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1 Einleitung

Trinkwasser ist im Volksmund das wichtigste Lebensmittel. Doch es wird nicht nur als
Lebensmittel genutzt, sondern auch zur Koérperpflege. Da Trinkwasser nicht steril ist, kann es
einen idealen Lebensraum fir viele Bakterien bieten. Zu diesen Bakterien zahlen auch Legio-
nellen. Die sogenannte Legionellose oder auch Legionarskrankheit kann tédliche Folgen
haben. Da Legionellen vorwiegend durch Aerosol in die Lungen gelangen und dort zu einer
schweren Pneumonie fiihren kénnen, ist besonders beim Duschen mit kontaminiertem Was-
ser Vorsicht geboten (Liick et al., 2002, S. 174).

Dem Robert-Koch-Institut wurden 2013 insgesamt 922 Legionellosen gemeldet. Davon hatte
die Krankheit bei 48 Patienten einen todlichen Verlauf. Dies entspricht einer Letalitat von 5,2
%. Nur vier der insgesamt 27 meldepflichtigen Krankheiten mit mindestens 100 Krankheits-
fallen haben eine hohere Letalitat. Besonders beunruhigend ist die, seit der Einfihrung der
Meldepflicht 2001, kontinuierlich steigende Anzahl der gemeldeten Legionellosen (Robert
Koch-Institut, 2014, S. 41/131ff).

Aufgrund der Meldepflicht kénnen alle diagnostizierten Legionellosen verzeichnet und statis-
tisch untersucht werden (8 7, Abs. 1, Satz 1, Nr. 27, IfSG). Anders sieht es bei den Daten
Uber das Vorkommen von Legionellen in deutschen Immobilien bzw. deren Warmwasser-
systemen aus. Mit der Novellierung der Trinkwasserverordnung 2001 kam es zwar zu einer
Einfihrung der Untersuchungspflicht von Trinkwasser auf Legionellen, jedoch missen
seitdem nur die Uberschreitungen des technischen MaRnahmenwertes von 100 kolonie-
bildenden Einheiten pro 100 Milliliter (KbE/100 mL) Trinkwasser dem zustandigen
Gesundheitsamt gemeldet werden (8§ 14 Abs. 1 Satz 1 Nr. 1 TrinkwV). Daraus kénnen somit
keine Angaben Uber die Anzahl der kontaminierten Immobilien gemacht werden. Durch
bereits durchgefuhrte, meist ortlich begrenzte, Untersuchungen zum Vorkommen von Legio-
nellen konnten diese bei 19 bis 62 % der untersuchten Immobilien nachgewiesen werden
(Harmuth, 2006, S. 42; Pleischl, 2004, S. 46).

Anhand der Daten von Untersuchungen auf Legionellen in Trinkwasser des Labors Dr.
Graner & Partner soll im Rahmen dieser Arbeit eine Aussage zum Vorkommen in den Jahren
2012 bis 2014 fur die Metropolregion Minchen gemacht werden. Mit diesen Daten kann eine
aktuelle Darstellung mit Bezug zur Praxis gemacht werden.

Das Labor Dr. Graner & Partner ist ein mittelstandisches Unternehmen mit Sitz in Miinchen,

welches chemische und mikrobiologische Analysen in den Bereichen Umwelt, Lebensmittel,



Kosmetik, Arzneimittel und Bedarfsgegenstande durchfuhrt. Im Jahr 1964 wurde das Labor
Dr. Graner & Partner von Dr. Gerhard Graner gegriindet. Seit 2001 gehdért es zu der Sakosta
Holding AG, wodurch fachibergreifende Lésungskonzepte mit Hilfe von Mitgliedern der
Unternehmensgruppe erstellt werden kdnnen. Mehr als 70 Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter
sorgen fir ein breites Leistungsspektrum. Das Labor Dr. Graner & Partner ist in allen Teil-
bereichen nach DIN EN 17025 akkreditiert. AuBerdem gibt es regelmaRige Teilnahmen an
Ringversuchen anerkannter Institutionen. Die Arbeit findet unter der Einhaltung eines
strengen Qualitdtsmanagements statt und durch ein internes, EDV-gestiitztes Qualitats-
Management-System kdnnen die ermittelten Messwerte gesichert werden.

Das Leistungsspektrum der Untersuchung von Wassern umfasst die Analyse gemalf3 Trink-
wasserverordnung, Mineral- und Tafelwasserverordnung, sowie gemal DIN 19643 bei

Schwimmbadwaéssern (Labor Dr. Graner & Partner, 2010).

Bei der Untersuchung von Trinkwasser auf Legionellen ist es nach der DIN EN ISO 19458
notwendig die Proben innerhalb von 48 Stunden nach der Probenahme mikrobiologisch zu
analysieren (DIN EN ISO 19458, 2006, S. 26). Haufig kommt es daher in den analytischen
Laboren zu einem hohen Arbeitsaufkommen, besonders vor Wochenenden und Feiertagen.
Um den Analyseprozess flexibler gestalten zu kdnnen, muss herausgefunden werden, wie
sich die Konzentration von Legionellen innerhalb eines bestimmten Zeitraums verandert.
Daher wird im zweiten Teil der Arbeit eine Untersuchung zur Tenazitéat von Legionella

species in Trinkwasserproben durchgefihrt.



2 Grundlagen

Der erste Teil dieser Ausarbeitung beschaftigt sich mit dem grundlegenden, aktuellen Wissen
Uber Legionella species. Zundchst werden mikrobiologische Grundlagen aus der Literatur zu-
sammenfassend widergegeben. AnschlieRend werden Gesetze und Empfehlungen sowie der
aktuelle Stand zur Durchfiihrung der Probenahme und Probenanalyse von Trinkwasser auf

Legionella species dargestellt.

2.1 Mikrobiologische Grundlagen

1976 wurde die Familie der Legionellaceae bei amerikanischen Legionaren entdeckt,
wodurch diese Bakterien ihren Namen bekommen haben. Aufgrund ihrer schlechten Anfarb-
barkeit und den besonderen Wachstumsbedingungen blieben sie tber lange Zeit unentdeckt.
(Suerbaum et al., 2012, S. 298)

Legionellen sind stabchenférmige, gramnegative Bakterien mit einer Gré3e von 0,3-0,9 x 1,5-
2 um. Sie sind aerobe, nicht sporulierende und fakultativ intrazellulare Bakterien. Bei der
ersten Isolation bendtigen sie L-Cystein und Eisen(lll)-lonen fir das Wachstum, welches
langsam ist. Es gibt 48 Legionella Arten (Legionella species) und 70 Serogruppen (gleiche
Antigeneigenschaften). Die wichtigste humanpathogene Species ist Legionella pneumophila.
Sie hat einen Anteil von 90 % bei akuten Erkrankungen (Bugert, 2012, S. 482).

Legionellen haben ihren natirlichen Lebensraum in Frischwasserbiotopen und sind damit in
geringer Anzahl in Oberflachengewassern und im Grundwasser zu finden. Somit sind sie
auch als weit verbreitete Umweltkeime beschrieben. Durch die Einfihrung der Installations-
technik von Warmwassersystemen kénnen Legionellen unter bestimmten Bedingungen auch
in Haushalte gelangen. Der ausschlaggebende Faktor fir das Vorkommen und die
Vermehrung ist dabei die Wassertemperatur. Temperaturen zwischen 25 °C und 45 °C bieten
den Legionellen ideale Wachstumsbedingungen, wobei das Temperaturoptimum bei 37 °C
liegt. Im Wasser mit Temperaturen unter 20 °C kénnen Legionellen vorkommen, sich jedoch
nicht nennenswert vermehren. Im warmen Wasser ab 55 °C kann das Wachstum gehemmt
werden und ab 60 °C kommt es zum Absterben (Bugert, 2012, S. 482; Robert Koch-Institut,
2013, Ratgeber fur Arzte).

Zu einer Infektion mit Legionellen kommt es in der Regel durch kontaminierte Aerosole.
Dabei spielen legionellenhaltige Amobenpartikel eine grol3e Rolle, denn Legionellen akii-

vieren ihre Virulenzgene intrazellular. Da bis heute keine Pathogenitatsfaktoren identifiziert



werden konnten, kénnen Legionellen-Stamme nicht sicher nach ihrer Virulenz eingeteilt
werden. Kommt es zu einer Infektion, kdnnen Umwelt- und Patientenisolate typisiert werden,
um die verdachtige Infektionsquelle zu finden und anschlieBend zu beseitigen (Lick, Steinert,
2006, S.440).

Die Infektion mit Legionellen kann zwei unterschiedliche Krankheiten hervorrufen. Zum einen
die Legionellose, auch Legionarskrankheit und zum anderen das Pontiac-Fieber. Bei beiden
Krankheiten sind keine Ubertragungen von Mensch zu Mensch bekannt.

Die Legionarskrankheit hat eine Inkubationsdauer von ca. zwei bis zehn Tagen. Es kommt
zunachst zu uncharakteristischen Krankheitserscheinungen wie Gliederschmerzen und Kopf-
schmerzen. Schon nach einigen Stunden treten weitere Symptome wie Thorax-schmerzen,
Schittelfrost und Fieber auf. Die schwere atypische Form der Pneumonie (Lungen-
entziindung) kann mit einer Beteiligung des Zentralnervensystems einhergehen, wodurch
Benommenheit oder Verwirrtheitszustande vorkommen kdnnen.

Das Pontiac-Fieber hat eine Inkubationsdauer von ca. funf bis 66 Stunden. Diese Krankheit
hat einen milderen Verlauf mit leichten grippalen Symptomen. Jedoch wird eine Pneumonie
ausgeschlossen. Des Weiteren erholen sich die Patienten auch ohne Antibiotikatherapie
innerhalb weniger Tage. Menschen mit einem geschwachten Immunsystem stellen bei
beiden Krankheiten eine Risikogruppe dar. Darunter fallen vor allem alte und kranke
Menschen(Llck, Steinert, 2006, S.440; Robert Koch-Institut, 2013, S. 63).

Das Krankheitsbild einer Legionellose bietet keine Rickschlisse auf die Ursache der Infek-
tion. Zum Nachweis ist eine spezifische Erregerdiagnostik, z.B. durch die Untersuchung von
Urin auf Legionella-Antigene oder besser durch einen kulturellen Nachweis, erforderlich. Bei
einer Infektion mit Legionellen ist es aulRerst wichtig, die Infektionsquelle zu bestimmen, da
die Quelle immer in der Umwelt ist und dadurch unter bestimmten Umstanden weitere Perso-
nen infiziert werden kdnnen. Dabei ist die Inkubationszeit zu beachten. Besonders in
Krankenhausern und Pflegeheimen ist die Aufklarung von héchster Bedeutung, da Risiko-

gruppen besonders geféhrdet sind (Schaefer et al., 2011, S. 674).

2.2 Rechtliche Grundlagen und Empfehlungen
Die Analysen auf Legionellen in Trinkwasser stiitzen sich auf verschiedene Gesetze und

Empfehlungen, die im folgenden Abschnitt vorgestellt werden.



2.2.1 Trinkwasserverordnung 2001
Die Trinkwasserverordnung wurde am 21. Mai 2001 ausgefertigt und trat am 01. Januar 2003
in Kraft.

»Zweck der Verordnung ist es, die menschliche Gesundheit vor den nachteiligen Einfliissen,
die sich aus der Verunreinigung von Wasser ergeben, das fur den menschlichen Gebrauch
bestimmt ist, durch Gewahrleistung seiner Genusstauglichkeit und Reinheit nach Mal3gabe
der folgenden Vorschriften zu schatzen® (8 1, Satz 1, TrinkwV 2001)

Nach zwei Anderungsverordnungen in den Jahren 2011 und 2012 kam es am 02.08.2013 zur
Bekanntgabe der neusten Fassung der Trinkwasserverordnung im Bundesgesetzblatt Teil 1
Seite 2977 (BGBI. | S. 2977).

