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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (ENISO 11731:2017) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 147 ,Water quality” in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 230 ,Wasseranalytik“ erarbeitet, dessen Sekretariat
von DIN (Deutschland) gehalten wird.

Das zustdndige deutsche Gremium ist der Unterausschuss NA 119-01-03-03 UA ,Mikrobiologie” des
Arbeitsausschusses NA 119-01-03 AA ,Wasseruntersuchung” im DIN-Normenausschuss Wasserwesen
(NAW).
Bezeichnung des Verfahrens:
Zahlung von Legionellen (K 23):
Verfahren DIN EN [SO 11731 — K 23
Fiir die in diesem Dokument zitierten internationalen Dokumente wird im Folgenden auf die
entsprechenden deutschen Dokumente hingewiesen:
ISO 3696 siehe DINISO 3696
1SO 8199 siehe DIN EN ISO 8199
[SO 11133 siehe DINENISO 11133
[SO 19458 siehe DIN EN ISO 19458

Anderungen
Gegeniiber DIN EN ISO 11731-2:2008-06 wurden folgende Anderungen vorgenommen:

a) die Verfahren nach 1SO11731:1998 und ENISO 11731:2008 wurden in diesem Dokument
zusammengefasst und iiberarbeitet, weitere Nahrmedien und Bestatigungsverfahren (siehe Anhénge)
wurden aufgenommen, um den erweiterten Anwendungsbereich abzudecken;

b) der Anwendungsbereich umfasst nun alle Arten von Wasser einschliefdlich Trinkwasser, Brauchwasser,
Abwasser und natiirliche Gewdasser sowie wasserhaltige Matrices, z. B. Biofilme, Sedimente usw.;

c) Legionellen in der Wasserprobe werden abhingig von der Herkunft/den Eigenschaften der Probe
entweder durch Membranfiltration konzentriert, verdiinnt oder direkt ausplattiert;

d) in Anhang] ist eine Entscheidungsmatrix zur Auswahl des geeigneten Verfahrens fiir die jeweilige Probe
festgelegt;

e) Proben, die voraussichtlich eine hohe Anzahl von Legionellen enthalten, z. B. wahrend der Untersuchung
eines Ausbruchs, konnen mit oder ohne Konzentrierungsschritte bearbeitet werden;

f)  zur Reduzierung von Stérungen konnen Anteile der Proben der Hitze- oder Sdurebehandlung oder einer
Kombination aus beiden Behandlungen unterzogen werden;

g) die Norm wurde redaktionell iiberarbeitet.
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Gegeniiber DIN EN ISO 11731: 2018-03 wurden folgende Korrekturen vorgenommen:

a) im AnhangH wurde der letzte Satz des 3. Absatzes wie folgt neu formuliert: ,Da die Bestimmung der
Robustheit auf Daten aus dem Ringversuch beruht, kann es sein, dass diese fiir nicht aufgestockte
natiirliche Proben nicht reprasentativ sind.”;

b) im AnhangH wurde der 3. Satz des 5. Absatzes wie folgt neu formuliert: ,Die Proben wurden unter
Anwendung des direkten Ausplattierens, der Membranfiltration mit direktem Aufbringen des
Membranfilters auf das Nahrmedium, der Membranfiltration mit einem anschlieffenden Abschwemmen
und Plattieren nach der Verdiinnung der Probe untersucht.”

c¢) 1im Bild J.1 ist bei Verfahren 7 ,Sdurebehandlung” und Kulturmedium A (BCYE-Agar) der Buchstabe R
durch den Buchstaben O zu ersetzen, da diese Kombination optional ist.

Friihere Ausgaben

DIN ENISO 11731-2: 2008-06
DINENISO 11731:2018-03
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Es ist erforderlich, bei den Untersuchungen nach dieser Norm Fachleute oder Facheinrichtungen
einzuschalten und bestehende Sicherheitsvorschriften zu beachten.

