PROF. DR. MED. M. EXNER !l“ﬂ
Direktor des Institutes fir Hygiene und Offentliche Gesundheit un Iw‘? I'5+ itats
der Universitat Bonn kllnlkumbnnn
Hygisne-Institut - Sigmund-Freud-Str, 25 - D-53105 Bann Sigmund Freud-Str. 25

53127 BONN

Deutschland / Germany
Hammann Wasser-Kommunal
Ingenieurgesellschaft fir kommunale Telefon: ++49 228 287 14022 (Durchwahl)
D.g tlei g bH ++40 228 287 15520 (Direktion)

ienstleistungen m Telefax: ++49 228 287 19522

Herrn Hans-Gerd Hammann e-mail:  juergen.gebel@ukb.uni-bonn.de
Zweibriicker Str. 13 Labarleiter: Dr. rer. nat, J. Gebel
D-76855 Annweiler am Trifels 25.08.2006

f®®&, Akkreditiert durch

. o s Zenbralaieils der Linder

mKS Akkraditartis Frifasommney 3 & i Gowmd i
R Bine-hie. AME-P-20512-EL o G : bei Arznaimaein

Sieatiiche Akkred terungsalelle Hannover & & uivd Madiznprodukiben

ZLG-P-470.05.02

Gutachterliche Stellungnahme zur Wirksamkeit des Impuls-Spiil-
Verfahrens gegen Biofilme in wasserfiihrenden Hausinstallations-

systemen

Auftraggeber. Hammann Wasser-Kommunal Ingenieurgesellschaft fiur kommunale Dienst-
leistungen mbH

Mindlicher Auftrag vom 10.05.06 nach Angebot vom 13.01.06

Untersuchungszeitraum: 12.06.06 — 19.06.06

Ziel der Untersuchung

Im Rahmen einer hygienisch-mikrobiclogischen Untersuchung solite die Wirksamkeit des
Impuls-Spll-Verfahrens zur Entfernung von Biofilmen in wasserfihrenden Installationssys-
temen getestet werden.



Einleitung

Durch Biofilme kann es in wasserfihrenden Systemen zur Abgabe von hohen Konzentratio-
nen von Mikroorganismen in das durchstromende Wasser kommen. Etablierte Biofilme las-
sen sich wegen der dichten Vernetzung und Haftung der extrazelluldren polymeren Sub-
stanzen (EPS) nur schwer wieder entfernen. Mikroorganismen, die im Biofilm eingebettet
sind, werden dadurch vor den lethalen Auswirkungen von Desinfektionsmitteln geschiitzt.

Im medizinischen Bereich werden Biofilm-assoziierte Mikroorganismen mit einigen schweren
Erkrankungen, wie Herzinnenhautentziindung und zystischer Fibrose in Verbindung ge-
bracht, wobei die Mechanismen, die zu den Krankheiten fihren, noch weitgehend unbekannt
sind. Aus hygienisch-medizinischer Sicht spielen auierdem Erreger, die nosokomiale Infek-
tionen verursachen kdnnen, eine bedeutende Rolle.

Inzwischen wird immer haufiger festgestellt, dass Biofilme beteiligt sind, wenn es in Trink-
wassersystemen und angeschlossenen Systemen zu mikrobiellen Problemen kommt. Im
Verteilungsnetz kénnen sie zur Kontamination des Trinkwassers fihren, auch wenn dieses
das Wasserwerk in einwandfreier Qualitat verlassen hat. Eintragspfade fur Biofilm-
Organismen ergeben sich bei der Trinkwasser-Gewinnung und -aufbereitung, nach der Auf-
bereitung im Rohrnetz durch Rohrbriiche, Reparatur, Wartungs- und Reinigungsarbeiten
und nicht zuletzt durch das Personal (Nagy und Olsen, 1985; Le Chavallier et al., 1987:
Block, 1992).

