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Auslöser Legionellose-Ausbruch Warstein 2013

■ Hohe Legionellen-Konzentrationen auch im Abwasser
(Brauerei-Abwasser und nachgeschaltete kommunale Kläranlage) 
und Gewässer mit Entnahmen für Verdunstungskühlanlagen 

Mit freundlicher Genehmigung durch Dr. Barbara Dericks, LANUV NRW, FB 57

Erlass (Az.: IV-7-094-033-0000) MKULNV NRW zur regelmäßigen Durchführung von Ringversuchen für den Parameter
Legionella spp. in belasteten Wässern (Umweltmatrices bzw. Matrices mit erhöhtem analytischen Schwierigkeitsgrad)



42. BImSchV – Hintergrund

Inkraftgetreten: 19.08.2017 (ausgenommen § 13) 

Legionellose-Ausbruch in Ulm / Neu-Ulm 2010

Beginn VDI-RL 2047 Blatt 2

Legionellose-Ausbruch Warstein 2013

Bundesrats-Initiative NRW / Beschluss (2013/2014) 

Beginn der Verordnungserarbeitung durch BMUB

Bundesregierung beschließt 42. BImSchV (22.03.2017)

Inkraftgetreten § 13 Anzeigepflichten: 19.07.2018 



Allgemeine Anforderungen

■ Laboruntersuchungen und Probenahmen durch akkreditierte 
Prüflabore; bzgl. Legionellen: genormten Verfahren, 
Berücksichtigung UBA-Empfehlung

Ziel: einheitliche Vorgaben, Vergleichbarkeit der Ergebnisse 
zwischen unterschiedlichen Labore gewährleisten



Akkreditierte (Prüflabore bzw.) Inspektionsstellen

https://www.dakks.de/content/akkreditierte-stellen-dakks

■ Akkreditierung durch die Deutsche Akkreditierungsstelle, DAkkS

Mit freundlicher Genehmigung durch Dr. Barbara Dericks, LANUV NRW, FB 57

Suchbegriff: "42. BImSchV"

Stand: 02.03.2019
Prüflabore

 143 Stellen



■ Einsatz nativer Legionellen-haltiger Matrix (Abwasser, Kühlwasser)
■ Native Probe gespikt mit charakterisierten Legionellen-Umweltisolaten bei 

zu niedrigen Legionellen-Konzentrationen
■ Erzeugung von mindestens 3 Proben mit unterschiedlichen 

Konzentrationsniveaus
■ Erwartete Anzahl an Kolonien lassen nach DIN EN ISO 8199:2008 mit 

einem statistisch sicheren Ergebnis rechnen

Konzeption

Matrix: Abwasser Matrix: Kühlwasser
GVPC-Agar GVPC-Agar



■ 2 (3) Proben pro Teilnehmer + 1 Referenzgefäß für Temperaturmessung
■ Erfolgreiches bestehen bei 2/2 (2/3) Ergebnissen innerhalb des 

Toleranzbereiches
■ Mitgeführtes Formblatt dient zur Erhebung zusätzlicher Informationen bzgl. 

angewendeter Methode sowie verwendeter Verbrauchsmittel
■ Wichtige zusätzliche Hinweise befinden sich im jeweiligen Abschlussbericht

Konzeption

Matrix: Abwasser Matrix: Kühlwasser
GVPC-Agar GVPC-Agar



Konzeption

Matrix: Abwasser Matrix: Kühlwasser
GVPC-Agar GVPC-Agar

Herausforderungen für das LANUV bei der Verwendung nativer Proben:
Identifizierung potentieller Legionellen-haltiger Abwässer/Kühlwässer
Tauglichkeit hinsichtlich statistisch sicherer Ergebnisse
Gewährleistung Homogenität und Stabilität bzgl. der angebotenen Parameter
Termingerechte Verfügbarkeit

Herausforderungen für die Teilnehmer:
Auseinandersetzung mit einer „schwierigen“ Matrix und ggf. neuen Methoden
RV 2017: ISO 11731:1998 
RV 2018 ff.: ISO 11731:2017, bei Kühlwasser in Kombination mit UBA-Empfehlung Juni 2017



Rahmenbedingungen
Ringversuch Matrix Abwasser (2017):

Legionella spp
• Methode: ISO 11731:1998
• Angabe des Ergebnis:

