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RISIKO VON LEGIONELLEN-DURCH DIE DETEKTION VON
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LEGIONELLEN REDUZIEREN™

NICHT KULTIVIERBAR

Obwohlvon ihnen eine latente Gefahr ausgeht, bleiben nicht kultivierbare, aber noch lebensfahige
und infektiose Legionellen von der Standardmethode unentdeckt. Dank einer neuen Methode kdon-
nen nun Legionellen im sogenannten VBNC-Zustand (viable but non-culturable) detektiert werden.
Dies tragt massgebend zum tieferen Verstandnis der komplexen Dynamik eines Legionellenbefalls
in Wassersystemen bei und ermaglicht die Optimierung von Gegenmassnahmen.
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UNTOTE LEGIONELLEN IM VISIER

Knapp 600 Félle der Legiondrskrankheit registrierte das Bun-

RESUME desamt fiir Gesundheit (BAG) in der Schweiz im Jahr 2019
(Fig. 1) - das sind rund 60% mehr als 2016 [1]. Die durch Le-
LA DETECTION RAPIDE DES LEGIONELLES INACTIVES AMELIORE LE gionellen hervorgerufene und als Legionellose oder Legionérs-
CONTROLE DES SYSTEMES D’EAU krankheit bekannte Lungenentziindung gehort zu den melde-
Bien que les légionelles vivantes mais non cultivables représentent pflichtigen Erkrankungen und endet bei rund 10% der Patienten
un danger latent, les méthodes standard ne permettent pas de todlich. Legionella pneumophila (L.p.) ist fiir tiber 95% der Legio-
les détecter car elles ne proliferent pas sur des plaques d'agar. nellose-Falle verantwortlich, wobei davon tiber 80% auf L.p. der
Les légionelles a I’état VBNC (viable but not-culturable) peuvent Serogruppe 1 (SG1) zuriickzufiihren sind [2].
cependant étre infectieuses et proliférer a nouveau dans le réseau Charakteristisch fiir die Legionellen ist ihre relative Hitzere-
de conduites sous certaines conditions. Un test rapide permet sistenz. So konnen sie sich bei Temperaturen um 42 °C noch
désormais de détecter ces légionelles. La procédure combine la vermehren, was ihnen einen Wachstumsvorteil gegeniiber an-
séparation immunomagnétique avec la quantification par cytomé- deren Bakterien verschafft [3]. Erst oberhalb 50 °C beginnen
trie en flux de toutes les légionelles intactes, y compris les cellules Legionellen allméhlich zu sterben, wie mit Standard-Platten-
VBNC. Cette procédure apporte une contribution déterminante experimenten gezeigt wurde [4]. Tote Legionellen sind nach
afin de mieux comprendre la dynamique complexe de la présence dieser traditionellen Definition Bakterien, die nicht mehr auf
de légionelles dans les systéemes d’eau et permet d’optimiser les Néhrstoffplatten heranwachsen.
contre-mesures. Grace a ces connaissances supplémentaires, il Tatsache ist aber, dass Bakterien bei Stress, ausgelost durch
convient p. ex. d’éviter qu’un traitement thermique ait pour consé- hohe oder tiefe Temperaturen, Oxidationsmittel, UV-Strahlung,
quence d’amener les légionelles a I’état VBNC plutot que de les oder Ndhrstoffmangel in einen Ruhezustand - den VBNC-Zu-
éliminer, car elles représenteraient toujours un danger potentiel. Il stand (engl. viable but non-culturable) - iibergehen konnen [5].
est problématique que les informations sur les agents pathogenes
dans les systémes d’eau soient compilées majoritairement gréace *Kontakt: ak.ehlert@rgmicro.com

a des méthodes de culture conventionnelles. Cela signifie que la
base de données destinée a évaluer I’hygiéne de 'eau potable
n’est ni satisfaisante ni suffisante.
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In diesem Zustand verfiigen die Zellen
uber eine gegeniiber physikalischen und
chemischen Stressoren erhohte Stabilitat,
biissen aber mindestens zeitweise ihre
Vermehrungsfahigkeit ein. Solche Bakte-
rien konnen nicht kultiviert werden und
bleiben daher mit der Plattenmethode un-
entdeckt. Da sie jedoch tiber eine intakte
Zellmembran und einen aktiven Metabo-
lismus verfiigen, sind sie nicht tot und in
analytischer wie auch seuchenhygieni-
scher Hinsicht durchaus noch relevant [5,
6]. Ein Teil der Bakterien im VBNC-Status
ist namlich immer noch infektios, wenn
auch in geringerem Ausmass als ihre kul-
tivierbaren Vertreter [7]. Zudem ist breit
akzeptiert, dass VBNC-Zellen wieder in
den kultivierbaren Zustand wechseln
konnen [6].

