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Vier Nachweismethoden fiir Legionellen in Leitungswasser wurden in Parallelansatzen vergli-
chen. Eingesetzt wurden kulturelle, molekularbiologische und durchflusszytometrische Metho-
den. Neben der herkommlichen Probenentnahme wurde erstmals eine 50-l-Filtrationsbeprobung
angewandt, hierzu wurde das Wasser vor Ort filtriert. Mit den alternativen Methoden konnten in
allen 14 Fallen Legionellen nachgewiesen werden, mit den Standardmethoden nur in sechs Fallen.
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RESUME

COMPARAISON DE DIFFERENTES METHODES DE DETECTION DE LEGIONELLES
Quatre méthodes de détection des légionelles dans I’eau courante
ont été comparées : la culture standard selon la norme ISO 11731,
la PCR apreés filtration sur membrane, la méthode Legiolert et la
rétro-transcription (RT-PCR) spécifique pour Legionella pneumo-
phila. Comme paramétre général, le nombre total de cellules pré-
sentes a été évalué par cytométrie en flux afin d’en estimer la
contamination par des germes.

En paralléle de la méthode standard, un échantillonnage par fil-
tration de 50 | a été fait pour la premiére fois. Aprés filtration de
I’eau sur place, les bactéries ont été remises en suspension en
laboratoire a partir de la membrane de filtration pour la suite des
analyses. Au total, 14 évaluations ont été réalisées; 13 ont été me-
nées sur une base volontaire dans les douches privées de patients
atteints de légionellose et 1 dans un complexe de batiments.
Pour 9 des 14 cas, au moins une des méthodes employées a per-
mis la détection de lIégionelles vivantes. Dans 2 de ces 9 cas, seul
I’échantillonnage par filtration de 50 | a permis de les déceler. Les
méthodes standards ne sont pas parvenues au méme résultat.
L’analyse par PCR a permis de déceler ’ADN de légionelles, ce
qui ne permet cependant pas de tirer de conclusions quant a leur
vitalité.
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EINLEITUNG

Legionellen konnen sich in Trinkwasserinstallationen von Ge-
bauden vermehren und zu Krankheits- und Todesféllen fiihren.
In Industrieldndern wie der Schweiz werden die meisten was-
serbedingten Krankheits- und Todesfélle durch Legionellen
verursacht.

Wasseraufbereitungs- und Duschanlagen miissen nach den
anerkannten Regeln der Technik eingerichtet, betrieben oder
abgedndert werden. Die entsprechenden Vorgaben finden sich
in der Verordnung des EDI iiber Trinkwasser sowie Wasser in
offentlich zugénglichen Bddern und Duschanlagen (TBDV) [1],
in den BLV/BAG-Empfehlungen «Legionellen und Legionello-
se» [2], im SVGW-Regelwerk W3 [3] und in den SIA-Normen
SIA 385/1 und 385/2 sowie D 0244 [4-6]. Verantwortliche von
offentlichen Duschanlagen (z.B. in Alters- und Pflegeheimen,
Spitédlern, Schulen, Hallenbadern oder Hotels) haben im Rahmen
ihrer Selbstkontrolle die einwandfreie Qualitdt des Wassers zu
gewihrleisten. Gemdss TBDV liegt der Hochstwert fiir Legionella
spp. in Duschwasserproben bei 1000 KBE/I.

An Legionellose erkrankte Personen hatten im Kanton Ziirich
von 2015 bis 2019 die Moglichkeit, ihr Duschwasser untersu-
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chen zu lassen. Die Patienten waren
meist fortgeschrittenen Alters und deren
Aktivitatsradius auf die Wohnung be-
schrankt. Aus diesem Grund wurden die
Duschen als mdglichste Infektionsquelle
in Betracht gezogen. Allerdings wurde
nur bei rund der Halfte der Félle Legio-
nellen im Duschwasser nachgewiesen
(Jahresberichte des Kantonalen Labors
Zirich KLZH 2015-2018). Dies wirft Fra-
gen auf: Konnen die Legionellen mit den
Standardmethoden gentigend zuverldssig
erfasst werden? Miissen neue Verfahren
entwickelt werden? Gibt es andere Infek-
tionsquellen [7]?

