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1. Einleitung

1.1.Geschichte und Morphologie

Bei dem 58. Jahrestreffen von Veteranen der amerikanischen Legion im Juli 1976, das in
einem Hotel in Philadelphia (USA) stattfand, erkrankten 182 der 4400 Teilnehmer an einer bis
dahin unbekannten Pneumonieform. 29 der Erkrankten verstarben an der Krankheit, die
spater nach den betroffenen Personen "Legionarskrankheit" genannt wurde (Fraser et al.
1977). Erst etwa sechs Monate spater wurde aus Autopsieproben der Verstorbenen ein
Bakterium isoliert (McDade et al. 1977), das zuné&chst Legionnaires' Disease Bacterium und
nach eindeutiger taxononischer Bestimmung Legionella pneumophila genannt wurde.
Bakterien der Gattung Legionella sind charakterisiert als schlecht anfarbbare, gramnegative,
aerobe Stabchen. Sie sind beweglich, monopolar begeiRelt, wachsen fakultativ intrazellular
(Fields 2002) und sind die einzig bekannten Bakterien, die in starkem MalRRe in Amoben
proliferieren (Abu Kwaik et al. 1998).

Inzwischen wurden 39 Spezies der Gattung Legionella isoliert, von denen 20 als
humanpathogen beschrieben sind und sich erheblich in ihrer Bedeutung als
Krankheitserreger und in ihrer Virulenz unterscheiden (Muder u. Yu 2002). L. pneumophila
andert seinen Phanotyp in Abhangigkeit vom Nahrungsangebot. So sind Legionellen bei
hohem Nahrstoffanteil in der Umgebung wenig virulent, natriumresistent und flagellenlos,
wahrend sie in néhrstoffarmer Umgebung natriumsensibel, flagelliert und beweglich,
cytotoxisch, osmotisch resistenter, kompetent zur Makrophagen-Invasion und infektios sind
(Byrne u. Swanson 1998). Der haufigste Erreger von sporadischen Legionellosen ist
Legionella pneumophila, der in einer weltweiten Studie bei 91, 5 % von 508 dokumentierten
Falle nachgewiesen wurde, gefolgt von L. longbeachae, das fir 3,9 % der Erkrankungen
verantwortlich ist. Allein in Neuseeland und Australien nehmen hiervon aber die Infektionen
mit L. longbeachae einen Anteil von 30, 4 % ein (Yu et al. 2002). Von der Spezies L.
pneumophila sind 16 Serogruppen bekannt, wobei 50 - 80% der Legionellosen durch L.

pneumophila Serogruppe 1 (SG1) verursacht werden (Marston et al. 1994).

1.2. Epidemiologie und Klinik

2004 wurden in der Bundesrepublik Deutschland 475 Falle von Legionellose gemeldet (RKI
2005). Die Dunkelziffer wird auf 6000 — 10.000 Erkrankungen pro Jahr geschétzt, und bei 1 -

5 % der in Krankenh&ausern behandelten Pneumonien wurde eine Legionellose diagnostiziert
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(RKI, 1999). In den USA wurden jahrlich rund 2200 Falle von Legionarskrankheit gemeldet
(CDC, 2005), doch die Zahl der Falle wurde auf bis zu 20.000 geschatzt (Marston et al.
1994). Diese hohe Rate an nicht aufgedeckten Legionellosen ist unter anderem in der
gangigen Praxis, Pneumonien ohne Erregerbestimmung antibiotisch zu therapieren und in
dem schwierigen Erregernachweis begriindet.

Bei stationdr behandelten an Pneumonie Erkrankten wurde sowohl serologisch als auch
kulturell in 9-25% eine Legionelleninfektion nachgewiesen, womit diese doppelt so haufig wie
eine durch Pneumokokken ausgeltste Pneumonie waren. Zwischen 1 und 22,5% (Fang et al.
1990), oder nach neueren epidemiologischen Studien zwischen 3,4 und 7% (RKI, 2003), aller
Pneumonien werden durch Legionellen verursacht, sie gehéren daher zu den haufigen
bakteriellen Erregern ambulant erworbener Pneumonien.

Sowohl in den USA als auch in Deutschland wurden in Studien keine signifikanten
Unterschiede der Antikérper-Titer bei gesunden und infizierten, beziehungsweise vor kurzem
infizierten Menschen gefunden. Dabei sinkt ein erhdhter Antikérperspiegel bei Erkrankten mit
einer Halbwertzeit von 3 - 4 Wochen sehr schnell und lasst daher eine Impfung wenig sinnvoll
erscheinen (Muller 1983; Nichol et al. 1991).

Die Legionarskrankheit imponiert als Pneumonie und nimmt nach einer Inkubationszeit von 2-
10 Tagen einen oft schweren Verlauf mit trockenem, spater produktivem Husten und hohem
Fieber.
Radiologisch stellt sie sich mit ein- oder beidseitigen kleinfleckigen Verschattungen dar, die
im Verlauf auch konfluieren. 30 - 50% der an Legionellose Erkrankten entwickeln zusatzlich
auch eine Diarrhde, die nicht nur auf Nebenwirkungen der eingesetzten Antibiotika
zurtckzufihren ist. Betroffen von einer Pneumonie sind in erster Linie immunsupprimierte
Patienten unter Einnahme von Corticoiden und anderen Immunsuppressiva,
beziehungsweise wahrend oder nach einer Chemotherapie. Allgemeine Risikofaktoren sind
mannliches Geschlecht, Diabetes mellitus, chronische Lungenerkrankungen, die 5. und 6.
Lebensdekade, Alkoholabusus und das Rauchen (England et al., 1981; Bhopal, 1995).
Klinisch haben sich Markolid-Antibiotika wie Erythromycin als Therapiemittel der Wahl
herausgestellt, aber auch Fluorochinolone wie Ciprofloxacin oder Ofloxacin werden
erfolgreich eingesetzt. Die Mortalitat betragt ca. 15 %, unbehandelt bis zu 80 % (RKI, 1999).
Eine andere durch Legionellen verursachte Erkrankung ist das Pontiac-Fieber, benannt nach
dem ersten dokumentierten Ausbruch in einem Gesundheitsamt in Pontiac, Michigan. Das
Pontiac-Fieber ahnelt einem grippalen Infekt, bei hoher Erkrankungsrate, aber einer Mortalitat
von 0. Es verlauft selbstlimitierend und zeigt nach einer Inkubationszeit von 36 Stunden
Symptome wie Schittelfrost, Fieber, trockenen Husten, Myalgien, Ubelkeit und
Kopfschmerzen, aber keine Pneumonie (Gétz et al., 2001). Das Pontiac-Fieber wurde nur im
Rahmen von Ausbriichen erkannt. Es wurden Erkrankungen gemeinsam mit Fallen von
Legionarskrankheit innerhalb desselben Ausbruchs beobachtet, wobei das Pontiac-Fieber vor
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allem jungere, primar gesunde Menschen betraf (Thomas et al., 1993). Trotz Serokonversion

der Patienten wurde der Erreger selbst nie nachgewiesen.

1.2.1. Pathogenese

Die Bedingungen fir eine Legionelleninfektion wurden von Lee und West (1991) in Form des
folgenden Schemas beschrieben:
- Legionellen miissen in einem Reservoir in der Umwelt vorhanden sein
- die Bedingungen missen eine Vermehrung der Legionellen von niedriger zu hoher
Konzentration erlauben
- es muss eine Moglichkeit der Streuung der Legionellen aus dem Reservoir geben, so
dass Menschen ihnen ausgesetzt sind
- sie mussen fur Menschen pathogen sein
- die Bakterien mussen auf einem geeigneten Weg vom Menschen aufgenommen
werden

- der Wirt muss fur eine Infektion durch Legionellen empfénglich sein.

Um einen Menschen zu infizieren, missen Legionellen, beziehungsweise mit Legionellen
kontaminierte Aerosole, aspiriert werden und in die Alveolen gelangen. Die Aerosolgrof3e
muss dabei zwischen 1 und 5 pum betragen (Breiman et al. 1990).

In den Alveolen werden die Bakterien von den Alveolarmakrophagen phagozytiert. Indem sie
die Ansauerung des Phagosoms und auch die Fusion von Phagosom und Lysosom
verhindern, Uberleben sie in den Makrophagen und vermehren sich intrazellulér, bis sie diese
zum Platzen bringen (Schoninger 1997). In Makrophagen und Alveolarepithelzellen wird in
der Fruhphase einer Infektion eine Apoptose induziert, anschlieBend eine Nekrose (Gao u.
Kwaik 2000).

Es wurde bisher nie die Ubertragung einer Legionellen-Infektion von Mensch zu Mensch
dokumentiert (Abu Kwaik et al. 1998)

1.2.2. Erregerreservoir

In der Umwelt leben Legionellen in eukaryotischen Zellen wie Protozoen und Cyanobacterien
und koénnen somit Uber Jahre hinweg in nahrstoffarmer Umgebung uberleben (Paszko-Kolva
et al. 1992). Sie sind bei Temperaturen zwischen 18 und 60 ° C lebensféhig (Rogers et al.
1994; Tiefenbrunner et al 2001). Dies erklart auch, warum Legionellen sowohl in Trinkwasser

als auch in Oberflachen- und Grundwasser vorkommen.



So wurden sie aus Warm- und Kaltwasserleitungen von Hotels, Krankenhausern, 6ffentlichen
und Gewerbegebauden isoliert (Tobin et al. 1981; Yu 1998; Wadowsky et al. 1982; Barbaree
et al 1987). Dabei war die Trinkwasserversorgung von Neubauten zum Teil stark mit
Legionellen belastet (Bauer et al 1990). Auch in kommunalen Trinkwasserversorgungs-
systemen und Privathaushalten wurden Legionella species isoliert (Heudorf et al. 2001;
Frahm u. Obst 1994). Wadowsky et al. (1982) sehen die HeiBwassertanks als
Ausgangspunkt fur die Kontamination der nachgeschalteten Wasserversorgung, Bhopal
(1995) hélt deshalb komplexe HeilRwassersysteme in groRen Geb&uden fir besonders stark
durch Legionellenbesiedlung gefahrdet. In der BRD haben Henke et Seidel (1986)
Legionellen in 41% der von ihnen untersuchten Grundwasser-, Trinkwasser- und

Whirlpoolproben nachgewiesen.

Weiter wurde L. pneumophila in Kuhltirmen, Luftbefeuchtern und anderen
raumlufttechnischen Anlagen von Krankenhausern, Schulen und anderen grof3en Geb&uden
nachgewiesen (Sanden et al. 1992, Dermitzel et al. 1992; Nagorka et al. 1990).

Zannetti et al. (2000) und Walker et al. (2000) fanden Legionella pneumophila und species in
Zahnbehandlungseinheiten und Eismaschinen (Makin u. Hart 1989). Auch die

Trinkwasserversorgung von Kreuzfahrtschiffen war kontaminiert.

In Oberflachengewdassern wurden Legionella pneumophila und Legionella spezies mehrfach
nachgewiesen. So wurden sie aus hydrothermalen Quellen in Portugal, auf den Azoren
(Verissimo et al. 1991) und Mexiko (Marrao et al. 1993) isoliert (Pastoris et al. 1999).
Fliermans et al (1981) entdeckten Legionella pneumophila in Seen und Flissen der USA,
Doleans et al. (2004) wiesen sie in Umweltproben in Frankreich nach.

Palmer et al. (1993) untersuchten Abwasser vor und nach Behandlung verschiedenen
Klarstufen einer Klaranlage und entnahmen auch Proben von Ozeanwasser an der
Einleitungsstelle dieser Anlage, sowie vom Strandwasser. Sie fanden in allen Proben mittels
Direkter Immunfluoreszenz und Polymerase Kettenreaktion (PCR) und in 25 % der Proben

durch kulturellen Nachweis Legionella species.

Legionellen sind in der Umwelt weit verbreitet, tolerieren hohe und niedrige Temperaturen

(Snyder et al. 1990) und sind, wenn sie sich in Amoében befinden, resistent gegen Chlor
(States et al. 1987). Zudem koénnen sie sich in Anwesenheit von Protozoen auch in
nahrstoffarmer Umgebung vermehren, was die Elimination von Legionellen durch Reinigungs-
und DesinfektionsmafRinahmen sehr aufwendig gestaltet und weshalb diese meist nur von

kurzfristigem Erfolg gekront sind (Paszko-Kolva et al., 1992).



1.2.3. Infektionsquellen

Als Quelle von Legionarserkrankungen wurden Whirlpools (Zingeser et al. 1990; Den Boer et
al 2002), Warmwassersysteme in Krankenhdusern (Bornstein et al. 1986) und
Privathaushalten (Heudorf et al. 2001), Klimaanlagensysteme von Krankenhdusern
(O'Mahony et al. 1990) und von groRRen offentlichen und Gewerbegebduden (Mihlenberg
1988) und Trinkwasserversorgungssysteme von Kreuzfahrtschiffen (Pastoris et al. 1999)
sicher identifiziert, was meist nur nach Ausbriichen der Legionarskrankheit und selten nach
sporadischer Legionellose erfolgte.

Bhopal (1995) zeigte, dass ein enger Zusammenhang zwischen der Nahe des Wohnortes zu

einem Kuhlturm und dem Risiko an der Legionarserkrankung zu erkranken besteht.

Bei der Untersuchung des zweitgrof3ten dokumentierten Ausbruchs von Legionellose bei der
West Frisian Flower Show 1999 in den Niederlanden, bei dem 188 Menschen erkrankten, von
denen 21 starben, wurden Legionellen in zwei Whirlpools und einem Sprinkler gefunden. Als
Hauptquelle wurde ein Whirlpool identifiziert, der dort erst 4 Tage zuvor fabrikneu installiert
worden war. Dieser Ausbruch wurde erst 14 Tage nach der Diagnose der ersten
Legionellenpneumonie entdeckt, als bereits 71 Patienten in stationarer Behandlung waren
(Den Boer et al. 2002).

1.2.4. Interaktion zwischen Amdben und Legionella species

Rowbotham (1983) zeigte, dass Amoében sich mit Legionellen infizieren lassen und auch
deren naturlicher Wirt sind. Er fand, dass Amoében Legionellen Gelegenheit zur intrazellularen
Vermehrung geben und sie so vor schadlichen Umwelteinflissen schitzen. Folgestudien
bewiesen, dass Amoben haufig in den gleichen Proben mit Legionella species vorkommen
(Hoffmann u. Michel 2001) und dort deren Vermehrung unterstiitzen (Barbaree et al. 1986;
Wadowsky et al. 1988; Sanden et al. 1992).

Von 374 untersuchten Wasserproben wiesen Henke und Seidel (1986) in 62% Amdben, in
41% Legionellen und in 27% beide Organismen nach. In 57% der Whirlpool-Proben fanden
sie Amoében und in 43% Legionellen. In 42% der Falle waren die Proben mit beiden
Organismen kontaminiert. Auch in 38% der Trinkwasserproben fanden sie Legionellen und
Amoben.

Frahm und Obst (1994) zeigten in deutschem Trinkwasser eine hohe Korrelation zwischen

dem Vorkommen von Legionellen und der Anwesenheit von Amdben auf.

Die intrazellulare Vermehrung der Legionellen wurde mittels Immunfluoreszenz

mikroskopisch  (Anand et al. 1983), aber auch elektronenmikroskopisch nachgewiesen
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(Neumeister et al. 1997). Die Legionellen stimulieren die Amdben durch verschiedene
Mechanismen zur phagozytaren Aufnahme (Abu Kwaik et al. 1998; Harb et al. 1998).

Dann wird die lysosomale Fusion mit Phagosomen inhibiert, die Legionellen proliferieren und
induzieren dann den nekrotischen Zelltod (Marciano-Cabral u. Cabral 2003) durch

Porenbildung in der Zellwand der Amdben (Gao u. Kwaik 2000).

Sanden et al. (1992) inkubierten native, amdbenhaltige Proben, in denen in kultureller
Anzucht zunéchst keine Legionellen gefunden werden konnten, fir 6 Wochen. Nach diesem
Zeitraum konnten sie in 30 % dieser Proben Legionelle pneumophila nachweisen.

Koide et al. (2001) verfuhren ebenso mit Blumenerde und fanden in 22 Proben Legionellen

nach 6 Wochen Inkubation, wéhrend dies nach direktem Ausstrich nur in 5 Proben gelang.

Frahm und Obst (1994) bebriuteten 50 unbehandelte Trinkwasserproben, in denen Amdben
nachgewiesen wurden, fir 2 — 3 Wochen. Dabei fanden sie in einem Drittel der
legionellenpositiven Proben eine Erhéhung der Legionellenanzahl um den Faktor 100 — 1000.

Die Zahl der positiven, beziehungsweise negativen Proben blieb dabei gleich.

Nach Kilvington und Price (1990) Uberlebt Legionella pneumophila auch in den Zysten von
Acanthamoeba polyphaga, tUbersteht so Chlorkonzentrationen bis mindestens 50 mg /| und
bleibt danach auch noch vermehrungsfahig (De Jonckheere u. van de Voorde 1976). Die
Chlorkonzentrationen in Trink- und Swimmingpoolwasser liegen weit unter der fur

Amobenzysten toxischen Dosis.

