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Ziel der Untersuchung

Im Rahmen des BMBF-Projektes ,Biofiime in der Hausinstallation" sollte eine hygienisch-
mikrobiologische Untersuchung zur Wirksamkeit des Impuls-Spul-Verfahrens in Kombination
mit kurzfristig stagnierender Desinfektion zur Entfernung von Biofilmen in wasserfihrenden
Installationssystemen durchgefiihrt werden.
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Einleitung
Biofilme

Biofilme sind héchst erfolgreiche Lebensgemeinschaften, die mikrobielles Leben eingebettet
in einer Matrix aus extrazellular polymeren Substanzen (EPS) ermdglichen. Nahezu alle
Mikroorganismen leben in Form solch synergetischer Gemeinschaften. Die synergetische
Lebensweise und unterschiedlichen Lebensrdume in einem Biofiim erméglichen das
Zusammenleben von Mischpopulationen verschiedener Spezies (Flemming u. Wingender
2001, Flemming u. Wingender 2002). Hat der Biofilm eine bestimmte GroRe erreicht, geht er
in einen Gleichgewichtszustand, bestehend aus Neubildung und Ablésung von
Biofilmbestandteilen, Uber. Durch Iokale Hydrolyse der EPS koénnen einzelne
Mikroorganismen oder durch physikalische Krafte (z.B. Wasserstromungen) ganze
Biofilmstlicke freigesetzt werden, wodurch es zur Abgabe von Mikroorganismen in das
durchstromende Wasser kommen kann (Costerton 1995, Costerton et al. 1999)

Fur Wasserversorgungssysteme steht die mogliche Kontamination wasserfiihrender
Systeme mit fakultativ pathogenen Mikroorganismen, wie insbesondere durch Pseudomonas
aeruginosa (Reuter et al. 2002, Anaissie et al. 2002). Legionella pneumophila,
Acinetobacter, atypische Mykobakterien, Serratia ssp. (Rahal und Urban 2000, Trautmann et
al. 2001, Langsrud et al. 2003, Hall-Stoodley und Stoodley 2005, Exner et al. 2005) bei
dieser Problematik im Vordergrund.

Die Problematik von Biofilmen in Trinkwassersystemen und angeschlossenen Systemen
gewinnt zunehmend an Bedeutung (Exner et al. 2005, Donlan u. Costerston 2002, Reuter et
al. 2002). Im Verteilungsnetz kénnen sie zur Kontamination des Trinkwassers fihren, auch
wenn dieses das Wasserwerk in einwandfreier Qualitat verlassen hat. Eintragspfade fir
Biofilm-Organismen ergeben sich bei der Trinkwassergewinnung und -aufbereitung, nach
der Aufbereitung im Rohrnetz durch Rohrbriche, Reparatur, Wartungs- und
Reinigungsarbeiten und nicht zuletzt durch das Personal (Nagy und Olsen 1985,
Le Chavallier et al. 1987, Block 1992).

Dass insbesondere  Hausinstallationen von  medizinischen  Einrichtungen als
Infektionsreservoir fir nosokomiale Infektionen eine bislang unterschatze Bedeutung
zukommt, wird in einer aktuellen Publikation von Exner et. al. 2007 nochmals deutlich. Zu
den kritischen Bereichen in der Hausinstallation zahlen beispielsweise lange
Versorgungsleitungen, Stagnationsbereiche, Sedimentablagerungen, Totleitungen sowie
groBe Warmwasserbehalter. Seit die neue Verordnung Uber die Qualitat von Wasser fiir den
menschlichen Gebrauch (Trinkwasserverordnung/TrinkwV 2001) am 1. Januar 2003 in Kraft
getreten ist, haben Krankenh&user als Betreiber von Hausinstallationen eine eigenstéandige
Verantwortung fir die Qualitdt des Wassers in ihren Hausinstallationssystemen
zugeschrieben bekommen (Exner u. Kistemann 2004).

Die Erarbeitung von Handlungsanweisungen in Schadensfillen in Form erfolgreicher
Sanierungsmethoden ist dringend notwendig und Teil dieses BMBF-Projektes.
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Sanierungsmethoden

Mikroorganismen, die im Biofiim eingebettet sind, sind weitestgehend vor den letalen
Auswirkungen von Desinfektionsmitteln sowie thermischen als auch physikalischen
Einflussen geschitzt. SachgemaRe gegebenenfalls kombinierte Sanierungsmafnahmen
sind erforderlich, um die widerstandsfahigen Biofime nachhaltig aus den
Wasserleitungssystemen beseitigen zu kénnen.