Legionellen vermehren sich in den
Trinkwasserinstallationen vorwiegend
in Amoben, die sich im Biofilm an den
Innenwinden der Leitungen befinden
[8]. Je nach Materialart und Betrieb der
Sanitarsysteme entwickeln sich die Bio-
filme heterogen [9]. Dartiber hinaus wird
die Ablosung von Zellen aus dem Biofilm
durch Stagnation und Fliessgeschwindig-
keit beeinflusst. Sporadisch gelangen sie
in das vorbeifliessende Wasser, was eine
Erklarung fiir stark schwankende Befunde
sein kann. Dies kann dazu fiihren, dass in
einer standardmaéssig gezogenen Proben-
menge von einem Liter keine Legionellen
oder Konzentrationen unterhalb der Nach-
weisgrenze vorliegen. Um eine reprasen-
tativere Probenahme sowie eine Senkung
der Nachweisgrenze zu ermoglichen, wur-
de am KLZH eine Filtrationsprobenahme
entwickelt: Vor Ort werden mit einer Filt-
rationseinheit, die anstelle der Duschbrau-
se an den Duschschlauch geschraubt wird,
50 1 Wasser filtriert und die Bakterien so
auf dem Filter aufkonzentriert.

Die aktuelle Standardmethode gemaiss
I[SO 11731 ist international anerkannt
und gilt weltweit als Referenzmethode
[10]. Bekanntermassen kann sie aber
nicht immer alle Legionellen nachweisen
[11]. VBNC (viable but not culturable) be-
zeichnet den Zustand von lebenden Bak-
terien, die eine sehr geringe Stoffwech-
selaktivitat haben, sich nicht teilen und
daher nicht kultivierbar sind. Nach einer
Reaktivierung konnen sie aber wieder
kultivierbar und pathogen werden. Die
Standardkultivierungsmethode vermag
Legionellen im VBNC-Zustand nicht zu
erfassen und zeigt deshalb moglicher-
weise nur die Spitze des Eisbergs [12-14].

finanzierten Forschungsprojekts LeCo
verstanden werden, in dem in Zusam-
menarbeit mit der Eawag, der Hochschule
Luzern und dem Schweizerischen Tropen-
und Public Health-Institut (Swiss TPH)
Probenahme- sowie Nachweismethoden
optimiert und weiterentwickelt werden.

METHODEN

PROBENERHEBUNG

Im Kanton Ziirich wurden von 2015 bis
2019 bei Legionellosefdllen ausserhalb
der Stadt Ziirich freiwillige Kontrollunter-
suchungen im Wohnbereich (Duschen) er-
krankter Personen angeboten. In diesem
Rahmen wurden zwischen Februar 2019
und August 2019 vom KLZH in 13 Féllen
Abkldrungen mit Probenahmen an Du-
schen durchgefiihrt. Eine weitere Bepro-
bung (Fall 14) fand in einem komplexen
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Gebdude mit Personalduschen statt, in

dem mittels Legionellenschaltungen und

Spiilaktionen die Legionellen unter dem

Hochstwert gehalten werden konnen.

Bei jeder Beprobung wurden folgende

Wasserproben erhoben:

a) 11 Warmwasser ohne Vorlauf

b) 51 Warmwasser nach Vorlauf bis Tem-
peraturkonstanz oder maximal 2 Min.
Vorlaufzeit. Diese Proben wurden
nachtraglich aliquotiert, um sie pa-
rallel mittels den vier verschiedenen
Nachweismethoden analysieren zu
konnen. Fir den Nachweis mittels RT-
PCR (Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction) und Legiolert wurden
jeweils ein 1-1- und 100-ml-Aliquot per
Nachtexpress verschickt.

