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Legionellen im Plattenbau

* Legionellen im Wasser

DrBSden. A“gStim Pla“e“hau * Keine gesicherte
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Erkrankung(en)
Hoher Einzeltiter

* Mieterin wollte
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Donaucenter kampft noch immer gegen Legionellen

MEU-ULM / sz - Das Legionellen-Problem im
Neu-Ulmer Donaucenter ist noch immer nicht
gelost. Seit Freitag versucht eine Spezialfirma,
mit Hilfe eines starken Desinfektionsmittels das
Wasserleitungssystem des Wohnkolosses am
Donauufer von den gefahrlichen
Krankheitserregern zu saubern. Die rund 500
Bewohner des Hochhauses dirfen deshalb bis
Montag weder duschen, noch sich mit
Leitungswasser waschen oder damit kochen.
Das Duschverbot besteht bereits seit mehreren
Monaten. Die extrem hohe Belastung des
Leitungswassers mit Legionellen wurde bereits
im November 2012 festgestellt. Seitdem wird
nach einer Ldsung for die Bewohner des knapp 40 Jahre alten Wohnkomplexes gesucht. Nach
Angaben des Gesundheitsamtes darf das Desinfektionsmittel nicht mit menschlichen
Schleimhauten in Berihrung kommen. Deshalb ist fur die Bewohner Kochen, Duschen,
Karperpflege und Zahneputzen mit Leitungswasser an diesem Wochenende tabu. Wie mehrfach
berichtet, kiinnen Legionellen, wenn sie mit Wasserbldschen eingeatmet werden, die gefahrliche
Legiondrskrankheit auslésen. Im Donaucenter wurde seit November aber kein solcher Krankheitsfall
bekannt.

(Aktualisiert: 01.07.2013 04:09)




Free legionellae
infect protozoa or
colonize biofilms

Transmission to
human via “aerosols
containing infectious
particles”

Okologie von Legionellen

L. pneumophila

surrounded with mitochondrion

O Lysosome
—\— Rough ER
— Mltochondnon
08 L pneumophila

and rough ER

L. pneumophila
replicates in large
numbers

Excreted
legionellae-filled
vesicles

Intact
legionellae-filled
amoebae

Free legionellae

dot/icm and pmi mutants
fuse with lysosome

AbuKwaik 2002

Alle Legionellen missen
sich in der Umwelt
vermehren

Amoben bestimmen die
Kolonisierung eines
Endstranges

Umweltresistenz

57 beschrieben Spezies
L.pneumophila
Serogruppe 1
MADb 3-1 positiv
L.bozemanii
L.micdadei
L.longbeachae
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Legionellose

e Erkrankungen:
Pneumonie (Legionarskrankheit)
Pontiac-Fieber
Extrarespiratorische Manifestationen
Klinisch inapparente Serokonversion
« Ubertragung:
Direkte Inhalation
Mikroaspiration
Alimentar Kontakt Gber Trinkwassser?

Nicht von Mensch zu Mensch

Reise nach Italien

Kultur von L. pneumophila * Therapie:

Sgl, MAbtyp Philadelphia Quinolone/ neue Makrolide
Kombination mit Rifampicin unnétig ?



Vorkommen von Legionellen in Gebduden KbE/I
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Serologische Typisierung - Legionella-lsolate
(nach Ursprung) 1986-2014

100% - * Mab 3-1 positive

o | _ Stamme sind virulenter
90% B L.non-pneumophila

80% - M L.pneumophila 2-15 |4 Molekulare Basis nicht

70% - B L pneumophila Sg 1 komplett verstanden
(MAb3/1 neg)

B L.pneumophila Sg 1
(MAb3/1 pos) * Hydrophobes LPS =

bessere Ubertragung

60% -

50% -

40% . )
e Ausbruchs-Stamme sind

30% - MAb?2 (3-1) positiv
20% -

10% 1

0% -

Ambulant

Reise-assoziiert
Nosokomial
Routine Wasser




An RKI gemeldete Legionellosen (22.09.15)
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Notification rates Legionnaires' disease EU/EEA
1995-2014 ( Daten ECDC)

14 -
12

10 -

n/million

guniay

oS gmm—N
e )
( =)
\ by BB 264 |

£/
W )
Ty 11



1987-2014

i ires’ Disease

ionnaires
(Daten ECDC)

