
Vier Nachweismethoden für Legionellen in Leitungswasser wurden in Parallelansätzen vergli-
chen. Eingesetzt wurden kulturelle, molekularbiologische und durchflusszytometrische Metho-
den. Neben der herkömmlichen Probenentnahme wurde erstmals eine 50-l-Filtrationsbeprobung 
angewandt, hierzu wurde das Wasser vor Ort filtriert. Mit den alternativen Methoden konnten in 
allen 14 Fällen Legionellen nachgewiesen werden, mit den Standardmethoden nur in sechs Fällen. 
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LEGIONELLEN-NACHWEIS-
METHODEN IM VERGLEICH 

FA LL A BK L Ä RUNGEN: RE SULTATE A BH Ä NGIG VON
A N A LYSEME THODE UND BEPROBUNG S TECHNIK

EINLEITUNG

Legionellen können sich in Trinkwasserinstallationen von Ge-
bäuden vermehren und zu Krankheits- und Todesfällen führen. 
In Industrieländern wie der Schweiz werden die meisten was-
serbedingten Krankheits- und Todesfälle durch Legionellen 
verursacht.
Wasseraufbereitungs- und Duschanlagen müssen nach den 
anerkannten Regeln der Technik eingerichtet, betrieben oder 
abgeändert werden. Die entsprechenden Vorgaben finden sich 
in der Verordnung des EDI über Trinkwasser sowie Wasser in 
öffentlich zugänglichen Bädern 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 
öffentlichen Duschanlagen (z. B. in Alters- und Pflegeheimen, 
Spitälern, Schulen, Hallenbädern oder Hotels) haben im Rahmen 
ihrer Selbstkontrolle die einwandfreie Qualität des Wassers zu 
gewährleisten. Gemäss TBDV liegt der Höchstwert für Legionella 
spp. in Duschwasserproben bei 1000 KBE/l.
An Legionellose erkrankte Personen hatten im Kanton Zürich 
von 2015 bis 2019 die Möglichkeit, ihr Duschwasser untersu-
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RÉSUMÉ

COMPARAISON DE DIFFÉRENTES MÉTHODES DE DÉTECTION DE LÉGIONELLES
Quatre méthodes de détection des légionelles dans l’eau courante 
ont été comparées : la culture standard selon la norme ISO 11731, 
la PCR après filtration sur membrane, la méthode Legiolert et la 
rétro-transcription (RT-PCR) spécifique pour Legionella pneumo-
phila. Comme paramètre 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 parallèle de la méthode standard, un échantillonnage par fil-
tration de 50 l a été fait pour la première fois. Après filtration de 
l’eau sur place, les bactéries ont été remises en suspension en 
laboratoire à 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 bâtiments. 
Pour 9 des 14 cas, au moins une des méthodes employées a per-
mis la détection de légionelles vivantes. Dans 2 de ces 9 cas, seul 
l’échantillonnage par filtration de 50 l a permis de les déceler. Les 
méthodes standards ne sont pas parvenues au même résultat. 
L’analyse par PCR a permis de déceler l’ADN de légionelles, ce 
qui ne permet cependant pas de tirer de conclusions quant à leur 
vitalité.
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chen zu lassen. Die Patienten waren 
meist fortgeschrittenen Alters und deren 
Aktivitätsradius auf die Wohnung be-
schränkt. Aus diesem Grund wurden die 
Duschen als möglichste Infektionsquelle 
in Betracht gezogen. Allerdings wurde 
nur bei rund der Hälfte der Fälle Legio-
nellen im Duschwasser nachgewiesen 
(Jahresberichte des Kantonalen Labors 
Zürich KLZH 2015-2018). Dies wirft Fra-
gen auf: Können die Legionellen mit den 
Standardmethoden genügend zuverlässig 
erfasst werden? Müssen neue Verfahren 
entwickelt werden? Gibt es andere Infek-
tionsquellen [7]?
Legionellen vermehren sich in den 
Trinkwasserinstallationen vorwiegend 
in Amöben, die sich im Biofilm an den 
Innenwänden der Leitungen befinden 
[8]. Je nach Materialart und Betrieb der 
Sänitärsysteme entwickeln sich die Bio-
filme heterogen [9]. Darüber hinaus wird 
die Ablösung von Zellen aus dem Biofilm 
durch Stagnation und Fliessgeschwindig-
keit beeinflusst. Sporadisch gelangen sie 
in das vorbeifliessende Wasser, was eine 
Erklärung für stark schwankende Befunde 
sein kann. Dies kann dazu führen, dass in 
einer standardmässig gezogenen Proben-
menge von einem Liter keine Legionellen 
oder Konzentrationen unterhalb der Nach-
weisgrenze vorliegen. Um eine repräsen-
tativere Probenahme sowie eine Senkung 
der Nachweisgrenze zu ermöglichen, 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 l Wasser filtriert und die Bakterien so 
auf dem Filter aufkonzentriert.
Die aktuelle Standardmethode gemäss 
ISO 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-
selaktivität haben, sich nicht teilen und 
daher nicht kultivierbar sind. Nach einer 
Reaktivierung können sie aber wieder 
kultivierbar und pathogen werden. Die 
Standardkultivierungsmethode vermag 
Legionellen im VBNC-Zustand nicht zu 
erfassen und zeigt deshalb möglicher-
weise nur die Spitze des Eisbergs [12–14].
In dieser Studie wurden deshalb alterna-
tive Probenahme- und Nachweisverfahren 
für Legionellen geprüft. Sie soll als Vor-
studie des vom Bund (BLV, BAG und BFE) 