¢) Filtration von 501 Warmwasser vor
Ort (Fig. 1): Mit der neu entwickelten
Filtrationseinheit wurden 50 1 Wasser

In dieser Studie wurden deshalb alterna-
tive Probenahme- und Nachweisverfahren
fiir Legionellen gepriift. Sie soll als Vor-
studie des vom Bund (BLV, BAG und BFE)

Fig. 1 Mehr Probenvolumen durch Filtrationsbeprobung vor Ort. Anstelle der Duschbrause wurde eine

Membranfiltrationseinheit aufgeschraubt. Das Volumen des filtrierten Wassers wurde mit einem
Messeimer bestimmt (angestrebt waren 501). Im Anschluss wurde die Filtermembran im Labor
weiterverarbeitet.
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direkt am Erhebungsort filtriert. Die
Filtrationseinheit besteht aus einem
wiederverwendbaren Edelstahlgehau-
se (Novamem, Schlieren, Schweiz) mit
einem Normgewinde, das direkt an ei-
nen Wasserhahn oder Duschschlauch
geschraubt werden kann. Im Innern
befindet sich eine Stiitzmembran aus
Vlies (wie Loschpapier) und eine Nu-
clepore Track-Etched Membran 90 mm
0,4um, um Bakterien aus dem Wasser
zu filtern. In wenigen Féllen war die
Membran verstopft, bevor das ange-
strebte Volumen von 501 gefiltert wor-
den war. Nach der Filtration wurde im
Labor mit einer mit Alkohol desinfizier-
ten Schere ein Viertel der Membran he-
rausgeschnitten und fiir die dPCR auf-
gearbeitet, die restlichen drei Viertel
wurden fiir die Standardkultivierung
(ISO 11731) verwendet.

NACHSWEISVERFAHREN

Die Nachweisverfahren und die damit
untersuchten Wasserproben sind in der
Tabelle 1 aufgelistet.

1S0 11731

Die Standardkultivierungsmethode fiir

Duschwasser wurde gemass ISO 11731

[10] durchgefiihrt. Pro Probe wurden drei

Ansatze angesetzt:

a) Direktplattierung von zweimal je
0,5ml Wasser auf GVPC-Agar

b) 10 ml Membranfiltration unbehandelt
auf BCYE-Agar

c) 100 ml Membranfiltration mit Sdurebe-
handlung auf GVPC-Agar.

Jeder dieser drei Ansétze liefert einen
Wert, das endgiiltige Resultat entsprach
dem Ansatz mit der hochsten Konzentra-
tion. Die Serogruppen der Legionellen-
Kolonien wurden mit dem Latex-Aggluti-
nations-Test (Thermo Fisher Diagnostics,

Nachweismethode

Spezies Einheit

ISO Standard- spp/pn KBE/L
methode

Totalzellzahl alle Zellen | Zellen/ml
digitale PCR spp/pn GE/L
Legiolert pn KBE/L
RT-PCR pn GE/L
23S-PCR spp pos / neg

Pratteln, Schweiz) bestimmt. Das Vorge-
hen fiir die Kultivierung aus dem 50-I-
Ansatz war vereinfacht: Drei Viertel der
Filtermembranen wurden in einen Plas-
tikbeutel mit 10 ml Probe getaucht, mit
einer Ultraschall-Zahnbiirste wurden die
Keime abgelost, davon wurden 2 x 0,5 ml
unbehandelt auf GVPC ausplattiert.

Legiolert

Legiolert ist ein Most-Probable-Number-
(MPN-)Verfahren und basiert auf dem kul-
turellen Nachweis vitaler L. pneumophila
aller Serogruppen [15, 16]. Mit dieser Me-
thode wurde pro Probe einmalig 100 ml
Wasser mit dem Trinkwasserprotokoll
gemass Vorschrift des Herstellers (IDEXX
GmbH, Ludwigsburg, Deutschland) unter-
sucht. Hierzu wurde die Probe mit einem
lyophilisierten Medium versetzt und
in einem sogenannten Quantitray auf 6
grosse und 90 kleine Kavitidten verteilt.
Nach sieben Tagen Inkubation wurde
das Wachstum von L. pneumophila von
Auge beurteilt, wobei Kavitaten mit einer
Braunverfarbung und/oder Triibung des
Mediums ein positives Resultat (Wachs-
tum) bedeuten und gezdhlt wurden. Mit-
hilfe einer MPN-Tabelle wurde die An-
zahl positiver Kavitédten in die Keimzahl
der Probe umgerechnet.