Travel Associated Leg

953

947

1000

9200
800
700
600
500
400
300
200
100

12




Legionellose Falldefinitionen RKI (2015)
Labordiagnostischer Nachweis

Erregerisolierung nur aus Sekreten des Respirationstrakts (z.B. BAL, Trachealsekret,
Sputum), Lungengewebe oder Pleuraflissigkeit

Nukleinsdaurenachweis (z.B. PCR) nur aus resp. Material
Antigennachweis nur im Urin (z.B. ELISA, Immunchromatographie),

indirekter (serologischer) Nachweis:
Antikdrpernachweis mittels IFT (» deutliche Anderung (Titeranstieg) zwischen zwei Proben)

Antikorpernachweis mittels IFT (einmalig P deutlich erhohter Wert nur fiir den Nachweis von
Legionella pneumophila Serogruppe 1).

Antigennachweis in Sekreten des Respirationstrakts und

IgM- und IgG-Antikdrpernachweise mittels ELISA (auch Kombination) gelten wegen bisher
unzureichender Validierung nicht als labordiagnostischer Nachweis.

Epidemiologische Bestatigung: Epidemiologischer Zusammenhang mit labordiagnostisch
nachgewiesenen Infektion beim Menschen.

Bei Reise —Infektionen: (Hotel, Campingplatz, Schiff etc.) exakten Reisedaten
(Erkrankungsbeginn, Reisezeit, Hotelname mit Adresse etc.) erfassen.

Daten werden Uber das RKI an das Europdischen Netzwerk ELDSnet Gbermittelt. Ermittlung von
Hotels u. a. als Infektionsquellen mit nachfolgenden Uberwachungs und ggf.
Dekontaminationsmalinahmen.
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Reported cases of LD per million, by reporting
country, EU/EEA, 2013

IMMH
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Diagnostik Legionella-Infektionen

Kultur

Antigennachweis im Urin

Nachweis von DNA

Antigennachweis im respiratorischen Material

Nachweis von Antikdrpern im Patientenserum

iy
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Laboratory methods by reporting country, EU/EEA,

2012 (more than one method per case possible)

MW Culture

H Fourfold titre rise

M Direct
immunofluorescence

m PCR

m Single high titre

© Urinary antigen
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Kultur

Hoch spezifisch

¢ Keine Kolonisation

* Kontamination - pseudo- infections/outbreaks

Nachweis aller Spezies und Serogruppens of L. pneumophila

* Epidemiologische Untersuchung moglich
*  Doppelinfektionen

*  Auch unter Therapie positiv 5-7 Tage

Fur non-pneumophila Spezies geringere Sensitivitat
Dauer: 4-10 Tage

Sensitivitat: 5-60%

RV fliir Wasser

17



Molekularbiologischer Nachweis von Legionellen

* Nachweis von

Gattung etabliert (Spezifitat nicht absolut geklart)
Spezies etabliert

Serogruppe fur Sgl etabliert, flir andere Sg in Entwicklung
Klon fur einzelne Klone etabliert, wenige Daten

* Nachweis unabhangig von
Lagerung
Transport

Ringversuche bei INSTAND

18



Kultur von Legionellen aus klinischen Proben

Acid washing (5 min, pH = 2,2)
Hitzevorbehandlung (3 min 60 °C)

' Trachealsekret 271/96 |
auf BMPA-Agar

Antibiotika

Cefamandol,
Polymyxin B,
Vancomycin,
Anisomycin

« Anbehandlte Patienten: niedrigere
Anzuchtsrate

* Anzucht Non-pneumophila-spp.:
(aus Wasser) schwieriger

BAL Immer auch auf Legionella
Breiter kultureller Ansatz bei ,positiven” Patient

IMMH 19
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Legionella Infections detected by PCR

!

m L. longbeachae
W Legionella species

W L. pneumophila

IMMH

2009

Year and month

Murdoch et al. CID 2013;57(9):1275-81

Number of cases
of Legionnaires’
disease
throughout the
study period.