Bei Anwendung der Norm ist im Einzelfall je nach Aufgabenstellung zu priifen, ob und inwieweit die
Festlegung von zusdtzlichen Randbedingungen erforderlich ist.

Die vorliegende Norm enthdlt das vom DIN-Normenausschuss Wasserwesen (NAW) und von der
Wasserchemischen Gesellschaft - Fachgruppe in der Gesellschaft Deutscher Chemiker (GDCh) - gemeinsam
erarbeitete Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung:

Zahlung von Legionellen (K 23).
Die als DIN-Normen verdffentlichten Deutschen Einheitsverfahren sind bei der Beuth Verlag GmbH einzeln
oder zusammengefasst erhaltlich. Aufierdem werden die genormten Deutschen Einheitsverfahren in der
Loseblattsammlung ,Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung”

gemeinsam von der Beuth Verlag GmbH und der Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA publiziert.

Normen oder Norm-Entwiirfe mit dem Gruppentitel ,Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und
Schlammuntersuchung“ sind in folgende Gebiete (Haupttitel) aufgeteilt:

Allgemeine Angaben (Gruppe A)

Sensorische Verfahren (Gruppe B)

Physikalische und physikalisch-chemische Kenngrofden (Gruppe C)
Anionen (Gruppe D)

Kationen (Gruppe E)

Gemeinsam erfassbare Stoffgruppen (Gruppe F)

Gasformige Bestandteile (Gruppe G)

Summarische Wirkungs- und Stoffkenngréfden (Gruppe H)
Mikrobiologische Verfahren (Gruppe K)

Testverfahren mit Wasserorganismen (Gruppe L)
Biologisch-6kologische Gewasseruntersuchung (Gruppe M)
Einzelkomponenten (Gruppe P)

Schlamm und Sedimente (Gruppe S)

Suborganismische Testverfahren (Gruppe T)

Uber die bisher erschienenen Teile dieser Normen gibt die Geschiftsstelle des Normenausschusses

Wasserwesen (NAW) im DIN Deutsches Institut fiir Normung e.V., Telefon 030 2601-2448, oder die Beuth
Verlag GmbH, 10772 Berlin (Hausanschrift: Am DIN-Platz, Burggrafenstr. 6, 10787 Berlin), Auskun(ft.
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Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN EN ISO 8199, Wasserbeschaffenheit — Allgemeine Anleitung zur Zdhlung von Mikroorganismen durch
Kulturverfahren

DIN EN ISO 11133, Mikrobiologie von Lebensmitteln, Futtermitteln und Wasser — Vorbereitung, Herstellung,
Lagerung und Leistungspriifung von Ndhrmedien

DIN EN ISO 19458, Wasserbeschaffenheit — Probenahme fiir mikrobiologische Untersuchungen

DIN ISO 3696, Wasser fiir analytische Zwecke — Anforderungen und Priifungen
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EUROPAISCHE NORM ENISO 11731
EUROPEAN STANDARD
NORME EUROPEENNE Juni 2017

1CS07.100.20 Ersatz fiir EN 1SO 11731-2:2008

Deutsche Fassung

Wasserbeschaffenheit —
Zahlung von Legionellen (ISO 11731:2017)

Water quality — Qualité de I'eau —
Enumeration of Legionella (1SO 11731:2017) Dénombrement des Legionella (ISO 11731:2017)

Diese Europdische Norm wurde vom CEN am 12. Februar 2017 angenommen.

Die CEN-Mitglieder sind gehalten, die CEN/CENELEC-Geschaftsordnung zu erfiillen, in der die Bedingungen festgelegt sind, unter
denen dieser Europaischen Norm ohne jede Anderung der Status einer nationalen Norm zu geben ist. Auf dem letzten Stand
befindliche Listen dieser nationalen Normen mit ihren bibliographischen Angaben sind beim CEN-CENELEC-Management-
Zentrum oder bei jedem CEN-Mitglied auf Anfrage erhaltlich.