Digitale Polymerase-Kettenreaktion (dPCR)

Die dPCR ist eine quantitative DNA-
Nachweismethode. Die zu untersuchende
DNA und PCR-Reagenzien werden mit
einer Ol-Wasser-Emulsion zu bis 20000
Tropfchen (engl. droplets) verarbeitet, wo-
bei jedes Droplet keine, eine oder mehrere
Kopien der Ziel-DNA enthélt. Die Droplets
durchlaufen eine PCR (Standard PCR-
Gerit), wobei in jedem einzelnen Droplet
eine Amplifikation stattfindet, sofern
Ziel-DNA vorhanden ist. Anschliessend
werden die Droplets mittels Durchfluss-

Probenerhebung
ohne Vorlauf mit Vorlauf 50-L-Filtration

X X X
X X
X X X

X

X

X

spp = Legionella species; pn = Legionella pneumophila; KBE = Koloniebildende Einheit; GE = Genomequivalente;

L = Liter; pos = positiv; neg = negativ

Tab. 1 Liste der Nachweismethoden, die damit detektierte Spezies, Einheit und angewendete

Probenerhebungsmethode.
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fluoreszenzmessung analysiert. Die An-
zahl positiver Droplets verhélt sich zur
Konzentration der Ziel-DNA entsprechend
einer Poisson-Verteilung [17, 18].

Die dPCR diente dem Nachweis von Le-
gionella spp. und L. pneumophila, die
Zielsequenzen waren die 23S-5S spacer
region [19], respektive das macrophage
infectivity potentiator (mip)-Gen [20]. Mit
dieser Methode wurden 200 ml Probe mit
und ohne Vorlauf (ganze Membran) sowie
der 50-1-Ansatz (¥4 Membran) untersucht.
Die Ablosung der Bakterien von der Mem-
bran und die DNA-Extraktion wurde mit
dem Aquadien Kit (Bio-Rad, Hercules CA,
USA) durchgefiihrt. Die Droplets wurden
im QX200 Droplet-Generator (Bio-Rad)
gebildet, die dPCR erfolgte auf dem Mas-
tercycler gradient (Vaudaux-Eppendorf),
die anschliessende Fluoreszenzmessung
mit dem QX200 Droplet Reader (Bio-Rad).
Bei den Messungen wurden Negativ- und
Positivkontrollen mitgefiihrt.

Reverse Transcription PCR (RT-PCR)

Die Schnellmethode zum Nachweis von L.
pneumophila wurde nach Boss et al. [21]
angewendet. Hierzu wurde 11 Probe mit
Vorlauf filtriert und die Legionellen in ei-
nem kleinen Volumen Fliissigkeit vom Fil-
ter abgelost. Dieses Volumen wurde hal-
biert und eine Halfte sofort pelletiert und
eingefroren (= ohne Stimulation, 0-Frak-
tion), wihrend die andere Hélfte mit Me-
dium versetzt und drei Stunden inkubiert
wurde. Dies bewirkt eine Anregung des
Stoffwechsels in eventuell vorhandenen
Legionellen (= mit Stimulation, S-Frak-
tion). Eine Vermehrung findet in dieser
Zeit nicht statt. Von beiden Fraktionen
wurde die totale RNA extrahiert und mit
einer L. pneumophila-spezifischen RT-
PCR amplifiziert [21]. Ein RNA-Anstieg
zwischen der 0- und der S-Fraktion be-
deutet die Existenz lebender L. pneumo-
phila. Aus der 0-Fraktion wurde zudem
die DNA extrahiert und mit quantitativer
PCR (qPCR) anhand einer Standardkurve
quantifiziert. Dieselbe DNA-Probe wurde
zudem mit einer 23S-PCR [22] qualitativ
auf Legionella spp. untersucht.

