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Legionellen bei der Gagfah
Sachsische Zeitung 22/23.03.2014

2013 bei

248 von 964 Anlagen (25,7%)
war der technische
Malinahmewert uberschritten.

In einer Anlage
erst 20 0000/100ml

nach termischer Desinfektion
und ,Reparaturen” kurzfristig
auf 6000/ 100ml gesunken

Jetzt erneut 22 000/100ml

Gagfah:

,Wir unternehmen alles Notige
und Mogliche, um die
Legionellenprobleme
abzustellen®.

,2Wir sind auf die Mithilfe der
Mieter angewiesen”.
(Wasserhahne benutzen).
,oonst bleiben die Legionellen
in den Leitungen”

Gagfah hat Duschfilter
eingebaut

Duschverbot aufgehoben

TECHNISCHE
@ UNIVERSITAT
DRESDEN




Legionellen im Plattenbaugebiet

* Legionellen im Wasser
« Keine Erkrankungen

e Mieterin wollte Mietschulden
,sparen”

* Durch technische MalRhahmen der
Wohnungsgesellschaft
Nachweisrate von ca. 30% auf 1%
gesenkt

— Nachweisgrenze 10/ 100ml

TECHNISCHE
C Liick IMMH TUD @ UNIVERSITAT
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Vorkommen von Legionellen In
Gebauden KbE/I

m0 m1-1000 ™ 1000-10000 10000-100000 >100000
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Legionella-Befall
(retrograde Analyse von 76 000 Proben)

Partner bzw. Institutionen:

IHPH Bonn Dr.Pleischl, Dr.Koch, Prof.
Exner

Universitat Munster, Prof. Mathys

Niedersachsisches LGA; Hannover Dr.
Suchenwirth

Ing.-Blro fur Trinkwasserhygiene
Waldmann, Rodermark, IBW-H —Herr
Hentschel: GA Frankfurt, bundesweit
agierender Krankenhausbetreibers

Institut fur Medizinische Mikrobiologie und
Hygiene Dresden

Hygieneinstitut des Ruhrgebietes
Gelsenkirchen (DB Langer)

TUD Dr.-Ing. RUhling Fakultat Maschinenwesen Institut fir Energietechnik

UNIVERSITAT
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Legionella-Befall
(retrograde Analyse von 76 000 Proben)

TUD Dr.-Ing. Ruhling Fakultat Maschinenwesen Institut fur Energietechnik
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Legionella-Befall
(retrograde Analyse von 76 000 Proben)

C Lick IMMH TU Dresden @ TECHNISCHE
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Environmental follow-up status by setting of infection,

EU/EEA, 2011

Setting

Community-acquired
Domestic travel

Travel abroad
Healthcare associated
Other

Total

n % %
(environmental investigation Legionella found
status known) when site

investigated
1,196 17% 39%
163 23% 63%
160 18% 41%
134 35% 86%
o4 48% 88%
1,707 20% 51%

TECHNISCHE
UNIVERSITAT
DRESDEN



Biofilm

1.Eintrag aus Trinkwasserversorgung
2.Vermehrung auf Biofim in Protozoen (Komplexes Okosystem)
3.Freisetzen und mogliche Infektion

i : : NISCHE
H.Y. Lau and N.J. Ashbolt Journal of Applied Microbiology 2009 @ Eﬁ?ﬁsnéﬁm

DRESDEM



Amoben sind heimtuckisch

. TECHNISCHE
© Czichos @ UNIVERSITAT
DRESDEN




Okologie von Legionellen

C Lick IMMH TU Dresden

« Alle Legionellen
mussen 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

TECHNISCHE
UNIVERSITAT
DRESDEN

AbuKwaik 2002




Pathogenitat/ Virulenz

Bei manchen Bakterien ist
die Ursache ihrer
Pathogenitat ganz
offensichtlich

2

Andere haben ihre
Virulenzfaktoren noch
nicht preisgegeben

CHe he h_‘ he..)

/"

. TECHNISCHE
© Czichos @ UNIVERSITAT
DRESDEN




Distribution of the 10 novel Dot/lcm T4SS
effectors in 87 L. pneumophila isolates

« analyzed for the presence of
homologues of the novel L.
pneumophila 130b effectors ItpA
to ItpJ by PCR

e Class 1

— formed by the rare effectors ItpB,
ItpC, ItpE, ItpF, and ItpJ,

— detected in <15% of strains

£ « Class 2
5 e an) — contains the more prevalent
i (lpw_26201) | . . effectors ItpA, ItpD, ItpG, ItpH, and
0 20 40 60 80 100 Itpl,
Prevalence [%)] — found in 34% to 62% of isolates

dotA (Ipw_29401)
: ItpA (lpw_00581)
5’ ItpB (Ipw_02301)
° ItoC (Ipw_02381)
ltpD (low_03701)
ItpE (Ipw_04551)
o ItoF (low_16311)
106 (pw_20091)
: ltoH (lpw_20341)

no correlation between the presence of the novel effectors and the
clinical or environmental origin of the strains.