Diese Europdische Norm besteht in drei offiziellen Fassungen (Deutsch, Englisch, Franzdsisch). Eine Fassung in einer anderen
Sprache, die von einem CEN-Mitglied in eigener Verantwortung durch Ubersetzung in seine Landessprache gemacht und dem
Management-Zentrum mitgeteilt worden ist, hat den gleichen Status wie die offiziellen Fassungen.

CEN-Mitglieder sind die nationalen Normungsinstitute von Belgien, Bulgarien, Ddnemark, Deutschland, der ehemaligen
jugoslawischen Republik Mazedonien, Estland, Finnland, Frankreich, Griechenland, Irland, Island, Italien, Kroatien, Lettland,
Litauen, Luxemburg, Malta, den Niederlanden, Norwegen, Osterreich, Polen, Portugal, Ruménien, Schweden, der Schweiz,
Serbien, der Slowakei, Slowenien, Spanien, der Tschechischen Republik, der Tiirkei, Ungarn, dem Vereinigten Konigreich und
Zypern.

. — |

EUROPAISCHES KOMITEE FUR NORMUNG
EUROPEAN COMMITTEE FOR STANDARDIZATION
COMITE EUROPEEN DE NORMALISATION

CEN-CENELEC Management-Zentrum: Avenue Marnix 17, B-1000 Briissel

Documents

Document Sharing Hub

Full document details: DIN EN ISO 11731:2019-03


http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-11731-2019-03
http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-11731-2019-03

DIN ENISO 11731:2019-03
EN IS0 11731:2017 (D)

Inhalt
Seite

Europaisches VOrWOort ... 4
0] 00 o 5
D0 0T U3 L 6
1 AnWendungsbereiCh .. —————————————————— 7
2 Normative VerweiSungen ......ccocuersmssmssessssssssessssssssssssssssas .7
3 5 o 7
4 Grundlage des Verfahrens.......un .8
4.1 AlIZEIMEINES ... AR AR R A RS S 8
4.2 LR 00 el L 8
4.3 27T e 1 0 8
5 Gerate und Glasgerate........um—————
6 Ndhrmedien und Reagenzien ...
7 50 W0 075 1 T2 1 10
8 DUrChflINTIUNG ...t A 10
8.1 Proben T, 10
8.2 Aufkonzentrierung von Wasserproben......sss 11
S 0 TV 1 3 1 1= 1 L, 11
8.2.2 Membranfiltration und direktes Aufbringen des Membranfilters auf Nihrmedien ..........cccoveue 11
8.2.3 Membranfiltration mit anschliefiendem Abschwemmen........cummmmmeme 11
8.3 Vorbehandlung der Probe........cnns w12
8.3.1 Warmebehandlung ... —————————————— 12
8.3.2 Sdurebehandlung.......———————————_ 12
8.4 QLT L0 ) ot 12
L ¥ 1 1= 10T ) T 12
8.4.2 Proben mit einer hohen Konzentration an Legionella-Spezies und einer geringen

Konzentration an storenden MiKroorganiSmen ... 12
8.4.3 Proben mit einer geringen Konzentration von Legionella-Spezies und einer geringen

Konzentration von storenden Mikroorganismen........mss 12
8.4.4 Proben mit einer hohen Konzentration an stérenden Mikroorganismen .13
8.4.5 Proben mit einer extrem hohen Konzentration an storenden Mikroorganismen.........cuueeens 13
L T T 4 ) o1 L 4o 13
8.4.7 Untersuchung der Platten ..., w13
8.5 Bestitigung verdachtiger Legionella-Kolonien auf Nahrmedien: BCYE-Agar und BCYE-cys

Agar AR R R R R RE 14
9 Angabe der ErgebniSSe ... s s s 14
10 UntersuchungsberiCht ... ———————————— 15
11 QUALIEALSSICRETIUNG ...t AR AR AR AR R R0 16
IV o) 14 =Y 0 U 16
11.2 Leistungspriifung von Nihrmedien fiir Legionella...........msmssssssessens 16
11.3  Vorbereitung der Arbeitskultur und Testsuspension fiir die Leistungsprifung..........ccuusessnenes 16
Anhang A (informativ) Legionella-Spezies 18

