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Einleitung

In den letzten Jahren wurde das Okosystem der in

Trinkwasser vorkommenden Legionellen ausfuhrlich

erforscht. Die Identifizierung ist unproblematisch.

Anders zeigt sich die Lage bei der Beurteilung von

technischen Wassersystemen, z.B. Kuhltirmen.

Die hier viel komplexere Zusammensetzung des

Okosystems (Biofilm) macht die Auswertung und

Interpretation von Ergebnissen

sehr viel schwieriger.
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Biofilm - der naturliche Lebensraum
von Mikroorganismen 4
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 Biofilme sind an Grenzflachen auftretende Ansammlungen von

Mikroorganismen, die in eine wasserhaltige Matrix aus selbst gebildeten

extrazellularen polymeren Substanzen (EPS) eingebettet sind;

Dazu kommt eingebettete Partikel: organisch und anorganisch.
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Mogliche Infektionsquellen Kontamination:
Erwarmtes Wasser und Aerosol

 Whirlpools

e Duschen

« Waschbecken

« Spulmaschinen, Kuhlschranke

* Nebelmaschinen in Supermarkten
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Mogliche Infektionsquellen Kontamination:
Erwarmtes Wasser und Aerosol
10
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DEUTSCAER FACHYEIEANL FUR
LUFT- UND WAG

Biofilme in technischen Anlagen, wie:

Autowaschanlagen, Klimaanlagen, Anlagen mit Prozesswasser,

Verdunstungskuhlanlagen mit Kuhlwassersystemen.
@lo

(a) Biindelwdarmetauscher,
(b) Kalk und Biofilm mit unterschiedlichen Mikroorganismen.
e © domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek e
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Inhalt:

1. Kuhlturmsysteme (Risikobetrachtung).

2. Entstehung von Biofilmen & Biofauling.

3. Mikroorganismen im Biofilm: Bakterien und deren
Okosystem.

4. ,Quorum sensing“, Inhibition und Interaktion zwischen

Wassermikroorganismen.
5. Analytische Methoden — Nachweis von Bakterien im

Kuhlturmwasser.
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1. Kuhlturmsysteme (Risikobetrachtung)

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek e
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Risikobetrachtung Ruickkiihlwerke

DEUTSCAER FACHYEIEANL FUR
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Risiko des

Risiko der
Freiwerdens von ) :\En);r:‘c;sclrt::: r\‘r‘c;tr!
Lodione fen 1 Legionellen
Asrgsol - - } el R

Risiko des Eintrags
yon Logionellen . ...

Risiko der
Vermehrung

von Legionellen

Nach Dr. S. Schult, IWW-Kolloquium Miilheim
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Nachteilige Effekte von Biofilmen
in Kuhlwassersystemen

 Mechanisches Verstopfen der Rohre, von
Warmeubertrager-Oberpflachen mit
lebendiger oder toter Biomasse,

 Mechanische Zerstorung von Kuhlturme,

» Verlust der Warmeleitfahigkeit durch Aufbau einer
Isolationsschicht und Verlust der Kuhlturmleistung,

* Qualitatsverlust bei direkt gekuhilten Produkten,
* Mikrobiologisch beeinflusste/induzierte Korrosion,

* Hygienerisiko durch Freisetzung pathogener Organismen

e © domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek ®
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1. Kuhlturmsysteme (Risikobetrachtung).

2. Entstehung von Biofilmen & Biofauling.
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Extrazellulares Polysaccharide Matrix -

Biofilm in Kuhlwassersystemen “I‘ELW
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Rohroberfliche

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek e



; ) Schnell wachsende Zellen
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. Langsam wachsende Zellen ™ a A

<4 Mikrokolonie

Protozoa

Amodben
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Biofiimwachstum - Matrix EPS, z.B. Pseudomonas spp.

e © domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek

doma

Technology & Services for Facility and Hygiene

A

A DFI\}

DEUTSCAER FACHYEIEANL FUR
LUFT- UND WAGSERHYGIERE ¢ V



doma

Technology & Services for Facility and Hygiene

Extrazellulares Polysaccharide Matrix:

Bakterien Pseudomonas spp. produzieren ‘I‘
EPS fur Biofilm bauen LW
- > ”a 58 . .
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Extrazellulares Polysaccharide Matrix (EPS)
Biofilm
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Epifluorescenz Mikroskop:

Mikroskopische Bild,
Schmutzdecke gefarbt mit DAPI,
1000x VergroRerung,
Stabchen und Kokken.