Marciano-Cabral und Cabral (2003) zeigten zudem eine 1000-fache Zunahme der Resistenz

von L. pneumophila gegem Rifampicin und Ciprofloxacin nach Vermehrung in Acanthamoeba

Spp.

1.3. Nachweismethoden fiir Legionellen

Der kulturelle Nachweis von Legionellen mit Buffered Charcoal Yeast Extract Agar (BCYE-
Agar) bei 35°C und 5% CO,, der eine Sensitivitdt von 32-80% aufweist, hat sich als
Standardmethode etabliert (Edelstein 1981; Feeley et al. 1979). Diesem Agar werden haufig
Antibiotika wie Polymyxin,  Anisomycin oder Vancomycin, zugesetzt, um die héufig
vorhandene und hemmend auf das Legionellenwachstum wirkende Begleitflora zu
reduzieren. Den gleichen Effekt erreicht man, indem man Proben mit einem Séaurepuffer (pH
2,2) fur 3-30 Minuten behandelt (Bopp et al. 1981) oder die Probe fiir 30 min auf 50°C erhitzt

(Dennis 1988), weil Legionellen sowohl Hitze als auch Saure besser tolerieren als die
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Begleitkeime.

Haufig wird auch die Filtration mit 0,22 um Filtern zur Anreicherung eingesetzt (Frahm u. Obst
1994, Dennis 1988). Allerdings variieren die Wiederfindungsraten sehr stark, der quantitative
Nachweis schwankt dabei nicht nur zwischen verschiedenen Institutionen sondern auch
innerhalb eines Labors erheblich. Zudem reduziert diese Nachweismethode die Legionellen-
Anzahl. Wurden Reinkulturen filtriert, wurden 3 - 10-mal weniger Koloniebildende Einheiten

Legionellen gefunden als beim der direkten Kultur (Szewzyk et al 1991).

Sanden et al. (1992) inkubierten 144 Proben aus Trinkwassersystemen und Kuhltirmen von
drei Krankenhausern bei 35°C fir 6 Wochen, die in der Standardkultur negativ auf
Legionellen aber positiv auf Amdben getestet wurden.

Daraufhin konnten in 59 Proben Legionellen kulturell nachgewiesen werden. Auch bei einigen
bestatigten Fallen von Legionarskrankheit, konnte das Bakterium nur durch Amébenkokultur
aus klinischen Proben isoliert werden.

So gelang es Rowbotham (1983), Legionellen in Sputumproben von einigen an Pneumonie
erkrankten Patienten zu gewinnen, bei denen der kulturelle Nachweis nach herkémmlicher
Methode nicht méglich war. Er vermehrte die Legionellen in Amdben und konnte sie dann
nach Saurebehandlung auf BCYE- Agar kultivieren.

In Stuhlproben von Erkrankten (Rowbotham 1998) konnte er ausschlie3lich in Kokultur mit
Acanthamoeba polyphaga Legionellen nachweisen.

Bei einem immunsupprimierten Patienten mit Pneumonie waren Kulturen von Blut und Urin
steril, im Sputum wurde nur die normale Mundhéhlenflora gefunden. Die L. pneumophila-
Serologie war negativ, ebenso wie das L. pneumophila-Antigen im Urin. Erst nach
sechstagiger Inkubation des Sputums mit Acanthamoeba polyphaga gelang es, L. anisa zu
kultivieren (La Scola et al. 2001).

Es existieren auch nichtkulturelle Nachweise, wie PCR und Direkte Immunfluoreszenz (DFA).
Der Nachweis von Legionellen durch DFA ist allerdings limitiert durch die Zahl der zur
Verfigung stehenden spezifischen Antisera. So muss fir jede Spezies oder Serogruppe ein
eigenes Antiserum verwendet werden. Auferdem ist eine Kreuzreaktivitdt mit E. Coli,
Pseudomonas fluorescens, Bacteroides fragilis und Xanthomonas spezies (Yamamoto et al.
1993) beschrieben. Die Berichte Uber Sensitivitat und Spezifitat variieren stark, wobei die
meisten Studien zeigen, dass dieser Nachweis relativ unspezifisch und von geringer
Sensitivitat ist (Pasculle et al. 1989; Vickers et al. 1990). Diese Methode ist auch nicht in der
Lage Legionellen in Amodbenzysten nachzuweisen (Vandenesch et al. 1990). Zudem
unterscheidet sie nicht tote von lebenden Zellen. Im Screening gibt diese
Untersuchungsmethode jedoch Anhaltspunkte, welche Proben mittels Kultur untersucht
werden sollten (Shahamat et al. 1991).
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Eine weitere nichtkulturelle Untersuchung ist der Nachweis von bestimmten DNS- oder auch
RNS-Sequenzen der Gattung Legionella und der Spezies L. pneumophila mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Ein zeitweilig verfigbares kommerzielles PCR- Kit
(EnviroAmp kit, Perkin-Elmer) wies eine Sensitivitat von 10-100 KBE / ml auf. Andere Studien
ergaben differierende Ergebnisse zur Sensitivitat. Die Ergebnisse schwankten zwischen
einem und 100 Bakterien in 100 ml im Laborexperiment (Mahbubani et al. 1990; Yamamoto
et al 1993). Ursache dafir ist unter anderem das in vielen Umweltproben enthaltene
Eisenoxid, das die PCR vollstandig hemmt (Frahm u. Obst 1994; Maiwald et al 1994), und
weitere unbekannte hemmende Faktoren in Proben (Yamamoto et al. 1993).

Zusatzlich zu dieser geringen Sensitivitdt kann auch hier keine Aussage Uber das
Vorhandensein von lebensfahigen Legionellen getroffen werden, da die PCR auch tote oder
verletze Organismen nachweist (Frahm u. Obst 1994). Bej et al. (1991) entwickelten den
PCR-Nachweis Uber RNA, da diese eine Halbwertszeit von 2 Minuten hat und somit mit hoher
Wabhrscheinlichkeit nur lebende Legionellen nachgewiesen werden. Diese Methode jedoch ist
sehr aufwendig und weniger sensitiv.

DFA und PCR sind somit beide zum Screening durchaus geeignet, kénnen aber den

kulturellen Nachweis nicht ersetzen (Pasculle et al. 1989, Shahamat et al. 1991).

Ein Problem beim kulturellen Nachweis von Legionellen zeigten Steinert et al. (1997) und
Ohno et al. (2003) auf, als sie postulierten, dass L. pneumophila in ndhrstoffarmer Umgebung
in der Lage ist, einen Zustand einzugehen, in dem sie nicht kultivierbar, aber trotzdem noch
lebensféahig (viable but nonculturable, VBNC) ist. Diese Zellen sind nicht in der Kultur zu
finden, koénnen aber mittels Acridine-Orange direkt angefarbt werden. Auch eine in-situ
Hybridisierung ist mdglich und es kann metabolische Aktivitdt nachgewiesen werden.
Allerdings gelang es in den Proben nach einem Tag in Cokultur mit Acanthamoeba

castellanii, kultivierbare und virulente Zellen zu finden.
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1.4. Ziel der eigenen Studie

Aus der Epidemiologie der Legionellosen ergibt sich die Notwendigkeit des mdglichst
spezifischen und sensitiven Nachweises von Legionellen im Trinkwasser und in
mikrobiologisch stark kontaminierten Wasserproben.

Trotz PCR und direkter Immunfluoreszenz ist die kulturelle Erfassung noch immer die
geeignetste, doch sind hier der Sensitivitat vor allem bei einer hohen Belastung der Probe mit
Begleitflora enge Grenzen gesetzt.

Bei kulturellen Nachweismethoden tberwuchern bei stark mikrobiell belasteten Proben die
Begleitkeime trotz einer Saure- und/oder Hitzebehandlung die Nachweismedien und machen
den Nachweis der Legionellen unmdglich. Auch kénnen die Legionellen selbst durch diese
Behandlung inaktiviert werden.

Amdgben sind ein naturlicher Wirt der Legionellen. Sie wurden daher fiir eine Vermehrung der
Legionellen und damit fur einen kulturellen Nachweis benutzt. Dies geschah allerdings bisher
nur in klinischen und nicht in Umweltproben.

Weitere Kokulturen erfolgten zu Zellkulturzwecken unter kontrollierten Laborbedingungen und
in sterilisierten oder nur sehr gering mikrobiell belasteten Medien. Unter diesen
Rahmenbedingungen kénnen allerdings auch mit den herkdmmlichen Kkulturellen

Nachweismethoden gute Ergebnisse erbracht werden.

Mit der vorliegenden Arbeit sollte nun untersucht werden, ob die Dotierung von
Acanthamoeba polyphaga Trophozyten in Warm-, Brauch- und Oberflachenwasser einen
sensitiveren und schnelleren kulturellen Nachweis von Legionellen bei hoher

Begleitfloradichte ermdglicht als die tblichen kulturellen Nachweisverfahren.

Bisher wurden meist Laborlegionellenstémme zur Kokultur eingesetzt, die zum einen an das
Uberleben in Kultur adaptiert waren und sehr haufig Amoében nicht mehr infizieren bzw. sich
in ihnen vermehren konnten. In dieser Arbeit sollte mittels Amoben-Kokultur Legionellen
nachgewiesen werden, die nicht zuvor im Labor kulturell geziichtet worden waren.

Die meisten Versuche mit Kokulturen fanden mit geringen Probenvolumina und einer sehr
hohen Legionellenkonzentration statt, die in der Umwelt kaum vorkommt.

Die folgende Arbeit untersucht daher Proben mit einer sehr geringen Legionellenbelastung,

wie sie auch in der Umwelt vorkommt.

Vorversuche mit legionellenhaltigem Duschwasser und damit versetzten Proben sollten

zunéchst folgende fur die eigentlichen Hauptversuche relevante Fragen beantworten:

- Welches ist die Mindestlegionellenmenge in einem definierten Wasservolumen, die einen
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sicheren Nachweis der Bakterien mittels Proben- Amoében- Kokultur ermdéglicht?

- Wie stark vermehren sich wenige KBE von Legionellen in einer Proben- Amében- Kokultur?
- Wie beeinflusst die Menge der eingesetzten Amében die Vermehrung und den Nachweis
von Legionellen in einer Proben- Amdben- Kokultur?

- Welchen Effekt hat die Zugabe von Amdbenpuffer (PAS) auf den Nachweis und die
Vermehrung von Legionellen in einer Proben- Amoben- Kokultur?

- Wie wirkt sich die Wasserbegleitflora auf die Vermehrung von Legionellen aus?

- Ist der quantitative Nachweis der Legionellen mittels der MPN- Methode nach Proben-
Amoben- Kokultur reproduzierbar?

- Lassen sich die mit Duschwasser erhaltenen Versuchsergebnisse auf andere
Wasserproben, wie z.B. Whirlpool- oder Oberflichenwasser, denen legionellenhaltiges
Duschwasser zugegeben wurde, tbertragen?

Nach der Auswertung dieser Vorversuche erfolgte im Rahmen der eigentlichen
Hauptversuche ein Legionellennachweis mittels Proben- Amdben- Kokultur in Dusch-, Warm-,
Tank-, Whirlpool-, Wascherkammer- und Oberflachenwasser nach Zugabe von jeweils
50.000 Amoben / ml und PAS- Puffer. Die Ergebnisse der Proben- Amében- Kokultur wurden

mit denen der etablierten kulturellen Nachweismethoden verglichen.

Des weiteren wurde der Einfluss physikalischer und mikrobiologischer Eigenschaften
mehrerer Proben auf den Nachweis von Legionellen mittels Proben- Amében- Kokultur und
etablierten Kulturmethoden untersucht.

Insgesamt war zu zeigen, wie schnell und gut mit einer Amdben- Kokultur Legionellen gerade
in mikrobiell verunreinigten Umweltmedien vermehrt und kulturell nachgewiesen werden
konnen und wie sensitiv diese Methode im Vergleich zum herkédmmlichen kulturellen
Nachweis ist. Besonderer Wert wurde dabei auf die Praxistauglichkeit der Methode gelegt,
um einen qualitativen Legionellennachweis mit vergleichsweise wenig Aufwand in grof3en

Wasserprobenvolumina mit hoher mikrobieller Begleitflora zu fiihren.
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2. Material und Methoden

2.1. Kultur der Amdben

2.1.1. Amoben und Amobenstammhaltung

Fur alle Versuche wurde Acanthamoeba polyphaga Stamm CCAP 1501/3A benutzt. Der
Stamm wurde freundlicherweise als axenische Kultur von der Culture Collection of Algae and
Protozoa des Centre for Ecology and Hydrology, Ambleside, Grossbritannien zur Verfiigung

gestellt.

Die Zusammensetzung der einzelnen Medien und die verwendeten Chemikalien stehen in

Anhang 1.

Fir die axenische Kultur der Amoben wurde eine modifizierte Proteose-Yeast-Extract
Glucose Bouillon (PYG) nach Rowbotham (1983) verwendet.

Zum Waschen der Amdben und zur Pufferung der Proben wurde Page's modified Neff's
amoeba saline (PAS) (Rowbotham, 1983) benutzt.

Neben diesem auf Natrium Salzen beruhenden Puffer wurde fiir die MPN Versuche auch ein

gleich molarer, auf Kaliumsalzen basierender PAS Puffer genutzt (K-PAS).

Die Amdben wurden bei 30° C aerob in axenischer Adhasionskultur in 25 cm? Kulturflaschen
(Fa. Greiner) mit jeweils 10 ml PYG kultiviert.

Die Stammkulturen wurden einmal wdchentlich in Kulturflaschen mit je 10 ml frischer PYG-
Bouillon mit ca. 100.000 lebenden Amdben tberimpft.

Parallel wurden von Beginn an auch Kulturen mit dem Zusatz von anfangs 10 pl/ml und
spater 50 pg/ml Gentamycin gehalten. Das initial gehemmte Wachstum glich sich nach einer
Gewobhnungsphase von 14 Passagen dem Wachstum der Kulturen mit reiner PYG-L6sung
an, so dass standig an Gentamycin gewéhnte Amdben zur Verfigung standen. Zusatzlich
wurde damit eine Unterdrickung von bakteriellem Wachstum in diesen Kulturen
gewabhrleistet.

Zum Ausschluss von mikrobiellen Verunreinigungen der Stammkulturen wurden in
regelméaRligen Abstdnden aus allen Ansatzen Kulturen auf Blut- und Legionellenagar
angelegt, die aber kein Wachstum von Bakterien, einschlie3lich Legionellen oder Pilzen,

zeigten.
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Alle Arbeiten mit den Amdben fanden unter einer Sicherheitswerkbank der Klasse 2 statt.

2.1.2. Amobenkultur fur Versuchsansatze

Jeweils 300 pl Amodbenstammsuspension wurden fur 2-3 Tage in 10 ml PYG bei 30 ° C
kultiviert bis der Boden der Kulturflaschen mit einem Monolayer fast vollstdandig bewachsen
war. Es fanden sich dann nur sehr wenige schwimmende Amdében, was fir einen sehr

niedrigen Anteil von Trophozyten in beginnender Verzystung sprach.

Als geeignetste Methode um die Amdben in Suspension zu bringen hat sich das Klopfen der
Kulturflaschen auf einem harten Untergrund erwiesen. Der Erfolg wurde jeweils unter dem
Phasenkontrastmikroskop kontrolliert. Der Versuch, die Amdoben durch Platzieren der

Kulturflaschen auf Eis zu suspendieren erwies sich als ineffizient und langwierig.

Die Amdbensuspension wurde in Einmal- Kulturréhrchen mit Schraubverschlusskappen
(Schott AR-GLAS® 16 x 100 12) dberfuhrt, bei 200 G fur 5 Minuten zentrifugiert, der
Uberstand abgegossen und die Pellets dann in 2 ml PAS mit einem Schiittler resuspendiert.
Diese Prozedur wurde dreimal wiederholt, so dass am Ende eine hochkonzentrierte und
nahezu PYG- freie Amobensuspension zur Verfiigung stand. Die Anzahl der Amében pro ml
wurde mit einer Neubauer improved oder einer einfachen Neubauer Zéhlkammer unter einem
Phasenkontrastmikroskop (Olympus CK 2 Plus mit einhundert- und zweihundertfacher
VergroRerung) bestimmt.

Dazu wurden die Amoben 5 min mit Trypanblau (0,4 % w/v Aqua dest.) angefarbt, um
lebende von toten Trophozyten zu differenzieren. Aliquote dieser Suspension wurden zur
Kokultur mit Legionellen und den Proben verwendet.

17



2.2. Legionellen

2.2.1. Legionellenstdamme und legionellenhaltige Wésser

Seit 1996 wurde konstant mit Legionella pneumophila SG1 belastetes Wasser (1 — 100 KBE /
ml) aus einer Dusche als Legionellenquelle benutzt. Wahrend dieser 8 Jahre wurde nie eine
andere Serogruppe oder Spezies isoliert. Dabei wurden bei insgesamt tber 100 Proben
jeweils mindestens 4 und bis zu 60 Isolate mit dem Latex-Agglutinations Kit der Firma Oxoid
als Legionella pneumophila SG1 identifiziert.