Totalzellkonzentration (TZ7)

Die Bestimmung der TZZ erfolgte gemass
SLMB 333.1 [23]. Die Methode beruht auf
der unspezifischen Bindung eines fluo-
reszierenden Farbstoffs an die DNA der
Bakterien und anschliessender automati-
scher Auszdhlung mit einem Durchfluss-
zytometer. Dazu wurde SYBR Green [
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(Life Technologies, Eugene OR, USA) im
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Die Félle 1-13 sind Legionellosefallabkldrungen im Kanton Ziirich, Fall 14 ist eine Beprobung eines komplexen Geb&dudes mit bekannter tiefer Legionellen-Kontamination.

lebende und tote L. pneumophila

' = tote L. pneumophila

Tab. 2 Zusammenfassung der Resultate aller 14 Félle und aller Methoden: ISO 11731-Standardmethode (1SO), digitale PCR (dPCR), Legiolert (LL), RT-PCR-Methode (RT) und Totalzellzah! (TZZ).
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Die Falle 1 bis 13 sind Abklarungen von Legionellosefdllen aus
dem Kanton Ziirich, die einzeln und sporadisch auftraten, und
zeitlich sowie ortlich zufallig verteilt waren. Die Mehrheit der Er-

tersuchten 100 ml Wasser keine L. pneumophila nachgewiesen
werden konnten.

dPCR-Methode

Mit dPCR wurden 13/14 Félle untersucht. DNA von Legionel-
la spp. konnten in fast allen Fillen nachgewiesen werden, so-
wohl in Proben mit/ohne Vorlauf wie auch im 50-1-Ansatz. In
9/13 Fillen konnte in den {iblichen Proben (mit/ohne Vorlauf)
DNA von L. pneumophila nachgewiesen werden, in einem Fall
nur mit dem 50-1-Ansatz. In drei Féllen (2 x ohne Vorlauf, 1 x
50-1-Ansatz) ergab die dPCR ein negatives Resultat, obschon L.
pneumophila kultiviert werden konnte. Die Methode ldsst keine
Riickschliisse auf die Lebendigkeit der Legionellen.

RT-PCR-Methode

Mit der RT-PCR-Methode wurden in 5/14 Féllen L. pneumophila
nachgewiesen, jedoch war beim Fall 14 kein RNA-Anstieg zu se-
hen und wurde deswegen als tote L. pneumophila interpretiert.
Die positiven Resultate decken sich mit den Resultaten der [SO-
Methode. Unter den neun negativen Proben waren vier mit der
ISO-Methode positiv (2 x nur im 50-1-Ansatz, 2 x im 1-1-Ansatz).

23S-PCR-Methode

Mit 23S-PCR konnte in allen 14 Féllen DNA von Legionella spp.
gefunden werden. Diese Resultate decken sich mit denen der
dPCR-Resultate, im Fall 4 allerdings nur mit dem 50-1-Ansatz.

TZ7-Methode

Die TZZ wurde in 12/14 Fallen bestimmt und ergab Resultate
zwischen 2,1 x 10* und 1,6 x 10 Zellen/ml. Die TZZ war in der
Regel hoher in der Probe ohne Vorlauf (Mittelwert 4,7x10° Zel-
len/ml) als in der Probe mit Vorlauf (Mittelwert 1,8x10° Zellen/
ml). Die Probe ohne Vorlauf ist eine Stagnationsbeprobung der
peripheren lokalen Gebaude-Trinkwasserinstallation, wahrend
Proben mit Vorlauf das Innere der Gebdude-Trinkwasserinstal-
lation repréasentieren.

VERGLEICH DER METHODEN

Hohe Legionellen-Konzentrationen, durch die Standardkultivie-
rungsmethode ISO 11731 gemessen, flihren generell auch zu ho-
hen Messresultaten bei den alternativen Methoden. In verschie-
denen Féllen wurde aber mit den neuen Methoden Legionella
spp. in hoheren Konzentrationen gemessen, die mit der Stan-
dardkultivierungsmethode nicht nachgewiesen werden konnten.
Bei den verschiedenen Methoden konnten d@hnliche Muster bei
den Resultaten erkannt werden. So wurden in den Proben ohne
Vorlauf sowohl mit der [SO-Methode als auch mit dPCR tenden-
ziell mehr Legionellen nachgewiesen als in Proben mit Vorlauf.
Dieser Trend wurde auch bei der TZZ festgestellt. Dies kann
ein Hinweis auf Verkeimung in der Peripherie der Trinkwasser-
installationen sein. Uberméssige Biofilmbildung in Kombina-
tion mit Stagnation fiihren zu erhohten TZZ- und Legionellen-
Konzentrationen in den Proben ohne Vorlauf.