TECHNISCHE
C Liick IMMH TUD Schroeder et al. JB 2010 @ UNIVERSITAT
Legionella-Labor DRESDEN



Infektionsdosis fiir Legionella-Pneumonien im
Meerschweinchen Tiermodell

Aerogen (Phil) 12/12 Fieber 129 Berendt, 1980
Aerogen LD50 140 000

Intraperitoneal LD50 1 000 000

Stamm Corby aerogen 220 Jepras, 1985

Stamm Corby 100% letal, aerogen 4 000

Stamm Phil keine Letalitat, aerogen 1 000 0000

Stamm Corby, intratracheal, LD50 1000 Lack, unpubl.

Stamm Corby, intraperitoneal, LD50 3000 — 5000

Stamm Phil, intratracheal, LD50 n.t.
Stamm Phil, intraperitoneal, LD50 5 000 000

TECHNISCH

Extrazellular gewachsene Bakterien KbE = Bakterienzahl @ H:I%%RES’:TH



Legionella Diagnostik

« Kultur auf Spezialagar ,Sensitivitat 10-70%
« Urinantigennachweis (nur L. pneumophila Sg 1)
* Real-time PCR (in respiratorischen Proben)
— alle Legionella species (16s rRNA, 5s rRNA, mip)
— L. pneumophila 16S rRNA gene, mip gene
— Sg1 LPS gene
— clone specific Paris clone ( IS elements)
* Direktes Typisieren aus klinischen Proben

« SELTEN:

— Antigennachweis im respiratorischen Material
— Antikorpernachweis

UMIYERSITAT

C Lick IMMH TU Dresden @ TECHNISCHE
DRESDEM



Legionellose Falldefinitionen RKI (Entwurf 2014)
Labordiagnostischer Nachweis

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

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

indirekter (serologischer) Nachweis:

— Antikérpernachweis mittels IFT (» deutliche Anderung (Titeranstieg) zwischen
zwei Proben)

— Antikorpernachweis mittels IFT (einmalig » deutlich erhohter Wert nur flr den
Nachweis von Legionella pneumophila Serogruppe 1).

Antigennachweis in Sekreten des Respirationstrakts und

IgM- und IgG-Antikorpernachweise 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 Europaischen Netzwerk ELDSnet Ubermittelt.

c Lick mvMErmMIttlung von Hotels u. &. als Infektionsquellen mit nachfolgenden Uber@hm&cu

UMIVERSITAT

und ggf. Dekontaminationsmafinahmen. DRESDEN



An RKI gemeldete Legionellosen (1.4.13)
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Infektionsquellen Legionella-Pneumonien

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

Ruckkuhlwerke mit feuchter Kihlung®

Whirl Pools
Selten Thermalbader,
Befeuchter in Restaurants und Geschaften (Lebensmittel), Inhalatoren
Zimmer-/ Zierspringbrunnen,
Sehr selten Geburtswannen
Magenspulsonde/ Transoesophageale Echo-Sonde (Leitungswasser)
Wundinfektionen nach Baden, Eismaschinen
Dentaleinheiten
Strassenbefeuchtungsmaschinen
Scheibenwischernanlage ,

Gartenerde (L. longbeachae)
Autowaschanlagen,

cLa (noch) nicht: Gewachshauser

Legionena-Lapor —_ i —--



Serologische Typisierung - Legionella-lsolate

(nach Ursprung) 1986-2013
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Routine Wasser

M L.non-pneumophila
M L.pneumophila 2-15

B L.pneumophila Sg 1
(MAb 3/1 neg)

M L.pneumophila Sg 1
(MADb3/1 pos)

C Lick IMMH TUD
Legionella-Labor

Mab 3-1 positive
Stamme sind
virulenter

Molekulare Basis nicht
komplett verstanden

Hydrophobes LPS =
bessere Ubertragung

Ausbruchs-Stamme
sind MAb2 (3-1)
positiv

TECHNISCHE
UNIVERSITAT
DRESDEN




Phylogenetische Beziehungen zwischen 122 |
verschiedenen ST von L. pneumophila als

