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Legionellen im KUhlwasser
kontinuierlich ermitteln

In-Line Messgerat zur vollautomatisierten
Uberwachung der hygienischen Wasserqualitat in
einer Wasserprobe innerhalb weniger Stunden

Ein neu entwickeltes Messgerat kann innerhalb weniger
Stunden alle Legionellen Arten in einer Wasserprobe
(Legionella spp. = species pluralis) bestimmen. Fir techni-

sche Wassersysteme aus denen Aerosole ausgetragen wer-

Die hygienische Notwendigkeit
zur Kontrolle der Konzentration
an Legionellen, in technischen
Wassersystemen aus denen Aero-
sole ausgetragen werden konnen,
fuhrt zu der Problematik, dass das
hierfir anzuwendende Kultivie-
rungsverfahren (ISO 11731-2017)
erst mit einer Verzdégerung von
7-12 Tagen einen verldsslichen
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den kénnen, bedeutet die Mdglichkeit eines zuverlassigen
Schnelltests einen entscheidenden Fortschritt.

Befund liefert.  Erforderliche
Malinahmen konnen auf dieser
Basis nur stark zeitverzogert er-
folgen und kontrolliert werden.
Aktuell auf dem Markt verfug-
bare Schnelltest korrelieren ent-
weder nicht belastbar mit der
akkreditierten  Kultivierungsme-
thode oder erfordern (zeit-) auf-
wendige  Aufbereitungsschritte.
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Einige Schnelltests liefern hoch-
spezifische Nachweise fUr einzel-
ne Legionellenarten, jedoch nicht
fur alle Legionellenarten in einer
Wasserprobe (Legionella spp. =
species pluralis). Dasdemneu ent-
wickelten Messgerat INWA-
TROL L.nella+zu Grunde liegende
Verfahren einer Stoffwechselak-
tivitatsmessung lebender Zellen
bestimmt den Parameter Legio-
nella spp. zuverldssig innerhalb
weniger Stunden aus einer Was-
serprobe. Dabeiwird das Messge-
rat direkt an das technische Was-
sersystem mit automatischem
und selbstdesinfizierendem Pro-
beneinzug angeschlossen, ein-
schlieBlich  Selbstdesinfektion
des in der Messzelle enthaltenen
Wassers nach abgeschlossener
Messung. Dies ermdglicht dem
Anlagenbetreiber die gefahrlose,
kontinuierliche Ermittlung der hy-
gienischen Wasserqualitat. Neben
der unmittelbaren Erfolgskontrol-
le durchgefUhrter Malénahmen ist
auch die bedarfsgerechte Steue-
rung z.B. von Bioziden maoglich.

1. Einleitung

Die hygienische Relevanz der Ver-
breitung pathogener Legionellen
Uber Aerosole aus technischen
Wassersystemen wie Verduns-
tungskuhlanlagen und Kohltir-
men hat in vielen Landern zur
Erstellung technischer Hygiene-
richtlinien gefUhrt. In Deutsch-
land traten 2015 erstmalig mit der
VDI 2047 Blatt 2 und 3 allgemein
anerkannte Regeln der Technik
fur die Sicherstellung des hygi-
enegerechten Betriebs von Ver-
dunstungskihlanlagen und Kohl-
tUrmen in Kraft. Zusatzlich wird
in vielen Landern die tolerable
Konzentration von Legionellen im
Kreislaufwasser von betreffenden
Anlagen durch den Gesetzgeber

begrenzt. In Deutschland trat
hierzu am 19.08.2017 die zwei-
undvierzigste Verordnung zur
Durchfihrung des Bundes-Immis-
sionsschutzgesetzes (Verordnung
Uber Verdunstungskihlanlagen,
KUhltirme und Nassabscheider
— 42. BImSchV) in Kraft, welche
zusatzlich  Nassabscheider mit
einschlief$t. Grundlage fUr die Hy-
gienekontrolle bildet bislang in
allen Fallen die Bestimmung der
Konzentration an Legionellen im
Wasser durch Kultivierung gemaf?
ISO 11731:2017 mit jeweils system-
abhéngig definierten Schwellen-
werten. Bei der Kultivierungsme-
thode entstehen durch Zellteilung
sichtbare und daher auszahlbare
Kolonien. Im Vergleich zu ande-
ren Bakterienarten teilen sich Le-
gionellen relativ langsam, so dass
derBefund der Messung erst nach
7-12 Tagen vorliegt, wobei teilwei-
se weitere Untersuchungen zur
Bestatigung verddachtiger Kolo-
nien folgen.

FUr den Betreiber einer Uberwa-

chungspflichtigen Anlage bedeu-
tet dies eine stark zeitverzogerte

Abb. 1: INWATROL L.nella+ a
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Kontrolle des Hygienezustands.
Die Effektivitat ggf. erforderlicher
Maldnahmen kann ebenfalls nur
mit grofser Verzégerung ermittelt
werden.