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 Zürich wurden von 2015 bis 
2019 bei Legionellosefällen ausserhalb 
der Stadt Zürich freiwillige Kontrollunter-
suchungen im Wohnbereich (Duschen) er-
krankter Personen angeboten. In diesem 
Rahmen wurden zwischen Februar 2019 
und August 2019 vom KLZH in 13 Fällen 
Abklärungen mit Probenahmen an Du-
schen durchgeführt. Eine weitere Bepro-
bung (Fall 14) fand in einem komplexen 

Gebäude mit Personalduschen statt, in 
dem mittels Legionellenschaltungen und 
Spülaktionen die Legionellen unter dem 
Höchstwert gehalten werden können.
Bei jeder Beprobung wurden folgende 
Wasserproben erhoben:
a)	�1 l Warmwasser ohne Vorlauf
b)	�5 l Warmwasser nach Vorlauf bis Tem-

peraturkonstanz oder maximal 2 Min. 
Vorlaufzeit. Diese Proben wurden 
nachträglich aliquotiert, um sie pa-
rallel mittels den vier verschiedenen 
Nachweismethoden analysieren zu 
können. Für den Nachweis mittels RT- 
PCR (Reverse Transcription Polymerase 
Chain Reaction) und Legiolert wurden 
jeweils ein 1-l- und 100-ml-Aliquot per 
Nachtexpress verschickt.

c)	�Filtration von 50 l Warmwasser vor 
Ort (Fig. 1): Mit der neu entwickelten 
Filtrationseinheit wurden 50 l Wasser 

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 50 l). Im Anschluss wurde die Filtermembran im Labor 
weiterverarbeitet.
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direkt am Erhebungsort filtriert. Die 
Filtrationseinheit besteht aus einem 
wiederverwendbaren Edelstahlgehäu-
se (Novamem, Schlieren, Schweiz) mit 
einem Normgewinde, das direkt an ei-
nen Wasserhahn oder Duschschlauch 
geschraubt werden kann. Im Innern 
befindet sich eine Stützmembran aus 
Vlies (wie Löschpapier) und eine Nu-
clepore Track-Etched Membran 90 mm 
0,4 µm, um Bakterien aus dem Wasser 
zu filtern. In wenigen Fällen war die 
Membran verstopft, bevor das ange-
strebte Volumen von 50 l gefiltert wor-
den war. Nach der Filtration wurde im 
Labor mit einer mit Alkohol desinfizier-
ten Schere ein Viertel der Membran he-
rausgeschnitten und für die dPCR auf-
gearbeitet, die restlichen drei Viertel 
wurden für die Standardkultivierung 
(ISO 11731) verwendet.

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

I S O  117 3 1
Die Standardkultivierungsmethode für 
Duschwasser wurde gemäss ISO 11731 
[10] durchgeführt. Pro Probe wurden drei 
Ansätze angesetzt:
a) �Direktplattierung von zweimal je 

0,5 ml Wasser auf GVPC-Agar
b) �10 ml Membranfiltration unbehandelt 

auf BCYE-Agar
c) �100 ml Membranfiltration mit Säurebe-

handlung auf GVPC-Agar.

