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AA ,Legionellen“ Revision: 6.16
\ Verteiler: 2x Arbeitsplatz Mikrobiologie: Raum 12 u. Raum 13 (Technikum oben)
\ Anlagen: Vorlagen: Legionellennachweis_TW und Legionellennachweis_ RKW

Verantwortlicher Mitarbeiter und Vertretung fur den Arbeitsplatz festgelegt in der ,,Zuordnung zu
den Prufplatzen®, MH Teil 2

Grundlagen des Verfahrens:

ISO 11731 (2017-05) Water quality - Detection and enumeration of Legionella

UBA-Empfehlung vom 18.12.2018 ,Systemische Untersuchungen von Trinkwasser-Installationen auf Legio-
nellen nach Trinkwasserverordnung - Probenahme, Untersuchungsgang und Angabe des Ergebnisses*®

UBA-Empfehlung vom 09.12.2022 ,Systemische Untersuchungen von Trinkwasserinstallationen auf Legionel-
len nach Trinkwasserverordnung - Probenahme, Untersuchungsgang und Angabe des Ergebnisses”

TrinkwV vom 23.06.2023
DIN EN ISO 11731 (2019-03) Wasserbeschaffenheit - Zahlung von Legionellen

VDI 2047 Blatt 2 (2019-01) Ruckkiihlwerke - Sicherstellung des hygienegerechten Betriebs von Ver-
dunstungskihlanlagen (VDI-Kihlturmregeln)

UBA-Empfehlung vom 06.03.2020 Empfehlung des Umweltbundesamtes zur Probenahme und zum
Nachweis von Legionellen in Verdunstungskihlanlagen, Kihltirmen und Nassabscheidern

Legionella Latex Test der Fa. OXOID (2016-05) Agglutinationstest

DIN 19643-1 (2023-06) Aufbereitung von Schwimm- und Badebeckenwasser, Teil 1: Allgemeine
Anforderungen

Erstellt: Gepruft: Freigegeben:

S. Gey Kathleen Lehmann Kathleen Lehmann
Datum: 16.04.2024 Datum: 17.04.2024 Datum: 17.04.2024




; ) Team Umweltanalytik GmbH AA 118
( Seite 2 von 16
= > 4 AA ,Legionellen* Revision: 6.16

Liste der bisherigen Anderungen:

Nr. Datum Art der Anderung Bestétigung

1 12.10.2007 Modifizierung und Ergdnzung (Agglutinationstest) U. Hornig

2 26.04.2011 Messunsicherheit ergénzt U. Hornig

3 1.12.2011 Integration der DIN EN ISO 11731-2 (K22) 2008-06 in das Ver- U. Hornig
fahren (Forderungen TrinkwV2001(2011))

4 15.02.2012 Information des DVGW twin Nr. 06 vom November 2011 ,Durch- | K. Lehmann
fuhrung der Probenahme zur Untersuchung des Trinkwassers
auf Legionellen® (als Anlage 2 zur AA erganzt)

5 April 2015 Bebritungsdauer auf generell 10 Tage U. Hornig

6 13.12.2016 Integration von Teilen des Normentwurfs DIN EN ISO 11731 zur | K. Lehmann
besonderen Behandlung von Wéassern aus Rickkuhlwerken,
Kihltirmen, Verdunstungsanlagen. Anlagen gestrichen; Form-
blatt nun im Vorlagenordner.

7 11.10.2017 UBA-Empfehlung vom 2.6.17 zur Probenahme und zum Nach- A. Onhlig
weis von Legionellen in Verdunstungskiihlanlagen, Kuhltirmen
und Nassabscheidern beriicksichtigt

8 15.01.2018 ISO 11731 in Fassung von 2017 integriert K. Lehmann

9 25.01.2018 Latex Test der Fa. OXOID konkretisiert, Messunsicherheit bei A. Onhlig
Legionellen angepasst

10 13.02.2018 Redaktionelle Anderungen K. Lehmann

11 22.03.2018 Vereinheitlichung Begriffe Hitze- und Warmebehandlung, neue K. Lehmann
DIN EN ISO 11731 (2018-03), Konkretisierungen

12 31.05.2018 Ergénzungen zum Vorgehen bei Ausbruchsféllen S. Gey

13 11.01.2019 Neue UBA-Empfehlung zu Legionellen nach TrinkwV ergénzt K. Lehmann

14 27.02.2019 Praktische Umsetzung UBA-Empfehlung festgelegt S. Gey

15 19.03.2019 Anpassung der Saurebehandlung fir TW -Proben S. Gey

16 25.09.2019 Redaktionelle Uberarbeitung Membranfiltration S. Gey

17 20.03.2020 | Neue UBA-Empfehlung eingearbeitet S. Bosche

18 15.03.2021 | Redaktionelle Uberarbeitung, Verfahrenskenndaten S. Gey

19 29.09.2022 | Redaktionelle Anderungen und Spilung nach Sau- K. Lehmann
rewaschung mit sterilem Leitungswasser statt entio-
nisiertem Wasser