Fiir die Risikobeurteilung haben diese
Eigenschaften der VBNC-Zellen weitrei-
chende Folgen. Es ist also nicht nur so,
dass die Standardmethode zum Nachweis
von Legionellen, ISO 11731 [8], in Pro-
ben mit viel Begleitflora unzuverlassige
Resultate liefert und mit einer Analy-
sendauer von 14 Tagen viel Zeit braucht
[9-11]. Dazu kommt, dass die Methode
VBNC-Zellen nicht detektiert. Zellen
also, die unter bestimmten Umstinden
im Leitungsnetz wieder aufkeimen kon-
nen. Eine Analyse mittels Durchflusszy-
tometrie (DZ) nach einer spezifischen,
immunomagnetischen Separation (IMS)
liefert nicht nur Resultate innerhalb ei-
nes Arbeitstages, sondern ermoglicht
auch die intakten Legionellen, inklusive
der VBNC-Zellen, zu quantifizieren. Die
rqmicro AG, ein Schweizer Technologieun-
ternehmen, hat damit einen Schnelltest
entwickelt, um die Sicherheit von Wasser-

Legionellose

Inzidenz

systemen zu {iberpriifen. Das Kantonale
Labor Thurgau und die Berliner Wasser-
betriebe (BWB) nutzen diese Methode und
haben sie unter idealen Bedingungen so-
wie fiir unterschiedliche Realproben mit
der Standard-Plattenmethode verglichen.

IMS/DZ IM VERGLEICH MIT DER
STANDARDMETHODE

DOTIERTE PROBEN

Die Basis der neuen Methode bildet die
immunomagnetische Separation (IMS)
der Zielzellen mithilfe magnetischer
Partikel, die mit hochspezifischen Anti-
korpern beschichtet sind. Durch diesen
Schritt werden die Legionellen aufgerei-
nigt und konzentriert. Indem die Legio-
nellen zusatzlich mit fluoreszenzmarkier-
ten Antikorpern griin angefarbt werden,
konnen sie nach der IMS im Durchfluss-
zytometer (DZ) quantifiziert werden.
Membrangeschadigte und damit tote
Zellen werden zur Unterscheidung mit-
hilfe eines speziellen roten Farbstoffes
markiert. Die Methode detektiert damit
Legionellen in allen drei Zustdnden, in
denen sie in der Natur vorkommen - le-
bendig und vermehrungsfiahig, lebendig,
aber inaktiv sowie tot.

Ideale Bedingungen

Um die Vergleichbarkeit zwischen der
Plattenmethode und IMS/DZ unter ide-
alen Bedingungen zu untersuchen, wur-
de ein handelsiibliches Trinkwasser mit
frisch kultivierten L.p. SG1-Zellen ver-
setzt. Die Ubereinstimmung zwischen
beiden Methoden ist zufriedenstellend,
wobei die Kultivierung teilweise deutlich
tiefere Resultate liefert (Fig. 2).
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Fig. 1 Jéhrliche Fallmeldungen von Legionellose und Inzidenzen der letzten zehn Jahre sowie

des aktuellen Jahrs bis Woche 16.
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Herausforderung Kihlwasser

Kiihlwasser ist eine komplexe Wasserma-
trix, die durch verschiedene Faktoren wie
Schwebstoffe, Chemikalien, eine erhohte
Begleitflora und oft auch durch hohe Le-
gionellenzahl bestimmt wird. Daher sind
die Grenz- oder Massnahmenwerte fiir
Legionellen auch hoher angesetzt. Die
Begleitflora erschwert die Analyse mittels
Kultivierungsverfahren, und zwar umso
starker, je tiefer die Zahl der Legionellen
im Vergleich zur Begleitflora ist [12].