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

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

L e g i o l e r t
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 
gemäss 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 Kavitäten verteilt. 
Nach sieben Tagen Inkubation wurde 
das Wachstum von L. pneumophila von 
Auge beurteilt, wobei Kavitäten mit einer 
Braunverfärbung und/oder Trübung des 
Mediums ein positives Resultat (Wachs-
tum) bedeuten und gezählt wurden. Mit-
hilfe einer MPN-Tabelle wurde die An-
zahl positiver Kavitäten in die Keimzahl 
der Probe umgerechnet.

D i g i t a l e  P o l y m e r a s e - K e t t e n r e a k t i o n  ( d P C R )
Die dPCR ist eine quantitative DNA-
Nachweismethode. Die zu untersuchende 
DNA und PCR-Reagenzien werden mit 
einer Öl-Wasser-Emulsion zu bis 20 000 
Tröpfchen (engl. droplets) verarbeitet, wo-
bei jedes Droplet keine, eine oder mehrere 
Kopien der Ziel-DNA enthält. Die Droplets 
durchlaufen eine PCR (Standard PCR-
Gerät), wobei in jedem einzelnen Droplet 
eine Amplifikation stattfindet, sofern 
Ziel-DNA vorhanden ist. Anschliessend 
werden die Droplets mittels Durchfluss-

fluoreszenzmessung analysiert. Die An-
zahl positiver Droplets verhält 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-l-Ansatz (¼ Membran) untersucht. 
Die Ablösung der Bakterien von der Mem-
bran und die DNA-Extraktion wurde mit 
dem Aquadien Kit (Bio-Rad, Hercules CA, 
USA) durchgeführt. 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 mitgeführt.

R e v e r s e  Tr a n s c r i p t i o n  P C R  ( R T- P C R )
Die Schnellmethode zum Nachweis von L. 
pneumophila wurde nach Boss et al. [21] 
angewendet. Hierzu wurde 1 l Probe mit 
Vorlauf filtriert und die Legionellen in ei-
nem kleinen Volumen Flüssigkeit vom Fil-
ter abgelöst. Dieses Volumen wurde hal-
biert und eine Hälfte sofort pelletiert und 
eingefroren (= ohne Stimulation, 0-Frak-
tion), während die andere Hälfte 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.

To t a l z e l l k o n z e n t r a t i o n  ( T Z Z )
Die Bestimmung der TZZ erfolgte gemäss 
SLMB 333.1 [23]. Die Methode beruht auf 
der unspezifischen Bindung eines fluo-
reszierenden Farbstoffs an die DNA der 
Bakterien und anschliessender automati-
scher Auszählung mit einem Durchfluss-
zytometer. Dazu wurde SYBR Green I 

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

Nachweismethode Spezies Einheit Probenerhebung

ohne Vorlauf mit Vorlauf 50-l-Filtration

ISO Standard­
methode

spp / pn KBE/l X X X

Totalzellzahl alle Zellen Zellen/ml X X

digitale PCR spp / pn GE/l X X X

Legiolert pn KBE/l X

RT-PCR pn GE/l X

23S-PCR spp pos / neg X

spp = Legionella species; pn = Legionella pneumophila; KBE = Koloniebildende Einheit; GE = Genomequivalente;
l = Liter; pos = positiv; neg = negativ
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(Life Technologies, Eugene OR, USA) im 
Verhältnis 1:10 000 verwendet und für 
mindestens 13 Minuten bei 37 °C inku-
biert. Die Messungen erfolgten mit einem 
NovoCyte-Durchflusszytometer (ACEA 
Biosciences Inc., San Diego, USA). Mit 
dieser Methode wurden Wasserproben 
mit und ohne Vorlauf untersucht.

RESULTATE

MESSRESULTATE 
Die Resultate der 14 Fälle sind in Tabelle 2 
zusammengefasst. Bei allen untersuchten 
Duschen wurden mit mindestens einem 
Nachweisverfahren Legionella spp. nach-
gewiesen, in 11/14 Fällen wurden auch 
L. pneumophila nachgewiesen. In 8/14 
Fällen (Fälle 2, 3, 4, 5, 8, 10, 11, 12) wurden 
mit der Standardmethode, das heisst mit 
Doppelbeprobung und Nachweis durch 
ISO 11731, keine Legionellen nachgewie-
sen, jedoch mit den alternativen Metho-
den. In 5/14 Fällen (Fälle 5, 8, 10, 11, 12) 
wurden mit den alternativen Methoden 
auch L. pneumophila nachgewiesen ohne 
Nachweis durch die Standardmethode. 
Nachfolgend wird auf die Resultate der 
einzelnen Nachweismethoden einge- 
gangen:

