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1 Vorbemerkung

Der Legionellose-Ausbruch in Warstein, mit 159 schwer verlaufenden Legionellose-
Erkrankungen und zwei Todesfallen, war der bislang grof3te Legionellose-Ausbruch
in Deutschland. Die in der Folge durchgefiihrten Untersuchungen haben gezeigt,
dass Klaranlagen eine potentielle Vermehrungsquelle von Legionellen darstellen
kbnnen.

In den Fluss Waster (im Unterlauf Wester genannt) waren tber die kommunale Klar-
anlage mit Legionellen hochbelastete Abwasser, einschliel3lich des Epidemiestam-
mes, eingeleitet worden. Das so belastete Flusswasser der Waster war ohne Aufbe-
reitung fur den Betrieb eines Ruckkihlwerkes (Verdunstungskihlanlage) verwendet
worden.

Durch eine sehr aufwéandige Behandlung des Abwassers vor Einleitung in die Waster
ist es gelungen, die Legionellen Belastung der Waster wieder vollstandig unter Kon-
trolle zu bringen. Neben der Regulierung des Betriebs von Verdunstungskihlanlagen
war die Kontrolle der Abwasserbelastung und der Abwasserkanalisation einer der
entscheidenden Griinde, dass das Risiko eines erneuten Legionellose-Ausbruchs
vollstandig unter Kontrolle gebracht werden konnte. Trotz intensiver Uberwachung
der Gewasser und der wahrend des Ausbruchsgeschehens kontaminierten Anlagen,
konnte in der Folgezeit keine erhdhte Inzidenz (Anzahl der Neuerkrankungen pro
betrachteter Zeitspanne pro Anzahl betrachteter Individuen) von Legionellenerkran-
kungen in Warstein und Umgebung, insbesondere mit dem Epidemiestamm, mehr
festgestellt werden. Dies spricht fur die Effizienz der getroffenen Mal3nahmen.

Die Relevanz Legionellen belasteter Abwasser war fir die Fachwelt neu und hat da-
her bisher keinen Eingang in die internationale Risikoregulierung der Behandlung
von Abwéssern gefunden.

In der Folge mussten fachliche Bewertungen zur Sicherung der 6ffentlichen Gesund-
heit vorgenommen und zahlreiche Fragestellungen erstmalig beantwortet werden. Zu
diesem Zweck wurde eine vom Ministerium fur Klimaschutz, Umwelt, Landwirtschaft,
Natur- und Verbraucherschutz des Landes Nordrhein-Westfalen (MKULNV) einberu-
fene Experten-Kommission eingerichtet.

Zu den Aufgaben der Kommission gehdrten im Wesentlichen:

e Die Erarbeitung von Empfehlungen fur eine einheitliche Probenahme und
Analytik von Legionellen im Abwasser, in Gewassern und im Umfeld von Klar-
anlagen (ggf. Luftmessungen).

e Die Bewertung von Legionellenbefunden in Gewéassern.

e Die Bewertung von Legionellenbefunden in kommunalen und industriellen
Klaranlagen.

e Die Erarbeitung von Empfehlungen zur Selbstiberwachung fir kommunale
und industrielle Klaranlagen.
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e Die Analyse der vorliegenden Untersuchungsergebnisse.

Weitere Fragen sollten beantwortet werden:

e Gibt es eine fur Legionellen besonders wachstumsfordernde Abwasserzusam-
mensetzung?

¢ Sind in diesen Fallen besondere Vorsorgemalinahmen und konstruktive Vor-
gaben erforderlich?

¢ Sind Desinfektionsmaflinahmen notwendig und wenn ja, welche?

e Sind personliche SchutzmalRnahmen fir die Beschéaftigen zu fordern?

e Miussen Legionellenuntersuchungen (Selbstiiberwachung) in FlieRgewassern
vorgenommen werden?

e Zu welchem Zeitpunkt kbnnen ausgesprochene Wasserentnahmeverbote wie-
der aufgehoben werden?

e Wie konnen Legionellen aus einem biologischen System (biologische Klar-
anlage) wieder entfernt werden?

Die Expertenkommission setzt sich wie folgt in alphabetischer Reihenfolge zusam-
men:

Herr Prof. Dr. med. Dr. h.c. Exner (Institut fur Hygiene und Offentliche Gesundheit,
Universitat Bonn)

Herr Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Hartemann (Universitat Nancy, Frankreich; Vorsit-
zender)

Frau Prof. Dr. med. Herr (Bayerisches Landesamt flir Gesundheit und Lebensmittel-
sicherheit)

Herr Dr. med. Lick (Konsiliarlaboratorium fir Legionellen TU Dresden)
Herr Prof. Dr.-Ing. Rosenwinkel (Leibniz Universitat Hannover)

Frau Selke (Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-West-
falen, LANUV)

Herr Dr. rer. nat. Strathmann (IWW Zentrum Wasser)
Frau Dr. rer. nat. Szewzyk (Umweltbundesamt)

Die Geschaftsfihrung der Expertenkommission erfolgte durch Mitarbeiter des LA-
NUV, Frau Dericks und Herrn Oesterbeck.

Seitens des Umweltministeriums NRW waren Herr Dr. Mertsch, Frau Uebelgiinn und
Frau Wiedenhoft in der Expertenkommission vertreten.
6
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2 Allgemeines

2.1 Legionellen - was sind Legionellen und wo kommen sie natiirlich vor

Legionellen (Legionella) sind eine Gattung gramnegativer, stdbchenférmiger Bakte-
rien. Sie kommen naturlicherweise in geringen Konzentrationen in Oberflachen-
wassern, in Grundwasser und auch im Boden vor. Legionellen treten bevorzugt im
SuRwasser auf, wurden aber auch in Meerwasser nachgewiesen.

Bisher wurden Uber 50 Legionellenarten mit mehr als 80 Serogruppen beschrieben,
von denen mindestens 17 Arten mit ca. 30 Serogruppen bei Erkrankungen (siehe
Kapitel 2.2) nachgewiesen wurden. Die Mehrzahl der Erkrankungen wird in unseren
Breiten durch Legionella pneumophila Serogruppe (Sg) 1 verursacht.

Innerhalb dieser Serogruppe lassen sich 10 monoklonale Subtypen unterscheiden.
Stamme, die mit dem monoklonalen Antikorper (MAb) 3—1 reagieren, werden signifi-
kant haufiger bei erkrankten Personen gefunden. Diese Stamme besitzen offen-
sichtlich ein hohes Virulenzpotenzial; die molekularen Grundlagen dazu sind jedoch
noch nicht vollstandig verstanden.

Legionellen wachsen bevorzugt in einem Temperaturbereich von 25-45 °C. Bis zu
Temperaturen von etwa 20 °C vermehren sich Legionellen nur sehr langsam. Erst
Uber 20 °C steigt die Vermehrungsrate allmahlich an und ist etwa zwischen 30 °C
und 43 °C optimal. Ab etwa 50 °C erfolgt kaum noch Vermehrung und bei etwa 55 °C
ist diese nicht mehr mdglich und es kommt langsam zum Absterben. Eine raschere
Abtotung findet erst oberhalb von 60 °C statt.

Vermehrungsorte fur Legionellen sind Wuchsbelage oder Biofilme an Oberflachen,
die bevorzugt gebildet werden, wenn grol3e Oberflachen vorhanden sind, wie z. B. in
Filtern oder in zusatzlichen Ablagerungen durch Kalkausféllung, Schlamme oder Kor-
rosionsprodukte. Diese Biofilme stellen ein "Okosystem" dar, in dem auch Einzeller
wie Amoben vorkommen, die sich wiederum von den dort vorhandenen Mikroorga-
nismen ernahren. Auch Legionellen werden von Amdben gefressen, im Innern der
Amdbe jedoch nicht verdaut, sondern kénnen sich dort sogar vermehren und damit
anreichern. Insbesondere in Amébencysten (den Dauerformen der Amdben), sind
Legionellen vor allen gangigen Desinfektionsmal3nahmen mit Ausnahme von Erhit-
zen geschitzt.

Legionellen werden als natirlich vorkommende Wasserbakterien in geringen Kon-
zentrationen in technische Systeme eingetragen und kénnen sich dort unter gunsti-
gen Bedingungen vermehren. Zu Erkrankungen kommt es, wenn legionellenhaltige
Aerosole von empfanglichen Personen eingeatmet werden. Diese Vorrausetzungen
sind beispielsweise in Warmwasserverteilungsanlagen (Duschen, Warmwasserhah-
ne u. a.), Whirlpools, Schwimmbé&dern, Luftwéaschern in Klimaanlagen und Verduns-
tungskihlanlagen gegeben (siehe Kapitel 2.4).
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Der kulturelle Nachweis von Legionellen in einer Wasserprobe ist Voraussetzung um
den Ursprung einer Infektion aufzudecken. Durch die Serotypisierung und weiterge-
hende molekulare Feintypisierung kdnnen die verschiedenen Legionellentypen aus
der Umwelt identifiziert, charakterisiert und mit denjenigen verglichen werden, die
aus Probenmaterial von Patienten isoliert wurden.

Die Typisierung dient dazu einen klonalen Zusammenhang zwischen verschiedenen
Isolaten festzustellen oder auszuschlie3en. Sie erlaubt, die Verteilung der Bakterien-
stamme von der lokalen bis zur internationalen Ebene zu analysieren und Uber die
Zeit zu verfolgen. Zwei Arten von Typisierungen von kultivierten Isolaten werden un-
terschieden: Die phénotypischen Methoden wie z. B. die Serotypisierung (Einsatz
von spezifischen Antikérpern) verwenden immunologische Charakteristiken der Isola-
te. Die genotypischen Methoden der molekularen Typisierung basieren auf den un-
terschiedlichen Mustern der Nukleinsduren des Genoms der Bakterien.

Da Legionellen bei der kulturellen Anzucht auch unter Optimalbedingungen ver-
gleichsweise langsam wachsen, kann die detaillierte Analyse 6-14 Tage in Anspruch
nehmen. Eine gute Reproduzierbarkeit von Ergebnissen zwischen verschiedenen
Laboratorien ist nur moéglich, wenn die Bedingungen fir die Probenahme und Analy-
se standardisiert und strikt eingehalten werden (siehe Kapitel 3 und 4 bzw. Anhang |
und Il), sowie Referenzstamme fir die Standardisierung verwendet werden.

2.2 Welche Erkrankungen werden durch Legionellen verursacht

Legionellen kdnnen zwei unterschiedliche Erkrankungen (Legionellosen) hervorrufen.

Zum einen eine leicht verlaufende grippeéhnliche Erkrankung, das sog. Pontiac-
Fieber. Hierbei kommt es ein bis zwei Tage nach der Ansteckung zu Muskelschmer-
zen und Fieber, aber ohne Lungenentziindung. Die Erkrankung heilt in der Regel
ohne Behandlung aus.

Zum anderen die Legionérskrankheit, die grippedhnlich beginnt und innerhalb wen-
iger Stunden zu schweren Lungenentzindungen fuhrt, gelegentlich mit Bauch-
schmerzen, Durchféallen und Benommenheit. Die Inkubationszeit betragt zwei bis
zehn Tage. Die Letalitat (Verhaltnis der Todesfélle zur Anzahl der Erkrankten) wird
auf 5-10 % geschatzt.

Die Legionarskrankheit wird in unseren Breiten meist von Legionella pneumophila
verursacht. Von dieser Legionellen-Spezies gibt es 16 verschiedene Serogruppen.
Die Serogruppe 1 ist dabei die fur die Infektion des Menschen bedeutsamste; sie
verursacht etwa 80 % aller Falle von Legionarskrankheit.

Circa 20 % der Falle werden jedoch von anderen Serogruppen oder von anderen
Legionellen-Spezies hervorgerufen. Das ist deswegen von Bedeutung, welil viele La-
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bortests nur Serogruppe 1 erkennen konnen. Legionellosen von anderen Sero-
gruppen werden daher von diesen Tests nicht erkannt und bleiben unentdeckt.

Erstmalig identifiziert wurde das Bakterium 1976 als es in Philadelphia in den USA zu
einer Epidemie kam. Dabei erkrankten 182 von mehr als 4.000 Teilnehmern der
American Legion akut an einer schweren Pneumonie (Lungenentziindung), die daher
den Namen Legionarskrankheit erhielt. Dieser Vorfall fihrte zu einer intensiven Su-
che nach der damals noch unbekannten Ursache. Schlief3lich konnte als Erreger ein
Bakterium, Legionella pneumophila genannt, identifiziert werden.

Zu durch Legionellen verursachten Erkrankungen war es allerdings bereits friher
gekommen, die jedoch damals nicht diagnostiziert wurden, da geeignete Selek-
tivndhrmedien bzw. andere Untersuchungsmethoden noch nicht zur Verfligung stan-
den. Bestatigt wurde dies durch die Untersuchung alterer, eingefrorener Lungenbiop-
sie-Proben von Patienten mit Lungenentziindung.

2.3 Behandlung und Diagnosesicherung

Zur Diagnose einer Legionelleninfektion beim Menschen stehen drei Methoden zur
Verfuigung.

Zum einen kann eine Anzucht von Legionellen auf Spezial-Medien erfolgen. Zur An-
zucht geeignet sind Proben aus den Atemwegen, wie z. B. bronchoalveolare Lavage,
Trachealsekret, Sputum oder Lungengewebe. Diese Methode hat den Vorteil, dass
Patientenisolate gewonnen werden, die im Ausbruchsfall, zur Ermittlung der Infekti-
onsquelle, mit Umweltisolaten verglichen werden kénnen.

Eine Infektion kann auch durch Untersuchung des Patientenurins auf Legionellenbe-
standteile festgestellt werden (Legionella-Antigen-ELISA-Test). Allerdings wird damit
nur Legionella pneumophila Sg 1 mit ausreichender Empfindlichkeit erfasst.

Die dritte wichtige diagnostische Methode basiert auf dem Nachweis der Legionella-
DNA in Kklinischen Proben. Da Menschen nicht mit Legionellen kolonisiert sind, ist bei
gesunden Menschen kein Legionella-DNA-Nachweis mdglich. Daher besitzt die Me-
thode eine sehr hohe Spezifitat.

Die Bestimmung von Antikérpern aus dem Serum der Patienten ist mdglich. Hierzu
sind zwei Serumsproben (aus der akuten Krankheitsphase und 3-6 Wochen spéater
entnommen) zu untersuchen. Zeigt sich ein signifikanter Unterschied in beiden Pro-
ben, ist die Diagnose gesichert. Ebenso kann ein zeitlicher Zusammenhang mit einer
Exposition hergestellt werden. Der einmalige Nachweis von Antikdrpern in Patienten-
seren, lasst nur den Schluss zu, dass eine Exposition gegenuber Legionellen vorlag.
Der Zeitpunkt ist jedoch nicht bestimmbar. Ebenso kann keine Aus-sage erfolgen, ob
die Antikorper infolge einer schweren, leichten oder subklinischen Infektion ohne
Symptome gebildet wurden.
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Zur Therapie einer Legionella-Infektion kommen nur Antibiotika infrage, die eine ho-
he intrazellulare Aktivitat besitzen. Dies sind Antibiotika aus der Gruppe der Makroli-
de (Erythromycine) und Gyrasehemmer (Levofloxacin, Ciprofloxacin). Der schnelle
Einsatz dieser wirksamen Mittel hilft bei Epidemien die Letalitat signifikant zu senken.

2.4 Infektionsmoglichkeiten mit Legionellen

Als Hauptinfektionsweg ist das Einatmen erregerhaltiger, lungengangiger Aerosole
aus dem Warmwasserbereich anzusehen. Somit stellen insbesondere Duschen, aber
auch Aerosole am Wasserhahn Gefahrenquellen dar. Weiterhin gewinnen Legionel-
len als Krankheitserreger auch im direkten Schwimmbeckenbereich zunehmend an
Bedeutung. Ebenso ist eine Legionellentbertragung tUber Aerosole von Verduns-
tungskuhlanlagen und Klimaanlagen maoglich.

Risikogruppen sind altere Menschen, Raucher sowie Menschen mit geschwachtem
Immunsystem wie beispielsweise Diabetiker. Manner erkranken im allgemeinen mehr
als doppelt so haufig wie Frauen. Als Ursache tragt sicher bei, dass Manner im héhe-
ren Alter haufig gleichzeitig auch Raucher sind. Viele Faktoren sind aber noch unver-
standen. Kinder sind nur sehr selten betroffen.

Eine Ubertragung von Mensch zu Mensch findet nicht statt. Wundinfektionen sind
aulerst selten und normales Essen und Trinken spielt als Infektionsweg keine Rolle.
Lediglich wenn dabei erregerhaltiges Wasser aus Versehen in die Luftréhre gelangt
(Aspiration), kdnnen Infektionen entstehen.

Eine Aussage zur Korrelation zwischen der Anzahl an Legionellen in der Luft und
dem Infektionsrisiko kann derzeit nicht gegeben werden. Aus Tierexperimenten weif3
man, dass die Infektitsitat (Ansteckungsfahigkeit eines Krankheitserregers) einzelner
Stdmme um den Faktor 1.000 schwanken kann. Die individuelle Gefahrlichkeit ein-
zelner Legionella-Isolate I&asst sich derzeit nicht bestimmen. Es ist davon auszuge-
hen, dass mit zunehmender Konzentration an Legionellen im Wasser das Risiko ei-
ner Infektion steigt, wenn Legionellen Uber Aerosole verbreitet werden. Es gibt au-
Berdem Hinweise, dass bereits wenige inhalierte legionellenhaltige Amdbenvesikel
eine Infektion hervorrufen kénnen (VDI 4250 Blatt 2).

2.5 Legionellenepidemien, Entwicklung von Legionellenerkrankungen
auch in Zusammenhang mit Abwasser

Die epidemiologische Uberwachung der Legionellose hat sich in den letzten Jahren
verbessert, vor allem dank der vermehrten Sensibilisierung der behandelnden Arzte-
schaft und der Mdglichkeit die Legionellose mit einem einfachen und nicht-invasiven
Test (Nachweis des lslichen Antigens im Urin) nachzuweisen. Jahrlich werden dem
Robert Koch-Institut (RKI) 600-900 Falle gemeldet. Seit Beginn der Meldepflicht im

10
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Jahr 2001 lasst sich ein steigender Trend bei der Inzidenz (Anzahl der Neuerkran-
kungen pro betrachteter Zeitspanne und Anzahl betrachteter Individuen) der Legio-
narskrankheit beobachten (s. Abb. 1).

Anzahl der Erkrankungen Eriorankungen 100000 Eirssahner
1.4

Ausbruch ja m Aushruch nein Gesamt-Inziden:
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Abb.1: Inzidenz und Anzahl der an das RKI Ubermittelten Falle von Legionars-
krankheit nach Meldejahr, Deutschland, 2001 bis 2013. Die Zahl der mit Ausbrtichen
assoziierten Falle, wie Ulm/Neu-Ulm und Warstein, sind gesondert ausgewiesen
(hellblaue Saulenbereiche). (Quelle: RKI Epidemiologisches Bulletins 2015/Nr. 13).

Das europaische Netzwerk (ELDSNet, Stockholm) erfasst die Erkrankungen in 35
europaischen Landern mit einer Bevdlkerung von 563 Millionen. Die gesamte Inzi-
denz lag 2013 bei 1,1 offiziell gemeldeten Fallen pro 100.000 Einwohner mit einer
Letalitdt von 4-66 %. Damit wurden etwa 6.000 Infektionen erfasst.

Trotzdem bleibt die Legionellose eine zu selten diagnostizierte und unvollstandig
gemeldete Krankheit. Darum ist es in den meisten Landern schwierig, die Morbiditat
(Krankheitshaufigkeit bezogen auf eine bestimmte Bevolkerungsgruppe) und Mortali-
tat (Anzahl der Todesfalle an einer Krankheit, bezogen auf die Gesamtzahl der Be-
volkerung in einem bestimmten Zeitraum) genau zu beziffern. Das klinische Bild al-
lein l&sst keine Ruckschlusse auf den urséchlichen Erreger zu, daher kann die Legi-
onellen-Pneumonie nur durch eine spezifische mikrobiologische Erregerdiagnostik
festgestellt werden. Jedoch wird zu selten eine Labordiagnostik auf Legionellen
durch den behandelnden Arzt veranlasst, so dass nur wenige Pneumonien als Legi-
onarskrankheit identifiziert und gemeldet werden. Aus diesem Grund ist es trotz Mel-
depflicht schwierig, verlassliche Zahlen zur tatsédchlichen Erkrankungshaufigkeit zu
erhalten. Nach Schatzungen des Kompetenznetzwerkes fur ambulant erworbene
Pneumonien (CAPNETZ) in Deutschland geht man von etwa 15.000 bis 30.000 Fal-
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len von Legionarskrankheit pro Jahr fir Deutschland aus. Internationale Studien ha-
ben gezeigt, dass die Situation in anderen entwickelten Industrielandern &hnlich ist.

Weltweit konnten zahlreiche kleinere Ausbriiche mit schweren Lungenentziindungen
und Todesféllen als "Legionarskrankheit" bestéatigt werden. Drei gréRere Vorfalle er-
eigneten sich 1999 in Bovenkarspel in Holland, wo es anlasslich einer Blumenschau
durch zwei Whirlpools zu 233 Erkrankungen mit 22 Todesfallen kam, sowie 2001 in
Murcia in Spanien mit 805 Erkrankungen und 3 Todesfallen und 2014 in Portugal mit
334 Fallen und 10 Todesfallen tber Verdunstungskihlanlagen.

In Deutschland wurden bisher drei grol3ere Ausbriche bekannt. Im Jahr 2010 gab es
in UIm/Neu-Ulm, mit 64 Infizierten und funf Todesfallen, den ersten gréf3eren Legio-
nellose-Ausbruch in Deutschland. Die Behdrden ermittelten als Verursachungsquelle
die Verdunstungskihlanlage auf einem Birogebaude. Der zweite Ausbruch ereigne-
te sich im August/September 2013 in Warstein mit 159 Erkrankungen und zwei To-
desfallen. Ausbruchsquelle war auch hier eine (oder mehrere) Verdunstungskihlan-
lage(n). Die Besonderheit beim Ausbruch in Warstein war, dass bereits das Rohwas-
ser der Anlage (Wasser des Flusses Wester; im Oberlauf Waster genannt) hohe
Konzentrationen an Legionellen enthielt. Der Fluss war durch die Einleitung von Ab-
wasser mit hohen Konzentrationen an Legionellen kontaminiert worden.

Auch bei einem Ausbruch in Pas-de-Calais 2003/2004 war ein Abwasserteich betei-
ligt. Nach Schlie3ung, Reinigung und Desinfektion einer fir den Ausbruch urséchli-
chen Verdunstungskuhlanlage, kam es dort nach Wiederinbetriebnahme der Anlage
zu einer erneuten Erkrankungswelle. Grund fir das Wiederauftreten von Erkrankun-
gen war vermutlich der auf dem Firmengelande befindliche Abwasserteich, welcher
eine hohe Legionellen-Kontamination mit demselben Epidemiestamm aufwies. Die
Verdunstungskihlanlage wurde wahrscheinlich durch eine Verdriftung der Legionel-
len in Aerosolen aus dem Abwasserteich rekontaminiert.

Legionellen-Pneumonien durch Aerosole aus Klaranlagen direkt (d. h. nicht Gber das
LAnimpfen“ von Verdunstungskihlanlagen) sind bisher nur bei Arbeiten im nahen
Umfeld von Belebungsbecken mit hohen Legionellenkonzentrationen beschrieben
worden (zwei Falle in Finnland und ein Fall in Schweden bei papierverarbeitenden
Industrien).

Der dritte grofRere Ausbruch in Deutschland ereignete sich 2014 in Jialich mit 39 Er-
krankten. Trotz intensiver Suche konnte die Infektionsquelle nicht eindeutig identi-
fiziert werden. In einem als Infektionsquelle verdachtigten Naturzugkuihlturm wurden
zwar erhéhte Legionellenkonzentrationen gemessen. Der Epidemiestamm, ein selte-
ner Legionella pneumophila Serogruppe 5 Stamm, konnte jedoch nicht nachgewie-
sen werden.
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2.6 Regulierung und Kontrolle relevanter Quellen und Expositionspfade

Einzelne Falle von Legionellosen in Krankenhdusern, Hotels, Altenheimen und &hn-
lichen Geb&auden treten in Deutschland regelmallig auf. Es wird vermutet, dass die
Ubertragung durch Aerosole beim Duschen oder an Waschbecken erfolgt. Daher
wurden bereits frihzeitig Empfehlungen erarbeitet, um beim Bau und Betrieb von
Trinkwasserverteilungsanlagen das Wachstum von Legionellen zu minimieren (z. B.
DVGW Merkblatt W 551). AuRerdem wurde in die Trinkwasserverordnung die Pflicht
zur regelméaRigen Untersuchung auf Legionellen aufgenommen. Als technischer
Malnahmenwert wurde eine Konzentration von 100 KBE/100 ml (KBE: koloniebil-
dende Einheit) festgelegt. Wird diese Konzentration tberschritten, gibt es Empfeh-
lungen fur abgestufte MaRnahmen.

Auch in Schwimm- und Badebecken mit warmem Wasser und Aerosolbildung (z. B.
Whirlpools) kann es zur Ubertragung von Legionellen kommen. In der DIN 19643-1
mit allgemeinen Anforderungen zur Aufbereitung von Schwimm- und Badebecken
wird daher fur Becken mit Temperaturen von 2 23 °C und Aerosolbildung ein techni-
scher MalRnahmenwert fir Legionellen von 1 KBE/100 ml festgelegt. Bei Uberschrei-
tung werden gestaffelte Mal3hahmen empfohlen.

Fur die Probenahme und die Nachweisverfahren zur Untersuchung von Trinkwasser
sowie Schwimm- und Badebeckenwasser gibt es detaillierte Empfehlungen u. a. des
Umweltbundesamtes, um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewéhrleisten.

Fur den Betrieb von Verdunstungskuhlanlagen existieren bisher nur technische Emp-
fehlungen, die fur die Betreiber nicht gesetzlich bindend sind. Bereits vor dem Aus-
bruch in UiIm/Neu-Ulm wurde z. B. die VDI-Richtlinie 6022 fur raumlufttechnische An-
lagen und ein Merkblatt des Verbandes Deutscher Maschinen- und Anlagenbau e.V.
(VDMA 2004) zum Betrieb und zur Wartung von Verdunstungskihlanlagen erarbei-
tet. Seit Januar 2015 liegt die neue VDI-Richtlinie 2047 Blatt 2 zum hygienischen Be-
trieb von Verdunstungskihlanlagen vor, mit deren Erarbeitung nach der Legionel-
lenepidemie 2010 in UIm/Neu-Ulm begonnen wurde. Darin werden Empfehlungen zu
Errichtung und Betrieb von Verdunstungskihlanlagen gegeben und Untersuchungen
des Kreislaufwassers zumindest vierteljahrlich empfohlen. Als technischer Maf3nah-
menwert fur die Konzentration von Legionellen im Kuhlwasser wird eine Konzentrati-
on von 100 KBE/100 ml festgelegt. Fir Konzentrationen =100 KBE/100 ml werden
gestaffelte Mal3nahmen beschrieben. Die Richtlinie beschaftigt sich nicht mit Natur-
zugkuhltirmen ab 200 MW thermischer Leistung. Fiur diese soll eine weitere VDI
Richtlinie erarbeitet werden.