Da in Vorversuchen in Amében-Kokultur die Vermehrung von Legionellen Referenzstdmmen
(Legionelle pneumphila SG 1 bis SG 6, Fluoribacter bozemanii, Legionella micdadei), die von
der ATCC und der DSM bezogen wurden, nicht gelang, wurde fir Versuche, in denen eine
Reinkultur von Legionellen eingesetzt werden sollte, aus der oben genannten Quelle nach
Proben- Amoben- Kokultur ein Legionella pneumophila SG 1 Stamm (DM1) isoliert und in
Reinkultur gehalten. Nach jeweils 5 Passagen auf festen Nahrmedien wurde der Stamm
wieder mit Amoben fiir 5 Tage kokultiviert, um eine Adaption der Legionellen an
Laborbedingungen zu vermeiden.

Der Stamm wurde als 3-Osen-Ausstrich auf BCYE- Agar gehalten und jeweils fiir 3 Tage bei
35°C und 5% CO, bebriitet.

2.2.2. Legionellenkultur

Zur Kultivierung der Legionellen wurde BCYE- (Buffered Charcoal Yeast Extract nach
Edelstein) und MWY-Agar (Medium Wadowsky und Yee, modifiziert nach Edelstein) der

Firma Oxoid benutzt und nach Herstellerangaben zubereitet.

Fur die Versuche, bei denen eine Legionellen- Reinkultur eingesetzt wurde, wurde eine
Legionellensuspension mit einem APl Densimat 1550 auf McFarland 1 eingestellt und mit
PAS in einer 1/10-Verdiinnungsreihe verdinnt. Aus der jeweiligen Verdiinnung wurden dann
100pl dem Versuchsansatz hinzugefugt. Die Kolonie-Bildenden-Einheiten (KBE) wurden aus
den Verdinnungsreihen 4-6 durch ausplattieren von jeweils zweimal 100 ul auf BCYE-Agar-
Platten und anschlieRender dreitagiger Bebriitung bei 35 ° C und 5 % CO, bestimmt.

Der Legionellengehalt des Duschwassers wurde durch Ausstreichen von 0,5 ml Duschwasser

auf BCYE- und MWY- Agar bestimmt. Es wurden jeweils 3 Agarplatten parallel beimpft.
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2.2.3. Identifizierung der Legionellen

Von potentiellen Legionellen- Kolonien wurden Reinkulturen hergestellt und diese durch
parallelen Ausstrich auf Blut- und BCYE- Agar auf ihre Abhangigkeit von Cystein geprift.
Keime, die nicht auf Blutagar, aber auf BCYE wuchsen, wurden nach Gram gefarbt und mit
der Latex-Agglutination (Oxoid DR800M) identifiziert. Von jeder Platte wurden 4, bei starkem
Bewuchs 8 verdéachtige Kolonien isoliert. Bei unterschiedlichem Aussehen der Kolonien,
Fluoreszenz und unterschiedlichem zeitlichem Auftreten der Kolonien wurden entsprechend

mehr Kolonien einer Platte isoliert.

2.3. Amb6ben- Legionellen- Kokultur

2.3.1. Beimpfen der Proben

Wenn nicht anders beschrieben, wurden immer 50.000 Amében / ml Gesamtansatz der
Amoben- Legionellen- Kokultur oder Proben- Amdben- Kokultur hinzugeftigt.
In einigen Vorversuchen wurden 500.000, 50.000, 5000 und 0 Amoben / ml Ansatz

eingesetzt.

2.3.2. Quantitative Bestimmung der Legionellen nach Amoében-
Kokultur

Fir die quantitative Bestimmung des Legionellengehalts in der Amdben- Kokultur wurde eine
Verdiinnungsreihe der Amében- Kokultur mit in PAS in jeweils 1:10- Verdinnung hergestellt
und aus den Verdunnungen jeweils 2 x 100 ul auf BCYE Agar ausgestrichen. Nach 3 und 5
Tagen Inkubation wurden die Legionellen- KBE von den Platten ermittelt, auf denen zwischen
10 und 150 Legionellen KBE waren. Die KBE/ml wurden gemaf 1ISO CD 8199 bestimmt.
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2.4. Proben und Probenentnahmeorte

Beprobt wurde Dusch-, Warm-, Whirlpool- und Tankwasser aus Schiffen, Warmwasser aus
Birogebauden (n = 94), Wascherkammerwasser aus Klimaanlagen (n = 9) und
Oberflachenwasser Hamburgs (n = 45). 40 Proben wurden zusétzlich mit Legionella

pneumophila SG1 haltigem Duschwasser versetzt.

Die untersuchten Proben wurden von den in Anhang 2 naher beschriebenen Orten
entnommen, da Wasser mit hdherer Keimbelastung untersucht werden sollte, in denen
erfahrungsgemaf der Nachweis von Legionellen mit den etablierten Methoden erheblich

erschwert ist.

2.5. Mikrobiologische Parameter der Oberflachenwasser-

Proben

2.5.1. Der Nachweis E. coli- und coliformen Bakterien

Der Nachweis von E. coli und coliformen Bakterien in den Proben erfolgte mit dem MPN-
Verfahren.

Die Anzucht der Keime erfolgte in DEV- Lactose- Pepton Bouillon (Merck 10690) tber 48 h
bei 36 ° C und die Auswertung nach der von Garthright WE (2001) verfassten Tabelle.
Zeigten Proberéhrchen Saure- und Gasbildung, wurden Subkulturen daraus auf DEV- Endo
Agar (Merck 10684) angelegt und die Keime nach Herstellung von Reinkulturen gemaf der
Trinkwasserverordnung (TVO) von 1990 differenziert.

Coliforme Keime waren Lactose- positiv und Oxidase- negativ. Als E. coli wurden die Keime
bezeichnet, die Lactose unter Saure- und Gasbildung bei 36 ° C innerhalb 44 +/- 4 h
spalteten, Cytrochrom- Oxidase negativ waren, auf Citrat- Agar kein Wachstum zeigten, aus
Tryptophan Indol bildeten und Glucose bei 44 ° C +/- 1 ° unter Sdure und Gasbildung

verwerteten.

2.5.2. Gesamtkeimzahl

Die Bestimmung der Gesamtkeimzahl erfolgte gemaf den Bestimmungen der TVO 1990 im
Plattenguss- Verfahren mit dem DEV- Nahragar (Merck 11471). Nach 44 +/- 4 h wurden die

gewachsenen Kolonien gezahlt und nach ISO CD 8199 die Keimzahl errechnet.
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2.5.3. pH, Wassertemperatur, 0O,-Gehalt, 0O,-Sattigung,

Leitfahigkeit der Oberflachenwasserproben

Fur die genannten Parameter der Wasserproben wurde auf die Daten des Hamburger
Wassergute- Messnetzes zurtickgegriffen. Fir die Proben aus der Elbe beim Museumshafen
wurden die Daten der gegenlberliegenden Messstation Seemannshdft, fir die Proben aus
der Alster an der Lombardsbriicke, die der Messstation Lombardsbriicke verwendet. Es

wurden jeweils der Tagesmittelwert und das gleitende 7-Tages- Mittel verwendet.

2.6. Verarbeitung der Wasserproben fir die Proben-Amé6ben-
Kokultur

Die Proben wurden in sterilen Schott Duran- Flaschen mit Schraubverschliissen enthommen,

umgehend in das Labor transportiert und dort sofort verarbeitet.
2.6.1. Pufferung von Proben

Wenn der Anteil der Wasserprobe am Gesamtansatz mehr als 10 % betrug, wurde mit Aqua
dest. auf das jeweils gewilinschte Gesamtansatzvolumen aufgefulit.

In 1 % Volumenanteil wurden dann die PAS- Stammldsungen A und B hinzugefluigt (z.B. je 1
ml PAS- Stammldsung A und B auf 100 ml Gesamtvolumen).

Bei geringerem Probenanteil fugten wir PAS-Puffer hinzu.

Eine Ausnahme waren die Ansatze mit legionellenhaltigem Duschwasser und 5 ml
Gesamtvolumen. Hier lag der Probenanteil bei 20% (1 ml) und der PAS- Puffer- Anteil betrug
lediglich 80 %.

2.6.2. Inkubation der Proben- Amdben- Kokultur

Alle Amében- Kokulturen wurden bei 35 ° C, 5 % CO, und einer relativen Luftfeuchtigkeit von
> 90 % inkubiert. Die Proben- Amdben- Kokulturen wurden nach 3, 7 und 14 Tagen, wie in
2.6.3. beschrieben, auf feste Nahrmedien Uberimpft. Die Ansétze mit einem Gesamtvolumen
von 100 ml wurden in sterilen 500 ml Erlenmeierkolben, die mit 10 ml Gesamtvolumen in

Greiner Kulturflaschen mit 25 cm?, die mit 5 ml Gesamtvolumen in Nunc Mulitwell Schalen mit
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9,6 cm? Kulturoberflache bebritet.

2.6.3. Uberimpfen auf feste Nahrmedien nach Amoben-Kokultur

2.6.3.1. Qualitativer Legionellen-Nachweis ohne vorherige Saurebehandlung der

Amoben-Kokultur

Hierfir wurden 100 pl der Amoben-Kokultur auf einer Halfte einer Agarplatte verteilt und

anschlieRend auf der anderen Halfte im Drei-Osen-Verfahren ausgestrichen.

2.6.3.2. Qualitativer Legionellen-Nachweis mit vorheriger Saurebehandlung der

Amodben-Kokultur

Die Ansatze aus der Amdben-Kokultur wurden vor dem Ausplattieren auf Agarplatten einer
Saurebehandlung mit einem 0,2 molarem HCI / KCI-Puffer pH 2,2 (siehe Anhang 1)
unterzogen.

Dazu wurden 100 pl des Ansatzes in ein steriles 1,8 ml Eppendorf- Reaktionsgefald tberfihrt
und mit 400 pl Saurepuffer auf einem Schittler vermischt. Nach 5 min wurden je 100 pl auf
BCYE- und MWY-Agar-Platten pipettiert, im Drei-Osen-Ausstrich verteilt und fur sieben Tage
inkubiert. Zur Kultur ohne vorherige Saurebehandlung wurden je100 pl auf einer BCYE- und
einer MWY-Agar-Platte im Drei-Osen-Ausstrich verteilt und analog zu den saurebehandelten

Ansétzen inkubiert und ausgewertet.

2.6.4. Bewertung des Wachstums von Legionellen und Begleitflora

auf festen Nahrmedien nach fraktioniertem 3-Osen-Ausstrich

Die Dichte des Wachstums der Begleitflora wurde nach folgendem Schema bewertet:

Ein Minus (-) wurde bei keinem Wachstum von heterotropher Begleitflora, beziehungsweise
Legionellen vergeben.

Ein Plus (+) entsprach vereinzeltem Wachstum der jeweiligen Mikroorganismen nur im ersten
Ausstrich.

Zwei Plus (++) bedeuteten zahlreiches, aber nicht konfluierendes Wachstum im ersten
Ausstrich und vereinzelte Kolonien im zweiten Ausstrich.

Wurde das Wachstum mit drei Plus (+++) bewertet, so war im ersten Ausstrich konfluierendes

Wachstum der Kolonien und gleichzeitig Wachstum im zweiten und dritten Ausstrich zu
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finden.

2.7. Proben mit Zusatz von legionellenhaltigem Duschwasser

und anschlielender Amdben-Kokultivierung

Je 1 ml Dusch-, Whirlpool- und Trinkwassertankwasserproben sowie je 1 ml
Wascherkammerwasser von Klimaanlagen zweier Birogebdude  wurden mit 0,5 ml
legionellenhaltigem Duschwasser vermischt und anschlieRend sowohl die Misch- als auch die
unveranderten Proben mit 50.000 /ml Amdben kokultiviert. Mit PAS wurde auf ein
Ansatzvolumen von 10 ml aufgefillt. Die nach Inkubation und Ausstrich auf festen Nahrbdden
nachgewiesenen Legionellen und die Begleitflora wurden wie in 2.6.4 beschrieben

ausgewertet.

Nach dem gleichen Prinzip wurden Oberflachenwasserproben mit legionellenhaltigem
Duschwasser vermischt. Die Proben mit 50 und 100 ml Volumen wurden in 500 ml
Erlenmeyerkolben, die Proben mit 10 ml Volumen in Kulturflischchen gegeben, Amdben
wurden hinzugefigt und die Ansatze wie in 2.6.1. beschrieben gepuffert.

Die Ansatze mit 100 ml Gesamtvolumen wurden mit 10 ml Duschwasser (DM) und die
Ansatze mit 10 ml Gesamtvolumen mit 1 ml Duschwasser versetzt.

Nach 3- und 7-tagiger Inkubation wurden die Proben zum Teil auch nach 5-minutiger HCI-
KCI-Puffer (pH 2,2) Inkubation auf BCYE- und MWY-Agarplatten im 3-Osen-Ausstrich verteilt
und inkubiert.

2.8. Direkter kultureller Legionellen-Nachweis in

Wasserproben ohne Zusatz von Amdben

Zum Nachweis von Legionellen ohne Amdbenzusatz wurde je 1 ml Probe auf eine BCYE-
und eine MWY-Agarplatte pipettiert und ausgespatelt. Zusatzlich wurden bei
Oberflachenwasser jeweils 100 ml und 10 ml, bei Wascherkammerwasser 100 ml der
jeweiligen Wasserprobe einer Membranfiltration unterzogen. Dazu wurde ein steriler
Polycarbonfilter von 47 mm Durchmesser und 0,4 pum PorengréRe (Whatman, Bestellnr:
111107) verwendet. Nach der Filtration wurden auf den Filter 10 ml 0,2 mol KCL- HCL-
Puffer, pH 2,2 pipettiert. Der Puffer wurde nach 5 min Einwirkzeit abfiltriert und der Filter auf
einer BCYE- oder MWY-Agarplatte platziert. Die Inkubation erfolgte analog zur Amében-

Kokultur wie in 2.6.2. beschrieben.
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2.9. Quantitative Bestimmung von Legionellen und

Begleitflora

2.9.1. Quantifizierung des Legionellengehalts von Proben mit dem
MPN-Verfahren

Bei dem Versuch, den Legionellengehalt der Proben quantitativ zu bestimmen, wurde das
MPN-Verfahren (MPN = Most Probable Number) benutzt.

Dazu werden die Proben in 3 parallelen Ansétzen in drei Stufen (1 ml und 0,1 ml und 0,01 ml
Probenanteil) verdinnt. Abhé&ngig von der Ausgangskeimzahl ergibt sich in den
verschiedenen Verdunnungsstufen eine bestimmte Verteilung positiver und negativer
Ansatze. Daraus lasst sich mittels statistischer Verfahren eine wahrscheinliche Keimzahl
ermitteln.

Diese Versuche wurden in Multischalen mit 6 Wells und 9,6 cm? Kulturflache (Nunclon), die
zum zusatzlichen Schutz vor Pilzbefall und Verdunstung in sterilen Stomacherbeuteln
transportiert und inkubiert wurden, angesetzt.

Um die Kontaktwahrscheinlichkeit zwischen Amoében und Legionellen zu erhéhen, wurden die
Ansatze zentrifugiert. Dazu wurde die gewiinschte Menge gewaschene Amében wie oben
beschrieben in einem Kulturrohrchen zentrifugiert und der Uberstand abgegossen. Auf das

Pellet wurde nun 1 ml der Probe gegeben und erneut 20 Minuten bei 1000 G zentrifugiert.

2.9.2. Quantifizierung der Begleitflora auf festen Medien nach

Amobben- Kokultur

Hierzu wurde eine 1:10 Verdinnungsreihe der Proben-Amdben-Kokultur in PAS erstellt. Aus
den jeweiligen Verdinnungen wurden 2 x 100 ul auf Trypton-Soja-Agar ausgespatelt und fr
mindestens 5 Tage bebritet. Ausgewertet wurden Platten mit 5 bis 250 Keimen / Platte. Die
Berechung der KBE erfolgte gemé&aR 1SO CD 8199.
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2.10. Bestimmung der Einflussfaktoren auf die Kokultur

2.10.1 Einfluss der zugesetzten Amoben auf die Vermehrung der

heterotrophen Begleitflora in Probenwassern

Da sich nicht nur die Legionellen, sondern auch die heterotrophe Begleitflora in den Kokultur-

Anséatzen vermehrten, stellte sich die Frage, welche Faktoren dieses Wachstum begunstigen.

Hi erzu wurden bakteriendichte Filtereinsatze (Pore
Nunc) und 6-Well Multischalen benutzt, die, wie in Tabelle 1 beschrieben, mit Amdben, dem

nach 3-maligem Waschen mit PAS gewonnenen Uberstand, PAS und Oberflachenwasser

versetzt wurden. Alle Anséatze wurden 3-mal parallel angesetzt, fir 3 Tage bebriitet und

anschlieBend die Keimzahl bestimmt (Tab. 1, Abb. 1).

Insert

= Plate Well

Mernbrane

Mermbrane

Insert: Membraneinsatz. Plate Well: Multischalen-Kulturschéalchen.