Erganzende Schnelltests zur Ab-
schatzung der Belastung des
Wassers mit Legionellen sind u.a.
auf Basis immunologischer Re-
aktionen (Antikorper), Nachweis
genetischen Materials (PCR) oder
mittels Farbfluoreszenzmikrosko-
pie verfugbar. Die Grenzen dieser
Schnelltests liegen in der lebend/
tot Quantifizierung, derVergleich-
barkeit zur Kulturmethode oder in
der aufwendigen Probenaufbe-
reitung.

Durch das neuentwickelte und
patentierte  Automatikmessge-
rat INWATROL L.nella+ wird die
zuverldssige und kontinuierliche
Bestimmung des Parameters
Legionella spp. mit hoher Korre-
lation zur Kultivierungsmethode
gemal’ ISO 11731:2017 innerhalb
weniger Stunden ohne weitere
Aufbereitungsschritte durch den
Anwender maoglich.
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2. Schnelltest zur vollautoma-
tisierten Bestimmung von Le-
gionella spp.

2.1 Messprinzip

Der Nachweis stoffwechselak-
tiver Legionellen erfolgt durch
einen unspezifischen enzymati-
schen Umsatz eines unpolaren
Fluoreszeinsdureesters, der aus-
schliel3lich Uber die Zellmembran
lebender Zellen in das Zellinnere
gelangt und hier zum farbaktiven
Fluoreszein umgesetzt wird. Der
Anstieg der Fluoreszenz abhan-
gig der Zeit ist direkt proportional
zur Lebendzellzahl und wird in
koloniebildenden Einheiten pro
100 ml umgerechnet. Durch eine
kombinierte Warme- und pH-Vor-
behandlung sowie die im Ver-
gleich zur Kultivierungsmethode
hohe Messtemperatur wird die
Begleitflora abgetotet. Die Mes-
sung erfolgt unverdinnt in einem
Probevolumen von ca. 350 ml.
Im Vergleich zur Kultivierungs-
methode wird die Messung nicht
signifikant durch Begleitflora und
eine hohe Messungenauigkeit auf
Grund einer hohen Verdinnung
beeinflusst.

FUr kontinuierliche Messungen
ist das Messgerat direkt an ein
Wassersystem  angeschlossen.
Eine thermisch selbstdesinfizie-
rende Probeentnahmeleitung
stellt sicher, dass in der Zuleitung
keine Vermehrung von Legio-
nellen das Messergebnis beein-
flusst. Optimalerweise ist der
Probeentnahmehahn als Dauer-
laufer in Betrieb, um Stagnation
von Wasser zwischen zwei Mes-
sungen ausschlieléen zu konnen.
Die Messzelle im Gerdt wird bei
der BefUllung mehrfach gespdlt.
Nach Abschluss des Spulvorgangs
beginnt die kombinierte Warme-
und pH-Vorbehandlung. Zusatz-
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Abb. 2: Messprinzip INWATROL L.nella+

lich erfolgt die automatisierte
Dosierung des Inaktivierungs-
mittels bei Einsatz eines Biozids.
Mit Abschluss der Vorbehandlung
kihlt die Messzelle auf die Mess-
temperatur ab und die Messung
beginnt. Vor der erneuten Beful-
lung des Gerdtes fur die Folge-
untersuchung wird die Messzelle
thermisch desinfiziert. Die Mess-
zelle ist fUr die nachste Messung
bereit. In der Regel ist direkt

an der Entnahmestelle vor der
Probeentnahmeleitung ein Pro-
beentnahmehahn installiert, Gber
den zum Zeitpunkt des Befull-
vorgangs der Messzelle oder zu
weiteren beliebigen Zeitpunkten
eine mikrobiologische Probenah-
me z.B. fUr weitere Validierungs-
messungen moglich ist.

2.2 Automatisierte Messung
manvuell aufgegebener Proben

Der kontinuierliche Messbetrieb
kann fur die manuelle Aufgabe
weiterer Wasserproben Uber den
Befulltrichter unterbrochen wer-
den. Zur Reinigung, Spulung und
Befillung der Messzelle muss
lediglich die Ventilstellung am
Gerdt geandert werden. Mit ab-
geschlossener Befullung wird die
Ventilstellung wieder in den Aus-
gangszustand gebracht und das
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Messgerdt wechselt mit Abschluss
der Messung wieder in den Auto-
matikbetrieb. Das Messverfahren
selbst unterscheidet sich nicht
vom Automatikbetrieb.