20 12.04.2023 | Einarbeitung neue TrinkwV (31.03.23) und UBA- S. Gey
Empfehlung vom 09.12.22 (Anderung Ergebnisan-
gabe), Uberarbeitung Rezeptur Waschpuffer

21 16.04.2024 | Einflgen der handischen Anderungen zur neuen
Norm DIN 19643-1 (2023-06) — gedndertes Vorge- S. Gey
hen bei Badebeckenwasser
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Probenahme

Zu beachten sind:

e Bei schwach belasteten Wassern:

o PN-Vorschrift AA 076-1 ,Probenahme Trinkwasser*

o UBA-Empfehlung ,Systemische Untersuchungen von Trinkwasser-Installationen
auf Legionellen nach Trinkwasserverordnung - Probenahme, Untersuchungs-

gang und Angabe des Ergebnisses” vom 18.12.2018

e Bei stark belasteten Wassern:

o AA 076-7 ,Probenahme Verdunstungskihlanlagen, Kihltirmen und Nassab-

scheidern”

o UBA-Empfehlung vom 06.03.2020: Empfehlung des Umweltbundesamtes zur
Probenahme und zum Nachweis von Legionellen in Verdunstungskuhlanlagen,

Kuhltiirmen und Nassabscheidern
o VDI 2047

Als Probenahmegefal3e werden 500 ml-, 250 ml- und 125 ml- Flaschen genutzt. Dies kdnnen
Glasflaschen mit Schraubverschluss (autoklaviert bei 121 °C) oder sterile Einmal-Plastikgefalie

sein.

Lagerung bis zum Ansetzen der Proben

Die Proben sind lichtgeschiitzt bei Umgebungstemperatur oder gekihlt zu transportieren und
nach Eingang im Labor im Kuihlschrank lagern. Moglichst innerhalb von 24 h, spatestens 48 h

nach Probenahme mit der Untersuchung beginnen.

Schwach und stark belastete Wasser sind getrennt voneinander zu lagern, um eine Kreuzkon-

tamination zu vermeiden.

e Bei schwach belasteten Wassern:

o Im Kihlschrank (5 + 3°C) lagern und innerhalb von 24 h ansetzen
o Ansatz innerhalb von 48 h mdglich, wenn bereits ab der Probenahme gekunhlt

wurde

e Bei stark belasteten Wassern:
o im Kihlschrank (5 + 3°C) lagern

o verwendet der Anlagenbetreiber keine, oder Biozide, die von der Untersu-
chungsstelle inaktiviert werden konnten, erfolgt der Ansatz vorzugsweise inner-

halb von 24 h, maximal innerhalb 48 h

o kann das Biozid nicht inaktiviert werden, erfolgt der Ansatz am Tag der Proben-

ahme.
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Gerate und Chemikalien

Brutschrank, Lab-Pipetten, Spitzen, Filtrationseinheit, Membranfilter mit 0,22 um oder 0,45pum
PorengroRRe, Pinzette, Bunsenbrenner zum Abflammen, GVPC-Platten (cysteinhaltig), Nahr-
und/oder Blutagarplatten (cysteinfrei), BCYE- und BCYE+AB-Agar-Platten

Reagenzien fur Sdurewaschung: HCI/KCI-Puffer, KOH-Gebrauchslosung, steriles Leitungswas-
ser

Herstellung KOH-L6sung als Neutralisierungsldsung:
Gebrauchslosung 1 mol/l KOH (56,1 g KOH-Platzchen ©®auf 11 mit ention. W asser)

Herstellung des HCI/KCI-W aschpuffer

- Losung A: 0,2 mol/l HCI-Ldsung:

17,4 ml konzentrierte Salzsaure @ (spezifisches Gewicht 1,18 g/cm?®,
mindestens 35,4 %) werden mit ention. Wasser auf 1 Liter aufgefullt

- Ldsung B: 0,2 mol/l KCI-Losung:
14,9 g KCI in ention. Wasser l6sen und auf 1 Liter auffillen.

- Waschpuffer: 156 ml Loésung A und 1| Lésung B
2-L-Becherglas auf Rihrplatte stellen, erst 1 | Losung B einfillen, dann
156 ml Losung A hinzuftugen, Ruhrfisch dazu und riihren lassen
pH-Wert mit 1 M KOH- bzw. 0,2 M HCI-L6sung auf 2,2 + 0,2 einstellen
In dunkler Flasche bei Raumtemperatur 1 Monat haltbar.

Der hergestellte Waschpuffer wird nicht autoklaviert.