ot © domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek ®
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EPS, Mukoid von Pseudomonas aeruginosa
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Distribution in cells in EPS
Polysaccharides 19,8 % 79,2 %
Uronic acids 15,0 % 85,0 %
Proteins 58.4 % 41,6 %

EPS-components
69,0 %
Proteins 25,0 %
other components 5,5%
[no nucleic acids detected]

Polysaccharides
Alginate 81,8 %
Neutral polysaccharides 18,2 %

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek ®



Endotoxine

StdCurve

LPS
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Ablagerung in Warmwassersystemen
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Schleim-Bakterien
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Baidandm

Bild von Innernleitung fir Warmwasser:
(A.) Biofilm (Schleim) und Mineralien,
(B.) Roéhren mit Kalkstein und Biofilm zusammen (Photo: A. Salek)

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek
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Inhalt:

Kuhlturmsysteme (Risikobetrachtung).

Entstehung von Biofilmen & Biofauling.

Habt ihr schon mit
dem Film angefangen?

Wenn du
auch mitmachst, kann's
sofort losgehen!

Mikroorganismen im

Biofilm: Bakterien und

deren Okosystem.

(ZICHOS

Manche Bakterien produzieren
einen Biofilm, sobald genugend
Akteure zusammen sind.

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek
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Pigmente von Pseudomonas aeruginosa

Fluorescein oder
Pyoverdin (gelb)

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek e



Pseudomonas aeruginosa:
Hygienische und technische Relevanz

Herkunft & Beschaffenheit:

« Ubiquitar vorkommendes, feuchtigkeitsliebendes Bakterium,

* Primarbesidler, guter Schleimbildner, Biofilmbildner,
 Boden, Pflanzen, Abwasser, Oberflachenwasser und
technischer Trinkwasser Herkunft,

« Geringe Nahrstoffanspruche,

* Vermehrung im Temperaturbereich von 10°C bis 42°C

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek ®
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Pseudomonas aeruginosa:
Hygienische und technische Relevanz

 Vermehrung in Wasserverteilungs- und aufbereitungs-
anlagen, Strahlformer, Ausgussen und Geruchs-
verschlussen, in Filtern, im Bereich der Badewasser-

aufbereitung und im Krankenhausbereich;

* Opportunistischer Krankheitserreger: Infektion des
Ohres und der Haut, Bindehautentzundungen, Magen-
Darm-Erkrankungen, Lungenentzundung, Harnwegs-

und Wundinfektionen

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek ®
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Pseudomonas aeruginosa: Infektionen

Nosocomial pneumonia Ear piercing infections

DEUTSCAER FACHYEIEANL FUR
LUFT- UND WAGSERHYGIERE ¢ V

Contact lens associated corneal

P. aeruginosa - Green nail

collection

e © domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek e
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Schimmelpilze in Biofilm:
technischer Wassersysteme, z.B. im Kuhlturm ‘I‘

Eurotium Chaetomium Cladosporium Acremonium::
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Fusarium Curvularia Penicillium Alternaria
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Algen und Amoben in Biofilm

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek e
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Wachstum von Legionellen in einem

Multi-Spezies-Biofilm

In aquatischen Systemen, insbesondere in
Multi-Spezies-Biofilmen, uberlebt
die Bakteriengattung Legionella, inklusiv

der Art Legionella pneumophila, lange Zeit.

Aus diesem Grund wurde die Vermehrungsfahigkeit
von Legionella pneumophila

in diesen Biofilmen untersucht.

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek ®



Was ist in Kiihltiirmen?

Legionella pneumophila g

Quorum sensing
2?7

Kommensalismus
??7?

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek
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RegelmalRige Kontrollen sind unverzichtbar

/ Pseudomonas aeruginosa &
- Aeromonas spp

Was produzieren Pseudomonas aeruginosa gegen Legionellen?

e © domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek e
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Begleitflora in Kuhlturmwassern:
Inhibitoren hemmende Legionellen 4 l A
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DEUTSCAER FACHYEREANL FUR
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Aeromonas sp. Pseudomonas aeruginosa

Legionella spp. nicht in einem Biofilm in Anwesenheit von

Pseudomonas aeruginosa oder Aeromonas spp. wachsen.
© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek
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Begleitflora in Kuhlturmwassern:
Inhibitoren - hemmende Legionellen 4 l A
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Stenotrophomanas sp.

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek ®
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Flavobacterium sp. und Pseudomonas fluorescens
zusammen mit Legionella sp.

Flavobacterium spp. & Legionella sp. Pseudomonas fluorescens & Legionella sp. e ¢

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek ®
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Begleitflora in Kilhlturmwasser bei Legionella spp.

