 —r Luftfeuchte
/ /H? [%]
50
/ = Temperatur
40 l [°C]
30 = DCXF Stand
I (ke]
20 ¥
10
0
AN A NMO O A NN AN AN MO dN MO dN NN AN mMm o wn o m
AN OO N <ITIT N OO A d AN OO NIIETNOO d d AN NN T TN OO A N <
CS S S S S S duududddadaddddAANNNNNNNN B 6B DD DDA
L B e I O B IO B TR O O O TR B IO O TR B O O e TR R T I O R TR B O O TR B IO B B |
Zeit [Uhrzeit in hh:mm]
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5.6 Verlaufskurve Dienstag, 08.10.2013

effizient.
innovativ.

S|Cher. disinfection control

extended

Datum der Dekontamination 05.11.2013 Temperatur 20,6 °C
Datum der Bl Auswertung 12.11.2013 Luftfeuchte 44,1 %
Konzentration an H,0, 7,5% A Luftfeuchte: 40 %
Verbrauch an DCXF 2121 g
Programm 180 min Trockenprogramm
Konditionierun
g Probenentnahme
Bio-Dekontamination jProbenentnahme Probenentnahme (180 min) +
(60 min) (120 min) Neutralisation
100
8
=
= 9
c R B e e e
5 NS
h 80 \V
5 1/
O
a 70 / = Luftfeuchte
— 0,
Z & ol
5 Temperatur
T 50 - [°C]
g |
€ 40 DCXF Stand
(]
= [kel
® 30
n
£ 20
(%]
2
:‘E 10
3 0
BN 28R 3383808383 nRs8338R358385338335%
Zeit [Uhrzeit in hh:mm]
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effizient.
innovativ.

sicher.

Conclusio

Im Zuge der Begasungsversuche wurde ein Raum von mittlerer GréRe (54,7 m3) dekontaminiert.
Dabei wurden (teilweise) an zwei verschiedenen Stellen im Raum mikrobiologische Proben
platziert, mit dem DCXpert und DCXF (Fluid) begast und anschlieRend kultiviert. Die zwei
Positionen waren einerseits offen auf einem Schreibtisch und andererseits halb verdeckt in einer
teilweise gedffneten Schreibtischlade. Beim Raum selbst handelte es sich um ein Arztzimmer, in
dem Patienten hauptsachlich Blut abgenommen wird.

Die Proben wurden vor der Begasung aufgelegt, wobei die Proben von AGES bzw.
Veterindarmedizinische Universitdt Wien in Petrischalen auf Keramikkacheln/bzw. PVC Kacheln
ausplattiert waren. Nach 60 min, 120 min bzw. 180 min Begasungsdauer wurden die Proben aus
dem Raum entfernt.

Es konnten folgende mikrobiologischen Ergebnisse mit den Geobacillus stearothermophilus
Bioindikatoren erzielt werden:

Nach 60 min (d.h. 60 min nach Beginn der Dekontaminationsphase mit einer Vorlaufzeit von
weiteren 11-15 min) konnte eine Dekontamination von Log 5 an beiden Positionen (Tisch und
Lade) an allen funf Tagen erreicht werden.

Eine Reduktion von Log 6 wurde anschlieRend nach einer Begasungsdauer von 120 min auf dem
Tisch und nach 180 min auf beiden Positionen erzielt. Dieses Ergebnis ist deutlich besser als die fiir
die Dekontamination erforderlichen 3 Log Stufen (Laut RKI — Robert Koch-Institut, Deutschland).

Die am 14.05.2013 parallel aufgelegten und von Labor Dr. Stefan Mustafa ausgewerteten Proben
lieferten exakt die gleichen Ergebnisse wie die Auswertung von Braincon Technologies GmbH.
Dadurch konnte das Ergebnis an diesem Tag durch zwei unabhangig voneinander agierende Stellen
bestatigt werden (Siehe auch Anhang: Protokoll Auswertung Labor Dr. Stefan Mustafa).