Herstellung der Salzlésung nach Page als Verdiinnungslésung

- Page-Konzentrat: 1,2 g Natriumchlorid, NaCl,
0,040 g Magnesiumsulfat, MgSO,7H,0
0,040 g Calciumchlorid, CaCl,2H,0
1,42 g Di-Natriumhydrogenphosohat, Na2HPO4,

und 1,36 g Kaliumdihydrogenphosphat, KH2PO4, in 100 ml ention. Wasser.
- Salzlésung nach Page: 10 ml ,Page-Konzentrat mit entionisiertem Wasser auf 1000 ml|
verdinnen. Die Losung bei (121+/-3)°C fur (15+/-1) min autokla-
vieren.
Durchfihrung

Bei der Durchfihrung ist zu unterscheiden zwischen Trinkwasserproben (=Wasser mit geringer
Begleitflora) und Proben aus Verdunstungskihlanlagen, Kiahltirmen (=Wasser mit hoher Be-
gleitflora).
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Durchfihrung fur Wasser mit geringer Begleitflora (z. B. Trinkwasserproben und Bade-
wasserproben)

Zur Dokumentation das Formblatt ,Legionellennachweis TW* verwenden. Datum und Startzeit
der Bearbeitung notieren.

Die Proben sind sowohl mit Direktansatz als auch mit Membranfiltration zu untersuchen. Vor
dem Ansatz sind die Proben durch Schitteln zu homogenisieren.

Direktansatz:

- 2 x 0,5 ml der Probe auf BCYE+AB Agar ausplattieren

- Platten erst nach vollstandigem Antrocknen der Probe umdrehen
- Beschriftung der Platten (Probennummer, Datum)

Saurewaschung wird hier nicht durchgefuhrt.

Membranfiltration mit Sdurebehandlunag:

-50 ml der Probe Werden durch CeIIqusenltrat Membranfllter flltrlert

-die Probenart (Trlnkwasser oder Badewasser) ist auf dem Formblatt zum Leglonellennachwels
anzukreuzen, der zu verwendende Nahrboden ist vorgedruckt, nur Anderungen mussen notiert
werden

- zur Verminderung von Begleitflora wird das Filter mit ungeféhr 30 ml Waschpuffer tiberschich-

tet

- nach 5 Minuten wird die Pufferldsung abgesaugt und mit 20 ml sterilem Leitungswasser ge-

spult

- dabei keine Bereiche der Filtrationseinheit mit sterilem Leitungswasser benetzen, die vorher

nicht in Kontakt mit dem Waschpuffer waren

- Filter steril aus Filtrationseinheit nehmen und auf eine GVPC- oder BCYE+AB-Platte legen
(dle Selte die beim Flltrleren oben lag, muss auch auf der Platte nach oben weisen)

- Beschnftung der Platten (prebemummer—Dawm} mit der Flaschennummer im Brutschrank
werden die Plattenstapel mit Ansatzdatum versehen

Nach 1SO 11731 (2017-05) bzw. DIN EN ISO 11731 (2019-03) kommen auch eine Verdinnung
der Probe (bei sehr hoher Belastung mit Legionellen) oder eine Aufkonzentration mit Wasch-
schritt (bei geringer Belastung mit Legionellen) in Betracht. Laut UBA-Empfehlung ist dies fur
systemische Untersuchungen nach TrinkwV nicht vorgesehen.
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Durchfihrung fir Wasser mit hoher Begleitflora (z. B. aus Verdunstungskihlanlagen und

Kihltirmen)

Zur Dokumentation das Formblatt ,Legionellennachweis RKW* verwenden. Datum und Startzeit
der Bearbeitung notieren.

Vor dem Ansatz sind die Proben durch Schitteln zu homogenisieren.

Im Regelfall werden die Proben folgendermal3en bearbeitet:

- 1 Teil Warmebehandlung (2x 0,5 ml, 1x0,1 ml Direktansatz und 1x 20 ml Membranfiltration),
- 1 Teil Saurebehandlung (2x 0,5 ml Direktansatz, 1x 20 ml Membranfiltration),

- 1 Teil unbehandelt (0,1 ml Direktansatz).

Sind extrem hohe Konzentrationen zu erwarten, kann vor dem Ansatz mit ,Salzlésung nach
Page* 1:10 verdinnt werden.

Probe
~
Saurebehandlung Warmebehandlung bei
unbehandelt 5 min Einwirkzeit 50+1°C fir 30+2 min
1x 0.1 ml Direktansatz 2x 0,5ml Direktansatz (1 Teil Probe, 2x0,5mlund 1x 0,1 ml
’ 9 Teile Saurelésung); Direktansatz;
20 ml Membranfiltration mit an- 20 ml Membranfiltration (b)
schlieRender Saurewaschung (a)

Waéarmebehandlung

Die Probe wird in einen sterilen Behalter gegeben und dieser fur 30 £ 2 min in ein Wasserbad
50 + 1°C gestellt. Die 30 min z&hlen ab Erreichen der Temperatur (in Referenzgefal? prufen).
Danach Proben rasch abkihlen, z.B. im kalten Wasserbad. Nur abgekihlte Proben weiter be-
arbeiten.

- Membranfiltration von 20 ml Probe (b)

-> Direktansatz mit 2x 0,5 ml

- Direktansatz mit 1x 0,1 ml

Membranfiltration

a) 20 ml der Probe werden durch einen Cellulosenitrat-Membranfilter filtriert und der Filter
mit ungefahr 30 ml Waschpuffer tberschichtet (=Saurewaschung). Die Pufferlésung wird
nach 5 min abgesaugt und mit 20 ml sterilem Leitungswasser gespult. Filter steril aus
Filtrationseinheit nehmen und auf GVPC-Platte legen.

b) 20 ml der warmebehandelten Probe werden durch einen Cellulosenitrat-Membranfilter
filtriert. Filter steril aus Filtrationseinheit nehmen und auf GVPC-Platte legen.