Drei verschiedene Sanierungsmafnahmen (thermische, chemische und technische
Sanierung) stehen grundsatzlich zur Verfugung. Diese kénnen auch in Kombination
angewandt werden. Die Vor- und Nachteile der einzelnen Sanierungsmafinahme werden im
Arbeitspapier Legionellose; Medizinische und umwelthygienische Gesichtspunkte von
Pleischl, Engelhart und Exner (2001) des Instituts fur Hygiene und offentliche Gesundheit
der Universitat Bonn im Detail beschrieben.

Ein entscheidender Nachteil der thermischen und chemischen Sanierungen ist haufig eine
unzureichende Entfernung der Biofilme im System, woraus rasche Wiederverkeimungen
resultieren (Fischeder 2002). Dass eine mechanische Behandlung durch manuelles
.Bursten” von kontaminierten Systemen die Biomasse im Vergleich zu chemischen
Verfahren (z.B. H,0,) einfach und wirkungsvoll reduzieren kann, wurde bereits von Exner et
al. (1987) belegt.

Das Prinzip des Impuls-Spul-Verfahrens der Firma Hammann beruht auf Druckluftblasen,
die in den Wasserstrom eingepresst werden und zu turbulenten Strémungen fithren. Durch
diese Art der mechanischen Behandlung kénnen Biofilme und andere Verunreinigungen von
den Rohrwandungen abgerissen werden und ebenfalls zu einer deutlichen Reduktion der
Biomasse fuhren. Im Jahre 2006 konnte dem Impuls-Spul-Verfahren der Firma Hammann im
Rahmen einer mikrobiologisch-hygienischen Untersuchung durch das Institut fur Hygiene
und fur offentliche Gesundheit (Hyg-Inst.) ein sehr gutes Potential zur Reinigung von
biofilmkontaminierten, wasserfihrenden Systemen bescheinigt werden.

In dieser Folgeuntersuchung sollte die Wirksamkeit der Kombination aus mechanischer
Reinigung, dem Impuls-Spul-Verfahren, und einer kurzfristigen Standdesinfektion tberprift
werden. Zur Desinfektion wurde ein elektrochemisches Anolyt (ActiDes blue - Firma ActiDes
GmbH), eine Chlordioxid-Lésung (Kryozid W - Firma KryoChem GmbH) und ein
Desinfektionsmittel auf Wasserstoffperoxidbasis (Herlisil — Firma Herlisil GmbH) eingesetzt.
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Material und Methoden

Silikonschlauchmodell

FUr die Untersuchungen wurden Silikonschlduche verwendet, in denen durch
kontinuierlichen Trinkwasserdurchfluss im Silikonschlauchmodell (Exner et al., 1984)
Biofilme generiert wurden. Zu Beginn der Untersuchungen waren die Silikonschlduche mit
einem 3-4 Jahre alten Biofilm mit bis zu 6,2 x 10° koloniebildenden Einheiten pro cm?
bewachsen. Die verwendeten Silikonschlauche mit Biofilm hatten einen Innendurchmesser
von 4 mm und eine Wandstarke von 1 mm. Fir die Untersuchungen wurden die
Silikonschlduche in gleich lange Segmente von 25 cm L&ange geteilt und in der
Versuchsapparatur befestigt (Abb. 1). Zum Schutz der flexiblen Silikonschlduche vor
Druckdifferenzen wurden diese mit einer Plexiglashtille umgeben (Abb. 2).

Abb.1: Silikonschlauchmodell mit Biofilm in der Abb.2: Plexiglashiillen zum Schutz der flexiblen
Versuchsapparatur zur Untersuchung des Impuls- Silikonschlauche
Spul-Verfahrens

Versuchsapparatur

Fur die Versuche wurde von der Fa. Hammann ein maRstabsgetreues Modell zur
Anwendung des Impuls-Spul-Verfahrens konzipiert (Abb. 3). Die Gerate-Parameter wurden
spezifisch an die Testsituation angepasst.