*Vergleich der Allelprofile (flaA, pilE, asd, mip, momp, proA, neuA)
* 18 klonale Komplexe
— Zugehorigkeit von 317 Isolaten zu klonaler Gruppe (70 ver. Sequenztypen)
— 79 Isolate Singeltons (52 ver. Sequenztypen) TECHNISCHE
c LadakMmtersirichen: fir Deutschland einzigartige Sequenztypen @ UMIYERSITAT
Legionella-Labor DRESUEN



E-burst Patientenisolate
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Verteilung von
ST (Klonen)

EWGLI Database
(Stand 3.10.2013)

5071 Klinische/
2706 Wasser Isolates
1577 ST

45% der Erkrankungen
durch 6 Klone:

Lokale Klone: ST182, 332,

334

“Unique” Klone konnnen
Erkrankungen /Ausbriche
verursachen

C Lick IMMH TUD
Legionella-Labor
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Ausbruch Warstein GA Soest

» 160 Pneumoniefalle vom 1. August
bis 6.September (bestatigt)

»2 (3) Todesfalle.

» Klinische Isolate von 7 Patienten:

»L. pneumophila, Serogruppe 1, Mab

Subtyp Knoxville, ST 345 (selten)

»Dieser Epidemiestamm wurde

gefunden
»2 RKW von 2 Firmen

»Klarwerk weiteren Umweltgellen.

»Nur ca. 10% der Wasser-Isolate

> Ein Mitarbeiter einer Firma
TECHNISCHE
@ UMIVERSITAT
erkrankt ORESDEN




(1) Empfehlungen fur die Durchfuhrung einer
Gefahrdungsanalyse gemaR

Trinkwasserverordnung (UBA 14.12.2012)

- Mit der Neuregelung durch die ,Zweite Verordnung zur Anderung
der Trinkwasserverordnung“ werden die Pflichten des Usl
(,Unternehmer oder sonstiger Inhaber“) bei Uberschreitung des
technischen MaBnahmewertes flr Legionellen festgelegt.

 100KDbE Legionellen/ 100mi

« Dabeiist gemal} § 16 Absatz 7 Nummer 2 TrinkwV 2001 die
Erstellung einer Gefahrdungsanalyse obligatorisch.

* Fur besondere Risikogruppen oder spezielle Einrichtungen wie z. B.
Krankenhauser konnen uber die hier beschriebenen Maltnahmen
zur Sicherstellung der Trinkwasserhygiene hinausgehende
Anforderungen der Krankenhaushygiene notwendig sein.

« Derartige zusatzliche Anforderungen sind nicht Gegenstand dieser

Empfehlung.

Trinkwasserverordnung vom 21. Mai 2001 (BGBI. | S. 959), zuletzt durch die zweite Verordnung
zur Anderung der Trinkwasserverordnung vom 5. Dezember 2012 (BGBI. | S. 2562) Eeéndert.

TECHNISCHE
UNIVERSITAT

C Lick IMMH TUD
DRESDEM



Bewertung orientierende Untersuchung
systemische Untersuchung gemaR § 14 Abs. 3 der TrinkwV 2001

Untersuchung entspricht, gelten die in der Tabelle 1 b angegebenen MaBnahmen direkt.

Legionellen Bewertung MaRnahme Weiter- Nachunter-
(KBE/100 ml)Y gehende suchung
Unters.?
>10.000 extrem hohe Kontamination Direkte Gefahrenabwehr Unverziiglich 1 Woche nach
erforderlich, (Desinf. u. Desinfektion bzw.
Nutzungseinschriankung, z. B. Sanierung
Duschverbot) Sanierung
erforderlich
>1.000 hohe Kontamination Sanierungserfordernis ist Umgehend -
abhangig vom Ergebnis d.
weitergehenden Unter-
suchungen
>100 mittlere Kontamination Keine Innerhalb von 4 -
Wochen
<100 keine/geringe Kontamination Keine Keine Nach 1 Jahr (nach 3
Jahren)?
1) KBE = koloniebildende Einheit
2) Werden bei zwei Nachunters. im jahrlichen Abstand weniger als 100 Legionellen in 100 ml nachgewiesen, kann das
Untersuchungsintervall auf maximal 3 Jahre ausgedehnt werden.
3) Wird die orientierende Untersuchung gleich mit einem Probenumfang durchgefiihrt, der dem einer weitergehenden

C Lick IMMH TUD
Legionella-Labor
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INTLECTION CONMT RO AND MOariTar LI EMIOLOOY TRy 200> Nl s MO y
ORIGINAL ARTICLI
Role of Environmental Surveillance

in Determining the Risk of Hospital-Acquired Legionellosis:
A National Surveillance Study With Clinical Correlations

Janet E. Stout, Phily Robert B Muder, M Sae Mictzoer, MS; Marilyn M. Wagener, MS; Mary Beth Porri, BS;

TECHNISCHE
C Liick IMMH TUD UNIVERSITAT

Legionella-Labor DRESDEN




Genotyping results of
Strain isolated in the
Netherlands

Primary prevention:
Routineuntersuchung

Secondary prevention:

Suche nach IQ nach
Erkrankung

Schlussfolgerung.

