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Die Gesundheitsgefdahrdung durch eine Legio-
nelleninfektion ist nach wie vor ein hochaktuel-
les Thema, wobei insbesondere bei den Fragen
Pravention und Sanierungsmoglichkeiten in
wasserfilhrenden Systemen erheblicher Diskus-
sionsbedarf besteht. Zunehmend wird in die-
sem Zusammenhang auch der Einfluss von
Amoben im Trinkwassersystem auf die erh6hte
Resistenz der Legionellen angesprochen (z.B.
DVGW Arbeitsblatt W 551). In einem vom Land
Mecklenburg-Vorpommern geférderten For-
schungsprojekt wurde unter Laborbedingun-
gen die Frage nach einer méglicherweise hohe-
ren Temperaturresistenz von Legionella (L.)
pneumophila innerhalb von Amodben unter-
sucht. Die Praxisstudie wurde in einer Anlage
mit der Zielsetzung durchgefiihrt, herauszufin-

den, ob diese sowohl planktonische (also freile-
bende) als auch intraamobozytare (in Amdében
lebende ) L. pneumophila abgetotet wird und
welche Temperatur dazu notig sind, da fir
intraamobozytare Legionellen eine erhéhte To-
leranz gegeniiber chemischen Wirkstoffen be-
kannt ist. Fragen der Temperaturtoleranz
planktonischer und intraamobozytarer Legio-
nella spp. wurden im Vergleich dazu bisher
nicht ausreichend unterucht. Damit ist die Fra-
ge der erforderlichen Desinfektionstemperatur
von Trinkwasser, das mit intraamobozytdren L.
pneumophila kontaminiert ist, derzeit offen. Im
Mittelpunkt stand daher der Nachweis, ob die
von der DVGW empfohlenen Temperaturen
von mind. 60 bzw. 70° C ausreichen, um samt-
liche L. pneumophila sicher zu inaktivieren.
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ben, dass 73 % der Wasserproben
aus 120 europadischen GroBhotels
amoébenpositiv waren. Carlson (2002)
konnte bei 6 systemischen Legionel-
lenkontaminationen in Kranken-
hausern den Nachweis erbringen,
dass bei Temperaturen von 55° C bis
60° C noch Amoében nachweisbar
waren. Das stltzt die Hypothese,
dass die Anwesenheit von Amoében
das Legionellenwachstum und das
Uberleben in Warmwassersystemen
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foérdert [Carlson, 2002]. Die Amoben
nehmen pathogene Mikroorganis-
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Abb.1 Betriebszustand Zapfung
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men wie z.B. Legionella spp. auf.
Diese wiederum kdnnen sich in den
Amodben vermehren und bei der
Lyse (dem Platzen) der Amében in
groB3er Anzahl freigesetzt werden.

Aus diesen Grunden empfiehlt die
WHO fur Krankenh&user, Einrich-
tungen der Altenpflege und an-
dere Risikobereiche die Erarbeitung
eines so genannten water safety
plan (Wassersicherungsplan), der
die kontinuierliche Uberwachung
des Trinkwassers und die Einleitung
von SofortmaBBnahmen bei festge-
stellter Kontamination beinhaltet.

FUr Trinkwassererwarmungs- und -
Leitungsanlagen gibt das DVGW
Arbeitsblatt W 551 (2004) derzeit
folgende Temperaturfihrung an:
Thermische Desinfektion > 70° C fur

Legionellen kdénnen in einem ver-
gleichsweise breiten Temperaturbe-
reich existieren. Ihr Vermehrungs-
optimum liegt zwischen 30° C und
50° C - der Temperaturbereich, in
dem laut Hentschel und Waider
(2004) viele Warmwasserversor-
gungsanlagen betrieben werden.
Ausgehend von natirlichen Gewas-
sern wie Flussen, Seen und Teichen,
gelangen L. pneumophila in das
oberflachennahe Grund- und auch
in das Kaltwasser der Hausinstalla-
tionen (meist nur in ganz geringen
Mengen).