Hammann
Impuls Silikonschlauche
Steuerung

Abb. 3: Schematischer Versuchsaufbau zur Untersuchung der Wirkung des Impuls-Spul-Verfahrens
auf Biofilme
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Versuchsanordnung

Die Versuchsanordnung lasst sich grundlegend in 4 unterschiedliche Durchgange (1-4), in
denen unterschiedliche Kombinationen aus Impuls-Spul-Verfahren und Desinfektion getestet
wurden, unterteilen. Die Einwirkzeit der Desinfektionslésungen betrug stets 30 Minuten.
Die getesteten Kombinationen (1-4) und eingesetzten Konzentrationen der Desinfektions-
mittel sind der Tabelle 1 zu entnehmen.

Biofilm - Biofilm- Bez. Kombination

Nr (Alter) Surchgang
' Impulse  Desinfektion Impulse Desinfektion
1 B (3 Jahre) 1000
2 B (3 Jahre) 1 2000
3 B (3 Jahre) 3000
4 2000 ActiDes blue
B (3 Jahre) (1:200)
5 Kryozid W
B (3 Jahre) 2 2000 r; il
6 Herlisil
B (3 Jahre) 2000 0.5 mg/
7 ActiDes blue
A (4 Jahre) 2000 (1:200) 500
8 Kryozid W
A (4 Jahre) 3 2000 r; o 500
9 Herlisil
A (4 Jahre) 2000 0.5 mg/ 500
10 ActiDes blue ActiDes blue
B (3 Jahre) 2000 1:200 500 3200
11 Kryozid W Kryozid W
4
B (3 Jahre) 2000 6 mgll 500 18 mg/
12 . S0 Herlisil Herlisil
(3 dahre) 0,15 mg/| - 0,45 mg/l

Die Impuls-Spulung erfolgte jeweils bei einem Luftdruck von 4 bar und einem Wasserdruck
von 2 bar.
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Zugeben der Desinfektionslosung:

Die Desinfektionslésung wurde manuell zugegeben (siehe Abb. 3). Durch einen Vorversuch
mit blauem Lebensmittelfarbstoff konnte belegt werden, dass zur Beflllung 30 ml Lésung
ausreichen (siehe Abb. 4). Nach der Impuls-Spulung wurden die Silikonschlduche mit 30 ml
Desinfektionslésung befullt. Anstatt der bei Standdesinfektion tiblichen Desinfektionszeit von
mindestens 12 Stunden betrug die Desinfektionszeit nur 30 Minuten.

Abb.3:Manuelle Zudosierung von je 30 ml Abb. 4:Kontrollschlauch nach Befullung von 30 mi
Desinfektionsmittel einer blauen Lebensmittelfarbe

Koloniezahlbestimmungen (KBE/cm?) und Ermittlung des Reduktionsfaktors

Um die Wirkung des kombinierten Impuls-Spll-Verfahrens auf Bakterien in Biofimen zu
untersuchen, wurden kulturelle Bestimmungen der koloniebildenden Einheiten pro cm?
Schlauchmaterial (KBE/cm?) vor und nach jedem Durchgang (siehe Tab.1) durchgefihrt.
Dazu wurden die Biofilme aus je 2 5 cm langen Stucken des Silikonschlauchs ausgeschabt,
in 0,9% NaCl-Lésung homogenisiert, in einer dekadischen Verdiinnungsreihe von 10" bis
107 verdunnt, im Doppelansatz auf R2A-Agar ausplattiert und fiir 7 Tage bei 20°C inkubiert.
AnschlieRend wurden die KBE ausgezdhlt und daraus die KBE/cm® und der
Reduktionsfaktor (RF) bestimmt.

Proteinbestimmungen

Um eine Aussage Uber die Wirkung des Impuls-Spul-Verfahrens auf den Abbau der Biofilm-
Matrix treffen zu kdnnen, wurden Gesamtprotein-Bestimmungen modifiziert nach Lowry
(Lowry 1951) durchgefiihrt, um daraus die Proteinreduktion in Prozent und in pg/cm? zu
errechnen. Hauptbestandteil der Biofilm-Matrix sind die sogenannten extrazelluldren
polymeren Substanzen (EPS). Diese bestehen u.a. aus Proteinen und Kohlenhydraten, die
von den Mikroorganismen gebildet wurden. Durch eine Reduktion des Proteinanteils kénnen
somit Ruckschlusse auf den Abbau der EPS gezogen werden.
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Rasterelektronenmikroskopie