Saurebehandlung

0,5 ml Probe werden mit 4,5 ml HCI/KCI-W aschpulffer fiir 5 + 0,5 min verdiinnt. Nach Ablauf der
Zeit wird die Probe sofort auf das Nahrmedium aufgetragen. Es ist darauf zu achten, dass beim
gleichzeitigen Ansatz von mehreren Proben die Einwirkzeit nicht Uberschritten wird. Weitere
Vorgehensweise siehe Direktansatz (mit 2x 0,5 ml).
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Direktansatz

- 2x 0,1 bis 0,5 ml der (ggfl. vorbereiteten und vorbehandelten) Probe auf GVPC-Platten aus-
plattieren; Volumen und Art der Probenvorbehandlung notieren. Regelfall: Unbehandelt: 0,1 ml,
vorbehandelt: 0,1 und 0,5 ml.

- Platten erst nach vollstandigem Antrocknen der Probe umdrehen

- Beschriftung der Platten (z.B. Probenummer)

Inkubation im Brutschrank

- 10 Tage bei 36 + 2°C

- nach Empfehlung des Konsiliarlaboratoriums Dresden sollten die Platten im Brutschrank zu-
satzlich in nicht verschlossene Plastiktiiten gelegt werden, da die gewachsenen Kolonien
schnell austrocknen (kein CO,-Brutschrank vorhanden) — humid!

- Die Platten werden zum ersten Mal nach 2 bis 5 Tagen, gefolgt von einer abschlielZenden
Kontrolle am Ende der Bebritungszeit (nach 10 Tagen), untersucht und dokumentiert.

- Dies soll das Risiko des Uberwachsens minimieren.

- Morphologie kontrollieren (ggf. unter Binokular) und evtl. mit Referenzstdmmen vergleichen
(das Erscheinungsbild der Kolonien sieht auf dem Direktansatz anders aus als bei der Filtration
und bei hoher Begleitflora mitunter anders als ,saubere” Referenzstdmme)

Kontrolle auf Wachstum und Morphologie bei Proben von Ausbruchsfallen:

Liegt ein Ausbruch vor, werden die Platten bereits an Tag 2 das erste Mal auf Wachstum und
Morphologie kontrolliert. So wird ermittelt, ob gegeben falls eine Verdiinnung notwendig ist.
Muss eine zusatzliche Verdinnung angesetzt werden, ist dies auf dem Laborantenzettel zu
vermerken.

Bestédtigung verdachtiger Kolonien

Blutagar-Platte BCYE-Agar Ergebnis
Wachstum positiv Keine Legionellen
Wachstum negativ Wachstum negativ Keine Legionellen
Wachstum negativ Wachstum positiv Legionellen

Fur Wasser mit geringer Begleitflora:

Subkulturen werden von den Platten mit der hoéchsten Anzahl verdachtiger Legionella-
Kolonien angelegt.

Von den Legionella — verdachtigen Kolonien werden mind. 3 Kolonien (wenn nur ein Kolonie-
typ) oder mindestens eine Kolonie pro Typ (bei mehreren Kolonietypen) auf Blutagar (cystein-
frei) und auf BCYE-Agar subkultiviert.

Sorgfaltig ist darauf zu achten, dass mit der Kolonie kein Nahrmedium Ubertragen wird und
zuerst die Blutagar-Platte beimpft wird. Die Platten werden bei 36 + 2°C fir 2 bis 5 Tage be-
brutet. Kolonien, die in den ersten 1 bis 2 Tagen auf Blutagar-Platten wachsen, sind in der
Regel keine Legionellen. Die Kolonien, welche auf der BCYE-Agar-Platte wachsen, auf der
Blutagar-Platte jedoch nicht, werden als Legionella betrachtet.

- bei fraglichem Wachstum wird die Subkultur wiederholt.
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Fiur Wasser mit hoher Begleitflora (UBA-Empfehlung S. 10/11):

e grundlegende Vorgehensweise wie bei Wassern mit geringer Begleitflora

e Um den Arbeitsaufwand zu reduzieren, wird zunachst der Ansatz bestatigt, der zur Er-
gebnisangabe herangezogen wird

e Ansatz auswdahlen, bei dem sich die hochste Legionellenkonzentration ergibt (unter
Beriicksichtigung des Probenvolumens und der Messunsicherheit)
Beispiel: statt Platte mit 1-2 Kolonien, Platte mit 3-9 Kolonien wéhlen, auch wenn das
Endergebnis dadurch niedriger ist, die Begleitflora sollte ebenfalls mdglichst gering
sein

e Von ausgewahltem Ansatz mit einem verdachtigen Kolonietyp 3 Kolonien bestatigen,
mit mehreren verdachtigen Kolonietypen jeweils mindestens eine Kolonie bestéatigen
(DIN EN ISO 11731)

e Wenn keine verdachtigen Legionellen bestatigt werden kénnen, verdachtige Legionel-
len von anderem Ansatz prufen

Subkulturen bei Proben von Ausbruchsfallen:

Im Rahmen von Ausbruchsgeschehen werden bei nur einem vorhandenen Kolonietyp mindes-
tens 5 Kolonien mit Hilfe von Blutagar und BCYE-Agar bestéatigt. Liegen mehrere Kolonietypen
vor, werden mindestens 2 Kolonien jeden Typs bestatigt.



