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Biofilme - eine Gefahr fur das Trinkwasser?

Biofilme - I'eau potable en danger ?
La colonisation microbiologique des réseaux d'eau
potable a fait I'objet d'un projet d’'études coor-
données visant également a déterminer les varia-
tions de croissance des microorganismes en fonc-
tion du substrat.

L'analyse porte sur la fonte grise, la fonte revétue
de mortier de ciment et le PVC. Les résultats mon-
trent que les biofilms sont ubiquitaires dans les
conduites de distribution d’eau.

Aucune corrélation n’a été mise en évidence entre
le nombre total d’unités et le nombre de colonies,
ni entre le taux de colonisation et le matériau du
substrat, ni entre I'age des conduites et |'épaisseur
des biofilms.

Biofilms — Potable Water at Risk?
A study was conducted on biofilm formation and
presence of hygienically relevant organisms on pipe
sections of drinking water distribution systems. The
materials of the pipes included cast iron, galvanized
steel, cement and PVC. Biofilms were ubiquitous on
the inner surface of the distribution net.

There was no correlation found between extent of
deposit and colonization, neither between material
and colonization, nor between age of pipes and

colonization.

Hans-Curt Flemming

Im Rahmen eines Verbundprojektes wurde der Status der Besiedlung von Rohr-

leitungen in Trinkwasser-Versorgungssystemen sowie das Aufwuchsverhal-

ten von Trinkwasser-Organismen auf verschiedenen Materialien untersucht.

Bei den untersuchten Materialien handelte es sich um Grauguss sowie um

zementbeschichtete Rohre und PVC. Es zeigte sich klar, dass Biofilme ubiqui-

tar auf den inneren Oberflachen der Verteilungsnetze zu finden sind.

Eine Korrelation zwischen Gesamtzellzahl und Koloniezahl besteht nicht, auch

nicht zwischen dem Material und der Besiedlung. Es wurde auch keine Kor-

relation zwischen dem Alter der Rohre und der Besiedlungsdichte gefunden.

1. Einleitung

rinkwasserverteilungsnetze sind Systeme

mit sehr grossen Oberfldchen. Damit bie-
ten sie Mikroorganismen sehr viele Moglich-
keiten, sich anzusiedeln und Biofilme zu bil-
den. Es ldsst sich abschitzen, dass im Vertei-
lungssystem mindestens 95 % der Biomasse
auf den Oberflachen sitzt, wihrend unter Nor-
malbedingungen nicht mehr als 5 % in der
Wasserphase zu finden sind [1] — und nur hier
werden routineméssig Proben fiir die mikro-
biologische Trinkwasseruntersuchung genom-
men. Solche Proben sagen aber nichts iiber
Ort und Umfang von Biofilm-Wachstum auf
den Oberfldchen aus. Biofilme treten oft in
Form von Mikrokolonien auf [2], es kann aber
auch zu mehrlagigen Biofilmen kommen [3];
héufig handelt es sich um Kolonisierung von
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Inkrustationen (s. Kapitel 2). Der
Umfang der Besiedlung durch Bio-
filme entgeht also der Uberwa-
chung. In der Literatur gibt es im-
mer wieder ernstzunehmende Hin-
weise darauf, dass Biofilme ein Habi-
tat fiir hygienisch relevante Keime
darstellen konnen [4, 5, 6]. Im Schutz
von Biofilmen tiberleben Mikroorga-
nismen um Grossenordnungen hohe-
re Konzentrationen an Desinfek-
tionsmitteln [7]; trinkwasserrelevante

Abb. 1 Innere Oberflache eines Graugussrohres (seit

99 Jahren in Betrieb), liefert hygienisch einwandfreies
Wasser.
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Konzentrationen von Desinfektions-
mitteln sind praktisch unwirksam
gegeniiber Biofilm-Organismen [§].
Wenn Biofilme sozusagen ein Reser-
voir fiir solche Mikroorganismen dar-
stellen, wire dies ein ernstes Problem
fiir die Wasserversorgung. Tatsache
ist aber auch, dass es sich bei den Lite-
ratur-Berichten bisher nur um Ein-
zelbefunde handelt. Ausserdem spielt
die Frage des Aufwuchsmaterials
eine entscheidende Rolle.

