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Vorkommen von Legionellen in
Gebauden KbE/I
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An RKI gemeldete Legionellosen

geschatzte Anzahl 15 000-30 000
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Europe: Rate per million population per year
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Legionnaires’ disease 2007-2008 (n=11,867)
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Einzelfalle
n=11.867

N

B Andere/ unbekannt
O Reise Uber die Grenze
O Reise innerhalb des Landes

B Ambulant erworben

B Nosokomial

Cluster/Outbreaks Cluster Falle n=890
n=243

C Lick IMMH TU Dresden

C A Joseph Euro Surveill. 2010;15
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Fall-Definitionen
bevorteilen CAP

> nosokomial
> ambulant erworben
> Reise-assoziiert

sporadische
Einzelerkrankungen

Gruppenerkrankungen
(7,5%)

» Cluster

» Epidemien

zeitlich begrenzt
hyperendemisch
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Biofilm

1.Eintrag aus Trinkwasserversorgung
2.Vermehrung auf Biofim in Protozoes (Komplexes Okosystem)

3.Freisetzen und mogliche Infektion

H.Y. Lau and N.J. Ashbolt Journal of Applied Microbiology 2009 QE‘E\ZE:%%CT';E




Okologie von Legionellen

Free legionellae
infect protozoa or
colonize biofilms

N
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- 4 Mitochondrion
\::]L L. pneumophila

- /.\— Lysosome

L. pneumophila
surrounded with mitochondrion
@ P and rough ER

L. pneumophila |
replicates in large
numbers

Transmls_su:n to POy
human via “aerosols [-"..-,'-: '
containing infectious Py
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particles” E
Excreted
vesicles

legionellae-filed  legionellae-filled

Intact Free legionellae

amoebae

AbuKwaik 2002
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dot/icm and pmi mutants
fuse with lysosome

Alle Legionellen
mussen sich in der
Umwelt vermehren

Amoben bestimmen
die Kolonisierung
eines Endstranges

Umweltresistenz

57 beschrieben
Spezies
— L.pneumophila
e Serogruppe 1
— MADb 3-1
positiv
— L.bozemanii
— L.micdadei

— L.longbeachae
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Ubertragung von Legionella:
Protozoen - aerogen

* Protozoen ermdglichen die Replikation von

Legionella
« KEIN extrazellulares Wachstum an /im Biofilm

* Protozoen setzen teilweise Vesikel <5um frei,

die virulente Legionellen enthalten

* Intrazellular gewachsene Legionellen sind
infektioser fur Zellkulturen und Versuchstiere
(ID50 steigt 100 -1000)

« Keine Ubertragung von Mensch zu Mensch

» Geringe Manifestationsrate in Epidemien (und

bei sporadischen Fallen)
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Legionellose

Erkrankungen:
— Pneumonie (Legionarskrankheit)
— Pontiac-Fieber

— Extrarespiratorische
Manifestationen

— Kiinisch inapparente
Serokonversion

Ubertragung:
— Direkte Inhalation
— Mikroaspiration

Reise nach Italien _ ! )
Kultur von L. pneumophila — Alimentar Kontakt tber
Sg1, MAbtyp Philadelphia Trinkwassser?

C Lick IMMH TU Dresden TECHNISCHEy /7
UNIVERSITAT/ )
DRESDEN



Transmission von Legionellen:
little and large particle theory

* large particle =
infizierte Amaoben

o Gute Adaptation an
intrazellulares Milieu

 Legionella-
Pneumonie

o little particles

e Schlechte Adaptation an
intrazellulares Milieu

o freie Legionellen
e viable but not culturable
e Pontiac-fever
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Serologische Typisierung - Legionella-lsolate
(nach Ursprung) 1986-2011
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BL.non-
pneumophila
OL.pneumophila 2-
15
OL.pneumophila Sg
1(MAb 3/1 neg)
OL.pneumophila Sg
1(MAb3/1 pos)
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Mab 3-1 positive
Stamme sind
virulenter

Molekulare Basis nicht
komplett verstanden

Hydrophobes LPS =
bessere Ubertragung

Ausbruchs-Stamme
sind MAb2 (3-1)
positiv
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Ausbriche Legionnaires” disease in Europa

Stafford

101 cases,

28 deaths, 1985
Lpl Knox ST 27

Barrow-in-Furness
87 cases,

7 deaths, 2002
Lpl Beni ST 78

Sarpsborg
/ 56 cases,
10 deaths, 2005

Air scrubber Lp

Gloucester

15 cases,

3 deaths, 1986
Lpl Phil/Alle ST 47

Kapellen
93 cases,
43 confirmed

5 deaths, 1999 Lp1 ??

e

Lens

86 cases

18 deaths, 2003-04
Lpl, Beni ST 15

1?27?

