
Obwohl von ihnen eine latente Gefahr ausgeht, bleiben nicht kultivierbare, aber noch lebensfähige 
und infektiöse Legionellen von der Standardmethode unentdeckt. Dank einer neuen Methode kön-
nen nun Legionellen im sogenannten VBNC-Zustand (viable but non-culturable) detektiert werden. 
Dies trägt massgebend zum tieferen Verständnis der komplexen Dynamik eines Legionellenbefalls 
in Wassersystemen bei und ermöglicht die Optimierung von Gegenmassnahmen. 
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VERBESSERTE KONTROLLE 
VON LEGIONELLEN 

RISIKO VON  LEGIONELLEN DURCH DIE  DE TEK TION VON 
NICHT KULTI V IERBA REN LEGIONELLEN REDUZIEREN

UNTOTE LEGIONELLEN IM VISIER 

Knapp 600 Fälle der Legionärskrankheit registrierte das Bun-
desamt für Gesundheit (BAG) in der Schweiz im Jahr 2019 
(Fig. 1) – das sind rund 60% mehr als 2016 [1]. Die durch Le-
gionellen hervorgerufene und als Legionellose oder Legionärs-
krankheit bekannte Lungenentzündung gehört zu den melde-
pflichtigen Erkrankungen und endet bei rund 10% der Patienten 
tödlich. Legionella pneumophila (L.p.) ist für über 95% der Legio-
nellose-Fälle verantwortlich, wobei davon über 80% auf L.p. der 
Serogruppe 1 (SG1) zurückzuführen sind [2].
Charakteristisch für die Legionellen ist ihre relative Hitzere-
sistenz. So können sie sich bei Temperaturen um 42 °C noch 
vermehren, was ihnen einen Wachstumsvorteil gegenüber an-
deren Bakterien verschafft [3]. Erst oberhalb 50 °C beginnen 
Legionellen allmählich zu sterben, wie mit Standard-Platten-
experimenten gezeigt wurde [4]. Tote Legionellen sind nach 
dieser traditionellen Definition Bakterien, die nicht mehr auf 
Nährstoffplatten heranwachsen. 
Tatsache ist aber, dass Bakterien bei Stress, ausgelöst durch 
hohe oder tiefe Temperaturen, Oxidationsmittel, UV-Strahlung, 
oder Nährstoffmangel in einen Ruhezustand – den VBNC-Zu-
stand (engl. viable but non-culturable) – übergehen können [5]. 
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RÉSUMÉ

L A DÉTECTION R APIDE DES LÉGIONELLES INACTIVES AMÉLIORE LE 
CONTRÔLE DES SYSTÈMES D’E AU
Bien que les légionelles vivantes mais non cultivables représentent 
un danger latent, les méthodes standard ne permettent pas de 
les détecter car elles ne prolifèrent pas sur des plaques d'agar. 
Les légionelles à l’état VBNC (viable but not-culturable) peuvent 
cependant être infectieuses et proliférer à nouveau dans le réseau 
de conduites sous certaines conditions. Un test rapide permet 
désormais de détecter ces légionelles. La procédure combine la 
séparation immunomagnétique avec la quantification par cytomé-
trie en flux de toutes les légionelles intactes, y compris les cellules 
VBNC. Cette procédure apporte une contribution déterminante 
afin de mieux comprendre la dynamique complexe de la présence 
de légionelles dans les systèmes d’eau et permet d’optimiser les 
contre-mesures. Grâce à ces connaissances supplémentaires, il 
convient p. ex. d’éviter qu’un traitement thermique ait pour consé-
quence d’amener les légionelles à l’état VBNC plutôt que de les 
éliminer, car elles représenteraient toujours un danger potentiel. Il 
est problématique que les informations sur les agents pathogènes 
dans les systèmes d’eau soient compilées majoritairement grâce 
à des méthodes de culture conventionnelles. Cela signifie que la 
base de données destinée à évaluer l’hygiène de l’eau potable 
n’est ni satisfaisante ni suffisante.
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In diesem Zustand verfügen die Zellen 
über eine gegenüber physikalischen und 
chemischen Stressoren erhöhte Stabilität, 
büssen aber mindestens zeitweise ihre 
Vermehrungsfähigkeit ein. Solche Bakte-
rien können nicht kultiviert werden und 
bleiben daher mit der Plattenmethode un-
entdeckt. Da sie jedoch über eine intakte 
Zellmembran und einen aktiven Metabo-
lismus verfügen, 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 nämlich immer noch infektiös, wenn 
auch in geringerem Ausmass als ihre kul-
tivierbaren Vertreter [7]. Zudem ist breit 
akzeptiert, dass VBNC-Zellen wieder in 
den kultivierbaren Zustand wechseln 
können [6]. 
Für 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 unzuverlässige 
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 Umständen 
im Leitungsnetz wieder aufkeimen kön-
nen. Eine Analyse mittels Durchflusszy-
tometrie (DZ) nach einer spezifischen, 
immunomagnetischen Separation (IMS) 
liefert nicht nur Resultate innerhalb ei-
nes Arbeitstages, sondern ermöglicht 
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-