Abb. 2 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme
besiedelter Inkrustationen in einem Graugussrohr.
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Abb. 3 Besiedlungsdichte am Beispiel der Grauguss-Rohre, nach zunehmendem Alter geordnet.
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2. Mikrobiologischer Status der
Oberflachen von Trinkwasser-Rohren

m Rahmen eines Verbundprojektes, das vom

deutschen Ministerium fiir Bildung und For-
schung (BMBF) gefordert wurde, wurde der
Status der Besiedlung von Rohrleitungen in
Trinkwasser-Versorgungssystemen sowie das
Aufwuchsverhalten von Trinkwasser-Organis-
men auf verschiedenen Materialien untersucht.
Um den mikrobiologischen Zustand von Rohr-
leitungen zu ermitteln, aus denen hygienisch
einwandfreies Trinkwasser entnommen wird,
wurden Rohrstiicke ausgegraben, entnommen
und beprobt; insgesamt wurden 18 Proben aus
verschiedenen Trinkwassersystemen untersucht.
Besonders in den Grauguss-Rohren wurden
starke mineralische Inkrustationen, iiberwie-
gend Korrosionsprodukte, gefunden (4bb. 1).
Abbildung 2 zeigt die elektronenmikroskopi-
sche Aufnahme besiedelter Inkrustationen in
einem Trinkwasserrohr.
Bei den untersuchten Materialien handelte es
sich um Grauguss sowie um zementbeschich-
tete Rohre und PVC. Die Beldge auf den
Innenseiten wurden entfernt und mikrobiolo-
gisch untersucht. Die Flichenbezogene Ge-
samtzellzahl, die Koloniezahl (KBE) auf Ncéhr-
agar nach der Trinkwasserverordnung und auf
einem speziell fiir die Anzucht von Organis-
men aus oligotropher Umgebung entwickel-
ten Néhrboden (R2A-Medium [9]) wurden
bestimmt. Dariiber hinaus wurde auf die An-
wesenheit der Indikator-Organismen Escheri-
chia coli und coliforme Keime sowie einer
ganzen Reihe obligat und fakultativ pathoge-
ner Organismen gepriift. Hier sind zu nennen:
Pseudomonas aeruginosa, Legionellen, atypi-
sche Mykobakterien, Aeromonaden, Yersinia,
Campylobacter, Helicobacter sowie Amoben,
Giardien, Kryptosporidien, enterale Viren und
Pilze. Diese Untersuchungen wurden von dar-
auf spezialisierten Arbeitsgruppen durchge-
fuhrt (siehe Liste am Ende des Artikels).
Es zeigte sich klar, dass Biofilme ubiquitér auf
den inneren Oberfldchen der Verteilungsnetze
zu finden sind. Die flichenbezogene Gesamt-
zellzahl liegt bei zirka 10° bis 107 Zellen cm?,
die Koloniezahl auf R2A-Medium, nach sie-
ben Tagen bestimmt, schwankt zwischen 10
und 10° KBE cm?. Die Daten zeigen, dass ein
sehr unterschiedlicher Anteil der Gesamtpo-
pulation kultivierbar ist. Eine Korrelation zwi-
schen Gesamtzellzahl und Koloniezahl be-
steht nicht — die Koloniezahl kann zwischen ei-
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ner und drei Zehnerpotenzen unter der Ge-
samtzellzahl liegen. Es besteht auch keine
Korrelation zwischen dem Material und der
Besiedlung — auf allen Werkstoffen wurden
dhnliche Besiedlungsdichten ermittelt. Die
Besiedlung scheint nach spitestens zwei Jah-
ren ein Plateau erreicht zu haben, denn es wur-
de auch keine Korrelation zwischen dem Alter
der Rohre und der Besiedlungsdichte gefun-
den (Abb. 3).

