Legionellen in Wassersystemen — quantitative Analyse nach IS0 11731

Legionellen sind Bakterien, die bei Men-
schen die «Legionarskrankheit» hervor-
rufen kénnen. Diese Krankheit ist durch
eine Lungenentziindung (Pneumonie)
gekennzeichnet und kann einen lebens-
gefahrlichen Verlauf annehmen.

Die Ubertragung geschieht dabei nicht
von Mensch zu Mensch, sondern durch
Einatmung lebender Legionellen. Da
sich die Legionellen bevorzugt in war-
mem Wasser vermehren (25-45°C), kén-
nen insbesondere Duschen, Whirlpools,
Schwimmbecken und Wasser von Kii-
maanlagen ein erhéhtes Infektionsrisiko
bergen.

Fiir die Beurteilung eines Risikos durch
Infektionen mit Legionellen wird fiir die
Analyse die Kultivierungsmethode nach
ISO 11731 angewandt. Damit werden
nur die vermehrungsfahigen (also sicher
lebenden) Legionellen erfasst.

Das Schweizerische Bundesamt fir Gesund-
heit (BAG) publiziert und aktualisiert laufend
Informationsbroschiren mit fUr relevante Si-
tuationen angepassten Hochstwerten fur Le-
gionellen, bei deren Uberschreitung von ei-
nem erhdhten Risiko fUr Legionellosen aus-
gegangen werden muss'. Diese Richtwerte
basieren auf der Analyse mit der internati-
onal genormten Methode ISO 11731, bei
der lebende Legionellenbakterien auf Nahr-
medien kultiviert werden. Flr den Vergleich
mit den Richtwerten ist dies essentiell, da
nur vermehrungsféhige Legionellenzellen er-
fasst und flr die Risikobeurteilung einbezo-
gen werden.

Quantitative Analyse nach ISO 11731-1:
Funf verschiedene, selektive Ansatze

Im Wasser technischer Systeme mit flr Legi-
onellen guten Bedingungen fur die Vermeh-
rung sind normalerweise auch andere Bak-
terienarten in hohen Konzentrationen vertre-
ten. Um die Legionellen aus diesem «bunten»
Gemisch aus verschiedenen Mikroorganis-
men aufzusplren, ist es entscheidend, eine
Methode zu verwenden, welche die gesuch-
ten Bakterien selektioniert. Die Methode ISO
11731-1 sieht daflr verschiedene Selekti-
onsverfahren vor, die fur andere Nicht-Legi-
onellenbakterien abtdétend oder mindestens
wachstumshemmend wirken.

Eine Wasserprobe, die auf Legionellen un-
tersucht wird, wird also 5-mal parallel ange-
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setzt mit verschiedenen Kombinationen von

Selektionsverfahren:

e Selektion durch Beigabe von Antibiotika-
substanzen im Nahrmedium,

e Selektion durch Saurebehandlung der
Probe vor dem Kultivierungsschritt,

e kombinierte Selektion durch Antibiotika-
substanzen und Saurebehandlung,

e Selektion durch Hitzebehandlung der
Probe vor dem Kultivierungsschritt,

e kombinierte Selektion durch Antibiotika-
substanzen und Hitzebehandlung.

Je nach Zustand der Originalprobe kdnnen

die einen oder anderen Selektionsbedin-

gungen zu einem besseren, d.h. wahrheits-

getreueren Resultat flhren. Insbesondere

bei Proben, die von Entnahmestellen stam-

men, die noch nie untersucht worden sind,

oder deren Zustand nicht eingeschatzt wer-

den kann, sollte die Zahl der Ansatze nicht

reduziert werden, da man sonst allfalliger-

weise vorhandene Legionellen «verpassen»

konnte. Die so angesetzten Agarplatten wer-

den wahrend 10 Tagen im Brutschrank bei

37°C inkubiert.

Bessere Wiederfindung durch
Zentrifugation

In der Methode ISO 11731-1 sind zur Auf-
konzentrierung der Bakterienzellen die Filtra-
tion oder alternativ die Zentrifugation aufge-
fUhrt. Verschiedene Parallelmessungen auch
im Rahmen von Ringversuchen haben ge-
zeigt, dass mit der Zentrifugation eine re-
produzierbar bessere Wiederfindung erreicht
wird als mit der Filtration.

Um einen moglichst wahrheitsgetreuen Wert
von vermehrungsfahigen Legionellen in einer
Wasserprobe zu ermitteln, konzentrieren wir
die Probe nur so stark wie nétig auf. Eine
hohe Aufkonzentrierung, z.B. durch die Filt-
ration von grosseren Volumina, wie 10, 100
mL oder sogar 1 L, gehen immer auf Kos-
ten der Wiederfindung. Es wird zwar eine
tiefere Empfindlichkeit erzielt, daflir gehen
beim Aufkonzentrieren Zellen verloren, was
dazu fUhrt, dass der «wahre Wert» stark un-
terschatzt und die Bestimmungsunsicherheit
erhoht wird.

In einer Messreihe mit 67 Proben haben wir
parallel jede Probe mittels Zentrifungation
und Membranfiltration aufkonzentriert. In den
meisten Fallen haben wir mit der Zentrifuga-
tion hdhere Konzentrationen in KBE/L erhal-

ten als mit Filtration. Dies ist in folgender Ab-
bildung dargestellt, worin wir fUr jede Probe
die Differenz der Resultate mit der Zentrifu-
gationsmethode minus der Membranfiltrati-
onsmethode bilden.

Abbildung: Differenz
der logarithmierten Re-
sultate der Ansitze mit
Zentrifugation und Fil-
tration.

Ein Balken auf der lin-
ken Seite bedeutet mehr
Ausbeute mit Zentri-
fungation; ein Balken auf
der rechten Seite bedeu-
tet mehr Ausbeute mit
Filtration
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Tendenz nach 5 Tagen

Wahrend der Inkubationszeit von 10 Tagen
zeichnet sich oft nach 5 Tagen eine Tendenz
ab, die sich gut mit dem Endresultat verein-
baren lasst. FUr das definitive Resultat muss
die ganze Inkubationszeit abgewartet wer-
den, insbesondere bei negativem Wachs-
tum. In dringenden Féllen kann die Bachema
AG nach 5 Tagen eine Einschatzung Uber die
Tendenz abgeben.
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