Mindestens einmal jahrlich muss Trinkwasser, wenn es offentlich abgegeben wird, nach den
Vorgaben von 814 Absatz 3 der TrinkwV 2001 auf Legionellen untersucht werden. Die Unter-
suchungspflicht fiir Inhaber von GrofRanlagen die zur Trinkwassererwarmung dienen und
dieses gewerblich, aber nicht 6ffentlich abgeben, missen die Untersuchung nur alle drei
Jahre nach den Vorgaben von 8§14 Absatz 3 der TrinkwV 2001 durchfiihren bzw. durchfihren
lassen (Anlage 4 Teil 2 Absatz b TrinkwV 2001).

In 814 Absatz 3 der TrinkwV 2001 geht es um die Pflicht von systemischen Untersuchungen
an mehreren reprasentativen Probenahmestellen. Die Untersuchungspflicht liegt dann vor,
wenn es zur Bildung von Aerosolen des Trinkwassers kommen kann (8 14, Absatz 3,
TrinkwV 2001).

Der technische Malinahmenwert von Legionella species fir Anlagen der Trinkwasser-Instal-
lation liegt bei 100 KbE/100 mL (Anlage 3, Teil 2, TrinkwV 2001).

Wird der technische MalRnahmenwert bei der orientierenden Untersuchung tberschritten,
muissen Malinahmen zur Senkung der Legionellenkonzentration im Trinkwasser eingeleitet
werden. Zusatzlich ist die Informationsweitergabe an das zusténdige Gesundheitsamt Pflicht
(8 3, Absatz 1, Nr. 9, TrinkwV 2001).

Alle Probenahmen zur Untersuchung von Trinkwasser durfen nur von zugelassenen Laboren
bzw. Probenehmern durchgefuhrt werden. Bis zum 31. Dezember 2013 musste die erste
Untersuchung abgeschlossen sein. Die Probenahme ist nach der DIN EN ISO 19458, wie in
Zweck b beschrieben, durchzufuhren. Die Wasserprobe muss nach der DIN EN ISO 11731
Teil 2, der DIN EN ISO 11731-2008 und unter Beachtung der Empfehlungen des Umwelt-
bundesamtes auf Legionella species analysiert werden. (Anlage 5, Absatz f, TrinkwV 2001)



2.2.2 Empfehlung des Umweltbundesamtes

Aufgrund der Anderungen in der Trinkwasserverordnung hat das Umweltbundesamt die
Empfehlung zur systemischen Untersuchung von Trinkwasser-Installationen auf Legionellen
angepasst und am 23.August 2012 veroffentlicht. Diese Empfehlung dient zur Orientierung
aller am Prozess der Untersuchung auf Legionellen beteiligten Personen und Institutionen
(Umweltbundesamt, 2012, S.1).

Fur diese Arbeit gehort die Empfehlung zur Angabe der Ergebnisse zu einer der wichtigsten
Inhalte. Alle Ergebnisse werden in der Einheit KbE/100 mL angegeben. Wachsen auf einer

Agar-Platte mehr als 200 Kolonien, ist der statistische Fehler so hoch, dass eine Vergleich-

barkeit nicht mehr gewahrleistet werden kann. Daher werden solche Ergebnisse mit >200

angegeben (Umweltbundesamt, 2012, S. 7).

2.2.3 DVGW-Arbeitsblatt W 551 / April 2004

Das Arbeitsblatt W 551 des deutschen Vereins des Gas- und Wasserfaches e.V. vom April
2004 mit dem Titel , Trinkwassererwarmungs- und Trinkwasserleitungsanlagen; Technische
MalRnahmen zur Verminderung des Legionellenwachstums; Planung, Errichtung, Betrieb und
Sanierung von Trinkwasser-Installationen® bietet ein allgemein anerkanntes Regelwerk der
Technik (DVGW, 2004, S. 1).

Inhalte sind unter anderem die Beschreibung der notwendigen Probenahmestellen, die Unter-
scheidung zwischen Klein- und GroR3anlagen, die Charakterisierung und Notwendigkeit von
der orientierenden, der weitergehenden und der Nachuntersuchung, sowie die Beschreibung

von Malinahmen bei einer Kontamination mit Legionellen (DVGW, 2004, S. 3).

In Bezug auf Legionellen wird eine Sicherstellung der Temperaturen im Warmwasserkreislauf
von mindestens 55 °C und am Auslauf der Erwarmungseinheit von mindestens 60 °C fest-
gelegt. Diese Temperaturregelung gilt nicht fir zentrale Trinkwassererwarmungsanlagen mit
weniger als 400 Liter Speichervolumen oder dezentrale Durchlauferhitzer (DVGW, 2004, S.
7).

Die orientierende Untersuchung nach dem DVGW-Arbeitsblatt W 551 ist Voraussetzung zur
Bewertung eines Warmwassersystems beziiglich Legionellen. Diese Untersuchung muss bei
offentlicher Abgabe des Trinkwassers einmal im Jahr, bzw. alle drei Jahre bei nicht 6ffent-
licher Abgabe unaufgefordert durchgefuhrt werden und beinhaltet die Wasserentnahme am

Ablauf der Erwarmungseinheit, am Rucklauf der Zirkulation und an allen relevanten Enden



der Steigstréange eines Gebaudes. Auch die orientierende Untersuchung ist nicht ver-
pflichtend bei Erwarmungsanlagen mit weniger als 400 Liter Speichervolumen oder
dezentralen Durchlauferhitzern(DVGW, 2004, S. 13).

2.3 Aktueller Stand zur Probenahme und Probenanalyse

Im Folgenden wird die Durchfuihrung der Untersuchung von Trinkwasser auf Legionellen
unter Anwendung der aktuellen Gesetze und Normen beschrieben. Zusatzlich wird darauf
eingegangen, welches Material und welche Methoden innerhalb der Jahre 2012 bis 2014 im

Labor Dr. Graner & Partner verwendet wurden.

2.3.1 Vorbereitung

In der DIN EN ISO 19458 werden alle Schritte von der Vorbereitung tiber die Probenahme bis
zur Lagerung der Trinkwasserprobe beschrieben, damit konsistente, unverfalschte Ergeb-
nisse ermittelt werden kénnen (DIN EN ISO 19458, 2006, S.4).

Nach der DIN EN ISO 19458 sollte bei jeder Probenahme von Trinkwasser zur mikro-
biologischen Untersuchung zunéachst der Zweck festgelegt werden. Je nach Zweck (siehe
Kapitel 2.3.2) werden die Haufigkeit und die Anzahl der Probenahmen bestimmt. Um im
Labor eine reprasentative Probe untersuchen zu kdnnen, ist eine fachgerechte Probenahme
sehr wichtig. Da Mikroorganismen lebende Organismen sind, ist eine heterogene Verteilung
nicht ausgeschlossen, denn es ist keine ideale Losung moglich (DIN EN ISO 19458, 2006,
S. 4).

Die Probenahmestelle muss repréasentativ und die Probenahme an der gleichen Stelle
wiederholbar sein. Zusatzlich muss diese nach den Normen DIN 5667-1 und DIN 5667-2
gekennzeichnet werden. Vermieden werden sollten Probenahmestellen deren Bedingungen
instabil sind (DIN EN ISO 19458, 2006, S. 5).

An welchen Stellen des Warmwassersystems die Proben genommen werden sollen, wird im
DVGW Arbeitsblatt W551 beschrieben (siehe Kapitel 2.2.3).

2.3.2 Probenahme

Bei der Probenahme ist die Schulung von Personal von besonderer Bedeutung und muss
dokumentiert werden.

Fur Proben, die auf Legionellen untersucht werden sollen, verwendet das Labor Dr. Graner &
Partner sterile Einweg-Polyethylen-Flaschen mit Natriumthiosulfat. Diese Substanz dient der

Inaktivierung von Chlor und anderen oxidierenden Desinfektionsmitteln im Wasser. Das



Volumen sollte 101 mL nicht unterschreiten (DIN EN ISO 19458, 2006, S. 6). In der Praxis

werden daher meist 250 mL Wasser enthommen.

Es gibt drei verschiedene Zwecke der Probenahme. Zweck a beschreibt die Ermittlung der
Wasserbeschaffenheit im Verteilungsnetz der jeweiligen Stadtwerke (Versorger). Zweck b
dient der Ermittlung der Wasserbeschaffenheit an der Entnahmeapparatur der Verbraucher,
d.h. es kann Veranderungen durch die Hausinstallation geben. Durch die Anwendung von
Zweck ¢ wird das Wasser so untersucht, wie es verbraucht wird und es kann herausgefunden
werden, ob die Entnahmeapparatur eventuell verschmutzt ist (DIN EN 1SO 19458, 2006,

S. 11).

Bei der Durchfiihrung der Wasserentnahme nach Zweck b zur Untersuchung auf Legionellen
werden angebrachte Vorrichtungen und Einsatze, wie Perlatoren, mit speziellem Werkzeug
entfernt und die Entnahmearmatur desinfiziert, um den Einfluss von z.B. Schmutz, Kalkab-
lagerungen zu minimieren. Nach der Desinfektion mittels Abflammen oder Einsatz von Alko-
hol wird nach der Empfehlung des Umweltbundesamtes mit einem Liter Wasser gespilt, um
die thermischen und desinfizierenden Auswirkungen auf die Entnahmearmatur zu neutrali-
sieren. Beachtet werden sollten die Vermeidung von Zugluft und Spritzern, sowie das Beruh-
ren des Deckels auf der Innenseite. Die Flasche sollte nicht bis zum Rand vollgefullt werden,
damit ein Schitteln und somit eine weitestgehend homogene Verteilung der Legionellen in
der Probe im Labor moglich gemacht werden kann. Nach dem Befiillen muss die Flasche un-
verzuglich geschlossen werden und darf nicht zu anderen Zwecken, wie dem Temperatur-
messen benutzt werden (DIN EN ISO 19458, 2006, S. 11).

Die beflllten Flaschen missen eindeutig gekennzeichnet, etikettiert und beschriftet werden.
Das dazugehdrige Probenahmeprotokoll sollte vorher oder kurz nach der Entnahme des

Wassers ausgefillt werden.

Das Protokoll muss mindestens folgende Punkte beinhalten:

) Name und Adresse des Auftraggebers

o Die Liste der zu analysierenden Parameter
. Datum, Zeit

o Beschreibung der Probenahmestelle

o Ursprung der Probe

o Analysezweck

. Name der Person, die die Proben entnimmt



. Temperaturen
o Besonderheiten, wie auffallige Farbungen oder Tribungen

. Transportbedingungen
(DIN EN ISO 19458, 2006, S. 17)

2.3.3 Probentransport

Generell sollte die Zeit zwischen der Entnahme und der Analyse der Probe so gering wie
maoglich gehalten werden. Laut der DIN EN 1SO 19458:2008 sollen Proben, die auf Legionella
species analysiert werden, eine empfohlene maximale Lagerzeit einschlie3lich Transport von
24 Stunden haben. Die annehmbare Lagerzeit betragt 48 Stunden. Verzégerungen missen
im Laborbericht festgehalten werden. (DIN EN ISO 19458, 2006, S. 18)

Es wird eine Transporttemperatur fur Proben mit Legionella species von 5 °C +/- 3 °C
empfohlen und die Umgebungstemperatur wird als annehmbar beschrieben. Dem Sonnen-
licht sollte die Probe méglichst nicht ausgesetzt sein. (DIN EN I1ISO 19458, 2006, S. 18)

Bei Erreichen des Labors Dr. Graner & Partner, werden die Proben mit einer Probenummer
versehen und anhand der Daten des Probenahmeprotokolls in das interne Daten-

managementsystem eingegeben.

2.3.4 Analyse der Proben
In der DIN EN ISO 11731 und der DIN EN ISO 11731-2 geht es um den Nachweis und die

Zahlung von Legionellen im Wasser fur den menschlichen Gebrauch.

Die Analyse ist an einer Ublichen Arbeitsflache in einem Labor der Sicherheitsstufe 2 mdglich.
Alle Kulturmedien und Reagenzien zum Einsatz der Analyse auf Legionella species missen
den Reinheitsgrad ,zur Analyse” besitzen, d.h. sie missen steril sein (DIN EN ISO 11731-2,
2008, S. 3).

