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Ausloser Legionellose-Ausbruch Warstein 2013

m Hohe Legionellen-Konzentrationen auch im Abwasser
(Brauerei-Abwasser und nachgeschaltete kommunale Klaranlage)
und Gewasser mit Entnahmen fur Verdunstungskuhlanlagen
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BImSchV — Hintergrund

‘ Legionellose-Ausbruch in Ulm / Neu-Uim 2010

‘ Beginn VDI-RL 2047 Blatt 2

Legionellose-Ausbruch Warstein 2013 |

‘ Bundesrats-Initiative NRW / Beschluss (2013/2014)

‘ Beginn der Verordnungserarbeitung durch BMUB

‘ Bundesregierung beschlleBt 42. BImSchV (22.03. 2017)

Inkraftgetreten: 19.08.2017 (ausgenommen § 13)
Inkraftgetreten § 13 Anzeigepflichten: 19.07.2018 i
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Allgemeine Anforderungen

m Laboruntersuchungen und Probenahmen durch akkreditierte
Pruflabore; bzgl. Legionellen: genormten Verfahren,
Berucksichtigung UBA-Empfehlung




Akkreditierte (Pruflabore bzw.) Inspektionsstellen

m Akkreditierung durch die Deutsche Akkreditierungsstelle, DAkkS

Akkreditierte Stellen (DAkkS) https://www.dakks.de/content/akkreditierte-stellen-dakks

Letzte Aktualisierung: 24.08.2018 05:30:01 SUCh beg rlﬂ: ||42. Blmschvu

Volltextsuche, inkl. Urkunden-Anlage

[42. BImSchv |

Regnr Adresse { Mame, Telefon, E-Mail ) Sachgebietsnummer

Akkreditierungsbereich zusatzlich ausgeben?
0 peutsch O Englisch O Deutsch und Englisch ® Nein

GroB- und Kleinschreibung beachten? O Ja® Nein

Anzahl der Ergebnisse pro Seite ® 250 500 750 100

Suchen Alles zuriicksetzen

Art der Akkreditierung Lander

H
fmzmaterialhersteller Stand 0203201 9

150 1?034 Referenzmate rialhersteller

150 151589 Medizinische Labore o
ISO/IEC 17020 Inspektionsstellen PrUfIabore
- 143 Stellen
]
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Konzeption

GVPC-Agar

Matrix: Abwasser Matrix: Kiihlwasser

m Einsatz nativer Legionellen-haltiger Matrix (Abwasser, Kuhlwasser)

m Erzeugung von mindestens 3 Proben mit unterschiedlichen
Konzentrationsniveaus

m Erwartete Anzahl an Kolonien lassen nach DIN EN ISO 8199:2008 mit
einem statistisch sicheren Ergebnis rechnen



Konzeption

GVPC-Agar

Matrix: Abwasser Matrix: Kiihlwasser

m 2 Proben pro Teilnehmer + 1 Referenzgefal fiUr Temperaturmessung

m Erfolgreiches bestehen bei 2/2 Ergebnissen innerhalb des
Toleranzbereiches

m MitgefUhrtes Formblatt dient zur Erhebung zusatzlicher Informationen bzgl.
angewendeter Methode sowie verwendeter Verbrauchsmittel

m Wichtige zusatzliche Hinweise befinden sich im jeweiligen Abschlussbericht



Konzeption

GVPC-Agar

Matrix: Abwasser Matrix: Kiihlwasser

Herausforderungen fur das LANUV bei der Verwendung nativer Proben:
|dentifizierung potentieller Legionellen-haltiger Abwasser/Kuhlwasser
Tauglichkeit hinsichtlich statistisch sicherer Ergebnisse

Gewahrleistung Homogenitat und Stabilitat bzgl. der angebotenen Parameter
Termingerechte Verflgbarkeit

Herausforderungen fur die Teilnehmer;

Auseinandersetzung mit einer ,schwierigen“ Matrix und ggf. neuen Methoden

RV 2017: ISO 11731:1998
RV 2018 ff.: 1SO 11731:2017, bei Kuhlwasser in Kombination mit UBA-Empfehlung Juni 2017




Rahmenbedingungen

Ringversuch Matrix Abwasser (2017): el /4

Rahmenbedingungen
Ringversuch ,Legionellen und allgemeine Koloniezahl in Kiihlwasser*

Leglonella spp 2o
Methode: 1SO 11731:1998

Ringversuchsveranstalter: Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz -

¢ Angabe des Ergebnls I[glr:r';:\z’s:Rm 45659 Recklinghausen
Einzelwerte der Vorbehandlungen (unbehandelt, Saure, Hitze) ersissle flunanstate ©, 47081 Do
. . Grundlagen: Erlass des Ministeriums fir Klimaschutz, Umwelt, Natur und
Angabe des Endergebnis in KBE/100 ml Verbraucharscuiz (WKULNVINR, Az V.7.06¢.0330000
* Formblatt mit zusatzlichen Angaben bzgl. der durchgefuhrten Methode Empteniung des Unweltoundesamtes zur Probenahine und
Nachweis von L 1in Verdunstt

lal n
Kihitdrmen und Nassabscheidern vom 02.06. 2017

Parameter: Legionelia spp. 1SO 117312017
Allgemeine Koloniezahl DIN EN IS0 6222:199%

Ringversuch Matrix Kuhlwasser (2018 ff.):

Probendetails: 2 Kihiwasserproben je Teilnehmer, d.h.
2 x 250 ml PE-Flaschen gefllit mit
mindestens 100 ml Probenvolumen sowie
1 Probenflasche zur Temperaturkontrolle

Leglonella spp

Anmeldeschiuss: 10. April 2019 (Email-Eingang)

Probes d: 24 Juni 2019 (Vi id per Exj dienst)
Methode: ISO 11731:2017 in Kombination mit der UBA-Empfehlung 5:%:5“ 25 n 200 bs 20 Uy
(Untersuchungsansatze nach Kapitel E.2 und E.3) Fstnitoste A, S B s uster

Angaben werden nicht akzeptiert!

* Angabe des Ergebnis: . o ,
. . . Arbeitsbereich: Maximale Legionellenkonzentration im Kihiwasser bis zu ca.
Endergebnis nach der Empfehlung des UBA mit Angabe der flr das KB DM e Kolonzat! i Kihwasser b 21 co.
Endergebnis ausgewahlten Kombination aus Verfahren und N : :BE’”'d e
. nalysenvertanren: |ernwen ung rolgender Vel ren Ist obligatornscl
Vorbehandlungen in KBE/100 ml Legioneli spp.

150 11731:2017, Water quality — Enumeration of Legioneila

H = H - vempfiichtend in Kombination mit der
« Formblatt mit zusatzlichen Angaben bzgl. der durchgefiihrten Methode Erpiening ies Umweliodesamies zur Probenatime und zum

Nachweis von Legionellen in Verdunstungskiihlanlagen,
Kihitdrmen und Nassabscheidern vom 02.06.2017. Es sind die
primar vorgegebenen Untersuchungsansitze nach vorgenannter
Empfehlung laut E.2 und E.3 durchzufiihren

AIIgemelne Koloniezahl
Methode: DIN EN I1SO 6222:1999

* Angabe des Ergebnis:
KBE/ml fur jede Inkubationstemperatur separat
Formblatt mit zusatzlichen Angaben bzgl. der durchgefuhrten Methode I e




Teilnehmerzahlen

Parameter | 1-2017 | 1-2018 | 22018 |___1-2019 | 22019 _

Matrix Abwasser

Legionella spp. 65 - - - In Planung
Matrix Kuhlwasser

Legionella spp. - 116 111 Anmeldung moglich  In Planung
Allg. Koloniezahl - 116 111 Anmeldung moglich  In Planung

Ringversuche in 2019:

1-2019:  Anmeldung moglich bis 10.04.2019; ggf. Teilnehmeranzahl limitiert

2-2019: in Planung bzgl. Termin und angebotener Matrix

"IIII



Versand

z Vorgaben:
- Einhaltung der Versandtemperatur von 5 + 3°C
2 Lieferung innerhalb von 24 Stunden

Lufttemperatur in Versandbox in °C

g ;h 4# Vorgehen:

Paketzustellung per Express in speziellen
LS OEILF PP T LT L L PL LSS SSH S q’.@ Versandethoxen

& S S & & ! [ S S S S
RO N I A I N VAR R I I SR P N

Transportzeitraum - 16.04.2018 (16:00 Uhr) - 17.04.2018 (12:00 Uhr)

Ergebnis:
s Einhaltung der Versandtemperatur:

7 (bzgl. gemeldeter Temperatur im mitgelieferten Referenzgefall)
15 1-2017: 95 %
s 1-2018: 96 %
10 2-2018: 95 %

Lufttemperaturin Versandbox in °C
g

; Lieferung innerhalb von 24 Stunden:

Z &g——A—l 1-2017: 100 %

2 1-2018: 100 %

 sssssssssssssss88888s 2-2018: 99 % (1Paket>24 1) I—
SEE e e eEasn e rFaBHE g I— I

Transportzeitraum - 13.08.2018 (16:00 Uhr) - 14.08.2018 (12:00 Uhr)




Ringversuch Abwasser - 2017

Probe 1
unbehandelt

Probe 2
unbehandelt

Probe 3
unbehandelt

- Drei Konzentrationsniveaus 103, 104 und 10° KBE/100 ml

- Zwei Schwierigkeitsgrade bzgl. Begleitflora
- Native Matrix: industrielle Abwasser




Ringversuch Abwasser - 2017

Unbehandelt

Hitzebehandelt

Unverd. 0,5 ml

Unverd. 0,1 ml

" - Vorbehandlung zur Minimierung bei ausgepragter Begleltflora notwendig
- Hltze und/oder Saure-Vorbehandlung zielfuhrend

| 0,1 ml 10" Verd. | 0,1 ml 10 Verd.

— sy

Labore

Erfolgreiche Teilnahme

2/3 Proben
3/3 Proben

44
17

27

100

68

26 mittlerer Schwierigkeitsgrad
42 hoher Schwierigkeitsgrad



Ringversuch Abwasser - 2017

m Relative Vergleichs-Standardabweichung bei Proben
mit mittleren Schwierigkeitsgrad gut bis akzeptabel (34 — 56 %)
mit hohem Schwierigkeitsgrad hohe analytische Unsicherheit (109 %)

Toleranzbereich

Zagewiesenér Wert

Relative Vergl.-Stdabw."

KBE/100 ml KBE/100 ml %

Probe1 | 2,36 x 10°-9,11 x 10° 4,64 x 10° 33,78
Probe 2 | 1,37 x 10°- 1,30 x 10’ 4,22 x 10° 56,33
Probe 3 | 5,68 x 10%- 4,35 x 10" 4.97 x 10° 108,45

1, relative Vergleichsstandardabweichung

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

1,00E+07
+ Teilnehmerkollektiv

M Expertenlabore
1,00E+06

E  1,00E+05 "
[=]
2 *
~ ¢
&
€ 1006404 eo gy g I T = -
g u ® . ® A0S - ® o. .
2 A * s ®
% 1,00E+03 *
8 .
3 ¢
= 1,00E+02 N
®
1,00E+01
0 10 20 30 40 50 60 70




Ringversuch Abwasser - 2017

m Moagliche Fehlerguellen

Verwendung der falschen Methode (DIN EN ISO 11731-2:2008)
Nicht zielflUhrende Vorbehandlungsschritte (Hitze-, Saurevorbehandlung)

Bsp.: Saurevorbehandlung; fehlende oder zu geringe pH-Wert-Absenkung
« Saure-Vorbehandlung
: Lo zielfUhrend, wenn pH-Wert-
Senkung auf Werte um 2,2
—o—sis erfolgreich (ISO 1731:1998!)
o0y B~ o Problem der Saure-
o Vorbehandlung mit ISO
- 11731:2017 i.d.R. geldst!
1,00E+01 * Nicht-Einhaltung der
Inkubationszeit von 5+0,5 min
s & = & =2 & &8 & a4 fuhrt ggf. zu Minderbefunden
PH bzgl. Legionellen

1,00E+04




Ringversuch Abwasser - 2017

m Mogliche Fehlerguellen

Bsp

.. Hitzevorbehandlung; nicht normgerechte Temperatur/Inkubationszeit

ng (%)
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35
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Ungenugende Unterdrickung der
Begleitflora durch nicht
normgerechte Einhaltung der
Inkubationszeit und -temperatur
Bei Uberschreitung der
Inkubationszeit und -temperatur
auch vermehrt Minderbefunde
bzgl. Legionellen moglich

Bsp.: Zu geringe Luftfeuchtigkeit bei der Inkubation

Bsp.: Erkennen von Umwelt-Legionella-Species; im Vergleich zu

L. pneumophila untypisches Wuchsverhalten und Koloniemorphologie




Ringversuch Abwasser - 2017

m Moagliche Fehlerguellen

Legionella pneumophila \ Legionella londiniensis

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



Ringversuch Kuhlwasser - 2018

Unbehandelt Hitze Saure

0,1 ml Ausplattiervolumen 0,1 ml Ausplattiervolumen 0,5 ml Ausplattiervolumen

- Drei Konzentrationsniveaus zwischen 103 und 10° KBE/100 ml im
Bereich der Mal3ihahmen- und Prufwerte nach 42. BImSchV