Bei den problematischen Biofilm-Bakterien handelt es sich vor allem um Pseudomonas ae-
ruginosa, Legionella pneumophila, Acinetobacter spp., atypische Mykobakterien sowie Ser-
ratia spp. (Rahal und Urban, 2000; Trautmann et al., 2001; Langsrud et al., 2003; Hall-
Stoodley und Stoodley, 2005; Exner et al., 2005). Reuter et al. (2002) stellten fest, dass zwi-
schen 30—40% aller im Krankenhaus erworbenen Pseudomonas aeruginosa-infektionen im
Zusammenhang mit einer Kontamination des Leitungswassers stehen. In den USA sterben
im Durchschnitt jahrlich 1400 Menschen an den Folgen einer Lungenentziindung, die durch
eine nosokomialen P. aeruginosa-Infektion durch kontaminiertes Wasser hervorgerufen
wurde (Anaissie et al., 2002),

Legionellen bedingen zwischen 0-14 % nosokomialer Pneumonien, wobei bislang eher von
einer Unterschatzung aufgrund unzureichender Diagnostik auszugehen ist. In stehendem
Wasser in haustechnischen Installationen (vor allem Klimaanlagen und wenig benutzte
Wasserieitungen) mit Temperaturen zwischen 30 und 45 °C werden ideale Voraussetzungen
fur die Vermehrung des Erregers geschaffen. Die Infektion erfolgt durch Einatmen von zer-
staubtem Wasser, beispielsweise unter der Dusche oder aus einem Luftbefeuchter (Yu und
Stout, 2000). Uber Verdunstungsvorgange kénnen Legionellen aus den Kuhlwasserkreisléu-
fen in die Umwelt gelangen und so auch gefahrdete Patienten in Kliniken erreichen (Decludt
et al. 1999),

Mit der am 1.1.2003 in Kraft getretenen Trinkwasserverordnung wird im Gegensatz zur bis
dahin gliltigen Trinkwasserverordnung auch die Hausinstallation mit in den Regelungsbe-
reich der Trinkwasserverordnung einbezogen, so dass in diesen Bereichen der Pravention

2vonl2



und Kontrolle aus infektiologischer Sicht die entscheidende Bedeutung zukommt, Darliber
hinaus gilt in der neuen Trinkwasserverordnung der Grundsatz, dass auch an der Uberga-
bestelle des Wassers an den Verbraucher — also am Zapfhahn — die Anforderungen an die
Trinkwasserqualitat erflllt sein mlissen. Diese Anforderung kénnen im Falle des Vorkom-
mens von mikrobiellen Schieimen bzw. Biofilmen nicht sicher erfillt werden.

Die Bildung von Biofilmen ist eine evolutionare Uberlebensstrategie, die Mikroorganismen
seit Millionen van Jahren vor Umwelteinfliissen, antibakteriellen Wirkstoffen (inkl. natiirlicher
Antibiotika), Bakteriophagen und phagozytierenden Amében schitzt. Mikroorganismen, die
in Biofilmen leben, sind bis zu 1000fach resistenter gegen antimikrobielle Wirkstoffe (Gilbert
et al., 1997, Costerton et al., 1999).

In Leitungssystemen, Ruckkihlwerken, Warmetauschern und Filtern kann die Bildung von
Biofilmen und Schleimen aber auch zu erheblichen technischen Problemen, wie z.B. den
Druckabfall aufgrund erhohter Reibungsveriuste oder der Verminderung von Warmeaus-
tauschkapazitaten fuhren (Morton und Gaylarde, 2001).

Untersuchungen zum Einfluss des Materials fiir Rohrleitungen und wasserfuhrende Systeme
auf das Biofilmbildungspotentials haben ergeben, dass die Biofilmbildung nur verzégert wer-
den kann; ohne Behandlung des Wassers wird selbst eine Kupferrohrleitung nach Monaten
bis Jahren von Biofilmen besiedelt (Exner et al., 1983).