Im (Warm)wassersystem finden sie
dann unter Umstdnden optimale
Vermehrungsvoraussetzungen, so
dass abhangig von der Legionellen-
konzentration ein hohes Infektions-
risiko, insbesondere
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Abb.4 Ausgangskoloniezahl L. pneumophila nach alleiniger
Kultivierung und nach Cokultivierung mit Amoben

mindestens 3 min am Wasserauslass;
Betriebstemperatur im Zirkulations-
system 60° C mit einem maximalen
Verlust von 5 K. Von diesen Parame-
tern kann abgewichen werden. Es
ergibt sich die Frage, ob diese Tem-
peraturbereiche eine ausreichende
Sicherheit gewahrleisten. Um diese
Frage zu kléren, wurden gezielte
Untersuchungen in einer Experi-
mentalanlage zur Simulation der
Bedingungen im Trinkwassernetz
durchgefihrt.

Testorganismen
Legionella pneumophila

Die Studie wurde mit L. pneumophila,
dem Hauptvertreter der Legionellen
durchgefthrt. Die haufigste und
nach heutigem Erkenntnisstand pa-
thogenste Art ist L. pneumophila
Serogruppe 1.
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lig genutzte Warm-
wasserleitungen und
-behéltnisse (Stagna-
tionen), eine optimale Vermeh-
rungstemperatur (etwa 36° C), In-
krustationen, Totrdume, Biofilme
und die Anwesenheit von Amdben
aus.

Durch Aufwirbelung und Aerosol-
bildung des Wassers (z.B. Duschen,
Sprudelbader, Beatmungsgerate...)
kann es nach Inhalieren der lungen-
gangigen Legionellen zur lebensbe-
drohenden Lungeninfektion kommen.

Abb.2 Amébe mit intrazelluliren
Legionellen nach "Fiitterung"

Acanthamoeba castellanii,
Vahlkampfia avara und
Hartmannella vermiformis

Bei den drei Test-Amoében handelt
es sich um frei lebende Arten, die in
Wasser (Leitungswasser, StuBwasser,
Schwimmbader), Kompost, Boden
und Abwasser zu finden sind [Wal-
ker, 1996]. Sie sind verantwortlich
fur einige Krankheiten, z.B. Enze-
phalitis und Keratitis. Die Organis-
men haben einen Lebenszyklus, der
2 Stadien umfasst: das vegetative
Stadium (Trophozoiten - flieBende
améboide Bewegung und Nah-
rungsaufnahme) und das Zystensta-
dium (unbewegliches Dauerstadium
mit widerstandsfahiger Hulle).
Wahrend des Zystenstadiums wei-
sen die Amoében eine hohere Resis-
tenz gegentber Chlorung, anderen
Desinfektionsmitteln und hohen
Temperaturen auf.

Protozoen erndhren sich im Tropho-
zoitenstadium von Bakterien (aus
den Biofilmen). Legionellen kénnen
sich als Parasiten massiv in den Pro-
tozoen vermehren, so dass bei der
Lyse (Zersetzung) groBer Amoben
(z.B. A. castellanii) bis zu 800 Legio-
nellen freigesetzt werden kénnen.
Parasitieren auch nur wenige dieser
Legionellen erneut in Amében, tritt
eine Vermehrungskaskade ein, die
hohe Legionellenbefunde auch bei
ungunstigen Umgebungsbedingun-
gen (z.B. niedrigen Temperaturen)

Koloniezahl Cokultivierung
Legionellen und Amdben nach 24 h

Koloniezahl Kultivierung
Legionellen nach 24 h

A. castellanii + L pneumophila | 1,65*10° Kb/ ml 1,55%10 *KbE/ ml
V.avara+ L pneumophila 535%10" KbE/ ml 1,25%10 *KbE ml
H vermiformist L pneumophila | 7,05%10° KbE/ml 1,25%10 ° KbE/ ml