,primary prevention efforts
do not include the most
important reservoir(s)
causing the transmission
of L. pneumophila in the
Netherlands”

Euser et al. 2013 Eur JCM
TECHNISCHE

C Lick IMMH TUD @ UNIVERSITAT
Legionella-Labor DRESDEN



Hausliche Umgebung — Krankenhaus
Wasserproben (Patient: Lp1 Olda, ST1)

Legionella Zahl im hauslichen

Umfeld: Legionella Zahl im KH
« 2/2 Proben positiv: « 1/8 Proben positiv
— 8 bzw.100/100ml — 4/100ml
* Lp1 MAbtype Olda, .+ Lp1
- ST1(1,4,3,1,1,1,1) — Bellingham ST196
(3,10,1,28,14,9,11)
« Wasser-Installation technisch . Lp10

veraltet und schlecht gewartet.
— ST: nt

In 8/15 Fallen CAP Legionella KbE im ,,Normbereich*
im hauslichen Umfeld

Korrekter Zeitpunkt ??

Korrekte Enthahmestelle ??

UNIVERSITAT

C Lick IMMH TU Dresden @ TECHNISCHE
DRESDEN



CRISPR/CAS region Lp1 ST 62 strains
ULM L10-023 etc.

TECHNISCHE
C Liick IMMH TUD UNIVERSITAT
DRESDEN



Ist der technische MaBRnahmewert valide
begrundet ?

Hentschel et al. Bund. Ges BIl. 2011

C Lick IMMH TUD
Legionella-Labor

Kein Nachweis der epidemiologischen
Validitat des technischen
MalRnahmenwerts fur Legionellen von
100KBE/100ml - Keine
epidemiologischen Daten erhoben.

,Gute” Technik mit hoher
Wahrscheinlichkeit assoziiert mit
Nichtnachweis von Legionellen.

Technische Mangel gehen hingegen
mit Legionellenkontaminationen einher.
Dabei deutet sich sogar ein ,Dosis-
Wirkungs-Phanomen® an — je mehr
technische Mangel vorliegen, desto
hoher sind die
Legionellenkontaminationen

TECHNISCHE
UNIVERSITAT
DRESDEN




Legionella in Trinkwassersystemen:
Wann mussen wir sie furchten ?

« Epidemiologie beginnt mit der Diagnose
— 900 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 ?

UNIVERSITAT

C Luck IMMH TU Dresden @ TECHNISCHE
ORESDEN



Legionella in Trinkwassersystemen:
Wann mussen wir sie furchten ?

« Virulente" Legionellen
— Kommen auch ohne Erkrankungen vor oder
— finden wir die Erkrankungen nicht ?7?
« Keimzahl kann schwanken 10 -100 fach
— Unterschiedliche “ Virulenz® ?7?
— Pradiktion von ,Markern® ??
« Mab 3-1 gut bei klinischen Stammen
* Bei Umweltstammen schlecht
 Im Wasser fokussieren auf ,virulente Klone® ??
— Mab2, 3-1 positiv
— Sequenztyp
— Non-pneumophila Spezies — Sind sie relevant ?

TECHNISCHE
C Liick IMMH TUD UNIVERSITAT

Legionella-Labor DRESDEN



Zusammenfassung

> Legionellen sind weitverbreitete Wasserbakterien
> Vermehrung im 25-46°C warmen Wasser — peripher
» Vorgeschadigte Personen sind besonders empfanglich

Es gibt keine Dosis- Wirkung — Korrelation
Keine ,exakten® Grenzwerte fur Menge im Wasser
Virulente Klone fur die Mehrzahl der Infektionen verantwortlich
Viele Legionellen sind harmlos — aber welche ??7?
Praventiv: Hocherhitzen, Chlorung, Filter
> Kaltes Wasser <20°C
> Warmes Wasser >60°C
> Wasser muR flieRen

TECHNISCHE
C Liick IMMH TUD UNIVERSITAT

Legionella-Labor DRESDEN
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Probennahmestellen nach DVGW 551

TECHNISCHE
C Lick IMMH TUD UNIVERSITAT
Legionella-Labor DRESDEN



Technische Mangel

Hentschel et al. Bund. Ges BI. 2011 @55{;:;,;33;5
ORESDEN

C Lick IMMH TUD
Legionella-Labor



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:, SBT, PFGE, AFLP, RAPD-PCR

Identitat > Ubertragung aus dem Wassersystem

TECHNISCHE
C Liick IMMH TUD UMIVERSITAT
Legionella-Labor DRESDEN



Mikrobiologisches Monitoring zur
Uberwachung nosokomialer Legionellosen

Kultur von Wasser — Boiler und distalen Enden?