Wahrend einige andere Lander nach Epidemien gesetzliche Regelungen zur Ver-
meidung der Verbreitung von Legionellen Uber Verdunstungskihlanlagen geschaffen
haben, ist dies in Deutschland nach dem Ausbruch in Ulm/Neu-Ulm 2010 nicht ge-
schehen. Nach der Epidemie 2013 in Warstein hat sich die Landesregierung NRW
deshalb mit einer Initiative im Bundesrat fur eine gesetzliche Regelung eingesetzt

(vgl. BRat Drs. 795/13 Beschluss vom 14.02.14). Eine entsprechende Verordnung
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nach dem Bundes-Immissionsschutzgesetz (BImSchG) wird derzeit vom Bundesmi-
nisterium fur Umwelt, Naturschutz, Bau und Reaktorsicherheit (BMUB) unter Beteili-
gung der Bundeslander und der Verb&nde erarbeitet. Darin sollen u. a. konkrete
Wartungs- und Messverpflichtungen fiir die Betreiber von Verdunstungskuhlanlagen
inkl. Naturzugkuhltirmen festgelegt werden. AulRerdem soll die Einrichtung eines
Anlagenkatasters gefordert werden, das im Epidemiefall die Quellensuche vereinfa-
chen und beschleunigen soll. Die Anforderungen sollen sich an den Vorgaben der
VDI 2047 Blatt 2 orientieren.

Fur Abwasser und Oberflachenwasser existieren bisher weder technischen Regeln
noch rechtliche Vorgaben zur Minimierung des Risikos einer Legionelleninfektion.
Der Bericht stellt dazu erste Empfehlungen vor (siehe Kapitle 5 und 6).

Eine wichtige Grundlage fur die Bewertung von Untersuchungsergebnissen ist auch
im Bereich Abwasser- und Kihlwasseruntersuchung eine einheitliche Probenah-
mestrategie und ein standardisiertes Nachweisverfahren (siehe Kapitel 3 und 4 bzw.
Anhang | und II).

3 Probenahme zur Untersuchung von Legionellen in Umweltproben

Im nachfolgenden Kapitel wird zwischen den Probenahmetechniken fur in wassrigen
Matrices vorliegenden Legionellen und solchen zur Sammlung von luftgetragenen
Mikroorganismen unterschieden.

Im Rahmen der amtlich durchgefiihrten Beprobungen wahrend der Untersuchung der
Legionellose-Ausbriche in Warstein 2013 und Julich 2014 lag der Focus der Probe-
nahmen auf Oberflachenwasserproben, Abwasser, Kihlwasser, sowie vereinzelt in
Biofilmen, Sedimenten und Belebtschlammproben.

3.1 Kriterien fiir qualifizierte Probenahmetechniken und Analytik von Le-
gionellen

Im Folgenden sind die allgemeinen Kriterien zur Orientierung bei der Auswahl von
Probenahme-Instituten und Untersuchungsstellen genannt, die dazu beitragen kon-
nen Kommunikationswege und Arbeitsschritte zwischen den einzelnen Projektpart-
nern zu harmonisieren.

3.1.1 Anforderungen an Messinstitute

Um eine vergleichbare Glte der Probenahmen zu gewahrleisten, sollte bei Probe-
nahmen ein Sachkundenachweis der eingesetzten Probenehmer, durch Vorlage ei-
nes Zertifikates mit Angaben der Schulungsinhalte bzgl. Kenntnis bakteriologischer
Probenahmen (basierend auf DIN EN ISO 19458) und Probenahmetechniken fiir die
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zu beprobenden Matrices, gefordert werden (ausfiihrliche Kommentierung siehe Ab-
schnitt ALII.

Die zu beauftragenden Labore sollten mindestens Erfahrungen mit der Untersuchung
von Trinkwassern auf Legionellen vorweisen. Dies kann beispielsweise durch Zertifi-
zierung nach 8§ 15.4 TrinkwV inkl. Untersuchung auf Legionella spp. als akkreditierter
Parameter und erfolgreicher Teilnahme an zukinftig durchzufiihrenden Legionellen-
Ringversuchen des LANUV NRW fir die Matrices Abwasser/ Oberflachenwasser/
Kihlwasser gewahrleistet werden. Nachweisbare Erfahrungen mit (Ab-)Wasserunter-
suchungen auf Legionellen sind wiinschenswert.

3.1.2 Allgemeine Empfehlungen zur Probenahmeplanung/ Durchfiihrung
der Probenahme

Lage und Anzahl der zu beprobenden Messstellen, Details der geforderten Doku-
mentation, sowie die fur die jeweilige Messstelle zu verwendende Probenahmeart,
Beprobungsfrequenz und die Anzahl der zu nehmenden Proben, obliegen dem jewei-
ligen Auftraggeber. Weitere Details sind mit ihm abzusprechen.

Ausfuhrliche Erlauterungen zur Planung eines Probenahmeprogramms, zur Vorge-
hensweise bei Probenahmen fiir mikrobiologische Analysen und fur den Transport,
die Handhabung und die Lagerung von Proben bis zum Beginn der Untersuchung
sind im Anhang in Abschnitt Al.l bis ALVIII aufgefihrt.

3.2 Luftkeimsammlung

Fur die hygienisch-mikrobiologische Uberwachung von z. B. Riickkiihlwerken werden
bisher nur Anforderungen an Legionellen im Wasser gestellt, da es bislang kein
standardisiertes Nachweisverfahren fur Legionellen in der Luft gibt. Dies ist unbefrie-
digend, da die Situation im Wasser nicht notwendigerweise die Situation im Biofilm
und in der Abluft der Anlagen widerspiegelt. Insbesondere in einer Ausbruchssituati-
on ist ein geeignetes und sensitives Nachweisverfahren fir Legionellen in der Luft
notwendig, um die Ausbreitung legionellenhaltiger Aerosole zu untersuchen und ggf.
Quellen zu lokalisieren.

In einem UFOPLAN-Forschungsvorhaben sollte daher ein sensitives Nachweisver-
fahren erarbeitet werden, mit dem man Legionellen in der Umgebungsluft (Immissi-
onsmessungen) von Ruckkihlwerken nachweisen kann. Die bislang verwendeten
Verfahren sind dazu nicht geeignet bzw. nicht hinreichend validiert und standardi-
siert. Im Ausbruchsfall soll mit dem zu entwickelnden Verfahren schnell das Ausmalf}
der Gefahrdung festgestellt werden. Aul3erdem sollte untersucht werden, wie Legio-
nellen aus Biofilmen in Ruckkihlwerken in die Luft gelangen und wie lange die Legi-
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onellen dort unter verschiedenen Bedingungen (Temperatur, Feuchtigkeit) Gberleben
kbnnen.

Eine Darstellung des Projektergebnisses finden Sie im Anhang in Abschnitt Alll.1.

4 Laboruntersuchungen auf Legionellen und erganzende Analysen

4.1 Verwendete Verfahren zum kulturellen Nachweis von Legionellen

Entgegen vielfacher Auffassung gestattet die Legionellenbestimmung mittels Kultur-
verfahren nach ISO 11731:1998 nicht nur die Untersuchung von Trinkwasserproben,
sondern ist gemaR ,Scope“ (Anwendungsbereich) ebenfalls auf die Untersuchung
von Umweltproben, wie beispielsweise Oberflachenwasserproben, Abwasser, Kihl-
wasser-Proben, Sedimenten, Biofilmen etc. anzuwenden. Die

- 1S0O 11731:1998 Water quality — Determination of Legionella
und die aus ihr entstandenen weiteren Normen:

— 1S0O 11731-2: 2004 Water quality — Determination and enumeration of Legionella
Part 2: Direct membrane filtration method for waters with low bacterial counts

— DIN EN ISO 11731-2: 2008-06 Wasserbeschaffenheit — Nachweis und Zahlung von
Legionellen —Teil 2: Direktes Membranfiltrationsverfahren mit niedriger Bakterienzabhl,
(ISO 11731-2:2004); Deutsche Fassung EN ISO 11731-2:2008, Beuth-Verlag, Berlin

beinhalten verschiedene Variationsmoglichkeiten bei der Vorbehandlung und Unter-
suchung von Proben. Mittlerweile liegen Erfahrungen aus Analysen von mehr als
3.500 amtlich gezogenen Umweltproben seit dem Ausbruch der Legionellen-
Epidemien in Warstein 2013 und Jilich 2014 vor. Aufbauend hierauf wurden im
Rahmen von Untersuchungen und Diskussionsrunden mit Teilnehmern des Hygiene-
Instituts der Universitat Bonn, des Hygiene-Instituts Gelsenkirchen, der Abteilung fir
Hygiene, Sozial- und Umwelt-medizin der Ruhr-Universitat Bochum, des IWW Mdl-
heim und des LANUV NRW Konventionen in Anlehnung an die o. g. Normen zur Un-
tersuchung verschiedener Umweltmatrices getroffen, anhand derer eine sehr gute
Vergleichbarkeit auch der durch unterschiedliche Labore erhobenen Untersuchungs-
daten ermdglicht wird. Details zu den einzelnen Vorgehensweisen nebst Erlauterun-
gen werden im Anhang im Abschnitt All.Il dargestellt.

4.2 Alternative Verfahren zum Nachweis von Legionellen

Vor dem Hintergrund einer zeitnahen Aussage zu mdglichen Legionellen-Belast-
ungen zur Ergreifung geeigneter Sanierungs- und Vorsichtsmalinahmen werden wei-
tere Untersuchungsmethoden empfohlen. Diese beinhalten Kihlwasser, Abwasser
und Klarschlamme allgemein und Sonder(ab-)wasser sowie den Vergleich von Ver-
fahren.
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4.2.1 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) in Anlehnung an
AFNOR T90-471 und T90-431 bzw. ISO/TS 12869

Die quantitative Real-Time-PCR ist eine Vervielfaltigungsmethode fir Nukleinsauren,
die auf dem Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion (PCR, qualitativ) beruht, aber
zusatzlich eine Quantifizierung der urspringlichen DNA-Menge ermdglicht. Die
Quantifizierung erfolgt durch die Messungen von Fluoreszenzsignalen, die wahrend
eines PCR-Zyklus in Echtzeit erfasst werden. Die Fluoreszenz nimmt proportional mit
der Menge der PCR-Produkte zu. Am Ende eines Laufs (der aus mehreren Zyklen
besteht) wird anhand von den erhaltenen Fluoreszenzsignalen die Quantifizierung
vorgenommen. Mit entsprechenden Sonden konnen sehr spezifisch Organismen
(z. B. L. pneumophila) oder Organismengruppen (Legionella spp.) in einer Probe
guantitativ nachgewiesen werden. Eine Unterscheidung zwischen lebenden und to-
ten Organismen ist dabei nicht moéglich, es wird immer die Gesamtzahl der Ziel-DNA-
Kopien des gesuchten Organismus ermittelt.

Neben der Spezifitat der Sonde sind auch die Beschaffenheit der Probe sowie die
Probenvorbereitung entscheidend fur die Genauigkeit der Ergebnisse. Schon bei der
Extraktion und Aufreinigung der DNA (Desoxyribonukleinsaure) aus komplexen Pro-
ben (wie z. B. Abwasser) mit potenziell vielen PCR-Inhibitoren (u. a. Huminsauren)
muss ein geeignetes Protokoll gewahlt werden, um in der gqPCR ein optimales Er-
gebnis zu erhalten. Hier missen ggf. im Vorfeld verschiedene DNA-Extraktionsver-
fahren durch Aufstockungs- und Wiederfindungsversuche fiur die jeweilige Proben-
matrix verglichen und validiert werden. In Vorversuchen hat sich dabei z. B. das ,Qi-
agen QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit“ fr Abwasserproben als geeignet erwiesen.

Der Nachweis von Legionellen mittels gPCR-Methoden bietet den Vorteil, dass Er-
gebnisse innerhalb von 24 bis 48 Stunden vorliegen. Aul3erdem ist eine Unterschei-
dung von Legionella spp. und L. pneumophila méglich. Nachteilig ist jedoch, dass die
Ergebnisse aus hygienischer Sicht schwer zu bewerten sind, da sowohl lebensfahige
wie auch tote oder geschéadigte Legionellen-Zellen anhand ihrer DNA nachgewiesen
werden. Zudem steht mit dieser Methode letztendlich keine Legionellen-Kultur fir
weitergehende Serotypisierungen bzw. Genotypisierungen zur Verfiigung.

Details zur Methodik sind im Anhang im Abschnitt AIV.I bis AIV.III aufgefihrt.

4.2.2 Viability PCR (VPCR)

Im Gegensatz zur gPCR kann bei der Viability-PCR zwischen lebenden und toten
Bakterien unterschieden werden (MANSI et al. 2014). Diese Unterscheidung erfolgt
anhand der Membranintegritat der Bakterien. Dafur wird eine Teilprobe mit Ethidium
Monoazid Bromid (EMA) oder Propidium Monoazid (PMA) behandelt, das bei abgeto-
teten oder geschadigten Zellen durch die Zellwand eindringt und sich an die DNA
anlagert, so dass diese im weiteren Verlauf nicht mehr amplifiziert werden kann.
Dadurch werden tote/geschadigte Bakterien maskiert (DELGADO-VISCOGLIOSI et
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al. 2009). Anschliel3end wird in der behandelten und einer unbehandelten Teilprobe
die Legionellenzahl mittels gPCR bestimmt. Die unbehandelte Probe zeigt die Ge-
samtzahl an Legionellen, die mit EMA bzw. PMA behandelte die Anzahl an lebenden
(bzw. nicht membrangeschadigten) Legionellen. Die Anzahl der toten (bzw. memb-
rangeschadigten) Legionellen kann Uber die Differenz errechnet werden. Auch hier
gilt, dass die Zahl der bisher vorliegenden Untersuchungen fiur Abwasser und
Schlamme noch keine statistische Absicherung der Genauigkeit der Methode erlaubt.
Daruber hinaus ist eine absolute Quantifizierung der geschadigten und toten Zellen
nicht moéglich, sondern es wird das Verhéltnis zwischen den gesamten und den le-
benden (bzw. nicht membrangeschéadigten) Zellen ermittelt.

Details zu PMA-gPCR finden Sie im Anhang in Abschnitt AIV.IV.

Die viability-gPCR-Methoden haben gegentuber der ,normalen“ gPCR den Vorteil,
dass hiermit auch eine Bewertung des Vitalitdtszustandes mdglich ist. Die Ergeb-
nisse liegen dabei ebenso innerhalb von 24 bis 48 Stunden vor. Nachteilig ist jedoch
auch hier, dass mit dieser Methode letztendlich keine Legionellen-Kultur fir weiter-
gehende Feintypisierungen zur Verfigung steht. Aul3erdem befinden sich die ver-
schiedenen in der Literatur beschriebenen PMA-/EMA-gPCR-Methoden noch im For-
schungsstadium und missen fur die verschiedenen Anwendungsfalle noch validiert
werden.

4.2.3 FISH (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung) als Direktnachweis auf Fil-
tern

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) ist eine molekularbiologische Methode
zum qualitativen Nachweis von Nukleinsduren (RNA oder DNA). Man verwendet fluo-
reszenzmarkierte DNA-Sonden, die spezifisch an bestimmte DNA-Stellen binden
kénnen. Diese Verbindung bezeichnet man als Hybridisierung. Bindet eine solche
gefarbte Sonde an die DNA, kann man mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskopes die
Lokalisation in der Probe bestimmt werden.

Fur den Nachweis von Legionellen im Belebtschlamm kann die Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) mit den rRNA-gerichteten Oligonukleotidsonden LEG705 flr
Legionella spp. bzw. LEGPNE1 fur Legionella pneumophila (MANZ et al. 1995,
GRIMM et al. 1998) durchgefiihrt werden. Zur Detektion von Eukaryoten und Amo-
ben konnen die Sonden EUK516 (Eukaryoten), HART498 (Hartmanella spp.),
NAEG1088 (Naegleria spp.) und GSP (Acanthamoeba spp.) eingesetzt wer-
den(GRIMM et al. 2001). Die Sonden werden als Derivate mit den Fluoreszenzfarb-
stoffen Cy3, Tamra und Fluos (biomers.net) eingesetzt. Die FISH-Analyse wird mit
den Hybridisierungs- und Waschpuffern nach MANZ et al. (1995) durchgefihrt.

Diese Methode erlaubt neben der Quantifizierung von Legionellen auch eine Aus-
sage Uber die raumliche Verteilung der Zellen z. B. in Belebtschlammen oder Flo-
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cken. Allerdings werden, wie bei der gpCR, sowohl lebende, wie auch geschadigte
oder tote Zellen nachgewiesen. Ebenso stehen mit dieser Methode letztendlich keine
Reinkulturen fur weitergehende Feintypisierungen zur Verfugung. Die Methode erfor-
dert zudem einen erheblichen Arbeitsaufwand sowie erfahrenes Personal. Sie kann
derzeit nicht fir Routineuntersuchungen empfohlen werden.

4.3 Mikroskopische und chemische Analysen

Um den Zusammenhang zwischen Substratqualitat und Legionellenwachstum weiter
aufzuklaren, sollten bei Legionellenbefunden im Abwasser weitere Untersuchungen
auf Indikatororganismen und Indikatorparameter durchgefiihrt werden. Dazu sind
mikroskopische Beurteilungen der Biozonose sowie die Bestimmung von chemischen
Parametern, wie z. B. chemischer Sauerstoffbedarf, Kjeldahl-Stickstoff, Ammonium,
Phosphor, Eisen, organische Trockenmasse und Aminosauren zu empfehlen. Die
mikroskopischen Untersuchungen des Belebtschlammes sollten mit einem besonde-
ren Schwerpunkt auf Flockenstruktur und Zusammensetzung der Protozoen- und
Metazoengemeinschaft durchgefuhrt werden. Sehr kleine Amében kénnen zwar er-
fasst, aber bei Abmessungen von ca. < 15 pm nicht auf Artenniveau bestimmt wer-
den.

4.4 Feintypisierung (Sero- bzw. Genotypisierung) von Legionellen

Im Fall des Legionellose-Ausbruchs in Warstein 2013 wurde ein Legionellenstamm
als Epidemiestamm identifiziert, der zum monoklonalen Subtyp Knoxville (reagiert mit
dem monoklonalen Antikorper 3-1) gehoért. Stamme, die einen Oberflachenmarker
tragen, der von dem monoklonalen Antikérper 3-1 erkannt wird, gelten als besonders
geféahrlich. Dies ist durch die spezielle Oberflachenstruktur dieser Stamme bedingt.
Auch die schon aus der Epidemie in Ulm/Neu-Ulm im Jahr 2010 und zahlreichen
sporadischen Infektionen bekannten Stamme tragen diesen Marker. Eine Typisierung
aller Legionellenisolate ist in der Praxis nicht moéglich. Daher wurde zu Beginn der
Untersuchungsreihen die Konvention geschlossen, alle Legionellen-Proben bei posi-
tivem Befund auf Legionellen hinsichtlich der nachfolgend aufgelisteten Tests zu
Uberprufen. Hierbei gilt die Regel von jedem koloniemorphologischen Typ mindes-
tens zwei bzw. bei nur einem koloniemorphologischen Typ aus jeder Probe mindes-
tens drei Kolonien zu testen.

e Legionella pneumophila Serogruppe (Sg) 1; ggf. Weitertypisierung, ob MAb 3-
1 positiv (Befund: Sg 1)

e Legionella pneumophila Serogruppen 2-14 (es werden Antikorper benutzt die
alle nicht zur Serogruppe 1 gehdérenden Stdmme erfassen; Befund: Sg 2-14)

19



Bericht der Expertenkommission Legionellen

e Legionella spp. (Das Kurzel "spp" (species pluralis) ist eine Bezeichnung flr
mehrere, nicht im Einzelnen zu nennende Spezies einer Gattung als Zusatz
hinter deren wissenschaftlichem Namen, also z. B mehrere Arten der Gattung
Legionella; Befund: L. spp)

Daneben findet auch die Bezeichnung Legionella spec. Verwendung. Das
Kirzel ,spec.“ bedeutet dabei, dass es sich um eine einzelne Art/Spezies aus
der genannten Gattung handelt, welche aber nicht konkret genannt wird (Be-
fund: L. spec)

e Fur den expliziten Ausschluss der Spezies Legionella pneumophila in einem
Befund oder Bericht ist die Bezeichnung Legionella ,non-(nicht) pneumophila®
Ublich (bedeutet, dass andere Legionella Spezies vorhanden sind als Legio-
nella pneumophila; Befund: L. non-pneumophila).

Beim Auftreten der Seroguppe 1 ist zwischen dem Auftraggeber und dem Labor ab-
zuklaren, ob eine genauere Untersuchung auf den monoklonalen Subtyp z. B. durch
Ubersendung an das Konsiliarlaboratorium fiir Legionellen in Dresden zu erfolgen
hat. Damit kann gepruft werden, ob die Isolate mit dem monoklonalen Antikdrper
MAb 3-1 reagieren. Da bisher alle mit Ruckkuhlwerken assoziierten Ausbriiche und
sehr viele sporadische Einzelinfektionen durch solche Stdmme verursacht worden
sind, hat dies eine hohe hygienisch-medizinische Relevanz.

Im Epidemiefall sollten alle, mindestens jedoch 30 Kolonien, serotypisiert werden.

Zudem ist vom Labor die Art der Vorgehensweise zur Serotypisierung einmalig an-
zugeben und eine Erlauterung der Ergebnis-Angabe erforderlich. Stamme von Pati-
enten und aus verdachtigen Umweltproben, die in der Serotypisierung nicht unter-
scheidbar sind, werden in weiteren Untersuchungen genotypisiert.

4.5 Ergebnisse Ringversuch LANUV

Auf Veranlassung des Ministeriums fur Klimaschutz, Umwelt, Landwirtschaft, Natur-
und Verbraucherschutz (MKULNV) des Landes NRW wurde vom LANUV NRW im
September 2014 ein Ringversuch zur Bestimmung von Legionellen in Abwassern
und Oberflachenwéassern unter Berucksichtigung des ,Konzeptvorschlages zur Har-
monisierung der Legionellenuntersuchung — Stand Marz 2014 durchgefihrt.

Zu den Teilnehmern gehorten die vier Referenzlabore, die seinerzeit an der Erstel-
lung des Konzeptpapiers (Stand Marz 2014) beteiligt waren: Institut fur Hygiene und
Offentliche Gesundheit, Universitat Bonn; IWW, Mihlheim; Hygiene-Institut des
Ruhrgebiets, Gelsenkirchen; Ruhr-Universitat Bonn.
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An dem Ringversuch nahmen insgesamt 37 interessierte Untersuchungsstellen auf
freiwilliger Basis teil. Der oben genannte Konzeptvorschlag wurde den Laboren,
nebst einem Excel-Formular fur die Auswertungen vor der Versendung der Proben
zur Verfugung gestellt. Den Laboren wurde eine zweiwdchige Frist gewahrt, die Un-
terlagen zu prifen und ggf. auftretende Fragen einzureichen. Alle eingegangenen
Fragen wurden in einem Frage/Antwortkatalog den Teilnehmern vor Versendung der
Proben zugesandt.

Proben

Die Teilnehmer erhielten pro Probe zwei 250 ml-Flaschen (Inhalt ca. 200 ml). Insge-
samt wurden jeweils zwei native, d. h. undotierte Oberflachenwasserproben und zwei
native, undotierte Klaranlagen-Ablauf Proben am 04.09.2014 versandt. Trotz unter-
schiedlicher Codierung handelte es sich sowohl bei den beiden Abwasserproben als
auch bei den beiden Oberflachenwasserproben jeweils um ein und dieselbe Probe.

Zur Gewabhrleistung, dass alle Labore tatsachlich identische Proben der jeweiligen
Wasserart erhalten haben, wurden wahrend der Abflllung Proben fir Homogenitats-
tests gezogen und fur die Bestimmung der enthaltenen Legionellen an das Konsiliar-
laboratorium fur Legionellen TU Dresden und fir die chemischen Parameter an das
Labor des LANUV gesandt.

Untersuchungsmethoden

Die Untersuchungsstellen hatten die Mdglichkeit, die versendeten Proben neben den
Konventions-Vorschlagen des Konzeptpapieres (Stand Marz 2014) zur Verwendung
der 1ISO 11731 (1998) und der DIN ES ISO 11731-2 (2008) mit weiteren Methoden
auf ihren Legionellen-Gehalt zu untersuchen. Zuséatzlich waren alle Labore aufgefor-
dert, bei positivem Legionellenbefund eine weitergehende Serotypisierung gemaf
der Anforderungen der ISO CD 11731 (1998) durchzuftuhren und in den Ergebnissen
als ,L. non pneumophila®, ,L. pneumophila SG 1“ und/ oder ,L. pneumophila SG 2-
14 zu vermerken.