Die Analyse findet in Form einer Anzucht des Bakteriums auf gepuffertem Aktivkohle-Hefe-

extrakt-Agar mit L-Cystein und Eisen(lll) statt, da L-Cystein essentiell fir das Wachstum von
Legionella species ist. Der Agar, welcher von dem Labor Dr. Graner & Partner benutzt wird,
hat eine Konformitét zu der DIN EN ISO 11731-2008.



Die folgenden Inhaltstoffe sind im GVPC-Agar enthalten:

. 2,09/L Aktivkohle

. 10,0 g/L Hefe-Extrakt

o 10,0 g/L ACES-Puffer (N-2-Acetamido-2-Aminoethan-Sulfonsaure)
. 2,19/l Kaliumhydroxid

o 0,25 g/L Eisen(lll)-Pyrophosphat

o 0,4 g/L L-Cystein-Hydrochlorid

o 1,0 g/L Alpha-Ketoglutarat

o 3,0g/L Glycine

o 80.000 UE  Polymixin B

o 0,001 g/L Vancomycin

o 0,08 g/L Cycloheximid
) 13,0 g/L Agar

(OXOID GmbH, 2007, S. 1)

Dieses Fertig-Nahrmedium kann direkt fir die Analyse angewendet werden. Es gibt jedoch
auch die Moglichkeit, das Nahrmedium erst im Labor herzustellen. Dies erfordert jedoch
einen hoheren Zeitaufwand.

Die Funktion von Polymixin B ist die Kontrolle des Wachstums der gramnegativen Bakterien.

Das Wachstum von grampostiven Bakterien wird durch den Inhalt von Vancomycin gehemmt.

Zusatzlich wird das Wachstum von Pilzen durch Cycloheximid verhindert (Bopp et al., 1981,
S. 714).

Glycine ist in diesem Selektivmedium enthalten, um das Wachstum anderer gramnegativer
Bakterien zu verhindern (Wadowsky, Yee, 1981, S. 768).

Die Analyse erfolgt mittels Membranfiltrationsverfahren von 100 mL der Trinkwasserprobe,
welche mit einem Saurepuffer behandelt wird (Analyse mit Saurebehandlung) (DIN EN ISO
11731-2, 2008, S. 4). Des Weiteren werden zweimal je 0,5 mL der Probe mittels Direkt-
ausstrich untersucht (native Analyse) (DIN EN ISO 11731, 1998, S. 2).

Zur Analyse mit Sdurebehandlung der Legionellen wird ein Saurepuffer benétigt. Die
Reagenz besteht aus einer Lésung A und einer Loésung B. Losung A ist ein Gemisch aus
destiliertem Wasser und Salzsdure. Sie hat eine Stoffmengenkonzentration von 0,2 mol/L.
Losung B besteht aus destilliertem Wasser und Kaliumchlorid. Auch diese hat eine

Stoffmengenkonzentration von 0,2 mol/L. 3,9 mL der L6sung A und 25 mL der L6sung B
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ergeben nach Zugabe von 1 mol/L Kaliumhydroxid-Lésung einen pH-Wert von 2,2 (DIN EN
ISO 11731-2, 2008, S. 10).

Nach der DIN EN ISO 11731-2 liegt das zu filtrierende Wasservolumen zwischen zehn und
1000 Milliliter, abhangig vom Partikelgehalt des Wassers. Das eingesetzte Volumen ist zu
notieren. Im Labor Dr. Graner & Partner wird bei unauffalligem Wasser 100 mL pro Probe
filtriert.

Um Bakterien abzutéten, die nicht zur Legionella species gehdéren, die sogenannte
Begleitflora, werden direkt nach der Filtration 25 mL Saurepuffer auf den Filter gegeben.
Dieser wirkt finf Minuten ein, ehe der Filter mit 20 mL destilliertem Wasser gewaschen wird.
AnschlieRend wird der Filter vorsichtig mit einer sterilen Pinzette direkt und ohne
Lufteinschluss mit der oberen Seite nach oben zeigend auf den GVPC-Agar gelegt. Die
Inkubation der Platten, welche mit der Oberseite nach unten zeigen, dauert 10 Tage in einem
Brutschrank mit 36 °C +/- 1 °C (DIN EN ISO 11731-2, 2008, S. 10).

2.3.5 Auswertung der Analyse

Nach zwei bis drei Tagen werden die Agar-Platten mit den ausplattierten Trinkwassern
kontrolliert und das Wachstum notiert. Mit dem Blick auf die Platten soll vor allem das
Wachstum der Begleitflora entdeckt werden, welche das Wachstum von Legionella species
hemmen oder maskieren kdnnten. Falls dieses eintritt, sollte das Trinkwasser erneut mit
geringerem Volumen ausplattiert.

Die Kolonien der Legionella species brauchen relativ lange zum Wachsen. Erst nach circa
zehn Tagen sind die Kolonien ausgewachsen (DIN EN ISO 11731-2, 2008, S. 10).

.Kolonien von Legionellen auf schwarzen Medien oder schwarzen Membranen sind haufig
weil3-grau-blau-purpurn gefarbt, kbnnen aber auch braun, pink (rosa), limettengriin oder
dunkelrot sein. Sie sind glatt mit ganzem Rand und haben ein charakteristisches milchglas-
ahnliches Aussehen® (DIN EN ISO 11731-2, 2008, S. 10)

Zu beachten ist, dass Legionellen-Kolonien auf schwarzem Agar anders aussehen, als
Kolonien auf weillen Membranfiltern. (DIN EN ISO 11731-2, 2008, S. 10)

Wurden verdachtige Kolonien entdeckt, muss eine Uberpriifung auf Legionella species statt-
finden. Dazu werden von den verdéachtigen Kolonien mindestens funf erneut auf GVPC-Agar
und die gleichen funf auf Blutagar ausgestrichen. Falls verschiedene Typen verdachtiger
Legionellen gewachsen sind, missen von jeden Typ mindestens zwei Kolonien Uberprift
werden. (DIN EN ISO 11731-2, 2008, S. 11)
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Da zur Anzucht von Legionellen Cystein und Eisen(lll)-Verbindungen essentiell sind,
wachsen bei der Uberpriifung Kolonien auf GVPC-Agar, jedoch nicht auf Blut-Agar, denn da-
rin sind diese Nahrstoffe nicht enthalten (Bugert, 2012, S. 482).

Fur die Auswertung mussen die verschiedenen Typen der Kolonien gezéhlt oder abgeschatzt
und notiert werden. Kann das Wachstum von Legionella species bei der Uberpriifung
bestatigt werden, wird das Ergebnis dokumentiert. Die Einheit, in der die Summe der
Legionellen-Kolonien angegeben wird, nennt man koloniebildende Einheiten pro 100 Milliliter
der Trinkwasserprobe, kurz KbE/100 mL. Sind keine Legionellen anwesend, wird das
Ergebnis mit ,nicht nachweisbar®, kurz ,n.n.“, dokumentiert. (DIN EN ISO 11731-2, 2008, S.
11)

Letztlich ist ein Analysebericht zu erstellen. Darin muss darauf verwiesen werden, dass die
Analyse nach der DIN EN ISO 11731-2008 durchgefiihrt wurde. Weiter muss die Probe voll-
standig identifiziert werden kénnen. Dazu sind laut DIN EN ISO 17025 Angaben von dem Ort
der Probenahme, von dem Probenahmetyp, von der Art des Wasserversorgungssystems
bzw. der -anlage und die genaue Probenahmestelle, notwendig. Auf3erdem muss das unter-
suchte Wasservolumen und die Wassertemperatur wahrend der Probenahme dokumentiert
werden. (DIN EN ISO 17025: Allgemeine Anforderungen an die Kompetenz von Pruf- und
Kalibrierlaboratorien, Beuth-Verlag, Berlin) Auch das Datum und die Uhrzeit der Proben-
ahme, der Annahme im Labor und der Beginn der Untersuchung im Labor sind im Analyse-
bericht festzuhalten. Die Ergebnisse missen in der Einheit KbE/100 mL angegeben werden.
Wichtig ist auch die Dokumentation von Besonderheiten, vor allem solche die Einfluss auf
das Ergebnis haben kénnten (DIN EN I1SO 11731-2, 2008, S. 11).
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3 Vorkommen von Legionellen in Trinkwasser
Im Folgenden werden die Daten der letzten drei Jahre des Labors Dr. Graner & Partner hin-
sichtlich des Vorkommens von Legionella species unter dem Einfluss von Analysemethoden

und Umweltfaktoren statistisch ausgewertet.

3.1 Ziel der Untersuchung

In dieser Untersuchung sollen verschiedene Fragen beziglich des Vorkommens von
Legionellen beantwortet werden. Zum einen soll herausgefunden werden, wie viele der unter-
suchten Trinkwasserproben mit Legionellen kontaminiert sind und ob zwischen der nativen
Analyse und der Analyse mit Sdurebehandlung unterschiedliche Ergebnisse erzielt werden.
Zum anderen wird dargestellt, wie viele der untersuchten Immobilien mit Legionella species
belastet sind. Letztlich soll der Zusammenhang zwischen der Maximaltemperatur und dem
Vorkommen, sowie zwischen der Temperatur der Probenahme und dem Vorkommen von

Legionella species beschrieben werden.

3.2 Ausgewahltes Datenmaterial

Die Rohdaten dieser Untersuchung stammen vom Labor Dr. Graner & Partner. Um die
Aktualitat zu gewahrleisten, werden die Daten und Ergebnisse der Auftrage von Kunden der
Jahre 2012 bis 2014 untersucht. Die Proben wurden, im Gegensatz zu anderen Unter-
suchungen dieser Art, in erster Linie nicht fur eine statistische Auswertung untersucht,
sondern aufgrund von Auftragen der Immobilienbesitzer, die der Pflicht zur Einhaltung der

Trinkwasserverordnung nachgegangen sind.

Alle Proben, die in die Statistik einflie3en, wurden nach den in Kapitel 2.4 beschriebenen
Methoden entnommen, analysiert und dokumentiert. Probenummer, Datum der Probenahme,
die untersuchten Parameter mit Ergebnis und Mal3einheit liegen zur Auswertung vor. Das

Untersuchungsgebiet umfasst die Metropolregion Minchen.

3.3 Auswertung und Diskussion der Ergebnisse von 2012 bis 2014
Die Rohdaten der Ergebnisse der mikrobiologischen Analysen auf Legionella species wurden
vor der folgenden statistischen Untersuchung selektiert. Es wurden nur Daten von Trink-

wasserproben verwendet, bei denen jedes der folgenden Kriterien dokumentiert wurde:
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. Probennummer

. Datum der Probenahme

) Temperatur bei Probenahme

o Maximaltemperatur

o Ergebnisse der nativen Analyse auf Legionella species mit Maf3einheit

) Ergebnisse der Analyse mit SAdurebehandlung auf Legionella species mit MaRReinheit

3.3.1 Vorkommenshaufigkeit von Legionella species und Vergleich zweier
Analysemethoden

In Tabelle 1 werden die absoluten Haufigkeiten der Untersuchungen und Ergebnisse dar-

gestellt. Dabei werden jeweils die Ergebnisse der beiden angewandten und in Kapitel 2.3.4

beschriebenen Methoden gegentibergestellt.

Tabelle 1 Absolute Haufigkeiten der Untersuchungsergebnisse auf Legionella
species der Jahre 2012, 2013 und 2014
‘ 2012 2013 2014
Anzahl der unter-
suchten Proben 3.938 19.388 21.012
Nativ Saure- Nativ Saure- Nativ Saure-
behandelt behandelt behandelt
‘ n.n. ‘ 3.555 2.929 17.132 12.428 18.714 15.643
1-100 KbE/100 mL 109 776 682 5.479 705 4.749
>100 KbE/100 mL 274 133 1.574 1.481 1.593 620

Insgesamt hat das Labor Dr. Graner & Partner in den letzten drei Jahren 44.338 Proben,
welche auf Legionella species untersucht worden sind und den Selektionskriterien
entsprechen, dokumentiert. Aus dem Jahr 2012 flieBen 3.938 untersuchte Proben in die
Statistik ein, aus dem Jahr 2013 flieRen 19.388 Proben ein und aus dem Jahr 2014 21.012
Proben. Jede Probe wurde jeweils nativ und saurebehandelt untersucht und ausgewertet,

wodurch es zu einer Gesamtanzahl von 88.676 Analysen kommt.