Bei der Entstehung von Biofilmen haben die verschiedensten Faktoren, wie Temperatur, pH,
Druck, Scherkrafte, Ladung der Zelloberflache, Spezies und chemische Zusammensetzung
des Substratums, um nur einige zu nennen, einen Einfluss (Stoodley et al., 1989; Donlan,
2002),

Trotzdem geschieht die Entstehung von Biofilmen in aguatischen Systemen prinzipiell in
folgenden Schritten (O'Toole et al., 2000; Flemming und Wingender (2001):

1. Adhasion von Makromolekiilen, wie Huminstoffen, Polysacchariden oder Proteinen)
und hydrophoben Molekiilen aus der wassrigen Phase (,conditioning film®) an Ober-
flachen (Schneider und Leis, 2002).

2. Anhaftung von Mikroorganismen an ,conditioning film* auf der Substratumoberfiache
mit Hilfe von Fimbrien und Pili (Boonaert et al., 2002), Vermehrung der sessilen Zel-
len, Bildung von Mikrokeolonien und Produktion ven EPS (Vandevivere und Kirchman,
1993). Diese Vorgange sind in Abb. 1 dargestellt.

3. Bildung von Makrokolonien und deren Zusammenwachsen zu differenzierten Biofil-
men.

4. Absterben von einigen Zellen, kontinuierliche Replikation anderer Mikroorganismen,
Absorption planktonischer Mikroorganismen und Ablésung und Erosion von Teilen
des Biofilms (Rittmann, 1989).
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Allen Biofilmen ist gemeinsam, dass sie von einer Matrix aus extrazellulren polymeren Sub-
stanzen, kurz EPS, zusammengehalten werden. Die EPS liegen aufierhalb der Zellen und
bestehen Uberwiegend aus Polysacchariden und Proteinen, sie kénnen aber auch deutliche
Anteile an Nukleinsauren, Lipiden und anderen Makromolekiilen enthalten. Auch Huminstof-
fe, Ton, Gips und lonen werden aus der Wasserphase akkumuliert. Geltste Stoffe werden
innerhalb des Biofilms durch Diffusion transportiert. Die biclogische Funktionen der EPS sind
neben der Strukturbildung und der Schutzbarriere die Adhasion an Oberflachen, die Aggre-
gation von Zellen, die Bildung von Flocken und Biofilmen, die Riickhaltung von Wasser und
die Sorption exogener organischer, anorganischer sowie biotischer und abiotischer Partikel
(Flemming und Wingender, 2002).

Trotz der Verfugbarkeit und der Anwendung eines breiten Spektrums von Bioziden werden
Biofilme und mikrobielle Schieime meistens nicht vollstandig eliminiert und kénnen fortlau-
fende Probleme im medizinischen, hygienischen und technischen Bereich hervorrufen.

Fir die Entfernung etablierter Biofilme stehen verschiedene Verfahren zur Verflgung,

Verschiedene Chemikalien, wie z.B. Chlor, werden bereits seit Jahrzehnten (in den USA seit
ca. 1900) in der Trinkwasserdesinfektion benutzt (Ridgway und Olson, 1982).

Die Chlorungsmittel unterscheiden sich hauptsachlich in ihrer Handhabbarkeit und haben
z.T. erhebliche Nachteile aufgrund ihrer Umweltvertraglichkeit (auch durch die méglichen
Nebenprodukte), aufgrund des benétigten Volumens oder wegen der hohen Kosten

Besondere Beriicksichtigung gilt den Stoffen, die als Nebenprodukt bei einer Wasserchlo-
rung entstehen kénnen. Darunter fallen z.B. Chloramine, die durch Reaktion von Chlor mit
Harnstoff, Kreatinin, Aminosduren oder anderen stickstoffhaltigen Verbindungen entstehen
und u.a die Schleimhdute reizen und einen unangenehmen Geruch verursachen
(Schwimmbadgeruch). Eine weitere Gruppe von Desinfektionsnebenprodukten sind die
Chlor-Kohlenstoffverbindungen, zu denen die Trihalogenmethane (THMs), wie z.B. das
Chloroform, gehotren. Diese entstehen durch Reaktion des Chlors mit natirlichen Belas-
tungsstoffen im Wasser. Die THMs stehen in begriindetem Verdacht, ein krebserzeugendes
potential zu besitzen (UBA, 1998).