Bei den Proben, die von AGES ausgewertet wurden, konnten bei allen Versuchsmikroorganismen
zum Teil erhebliche Reduktionen, unter teilweise erschwerten Bedingungen (Platzierung in Lade)
festgestellt werden. Insbesondere Clostridium difficile (jene ohne Stuhlbelastung sowie jene mit
0,03%, 0,3% Albumin und 0,3% Schafserythrozyten belastet) lieferte nach ausreichender
Begasungsdauer (60 min am Tisch und 180 min in der Lade) eine (fast) vollstdndige Reduzierung.
Bei Clostridium difficile mit menschlicher Stuhl-Belastung (Mischungsverhiltnis 1:1) konnte
hingegen kaum eine Reduktion ermittelt werden, dies ist allerdings auch ein Problem mit dem
Desinfektionsmittel bei solch einer starken Belastung generell konfrontiert sind. Die anderen
(aeroben) Keime konnten wiederum vollstandig reduziert werden (nach 120min).

Diese Ergebnisse bestatigen zum wiederholten Male, dass die Methode sehr gut geeignet ist um
verschiedene, auch verdeckte Oberflachen effektiv und in einem Vorgang zu dekontaminieren. Mit
entsprechenden Einwirkzeiten und Programmen lassen sich so sehr hohe Keimreduktionen bis hin
zu Log 6 bei dulRerst widerstandsfahigen Keimen wie Geobacillus stearothermophilus erzielen.

Prifbericht 13/106, 13/109, 13/112, 13/113 Seite 32 von 53 12.11.2013



effizient.
innovativ.

S|Cher. disinfection control

extended

Anhang

Anlage 1 (1 Seite): Protokoll Auswertung Labor Dr. Stefan Mustafa
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SEGANGEN
¢4 Mai 2013
Analysen von Geobacillus stearothermophilus

Bioindikatoren
Auftraggeber:

Fa.Braincon Technologies GmbH
Grinzinger Allee 5

Wien

1190

Proben erhalten am: 15.05.2013

Proben inkubiert bei 55-60°C:
von: 15.5.13 um 16:00 bis: 16.5.13 um 18:00

Ergebnisliste:

Bezeichnung/Codierung Log4 Log5 Log6

1A nagativ nagativ WACHSTUM
2A nagativ nagativ WACHSTUM
2B nagativ nagativ  WACHSTUM
3A nagativ nagativ nagativ

3B nagativ nagativ nagativ
K(unbegaste positivkontrolle) WACHSTUM  WACHSTUM  WACHSTUM
Negativ Kontrolle 1 nagativ

Negativ Kontrolle 2 nagativ

Unterschrift des Untersuchers: % @/ .’
8

Dr. Stefan Mustafa

MR Dr.Kurt Mustafa GmbH
3., Ziehrerplatz 9

Wien

Tel.: 01-7139188



H202-Vernebelung mit CDXpert — Vorversuch — Durchfilhrung am 14. 5. 2013

ESBL, MRSA, Acinetobacter XDR:
KZje 1,5 x 10%/ml (McFarland 0,5) — Begasungszeit 1 Std., nur auf Tisch + Kontrolle,
Bebritung: aerob/37°C/18-24 Std.

CD-Sporensuspension:

CD RT 027 auf Columbia-Agar aufbringen, 7 Tage anaerob bei 37 °C anzlichten, 3 Tage 2-8°C,
dichte Suspension in A.dest. herstellen, Alkoholschock-Behandlung, waschen mit A.dest.,
Suspension in A.dest. bei 2-8°C lagern (ca.KZ 10’/ml einstellen).

Mittels Gramfarbung die Reinheit der Sporen lberprifen.

Neutralisationslésung:

3 g Lecithin

1 g L-Histidin

5 g Na-Thiosulfat

30 Polysorbat (Tween 80)

11 A.dest.

15 min bei 121°C autoklavieren

Kacheln:
5 x 5 cm glasiert
Mit Seifenlésung waschen, mit A.dest. gut spilen, mit 70 % Ethanol spiilen, trocknen lassen,
20 min bei 121 °C autoklavieren.
Brauche 9 Kacheln/CD: 3 Kontrollen (je 1.,2. und 3. Stunde ohne Begasung),
je 1 Kachel fur Tisch und Lade (je 1., 2. und 3. Stunde mit Begasung)

Durchfiihrung:

Je 100 pl CD-Sporensuspension auf Kacheln aufbringen (10° auf Kachel), auf ca. 2 cm? verstreichen
max. 1 Stunde in Laminar Flow trocknen lassen,

6 Kacheln 1 Stunde lang begasen (jeweils 2 auf Tisch und in halb ge6ffneter Lade),

4 Kacheln davon eine 2. Stunde begasen (jeweils auf Tisch und in halb getéffneter Lade),

2 Kacheln davon eine 3. Stunde begasen (jeweils auf Tisch und in halb getffneter Lade),

je 1 Kontrollkachel fiir 1., 2. und 3. Stunde unbegast im Labor lassen.