Team Umweltanalytik GmbH AA 118
Seite 9 von 16
AA ,Legionellen“ Revision: 6.16

Angabe der Ergebnisse fur Wasser mit geringer Beqleitflora

a) Trinkwasser

Obere Auszahlgrenzen: Direktansatz: 300 Kolonien pro Platte (Ziel- und Nicht-Zielkolonien)
Membranfilter: 80 Kolonien pro Filter (Ziel- und Nicht-Zielkolonien)

Es ist zu beachten, dass die Ergebnisse auf KBE/100 ml hochgerechnet und auf zwei
signifikante Stellen gerundet werden mussen.

Auf dem Prifbericht ist anzugeben, welcher Ansatz zur Ergebnisangabe verwendet wurde und
ob der Technische Mainahmewert erreicht wird, oder nicht.

Ab dem 24.06.2023 (in Kraft treten neue TrinkwV) gilt ein Wert von 100 KBE/100 ml als Uber-
schreitung!

Neuer Terminus: Der technische Maf3nahmewert ist erreicht.

[nicht wie vorher ab 101 KBE: ,lberschritten; jetzt vergleichbar mit Grenzwert: 99 KBE/100 ml]

Die untere Nachweisgrenze betragt <2 KBE/100 ml. Die obere Nachweisgrenze liegt bei
>60 000 KBE/100 ml.

Falls der Direktansatz und die Membranfiltration positive Ergebnisse liefern, wird als Endergeb-
nis zum Zwecke des vorbeugenden Gesundheitsschutzes, nach getrennter Berechnung, der
hohere Wert angegeben.

Hinweis: Hohe Zahl auf Direktansatz und kein Wachstum auf Filtern ist bei non-pneumophila-
Spezies moglich.

Ergebnisse von Platten und Filtern mit starker Kontamination durch Begleitorganismen sind mit
einer Unsicherheit behaftet und sollten nicht fiir die Ergebnisangabe verwendet werden. Unter-
liegen alle Platten einer hohen Kontamination, ist die Untersuchung zu wiederholen. Ist eine
Wiederholung unmaoglich oder weist erneut eine starke Kontamination auf, ist dies im Prifbe-
richt zu vermerken.

Berechnung und Beispiele:

- keine Legionellen auf allen Anséatzen: <2 KBE/100 ml

- die Anzahl der Kolonien beider Direktanséatze (jeweils 0,5 ml) wird addiert und mit 100
multipliziert

- ist nur ein Direktansatz auswertbar, wird dessen Koloniezahl verdoppelt und mit 100
multipliziert

- die Anzahl der Kolonien auf dem Membranfilter (50 ml) wird verdoppelt
- obere Auszahlgrenze auf allen Ansatzen erreicht: >60 000 KBE/100 ml
- obere Auszahlgrenze nur auf Membranfilter erreicht: >160 KBE/100 ml|
- bei zu stark ausgepragter Begleitflora: ,nicht auswertbar*

- Ansatze mit nur 1-2 Kolonien gelten als ,nicht quantifizierbar® und das Ergebnis wird
nicht berichtet' (Angabe als <100 KBE/100 ml)

! Koloniezahlen unter 3 KBE/Ansatz (in UBA-Empf. steht ,,Platte”) sind nach DIN EN ISO 8199: 2021-12 statis-
tisch nicht sicher auswertbar, deshalb Angabe als <100 KBE/100ml
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2 DA (Direktanséatze) | MF (Membranfilter) Endergebnis Bewertun
[Anzahl Kolonien] [Anzahl Kolonien] [KBE/100 ml] 9
0 0 <2 TMW (Technischer Mal3-
nahmewert) nicht erreicht
TMW nicht erreicht,
0 1-2 <6 Legionellen nachweisbar
1-2 0-2 <100 T_MW nicht errelcht,
Legionellen nachweisbar
0-2 3-49 6-98 TMW nicht erreicht
0-2 50-80 100-160 TMW erreicht
3-600 - 300-60.000 TMW erreicht
>600 - >60.000 TMW erreicht
- >80 >160 TMW erreicht
nicht auswertbar und 2 - 400° TMW erreicht

Vorlagen fir das Feld ,Bemerkung® im Prufbericht finden sich nach Eingabe von
-~ TW-Legionellen%“> F3

b) Badewasser

- die Auswertung erfolgt analog zum Trinkwasser

- welcher Ansatz zur Ergebnisangabe verwendet wurde, muss nicht angegeben werden?