The arrow
indicates when
the routine
polymerase
chain reaction
testing strategy
was introduced
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Nachweis von Legionella-Antigen im Urin

Charakteristik des Urin-Antigens
ca. 10 kDa
Resistent gegentiber Proteinasen;
Hitze-stabil
Hauptkomponente: Lipopolysaccharid

Beginn und Dauer der Antigen-Ausscheidung
1-3 Tage nach Symptome
intermittierend oder kontinuierlich
42 Tage und langer nach Beginn der

Antibiotikatherapie - selten
keine Therapiekontrolle

Problem: Serogruppenspezifitat
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Urin-Antigen Nachweis

Urine antigen ist hochspezifisch mit ELISA
Immunochromatographic assays ?77?7

Hohe Sensitivitat bei
schweren Verlaufen Lpl,

MAb 2 /3-1 positive, adaquat zur Pravalenz
Reise-assoziiert und ambulant erworben (CAP)

Geringe/ moderate Sensitivitat in nicht schweren
Verlaufen Lp1l

Geringe/ moderate Sensitivitdt bei MAb 2 / 3-1 negativen
and non Lp1 Fallen

Sensitivitat hoch in Routine Laboratorien

23



Serologische Typisierung - Legionella-lsolate
(nach Ursprung) 1986-2014

100% - * Mab 3-1 positive

o | _ Stamme sind virulenter
90% B L.non-pneumophila

80% - M L.pneumophila 2-15 |4 Molekulare Basis nicht

70% - B L pneumophila Sg 1 komplett verstanden
(MAb3/1 neg)

B L.pneumophila Sg 1
(MAb3/1 pos) * Hydrophobes LPS =

bessere Ubertragung

60% -

50% -

40% . )
e Ausbruchs-Stamme sind

30% - MAb?2 (3-1) positiv
20% -

10% 1

0% -

Ambulant

Reise-assoziiert
Nosokomial
Routine Wasser
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Mikrobiologisches Monitoring zur Uberwachung
nosokomialer Legionellosen

Kultur von Wasser — Boiler und distalen Enden?

Kultur aus Wasserproben .
P Kultur negativ

positiv
| |
| |
Nachweis von Nachweis von Legionella Tests
Serogruppe 1 Serogruppe 2- “vorhalten” im
MAB 3-1 14, andere Kooperation/
positiv Spezies Referenzlabor

—

Urinantigentest ,vor
Ort“ KUItur/ DNA-

Nachweis
Kultur/ DNA-Nachweis

Yu,V.L.: 1998. Infect. Control Hosp. Epidemiol. 19:893-897, Allegheny County Health Dept. Richtlinie:

25



Infektionsquellen Legionella-Pneumonien

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

Ruckkuhlwerke mit ,feuchter Kihlung“ DIN 2047-2

Whirl Pools
Selten Thermalbader,
Befeuchter in Restaurants und Geschéaften (Lebensmittel), Inhalatoren
Zimmer-/ Zierspringbrunnen,
Sehr selten Geburtswannen
Magenspltlsonde/ Transoesophageale Echo-Sonde (Leitungswasser)
Wundinfektionen nach Baden, Eismaschinen
Dentaleinheiten
StralRenbefeuchtungsmaschinen
Scheibenwischeranlage ,

Gartenerde (L. longbeachae)
Autowaschanlagen,

(noch) nicht: Gewachshauser

26



Praktische Probleme bei der Typisierung von
Legionellen

IKZ: 2 bis 10 (bis 19 Tage)
Multiple Expositionsmaoglichkeiten
Untersuchung mehrerer Umweltproben ndtig

Vergleich von Patienten- und Umwelt-Stammen setzt idealerweise

Anzucht voraus
Alternativ — direktes SBT
Infektionsort oft nicht Wohnort- RKW ?

Umweltproben: Vorkommen mehrerer Stamme

(Spezies, Serogruppen, Genotypen)

Anzahl der zu untersuchenden Isolate

27



Suche der Infektionsquelle

Patientenmaterial Wasserproben
2-3 Kolonien 2 je Morphotyp
' Mind. 3 Probe 1

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

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

|
L 1

2. Genomisches Fingerprint:, SBT, prGE, AFLP, RAPD-PCR, WGS

Nicht unterscheidbar > Ubertragung aus dem Wassersystem

28



Was ist eine monoklonaler (MAb) Subtyp ?

Dresden 8/5 3/1 10/6 84 2011 °* Reaktivitat mit
Standard panel 1 2 3 4 5 6 7 einem Panel
Type strain (ATCC) monoklonaler
Philadelphia 1 (33152) +++ +++ 0 0 +++ +++ 0 Antikorper
AIIentovvn 1 (43016) +++ +++ 0 0 +++ 0 o . Bezeichnung
Benldgrm 030E (43108)  +++ +++ 0 0 +++ 0  +++ eines Typs
Knoxville 1 (33153) gt g Srl 0 0 b 0 nach eine
France 5811 (43112) +++ +++ 0 0 0 0 0 :
OLDA (43109) pt 0 0 0 0 4 e cammmi
Oxford 4032E (43110) +++ 0 0 0 0 44+ 0 diesem Muster
Heysham 1 (43107) T 0  +++ 0 0 0 0 z. B.
Camperdown 1 (43113)  +++ 0 0 0 0 0 0 1,2,3 fur
Bellingham 1 (43111) +++ 0 0 +++ 0 0 ++ Knoxville
Denver (Stout ,1988) +++ 0 +++ 0 0 +++ 0 1,2,5,7far

Benidorm

29



DNA-Sequenz
Gen A

Was ist ein Sequenztyp ?