Einteilung der Proben

Die Labore sollten, bei Untersuchung der Proben gemaR des Konzeptpapieres
(Stand Marz 2014) eine Einteilung der Proben entsprechend den Vorgaben des Pa-
pieres erstellen. Das Konzeptpapier (Stand Marz 2014) sieht im Gegensatz zu der im
Anhang | in Abschnitt All.ll dieses Berichtes stehenden Version vom Februar 2015
noch eine grofRere Auswahl fir Abwasser- und Oberflachenwasser-Proben folgender
Beschreibungen vor:

.Klares (Ab-)Wasser ohne sichtbare Partikel, geringe bis mafRige Begleitflora
zu erwarten”
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Fazit

.Klares (Ab-)Wasser mit Partikeln, gefarbtes Ab/Wasser, kein KA Ablauf/ Zu-
lauf, geringe bis maRige Begleitflora zu erwarten®

,KA Zulauf oder andere (Ab-)Wasser mit hoher zu erwartender Begleitflora“
,KA Ablauf oder andere (Ab-)Wasser mit maRiger bis hoher zu erwartender
Begleitflora (noch auswertbar)*

35 Labore gaben teils unvollstandige Ergebnisse ab. Nach Auswertung der Daten
kénnen folgende Resultate festgehalten werden:

Die Homogenitat der Proben bei der Abflllung war gewébhrleistet.
Die Ergebnisse der 4 Referenzlabore waren vergleichbar.
Viele Labore verfligen nicht tGber ausreichende Kenntnisse im Bereich von
Umweltproben (Stichwort: Begleitflora).
Eine Akkreditierung bzw. andere Nachweise Uber Erfahrungen bei der Trink-
wasseruntersuchung (z. B. erfolgreiche Teilnahme an Trinkwasserringversu-
chen etc.) gentigen nicht als Voraussetzung fur die Untersuchung von Ober-
flachenwasser, Abwasser, Kiihlwasser o.a.
Das LANUV NRW schlagt hierzu die Durchfihrung von Ringversuchen zur
Untersuchung von Abwasser, Oberflachenwasser und Kihlwasser auf Legio-
nellen und ggf. Gesamtkeimzahlen vor. Diese sollen auf Basis der Laborkon-
ventionen zur Untersuchung auf Legionellen, Stand Februar 2015, durch-
gefuhrt werden. Teilnehmer, die diese Ringversuche zukulnftig erfolgreich ab-
solvieren, sollen in einer vom Land gefuihrten Liste aufgenommen werden, mit
der sie ihre Erfahrungen im Umgang mit Umweltproben — bei der Unter-
suchung auf Legionellen — potentiellen Auftraggebern vorlegen kénnen. Eine
wenngleich erfolgreiche Teilnahme an diesen Ringversuchen bedingt aber
keinen Nachweis bzw. keine Listung hinsichtlich der Eignung zur Untersu-
chung von Trinkwasserproben (nach § 15(4) TrinkwV). Diese miissen geson-
dert erworben werden.
Das Konzeptpapier, Stand Marz 2014, anhand dessen die vier genannten Re-
ferenzlabore weit tGber 3.000 Proben im Jahr 2014 erfolgreich und vergleich-
bar untersucht haben, wurde hinsichtlich der Einteilung der Proben zur weiter-
gehenden Probenvorbereitung und Untersuchung vereinfacht. Statt der ein-
gangs genannten vier Klassifizierungen wassriger Ab-/Wasserproben wird es
kinftig nur zwei Unterscheidungen geben (Stand Februar 2015):

o Abwasser oder Oberflachenwasser: klar, ungefarbt, ohne sichtbare Par-

tikel

o Abwasser oder Oberflachenwasser: getriibt und /oder sichtbare Partikel
Zum Zeitpunkt der Erstellung des Konzeptpapiers, Stand Marz 2014, lagen
dem LANUV NRW ausschlie3lich Erfahrungen mit Abwasser und Ober-
flachenwasserproben als wassrige Umweltproben vor. Das Labor-Konzept-
papier, Stand Februar 2015, wird um eine weitere Klassifizierung erganzt, da
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im Laufe des Jahres 2014 ausreichend amtlich gezogene Proben dieser Ein-
teilung untersucht werden konnten, um Konventionsvorschlage hierzu abzu-
stimmen:
o Kihlwasser und andere Prozesswasser

e Im Konzeptpapier zu den Laboruntersuchungen auf Legionellen, Stand Feb-
ruar 2015, werden die vereinbarten Probenvorbereitungs- und Untersu-
chungsschritte unter Bertcksichtigung der ISO CD 11731, flr jeden verstand-
lich und konkreter formuliert, um Missverstandnissen aufgrund mangelnder Er-
fahrung vorzubeugen. Hierbei erheben die Formulierungen jedoch nicht den
Anspruch einer Standardarbeitsanweisung (Details sind den Ausfiihrungen im
Anhang | Abschnitt All.lIl zu entnehmen).

N&here Informationen zum Ringversuch konnen direkt beim LANUV angefordert
werden.

4.6 Ergebnisse Sondermessprogramme Klidranlagen

Zu den offenen Fragen im Zusammenhang mit dem Legionelloseausbruch 2013 in
Warstein gehorte auch die Frage, ob bei weiteren Klaranlagen ein besonderes Risiko
fur die Vermehrung von Legionellen besteht. Das Ministerium fur Klimaschutz, Um-
welt, Landwirtschaft, Natur- und Verbraucherschutz des Landes Nordrhein-Westfalen
(MKULNYV) hatte deshalb zeitnah eine erste landesweite Sondertberprifung bau-
technisch gleicher oder &hnlicher Klaranlagen wie in Warstein veranlasst. Das LA-
NUV hat hierzu 30 Klaranlagen in NRW in den Monaten September bis November
2013 amtlich beprobt.

Als Ergebnis dieser Sonderprifung kann festgehalten werden, dass in 186 amtlich
entnommenen Klaranlagenproben 27 positive Legionellenbefunde festgestellt wor-
den sind. Betroffen waren dabei 13 der 30 untersuchten Klaranlagen.

Acht dieser Befunde bezogen sich auf Proben aus dem Ablauf der Klaranlage. Hier-
bei waren die nachgewiesenen Legionellen-Konzentrationen in finf Proben < 1.000
KBE/100 ml; die anderen Befunde lagen bei 1.700, 2.000 und 59.000 KBE/100 ml.
Bei einer Nachuntersuchung der letztgenannten Anlage wurde fur die Ablaufprobe
ein Befund von <200 KBE/100 ml erhoben. Die Proben aus dem Gewasser unter-
halb der letztgenannten Klaranlage ergaben bei der ersten Untersuchung eine Legi-
onellen-Konzentration von 15.000 KBE/100 ml und bei der Nachuntersuchung von
200 KBE/100 ml.

Die restlichen positiven Befunde der Klaranlagenproben waren fir Proben aus den
verschiedenen Behandlungsstufen nachgewiesen worden. Die hoéchsten Befunde,
von 10.000 — 2.650.000 KBE/100 ml, hatten dabei die Untersuchung der Proben aus
den Belebungsbecken ergeben. Allerdings sind diese Ergebnisse, aufgrund der
Problematik der in den Proben umfangreich enthaltenen Begleitflora und der daher
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erforderlichen Verdiinnung der Proben mit anschlieRender Hochrechnung der Legio-
nellennachweise, mit grof3er Unsicherheit behaftet. Aus diesem Grund und da fir
eine Risikobeurteilung zunachst einmal die Legionellen-Konzentration am Ablauf der
Anlagen relevant ist, wurden im Rahmen der zweiten landesweiten Sonderprifung
hauptséchlich Klaranlagenablaufe beprobt.

Erganzend zu den Klaranlagen wurden auch die jeweiligen Vorfluter beprobt. In den
83 amtlich entnommenen Gewasserproben waren 11 positive Legionellenbefunde
festgestellt worden. Diese lagen, bis auf die bereits oben genannte Ausnahme von
15.000 KBE/100 ml, im Bereich von 100 — 400 KBE/100 ml.

Neben der amtlichen Beprobung von September bis November 2013 hatte teilweise
eine freiwillige Selbstiberwachung durch die Klaranlagenbetreiber stattgefunden. An
diese wurde die Bitte ausgesprochen, die gewonnenen Daten zur Verfiigung zu stel-
len. 94 Klaranlagenbetreiber hatten die Daten zur Verfigung gestellt. Bei 69 Klaran-
lagen konnten keine Legionellen nachgewiesen werden. Bei 25 Anlagen wurden Le-
gionellen-Konzentrationen oberhalb der Nachweisgrenze erhalten.

Auf Basis der neuen Erkenntnisse aus den o. g. Untersuchungen wurde eine zweite
landesweite Sonderpriufung kommunaler Klaranlagen und Anlagen industrieller
Direkt- und Indirekteinleiter mit einem mutmalflichen Potential fur eine starke Ver-
mehrung von Legionellen durch das MKULNV im August 2014 veranlasst.

Als Risikoanlagen wurden solche angesehen, die Legionellen wachstumsbegunsti-
gende Bedingungen aufgrund erhdhter Temperaturen von = 23 °C in Kombination mit
nahrstoffreichen Substraten mit hohen Proteingehalten bieten. Es wurden daher fir
das genannte Messprogramm insbesondere Anlagen ausgewahlt, welche Abwasser
aus den in den folgenden Anhangen der Abwasserverordnung bestimmten Her-
kunftsbereichen behandeln:

— Anhang 3 Milchverarbeitung

— Anhang 4 Olsaatenaufbereitung, Speisefett- und Speiseolraffination

— Anhang 10 Fleischwirtschaft

— Anhang 11 Brauereien

— Anhang 12 Herstellung von Alkohol und alkoholischen Getranken

— Anhang 15 Herstellung von Hautleim, Gelatine und Knochenleim

— Anhang 18 Zuckerherstellung

— Anhang 22 Chemische Industrie

— Anhang 28 Herstellung von Papier und Pappe

Kommunale Klaranlagen

In Proben von funf der siebzehn kommunalen Klaranlagen (ca. 30 % der Anlagen),
die fur diese zweite Sonderprifung untersucht wurden, wurden Legionellen nachge-
wiesen. Die maximalen Legionellen-Konzentrationen in koloniebildenden Einheiten
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pro 100 Milliliter (KBE/100 ml) in den Proben der Klaranlagenablaufe waren dabei
wie folgt: 100 (L. spec), 2.000 (L. spec), 7.000 (Sg 2-14), 9.200 (L. spec) und 14.000
(Sg 2-14).

Nachuntersuchungen wurden fur die beiden letztgenannten Klaranlagenablaufe vor-
genommen. Diese ergaben geringere Konzentrationen von 2.800 (L. non-
pneumophila) und 100 (Sg 2-14) KBE/100 ml bzw. einen Wert unterhalb der Nach-
weisgrenze (< 100 KBE/100 ml).

Relevante industrielle Direkteinleiter

Bei den industriellen Direkteinleitern wurde in vier Proben der zehn beprobten Anla-
gen (40 % der Anlagen) Legionellen nachgewiesen. Es handelte sich hierbei um
Proben der Klaranlagenablaufe jeweils eines Betriebes

- der Fleischwirtschatft,

- eines Papierherstellers,

- eines Chemiebetriebes und
- einer Brauerei.

Die maximalen Legionellen-Konzentrationen in KBE/100 ml in den Proben lagen bei
2.500 (L. spec), 33.000 (L.non-pneumophila), 52.200 (Sg 2-14 und L. non-
pneumophila) und 290.000 (L. spec). Nachuntersuchungen der drei letztgenannten
Klaranlagenablaufe ergaben 800 (L. spec) bzw. < 100 KBE/100 ml.

Relevante industrielle Indirekteinleiter

Die Untersuchung der Proben der industriellen Indirekteinleiter erbrachte fir zwei der
neun untersuchten Anlagen (ca. 22 % der Anlagen) einen Legionellen-Nachweis mit
maximalen Konzentrationen von 30.000 (Sg 1) bzw. 180.000 KBE/100 ml. Es handel-
te sich hierbei um

- den Ablauf eines Bioreaktors eines Betriebs der Milchverarbeitung und um
- den Ablauf einer Abwasserbehandlung einer Brauerei.

In Nachuntersuchungen wurde fir den Ablauf der Brauerei ein Wert von 10.000
(L. spec) KBE/100 ml und zwei Befunde unter der Nachweisgrenze (< 100.000 bzw.
< 1.000 KBE/100 ml) ermittelt. Die Nachuntersuchung beim genannten milchverar-
beitenden Betrieb ergab den Befund < 10.000 KBE/100 ml. Bei Befunden mit solch
hohen Nachweisgrenzen sollten die Anlagen weiter Gberprift werden, da ein Vor-
handensein von Legionellen in entsprechend hohen Konzentrationen in diesen Pro-
ben nicht auszuschliel3en ist.

Insgesamt wurden in der zweiten Sonderprifung in 15 der 57 untersuchten Proben
(= 26 % der Proben) Legionellen nachgewiesen. Wenngleich die Befunde in Nach-
untersuchungen meist nicht bestétigt wurden, so zeigt sich dennoch, dass die 6kolo-
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gische Voraussetzung fur eine Vermehrung von Legionellen in den Anlagen mit Posi-
tiv-Befunden gegeben ist. Eine weitere Beobachtung dieser Anlagen scheint gebo-
ten.

Die Einschéatzung, dass Anlagen, welche Abwasser aus der Milchverarbeitung, der
Fleischwirtschaft, aus Brauereien, aus bestimmten Bereichen der chemischen Indust-
rie bzw. aus der Papierherstellung behandeln, Risikoanlagen hinsichtlich einer star-
ken Legionellen-Vermehrung darstellen, scheint demnach gerechtfertigt.

5 Bewertung von Legionellen-Befunden in Gewdssern

5.1 Allgemeine Uberlegungen

Legionellen sind ubiquitar in Gewassern Ublicherweise in geringen, hygienisch nicht
relevanten Konzentrationen kulturell nachweisbar. Unter besonderen Bedingungen
(z.B. warme Quellen, bestimmte Abwasser- und Kihlwassereinleitungen) konnen
hygienisch relevante Konzentrationen auftreten.

Der Gewasserbelastung kommt aber nur dann Bedeutung zu, wenn hieraus direkt
bzw. indirekt durch Entnahme fir technische Systeme eine Aerosolbildung resultie-
ren kann.

Die Bewertung von Legionellenkonzentrationen im Gewasser kann in Analogie zur
Bewertung von Legionellen im Trinkwasser vorgenommen werden. Fur Trinkwasser
ist im Kontext mit Legionellen ein sog. ,technischer Malinahmenwert“ eingefiihrt wor-
den, der eine Synthese aus Charakterisierung des Zustandes eines technischen Sys-
tems (z. B. Trinkwasserinstallation) und Gesundheitsrisiko darstellt. Da es sich bei
Legionellen nicht um obligat pathogene Erreger handelt, die bei jedem Menschen bei
fehlender Immunitét eine Erkrankung auslésen, sondern um fakultativ pathogene Er-
reger, die eine Disposition voraussetzen, welche nur bedingt zu regulieren ist, wurde
nicht der Begriff ,Grenzwert®, sondern ,technischer Malinahmenwert® gewahlt.

In Deutschland gilt gemaf Trinkwasserverordnung als technischer Mal3nahmenwert
eine Konzentration von 100 KBE/100 ml. Wird diese Konzentration Uberschritten, gibt
es Empfehlungen fir abgestufte Malinahmen.

Wahrend fur Kihlwasser in Verdunstungskihlanlagen Empfehlungen fur Legionel-
lenkonzentrationen existieren (VDI 6022, bzw. VDI 2047 Blatt 2), gibt es derzeit keine
weitergehenden Empfehlungen fiir Gewasser. Uberlegungen zur Etablierung von
Gewasserrichtwerten (technische MalRnahmenwerte) fur Legionellen sind internatio-
nal neu und bislang auch in einschlagigen Regelwerken einschlief3lich der WHO-
Monografie ,Prevention of Legionellosis® nicht diskutiert.

Die Uberlegungen hierzu ergaben sich aufgrund der neuen Erkenntnisse im Kontext
mit dem Ausbruchsgeschehen in Warstein. Hier wurde deutlich, dass durch Verwen-
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dung von Flusswasser mit hohen Legionellenkonzentrationen zum Betrieb von Ver-
dunstungskuhlanlagen ohne Desinfektion eine Mitverursachung des Legionellose-
Ausbruches von Warstein anzunehmen war.

International gibt es unterschiedliche Auffassungen Uber die zu regulierenden Legio-
nellen Spezies. In Deutschland wird im Gegensatz zu einer Reihe anderer Lander,
wie z. B. Frankreich und GroR3britannien, die Konzentration von Legionellen ohne
Differenzierung von Art und Serogruppe angegeben. Durchaus kann mit dem Para-
meter Legionellen das Legionellenwachstumspotential in technischen Systemen und
auch die Wirksamkeit von Kontrollimalinahmen allgemein bestimmt werden.

Im Kontext mit Verdunstungskiihlanlagen assoziierten Legionellose-Ausbriichen sind
bislang nur Legionella pneumophila und hier insbesondere Legionella pneumophila
Serogruppe 1 (Mab 3-1 positiv) beschrieben worden.

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch andere Legionellenarten und Se-
rovarietaten von Bedeutung sind.

Fur die weitergehende Beurteilung eines Gesundheitsrisikos eignet sich jedoch in
erster Linie die Bestimmung von Legionella pneumophila (insbesondere Serogruppe
1). Die Bedeutung anderer Serogruppen von Legionella pneumophila muss nach
dem Ausbruch von Jilich neu diskutiert werden.

5.2 Empfehlungen zu technischen Mafd3nahmenwerten fiir Gewasser

Im Folgenden werden drei Fallkonstellationen zur Entnahme / Verwendung aus Ge-
wassern unterschieden, naher erlautert und bewertet:

- Badegewasser mit aerosolbildenden Attraktionen oder Gewasser mit Aerosol-
bildung

- Gewasser mit Entnahmen fur Verdunstungskihlanlagen oder andere Zwecke
mit Aerosolbildung

- Gewasser mit Nachweis eines Legionellen-Epidemiestammes im Kontext mit
einem Legionellose-Ausbruch und Nutzungen mit Aerosolbildung

Allgemein qilt, dass Gewasser - anders als technische Systeme wie Trinkwasserin-
stallationssysteme oder Verdunstungskuhlanlagen - nicht technisch mittels Desin-
fektion behandelt werden sollen und missen.

Wenn erhohte Legionellenkonzentrationen auftreten, miussen die Ursachen identifi-
ziert und MalRnahmen ergriffen werden.
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5.2.1 Badegewasser mit aerosolbildenden Attraktionen oder Gewasser mit
Aerosolbildung

Badegewdasser mit aerosolbildenden Attraktionen mussen durch den Betreiber auf
Legionellen untersucht werden. Bei Gewéssern mit naturlicher sehr starker Aerosol-
bildung und Publikumsverkehr sollten Untersuchungen auf Legionellen mit entspre-
chender Risikoabschatzung durch den Betreiber erfolgen. Im Allgemeinen unterlie-
gen diese Arten von Anlagen nicht den behérdlichen Kontrollen auf Legionellen.

Fur diese Art von Gewassern werden nachfolgende MalRnahmenwerte empfohlen:

< 100 KBE Legionellen/100 ml: Kein Handlungsbedarf
100 bis < 1.000 KBE Legionellen/100 ml: weitere Untersuchungen

1.000 bis < 10.000 KBE Legionellen/100 ml: MalRnahmen zur Legionellenminimie-
rung prufen und weitergehende Untersuchungen

2 10.000 KBE Legionellen/100 ml: MafRnahmen zur Gefahrenabwehr, Nutzungs-
verbote prufen z.B. Abstellen von aerosolbildenden Systemen oder Malinahmen zur
Expositionsvermeidung

5.2.2 Gewasser mit Entnahmen

Betreiber von Verdunstungskihlanlagen missen ihr Fullwasser und ihr Ruckkuhl-
wasser nunmehr u. a. entsprechend VDI 2047 Blatt 2 auf Legionellen untersuchen
lassen.

Das Gleiche gilt ebenfalls fir die Verwendung von anderen technischen Systemen
mit Aerosolbildung (z. B. fur Kihlzwecke bei Schleifmaschinen oder fir Feldbewas-
serung).

Folgende Empfehlungen werden gegeben:

Die Leitungen vom Gewasser zur Verdunstungskihlanlage bzw. anderen Anlagen
mit Aerosolbildung missen so ausgefihrt werden, dass sie gereinigt werden kdnnen
und vollstandig desinfizierbar sind.

Es sollte eine Untersuchung auf Legionella Spezies ohne weitere Differenzierung
erfolgen. Folgende MalRnahmenwerte flir Entnahmen aus dem Gewasser werden fur
Verdunstungskihlanlagen — und entsprechend fiir andere aerosolbildende tech-
nische Systeme (z. B. Feldbewasserung) — empfohlen:
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<100 KBE Legionellen/100 ml: Keine weitergehenden Malinahmen. Das Wasser
kann z. B. fur Verdunstungskihlanlagen verwendet werden.

100 bis <1.000 KBE Legionellen/100 ml: Wiederholung der Untersuchung und bei
Bestatigung des Ergebnisses Aufbereitung des Rohwassers ggf. unter Zugabe eines
chemischen Desinfektionsmittels oder UV-Desinfektion

1.000 bis < 10.000 KBE Legionellen/100 ml:

— zwingende Desinfektion vor Beflllung

— Prifung, inwieweit eine alternative Quelle verwendet werden kann

— Wiederholung der Untersuchung mit Bestimmung der Serogruppe

— Meldung an die zustandige Behorde

— Weitergehende Abklarung seitens der Behorde, ob Gewasser in anderen Berei-
chen kontaminiert sind (z. B. Badegewasser siehe Kapitel 5.2.1)

— Einholung einer hygienisch-medizinischen Bewertung.

— Ursachenabklarung fiir erhéhte Konzentrationen

2 10.000 KBE Legionellen/100 ml: Entnahmeverbot

5.2.3 Systeme mit Aerosolbildung aus einem Gewasser mit nachgewiesenem
Epidemiestamm im Kontext zu einem Ausbruch

In einem derartigen Fall liegt der Beweis vor, dass ein Gewassersystem mit einem
Legionellen-Epidemiestamm im Kontext mit einem Legionellose-Ausbruch mit bewie-
sener erhohter Virulenz kontaminiert ist. Daher werden in diesem Fall strengere
Malnahmenwerte empfohlen. Das Bewertungssystem fur eine Entnahme beginnt mit
< 10 KBE Legionellen des Epidemiestamms/100 ml.

Die zustandige Behorde fuhrt eine Gefahrdungsbeurteilung durch und legt die hierauf
basierenden MalRhahmen und Messstellen fest.

Das Gewassersystem soll monatlich an ausgewéhlten Entnahmepunkten auf die Le-
gionellenkontamination mit Bestimmung / Ausschluss des Epidemiestamms unter-
sucht werden. In jedem Fall muss oberhalb der festgestellten Gewasserbelastung
nach Punktquellen fir den Eintrag des Epidemiestammes in das Gewasser gefahn-
det werden. Punktquellen missen unter Kontrolle gebracht werden.

Fur die Verwendung / Entnahme fur technische Systeme mit Aerosolbildung aus ei-
nem Gewasser mit nachgewiesenem Epidemiestamm werden folgende Malinahmen
empfohlen:
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< 10 KBE Legionellen des Epidemiestamms/100 ml: Keine weiteren Malinahmen

10 bis < 100 KBE Legionellen des Epidemiestamms/100 ml: Verwendung grund-
satzlich nur mit Zusatz von Desinfektionsmitteln, die fur Verdunstungskihlanlagen
zugelassen sind; monatliche Kontrolle durch den Betreiber der jeweiligen Anlage

100 bis < 1.000 KBE Legionellen des Epidemiestamms/100 ml: Verwendung nur
nach Desinfektion und geprufter Biozidbehandlung plus monatlicher Kontrolle; Keine
Verwendung als Beregnungswasser

2 1.000 KBE Legionellen des Epidemiestamms/100 ml: Entnahmeverbot

5.2.4 Aufhebung von Entnahmeverboten

Gewdsser ohne Nachweis eines Epidemiestammes

Zur Aufhebung des Entnahmeverbotes sind bei drei aufeinander folgenden Messun-
gen im Mindestabstand von einer Woche Uber einen Zeitraum von einem Monat
Konzentrationen von < 10.000 KBE Legionellen/100 ml nachzuweisen. Es missen
die Kriterien nach Kapitel 5.2.2 beachtet werden.

Ziel sollte sein, die Konzentrationen auf < 100 KBE Legionellen/100 ml abzusenken.
Zusatzlich sollte sichergestellt sein, dass im Oberlauf des Gewassers Punktquellen
fur eine Gewasserbelastung mit Legionellen unter Kontrolle gebracht sind.

Gewdsser mit friiherem Nachweis eines Epidemiestammes im Kontext zu einem Aus-
bruch

Zur Aufhebung des Entnahmeverbotes ist bei Entnahme flr Wasser mit potentieller
Aerosolbildung nachzuweisen, dass bei drei aufeinander folgenden Messungen im
Mindestabstand von einer Woche Uber einen Zeitraum von einem Monat Konzentra-
tionen von <100 KBE Legionellen des Epidemiestammes/100 ml bzw. < 1.000
KBE Legionellen des Epidemiestammes/100 ml (je nach Verwendungszweck) ein-
gehalten werden. Es mussen die Kriterien nach Kapitel 5.2.3 beachtet werden.

Ziel sollte sein, die Konzentrationen auf <10 KBE Legionellen des Epidemiestam-
mes/100 ml abzusenken. Zusatzlich sollte sichergestellt sein, dass im Oberlauf des
Gewassers Punktquellen fiir eine Gewasserbelastung mit Legionellen unter Kontrolle
gebracht sind.
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6 Risikopotentiale, Bewertung und Kontrolle von Legionellen bei
Abwasserbehandlungsanlagen

6.1 Epidemiologie

Das Risiko einer Legionelleninfektion durch Aerosole in der Umgebungsluft von mit
Legionellen belasteten Abwasserbehandlungsanlagen (Klaranlagen) wurde nur in
wenigen Publikationen beschrieben und dokumentiert:

— Falle von sporadischen Legionellosen oder kleineren Ausbriichen bei dem
Klaranlagenpersonal,

— Ausbriuche von Pontiac-Fieber in der Bevdlkerung, die im Umfeld einer Klaran-
lage leben.

Zusatzlich gibt es Untersuchungen, die zeigen, dass Verdunstungskihlanlagen durch
legionellenhaltige Aerosole aus abwassertechnischen Anlagen Uber den Luftpfad
oder durch legionellenhaltiges Abwasser lber den Wasserpfad kontaminiert werden
kénnen:

— Ein Legionellose-Ausbruch in Pas-de-Calais 2003/2004 bei der Bevélkerung in
der Umgebung eines belufteten Abwasserteiches im Zusammenhang mit un-
mittelbar benachbarten Verdunstungskihlanlagen.

— Bei dem Legionellose-Ausbruch in Warstein konnten in Vorreinigungsbecken
einer Brauerei Legionellen des Epidemiestammes in hohen Konzentrationen
nachgewiesen werden. Die Vorreinigungsbecken befanden sich in einer Ent-
fernung von 250-300 m zu einer Verdunstungskuhlanlage der Brauerei, in
welcher der Epidemiestamm ebenfalls nachgewiesen wurde. Es wird fur wahr-
scheinlich gehalten, dass die Legionellen des Epidemiestammes aus den Vor-
reinigungsbecken durch Verdriftung und Ansaugen in die Verdunstungskuhi-
anlage gelangt sind. Des Weiteren war das Flusswasser der Wester (im Ober-
lauf Waster genannt) durch die Einleitung von Abwasser mit hohen Konzentra-
tionen an Legionellen kontaminiert worden, welches wiederum als Rohwasser
fur Verdunstungskihlanlagen diente.