Abb.3 Ausgangskoloniezahl nach alleiniger Kultivierung und nach Cokulitivierung
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verursachen kann [Tiefenbrunner,
2002]. Zudem koénnen auch positi-
ve Legionellen-Befunde in heiBem
und/oder gechlortem Wasser mit
dem Vorhandensein von Amdben
erklart werden. Diese bilden bei
unglnstigen Umweltbedingungen
Zysten ( = Dauerformen). Diese wer-
den mit dem Trinkwasser transpor-
tiert, bei Wasserentnahme teilweise
ausgespllt und sedimentieren bei
Stagnation im jeweiligen Leitungs-
abschnitt. Wenn die Zystenformen

Methodik - praktische
Versuche

Um festzustellen, ob die Tempera-
turfuhrungen und Systemkreise der
Versuchsanlage sowohl frei lebende
als auch in Amoében eingeschlossene
L. pneumophila abtdéten kénnen,
wurde eine komplett autark betrie-
bene Anlage aufgebaut, die mit den
Routinefunktionen und Standard-
zustanden betrieben wurde. Der Be-
triebszustand fur die Zapfung ist in
Abb.1 dargestellt. Die Anlagenful-
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ADbb.5 Absterbekinetik intraamobozytirer L. pneumophila (A. castellanii)

dort ausreichend Nahrungsgrundla-
ge (,Futterbakterien” aus den Bio-
filmen) vorfinden und gunstige
Temperaturen herrschen, erfolgt
eine Umwandlung in die aktive Tro-
phozoitenform. Im Zystenstadium
kénnen die Amében Temperaturen
von 50° C Uber mehr als 24 h tolerie-
ren, Temperaturen von 60° C bis zu
einer Stunde.

Methodik der
Laboruntersuchungen

Bei den Laborversuchen wurden die
Amodben (A. castellanii, V. avara und
H. vermiformis) gezielt mit L. pneu-
mophila infiziert und verschiedenen
Temperaturen von 60° C bis 75° C
bei einer Einwirkzeit von jeweils 1,
5, 10, 15 und 20 min ausgesetzt. Da-
mit sollte eine mégliche Hitzeresis-
tenz im direkten Vergleich zu L.
pneumophila, die sich nicht ge-
schUtzt in Amdben befanden, fest-
gestellt werden.

In Abb.2 ist eine Amébe mit intra-
zellularen Legionellen nach ,Futte-
rung” zu sehen.

lung erfolgte mit Trinkwasser (Fas-
sungsvermoégen 500 1) und wurde im
Kreislaufverfahren betrieben, um
ein mogliches Rickschlagen konta-
minierten Wassers in das Trinkwas-
sersystem bzw. unkontrolliertes
AbflieBen in die Kanalisation zu
unterbinden. Das System wurde in
separaten Untersuchungsgangen mit
je 50 ml intra- bzw. extrazellularen
L. pneumophila (Ausgangskolonie-
zahl ca. 109 KbE/ml) infiziert und
anschlieBend fur 1 h im Kreislauf-
verfahren bei 40° C in der gesamten
Anlage verteilt. Durch Entnahme
von Wasserproben im Desinfek-
tionsspeicher (Eingang und Rucklauf
Netzsystem) und Bestimmung der L.
pneumophila-Konzentration konn-
te eine komplette Kontamination
des Systems ermittelt werden.
AnschlieBend wurde der Desinfek-
tionsspeicher (Zirkulationspumpe
ausgeschaltet) und dann das kom-
plette Netz (Zirkulationspumpe ein-
geschaltet) mit 65° C beaufschlagt
und so im Niedrigtemperaturbe-
reich desinfiziert.
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Ergebnisse der Labor-
untersuchungen

Die Laborversuche ergaben, dass
L. pneumophila in Gegenwart von
Amoben bessere Wachstumsbedin-
gungen im Vergleich zur Kultivie-
rung ohne Amoben vorfanden,
Abb.3. Trotz gleicher Umgebungs-
bedingungen konnten sich die
Legionellen in Gegenwart von Amo-

dem Fall eliminierbar. Zu beachten
ist allerdings, dass die Laboruntersu-
chungen nicht 1:1 in die Praxis Uber-
tragen werden kénnen.