Untersuchung
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Inhalt: A
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. Kuhlturmsysteme (Risikobetrachtung).

Entstehung von Biofilmen & Biofauling - Genese.
Mikroorganismen im Biofilm: Bakterien und deren Okosytem.

,Quorum sensing“, Inhibition und Interaktion zwischen

Wassermikroorganismen.

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek
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Quorum sensing (QS)

Dabei handelt es sich um einen Mechanismus von Bakterien
miteinander zu kommunizieren (quorum sensing).

Dieser ist abhangig vom Typ der Bakterien und deren Dichte.

Gram-negative Bakterien, wie zum Beispiel P. aeruginosa,
produzieren Substanzen, N-Acyl-Homoserin-Lactone (AHL)
als Signalmolekule (Autoinducer) und bauen mit Proteinen

eine ,,signal-receptor‘ QS-Complex, als Regulator Metabolismus.

o © domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek ®
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,Quorum sensing“:
Biofilm und Toxin Produktion

Low Population density High >
harmless type aggressivetype
®
/o
g
Signal
molecules

QS receptor QS regulated genes QS signal-receptor Virulence genes
Protein oder complex up-regulated
Peptide

e.g. biofilm formation, toxin production

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek e
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“Quorum sensing” in the biofilm

Signalmolecule: Acyl Homoserine Lactones (AHL)

.. “
50 * & Nutrient .,

%

)

Acyl Homoserine Lactones (AHLs): A

A O G e aF
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,Quorum sensing“

A DE

DEUTSCAER FACHYEREANL FUR
LUFT- UND WASSERHYGIERE e V.

Es wurde nachgewiesen, dass sich L. pneumophila
in einer Biofilmmatrix aus Flavobacterium spp.,
Klebsiella pneumoniae, sowie Pseudomonas fluorescens

einlagert und sich dabei vermehrt.
Diese spezifische Biofilmmatrix fordert das

Wachstum und die Anwesenheit

von Legionella pneumophila.

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek ®
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Legionella pneumophila Sg. 1
und Flavobacterium sp.

DEUTSCAER FACHYEREANL FUR
LUFT- UND WASSERHYGIERE e V.

Kommensalismus

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek ®
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Klebsiella pneumoniae zusammen mit
Legionella pn. Sg. 2-15.

Einige Veroffentlichungen zeigen, dass L. pneumophila in der Lage ist, in einer Biofilmmatrix
aus K. pneumoniae, auch Flavobacterium sp. oder Pseudomonas fluorescens auf hohem Niveau
zu verharren (z.B. 104— 105 KBE / cm? Stahl)

e © domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek e
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,Quorum sensing“
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Interessanterweise konnten Legionellen auch einen
zwei-Spezies Biofilm aus K. pneumoniae und
P. aeruginosa besiedeln - wobei nachgewiesen
werden konnte, dass eine Spezies, wie
K. pneumoniae, permissiv fur Legionellen
ist und andere, wie P. aeruginosa
(nicht-permissiven) und hemmende Wirkung

zeigen kann.

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek ®
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,Quorum sensing“

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass in einem
Biofilm mit groBer Dichte, der Pseudomonas aeruginosa
enthalt, kein Wachstum und sogar eine Abtotung

von L. pneumophila erfolgt.

Dies bestatigt, dass einige Bakterien die Kolonisierung mit
Legionellen unterstutzen (Flavobacterium sp.),
wahrend andere hemmend wirken, wie z.B. Aeromonas spp.

oder Stenotrophomonas spp. (speziell L. pneumophila Sg. 1)

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek ®
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Begleitflora in Kilhlturmwassern

Aeromonas sp.

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek
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Inhalt:

. Kuhlturmsysteme (Risikobetrachtung).

Entstehung von Biofilmen & Biofouling — Genese.
Mikroorganismen im Biofilm: Bakterien und deren Okosytem.

,Quorum sensing“, Inhibition und Interaktion zwischen

Wassermikroorganismen.

Analytische Methoden - Nachweis von Bakterien iIm

Kuhlturmwasser.

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek
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Zusatzlich sehen wir in der Praxis Wachstum

von Begleitflora auf GVPC-Agar, z.B.
Pseudomonas aeruginosa, Xantomonas sp.,

Stenotrophomonas sp. und Aeromonas sp.).

Dies kann das Zdhlergebnis verfalschen, z.B.

durch Verdrangung von Legionella Kolonien oder
sogar vollstandiger Inhibition von

Legionella-Wachstum.