Documents

2

Full document details: DIN EN ISO 11731:2019-03

Document Sharing Hub


http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-11731-2019-03
http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-11731-2019-03

DIN ENISO 11731:2019-03
EN IS0 11731:2017 (D)

Anhang B (normativ) Nahrmedium ... .20
Anhang C (normativ) VerdiinnungsloSUNZEN .......ccosmmmmmmmmmsmsssssmsssssssssssssssssssnes 26
Anhang D (normativ) SAUrelosSung ... 27
Anhang E (informativ) Abschaben oder Abreiben der Bakterien von den Membranfiltern..........cuoueu. 28
Anhang F (informativ) Zentrifugationsverfahren e ——————— 29

Anhang G (informativ) Indirekter Inmunfluoreszenz-Antikérpertest fiir die Identifizierung von
LEGIONEIIA-SPOZIES weuvreeseresesesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssasasasasasasasasssasasasssssssasasEsERERERERERERERERERERERE S 30
Anhang H (informativ) Verfahrenskenndaten ... 33
Anhang I (informativ) Vorbehandlung von wasserhaltigen Matrices ... 37
Anhang ] (normativ) EntscheidungsSmatriX ... 38
L L) LD g 0D 45
Documents

Document SharingBHub

Full document details: DIN EN ISO 11731:2019-03


http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-11731-2019-03
http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-11731-2019-03

DIN ENISO 11731:2019-03
EN IS0 11731:2017 (D)

Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (ENISO 11731:2017) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 147 ,Water quality” in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 230 ,Wasseranalytik“ erarbeitet, dessen Sekretariat
von DIN gehalten wird.

Diese Europdische Norm muss den Status einer nationalen Norm erhalten, entweder durch Veroéffentlichung
eines identischen Textes oder durch Anerkennung bis Dezember 2017, und etwaige entgegenstehende
nationale Normen miissen bis Dezember 2017 zuriickgezogen werden.

Es wird auf die Moéglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren
konnen. CEN [und/oder CENELEC] ist/sind nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen
Patentrechte zu identifizieren.

Dieses Dokument ersetzt EN ISO 11731-2:2008.

Entsprechend der CEN-CENELEC-Geschiftsordnung sind die nationalen Normungsinstitute der folgenden
Lander gehalten, diese Europdische Norm zu tibernehmen: Belgien, Bulgarien, Danemark, Deutschland, die
ehemalige jugoslawische Republik Mazedonien, Estland, Finnland, Frankreich, Griechenland, Irland, Island,
[talien, Kroatien, Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, Niederlande, Norwegen, Osterreich, Polen, Portugal,
Rumadnien, Schweden, Schweiz, Serbien, Slowakei, Slowenien, Spanien, Tschechische Republik, Tiirkei,
Ungarn, Vereinigtes Kénigreich und Zypern.

Anerkennungsnotiz

Der Text von ISO 11731:2017 wurde von CEN als ENISO 11731:2017 ohne irgendeine Abdnderung
genehmigt.
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Vorwort

[SO (die Internationale Organisation fiir Normung) ist eine weltweite Vereinigung nationaler
Normungsorganisationen (ISO-Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung von Internationalen Normen wird
tiblicherweise von Technischen Komitees von ISO durchgefiihrt. Jede Mitgliedsorganisation, die Interesse an
einem Thema hat, fiir welches ein Technisches Komitee gegriindet wurde, hat das Recht, in diesem Komitee
vertreten zu sein. Internationale staatliche und nichtstaatliche Organisationen, die in engem Kontakt mit ISO
stehen, nehmen ebenfalls an der Arbeit teil. ISO arbeitet bei allen elektrotechnischen Themen eng mit der
Internationalen Elektrotechnischen Kommission (IEC) zusammen.