6.2 Qualitative Risikobewertung/ Risikopotentiale

Abwasseruntersuchungen

Die infektionshygienischen Anforderungen an Abwasser sind im § 41 des Infektions-
schutzgesetzes geregelt. Hierin heil3t es:
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8§ 41 Abwasser

(1) Die Abwasserbeseitigungspflichtigen haben darauf hinzuwirken, dass Abwasser
so beseitigt wird, dass Gefahren fir die menschliche Gesundheit durch Krankheitser-
reger nicht entstehen. Einrichtungen zur Beseitigung des in Satz 1 genannten Ab-
wassers unterliegen der infektionshygienischen Uberwachung durch die zustandige
Behdrde.

Die Betreiber von Einrichtungen nach Satz 2 sind verpflichtet, den Beauftragten der
zustandigen Behotrde Grundstucke, Rdume, Anlagen und Einrichtungen zuganglich
zu machen und auf Verlangen Auskunft zu erteilen, soweit dies zur Uberwachung
erforderlich ist.

Das Grundrecht der Unverletzlichkeit der Wohnung (Artikel 13 Abs. 1 Grundgesetz)
wird insoweit eingeschrankt. 8 16 Abs. 1 bis 3 findet Anwendung.

(2) Die Landesregierungen werden ermachtigt, beziglich des Abwassers durch

Rechtsverordnung entsprechende Gebote und Verbote zur Verhitung tbertragbarer
Krankheiten zu erlassen. Die Landesregierungen kénnen die Ermachtigung durch
Rechtsverordnung auf andere Stellen Gbertragen. Das Grundrecht der Unverletzlich-
keit der Wohnung (Artikel 13 Abs. 1 Grundgesetz) kann insoweit eingeschrankt wer-
den.

Nach derzeitigem Kenntnisstand wird davon ausgegangen, dass nur bestimmte Klar-
anlagen ein relevantes Legionellenpotential aufweisen. Hierzu z&ahlen solche Klar-
anlagen, die Abwassertemperaturen von = 23 °C und im Zulauf Substrate fur eine
Beglnstigung des Legionellenwachstums, u. a. hohe Proteingehalte, aufweisen.
Derzeit kbnnen Abwasser und Abwasserinhaltsstoffe aus Brauereien, zellulose-,
holz- oder papierverarbeitenden Betrieben, der Milchverarbeitung aber auch Abwas-
ser aus der chemischen Industrie und der Olverarbeitung mit einem Wachstum von
Legionellen in Verbindung gebracht werden.

Fur die Abwasserverordnung kénnen vorlaufig folgende Anhange benannt werden,
bei denen positive Bedingungen fur ein Legionellenwachstum auftreten kénnen und
erhohte Legionellenkonzentrationen bereits gefunden wurden:

— Anhang 3: Milchverarbeitung

— Anhang 10: Fleischverarbeitung;

— Anhang 11: Brauereien;

— Anhang 18: Zuckerherstellung;

— Anhang 19: Zellstoffindustrie

— Anhang 22: Chemie

— Anhang 28: Herstellung von Papier und Pappe.
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Von der seit Januar 2012 in Kraft getretenen Industrieemissionsrichtlinie (Directive on
Industrial Emissions, IED, 2010/75/EU), kénnen nach Einschatzung der Experten-
kommission Anlagen entsprechend folgenden BVT-Merkblatter (englisches Kiirzel:
BREF), als relevant fur das Vorkommen von Legionellen eingestuft werden:

)] Food, Drink and Milk;

i) Pulp and Paper;

iii) Slaughterhouses and Animal Byproducts;
iv) Wood and Wood Products.

Klaranlagen (Betriebsklaranlagen und kommunale Anlagen), die derartige Abwasser
verarbeiten, sollten das geklarte Abwasser (Klaranlagenablauf) auf Legionellen un-
tersuchen bzw. untersuchen lassen.

Erstmals wird eine quartalsweise Probennahme und Untersuchung empfohlen (als
Selbstiberwachungsparameter). Sofern keine Befunde vorliegen, sollte im Weiteren
mindestens 1 x jahrlich eine Analyse durchgefihrt werden.

Dabei soll zunachst die Konzentration an Legionella spp. und bei hohen Konzen-
trationen auch die Konzentration von Legionella pneumophila und die Serogruppen
bestimmt werden.

Die nachfolgenden Empfehlungen fir MaRnahmenwerte im Ablauf der Anlagen gel-
ten als Vorsorgemalinahme fir den Fall, dass das Flusswasser nach der Einleitung
fur Ruckkuhlzwecke oder Bewasserungszwecke mit Aerosolbildung verwendet wer-
den kénnte.

Empfehlungen flr technische MaRnahmenwerte im Ablauf:

< 1.000 KBE Legionellen/100 ml: Kein Handlungsbedarf

2 1.000 bis < 10.000 KBE Legionellen/100 ml: Information der Betreiber und Nutzer
sowie Bestimmung der Spezies und Serogruppe; es muss eine weitergehende Un-
tersuchung der einzelnen Aufbereitungsstufen innerhalb der Klaranlage sowie der
Zuflusse zur Klaranlage durchgefiihrt werden

2 10.000 KBE Legionellen/100 ml: MaRnahmen zur Minderung und Uberprifung der
Konzentration im Gewasser, ggf. Enthahmeverbot siehe Kapitel 5.2

6.3 Kontrolle

Bei Anlagen, bei denen im Ablauf hohe Legionellenkonzentrationen = 10.000

KBE/100 ml festgestellt werden, missen MalRhahmen getroffen werden. Diese Mal3-

nahmen betreffen sowohl den Ablauf der Anlage (Kapitel 6.3.2) als auch aerosol-

emittierende Teile der Anlage (Kapitel 6.3.3). Zusatzlich sollten die Zuldufe zur Klar-
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anlage einzeln Uberpruft werden, um die Quelle flr potentielle Eintrage zu ermitteln.
Eine Abreicherung (Reduktion) der Legionellen in der Anlage selbst ist ohne Ande-
rung der Betriebsparameter unter Beibehaltung der Reinigungsleistung nicht moglich
(6.3.1).

6.3.1 Abreicherung von Legionellen in bestehenden Abwasserbehandlungs-
anlagen

Die Abreicherung von Legionellen in bestehenden Abwasserbehandlungsanlagen

haben sich nur als bedingt durchfihrbar und in den meisten Fallen als unwirksam

erwiesen. Der Grund fur diese Probleme liegt einerseits in den Wachstumsbedingun-

gen von Legionellen und andererseits in der von biologischen Anlagen erwarteten

Reinigungsleistung durch Bakterien zur Kohlenstoff-, Stickstoff- und Phosphorelimi-
nation begrundet.

- Die Wachstumsbedingungen von Legionellen unterscheiden sich zwischen den

Arten. Legionella pneumophila zeigt ein starkes Wachstum bei Temperaturen
oberhalb von 22 °C wahrend fur andere Legionellen-Spezies auch ein Wachs-
tum in kalteren Temperaturbereichen beobachtet wurde. Unter optimalen La-
borbedingungen mit Temperaturen von 35 °C und proteinreichem Substrat
konnten Wachstumsraten fur L. pneumophila von ca. 1,6 bis zu 3,85 pro Tag
gemessen (Rosenwinkel, K-H; Nogueira, R. et. al. 2015) werden.
Neben der Temperatur ist das Substrat entscheidend fur das Wachstum von
Legionellen; hier haben sich proteinreiche Substrate — wie z. B. Hefekonzentrat
— als sehr fordernd fur das Wachstum von Legionellen erwiesen. Eine weitere
Verifizierung der substratspezifischen Einflisse muss noch erfolgen.

- Eine Abreicherung im bestehenden System einer biologischen Klaranlage unter
Einhaltung der Reinigungsleistung — insbesondere fir die Stickstoffelimination -
ist ohne gravierende Verédnderungen kaum moglich.

o Die Absenkung der Temperatur auf Werte < 20 °C ist insbesondere bei
Industrieanlagen héaufig unter Bertcksichtigung energetischer und 6ko-
logischer Bewertung nicht durchfihrbar.

o Eine Verringerung der Zufuhr proteinreicher Substrate sollte gepruft wer-
den. Hier kann auch die eventuelle Vorschaltung einer anaeroben Vor-
behandlungsstufe bei Industriebetrieben Vorteile bieten. Dieser Punkt
muss in Bezug auf die verbleibende Substratzusammensetzung und de-
ren Wirkung auf das Legionellenwachstum néher tGberprift werden.

o Eine Absenkung des Schlammalters bis auf den Auswaschpunkt der Le-
gionellen gelingt nicht, da die Wachstumsrate der Legionellen unter opti-
malen Randbedingungen wesentlich hdher ist als die der Nitrifikanten,
die zur Aufrechterhaltung einer Stickstoffelimination bend6tigt werden.

o Der Einsatz von Ultraschall im Rucklaufschlamm zur Bekampfung von
Amoben und damit der ,Wirtsorganismen® fur Legionellen fuhrt nicht zum
Erfolg, da Legionellen davon nicht beeintrachtigt werden und trophozoite
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Amdben nach der Behandlung eine schnelle Wiederbesiedlung auf-
zeigen.

o Chemische Desinfektionsverfahren stellen keine Option zur Verminde-
rung der Legionellen in bestehenden biologischen Abwasserbehand-
lungsanlagen dar, wenn die Reinigungsleistung der Anlagen beibehalten
werden soll. Der Einsatz von Mikrosilber, Chlordioxid, Ozon, Peroxid so-
wie pH-Wert-Anderungen waren nicht in der Lage die Legionellenkon-
zentration in den Reaktoren dauerhaft zu verringern, ohne die biolo-
gische Stufe nachhaltig zu schadigen.

Zusammenfassend muss festgestellt werden, dass alle Versuche zur Abreicherung
der Legionellenkonzentration in Belebungsbecken im Betrieb sich als nicht durch-
fuhrbar erwiesen haben, wenn entsprechende Risikofaktoren, wie die Abwasserzu-
sammensetzung mit hohem Industrieanteil, eine hohe Temperatur (= 23 °C, teilweise
37-43 °C) und hohe Konzentrationen von verwertbaren organischen Substanzen -
vorzugsweise Proteinen - vorhanden sind.

6.3.2 Behandlung von Ablaufen bestehender Anlagen zur Verminderung
von Legionellen

Fur die Behandlung von Ablaufen bestehender Klaranlagen mit erhdhten Legionel-
lenkonzentrationen hat sich der Einsatz von ultraviolettem Licht mit einer Wellenlan-
ge von 254 nm als wirksam erwiesen. Voraussetzung fur die Effizienz einer solchen
Anlage ist die weitgehende Feststoffabtrennung vor dieser Behandlungsstufe. Alter-
nativ kann der Einsatz von Mikrofiltrationsanlagen zur Behandlung der Ablaufe oder
auch als Ersatz fur die Nachklarung in Erwagung gezogen werden. Der Einsatz von
Mikrofiltrationsanlagen in Verbindung mit biologischen Vorbehandlungsanlagen ge-
staltet sich aufgrund der geringeren Permeabilitat jedoch als schwierig. Die Verwen-
dung von Chemikalien zur Behandlung von Ablaufen ist nur unter Berlcksichtigung
der Einleitbedingungen in das nachfolgende Gewasser mit entsprechender Neutrali-
sation und Kontrolle mdglich, sollte jedoch aus Grunden der Aufsalzung und ggf.
AOX-Bildung auf Ausnahmen beschréankt werden.

6.3.3 Vermeidung von Aerosolbelastungen im direkten Umfeld der Abwas-
serbehandlungsanlagen

Wesentlicher Bestandteil einer Vermeidungsstrategie fir Legionellenbelastungen ist
die Verhinderung von Aerosolaustrag aus mit Legionellen belasteten Abwassserbe-
handlungsanlagen und auch aus Transportkanalen.

Wenn im Ablauf der Anlagen - vor einer Desinfektion - Konzentrationen von > 1.000
KBE Legionellen/100 ml festgestellt werden, muss eine Stufenkontrolle und eine Be-
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stimmung der Legionellen-Spezies erfolgen; nach einer Risikoabschatzung missen
gaf. Malinahmen zur Vermeidung von Aerosolaustrag getroffen werden.

Fur Transportkanale mit Konzentrationen von > 1.000 KBE Legionellen/100 ml im
Abwasser gelten die gleichen Vorsichtsmalinahmen.

Bei Konzentrationen im Ablauf von > 10.000 KBE Legionellen/100 ml missen Mal3-
nahmen getroffen werden. Die im Einzelfall zu ergreifenden Mal3nahmen missen in
Zusammenarbeit mit ausgewiesenen Experten festgelegt werden. Folgende praven-
tiven MalRnahmen und Anderungen im Verfahrensprozess sind moglich — zur Effekti-
vitat der Mal3nahmen besteht noch Forschungsbedarf:

Mechanische Vorreinigungsanlagen — z. B. Sieb- und Rechengeb&ude — mit Ae-
rosolentwicklung bei Reinigungsarbeiten - missen entsprechend eingehaust
werden und dtrfen fur Reinigungszwecke nur mit Mundschutz betreten werden.
Offene Transportkanale und Foérderschnecken auf den Anlagen sollten vermie-
den werden oder missen abgedeckt werden.

Belebungsbecken sollten bei der 0. g. Legionellenbelastung im Ablauf der Anla-
ge abgedeckt werden.

Fur die Beluftung sollten keine Oberflachenbellfter gewahlt werden, sondern
Anlagen mit geringer Aerosolbildung, wie z. B. feinblasige Beliftung oder ge-
tauchte Belufter.

Der zeitweise Einsatz von Reinsauerstoff zur Begasung kann den Aerosol-
austrag ebenfalls deutlich vermindern.

Kaskaden mit Turbulenzen oder Abstirzen sollten zur Aerosolvermeidung nicht
eingesetzt werden.

Offene Tropfkdorper sollten nicht betrieben werden, bei geschlossenen Tropfkor-
pern mit Umluftfihrung ist eine Abluftdesinfektion notwendig. Da sich Biofilmver-
fahren jedoch grundsatzlich fir die Anreicherung von Legionellen gut eignen,
ware hier zu prifen, ob diese Technologie bei Gefahrdung durch Legionellen
verantwortet werden kann.

In anaeroben Abwasserbehandlungsanlagen findet nach bisherigem Kenntnis-
stand offensichtlich kein Wachstum von Legionellen statt, bereits im Zulauf vor-
handene Legionellen werden jedoch nicht eliminiert. Die anaerobe Vorbehand-
lung von industriellen Abwassern mit gutem Substratpotential fur Legionellen-
wachstum sollte als eine Lésungsmoglichkeit geprift werden. Geklart werden
muss hier, ob durch den Substratabbau bei dieser Vorbehandlungsmal3nahme
ein Wachstum in nachgeschalteten aeroben Anlagen vermieden werden kann.
Schlammbehandlungsanlagen (Eindickmaschinen, Zentrifugen, Kammerfilter-
pressen, Bandfilterpressen) missen mit besonderer Vorsicht bedient werden,
wenn dort Schlamm mit Legionellen behandelt wird. Das Bedienungspersonal
darf nur mit entsprechender Sicherheitsbelehrung und mit Mundschutz arbeiten,
dies gilt besonders bei Reinigungs- und Abspritzarbeiten (z. B. mit Hochdruck-
spritzgeraten). Eine Behandlung von Schlamm mit Branntkalk hat sich als nicht
wirksam erwiesen.

Aerosolbelastete Innenbereiche belasteter Anlagen dirfen nur mit entsprechen-
dem Mundschutz (FFP 2) betreten werden.
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Transporte von legionellenbelastetem Schlamm sind entsprechend abzudecken
und vor Aerosolaustrag zu schitzen.

Bei der Verwertung oder Entsorgung von legionellenbelastetem Schlamm mus-
sen SicherheitsmalRnahmen zum Schutz der Mitarbeiter und zur Vermeidung
von Aerosolaustrag bertcksichtigt werden.

Bei Kanélen, in denen legionellenbelastetes Abwasser transportiert wird, mus-
sen die Schachtdeckel geschlossen werden, um Aerosolaustrag zu vermeiden.
Vorzugsweise sind in solchen Fallen getrennte Kanalsysteme fir Regen- und
Schmutzwasser sowie ggf. die Trennung von betrieblichem und sonstigem
Schmutzwasser zu empfehlen.

Die Abluft von Anlagenteilen, die im Zusammenhang mit MaRnahmen zur Ver-
meidung von Aerosolaustrag abgedeckt wurden, muss einer Behandlungsstufe
— z. B. Desinfektion - zugefuhrt werden. Die Wirkung von Biofiltern ist in diesem
Zusammenhang noch nicht hinreichend geklart. Es besteht noch Forschungs-
bedarf. Orientierende Luftmessungen gaben bislang keinen Hinweis auf einen
Austrag; diese sind jedoch zu gering in der Anzahl.

Fur den Schutz des Klaranlagenpersonals wird weiterhin empfohlen:

Arbeiten zur Reinigung von Oberflachen oder Ausristungsteilen sollten nur mit
Trinkwasser durchgefuhrt werden.

Reinigungsarbeiten mit Hochdruckgeraten und exponierte Arbeiten sollten nur
mit einer Atemschutzmaske verrichtet werden (FFP 2 oder FFP 3-Maske je
nach Art der Tatigkeit z. B. bei Reinigung mit Wasser/ Luftstrahlsystemen zur
Entfernung von Biofilm und Ablagerungen in Klaranlagenbecken und Abwas-
serkanalen: FFP 3).

Aus Griinden des Arbeitsschutzes mussen in Klaranlagen die Bereiche, in de-
nen hohe Konzentrationen an Aerosolen auftreten, ausgewiesen werden und
es ist

Personliche Schutzausrustung (PSA) ist vorzuhalten.

Zur Friherkennung sollten bei Anlagen mit Legionellenverdacht bestimmte Leitpara-
meter, wie z. B. CSB der organischen Trockensubstanz, Kjeldahl-Stickstoff der orga-
nischen Trockensubstanz, Aminosaurespektrum, mit in die Routineuntersuchungen
einbezogen werden. Hier besteht im Hinblick auf die Zusammenhange jedoch noch
Forschungsbedarf.

6.4

Methoden einer weitergehenden quantitativen Risikobewertung

Zur Risikobewertung werden zwei Ansatze zur Prognose eines Risikos im Rahmen
von Forschungsprojekten durchgefuhrt:

Verwendung eines mathematischen Modells zur Berechnung des Risikos,
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— Verwendung einer qualitativen Abschéatzung des Risikos.

Der Ansatz unter Verwendung eines mathematischen Modells arbeitet mit einem
guantitativ-mikrobiologischen Risikobewertungs-Modell (QMRA = Quantitative Micro-
biological Risk Assessment). Die Konzentrationen von Legionellen wurden in ver-
schiedenen Abwassern gemessen. Konzentrationen in der Luft werden aus einem
Koeffizienten berechnet, der aus Messungen an verschiedenen Stellen auf der Klar-
anlage ermittelt wurde.

Bei der Verwendung von analytischen Ergebnissen von Legionellen mittels qPCR,
scheint das Risiko sehr hoch und inkoh&rent mit den epidemiologischen Daten. Dies
ist auf die Diskrepanz zwischen dem quantitativ-mikrobiologischen Risikobewer-
tungs-Modell zuriickzufiihren, welches auf Kulturverfahren basiert, und der Ubertra-
gung dieser Daten auf mittels PCR gewonnenen Daten.

Wenn das quantitativ-mikrobiologische Risikobewertungs-Modell als Grundlage Er-
gebnisse mittels Kulturverfahren zu Grunde legt, die z. B. aus Luftproben in einem
Umkreis von 300 m um Harnes (Legionellose-Ausbruchsgeschehen in Pas-de-Calais
2003/2004) gewonnen wurden, kann das Risiko als schwach, aber nicht als vernach-
lassigbar bezeichnet werden.

Eine Konsentierung ist international noch nicht erfolgt. Diese Anséatze bedirfen noch
weitergehender Forschungsarbeiten, bevor sie in der Routine Eingang finden. (Siehe
auch VDI 4250 Blatt 2).

7 Zur Reinigung und Desinfektion von Verdunstungskiihlanlagen

7.1 Einleitung

Der Reinigung, dem Reinigungszustand, der Biofilmkontrolle und ggf. der Desinfekti-
on von Verdunstungskihlanlagen kommt hinsichtlich der Pravention und Kontrolle
von Legionellosen entscheidende Bedeutung zu. Dabei gilt grundsatzlich, dass ohne
einen guten Reinigungszustand eine Desinfektion des Systems nicht moglich ist. In-
sofern ist ein guter Reinigungszustand eine zwingende Vorrausetzung fur eine wirk-
same Desinfektion und bietet Schutz vor einer Selektion biozidtoleranter Legionellen.
Das Wasserbehandlungsprogramm in der Anlage sollte daher in der Lage sein, nicht
nur Legionellen und andere mikrobielle Prozesse zu kontrollieren, sondern auch Kor-
rosion, Ablagerungen und Biofilmbildung zu vermeiden, um das Gesamtsystem in
einem guten Reinigungszustand zu halten. Dies muss regelmalig tUberpruft werden,
um sicherzustellen, dass diese Mal3Bhahmen zum gewilnschten Erfolg fihren. Die
Neigung einer Anlage, Verunreinigungen aufzuweisen - entweder durch wasserbe-
dingte Verunreinigungen oder luftgetragene Kontaminanten - entscheidet, wie haufig
eine Reinigung durchgefuhrt werden muss. Systeme sollten immer dann gereinigt
werden, wenn eine Inspektion die Notwendigkeit zeigt oder wenn entsprechende au-
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Bergewdhnliche Gegebenheiten wie lokale BaumalRnahmen oder ein Anstieg in der
Trubung des Fllwassers sich zeigen. In den Abbildungen im Anhang IV sind unter-
schiedliche Zustande von Ablagerungen und Biofilmen dargestellt, die als gut (griin),
akzeptabel (gelb), Vorsicht (braun-gelb) sowie hohes Risiko (rot) dargestellt sind.

Auch die Qualitat des Fullwassers hat einen grofR3en Einfluss auf den hygienischen
Zustand der Anlage und die Wirkung von Desinfektionsverfahren. Beim Fullwasser
handelt es sich bei kleineren Anlagen haufig um Trinkwasser. Das Fullwasser kann
aber auch aus anderen Wasserressourcen wie Flissen, Seen oder Quellen sowie
von Prozesswasser stammen. Diese Wasser benétigen eine Vorbehandlung, um
Kontaminationen zu reduzieren und sie der Qualitat von Trinkwasser anzugleichen.
Sofern keine Vorbehandlung zur Angleichung an Trinkwasserqualitéat durchgefuhrt
wird, muss mit erheblichen Variationen hinsichtlich suspendierter Tribstoffe und der
mikrobiellen Zusammensetzung gerechnet werden. Dies sollte bei einer Gefahr-
dungsbeurteilung des Kuhlwassersystems und bei der Managementstrategie bertck-
sichtigt werden.

Bei verdunstungskihlanlagenassoziierten Legionellose-Ausbriichen konnten unzu-
reichende Reinigung und Desinfektion als Teilursache des Ausbruchsgeschehens
wie z. B. in Barrow-in Furness (England), Ulm und Warstein identifiziert werden. Da-
her missen die Grundlagen der Reinigung und Desinfektion sowie die Kriterien fur
die Auswahl von Desinfektionsverfahren beim gqualitdtsgesicherten Betrieb von Ver-
dunstungsrickkihlanlagen bekannt sein.

Derzeit gibt es neben den Empfehlungen aus der ehemaligen EWGLI Guideline und
der WHO Monographie (Bartram et al. 2007) nationale Richtlinien, in denen Fragen
der Reinigung und Desinfektion geregelt werden.

Diese sind zum Beispiel:

1. VDI Richtlinie 2047, Teil 2: "Sicherstellung des hygienegerechten Be-
triebs von Verdunstungskuhlanlagen*“01/2015
Diese Richtlinie gilt fur Verdunstungskihlanlagen mit Ausnahme von Natur-
zugkuhltirmen mit einer thermischen Ruckkuhlleistung von > 200 MW und
gibt Empfehlungen zum hygienegerechten Bau und Betrieb.

2. Legionnaires’ disease: Technical guidance, Part 1: The control of le-
gionella bacteria in evaporative cooling systems des Health and Safety
Executive der “Health protection “ von England and Wales 2013
Die entsprechende Leitlinie gibt Hinweise Uber Arten und Betriebsweise, An-
forderungen an die Kiuhlwasserbehandlungsprogramme, Inspektion, Reini-
gung und Desinfektionsverfahren, Uberprifung der Wasserqualitat und MaRR-
nahmen im Fall eines Legionellen-Ausbruches.
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Diese werden nachfolgend hinsichtlich ihrer Anforderungen insbesondere an die
Desinfektion erlautert.

7.2 Rechtliche Grundlagen in Deutschland

Die Verwendung von Bioziden unterliegt der Biozidproduktrichtlinie (BPR) EU
528/2012 und der Biozidverordnung. Zuséatzlich muss bei Bioziden mit gefahrlichen
Eigenschaften (z. B. gesundheitsschadlich, reizend, atzend) die Gefahrstoffverord-
nung (GefStoffV) beachtet werden. Es dirfen nach BPR nur zugelassene Biozid-
produkte der Produktart PT 11 fur Kuhlwasser verwendet werden. Bei der Verwen-
dung von Bioziden ist ordnungsgemalf und nach guter fachlicher Praxis zu verfahren
(GefStoffV, 8 16 Absatz 3 in Verbindung mit TRGS 500, Punkt 5.1 (10)). Das setzt
voraus, dass die Mitarbeiter im Umgang mit dem jeweiligen Biozid geschult und un-
terwiesen worden sind. Biozide durfen nicht verwendet werden, soweit damit zu
rechnen ist, dass ihre Anwendung im Einzelfall sch&dliche Auswirkungen auf die Ge-
sundheit von Menschen, andere als die Zielorganismen oder auf die Umwelt hat.

Im Hinblick auf den Gewasserschutz sind die Anforderungen der Européaischen Was-
serrahmenrichtlinie (WRRL) zu beachten, die in Deutschland durch das Wasser-
haushaltsgesetz (WHG) und die Oberflachengewasserverordnung (OGewV) umge-
setzt sind. Insbesondere kdnnen Einleitungen von Kraftwerken ohne biologische
Reinigungsanlagen in abflussschwache Gewasser nachteilige Auswirkungen auf die
Gewasserokologie haben. Der Einsatz von Bioziden ist durch eine sachgerechte Be-
ricksichtigung physikalischer, biologischer, chemischer und sonstiger Alternativen
auf ein Minimum zu begrenzen (VDI 2047 Blatt 2).