systemen zu überprüfen. Das Kantonale 
Labor Thurgau und die Berliner Wasser-
betriebe (BWB) nutzen diese Methode und 
haben sie unter idealen Bedingungen so-
wie für 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-
körpern beschichtet sind. Durch diesen 
Schritt werden die Legionellen aufgerei-
nigt und konzentriert. Indem die Legio-
nellen zusätzlich mit fluoreszenzmarkier-
ten Antikörpern grün angefärbt werden, 
können sie nach der IMS im Durchfluss-
zytometer (DZ) quantifiziert werden. 
Membrangeschädigte und damit tote 
Zellen werden zur Unterscheidung mit-
hilfe eines speziellen roten Farbstoffes 
markiert. Die Methode detektiert damit 
Legionellen in allen drei Zuständen, in 
denen sie in der Natur vorkommen – le-
bendig und vermehrungsfähig, lebendig, 
aber inaktiv sowie tot. 

I d e a l e  B e d i n g u n g e n
Um die Vergleichbarkeit zwischen der 
Plattenmethode und IMS/DZ unter ide-
alen Bedingungen zu untersuchen, wur-
de ein handelsübliches Trinkwasser mit 
frisch kultivierten L.p. SG1-Zellen ver-
setzt. Die Übereinstimmung zwischen 
beiden Methoden ist zufriedenstellend, 
wobei die Kultivierung teilweise deutlich 
tiefere Resultate liefert (Fig. 2). 

H e r a u s f o r d e r u n g  K ü h l w a s s e r
Kühlwasser ist eine komplexe Wasserma-
trix, die durch verschiedene Faktoren wie 
Schwebstoffe, Chemikalien, eine erhöhte 
Begleitflora und oft auch durch hohe Le-
gionellenzahl bestimmt wird. Daher sind 
die Grenz- oder Massnahmenwerte für 
Legionellen auch höher angesetzt. Die 
Begleitflora erschwert die Analyse mittels 
Kultivierungsverfahren, und zwar umso 
stärker, je tiefer die Zahl der Legionellen 
im Vergleich zur Begleitflora ist [12].
Der Vergleich der beiden Methoden mit 
unterschiedlich hoch dotiertem Kühl-
wasser zeigt, dass das tiefste Spiking-
Level für 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 fünf Proben Legionellen mit einem 

Fig. 1 Jährliche Fallmeldungen von Legionellose und Inzidenzen der letzten zehn Jahre sowie 
des aktuellen Jahrs bis Woche 16.

Fig. 2 Legionellen-Konzentration in dotierten Proben 
analysiert mit Plattenmethode und IMS/DZ unter 
idealen Bedingungen.