Kultur aus Wasserproben Kultur negativ

positiv
| 1
Nachweis von Nachweis von : « .
Seroarunpe 1 Serogruppe 2- Legionella Tests “vorhalten
grupp 14, andere im Kooperation/

MAB 3-1 positiv

SEeZies Referenzlabor

Urinantigentest ,vor Ort*, Kultur/ DNA-Nachweis

Kultur/ DNA-Nachweis

Yu,V.L.: 1998. Infect. Control Hosp. Epidemiol. 19:393-897, Allegheny County Health Dept. Richtlinie: @ AT

DRESDEM




ODPRIGINAL ARTICLY
Role of Environmental Surveillance

in Determining the Risk of Hospital-Acquired Legionellosis:
A National Surveillance Study With Clinical Correlations

Janct E. Stout, Phi; Robert R, Muder, MID: Sue Mictzoer, MS: Marilyn M. Wagener, MS: Mary Beth Peorri, BS:

TECHNISCHE
C Liick IMMH TUD UNIVERSITAT
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Molekulare Typisierung Schema

Austausch von Typen
nicht Stammen oder DNA

TECHNISCHE
C Liick IMMH TUD UNIVERSITAT

Legionella-Labor adaptiert nach Fry et al. 1999 DRESDEN



Typisierung L. pneumophila

 Monoclonal antibody (Mab) typing
« Sequence BasedTyping (SBT)

« Chip Typing

« Spoligotyping

Fast, reproducible, exchangeable, cheap, good discrimination

TECHNISCHE

C Lick IMMH TUD @ UNIVERSITAT
Legionella-Labor DRESDEN



Kultur

BYCE +/Blutagar -

Latexagglutination

BYCE- /Blutagar *

Keine

Bestimmung des
mAb Subtyps
ELISA/IFA
Dresdner Panel

Mab3/1 neg
Olda, Oxford,
Heysham,
Camperdown,
Bellingham
Denver

Mab3/1 pos
Philadelphia,
Allentown,
Benidorm,
Knoxville France

Lp Sg 2-14

Bestimmung der
mAb Serogruppe
ELISA/IFA

Genotypisierung
SBT, PFGE, ALFP

Legionellen

negativ

-

mip
Sequenzierung

Spezies
Serogruppe
evtl. mAb Subtyp
ST




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 31 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 s 0

France 5811 (43112) +++ +++ 0 0 0 0 0

OLDA (43109) +++ 0 0 0 0 +++ 4

Oxford 4032E (43110) +++ 0 0 0 0 +++ 0

Heysham 1 (43107) +++ 0 +++ 0 0 0 0

Camperdown 1 (43113) +++ 0 0 0 0 0 0

Bellingham 1 (43111) +++ 0 0 +++ 0 0 ++

Denver (Stout ,1988) +++ 0 +++ 0 0 +++ 0
TECHNISCHE

C Liick IMMH TUD @ UNIVERSITAT

DRESDEN
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Typing methods for L. pneumophila

« Monoclonal antibody (Mab) typing
« Sequence BasedTyping (SBT)

« Chip Typing

« Spoligotyping

Fast, reproducible, exchangeable, cheap, good discrimination
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Phylogeny of sequenced L. pneumophila strains

~ Philadelphia 1
— Paris
100
- 642
- Corby
Alcoy
552
130b (Wadsworth) Phil
o Paris
Corby
Lens
Alcoy
Wadsw
/] L longbeact | g

0.05

C Lick IMMH TUSchroeder et al. JB 2010
Legionella-Labor

mA

Phil
Phil

Kno

Kno

Beni

Beni

built using 26 housekeeping

genes

frr, infC, nusA, pgk, rplA, rplB, rplIC,
rpID, rplE, rplK, rplL, rpIM,rpIN, rplP,
rplS, rplT, rpmA, rpoB, rpsB, rpsC,
rpsk, rpsl, rpskK, rpsM, smpB, tsf

ST

36

51

637

42
15

flaA pilE
3 4

1 4

6 10
6 10
4 7
12 9

asd

15

15

11
26

mip

&

momp  pro

A
14 9
1 1
9 14
9 14
11 12
26 17
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Typing methods for L. pneumophila

« Monoclonal antibody (Mab) typing
« Sequence BasedTyping (SBT)

» Chip Typing

« Spoligotyping

Fast, reproducible, exchangeable, cheap, good discrimination

TECHNISCHE
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Chip

» Diagnostic microarray was developed and used to characterise a
collection of L. pneumophila isolates.