Auf Rohren, die mit Zementmortel ausgeklei-
det waren und die dadurch einen deutlich ho-
heren pH-Wert an der Oberfliache aufweisen
als Rohre aus anderen Werkstoffen, wurden
jedoch geringere Gesamtzellzahlen und Kolo-
niezahlen gefunden. Eine interessante Beob-
achtung ist, dass die Zelldichte an den Ober-
flaichen erheblich iiber jener im Wasser liegt,
das mit diesen Oberfldchen in Kontakt steht.
Dennoch ist keine Erhohung der mikrobiellen
Belastung durch diese Biofilme zu erkennen.
Pathogene Organismen — in dieser Untersu-
chung: Yersinia, Campylobacter, Helicobacter
pylori, Pseudomonas aeruginosa, darmzellad-
hisive Aeromonaden, Dauerformen von Darm-
parasiten (Giardia lamblia und Cryptospori-
dium parvum) sowie enterale Viren — konnten
aus keiner Probe isoliert werden. Atypische
Mykobakterien, Aeromonaden und Pilze mit
apathogenem oder niedrigem pathogenen Po-
tenzial wurden gelegentlich gefunden, ebenso
Pseudomonaden (vor allem Pseudomonas fluo-
rescens) und frei lebende Amoben, die selten mit
Infektionen in Zusammenhang gebracht werden.

3. Beginnende Biofilm-Entwicklung

m die Anfangsstadien der Biofilm-Ent-

wicklung und den Einfluss der Verweilzeit
des Trinkwassers im Netz zu erkennen, wurden
speziell konstruierte Reakforen mit entnehm-
baren Aufwuchsflichen aus verschiedenen
Werkstoffen verwendet (4bb. 4).
Sie wurden direkt hinter dem Wasserwerk und
in einer Entfernung von mehreren Kilometern
Netzstrecke davon eingebaut. Auch hier sollte
der Einfluss der Werkstoffe ermittelt werden;es
handelte sich um Materialien, wie sie auch in
Hausinstallationen verwendet werden: Kup-
fer, Edelstahl, Polyvinylchlorid und Polyethy-
len. Uber zwei Jahre hinweg wurden Proben
nach jeweils sechs Monaten entnommen und
auf die gleichen Parameter wie die Rohrnetz-
proben untersucht. Es zeigte sich, dass die Bio-
filmentwicklung nach 12 bis 18 Monaten ein
Plateau erreicht. Alle Materialien wurden in

der gleichen Grossenordnung wie
die oben beschriebenen Rohrnetz-
proben besiedelt. Uberraschender-
weise lag die flichenbezogene Ge-
samtzellzahl sowie die Koloniezahl
auf R2A-Medium auf Kupfer am
hochsten, wihrend hier die Kolonie-
zahl auf Ndhrboden nach Trinkwas-
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ser-Verordnung sehr niedrig war.
Dies deutet auf besondere Eigen-
schaften der kupferbesiedelnden Po-
pulation hin. Zwischen der Besied-
lung am Wasserwerksausgang und
tief im Netz war kein signifikanter
Unterschied erkennbar (4bb. 5). Auch
bei den Reaktor-Proben konnten

Abb. 4 Biofilm-Reaktoren mit entnehmbaren Aufwuchsflachen (/inks: Einzelmodul mit einer herausgescho-
benen Testflache, rechts: Anlage mit funf Saulen a funf Module).
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Abb. 5 Besiedlungsdichte nach 18 Monaten Expositionszeit; Vergleich: Wasserwerksausgang (rote Séulen) —

Netz (blaue Saulen).
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Abb. 8 Lichtmikroskopische Aufnahme von Protozoen im Biofilm
der Probe von Abbildung 6.