Nach jeder Begasung die Kacheln umgehend resuspendieren:

1,5 ml Neutralisationslésung + 8,5 ml A.dest. in Gefal? mit Glaskiligelchen,

Kacheln mit begaster Seite nach unten einlegen. 5 min vorsichtig rotieren (Sero — Stufe 3-4).
Mit unbegasten Kontrollkacheln ebenso verfahren (10°/ml).

Resuspendierte Keime 1:10 mit A.dest. weiterverdiinnen (1,8 ml A.dest.+ 0,2 ml Suspension)

dir. 10° 10", 10% 103, 10* 10°,d.h. 6 Columbia-Agar-Platten mit je 1ml Verdiinnung beschichten, in
Laminar Flow trocknen lassen,

72 Std anaerob bei 37°C bebriten.

Danach Auszéhlung der Kolonien (Platten mit KZ 30-300) und Berechnung der Reduktionsfaktoren.

Brauche:

Flir CD: 9 Kacheln + sterile Petrischalen + sterile Glaskugerl, 54 Réhrchen + 54 COS fir Verdiinnungen

Flir Aerobe: 3 x 2 Kacheln + sterile Petrischalen + sterile Glaskugerl, 36 R6hrchen + 36 MHI fiir Verdiinnungen
COS und MHI bei 37°C vorwédrmen




Codierung der Proben:

CD ... Clostridium difficile

ES .... ESBL

MR .. MRSA

AC ... Acinetobacter XDR

Ko ... Kontrolle (ohne Begasung)
L.... Lade

T.... Tisch

1. 1 Std begast

2. 2 Std begast

3. 3 Std begast

Reduktionsfaktoren — Berechnung:

log10 RF = log 10(KBE Ko) — log 10(KBE B)

KBE Ko... KBE/ml ohne Begasung
KBE B...... KBE/ml mit Begasung

Ergebnisse — Zusammenfassung:

CD-Sporen log 10 log 10 log 10 RF
Tisch Kontrolle Tisch

1 Std 0,00 4,79 >=4,79

2 Std 0,00 4,87 >= 4,87

3 Std 0,00 4,91 >=491

CD-Sporen log 10 log 10 log 10 RF
Lade Kontrolle Lade

1 Std 5,00 4,79 0,00

2 Std 0,48 4,87 4,39

3 Std 0,00 4,91 >=491

ESBL log 10 log 10 log 10 RF
Tisch Kontrolle Tisch

1Std 1,81 3,93 2,12

MRSA log 10 log 10 log 10 RF
Tisch Kontrolle Tisch

1 Std 1,89 4,67 2,78

Aci XDR log 10 log 10 log 10 RF
Tisch Kontrolle Tisch

1Std 1,18 5,18 4,00




Auswertung der Platten — Detail:

CD-Sporen 1 Std Tisch 1 Std Lade 1 Std Kontrolle

Verd. KBE/PI. KBE/ml log 10 KBE/PI. KBE/ml log 10 KBE/PI. KBE/ml log 10
10° 1 1x10°0 0 n.a. n.a.

10" - n.a. n.a.

107 - n.a. n.a.

103 - 100 1x1075 0 62 6,2x1074 4,79
10" - 9 15

10” - - 2

CD-Sporen 2 Std Tisch 2 Std Lade 2 Std Kontrolle

Verd. KBE/Pl. | KBE/ml | log10 | KBE/Pl. | KBE/ml | log 10 | KBE/PI. KBE/ml log 10
10° : 3 3x10°0 | 0,48 n.a.

10" - - n.a.

10 - - n.a.

10° : . 74 7,4x10°4 | 4,87
10" : . 9

10” : . 1

CD-Sporen 3 Std Tisch 3 Std Lade 3 Std Kontrolle

Verd. KBE/Pl. | KBE/ml | log10 | KBE/Pl. | KBE/ml | log 10 | KBE/PI. KBE/ml log 10
10° - - n.a.

10" - - n.a.

10 - - n.a.

10° : : 82 8,2x1015 | 4,91
10" : : 15

10” - - -




ESBL 1 Std Tisch 1 Std Kontrolle

Verd. KBE/PI. | KBE/ml log 10 KBE/PI. | KBE/ml log 10
10° 64 6,4x10" 1,81 n.a.