Fig. 3 Legionellen-Konzentration analysiert mit Platten-
methode und IMS/DZ in Kühlwasser.
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Mittelwert von 4696 Legionellen/100 ml 
und einer relativen Standardabweichung 
von 15%. Beim höchsten Spiking-Level 
liefern beide Methoden für alle Messun-
gen positive Ergebnisse (Mittelwert Kul-
tivierung = 281 600 Legionellen/100 ml, 
Mittelwert IMS/DZ = 666 600 Legionel-
len/100 ml), wobei die relative Standard-
abweichung bei diesen sehr hoch dotier-
ten Proben für beide Methoden bei 15% 
liegt. Die Legionellenzahl wird durch die 
Kultivierung um den Faktor 2,37 unter-
schätzt. 

RE ALWASSERPROBEN

D u r c h s t r ö m e n  d e s  B o i l e r s  
f ö r d e r t  V B N C - B i l d u n g
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 
Wohnhäusern. 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 für 
die Mehrheit der menschlichen Erkran-
kungen verantwortlich ist [2]. In 49 der 
50 Proben war die mit IMS/DZ bestimmte 
Zahl höher als das Ergebnis der Platten-
methode, die theoretisch alle Legionel-
len-Arten erfasst. Da aber aufgrund der 
Präsenz von VBNC nur ein Bruchteil der 
vorhandenen Legionellen tatsächlich auf 
Agarplatten wächst, 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 abzuschätzen. 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 Durchströmen 
eines Boilers befinden sich die meisten 
Legionellen durch den Temperatur-
schock mit grosser Wahrscheinlichkeit 
im VBNC-Stadium. Problematisch ist, 
dass diese Legionellen trotzdem in-
fektiös sein und auch wieder in einen 
kultivierbaren und damit infektiöseren 

Zustand wechseln können [6]. Dies kann 
passieren, wenn verschiedene Bedingun-
gen erfüllt sind. Dazu gehören z. B. das 
Vorkommen von Amöben, in denen sich 
Legionellen vermehren, wenn die Tem-
peratur sich im Bereich des Wachstum-
soptimums befindet und entsprechende 
Nährstoffe vorhanden sind [6], [13]-[15]. 
Wenn Legionellen im nährstoffreichen 
Biofilm in einem abkühlenden Bereich 
von Wasserleitungen immobilisiert wer-
den, sind diese Bedingungen leicht zu 
erfüllen. Und Amöben sind ein durch-
aus normaler Bestandteil von Biofilmen 
in Wasserleitungen [16].
 
D y n a m i k  d e r  L e g i o n e l l e n - K o n z e n t r a t i o n
i m  L e i t u n g s s y s t e m
Die IMS/DZ stellt aber nicht nur wegen 
der Detektion der VNBC-Zellen eine in-
teressante Alternative oder Ergänzung 
zur Standardmethode dar, wie das fol-
gende Beispiel zeigt. Die gemessene 

Konzentration lebender Legionellen im 
Warmwasser variiert in der Regel stark 
in Abhängigkeit der entnommenen Men-
ge Warmwasser: Die Konzentration ist zu 
Beginn meist höher, sinkt mit steigendem 
Wasservolumen, um sich dann einem 
konstanten Wert anzunähern (Fig. 4). Die-
ser Dynamik wird bei einer Probenahme 
üblicherweise 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 häufig dann mehr Legionel-
len, wenn es sich um Leitungsabschnitte 
handelt, in denen das Wasser für länge-
re Zeit stagniert und abkühlt. 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 für 

Fig. 4 Die mit IMS/DZ und der Plattenmethode nachgewiesene Konzentration lebender Legionel-
len im Warmwasser der Turnhalle in Abhängigkeit der entnommenen Menge Warmwasser.

Fig. 5 Legionellen-Konzentration in der Massenunterkunft in Abhängigkeit der entnommenen 
Wassermenge.
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Bakterien ungemütlichen 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 
übergehen können. Solch komplexe Dynamiken können mit 
zwei Proben nur ungenügend abgebildet werden. Die IMS/DZ 
erlaubt nun durch den geringeren Analysenaufwand einen grös-
seren Probendurchsatz sowie durch die tiefere Nachweisgrenze 
eine feinere Auflösung 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 Abhängigkeit 
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). 
Während die Legionellen-Konzentration in der Turnhalle 
schon zu Beginn sehr hoch ist und dann schnell fällt, erreicht 
sie in der Unterkunft ihr Maximum erst nach einer entnomme-
nen Wassermenge von rund sieben Liter. Wird angenommen, 
dass der noch verfügbare Leitungsquerschnitt (Kalkbildung) 