« Genes used as targets were selected from previous studies.

Variable genomic element /islands
8 genes

Genes associated with the LPS synthesis (Serogroup /
monoclonal subgroup)

12 genes

Core genome gens

7/ genes

No antibiotic resistance genes

97 “spots” in quadruplicate
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Pathogenicity / genetic islands

3,500,000 MRR [Corby]
Trb1 [Corby]

TraG [Corby]

R33 [Corby]

2,625,000 L. pneumophila 875,000

MagA/TraD [Phil]

F2 [Corby, Lens
298 [Corby]

127 [Corby, Paris] LvhB10 [Phil, Paris, Lens]

TECHNISCHE
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Constructing and Testing of several PCR-based systems
to detect monoclonal (MAb) subgroups

Sg 1 specific primers
[ ] Strain (MAb subgroup)

3@ <3Z<E<Z 8 0 11k) 12 :) RC1 (Olda)

KA. A
1 )2 Jag-1i Em 8 Yol y10)11 Gérlitz 5432 (Bellingham
j@fmcated ne ,> ( g )
A
9 101‘) Lens (Benidorm)
A A
o[ J1019)[ 12 ) Philadelphia-1 (Philadelphia)
14

|\
12 ) Paris (Philadelphia)
v

\‘/' -\‘/'

A
12 ) Corby (Knoxville)

A

A
o[ J10)11)] 12 ) Uppsala3 (Knoxville)
v

Benldorm/ Bellingham specific ’7 Knoxwlle specific?

] Intergenic region ORF 6 -8 | Intergenic region ORF 7 - 9
Primer > 979bp  <Frimer 2 primer > 1010bp  <Frimer2

(Thurmer et al. JMM 2009:58, 588-595




Chip 2

Chip 2

1373
1373

104
196
681

0-054 11 Bell
0-056 11 Bell
0-154 1 Bell
0-218 8
0-074 8
0-0824 LA

13 v O O O N
youd
Br s ] N -
sisnvon 1 S S Y
| I Y A O
| Y N N R ]
15 S S S O O

- r r r °r r =7 F F ]
[ I 1 T r t r r r° [ [ 1}
& ' ' ' ' ' ' ' ' [ [ ' ' ' [ [ [ ' [ ' [ [ | [ [ [ | ]

s
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Typing methods for L. pneumophila

Monoclonal antibody (Mab) typing

Sequence BasedTyping (SBT)

Chip Typing

Spoligotyping

Fast, reproducible, exchangeable, cheap, good
discrimination

C Luck IMMH TUD
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Organization of the CRISPR/CAS
system (CasslI-B type) of Lp1 strain

CAS genes Leader DR Spacer DR
f Lpn (38 x)
_ >E>Z>:>:>— —> > —> ﬂ
cas9_endonucleas 219 bp 38 bp ~34.5bp
(1372 aa) (a ) (99 ) (197 )
bp
bp )

M

PCR specific for strain UIm:Cas4-Repeat 14
ﬁ

PCR specific for all strains:Cas1-Cas4

strain Paris Lp1 Phil: 42 repeats
strain130b Lp1 Beni: 60 repeats




2010 Ausbruch Ulm

* Infektionsquelle
— Epidemiologisch keine
gemeinsame ,Quelle”
» Schwimmbad
* Feier
» Reisen/ Hotel
— diffus Uber die Stadt verteilt
— >>Ruckkuhlwerk
— 9/30 Kultur Legionella pos
— 9x Lp1
— 1x Mabtyp Knoxville, ST 62

* |ntermittierender Betrieb seit
Sommer 2009

«  Wetterlage:
— Relativ warm
— Dichte Wolkenschicht




Infektionsquellen Legionella-Pneumonien
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L. pneumophila Stamme von 8 Patienten und 10
Kuhlturmen (KT) wahrend des Ausbruchs in Ulm,
Dezember 2009

[Januar 2010

Herkunft Maximale Serogruppe Sequenztyp fla |pil |asd |mip |momp [pro |neu |Vorkommen diese Stammes
Keimzahl/ /Monoklonale (ST)(N
100ml Subgruppe getestet)
(N getestet)

Patienten (n=8) 1 Knoxville' 62 8 10 |3 15 18 1 6 Fast ausschlieBlich bei
Erkrankten weltweit