In Tabelle 1 werden die Ergebnisse der Analysen nach den Anzahlen von koloniebildenden
Einheiten pro 100 Milliliter Trinkwasser in drei Gruppen geclustert. Zum einen in die Gruppe

der Proben, bei denen keine Legionella species nachgewiesen wurde (n.n.) und zum anderen



die Gruppe der Proben, bei denen der technische Malinhahmenwert der Trinkwasser-
verordnung 2001 von 100 KbE/100 mL dberschritten wurde. Zusétzlich gibt es die Gruppe
der Proben, deren Analyse auf Legionella species positiv war, jedoch der MalZhahmenwert
nicht Gberschritten wurde und somit 1 - 100 KbE/100 mL gefunden werden konnten.

Bei insgesamt 70.401 Analysen konnten keine Legionellen festgestellt werden. 12.500
Analysen ergaben ein Ergebnis mit bis zu 100 KbE/100 mL und 5.675 Analysen ergaben eine
Legionellen-Konzentration die Uber dem technischen Mal3hahmenwert der Trinkwasser-

verordnung liegt.

Zusammenfassend werden in Abbildung 1 die relativen Haufigkeiten von den Analyseer-
gebnissen der letzten drei Jahre des Labors Dr. Graner & Partner dargestellt. In rund 80 %
der Analysen konnten keine Legionellen nachgewiesen werden. Eine Legionellen-
Konzentration von 1-100 KbE/100 mL konnte bei rund 13 % der Analysen nachgewiesen
werden und bei ca. 6 % der Analysen wurde eine Uberschreitung des technischen

MaRnahmenwertes ermittelt.

Relative Haufigkeit des Vorkommens von Legionella species
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Abbildung 1 relative Haufigkeiten der Untersuchungsergebnisse auf Legionella species der
Jahre 2012, 2013 und 2014, Angaben in %

In den letzten drei Jahren gab es somit 5.675 Uberschreitungen des technischen

MaRnahmenwertes.

Der Jahresvergleich der relativen Haufigkeiten zeigt Abweichungen von bis zu 7,2 %. Ob eine
Zunahme oder eine Abnahme des Vorkommens von Legionellen innerhalb der letzten drei
Jahre stattgefunden hat, kann aus Abbildung 1 nicht abgelesen werden. Dazu zeigt Ab-

bildung 2 eine Aufteilung der Haufigkeiten von Uberschreitungen des technischen
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Maflnahmenwertes in Monate und bildet eine Trendlinie ab. Da die Trendlinie des
Probenanteils mit Uberschreitungen des technischen MaRnahmenwertes eine negative
Steigung hat, kann eine Abnahme des Vorkommens von Legionella species innerhalb der
letzten drei Jahre vermutet werden. Es muss dabei allerdings beachtetet werden, dass die
Anzahl der untersuchten Proben in 2014 funf mal héher ist, als im Jahr 2012. Daher ist die
Wahrscheinlichkeit eines statistischen Fehlers beim Zeitraum 2012 hdher, was Ausschlage

nach oben erklaren kann.

Trend zur Haufigkeit des Vorkommens von Legionellen
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Abbildung 2 Trend zur Haufigkeit des Vorkommens von Legionellen

Dieser Trend zum Vorkommen von Legionella species kann den Trend zum Vorkommen von
Legionellosen nicht unterstreichen. Die Daten des Infektionsepidemiologischen Jahrbuchs
meldepflichtiger Krankheiten fiir 2013 des Robert-Koch-Instituts zeigen einen steigenden
Trend. Innerhalb des Jahres 2013 gibt es eine deutliche Zunahme von Erkrankungsfallen an
Legionellose (Robert Koch-Institut, 2014, S. 131). Bereits seit der Einfihrung der Meldepflicht
fur Legionellosen im Jahr 2001 ist ein kontinuierlicher Anstieg an Legionellosen zu
verzeichnen. Vor allem die steigende Anzahl an Erkrankungen in den Sommer- und Herbst-
monaten sei auffallend. Erklart werden die erhdhten Infektionszahlen in dieser Zeitspanne an-
hand der vermehrten Reisebereitschaft und das damit erhdhte Infektionsrisiko, z.B. wahrend
Hotelaufenthalten. Auch kénnten Wettereinfliisse eine Rolle spielen(Robert Koch-Institut,
2013, S. 505).
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Aufgrund der Tatsache, dass jede Trinkwasserprobe mit zwei verschiedenen Analyse-
methoden untersucht wird, kann ein Vergleich der beiden Methoden durchgefuhrt werden.
Dazu werden die prozentualen Haufigkeiten der drei Gruppen von Legionellen-
konzentrationen gegenubergestellt. Bei dem Vergleich soll herausgefunden werden, ob die

beiden Methoden vergleichbare Ergebnisse liefern.

5 30 Saurebehandelt
,o0

24,8%

= Legionellen nicht nachweisbar
= 1-100 kbE / 100 mL
= >100 kbE / 100 mL

Abbildung 3 Vergleich von nativer Analysemethode und der Analysemethode mit S&ure-
behandlung, Angaben in %

Der Vergleich zeigt einen Unterschied der beiden Methoden. Bei der Analyse mit Saure-
behandlung werden 3 % weniger Uberschreitungen des technischen MalRnahmenwertes fest-
gestellt. Die Haufigkeit der Proben, bei denen keine Legionella species nachgewiesen

werden konnte, unterscheidet sich um 19 %.

Da die native Analyse nur mit einem Milliliter der Trinkwasserprobe durchgefuihrt wird und das
Ergebnis pro 100 Milliliter angegeben wird, muss die Anzahl der gewachsenen kolonie-
bildenden Einheiten mit 1200 multipliziert werden. Daher fuhrt schon eine einzige kolonie-
bildende Einheit bei der nativen Analyse zum Erreichen des technischen Malinhahmenwertes.
Die Differenz der Uberschreitungen des technischen MaRnahmenwertes der beiden
Methoden von 3 % wird in Abbildung 2 dargestellt. Die Darstellung zeigt somit, dass bei der
nativen Analyse innerhalb der letzten drei Jahre 2.570 Uberschreitungen mehr gefunden
wurden, als bei der Analyse mit Saurebehandlung. Daraus lasst sich schlief3en, dass die
native Analyse ein falsch positives Ergebnis oder die Analyse mit S&durebehandlung ein falsch
negatives Ergebnis liefert.
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Die native Analyse findet, wie schon beschrieben, mit nur einem Milliliter der Trinkwasser-
probe statt. Zusatzlich liegen Legionellen auch nach dem Schiitteln der Probe nicht homogen
im Wasser verteilt vor. Daher kann es sein, dass bei geringen Konzentrationen keine
Legionellen nachgewiesen werden kénnen, aufgrund der zu geringen Konzentration oder
auch aufgrund einer zu starken Begleitflora, welche das Wachstum der Legionellen unter-
dricken kann. Daher kommt die zweite Methode zum Einsatz. Durch das Aufkonzentrieren
von 100 mL der Probe ist die Wahrscheinlichkeit héher, auch bei geringen Konzentrationen
der Legionellen, diese nachweisen zu kdnnen. Da bei héherem Volumen auch die Begleit-
flora vermehrt auf dem Filter wachsen wirde, wird hier eine Saurebehandlung durchgefihrt.
Bei der Saurebehandlung kommt es jedoch auch zu einer Hemmung des Wachstums der
Legionellen auf dem Selektivagar.

Nach der Literatur kann davon ausgegangen werden, dass die Analyse mit S&durebehandlung
ein falsch negatives Ergebnis zum Vorkommen der Legionella species liefert und der Unter-
schied von 2.570 Uberschreitungen damit erklart werden kann (Schaefer, 2007, S. 294).

Es kann vorkommen, dass beide Analysen einer Trinkwasserprobe unterschiedliche Ergeb-
nisse liefern. Beispielsweise ergab die native Analyse der Probe ,1435130-007“ vom
29.12.2014 eine Konzentration von 1.700 KbE/100 mL, die saurebehandelte Analyse konnte

hingegen keine Legionellen nachweisen.

Wie haufig es also Ubereinstimmungen bzw. Unterschiede im Ergebnis der beiden Analyse-
verfahren, bezogen auf eine Trinkwasserprobe gibt, wird in Abbildung 3 dargestellt.
Ubereinstimmungen werden in diesem Kontext so definiert, dass sie das gleiche Ergebnis fur
den Kunden haben. Somit Gibereinstimmen Analysen, wenn durch beide Methoden keine
Legionellen nachgewiesen wurden, sowie wenn durch beide Methoden 1 - 100 KbE/100 mL

nachgewiesen wurden oder wenn der technische MalRnahmenwert Giberschritten wurde.
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Von insgesamt 44.338 untersuchten Trinkwasserproben ergaben die native Analytik und die

Analytik mit Saurebehandlung bei 93 % der Proben Ubereinstimmungen im Ergebnis.

Ubereinstimmung der Ergebnisse der
Analysemethoden zur Untersuchung auf Legionella species

3206; 7%

41132; 93%

= Ubereinstimmungen = Abweichungen

Abbildung 4 Ubereinstimmung der Ergebnisse von zwei Analysemethoden zur Untersuchung
auf Legionella species, Angaben in absoluten, sowie relativen Werten

Wie in Abbildung 4 zu sehen ist, gibt es bei 93 % der Proben Ubereinstimmungen im
Ergebnis der beiden Analysemethoden. Bei 7 % der untersuchten Trinkwasserproben kam es
in den Jahren 2012 bis 2014 zu Abweichungen zwischen den Analysemethoden. Liegt eine
solche Abweichung vor, wird von der hoheren Konzentration der nachgewiesenen
Legionellen ausgegangen und diese im Analysebericht dokumentiert. Somit sagt dieses
Ergebnis zwar etwas zur Wahrscheinlichkeit Gber das Auftreten eines Fehlers von einer
dieser Methoden aus, hat jedoch keinen negativen Einfluss auf das Ergebnis des Kunden.
Wie hoch die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten von Fehlern bei beiden Methoden gleich-

zeitig ist, kann aus den vorliegenden Daten nicht entnommen werden.
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3.3.2 Haufigkeit der kontaminierten Immobilien

Bisher wurde etwas zu der Anzahl der untersuchten Proben gesagt, jedoch nicht zu der An-
zahl der untersuchten Immobilien, bzw. Warmwassersysteme. Dazu wird zun&chst eine An-
zahl von 12.824 untersuchten Immobilien ermittelt. Daraus kann die Angabe zur Haufigkeit

der kontaminierten Immobilien berechnet werden.

Relative Haufigkeit von kontaminierten Immobilien
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Abbildung 5 Relative Haufigkeiten von kontaminierten Immobilien, Angaben in %

Abbildung 5 zeigt die relative Haufigkeit von Immobilien dessen Warmwasserinstallation eine
Legionellenkonzentration von 1-100 KbE/100 mL aufweist oder den technischen
Malnahmenwert von 100 KbE/100 mL Uberschreitet, wobei diese Unterscheidungen weiter
nach den Bewertungen des DVGW Arbeitsblattes unterteilt sind. Dabei gilt geméafll DVGW-
Arbeitsblatt eine Warmwasserinstallation als kontaminiert, wenn nur in einer einzigen Probe

der Immobilie Legionellen nachgewiesen werden konnten.