Kreuzfahrtschiff
8 cases,

1 deaths, 2005
1 case 2008
Lpl Knox ST 35

NRW-Berlin

7 cases,

1 deaths, 1981
Lpl Beni ST 184

Armavir
cases,
confirmed,

3 deaths, 1988
Lpl Phil, ST 36

In all outbreaks

SG1 MADb2 (3-1) positive

ULM

64 cases,

5 deaths, 2010
Lpl Knox ST 62

__—| Murcia

800 cases,

449 confirmed,
4 deaths, 2001
Lpl Phil, ST 36

C Lick IMMH TUD
Legionella-Labor

TECHNISCHE /78
UNIVERSITAT Fi
DRESDEN



Entstehung von Legionella-Infektionen

Anzahl der
Bakterien -

Stamm-spezifische

_ Amoben
Virulenz .

e
e

—

L.pneumophila Sg 1
MADb 2 (3/1)-Typ

Wirtsfaktoren
Transplantation, 7
Kortikosteroide, e

TNF alpha Antagonisten '
Schluckstérungen \ .
Alter, Raucher 5y
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Kultur von Legionellen aus Wasser

Direktansatz Subkultur
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Koloniemorphe von
Legionellen/Pseudomonas

Legionellen Pseudomonas
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Kultur von Legionellen: Autofluoreszenz

* Pigmente sind far Umweltbakterien typisch
* Gruppierung maoglich
« Keine Speziesbestimmung

L. rubrilucens
L. Erythra
L. dresdenensis

L. pneumophila
L. longbeachae

L. micdadei
L. feelei
L. bozemanii
L. anisa
C Ltick IMMH TUD L. dumoffii EE?\II-IENIJSICTI-E ﬁ*
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Mehrere Stamme im Wasser

L.pneumophila
O
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Legionella - Typisierung
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Prinzip der MALDI-TOF-MS-basierten
Identifikation von Proteinen und Peptiden

lineares Flugrohr

Detektor
— | —]

* ribosomale Proteine der
Kultur werden mit der
Matrix nach Beschuss mit
dem Laser desorbiert,
jonisiert und im elektrischen
Feld beschleunigt

e Auftrennung nach Ladung
und Masse im Flugrohr

Zum
Flugrahr {

? Dilftsirecke
* Fokussierungs-
_____ | _"‘,
Driftstrecke —_— ] — inse

Laserstrahl yﬂmm T

ot p‘ R e entsprechend ihrer Ladung
x3 /4 *Qt"# und Masse
Beschleunigungs- + | = 5 .‘ ].'.,Analjrlmalﬂ—l . .
srecke 9.0 Homplex e speziesspezifische
Targetplatte Massenspe ktren

Targetplatte

matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight mass spectrometry,
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MALDI-TOF Legionella

11/23/200 8:27:15 AM:  Connecting to MALDI Biotyper Client successhul.
11/23/2010 8:27:15 AM:  Connecting to flexControl successiul
11/23/2010 82715 AM:  Connecting to MALD| Biotwper Server: 'localhost’ successhul.

11/23/2010 8:38:28 AM: Starting MALDI Biotyper Processing

Autoxecute Run: D:\Methods'\AutoxS equences\ 312997 5-3dbec-4b55-a7 22-Baec 31 24078
Processing Method: BioTyper Preprocessing Standard Method

M5P Identification Method: BioTyper M5SP Identification Standard Method

Project: 23.11.2010_leg

11/23/2010 83840 AM: D \Methodsh\AubosS equencesh 3112997 a-3dbc-4b55-a7 22-Baecd

[EnpySelactmn] [ Copy Al I [ Clear &l ] [ Gwitch off scroling

[ Aboit J [V\ewﬂssulls] [ Cancel J [ Help
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Shats: | 40 /| 40§ Added| 200 Freq 00 2 ik . - a, a
7 9 1 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000 20000 miz
A ® e ) B I Ir 30
B ® | Autcecute | Sample Carier | Spectrometer | Detection | Processing | Setup | Calibration | Status |
C Shatus
D f{l: Instrument is operating
E @
- Processor Subsystem: Ready
v <
F ) @ @ High Vollage: Read,
G o8 ) 7
L B D & Laser and Trigger. LTB MNL100 (% 00281, Status: OK, Overall Shots: 7532668
H ﬁ t:'} ‘.”‘? ‘ Digitizer: Acairis DP105 Yersion 1.9 Temperature 42.00 °C Memory 262144 kB Serial 33152 Bus 16 Slot
et Wacuum: Ready
Spat; |GE:D |Geometw T -
Sample Carrier: I
Carier:  |G_B4876283 ASIE_4445 SRADOB4IEBS74RA4 | (4 |
Display Infa: Status Info

flesCorirel: MBT_FC.par

Far Help, press F1

Linear BDAL@DE
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MALDI-TOF Legionella