Der Vergleich der beiden Methoden mit
unterschiedlich hoch dotiertem Kiihl-
wasser zeigt, dass das tiefste Spiking-
Level fiir beide Methoden unterhalb des
Detektionslimits liegt (Fig. 3). Bei einem
moderaten Spiking-Level liefert das Kul-
tivierungsverfahren zwei falsch-negative
und drei positive Resultate mit einem Mit-
telwert von 2200 Legionellen/100 ml und
einer relativen Standardabweichung von
115%. Die IMS/DZ detektiert hingegen in
allen fiinf Proben Legionellen mit einem

Trinkwasser: IMS/DZ vs. Plattenmethode
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Fig. 2 Legionellen-Konzentration in dotierten Proben

analysiert mit Plattenmethode und IMS/DZ unter

idealen Bedingungen.
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Mittelwert von 4696 Legionellen/100 ml
und einer relativen Standardabweichung
von 15%. Beim hdochsten Spiking-Level
liefern beide Methoden fiir alle Messun-
gen positive Ergebnisse (Mittelwert Kul-
tivierung = 281600 Legionellen/100 ml,
Mittelwert IMS/DZ = 666 600 Legionel-
len/100 ml), wobei die relative Standard-
abweichung bei diesen sehr hoch dotier-
ten Proben fiir beide Methoden bei 15%
liegt. Die Legionellenzahl wird durch die
Kultivierung um den Faktor 2,37 unter-
schatzt.

REALWASSERPROBEN

Durchstromen des Boilers

fordert VBNC-Bildung

Um IMS/DZ mit der Standardmethode un-
ter realen Bedingungen zu vergleichen,
wurde das Heisswasser von 19 Objekten
untersucht. Die 50 Proben stammten
unter anderem aus einer Massenunter-
kunft, Duschanlagen in Turnhallen sowie
Wohnhausern. Der Vergleich der Resul-
tate zeigt - ganz wie erwartet - keine
Korrelation. Die mittels IMS/DZ analy-
sierten Proben in diesem Projekt wurden
spezifisch auf L.p. SG1 untersucht, die fiir
die Mehrheit der menschlichen Erkran-
kungen verantwortlich ist [2]. In 49 der
50 Proben war die mit IMS/DZ bestimmte
Zahl hoher als das Ergebnis der Platten-
methode, die theoretisch alle Legionel-
len-Arten erfasst. Da aber aufgrund der
Priasenz von VBNC nur ein Bruchteil der
vorhandenen Legionellen tatsachlich auf
Agarplatten wachst, bleibt die Zahl mit
einer Ausnahme dennoch deutlich un-
ter dem mit IMS/DZ bestimmten Wert.
Die Differenz zwischen den Resultaten
erlaubt es, die Anzahl VBNC-Zellen der
L.p. SG1 abzuschitzen. Die Auswertung
zeigt, dass der Anteil der kultivierbaren
Zellen sehr stark schwanken kann und in
dieser Analyse in einem Bereich von 70%
bis unter 0,1% liegt.

Die beiden Methoden liefern also nur
dann vergleichbare Werte, wenn sich
alle Legionellen in der Wasserprobe in
einem kultivierbaren Zustand befinden
und das Plattenergebnis klar analysier-
bar ist (Fig. 2). Nach dem Durchstromen
eines Boilers befinden sich die meisten
Legionellen durch den Temperatur-
schock mit grosser Wahrscheinlichkeit
im VBNC-Stadium. Problematisch ist,
dass diese Legionellen trotzdem in-
fektios sein und auch wieder in einen
kultivierbaren und damit infektioseren
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Fig. 4 Die mit IMS/DZ und der Plattenmethode nachgewiesene Konzentration lebender Legionel-

len im Warmwasser der Turnhalle in Abhéngigkeit der entnommenen Menge Warmwasser.
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Fig. 5 Legionellen-Konzentration in der Massenunterkunft in Abhéngigkeit der entnommenen

Wassermenge.

Zustand wechseln konnen [6]. Dies kann
passieren, wenn verschiedene Bedingun-
gen erfiillt sind. Dazu gehoren z. B. das
Vorkommen von Amdben, in denen sich
Legionellen vermehren, wenn die Tem-
peratur sich im Bereich des Wachstum-
soptimums befindet und entsprechende
Nahrstoffe vorhanden sind [6], [13]-[15].
Wenn Legionellen im nédhrstoffreichen
Biofilm in einem abkiihlenden Bereich
von Wasserleitungen immobilisiert wer-
den, sind diese Bedingungen leicht zu
erfiillen. Und Amoben sind ein durch-
aus normaler Bestandteil von Biofilmen
in Wasserleitungen [16].