Die Verfahren, die bei der Entwicklung dieses Dokuments angewendet wurden und die fiir die weitere Pflege
vorgesehen sind, werden in den ISO/IEC-Direktiven, Teil 1 beschrieben. Es sollten insbesondere die
unterschiedlichen Annahmekriterien fiir die verschiedenen ISO Dokumentenarten beachtet werden. Dieses
Dokument wurde in Ubereinstimmung mit den Gestaltungsregeln der 1SO/IEC-Direktiven, Teil 2 erarbeitet
(siehe www.iso.org/directives).

Es wird auf die Moglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren
konnen. ISO ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren.
Details zu allen wahrend der Entwicklung des Dokuments identifizierten Patentrechten finden sich in der
Einleitung und/oder in der ISO-Liste der empfangenen Patenterklarungen (siehe www.iso.org/patents).

Jeder in diesem Dokument verwendete Handelsname dient nur zur Unterrichtung der Anwender und
bedeutet keine Anerkennung.

Eine Erlauterung zum freiwilligen Charakter von Normen, der Bedeutung ISO-spezifischer Begriffe und
Ausdriicke in Bezug auf Konformitdtsbewertungen sowie Informationen dartiber, wie ISO die Grundsatze der
Welthandelsorganisation (WTO) hinsichtlich technischer Handelshemmnisse (TBT) berticksichtigt, enthalt
der folgende Link: www.iso.org/iso/foreword.html.

Das fiir dieses Dokument verantwortliche Komitee ist ISO/TC 147 ,Water quality“, Subkommittee SC 4
»Microbiological methods".

Diese zweite Ausgabe von ISO 11731 ersetzt die erste Ausgabe von ISO 11731:1998 und ISO 11731-2:2004,
die technisch iiberarbeitet wurden.
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Einleitung

Nach dem ersten bekannten Ausbruch der Legionarskrankheit im Jahr 1976 wurde das isolierte Bakterium
Legionella pneumophila benannt. Legionellen werden weit verbreitet in der natiirlichen und kiinstlichen
aquatischen Umwelt, in Béden sowie in Kompost gefunden und kénnen zur Legionellose fiihren. Legionellen
konnen intrazelluldr in Protozoen wie Acanthamoeba castellanii, Hartmannella-Spezies oder Naegleria-
Spezies wachsen. Mindestens 61 verschiedene Legionella-Spezies wurden beschrieben. Es wurde berichtet,
dass bei 26 von diesen Spezies einige Stamme Menschen infizieren. Legionella pneumophila kann in
mindestens 15 verschiedene Serogruppen unterteilt werden; neun andere Spezies konnen ebenfalls in
mindestens zwei getrennte Serogruppen unterteilt werden. Die Uberwachung der Legionellen ist aus
Griinden der o6ffentlichen Gesundheit wichtig, um Quellen in der Umwelt zu identifizieren, die ein Risiko
hinsichtlich der Legionellose darstellen konnen, wie z.B. Verdunstungskiihltirme, Warm- und
Kaltwasserverteilungssysteme in Gebduden und in den dazugehorigen Einrichtungen, wie z.B.
Dental-Einheiten, Klimaanlagen, Spa-Pools usw. Von Bedeutung ist die Uberwachung auch fiir die
Validierung von Kontrollmaf3nahmen und fiir die laufende Verifizierung, ob die Kontrollen wirksam bleiben.
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WARNUNG — Anwender dieses Dokumentes sollten mit der iiblichen Laborpraxis vertraut sein.
Dieses Dokument gibt nicht vor, alle unter Umstianden mit der Anwendung des Verfahrens
verbundenen Sicherheitsaspekte anzusprechen. Es liegt in der Verantwortung des Arbeitgebers,
geeignete Sicherheits- und Schutzmafinahme zu schaffen und sicherzustellen, dass diese mit
nationalen Festlegungen iibereinstimmen.

WICHTIG — Es ist unbedingt erforderlich, bei Untersuchungen nach diesem Dokument Fachleute
oder Facheinrichtungen einzuschalten.