10™ 9 n.a.

107 1 86 8,6x10° 3,93
107 - 5

10™ - -

10° - -

MRSA 1 Std Tisch 1 Std Kontrolle

Verd. KBE/PI. | KBE/ml log 10 KBE/PI. | KBE/ml log 10
10° 78 7,8x10* 1,89 n.a.

10™ 10 n.a.

107 1 n.a.

107 - 47 4,7x10* 4,67
10™ - 4

10° - -

Aci XDR 1 Std Tisch 1 Std Kontrolle

Verd. KBE/PIl. | KBE/ml log 10 KBE/PIl. | KBE/ml log 10
10° 15 1,5x10" 1,18 n.a.

10" 2 n.a.

10 - n.a.

10° - 151 1,5x10° 5,18
10™ - 18

10° - 3

Auswertung in KBE/ml
n.a. ... nicht ausgezahlt
- ... kein Wachstum

COS (Biomerieux): Lot: 1002223650, Exp.: 20.6.2013
MHI (im Haus): Lot: 130430, Exp.: 20.7.2013

A.dest.: Lot: 130429, Exp.: 29.10.2013
Neutralisationslosung (im Haus): hergestellt: 30.4.2013

Durchfiihrung: Fiedler




H202-Vernebelung mit CDXpert - Durchfiihrung am 3.9. - 6.9.2013

ESBL, Acinetobacter XDR ( Hausstdmme); MIRSA (ATCC 43300), VRE (ATCC 51299), KPC (ATCC-BAA 1705)
Anzucht auf Columbia-Agar, Bebriitung: 37°C, 24 Stunden, KZ je 1,5 x 10%/ml (McFarland 0,5),
Begasungszeit 2 Std., nur auf Tisch + Kontrolle,

CD-Sporensuspension (ohne Belastung):

CD ATCC 9689 auf Columbia-Agar aufbringen, 7 Tage anaerob bei 37 °C anzlichten, 3 Tage 2-8°C,
dichte Suspension in A.dest. herstellen, Alkoholschock-Behandlung, waschen mit A.dest.,
Suspension in A.dest. bei 2-8°C lagern (ca.KZ 10’/ml einstellen).

Mittels Gramfarbung die Reinheit der Sporen lberprifen.

CD-Sporensuspension (mit_Belastung):

Sporensuspension wie oben beschrieben herstellen.

Belastung: flissiger Nativstuhl (nachweisbar: Pseudomonas aeruginosa, Enterococcen;
nicht nachweisbar: CD, Sporenbildner) wird 1:1 mit Sporensuspension gemischt.

Neutralisationslésung:

3 g Lecithin

1 g L-Histidin

5 g Na-Thiosulfat

30 g Polysorbat (Tween 80)

11 A.dest.

15 min bei 121°C autoklavieren

Kacheln:

5 x 5 cm glasiert

Mit Seifenlésung waschen, mit A.dest. gut spllen, mit 70 % Ethanol spiilen, trocknen lassen,
20 min bei 121 °C autoklavieren.

Durchfiihrung:

Je 100 pl CD-Sporensuspension (mit und ohne Belastung) auf Kacheln aufbringen (10° auf Kachel),
auf ca. 2 cm” verstreichen,

max. 1 Stunde in Laminar Flow trocknen lassen.

CD-Stamm (mit und ohne Belastung):

2 x 6 Kacheln 1 Stunde begasen (jeweils auf Tisch und in halb gedffneter Lade),

2 x 4 Kacheln davon eine 2. Stunde begasen (jeweils auf Tisch und in halb gedffneter Lade),

2 x 2 Kacheln davon eine 3. Stunde begasen (jeweils auf Tisch und in halb gedffneter Lade),

je 2 x 1 Kontrollkachel fur 1., 2. und 3. Stunde unbegast im Labor lassen.

Aerobe Keime:

Je 100 pl Suspension auf Kacheln aufbringen (1,5 x 10’ auf Kachel), auf ca. 2 cm” verstreichen und
max. 1 Stunde in Laminar Flow trocknen lassen.

Pro Stamm 2 Stunden begasen (nur auf Tisch),

pro Stamm 1 Kontrollkachel 2 Stunden unbegast im Labor lassen.