Analyte Name: 10193
Analyte Description:
Analyte ID:
Analyte Creation Date/ Time: 2010-11-23 08:29:42.937
Applied MSP Library(ies):
Applied Taxonomy Tree: Bruker Taxonomy
Rank Score
- Matched P.
(Quality) fehed Fattern Value
1 - oy o
(++) Legionella phila ssp ¢ yphila ATCC 33152T THL -
(f) Legionella yphila ssp g phila DSM 7513T DSM 1815
( 3) Legionella pneumophila ssp fraseri DSM 7514T DSM
(4) Arthrobacter pascens DSM 20545T DSM
( ? ) Legionella pneumophila ssp pascullei DSM 7515T DSM

Pseudomonas pertucinogena LMG 1874T HAM

Acinetobacter towneri DSM 14962T HAM

Enterococcus cecorum DSM 20683 DSM

Arthrobacter wolnwensis DSM 10495T DSM

Weeksella virosa LMG 12995T HAM

T
-
m
o
T
r4
o
0
- -
m
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Suche der Infektionsquelle

Patientenmaterial Wasserproben
2- 3 Kolonien mind. 10 Kolonien
] !

1. Serologische Typisierung bei L. pneumophila:
Serogruppe, MAb Subtyp

bzw. Speziesbestimmung:
MALDI-TOF, DNA-Sequenz (mip, 16S rRNA)

|
L 1

2. Genomisches Fingerprint: PFGE, AFLP, RAPD-PCR, SBT

Identitat >>> Ubertragung aus diesem Wassersystem

)

TECHNISCHE /7
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Was ist eine monoklonaler (MAb) Subtyp ?

* Reaktivitat mit einem Panel monoklonaler Antikorper

 Bezeichnung eines Typs nach eine Stamm mit diesem Muster z. B.
— 1,2,3 fur Knoxville
— 1, 2,5, 7 fur Benidorm
Dresden 8/5 3/1 10/6 8/4  20/1

Standard panel 1 2 3 4 5 6 7
Type strain (ATCC)

Philadelphia 1 (33152) +++ +++ 0 0 +++ +++ 0
Allentown 1 (43016) +++ +++ 0 0 +++ 0 0
Benidorm 030E (43108) +++ +++ 0 0 +++ 0 +++
Knoxville 1 (33153) +++ +++ +++ 0 0 ++ 0
France 5811 (43112) +++ +++ 0 0 0 0 0
OLDA (43109) e 0 0 0 0 Tk
Oxford 4032E (43110) +++ 0 0 0 0 +++ 0
Heysham 1 (43107) Stk 0 siistath 0 0 0 0
Camperdown 1 (43113) +++ 0 0 0 0 0 0
Bellingham 1 (43111) +++ 0 0 +++ 0 0 ++
Denver (Stout ,1988) St 0 it 0 0 +++ 0

TECHNISCHE /7
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Was iIst ein Sequenztyp ?

DNA-Sequenz
Gen A

GCTATCAGT 1
GCTAT AGT 2

GC ATCAGT 3
GC ATCAGT 3

C Lick IMMH TUD
Legionella-Labor

DNA-Sequenz DNA-Sequenz DNA-Sequenz
Gen B Gen C Gen D
GTCCGTATG

GTC GTATG A
GTCCGTATG A C
GTCCGTATG A

\4 v

DNA-Sequenz
Gen E

/

— -

SequenzA--SequenzB--SequenzC--SequenzD--SequenzE

Strain 1
Strain 2

Strain 3
— Strain 4
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Manche ST sind haufig in Europa und D
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Infektionsquellen Legionella-Pneumonien

Haufig Warmwassersysteme in der hauslichen Umgebung,
in Hotels, Badern, im Krankenhaus, etc. >> TWVo

Rickkuhlwerke mit ,feuchter Kthlung*®

Whirl Pools

Selten Thermalbader
Befeuchter (Lebensmittel), Inhalatoren
Zimmer/ Zierspringbrunnen

Sehr selten Geburtswannen

Magensptlsonde/ Transoesophageale Echo-Sonde , kontaminiert mit
Leitungswasser

Wundinfektionen

Dentaleinheiten
Strassenbearbeitungsmaschinen
Scheibenwischernanlage

(noch) nicht: Gewachshauser, Autowaschanlagen,

TECHNISCHE /7
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Nosokomialer Ausbruch Frankfurt/O

Anzahl d. Erkr.