Zur optischen Bestéatigung des Matrix-Abbaus wurden rasterelektronenmikroskopische
Untersuchungen durchgefiihrt. Dazu wurden 1 cm lange Silikonschlauchstiicke, nach den
einzelnen Durchgéngen, fur 2 h in 25%iger Glutaraldehyd- Losung fixiert und anschlieRend
far mindestens 4 h oder Uber Nacht in 0,25%iger Osmiumtetraoxid-Lésung inkubiert. Nach
einer 30-minutigen Inkubation in Natriumcacodylat-Puffer erfolgte eine Dehydrierung der
Proben in einer dekadisch aufsteigenden Ethanolreihe von 0 - 100%. Die fertigen Praparate
wurden unter Vakuum mit Gold besputtert und anschlieRend bei verschiedenen
VergroRerungen untersucht.
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Ergebnisse

Koloniezahlbestimmungen und Ermittlung des Reduktionsfaktors

Die Ergebnisse stammen aus 4 verschiedenen Durchgéngen (1-4) mit je drei
Biofilmschlduchen, bei denen verschiedene Kombinationen aus Impuls-Spllung und
stagnierender Desinfektion Uberprift wurden (siehe Tab.1).

Aus den erhaltenen Daten wurde die log:, Reduktion ermittelt. Die Ergebnisse sind in Abb. 5
graphisch zusammengefasst.

Durch die kombinierte Anwendung des Impuls-Spul-Verfahrens und der kurzfristigen
stagnierenden Desinfektion konnte im 4. Durchgang eine deutlich verbesserte Reduktion der
Bakterien auf der Schlauchwand erzielt werden. Die hochste Reduktion von 3,81 logq
konnte in Kombination mit der Chlordioxid-Losung (Kryozid W) erzielt werde.

Proteinbestimmungen

Die Proteinbestimmungen ergab bereits nach dem 1. Durchgang, der reinen Impuls-
Spulung, eine Reduzierung der Proteine um 80% (siehe Abb. 6). Dabei lieR sich kein
signifikanter Unterschied in Abhangigkeit der Impulshaufigkeit darstellen. Nach Anwendung
der kombinierten Verfahren (Durchgang 2-4) konnte kein verbesserter Abbau der Proteine
festgestellt werden.

In Abbildung 6 sind Ergebnisse der Proteinmessungen nach Lowry graphisch
zusammengestellt.
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Prozentuale Reduktion des Proteingehalts
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Abb. 6: Zusammenfassung der Ergebnisse von 4 Durchldufen mit unterschiedlichen Kombinationen aus Impuls-Spiil-Verfahren und Desinfektion. Proteinkonzentration in

pg/ml und Proteinreduktion in Prozent (%). Durchgang 1: verschiedene Impulse / Durchgang 2: 2000 Impulse + 30 min Desinfektion / Durchgang 3: 2000 Impulse + 30 min Desinfektion + 500
Impulse / Durchgang 4: 2000 Impulse + 30 min Desinfektion + 500 Impulse + 30 min 3-fach konzentrierte Desinfektion
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Rasterelektronenmikroskopie

Die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen unterstitzen die Ergebnisse der
mikrobiologischen Untersuchungen. Die kombinierten Anwendungen aus Impuls-Spiilung,
Desinfektion, Impuls-Spilung und einer weiteren, héher konzentrierteren Desinfektion
(Kombination 4) zeigen auch visuell einen verbesserten Abtrag der Biofilme (siehe
Abb. 8 a) + b)). Aufgrund des nicht vollig gleichmaRigen Abtrags der Biofilme, der vermutlich
auf den verbleibenden Bewegungsspielraums der Silikonschlauche zuriickzufuhren ist,
korrelieren die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen nicht immer vollkommen mit
den biochemisch und mikrobiologischen Untersuchungen.

Im Vergleich zu Abb. 8 zeigt Abb. 7 rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines
Silikonschlauchs mit einem 3 Jahre alten Biofiimbewuchs ohne Behandlung. Der Biofilm
befindet sich in einem Gleichgewichtszustand aus Neubildung und Ablésung von
Biofilmbestandteilen.

o

Abb. 7: REM- Aufnahmen der Oberflache eines Silikonschlauchs eines 3 Jahre
alten Biofilmbewuchs ohne Behandlung (VergréRerung 500-fach).