Nach jeder Begasung die Kacheln umgehend resuspendieren:

1,5 ml Neutralisationslésung + 8,5 ml A.dest. in GefalR mit Glaskiigelchen,

Kacheln mit begaster Seite nach unten einlegen. 5 min vorsichtig rotieren (Sero — Stufe 3-4).
Mit unbegasten Kontrollkacheln ebenso verfahren.




Resuspendierte Keime 1:10 mit A.dest. weiterverdiinnen (1,8 ml A.dest.+ 0,2 ml Suspension)

dir. 10°, 107, 102,103, 10®, 107, je 1ml Verdiinnung auf Columbia-Platten (CD) bzw. MHI (Aerobe)
verteilen, in Laminar Flow trocknen lassen,

Bebriitung: 37°C; CD: anaerob, 72 Std; Aerobe: 24 Std.

Danach Auszdhlung der Kolonien (Platten mit KZ 30-300) und Berechnung der Reduktionsfaktoren.

Brauche:

Flr CD: 18 Kacheln + sterile Petrischalen + sterile Glaskugerl, 104 R6hrchen + 104 COS fiir Verdiinnungen,
Fiir Aerobe: 10 Kacheln + sterile Petrischalen + sterile Glaskugerl, 60 Rohrchen + 60 MHI fiir Verdiinnungen,
COS und MHI bei 37°C vorwarmen

Codierung der Proben:

CD ... Clostridium difficile ATCC 9689

ES .... ESBL

MR .. MRSA ATCC 43300

AC ... Acinetobacter XDR

VRE... Vancomycin res . Enterococcus faecalis ATCC 51299
KPC... Carbapenemprod. Klebsiella ATCC-BAA 1705
Ko ... Kontrolle (ohne Begasung)

Lo Lade

T.... Tisch

1. 1 Std begast

2. 2 Std begast

3. 3 Std begast

+ ..... mit Belastung

ER ohne Belastung

Reduktionsfaktoren (RF) — Berechnung:

log10 RF = log 10(KBE Ko) — log 10(KBE B)
KBE Ko... KBE/ml ohne Begasung
KBE B...... KBE/ml mit Begasung




Zusammenfassung:

Clostridium difficile (ohne Belastung):

CD-Sporen log 10 log 10 log 10 RF
ATCC 9689 Tisch Kontrolle Tisch
ohne ohne
Belastung Belastung
1Std 0,00 4,99 4,99

2 Std 0,00 4,86 4,86

3 Std 0,00 5,15 5,15
CD-Sporen log 10 log 10 log 10 RF
ATCC 9689 Lade Kontrolle Lade
ohne ohne
Belastung Belastung
1 Std 4,72 4,99 0,27

2 Std 3,26 4,86 1,60

3 Std 1,04 5,15 4,11
Clostridium difficile (mit Belastung):

CD-Sporen log 10 log 10 log 10 RF
ATCC 9689 Tisch Kontrolle Tisch

mit mit
Belastung Belastung
1Std 4,89 5,08 0,19

2 Std 4,78 5,15 0,37

3 Std 4,83 5,18 0,35
CD-Sporen log 10 log 10 log 10 RF
ATCC 9689 Lade Kontrolle Lade

mit mit
Belastung Belastung
1Std 5,15 5,08 0,00

2 Std 5,00 5,15 0,15

3 Std 4,86 5,18 0,32




Zusammenfassung:

Aerobe Keime (ohne Belastung):

ESBL log 10 log 10 log 10 RF
Tisch Kontrolle Tisch

2 Std 0,00 3,63 3,63

MRSA log 10 log 10 log 10 RF

ATCC Tisch Kontrolle Tisch

2 Std 0,00 5,04 5,04

Aci XDR log 10 log 10 log 10 RF
Tisch Kontrolle Tisch

2 Std 0,00 4,26 4,26

VRE log 10 log 10 log 10 RF

ATCC Tisch Kontrolle Tisch

2 Std 0,00 5,04 5,04

KPC log 10 log 10 log 10 RF

ATCC Tisch Kontrolle Tisch

2 Std 0,00 3,67 3,67




Auswertung der Platten — Detail:

CD-Sporen 1 Std Tisch 1 Std Lade 1 Std Kontrolle

ohne

Belastung

Verd. KBE/PI. KBE/ml log 10 KBE/PI. KBE/ml log 10 KBE/PI. KBE/ml log 10
10° - n.a. n.a.

10" - n.a. n.a.

107 - n.a. n.a.