Abb. 1: Ein Kulturschalchen einer Multischale mit Membraneinsatz.
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Tab. 1 Beschickung der Kulturschélchen und Menbraneinsatze mit Probenwasser (Elbe 4), Amoében

und PAS Puffer

Anséatze Kulturschélchen Membraneinsatz
ohne Amdben PAS und 1 ml Elbe 4 PAS
Amobeniiberstand und | Uberstand von 250.000 | PAS
Probe zusammen im Amoben und 1 ml

Uberstand von PAS

Kulturschélchen

2.500.000 Amoben und
1 ml Probe

Amoben und Probe

durch Membraneinsatz

PAS und 1 ml Elbe 4

250.000 Amd&ben

PAS und 1 ml Elbe 4

2.500.000 Amd&ben

getrennt
Amoben und Probe 250.000 Amében und 1 | PAS
zusammen im ml Elbe 4
. 2.500.000 Amoben und | PAS
Kulturschélchen
1 ml Elbe 4

2.10.2. Bestimmung des Einflusses eines aus dem Duschwasser
isolierten Keims auf die Vermehrung von Legionella pneumophila
SG 1 in Amdbenkokultur

Bei Ausstrich der Duschwasserproben nach Amdobenkokultur auf Schafblutagar wurde
regelméanig ein nicht bestimmbares gramnegatives, nonfermentierendes, oxidase- positives
Stabchen nachgewiesen (Stamm DMX).

Sein Einfluss auf das Wachstum der Legionellen in Kokultur mit Acanthamoeba polyphaga
wurde in Multischalen (Nunclon) mit 6 Kulturschélchen und Nunc 25 mm Tissue Culture
Inserts mit 0,02 um Anapore Membrane untersucht (Abb. 1) In die Membraneinsatze wurden
3 mlund in die Wells auBerhalb der Einsatze 2 ml PAS mit 50.000 Amdben / ml pipettiert.

dem Duschwasser isolierten und auf
(Lp1 DM1),

Reihenverdinnung hergestellt und je 100 ul aus Verdiinnung 5 in die Einséatze pipettiert. Auch

Von dem aus BCYE-Agar

nach Einstellung auf

gezichteten

Legionellenstamm wurde McFarland 1 eine
von dem Begleitkeim DMX, der zuvor isoliert und in Reinkultur auf BCYE-Agar gehalten
wurde, wurde eine Suspension auf McFarland 1 eingestellt und eine Verdinnungsreihe

hergestellt.

250 ul der Suspension mit dem Begleitkeim aus der Verdinnung 1 wurden in die
Kulturschdlchen auferhalb der Einsatze gegeben. Bei den mit "Innen" bezeichneten

Ansatzen, wurden die 250 pul in die Membraneinsétze pipettiert.
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Sowohl von den Legionellen als auch vom Begleitkeim wurden aus den Verdinnungen 5 und
6 die KBE auf BCYE-, respektive Schafsblutagar, bestimmt. Die Ausgangskeimzahl der
Legionellen betrug 257 KBE / 100 pl. Die Konzentration des Begleitkeims betrug 1,35 x 10°
KBE / 250 ul nach 5 Tagen Inkubation bei 36 ° C und aeroben Verhaltnissen.

2.10.3. Bewertung des Einflusses der MWY-Agar-Zusétze Glycin,
Polymyxin und Vancomycin auf das Wachstum der Begleitflora in
Duschwasser- und Oberflachenwasserproben in Proben-Amdben-
Kokultur

Da sich in der Kokultur auch eine Vermehrung der Begleitflora zeigte, wurde untersucht, wie
deren Wachstum durch Antibiotika- und Glycinzusatze im MWY-Agar beeinflusst wird. Dazu
wurden diese einzeln und in Kombination in Mengen, die ihrer Konzentration im Agar
entsprechen, Proben-Amdoben-Kokulturen hinzugefigt.

Den 10 ml der jeweiligen Probe wurden PAS-Puffer und Amében und je nach Ansatz Glycin,
Polymyxin und Vancomycin in der gleichen Konzentration wie bei MWY-Agar zugesetzt. Die
Anséatze wurden dann flr 3 Tage bebritet und nach 1 und 3 Tagen auf Blutagar, sowie nach
3 Tagen auf BCYE-Agar nach Saurebehandlung tberimpft. Die beimpften Agar-Platten
wurden fir 5 Tage taglich ausgewertet. Dabei wurde das Keimspektrum anhand der
morphologisch verschieden aussehenden Kolonien abgeschétzt und die Keimdichte gemé&n
2.7.4. beurteilt.

2.11. Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSS V4.0. Fir den Vergleich der
Nachwei shdufigkeit wurde der Fisher’'s Exact Probab
der Starke des Wachstums der Begleitflora, den Einfluss der mikrobiellen und physikalischen
Parameter auf den Legionellennachweis der Chi2-Test. Als Vermehrung galt eine Zunahme

der Bakterienzahl um das mindestens Zehnfache des Ausgangswertes.
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3. Ergebnisse

3.1. Etablierung der Amoben-Kokultur mit legionellenhaltigem

Duschwasser

3.1.1. Minimale zum Nachweis nach Amo&ben-Kokultur notwendige

Legionellenkonzentration.

In den bisherigen Versuchen mit Legionellen-Amodben-Kokultur wurden in der Regel hohe
Legionellenkonzentrationen eingesetzt. Um zu untersuchen, ob die in Umweltwéssern
Ublicherweise auftretenden niedrigeren Legionellenbelastungen ausreichend sind um
Amoben zu infizieren und sich in ihnen vermehren, wurde die Legionellenvermehrung in
Amoben- Kokultur in Abhangigkeit von der Amdben- und Legionellenausgangskonzentration
ermittelt (Tabelle 2).

Als Vermehrung wurde eine Zunahme der Legionellen um mindestens eine 10er Potenz

gewertet.

Tabelle 2: Vermehrung von Legionellen in Amdben in Abhéngigkeit von der Amoében- und
Legionellenkonzentration. (Anzahl der erfolgreichen Vermehrungen nach 3 Tagen Proben-Amdben-
Kokultur im Verhaltnis zur Anzahl der Versuche.)

Amoben / ml Ansatz Erfolgreiche Vermehrungen / Anzahl Versuche bei

10%-10"" 10 7 -10° 10°%- 10"

Legionellen / mi

Legionellen / mi

Legionellen / mi

500.000 3/9 7/9 7/9
50.000 1/14 17/19 20/20
5.000 1/2 2/4 2/2

0 0/1 0/3 0/4

Mit 50.000 Amé&ben / ml Ansatzvolumen gelang immer eine Vermehrung von 10° Legionellen

/[ ml.

Der Einsatz von 500.000 Amében / ml Ansatz erbrachte kein besseres Ergebnis.
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Wurden weniger Amoben eingesetzt, war eine Legionellenvermehrung nicht mehr
durchgehend maoglich.

Die Infektion und Vermehrung geschah iberwiegend innerhalb von 3 Tagen. Bei weniger als
10° Legionellen / ml in den Proben konnte nur teilweise eine Vermehrung nachgewiesen

werden, wobei daflr eine langere Bebrutungszeit bendtigt wurde.

3.1.2. Einfluss der Menge der zugegebenen Amobben auf die
Vermehrung von Duschwasser-Legionellen in Proben-Amdben-
Kokultur

Um zu ermitteln, welchen Einfluss die eingesetzte Amdbenkonzentration je ml auf die
Vermehrung der Legionellen hat, wurde nach 3 und 7 Tagen Kokultur mit verschiedenen
Amobenkonzentrationen die durchschnittliche Legionellenanzahl bestimmt.

Die Anhange 4 und 5 zeigen die jeweils minimal beziehungsweise maximal nachgewiesenen

Legionellenkonzentrationen.

Betrug die Konzentration der Legionellen in den Proben initial weniger als 5 KBE / ml, so lag
sie nach Kokultur mit 50.000 Amoben pro ml nach 3 Tagen durchschnittlich bei
4,5 x 10* KBE / ml.

Nach 7 d betrug sie im Mittel 3 x 10° KBE / ml.

Lag die Ausgangskonzentration der Legionellen unter 0,5 KBE / ml, so war die
Legionellenmenge nach 3 Tagen Kokultur im Vergleich zu héheren Ausgangskonzentrationen
um 25 % niedriger.

Nach weiteren 4 Tagen Kokultur bestand kein Unterschied mehr.

Nach Kokultur mit 5000 Amoében / ml konnten bei Legionellenausgangskonzentrationen von

<0,5 KBE / mlin 2 von 6 Ansatzen keine Legionellen nachgewiesen werden.
In beiden Proben mit Legionellenkonzentrationen von <5 KBE / ml gelang deren Nachweis.

Die Vermehrung fiel in den Ansétzen mit 5000 Amdben / ml auch nach 7 Tagen noch deutlich
geringer aus. Der nach 3 d nachgewiesene Mittelwert von 1 x 102 KBE / ml, stieg nach 7
Tagen auf 7 x 10 KBE / ml an. Die Anzahl der KBE nach 3 Tagen war allerdings um 50 %

niedriger im Vergleich zu den Anséatzen mit 50.000 Amében / ml.

Ohne Amobbenzusatz hingegen konnten auch Legionellenkonzentrationen von 15 KBE / ml

nach 3 Tagen Inkubation nicht nachgewiesen werden.
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Nach 7 Tagen wurde hingegen bei mehr als 0,5 Legionellen / ml in allen ohne Amébenzusatz

untersuchten Proben eine Vermehrung nachgewiesen.

Bei weniger als 0,5 Legionellen / ml gelang dies nur bei einer von zwei untersuchten Proben.
Bei diesem niedrigen Legionellengehalt waren die Legionellen-KBE nach einer Woche
Inkubation auch um den Faktor 5,5 - 8,9 niedriger als in den anderen Proben. Zudem war bei
gleicher Legionellenausgangskonzentration die Anzahl der KBE nach Inkubation um 50 %
geringer als in den Anséatzen mit 50.000 Amdében / ml.

Das Maximum der Legionellen betrug nach 3 Tagen im Mittel 3,9 KBE / ml und nach einer
Woche 5,7 x 10° KBE / ml.

3.1.3. Einfluss der PAS-Pufferkonzentration auf die Vermehrung

der Legionellen in Amében-Kokultur

Der Einfluss des PAS-Puffers auf die Vermehrung der Legionellen wurde mit der einfachen
und der halben Pufferkonzentration untersucht. Dabei zeigte sich bei der 0,5-fachen

Puffermenge eine etwas geringere Vermehrung der Legionellen. (Abb.2, Anhénge 4 und 5).

350000
300000 //-
250000
200000
150000 ///
100000 ///
50000

0 ”“”’///’////'

Pay T

Legionellen KBE / ml

0d 3d 7d
Dauer der Amoben-Legionellen-Kokultur

—#— PAS einfach konzentriert
0,5-fach konzentrierte PAS

Abb. 2: Einfluss der Pufferkonzentration auf die Vermehrung von 10 KBE Legionellen mit 50.000

Amoben / ml. (Dargestellt ist der Mittelwert von 4 Versuchen.)

Der Mittelwert der Legionellen bei Einsatz von 50.000 Amodben / ml und der halben

Pufferkonzentration betrug nach 3 d 2,2 x 10" KBE / ml, bei der einfachen Pufferkonzentration
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4,5 x 10" KBE / m.

Nach 7 d wurden bei 0,5-facher Pufferkonzentration Mittelwerte von 1,4 x 10°
beziehungsweise 3 x 10° KBE / ml gefunden. Dieses entspricht einer Halbierung der
nachgewiesenen Legionellen bei Einsatz der halben Puffermenge.

Bei Anséatzen mit 500.000 Amében / ml hatte die Konzentration des Puffers keinen Einfluss

auf die Vermehrung der Legionellen.

Wurden hingegen nur 5000 Amoben / ml eingesetzt, kam es bei der 0,5-fachen
Pufferkonzentration nach 3 d auch bei einer Legionellenbelastung von mehr als 5 / ml zu
keiner Vermehrung der Bakterien.

Bei der einfachen Pufferkonzentration konnte hingegen in allen Proben mit mehr als 0,5
Legionellen pro ml eine Vermehrung nachgewiesen werden.

Im Mittel lag die Legionellenzahl in den Ansétzen mit einfacher Pufferkonzentration mit 1 x
10> KBE / ml ca. um den Faktor 10 hoher als der in den Ansatzen mit halber

Pufferkonzentration.

Nach 7 d wurden bei einfacher Pufferkonzentration ein Mittelwert von 7 x 10> KBE / ml und

bei Einsatz der halben Pufferkonzentration durchschnittlich 3 x 10° KBE / ml erreicht.

Wurden keine Amében eingesetzt, so zeigte sich auch kein von der eingesetzten
Pufferkonzentration abhangiger Unterschied in der Vermehrungsrate.

Die Mittelwerte der Legionellen betrugen bei der halben Pufferkonzentration 14,5 KBE / ml
nach 3 d und 1,2 x 10* KBE / ml nach 7 d und bei einfacher Pufferkonzentration 3,9 KBE / ml
nach 3 Tagen und 5,7 X 10° KBE / ml nach 7 Tagen. Somit ist in der Kokultur bei allen
Amobenkonzentrationen unterhalb von 500.000 / ml eine Halbierung der eingesetzten

Pufferkonzentration gleichbedeutend mit einer geringeren Vermehrung der Legionellen.

3.1.4. Einfluss eines im Duschwasser befindlichen Keimes auf die

Vermehrung der Legionellen in der Amében-Kokultur

Bei Ausstrich von Duschwasserproben nach Amobenkokultivierung auf Schafblutagar wurde
regelmaflig ein nicht bestimmbares gramnegatives, nonfermentierendes Stébchen
nachgewiesen (Stamm DMX). Wir untersuchten seinen Einfluss auf das Wachstum von
Legionella pneumophila Serogruppe 1 DM1 (SG1 DM1) in Kokultur mit Acanthamoeba
polyphaga (siehe Tabelle 3).

Nach 3 Tagen war in allen Ansédtzen mit dem Keim DMX eine deutliche
Wachstumsverzdgerung der Legionellen festzustellen, wobei die Wachstumshemmung in den

Ansatzen, in denen der Begleitkeim durch eine 0,02 pm Anopore Membran von den
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Legionellen und Amdben getrennt war, mehr als doppelt so stark war.

Nach 7 Tagen war keine Wachstumshemmung mehr in der DMX-Legionellen-Amdben-
Kokultur, bei der Legionellen und Begleitkeim gemeinsam innerhalb des Membraneinsatzes
waren, mehr erkennbar. Das Wachstum war sogar vergleichbar mit dem in der Kokultur ohne
Begleitkeim.

Bei den Ansétzen, in denen der Keim DMX durch die Membran von den Legionellen getrennt
war, war nach einer Woche hingegen nur weniger als die Halfte der Legionellen-KBE / ml im

Vergleich zu den anderen Anséatzen nachweisbar (Tabelle 3).

Tabelle 3: Einfluss des Nonfermenters DMX auf die Vermehrung von Legionella pneumophila SG1
Stamm DM1 in Amoben-Kokultur. Dargestellt sind der Mittelwert und in Klammern die
Standardabweichung der Legionellen KBE / ml. Die Legionellen befanden sich immer im
Membraneinsatz.

Y Kulturschalchen: In einem Kulturschalchen, in das der bakteriendichte Membraneinsatz platziert
wurde (siehe Abb. 1)

Keim DMX im Legionellen | Legionellen Legionellen KBE / ml nach 7
Ausgangs- | KBE/mlnach | Tagen Amdben-Kokultur
KBE / ml 3 d Amdben-
Kokultur
7] 51 52x10° 9,3x10°
(+/- 4,4 x 10%) (+/- 1,7 x 10°)
Membraneinsatz 51 2,9x10° 1,1x10°
(+/- 2,1 x 10°) (+/- 6,7 x 10%)
YKultur- 51 1,3x10° 4x10°
Schalchen (+- 1,2 x 10°) (+/- 2,3 x 10°)

32



3.2. Quantitativer Nachweis von Legionellen in Duschwasser
mit Amoben-Kokultur mittels der MPN-Methode

Die Zugabe von Amoében zu Probenwasser und die anschlieRende Inkubation ermdéglichen
nur einen qualitativen Nachweis.

Mittels der MPN-Methode wurde nun der Legionellengehalt von Proben quantitativ bestimmt.
Diese Ergebnisse wurden mit der Anzahl der KBE nach direkter Kultur der Proben auf festen
Nahrmedien verglichen.

Dabei wurde auch Uberprift, ob ein PAS-Puffer, in dem das Natrium durch die gleiche molare
Menge Kalium ersetzt wurde, sich positiv auf die Vermehrung der Legionellen auswirkt.
Ebenso wurde versucht, durch Zentrifugieren der Probe auf ein Amdbenpellet den Kontakt
zwischen Amodben und Legionellen zu verbessern und somit die Vermehrungsrate der
Legionellen zu steigern. Es wurden Amobenkonzentrationen von 500.000 und 50.000 / ml
eingesetzt. Bei der Auswertung der Proben nach der MPN-Methode nach drei, sieben und 14

Tagen ergaben sich differierende Wiederfindungsraten (Abb. 3 und Anhang 6).