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek -



Legionella spp.: Nachweismethoden ¢\
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» Die vorgeschriebenen Nachweismethoden
(ISO 11731-2 vom 6-2008) besagen, dass alle
Kolonien, die auf GVPC-Agar wachsen, aber

auf cysteinfreiem Medium (oder Blut-Agar)
kein Wachstum zeigen, als Legionellen spp.

betrachtet werden.

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek ®



Legionella-Spezies
(bis 57, RKI, 2012)

|

Legionella Spezies
Bis zu 79 Serogruppen

—L

Legionella pneumophila
Serogruppe 1 und 2-15;

90% der Krankungen

\ J

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek e




Untersuchung nur Legionella-Spezies
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100 ml Wasserprobe
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Vakuum-Membranfiltration:
Filter aus Cellulosenitrat
mit 0,22 uym oder 0,45 pm

PorengréilRe

v

Saurebehandliung: 20 ml
0,2 M HCVI/KCI-Puffer direkt
auf dem Filter spritzen und

nach 5" mit ster. H2O abspiu-

l

Nur fur Wasser mit
Begleitflora!l

A 4
Je 0,5 ml auf zwei GVPC-

Filter direkt auf GVPC-Agar
legen fir mikroaerophile
Inkubation (feucht):

36 £+ 2°C /10 Tage

Platten ausplattiereren fir
mikroaerophile Inkubation:

(feucht) 36 + 2°C 7/ 10 Tage

?

3

!

Nach 5 Tage mind. 5 verdichtige
Kolonien tGberimpfen auf BCYE-
Cystein und DEV-N3ahragar oder auf
BCYE-Cystein und Blutagar fir
mikroaerophile
Inkubation: 36 + 2°C / 2 Taae

Kolonie ohne Wachstum auf:
BCYE-Cystein und DEV-Nahragar
oder auf BCYE-Cystein

v

Legionellen — Gramnegative Stibchen

Gramfarbung:

Latexagglutinationstest (Fa. Oxoid)
Agglutination-Test
nicht erforderlich!!!

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek
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Begleitflora in Kilhlturmwasser bei Legionella spp.

Untersuchung
gL
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Ohne Nach Saure-
Behandlung behandlung

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek e
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Agglutinations-Test-Legionella: Beispiele

DEUTSCAER FACHYEREANL FUR
LUFT- UND WAGSERHYGIERE ¢ V
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Befund falsch negativ

Beispiel:

Wachstum auf GVPC Platten: optisch wie Legionella
pneumophila, zusatzlich viel Begleitflora,

Wachsen auf Blut und GVPC-Platten ohne Cystein,

ohne Agglutinations-Test Ergebnis ist: Legionella negativ,

Serogruppe 2-15 ist positiv,

Ergebnis: Legionella pneumophila positiv.

Befund nur nach Blut falsch negativ!

o © domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek
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Erklarung zum falsch negativ Befund

Erklarung:

Es ist in diesem Fall nicht moglich, Legionella pneumophila ohne
Begleitflora auf Blut- oder auf GVPC-Platten ohne Cystein zu
uberimpfen. Die Begleitflora liberwachst auf Blut oder GVPC-Cystein die

eventuell vorhandenen Legionella pneumophila Kolonien.

Das fiihrt ohne Agglutinations-Test zu einem falsch negativen Ergebnis!

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek e



Health hazards by biofilms:
Legionellosis

 Every case s pronf f L@Qtwﬁhjnimamnerly
managed wate :'.s7e.n ~

« [ ve y ravZ could have |
ar. “lying practical scient
management principles

» Legionella are typical biofilm-related pathogens
as they survive in protoza which graze on biofilms
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Legionellose Krankheit

Headache

Fever ——

Cough Shortness

. of Breath
Nausea SN

7 Raess
. Y" e T "
.&/ wocs) (U BB R e Y

Muscle
Aches

e © domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek e
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Zyklus Legionella pneumophila Infektion

==

5 min
L. pneumophila
O O »

30 min

Endoplasmic
Reticulum

Macrophage

infection of
neighboring cells

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek
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Hygiene Kontrolle

Angesichts der steigenden Zahl von bestatigten und des
potentiellen Risikos einer Infektion uber diskontinuierlich
freigegebene Legionella-haltigen Aerosolen aus Kuhlturmen,

stellt sich die Frage:

ob die routinemaRige Bestimmung der Gesamtkeimzahl im
Kuhlwasser, z.B. einmal pro Woche, wie von der deutschen

Leitlinie VDMA 24649 vorgeschlagen, ist ausreichend?
bzw. sinnvoll ist (nhach VDI 6022 Blatt 1):
GKZ = 10* KBE/ml und Legionella sp. < 103 KBE/100 ml ???