10° - 52 5,2x10* | 4,72 98 9,8x10* | 4,99
10* - 6 9

10” - - 3

CD-Sporen 2 Std Tisch 2 Std Lade 2 Std Kontrolle

ohne

Belastung

Verd. KBE/PI. KBE/ml log 10 KBE/PI. KBE/ml | log 10 KBE/PI. KBE/ml log 10
10° - n.a. n.a.

10" - 184 1,8x10° | 3,26 n.a.

10° - 28 n.a.

10° - 1 72 7,2x10* 4,86
10* - 1 8

10” - - 1

CD- 3 Std Tisch 3 Std Lade 3 Std Kontrolle
Sporen

ohne

Belastung

Verd. KBE/Pl. | KBE/ml | log10 | KBE/Pl. | KBE/ml | log10 | KBE/PI. KBE/ml log 10
10° : 11 1,1x10" | 1,04 n.a.

10" : 2 n.a.

10 - - n.a.

10° - - 140 1,4x10° 5,15
10* - - 9

10” - - 3




CD- 1 Std Tisch 1 Std Lade 1 Std Kontrolle
Sporen

mit

Belastung

Verd. KBE/PI. KBE/ml log 10 KBE/PI. KBE/ml | log 10 KBE/PI. KBE/ml log 10
10° n.a. n.a. n.a.

10" n.a. n.a. n.a.

107 n.a. n.a. n.a.

10° 77 7,7x10° | 4,89 138 1,4x10° | 5,15 115 1,2x10° | 5,08
10" 9 18 18

10” 1 - -

CD- 2 Std Tisch 2 Std Lade 2 Std Kontrolle
Sporen

mit

Belastung

Verd. KBE/Pl. | KBE/ml | log10 | KBE/Pl. | KBE/ml | log 10 | KBE/PI. KBE/ml log 10
10° n.a. n.a. n.a.

10" n.a. n.a. n.a.

10° n.a. n.a. n.a.

10° 60 6,0x10* | 4,78 100 1,0x10°> | 5,00 136 1,4x10° 5,15
10" 6 15 18

10” - 2 2

CD- 3 Std Tisch 3 Std Lade 3 Std Kontrolle
Sporen

mit

Belastung

Verd. KBE/Pl. | KBE/ml | log10 | KBE/Pl. | KBE/ml | log 10 | KBE/PI. KBE/ml log 10
10° n.a. n.a. n.a.

10™ n.a. n.a. n.a.

107 n.a. n.a. n.a.

10° 68 6,8x10* | 4,83 70 7,0x10* | 4,86 152 1,5x10° | 5,18
10" 5 15 25

10” - - 3




ESBL 2 Std Tisch 2 Std Kontrolle
Verd. KBE/PI. | KBE/ml log 10 KBE/PI. | KBE/ml log 10
10° - n.a.
10™ - n.a.
10° - 43 4,3x10° 3,63
10° - 5
10" - -
10” - -
MRSA 2 Std Tisch 2 Std Kontrolle
Verd. KBE/PI. | KBE/ml log 10 KBE/PI. | KBE/ml log 10
10° - n.a.
10™ - n.a.
107 - n.a.
10° : 112 1,1x10° | 5,04
10" : 7
10” - -
Aci XDR 2 Std Tisch 2 Std Kontrolle
Verd. KBE/PIl. | KBE/ml log 10 KBE/PIl. | KBE/ml log 10
10° - n.a.
10" - n.a.
10° - 180 1,8x10" | 4,26
10° - 16
10" - 2
10” - -
VRE 2 Std Tisch 2 Std Kontrolle
Verd. KBE/PI. KBE/ml log 10 KBE/PI. KBE/ml log 10
10° - n.a.
10™ - n.a.
107 - n.a.
10° - 112 1,1x10° 5,04
10" : 21
10° : 5
KPC 2 Std Tisch 2 Std Kontrolle
Verd. KBE/PI. | KBE/ml log 10 KBE/PI. | KBE/ml log 10
10° - n.a.
10™ - n.a.
10° - 47 4,7x10° 3,67
10° - 3
10" - -
10° - -
Auswertung in KBE/ml COS (BioMerieux): Lot: 1002451940, Exp.: 16.09.2013
n.a. ... nicht ausgezahlt MHI (im Haus): Lot: 130716, Exp.: 16.10.2013