90%

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0% -

3d 7d 14 d

Dauer der Proben- Amoében- Kokultur in Tagen

[ 50.000 Amdben/ml Il 500.000 Amoében/ml

Abb. 3: Vergleich des quantitativen Legionellennachweises aus Duschwasser auf festen Nahrbdden
(BGA-Methode) mit der MPN- Methode. Angegeben ist der Quotient aus KBE / ml / MPN in Prozent
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(Mittelwert aus 3 Versuchen. Mit der BGA Methode zur Untersuchung von Duschwasser wurden
zwischen 15 und 75 Legionellen KBE/ ml nachgewiesen.)

Im Vergleich zum klassischen Nachweisverfahren auf festen Nahrbdden konnte mittels der
MPN-Methode nach Kokultur von legionellenhaltigen Duschwasserproben mit 50.000
Amoben / mlin PAS nach 3 Tagen nur zwischen 20,8 und 61,61 % und nach 7 und 14 Tagen
zwischen 32,15 und 61,61 % der Legionellen nachgewiesen werden.

Auch in den anderen Ansatzen zeigten sich ahnliche Schwankungsbreiten, so dass ein
quantitativer Nachweis der Legionellen in den Proben mittels der MPN-Methode nur
eingeschrankt maoglich war (Anhang 6). Bei allen 12 Proben, auf3er einem Ansatz mit 500.000

Amoben / ml, wurde nach 7 Tagen das Maximum erreicht.

3.3. Wasserproben mit Zusatz von legionellenhaltigem

Duschwasser

Um zu untersuchen, ob sich die Legionellen aus dem Duschwasser auch in anderen
Wasserproben vermehren, wurden 40 Proben aus Warmwasser, Whirlpoolwasser und
Wasser aus Wascherkammern von Klimaanlagen und Oberflachenwasser mit

legionellenhaltigem Duschwasser versetzt.
In 39 dieser 40 Proben mit Duschwasserzusatz konnten Legionellen nach Amoében-Kokultur

und Ausstrich auf feste Nahrbdden nachgewiesen werden (Tabelle 4, Anhange 7 und 8).
Dabei war die Vermehrung in der Amoben-Legionellen-Kokultur so stark, dass
Legionellenkolonien im Drei-Osen-Ausstrich mindestens bis in den 2. Ausstrich nachweisbar

waren.

Tabelle 4: Nachweis von Legionellen nach Amébenkokultur in verschiedenen Mischproben

Wasser Anzahl der Duschwasser- | Ansatze mit
Proben zusatz (KBE nachgewiesenen
n=40 Legionellen / Legionellen

Ansatz)

Dusch-, Warm-, 32 13 31

Tank- und

Whirlpoolwasser

Wascherkammer 3 9 3

Oberflachenwasser | 5 200 5
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Bei der mit Duschwasser versetzten Tankwasserprobe, bei der kein Legionellennachweis
moglich war, wuchs nach Ausstrich auf BCYE Agar ohne vorherige Saurebehandlung
reichlich Pseudomonas aeruginosa.

Zur Kontrolle wurden alle 40 Proben auch ohne Vermischung mit Duschwasser direkt auf
festen Nahrmedien und zusétzlich mit Amében kokultiviert.

Dabei konnte auf festen Nahrmedien bei einer Warmwasserprobe Legionella spp., sowie in 2
Oberflachenwéssern Legionella pneumophila SG 1 nachgewiesen werden. In der Amdben-
Kokultur lieBen sich die Legionella pneumophila SG 1 aus den Proben ohne
Duschwasserzusatz ebenfalls nachweisen. Dabei wurden nach Kokultur aber wesentlich
weniger Legionellenkolonien auf den Nahrmedien nachgewiesen, als bei den mit

legionellenhaltigem Duschwasser versetzten Proben.

3.4. Einfluss der physikalischen und mikrobiologischen
Eigenschaften von Probenwasser auf den

Legionellennachweis

Am Probenentnahmeort Elbe/Museumshafen wurden insgesamt 30 Proben lber 4 Jahre
untersucht. Gleichzeitig wurden die mikrobiologischen Eigenschaften des Wassers bestimmt.
Die physikalischen Parameter stammen aus dem Hamburger Wassergite-Messnetz (Tab. 5
und Anhang 3). Ob diese einen Einfluss auf die Nachweismdglichkeit von Legionellen mit
Amoben-Kokultur und unmittelbarer Kultur auf festen N&ahrbéden haben, wurde mit
deskriptiven Methoden dargestellt. Flr die statistische Auswertung wurde fur die Parameter
der Median berechnet und die Werte der jeweiligen Probe in die Gruppen < Median und >
Median zusammengefasst und mit dem Legionellennachweis nach Proben-Amdben-Kokultur

und direkter kultureller Legionellennachweis im Fisher's-Exact-Test verglichen (Tab. 6).
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Tabelle 5: Mikrobiologische und physikalische Parameter der untersuchten Elbe- Proben.

MITTEL-
Parameter WERT Median Minimum Maximum
(STDABW.)
Wassertemperatur 11,64
10.9 0,6 22,8
(°C) (+/-7,95)
Sauerstoffgehalt 8,49
9,10 2 14
(mgl/l) (+/- 4,22)
Sauerstoffsattigung 73;3
84,7 26,3 103,9
(%) (+/- 27,85)
Leitfahigkeit 875,43
850,2 434,7 1175,7
(uS/cm) (+/- 167,49)
7,77
pH-Wert 7,81 7,12 8,57
(+/- 0,34)
2601,89
KBE/ml22°C (+/- 1405,5 121 16.900
3537,31)
1818,04
KBE/ml 36°C (+/- 678;50 79 15.300
3245,61)
E. coliin 100 ml 562
230 10 4.600
(MPN) (+/- 924)
Coliforme in 100 ml 4701
2400 80 24.000
(MPN) (+/- 5661)
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Tabelle 6: Einfluss der mikrobiologischen und physikalischen Eigenschaften der

Probenwéasser auf den

direkten  kulturellen

Legionellennachweis nach Proben- Amében- Kokultivierung.

Legionellennachweis  sowie

Legionellennachweis mit

Direktem
Proben- Amoében-
Parameter kulturellen
Kokultur .
Nachweis
Anzahl| Positiv | Negativ | Positiv | Negativ
Wassertemperatur
. 14 13 1 4 10
< Median
Wassertemperatur
_ 15 12 3 1 14
> Median
Sauerstoffgehalt
_ 14 10 4* 0 14*
< Median
Sauerstoffgehalt
. 15 15 0 5 10
> Median
Sauerstoffsattigung
_ 14 10 4* 0 14*
< Median
Sauerstoffsattigung
. 14 14 0 4 10
> Median
Leitfahigkeit
_ 14 12 2 3 11
< Median
Leitfahigkeit
. 15 13 2 2 13
> Median
pH-Wert
_ 14 10 4* 0 14*
< Median
pH-Wert
_ 15 15 0 5 10
> Median
KBE/ml22°C
_ 14 13 1 2 12
< Median

den
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KBE/ml22°C
_ 14 11 3 3 11
> Median
KBE/ml36°C
. 14 13 1 4 10
< Median
KBE/ml36°C
_ 14 11 3 1 13
> Median
E. coliin 100 ml
_ 15 13 2 2 13
< Median (15)
E. coliin 100 ml
' 14 12 2 3 11
> Median (14)
Coliforme in 100 ml
_ 11 10 1 3 8
< Median (11)
Coliforme in 100 ml
, 18 15 3 2 16
> Median (18)

*p <0,05

Ein niedriger Sauerstoffgehalt und eine niedrige Sauerstoffsattigung hemmten den
Legionellennachweis aus Elbwasser mittels Amdben-Proben-Kokultur oder direktem
kulturellen Nachweis. (Tabelle 6).

Legionellen wurden demnach mit der etablierten Methode auf festen Nahrmedien nur bei
einem hohen Sauerstoffgehalt, einer hohen Sauerstoffsattigung und einem hohen pH-Wert

der Elbe nachgewiesen.

Mit der Proben-Amdben-Kokultur gelang dies auch bei Werten gré3eren Abweichungen von
Suaerstoffsattigung und —gehalt sowie bei differierenden pH-Werten. Bei allen Proben, aus
denen der Legionellennachweis mit Proben-Amdében-Kokultur nicht gelang, lagen der
Sauerstoffgehalt und die Sauerstoffsattigung, sowie der pH-Wert unterhalb des Medians.

Diese Unterschiede waren im Fisher's Exact

Die Leitfahigkeit der Elbwasserproben hatte keinen Einfluss auf den Nachweis von
Legionellen in der Proben-Amdben-Kokultur.

Sowohl der direkte kulturelle Legionellen Nachweis, als auch der Nachweis mittels Proben-
Amoben-Kokultur waren statistisch unabhéangig von der KBE und dem E. coli oder Coliformen
Gehalt der Proben.
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3.5. Einfluss der zugesetzten Amobenmenge auf die
Vermehrung der heterotrophen Begleitflora

In den Ansatzen der Proben-Amoében-Kokultur vermehrten sich nicht nur die Legionellen,
sondern auch die heterotrophe Begleitflora. Es wurde untersucht, ob dafir die in der Probe
geldsten Nahrstoffe, nicht vollstandig entfernte Riickstdnde des Amdbennahrmediums (PYG)

oder die Amében selbst verantwortlich waren.

Wurde die Probe Elbe 4 nur mit PAS ohne Zusatz von Amdben bebritet, zeigte sich nach 3
Tagen eine Zunahme der Begleitflora von 10% auf 5 x 10 bis 2 x 10° KBE / ml.

Der nach 3-maligem Waschen der Amoben mit PAS gewonnene amdébenfreie Uberstand
fuhrte zu keiner stérkeren Aufkeimung.(siehe Tabelle 7), woraus sich schlie3en lasst, dass
die PYG durch das Waschen effektiv entfernt wurde und fir das Wachstum der Begleitflora
nicht relevant war.

Auch nach Zugabe von 50.000 Amdben / ml vermehrten sich die Bakterien unabhéngig
davon, ob die Amdben von der Probe durch die bakteriendichte Anopore-Membran getrennt
wurden oder nicht, nicht starker. Eine wesentlich starkere Aufkeimung fand erst nach Zugabe
von 500.000 Amében/ ml statt. Dabei war die Aufkeimung starker, wenn die Bakterien der

Probe keinen direkten Kontakt zu den Amoben hatten.
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Tabelle 7: Einfluss der zugesetzten Menge Amdben, des Waschpuffers, und des Kontaktes der Amdben

mit der Begleitflora auf die Vermehrung der heterotrophen Begleitflora des Oberflachenwassers (Elbe

4). Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung aus 3 Versuchen. (Ausgangskeimzahl
der Begleitflora: 8,7 x 10° KBE / ml Ansatz).

Kulturschélchen

mit 1ml Probe und

Innerhalb des

Membraneinsatzes

Mittelwert (Standardabweichung) der

Begleitflora- KBE / ml nach 3 Tagen

PAS PAS 5x 10"
(+/- 1,3 x 10%

PAS PAS 2x10°
(+/- 6 x 107

PAS Uberstand von 50.000 /ml 2,3x10°
Amaében (+/- 8,6 x 10%)

PAS Uberstand von 500.000 7,4 x 10"
Amében / ml (+/- 3,9 x 10%

PAS 50.000 Amoben / ml 6,5 x 10"
(+/- 8,1 x 10%)

50.000 Amdben /ml PAS 1,2 x10°
(+- 7,7 x 10%

PAS 500. 000 Amoben / ml 5,8 x 10"
(+- 2 x 10"

500.000 Amében/ml | PAS 8,9 x 10°

(+/- 5,6 x 10°
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3.6.

Legionellennachweis

in

Proben-Amdében-Kokultur

Es wurden 94 Warmwasserproben untersucht, von denen in 84 Proben sowohl im direkten
Nachweis als auch nach Kokultur mit Acanthamoeba polyphaga keine Legionellen gefunden

wurden. In vier Proben wurden mit beiden Verfahren Legionellen nachgewiesen, in jeweils 3

Umweltwasserproben

Proben war der Nachweis nur mit einer der beiden Methoden méglich (Tab. 8).

Tabelle 8: Vergleich der Amdben-

Kokultur mit dem direkten Nachweis von Legionellen in

nach

Wasserproben
Probe Nachweis | Nur direkter | Nachweis Kein
nur nach Nachweis mit beiden Nachweis
Amobben- Methoden von
Kokultur Legionellen
Warmwasser- | 3 3 4 84
proben (n=94)
Wascherkam- | 6 0 0 3
merproben
(n=9)
Oberflachen- 24 0 6 15
wasserproben
(n=45)
Sn=148 33 3 10 102

Von neun Proben aus den Wascherkammern von Klimaanlagen wurden in sechs Proben

Legionellen nur nach Amoében-Kokultur gefunden, in den anderen 3 Proben gelang der

Nachweis mit beiden Methoden nicht (Tab. 8). Dieser Unterschied zwischen dem Nachweis

nachKokul tur

(p > 0,001).

und

dem direkten

Nachwei s

war

In den Wasserproben aus einem Trinkwassertank und einem Whirlpool wurden weder im

direkten Nachweis noch nach Amdben-Kokultur Legionellen nachgewiesen.
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In 24 von 45 untersuchten Oberflachenwasserproben wurden in 100 ml ausschlief3lich nach
Kokultivierung mit Amoben Legionellen nachgewiesen werden. In sechs weiteren Proben
waren mit beiden Methoden Legionellen nachweisbar und in den restlichen 15 Proben
wurden sowohl nach Amoében-Kokultur als auch im direkten Nachweis keine Legionellen

gefunden. Dieser Unterschied war im Fisher

Insgesamt wurden in 30 von 45 Oberflachenwasserproben Legionellen nach Amdben-
Kokultur nachgewiesen.

Dies gelang in 26 Proben bereits nach dreitdgiger und in den anderen 4 Proben nach 7-
tagiger Inkubation.

In 2 Proben, in denen nach 3 Tagen Kokultur Legionellen nachweisbar waren, war dies nach

7 und 14 Tagen Inkubation in Kokultur nicht mehr méglich.
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4. Diskussion

4.1. Etablierung der Proben-Amében-Kokultur mit

legionellenhaltigen Duschwasser

4.1.1. Minimale zum Nachweis nach Amodben-Kokultur notwendige

Legionellenkonzentration.

Mit der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, wie schnell und gut mit einer Amoében-Kokultur
Legionellen in mikrobiell verunreinigten Umweltmedien nachgewiesen werden kénnen und wie
sensitiv diese Methode im Vergleich zum herkémmlichen direkten kulturellen Nachweis ist.

Es wurden vor allem grof3e Probenvolumina mit geringen Legionellenkonzentrationen und
hoher Begleitkeimbelastung untersucht.

Dabei wurde Wert darauf gelegt, dass die von der Deutschen Vereinigung des Gas- und
Wasserfaches e.V. (DVGW) festgelegten Legionellenkonzentrationen, bei denen Sanierungs-
oder UberwachungsmafRnahmen getroffen werden sollen (Arbeitsblatt W551, Anonymus, 2004),
mittels der Kokultur sicher nachgewiesen werden kénnen.

In 100 ml Duschwasser, welches zwischen 10 und 100 KBE Legionellen enthielt, konnten nach
Zugabe von 50 000 Amoében / ml immer Legionellen nach Ausstrich auf N&hrbdden
nachgewiesen werden.

Teilweise konnten Legionellen im Duschwasser bei einem Legionellengehalt ab 10* KBE / 100
ml auch ohne Amdbenzugabe nachgewiesen werden. Dieses gelang aber seltener und die
Vermehrung war wesentlich geringer. Nach 3 Tagen waren in keinem der Ansétze Legionellen
nachweisbar.

Damit erwies sich die Proben-Amoben-Kokultur dem Bebriten einer Wasserprobe ohne
Amobenzusatz mit sequentiellem Ausstrich auf feste Nahrboden (Edelstein 1981; Feeley et al.
1979, Bopp et al. 1981) als Uberlegen.

Auch mit einem Legionellengehalt von < 10 KBE / 100 ml gelang der Nachweis nach Kokultur,
bendtigte aber zum Teil eine Vermehrungsdauer von 7 Tagen.

Bei Versuchen mit kleineren Probenmengen gelang sowohl mit 500.000 als auch mit 50.000
Amében / ml der sichere Nachweis von 10° bis 10" KBE Legionellen / ml.

Wurden weniger Amében eingesetzt, gelang dies seltener und dauerte langer. Im Vergleich zu
den Ansatzen ohne Amoében gelang der Nachweis der Legionellen in Kokultur aber haufiger,
schneller und zeigte eine grofRere Anzahl von KBE.

Als Legionellenquelle wurde Wasser einer leicht zuganglichen Dusche mit Legionella
pneumophila Serogruppe 1 verwendet, das fir jeden Versuchsansatz frisch enthommen wurde.
Dabei kann nicht ausgeschlossen werden, dass nicht stets der gleiche Stamm, sondern

mehrere unterschiedliche Stdmme in die Versuche eingingen. Auch beziglich der Begleitflora
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herrschten keine kontrollierten Bedingungen. Der Grund fur das von uns gewahlte Vorgehen ist,
dass altere Legionellenkulturen die Fahigkeit verlieren Amében zu infizieren und haufig an
Laborbedingungen adaptiert sind. So gelang in Vorversuchen nur bei 2 von 7 getesteten

Referenzstammen Utberhaupt eine Vermehrung in Kokultur mit Amében.