Weiterhin sind die rechtlichen Vorgaben aus den Anhédngen der Abwasserverord-
nung (22, 31, 45 usw.) zu beachten.

Prioritdt muss aber die Kontrolle des Legionellenwachstums haben. Andere Aspekte
durfen nicht dazu fihren, dass bei hohen Legionellenkonzentrationen auf eine Des-
infektion verzichtet wird oder diese in unzureichenden Konzentrationen angewendet
wird, da ein Verzicht oder die nicht adaquate Anwendung von Desinfektionsverfahren
zu Gefahren fur die 6ffentliche Gesundheit werden kann.

7.3 Behandlung des Kreislaufwassers und Auswahl von Desinfektions-
verfahren

Im Kreislaufwasser muss sichergestellt werden, dass es nicht zu erhéhten Konzent-
rationen von Legionellen kommt. Dazu kdnnen Biozide - teilweise in Kombination mit
anderen Verfahren (z.B. UV-Behandlung, Einsatz oberflachenaktiver Substanzen) -
eingesetzt werden. Aus diesen Grinden missen Dosierstationen fir Biozide vorsorg-
lich in Neuanlagen vorgesehen werden. Die Wirksamkeit des eingesetzten Biozid-
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produkts gegen Legionellen muss durch eine Prifung nach DIN EN 13623 nachge-
wiesen sein, wobei nach Auffassung der Expertenkommission die Gutachten tber die
erfolgreiche Prifung nach DIN EN 13623 seitens des Anwenders vom Hersteller an-
zufordern sind. Zukunftig sollten nach Auffassung der Expertenkommission — wie
auch bei der Listung von Desinfektionsverfahren in medizinischen Bereichen in der
VAH Liste - nur noch Desinfektionsverfahren angewendet werden, die in einer Liste
von gepriften und fir wirksam befundenen Desinfektionsverfahren fir Verdunstungs-
rickkihlwerke aufgefihrt sind.

Hinsichtlich ihrer Wirkungsweise und der Auswirkungen auf Betrieb und Uberwa-
chung muss man grundsatzlich unterscheiden zwischen:

oxidierend wirkenden Bioziden und

nicht oxidierend wirkenden Bioziden.

7.3.1 Oxidierend wirkende Biozide

Beispiele flur oxidierend wirkende Biozide sind:

e anorganische Chlor- und Bromverbindungen (Chlor/Hypochlorige Séau-
re/Hypochlorit, Brom/Hypobromige Séure/Hypobromit), die Halogene abspalten

e Chlordioxid (nicht chlorbildend)
e Wasserstoffperoxid

e Peressigsaure

e Ozon

e organische Chlor- und Bromverbindungen (Halogenabspalter, Tri- und Dichlo-
risocyanursaure)

Die am haufigsten angewandten oxidierenden Biozide im Kihlwasser sind solche,
die auf Chlor und Brom-Verbindungen basieren und welche als aktives Agens die
jeweiligen hypohalogenigen Sauren bzw. deren Anionen freisetzen. Bei der Anwen-
dung dieser Biozide besteht durch Abreaktion des jeweiligen ,freien“ Halogens mit
organischen Wasserinhaltsstoffen die Gefahr der AOX-Bildung (Trihalogenmethane,
halogenierte Sauren, Halogenamine).

Kommt es zum Anstieg des pH-Wertes im Ruckkuhlwasser, sind Chlorverbindun-
gen in der Regel weniger Biozid-aktiv und langsamer wirkend als Bromverbindun-
gen. Aus diesem Grunde ist die Anwendung von chlorbasierten Biozid-Programmen
auf solche Systeme beschréankt, die Uber eine pH-Kontrolle verfigen. Brombasierte
Biozid-Programme sind in der Regel eher geeignet fir Systeme, in denen der Kihl-
wasser-pH dazu neigt, den pH 8 zu Uberschreiten.
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Bei dem Einsatz von halogenbasierten Bioziden sollten in der Regel messbare Kon-
zentrationen im Bereich zwischen 0,5 — 1 mg/l als Cl; oder 1 — 2 mg/l Br; erreicht
werden. Unter solchen Bedingungen kann in der Regel eine gute mikrobiologische
Kontrolle sichergestellt werden. Bei hoheren pH-Werten kann es notwendig sein, die
Halogenreserve zu erh6hen, um die Reduktion der bioziden Aktivitat zu kompen-
sieren.

Aufgrund ihrer Wirkungsweise neigen oxidierende Biozide nicht dazu, eine mikro-
bielle Toleranz oder Selektion zu fordern, sodass es normalerweise nicht notwendig
ist, ein zweites alternatives Biozid zu dosieren, solange das oxidierende Biozid nicht
zu selten dosiert wird. Haufig werden biodispergierende Chemikalien zudosiert, wo-
bei es sich um spezielle oberflachenaktive Substanzen handelt, um die Penetration
und die Dispersion des oxidierenden Biozids in den Biofilm zu verbessern. Wahrend
es normalerweise nicht notwendig ist, ein zweites Biozid zu zudosieren, wenn ein
oxidierendes Biozid kontinuierlich zudosiert wird, kann es notwendig sein, ein spezi-
fisch mikrobielles Problem, wie z. B. Algenwachstum an den Stellen anzugehen, wo
das Ruckkuhlsystem gegentber dem Sonnenlicht exponiert ist.

Bei korrekter Anwendung sind sowohl Chlor- als auch Brom-Biozidprogramme sehr
wirksam, um das gesamte mikrobielle Wachstum unter Kontrolle zu halten und der
Proliferation von Legionellen vorzubeugen, selbst wenn entsprechende Nahrstoff-
gehalte vorhanden sind. Ihre Wirksamkeit kann jedoch durch bestimmte prozessbe-
dingte Kontaminationen, wie z. B. Ammonium oder eine sehr hohe organische Last,
eingeschrankt werden. Unter solchen Umstanden kann ein alternatives oxidierendes
Biozid, wie z. B. Chlordioxid (das kein Chlorgas bildet) oder ein adaquates nicht oxi-
dierendes Biozid-Programm eingesetzt werden.

Chlordioxid wird nicht durch den Wasser-pH beeinflusst und reagiert nicht mit Am-
moniak-Verbindungen. Chlordioxid ist wirksam hinsichtlich der Penetration und Ver-
teilung im Biofilm. Dennoch ist die Zudosierung von Chlordioxid komplexer und seine
Flichtigkeit bedeutet, dass messbare Restkonzentrationen von Chlordioxid im rezir-
kulierenden Wasser schwieriger aufrecht zu erhalten sind. Chlordioxid wird in der
Regel als ein Biozid fur die Anwendung fir solche Félle in Reserve gehalten, in de-
nen die Art und Umstande der Kontamination die Anwendung von Chlor und Brom
ausschliel3en.

Ozon kann als ein schnell wirkendes Biozid mit breitem antimikrobiellen Wirkungs-
spektrum eingesetzt werden. Innerhalb von Verdunstungskihlanlagen kann wegen
der kurzen Halbwertszeit aufgrund einer raschen Zersetzung eine Beaufschlagung
von Bereichen des Rickkihlsystems mit unzureichenden Konzentrationen von Ozon
nicht ausgeschlossen werden (nur geringe Depotwirkung). Dies ist insbesondere in
grol3en Ruckkihlsystemen mit langen Haltezeiten zu beriicksichtigen. Dabei muss
auch die Reaktivitdt des Ozons mit anderen Behandlungsprodukten wie Korrosions-
inhibitoren berlcksichtigt werden.
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Wasserstoffperoxid und Peressigsaure haben den Vorteil, dass ausschlief3lich
umweltfreundliche Abbauprodukte entstehen. Es besteht aber die Gefahr der Inakti-
vierung dieser Wirkstoffe durch Enzyme im Kuhlwasser oder in den Biofilmen der
Anlage.

7.3.2 Nicht oxidierend wirkende Biozide

Nicht oxidierende Biozide sind organische Verbindungen, die in der Regel komplexer
als oxidierende Biozide sind. Sie sind meist stabiler und persistenter im Ruckkuhl-
wasser als oxidierende Biozide, aber ihre Konzentration nimmt mit der Zeit ab, da der
Wasserverlust und Abbau und Verbrauch der aktiven Komponenten der nicht oxidie-
renden Biozide mit der Zeit zunehmen.

Beispiele fir nicht oxidierend wirkende Biozide sind:

e Quaternare Ammoniumverbindungen

e Glutardialdehyd

e organische Schwefelverbindungen

¢ (Isothiazolinone, Tetrakis(hydroximethyl)phosphoniumsulfat (THPS))

e Organobromverbindungen(z. B. Dibromnitrilopropionamid (DBNPA), 2-
Brom-2-nitro-propan-1,3-diol)

e Organochlorverbindungen

Ein nicht oxidierendes Biozid-Programm sollte zwei Biozide mit unterschiedlichen
Abtétungsmechanismen auf einer alternierenden Basis beinhalten, um das Risiko zu
minimieren, dass eine mikrobielle Flora selektiert wird, die gegeniber einem einzigen
Biozidtypus tolerant ist. Die Wirksamkeit nicht oxidierender Biozide kann durch den
pH-Wert und die Temperatur des Wassers im System beeinflusst werden. Dies sollte
bericksichtigt werden um sicherzustellen, dass das Biozid-Programm effektiv ist.

7.4 Anwendung

Fur eine erfolgreiche Biozidbehandlung ist es wichtig, dass das Biozid in ausreichen-
der Konzentration und mit der notwendigen Einwirkzeit eingesetzt wird und dass von
der Biozidbehandlung alle Stellen des Wasserkreislaufes erreicht werden. Bei zu ge-
ringen Biozidkonzentrationen oder zu geringer Einwirkzeit kann es zur Ausbildung
von Resistenzen oder Adaptation kommen. Beim Einsatz nicht oxidierender Biozide
muss der Wirkstoff in regelmaRigen Abstanden (z. B. quartalsweise) gewechselt
werden, um Resistenzen vorzubeugen.
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Die Dosierung und Kontrolle des Biozids sollte automatisch erfolgen, um sicherzu-
stellen, dass die notwendige Konzentration des Biozids mit der entsprechenden Hau-
figkeit angewendet wird. Die Dosierung eines oxidierenden Biozids wie Brom oder
Chlor kann durch Redoxpotential oder durch amperometrische Kontrollsysteme
Uberpruft werden, die wiederum die Dosierung in Abhangigkeit vom Bedarf des oxi-
dierenden Biozids so steuert, dass die notwendige Biozidkonzentration sichergestellt
wird.

Fur die Bestimmung der notwendigen Zugabemenge an Bioziden missen viele Fak-
toren berucksichtigt werden, wie das Gesamtvolumen des Kreislaufwassers, die Ziel-
konzentration, die Verweilzeit, die Wasserbeschaffenheit u.a. die Art und das Aus-
malfd der mikrobiellen Belastung, die Konzentration organischer Substanzen, pH-Wert
und Temperatur. Die Tabellen B1 und B2 in der VDI 2047 Blatt 2 geben dazu wert-
volle Hinweise.

Die Biozid-Behandlung sollte in der Lage sein, mikrobielles Wachstum im Kihlwasser
konsistent derart unter Kontrolle zu halten, dass die Konzentration der Gesamtkolo-
niezahl der aeroben Bakterien im Normalzustand bzw. nicht héher als 10.000 KBE/ml
ist und andere relevante Mikroorganismen wie insbesondere Legionellen unter Kon-
trolle gehalten werden.

Die Wirksamkeit des Biozid-Regimes sollte wdchentlich tUberpruft werden, wobei ein-
fache mikrobielle Dip Slides oder alternative Kulturtechniken angewendet werden
kénnen. Legionellen sollten mindestens auf einer vierteljahrlichen Basis Uberprift
werden. Eine Anpassung der KontrollmaRnahmen muss bei jedem Anstieg der Kolo-
niezahlen tGberpruft werden.

Oxidierende Biozide sollten moglichst kontinuierlich oder in Abh&ngigkeit vom Re-
dox oder der amperometrischen Kontrollsysteme zudosiert werden. Sofern Halogen-
biozide in Intervallen zudosiert werden, sollten sie ausreichend haufig zudosiert wer-
den und in ausreichenden Konzentrationen, um eine Kontrolle des mikrobiellen
Wachstums zu allen Zeitpunkten sicherzustellen.

Um die richtige Konzentration der nicht oxidierenden Biozide zur Abtétung von
Mikroorganismen zu erreichen, werden die Biozide in der Regel intermittierend zudo-
siert. Die Frequenz und das Volumen der Applikation sind abhangig vom Systemvo-
lumen, von der Halbwertszeit, der Rekontaminationsrate und der notwendigen Bio-
zid-Kontaktzeit - in der Regel mindestens 4 Stunden. Diese Aspekte missen berick-
sichtigt werden um sicherzustellen, dass die notwendige Biozid-Konzentration zur
Abtotung von Mikroorganismen erreicht wird. In Systemen mit kleineren Wasservo-
lumina und hoherer Evaporationsrate ist es insbesondere notwendig, dass die oben
angegebenen Parameter exakt bestimmt werden. Im Fall von Systemen, die lange
Retentionszeiten haben, ist die Halbwertzeit des Biozids der kontrollierende Faktor.
Das gesamte Systemvolumen sollte hierbei bertcksichtigt werden um sicherzustel-
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len, dass die gewiinschten Konzentrationen des nichtoxidierenden Biozides richtig
angewendet werden.

Ein Vorteil der oxidierenden Biozide ist, dass durch einfache Messtechnik leicht zu
Uberprufen ist, ob eine ausreichende Biozidkonzentration im Kihlwasser vorhanden
ist. Bei nicht oxidativen Bioziden ist dagegen eine analytische Konzentrationsbe-
stimmung nur in Ausnahmefallen mdglich. Daher ist beim erstmaligen Einsatz von
nicht oxidativen Bioziden und bei Biozidwechsel innerhalb nicht oxidativer Biozide
eine engmaschige mikrobiologische Uberwachung notwendig. Es ist auch sinnvoll,
vor Einsatz eines nicht oxidativen Biozids die Wirkung auf die mikrobielle Flora der
jeweiligen Verdunstungskihlanlage im Labor zu untersuchen.

7.5 Wasseraufbereitung und Desinfektion bei Probebetrieb, Stillstand o-
der Betriebsunterbrechung

Die mikrobiologische Beschaffenheit (Legionella spp., Pseudomonas aeruginosa,
Koloniezahl) des Fullwassers beim Probebetrieb muss vor Beflllung bekannt sein.
Die Befullung darf nur stattfinden, wenn die Wasserbeschaffenheit des Fillwassers
keine negativen Auswirkungen auf den hygienegerechten Betrieb der Anlage erwar-
ten lasst. Die Wasseraufbereitung/Wasserbehandlung und ggf. die Desinfektionsein-
richtung mussen direkt mit Beflllung der Anlage kontrolliert in Betrieb gehen (VDI
2047 Blatt 2). Werden im Rohwasser erhohte Konzentrationen an Legionellen oder
Pseudomonas aeruginosa nachgewiesen, muss vor Einschalten des Ventilators das
Kuhlwasser nachweislich wirksam desinfiziert sein und die Legionellenkonzentration
darf die in der VDI 2047 Blatt 2 genannten MalRnahmenwerte nicht Uberschreiten.

Bei Betriebsunterbrechungen oder Stillstandzeiten ist sinngemaf zu verfahren wie
bei Probebetrieb.

Beim Abschalten einzelner Zellen im Betrieb von langer als sieben Tage missen
ebenfalls Mal3nahmen ergriffen werden, um ein Wachstum von Legionellen zu ver-
meiden. Die betreffenden Zellen mussen hinreichend vom Kreislaufwasser mit ge-
eigneter Biozidbehandlung durchstromt werden.

7.6 Probenahme von Biozidbehandeltem Wasser

Bei den Probenahmen ist die Art der Biozidbehandlung zu beachten. Die eingesetz-
ten Biozide mussen soweit wie moglich bei der Probenahme inaktiviert werden. Da-
mit dies moglich ist, muss der Probenehmer tber die eingesetzten Biozide informiert
sein.

Fur die Beprobung von Wasser, das mit oxidativen Bioziden behandelt wurde, mis-
sen Probenbehalter mit z. B. Natriumthiosulfat verwendet werden. Fir Wasserstoff-
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peroxid und Peressigséaure ist Katalase als Inaktivierungsmittel geeignet. ,Neutralisa-
tionsmedien® fur nicht oxidative Biozide sind in der DIN EN 13623, Anhang B bzw.
der VDI 2047 Blatt 2, Anhang B2 aufgefuhrt. Da nicht alle in der Praxis verwendeten
nicht oxidativen Biozide inaktiviert werden kbnnen, muss bei der Probenahmen gene-
rell beachtet werden, dass die Probenahme vor einer Stof3dosierung des Biozids er-
folgt.

Es ist entscheidend, dass die Proben das Labor gemal3 der Anforderungen der ISO
19458:2006, erreichen und dass das Laborpersonal informiert ist, ob Neutralisati-
onsmittel zugegeben wurde oder ob noch aktive Biozide in der Probe vorhanden sein
konnten.

7.7 Alternative Behandlungstechniken

Es gibt eine Reihe von alternativen Techniken zur Wasserbehandlung, die zum Teil
als alleinige Technologie oder in Kombination mit chemischen Biozid-Programmen
gefahren werden. Der Eigentimer oder Betreiber von Verdunstungskihlsystemen
sollte sicherstellen, dass die entsprechende Technologie fir die spezifischen An-
wendungszwecke seines Verdunstungsruckkuhlwerkes geeignet ist, da die Effektivi-
tat dieser Techniken erheblich variieren kann. Dabei sind die spezifischen Wasser-
charakteristika, die Betriebsbedingungen und das gewiunschte Ergebnis zu bertick-
sichtigen. Bei Einfiihrung alternativer Behandlungstechniken muss eine haufigere
mikrobielle Kontrolle solange durchgefuhrt werden, bis sichergestellt ist, dass eine
sichere Betriebsweise gewahrleistet werden kann.

UV-Bestrahlung ist seit vielen Jahren in der Anwendung um Wassersysteme zu be-
handeln, insbesondere dann, wenn das Wasser eine sehr geringe Tribung oder
Wasserharte aufweist. Der spektrale Schwachungskoeffizient bei der Wellenlange
254 nm (SSK 254) soll im Normalbetrieb nicht mehr als 20 m™ betragen. In Verdun-
stungskuhlsystemen wird die UV-Behandlung in der Regel in Verbindung mit einem
Biozid-Programm angewandt, da die Desinfektion nur im Bestrahlungsbereich erfolgt.
Die Qualitat des zu desinfizierenden Betriebswassers bedarf einer Bewertung, da ein
hoher Hartegrad oder Eisen zu Ablagerungen und Triibungen der Lampenoberflache
fuhren kann. Eine wirksame Messeinrichtung fur die UV-Bestrahlung nach DVGW W
294-3 muss vorhanden sein. Die Bestrahlungsleistung sollte dabei mindestens
400 J/m? betragen, um eine ausreichende Desinfektion zu gewéhrleisten.

7.8 Erfahrungen mit Naturzugkiihltiirmen

Bei Naturzugkuhltirmen, die mit offenen Wasserkreislaufen (Nasskihlung) arbeiten,
besteht die Gefahr der Verkeimung und einer Verbreitung der Mikroorganismen
durch Aerosole. Besonders in den Sommermonaten kann es in diesen Naturzugkihl-
tirmen zur Vermehrung auch von Legionellen kommen.
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Die Anwesenheit von Legionellen im Kihlwasser bedeutet noch keine Gefahr, solan-
ge keine Aerosole von Mitarbeitern oder Anwohnern eingeatmet werden. Kuhltirme
von Kraftwerken wurden bisher weltweit in keinem Fall als Ursache eines Ausbru-
ches von Legionellose beschrieben.

Zur Desinfektion bei Naturzugkuhltirmen gibt es in Europa unterschiedliche Erfah-
rungen. Beispiele fur Legionellenkontaminationen in Naturzugkuhltirmen sind:

. Das Atomkraftwerk Leibstadt (Schweiz) hatte im Dezember 2010, nachdem im
Wasser des Kuhlturms ein unzulassig hoher Legionellenbefund festgestellt wurde,
noch vergeblich chemische Mittel gegen die Bakterien eingesetzt. Damals konnte die
Legionellenkonzentration nicht nachhaltig gesenkt werden. Seit 2012 setzt der Be-
treiber 14-tagig Chemikalien zur Bekdmpfung der Bakterien ein. Bisher wurde dazu
die auch in Schwimmbédern gebrauchliche Substanz Natriumhypochlorit verwendet.
In 2013 fand ein Testlauf mit Chlordioxid statt, um die Desinfektion zu optimieren.
Das behandelte Kuihlwasser wird nach der Desinfektion mitsamt den dabei entstan-
denen Abbauprodukten stark verdinnt in den Rhein geleitet. Die zulassigen Abgabe-
werte werden eingehalten. Aufgrund der Emissionen aus dem Atomkraftwerk Leib-
stadt befasste sich eine IKSR-Arbeitsgruppe (Internationale Kommission zum Schutz
des Rheins) mit dem Biozideinsatz bei der Legionellenbek&dmpfung in Kraftwerken.

. Im Rahmen der Ursachensuche beim Legionellenausbruch in Julich wurden
unter anderem die Kuhltirme des Braunkohlekraftwerks Weisweiler untersucht. Da-
bei wurden im Kuhlturm des Block F erhdhte Konzentrationen an Legionellen (61.000
KBE/100 ml) festgestellt. Der Epidemiestamm mit dem Sequenztyp 1327 konnte je-
doch in keiner Probe nachgewiesen werden. Der Block F des Kohlekraftwerkes
musste mehrmals ausgeschaltet werden. Zur Reduzierung der Legionellenbelastung
wurde der Kihlturm gereinigt und neu beftllt. Nachdem die Werte anschlie3end den-
noch wiederanstiegen, wurden zwei Biozid-Stol3behandlungen durchgefuhrt. Das
weitere Konzept zur dauerhaften Senkung der Belastung sah einen Austausch des
Kihlwassers und eine regelmaflige StoRdesinfektion mit dem bereits vorher verwen-
deten Biozid im Abstand von jeweils vier Tagen vor, sowie mittelfristig die Umstellung
auf eine kontinuierliche Behandlung mit Monochloramin.

In der Verordnung Uber Verdunstungskuhlanalgen, die derzeit vom Bundesministe-
rium fur Umwelt, Naturschutz, Bau und Reaktorsicherheit (BMUB) erarbeitet wird,
sollen (anders als in der VDI 2047 Blatt 2) aus Vorsorgegrinden auch Anforderungen
an Naturzugkuhltirme festgelegt werden. Die technischen MalRhahmenwerte und die
damit verbundenen Mal3nahmen befinden sich noch in der Diskussion. Aufgrund der
Bauart, die sich stark von den deutlich kleineren Ruckkihlwerken unterscheidet, so-
wie in Anbetracht des andersartigen Ausbreitungsverhaltens, sind nach derzeitigem
Diskussionsstand eventuell héhere MaRnahmenwerte tolerabel, als fur Ruckkuhlwer-
ke vorgesehen sind.
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8 Zusammenfassung und Empfehlungen

Der Legionellose-Ausbruch 2013 in Warstein hat gezeigt, dass es bisher wenige Er-
kenntnisse Uber Legionellen-Konzentrationen in Industrie- und Gewerbeabwassern
(z. B. Brauereien, Papierindustrie) bzw. in den entsprechenden Abwasservorbehand-
lungsanlagen gibt. Auch der Zusammenhang mit einer nachgeschalteten kommuna-
len Klaranlage als potentielle Verbreitungsquelle fir Legionellen war fur die Fachwelt
neu.

Um die verschiedenen Fragestellungen zu beantworten, wurde eine internationale
Expertenkommission vom Ministerium fur Klimaschutz, Umwelt, Landwirtschaft, Na-
tur- und Verbraucherschutz des Landes NRW (MKULNV) einberufen, um Vor-
schlage zu formulieren fur

— Probenahme und Laboruntersuchung von Legionellen,

— Bewertungen von Legionellenbefunden im Abwasser und Gewassern,

— Vorsorgemafinahmen,

— mogliche Anforderungen an die Uberwachung und

— technische Nachristungen von Rickkuhlwerken und von Wasser- und Ab-
wasseranlagen.

Magliche Risikofaktoren sollten identifiziert werden. Die Kommission hat die Arbeit im
April 2014 aufgenommen und mit einem Abschlussbericht im April 2015 beendet.
Noch wéhrend der Berufungszeit wurden durch den Legionellose-Ausbruch 2014 in
Julich weitere Fragestellungen zur Reinigung und Desinfektion von Verdunstungs-
kihlanlagen und Naturzugkihltirmen an die Kommission herangetragen.

Folgende Fragestellungen wurden von der Kommission behandelt und als Empfeh-
lungen beantwortet:

e Erarbeitung von Empfehlungen fir eine einheitliche Probenahme und
Laboruntersuchung von Legionellen im Abwasser, in Gewassern und im
Umfeld von Klaranlagen, ggf. Luftmessungen

Aufgrund sehr unterschiedlicher Untersuchungsergebnisse der involvierten
Labore von parallel oder zeitnah entnommenen Proben war zu Beginn der Un-
tersuchungen nach dem Epidemiefall in Warstein Ende 2013 nicht auszu-
schlie3en, dass — trotz Anlehnung an die gleichen Normen — u. a. unterschied-
liche Vorgehensweisen im Labor fir abweichende Daten verantwortlich waren.
Es wurde festgestellt, dass die Norm Spielrdume offen lasst, die zu unter-
schiedlichen Ergebnissen fuhren kénnen.

Anhand der vorliegenden Untersuchungsdaten wurden Empfehlungen fiir das
Vorgehen bei Probenahmen und Legionellenuntersuchungen im Kulturverfah-

ren in dem vorliegenden Bericht (Kapitel 3 und 4.1) erarbeitet und in einem
48



Bericht der Expertenkommission Legionellen

Ringversuch auf Verstandlichkeit getestet. Neben dem Kulturverfahren nach
ISO 11731 und DIN EN ISO 11731-2, welches als das sog. ,Goldstandard®-
Verfahren bezeichnet werden kann, wurden auch die alternativen Verfahren
(gPCR, VPCR, FISH) mit ihren Vor- und Nachteilen beschrieben (Kapitel 4.2).