DNA-Sequenz
Gen B

GTCCGTATG 1
GTC GTATG 2

GTCCGTATG 1
GTCCGTATG 1

DNA-Sequenz
Gen C

A4

DNA-Sequenz
Gen D

/

(@)

\4

DNA-Sequenz
Gen E

Strain 1
Strain 2

Strain 3
Strain 4

/

— — -




MADb - SBT - WGS

Country A Country B Country C
Clinical Patient Patient
1 2

investigations and
cases reported to
EWGLI

Environmental
investigations

Species
identification

mAb subgrouping
of L. pneumophila
sg 1 isolates

EWGLI molecular
typing of mAb
indistinguishable
isolates

L. pneumophila sg 1
Knoxville

ST2
6,10,19,3,19,4,9

L. pneumophila sg 1
Knoxville

ST2
6,10,19,3,19,4,9

Putative sources
Hotel B Hotel C

Cooling
tower

L. pneumophila L. pneumophila

L. pneumophila sg 1

L. pneumophila sg 1 L. pneumophila sg 1 Non-L. pneumophila sg 1
Knoxville NA

Knoxville Oxford

ST9 ST2 NA NA
3,10,1,3,14,9,11 6,10,19,3,19,4,9

I e

D Hotel B
————————— Possible source of outbreak

Exchange types...... not strains.

31



Epidemien und Cluster - E-burst 10.12.2013
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L. pneumophila  Patient Environmental strains

Genotyping of Strains SGLST - isolaes

(n=179)  Primary Secondary  %° test

isolated in the NL e

(n=182) (n=60)

47 74 B B NA
62 23 1 - 0.565
Primary prevention: 23 5 - 1 0.081
. 42 3 - 9 <0.001
Routineuntersuchung . - i o ses
Secondary prevention: ! 7 123 25 <0.001
9 6 2 2 0.239
Suche nach 1Q nach 45 10 i - 0.565
Erkrankung g: 3 - ! EEE:
109 4 - = NA
48 1 - 0.565
Schlussfolgerung. 146 ) ) | 0.081
,primary prevention efforts do j‘;; ; ) -
not include the most 36 | > - 0.415
important reservoir(s) causing 534 1 1 2 0.091
the transmission of L. - ' \ Lo
pneumophila in the 59 - g 2 0.720
Netherlands” 188 - 9 ' 0.269
492 - - 2 0.013
R66 - - 2 0.013
Euser et al. 2013 Eur JCM 177 = 5 - 0.195
1066 - 2 - 0.415
1120 - 2 0.415
Other sequence 12 20 9 NA

types



Distribution of ST among clinical isolates

m Water
m Patient
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Typisierung Wasser-Proben Warstein
238 Wasserproben untersucht, 17 positiv

20
Zufallig gepickt
18 W Lp2-14
16 - HLpl0
Lp1 Knox 600

12

M Lpl Knox 345
10
8
6
4
2 I

RKW Esser 1. RKW Esser 2. Kondens ZufliRe Esser FluB Wester  Klaranlage Klaranl Kldranlage Luft Kldranlage Warstein Brau
Brauerei Beleb.-Becken  Brauerei Stadt Stadt Nachtestung