Wichtig ist auch Pseudomonas aeruginosal

o © domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek ®
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Mechanische Destruktion von Biofilm

Dyspersion der Biofilm und Entwicklung Einzel Bakterien

ot © domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek ®



50°C (122°F) = 90% Kill in 2 hours
35-46°C (95-115°F)

Optimum temperature range
<20°C (68°F)

Predominately dormant, but viable

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek
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Ultraschall-Behandlung und
UV-Bestrahlung des Wassers mit Legionella

DEUTSCAER FACHYEIEANL FUR
LUFT- UND WAGSERHYGIERE ¢ V

~ Kalkpartikel
3 Amében

¢ andere Bakterien

© domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek e
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Side-Stream Ozone Injection

e © domatec GmbH, Dr. habil. Anna Salek ®
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Routineuntersuchungen

Aussagen zur Korrelation zwischen GKZ als Indikator

und moglicher Legionellen-Kontamination
sind sehr riskant.

Ergebnisse unterstreichen die Notwendigkeit der
regelmaRigen Bestimmungen von Legionellen-
Konzentrationen im Kuhlwasser, vor allem in Systemen

ohne kontinuierliche Biozid-Anwendung.

Die deutsche Leitlinie VDI 6022 empfiehlit nur
Routineuntersuchungen fur Legionellen alle zwei Jahre

in Kombination mit Routine-Hygieneinspektionen.

Das ist nicht ausreichend!
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Korrelation?

Die Untersuchung der Gesamtkeimzahl ist
fur die Bestimmung einer Legionellen-Kontamination des
Kuhlsystems nicht geeignet, da die GKZ und der optisch
beurteilte Grad der Verschmutzung (z.B. Biofilm) nicht mit der

Legionellen-Konzentration im Kuhlwasser korreliert.

Es wurden, z.B. relativ hohe Legionellen-Konzentrationen im
Kuhlwasser beobachtet, wahrend die Gesamtzahl der Bakterien
und die Biofilm-Konzentration sehr gering waren.
(Bentham, 2000; Salek, 2013)
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Keine Korrelation zwischen GKZ und

Legionellen in Kiihlturmwasser
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Salek, 2013
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Koloniezahlen ist kein Warnwert

Im Technischen Regelwerk (VDMA 24639) wird die
Untersuchung des Umlaufwassers auf Legionellen ab einer

Gesamtkeimzahl von 10.000 KBE /ml vorgeschrieben.

Dieser Wert ist praktisch bedeutungslos, weil es

keine Korrelation der Koloniezahlen zu Legionellen gibt!

Es sind Zweifel angebracht, dass die Uberwachung von
Koloniezahlen im Umlaufwasser fur ein Monitoring zur

Verhinderung umweltbezogener Infektionen geeignet ist.
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Korrelation zwischen Mikroorganismen in
Kiihlturmwasser ‘me
_ 1]
s Iy A i
: 20000 - \ B Pseudomonas sp./100 ml
) M Legionella sp./100 ml
S 15000 - GKz-22°C/1 GKZ-36°C/1 ml
E 100 Sl 2 e GKZ-22°C/1 ml
o Legionella sp./100 ml
& 5¢oo
- Pseudomonas sp./100 ml
= I T
: i 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25
§ Untersuchungen Nr. y
Salek, 2013
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Legionella pneumophila Sg.1
' auf Hintergrund

Pseudomonas aeruginosa |
auf Hintergrund

lhibitor B
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Hamolitische Effekte von P. aeruginosa und
Bacillus licheniformis auf Legionella pneumophila SG. 1 ‘ I D

A DEINY

DEUTSCAER FACHYEREANL FUR
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N

/ Inhibitor v. Bakterielle Kultur

U

J

-- Aktivitat:
17,2 x 103 Units/my
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Begleitflora bei Legionella spp. Untersuchungen:

Endotoxinen-Wert in Kiihlturmwasser
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B Endotoxin Konzentration, m LPS Konzentration,

In Kuhlturmwasser Proben: gefunden keine Korrelation
zwischen Legionellen, Pseudomonaden und
Endotoxinen
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Vielen Dank fur lhre Aufmerksamkeit

Dr. habil. Anna Salek

domatec GmbH | Laborleiterin \
MuhlbauerstraRe 6 | 84453 Muhldorf

T +49 8631 1676 251 | F +49 8631 1676 259
anna.salek@domatec.info
http://www.domatec.info j
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