FUr Emissionsmessungen zur Bestimmung von Legionellen in der Abluft von
Anlagen kann zusammenfassend festgehalten werden, dass ein standardisier-
tes Probenahmeverfahren fir Bioaerosol-Emissionen grundsétzlich zur Verfu-
gung steht. Praktische Erfahrungen zur Abscheidung von Legionellen, aus ge-
fassten oder diffusen Quellen, liegen jedoch nur begrenzt vor. Daher ist eine
Quantifizierung von Legionellen-Emissionen mit einer héheren und nicht ndher
zu beziffernden Messunsicherheit verbunden.

e Bewertung von Legionellenbefunden im Abwasser und Gewasser

Nachdem in vereinzelten Gewassern erhdhte Konzentrationen von Legionel-
len nachgewiesen worden waren, musste international erstmalig eine Bewer-
tung von Legionellen in Gewassern und in Abwassern vorgenommen werden.
Dazu wurde ein Art Ampelsystem fur technische MalRnahmenwerte von mit
Kulturmethoden nachgewiesenen Legionellen in Gewassern und Abwasser
entwickelt.

Bei Legionellen im Gewasser werden folgende Fallkonstellationen unterschie-
den und bewertet:

Badegewasser mit aerosolbildenden Attraktionen oder Gewasser mit Aerosol-
bildung (Kapitel 5.2.1)

Gewasser mit Entnahmen (Kapitel 5.2.2) und

Systeme mit Aerosolbildung aus einem Gewasser mit nachgewiesenem Epi-
demiestamm im Kontext zu einem Ausbruch (Kapitel 5.2.3)

Zusatzlich wurden MalRBnahmenwerte fur Legionellen im Ablauf von Klaranla-
gen definiert (Kapitel 6.2).

Eine Ubersicht gibt die nachfolgende Bewertungstabelle.
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Legionellen-
Konzentration
. 100 bis < 1.000 bis <
KBE/100 mL
[ ] <10 10 bis < 100 1.000 10.000 > 10.000
Nutzung
Badegewasser grin grin gelb orange
Sﬁg’r\: iﬁsrﬁer mit grun grun gelb orange
Gewasser mit .
Epidemiestamm gran gelb orange
Ablauf Klaran- griin griin griin gelb
lage
Ablauf KA mit . .
Epidemiestamm grin grin gelb orange
grun: keine MalRnahmen
gelb: erste MalRnahmen zur Ursachenklarung und Minimierung der Legionel-
len-Konzentration missen getroffen werden (z. B. Desinfektion)
orange: weitergehende MafRRnahmen zur Kontrolle und Minimierung der Legio-
nellen-Konzentration
rot: generelles Entnahme- oder Nutzungsverbot, SofortmalRnahmen, Gefah-
renabwehr

e Risikobewertung Abwasserbeschaffenheit und 6rtliche Situation

Das Risiko einer Verbreitung von Legionellen tber Aerosole aus mit Legionel-
len belasteten Abwasserbehandlungsanlagen (Klaranlagen, industrielle (Vor-)
Klaranlagen) ist aus einigen Fallen bekannt. Neu ist die Erkenntnis der Ver-
breitung von Legionellen Uber den Ablauf der Klaranlage in ein Gewasser.

Derzeit weisen nur bestimmte Klaranlagen mit folgenden Kriterien ein relevan-
tes Risiko fir Legionellenwachstum und -verbreitung auf:

relativ hohe Abwassertemperaturen = 23°C im Reaktor oder im Zulauf
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Substrate im Abwasser mit hohen Proteingehalten und organischer Substanz
(z. B. aus Brauereien, Holz- und Papierverarbeitung, Fleischverarbeitung,
Milchverarbeitung, chemischer Industrie, Zuckerherstellung, Olverarbeitung)

Aerobe biologische industrielle Abwasserbehandlungsanlagen mit Beliftung
und anderen Mikroorganismen, z. B. Amo6ben

Aerosolbildung auf der Klaranlage (z. B. offene Forderschnecken und Bele-
bungsbecken, Oberflachenbellfter, Kaskaden, Reinigungsarbeiten)

Vorflutverhaltnisse, nachgeschaltet im Gewéasser z. B. eine Kihlwasserent-
nahme mit Relevanz einer Aerosolbildung (z. B. Warstein: 2 km)

Fur Klaranlagen und industrielle (Vor-)Klaranlagen, die unter die o. g. Risiko-
bewertung fallen, wird seitens der Expertenkommission eine Selbstliberwa-
chung durch die Betreiber empfohlen.

Fur Anlagen, die bereits mit Legionellen belastet sind, wurde als Ergebnis ei-
nes Forschungsvorhabens festgestellt, dass alle Versuche zur Abreicherung
von Legionellenkonzentrationen durch mechanische oder chemisch/ physika-
lische Verfahren in Belebungsanlagen im Betrieb erfolglos geblieben sind,
wenn entsprechende Risikofaktoren wie die Abwasserzusammensetzung mit
hohem Industrieanteil, einer hohen Temperatur (= 23°C, teilweise 37-43°C)
und hohe verwertbare organische Substanzen - vorzugsweise Proteine - vor-
handen sind. Der Einsatz einer anaeroben biologischen Vorbehandlung er-
scheint hilfreich, wenn dabei die fiir das Legionellenwachstum relevanten
Substrate umgewandelt werden.

Nach Prifung von Mal3nahmen zur Verringerung der Temperatur, einer Ver-
anderung der Substratzusammensetzung und einer Vermeidung von externem
Eintrag von Legionellen - z. B. aus Vorbehandlungsanlagen - missen Malf3-
nahmen zur Vermeidung von Aerosolaustrag aus den Anlagen, Transportka-
nalen und auch von Schlammtransporten erfolgen. Zu den MalRhahmen geho-
ren der Einsatz von verfahrenstechnischen Ausrlistungen mit geringer Aeroso-
lerzeugung - wie z. B. Sauerstoffbegasung, feinblasige Beluftung - oder auch
die Abdeckung von Anlagen und Anlagenteilen mit einer entsprechenden Ab-
luftbehandlung. Arbeiten in Bereichen dieser Klaranlagen mit starker Aerosol-
bildung durfen nur mit geeignetem Mundschutz ausgefiihrt werden.

Fur die Reduzierung von Legionellen aus den Abldufen von Klaranlagen hat
sich eine UV-Desinfektion als geeignet erwiesen, wobei hier eine weitgehende
Feststoffelimination im Vorlauf Voraussetzung fur die Funktion ist; der Einsatz
einer Mikrofiltration erscheint hierfir ebenfalls als geeignet.
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e Desinfektion von Verdunstungskihlanlagen

Die Expertenkommission hat aufgrund der Ereignisse in Jilich Empfehlungen
zur Reinigung und Desinfektion von Verdunstungskihlanlagen (Kapitel 7) er-
arbeitet. Sie empfiehlt hierzu die zwingende Beachtung der geltenden techni-
schen Regel VDI 2047 Blatt 2. Daruber hinaus wird die Notwendigkeit flr ge-
setzgeberische Vorgaben fir die Erfassung und den Betrieb von Verduns-
tungskuhlanlagen (Bundesratsinitiative NRW) gesehen.

Forschungsbedarf Legionellen in Abwasser- und Ruckkihlanlagen:

Der Kenntnisstand im Zusammenhang mit Legionellenwachstum, Vermeidung und
Bekampfung bei Abwasseranlagen und Ruckkihlwerken muss verbessert werden.
Fir folgende Punkte besteht Forschungsbedarf:

- genauere Substratspezifikation

- Ermittlung von Identifikationsparametern fir Abwasser (z. B. Aminosauren,
CSB und Kjeldahl-Stickstoff der organischen Trockensubstanz)

- Einfluss einer anaeroben Vorbehandlung auf die Substratveranderung und auf
das Legionellenwachstum

- Verhalten der Legionellen in der Schlammfaulung

- Temperatureinfluss fir Wachstum von L. pneumophila

- Grund fur das Absterben von L. pneumophila nach ca. 3 Tagen extremen
Wachstums / Ubergang in den VBNC (viable but non-culturable) Zustand

- Zusammenhang von L. pneumophila Wachstum mit Ciliatenwachstum

- Einfluss von Biofilm und absterbender Biomasse auf das Wachstum von Legi-
onellen

- Substrataufnahme und Wachstum von L. pneumophila im Biofilm unter ver-
schiedenen Randbedingungen

- Umweltfaktoren, die zu VBNC Stadien fuhren

- Hygienische Relevanz von VBNC Stadien

- Uberleben von Legionellen in Aerosolen

- Untersuchung zur Wechselwirkung von Legionellen und Amdben

- Malnahmen zur Abluftdesinfektion (z. B. Biofilter, Entkeimungsfilter)

- Austrag und Verdriftung von Aerosolen mit Legionellenbelastung

- Austrag und Bekdmpfung von Legionellen aus der Kanalisation
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Anhang I: Details zu Probenahmen basierend auf einem Konzeptpa-
pier des LANUV (SELENT 2015)

Die nachfolgende Anleitung (Abschnitt Al.l bis AL VIII) dient der Sicherstellung einer
vergleichbaren Qualitdt von Probenahmen, die durch amtliche Probenahme oder an-
dere Untersuchungsstellen zur nachfolgenden Untersuchung auf Legionellen ent-
nommen werden. Es werden Hinweise zur Planung eines Probenahmeprogramms,
zur Vorgehensweise bei Probenahmen fur mikrobiologische Analysen und fur den
Transport, die Handhabung und die Lagerung von Proben bis zum Beginn der Unter-
suchung auf der Grundlage der aufgefiihrten Normen gegeben.

ALL.  Probenahmeplanung

Allgemeine Grundlagen zur Aufstellung von Probenahmeprogrammen und -techniken
fur alle Aspekte der Probenahme von Wasser (einschliel3lich Abwasser, Schlamme,
Einleitungen und Sedimenten) siehe DIN EN I1SO 5667-1.

Die Veranderlichkeit in Zeit und Raum ist wahrscheinlich der wesentlichste Aspekt,
der bei der Erstellung von Probenahmeplanen zu beachten ist. Die Veranderlichkeit
bestimmt die Anzahl der Probenahmestellen, die Anzahl der Wiederholungsproben
und die Haufigkeit der Probenahme. Eine hohe Veranderlichkeit der Umgebung oder
Einleitung in Verbindung mit einer mangelhaften Probenahmeplanung oder zu wenig
Proben kann zu Daten fihren, die eine zu hohe Streuung aufweisen, um eine Wir-
kung, Storung oder Tendenz aufzuzeigen (DIN EN ISO 5667-13;2011-08).

Die Probenahmeplanung muss die zeitlichen Veranderungen (tagliche, wéchentliche,
jahreszeitliche und ereignisbedingte Schwankungen), drtlichen Verdnderungen (im
FlieRverlauf, aber auch vertikal und horizontal an den einzelnen Probenahmestellen)
sowie Veranderungen von Betriebsbedingungen bzw. Witterungsverhaltnisse bertick-
sichtigen.

Wegen der hohen Abhéangigkeit der Legionellenkonzentrationen von verschiedenen
Randbedingungen zielt die Probenahmeplanung in der Regel nicht darauf ab, Mittel-
werte Uber Raum oder Zeit zu erhalten, sondern sie zielt darauf ab, tagesaktuelle und
punktgenaue Daten zur jeweiligen Belastung zu erhalten.

ALIl. Anforderungen an Messinstitute und Sachkunde des Probenahme-
personals

Die Stellen, die die Probenahmen durchfuhren, sollten fiir die Probenahme der jewei-

ligen Matrix (Wasser, Abwasser, Abluft, Aul3enluft, etc.) akkreditiert sein und einen

Sachkundenachweis des eingesetzten Probenahmepersonals bzgl. Kenntnis bakteri-
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ologischer Probenahmen (basierend auf DIN EN ISO 19458) und Probenahmetech-
niken fur die zu beprobenden Matrices, mindestens unter Vorlage der Schulungsin-
halte bzw. Schulungsunterlagen vorlegen kénnen.

Externe Probenehmer missen in das Qualitatssicherungssystem der mit den Probe-
nahmen beauftragten Stelle eingebunden sein (siehe 1ISO 17025 und Erlauterungen
dazu in DAKKS 71 SD 4 011).

Eine Zertifizierung des Probenehmers allein gentigt nicht. Die Verantwortung fur die
Durchfiihrung der Probenahme und den Probentransport verbleibt ausschlie3lich bei
der Leitung der mit den Probenahmen beauftragten (akkreditierten) Stelle. Diese hat
dafur Sorge zu tragen, dass hinsichtlich der Unabhangigkeit der Durchfiihrung der
Probenahme im Sinne der DIN EN ISO/IEC 17025 keine Zweifel bestehen (Empfeh-
lungen des Umweltbundesamtes ,Systematische Untersuchungen von Trinkwasser-
Installationen auf Legionellen nach Trinkwasserverordnung“ vom 23.08.2012).

Eine geregelte Schulung, Schulungsnachweise und Prifung der Kompetenz des fir
die Probenahme verantwortlichen Personals ist notwendig und muss dokumentiert
sein (DIN EN ISO 19458:2006-12).

Wenn im Rahmen der Selbstiberwachung von Abwasserbehandlungsanlagen Pro-
benahmen zur Untersuchung auf Legionellen durch Stellen (z. B. den Anlagenbetrei-
ber selbst) erfolgen, welche nicht akkreditiert sind, muss mindestens der oben be-
schriebene Sachkundenachweis des eingesetzten Probenahmepersonals bzgl.
Kenntnis bakteriologischer Probenahmen und Probenahmetechniken fir die zu be-
probenden Matrices, mindestens unter Vorlage der (ggf. auch hausinternen) Schu-
lungsinhalte bzw. Schulungsunterlagen vorhanden sein.

ALIII. Probenahmestellen

Die Probenahmestellen sind fur den zu untersuchenden Gewasserabschnitt, Abwas-
serstrom etc. vor Ort festzulegen. Nur vor Ort lasst sich beurteilen, ob diese Stelle
reprasentativ und gut zuganglich ist und mit den geeigneten Probenahmegeraten
beprobt werden kann. Es sind mdglichst Probenahmestellen zu wahlen, bei denen
eine vollstandige Durchmischung eines oberhalb gelegenen Zuflusses oder einer
Einleitung sichergestellt ist. Hinweise zur Auswahl der Probenahmestellen finden sich
in den entsprechenden Normen (DIN EN ISO 5667-1:2005-08, DIN EN ISO 5667-
13:2011-08, DIN 38402-11:2009-02, DIN 38402-15:2010-04).

Die Probenahmestellen missen zur Wiederauffindung und zur exakten Probenidenti-
fizierung eindeutig beschrieben und ggfs. vor Ort gekennzeichnet sein. Die Doku-
mentation erfolgt nach Lagekoordinaten (Ost-/Nordwert oder Rechts-/Hochwert) in
Ubersichts- und Detailkarten und mittels Foto.
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Grundsatzlich sollten Probenahmestellen an denen die Bedingungen instabil sind,
vermieden und etwaige Heterogenitaten der Inhaltsstoffe bertcksichtigt werden. Mik-
roorganismen sind lebende Organismen, die keine ideale Losung in Wasser bilden,
sondern als Suspension mit einer gewissen Heterogenitat vorliegen. Fir Legionellen
gilt dies in besonderem Mal3e, da sie zudem nicht ausschlieflich in der freien Was-
serphase existieren, sondern ebenfalls in Protozoen (z. B. in Amében, wie Naegleria,
Acanthamoeba, Echinamoeba, Hartmannella oder Ciliaten, wie Vorticella) vorkom-
men.

Deshalb sind bei der Untersuchung von wassrigen Proben Probenahmen von Ober-
flachenschichten oder Mitnahme von Oberflachenfilmen zu vermeiden. Die Proben
sind wie im Abschnitt ALV nachfolgend dargestellt aus den entsprechenden Tiefen
zu nehmen.

Beispiele fir vorkommende Heterogenitaten:

- Es ist nicht gleichwertig, eine unter der Oberflache liegende oder eine Oberflachen-
probe oder eine wahrend der Entnahme durch den Oberflachenfilm ,kontaminierte®
Probe zu nehmen. In einigen Fallen (z. B. stehendes Wasser) kann die Konzentration
im Oberflachenfilm 1.000-mal hoher sein als unter der Oberflache.

- Es kodnnen unterschiedliche Ergebnisse erzielt werden, wenn einerseits Proben aus
Bereichen mit stagnierendem Wasser, verringertem Durchfluss oder andererseits
stark durchstromten Bereichen entnommen werden.

- Die Beschaffenheit am Abfluss eines durchmischten Behdlters ist im Allgemeinen
dieselbe wie die im Wasserkorper, kann sich aber von der am Einlass deutlich unter-
scheiden.

- In Absetzbecken, die zur Sedimentation oder Eindickung von Abwasser oder Klar-
schlamm dienen, werden an Zuleitungs- und Abflussrohren andere Ergebnisse erzielt
als aus dem Becken selbst.

ALIV. Probenahmegerate und Probenbehailter

Verwendete Materialien

Grundsétzlich miussen alle zur Probenahme bendtigten Arbeitsgeréte steril und che-
misch inert sein. Das bedeutet, dass alle Arbeitsmaterialen so gewahlt werden mus-
sen, dass sie einer vorherigen Hitzesterilisation standhalten.

Probenahmegerate (mdglichst aus Glas, Edelstahl oder Aluminium):
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— Schopfeimer aus Edelstahl

— Schopfbecher aus Edelstahl, evtl. mit Teleskopstange

— Teleskopstange mit Flaschengreifer

— Glas- oder Edelstahltrichter (falls keine Giel3tullen vorhanden)

— Spatel oder Schaufel aus Edelstahl (fir Sielhaut und Sedimente aus flachen Ge-
wassern)

Sterilisation der Probenahmegerate

Bei Verwendung von Teleskopstangen mit Edelstahl-Probenschopfer oder Flaschen-
halter ist darauf zu achten, dass insbesondere bei Verwendung eines Schopfers bzw.
Halters fur mehrere Probenahmen, ausausschliel3lich saubere Geratschaften ohne
sichtbare Anhaftungen verwendet werden. Entsprechende Materialien zum Reinigen
der Geratschaften nach erfolgter Probenahme sind mitzufihren. Im optimalen Fall
sollten fur jede Probenahme ,frische, im Labor gereinigte Schopfer/ Halter* verwen-
det werden.

Bei der Verwendung von Schopfgefalien ist nach mehrmaligem Gebrauch darauf zu
achten, ob Veranderungen der Oberflachen der eingesetzten Materialien (z.B. Salz-
korrosion an der Innenwandung von Edelstahlbechern, Porositat bzw. Aufrauhung
der Innenwandung eines Kunststoffbechers) erfolgt sind. Derartige Becher sind aus-
zutauschen bzw. derart zu behandeln, dass die Oberflachen korrosionsfrei sind, um
das Kontaminationsrisiko zu verringern.

Teleskopstangen/ Schopfer/ Halter werden unmittelbar vor der Probenahme auf die
erforderliche Lange eingestellt und der Probenschépfer innen und auf3en und das
untere Ende der Teleskopstange (mindestens bis zur Eintauchtiefe) sterilisiert.

Hierflr gibt es mehrere Varianten:
- Vorzugweise kdnnen mehrere sterile Probenschopfer verwendet werden.

- Abflammen: Vorzugsweise unter Verwendung eines Propan/Butan-Kartuschen-
brenners mdglichst mit Piezoziindung. Hier ist darauf zu achten, dass das Ab-
flammen mit der heiResten Stelle der Flamme d. h. direkt oberhalb des inneren
Flammenkegels im Schmelzraum der Flamme fur einen ausreichenden Zeitraum
(mind. 1 Min) erfolgt.

- Desinfektion mit 70 %-igem Ethanol oder iso-Propanol. Ethanol bzw. Propanol
aufspriihen und vollstéandig verdunsten lassen. Diese Variante ist zeitaufwendiger
als das Abflammen. Insbesondere in Ex-geschitzten Bereichen stellt es jedoch
eine Alternative zu dem hier untersagten Abflammen dar.
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Probenbehalter

Die Sterilitat der Probenbehalter muss sichergestellt sein, unabhangig davon, ob sie
intern sterilisiert oder ob sie bereits sterilisiert bezogen wurden. Dies gilt fir Glas-
und Kunststoffflaschen gleichermal3en. Nahere Hinweise zur Sterilisation der Pro-
benbehélter siehe DIN EN ISO 11731-2:2008-06.

Das Probevolumen sollte fur die Analyse aller zu untersuchenden Parameter aus-
reichend sein. In der Probenflasche ist ein Luftraum zu belassen, um vor der Analyse
ein ausreichendes Schutteln zu ermadglichen.

Im LANUV NRW werden fiir die Untersuchung auf Legionellen i.d.R. handelsibliche,
y-sterilisierte, halbtransparente 250 ml-Kunststoff-Weithals-Einwegflaschen verwen-
det. Die Flaschen sind etwa mit 200 ml zu befillen.

Inaktivierung von Desinfektionsmitteln

Bei einigen Untersuchungsgutern, insbesondere Kuhlwassern werden im Kreislauf-
wasser zur Minimierung der mikrobiellen Vermehrung und Verminderung der Biofilm-
bildung durch Hemmung, Inaktivierung oder Abtdtung der Mikroorganismen Biozide
teils allein, teils in Kombination mit anderen Desinfektionsverfahren eingesetzt. Eine
Ubersicht gebrauchlicher Biozide sowie Desinfektionsverfahren enthalt VDI 2047
Blatt 2.

Vor der Probenahme ist zu klaren, ob und welche Desinfektionsmalinahmen vorge-
nommen wurden (siehe Kapitel 7.6). Fur etwaig vorhandene Desinfektionsmittel
mussen entsprechende Inaktivierungsmaflinahmen durch Zugabe eines geeigneten
inaktivierenden Agens im Uberschuss zur Probe ergriffen werden, um Minderbefunde
zu vermeiden. Oxidationsmittel (z. B. Chlor, Chloramin, Brom oder Ozon) kdnnen
durch Zugabe von Kaliumthiosulfat oder Natriumthiosulfat in das Probengefal3 inakti-
viert werden (DIN EN ISO 19458:2006-12). Alternativ kénnen in diesem Fall sterile
Einweg-Gefalie mit werksseitig vorgelegtem Natriumthiosulfat verwendet werden

ALV. Probenahmen

Allgemein

Bei der Probenahme durfen weder die Probenahmegerate noch die Probenflaschen

(Flaschenhals, der Rand und die Verschlussinnenseite) direkt mit der Hand oder mit

anderen unsterilen Stellen in Berihrung kommen. Bekanntermal3en stark belastete

Probenahmestellen missen wéhrend eines Probenahmeeinsatzes zuletzt beprobt

werden, um das Kontaminationsrisiko zu minimieren. Bei mehreren Probenahmen

aus Oberflachengewassern und Abwasser am selben Tag sollten zunachst die Ge-
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wasserproben und anschlieRend die Abwasserproben enthnommen werden. Die Pro-
benflaschen sind unmittelbar nach dem Beflillen zu verschlie3en und in einer Kih-
leinrichtung zu transportieren (siehe Abschnitt Al.VIII). Diese Wasserprobe zur Un-
tersuchung auf Legionellen darf keinesfalls zur Bestimmung der Temperatur oder
irgendeines anderen vor Ort zu prifenden Parameters benutzt werden.

Automatische Probenahmegerate

In bestimmten Fallen ist der Einsatz von automatischen Probenahmegeraten zur kon-
tinuierlichen Uberwachung erforderlich. Fur die bakteriologische Probenahme kénnen
peristatische Pumpen mit sterilen Schlauchen eingesetzt werden (DIN EN ISO
19458:2006-12).

Die Probenahmegerate missen mit Kihlung und Heizung ausgestattet sein, die ei-
nen frostfreien Betrieb und eine Temperierung der Proben wéahrend des Entnahme-
zeitraues von (3 = 2) °C gewahrleisten. AuRerdem mussen zur Sicherstellung der
Sterilitat alle wasserfuhrenden Teile (Schlauche, Verteiler...) nach erfolgter Probe-
nahme wartungsfreundlich innerhalb kurzer Zeit vor Ort komplett ausgewechselt
werden kénnen. Idealerweise erfolgt eine Direktverteilung in die Probenbehélter. Bei
Verwendung eines Probenteilers im Probenahmegerat muss dieser austauschbar
sein. Das Pumpenschlauchsystem wird direkt (ohne weitere Kupplungen) an einen
Probenahmehahn angeschlossen oder im Ablaufgerinne /-schacht so fixiert, dass
keine Ablagerungen vom Gerinneboden mit angesaugt werden kdnnen.

Das LANUV NRW betreibt beispielsweise ein Dauerprobenahmegerat am Ablauf ei-
ner Abwasserbehandlungsanlage und wechselt dabei taglich die Schlauche, den
Verteiler und die Probenbehalter. Alle wasserfiihrenden Teile sind mehrfach vorhan-
den und werden stets im Labor vor dem erneuten Einsatz gereinigt und sterilisiert;
die Probenbehalter (1 Liter Glasflaschen) werden z. B. bei 170 °C im Trockenschrank
behandelt, der Verteiler wird mit iso-Propanol eingespriht und getrocknet, Schlduche
werden stets neue verwendet. Um etwaige Kontaminationen erkennen zu kdnnen,
wird vor jeder Probenserie eine Blindwertprobe unter Verwendung der neu eingese-
tzten Teile entnommen. Die Ergebnisse der Blindwertproben lagen i.d.R. < 100 KBE/
100 ml. Die Mischproben werden jeden Tag morgens enthommen und unmittelbar
dem Untersuchungslabor Gberbracht.

Probenahme aus Oberflachengewéssern

Je nach odrtlichen Gegebenheiten ist eine Probenahme direkt im Gewasser, vom
Ufer, von Briicken oder vom Schiff erforderlich. In allen Féllen ist darauf zu achten,
dass kein Sediment aufgewirbelt wird und in die Probenflasche gelangt. Durch die an
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Ton und organischem Schluff absorbierten Bakterien kann das Ergebnis verfalscht
werden.

Es wird empfohlen, aus Oberflachengewéssern ausschlie3lich Einzelproben zu ent-
nehmen. Eine Einzelprobe ist definitionsgemaly ,eine zufallig (in Bezug auf Zeit
und/oder Ort) durch einmalige Enthahme (meist durch Schopfen) aus einem Wasser-
korper gewonnene Probe“ (DIN 38402-11:2009-02, DIN 38402-15:2010-04).

Bei FlieRgewassern mit mehr als 1 m Wassertiefe sollen Schopfproben etwa 30 cm
unter der Wasseroberflache entnommen werden. Wenn aus einem Gewasser mit
geringerer Tiefe genommen werden muss, ist dieses im Probenahmeprotokoll zu
vermerken, weil dann ggfs. etwaige Resuspensionseffekte von Bakterien bei der Be-
urteilung bertcksichtigt werden missen.