Abb. 6 Makroskopisch sichtbarer Biofilm auf gummibeschichtetem Absperrschieber (mit Spatel abgetragen,
um Belagsdicke zu demonstrieren).

e

Abb. 9 Lichtmikroskopische Aufnahme von Nematoden im Biofilm
der Probe von Abbildung 6.

Signal A = SE2 Date 13 Feb 2001
Photo No. = 2615 Tima 12:11 Abb. 10 Innenflache des Gummis in einem Panzerschlauch einer

Abb. 7 Elektronenmikroskopische Aufnahme des Biofilms aus Abbildung 6. Hausinstallation. (U. Szewzyk, Berlin)
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weder mit klassischen noch mit molekularbio-
logischen Methoden hygienisch relevante Orga-
nismen nachgewiesen werden.

4. Einfluss von Materialien,
die abbaubare Stoffe abgeben

obald eine Erhohung des Nahrstoff-Ange-

botes im Wasser auftritt, fiihrt sie zu einem
signifikant starkeren Biofilm-Wachstum, das
sich auch in einer erhohten Kontamination des
Wassers ausdriickt, das mit den Biofilmen in
Kontakt steht. Eine direkte Korrelation zwi-
schen den Zellzahlen im Wasser und denen im
Biofilm konnte jedoch nicht nachgewiesen
werden. Das zeigt erwartungsgemdss, dass
Biofilme nicht iiber Wasserproben quantifi-
zierbar oder lokalisierbar sind — erhohte Ge-
halte an Mikroorganismen im Wasser deuten
jedoch auf Biofilme hin.
‘Wenn Materialien eingesetzt werden, die mikro-
biell verwertbare Stoffe abgeben, kommt es zu
einem massiven Biofilm-Wachstum, bei dem
auch hohere trophische Ebenen erreicht wer-
den, was durch die Anwesenheit von Proto-
zoen und Nematoden gekennzeichnet wird
(Abb. 6 bis 9).
Hier wurden auch hygienisch relevante Orga-
nismen wie coliforme Keime und Legionellen
nachgewiesen. Diese Beobachtung wurde an
einer ganzen Reihe von gummibeschichteten
Absperrschiebern aus verschiedenen Vertei-
lungssystemen gemacht. In solchen Fillen
kam es auch zu Kontaminationen des Trink-
wassers, was als gesundheitliches Risiko be-
wertet werden muss. Die abgegebenen Keime
konnten durch Chlorung des Wassers unter-
driickt werden, sobald die Chlorung jedoch
abgestellt wurde, traten sie wieder auf. Die
Untersuchungen weisen damit auf die grosse
Bedeutung der Néihrstoff-Abgabe durch die
verwendeten Materialien hin [10].
Eine Dauerchlorung von Anfang an ist geeig-
net, um die Bildung von Biofilmen zu verhin-
dern. Einmal entstandene Biofilme lassen sich
jedoch durch die Anwendung von Desinfek-
tionsmitteln nur noch schwer bekdmpfen. Zum
einen liegt dies daran, dass die Biofilm-Orga-
nismen, wie bereits erwiahnt, eine hohere Des-
infektionsmittel-Toleranz aufweisen; inwieweit
eine tatsidchliche Resistenz besteht, bleibt noch
zu kldren; es wurde hiufig beobachtet, dass Or-
ganismen, die im Biofilm hohe Biozid-Konzen-
trationen ertragen, im suspendierten Zustand
gegeniiber den gleichen Bioziden sehr emp-
findlich sind. Zum andern ist zu beachten, dass

eine Desinfektion noch keine Reini-
gung darstellt, sodass selbst bei einem
Erfolg noch inaktive Biomasse ver-
bleibt, die ein Reservoir abbaubaren
Materials darstellt, das rasch besie-
delt und verwertet wird und zu star-
ker Wiederverkeimung fithren kann.