Einzelwerte der Vorbehandlungen (unbehandelt, Säure, Hitze) 
Angabe des Endergebnis in KBE/100 ml

• Formblatt mit zusätzlichen Angaben bzgl. der durchgeführten Methode

Ringversuch Matrix Kühlwasser (2018 ff.):

Legionella spp
• Methode: ISO 11731:2017 in Kombination mit der UBA-Empfehlung 

(Untersuchungsansätze nach Kapitel E.2 und E.3)
• Angabe des Ergebnis:

Endergebnis nach der Empfehlung des UBA mit Angabe der für das 
Endergebnis ausgewählten Kombination aus Verfahren und 
Vorbehandlungen in KBE/100 ml 

• Formblatt mit zusätzlichen Angaben bzgl. der durchgeführten Methode

Allgemeine Koloniezahl
• Methode: DIN EN ISO 6222:1999
• Angabe des Ergebnis:

KBE/ml für jede Inkubationstemperatur separat
Formblatt mit zusätzlichen Angaben bzgl. der durchgeführten Methode



Parameter 1-2017 1-2018 2-2018 1-2019 2-2019
Matrix Abwasser
Legionella spp. 65 - - - In Planung

Matrix Kühlwasser
Legionella spp. - 116 111 Anmeldung möglich In Planung

Allg. Koloniezahl - 116 111 Anmeldung möglich In Planung

Teilnehmerzahlen

Ringversuche in 2019:
1-2019: Anmeldung möglich bis 10.04.2019; ggf. Teilnehmeranzahl limitiert
2-2019: in Planung bzgl. Termin und angebotener Matrix



Versand
Vorgaben:
Einhaltung der Versandtemperatur von 5 + 3°C
Lieferung innerhalb von 24 Stunden

Ergebnis:
Einhaltung der Versandtemperatur:
(bzgl. gemeldeter Temperatur im mitgelieferten Referenzgefäß)

1-2017: 95 % 
1-2018:  96 % 
2-2018:  95 % 
Lieferung innerhalb von 24 Stunden:
1-2017: 100 %
1-2018: 100 %
2-2018:   99 % (1 Paket > 24 h)

Vorgehen:
Paketzustellung per Express in speziellen 
Versandkühlboxen



Ringversuch Abwasser - 2017

- Drei Konzentrationsniveaus 103, 104 und 105 KBE/100 ml
- Zwei Schwierigkeitsgrade bzgl. Begleitflora
- Native Matrix: industrielle Abwässer



Anzahl (N) Anteil (%) Bemerkung

Labore 65 100

Erfolgreiche Teilnahme 44 68
2/3 Proben 17 26 mittlerer Schwierigkeitsgrad

3/3 Proben 27 42 hoher Schwierigkeitsgrad 

Ringversuch Abwasser - 2017

- Vorbehandlung zur Minimierung bei ausgeprägter Begleitflora notwendig
- Hitze- und/oder Säure-Vorbehandlung zielführend



Ringversuch Abwasser - 2017
■ Relative Vergleichs-Standardabweichung bei Proben 

mit mittleren Schwierigkeitsgrad gut bis akzeptabel (34 – 56 %)
mit hohem Schwierigkeitsgrad hohe analytische Unsicherheit (109 %)

■ Laborvergleich mit Expertenlaboratorien im Bereich Abwasser am 
Beispiel Probe 3 ergaben deutlich geringere Ergebnisschwankungen



Ringversuch Abwasser - 2017
■ Mögliche Fehlerquellen

Verwendung der falschen Methode (DIN EN ISO 11731-2:2008)

Nicht zielführende Vorbehandlungsschritte (Hitze-, Säurevorbehandlung)

Bsp.: Säurevorbehandlung; fehlende oder zu geringe pH-Wert-Absenkung

• Säure-Vorbehandlung 
zielführend, wenn pH-Wert-
Senkung auf Werte um 2,2 
erfolgreich (ISO 1731:1998!!!)

• Problem der Säure-
Vorbehandlung mit ISO 
11731:2017 i.d.R. gelöst! 