Einen Uberblick Uber die Anzahl der mit Legionella species kontaminierten Immobilien der
Jahre 2012 bis 2014 wird in Abbildung 6 dargestellt. Bei knapp einem Viertel der Immobilien
wird laut dieser Statistik der technische MaBnahmenwert Gberschritten. In rund einem Finftel
der Immobilien ist eine geringe Konzentration Legionella species nachgewiesen worden. Als
legionellenfrei gelten 52 % aller Immobilien, die im Raum Minchen vom Labor Dr. Graner &

Partner untersucht worden sind.
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Uberblick des Vorkommens von Legionella species in Inmobilien
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Abbildung 6 Uberblick des Vorkommens von Legionella species in Immobilien, Angaben in %

Aus den Grafiken 5 und 6 geht hervor, dass 18,1 % der untersuchten Immobilien mindestens
an einer Trinkwasser-Entnahmestelle eine Konzentration von Legionella species aufweisen,
welche Uber dem technischen MaRRnahmenwert von 100 KbE/100 mL liegt. Insgesamt sind in
44 % aller untersuchten Immobilien Legionellen nachgewiesen worden. Nach der Bewertung
des DVGW Arbeitsblattes weisen rund 11 % aller untersuchten Immobilien eine mittlere
Kontamination auf (101-1000 KbE/100 mL). Innerhalb von vier Wochen muss hier eine
weitergehende Untersuchung durchgefiihrt werden. Eine hohe Kontamination mit bis zu
10.000 KbE/100 mL ist bei circa 6 % der Immobilien zu finden, bei welchen umgehend eine
weitergehende Untersuchung notwendig wird. Bei 0,8 % der untersuchten Immobilien wurde
eine extrem hohe Kontamination mit mehr als 10.000 KbE/100 mL nachgewiesen, was zu
einem sofortigen Duschverbot und direkter Gefahrenabwehr fiihren muss. In absoluten

Zahlen ausgedriickt, waren 52 der 5.754 untersuchten Immobilien im Jahr 2014 betroffen.

Allein im Jahr 2013 erkrankten 922 Menschen an Legionellose, davon haben es 48
Menschen nicht Gberlebt, was einer Letalitat von 5,2 % entspricht. Die bundesweite Inzidenz
(Anzahl der Neuerkrankungen) lag damit 2013 bei 1,1 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner,
wobei der Altersmedian bei 63 Jahren lag. Laut einer Umfrage mit mehreren Antwort-
moglichkeiten gehen 79 % der Befragten von einer Infektionsquelle im privaten, bzw.
beruflichen Umfeld aus (Robert Koch-Institut, 2014, S. 134). Trotz der Meldepflicht ftr
Legionellosen ist von einer hohen Dunkelziffer weiterer Legionellen-Infektionen auszugehen.
Dies liegt an dem klinischen Bild, welches keine Rickschliisse tUber den Erreger gibt. Nur
eine spezielle Erregerdiagnostik kann dies klaren, jedoch wird diese bei dem klinischen Bild

einer Pneumonie nur sehr selten durchgefiihrt. Nach Schatzungen geht man von 15.000 bis
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30.000 Fallen der Legionarskrankheit pro Jahr aus (Baum et al., 2008, S. 1360).

Falls diese Schatzungen der Wahrheit entsprechen und rund 79 % der Erkrankungen dem
privaten oder beruflichen Umfeld geschuldet sind, kann dem Anteil der kontaminierten Warm-
wassersysteme eine hohe Wichtigkeit zugesprochen werden. Sollten die kontaminierten 44 %
der vom Labor Dr. Graner & Partner untersuchten Immobilien reprasentativ fiir Deutschland
sein, so ist die Verpflichtung zur Untersuchung des Trinkwassers auf Legionellen laut
aktueller Trinkwasserverordnung sinnvoll und kann bei der Durchfiihrung wirkungsvoller Des-
infektionsmalRnahmen vielen Menschen eine Pneumonie ersparen.

Eine mogliche Schutz- und Desinfektionsmaflinahme stellt die Anpassung der Maximal-
temperatur des kompletten Warmwassersystems der Hausinstallation auf mindestens 60 °C
dar (DVGW, 2004, S. 8).

3.3.3 Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von Legionella species und der
Temperatur

Das Vorkommen von Legionella species ist, wie in Kapitel 2.1 beschrieben, von

verschiedenen Faktoren abhangig. Anhand der Daten des Labors Dr. Graner & Partner soll

untersucht werden, ob es einen Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von Legionellen

und der Maximaltemperatur an der Probenahmestelle, bzw. der Temperatur bei der

Probenahme an der Probenahmestelle des Trinkwassers gibt.

In Abbildung 7 sind die relativen Anteile der Konzentrationen von Legionellen in Abhangigkeit
zur Maximaltemperatur von Trinkwasser an der Probenahmestelle dargestellt. Im be-
trachteten Zeitraum ist das Vorkommen von Legionella species bei Maximaltemperaturen
zwischen 20 und 50°C am haufigsten. Speziell die Uberschreitungen des technischen MaR-

nahmenwerts in diesem Bereich sind auffallig.
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Abhangigkeit des Legionellen-Vorkommens
von der Maximaltemperatur 2012 bis 2014
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Abbildung 7 Abhangigkeit des Legionellen-Vorkommens von der Maximaltemperatur 2012 bis
2014, Angaben in %

Anhand der Daten des Labors Dr. Graner & Partner kann ein Zusammenhang zwischen der
Maximaltemperatur und dem Vorkommen von Legionellen in Warmwassersystemen der
Immobilien festgestellt werden. Dazu werden zunachst die gemessenen Temperaturen
analysiert und diskutiert.

Das arithmetische Mittel der gemessenen Maximaltemperaturen liegt bei 55,8 °C, der Median
bei 56,1 °C und die haufigste gemessene Temperatur, der Modalwert, liegt bei 60 °C. Der
hochste gemessene Wert der Maximaltemperatur liegt bei 91 °C und der kleinste gemessene
Wert liegt bei 6,9 °C liegt. Daraus ergibt sich eine Spannweite von 84,1 °C. Diese Spannweite
ist fur eine Maximaltemperatur sehr grof3 und der niedrigste Wert befindet sich nicht im
Bereich der Warmwasserdefinition. Daraus ist zu schlie3en, dass auch Proben aus Kalt-
wassersystemen entnommen wurden oder es bei einigen Warmwassersystemen Defekte
wahrend der Probenahme gab.

Durch die Berechnung der Standardabweichung wird eine durchschnittliche Abweichung zum

Mittelwert von 6,2 °C herausgefunden.

Durch die Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach Pearson soll herausgefunden
werden, ob es einen linearen Zusammenhang zwischen der Maximaltemperatur und dem
Vorkommen von Legionellen gibt. Da die Korrelationsanalyse zwischen der Maximal-
temperatur und den Ergebnissen der Analysen mit Saurebehandlung einen Wert von -0,08
ergibt, kann nicht von einem linearen Zusammenhang gesprochen werden. Die anhand der

Abbildung zu erwartende Normalverteilung wird dadurch nicht ausgeschlossen.
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Ein Zusammenhang der beiden Merkmale ist in Abbildung 7 deutlich erkennbar. Dies wurde
auch schon 1985 in der Literatur vertreten und halt sich bis heute (Groothius et al., 1985, S.
531)

In dem Temperaturbereich von 30 bis 50 °C kénnen Legionellen am Haufigsten nach-
gewiesen werden. Damit bestatigt sich die Annahme, dass Legionellen sich am besten in

einem Temperaturbereich von 30 bis 45 °C vermehren (Roeske, 2007, S. 26).

Der Abfall des Vorkommens von Legionella species ab einer Temperatur von circa 60 °C,
kann durch die bakterizide Wirkung der hohen Temperatur begriindet werden. Die geringen
Konzentrationen von Legionellen im Warmwasser, welche bei einer Temperatur von tiber 60
°C nachgewiesen werden konnten, sind auf das Vorhandensein von Biofilmen zuriick-
zufuihren. (Netuschil, 2006, S. 129)

Abhangigkeit des Legionellen-Vorkommens von der Temperatur der
Probenahme 2012 bis 2014
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Abbildung 8 Abhangigkeit des Legionellen-Vorkommens von der Temperatur der
Probenahme 2012 bis 2014, Angaben in %

relativer Anteil

Das Vorkommen von Legionella species in Abhangigkeit zur Temperatur bei der Probenahme

zeigt bis 60 °C keine auffalligen Haufungen.

Hier wird ein arithmetisches Mittel von 43,8 °C, ein Median von 45,3 °C und ein Modalwert
von 48,8 °C berechnet. Die hdchste gemessene Temperatur liegt bei 84 °C, die niedrigste bei
4 °C. Daraus ergibt sich eine Spannweite von 80 °C. Hier ist die Spannweite der
Temperaturen auch sehr hoch. Ein méglicher Grund dafir ist, dass an der Probenahmestelle
moglicherweise kurz vor der Entnahme schon Wasser lief, wodurch sich die Temperatur bei

der Probenahme der Maximaltemperatur annéhert. Dies wurde schon in Abbildung 8



anschaulich dargestellt. Je héher die Temperatur bei der Probenahme, desto geringer ist die

Differenz zur Maximaltemperatur.Die mittlere Abweichung zum Mittelwert betragt hier 9,7 °C

Bei Temperaturen von 0 °C bis zu 50 °C scheint das Vorkommen der Legionellen konstant zu
sein. Daraus kann geschlossen werden, dass dieser Temperaturbereich keinen Einfluss auf
das Vorkommen hat. Erst ab einer Temperatur von 60 °C gibt es einen Abfall der Haufigkeit
des Vorkommens. Allerdings ist die Differenz zwischen der Temperatur bei der Probenahme
und der Maximaltemperatur ab 60 °C sehr gering ist. Daher zeigt das Vorkommen hier eine
ahnliche Verteilung wie bei der Maximaltemperatur. Die Temperatur bei Probenahme scheint
damit nicht von dem Vorkommen der Legionellen abhéngig zu sein. Daraus resultiert die Tat-
sache, dass die Dokumentation der Temperatur wahrend der Probenahme keine Ruck-
schliisse auf das Vorkommen geben kann, weshalb diese Dokumentation in Bezug auf das
Vorkommen von Legionellen nicht notwendig ist. Aus den Angaben dieser Temperatur kann
lediglich festgestellt werden, wie hoch sie nach dem AbflieRen von einem Liter Wasser ist. Es
kommt hier darauf an, wann die Entnahmestelle das letzte Mal benutzt wurde, denn bei
haufigem Benutzen ist das Wasser schon in der Leitung warm, da es wenig stagnierendes
Wasser gibt. Bei Entnahmestellen die selten benutzt werden, kann es daher langer dauern,
bis die Entnahmetemperatur erreicht ist. AuRerdem ist es abhangig von der Lange des

Leitungssystems.

In Abbildung 9 wird die Verteilung der Temperaturen grafisch zusammengefasst. Hier ist
deutlich zu erkennen, dass die Standardabweichung und die Streuung um den Mittelwert der
Temperaturen bei Probenahme gréf3er sind, als bei den Maximaltemperaturen. Die Spann-

weiten von 80 °C und 84 °C sind dabei jedoch &hnlich.

Temperaturverteilung

—Temperatur bei Probenahme ——Maximaltemperatur
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o

Abbildung 9 Temperaturverteilung von Maximaltemperatur und Temperatur bei Probenahme
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3.4 Fazit der statistischen Untersuchung

Von allen untersuchten Proben in den Jahren 2012 bis 2014 wurden in rund 19 %
Legionellen festgestellt. Wird dieses Ergebnis jedoch auf die kontaminierten Immobilien be-
zogen, muss eine Kontamination von 47 % festgestellt werden. Das ist ein grofRer Unter-
schied, wobei der Angabe der kontaminierten Immobilien eine héhere Wichtigkeit zuge-
sprochen werden kann, denn diese Immobilien, kbnnen eine Gefahr fiir alle Bewohner dar-
stellen, egal ob in einer Probe oder in mehreren Proben Legionellen gefunden wurden, denn
die Bakterien konnen sich tber die gesamten Hausinstallation verteilen.

Bei rund 17 % der untersuchten Immobilien wird die technische MalRnahmengrenze tber-
schritten, sodass MalBhahmen je nach Starke der Kontamination, wie weitergehende Unter-
suchungen oder Desinfektionen, durchgefiihrt werden missen. Es ist kein steigender Trend
bezuglich der Haufigkeit des Vorkommens von Legionellen vorhanden, was jedoch auf die
unterschiedliche Anzahl der Daten innerhalb der Jahre 2012 bis 2014 zuriickzufiihren sein
kann. Der Fortlauf des Trends sollte durch die richtige Einstellung der Maximaltemperatur

weiter in diese Richtung gelenkt werden.