... kein Wachstum A.dest.: Lot: 130528, Exp.: 28.11.2013

Neutralisationslésung (im Haus): hergestellt: 30.4.2013 Durchfiihrung: Fiedler
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H202-Vernebelung mit CDXpert - Durchfiihrung am 8.9. - 11.9.2013

mit geringer Albumin-Belastung (0,03%)

Clostridium difficile ATCC 9689 und RT 027:

CD-Sporen log 10 log 10 log 10 RF
ATCC9689 | Tisch Kontrolle Tisch

mit mit
Belastung Belastung
1Std 0 5,82 5,82
2 Std 0 5,78 5,78
3 Std 0 5,56 5,56
CD-Sporen log 10 log 10 log 10 RF
RT 027 Tisch Kontrolle Tisch

mit mit
Belastung Belastung
1Std 0 6,28 6,28
2 Std 0 5,96 5,96
3 Std 0 5,93 5,93
MRSA ATCC 43300:

MRSA log 10 log 10 log 10 RF
ATCC 43300 | Tisch Kontrolle Tisch
mit

Belastung

1Std 0 4,56 4,56
2 Std 0 5,51 5,51

Durchfiihrung: Fiedler

Seite 1



Details — Auswertung der Platten:

MRSA mit geringer Albuminbelastung:

MRSA 1 Std Tisch 1 Std Kontrolle
ATCC

43300

mit

Belastung

Verd. KBE/PI. | KBE/ml log 10 KBE/PI. | KBE/ml log 10
10° - n.a.

10" - n.a.

10° - 280

10° - 36 3,6x10* | 4,56
10" - 5

10° s 0

MRSA 2 Std Tisch 2 Std Kontrolle
ATCC

43300

mit

Belastung

Verd. KBE/Pl. | KBE/ml log 10 KBE/Pl. | KBE/ml log 10
10° - n.a.

10™ - n.a.

107 - n.a.

10° : 320

10" : 32 3,2x10° 5,51
10” : :

Seite 2



CD-Sporen ATCC 9689 mit geringer Albuminbelastung:

CD- 1 Std Tisch 1 Std Kontrolle
Sporen

ATCC 9689

mit

Belastung

Verd. KBE/Pl. | KBE/ml | log10 | KBE/PI. KBE/ml log 10
10° - n.a.

10* - n.a.

10 - n.a.

10° - 640

10* - 66 6,6x10° 5,82
10” - 10

CD- 2 Std Tisch 2 Std Kontrolle
Sporen

ATCC 9689

mit

Belastung

Verd. KBE/Pl. | KBE/ml | log10 | KBE/PI. KBE/ml log 10
10° - n.a.

10" - n.a.

10 - n.a.

10° - 640

10" - 60 6,0x10° 5,78
10” - 10

CD- 3 Std Tisch 3 Std Kontrolle
Sporen

ATCC 9689

mit

Belastung

Verd. KBE/Pl. | KBE/ml | log10 | KBE/PI. KBE/ml log 10
10° - n.a.

10" - n.a.

10 - n.a.

10° - 150

10" - 36 3,6x10° 5,56
10” - 5

Seite
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CD-Sporen RT 027 mit geringer Albuminbelastung:

CD- 1 Std Tisch 1 Std Kontrolle
Sporen

RT 027

mit

Belastung

Verd. KBE/Pl. | KBE/ml | log10 | KBE/PI. KBE/ml log 10
10° - n.a.

10* - n.a.

10 - n.a.

103 - n.a.

10 - 190 1,9x10° 6,28
10” - 19

CD- 2 Std Tisch 2 Std Kontrolle
Sporen

RT 027

mit

Belastung

Verd. KBE/Pl. | KBE/ml | log10 | KBE/PI. KBE/ml log 10
10° - n.a.

10" - n.a.

10 - n.a.

103 - n.a.

10" - 91 9,1x10° 5,96
10” - 8

CD- 3 Std Tisch 3 Std Kontrolle
Sporen

RT 027

mit

Belastung

Verd. KBE/Pl. | KBE/ml | log10 | KBE/PI. KBE/ml log 10
10° - n.a.

10" - n.a.

10 - n.a.

103 - n.a.