I S O - M e t h o d e
Mit der ISO-Methode und der übli-
chen Probennahme (mit/ohne Vorlauf) 
konnten in 6/14 Fällen L. pneumophila 
nachgewiesen werden, im Fall 7 wurde 
neben L. pneumophila andere Legionel-
la spp.-Stämme nachgewiesen. Mit dem 
50-l-Ansatz waren 7/14 Fälle positiv, 
wobei zwei davon mit der üblichen Pro-
bennahme negativ waren. In einem Fall, 
der mit dem 50-l-Ansatz negativ war, 
wurde mit der üblichen Probennahme 
(mit/ohne Vorlauf) ein positives Resul-
tat beobachtet. In vier Fällen wurden im 
1-l-Ansatz eine höhere Konzentration an 
Legionellen nachgewiesen als im 50-l-
Filtrationsansatz. In 6/14 Fällen konn-
ten kulturell keine Legionellen nachge-
wiesen werden, weder im üblichen noch 
im 50-l-Ansatz.

L e g i o l e r t- M e t h o d e
Mit der Legiolert-Methode konnte in 3/14 
Fällen L. pneumophila nachgewiesen 
werden. Diese drei positiven Resultate 
deckten sich mit den Resultaten der ISO-
Methode im 1-l-Ansatz, während in drei 
weiteren Fällen, die mit der ISO-Methode 
positiv waren, mit Legiolert in den un- M

et
ho

de
IS

O
 [K

B
E/

l]
dP

CR
 [G

E/
l]

LL
 

[K
B

E/
l]

R
T

 [G
E/

l]
TZ

Z 
[Z

el
le

n/
m

l]

B
ep

ro
bu

ng
oh

ne
 V

L
m

it 
VL

Fi
lt

ra
tio

ns
be

pr
ob

un
g

oh
ne

 V
L

m
it 

VL
Fi

lt
ra

tio
ns

be
pr

ob
un

g
m

it 
VL

m
it 

VL
oh

ne
 V

L
m

it 
VL

Sp
ez

ie
s

sp
p

pn
sp

p
pn

sp
p

pn
sp

p
pn

sp
p

pn
sp

p
pn

pn
pn

sp
pc

to
ta

l
to

ta
l

Fa
ll 

1
20

00
20

00
a

10
00

10
00

a
66

66
a

29
 92

0
61

6
66

00
50

6
20

80
12

3
0

30
0lt

+
85

4 
76

3
18

2 
71

0

Fa
ll 

2
0

0
0

0
0

0
72

 60
0

0
39

60
0

16
 4

34
0

0
0

+
1 

64
1 

81
6

21
 7

40

Fa
ll 

3
0

0
0

0
0

0
n.

a.
n.

a.
n.

a.
n.

a.
n.

a.
n.

a.
0

0
+

18
4 

54
1

39
 5

74

Fa
ll 

4
0

0
0

0
0

0
0

0
0

0
55

0
0

0
+

83
4 

51
3

59
 4

46

Fa
ll 

5
0

0
0

0
0

0
10

 56
0

0
10

 12
5

0
74

80
6

0
0

+
11

4 
73

6
13

5 
81

1

Fa
ll 

6
47

0
47

0a
20

20
a

20
20

a
23

 54
0

0
19

 58
0

17
6

10
 9

56
28

0
0

+
15

7 
12

0
16

6 
50

0

Fa
ll 

7
10

 00
0

10
 00

0b
19

60
88

0b
22

7
10

5b
72

60
48

4
37

40
17

6
16

54
24

6
36

14
50

0lt
+

n.
a.

n.
a.

Fa
ll 

8
0

0
0

0
0

0
17

6
12

29
5

13
2

4
2

0
<1

00
lt

+
37

0 
54

0
28

1 
26

0

Fa
ll 

9
30

00
30

00
a

10
00

10
00

a
5

5a
13

 42
0

50
6

59
40

15
2

10
0

5
15

9
20

0lt
+

33
1 

30
0

25
4 

50
0

Fa
ll 

10
0

0
0

0
4

4a
52

1 4
00

14
4

96
80

57
74

84
11

0
0

+
23

0 
98

0
39

0 
20

0

Fa
ll 

11
0

0
0

0
4

4a
20

46
0

31
0

36
0

0
0

0
+

n.
a.

n.
a.

