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_eglonellen im Kuhlwasser
Kontinulerlich ermitteln

In-Line Messgerit 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 technische Wassersysteme aus denen Aerosole ausgetragen
werden kdnnen, bedeutet die Mdglichkeit eines zuverlassigen Schnelltests einen entscheidenden Fortschritt.

Die hygienische Notwendigkeit zur Kontrolle der
Konzentration an Legionellen in technischen
Wassersystemen aus denen Aerosole ausge-
tragen werden kdnnen fuhrt zu der Problema-
tik, dass das hierfur anzuwendende Kultivie-
rungsverfahren (ISO 11731-2017) erst mit einer
Verzdgerung von 7-12Tagen einen verlassli-
chen Befund liefert. Erforderliche MaBnahmen
kénnen auf dieser Basis nur stark zeitverzdgert

Holger Ohme, Dirk Heinecke, Inwatec
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erfolgen und kontrolliert werden. Aktuell auf
dem Markt verfliigbare Schnelltest korrelieren
entweder nicht belastbar mit der akkreditierten
Kultivierungsmethode oder erfordern (zeit-) auf-
wandige Aufbereitungsschritte. Einige Schnell-
tests liefern hochspezifische Nachweise fur
einzelne Legionellen Arten, jedoch nicht fur alle
Legionellen Arten in einer Wasserprobe (Legio-
nella spp. = species pluralis).

Pascal Jahn, Jennifer Becker, Inwatec

Das dem neu entwickelten Messgerat Inwatrol
L.nella+ zu Grunde liegende Verfahren einer
Stoffwechselaktivitdtsmessung lebender Zellen
bestimmt den Parameter Legionella spp. zu-
verlassig innerhalb weniger Stunden aus einer
Wasserprobe. Dabei wird das Messgerat direkt
an das technische Wassersystem mit automa-
tischem und selbstdesinfizierendem Proben-
einzug angeschlossen, einschlieBlich Selost-
desinfektion des in der Messzelle enthaltenen
Wassers nach abgeschlossener Messung. Dies
ermdglicht dem Anlagenbetreiber die gefahrlo-
se, kontinuierliche Ermittlung der hygienischen
Wasserqualitat. Neben der unmittelbaren Er-
folgskontrolle durchgefuhrter MaBnahmen ist
auch die bedarfsgerechte Steuerung z.B. von
Bioziden moglich.

Die hygienische Relevanz der Verbrei-
tung pathogener Legionellen Uber Aeroso-
le aus technischen Wassersystemen wie Ver-
dunstungskihlanlagen und Kdihlittrmen hat
in vielen Landern zur Erstellung technischer



Hygienerichtlinien gefihrt. In Deutschland traten
2015 erstmalig mit der VDI2047 Blatt2 und 3
allgemein anerkannte Regeln der Technik fur die
Sicherstellung des hygienegerechten Betriebs
von Verdunstungskihlanlagen und Kuhltirmen
in Kraft. Zusétzlich wird in vielen L&ndern die to-
lerable Konzentration von Legionellen im Kreis-
laufwasser von betreffenden Anlagen durch
den Gesetzgeber begrenzt. In Deutschland trat
hierzu am 19.08.2017 die 42. Verordnung zur
Durchfihrung des Bundes-Immissionsschutz-
gesetzes (Verordnung Uber Verdunstungs-
kUhlanlagen, Kuhltirme und Nassabschei-
der — 42. BImSchV) in Kraft, welche zuséatzlich
Nassabscheider mit einschlieBt. Grundlage flr
die Hygienekontrolle bildet bislang in allen Fal-
len die Bestimmung der Konzentration an Le-
gionellen im Wasser durch Kultivierung geman
ISO11731:2017 mit jeweils systemabhan-
gig definierten Schwellenwerten. Bei der Kulti-
vierungsmethode entstehen durch Zellteilung
sichtbare und daher ausz&hlbare Kolonien. Im
Vergleich zu anderen Bakterienarten teilen sich
Legionellen relativ langsam, so dass der Be-
fund der Messung erst nach 7-12 Tagen vor-
liegt, wobei teilweise weitere Untersuchungen
zur Bestétigung verdachtiger Kolonien folgen.

FUr den Betreiber einer Uberwachungspflichti-
gen Anlage bedeutet dies eine stark zeitverzo-
gerte Kontrolle des Hygienezustands. Die Ef-
fektivitat ggf. erforderlicher MaBnahmen kann
ebenfalls nur mit groBer Verzdgerung ermittelt
werden. Erganzende Schnelltests zur Abschat-
zung der Belastung des Wassers mit Legionel-
len sind u.a. auf Basis immunologischer Re-
aktionen (Antikdrper), Nachweis genetischen
Materials (PCR) oder mittels Farbfluoreszenz-
mikroskopie verflgbar. Die Grenzen dieser
Schnelltests liegen in der lebend/tot Quantifizie-
rung, der Vergleichbarkeit zur Kulturmethode
oder in der aufwendigen Probenaufbereitung.