Es ist moglich, dass die minimal fur die Vermehrung in Amo6ben-Kokultur erforderliche
Legionellenkonzentration in anderen Wasserarten variiert, wenn in diesen andere
mikrobiologische und physikalische Bedingungen herrschen.

Zudem kdnnten die von uns verwendeten Duschwasserproben Legionellen enthalten haben, die
an das Uberleben in Amoben adaptiert waren (Wadowsky et al. 1988; Barbaree et al. 1986) und
somit diese leichter infizieren konnten als Legionellen aus anderen Proben, die eher an das

Wachstum in einem Biofilm adaptiert waren (Rogers et al. 1994; Marrao et al. 1993).

4.1.2. Einfluss der Ambébenmenge auf die Vermehrung von in

Duschwasser enthaltenen Legionellen in Proben-Amoben-Kokultur

Bereits nach 3 - 7 Tagen wurden nach Amdben-Kokultutivierung sicher Legionellen in
Wasserproben nachgewiesen.

Dies gelang auch in 6 von 9 Wascherkammerwasserproben mit extrem hoher Begleitfloradichte,
in denen der herkdmmliche kulturelle Legionellennachweis nie positiv ausfiel.

In Trinkwasser war keine Zunahme der positiven Legionellennachweise zu erreichen, aber eine
deutlich starkere Vermehrung. Dieses Ergebnis deckt sich mit der Untersuchung von Frahm
und Obst (1994), die Proben mit nachgewiesenen autochthonen Amdben inkubierten und
ebenfalls eine Vermehrung der Legionellen in den einzelnen Ansatzen ohne Zunahme der
insgesamt positiven Nachweise feststellten.

Bei anderen Studien erfolgte die Inkubation jeweils fir mehrere Wochen bis Monate und
entweder als kontrolliertes Laborexperiment ohne Begleitflora oder mit, zum Teil nur
vermuteten, autochthonen Amoben, was die Vergleichbarkeit mit unserer Untersuchung
einschréankt.

So zeigten Sanden et al. (1992), dass in mehr als 30 % von Proben, die nach herkdmmlicher
Kultur negativ fir Legionellen waren, jedoch autochthone Amdben enthielten, nach
sechswochiger Inkubation ein kultureller Nachweis von Legionellen méglich war.

Wadowsky et al. (1988) erreichten durch Inkubation von amdébenhaltigen Wéssern eine
Vermehrung von Legionellen. Shahamat et al. (1991) entwickelten eine Methode der
sequentiellen Kultur mit wiederholter Inkubation und Ausstreichen der Proben bei zunachst
negativem kulturellem Legionellennachweis.

Dabei waren von insgesamt 27 positiven Proben 18 erst nach mehreren Anséatzen Legionellen-

positiv. Diesen Erfolg fuhrten sie auf nachgewiesene autochthone Amdben in den Proben
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zurlick. In unserer Untersuchung konnten Legionellen bei hdherer Begleitfloradichte nach
Amoben-Kokultur jedoch besser und in héherer Konzentration nachgewiesen werden.

Die von uns verwendeten Wasserproben wurden nicht auf das Vorhandensein autochthoner
Amoben untersucht. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass sie in moglicherweise
relevanter Konzentration in den Proben vorhanden waren und die Ergebnisse beeinflusst
haben.

Koide et al. (2001) inkubierten ihre Blumenerdeproben ebenfalls, um eine Vermehrung von
Legionellen mittels vorhandener autochthoner Amoében zu erreichen. Dabei wurden 46
Legionellenstamme in 22 von 24 untersuchten Proben gefunden, wovon nur 5 direkt und alle 22
nach monatelanger Inkubation positiv auf Legionellen waren.

In der unserer Arbeit wurde bei der Kokultur eine vergleichsweise niedrige
Amobenkonzentration von 50.000 / ml eingesetzt.

In anderen Laborstudien wurden 10° - 10° Amében / ml verwendet (Moffat u. Tompkins 1992;
Neumeister et al. 1997). Doch zum einen beobachteten wir bei hdheren
Amobenkonzentrationen eine sehr viel hodhere Verzystungsrate, was eine niedrigere
Vermehrungsrate bedeutet, da Zysten nicht von Legionellen infiziert werden kdénnen
(Rowbotham 1983).

Zum anderen wiirden bei den verwendeten Probenvolumina von 100 ml statt 5 x 10° 5x 10’
Amoben bendtigt. Da in unseren Zellkulturflaschen ca. 100.000 Amében / cm? angezuichtet
werden konnten, betrlige die bendétigte Zellkulturflaschenflache fir 100 ml Probe und 5 x 10’

Amaében / ml 500 cm?, was vom Aufwand her kaum praktikabel ware.

Um nach Ausstrich einer fliissigen Probe mittels 10ul-Ose im 3-Osen-Ausstrich auf einem
Nahrboden Legionellen sicher nachzuweisen, ist mindestens eine Konzentration von einer KBE
je 10 ul oder 100 KBE je Milliliter erforderlich.

Diese Legionellenkonzentration wurde schon nach einer 3- tagigen Proben-Amoében-Kokultur
erreicht, auch wenn die urspringliche Wasserprobe weniger als 0,5 Legionellen / ml enthielt. Zu
diesem Zeitpunkt war die KBE im Mittel auf 330 / ml angestiegen, so dass die Anzahl
theoretisch ausreichend fir den kulturellen Nachweis auf festen Nahrbéden nach Ausstrich war.
Im Mittel erfolgte in der Amében-Kokultur eine 75.000-fache Vermehrung von 10° bis 10" KBE
Legionellen / ml auf 10~ 10° KBE/ml in 7 Tagen, wobei die Vermehrung iiberwiegend innerhalb
der ersten 3 Tage stattfand.

Dabei ist nicht auszuschliel3en, dass eine KBE einer gréReren Anzahl von Legionellen
entspricht, die sich zum Zeitpunkt des Ausstrichs noch innerhalb einer Amdbe befanden.

Da aber mikroskopisch nach 3 - 7 Tagen Kokultur keine Amében in den Ansatzen mehr sichtbar
waren, ist davon auszugehen, dass sehr viele Legionellen sich in freier Suspension befanden.
Dies kkonnte nur in Kokultur mit Legionellen beobachtet werden, in axenischer Reinkultur
waren Trophozyten weitaus langer sichtbar. Auch McNealy et al. (2002) sahen nach maximal 6
Tagen bei einer MOI (Multiplicity of Infection: Anzahl der Bakterien, die pro Amdbe im
Versuchsansatz vorhanden sind) von 1/10° Legionellen/Amdben die Lyse der Amdben. Bei

steigender Legionellenkonzentration fand die Lyse jeweils friher statt.
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Wir fanden fiir die Amdben-Kokultur keine Literatur mit dokumentiert vergleichbar niedrigen

Legionellen-Konzentrationen und hohen Probenvolumina wie in unseren Versuchsansatzen.

McNealy et al. (2002) bestimmten die Vermehrung bei unterschiedlichen MOI, die das
Verhdltnis von Bakterien zu Amdben beschreibt. Dabei zeigte sich, dass die Vermehrungsrate
von 10°-fach bei einer MOI von 1/10° Legionellen / Amében auf 10%fach bei einer MOI von
1/10% abnahm.

Bei uns lag die MOI zwischen 1/10" und 1/10° Bakterie / Amoben, so dass dies eine mégliche
Erklarung fir unsere hohe Vermehrungsrate sein kénnte.

Dodson und Newsome (1999) erreichten bei der Kokultur von Amodben und Legionellen in
sterilem Quellwasser nach 6 Tagen einen 7000-fachen Anstieg der Legionellen- KBE. Sie
bedienten sich dabei einer MOl von 1/10° Bakterien/Amdében. Moffat und Tompkins (1992)
arbeiteten gar mit einer MOI von 1/10™. In beiden Studien wurde allerdings mit einer sehr hohen
Legionellenkonzentration gearbeitet, so dass die Ergebnisse nicht uneingeschrankt tibertragbar
sind. In unseren Ansatzen konnten bereits bei einer MOI von 1 / 10° bzw. 1 / 10° Legionellen /

Amoben Legionellen zu 100 bzw. 50 % nachgewiesen werden

Bei 50.000 Amoben / ml zeigte sich ohne Beriicksichtigung der Lag-Phase eine
durchschnittliche Verdoppelungszeit von 6-8 Stunden.

Kilvington und Price (1990) ermittelten in Kokultur mit 5 x 10* A polyphaga / ml eine 24
Stunden dauernde Lag-Phase und ein logarithmisches Wachstum von initial 9,5 x 10°> KBE
Legionellen / ml auf 1,7 x 10** / KBE an Tag 5, was einer durchschnittlichen Verdopplungszeit
von 5,5 Stunden entspricht. Nach Tag 6 beobachteten in sie eine abnehmende Zahl der
Legionellen bei einer zunehmenden Lyse der Trophozyten. Wenn es zu einer Vermehrung von
Legionellen gekommen ist, war sie spatestens, wie auch in unseren MPN-Versuchen gezeigt,
nach spatestens 7 Tagen nachweisbar.

Somit erscheint ein Kokulturzeitraum von 7 Tagen nach Infektion der Amében ausreichend, da
dann wieder eine Abnahme der Legionellenzahl mdglich ist. Weil der Zeitpunkt der Infektion der
Amoben durch eine sehr geringe Anzahl von Legionellen schlecht bestimmbar ist und variabel
sein kann, wurden, um sowohl schnell als auch langsam wachsende Legionellen nachweisen

zu konnen, als Auswertungszeitpunkte 3, 7 und 14 Tage nach Versuchsansatz gewabhlt.

Durch die Zugabe von Amdben wurde stets eine schnellere und starkere Vermehrung der
Legionellen als in Proben ohne Amdbenzusatz erreicht. Wurden den Proben keine Amdben
zugesetzt, vermehrten sich die Legionellen innerhalb von 7 Tagen ungeféahr 1500-fach, in
Amoben-Kokultur mehr als 10°-fach.

Grund fir die starke Vermehrung ohne Amébenzusatz kdnnten autochtone Amében im Wasser
der Legionellenquelle sein, wie sie auch schon mehrfach in mit Legionellen belastetem
Trinkwasser in Deutschland und den USA nachgewiesen wurden (Frahm et Obst, 1994;
Sanden et al.; 1992).
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Die von uns ermittelte Nachweisgrenze von 10" bis 10° KBE Legionellen / 100 ml bewegt sich
im Nachweisbereich anderer Methoden. Boulanger und Edelstein (1995) ermittelten fiir die
Anreicherung mit Filtration oder Zentrifugation in mit Legionellen beimpftem sterilem
Trinkwasser einen sehr variablen Nachweis von 50 - 500 KBE / 50 ml Probe. Lagen weniger als
50 KBE Legionellen in 50 ml Probe vor, lag die Wiederfindungsrate zwischen 18 und 30 %. Die
Wiederfindungsrate war bei der Filtration am héchsten und betrug im Mittel 52,6 % im Bereich
von 10° - 10° KBE / ml. Dabei zeigte sich innerhalb dieser Konzentrationen keine signifikante
Korrelation zwischen Wiederfindungsrate und Bakterienkonzentration. Diese Versuche wurden
allerdings in sterilem Leitungswasser durchgefiihrt, wo die Legionellenvermehrung keinen

hemmenden Einfliissen durch eine Begleitflora ausgesetzt war.

4.1.3. Einfluss der PAS-Pufferkonzentration auf die Vermehrung der

Legionellen in Amdben-Kokultur

In Laborversuchen wurden die Legionellen-Amoében-Kokulturen immer mit PAS- Puffer
durchgefuhrt.

Die Vermehrung von Legionellen in Amdben-Kokultur ist vom pH-Wert abhangig. Dieser wird
durch Stoffwechselprodukte der Kokultur und der Begleitflora veréndert. Daher wurde
untersucht, ob die Halbierung der allgemein gebréauchlichen Puffermenge einen Einfluss auf
den Legionellennachweis nach Amoében-Kokultur hat. Dabei zeigte sich, dass die Halbierung
der Molaritat des Puffers schlechtere Ergebnisse erbrachte. Da die durch Rowbotham (1983)
vorgegebene Puffermenge sich auf destilliertes Wasser bezog, ist in unseren Anséatzen von
einer héheren Osmolaritat auszugehen. Da diese sich ebenfalls hemmend auf das Wachstum
sowohl von Legionellen als auch Amdében auswirken kann (Rowbotham 1983), wurde auf
Versuche mit einer héheren Pufferkonzentration verzichtet. Zwar wurde in Studien, in denen
mittels autochthoner Amoben Legionellen angereichert wurden, kein Puffer verwendet (Frahm
u. Obst 1994; Sanden et al. 1992; Wadowsky et al. 1988), jedoch waren unsere Ergebnisse mit
Verwendung von Puffer aufgrund der starkeren und schnelleren Vermehrung deutlich besser.
Die Halbierung der Puffermolaritat flhrte allerdings zu einer deutlich niedrigeren
Vermehrungsrate .Das ist ein Indiz dafir, dass in Wassern mit hohem Pufferverbrauch die

Vermehrung geringer ausfallen kdnnte.

47



4.1.4. Einfluss eines im Duschwasser befindlichen Keimes auf die

Vermehrung von Legionellen in Amoben-Kokultur

Die Begleitflora in dem von uns verwendetem Duschwasser kann einen wachstumshemmenden
Einfluss auf die Kokultur haben. Somit kann die Nachweisgrenze in anderen Wasserproben mit

divergierender Begleitflora auch anders ausfallen.

Daher wurde der Einfluss des regelméaRig im Duschwasser nachgewiesenen gramnegativen,
nonfermentierenden Stabchens (Stamm DMX) auf die Legionellenvermehrung in Amdben-
Kokultur untersucht.

Der hemmende Einfluss des Begleitkeims zeigte sich dabei in einer geringeren
Legionellenvermehrung nach 3 Tagen Amdben-Kokultur in allen Ansatzen.

Dieser Einfluss war jedoch in den Ansatzen, in denen keine Trennung des DMX- Keimes von
der Kokultur durch eine Anopore- Membran stattfand, nach 7 d nicht mehr nachweisbar. In den
Ansétzen, in denen die Amoében- Legionellen- Kokultur jedoch durch die Membran von dem
Begleitkeim getrennt war, war nach 3 und 7 Tagen noch eine deutliche Hemmung des
Legionellenwachstums feststellbar. Hieraus lasst sich folgern, dass Stoffwechselprodukte des
Begleitkeims das Wachstum der Legionellen in Amodben-Kokultur hemmen. Weiter lasst sich
hieraus schliel3en, dass durch die Anwesenheit der Amdben dieser Effekt nach 3 d vermindert
und nach 7 d Inkubation aufgehoben wird. Ursache dafiir konnte entweder die Neutralisierung
der hemmenden Substanzen oder auch die Phagozytose der Begleitkeime durch die Amdben

sein.

4.2. Quantitativer Nachweis von Legionellen in Duschwasser
mit Amoben-Kokultur mittels der MPN-Methode

Mittels der MPN-Methode gelang es uns jeweils 50 % der auf Platte anzichtbaren 15 - 75 KBE
Legionellen / Probe nachzuweisen. Ein quantitativer Nachweis ist erstrebenswert, da der Grad
der Legionellenbelastung einer Probe mafigeblich fur die Indikation oder die Verlaufskontrolle
von SanierungsmaRnahmen zur Reduktion der Legionellenkontamination ist. Da die
Wiederfindungsrate zwischen minimal 20,8 und maximal 62,61 % schwankte, wurde auf die

Quantifizierung nach der MPN-Methode verzichtet.
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4.3. Legionellennachweis in mit  legionellenhaltigem
Duschwasser versetzten Wasserproben nach Amdben-
Kokultur

Um festzustellen, ob die Vermehrung der im Duschwasser enthaltenen Legionellen mittels
Amoben- Kokultur auch in Oberflaichengewéssern und anderen Umweltproben mit hoher
Begleitfloradichte gelingt, wurden diese mit geringen Mengen des Duschwassers versetzt.

Beim dem mit Duschwasser vermischtem Trink- und Whirlpoolwasser, Wasser aus
Wascherkammern von Klimaanlagen und Oberflachengewassern gelang es in 39 von 40
Proben die Legionellen wieder zu finden. Die Probe, in der das nicht gelang, war stark von P.
aeruginosa Uberwuchert. Die Vermehrung der hinzugefiigten Legionellen gelang in allen
getesteten Wasserarten. Daher scheinen in erster Linie nicht die physikalischen Parameter der
Wasserproben, sondern das Wachstum und die Zusammensetzung der Begleitflora fur falsch
negative Nachweise verantwortlich zu sein

Wurden Legionellen nachgewiesen, wuchsen sie in den Mischproben mindestens bis in den 2.
Ausstrich, haufig auch im 3. Ausstrich, was fir eine gute Vermehrung spricht.

Selbst bei einer Legionellenausgangskonzentration von 10° - 10" KBE / Ansatz bei einem
Ansatzvolumen von 5 - 10 ml konnten in Trink-, Whirlpoolwasser und Wasser aus
Klimaanlagen-Wascherkammern auf MWY-Agar mit und ohne Saurebehandlung nach Kokultur

stets Legionellen nachgewiesen werden.