Das wohl einfachste aber auch wirkungsvoliste Verfahren ist die mechanische Entfernung.
Exner et al. (1987) konnten belegen, dass durch manuelles Birsten von kontaminierten Sys-
temen im Vergleich zu chemischen Verfahren (z.B. H.O,) eine deutlich héhere Reduktion
der Biomasse maoglich wird. Ein Nachteil dieser Methode ist die oftmals schlechte Erreich-
barkeit entfernterer Bereiche im Leitungssystem.

Das von der Firma Hammann entwickelte Impuls-Spil-Verfahren arbeitet mit Luft-Molchen.
Diese Druckluftblasen werden in den Wasserstrom eingepresst und fihren zu turbulenten
Stromungen, die in der Lage sind, Biofilme und andere Verunreinigungen von den Rohrwan-
dungen abzureifien. Eine Computersteuerung beriicksichtigt dabei die spezifischen Parame-
ter individueller Hausinstallationen, wodurch auch entferntere Bereiche wirkungsvoll und
betriebssicher gesplilt werden sollen. Druckreduzierte Spilabschnitte unterhalb des norma-
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len Betriebsdrucks sollen eine zu starke Belastung des Wassersystems verhindern. Durch
eine hohe Taktrate der Luftimpulse kann aber dennoch genug Energie an die Rohrwandun-
gen gebracht werden, um eine bestmogliche Reinigungsleistung zu erzielen.

Material und Methoden

Silikonschlauchmodell

Fir die Untersuchungen wurden Silikonschlduche verwendet, in denen durch kontinuierli-
chen Trinkwasserdurchfluss im Silikonschlauchmodell (Exner et al., 1984) Biofilme generiert
wurden. Zu Beginn der Untersuchungen waren die Silikonschlduche mit einem 2-3 Jahre
alten Biofilm mit bis zu 4,6 x 10° koloniebildenden Einheiten pro cm? bewachsen. Die ver-
wendeten Silikonschlauche mit Biofilm hatten einen Innendurchmesser von 0,4 cm und eine
Wandstarke von 1 mm. Fir die Untersuchungen wurden die Silikonschlduche in gleich lange
Segmente von 50 cm Lange geteilt und in der Versuchsapparatur befestigt (Abb. 1).

Abb. 1. Silikonschlauche mit Biofilm in der Versuchsapparatur zur Untersuchung des Impuls-Spiil-
Verfahren

Versuchsapparatur

Fur die Versuche wurde von der Fa. Hammann ein malistabsgetreues Modell zur Anwen-
dung des Impuls-Spil-Verfahrens konzipiert (Abb. 2). Die Gerate-Parameter wurden spezi-
fisch an die Testsituation angepasst. Zum Schutz der flexiblen Silikonschl&duche vor Druck-
differenzen wurden diese mit einer Plexiglashiille umgeben,
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Abb. 2. Schematischer Versuchsaufbau zur Untersuchung der Wirkung des Impuls-Spil-Verfahrens
auf Biofilme

Koloniezahlbestimmungen (KBE/cm®) und Ermittlung des Reduktionsfaktors

Um die Wirkung des Impuls-Spil-Verfahrens auf Bakterien in Biofilmen zu untersuchen,
wurden kulturelle Bestimmungen der koloniebildenden Einheiten pro cm® Schlauchmaterial
(KBE/em®) vor und nach der Behandlung mit dem Impuls-Spil-Verfahren durchgefihrt. Dazu
wurden die Biofilme aus 2 x 5 cm Sticken des Silikonschlauchs ausgeschabt, in 0,9% NaCl-
Lésung homogenisiert, in einer dekadischen Verdinnungsreihe von 107" bis 10 verdinnt,
im Doppelansatz auf R2A-Agar ausplattiert und fir 7 Tage bei 20°C inkubiert. Anschlieflend

wurden die KBE ausgezahlt und daraus die KBE/cm® und der Reduktionsfaktor (RF) be-
stimmt.