Fa
ll 

12
0

0
0

0
0

0
44

 09
9

9
30

91
0

10
77

0
0

0
+

34
7 

12
0

38
0 

60
0

Fa
ll 

13
35

35
a

15
15

a
12

4
12

4a
15

50
0

72
60

10
80

89
69

0
0

+
10

5 
76

0
11

5 
68

0

Fa
ll 

14
50

50
a

20
20

a
0

0
44

00
43

70
40

18
7

17
55

22
23

10
0t

+
43

8 
74

0
15

9 
10

0

VL
 =

 V
or

la
uf

; s
pp

 =
 L

eg
io

ne
lla

 s
pe

ci
es

; p
n 

= 
Le

gi
on

el
la

 p
ne

um
op

hi
la

; G
E 

= 
G

en
om

eq
ui

va
le

nt
e;

 K
B

E 
= 

K
ol

on
ie

bi
ld

en
de

 E
in

he
ite

n;
 n

.a
. =

 n
ic

ht
 a

na
ly

si
er

t
a  =

 L
. p

ne
um

op
hi

la
 S

er
og

ru
pp

e 
1

b  =
 L

. p
ne

um
op

hi
la

 S
er

og
ru

pp
en

 2
-1

4
c  =

 L
eg

io
ne

lla
 s

pe
ci

es
-N

ac
hw

ei
s 

m
it 

23
S-

PC
R

 a
us

 d
en

 D
N

A-
Pr

ob
en

 d
er

 R
T-

PC
R

-M
et

ho
de

lt  =
 le

be
nd

e 
un

d 
to

te
 L

. p
ne

um
op

hi
la

t  =
 to

te
 L

. p
ne

um
op

hi
la

Ta
b.

 2
 Z

us
am

m
en

fa
ss

un
g 

de
r R

es
ul

ta
te

 a
lle

r 1
4 

Fä
lle

 u
nd

 a
lle

r M
et

ho
de

n:
 IS

O 
11

73
1-

St
an

da
rd

m
et

ho
de

 (I
SO

), 
di

gi
ta

le
 P

CR
 (d

PC
R)

, L
eg

io
le

rt
 (L

L)
, R

T-
PC

R-
M

et
ho

de
 (R

T)
 u

nd
 T

ot
al

ze
llz

ah
l (

TZ
Z)

.
	

D
ie

 F
äl

le
 1

–1
3 

si
nd

 L
eg

io
ne

llo
se

fa
lla

bk
lä

ru
ng

en
 im

 K
an

to
n 

Zü
ric

h,
 F

al
l 1

4 
is

t e
in

e 
Be

pr
ob

un
g 

ei
ne

s 
ko

m
pl

ex
en

 G
eb

äu
de

s 
m

it 
be

ka
nn

te
r t

ie
fe

r L
eg

io
ne

lle
n-

Ko
nt

am
in

at
io

n.



40  | RUBRIK AQUA & GAS N o 0  | 2012AQUA & GAS N o 6  | 202040  | WA S S E R

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

d P C R- M e t h o d e
Mit dPCR wurden 13/14 Fälle untersucht. DNA von Legionel-
la spp. konnten in fast allen Fällen nachgewiesen werden, so-
wohl in Proben mit/ohne Vorlauf wie auch im 50-l-Ansatz. In 
9/13 Fällen konnte in den üblichen Proben (mit/ohne Vorlauf) 
DNA von L. pneumophila nachgewiesen werden, in einem Fall 
nur mit dem 50-l-Ansatz. In drei Fällen (2 × ohne Vorlauf, 1 × 
50-l-Ansatz) ergab die dPCR ein negatives Resultat, obschon L. 
pneumophila kultiviert werden konnte. Die Methode lässt keine 
Rückschlüsse auf die Lebendigkeit der Legionellen.

R T- P C R- M e t h o d e
Mit der RT-PCR-Methode wurden in 5/14 Fällen 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 ISO-
Methode. Unter den neun negativen Proben waren vier mit der 
ISO-Methode positiv (2 × nur im 50-l-Ansatz, 2 × im 1-l-Ansatz).