4.4. Einfluss der physikalischen und mikrobiologischen

Eigenschaften von Probenwasser auf den Legionellennachweis

Mit dem herkdmmlichen kulturellen Nachweisverfahren wurden Legionellen aus
Oberflachenwasser nur bei relativ niedrigen Temperaturen, einem geringen Keimgehalt, einem
hohen Sauerstoffgehalt und einer hohen Sauerstoffsattigung erfasst (Wadowsky et al. 1982; Ta
et al. 1995; Frahm et Obst 1994; Heudorf et al. 2001; Kusnetsov et al. 1994; Bornstein et al.
1986; Shahamat et al. 1991; Vickers et al. 1990; Makin u. Hart 1989; Bauer et al. 1990; Maiwald
et al. 1994).

Mit der Proben-Amoben-Kokultur konnten auch bei hoéheren Temperaturen, massiver
Begleitflora und geringem Sauerstoffgehalt Legionellen vermehrt und nach Ausstrich an festen
Nahrbdden nachgewiesen werden. Bei einer hoheren Wassertemperatur um 20° C war der
Nachweis sowohl mit der herkdmmlichen Methode als auch mittels der Amdben-Kokultur
schwieriger. Dies widerspricht den bisher verotffentlichen Ergebnissen, bei denen Legionellen

eher in warmeren Wassern gefunden wurden. (Wadowsky et al. 1985, Verissimo et al. 1991,
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Marrao et al. 1993, Ohno et al. 2003). In unseren Oberflachenwasserproben bestand aber eine
sehr enge inverse Korrelation zwischen der Wassertemperatur und dem Sauerstoffgehalt. In
Leitungswasser fiihrte ein niedriger Sauerstoffgehalt (1,7-2,2 ug/l) zu einer Abnahme der
Legionellen, ein hdherer von 6 bis 6,7 pg/l hingegen zu einer Zunahme (Wadawsky et al.,
1985). Somit ist es eher wahrscheinlich, dass der niedrige Sauerstoffgehalt der wéarmeren
Elbwasserproben zu einer Abnahme der Legionellen in den Proben und damit zu einem
schwierigeren Nachweis geflhrt hat.

Das Vorhandensein von fir Amoben oder Legionellen toxischen Substanzen oder Bedingungen
in den Wasserproben wurde von uns nicht Uberpriift. Da aber in allen Proben die Vermehrung

der Legionellen regelmaRig gelang, ist dies eher unwahrscheinlich.

4.5. Einfluss der zugesetzten Menge an Amdben auf die

Vermehrung der heterotrophen Begleitflora

Bei einer Erh6hung der Amdbenmenge um den Faktor zehn erfolgte eine 1000fach starkere
Vermehrung der Begleitflora, wahrend der Nachweis von Legionellen davon unbeeinflusst blieb.
Diese Vermehrung ist jedoch nicht Folge eines Wachstums der Begleitflora in den Amében,
sondern wird durch deren Stoffwechselprodukte vermittelt.

Deshalb wurde im Verlauf der Untersuchung mit der geringeren Amobenkonzentration von
50.000 / ml gearbeitet.

4.6. Legionellennachweis in Wasserproben nach Proben-

Amoben-Kokultur

In 100 ml Oberflachenwasser gelang in 24 von 45 Proben der Nachweis von Legionellen
ausschlieBBlich nach Amdben-Kokultur und in 5 Proben zuséatzlich mittels des herkédmmlichen
kulturellen Nachweises. Damit ist die Vermehrung in Amében-Kokultur fir Oberflachenwasser
signifikant besser als der herkdbmmliche kulturelle Nachweis nach Filtration.

Wurden 100 ml Oberflachenwasserproben nach Filtration und Saurebehandlung direkt auf
BCYE zur priméaren Anzucht ausgestrichen, zeigte sich immer ein dichter heterotropher

Begleitflorarasen, so dass der Nachweis von Legionellen nicht maglich war.

Von 94 Dusch- und Warmwasserproben konnten Legionellen in 4 Proben sowohl nach
herkdmmlicher als auch nach Amdben-Kokultur und in je 3 Proben nur mit einer der beiden

Methoden nachgewiesen werden. Damit waren beide Methoden gleichwertig. Mdgliche Grinde
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fur die negativen Nachweise nach Amoében-Kokultur bei positivem Legionellennachweis mit
herkdmmlicher Kultur kdnnten ein unterhalb der Nachweisgrenze liegender Legionellen- Gehalt
der Probe oder Stamme sein, die sich nicht in Amében vermehren kénnen, wie zum Beispiel
einige Legionella species- Stamme (Gao et al. 1999; Neumeister et al. 1997) und avirulente L.
pneumophila Stamme (Moffat u. Tompkins 1992). Ohno et al. (2003) und Steinert et al. (1997)
konnten zeigen, dass Legionellen unter widrigen Bedingungen einen nicht- replikativen
lebenden, aber nicht kultivierbaren Zustand annehmen und dann ausschlie3lich durch Kokultur
mit Amdben kulturell nachgewiesen werden koénnen. Vielen Autoren gelang bereits der
Nachweis von Legionellen im Warmwasser der Trinkwasserversorgung, wobei sie sich meist
des kulturellen Nachweises nach Filtration und Saurebehandlung bedienten (Wadowsky et al.
1982; Ta et al. 1995; Frahm et Obst 1994; Heudorf et al. 2001; Kusnetsov et al. 1994; Bornstein
et al. 1986; Shahamat et al. 1991; Vickers et al. 1990; Makin u. Hart 1989; Bauer et al. 1990;
Maiwald et al. 1994).

In stark mikrobiell belasteten Wascherkammerwasserproben konnten in 6 von 9 Fallen
Legionellen nur mittels Amoben-Kokultur nachgewiesen werden. Mit der (Ublichen
Nachweismethode gelang dies in keinem Fall. Die Nahrbdéden waren bei dem direkten
Nachweis jeweils von der Begleitflora Gberwuchert. Uerlings et al. (1986) konnten in 4 von 258
Wascherkammern Legionellen mit 1 x 10> - 6 x 10° KBE / 100 ml nach Filtration und
Saurebehandlung kulturell nachweisen. Dabei betrug die Gesamtkeimbelastung jedoch
maximal 10° KBE / ml. Bauer et al. (1990) zeigten ebenfalls die Schwierigkeit des kulturellen
Legionellennachweises bei hoher Begleitfloradichte. So gelang ihnen die Anzucht in 13 von 14
Fallen bei einer Begleitflora von 10" - 10? KBE / ml und nur einmal bei 1,5 x 10° KBE / ml. Bei
hoherer Belastung mit Begleitkeimen, maximal 4,2 x 10* KBE / ml, gelang der Nachweis von
Legionellen lediglich mittels Gene-Probe- Assay.

Die von uns untersuchten Klimaanlagen wurden im Umlaufsprihverfahren betrieben und
wiesen mit 10° - 10’ KBE / ml eine sehr hohe Keimbelastung auf. Die Begleitfloradichte, bei der
sicher und regelmafig Legionellen nachgewiesen werden konnten, ist damit um bis zu 5
Zehnerpotenzen hoéher als bei den Studien von Bauer et al. (1990) und Uerlings et al. (1986).
Somit ist unsere Methode der Kokultur dem herkdmmlichen kulturellen Nachweis gerade bei

mikrobiell stark belasteten Proben deutlich tiberlegen.

Zusammenfassend unterscheidet sich unsere Untersuchung von den bisherigen Zell-Kokultur-
Versuchen zum einen durch die deutlich geringere Menge der eingesetzten Amdben, was
einen deutlich geringeren Aufwand bei der Amébenanzucht bedeutet. Damit ist die von uns
angewandte Methode deutlich praxistauglicher.

Zudem wurden von uns weniger Legionellen pro ml Probe eingesetzt, was zeigt, dass die haufig
in Proben vorkommenden niedrigen Legionellkonzentrationen suffizient nachgewiesen werden
kénnen.

Zum anderen wurden von uns deutlich gréRere Probenvolumina untersucht.

Des Weiteren wurde die Untersuchung der Amdben-Proben-Kokultur durch den Verzicht auf die
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Zentrifugation der Anséatze und die mechanische Lyse der Amében vereinfacht.
Auch wurde nicht nur wenig kontaminiertes Trinkwasser, sondern auch Umweltproben mit

hoher Begleitfloradichte untersucht, die ebenfalls eine Infektionsquelle darstellen kénnen.

4.7. Ausblick

Aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ist es empfehlenswert, fir den kulturellen
Legionellennachweis in  Umweltwasserproben stets eine  Proben-Amodben-Kokultur
durchzufihren. Die besten Ergebnisse lassen sich dabei mit 50.000 Amében pro ml
Gesamtansatz und Pufferung mit PAS ereichen. Die Bebritung sollte bei 35 ° C, 5 % CO, und
einer relativen Luftfeuchtigkeit von > 90 % erfolgen, gefolgt von einer funfminitigen Behandlung
mit einem 0,2 molaren HCI/KCI-Puffer pH 2,2 im Verhaltnis 1:4. Nach parallelem 3-Osen-
Ausstrich von Séurebehandelten und nicht Sdurebehandelten Ansétzen auf BCYE und MWY
Agar und erneuter Inkubation unter den oben genannten Bedingungen empfehlen wir die

Auswertung nach 3, 7 und 14 Tagen.
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5. Zusammenfassung

Ziel dieser Untersuchung war die Entwicklung einer Methode, die den kulturellen Nachweis der
Legionellen in groRen Probenvolumina und Wasserproben mit hoher Begleitfloradichte erlaubt.
Es gelang nach dreitdgiger Kokultur mit Acanthamoeba polyphaga in einer Konzentration von

50.000 / ml in allen Proben mit 100 ml Duschwasser 10" und 10° KBE Legionellen pro 100 ml

nachzuweisen, was den Ergebnissen nach direkter Kultur ohne Amdében-Kokultur gleichwertig
ist und den Empfehlungen zur Uberwachung von Trinkwasseranlagen entspricht.

Ein quantitativer Nachweis mittels der MPN-Methode war wegen stark schwankender
Ergebnisse nur sehr eingeschrankt moglich.

In  mikrobiell stark verunreinigtem  Oberflachenwasser und Klimaanlagenwasser, dem
legionellenhaltiges Duschwasser zugesetzt wurde, konnten in 39 von 40 Proben Legionellen
nach Amoben-Kokultur auf festen Nahrbéden nachgewiesen werden.

In 24 von 45 Oberflachenwasserproben ohne Legionellenzusatz wurden nach Amdben-Kokultur
Legionellen nachgewiesen. In nur 5 Proben gelang dies auch mit dem herkdmmlichen
kulturellen  Nachweis nach  Filtration. In  stark mit Begleitflora  belasteten
Wascherkammerwasserproben konnten in 6 von 9 Fallen mittels Amében-Kokultur Legionellen
gefunden werden, wahrend dies mit der Ublichen kulturellen Nachweismethode nicht einmal
gelang, da die Nahrbdden von der Begleitflora Gberwuchert wurden. Das beweist eine
signifikante Uberlegenheit der Amoben-Kokultur-Methode gegeniiber dem herkémmlichen
kulturellen Nachweis bei mikrobiell stark belasteten Proben.

In 94 Dusch- und Warmwasserproben ohne Legionellenzusatz konnten in 4 Proben mit
herkdmmlicher und Kokultur-Methode Legionellen gefunden werden. In je 3 Proben gelang dies
nur mit einer der Kulturmethoden, so dass sie bei wenig mikrobiell verunreinigten Proben als
gleichwertig angesehen werden mussen. Die Zugabe von Amdben flhrte immer zu einer
schnelleren und stérkeren Vermehrung der Legionellen im Vergleich zur direkten Kultur.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der Nachweis mittels Amoben-Kokultur auch in
warmen, kalten und sauerstoffarmen Proben gelingt. Zudem stellte sich heraus, dass sich auch
sehr wenige Legionellen in groBen Probenvolumina in Amdben-Kokultur vermehren kénnen.
Eine Erh6hung der Amébenanzahl / ml um den Faktor 10 fuhrte zu einer um den Faktor 1000
starkeren Vermehrung der Begleitflora bei unbeeinflusstem Nachweis der Legionellen. Die
Ursache fir die starke Begleitkeimvermehrung wurde in den wachstumsférdernden
Stoffwechselprodukten der Amdben gefunden.

Damit ist die in dieser Arbeit vorgestellte Legionellen-Amdben-Kokultur eine praxistaugliche und
dem herkémmlichen kulturellen Nachweis Uberlegene Methode, geringe
Legionellenkonzentrationen in  hohen Probenvolumina in Wasserproben mit hoher
Begleitfloradichte nachzuweisen.

Gerade unter diesen erschwerten Bedingungen sollte, wenn der Verdacht auf eine
Legionellenbesiedlung besteht oder eine relevante Belastung mit Legionellen ausgeschlossen

werden muss, ein kultureller Nachweis mittels Amodben-Kokultur durchgefihrt werden.
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7. Anhang

Anhang 1: Verwendete Medien

PYG (Proteose Yeast Extract Glucose nach Rowbotham)

Proteose peptone 15049
D-Glucose 10,0 ¢
Yeast extrakt powder 5,09
FeSO, 3mg
Aqua dest. 980 ml

PAS-Stammlésung A 10 ml

PAS-Stammlésung B 10 ml
Die Losung wurde mittels molarer KOH auf einen pH-Wert von 7,3 eingestellt und 15 min bei
115° durch Autoklavieren sterilisiert. Nach Autoklavieren betrug der pH-Wert 6,9 anstatt wie in
der originalen PYG-Bouillon pH 6,6. In Vorversuchen zeigte sich innerhalb dieses pH-Bereiches

keine signifikante Wachstumsveranderung der Amoben.

PAS (Page's modified Neff's amoeba saline)

Stammldsung A: NacCl 1,209
MgSOQO, x 7 H,0O 0,04 g
Na,HPQO,4 x 2 H,O 142¢g
KH,PO, 1,36 g
Aqua dest ad 100 ml
Stammldsung B: CaCl,x 2 H,O 0,049
Aqua dest 100 mi

Je 10 ml von Stammldsung A und Stammldésung B werden mit Aqua dest auf einen Liter
aufgeflllt. Der mittels molarer KOH auf 7,3 eingestellte pH-Wert betrug nach Autoklavieren der
PAS 6,9.

HCI-KCl-Puffer:

HCI-L6sung 0,2 M 3,9 mi
KCl-Lésung 0,2 M 2,5mil
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Schafsblutagar

Blood-Base-Agar 409
(Oxoid CM 271)

Schafsblut 50 mi
(Oxoid 1055)

Aqua dest. ad 1000 ml

Chemikalien und andere Materialien

D-Glucose-Monohydrate, D.A.B., Fa. Merck
Eisensulfat Heptahydrat, 99+ %, Fa. Sigma
Kaliumhydrogenphosphat, p.a., Fa. Fluka
Kaliumhydrochlorid, p.a., Fa. Merck
Puffertabletten pH 7,2 nach Weise, Fa. Merck
Trypanblau, Fa. Serva

Natriumhydrochlorid, p.a., Fa. Fluka
Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat, p.a., Fa. Fluka
Gramfarbeset, Fa. Difco

Yeast Extract L 21, Fa. Oxoid

Proteose Peptone L 85, Fa. Oxoid

Glycin, >99%, Fa, Fluka

Gentamycinsulfat, Zelkultur getestet, Fa. Sigma
Vancomycin Hydrochlorid, Fa. Sigma

Polymyxin B Sulfat, Fa. Sigma
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Anhang 2: Probenentnahmeorte:

Warm- Dusch- Whirlpool, Tankwasser
2 Kreuzfahrtschiffe: Warm- Dusch- Whirlpool, Tankwasser
Duschwasser aus einem Hamburger Birogebdude, der Universitat Hamburg, Campus

Stellingen

Wascherkammerwasser aus Klimaanlagen:

9 Wascherkammerproben aus 2 Hamburger Biirogebauden

Oberflachenwasser:
Elbe: Elbe Museumshafen
Alster: Binnenalster Lombardsbriicke
KFU: Kaiser-Friedrich-Ufer Bootsanleger des Kaiser Friedrich Gymnasiums
Muhlenteich: Elbe Mihlenteich
PB: Planten und Bloomen: Teich

Teich: Regenwasserteich Campus Stellingen
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Anhang 3: Mikrobiologische und physikalische Parameter der