- bei der Auswertung ist wie bisher die DIN 19643-1 zu bertcksichtigen

2 Trotz fehlender statistischer Sicherheit sind im Sinne des vorbeugenden Gesundheitsschutzes die 400 KBE/100ml
zu berichten [Vortrag Dr. Sven Steinhauer, GBA Group, 05.04.23]
* Die Empfehlung vom 18. Dezember 2018 in Verbindung mit der Aktualisierung vom 09. Dezember 2022 kann

sinngemal? fur die Legionellenuntersuchungen in Beckenwasser und Filtrat angewendet werden...“ [UBA-
Empfehlung vom 09.12.2022]
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Angabe der Ergebnisse fur Wasser mit hoher Begleitflora (z. B. aus Verdunstungskuthlan-

lagen):

Die Ergebnisse werden grundsétzlich auf KBE/100 ml hochgerechnet und auf zwei signi-
fikante Stellen gerundet.

Zur Ergebnisangabe wird der Ansatz verwendet, der die hochste Legionellenkonzentration
(KBE/100 ml) bei akzeptabler analytischer Sicherheit ergeben wirde (siehe Tabelle néchste
Seite).

D.h., es werden gegenuber Ansétzen mit 1 - 2 Kolonien solche Ansétze bevorzugt, die mindes-
tens 3 Kolonien pro Ansatz und madglichst wenig Begleitflora aufweisen. Auch dann, wenn auf
diese Weise ein niedrigeres Endergebnis erzielt wird.

Da erfahrungsgemalf auf den Membranfiltern tendenziell weniger Kolonien wachsen, als auf
den Direktansétzen, ist deren Wahl zur Ergebnisangabe situationsbedingt zu hinterfragen.

Sind beide Ansatze der Warmebehandlung auswertbar (E.3.2), ist das gewichtete Mittel mit
dem Ergebnis aus 0,1 ml und 1 ml Probe zu bilden.

Bei 1-2 Kolonien pro Ansatz sind quantitative Aussagen nicht moglich.

Bei 3-9 Kolonien pro Platte kbnnen semiquantitative Ergebnisse bzw. Ergebnisse mit erhdhter
Messunsicherheit angegeben werden. Die erh6hte Messunsicherheit muss bei solchen Ergeb-
nissen im Bericht vermerkt werden.

Ab 10 Kolonien pro Platte kdnnen quantitative Ergebnisse angegeben werden.

Die obere Auszahlgrenze von 80 Legionellenkolonien pro Membranfilter bzw. 150 Legio-
nellenkolonien pro 90 mm-Platte im Direktansatz ist zu beachten. Wenn nur Ergebnisse tber
der Auszahlgrenze vorliegen, ist das Endergebnis als ,grofer als“ anzugeben.

Im Prufbericht missen zum ergebnisrelevanten Ansatz folgende Angaben gemacht werden:

Vorbehandlung/Ansatz, Volumen, gezahlte Kolonien, verwendetes Nahrmedium, eventuelle
Minderbefunde und erhéhte Messunsicherheit durch Begleitflora und die Messunsicherheit des
Verfahrens (siehe Tabelle nachste Seite).

Zusatzlich mussen im Prufbericht alle Angaben zu finden sein, die auch auf dem Probenahme-
protokoll vermerkt sind. D.h. auch Angaben zum Biozideinsatz, der Anlagenart, Probenahme-
technik und Probeneingang im Labor.

Die Bemerkung auf dem Prifbericht ist der UBA-Empfehlung vom 06. Marz 2020 (Seite 18-24)
zu entnehmen. Diese Satze sind im LabBase hinterlegt:

Vorlagen fur das Feld ,Bemerkung® im Prufbericht finden sich nach Eingabe von
,~Legionellen%“> F3

Ist berhaupt kein Ansatz auswertbar, weil alle Platten Gberwachsen sind, muss dies im Prifbe-
richt erscheinen. In diesem Fall darf kein Wert (auch nicht ,Null“) berichtet werden.
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Aussagen zur Messunsicherheit nach UBA:

Ansatz | Volumen der | Anzahl der Legio- Messunsicherheit
nach Originalprobe | nellenkolonien pro
UBA im Ansatz Ansatz
E21 0-2 stark erhdhte Messunsicherheit
oder 20ml| 3-9 erhdhte Messunsicherheit
E.2.2 10-80 geringe Messunsicherheit
0-2 hohe Messunsicherheit, keine quantita-
tive Ergebnisangabe maglich. Die be-
rechneten Konzentrationen kénnen nur
E.3.2 1mI=2*0,5ml zur Orientierung dienen.
3-9 erhbhte Messunsicherheit
10-300 geringe Messunsicherheit
0-2 hohe Messunsicherheit, keine quantita-
tive Ergebnisangabe mdglich. Die be-
rechneten Konzentrationen kénnen nur
E.3.2 0,5ml zur Orientierung dienen
3-9 erhéhte Messunsicherheit
10-150 geringe Messunsicherheit
0-2 sehr hohe Messunsicherheit, keine
E.3.1 quantitative Ergebnisangabe madglich.
oder 0.1ml oder Die berechneten Konzentrationen kén-
E.3.2 2;0 05ml nen nur zur Orientierung dienen
oder ' " , ,
E33 3-9 erhéhte Messunsicherheit
10-150 oder 300 geringe Messunsicherheit
0-2 sehr hohe Messunsicherheit, keine
quantitative Ergebnisangabe madglich.
Die berechneten Konzentrationen kon-
E.3.3 0,05ml nen nur zur Orientierung dienen
3-9 erhdhte Messunsicherheit
10-150 geringe Messunsicherheit
Bei Legionellenbefunden  im Nutzwasser  von  Verdunstungskuhlanlagen  von