1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt Kultivierungsverfahren zur Isolierung von Legionella und Abschatzung ihrer Anzahl in
Wasserproben fest.

Diese Verfahren sind fiir alle Arten von Wasser, einschliefRlich Trinkwasser, Brauchwasser, Abwasser und
natiirliche Gewdsser, anwendbar. Diese Verfahren koénnen flir wasserhaltige Matrices, z.B. Biofilme,
Sedimente usw., verwendet werden.

Nicht alle Legionella-Spezies sind kultivierbar; deshalb werden mit den in dem vorliegenden Dokument
beschriebenen Verfahren nicht alle Spezies von Legionella gefunden.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente werden im Text in solcher Weise in Bezug genommen, dass einige Teile davon
oder ihr gesamter Inhalt Anforderungen des vorliegenden Dokuments darstellen. Bei datierten
Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte
Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments (einschlieRlich aller Anderungen).

ISO 3696, Water for analytical laboratory use — Specification and test methods
[SO 7704, Water quality — Evaluation of membrane filters used for microbiological analyses
[SO 8199, Water quality — General guidance on the enumeration of micro-organisms by culture

[SO 11133, Microbiology of food, animal feed and water — Preparation, production, storage and performance
testing of culture media

[SO 19458, Water quality — Sampling for microbiological analysis

3 Begriffe
Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die folgenden Begriffe.

[SO und IEC stellen terminologische Datenbanken fiir die Verwendung in der Normung unter den folgenden
Adressen bereit:

— IS0 Online Browsing Platform: unter http://www.iso.org/obp
— IEC Electropedia: unter http://www.electropedia.org/

31

Legionella

Gattung von Mikroorganismen, die normalerweise auf gepuffertem Aktivkohle-Hefeextrakt-Agar (BCYE-
Agar, en: buffered charcoal yeast extract agar) mit L-Cystein und Eisen(III)-Salzen wachstumsfahig sind

Anmerkung 1 zum Begriff:  Fiir eine detailliertere Beschreibung der Legionella-Spezies siehe Anhang A.
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4 Grundlage des Verfahrens

4.1 Allgemeines

Legionella in der Wasserprobe werden abhdngig von der Herkunft/den Eigenschaften der Probe durch
Membranfiltration aufkonzentriert, verdiinnt oder direkt ausplattiert. Die gewlinschte Nachweisgrenze kann
in Abhangigkeit von der (inter-)nationalen Gesetzgebung und dem Grund fiir die Probenahme oder
Untersuchung variieren. Proben, die voraussichtlich eine hohe Anzahl von Legionellen enthalten,
beispielsweise diejenigen, die wahrend der Untersuchung eines Ausbruchs entnommen werden, kdnnen mit
und/oder ohne Konzentrierungsschritte bearbeitet werden. Zur Reduzierung des Wachstums der ebenfalls
konzentrierten Nicht-Zielbakterien, die die Wiederfindung der Zielorganismen, Legionellen, stoéren kénnen,
werden Teilproben auch einer Warmebehandlung, einer Sdaurebehandlung oder einer Kombination aus
beiden Behandlungen unterzogen.

Eine Verdlinnung ist notwendig, wenn hohe Konzentrationen von Legionella und/oder andere Bakterien
erwartet werden. Einzelne Anteile der verdiinnten Probe sollten vorbehandelt werden; ein Anteil mit

Warme, ein zweiter mit Sdureldsung oder im Fall von extrem kontaminierten Proben mit einer Kombination
von Saurel6sung und Warme vor der Kultivierung auf Selektivmedien.

Behandelte und/oder unbehandelte Anteile der Probe werden auf Platten des gewdhlten selektiven
Nahrmediums fiir Legionella iibertragen und bebrtitet.

ANMERKUNG  Eine mechanische Vorbehandlung der Probe kann die Wiederfindung von Legionellen verbessern.
4.2 Untersuchung

Nach der Bebriitung werden morphologisch charakteristische Kolonien auf dem selektiven Nahrmedium als
verdachtige Legionella betrachtet.