- Ein Schwierigkeitsgrad bzgl. Begleitflora

- Native Matrix: nicht desinfiziertes Kuhlwasser



Ringversuch Kuhlwasser - 2018

Unbehandelt

Hitze

Saure

0,1 ml Ausplattiervolumen 0,1 ml Ausplattiervolumen 0,5 ml Ausplattiervolumen

RV 01-2018 Labore 116
Erfolgreiche Teilnahme 95
RV 02-2018 Labore 111
Erfolgreiche Teilnahme 89

82 Geringe Messunsicherheit
100
80 Geringe Messunsicherheit



Ringversuch Kuhlwasser - 2018

m Vorbehandlung zur Minimierung bei ausgepragter Begleitflora
notwendig

m Oberflachenverfahren in Kombination mit Hitze- bzw.
Saurevorbehandlung zielfuhrend bei den erwarteten Konzentrationen

Anteil (%)
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> 90 % der Labore verwendeten
das Oberflachenverfahren

Hitzevorbehandlung favorisiert fur
Angabe des Endergebnisses




Ringversuch Kuhlwasser - 2018

m Relative Vergleichs-Standardabweichung
RV 1-2018 gut bis akzeptabel (36 - 45 %)
RV 2-2018 gut bis akzeptabel (36 - 40 %)

RV 1-2018
Einheit| Probe 1| Probe 2 Probe 3
zugewiesener Wert KBE/100 ml 10276 15683 5175
Soll-Standardabweichung KBE/100 ml 4568 6831 1876
relative Soll-Standardabweichung % 44 45 43,55 36,26
untere Toleranzgrenze KBE/100 ml 4224 6563 2506
obere Toleranzgrenze KBE/100 ml 25000 37475 10686
RV 2-2018 ) -
Einheit| Probe 1| Probe 2| Probe 3
zugewiesener Wert KBE/100 ml 48967 7773 17117
Soll-Standardabweichung KBE/100 ml 19634 2799 6608
relative Soll-Standardabweichung % 40,10 36,01 38,60
untere Toleranzgrenze KBE/100 ml 21960 3783 7909
obere Toleranzgrenze KBE/100 ml]| 109186 15972 37044
I
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Ringversuch Kuhlwasser - 2018

m 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/blofRes 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 ausbaufahig (ca. 20 — 30 % keine Rundung des Endergebnisses)
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Ausblick

L A N U v -_— Landesamt fiir Natur,
- Umwelt und Verbraucherschutz
Kompetenz fir ein Nordrhein-Westfalen
lebenswertes Land

Landesamt Natur m Klima Verbraucherschutz Suche | Finde ‘

Sie sind hier: Startseite LANUV » Umwelt » Umweltanalytik » Ringversuche » Ubersicht Ringversuche

mwelt
v Umweltanalytik Ubersicht Ringversuche
» ECHO - schnelle Matri Unterl
Relevanzprufung fur neue i Ringversuch atrix e
e Termine Parameter Federfiihrung

® Emissions- und

Immissionsuntersuchungen 2x JahrhCh

» Gewasser- mindestens 1x jahrlich Matrix Kihlwasser, alle 2 Jahre Matrix Abwasser
Spurenstoffsteckbriefe
» Non-Target-News Anmeldung bis: Unterlagen:
» Ringversuche 10.04.2019 Mf‘t"x: B Anmeldung
. Probenversand: Legionellen in Kohlwasser ) Rahmenbedingungen
— : 2406.2019 . Kiihlwasser - Pargmeter: Federfiihrung:
b Umweltanalytische o Juni 2019 Legionella spp. Landesamt fir Natur, Umwelt
Ringversuche Ergebnisabgabe bis: Allgemeine Koloniezahl und Verbraucherschutz
»  Trinkwasserringversuche 16.07.2019 (24 Uhr) Nordrhein-Westfalen
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Vielen Dank an das RV-Team und alle Teilnehmer!

Organisation und Auswertung
Frau Futterer

Frau Ulken

Frau Lange

Frau GroRmann

Durchfuhrung und Bewertung
Herr Schwanke

Frau Niggemann

Frau Hausmann

Frau Zanotta

Frau Moschnitschka




LAN UV = Landesamt fur Natur,
—— Umwelt und Verbraucherschutz
Kompetenz fir ein Nordrhein-Westfalen
lebenswertes Land

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
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