2 3 S - P C R- M e t h o d e
Mit 23S-PCR konnte in allen 14 Fällen DNA von Legionella spp. 
gefunden werden. Diese Resultate decken sich mit denen der 
dPCR-Resultate, im Fall 4 allerdings nur mit dem 50-l-Ansatz.

T Z Z - M e t h o d e
Die TZZ wurde in 12/14 Fällen bestimmt und ergab Resultate 
zwischen 2,1 × 104 und 1,6 × 106 Zellen/ml. Die TZZ war in der 
Regel höher in der Probe ohne Vorlauf (Mittelwert 4,7x105 Zel-
len/ml) als in der Probe mit Vorlauf (Mittelwert 1,8x105 Zellen/
ml). Die Probe ohne Vorlauf ist eine Stagnationsbeprobung der 
peripheren lokalen Gebäude-Trinkwasserinstallation, während 
Proben mit Vorlauf das Innere der Gebäude-Trinkwasserinstal-
lation repräsentieren.

VERGLEICH DER METHODEN
Hohe Legionellen-Konzentrationen, durch die Standardkultivie-
rungsmethode ISO 11731 gemessen, führen generell auch zu ho-
hen Messresultaten bei den alternativen Methoden. In verschie-
denen Fällen wurde aber mit den neuen Methoden Legionella 
spp. in höheren Konzentrationen gemessen, die mit der Stan-
dardkultivierungsmethode nicht nachgewiesen werden konnten.
Bei den verschiedenen Methoden konnten ähnliche Muster bei 
den Resultaten erkannt werden. So wurden in den Proben ohne 
Vorlauf sowohl mit der ISO-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. Übermässige Biofilmbildung in Kombina-
tion mit Stagnation führen zu erhöhten TZZ- und Legionellen-
Konzentrationen in den Proben ohne Vorlauf.