der ¾-Zollleitung rund 20 mm beträgt, ist der besonders ge-
fährdete Leitungsabschnitt in einem Abstand von etwa 23 m 
vom Bezugsort und damit in der Nähe des Abgangs zu der 
Unterkunft zu suchen (Fig. 6). Dieses Beispiel zeigt, wie die 
schnelle und direkte Methode von rqmicro den Zustand eines 
Wassersystems analysieren kann, um mögliche Problemberei-
che einzugrenzen. 

K a l t-  v e r s u s  W a r m w a s s e r- B e p r o b u n g  i n  ö f f e n t l i c h e m  G e b ä u d e
Im folgenden Beispiel wurde die Konzentration von L.p. SG1-15 
in verschiedenen Stockwerken eines öffentlichen Gebäudes 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 Gebäude unauffällig ist, 
während das Kaltwasser deutlich positive Befunde aufweist. 
Die IMS/DZ-Analyse hingegen ermittelt im Kalt- wie auch im 
Warmwasser moderate bis deutlich erhöhte Legionellenwerte. 
Interessanterweise ergibt die IMS/DZ-Analyse ein moderat po-
sitives Ergebnis für das Kaltwasser im Dachgeschoss, während 
die Standardmethode auch dort stets unauffällig 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 übrigen 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 könnte erklären, weshalb die 
Standardmethode dort negativ ausfällt. Da das Kaltwasser aber 
scheinbar nicht durchgehend kalt genug ist, um die Legionellen 
langfristig im nicht kultivierbaren Zustand zu halten, erwei-
sen sich die übrigen Kaltwasserproben mit beiden Methoden 
auffällig.
Im Warmwassersystem liegt der Mittelwert der Maximal-
Temperatur zwischen 53,5 und 61,5 °C, während die Entnah-
metemperatur zwischen 32 und 59,3 °C deutlich tiefer liegen 
kann. Das Wassersystem verfügt aber über automatische 
Spülventile, die alle Armaturen einmal täglich mit maximal 
heissem Wasser durchspülen. Da das System durchgehend mit 

Fig. 6 Schematische Darstellung der Anordnung von Gebäuden und 
Wasserleitungen. 

Fig. 7 Kalt- und Warmwasserproben Berliner Wasserbetriebe, öffentliches Gebäude.



heissem Wasser gefahren wird und die 
endständigen Abschnitte mindestens 
täglich mit heissem Wasser gespült wer-
den, verbleiben die Legionellen wohl vor-
wiegend im VBNC-Zustand. Dies könnte 
das negative Kultivierungsergebnis im 
Warmwasser durchaus erklären.

LEGIONELLEN VERSTEHEN UND 
ERFOLGREICH BEK ÄMPFEN

Dass die Konzentration lebender und 
infektiöser Legionellen mit der Kulti-
vierungsmethode unterschätzt wird, ist 
wahrscheinlich. Dies kann dazu führen, 
dass eine Besiedelung durch Legionel-
len unbemerkt bleibt und auch dass der 
Erfolg von Bekämpfungsmassnahmen 
überschätzt wird. Die IMS/DZ-Analyse 
ermöglicht erstmals die Quantifizierung 
der intakten Legionellen, inklusive der 
VBNC-Zellen, innerhalb von zwei Stun-
den. Der geringere Aufwand erlaubt einen 
grösseren Probendurchsatz und die tie-
fere Nachweisgrenze eine feinere Auflö-
sung der Dynamik von Wassersystemen. 
Mögliche Schwachstellen eines Leitungs-
systems können so eher erkannt und erst-
mals auch die Resultate von Massnahmen 
zur Legionellen-Bekämpfung direkt ohne 
eine Wartezeit von ca. 14 Tagen nachver-
folgt und damit verstanden und optimiert 
werden. Mit dem zusätzlichen 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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