krankten waren altere Personen, die sich mehrheitlich zu Hause
aufhielten und zum Teil an Vorerkrankungen litten. Bei den Be-
fragungen durch den kantonsirztlichen Dienst wurden, mit we-
nigen Ausnahmen, keine anderen moglichen Infektionsquellen
erwahnt. Mit der Standardmethode wurde in 10/13 Fillen keine
Hochstwertiiberschreitung und in 8/13 Fallen keine Legionellen
festgestellt. In diesen acht Fillen konnten nur mit den Alterna-
tivmethoden Legionellen in tiefer Konzentration nachgewiesen
werden. Die Frage ist offen, ob die durch dPCR nachgewiesenen
Legionellen tot oder in einem VBNC-Zustand waren.

Die heterogene Verteilung der Legionellen in einer Trinkwasser-
Installation fiihrt dazu, dass die Resultate wesentlich von Art
der Probenahme wie auch vom Probenvolumen abhdngen. Ein
grosseres Probenvolumen fiihrt zu einer repréasentativeren Pro-
be. Beim Vergleich der verschiedenen Nachweismethoden muss
deshalb das Probenvolumen berticksichtigt werden. So konnte
das kleine Probenvolumen von 100 ml die Erkldrung sein, dass
durch die Legiolert-Methode nur in 3/14 Fallen L. pneumophi-
la nachgewiesen wurde. Die Messungen zeigen, dass die 50-1-
Filtrationsbeprobung mit anschliessendem Nachweis von Le-
gionellen durch die Standardkultivierungsmethode ISO 11731
oder PCR das Potenzial hat, Legionellen mit einer weit tieferen
Nachweisgrenze als bisher nachzuweisen. Aufféllig sind aber
die hoheren Legionellen-Konzentrationen in den 1-1-Ansitzen
verglichen mit den 50-1-Filterproben. Dies weist auf eine hohe-
re Legionellen-Kontamination im stagnierten Leitungswasser
der Peripherie hin im Vergleich zum Wasser aus den inneren
Teilen der Anlage wie dem Boiler. Der ldngere Filtrationspro-
zess beim 50-1-Ansatz bei hohen Wassertemperaturen konnte
aber auch einen negativen Einfluss auf die Kultivierbarkeit der
Zellen haben. Ein weiterer Grund fiir tiefere Resultate beim 50-1-
Ansatz konnte der relativ hohe Verlust von Legionellen beim
Ablosen von der Membran sein. Diese offenen Fragen zeigen,
dass die Testphase der neuen Methoden nicht abgeschlossen
ist. Die neuen Priifmethoden miissen weiterentwickelt und mit
Validierungsmessungen die Nachweisgrenzen sowie die Wie-
derfindungsraten bestimmt werden.