DISKUSSION

Die Fälle 1 bis 13 sind Abklärungen von Legionellosefällen aus 
dem Kanton Zürich, die einzeln und sporadisch auftraten, und 
zeitlich sowie örtlich zufällig verteilt waren. Die Mehrheit der Er-
krankten waren ältere Personen, die sich mehrheitlich zu Hause 
aufhielten und zum Teil an Vorerkrankungen litten. Bei den Be-
fragungen durch den kantonsärztlichen Dienst wurden, mit we-
nigen Ausnahmen, keine anderen möglichen Infektionsquellen 
erwähnt. Mit der Standardmethode wurde in 10/13 Fällen keine 
Höchstwertüberschreitung und in 8/13 Fällen keine Legionellen 
festgestellt. In diesen acht Fällen 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 führt dazu, dass die Resultate wesentlich von Art 
der Probenahme wie auch vom Probenvolumen abhängen. Ein 
grösseres Probenvolumen führt zu einer repräsentativeren Pro-
be. Beim Vergleich der verschiedenen Nachweismethoden muss 
deshalb das Probenvolumen berücksichtigt werden. So könnte 
das kleine Probenvolumen von 100 ml die Erklärung sein, dass 
durch die Legiolert-Methode nur in 3/14 Fällen L. pneumophi-
la nachgewiesen wurde. Die Messungen zeigen, dass die 50-l-
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. Auffällig sind aber 
die höheren Legionellen-Konzentrationen in den 1-l-Ansätzen 
verglichen mit den 50-l-Filterproben. Dies weist auf eine höhe-
re Legionellen-Kontamination im stagnierten Leitungswasser 
der Peripherie hin im Vergleich zum Wasser aus den inneren 
Teilen der Anlage wie dem Boiler. Der längere Filtrationspro-
zess beim 50-l-Ansatz bei hohen Wassertemperaturen könnte 
aber auch einen negativen Einfluss auf die Kultivierbarkeit der 
Zellen haben. Ein weiterer Grund für tiefere Resultate beim 50-l-
Ansatz könnte der relativ hohe Verlust von Legionellen beim 
Ablösen von der Membran sein. Diese offenen Fragen zeigen, 
dass die Testphase der neuen Methoden nicht abgeschlossen 
ist. Die neuen Prüfmethoden müssen weiterentwickelt und mit 
Validierungsmessungen die Nachweisgrenzen sowie die Wie-
derfindungsraten bestimmt werden.
Es stellt sich die Frage, ob die Legionellen-Konzentrationen 
deutlich unterhalb des Höchstwertes von 1000 KBE/l zu Infek-
tionen führen können. Bei sporadischen Fällen und Personen 
mit Vorerkrankungen ist dies denkbar. Da bei den untersuch-
ten Fällen keine klinischen Isolate vorhanden waren, konnte 
kein genetischer Vergleich mit den Legionellen aus den Du-
schen durchgeführt 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 müsste in weiteren Studien geklärt 
werden, bei denen die Infektionsquelle durch Genotypisierung 
des klinischen und des Umwelt-Isolates gesichert wird. Sollte 
sich dabei zeigen, dass sich bei sporadischen Fällen Menschen 
mit geschwächtem Immunsystem auch mit Legionellen-Konzen-
tration weit unterhalb des gesetzlichen Höchstwertes anstecken, 
müssten die Präventionsmassnahmen für Risikogruppen geän-
dert werden.
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Sehr interessant sind die zwei Fälle, die 
mit der ISO-Methode im 50-l-Ansatz po-
sitiv für L. pneumophila waren, mit dem 
1-l-Ansatz aber negativ. Diese beiden 
hätte man mit dem bisherigen Standard-
vorgehen verpasst. In der RT-PCR, die 
auf 1-l-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 definitionsgemäss als ne-
gativ beurteilt. Diese Diskrepanz kommt 
durch die unterschiedliche Sensitivität 
des RNA-Nachweises (zur lebend/tot-Un-
terscheidung) und des DNA-Nachweises 
(zur Quantifizierung) zustande, und weil 
mengenmässig 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-l-Ansatz positiv (15 resp. 20 
KBE/l). Bei beiden Proben war ebenfalls 
RNA (aber keine DNA) gemessen worden, 
allerdings äusserst wenig. Auch dies ist 
ein Hinweis auf das Vorhandensein von 
Legionellen. Die Kombination der RT-PCR 
mit der 50-l-Filtrationsbeprobung könnte 
einerseits die Sensitivität des Legionel-
len-Nachweises erhöhen, da die ange-
reicherte DNA direkt von der Membran 
extrahiert werden könnte. Andererseits 
würde 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, während die Kultivierung 
bis zu zehn Tage dauern kann. Zudem ist 
der Nachweis mit PCR unabhängig vom 
VBNC-Status der Bakterien. Das heisst, 
auch gestresste oder physiologisch inak-
tive Legionellen aus dem Biofilm können 
nachgewiesen werden. Ein optimierter 
Nachweis von Legionellen könnte zu 
grösserer Betriebssicherheit führen, 
wenn zukünftig vermehrt alternative 
Methoden der Trinkwassererwärmung 
bei tieferen Betriebstemperaturen ein-
gesetzt werden sollen. Bei einem über-
mässig hohen positiven PCR-Befund und 
gleichzeitig negativer Kultur sollte eine 
Ursachenabklärung durchgeführt wer-
den. Automatisierte Systeme sind von 
Interesse, um das zukünftig erhöhte Pro-
benaufkommen aufgrund der geforderten 
Selbstkontrolle von öffentlichen Duschan-
lagen zu bewältigen. Schwellenwerte in 
GE/l, die das Einhalten der gesetzlichen 
Höchstwerte gewährleisten, wären zu-

sätzlich von grossem Nutzen. In anderen 
Ländern sind entsprechende Alarm- und 
Massnahmenwerte für PCR definiert [24, 
25]. Unter den PCR-Methoden bietet sich 
insbesondere die in dieser Studie getes-
tete dPCR an, da sie gegenüber Inhibition 
robuster als die herkömmliche real-time 
PCR ist. Der Hauptgrund liegt darin, dass 
eine zeitliche Verzögerung der PCR-Reak-
tion keinen Einfluss hat, da nur das End-
resultat für die Auswertung relevant ist. 
Für die Selbstkontrollen könnte so zuerst 
ein PCR-Screening durchgeführt werden 
und, nur wenn der Schwellenwert über-
schritten wird, ein kultureller Nachweis 
gemäss ISO 11731 folgen.

SCHLUSSFOLGERUNG

Für die Erfassung und Beurteilung von 
Legionellen-Kontaminationen in Gebäu-
de-Trinkwasserinstallationen wird die 
kombinierte Anwendung konventioneller 
Kulturverfahren und kultivierungsun-
abhängiger molekularbiologischer Me-
thoden wie PCR für 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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