4.3 Bestitigung

Verdachtige Kolonien werden durch Subkultivierung mit Nachweis des L-Cystein- und Eisen(IIl)-Bedarfs als
Legionella bestétigt.

ANMERKUNG  Sofern die Identifizierung von Spezies und Serotypen gefordert wird, werden weitere Untersuchungen
erforderlich (siehe AnhangG). Diese Untersuchungen sind nicht Teil der in diesem Dokument beschriebenen
Standardverfahren.

5 Gerate und Glasgerite

Ubliche Laborausriistung und insbesondere Folgendes:

5.1 Sterile Petrischalen.

5.2 Brutschrank, auf (36 + 2) °C thermostatisierbar.

5.3 Ultraviolett-Lampe, abgestrahltes Licht mit einer Wellenlange von (360 + 20) nm.

5.4 Membranfilter-Ausriistung, geeignet zum Filtrieren von Wasservolumina von 10 ml bis 1 000 ml.

5.5 Membranfilter.

5.5.1 Membranfilter fiir Konzentration und Elution, Membranfilter aus Polycarbonat oder

Polyethersulfon, Durchmesser 47 mm bis 142 mm mit einer Nenngrofée der Poren von 0,2 um; siehe [6].
Diese Membranfiltern-Typen werden zur Konzentrierung mit anschlieffendem Abschwemmen verwendet.
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5.5.2 Membranfilter fiir die direkte Platzierung auf Nahrmedien, Membranfilter aus Cellulosenitrat
oder gemischten Celluloseestern, Durchmesser 47 mm bis 50 mm mit Nenngrofde der Poren 0,2 um oder
0,45 um. Diese Membranfilter-Typen werden fiir das direkte Auflegen auf Ndahrmedien nach dem Filtrieren
verwendet. Die Filter miissen vor der Anwendung nach ISO 7704 geprift werden.

ANMERKUNG  Schwarze Membranfilter geben einen besseren Kontrast zu den weiflen Legionella-Kolonien als
hellere Membranfilter.

5.6 pH-Messgerit, mit einer Fehlergrenze von 10,1 bei 20 °C bis 25 °C.
5.7 Vortexmixer.

5.8 Ultraschall-Wasserbad, geeignet zum Sicherstellen, dass der Fiillstand der Verdiinnungslésung, die
das Membranfilter bedeckt, unter dem Wasserpegel im Wasserbad liegt.

5.9 Wasserbad, auf (50 + 1) °C thermostatisierbar.
5.10 Glaswaren, sterilisiert nach ISO 8199.

5.11 Prapariermikroskop, stereoskopisch, mit einer mindestens 4-fachen Vergréfierung und schrag
einfallender Auflichtbeleuchtung,

ANMERKUNG  Eine Handlupe (Vergrofierung mindestens 4-fach) kann ebenfalls verwendet werden.
5.12 Desinfizierte Pinzetten, fiir die Handhabung der Membranfilter.

ANMERKUNG Ublicherweise werden Pinzetten mit abgerundeten Enden verwendet, um die Membranen bei der
Handhabung nicht zu beschédigen.

5.13 Steriler Behalter mit Schraubverschluss, mit oder ohne sterile Glasperlen. Um eine maximale
Ablésung der Legionellen vom Membranfilter sicherzustellen, konnen sterile Glasperlen (Durchmesser 2 mm
bis 3 mm) in den sterilen Behalter gegeben werden. Es werden ausreichend sterile Glasperlen in den sterilen
Behalter gegeben, um den Boden des Behalters zu bedecken.

6 Nahrmedien und Reagenzien

Zur Herstellung von Ndhrmedien und Reagenzien sind, wenn nicht anders angegeben, Chemikalien des
Reinheitsgrades ,zur Analyse“ zu verwenden (siehe Anmerkung). Die Nahrmedien und Reagenzien werden
nach den in den Anhdngen B, C und D angegebenen Anweisungen hergestellt. Ndhrmedien sind mit
destilliertem oder demineralisiertem Wasser, das frei von Substanzen ist, die das Wachstum von

Mikroorganismen unter den Untersuchungsbedingungen beeinflussen konnten, herzustellen. Das Wasser
muss mit den Anforderungen von ISO 3696, Qualitat 3, libereinstimmen.