10" - 85 8,5x10° 5,93
10” - 10

Seite
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H202-Vernebelung mit CDXpert - Durchfiihrung am 5.11. - 8.11.2013

mit hoher Belastung (0,3% Albumin + 0,3% Schaferythrozyten)

Clostridium difficile ATCC 9689 und RT 027:

CD-Sporen log 10 log 10 log 10 RF
ATCC9689 | Tisch Kontrolle Tisch

mit mit
Belastung Belastung
1Std 0,00 5,32 >=5,32
2 Std 1,18 5,26 4,08
3 Std 0,48 5,78 5,30
CD-Sporen log 10 log 10 log 10 RF
RT 027 Tisch Kontrolle Tisch

mit mit
Belastung Belastung
1 Std 0,00 6,15 >=6,15
2 Std 0,00 5,86 >=5,86
3 Std 0,00 6,08 >=6,08
MRSA ATCC 43300:

MRSA log 10 log 10 log 10 RF
ATCC 43300 | Tisch Kontrolle Tisch
mit

Belastung

1Std 0,00 6,01 >=6,01
2 Std 0,00 5,13 >=5,13

Durchfiihrung: Fiedler




Details — Auswertung der Platten:

MRSA mit hoher Belastung:

MRSA 1 Std Tisch 1 Std Kontrolle
ATCC

43300

mit

Belastung

Verd. KBE/PI. | KBE/ml log 10 KBE/PI. | KBE/ml log 10
10° 0 n.a.

10™ 0 n.a.

10” 0 n.a.

107 0 n.a.

10™ 0 102 1,0x10° 6,01
10° 0 10

MRSA 2 Std Tisch 2 Std Kontrolle
ATCC

43300

mit

Belastung

Verd. KBE/Pl. | KBE/ml log 10 KBE/Pl. | KBE/ml log 10
10° 0 n.a.

10™ 0 n.a.

107 0 n.a.

107 0 134 1,3x10° 5,13
10™ 0 14

10° 0 0




CD-Sporen ATCC 9689 mit hoher Belastung:

CD- 1 Std Tisch 1 Std Kontrolle
Sporen

ATCC 9689

mit

Belastung

Verd. KBE/Pl. | KBE/ml | log10 | KBE/PI. KBE/ml log 10
10° 1 1,0x10° | 0,00 n.a.

10" 0 n.a.

107 0 n.a.

107 0 208 2,1x10° | 5,32
10™ 0 22

10° 0 6

CD- 2 Std Tisch 2 Std Kontrolle
Sporen

ATCC 9689

mit

Belastung

Verd. KBE/Pl. | KBE/ml | log10 | KBE/PI. KBE/ml log 10
10° 15 1,5x10" | 1,18 n.a.

10" 0 n.a.

10 0 n.a.

103 0 182 1,8x10° 5,26
10* 0 28

10° 0 3

CD- 3 Std Tisch 3 Std Kontrolle
Sporen

ATCC 9689

mit

Belastung

Verd. KBE/Pl. | KBE/ml | log10 | KBE/PI. KBE/ml log 10
10° 3 3,0x10° | 0,48 n.a.

10* n.a.

10 n.a.

103 n.a.

10* 60 6,0x10° 5,78
10° 11




CD-Sporen RT 027 mit hoher Belastung:

CD- 1 Std Tisch 1 Std Kontrolle
Sporen

RT 027

mit

Belastung

Verd. KBE/PI. KBE/ml | log 10 KBE/PI. KBE/ml log 10
10° 0 n.a.

10" 0 n.a.

107 0 n.a.

107 0 n.a.

10" 0 140 1,4x10° 6,15
10° 0 23

CD- 2 Std Tisch 2 Std Kontrolle
Sporen

RT 027

mit

Belastung

Verd. KBE/Pl. | KBE/ml | log10 | KBE/PI. KBE/ml log 10
10° 0 n.a.

10" 0 n.a.

10 0 n.a.

103 0 n.a.

10* 0 72 7,2x10° 5,86
10° 0 24

CD- 3 Std Tisch 3 Std Kontrolle
Sporen

RT 027

mit

Belastung

Verd. KBE/Pl. | KBE/ml | log10 | KBE/PI. KBE/ml | log 10
10° 0 n.a.

10" 0 n.a.

10 0 n.a.

103 0 n.a.

10* 0 120 1,2x10’ 6,08
10° 0 26

MHI (im Haus): Lot: 130909; Exp.: 9.12.2013

COS (BioMerieux): Lot: 1002646350; Exp.: 10.12.2013

Neutralisationslésung (im Haus): hergestellt: 30.4.2013
Albumin (Serva): aufgelost u. verdinnt: 4.11.2013
Schaferythrozyten (AGES Maodling): verdiinnt: 5.11.2013