Durch das neuentwickelte und patentierte
Automatikmessgerat Inwatrol L.nella+ wird die
zuverlassige und kontinuierliche Bestimmung
des Parameters Legionella spp. mit hoher
Korrelation zur Kultivierungsmethode geméaB
ISO 11731:2017 innerhalb weniger Stunden
ohne weitere Aufbereitungsschritte durch den
Anwender mdglich.

Der Nachweis stoffwechselaktiver Legionellen er-
folgt durch einen unspezifischen enzymatischen
Umsatz eines unpolaren Fluoreszeinséureesters,
der ausschlieBlich Uber die Zellmembran leben-
der Zellen in das Zellinnere gelangt und hier
zum farbaktiven Fluoreszein umgesetzt wird.

Fluoreszinester

g

Ester hydrolysiert in der Zelle

Unpalar

Nichtfluoreszierend
Membran permeabel

Wenige min
——

Intrazellurares Fluoreszin

Fluoreszierend
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Polar

© Inwatec

Abb. 1: Der Nachweis stoffwechselaktiver Legionellen erfolgt durch einen unspezifischen enzymatischen
Umsatz eines unpolaren Fluoreszeinsaureesters, der ausschlieBlich iiber die Zellmembran lebender Zellen in
das Zellinnere gelangt und hier zum farbaktiven Fluoreszein umgesetzt wird.

Der Anstieg der Fluoreszenz abhéngig der Zeit
ist direkt proportional zur Lebendzellzahl und
wird in koloniebildenden Einheiten pro 100ml
umgerechnet. Durch eine kombinierte Warme-
und pH-Vorbehandlung sowie die im Vergleich
zur Kultivierungsmethode hohe Messtempera-
tur wird die Begleitflora abgetotet. Die Messung
erfolgt unverdinnt in einem Probevolumen von
ca. 350ml. Im Vergleich zur Kultivierungsmetho-
de wird die Messung nicht signifikant durch Be-
gleitflora und eine hohe Messungenauigkeit auf
Grund einer hohen Verdiinnung beeinflusst.

Fur kontinuierliche Messungen ist das Messge-
rat direkt an ein Wassersystem angeschlossen.
Eine thermisch selbstdesinfizierende Probeent-
nahmeleitung stellt sicher, dass in der Zuleitung
keine Vermehrung von Legionellen das Mess-
ergebnis beeinflusst. Optimaler Weise ist der
Probeentnahmehahn als Dauerlaufer in Betrieb,
um Stagnation von Wasser zwischen zwei Mes-
sungen ausschlieBen zu kénnen. Die Mess-
zelle im Gerat wird bei der Beflllung mehrfach

gespult. Nach Abschluss des Spulvorgangs
beginnt die kombinierte Warme- und pH-Vor-
behandlung. Zuséatzlich erfolgt die automati-
sierte Dosierung des Inaktivierungsmittels bei
Einsatz eines Biozids. Mit Abschluss der Vor-
behandlung kuhlt die Messzelle auf die Mess-
temperatur ab und die Messung beginnt. Vor
der erneuten Beflllung des Gerates fiir die Fol-
geuntersuchung wird die Messzelle thermisch
desinfiziert. Die Messzelle ist flr die nachste
Messung bereit. In der Regel ist direkt an der
Entnahmestelle vor der Probeentnahmeleitung
ein Probeentnahmehahn installiert, Gber den
zum Zeitpunkt des Beflllvorgangs der Messzel-
le oder zu weiteren beliebigen Zeitpunkten eine
mikrobiologische Probenahme z.B. fir weitere
Validierungsmessungen mdaglich ist.

Der kontinuierliche Messbetrieb kann fur die
manuelle Aufgabe weiterer Wasserproben
Uber den Befllitrichter unterbrochen werden.
Zur Reinigung, Spulung und Beflllung der

Abb. 2: Qualitativer Vergleich zwischen dem Schnelltest und der Kultivierungsmethode

(Validierungszeitraum 23.06.2017 bis 26.08.2020).
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Abb. 3: Der Anlagenbetreiber kann gefahrlos und kontinuierlich die hygienische Wasserqualitit ermitteln.
Das Messgerat wird direkt an das technische Wassersystem mit automatischem und selbstdesinfizierendem
Probeneinzug angeschlossen, einschlieBlich Selbstdesinfektion des in der Messzelle enthaltenen Wassers

nach abgeschlossener Messung.