Die Schlussfolgerung aus der Abweichung von 7 % der Ergebnisse zwischen den beiden an-
gewandten Analysemethoden lautet nur, dass ein Unterschied mdglich ist, dieser jedoch
keinen Einfluss auf das Ergebnis fur den Kunden hat. Durch die Anwendung beider

Methoden ist die Wahrscheinlichkeit fur falsch negative Ergebnisse sogar geringer.

Zu der Untersuchung der Maximaltemperatur kann gesagt werden, dass der von der DVGW
empfohlene Wert von 60 °C im Durchschnitt um 4,2 °C unterschritten wird, da das
arithmetische Mittel bei 55,8 °C liegt. Da ein Zusammenhang zwischen der Maximal-
temperatur und dem Vorkommen von Legionellen festgestellt werden konnte und das Vor-
kommen von Legionellen ab 60 °C deutlich abnimmt, sollte an der durchschnittlichen Unter-
schreitung von 4,2 °C unbedingt gearbeitet werden. Bei Einhaltung dieser Maximaltemperatur
kann somit von einer Senkung des Vorkommens von Legionellen ausgegangen werden.

Fur die Temperatur bei der Probenahme gibt es keine empfohlene Temperatur, somit gibt es
fur den durchschnittlichen Wert von 43,8 °C keine Konsequenzen. Auch konnte kein Zusam-
menhang zwischen der Temperatur bei Probenahme mit dem Vorkommen von Legionellen
festgestellt werden, wodurch die Messung dieser Temperatur beziiglich des Vorkommens

nicht notwendig ist.

Das Vorkommen von Legionellen ist durch viele Faktoren bedingt. Wie zuletzt in dieser

statistischen Untersuchung festgestellt werden konnte, ist die Temperatur ein Faktor der im
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Zusammenhang zum Vorkommen stehen kann. Nach der Entnahme der Probe in eine sterile
Polyethylen-Flasche entspricht das Umfeld nicht mehr den optimalen Lebensbedingungen
von Legionellen. Faktoren wie Temperatur und Lichtverhaltnisse andern sich zu diesem Zeit-
punkt. Interessant ist im Folgenden, wie sich die Tenazitat der Legionellen in den Flaschen
verhalt.
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4 Tenazitat von Legionellen

Tenazitat beschreibt die Widerstandsfahigkeit gegeniber Umwelteinflissen. Die
vorgeschriebene maximale Dauer der Probenlagerung von der Entnahme des Warmwassers
bis zur Analyse auf Legionella species betragt 48 Stunden (DIN EN ISO 19458, 2006, S. 26).
Dies verringert die Flexibilitdt der Labore im hohen Mal3e, da die Wasser direkt nach der
Lieferung analysiert werden mussen. Um zu prifen, ob diese Vorschrift hinsichtlich der
Tenazitat angemessen ist, soll im folgenden Teil der Arbeit herausgefunden werden, wie
lange die Konzentration von Legionellen in Wasser stabil bleibt. Dazu wird eine Methode zur

Uberprifung der Tenazitat entwickelt, durchgefiihrt, ausgewertet und diskutiert.

4.1 Ziel der Untersuchung
Ziel der Untersuchung ist es herauszufinden, ob die Anzahl der Legionellen im Wasser bei

verschiedenen Temperaturen tber finf Tage konstant bleibt.

Dazu wird zunachst eine mit Legionellen beimpfte Wasserprobe hergestellt. An dieser
Wasserprobe soll die Veranderung der Konzentration tber sieben Tage analysiert und aus-

gewertet werden.

4.2 Material und Methoden
Die Materialien zur Durchfihrung dieses Versuchs wurden vom Labor Dr. Graner & Partner

zur Verfugung gestellt.

Um eine Stammlésung anzusetzen, werden Legionellen der Stammkultur von Legionella
pneumophila (genaue Bezeichnung des Stamms: ATCC33152) reprasentativ fir Legionella
species, mit Hilfe eines sterilen Wattestabchens von der GVPC-Agarplatte entnommen und in
ein Medium uberfihrt bis es zu einer deutlichen Tribung kommt. Das Medium ist in diesem

Versuch eine Kochsalz-Pepton-Losung (Maximale-Wiederbelebungs-Ldsung) mit folgender

Zusammensetzung:
o Pepton 1,09g/L
. Natriumchlorid 8,5g/L

Aus der Stammldsung wird eine dezimale Verdinnungsreihe hergestellt. Um die Legionellen-
Konzentration der einzelnen Verdinnungen bestimmen zu kénnen, werden 100 L der Ver-
dunnungen auf GVPC-Agarplatten ausplattiert und circa sieben Tage bebritet bis ein Aus-
z&hlen der gewachsenen koloniebildenden Einheiten moglich ist. Die Verdinnungen werden

innerhalb dieser Zeit bei 6 °C im Kihlschrank aufbewahrt.
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Von einer Verdinnung wird dann 1 mL in 99 mL steriles und entionisiertes Wasser gegeben.
Die Probe wird in sterilen Polyethylen-Flaschen mit Natriumthiosulfat aufoewahrt, um die Be-

dingungen an die der Kundenproben anzupassen.

Dieser Vorgang zur Versuchsvorbereitung wird mehrmals durchgefihrt. Es sollen die
Ergebnisse bei Aufbewahrung unter dem Einfluss von Temperaturen bei 6 °C, bei Raum-
temperatur, sowie bei 30 und 42 °C miteinander verglichen werden. Zusatzlich wird getestet,
ob es dabei einen Unterschied zwischen dem Einsatz von sterilem, entionisiertem Wasser
und unbehandeltem Trinkwasser gibt. Des Weiteren werden Wasser direkt nach der Her-
stellung der Verdiinnungsreihe mit Legionellen kontaminiert, um herauszufinden, ob die La-

gerung der Verdinnungsreihe einen Einfluss auf die Tenazitat hat.

Die angesetzten Proben werden taglich auf GVPC-Agarplatten aufgebracht und fur sieben bis
zehn Tage bei 36 °C bebritet. Die aufzubringende Menge der Probe betragt einen Milliliter,
verteilt auf zwei Platten (500 pL je Platte). Dieses Verfahren entspricht der DIN EN I1SO
11731:1998 und somit der nativen Analyse der Proben auf Legionella species im Routine-

betrieb des Labors Dr. Graner & Partner.

Letztlich wird die Konzentration von Kundenproben analysiert, nachdem bei der
Routineanalyse eine relativ hohe Konzentration an Legionellen gefunden wurde. Da die Aus-
wertung der ersten Analyse erst nach sieben bis zehn Tagen erfolgen kann, wird nach
diesem Zeitraum eine zweite Analyse durchgefiihrt, wodurch der Abstand der Analysen sehr

grof3 ist.

4.3 Ergebnisse und Diskussionen zur Tenazitat von Legionellen

Zunachst wird festgelegt, wie hoch die maximal zulassige Anderung der Konzentration von
Legionellen sein darf. Eine akzeptable Abweichung wird mit maximal 10% angenommen.
Dieser Wert wird aus der DIN EN ISO 17994:2014 fur den Vergleich der relativen Wieder-
findung von Mikroorganismen durch zwei quantitative Verfahren abgeleitet. Laut Norm ist das
Vergleichbarkeitskriterium erfillt, wenn die mittlere relative Abweichung zwischen zwei
Methoden signifikant unter 10 % liegt (DIN EN ISO 17994-06, 2014).
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In Abbildung 10 werden die Ergebnisse der Versuchsreihe mit sterilem, entionisiertem

Wasser dargestellt.

Versuchsreihe mit sterilem, entionisiertem Wasser
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Abbildung 10 Vergleich von relativen Abweichungen der Anfangskonzentrationen von der
Versuchsreihe mit sterilem, entionisiertem Wasser bei 6 °C, Raumtemperatur(RT), 30 °C und
42 °C, Angaben in %

Es ist zu beachten, dass die Angaben der Abbildung 10 die relativen Veranderungen zur
Anfangskonzentration an Tag 1 darstellen. Da die absoluten Anfangskonzentrationen unter-
schiedlich hoch sind, kann ein Vergleich nur tUber die Ermittlung der relativen Abweichung

stattfinden.

Bei einer geringen absoluten Anzahl an Legionellen in der Probe, kénnen schon kleine Kon-
zentrationsdnderungen zu einem starken Abfall der Kurve oder zur Entstehung von Peaks
fuhren. Ein Beispiel dafir ist der Peak bei der Aufbewahrungstemperatur von 30 °C am
dritten Tag.

Insgesamt wird aus der Abbildung deutlich, dass ein Abfall der Konzentrationen bei allen
Aufbewahrungstemperaturen spatestens nach dem zweiten Tag zu verzeichnen ist. Schon
am dritten Tag liegt die Abweichung zur Anfangskonzentration bei allen Proben tber 10 %. In
der Literatur werden die Temperaturen zwischen 30 und 45 °C als optimale
Lebensbedingung beschrieben (Roeske, 2007, S. 26). In diesem Versuch hingegen kommt
es zum Absterben der Bakterien. Bei 42 °C ist, entgegen der Erwartung, ein besonders
starker Konzentrationsabfall zu beobachten. Daher wird nach dieser ersten Versuchsreihe
davon ausgegangen, dass noch andere Faktoren bei der Tenazitat von Legionellen eine ent-

scheidende Rolle spielen mussen.
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In einer Wiederholung der Versuchsreihe wurde ein &hnlicher Verlauf der Konzentrations-

anderung festgestellt.

Durch eine weitere Versuchsreihe konnte auf3erdem ausgeschlossen werden, dass die Auf-
bewahrung der Legionellen, wahrend der Konzentrationsbestimmung der Verdiinnungsreihe,
eine Auswirkung auf die Tenazitat hat. Daher wird an dieser Stelle nicht weiter darauf einge-

gangen.

Es sollte beachtet werden, dass eine ideale homogene Verteilung der Konzentration von
lebenden Bakterien in Wasser nicht méglich ist. Daher kénnen die Ergebnisse leicht falsch
positiv oder falsch negativ ausfallen. Jedoch ist die Verféalschung des Trends einer

Konzentrationszunahme, bzw. —Abnahme tber mehrere Tage unwahrscheinlich.

Das sterile, entionisierte Wasser wurde fir diesen Versuch ausgewahlt, da das Wachstum
einer Begleitflora dadurch ausgeschlossen.

In dem verwendeten sterilen, entionisierten Wasser sind jedoch keinerlei Nahrstoffe vor-
handen. Die essentiellen Nahrstoffe fur Legionellen sind Cystein und Eisen(lll)-Ver-
bindungen. Ohne diese essentiellen Nahrstoffe kénnen sich Legionellen weder vermehren,
noch Uber lAngere Zeit mit konstanter Konzentration im Wasser verbleiben (Bugert, 2012, S.
482). Laut Munchner Trinkwasser-Analysewerte vom Januar 2014 ist im Trinkwasser ein sehr
geringer Anteil Gesamteisen enthalten (Stadtwerke Minchen GmbH, 2014). Eisen(lll)-Ver-
bindungen kdnnen zuséatzlich durch Korrosion von Wasserleitungen in das Trinkwasser ge-
langen. Cystein ist eine Aminosaure und kommt somit in Biofilmen und Amdben vor, in

welchen sich Legionellen auch intrazellular vermehren kénnen (Luck, 2006, S. 1).

Da unbehandeltes Trinkwasser nicht steril und der Inhalt von Cystein und Eisen(lll)-Ver-
bindungen nicht auszuschlieRen ist, wird im Folgenden die Versuchsreihe mit der Ver-
wendung von unbehandeltem Trinkwasser betrachtet. Dadurch soll herausgefunden werden,
ob es einen Unterschied zwischen den verwendeten Wéssern beziglich der Tenazitat von

Legionellen gibt.