• Nicht-Einhaltung der 
Inkubationszeit von 5+0,5 min 
führt ggf. zu Minderbefunden 
bzgl. Legionellen



Ringversuch Abwasser - 2017
■ Mögliche Fehlerquellen

Bsp.: Hitzevorbehandlung; nicht normgerechte Temperatur/Inkubationszeit

• Ungenügende Unterdrückung der 
Begleitflora durch nicht 
normgerechte Einhaltung der 
Inkubationszeit und  -temperatur

• Bei Überschreitung der 
Inkubationszeit und -temperatur 
auch vermehrt Minderbefunde 
bzgl. Legionellen möglich

Bsp.: Erkennen von Umwelt-Legionella-Species; im Vergleich zu 
L. pneumophila untypisches Wuchsverhalten und Koloniemorphologie

Bsp.: Zu geringe Luftfeuchtigkeit bei der Inkubation



Ringversuch Abwasser - 2017
■ Mögliche Fehlerquellen

Legionella pneumophila Legionella londiniensis

Inspektion der Primäragarplatten (GVPC-Agar) mittels Binokular sinnvoll!
Erfahrungsaufbau notwendig!



Ringversuch Kühlwasser - 2018

- Drei Konzentrationsniveaus zwischen 103 und 105 KBE/100 ml im 
Bereich der Maßnahmen- und Prüfwerte nach 42. BImSchV

- Ein Schwierigkeitsgrad bzgl. Begleitflora
- Native Matrix: nicht desinfiziertes Kühlwasser



Anzahl (N) Anteil (%) Bemerkung

RV 01-2018 Labore 116 100

Erfolgreiche Teilnahme 95 82 Geringe Messunsicherheit

RV 02-2018 Labore 111 100

Erfolgreiche Teilnahme 89 80 Geringe Messunsicherheit

Ringversuch Kühlwasser - 2018



Ringversuch Kühlwasser - 2018
■ Vorbehandlung zur Minimierung bei ausgeprägter Begleitflora

notwendig
■ Oberflächenverfahren in Kombination mit Hitze- bzw. 

Säurevorbehandlung zielführend bei den erwarteten Konzentrationen

RV 1-2018

> 90 % der Labore verwendeten 
das Oberflächenverfahren

Hitzevorbehandlung favorisiert für 
Angabe des Endergebnisses



Ringversuch Kühlwasser - 2018
■ Relative Vergleichs-Standardabweichung 

RV 1-2018 gut bis akzeptabel (36 - 45 %)
RV 2-2018 gut bis akzeptabel (36 - 40 %)

RV 1-2018

RV 2-2018



Ringversuch Kühlwasser - 2018
■ Anmerkungen:

Proben mit einem mittleren Schwierigkeitsgrad bzgl. Begleitflora

> 85 % der Labore ermittelten Ergebnisse mit einer geringen Messunsicherheit

Kein statistisch signifikanter Einfluss auf das Endergebnis durch die 
Begutachtungsmethode (mit Lupe/bloßes Auge)

Kein statistisch signifikanter Einfluss auf das Endergebnis bzgl. der verwendeten 
GVPC-Hersteller

Teilweise Verwendung deutlich geringerer Volumina beim 
Membranfiltrationsverfahren mit Auflegen (< 20 ml); bitte beachten Sie die 
Vorgaben der UBA-Empfehlung E.2 und E.3!

Angabe des Endergebnisses nach UBA-Empfehlung auf zwei signifikante Stellen 
noch ausbaufähig (ca. 20 – 30 % keine Rundung des Endergebnisses)



Ausblick

2x jährlich
mindestens 1x jährlich Matrix Kühlwasser, alle 2 Jahre Matrix Abwasser



Organisation und Auswertung
Frau Fütterer
Frau Ulken
Frau Lange
Frau Großmann

Durchführung und Bewertung
Herr Schwanke
Frau Niggemann
Frau Hausmann
Frau Zanotta
Frau Moschnitschka

Vielen Dank an das RV-Team und alle Teilnehmer!



Noch Fragen?
Dr. Susanne Grobe
Fachgebietsleiterin 64.6
Umweltmikrobiologie / wirkungsbezogene Analytik
susanne.grobe@lanuv.nrw.de

Dipl.-Biol. Bernd Schwanke
Laborleiter Umweltmikrobiologie
bernd.schwanke@lanuv.nrw.de

Wuhanstrasse 6
47051 Duisburg
www.lanuv.nrw.de

Bild: Legionella pneumophila Sg 1 Kolonie