Froteinbestimmungen

Um eine Aussage uber die Wirkung des Impuls-Splil-Verfahrens auf den Abbau der Biofilm-
Matrix treffen zu konnen, wurden Gesamtprotein-Bestimmungen nach Lowry durchgefihrt
um daraus die Proteinreduktion in Prozent und in pg/cm? zu errechnen. Hauptbestandteil der
Biofilm-Matrix sind die sogenannten extrazellularen polymeren Substanzen (EPS). Diese
bestehen u.a. aus Proteinen und Kohlenhydraten, die von den Mikroorganismen gebildet
wurden. Durch eine Reduktion des Proteinanteils kénnen somit Rickschliisse auf den Ab-
bau der EPS gezogen werden.
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Rasterelektronenmikroskopie

Zur optischen Bestatigung des Matrix-Abbaus wurden rasterelektronenmikroskopische Un-
tersuchungen durchgefihrt. Dazu wurden 1 cm lange Silikonschlauchstiicke nach unter-
schiedlichen Drucksituationen und Einwirkzeiten fur die Betrachtung unter dem Rasterelekt-
ronenmikroskop prapariert und anschlieflend untersucht.

Ergebnisse

Koloniezahlbestimmungen und Ermittlung des Reduktionsfaktors

Es erfolgten insgesamt 3 Durchidufe mit unterschiedlichen Parametern fiir den Wasser— und
Luftdruck.

Aus den erhaltenen Daten wurde der Reduktionsfaktor (RF) ermittelt,

Die Ergebnisse sind in Tab. 1 zusammengefasst.

Tab. 1© Zusammenfassung der Ergebnisse von 3 Durchldufen mit unterschiedlichen Wasser- und
Luftdriscken und Impulsen. Koloniezahl in KBE/cm® und Reduktion als Reduktionsfaktor (RF)
und in Prozent (%)

1. Durchgang 2. Durchgang 3. Durchgang
Wasserdruck: 0.5 bar Wasserdruck: 1,0 bar Wasserdruck: 2,0 bar
Luftdruck: 2,0 bar Luftdruck: 3,0 bar Luftdruck; 3,0 bar
Impulse KBE/cm® RF KBE/em®* | RF KBE/cm? RF
0 2.155.826 0 (0%) 4 645604 0 {0%) 1.828,131 0 (0%)
50 1.527.027 | 0.15(29.2%) | 3.555.894 q| u.12;23.5%} - &
250 1.316.645 0,21 {38,8%) 1.835.300 .~ 0,49 (60,5%) - _ -
400 1.200.896 | 0,25 {44.3%:; | 1.454.097 | 0,50 (68,7%) - -
500 = : : - 207.905 0,94 (98.6%)
1000 1.(:-1_2_3{14 0,33 (53.0%) 774.072 0,78 (83,4%) -
3000 8 . - - 15.199 2,08 (99,2%)
4500 - - - . 14.267 2,11 (99,2%)

- nicht gemessen

Durch das Impuls-Spiil-Verfahren wurden die Bakterien auf der Schlauchwand unter den
gegebenen Versuchsbedingungen um bis zu 99,2 % (RF 2,11) reduziert.
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Proteinbestimmungen

Die Protein-Bestimmungen ergaben bei der glnstigsten Wasser- und Luftdruck-Kombination
und einer Einwirkzeit von 80 min (= 4500 Impulse) eine Protein-Reduktion um bis zu 91,3%.

Die folgenden Tab. 2 zeigt alle Ergebnisse der Lowry-Proteinmessungen.