Wenn eine Probenahme im Gewasser sicher und gefahrlos madglich ist, kann die in-
nen sterile Probenflasche direkt im Gewasser geflllt werden. Hierbei ist insbesonde-
re darauf zu achten, dass etwaige Aufwirbelungen des Untergrundes wieder abge-
setzt oder mit der Stromung abgetrieben worden sind, bevor die Flasche gefillt wird.
Dazu die Flasche umgekehrt nach unten ins Wasser bis zu einer Tiefe von etwa 30
cm untertauchen. AnschlieRend die Flasche durch Drehen seitwéarts und aufwarts
fullen, um Verschmutzungen zu vermeiden. Wenn Stromung vorhanden ist, die Fla-
sche der Stromung zugewandt halten.

Probenahme von Abwasser

Ublicherweise werden im Rahmen der Abwasseriiberwachung Mischproben (z. B.
Quialifizierte Stichproben, 2h-Mischproben) entnommen. Fiur die Probenahme von
Legionellen ist die Entnahme von Mischproben nicht empfehlenswert, da erfahrungs-
gemal bei der anschliel3end erforderlichen Homogenisierung von Mischproben auch
mit Kontaminationen zu rechnen ist, weil die Homogenisiergefalle (inkl. Entnah-
mehahn und Magnetruhrfisch) i.d.R. nicht hinreichend sterilisiert werden.

Deshalb wird auch fir die Probenahme von Abwasser ausschlieRlich die Entnahme
von Einzelproben empfohlen.

Vor der Probenahme sollte die ausgewéhlte Probenahmestelle gereinigt werden, um
Ablagerungen, Schlamm, Bakterienfilm usw. von der Wandung zu entfernen um si-
cherzustellen, dass bei der manuellen Probenahme nicht doch etwas von der Wan-
dung abgeldst wird und in die Wasserprobe gelangt.

Im Rahmen einer routinemafigen Prufung auf Legionellen sollten Proben auf Klaran-
lagen an folgenden Stellen entnommen werden:

- Zulauf zur Klaranlage (hinter dem Rechen und Sandfang)
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- Gesamtablauf (amtliche Probenahmestelle gem. § 120 LWG)

Die Probenahmestellen sollten moglichst unterhalb von Abflussmesseinrichtungen
oder Wehren gewahlt werden.

Probenahme aus Abwasserleitungen, Kanalen und Kanalschachten

In Kanélen, Ablaufrinnen oder offenen Abflussleitungen sollte im Allgemeinen die
Probenahmestelle innerhalb des Wasserkorpers liegen, z. B. ein Drittel unterhalb der
Wasseroberflache des Abwasserstromes, um zu gewahrleisten, dass weder auf-
schwimmende noch sedimentierte Stoffe miterfasst werden. Hierzu muss eine aus-
reichende Breite und Tiefe von baulicher Seite und ausreichende Wassertiefe gege-
ben sein, die den Einsatz eines Schopfbechers erlauben.

Sind Abflussmesseinrichtungen oder Wehre in den Kanélen vorhanden, ist die Pro-
benahmestelle immer stromabwaérts festzulegen. Der Abstand sollte hierbei mindes-
tens das 3-fache des Rohr-/Gerinnedurchmessers betragen.

Bei flachen Gerinnen oder Kandlen kénnen Staubleche mit V-férmigem Einschnitt
eingebracht werden. Die Probe wird am Uberlauf entnommen, aus dem das Abwas-
ser in freiem Fall austritt.

Besitzen Abwasserrinnen mit flacher Fihrung einen Absturz, kann die Probe am
Uberlauf entnommen werden. Bei geringer Wasserfiihrung konnen Bleche an der
Uberlaufkante einen besseren freien Absturz zur Entnahme der Proben gewahrleis-
ten.

Bei Probenahmeschéachten handelt es sich in der Regel um Kontrollschachte, runder
oder rechteckiger Bauart. Sie sollten Uber einen ausreichenden Querschnitt verfi-
gen, damit manuelle Schopfproben entnommen werden kénnen. Geeignete Probe-
nahmestellen im Kontrollschacht sind z.B. einmindende Abflussrohre, die etwas in
den Schacht hineinragen und soweit iber der Kanalsohle liegen, dass ein Schépfge-
rat problemlos unter dem Rohr platziert werden kann.

Wird der Kontrollschacht vom Abwasserstrom durchflossen, muss eine ausreichende
Wasserfuhrung und Wassertiefe vorhanden sein, um Proben unter der Wasserober-
flache entnehmen zu kdnnen. Gegebenenfalls muss bei geringer Wasserfiihrung ein
Staublech mit V-Nut eingebracht werden. Die Probe ist dann an dem freien Uberlauf
zu entnehmen. Probenahmeschéachte, in denen sich das Abwasser uber dem Aus-
laufrohr anstauen kann, sind ungeeignet.

Probenahme aus Kihlsystemen
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Die Auswahl der Probenahmestellen bei industriellen Kihlverfahren mit Wasser als
KahImittel ist unter anderem abhangig vom jeweiligen Kiuhlsystem (Durchlaufkiihlung,
offene / geschlossene Kuhlkreislaufe...).

Bei Durchlaufkihlysystemen wird Frischwasser (Grundwasser, Uferfiltrat, Oberfla-
chenwasser) in einem Durchlauf verwendet. Die Probenahmestellen befinden sich
sowohl vor als auch hinter den zu kiuhlenden Aggregaten.

Bei der Kihlung uber Primar- und/oder Sekundarkreislaufen werden zwei Kuhlkreis-
laufe miteinander gekoppelt, wobei ein geschlossener Sekundéarkreislauf mit einem
Primarkreislauf rickgekuhlt wird. Der Primérkreislauf kann aus einem Durchlaufkihl-
system, aus einem offenen oder geschlossenen Rickkihlwerk oder einer Kalteanla-
ge (z. B. Solekuhlung) bestehen. Die Probenahmestelle sollte auf der Ricklaufseite
und an einer gut durchstromten Stelle des Kreislaufsystems installiert sein.

Vielfach wird das erwarmte Kihlwasser in einem offenen System durch Verduns-
tungskalte vorgekuhlt, wobei Wasserverluste infolge Verdunstung, Versprihen und
Abschlammung (Absalzung) durch Frischwasser ersetzt werden. Bei geschlossenen
Ruckkuhlverfahren flie3t das Kuhlwasser durch Rohre, die von auf3en durch Luft oder
Wasser gekuhlt werden. Die Verfahren der offenen und geschlossenen Ruckkihlung
kénnen kombiniert werden. Hinsichtlich der Probenahmestelle wird auf die VDI 2047
Blatt 2 verwiesen.

Sonderkuhlverfahren werden meist eingesetzt, wenn das zu kihlende Medium sehr
heil ist (z. B. Abhitzeverfahren, Warmepumpen) oder wenn sehr tiefe Vorlauftempe-
raturen erforderlich sind (z. B. Solekihlung). Fur Sonderkuhlverfahren im hohen
Temperaturbereich (t > 100 °C) wird auf ISO 5667-7 verwiesen.

Bei der Probenahme ist darauf zu achten, dass keine Ablagerungen, Schleim etc. mit
in die Wasserprobe gelangen. Fur die mikrobiologische Probenahme sollten an ge-
eigneter Stelle desinfizierbare Probenahmearmaturen vorgesehen werden (siehe
auch nachster Abschnitt). Vorzugsweise sollten diese in Strémungsrichtung des
Kreislaufwassers z.B. vor der Bioziddosierstelle liegen. Ist bei vorhandenen Anlagen
eine Probenahme an dieser Stelle nicht méglich, so kann die Probe entweder direkt
unter der Verspriheinrichtung oder als Schopfprobe aus der Kreislaufwanne ent-
nommen werden.

Anmerkung: Um zufallige Schwankungen der Wasserbeschaffenheit und zur Ver-
meidung der Erfassung einzelner ,Verschmutzungsschibe® durch z.B. abreilende
Biofilme wurden und werden vom LANUV NRW bei Naturzugkuhltirmen mit grof3en
Umlaufwassermengen jeweils Probenreihen von 5 Proben in einer bestimmten Tiefe
an verschiedenen Stellen der Kreislaufwanne entnommen und vor Ort zu einer
Mischprobe vereinigt, homogenisiert und eine Teilprobe abgefullt.
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Enthalt die Probe sicher oder mdglicherweise oxidierende Desinfektionsmittel, so
mussen diese inaktiviert werden (siehe Abschnitt “Vorlagen im Probebehalter”).

Probenahme aus Entnahmearmaturen

Probenahmen an einer Entnahmearmatur kdnnen unterschiedlichen Zwecken die-
nen. Je nach Untersuchungsziel ist es entweder notwendig oder falsch die ange-
brachten Vorrichtungen oder Einsatze zu entfernen, die Entnahmearmatur zu desin-
fizieren oder zu spilen (siehe hierzu DIN EN ISO 19458).

Im Rahmen der Abwasser- und Kihlwasserprobenahmen sind i.d.R. spezielle Ent-
nahmearmaturen an den hierfur eingerichteten Probenahmestellen vorhanden. Diese
mussen fur die mikrobiologischen Untersuchungen durch Abflammen sterilisierbar
sein, in einem sauberen Zustand gehalten, deutlich beschriftet und ausschlie3lich zur
Probenahme verwendet werden.

Eine Desinfektion der Offnung einer Entnahmearmatur ist sichergestellt, wenn die
Temperatur dort durch intensives Abflammen mit einem Kartuschenbrenner mindes-
tens 80 °C erreicht. Dieses ist nicht der Fall, wenn Wasser im erhitzten Teil verbleibt.
Abflammen mit einem Feuerzeug ist nur oberflachlich und nicht ausreichend.

In explosionsgefahrdeten Bereichen muss alternativ mittels Desinfektionsmittel desin-
fiziert werden.

Vor dem Abflammen sicherstellen, dass keine Verschmutzungen (Kalkablagerungen,
Schleim etc.) in die Probe gelangen kénnen und keine Entnahmehahne mit Gummi-
dichtungen ausgewahlt werden. Schmutz vor dem Abflammen und der eigentlichen
Probenahme abkratzen, und die Entnahmearmatur mehrmals voll aufdrehen und
schlieBen, um Schmutz auszuspulen. Das in der Leitung befindliche Standwasser ist
vor der Probenahme ausreichend lange ablaufen zu lassen. Nach dem Abflammen
und erneutem Offnen der Entnahmearmatur sollte ein zischendes Gerausch horbar
sein. AnschlieBend die Entnahmearmatur soweit 6ffnen und das Wasser in einem
etwa bleistiftstarkem Strahl abflieRen lassen, bis die Temperatur konstant ist. Dann
die offene Probenflasche in den Wasserstrahl halten und unter aseptischen Bedin-
gungen fullen.

Probenahme von Belebtschlamm

In Belebungsbecken werden die Mikroorganismen, die sich an fein verteilten
Schweb- und Feststoffen ansiedeln und als Flocken den Belebtschlamm bilden, auf-
grund der Sedimentation und Eindickung sehr heterogen verteilt vorliegen. Mit einer
Einzelprobe ist somit keine reprasentative Probenahme mdglich und es werden mit
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den gewonnenen Untersuchungsergebnissen nur Orientierungswerte erhalten. Eine
annahernd repréasentative Erfassung wirde die Probenahme von Belebtschlamm aus
verschiedenen Abschnitten und Tiefen mit relativ gro3en Probenvolumina und an-
schlieBender Homogenisierung und Probenteilung vor Ort erfordern.

Fur dieses Untersuchungsprogramm wird empfohlen, die Belebtschlammproben ent-
weder am Ablauf des Belebungsbeckens oder direkt aus dem Becken stets an der-
selben Probenahmestelle aus stets der gleichen Entnahmetiefe als Einzelprobe z. B.
mit einem Probenschopfer unterhalb der Wasseroberflache zu nehmen. Der Probe-
nahmeort sollte exakt im Probenahmeprotokoll beschrieben werden.

Probenahme von Biofilmen

Biofilmproben (Sielhaut) durch mechanisches Abkratzen der Oberflache mit einem
sterilen Spatel nehmen und in den Probenbehélter abstreifen. Als Probenmenge soll-
ten ca. 5 g — 10 g entnommen werden und in ein ausreichend groR3es Weithalsgefaf
Uberfuhrt werden, so dass die Probe im Labor daraus auch wieder enthnommen wer-
den kann. Fur eine Bestimmung wird anschliel3end im Labor der Biofilm in einer ent-
sprechenden Wassermenge (min. 1:10) suspendiert und homogenisiert.

Probenahme von Sedimenten

Ziel der Sedimentprobenahme ist es, moglichst feinkdrniges und oberflachennahes
Sediment aus dem Gewasser zu entnehmen — aber keinen Sand!

Sedimente findet man in FlieRgewéssern bevorzugt in stromungsberuhigten Zonen,
z. B. oberhalb von Wehren und in Buhnen bzw. unterhalb von Buhnen und Briicken-
pfeilern. Eine Entnahme aus dem Uferbereich ist dann zu vermeiden, wenn es in die-
sem Bereich augenscheinlich zu Ablagerungen von eingeschwemmten Uferboden
kommen kann (LAWA AQS-Merkblatt P-8/4; Probenahme von Schwebstoffen und
Sedimenten, Mai 2002)

Die Probenahme aus bewatbaren Flie3gewéassern erfolgt mittels einem sterilen Spa-
tel oder Edelstahlschopfer durch mechanisches Abkratzen der oberflachennahen
Schicht von ca. 5 — 10 mm, weil der relevante Biofilm mit den Amodben obenauf sitzt.
Bei tieferen Gewéassern werden die Sedimentproben mittels Probenschopfer, Eimer
oder Sedimentgreifer (z. B. Bodengreifer nach Ekman-Birge) gewonnen. Nach erfol-
ter Probenahme ist evtl. mitgewonnenes, lUberstehendes Wasser abzutrennen und
die obere Schicht von dem gewonnenen Sediment als Probe abzukratzen.
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Als Probenmenge sollten ca. 50 g — 100 g entnommen werden und in ein ausrei-
chend grol3es Weithalsgefal3 (z. B 250 ml) tGberfuhrt werden, so dass die Probe im
Labor daraus auch wieder entnommen werden kann. Fur eine Bestimmung werden
anschlieRend im Labor 10 g mit 100 ml Wasser suspendiert.

ALVIL. Vor-Ort-Untersuchungen

Fur die Beurteilung der Legionellenbefunde ist die Wassertemperatur zum Zeitpunkt
der Probenahme unbedingt erforderlich.

Dartber hinaus sollten auch noch pH-Wert und elektrische Leitfahigkeit bestimmt
werden, um bei auffalligen Befunden eine Plausibilitatspriufung hinsichtlich der Ver-
anderung der Abwasserzusammensetzung und der Probenmatrix vornehmen zu
kénnen.

ALVIIL. Probenbeschriftung und Probenahmeprotokoll

Die Behalterbeschriftung muss eindeutig und lesbar sein; das Etikett sollte wasser-
fest sein und sich nicht einfach ablésen.

Auf dem Probenbehélter sind mindestens folgende Angaben zu vermerken (DIN EN
ISO 5667-3:2013-03):

— Datum und Uhrzeit der Probenahme

— Probenahmestelle!

— Probennummer

— etwaiger Einsatz von Desinfektionsmitteln in der Anlage zum Zeitpunkt der
Probenahme

— etwaiger Zusatz von z. B. Natriumthiosulfat oder anderer Hilfsmittel zur Inakti-
vierung von Desinfektionsmittel

Alle anderen Angaben sind erganzend und sollten im Probenahmeprotokoll be-
schrieben werden. Das Probenahmeprotokoll muss mindestens den Namen und die
Adresse des Auftraggebers, die Liste der zu untersuchenden Parameter, Datum, Zeit
und Probenahmestelle, Name der probenehmenden Person sowie die Probenart
(Wasser, Schlamm, etc.) und die Vor-Ort-Messungen enthalten. Hinweise, die fur die
Interpretation der Ergebnisse wichtig sind (z. B. eingesetzte Biozide, Verdnderungen
der Messstelle, verfahrenstechnische Anderungen an der Anlage...) sind ebenfalls zu
protokollieren.

! sofern nicht aus Griinden der Qualitatssicherung oder fehlender Unabhangigkeit das Untersuchungs-
labor herkunftsunabhéngig untersuchen soll. In diesem Falle muss der Auftraggeber sicherstellen,
dass die Daten richtig zusammengefuhrt werden.
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ALVIIL Probenkonservierung, Transport und Lagerung

Die Zeit zwischen der Probenahme und der Analyse im Labor ist so kurz wie mdglich
zu halten. Die Proben sollten vorzugsweise innerhalb eines Tages dem Labor uber-
geben und angesetzt werden, jedoch nicht spater als zwei Tage (DIN EN ISO
11731-2:2008-06; Nachweis und Zahlung von Legionellen).

Die Proben sind in Kihleinrichtungen (z. B. Kihlboxen mit Kiihlakkus) lichtgeschutzt
bei einer Temperatur zwischen (5 + 3) °C zu transportieren. Die Proben durfen nicht
tiefgefroren werden (DIN EN ISO 19458:2006-12, DIN EN ISO 11731-2:2008-06).

Um mogliche Kontaminationen wahrend des Transportes auszuschliel3en, sollten
Oberflachenwasser-Proben und Abwasser-Proben bzw. stark und weniger stark be-
lastete Proben in getrennten Kiihlboxen gelagert werden.

ALIX. Arbeitsschutz- und Arbeitssicherheit

Atemschutz ist zu tragen, wenn die inhalative Aufnahme biologischer Arbeitsstoffe in
Form von Spritzern und Aerosolen durch technische und organisatorische Mal3nah-
men nicht verhindert werden kann. Geeignet sind z. B. partikelfiltrierende Halbmas-
ken (FFP 3) mit Ausatemventil als Mindestanforderung. Bei Benutzung der Masken
ist darauf zu achten, dass diese dicht abschlieRen. Partikelfiltrierende Halbmasken
FFP 3 sind nach der Benutzung zu verwerfen (Technische Regeln flir Biologische
Arbeitsstoffe TRBA 220, Dezember 2010).

Grundsatzlich sind die im Abwasserbereich ohnehin bekannten und erforderlichen
hygienischen MalRBhahmen zu beachten und Schutzausristung wie Einmalhandschu-
he und Atemschutz zu tragen, um das Infektionsrisiko fur das Probenahmepersonal
Zu minimieren.

ALX. Literatur zu Anhang I

DIN EN ISO 5667-1;2005-08; Anleitung zur Erstellung von Probenahmeprogrammen
und -techniken

DIN EN ISO 5667-13;2011-08; Anleitung zur Probenahme von Schlammen
Empfehlungen des Umweltbundesamtes ,Systematische Untersuchungen von Trink-
wasser-Installationen auf Legionellen nach Trinkwasserverordnung® vom 23.08.2012
DIN EN ISO 19458:2006-12 Probenahme fur mikrobiologische Untersuchungen

DIN 38402-11:2009-02; Probenahme von Abwasser
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DIN 38402-15:2010-04; Probenahme aus Fliel3gewassern

DIN EN ISO 11731-2:2008-06; Nachweis und Zahlung von Legionellen

LAWA AQS-Merkblatt P-8/4; Probenahme von Schwebstoffen und Sedimenten (Mai
2002)

DIN EN ISO 5667-3:2013-03; Konservierung und Handhabung von Wasserproben

Technische Regeln fur Biologische Arbeitsstoffe TRBA 220 , Sicherheit und Gesund-
heit bei Tatigkeiten mit biologischen Arbeitsstoffen in abwassertechnischen Anlagen®
(Dezember 2010)
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Anhang II: Details zum Kulturellen Nachweis von Legionellen basie-
rend auf einem Konzeptpapier des LANUV (SELKE 2015)

AlLL

Ankunft der Probe im Labor

Fur die Ankunft der Probe im Labor wurde folgende Konvention geschlossen:

AILIL

Bei der Probeniibergabe an das Labor ist sicherzustellen, dass die Kihlkette nicht
unterbrochen wird.

Datum und Uhrzeit der Probenansatzes sind zu protokollieren

Eine eindeutige Deklarierung der Probe (Minimum eindeutige Probennummer) ist zu
kontrollieren.

Die Probenbezeichnung auf der Flasche ist im Labor zu dokumentieren; dies kann
optional als Fotodokumentation des Etiketts erfolgen

Die Einteilung der Probe erfolgt nach nachstehend deklarierten visuellen Kategorien,
sowie erganzenden Erklarungen aus der Probendeklaration wie, z. B. ,Zulauf‘ bzw.
»1Ablauf einer Klaranlage:

A: Abwasser oder Oberflachenwasser: klar, ungefarbt, ohne sichtbare Par-
tikel

B: Abwasser oder Oberflachenwasser: getribt und /oder geféarbt und/oder
sichtbare Partikel

C: Kuhlwasser und andere Prozesswasser
D: Proben aus dem Belebungsbecken
E: Klarschlamm

F: Feststoffe Sonstiges: z. B. Sediment, Sielhaut

Kulturverfahren zum Nachweis von Legionellen in verschiedenen
Matrices

Die im nachfolgenden Textteil dargestellten Konventionen zur Bestimmung von Legi-
onellen nach dem Kulturverfahren basieren auf den folgenden Normen:

ISO 11731: 1998 Water quality — Determination of Legionella

DIN EN ISO 11731-2: 2008 Wasserbeschaffenheit — Nachweis und Zah-
lung von Legionellen — Teil 2: Direktes Membranfiltrationsverfahren mit niedri-
ger Bakterienzahl, (ISO 11731-2:2004); Deutsche Fassung EN ISO 11731-
2:2008, Beuth-Verlag, Berlin
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Hintergrund: Die im Vorfeld genannten Normen: ISO 11731, ISO 11731-2 und damit auch die deut-
sche Fassung DIN EN ISO 11731-2 befinden sich derzeit in Revision (Stand: CD-Fassung). Geplant

ist eine Erweiterung der Geltungsbereiche der o.g. Kulturverfahren auch auf Matrices, wie ,water with
extreme high background” und ,waste water” (Annex J).

Untersuchung von Proben gemaR der laborseitig getroffenen Einteilung:

A: Abwasser oder Oberflachenwasser: klar, ungefarbt, ohne sichtbare Partikel

» Die Homogenisierung der Probe erfolgt mittels manuellem Aufschutteln

» Es erfolgt keine Legionellenbestimmung mittels Membranfiltration (*)

« Eine Hitze- und/ oder Saurebehandlung zur Minimierung der Begleitflora ist
nach 1ISO 11731:1998 durchzufiihren. Das genaue Vorgehen ist zu dokumen-
tieren.

« Der kulturelle Legionellen-Nachweis erfolgt ausschlief3lich mittels des Ober-
flachenverfahrens nach ISO 11731:1998. Hierbei werden folgende Ansatze
untersucht: 2 x 0,5 ml aus der Originalprobe (10°), 2 x 0,5 ml aus der 10*-
Verdiinnung, 2 x 0,5 ml aus der 10 —Verdiinnung. Die Zwischenergebnisse
sind zu dokumentieren. (Anmerkung: Zur Herstellung der Verdinnungsreihen
muss ein Vortex—Mixer benutzt werden.)

« Falls alle Ansatze aufgrund hoher Begleitflora nicht auswertbar sind (das
Ergebnis der Analyse wird mit ,,nicht auswertbar“ angegeben), muss ei-
ne zeitnah entnommene Folgeprobe mit héheren Verdinnungsstufen un-
tersucht werden.

(*) Fur Nachweise zur Abwesenheit des Epidemiestammes (< 10 KBE Legionel-
len des Epidemiestammes/100 ml) sind ggf. mehrere parallele Ansatze mit gerin-
gem Untersuchungsvolumen und ggf. zuséatzliche Behandlungen oder Medien not-
wendig.

Untersuchung von Proben gemal der laborseitig getroffenen Einteilung:

BZ Abwasser oder Oberflachenwasser: getriibt und /oder gefarbt und/oder
sichtbare Partikel

+ Eine Homogenisierung der Probe mittels manuellen Aufschittelns wird als
nicht ausreichend erachtet. Daher wird eine intensivere Form der Homoge-
nisierung der kompletten Probe auf dem Vortex fir 1 min unter maximaler
rpm-Einstellung vorgenommen.
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Es erfolgt keine Legionellenbestimmung mittels Membranfiltration (*)

Eine Hitze- und/ oder Saurebehandlung zur Minimierung der Begleitflora ist
nach 1SO 11731:1998 durchzufiihren. Das genaue Vorgehen ist zu dokumen-
tieren.

Der kulturelle Legionellen-Nachweis erfolgt ausschliel3lich mittels des Ober-
flachenverfahrens nach 1SO 11731:1998. Hierbei werden folgende Ansatze
untersucht: 2 x 0,5 ml aus der Originalprobe (10°), 2 x 0,5 ml aus der 10*-
Verdiinnung, 2 x 0,5 ml aus der 102-Verdiinnung, 2 x 0,5 ml aus der 10°-
Verdinnung. Die Zwischenergebnisse sind zu dokumentieren. (Anmerkung:
Zur Herstellung der Verdinnungsreihen muss ein Vortex—Mixer benutzt wer-
den.)

Falls alle Anséatze aufgrund hoher Begleitflora nicht auswertbar sind (das
Ergebnis der Analyse wird mit ,nicht auswertbar“ angegeben), muss ei-
ne zeitnah entnommene Folgeprobe mit héheren Verdiinnungsstufen un-
tersucht werden.

(*) Fur Nachweise zur Abwesenheit des Epidemiestammes (< 10 KBE Legionel-
len des Epidemiestammes/100 ml) sind ggf. mehrere parallele Ansatze mit gerin-
gem Untersuchungsvolumen und ggf. zusatzliche Behandlungen oder Medien not-
wendig.

Untersuchung von Proben gemaR der laborseitig getroffenen Einteilung:

CZ Kihlwasser und andere Prozesswésser

Die Homogenisierung der Probe erfolgt mittels Aufschitteln

Der kulturelle Nachweis erfolgt i.d.R. mittels Membranverfahren und Ober-
flachenverfahren. Ausnahme: Falls nachgewiesen in 5 Proben in Folge (Ab-
stand 1 Monat) mittels Membranverfahren aufgrund hoher Begleitflora keine
auswertbaren Ergebnisse erzielt wurden, kann bei nachfolgenden Untersu-
chungen auf Bestimmungen mittels des Membranverfahrens verzichtet wer-
den.

Membranfiltrationen erfolgen von 10 ml und 100 ml Probe mit anschlief3en-
der Saurebehandlung des Membranfilters vor Auflegen auf das Nahrmedium
nach DIN EN ISO 11731-2:2008. Die Einzelergebnisse sind zu dokumentie-
ren.