ZLI.I.I S B - II ........ |

212, 814 1312, 17,1872, 2212,

Erkrankungsdatum

1Q = (Warm)wasserversorgung

— Legionella Menge initial bis 200/ml (20 000/100ml),

— Danach bis 15 /ml

— Warmwasserinstallation nah am Kaltwasser ( bis 28,7°C): >200/ml
 Epidemiestamm selten aber bis 2009 nachweisbar

— Lpl Knoxville ST182

— Lp 1 Philadelphia/OLDA ST1

— Lp6

— L. gormanis, L. anisa
* Ab August 2003 keine Erkrankungen mehr

@ TECHNISCHE /- 5s,
C Luck IMMH TUD DRESDEN.  \2
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Ausbruch auf Kreuzfahrtschiff

2003 8 Patienten
e 2x Kultur
— Lpl Knoxville, ST35

— bisher nur je 1xin D, NL,
Can

e Urin Ag positiv 5x
e AntikOrper positiv 3x

Disembarkation
Cuxhaven

39 Personen ohne Symptome
waren nach 6 Wochen
AntikOrper negativ

2008 erneuter Fall gleicher
W Confirmed case M Suspected case [ |fatal Stamm

TECHNISCHE
C Liick IMMH TUD K. BEYRER et al. Epidemiol. Infect. (2007), 135, 802—-810. UNIVERSITAT {| £
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Promenade Deck

Panorama Deck

# Bestatigter Fall
B ‘verdachtstall
A Kontrollperson

Atlantic Deck

Pacific Deck

{) Positiver Legionellen Nachweis (<1.000 KBE/L)
2% Positiver Legionellen Nachweis (>1.000 KBE/L)

LD-Ausbruch
Kreuzfahrtschiff

Kaltwasserproben: 46% positiv
Warmwasserproben: 36% positiv
2003
L. Spezies
L. pneumophila
Sg 1 (7x MADbtyp Oxford)
Sg 1 (2x MADbtyp Knoxville, ST35)
Whirlpool
Dusche beim Friseur
Sg 3, 5, 10 (54x)
2008
9/10 Wasserproben <100/100ml
Der ,Verursacher” kann selten sein

TECHNISCHE /- 5s,
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Case Hotel Cochem — Pat. Hannover

& File Edit Sequence Contig Project Features SMP  Met Search  Window Help -5

Position: 43 354 bp
160 170 150 190 z00 z10 zz0 230 240

e b by by by e e v by by e b e e b b e b b e b e e by by b e b

P Translate P Consensus GoALLAA ARG TG TG TTTCAGT TAATCCCATC T CTTTAAAGCC TTC T TGO T TAALAACATTGATAGCCAAGGCAATTTGGTTAAGCCAALGCTTT

w 11F2609_neuddoWH _BOS.abl(20-374) <

=
z

GGLALAL L GTGTCGTTTCAGTTAATCCCATCTCTTTALAGCC TTC TTGG TG TAALARACATTGATAGCCALAGGCAATTTGGTTAAGC CAALGCTTT

WA

GoAAAALAGTGTCGTTTCAGTTAAT CCCATCTCTTTALALGCC TTC TT GG TG TAALLAACATTGATAGCCALGGLAATTTGGTTAAGCCAAAGCTTT

S A

CoAAAALLAGTGTCGTTTCAGT TAAT CCCAT CTOCTTTAALGCC TTOCTT GG TOTALALAACATTGATAGCCALGGCAAT TTGGTTAAGCCARAGCTTT

- L1P2609_neuwbup A02.abl (20=374) —

-
=

w 11F2609_neudupWH_405.abl(18-372) —

OB |t FPe=E TLL

=
=

w L1P2609_neuddo EBOZ.abl (22:375) —

=
=

CoA LA AL g TG TOGT T T AGT TAAT CC AT C T T T TAAAGC C TTE T T GG T TAA AL A CATTOATAGC CALGGLALATTTGGTTAAGCCARAGCTTT
neud type 6.3edq(l>354) | GGLAAAMAAGTGTCGTTTCAGTTAGTCCCATCTCTTTAAAGCCTTCTTGGTGTAGAAGCATTGATAGCCALAGGCAATTTGGTTALGCCAGAGCTTT