Tab. 2: Zusammenfassung der Ergebnisse von 3 Durchlaufen mit unterschiedlichen Wasser- und
Luftdricken und Impulsen. Proteinkonzentration in ug/cm” und Proteinreduktion in Prozent

(%)
1. Durchgang 2. Durchgang 3. Durchgang
Wasserdruck: 0,5 bar Wassardruck: 1,0 bar Wasserdruck: 2.0 bar
Luftdruck: 2.0 bar Luftdruck: 3.0 bar Luftdruck: 3.0 bar
Impulse Proteinkonzen- Proteinre- Proteinkonzen- | Proteinre- | Proteinkonzen- Proteinre-
tration {ugh':mﬂj duktion tration {,ug.fcmz}l duktion tration (pg/cm®) duktion
-D R 15,0 0% 14,3 0% 14,7 0%
50 14,9 1,0% 14,1 1,1% - F
250 14,3 4,5% 13,9 2,9% - -
400 14,0 6,3% 12,8 10,7% - -
500 - - < 13,7 6,7%
1000 13,9 7.4% 12,3 13.7% -
3000 - = 6.1 58,7%
4500 - - . 13 91,3%
- nicht gemessen

Rasterelektronenmikroskopie

Nach einer andauernden Behandlung der Silikonschlauche mit Biofilm durch das Impuls-
Spll-Verfahren ist bei einem Wasserdruck von 0,5 bar und einem Luftdruck von 2,0 bar im
Vergleich zum unbehandelten Biofilm (Abb. 3A) nach 1000 Impulsen eine Reduktion der
Biofilmmatrix zu beobachten, Teile des Biofilms haben sich von der Silikonschlauchoberfla-
che gelost (Abb. 3B). Auch bei einem Wasserdruck von 1,0 bar und einem Luftdruck von 3,0
bar ldsen sich nach 1000 Impulsen einige Teile der Biofilmmatrix, aulerdem nimmt die
Schichtdicke des Biofilms ab (Abb. 3C). Bei einem Wasserdruck von 2,0 bar und einem
Luftdruck von 3,0 bar sind nach 4500 Impulsen nur noch vereinzelt Biofilmstrukturen zu er-
kennen. Die Matrix I6st sich an einigen Stellen komplett von der Silikonschlauchoberflache,
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Abb. 3: REM-Aufnahmen der Oberflache eines Silikonschlauchs mit einem 2 Jahre alten Biofilmbe-
wuchs ohne Behandlung (A), nach 1000 Impulsen bei 0,5 bar Wasser- und 2,0 bar Luftdruck (B), nach
1000 Impulsen bei 1,0 bar Wasser- und 3,0 bar Luftdruck (C) und nach 4500 Impulsen bei 2,0 bar
Wasserdruck und 3,0 bar Luftdruck (D). 1000fache Vergrofierung.
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Zusammenfassung

Das Impuls-Spul-Verfahren soll laut Hersteller in erster Linie fur die regelmaBige Reinigung
von wasserfuhrenden Systemen verwendet werden. Doch auch vor einer Desinfektionsmal-
nahme, wie z.B. der Zudosierung von Chlor oder Chlordioxid zum Trinkwasser, solite eine
grindliche Reinigung des Systems erfolgen. Dadurch wird die Biofilmmatrix ganz oder teil-
weise geldst und ein Desinfektionsmittel kann besser in die noch vorhandenen Schichten
des Biofilms mit den Bakterien vordringen. Durch die Anwendung des Impuls-Spil-
Verfahrens konnte die vorhandene Biofilmmatrix eines 2 Jahre alten Trinkwasserbiofilms um
tiber 91% reduziert werden. Gleichzeitig wurden die KBE im Biofilm um bis zu 99,2% (RF:
logso 2,11) reduziert.

Auf Grundlage der Versuchsergebnisse kann dem Impuls-Spul-Verfahren der Firma
Hammann ein sehr gutes Potential zur Reinigung von biofilmkontaminierten, wasserfiihren-
den Systemen bescheinigt werden. Fir die Wirksamkeit einer anschliefenden Desinfekti-
onsmalnahme werden die Voraussetzungen entscheidend verbessert.

Bonn, den 25.08.2006

~
Dr. rer. nat J. Gebel

\
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