Es stellt sich die Frage, ob die Legionellen-Konzentrationen
deutlich unterhalb des Hochstwertes von 1000 KBE/1 zu Infek-
tionen flihren konnen. Bei sporadischen Féllen und Personen
mit Vorerkrankungen ist dies denkbar. Da bei den untersuch-
ten Fallen keine klinischen Isolate vorhanden waren, konnte
kein genetischer Vergleich mit den Legionellen aus den Du-
schen durchgefiihrt werden. Somit fehlt der Beweis, dass sich
die Legionellose-Patienten durch die Dusche in ihrer Wohnung
angesteckt haben, und es kann nicht ausgeschlossen werden,
dass sie sich durch eine andere, unbekannte Infektionsquelle
infiziert haben. Diese Frage miisste in weiteren Studien geklart
werden, bei denen die Infektionsquelle durch Genotypisierung
des klinischen und des Umwelt-Isolates gesichert wird. Sollte
sich dabei zeigen, dass sich bei sporadischen Fallen Menschen
mit geschwachtem Immunsystem auch mit Legionellen-Konzen-
tration weit unterhalb des gesetzlichen Hochstwertes anstecken,
miissten die Praventionsmassnahmen fiir Risikogruppen gean-
dert werden.
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Sehr interessant sind die zwei Falle, die
mit der ISO-Methode im 50-1-Ansatz po-
sitiv fiir L. pneumophila waren, mit dem
1-1-Ansatz aber negativ. Diese beiden
hatte man mit dem bisherigen Standard-
vorgehen verpasst. In der RT-PCR, die
auf 1-1-Probe beruht, zeigten diese bei-
den Proben einen RNA-Anstieg, was auf
lebende L. pneumophila hinweist. Da aber
keine DNA quantifiziert wurde, wurde
dieses Resultat definitionsgemass als ne-
gativ beurteilt. Diese Diskrepanz kommt
durch die unterschiedliche Sensitivitét
des RNA-Nachweises (zur lebend/tot-Un-
terscheidung) und des DNA-Nachweises
(zur Quantifizierung) zustande, und weil
mengenmassig mehr RNA als DNA vor-
kommt. Zwei weitere Proben, die mit der
RT-PCR-Methode negativ beurteilt wur-
den, waren in der ISO-Methode im ver-
gleichbaren 1-1-Ansatz positiv (15 resp. 20
KBE/I). Bei beiden Proben war ebenfalls
RNA (aber keine DNA) gemessen worden,
allerdings dusserst wenig. Auch dies ist
ein Hinweis auf das Vorhandensein von
Legionellen. Die Kombination der RT-PCR
mit der 50-1-Filtrationsbeprobung konnte
einerseits die Sensitivitat des Legionel-
len-Nachweises erhohen, da die ange-
reicherte DNA direkt von der Membran
extrahiert werden konnte. Andererseits
wiirde es erlauben, die Lebendigkeit der
L. pneumophila zu beurteilen.

Der Vergleich der Methoden zeigt das
Potenzial der molekularbiologischen Me-
thoden. Diese sind schneller und liefern
in der Regel innerhalb eines Arbeitstages
erste Resultate, wahrend die Kultivierung
bis zu zehn Tage dauern kann. Zudem ist
der Nachweis mit PCR unabhingig vom
VBNC-Status der Bakterien. Das heisst,
auch gestresste oder physiologisch inak-
tive Legionellen aus dem Biofilm kdnnen
nachgewiesen werden. Ein optimierter
Nachweis von Legionellen konnte zu
grosserer Betriebssicherheit fiihren,
wenn zukiinftig vermehrt alternative
Methoden der Trinkwassererwarmung
bei tieferen Betriebstemperaturen ein-
gesetzt werden sollen. Bei einem {iber-
massig hohen positiven PCR-Befund und
gleichzeitig negativer Kultur sollte eine
Ursachenabklarung durchgefiihrt wer-
den. Automatisierte Systeme sind von
Interesse, um das zukiinftig erhéhte Pro-
benaufkommen aufgrund der geforderten
Selbstkontrolle von 6ffentlichen Duschan-
lagen zu bewaltigen. Schwellenwerte in
GE/I, die das Einhalten der gesetzlichen
Hochstwerte gewéahrleisten, waren zu-

satzlich von grossem Nutzen. In anderen
Landern sind entsprechende Alarm- und
Massnahmenwerte fiir PCR definiert [24,
25]. Unter den PCR-Methoden bietet sich
insbesondere die in dieser Studie getes-
tete dPCR an, da sie gegeniiber Inhibition
robuster als die herkommliche real-time
PCR ist. Der Hauptgrund liegt darin, dass
eine zeitliche Verzogerung der PCR-Reak-
tion keinen Einfluss hat, da nur das End-
resultat fiir die Auswertung relevant ist.
Fiir die Selbstkontrollen konnte so zuerst
ein PCR-Screening durchgefiihrt werden
und, nur wenn der Schwellenwert {iber-
schritten wird, ein kultureller Nachweis
gemass ISO 11731 folgen.

SCHLUSSFOLGERUNG

Fiir die Erfassung und Beurteilung von
Legionellen-Kontaminationen in Gebau-
de-Trinkwasserinstallationen wird die
kombinierte Anwendung konventioneller
Kulturverfahren und kultivierungsun-
abhangiger molekularbiologischer Me-
thoden wie PCR fiir die Zukunft wichtig
werden. Die Filtrationsbeprobung wie
auch die PCR-Nachweismethoden werden
im Rahmen des LeCo-Projektes weiterent-
wickelt, optimiert und validiert.
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