>10.000 KBE/100 ml, mussen die Legionellen durch ein akkreditiertes Labor typisiert
werden.

Es wird nach der 42. BImSchV die Differenzierung in Legionella pneumophila - Serogruppe 1,
Legionella pneumophila — Serogruppe 2-14 (andere Serogruppen) bzw. andere Legionellenar-
ten (Legionella non-pneumophila) gefordert.

Entweder wird bei uns der Agglutinationstest (siehe nachste Seiten) durchgefiihrt oder werden
die Platten an das Legionellen-Konsiliarlabor der TU Dresden (Dr. Lick) zur Typisierung gege-
ben (Ausnahmefall).
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Wurde nach der Kontrolle der Platten an Tag 2 eine zusatzliche Verdinnung der Probe ange-
setzt (Ausbruchsfall), ist im Priufbericht auf die potentiell negativen Auswirkungen der Konser-
vierung der Probe flr 2 zusatzliche Tage hinzuweisen.

Messunsicherheit: *+ 125% (aus Ringversuchsergebnissen berechnet)

Stoérungen

- Begleitkeime kdnnen das Zahlergebnis verfalschen oder das Wachstum von Legionellen voll-
sténdig unterbinden - falsch negative Ergebnisse moglich
(wenn nur Platten zur Auswertung vorliegen die Kontaminationen durch Begleitkeime aufwei-
sen, ist die Untersuchung zu wiederholen)

- falls Wiederholung nicht moaglich, dann missen Art und Koloniezahl der Begleitkeime bzw.
zumindest der Hinweis ,hohe Begleitflora“ bei der Angabe der Ergebnisse festgehalten wer-
den

MaRnahmen zur Qualitatssicherung

- regelmaRiges Uberimpfen (1x im Monat) der Referenzkulturen

- Waschpuffer in einem gut verschlossenem Glasgefal® bei Raumtemperatur nicht langer als
1 Monat lagern

- Verfallsdatum der fertig gelieferten GVPC-, BCYE-, BCYE-AB und Blutagar-Platten beachten

- Kontrollieren der Temperatur des Brutschranks (siehe Datenlogger-Auswertung)

Ermittlung der Verfahrenskenndaten:

Bei Einfiihrung neuer Verfahren oder grundlegenden Anderungen (z.B. Anderung des Nahrme-
diums) sind folgende Verfahrenskenndaten zu ermitteln:

- Relative laborinterne Zahlunsicherheit: zwischen 2 und 10 %
- Wiederholprazision: idealerweise < 5%
- Zahlunsicherheit der einzelnen Mitarbeiter: @ 2 bis 10 %
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Legionella- Typisierung mit Legionella Latex Test der Fa. OXOID (2016-05)

Der bei Bedarf zur Anwendung kommende Agglutinationstest DR-800 soll als Bestatigungstest
fur einen Legionellenbefund dienen.

Bei dem OXOID Legionella-Latex-Test werden blaue Latexpartikel verwendet, die mit Antikor-
pern beladen sind. Bei Anwesenheit spezifischer Legionellenzellwand-Antigene kommt es zu
einer Verklumpungsreaktion (Agglutination).

Mit diesem Test kdnnen so die haufigsten pathogenen Legionella-Arten und deren Serotypen
nachgewiesen werden:

- Legionella pneumophila, Serogruppe 1-14

- Legionella species (spp.): L. anisa
L. bozemanii, Serogruppe 1 und 2
L. dumoffii
L. gormanii
L. jordanis
L. longbeachae, Serogruppe 1 und 2
L. micdadei

Bestandteile des Tests:

- Testreagenzien: DR801 Legionella pneumophila Serogruppe 1
DR802 Legionella pneumophila Serogruppe 2 — 14
DR803 Legionella spp.

- Positive Kontrollsuspension DR804

- Negative Kontrollsuspension DR805

- Kontroll-Latex DR806

- Suspensionspuffer DR807

- Einweg-Reaktionskarten DR500

Alle Reagenzien bei 2-8°C im Kuhlschrank lagern!