5. Konsequenzen aus dem
Verbundprojekt

Is wichtigste Massnahme zur

Limitierung des Biofilm-Wachs-
tums ergibt sich klar die Limitierung

Verbundpartner
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der Nihrstoffe und hier vor allem
des assimilierbaren organischen Koh-
lenstoffs (AOC). Daraus leitet sich
ab, wie wichtig die Einhaltung nie-
driger AOC-Werte im Trinkwasser
ist; dies zeigten auch die Untersu-
chungen am Diisseldorfer Trinkwas-
ser-Verteilungsnetz ganz deutlich, wo
bei AOC-Konzentrationen zwischen
2,2 und 7,8 pm ¢! ein sehr geringes
Biofilmbildungspotenzial gefunden
wurde. Wenn jedoch Werkstoffe ver-
wendet werden, von denen biover-
fligbare Substanzen abgegeben wer-
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den, niitzt auch biologisch stabiles
Trinkwasser nichts — dann ist mit
einer starken Biofilm-Entwicklung
zu rechnen. Dies betrifft nicht nur
die gummibeschichteten Absperr-
schieber, sondern in noch grosse-
rem Umfang Werkstoffe, die heute
noch in der Hausinstallation ver-
wendet werden; Abbildung 10 zeigt
die stark bewachsene Innenflidche
des Gummis in einem Panzer-
schlauch einer Dusche.

Im Verlauf des Projektes ergaben
sich Hinweise darauf, dass in sol-
chen Fillen Biofilme entstehen, die
eine Ansiedlung hygienisch rele-
vanter Keime, z.B. coliforme oder
Legionellen, speziell begiinstigen.
Diese Beobachtung deutet darauf
hin, dass hier entweder Stoffe abge-
geben werden, die fiir bestimmte
Organismengruppen besonders at-
traktiv sind, oder dass eine Popula-
tion selektiert wird, in der sie sich
besonders gut etablieren konnen.
Insgesamt wurde festgestellt,dass im
Trinkwasser-Verteilungsnetz zwar
uberall Biofilme auftreten, dass sie
aber in der Regel nicht als Reservoir
fiir hygienisch relevante Keime zu
betrachten sind. Eine Erhohung des
Biofilmbildungspotenzials im Netz
ist nicht zu erkennen. Obwohl das
Trinkwasser also flichendeckend
mit relativ hohen Keim-Konzentra-
tionen an den Oberfldchen in Kon-
takt steht, kommt es zu keiner rele-
vanten Kontamination. Dies liegt si-
cherlich auch daran, dass es sich um
diinne Biofilme handelt, die hiufig
als Besiedlung von porenreichen mi-
neralischen Inkrustationen auftre-
ten. Die Massnahmen zur Bereitstel-
lung von biologisch stabilem Trink-
wasser bewihren sich, ebenso die
Verwendung von Werkstoffen, die
nach dem DVGW-Arbeitsblatt W 270
zugelassen sind.

Wenn aber Werkstoffe eingesetzt
werden, die diese Zulassung nicht
besitzen, wie dies z. B. bei gummi-
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beschichteten Absperrschiebern im
Leitungssystem oder — in grossem
Umfang — in der Hausinstallation
der Fall ist, dann ist auch mit hygie-
nischen Problemen zu rechnen.
Das bedeutet, dass hygienisch ein-
wandfreies Wasser moglicherweise
erst beim Verbraucher kontami-
niert wird. Wenn immunsuprimier-
te Personen diesem Wasser expo-
niert werden, etwa in Krankenhéu-
sern, Pflege- oder Altersheimen,
dann besteht ein deutliches ge-
sundheitliches Risiko. Es ist auch
daran zu denken, dass aufgrund
der Kostenddmpfung im Gesund-
heitswesen Rekonvaleszente im-
mer frither entlassen und zu Hause
gepflegt werden. Auch fiir sie gilt
dieses Risiko. Hier ergibt sich ein
ganz klarer Forschungs- und Hand-
lungsbedarf.
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