2.3 Kultivierung nach ISO
11731:2017/ UBA

Die Kultivierungsmethode ver-
wendet mehrere Ansdtze mit
unterschiedlichen Verdinnungs-
und Vorbehandlungsstufen (War-
me oder Saure). Ziel ist es dabei
sowohl bei niedrigen als auch bei
hohen Legionellen ein auswert-
bares Ergebnis zu erhalten. Fur
das Ergebnis wird der Ansatz mit
der hochsten Anzahl bestdtigter
Legionellen Kolonien herangezo-
gen (bei ausreichend hoher Mess-
genauigkeit/Anzahl an Kolonien).
Die Grenzen der Genauigkeit der
Kultivierungsmethode liegen v.a.
im moglichen Einfluss der Begleit-
flora, also weiteren Mikroorganis-
men, welche das Wachstum der
Legionellen unterdricken oder
deren  Kolonien  Uberwachsen
kénnen. Zudem sind Bakterien
Partikel in einer Wasserprobe und
nicht homogen verteilt. Bei der
Entnahme kleiner Volumina aus
der Probeflasche kann es daher
zu Ungenauigkeiten durch die
teilweise hohen Verdinnungs-
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faktoren kommen. Bei der Kul-
tivierung werden lebende aber
nicht kultivierbare Zellen im so-
genannten VBNC Status nicht er-
fasst. Viele Legionellen aus einem
zusammenhdngenden Agglome-
rat, z.B. durch Vermehrung inner-
halb einer Amobe, werden bei der
Kultivierung lediglich als eine Ko-
lonie sichtbar und gewertet (vgl.
Lindner, Hahn: Mikrobiologische
Analysen des Kuhlwassers ent-
sprechend der 42. BImSchV, S. 74,
VGB PowerTech g, 2018).

3.3 Korrelation des Schnell-
tests INWATROL L.nella+ mit
der Kultivierungsmethode

Die Korrelation des Schnelltests
wurde Uber eine hohe Anzahl an
Messungen mit der Kultivierungs-
probe gemals SO 11731:2017
durchgefuhrt. Die Durchfihrung
von Probenahme, Probentrans-
port sowie Ansatz und Auswer-
tung der Messergebnis erfolgten
dabei gemafé der geltenden Emp-
fehlung des Bundesumweltamtes
zur Probenahme und zum Nach-
weis von Legionellen in Verduns-
tungskuhlanlagen,  Kohltirmen
und Nassabscheidern (UBA). Va-
lidierungsmessungen wurden mit
unterschiedlichen akkreditierten
Laboren durchgefihrt. Um einen
belastbaren qualitativen Vergleich
zwischen dem Schnelltest und der
Kultivierungsmethode zu erhal-
ten, wurden die nachfolgend dar-
gestellten Messung jedoch in nur
einem akkreditierten Proflabor
durchgefihrt  (IWW  Rheinisch-
Westfalisches Institut fUr Wasser
Beratungs- und Entwicklungsge-
sellschaft mbH, D-45476 Milheim
an der Ruhr).

4. Diskussion

Die Korrelation zu den im Labor
durchgefihrten kulturellen Ansét-

Validierung Schnelltest gegen Kultivierungsmethode nach UBA Empfehlung
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Abb. 6: Validierung Schnelltest gegen Kultivierungsmethode

zen kann insgesamt als sehr hoch
gewertet werden. Zwei Gerate
zeigten kurzzeitig  signifikante
Abweichungen zu den Laborer-
gebnissen in Form von Mehrbe-
funden. Hier wurde der Einfluss
von VBNC Zellen auf das Mess-
ergebnis des INWATROL L.nella+
Schnelltestes untersucht. Stoff-
wechselaktivitdtsmessungen mit-
tels Fluoreszeindiacetat werdenin
der Mikrobiologie neben weiteren
Methoden (Membran-Integritat,
Proteinsynthese (FISH), ,intact
polar membrane lipid" Analyse,
Zellverlangerung (,direct viable
count")) zur Detektion von VBNC
Bakterien verwendet. Dies kann
fUr den Betreiber einen zusatz-
lichen Nutzen darstellen, da es
sich bei Rekontaminationen von
Wassersystemen mit Legionellen
auch um eine ,Wiederbelebung"
von VBNC Organismen handeln
kann (vgl. Hans-Curt Flemming,
Jost Wingender - IWW Zentrum
Wasser, Biofilm Centre, Universi-
tat Duisburg-Essen). Haufig ist je-
doch das Ziel des Betreibers, eine
maoglichst hohe Korrelation zur
gesetzlich verpflichtenden Unter-
suchung mittels Kultivierung im
Labor zu erreichen. Durch die ge-

setzlich verpflichtenden Unter-
suchung mittels Kultivierung im
Labor zu erreichen. Durch die
Anpassung der Vorbehandlungs-
bedingungen (v.a. durch eine
Temperaturerhthung und Verlan-
gerung der Vorbehandlungszeit)
kann bei Mehrbefunden durch
VBNC Zellen die Korrelation zur
Kultivierungsmethode erfolgreich
wiederhergestellt werden.
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