Dynamik der Legionellen-Konzentration

im Leitungssystem

Die IMS/DZ stellt aber nicht nur wegen
der Detektion der VNBC-Zellen eine in-
teressante Alternative oder Ergianzung
zur Standardmethode dar, wie das fol-
gende Beispiel zeigt. Die gemessene

Konzentration lebender Legionellen im
Warmwasser variiert in der Regel stark
in Abhangigkeit der entnommenen Men-
ge Warmwasser: Die Konzentration ist zu
Beginn meist hoher, sinkt mit steigendem
Wasservolumen, um sich dann einem
konstanten Wert anzunéhern (Fig. 4). Die-
ser Dynamik wird bei einer Probenahme
ublicherweise Rechnung getragen, indem
zwei Proben gezogen werden:

1. Probe nach dem Verwurf einer kleinen

Menge
2. Probe bei Temperaturkonstanz

In Probe Nr. 1 findet man mit der Plat-
tenmethode hdufig dann mehr Legionel-
len, wenn es sich um Leitungsabschnitte
handelt, in denen das Wasser fiir lange-
re Zeit stagniert und abkiihlt. In Probe
Nr. 2 stellt man in der Regel weniger Legi-
onellen als in Probe 1 fest, weil das Was-
ser aus dem Boiler stammt. Dieser muss
bei mindestens 55 °C und damit einer fiir
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Fig. 6 Schematische Darstellung der Anordnung von Geb&uden und

Wasserleitungen.

Bakterien ungemiitlichen Temperatur betrieben werden. Die be-
schriebene Dynamik kann sowohl mit IMS/DZ als auch mit der
Plattenmethode abgebildet werden (Fig. 4).

Je nach Bezugsort kann die Konzentration innerhalb eines Lei-
tungsnetzes aber variieren, da auf dem Weg zwischen Boiler
und Bezugsort Legionellen aus dem Biofilm ins Trinkwasser
ibergehen konnen. Solch komplexe Dynamiken konnen mit
zwei Proben nur ungeniigend abgebildet werden. Die IMS/DZ
erlaubt nun durch den geringeren Analysenaufwand einen gros-
seren Probendurchsatz sowie durch die tiefere Nachweisgrenze
eine feinere Auflosung der Dynamik eines Leitungssystems.
Um die Dynamik in einem ausgedehnten Wassersystem zu zei-
gen (s. Schema in Fig. 6), das von einem Boiler gespeist wird,
wurde - parallel zu der Messung aus Figur 4 - auch eine an
die Turnhalle angrenzende Massenunterkunft analysiert.
Die Dynamik der Legionellen-Konzentration in Abhdngigkeit
der entnommenen Warmwassermenge ab Bezugsort wird in
Figur 5 dargestellt. Es zeigen sich zu Beginn steigende und da-
nach sinkende Werte. Interessant ist nun der unterschiedliche
Konzentrationsverlauf in beiden Teilsystemen der Turnhalle
sowie der Unterkunft (vgl. Fig. 4 und 5).

Wiahrend die Legionellen-Konzentration in der Turnhalle
schon zu Beginn sehr hoch ist und dann schnell fillt, erreicht
sie in der Unterkunft ihr Maximum erst nach einer entnomme-
nen Wassermenge von rund sieben Liter. Wird angenommen,
dass der noch verfiighare Leitungsquerschnitt (Kalkbildung)
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der %-Zollleitung rund 20 mm betragt, ist der besonders ge-
fahrdete Leitungsabschnitt in einem Abstand von etwa 23 m
vom Bezugsort und damit in der Ndhe des Abgangs zu der
Unterkunft zu suchen (Fig. 6). Dieses Beispiel zeigt, wie die
schnelle und direkte Methode von rgmicro den Zustand eines
Wassersystems analysieren kann, um mogliche Problemberei-
che einzugrenzen.