Direkter Nachweis DNA nSBT aus Patienten:
Vergleich mit Wasserisolaten
Keine Ubereinstimmung

TECHNISCHE #7788,
C Luck IMMH TUD UNIVERSITAT || § <
DRESDEN
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2010 Ausbruch Ulm

FIGURE 1 « Daran denken Il
Age and sex distribution in patients with Legionnaires’ * Schnelle Diagnose durch
Eills_:.;g;. Ulm/Neu Ulm, Germany, as of 22 January 2010 chromatographischen Schnelltest
i  Bestatigung Urin AG-ELISA
:: 1 Female * PCR _
5 mm Male e Intensive Kulturversuche

— 8 Isolate von Patienten

— Alle Lp1, Latex-Agglutination
— Mabtype Knoxville

— Sequenztyp 62

L 1

12 9

Number of cases

09 101§ 20029 3039 4049 5059 G069 7079 Bo+

Age groups (years)
! ! 4 TECHNISCHE /#75%,
C Liick IMMH TUD Von Baum et al. Euro Surveill. 2010;15(4):1-2 .@ SEE‘QE:)’ESJTAT 3
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2010 Ausbruch Ulm

FIGURE 2 ~ « Infektionsquelle
Onset of disease in patients with Legionnaires’ disease, — Epidemiologisch keine
}Jlm!thﬁ L}]ml:, Germany, information available as of 22 gemeinsame ”Que”e“
anuary 2010, (n=46) .
S « Schwimmbad
. » Feier
ol  Reisen/ Hotel
— diffus Uber die Stadt verteilt
g — >>Ruckkuhlwerk
m .
o 8 — 9/30 Kultur Legionella pos
3 5 — bx Lpl
5| — 1x Mabtyp Knoxville, ST 62
¥ * Intermittierender Betrieb seit
1 Sommer 2009
 Wetterlage:
“'Mggggggggmgeaszeaem — Relativ warm
0o Y ao0oo [= I~ (=1 v o 222000 dn . .
SR SRRSIERSSEiSsiiisis — Dichte Wolkenschicht
i - 1- TECHNISCHE #7788,
C Luck IMMH TUD Von Baum et al. Euro Surveill. 2010;15(4):1-2 EEL‘Q%FESJTH ;:‘

Legionella-Labor



Nosokomiale Legionellose
Rickkuhlwerk in Klinik, Deutschland, 2003

© Prof M. Exner

e Einzelfall im KH:
 Ambulant tibertragbar

* L. pneumophila Sg1, Mabtyp Knoxville, ST 31 einmalig bisher
 Abstand Balkon — RKW ca 70m

« Die Ubertragung vermutlich durch Inversionswetterlage gefordert
 Im KH Wasser andere Stamme: Lp 2-14

TECHNISCHE /-5
c Lick imvmH Tup | Engelhart et al. IJHEM 2008 UNIVERS ITAT (| &35
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Legionella in Trinkwassersystemen:
Wann mussen wir sie furchten ?

* Epidemiologie beginnt mit der Diagnose
— 700 gemeldete versus mind.10 000 geschatzte Falle
» Diagnostische Methoden sind besser als ihr Ruf
* Aufmerksamkeit
* Legionellen im Wasser
— Infektion - kann sein — muss aber nicht
— Ist es wichtiger Infektionen zu detektieren als Legionellen im Wasser ?
* Routine Wasserkontrollen
— ImKH ja
— Sonstiges Umfeld ??

|
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Legionella in Trinkwassersystemen:
Wann mussen wir sie furchten ?

« Virulente Legionellen
— Kommen auch ohne Erkrankungen vor oder
— finden wir die Erkrankungen nicht
 Keimzahl im Wasser kann schwanken - 10 -100 fach
— Unterschiedliche “Virulenz*
— Pradiktion von ,Markern*
e gut bei klinischen Stammen
 Von Umweltstammen schlecht
 Fokussieren auf ,virulente Klone* ??
— Mab2, 3-1 positiv
— Sequenztyp
— Non-pneumophila Spezies

TECHNISCHE ~ =\
C Luck IMMH TUD @ UNIVERSITAT {( ¢
DRESDEN 7
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Nationales Konsiliarlabor ftr Legionellen

e Technische Universitat Dresden

« Institut f. Medizinische Mikrobiologie u. Hygiene
e Dr. Christian Llck

 Fiedlerstr. 42

e 01307 Dresden

e Tel.: 0351- 458- 6580/ 6213 Fax: 0351- 458- 6310

e e-mail: Christian.Lueck@tu-dresden.de
» http://www.konsiliarlabor-legionella.de
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