Oberflachenwasserproben

Ort Num- | KBE/ | KBE/ E. Coliforme | Wasser- | Leitféahig | pH Sauer- Sauer-
mer ml ml Coli 100 ml tempe- -keit Wert stoff- stoff-
22°C | 36°C | 100 ratur ps/cm gehalt sattigung
ml (mg/l) (%)
Alster 1 n.d. n.d. n.d. n.d. 6,4 434,4 7,88 10,9 91,5
Alster 2 262 115 n.d. n.d. 12,4 526,1 7,9 9,8 94,8
Alster 3 918 559 430 460 21,9 343,6 7,4 4,6 53,6
Alster 4 n.d. n.d. 92 92 22,6 440 8,19 8,8 103,8
Alster 5 49 62 92 230 10,6 492,7 7,9 9,6 89,3
Alster 7 886 177 230 230 11,8 483,1 8,17 11 104,6
Alster 8 3055 | 2895 150 150 15,1 513,4 8,74 10,2 104,6
Elbe 1 n.d. n.d. n.d. n.d. 9,2 715 8,34 11,4 102,2
Elbe 2 435 210 10 80 12,8 750,8 | 8,05 9,1 89,2
Elbe 3 6800 | 6300 | 430 2400 19,7 865,1 | 7,67 4,1 45,7
Elbe 4 2291 | 1295 93 24000 225 434,7 7,12 3,9 46,6
Elbe 5 1386 | 700 240 460 10,8 876,5 | 8,57 111 103,9
Elbe 6 n.d. n.d. 36 92 21,5 1131,8 | 7,31 2,4 27,5
Elbe 7 121 159 92 2400 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Elbe 8 359 250 930 2400 8,3 1154 7,69 8,8 77,3
Elbe 9 882 473 | 4600 4600 7,1 1175,7 | 7,76 9,7 83
Elbe 10 1510 836 930 4600 2,5 1027,5 | 7,82 12,7 96
Elbe 11 1777 | 1195 | 930 11000 2,7 1030,9 | 7,88 12,6 95,5
Elbe 12 1727 682 430 11000 2,6 795,3 7,81 13 98,2
Elbe 13 686 145 430 2400 10,9 771,9 8,24 10,7 100
Elbe 14 1191 418 | 2400 2400 15,5 776,8 7,91 6,5 67,6
Elbe 15 627 79 36 230 15,3 832,8 8,18 8,4 86,4
Elbe 16 1168 | 1250 | 230 4600 19,7 850,2 7,5 3,5 39,7
Elbe 17 1425 | 1400 36 930 17,9 770,9 7,45 5,2 56,7
Elbe 18 1035 | 8150 36 11000 21,3 905,4 7,31 2,3 26,3
0
Elbe 19 1690 | 1530 36 > 11000 22,6 966,9 7,38 3,1 36,9
0 0
Elbe 20 1123 | 1555 | 930 11000 19 10471 | 7,37 3 33,7
Elbe 21 1059 | 1055 150 2400 14,7 1012,7 7,43 4.8 48,9
Elbe 22 1168 427 230 930 4.9 778,5 7,79 11,9 96,1
Elbe 23 2250 | 641 92 750 2 704,9 | 7,86 13,5 100,6
Elbe 24 3373 564 230 230 1,7 798,7 7,92 13,7 101
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Elbe 25 3950 675 430 2400 2,1 673,1 7,82 13,3 99,6
Elbe 26 2314 450 36 430 1,4 747 7,99 14 102,5
Elbe 27 4350 | 4450 36 4600 22,8 1034,6 | 7,44 3,6 43,2
Elbe 28 2123 | 1673 | 750 11000 20,2 763,7 7,73 4,5 51,5
Elbe 29 345 118 750 1500 5,2 1027,4 | 7,94 12 101
Elbe 30 1163 455 750 1500 0,6 967,6 8,06 13,5 96,7
KFU 1 520 220 | 2400 2400 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
KFU 2 n.d. n.d. 40 150 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
KFU 3 832 636 | 4600 11000 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
KFU 4 7050 | 1582 | 930 11000 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Muhlen- 1 832 180 230 750 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
berg
PB 1 2563 | 2263 44 1100 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Teich 1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Teich 2 930 260 43 240 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
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Anhang 4: Einfluss der Menge der zugegebenen Amoben auf die Vermehrung von Duschwasser-Legionellen

in Proben- Amodben- Kokultur

Amoben / mi Puffer- Anzahl Anzahl Legionellen Legionellen Konzentration nach 3 Vermeh- Legionellen Vermehrungsrate MOl
und konzentrat | Proben, die Proben, die 7 Ausgangs- Tagen Kokultur in KBE / ml rungsrate Konzentration
Legionellenkon- ion 3d d kokultiviert konzentration in nach 7 Tagen
zentration bezogen kokultiviert wurden / KBE / ml Kokultur in
auf das wurden / davon Proben KBE / ml
Endvolum- davon mit
en des Proben mit Legionellen-
Ansatzes Legionellen- vermehrung
vermehrung
50.000
Amdben / mi
<0,5Lp/ml 1-fach 6/4 4/3 0,22 3,31E+02 10,58 23889,00 16,75 43x10°
<5Lp/ml 1-fach 717 5/5 1,82 3,54E+04 14,25 444350,00 17,90 3,64 x10°
<15Lp/ml 1-fach 4/4 4/4 10,75 1,28E+05 13,54 386937,50 15,14 21,5x10°
<5Lp/ml 0,5-fach 4/4 4/4 1,85 2,88E+04 13,93 180812,50 16,58 3,7x107°
>5Lp/ml 0,5-fach 6/6 4/4 19,67 1,76E+04 9,81 101625,00 12,34 39,3x10°
5000
Amdben / mi
<0,5Lp/ml 1-fach 6/4 4/2 0,22 8,19E+01 8,56 715,25 11,69 4,33x10°
<5Lp/ml 1-fach 2/2 n.d. 3,75 0,00E+00 5,42 n.b. n.b. 7,5x10*
<5Lp/ml 0,5-fach 2/0 2/1 2,50 4,00E+00 0,68 3394,00 10,41 5x 10
>5Lp/ml 0,5-fach 2/0 n.d. 37,50 1,70E+01 -1,14 n.b. n.b. 75 x 10™
0 Amoben / ml
<05Lp/mi 1-fach 3/0 2/1 0,22 0,00E+00 n.b. 0,50 1,21 n.b.
<5Lp/ml 1-fach 3/0 2/2 1,97 2,67E+00 0,44 941,00 8,90 n.b.
<15Lp/ ml 1-fach 2/0 2/2 10,75 1,15E+01 0,10 470,75 5,45 n.b.
>1Lp/ml 0,5-fach 4/0 3/3 4,31 4,72E+00 0,13 470,75 6,77 n.b.

68



Anhang 5: Vermehrung von Legionellen in Duschwasser mit Amoben-Kokultur

Puffermenge Amdben X | Anzahl der Legionellen Legionellen Vermehrungs- | Verdopplungs- | MOI Minimaler Maximaler
1000 / ml Versuche Ausgangs- Konzentration | rate zeit Legionellen- Legionellen-
konzentration nach 3 d gehalt nach 3 | gehalt nach 3
(KBE / ml) Kokultur d Amoben- | d Amoben-
(KBE / ml) Kokultur Kokultur
(KBE / ml) (KBE / ml)
3d
1-fach 50 17 3,36 44805,76 13,70 315,22 7,5x10° n.n. 238000
0,5-fach 50 10 12,54 22111,40 10,78 400,59 12,6 x 10 409 81450
1-fach 5 8 1,10 101,44 6,53 661,87 2,75x107 n.n. 259
0,5-fach 5 4 20,00 10,50 n.b. n.b. 5x10" 4 22
1-fach 0 9 3,51 3,88 0,14 29944,39 n.b. n.n. 14
0,5-fach 0 4 15,38 14,50 n.b. n.b. n.b. 6 34
1 Woche
1-fach 50 13 3,75 297312,00 16,27 619,42 7,5x10° n.n. 690000
0,5-fach 50 8 6,30 141218,75 14,45 697,47 12,6 x 10™ 20,5 370000
1-fach 5 4 0,14 715,25 12,34 816,54 2,75x107 n.n. 240000
0,5-fach 5 2 2,50 3394,00 10,41 968,59 5x10™ 8 6780
1-fach 0 6 3,99 5673,83 10,47 962,33 n.b. n.n. 19360
0,5-fach 0 3 8,00 11486,67 10,49 961,13 n.b. 10 24000




Anhang 6: MPN

Amdben / mi Puffer Legio- MPN MPN MPN WFR WFR WFR
(Mittelwert aus nellen- 3d 7d 14 d 3d 7d 14d
x Proben) KBE / % % %

1ml
50.000 PAS 15,67 7,5 9,3 9,3 47,86 59,35 59,35
50.000 PAS 20,67 4,3 9,3 9,3 20,8 44,99 44,99
50.000 PAS 74,66 46 46 46 61,61 61,61 61,61
50.000 PAS 74,66 24 24 24 32,15 32,15 32,15
50.000 PAS 46,42 20,45 22,15 22,15 40,61 49,53 49,53
(MW aus 4)
500.000 PAS 20,67 2,3 4,3 4,3 11,13 20,80 20,80
500.000 PAS 74,66 2,3 46 46 3,08 61,61 61,61
500.000 PAS 74,66 2,3 46 110 3,08 61,61 147,33
500.000 PAS 56,66 2,30 32,10 53,43 5,78 48,01 76,58
(MW aus 3)
50.000 K-PASY | 74,66 9,3 46 46 | 12,46 | 6161 61,61
50.000 K-PAS 56 4,3 4,3 4,3 7,68 7,68 7,68
50.000 K-PAS 56 15 15 15 26,79 26,79 26,79
50.000 K-PAS 62,22 9,53 21,77 21,77 15,64 32,03 32,03
(MW aus 3)
50.000 PAS-Z¥ | 15,67 2,3 2,3 23| 1468 1468 14,68
50.000 PAS-Z 15,67 2,3 2,3 2,3 14,68 14,68 14,68
50.000 PAS- 15,67 2,3 2,3 2,3 14,68 14,68 14,68
(MW aus 2) Zent

@ pAS mit Kalium, ¢ PAS und Zentrifugation.
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Anhang 7: Nachweis von Legionellen

Trinkwasser, Whirlpoolwasser und Wasser aus Wascherkammern von Klimaanlagen in Amoben-Kokultur.

in mit

Wasserprobe Ursprung, ml | Probenanzahl | Nachweis von Legionellen | Nachweis von | Legionellen aus | Legionellen Agartyp +
Probenmenge / ohne Duschwasser Legionellen mit | Duschwasser aus Saurebehandlung
Ansatz Duschwasser und L.p.1 | KBE / ml Ansatz | Duschwasser- | ( mit S&ure = +S)
zusatz
KBE / Ansatz
Duschwasser Schiff , 1 ml 8 0/8 7/8, 1 Probe mit]| 1,8 9 BCYE
P.aeruginosa
Uiberwuchert, 7 (++)
Duschwasser Schiff , 1 ml 21 1/21, Legionella species 2 | 21/21 3,0 15 MWY, MWY + S
KBE 19 (+++), 2(++)
Trinkwassertank Schiff, 1 ml 2 0/2 2/2 (++) 1,8 9 BCYW
Whirlpoolwasser Schiff, 1 ml 0/1 1 (+++) 3,0 15 MWY, MYW +S
Wéascherkammer- Klimaanlage, 3 0/3 3/3 (+++) 0,9 9 MWY
wasser Burogebaude, 1 mi

legionellenhaltigem Duschwasser versetztem warmen
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Anhang 8: Nachweis von Legionellen

in mit

Duschwasser versetztem Oberflachenwasser

legionellenhaltigem

Probe Menge Duschwas- | Lp 1 / ml | BCYE BCYES MWY MWYS
ser im | Ansatz
Ansatz
Teich + | 50 ml 157 1,57 ++ ++ ++ ++
Duschwas-
ser
Teich + 50 ml 0 0 n.n. n.n. n.n. n.n.
AP
Teich 50 ml
Direkt
Alster + | 100 ml 560 5,6 - ++ +++ ( nur 3. | +++
Duschwas- Ausstrich)
ser
Alster + 100 ml 0 0 - - - +Lpl
AP
Alster 100 ml 0 0 n.d. n.d. 1 KBE Lpl | n.n.
Direkt in1ml
Elbe + | 100 ml 160 1,6 - +++ +++ +++
Duschwas-
ser
Elbe + AP 100 ml 0 0 - - - + L spp
und Lp 1
Elbe 100 ml 0 0 - n.d. - 3 KBE Lp1
Direkt
Elbe + | 10 ml 16 1,6 +++ +++ +++ +++
Duschwas-
ser
Elbe + AP | 10 ml 0 0 - - - -
Elbe Direkt | 10 ml n.d.
Elbe 8 + | 10 ml 105 10,5 n.d. 6 X ++ n.d. 6 X ++
Duschwas-
ser 6 x
Elbe 8 + | 10ml 0 0 n.d. - n.d. -
AP
Elbe 15 | 100 ml 3350 33,5 n.d. n.d. n.d. +++
Grinalgen,
Duschwas-
ser
Elbe 15 | 100 ml 0 0 n.d. n.d. n.d. -
Griinalgen
+ AP
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Anhang 9: Wachstum der heterotrophen Begleitflora nach primarer

Anzucht auf festen Nahrmedien

Probe 1 ml BCYE 1 ml MWY 100 ml BCYE nach | 100 ml MWY nach 5
5 min | min
Saurebehandlung Saurebehandlung

v-s +s -S +S

Elbe 1 Rasen 15 9 1 Rasen 100

Elbe 2 Rasen 6 2 0 Rasen 100

Elbe 3 Rasen Rasen >1500 0 Rasen 250

Elbe 4 95 28 93 3 Rasen >1500

Elbe 5 Rasen Rasen 31 4 Rasen 80

Alster 1 8

Alster 2 Rasen 15 15 0 Rasen 50

Alster 3 250 25 100 Rasen 500

Teich 1 > 500 24

Teich 2 300 4 200 1 Rasen 300

Kaiser-Friedrich Rasen 38 1 Rasen 200

Ufer

Planten und | 500 5 38 1 Rasen 500

Bloomen

Y_S: ohne vorherige Saurebehandlung *

+S: mit vorheriger Sadurebehandlung
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Anhang 10: Kultureller Nachweis von Legionellen mit Proben- Amd&ben-

Kokultur im Vergleich zur direkten Kultur auf Nahrbdden

Probenort Proben- Proben- Amoben- Kokultur Direkter Nachweis
nummer
Legionellen Legionellen Legionellen | Legionellen
in Proben- in Proben-
volumen volumen
(ml) (ml)
Alster 1 100 Lp1l 1 1KBELp1l
Alster 2 n.n. n.n. n.n. n.n.
Alster 3 10 Lp 1, Lp 2-14 n.n. n.n.
Alster 4 n.n. n.n. n.n. n.n.
Alster 5 n.n. n.n. n.n. n.n.
Alster 7 n.n. n.n. n.n. n.n.
Alster 8 n.n. n.n. n.n. n.n.
Elbe 1 100 Lp 1, Lspp n.n. n.n.
Elbe 2 100 Lp 1, Lp2-14 100 2KBELp1,
1 KBE Lp 2-14
Elbe 3 100 Lp 2-14 n.n. n.n.
Elbe 4 100 Lp1l n.n. n.n.
Elbe 5 100 Lp 2-14 n.n. n.n.
Elbe 6 10 Lp 2-14 n.n. n.n.
Elbe 7 100 Lp 2-14 n.n. n.n.
Elbe 8 n.n. n.n. n.n. n.n.
Elbe 9 100 Lp 2-14 n.n. n.n.
Elbe 10 10 Lpl, Lp 2-14, L 10 1KBE 2-14
spp
Elbe 11 100 Lp 2-14 n.n. n.n.
Elbe 12 1 Lp 1, Lp2-14,L n.n. n.n.
spp

Elbe 13 100 Lp 2-14 n.n. n.n.
Elbe 14 100 Lpl, Lp 2-14 n.n. n.n.
Elbe 15 100 Lp 2-14 n.n. n.n.
Elbe 16 100 Lp 2-14 n.n. n.n.
Elbe 17 n.n. n.n. n.n. n.n.
Elbe 18 n.n. n.n. n.n. n.n.
Elbe 19 10 Lp 2-14 n.n. n.n.
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Elbe 20 10 Lp 1, L spp n.n. n.n.
Elbe 21 10 Lp1,Lp2-14 n.n. n.n.
Elbe 22 100 Lp1,Lp2-14,L n.n. n.n.
spp
Elbe 23 10 Lp1,Lp2-14 n.n. n.n.
Elbe 24 100 L spp n.n. n.n.
Elbe 25 100 Lp 2-14, L spp 1 1 ml: 1 KBE Lpi, 1
KBE Lp 2-14, 10 ml: 1
KBE Lp 2-14, 100 ml 2
KBE L spp
Elbe 26 1 Lp 1, Lp 2-14 1 1 KBE Lp 2-14
Elbe 27 100 Lp 2-14 n.n. n.n.
Elbe 28 n.n. n.n. n.n. n.n.
Elbe 29 10 Lp 1, Lp 2-14 10 1 KBE Lp 2-14
Probenort Proben- Proben-Amdoben-Kokultur Direkter Nachweis
nummer
Legionellen Legionellen Legionellen | Legionellen
in Proben- in Proben-
volumen volumen
(ml) (ml)
Elbe 30 100 Lp1 n.n. n.n.
KFU 1 100 Lpl, Lp 2-14 n.n. n.n.
KFU 2 n.n. n.n. n.n. n.n.
KFU 3 n.n. n.n. n.n. n.n.
KFU 4 10 Lp 1, Lp2-14 n.n. n.n.
Muhlen- 1 n.n. n.n. n.n. n.n.
berg
PB 1 n.n. n.n. n.n. n.n.
Teich 1 n.n. n.n. n.n. n.n.
Teich 2 n.n. n.n. n.n. n.n.
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