Ergebnisse des Praxistests

Zur Ubertragung der Untersuchun-
gen in die Praxis und um festzustel-
len, ob das untersuchte thermische
Inaktivierungsverfahren* beide Vor-
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Abb.6 Absterbekinetik planktonischer (freilebender) L. pneumophila

ben zu einer héheren Ausgangs-
koloniezahl vermehren, Abb.4.
Abb.5 zeigt die Ergebnisse der nach-
weisbaren L. pneumophila, wenn
diese intraamobozytar (hier als Bei-
spiel A. castellanii) dem Tempera-
tureinfluss ausgesetzt waren.
Auffallend ist, dass bei 64° C/10
min, bei 66° C/5 min und sogar bei
71° C/5 min der Nachweis an L.
pneumophila positiv war. Im direk-
ten Vergleich hierzu zeigt Abb.6, dass
die planktonischen L. pneumophila
bei diesen Temperatur-Zeit-Berei-
chen nicht mehr nachweisbar sind.
Es ist davon auszugehen, dass die
vom DVGW Arbeitsblatt W 551
(2004) empfohlenen minimalen Des-
infektionsparameter (70° C, 3 min)
bei Kontamination eines Systems mit
intraamobozytaren L. pneumophila
nicht ausreichen. Fur den Speicher-
Trinkwassererwédrmer sind 60° C
Uber 20 min zu wenig. Da die Ver-
weilzeit zulaufenden Wassers im Er-
warmer vom Verbrauch abhéangt,
sind auch kurze Verweilzeiten még-
lich. Kontaminationen im Leitungs-
netz waren trotz kontinuierlichen
Betriebes eines Speicher-Trinkwas-
sererwdrmers bei 60° C feststellbar,
durch 73° C fur 10 min aber in je-
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kommen der L. pneumophila abto-
ten kann, wurden die Tests mit o.g.
Versuchsanlage durchgefuihrt. Die
Kontaminationshéhe des System-
wassers in der Anlage lag bei ca. 102
KbE/ml. Bei 65° C im Desinfektions-
speicher (Einwirkzeit ca. 45 min) wur-
den beide Arten L. pneumophila
vollstandig inaktiviert.

Zusammenfassung

Im Ergebnis der Labor- und Praxis-

untersuchungen kénnen folgende

Schlussfolgerungen gezogen werden:

= L. pneumophila finden in Amoében
(A. castellanii, A. avara, H. vermi-
formis) bessere Uberlebens- und
Vermehrungsbedingungen als un-
geschitzt im Trinkwasser.

s Intraamobozytare weisen im di-
rekten Laborvergleich zu freile-
benden L. pneumophila eine ho-
here Temperatur-Toleranz auf.

= Im Labortest ergaben sich 71° Cin
10 min oder 72° Cin 5 min als mi-
nimale Temperatur-Zeit-Relation
zur Abtétung intraamoébozyterer
L. pneumophila. Bei 60° C wurde
in 20 min eine Reduktion um 7,9
log-Einheiten erreicht (verblei-
bende KbE: 2*10" pro ml).

= Der Praxistest ergab, dass das vor-

gegebene thermische Inaktivie-
rungsverfahren* sowohl plankto-
nische als auch intraamébozytare
L. pneumophila unter den vorlie-
genden Versuchsbedingungen voll-
standig inaktiviert.

Seit Etablierung dieses Vorgehens
im water saftey plan des Greifswal-
der Universitatsklinikums ist im sel-
tenen Fall einer beginnenden Legio-
nellenkontamination ausnahmslos
eine langfristig vollstandige Elimi-
nation gelungen.
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