Unterschiedliche Kolonie-Varianten im Wasser

Lp1l Knox ST 600
Lp2-14
Lpl Knox ST 345




Typing Clinical Respiratory Samples Julich

mﬂ PCRLp [ PCRsgl EEMMMEM
5

L14-312 R/E Isolat 1327 - 14 16 31 15 13 210

L14-312 DNA + 0 1327 11 14 16 31 15 13 210
5

L14-307 Isolat 1327 11 14 16 31 15 13 210

L14-307 DNA + 0 13277 - 14 16 31 - 13 210
5

L14-308 Isolat 1327 11 14 16 31 15 13 210

L14-308 DNA + 0 13277 - 14 - 31 15 - 210
5

L14-319 Isolat 1327 11 14 16 31 15 13 210

L14-308 DNA + 0 13277 - 14 - - 15 = 210

$14-19977 AkSgl 512 AkSg2-8 1024



AK-Verlauf einer Kultur-bestatigten Infektion durch
L.pneumophila Sg10

10000

1000

100

10

/ 20

—-1pl
——1p2-3,69,11-13/15
Lp4/8i14
Lpb
—¥—Lpl0

—8—non-Lp

256
128 _A15—128
’ ’
6
6ET  L/ET  2ET  &HE

Nosokomiale
Legionellose,
doppelseitige
Pneumonie;
DFA-positiy,
Urin-Antigen-positiv
Kultur-Lp10 positiv
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Typisierung Umweltisolate Jilich, 2014-15

120

L. osnabrueckensis, neue noch nicht puplizierte Spezies

L. oakridgensis

100 m L. gratiana

L. feeleii

m L. species / Differenzierung folgt

80
= L. pneumophila Sg 10

= L. pneumophila Sg 9

60 L. pneumophila Sg 6 Mabtyp Dresden

M L. pneumophila Sg 6 Mabtyp Chicago
. I L. pneumophila Sg 2-14, Sg 4 schwach positiv, kreuzreagierend, ST 1376

40 H L. pneumophila Sg 5, Mab 54-4 negativ, SBT 8;6;34;9;53;8; ST209

L. pneumophila Sg 4 Mabtyp Portland

L. pneumophila Sg 4 Mabtyp Los Angeles
20 __. I L. pneumophila Sg 2-14, Sg 5 negativ
N
DN

. pneumophila Sg 3

M L. pneumophila Sg 2-14, Sg 5 negativ, kreuzreagierend
| mL
& M L. pneumophila Sg 1 Mabtyp Bellingham
& .\‘;‘\. 6\‘3:& Q\§ H L. pneumophila Sg 1 Mabtyp Oxford
o~ M L. pneumophila Sg 1 Mabtyp Olda/Oxford
M L. pneumophila Sg 1, Mabtyp nicht bestimmt

“
«° ‘?‘ B L. nonpneumophila-Spezies, keine weitere Subkultur/Typisierung méglich

IMMH 39



Diagnostische Methoden bei Legionella-Infektionen

Klin. Diagnostische Fiir Diagnostik:
Material | Methode Fallbestatigung

Resp.
Proben:

Urin

Serum

)

Kultur:

gPCR Genus
gPCR Spezies
gPCR SG1

Antigen detektion IF
nSBT/Sequenz (ST)

ELISA, ICT
gPCR
gPCR

Antikorpernachweis

empfohlen

empfohlen
empfohlen

empfohlen

Wenig sensitiv

empfohlen
sinnlos

bedingt geeignet/
Sensitivitat

geeignet im Serumpaar

Fiur Epidemiologie

Feintypisierung
Ideal: Sg, MAb-Typ, ST

eingeschrankt
eingeschrankt

Nutzlich Sg 1/ Ausschluss andere
Sg /Spezies

in Ausnahmen: Sg, MAb-Typ

bei hoher DNA Konzentration:
sehr gut: ST

bei hoher Konzentration: MAb-Typ

sehr eingeschrankt

sehr eingeschrankt,
besondere Fille

40



Zusammenfassung

Epidemiologie beginnt mit der Diagnose
900 gemeldete versus mind.10 000 geschatzte Falle

Diagnostische Methoden sind besser als ihr Ruf
EBM 32006 - Kostenneutral bei Verdacht auf meldepfl. Erkr.

Aufmerksamkeit
Legionellen im Wasser

Infektion - kann sein — muss aber nicht
Ist es wichtiger Infektionen zu detektieren als Legionellen im Wasser ?

Typisierung

MAb
SBT, Chip

WGS
41



Auch wenn alle einer
Meinung sind, konnen alle
unrecht haben.

Bertrand Russel ( 1872-1970)
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Nationales Konsiliarlabor fiir Legionellen

Technische Universitat Dresden

Institut f. Medizinische Mikrobiologie u. Hygiene

Dr. Christian Luck

Fiedlerstr. 42

01307 Dresden

Tel.: 0351- 458- 16580/ 6213 Fax: 0351- 458- 6310

e-mail: Christian.Lueck@tu-dresden.de

http://www.konsiliarlabor-legionella.de
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