Zusatzlich benétigte Gerate und Chemikalien:

Bunsenbrenner, Impfose, 0,85% Kochsalz-Losung (nur bei Reagenzglasmethode), Autoklav (fur
Entsorgung)

Durchfiihrung

- Anwendung des Tests nach Bestatigung eines Legionellenbefundes durch Subkultur bzw. bei
Unsicherheit

- fir den Test werden die auf GVPC-Agar gewachsenen Kolonien verwendet

- Latexreagenzien auf Raumtemperatur bringen und kréftig schutteln

- Vor jedem Test sollte die einwandfreie Reaktion der Latexreagenzien anhand der Kontrollsus-
pensionen Uberprift werden

- 2 Moglichkeiten der Durchfiihrung:
a) Direktmethode
- je 1 Tropfen jedes Latexreagenzes (3 Testreagenzien b , 1 Kontroll-Latex ) am Rand
der kreisformigen Testfelder der Reaktionskarte auftragen
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- Testreagenz aufgebracht von links nach rechts in folgender Reihenfolge: fur SG 1
(schwarz), fir SG 2-14 (gelb), fur non-pneumophila (weif3)

- je 1 Tropfen Puffersuspension auf jedes der vier Felder auftragen (Puffer und Latexre-
agenzien durfen nicht ineinander laufen)

- (je Testfeld) mindestens eine 1 mm grof3e Kolonie von GVPC-Platte mit einer abge-
flammten Impfése abnehmen und im Puffer suspendieren (soll méglichst homogen
sein)

- Latexreagenzien und Suspensionen werden mithilfe einer Impfése vermischt und
gleichmafig auf gesamtem Testfeld verteilt

- Reaktionskarte flir maximal 1 Minute kreisformig bewegen und auf Agglutination prtfen
(keine Lupe verwenden)

- Reaktionskarten nach Gebrauch in Plastiktiten sammeln und autoklavieren

b) Reagenzglasverfahren (bei zéhflissiger Konsistenz des Isolates)

- 0,4 ml einer 0,85%igen Kochsalz-Lésung in Reagenzglas geben

- 4 — 10 ahnliche Kolonien mit abgeflammter Impfése von GVPC-Platte abnehmen und
in Kochsalzlésung suspendieren

- Schitteln der Zellsuspension bis sie homogen ist

- je 1 Tropfen jedes Latexreagenzes (3 Testreagenzien, 1 Kontroll-Latex ) am Rand der
vier kreisformigen Testfelder der Reaktionskarte auftragen

- mit Pipette je 1 Tropfen der Zellsuspension auf jedes der vier Testfelder auftragen

- Latexreagenzien und Suspensionen werden mithilfe einer Impfése vermischt und
gleichmafig auf gesamtem Testfeld verteilt

- Reaktionskarte fir maximal 1 Minute kreisformig bewegen und auf Agglutination prifen
(keine Lupe verwenden)

- Reaktionskarten nach Gebrauch in Plastiktiten sammeln und autoklavieren
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Auswertung der Ergebnisse

e Klumpt Feld 1 gehoren die Legionellen zur Serogruppe 1
e Klumpt Feld 2 gehoren die Legionellen zur Serogruppe 2-14
e Klumpt Feld 3 gehoren die Legionellen zu legionella non-pneumophila

e Klumpt gar nichts gehoren die Legionellen, wenn sie durch Blutagar und BCYE-Agar be-
statigt wurden, ebenfalls zu legionella non-pneumophila

¢ Klumpt die Kontrollreagenz ist das Ergebnis nicht auswertbar

- Bei nicht homogenen Reaktionen kdnnen feinkdrnige oder faserige Ausflockungen entstehen.
Klart sich dabei der blaue Hintergrund des Testreagenzes, gilt der Test ebenfalls als positiv.

Ein negatives Ergebnis bedeutet nicht automatisch, dass in der Probe keine Legionellen enthal-
ten sind, sondern nur das es sich nicht um die oben aufgeflihrten Arten handelt!

Aufgrund der moglichen hohen Virulenz von L. pneumophila SG 1 sollten Proben mit einem
solchen positiven Befund fiir weitere Untersuchungen in das Konsiliarlaboratorium Dresden
geschickt werden.

Arbeitsschutz

- Einhalten entsprechender Vorsichtsmalinahmen, da pathogene Organismen im Probenmate-
rial enthalten sein kdnnen.

’@
- Reagenzien des Agglutinationstests enthalten zur Konservierung 0,1% Natriumazid ¢
- Vermeidung von Aerosolbildung (Infektion mit Legionellen ist durch Einatmen mdoglich)

MaRnahmen zur Qualitatssicherung

- Reagenzien bei 2° bis 8°C lagern
- Verfallsdatum der Reagenzien beachten
- Reaktion der Latexreagenzien anhand der Kontrollsuspensionen vor den Tests Uberprifen:
- bei positiver Kontrollsuspension DR804: sichtbare Agglutination mit Latexparikeln in-
nerhalb 1 Minute
- bei negativer Kontrollsuspension DR805: keine Agglutination mit Latexpartikeln inner-
halb 1 Minute
- bei anderen Reaktionen sollte Test nicht verwendet werden
- Probenmaterial auf Reaktionskarte nicht mit Tropfpipette der Reagenzien berihren, da Kon-
taminationsgefahr
- Reagenzien fest verschliel3en, um Austrocknung oder Kontamination zu vermeiden