1. KT Verursacher | 92500 1 Knoxville! (n=19) 62 (n=4) 8 10 |3 15 18 1 6 Fast ausschlieflich bei
Erkrankten weltweit

1. KT 92500 1 OLDAZ (n=1) 1(n=1) 1 4 3 1 1 1 1 Weltweit von Patient und
Wasser

1. KT 92500 10 (n=1) 908 (n=1) 1 4 3 5 1 1 6 Einzig

1. KT 92500 8 (n=3) NA (n=2) 5 2 3 10 6 25 F® | Einzig

1. KT 92500 3 (n=8) 984 (n=1) 12 129 |2 20 50 20 15 | einzig

1. KT 92500 L. rubrilucens® (n=1) nt

2. KT 70000 8 (n=94) NA (n=2) 5 2 3 10 6 25 F Einzig

2. KT 70 000 L. rubrilucens? (n=2) nt

3.KT 300 1 Bellingham? (n=1) 334 (n=1) 2 6 17 |6 13 11 11 Selten bei Patienten und
Wasserin D und NL

4 KT 3000 4 (n=1) 681 (n=1) 11 |14 |16 |25 7 13 6 Selten

4 KT 3000 6 (n=1) 956 (n=1) 6 10 |3 3 9 1 9 Selten

5.KT 1 1 OLDAZ (n=1) 1(n=1) 1 4 3 1 1 1 1 Weltweit Patient und Wasser

6.KT 1 Neue L. species (n=1)*

7.KT 130 1 Bellingham? (n=1) 334 (n=1) 2 6 17 |6 13 11 11 | Selten bei Pati. und Wasser in
D und NL

8.KT 15 000 1 OLDA? (n=2) 595 (n=1) 2 14 |16 |16 15 13 2 Selten

8.KT 6 4 (n=1) NA (n=1) 8 14 |16 |25 7 13 F Weltweit Patient und Wasser

9.KT 5 1 OLDA? (n=1) 1(n=1) 1 4 3 1 1 1 1 Selten

10.KT 1 1 OLDAZ (n=1) 104 (n=1) 3 10 |1 1 14 9 1 Selten

C Luck IMMH TUD
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CAS-PCR

Primer: Lcas4 F2/Lcas4 R2

L11_007
L10_486
L10_571
L11_154
L11_209
W11_1115
L04_399
L03_095
L10_033
L10_034
L10_070

Herkunft

Ludwigsburg
Heidelberg
GA Ulm
Viersen
Hannover
Hannover
Koln
Saarbriicken
ULM

ULM

ULM

ULM

ULM

ULM

ULM

ULM
Dresden
Dresden

mAb-Subtyp

1Alle-Fran
1Knox
1Knox
1Alle-Fran
1Knox
1Phil
1Knox
1Phil
1Knox
1Knox
1Knox
1Knox
1Knox
1Knox
1Knox
1Knox
1Knox
1Knox

Bemerkung

+ + + + 4+ + + + + + O + O+ + 0O + O

$1 23 45 6 7 8 91011121314 1516 1718 19 20 21 2223 24 25 26 27 28 29 30 S

W09_454
W09_456
L09_451
L09_329
L09_103
L10_069
W10_055
L02_521
W12_935
L12_398
L10_496

L10-023
L13_207
W13_219

Herkunft

Freudenstadt

S 31 32 W

mAb-Subtyp  Bemerkung

1Phil
1Phil
1Knox
1Phil
1Phil
1Knox
1Phil
1Phil
1Alle-Fran
1Alle-Fran
1Phil

O OO OO0 + OO + O o

+

1Knox
1Alle-Fran
1Alle-Fran 0

o




CRISPR/CAS region Lp1 ST 62 strains
from ULM L10-023 etc.
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18

16

14

12

10

m cases of with date of hospitalization

cases of with confirmed date of onset

[Ausbruch erkannt ]

|

Infektionszeitpunkt

Inspektion und
Stilllegung der

Kuhlturme

21.Dec.

22 .Dec.

23.Dec.
24.Dec.
25.Dec.
26.Dec.

27 .Dec.

28.Dec.

30.Dec.

31.Dec.

01.Jan.