In Abbildung 11 werden die Ergebnisse der Versuchsreihe mit unbehandeltem Trinkwasser

bei verschiedenen Aufbewahrungstemperaturen dargestellt.
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Versuchsreihe mit unbehandeltem Trinkwasser
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Abbildung 11 Vergleich von relativen Abweichungen der Anfangskonzentrationen von der
Versuchsreihe mit unbehandeltem Trinkwasser bei 6 °C, Raumtemperatur(RT), 30 °C und 42
°C, Angaben in %

Die Abbildung zeigt, dass die Konzentration bei Raumtemperatur und bei 30 °C schon am
zweiten Tag zunimmt. Eine besonders hohe Konzentration ist ab Tag vier bei 30 °C zu
beobachten. Hier betragt die Abweichung zur Anfangskonzentration +50 %. Dieses Wachs-
tum kann eine zufallige Ursache haben oder durch N&hrstoffe im Wasser bedingt sein. Bei 6
°C hingegen ist eine Konzentrationsanderung von -50 % erkennbar. Allerdings andert sich
diese Abnahme am dritten Tag, denn ab dem vierten Tag ist auch hier eine Zunahme zu er-
kennen. Ahnlich sieht die Kurve bei 42 °C aus. Auch hier erfolgt zunéchst eine leichte

Konzentrationsabnahme bevor die Konzentration dann langsam, aber kontinuierlich ansteigt.

Bei der Wiederholung der Testreihe konnte bei einer hoheren Legionellenkonzentration be-
obachtet werden, dass die Legionellen insgesamt friiher sterben. Vermutet wird, dass das
Nahrstoffangebot schneller verbraucht wird, die Legionellen sterben und die Konzentration
sinkt.

Aufgrund der Darstellung von relativen Werten sind auch hier die Fehler mdglich, die schon

im Zusammenhang mit Abbildung 10 erwdhnt wurden.
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Um den Unterschied zwischen sterilem, entionisiertem Wasser und unbehandeltem Trink-
wasser ndher betrachten zu kdnnen werden die Konzentrationsanderungen in Abbildung 12

bei 6 °C und bei 42 °C miteinander verglichen.

Vergleich von sterilem, entionisiertem Wasser und unbehandeltem
Trinkwasser

140% —6 °C steriles, ention. Wasser =42 °C steriles, ention. Wasser
120% =6 °C Trinkwasser =42 °C Trinkwasser

100%
80% e
60%
40%
20%
0%

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 7
Lagerungszeit der Proben in Tagen

Legionellen in %

relativer Anteil zur
Anfangskonzentration von

Abbildung 12 Vergleich von sterilem, entionisiertem Wasser und unbehandeltem Trinkwasser
bei 6 °C und 42 °C, Angaben in %

Zum einen wird ersichtlich, dass die Abweichung der Konzentration bei 6 °C generell nicht
Uber 50 % hinausgeht. Bei einer Aufbewahrungstemperatur von 42 °C ist ein komplettes Ab-
sterben der Legionellen nach drei Tagen mdéglich.

Werden die Wasser miteinander verglichen, fallt auf, dass die Konzentration bei dem sterilen,
entionisiertem Wasser einen Trend zur Abnahme verzeichnet. In dem Trinkwasser kommt es
zwar zunéachst auch zu einem Abfall der Konzentration, jedoch steigt diese spatestens nach

drei Tagen an und behalt eine kontinuierliche Zunahme bei.

Da die negative Konzentrationsanderung bei 42 °C mit Trinkwasser geringer ist als mit
sterilem, entionisiertem Wasser, kann daraus geschlossen werden, dass die Zusammen-
setzung des Wassers einen Einfluss auf das Wachstum hat. AuRerdem wird deutlich, dass
die Konzentration der Legionellen bei einer Aufbewahrungstemperatur von 42 °C weder in
dem sterilen, entionisiertem Wasser, noch in dem unbehandelten Trinkwasser nennenswert
Uber die Anfangskonzentration hinaussteigt, wodurch nicht von einem Wachstum gesprochen
werden kann. Dies bedeutet, dass Trinkwasser nicht den optimalen Lebensbedingungen von
Legionella species entspricht. Weitere Faktoren missen somit an der Vermehrung von

Legionellen beteiligt sein.
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Da die genaue Zusammensetzung des Trinkwassers nicht bekannt ist und somit Unter-
schiede zu dem Wasser der Kundenproben vorliegen kénnen, wird eine Versuchsreihe mit
Kundenproben durchgefihrt. Diese Proben werden bei Raumtemperatur aufbewahrt und erst

nach acht Tagen kommt es zu einer Vergleichsanalyse.
Tenazitat von Legionellen

40
35
30
25

—E' 20
15
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5

0

e Probe a =—Probe b == Probe c

M

koloniebildende Einheiten /

Tag 1 Tag8
Abbildung 13: Tenazitéat von Legionellen in Kundenproben; Angaben in KbE/ mL
Die Grafik zeigt bei Probe a eine leichte Zunahme der Konzentration von Legionellen, die

Proben b und c hingegen zeigen leichte Abnahmen.

Die Tatsache, dass die Konzentration der Legionellen bei zwei Kundenproben leicht ge-
sunken und bei einer Kundenprobe leicht gestiegen ist, lasst nicht auf eine eindeutige
Tendenz lber die Konzentrationsveranderung und damit Gber die Tenazitat von Legionellen
schlie3en. Dieses Ergebnis zeigt nur, dass es auch hier zu Konzentrationsdnderungen von
mehr als 10 % kommt. Allerdings ist hier nur die Erfassung einer Anderung der Anfangs-
konzentration zur Konzentration nach Aufbewahrung Uber acht Tage bei Raumtemperatur
mdoglich. Eine Ausweitung dieses Versuchs gestaltet sich schwierig, da vor der Auswertung
der ersten Analyse nicht gesagt werden kann, ob Legionellen in den Kundenproben sind. Da
die Auswertung sieben bis zehn Tage dauert, muisste die tagliche Konzentrationsuberprifung

durchgefuhrt werden, ohne zu wissen ob Legionellen in dem Wasser sind.

Die Zusammensetzung des Wassers von Kundenproben mit positivem Legionellenbefund ist
nicht bekannt. Somit kdnnen keine Rickschliisse Uber den Inhalt der essentiellen Nahrstoffe
getroffen werden. Neben dem Inhalt ist fiir die Uberlebensdauer von Bakterien auch die
Konzentration der Nahrstoffe entscheidend. Wenn Néahrstoffe aufgebraucht sind, kommt es
laut Wachstumskurve zur Absterbephase der Bakterien. Dadurch sinkt die Konzentration
(Schink, 2007, S. 175). Dies kann auch der Grund fur die Konzentrationsunterschiede der

beiden Testreihen sein, denn auch hier ist die Konzentration der Nahrstoffe unbekannt.
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4.4 Fazit der Versuche

Anhand der Durchfihrung dieser Versuche kann keine allgemein giltige Aussage uber die
Tenazitat von Legionellen wéhrend der Lagerung gemacht werden.

Es wurde herausgefunden, dass die Konzentration von Legionellen in sterilem, entionisiertem
Wasser grundsatzlich abnimmt, wobei die Starke der Abnahme durch die Temperatur be-
einflusst wird. Bei hohen Temperaturen (42 °C) ist die Abnahme deutlich starker als bei
niedrigen Temperaturen (6 °C).

Die Dauer der Aufbewahrung von Legionellen in einer Maximal-Wiederbelebungs-Ldsung
scheint keine Rolle zu spielen, da es auch hier zu einer Abnahme der Konzentration der
Legionellen kommt.

Bei dem Einsatz von unbehandeltem Trinkwasser statt des sterilen, entionisierten Wassers
ist bei dem Einfluss bestimmter Temperaturen ein anderes Verhalten der Tenazitét er-
kennbar. Bei Raumtemperatur, 30 °C und 42 °C kommt es vereinzelt zum Anstieg der
Konzentrationen. Daraus wird geschlossen, dass die Tenazitat nicht allein von der
Temperatur, sondern auch von der Zusammensetzung des Trinkwassers abhangig sein
muss. Weiter kdnnen Unterschiede der Tenazitat aufgrund verschiedener Konzentrationen
von Legionellen im Wasser festgestellt werden, wodurch auch dieser Faktor im

Zusammenhang mit der Tenazitat stehen muss.

Aus diesem Versuch geht somit hervor, dass weiterhin eine Lagerung der Proben bei 6 °C
erfolgen sollte, da bei dieser Temperatur die geringsten Abweichungen zu erwarten sind. Es
ist allerdings zu betonen, dass alle Testreihen eine Abweichung von mehr als 10 % zur
Anfangskonzentration aufweisen. Da die Abweichung mit fortschreitender Zeit zunimmt,
sollten die Proben weiterhin so schnell wie méglich untersucht werden und die vorge-

schriebene Lagerungsdauer von 48 Stunden nicht Gberschreiten.

Dies ist jedoch nur ein einzelner Versuch, dessen Aussagekraft damit sehr unsicher ist und

unbedingt durch Wiederholungen Uberprift werden sollte.

Auch die Arbeitsgruppe um Herrn Prof. Dr. Hilbi am Max-von-Pettenkofer-Institut an der
Ludwig-Maximilians-Universitat in Minchen beschaftigen sich aktuell mit der Frage wie
Legionellen untereinander und mit anderen Mikroorganismen kommunizieren um unter
anderem das Wachstum und die Adhasion zu regulieren (Max von Pettenkofer-Institut fir

Hygiene und Medizinische Mikrobiologie der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen., 0.J.)
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5 Zusammenhang zwischen Vorkommen und Tenazitat
In diesem Kapitel soll abschlieBend der Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von
Legionellen und der Tenazitat dieser Bakterien, auf der Grundlage der Erkenntnisse die

durch die vorliegende Arbeit gewonnen wurden, dargestellt werden.

Zwischen 20 °C und 60 °C ist das Vorkommen von Proben mit hohen Legionellen-
Konzentrationen besonders haufig. Laut der Literatur wirken Temperaturen ab 60 °C bakteri-
zid (Schink, 2007, S. 183). Trotzdem kénnen sogar bei 70-80 °C geringe Konzentrationen an
Legionellen im Wasser festgestellt werden. Hier kommt die Tenazitat, also die Widerstands-
fahigkeit, ins Spiel. Es ist bewiesen, dass die Tenazitat steigt, wenn Legionellen sich in Bio-
filmen oder Amoben befinden (Netuschil, 2006, S. 129). Dadurch andern sich die Um-
gebungsbedingungen fur die Legionellen.

Das Vorkommen hangt somit von der Tenazitat ab. Wenn Legionellen in einer bestimmten
Umgebung keine oder nur eine geringe Widerstandsfahigkeit aufweisen, sterben sie, sind im
Labor nicht nachweisbar und kénnen keine Gefahr flir den Menschen darstellen.

Wie genau die Faktoren zur Beeinflussung der Tenazitat aussehen, geht aus dieser Arbeit

nicht hervor. Sicher ist nur, dass die Temperatur eine Rolle spielt, jedoch nicht die alleinige.

Durch diese Tatsache ist es neben der Desinfektion der Legionellen auch wichtig, ihren
optimalen Lebensbedingungen entgegenzuwirken, damit es nach erfolgreicher Beseitigung

nicht zu einer erneuten Kontamination kommen kann.
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6 Abschlussbetrachtung
Die vorliegende Arbeit stellt hier eine Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse und eine
kritische Betrachtung uber die Schwachen dar. Letztlich folgt ein Ausblick auf weitere Unter-

suchungen und Forschungen.