Kalt- versus Warmwasser-Beprobung in dffentlichem Gebdude

Im folgenden Beispiel wurde die Konzentration von L.p. SG1-15
in verschiedenen Stockwerken eines offentlichen Gebdudes an
vier aufeinanderfolgenden Tagen bestimmt. Die Proben wurden
direkt an der Armatur entnommen, wobei die Wassertempe-
ratur bei der Entnahme gemessen wurde. Zudem wurde so-
wohl die maximale (beim Warmwasser) als auch die minimale
Temperatur (beim Kaltwasser) nach dem Ablaufen notiert. Die
Proben wurden vom Labor der Berliner Wasserbetriebe mittels
IMS/DZ sowie der Plattenmethode bestimmt. Letztere zeigt,
dass das Warmwasser im gesamten Gebdude unauffillig ist,
wahrend das Kaltwasser deutlich positive Befunde aufweist.
Die IMS/DZ-Analyse hingegen ermittelt im Kalt- wie auch im
Warmwasser moderate bis deutlich erhohte Legionellenwerte.
Interessanterweise ergibt die IMS/DZ-Analyse ein moderat po-
sitives Ergebnis fiir das Kaltwasser im Dachgeschoss, wahrend
die Standardmethode auch dort stets unauffillig ist (Fig. 7).
Ein Vergleich der Mittelwerte der Entnahme- und Minimal-
Temperaturen zeigt, dass im Dachgeschoss, wo sich der Zulauf
befindet, eine deutlich geringere Wassertemperatur von rund
16 °C vorherrscht als im iibrigen Kaltwassersystem. Dort liegt
die Temperatur bei der Entnahme zwischen 20,9 und 27,4 °C
und die Minimaltemperatur bei 19,7 und 26,0 °C. Die tiefere
Temperatur im Dachgeschoss konnte erklaren, weshalb die
Standardmethode dort negativ ausfallt. Da das Kaltwasser aber
scheinbar nicht durchgehend kalt genug ist, um die Legionellen
langfristig im nicht kultivierbaren Zustand zu halten, erwei-
sen sich die tibrigen Kaltwasserproben mit beiden Methoden
auffallig.

Im Warmwassersystem liegt der Mittelwert der Maximal-
Temperatur zwischen 53,5 und 61,5 °C, wahrend die Entnah-
metemperatur zwischen 32 und 59,3 °C deutlich tiefer liegen
kann. Das Wassersystem verfiigt aber iiber automatische
Spiilventile, die alle Armaturen einmal tdglich mit maximal
heissem Wasser durchspiilen. Da das System durchgehend mit
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Fig. 7 Kalt- und Warmwasserproben Berliner Wasserbetriebe, dffentliches Gebdude.
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heissem Wasser gefahren wird und die
endstindigen Abschnitte mindestens
taglich mit heissem Wasser gesplilt wer-
den, verbleiben die Legionellen wohl vor-
wiegend im VBNC-Zustand. Dies konnte
das negative Kultivierungsergebnis im
Warmwasser durchaus erklédren.

LEGIONELLEN VERSTEHEN UND
ERFOLGREICH BEKAMPFEN

Dass die Konzentration lebender und
infektioser Legionellen mit der Kulti-
vierungsmethode unterschitzt wird, ist
wahrscheinlich. Dies kann dazu fiihren,
dass eine Besiedelung durch Legionel-
len unbemerkt bleibt und auch dass der
Erfolg von Bekdmpfungsmassnahmen
uberschatzt wird. Die IMS/DZ-Analyse
ermoglicht erstmals die Quantifizierung
der intakten Legionellen, inklusive der
VBNC-Zellen, innerhalb von zwei Stun-
den. Der geringere Aufwand erlaubt einen
grosseren Probendurchsatz und die tie-
fere Nachweisgrenze eine feinere Auflo-
sung der Dynamik von Wassersystemen.
Mogliche Schwachstellen eines Leitungs-
systems konnen so eher erkannt und erst-
mals auch die Resultate von Massnahmen
zur Legionellen-Bekdmpfung direkt ohne
eine Wartezeit von ca. 14 Tagen nachver-
folgt und damit verstanden und optimiert
werden. Mit dem zusétzlichen Wissen gilt

es zu vermeiden, dass Legionellen, wie in
den beschriebenen Beispielen, nur in den
VBNC-Zustand getrieben werden und da-
mit eine potenzielle Gefahr darstellen.
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