1000 Impulse 2000 Impulse 3000 Impulse

| uoljeuiquioy

Abb. 8a): REM - Aufnahmen der Silikonschlauchoberflachen mit einem 3-4 Jahre alten
Biofilmbewuchs unterschiedlicher Impuls-Behandlung (vergréRerung 1000-fach).
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Kombination 2 Kombination 3 Kombination 4

an|q sagnov

M pizofiy

lisiliaH

Abb. 8. REM - Aufnahmen der Silikonschlauchoberflachen mit einem 3-4 Jahre alten Biofilmbewuchs

nach unterschiedlich kombinierter Behandlung aus Impuls-Spulung und Desinfektion.
Desinfektionsschritte erfolgten mit ActiDes blue (Reihe 1), Kryozid W (Reihe 2) und Herlisil (Reihe 3).
Kombination 2: 2000 Impulse + Desinfektion

Kombination 3: 2000 Impulse + Desinfektion + 500 Impulse

Kombination 4: 2000 Impulse + Desinfektion + 500 Impulse + Desinfektion (3x konzentriert)

Zusammenfassung

Das Impuls-Spul-Verfahren soll laut Hersteller in erster Linie fur die grundliche Reinigung
von wasserfihrenden Systemen verwendet werden. Die kombinierte Anwendung aus
Impuls-Spul-Verfahren und  kurzfristiger Desinfektion zeigte einen zusatzlichen
Reduktionseffekt im Maximum von bis zu 2,3 logy, unter Verwendung des chlordioxidhaltigen
Desinfektionsmittels (z.B. Kryozid W, siehe Abb. 5). Das positive Potential der kombinierten
Anwendung konnte mit dieser ersten orientierenden Studie dargestellt werden.

Deutlich wurde, dass die Entfernung der Biofilmschicht innerhalb kurzester Zeit sehr effektiv
mit der Impuls-Spulung erzielt werden konnte. Dieser effektive Abtrag der Biofilme konnte
vor Ort makroskopisch durch die transparenten Silikonschlauche sowie mikrobiologisch und
biochemisch im Labor belegt werden.
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Ein zusatzlicher Abbau der Proteine, und damit der EPS, in den Durchgidngen mit
Desinfektionsmitteln konnte nicht gezeigt werden (siehe Abb. 6). Die Proteinanalysen
korrelieren nicht mit den REM- Aufnahmen und den mikrobiologischen Untersuchungen.
Eine Hypothese hierfur ist die Freisetzung von Proteinen aus dem Silikonschlauchmaterial,
die bei der Proteinbestimmung zu verfdlschten Ergebnissen fiuhrten. Aufgrund dieser
Annahme ist bei weiteren Untersuchungen die Proteinanalyse eines neuen, sterilen
Silikonschlauchs nach der Impuls-Spilung dringend erforderlich, um die Freisetzung von
Proteinen aus dem Silikonschlauch ausschlielRen bzw. quantifizieren zu kénnen.

Eine Kombination aus Impuls-Spul-Verfahren der Firma Hammann und einer chemischen
Desinfektion ist nach den hier erworbenen Kenntnissen zur Sanierung wasserfihrender
Systeme empfehlenswert. Auch im Bereich der Flachendesinfektion hat sich die
Kombination aus einer mechanischen Behandlung, dem Wischen, und der chemischen
Desinfektion bewahrt (Gebel et al. 2004).

Das Impuls-Spul-Verfahren erméglicht einen effektiven Abtrag der Biofilme aus dem System
in kurzester Zeit und schafft gute Bedingungen fur eine nachhaltige chemische Sanierung.
Die Problematik von rein chemischen Sanierungen, die haufig die Biofilme aus den
Systemen nicht ausreichend und nachhaltig entfernen, kénnten durch die kombinierte
Anwendung behoben werden.

In weiteren Untersuchungen sollte geklart werden, ob mit der kombinierten Anwendung des
Impuls-Spull-Verfahren und der vom Hersteller empfohlenen Einwirkzeit der
Desinfektionsmittel eine totale Reduktion der Biomasse erreicht werden kann. Des Weiteren
ist eine Impuls-Spulung unmittelbar mit einem entsprechenden Desinfektionsmittel in Form
einer zirkulierende Sanierung vorstellbar und solite tiberprift werden.

Bonn, den 11.10.2007

/

[

/

|

Prof. Dr. m xner Dr. ref. mat J. Gebel
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