6.1 Zusammenfassung der wichtigsten Erkenntnisse

Insgesamt zeigt die Untersuchung, dass Legionellen in unserer Gesellschaft ein Problem dar-
stellen. Bei 47 % der Immobilien konnten in den Jahren 2012 bis 2014 Legionellen fest-
gestellt werden. Bei rund 17 % wird sogar die technische MaRhahmengrenze Uberschritten,
sodass MaRRnahmen je nach Starke der Kontamination, wie weitergehende Untersuchungen
oder Desinfektionen, durchgefihrt werden missen. Die Anteile an kontaminierten Immobilien
sind als hoch einzustufen, wenn beachtet wird, dass von diesem Bakterium tédliche Gefahren
ausgehen konnen. Des Weiteren wurde herausgefunden, dass es einen Unterschied be-
zuglich der Ergebnisse zwischen den zwei parallel durchzufihrenden Analysen auf
Legionellen gibt. In der Diskussion wird jedoch beschrieben, dass die Unterschiede keine
Nachteile fur das Ergebnis und somit fur die Kunden darstellen. Ein weiteres Ergebnis ist die
Bestatigung der These zur Abhé&ngigkeit der Maximaltemperatur und dem Vorkommen von
Legionella species in Warmwasseranlagen von Hausinstallationen. Aul3erdem wurde eine
Zunahme der kontaminierten Immobilien innerhalb der untersuchten drei Jahre festgestellt.
Daraus folgt, dass das Bewusstsein Uber die Bedeutung zur Einhaltung von empfohlenen
Maximaltemperaturen der Warmwassersysteme in der Bevolkerung verankert werden sollte,
da dadurch weitere Kontaminationen und somit auch Legionellosen vermieden werden

konnen.

Im zweiten Teil der Untersuchung wurde herausgefunden, dass die Tenazitét nicht nur im Zu-
sammenhang mit der Temperatur steht. Es wurde diskutiert, ob weitere Faktoren, wie
beispielsweise die Nahrstoffkonzentration und die Konzentration der Legionellen, eine

Funktion bei der Tenazitat darstellen.

6.2 Kritische Betrachtung der Arbeit

Die statistische Untersuchung zum Vorkommen von Legionellen, zeigt einige Schwéachen hin-
sichtlich der Rohdatenverarbeitung. Vor der durchgefuhrten Untersuchung kam es zu einer
Selektion, sodass nur Daten verwendet wurden, bei denen alle bendtigten Merkmale im
System eingetragen wurden. Daher konnten 42 % der 2012 bis 2014 untersuchten Trink-

wasserproben nicht mit in diese statistische Auswertung einbezogen werden. Diese hohe
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Zahl resultiert zum gréf3ten Teil daraus, dass die Probenahmetemperatur am Ablauf der Er-
warmungseinheit und am Ruicklauf der Zirkulation hdufig der Maximaltemperatur entspricht.
Da ein Vergleich des Zusammenhangs von Maximaltemperatur und Vorkommen von
Legionellen mit dem Zusammenhang zwischen der Temperatur bei Probenahme und Vor-
kommen von Legionellen nicht mdglich gewesen ware, wurden diese Proben nicht in die
statistische Auswertung einbezogen. Des Weiteren wurden Daten entfernt, wenn diese nicht
logisch nachvollziehbar sind. Dies ist beispielsweise der Fall, wenn die Temperatur bei

Probenahme hoher ist, als die Maximaltemperatur der Entnahmestelle.

Weiter hatte eine Unterscheidung des Vorkommens an den einzelnen Probenahmestellen
vorgenommen werden kénnen. Dann wirde eine Aussage dariber vorliegen, ob es einen
Unterschied des Vorkommens von Legionellen zwischen dem Ablauf der Erwarmungseinheit,
dem Rucklauf der Zirkulation und an den Enden der Steigstrange gibt. Da diese drei Ent-
nahmestellen nicht eindeutig, bzw. nicht regelméafiig einer bestimmten Kategorie des Daten-
managementsystems zugeordnet sind und eine manuelle Sortierung aufgrund der grof3en

Datenmenge sehr aufwendig ist, wird diese Frage nicht beantwortet.

AulRerdem ist zu beachten, dass das Labor Dr. Graner & Partner nur eines von acht Laboren
ist, welche flr die Trinkwasseruntersuchung in Miinchen zugelassen sind. Zusatzlich be-
ziehen sich die Daten nicht nur auf die Stadt Miinchen, sondern auf die gesamte Metropol-
region Miinchen. Ob diese Untersuchung reprasentativ fir Minchen oder sogar ganz
Deutschland ist, kann nicht eindeutig gesagt werden. Zwar ist der Stichprobenumfang sehr
grof3, doch es liegen keine Daten daftr vor, ob alle Merkmalstrager der Grundgesamtheit die
gleiche Chance besessen haben, ein Teil dieser Untersuchung zu werden. Das bedeutet,
dass nicht bekannt ist wie viele Ein-, Zwei- oder Mehrfamilienh&user, sowie 6ffentliche
Gebéaude wie Kindergarten, Schulen oder Krankenh&user in der Untersuchung beriicksichtigt
werden. Wie hoch der Anteil der Untersuchungen von den in Miinchen bestehenden Warm-
wasserinstallationen ist, kann ebenfalls nicht gesagt werden, da diese nicht registriert werden

mussen und der Stadt Minchen somit keine Daten dariiber vorliegen.

Auch bei dem Versuch zur Tenazitat von Legionellen liegen einige Schwéachen vor. Im Laufe
des Versuchs hat sich herauskristallisiert, dass viele verschiedene Faktoren zur Tenazitat
beitragen. Da die Zusammensetzung des Trinkwassers dabei eine entscheidende Rolle zu
spielen scheint, kann keine eindeutige und fir alle Trinkwasser geltende Aussage zur
Tenazitat gemacht werden, weil der Versuch sich hauptséchlich auf die Tenazitat in Bezug

aud die Temperaturen beschrankt.
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AuBBerdem kénnen Fehler, z.B. beim Zahlen der koloniebildenden Einheiten auf den Agar-
platten, aufgetreten sein. Grundsatzlich ist nochmals hervorzuheben, dass das Schiitteln der
Probe fur eine homogene Verteilung von Legionellen im Wasser sorgt (DIN EN ISO 19458, S.
12). Somit kann auch eine Ungleichverteilung der Konzentration von Legionellen innerhalb

einer Probe vorliegen, was zu falschen Ergebnissen fluhren kann.

6.3 Ausblick

Die vorliegende statistische Auswertung kann in den nachsten Jahren fortgesetzt werden.
Dadurch kann festgestellt werden, ob sich der aktuelle Trend weiter bestatigt und ob es durch
grol3flachige, vorsorgende MaRnahmen bei den Warmwasserinstallationen, z.B. in Form
einer konsequenten Einhaltung der Maximaltemperatur von 60 °C, eine Trendverstarkung
geben wird.

Des Weiteren ist eine Erweiterung der Untersuchung méglich. Es kénnen Untersuchungen
bezuglich der Immobiliengroéf3e, der GroRe der Warmwasserinstallation und Haufungen an
bestimmten Entnahmestellen gemacht werden. Weiter kann zwischen 6ffentlichen und

privaten Immobilien unterschieden werden.

Im zweiten Teil der Untersuchung konnte herausgefunden werden, dass die Tenazitat nicht
nur im Zusammenhang mit der Temperatur steht. Es wurde diskutiert, ob weitere Faktoren,
wie beispielsweise die Nahrstoffkonzentration und die Konzentration der Legionellen, eine
Bedeutung fur der Tenazitat darstellen.

Denkbar wére somit eine grof3angelegte Untersuchung von Kundenproben, bei denen die
Konzentrationsanderung der Legionellen taglich Gberprift wird. Dadurch kann heraus-
gefunden werden, ob die Legionellen sich in den Kundenproben gleich verhalten, oder ob es
auf Grund von verschiedenen Zusammensetzungen der Trinkwésser deutliche Unterschiede
gibt und eine allgemein gultige Aussage zur Lagerung der Trinkwésser Giberhaupt gemacht
werden kann. Diese Untersuchung ist jedoch mit einem hohen Aufwand verbunden, da das
Vorhandensein der Legionellen erst nach einigen Tagen erkennbar ist. Es wird viele Unter-
suchungen ohne Ergebnis geben, denn wie in dieser Auswertung herausgefunden wurde,
sind in rund 80 % der untersuchten Proben keine Legionellen enthalten. Bevor ein solcher
Versuch an Kundenproben durchgefiihrt wird, sollte eine Abschéatzung tber die Wichtigkeit

des Ergebnisses gemacht werden.
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Zusammenfassung

Legionellen sind im Wasser lebende Bakterien, die eine Krankheit mit tddlichen Folgen aus-
I6sen kdnnen. Laut Robert-Koch-Institut nimmt die Zahl der Erkrankungen seit 2001
kontinuierlich zu und durch die Novellierung der Trinkwasserverordnung 2001 ist die Trink-

wasseruntersuchung auf Legionellen seit 2013 zur Pflicht geworden.

In Zusammenarbeit mit dem Labor Dr. Graner & Partner wird eine statistische Auswertung
der Daten von Trinkwasseruntersuchungen auf Legionella species der Jahre 2012 bis 2014
aus der Metropolregion Minchen durchgefihrt.

Diese Statistik befasst sich mit der Anzahl der kontaminierten Proben, sowie mit der
prozentualen Haufigkeit von kontaminierten Immobilien. Des Weiteren wird durch diese
Untersuchung ein Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von Legionella species und

den Temperaturen des Warmwassers an den Probenahmestellen festgestellt.

Im zweiten Teil der Arbeit soll herausgefunden werden, ob sich die Konzentration von
Legionellen in der entnommenen Trinkwasserprobe tber einen bestimmten Zeitraum bei ver-
schiedenen Temperaturen konstant halt. Die Ergebnisse der Versuche zeigen, dass die
Tenazitat nicht ausschlieRlich mit der Lagerungstemperatur einhergeht, sondern auch andere
Faktoren, eine entscheidende Rolle dazu beitragen.

Xl



Abstract

Legionella are aquatic bacteria that can cause a disease with deadly consequences.
According to the Robert-Koch-Institute, the number of cases increases since 2001
continuously. Through the amendment of the Drinking Water Regulations 2001, the drinking
water testing for Legionella has become a duty since 2013.

In collaboration with the laboratory Dr. Graner & Partner a statistical analysis of the data of
drinking water tests for Legionella species of the years 2012 to 2014 is carried out within the
region of Munich.

This statistic deals with the number of contaminated samples, as well as the percentage
frequency of contaminated property. Furthermore, a correlation between the presence of
Legionella species and the maximum temperatures of the hot water at the sampling points

could be determined by this study.

In the second part of this thesis is to find out whether the concentration of Legionella in the

water sample taken over a period of time at various temperatures constantly. The results of
the experiments show that the tenacity is not associated only with the storage temperature,
but also other factors such as the composition of the drinking water, contribute to a decisive
role.
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Tabelle 2 Tenazitat von Legionella species, Zeitraum: 25.08. bis 01.09.2014, Angaben in
KbE/ mL

Tabelle 4 Tenazitat von Legionella species, Zeitraum: 24.11.-01.12.2014, Angaben in KbE/

mL

6°C 684 524 241 260 226
\ RT 498 223 133 122 69
\ 30°C 434 118 81 96 72
336 78 65 43 1
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Tabelle 5 Tenazitat von Legionella species in sterilem, deionisiertem Wasser, Zeit-
raum:15.01.-22.01.2015, Angaben in KbE/ mL

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 5 Tag 6 Tag 7 Tag 8
6°C 484 443 302 175 138 24 7
\ RT 460 443 168 139 146 136 96
\ 30°C 500 554 252 231 228 196 194
416 554 142 26 18 12 4

Tabelle 6 Tenazitat von Legionella species in Trinkwasser, Zeitraum: 15.01.-22.01.2015, An-
gaben in KbE/ mL

‘ Tag 1 ‘ Tag 2 Tag 3 Tag 5 Tag 6 Tag 7 Tag 8

6°C 1720 1472 1504 1360 1616 1216 1472

\ RT \ 2264 1536 1632 1200 1480 1216 1264
\ 30°C \ 2096 2256 2016 2256 1408 1824 1728
2184 2112 1984 1664 1872 1296 1040

Tabelle 7 Tenazitat von Legionella species in Trinkwasser, Zeitraum: 19.01.-26.01.2015, An-
gaben in KbE/ mL

6°C ‘ 1008 664 520 752 1000

\ RT \ 864 928 896 1024 432
\ 30°C \ 628 720 580 940 992
\ 1008 784 928 944 1024