Messzelle muss lediglich die Ventilstellung am
Gerat geandert werden. Mit abgeschlossener
Beflillung wird die Ventilstellung wieder in den
Ausgangszustand gebracht und das Mess-
gerat wechselt mit Abschluss der Messung
wieder in den Automatikbetrieb. Das Mess-
verfahren selbst unterscheidet sich nicht vom
Automatikbetrieb.

Kultivierung nach IS0 11731:2017/UBA

Die Kultivierungsmethode verwendet meh-
rere Ansétze mit unterschiedlichen Verdin-
nungs- und Vorbehandlungsstufen (Warme
oder Saure). Ziel ist es dabei sowohl bei nied-
rigen als auch bei hohen Legionellen ein aus-
wertbares Ergebnis zu erhalten. Fur das Ergeb-
nis wird der Ansatz mit der héchsten Anzahl
bestatigter Legionellen Kolonien herangezo-
gen (bei ausreichend hoher Messgenauigkeit/
Anzahl an Kolonien). Die Grenzen der Genau-
igkeit der Kultivierungsmethode liegen v.a. im
moglichen Einfluss der Begleitflora, also weite-
ren Mikroorganismen, welche das Wachstum
der Legionellen unterdriicken oder deren Ko-
lonien Uberwachsen kénnen. Zudem sind Bak-
terien 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
VerdUnnungsfaktoren kommen. Bei der Kulti-
vierung werden lebende aber nicht kultivierbare
Zellen im sogenannten VBNC Status nicht er-
fasst. Viele Legionellen aus einem zusammen-
héngenden Agglomerat, z.B. durch Vermeh-
rung innerhalb einer Amodbe, werden bei der
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Kultivierung lediglich als eine Kolonie sichtbar
und gewertet (vgl. Lindner, Hahn: Mikrobiologi-
sche Analysen des Kihlwassers entsprechend
der 42.BImSchV, S.74, VGB PowerTech9,
2018).

Korrelation des Schnelltests Inwatrol
L.nella+ mit der Kultivierungsmethode

Die Korrelation des Schnelltests wurde Uber
eine hohe Anzahl an Messungen mit der Kulti-
vierungsprobe geman 1ISO 11731:2017 durch-
gefuhrt. Die Durchfiihrung von Probenahme,
Probentransport sowie Ansatz und Auswer-
tung der Messergebnis erfolgten dabei geman
der geltenden Empfehlung des Bundesumwelt-
amtes zur Probenahme und zum Nachweis
von Legionellen in Verdunstungskuhlanlagen,
Kihltdrmen und Nassabscheidern (UBA). Vali-
dierungsmessungen wurden mit unterschiedli-
chen akkreditierten Laboren durchgefihrt. Um
einen belastbaren qualitativen Vergleich zwi-
schen dem Schnelltest und der Kultivierungs-
methode zu erhalten, wurden die nachfolgend
dargestellten Messung jedoch in nur einem ak-
kreditierten Pruflabor durchgefuhrt (IWW Rhei-
nisch-Westfélisches Institut fur Wasser Bera-
tungs- und Entwicklungsgesellschaft, D-45476
Mulheim an der Ruhr).

Sehr hohe Korrelation

Die Korrelation zu den im Labor durchge-
fihrten kulturellen Ansétzen kann insgesamt
als sehr hoch gewertet werden. Zwei Gera-
te zeigten kurzzeitig signifikante Abweichun-
gen zu den Laborergebnissen in Form von

Mehrbefunden. Hier wurde der Einfluss von
VBNC Zellen auf das Messergebnis des In-
watrol L.nella+ Schnelltestes untersucht.
Stoffwechselaktivitattsmessungen mittels Flu-
oreszeindiacetat werden in der Mikrobiologie
neben weiteren Methoden (Membran-Integri-
tat, Proteinsynthese (FISH), ,intact polar mem-
brane lipid“ Analyse, Zellverlangerung (,direct vi-
able count*)) zur Detektion von VBNC Bakterien
verwendet. Dies kann fUr den Betreiber einen
zusatzlichen 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, Universitat
Duisburg-Essen). Haufig ist jedoch das Ziel des
Betreibers, eine mdglichst hohe Korrelation zur
gesetzlich verpflichtenden Untersuchung mit-
tels Kultivierung im Labor zu erreichen. Durch
die Anpassung der Vorbehandlungsbedingun-
gen (v.a. durch eine Temperaturerhdhung und
Verlangerung der Vorbehandlungszeit) kann bei
Mehrbefunden durch VBNC Zellen die Korrelati-
on zur Kultivierungsmethode erfolgreich wieder-
hergestellt werden.
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