Zusatzlich erfolgen Legionellenbestimmungen mittels des Oberflachenver-
fahrens nach ISO 11731:1998. Hierbei werden folgende Ansatze untersucht:
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2 x 0,5 ml aus der Originalprobe (10°), 2 x 0,5 ml aus 10™*-Verdiinnung, 2
x 0,5 ml aus 10%-Verdiinnung. Die Zwischenergebnisse sind zu dokumentie-
ren. (Anmerkung: Zur Herstellung der Verdinnungsreihen sollte ein Vortex—
Mixer benutzt werden.)

Anmerkung: Falls alle Ansatze aufgrund hoher Begleitflora nicht aus-
wertbar sind, muss eine zeitnah gezogene Folgeprobe mit héheren Ver-
dinnungsstufen angesetzt werden.

Untersuchung von Proben gemaR der laborseitig getroffenen Einteilung:

D: ,Proben aus dem Belebungsbecken “

Auf die nicht erreichbare Reprasentativitat von Proben aus dem Belebungsbe-
cken wurde bereits weiter oben hingewiesen (siehe ,Probenahme von Be-
lebtschlamm® im Abschnitt Al.V). Sollen gleichwohl solche Proben untersucht
werden, wirde man in Analogie zu den unter Punkt B beschriebenen Vorgehen
fur ,Abwasser oder Oberflachenwasser: getriibt und /oder gefarbt und/oder sicht-
bare Partikel“ verfahren. Fir die Auswertungen wird auf folgendes hingewiesen:

Auswertung von Platten nach 10 Tagen: in der Regel fuhrt dies zum Ergebnis
,hicht auswertbar®.

Auswertung von Platten zu einem friheren Zeitpunkt als von der Norm vorge-
geben. Dies fuhrt dazu, dass die noch kleinen Legionellen-Kolonien nicht oder
nur unzureichend entdeckt werden, insbesondere, wenn sie dicht bei oder un-
ter Kolonien schneller wachsender Begleitbakterien liegen. Ein anderer Stor-
faktor sind Bakterien in der Belebung, die Substanzen abgeben, welche das
Wachstum von Legionellen hemmen; das mussen nicht unbedingt Antibiotika
sein, die bekanntesten in dieser Art wirkenden Stoffe sind Siderophore, art-
spezifische Stoffe, die das lebensnotwendige Eisen aus dem Medium binden.
Minderbefunde sind somit wahrscheinlich. Die Aussagekraft eines Ergebnis-
ses ware gunstigstenfalls qualitativ (J/N). Dies meint: Ein positives Ergebnis
zeigt die Anwesenheit von Legionellen an, sollte aber durch Rekultivierung
bestétigt werden. Ein negatives Ergebnis kann bei starker Begleitflora nicht als
Abwesenheit von Legionellen interpretiert werden; der Legionellenstatus bleibt
unbestimmt. Bei der Angabe des Ergebnisses ist auf diesen Umstand hinzu-
weisen und der tatsachliche Zeitpunkt der Auswertung anzugeben.
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Untersuchung von Proben gemal der laborseitig getroffenen Einteilung:

E: .Klirschlamm*

Fur die Untersuchung von Klarschlammen gelten die oben bereits fir Belebtschlamm
beschriebenen statistischen Unsicherheiten der erhaltenen Ergebnisse im Besonde-
ren. Zwar kann man sich hinsichtlich der Arbeitsweisen im Labor auf einheitliche
Vorgehensweisen verstandigen, doch fuhrt dies, wie man anhand der vorliegenden
Datenreihen erkennen kann, derzeit nicht zu einer Harmonisierung hinsichtlich der
Reproduzierbarkeit und Richtigkeit der ermittelten Anzahl von Legionellen.

Dies liegt in der Besonderheit der untersuchten Matrix begriindet. Die biologische
Zusammensetzung von Klarschlamm variiert je nach Alter und Lagerungsbedingun-
gen des Schlamms. Sollten trotz beschréankter Aussagekraft der Ergebnisse dennoch
im Einzelfall Klarschlammproben untersucht werden sollen, ist mit dem jeweiligen
Auftraggeber zunéchst zu vereinbaren, in welcher Form das Ergebnis angegeben
werden soll: z.B. KBE/ x g Trockengewicht, KBE/ x g Feuchtgewicht, KBE/ x ml.

Ausgangsvoraussetzung ist eine reprasentative Probe des zu untersuchenden Klar-
schlamms. Je nach Absprache mit dem Auftraggeber ware folgende Vorgehensweise
im Labor denkbar:

Die Untersuchungen haben in Anlehnung an die 0.g. Normen zu erfolgen; die Einzel-
schritte sind zu dokumentieren.

e Suspension von z. B. ca. 10 g Probe in 100 ml sterilem, entionisierten Wasser
(die exakte Einwaage ist zu vermerken), Homogenisierung (Methode und Para-
meter sind zu dokumentieren)

Sollten keine anders lautenden Vereinbarungen mit dem Auftraggeber getroffen wer-
den, kann die Suspension gemalR der Arbeitsanweisungen Punkt B fur ,Abwasser
oder Oberflachenwasser: getriibt und /oder gefarbt und/oder sichtbare Partikel“ un-
tersucht werden.

Untersuchung von Proben gemal der laborseitig getroffenen Einteilung:

F: JFeststoffe Sonstiges: z. B. Sediment, Sielhaut‘*

Fur die Untersuchung von Feststoffen der oben genannten Kategorien, kann anhand
der zur Beurteilung vorliegenden Datenreihen keine empirisch abgesicherte Empfeh-
lung gegeben werden. Fur die Untersuchung reprasentiver Sielhaut-Proben gilt aber
dieselbe Problematik, wie bei der Bestimmung aus Belebt- oder Klarschlamm.
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Sollen Untersuchungen an diesen Matrices mittels o. g. Verfahren durchgefihrt wer-
den, ist mit dem Auftraggeber zu vereinbaren, welche Probenmengen suspendiert
und in welcher Art das Ergebnis angeben werden soll.

Fur die Durchfihrung waren folgende Arbeitsschritte denkbar:

Suspension von z.B. ca. 10 g Probe (mit Auftraggeber abzustimmen) in
100 ml sterilem, entionisierten Wasser (die exakte Einwaage ist zu vermer-
ken), Homogenisierung (Methode und Parameter sind zu dokumentieren)

Sollten keine anders lautenden Vereinbarungen mit dem Auftraggeber getrof-
fen werden, kann die Suspension gemal der Arbeitsanweisungen Punkt B fir
LAbwasser oder Oberflachenwasser: getriibt und /oder gefarbt und/oder sicht-
bare Partikel“ untersucht werden.

AILIII. Angabe Endergebnis Legionellenbestimmung

Fur alle wassrigen Probeneinteilungen gilt:

Die Angabe des Endergebnisses erfolgt als gewichtetes Mittel aus den Da-
ten aller auswertbaren Anséatze (in Anlehnung an DIN EN ISO 8199); bei An-
wendung sowohl des Membranfiltrationsverfahrens als auch des Ober-
flachenverfahrens nach Probeneinteilung C wird der héhere Messwert ange-
geben

Falls das Vorhandensein von Legionellen in den Ansatzen der Originalprobe
ausgeschlossen werden kann, erfolgt die Ergebnisangabe als ,< 1KBE /ml.
Falls nur in einer Verdiinnung die Anwesenheit von Legionellen sicher ausge-
schlossen werden kann, erfolgt die Ergebnisangabe als ,< NG/ml“ unter Be-
ricksichtigung der Verdiinnungsstufe.

Bsp.: Originalprobe (2 x 0,5 ml): nicht auswertbar,
Verdiinnung 10™ (2 x 0,5 ml) nicht auswertbar,
Verdiinnung 102 (2 x 0,5 ml: keine Legionellen
Ergebnis: < 100 KBE/ml (entspricht < 10.000 KBE/100 ml)

Bei der Angabe der Ergebnisse fur (Uberwiegend) feste Proben ist mit dem Auftrag-
geber abzustimmen, ob die Ergebnisangabe in KBE/ x ml oder KBE/x g erfolgen soll.
Bei dem Bezug Masse ist die Angabe analog der oben genannten Vorgabe flr wass-
rige Probeneinteilungen entsprechend anzupassen.
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AILIV. Serotypisierung

Wenn eine Serotypisierung durchgefihrt werden soll, erfolgt diese analog zu Kapitel
4.4,

Beim Auftreten der Serogruppe 1 ist mit dem Auftraggeber abzuklaren, ob eine ge-
nauere Untersuchung durch Ubersendung an das Referenzlabor in Dresden zu erfol-
gen hat.

Zudem ist vom Labor die Art der Vorgehensweise zur Serotypisierung einmalig an-
zugeben und eine Erlauterung der Ergebnis-Angabe erforderlich.

AILV. Mindestanforderung an die Dokumentation der Kulturellen Unter-
suchung auf Legionellen

e Eindeutige Deklaration der Probe, optional Foto des Etiketts

e Zusatzliche Bemerkung Uber Besonderheiten (z.B. Anhaftungen an Flaschen-
wandung etc.)

e Vom Labor getroffene Einteilung der Probe zur Untersuchung (klares, partikel-
freies (Ab )Wasser usw.)

e Dokumentation der einzelnen Verdinnungsstufen (optional Foto) und Bewer-
tungen der einzelnen Verdinnungsstufen, Bemerkungen zur Auspragung
maoglicher Begleitflora und Vorhandensein von Schwarmern oder Auffalligkei-
ten

e Gesamtergebnis zuzgl. Ermittlungsweg
e Ergebnisangabe entsprechend Abschnitt AllLIII
e Angaben zur Methodik

e Bei einer Epidemie sollte der Stamm weiter typisiert werden.
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Anhang III - Details zu Kapitel 3.2 Luftkeimsammlung
AIILIL. Luftkeimsammlung nach UFOPLAN-Projekt

Als Projektergebnis wurde eine Luftsammlung mittels eines Wet-Zyklon-Verfahrens
(z. B. Coriolis® p) als geeignet bestatigt. In Zyklonsammlern wird die eintretende Luft
beschleunigt und beim Durchstromen des Gerates in eine immer enger werdende
Spiralbahn gezwungen, wobei enthaltene Partikel und Mikroorganismen auf der In-
nenwand des Zyklons abgeschieden werden. Die Abscheidung kann auf einer feuch-
ten Oberflache erfolgen (Wet-Zyklon). Dieses Verfahren wird als schonender ange-
sehen im Vergleich zum Impinger AGI30, der fir Immissionsmessungen standardi-
siert ist, siehe VDI 4252 Blatt 3 und wird daher in die Untersuchungen einbezogen.
Das Wet-Zyklon-Verfahren wurde wéhrend der Projektlaufzeit auch anderweitig fur
den Nachweis von luftgetragenen Bakterien und Schimmelpilzen ge-testet und als
geeignet befunden (WALSER et al. 2013).

Zusammenfassend, wurde der Coriolis® p-Sammler als geeignetes Gerat fir die vor-
Ort Sammlung von Aerosol-/Luftproben, trotz geringerer Abscheiderate im Vergleich
zum Impinger, ausgewahlt, da durch das wesentlich hhere Probenahmevolumen
letztlich eine geringere Nachweisgrenze erreicht werden kann. Um eine mdglichst
niedrige Nachweisgrenze bei der nachfolgenden Legionellen-Analytik zu erreichen,
wurden die maximal mdglichen Gerateeinstellungen von 300 I/min fir 10 min fir die
Luftprobensammlung gewahlt.

Fur die Luftprobensammlung wurde zusammenfassend folgendes Protokoll fest-
gelegt und fur die weiteren Arbeiten im Rahmen des Forschungsvorhabens ver-
wendet:

Gerat: Coriolis® p Luftpartikelsammler, Fa. Bertin Technologies
(Frankreich), Bezug uber PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Deutschland

Sammelgefalle: Wet-Cyclone-SammelgefalRe, steril, Fa. Bertin Technologies
(Frankreich), Bezug uber PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Deutschland

Sammelflussigkeit: sterile, physiologische Kochsalzlésung (0,9 %) in Legionellen-
DNA-freiem Wasser (Water HPLC Optigrade®‘, LGC Pro-
mochem GmbH) mit 0,01 % Tween® 80

Fullvolumen: 15 ml Sammelflussigkeit
Luftstrom: 300 I/min
Sammeldauer: 10 min

Die nachfolgende Analytik der gesammelten Proben kann kulturell oder mittels gPCR
erfolgen.
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Anhang IV - Details zu Kapitel 4.2.1 Quantitative Polymerase-Ketten-
reaktion (qPCR) und zu Kapitel 4.2.2 Viability PCR (vPCR)

AlIV.I. Details zur quantitativen Polymerase-Kettenreaktion (qPCR)

Fur die Ermittlung der Legionellenkonzentration in den vorliegenden Proben
(Schlamm und/oder Uberstand) werden zunéchst die Bakterien-DNA mit einem
kommerziellen Kit von Qiagen isoliert. Dieses Kit ist urspringlich fur die Isolation von
genomischer DNA aus Stuhlproben entwickelt worden (Qiagen QlAamp Fast DNA
Stool Mini Kit) und entfernt einen Grol3teil der Inhibitoren, die die qPCR stéren kénn-
ten. Die Aufreinigung der Nucleinsauren erfolgt Gber Silicamembranséaulen.

Die so erhaltene DNA wird anschlie3end fur die Messung mit dem Realtime PCR
Messgerat (Rotor-Gene Q 2plex Platform; Qiagen) ebenfalls mit einem Kit vorberei-
tet. Das Protokoll wird dabei in Anpassung an die Probenmatrix modifiziert, unter an-
derem wird zu Beginn ein Zentrifugationsschritt zur Aufkonzentrierung und in der Ly-
sisphase eine Hitzebehandlung bei 90°C durchgefuhrt, um die DNA-Ausbeute zu
erhdhen. Der ,Qiagen mericon Quant Legionella spp. Assay” detektiert eine Multiko-
piesequenz im Legionellengenom. Basierend auf der Information aus der Sequenz-
datenbank ist das Zielgen 3 bis 4 mal im Genom enthalten (z. B. in L. pneumophila 1
KBE = 3 Kopien, L.longbeachea: 1 KBE = 4 Kopien). Um die genauen KBE-
Aquivalente bestimmen zu kénnen, mussten zuerst alle detektierten Legionellestam-
me identifiziert und quantifiziert werden. Fir eine ungeféahre Konvertierung missen
Annahmen getroffen werden, z. B.: 1 KBE = 3 Kopien. Fur den ,Qiagen mericon
Quant Legionella pneumophila Assay“ entspricht der Wert der genomischen Einhei-
ten dem der koloniebildenden Einheiten, da der Genabschnitt nur einmal vorkommt.
Die Quantifizierungsgrenze der gPCR-Methode wird aus der Konzentration des
kleinsten mitgefuhrten Kontrollstandards errechnet. Das Detektionslimit wird dann auf
die Halfte dieses Wertes festgesetzt. Im Unterschied zum Kulturverfahren erfasst die
gPCR auch tote Legionellen und solche im VBNC-Stadium (viable-but-not-
culturable). Generell muss darauf hingewiesen werden, dass die erreichbare Nach-
weisgrenze der gPCR methodenbedingt in der Regel deutlich héher liegt im Ver-
gleich zur kulturellen Bestimmung.

Bei der Verwendung verschiedener DNA-Extraktionskits wurden bei verschiedenen
Probenmatrices unterschiedliche Ergebnisse erzielt. Im Abwasser und im Be-
lebtschlamm lieferte das 0. a. Qiagen QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit gute Ergeb-
nisse. Fur Kihlwasser- und Aerosolproben wurden in einem Forschungsvorhaben
des UBA mit dem Qiagen-Kit weniger gute Ergebnisse erzielt. Hier erwies sich das
Aquadien™-Kit von BioRad als besser geeignet. Zudem ist das BioRad-Kit im Rah-
men der AFNOR-gPCR-Methode mit validiert. Allerdings ist zu bemerken, dass es
sich um eine andere Probenmatrix und nicht um Abwasser oder Schlamme handelte.
Fur die statistische Absicherung der Ergebnisse im Bereich der Abwasser- und
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Schlammuntersuchungen liegen noch nicht gentigend Erfahrungen vor. Generell ist
darauf hinzuweisen, dass die DNA-Extraktionsmethode und der gPCR-Nachweis fur
die jeweilige Probenmatrix anzupassen und zu validieren ist. Beispielprotokolle fur
die hier genannten Methoden sind in den nachsten zwei Abschnitten aufgefihrt.

AIV.II. DNA-Extraktion mittels des Bio-Rad Aquadien™-Kit fiir Kithlwasser-
und Aerosolproben

Die einzelnen Arbeitsschritte sind nachfolgend dargestellt:

Arbeitsschritte der DNA-Isolierung mittels Aquadien™-Kit

10 ml bis 1L der Probe Uber einen weilRen Polycarbonatfilter (Durchmesser 47 mm,
Porengréf3e 0,4 um, Millipore, Best.-Nr. GTTP 04700) filtrieren

2 ml der R1-Ldsung in ein Cryotube pipettieren

Vorsichtig die Polycarbonatmembran dreimal falten

Mittels einer Pinzette die Membran in das Cryotube mit den 2 ml R1 Lésung geben

20 s vortexen

Flr 15 min bei 95 °C +/- 5 °C in einem Wasserbad inkubieren

20 s vortexen

Vorsichtig die Membran mit einer Pinzette aus dem Cryotube entnehmen und dabei
die Flussigkeit durch andrticken an der Wand aus dem Filter 16sen

20 min bei Raumtemperatur stehen lassen; es bildet sich ein Pellet am Boden des
Cryotubes und in dem Uberstand (1,6 ml) befindet sich die DNA

Die “Purification column” in das “collector vial” stellen

Auf die ,Purification column® 500 ul der L6sung aus dem Cryotube geben

10 min bei 8500 rpm (Biofuge fresco, Thermo Scientific™ Heraeus™) zentrifugieren

Das ,collector vial“ leeren und den letzten Schritt mit weiteren 500 ul der Lésung
aus dem Cryotube nochmal wiederholen

Zugabe von 100 pl R2-Lésung in die ,Purification column®, das ,collector vial“ ent-
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Arbeitsschritte der DNA-Isolierung mittels Aquadien™-Kit

sorgen

Uber die ,Purification column® ein neues ,collector vial“ geben und alles um 180°C
drehen

3 min bei 1000 rpm (Biofuge fresco, Thermo Scientific™ Heraeus™) zentrifugieren,
die Purification column entsorgen

In dem ,collector vial“ befindet sich nun 100 pl Probe mit der isolierten DNA

Die aufgearbeiteten DNA-Extrakte wurden bis zur Untersuchung mittels gPCR bei —
20 °C gelagert.

Der Nachweis von Legionella spp. erfolgte laut Herstellerangaben mit dem 1Q-Check
Screen Legionella spp. (Bestellnr. 357-8104) von Bio-Rad.

Der Nachweis von L. pneumophila erfolgte laut Herstellerangaben mit dem 1Q-Check
Screen Legionella pneunophila (Bestellnr. 357-8105) von Bio-Rad.

AIV.III. DNA-Aufreinigung aus Belebtschlamm- und Abwasserproben mit
dem QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit

Die DNA-Isolation fur die qPCR erfolgt mit einem kommerziellen Kit von Qiagen, das
fur die Isolation von DNA aus Stuhlproben entwickelt wurde (QlAamp Fast Stool Kit,
Art. 51604). Das Protokoll wurde in Anpassung an die Probenmatrix modifiziert und
mit ASL-Puffer (Qiagen Art.19082, Stool Lysis Buffer) erganzt.

Die einzelnen Arbeitsschritte sind nachfolgend dargestellt:

DNA-Isolierung aus Belebtschlamm mittels Qiagen QlAamp Fast Stool Kit

Kombination von Inhibitex-Puffer und ASL-Puffer

200 pL Probe in ein 2ml-Zentrifugierrdhrchen pipettieren.

In alle R6hrchen 500uL ASL-Puffer geben und 1 min vortexen.

5 min im Wasserbad bei 90°C inkubieren.

In alle R6hrchen 500pL Inhibitex-Puffer geben und kurz vortexen.

5 min im Wasserbad bei 90°C inkubieren.
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15 s vortexen, 3 min bei 10.000 x g zentrifugieren

In ein 1,5ml-Eppi 30 L Proteinase K, 300 pL Uberstand und 300 pL AL-Puffer pipet-
tieren (Reihenfolge einhalten!).

15 s vortexen

10 min im Wasserbad bei 70°C inkubieren.

300 pL Ethanol zugeben.

Kurz vortexen, dann kurz zentrifugieren.

Spin-Columns beschriften, in Sammelréhrchen einsetzen, das gesamte Lysat in 2
Schritten in das Rohrchen pipettieren und jeweils 2 min bei 10.000 x g zentrifugieren,
Filtrat jeweils verwerfen, Spin-Columns in neues Sammelrohrchen einsetzen.

500 puL AW1-Puffer in das Spin-Column geben, 1 min bei 10.000 x g zentrifugieren,
Filtrat verwerfen, Spin-Columns in neues Sammelréhrchen einsetzen.

500 pL AW2-Puffer in das Spin-Column geben, 1 min bei 10.000 x g zentrifugieren,
Filtrat verwerfen.

Spin-Columns in neues Sammelréhrchen einsetzen und 3 min bei 10.000 x g zentrifu-
gieren. Spin-Columns in neues Sammelréhrchen einsetzen.

50 pL ATE-Puffer direkt auf die Membran pipettieren. 1 min bei Raumtemp. inkubieren.
3 min bei 10.000 x g zentrifugieren.

Eluat fur die PCR unverdinnt und mit Qiagen Nucleic Acid Dilution Buffer 1:2 und 1:5
verdinnen. Falls die PCR nicht zeitnah erfolgt, Eluat als Original einfrieren, auf Eis
auftauen und erst direkt vor der Messung verdinnen.

Bei geringen Gehalten (z.B. Ablauf Nachklarung) kann vor der Aufarbeitung eine An-
reicherung durch Zentrifugation erfolgen.

2.000 pL Probe in ein 2ml-Zentrifugierréhrchen pipettieren.

Bei 13.000 rpm 5 min zentrifugieren.

1.800 pL Uberstand abnehmen und verwerfen, die restlichen 200 pL wie Ublich weiter
verarbeiten (s.0.)
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Bei Verwendung der angegebenen Mengen ergibt sich ein Faktor von Probe zu Eluat
von f=1. Bei vorheriger Anreicherung durch Zentrifugation ergibt sich ein Faktor von
f=0,1.

Die aufgearbeiteten DNA-Extrakte wurden bis zur Untersuchung mittels gPCR bei
— 20 °C gelagert.

Der Nachweis von Legionella spp. erfolgte laut Herstellerangaben mit dem Qiagen
mericon Quant Legionella species Kit (Art. 290085).

Der Nachweis von L. pneumophila erfolgte laut Herstellerangaben mit dem Qiagen
mericon Quant L. pneumophila Kit (Art. 290095).

AIV.1IV. Details zur Viability PCR (vPCR)

Aufkonzentrierung:

Das Probenvolumen wird Uber einen Polycarbonatfilter (Isopore Membran Filters, 0,4
pm HTTP, Fa. Millipore) filtriert und dieser in 10 ml sterile 0,9 %iger Kochsalzlésung
gegeben. Danach werden die aufkonzentrierten Bakterien von dem Filter mittels Vor-
tex fur 3 min abgel6st. Von dieser Bakteriensuspension werden in zwei 2 ml-
ReaktionsgefalRe (DNA-frei, Sarstedt REF 72.695.400) jeweils 2 ml Gberfahrt.

PMA-Behandlung:

Von den 2 Reaktionsgefaf3en mit jeweils 2 ml Probe wird ein Gefal? mit PMA behan-
delt und das zweite Gefal} nicht mit PMA behandelt. Fur die PMA-Behandlung wer-
den zu den 2 ml Probe 5 pl einer 20 mM PMA-LOsung gegeben (Endkonzentration
50 uM), auf dem Vortex kurz gemischt und 5 min im Dunkeln bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wird die Probe 5 min im PhastBlue™-System bestrahlt (Wellenlan-
ge 464 bis 476 nm, GenlUL, Best.-Nr. 9000700).

Sobald die Bestrahlung beendet ist, kann die DNA der Probe wie im Abschnitt 4.2.1
beschrieben isoliert werden. Danach werden die DNA-Extrakte mittels der gPCR-wie
unter 4.2.1 beschrieben analysiert.

Kontrollen:

Zur Uberpriifung einer erfolgreichen PMA-Behandlung werden verschiedenen Kon-
trollen mitgefuhrt.

Dazu wird eine L. pneumophila-Suspension hergestellt. Verwendet wird der Stamm
L. pneumophila DSM 7513, der auf BCYE-Agar fur 4 d bei 36 °C angezichtet wird.
Von dieser Kultur wird eine Suspension in steriler 0.9 %iger Kochsalzlésung mit einer
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Endkonzentration von 106 Zellen/ml hergestellt. Die Zellzahl wird mittels DAPI-
Farbung (Abschnitt 4.7.5) bestimmt.

Diese Suspension wird dann
0] unbehandelt fiir die DNA-Extraktion verwendet,

(i) mit Hitze behandelt (20 min bei 90 °C) und dann fir die DNA-Extraktion ver-
wendet,

(i)  wie oben beschrieben mit PMA behandelt (Endkonzentration 50 uM PMA, 5
min Inkubation im Dunkeln, 5 min Bestrahlung) und dann fur die DNA-Extraktion ver-
wendet, und

(iv)  mit Hitze behandelt (20 min bei 90 °C) und anschlieend wie oben beschrie-
ben mit PMA behandelt und dann fir die DNA-Extraktion verwendet.

Bei den Hitzebehandlungen wird ein Referenzgefald zur Temperaturiberprifung mit-
geflhrt.
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Anhang V: Abbildungen zu Kapitel 7 Zur Reinigung und Desinfektion
von Verdunstungskiihlanlagen

Photographien aus Verdunstungsrickkuhlwerken und deren Risikobeurteilung nach
~gut’, ,akzeptabel, ,Vorsicht* und ,erhdhtes Risiko® (Quelle: Health and Safety
Executive, Legionnaires’ disease: Technical guidance HSG274 Part 1, 2013)

Gut: Oberflachen sauber — keine MaRBnahmen erforderlich

Verfarbung, keine Ablagerung

Akzeptabel: leichte mineralische Ablagerungen — auf Verschlechterung prifen
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Wasseraufbereitungverfahren Gberpriifen Méoglicherweise Biofouling,
und weitere Beobachtung weitere Untersuchungen
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