Alternativ sind im Handel erhaltliche Nahrmedien und Reagenzien zu verwenden, die entsprechend den
Anweisungen des Herstellers hergestellt und verwendet werden.

ANMERKUNG  Chemikalien eines anderen Reinheitsgrades konnen verwendet werden, sofern gezeigt wurde, dass sie
die gleiche Leistungsfiahigkeit in der Untersuchung aufweisen.

6.1 Nihrmedium.

Siehe Anhang B.

6.1.1 Gepufferter Aktivkohle-Hefeextrakt-Agar (en: Buffered Charcoal Yeast Extract agar, BCYE-Agar).
Siehe B.1.
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6.1.2 Gepufferter Aktivkohle-Hefeextrakt-Agar ohne L-Cystein (BCYE-Cys).
Siehe B.2.

ANMERKUNG  Blutagar (siehe B.6), Nahrstoffagar (siehe B.7) oder Trypton-Soja-Agar (siehe B.8) kénnen statt BCYE-
Cys-Agar verwendet werden.

6.1.3 Gepufferter Aktivkohle-Hefeextrakt-Agar mit Selektivsupplementen (BCYE+4AB-Agar).
Siehe B.3.

6.1.4 Glycin-Vancomycin-Polymyxin B-Cycloheximid-Agar (GVPC-Agar).

Siehe B.4.

6.1.5 Modifizierter Agar nach Wadowsky und Yee (en: Modified Wadowsky Yee agar, MWY-Agar).
Siehe B.5.

6.2 Verdiinnungslosungen.

Siehe Anhang C.

6.2.1 Salzlésung nach Page.

Siehe C.1.

6.2.2 Verdiinnte Ringer-Lésung.

Siehe C.2.

6.3 Saureldsung.

Siehe Anhang D.

7 Probenahme

Probenahme, Transport und Lagerung der Proben erfolgen nach ISO 19458. Es ist darauf zu achten, dass die
Proben keinen beeintrichtigenden Temperaturbedingungen ausgesetzt werden (z. B. ein Einfrieren oder
Uberhitzen).

ANMERKUNG Die Verwendung von isolierten Transportbehaltnissen ist in dieser Hinsicht hilfreich.

8 Durchfiihrung
8.1 Proben

Aufgrund der komplexen Natur der unterschiedlichen Probenmatrices muss das Labor das geeignete Ver-
fahren fiir jeden Probentyp bestimmen. Anhang] enthélt eine Entscheidungsmatrix, die dabei hilft, das
geeignete Verfahren zu bestimmen. Anhang ] beschreibt die Anforderungen und liefert zusatzliche Moglich-
keiten.

Zur Sicherstellung des Nachweises von Legionellen aus Wasserproben wird in den meisten Fallen ein
Konzentrierungsverfahren durch Membranfiltration (siehe8.2.2 oder 8.2.3) erforderlich. Ist die
Konzentration der Legionellen voraussichtlich gréfer als 104 KBE/1 kann auch das direkte Ausplattieren der
nicht konzentrierten Probe durchgefiihrt werden. Stark kontaminierte Proben werden verdiinnt (siehe
Anhang C fiir geeignete Verdiinnungslosungen) und vor und nach Vorbehandlung (siehe 8.3) direkt
ausplattiert. Die Volumina der verdiinnten oder vorbehandelten Proben sind zu dokumentieren, genauso wie
die angewendete(n) Vorbehandlung(en).

Ist die Anzahl an Legionellen in den vorhandenen Proben nicht bekannt, werden {iiblicherweise
Konzentrierungsverfahren durchgefiihrt. Daher wird das Verfahren aus 8.2.2 oder 8.2.3 befolgt.
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