02. Jan

03. Jan

04. Jan

06. Jan

07. Jan

08. Jan

09. Jan

10. Jan

11. Jan

12. Jan



Epidemische Kurve ST182

19 2/9 19 2/9 19 29 19 2/9 10 20 10 20 10 2/0 10 2/0 10 2/0 1/0 2/0
6 6 7 7 8 8 9 9 0 0 1 1 2 2 3 3 4 4 5 5

Serogruppe 8 - Serogruppe 1 Bellingham 1
Urinantigen/Immunfluoreszenz Serogruppe 1 (Subtyp nicht ermittelbar)
Serogruppe 1 Knoxville 1 (ST182) 10 (83%) Patient immunsupprimiert

(4 Bronchialkarzinome, 1 Lymphom,

Alter: 44-78 Jahre (Mittelwert 60) 2 Hochdosis Corticosteroide,
Geschlecht: 4 (33%) weiblich 1 Nierentransplantation,
Gestorben: 7 (58%) 2 Chemotherapie)

TECHNISCHE
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Zweibrucken Ausbruch durch Lp 1
Allentown/France ST82

Legionellenfille (IfSG) Zweibriicken (n=20)
MW 1-34, Stand 27.8.2012

Diagram

@ W Besuch/Arbeit
@ @ @ @ mimmobile Flle

mFille

Fille

T = e . T T T - T
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Reisegruppe aus NRW
Indexfall in Berliner KH verstorben

— Kultur Lp1, Mabtyp Benidorm ( 3-1 positiv), ST25
(einmalig)

— 2 weiltere stationare Patienten serologisch positiv
— 4 ambulante Patienten serologisch positiv

— 7 Personen seronegativ

Alle im Hotel B Ubernachtet

keine Umweltuntersuchungen
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ich wende mich mit dieser Email an Sie, da ich gestern von meiner Hausverwaltung erfahren habe, dass die Legionellenpriifung in
meinem Wohnhaus eine Legionellenkonzentration von 1700 KBE/100 ml, im Nachbarhaus sogar 2000 KBE/100 ml ergeben hat.

Als Konsequenz wurde nun die Warmwassertemperatur erhoht, eine "intensive Spllung der Anlagen soll kurzfristig erfolgen” und "in den
nachsten Wochen (!)" werden die Trinkwasseranlagen "in hygienischer und technischer Hinsicht Gberprift". Bei letzterem Punkt
erschreckt mich besonders der zeitliche Rahmen, der angegeben wird.

Des Weiteren werden wir (hierbei" insbesondere Menschen mit Abwehrschwache"), aufgefordert, Tatigkeiten, bei denen sich Aerosole
bilden (Dampf, Nebel) zu vermeiden, vor dem Duschen das alte Wasser aerosolfrei ablaufen zu lassen, Duschkdpfe und Perlatoren zu
reinigen oder auszutauschen.

Ich bin selber Gynakologin und bin trotz meines Wissens, dass vorwiegend immunsupprimierte Menschen gefahrdet sind und eine akute
Gefahrdung erst ab Werten > 10 000 KBE/100 ml zu befiirchten ist, sehr besorgt und hinsichtlich der Verhaltensempfehlungen unsicher.

Sehen Sie die Empfehlungen als ausreichend und korrekt?

In meinem Badezimmer, in dem ich selbstverstandlich heiss dusche und bade, entstehen bei jedem Duschvorgang Dampfe. Diese sehe
ich zum Beispiel deutlich im Lichtkegel unter den Deckenleuchten. Ich wirde somit die Empfehlung, dass alle Vorgange, bei denen
Warmwasser verbraucht und dabei "Aerosole" = Dampf und Nebel entstehen, vermieden werden sollen so interpretieren mussen, dass
ich quasi nicht heiss duschen darf.

Der Hygienebeauftragte meines Krankenhauses hat zudem prazisiert, dass es nicht reicht, das alte Wasser vor dem Duschen kurz
ablaufen zu lassen, sondern dass zur Sanierung taglich alle Warmwasserleitungen meiner Wohnung Uber je 15 Minuten bei
Temperaturen > 55 ° |laufen sollen.

Welche konkreten Empfehlungen sprechen Sie bei der Legionellenkonzentration von 1700 KBE/100 ml aus? Sind die Empfehlungen, die
meine Hausverwaltung schriftlich verteilt hat, korrekt? Und gelten diese nur fur Immunsupprimierte oder auch fir mich?

Erganzend habe ich noch eine weitere, spezifische Frage:

Ich habe seit 5 Monaten eine Wundheilungsstérung periurethral unklarer Genese, die weder Gynakologen noch Dermatologen schlissig
erklaren kdnnen. Nach einer Probenentnahme im Wundbereich sollte ich taglich Sitzbader mit Tannolact durchfiihren und die PE-Stelle
"aussduschen". Seither ist die Wunde tendentiell schlechter geworden. Natirlich sind Wundinfekte mit Legionellen selten, dennoch bin ich
nun diesbezuglich naturlich auch sehr verunsichert und habe grof3e Sorge, mir durch die mir empfohlenen Massnahmen zur Abheilung
Legionellen in die Wundregion gebrach habe, die den Wundheilungsprozess verhindern. Ein mikrobiologischer Abstrich ist erfolgt,
gramnegative Stabchen sind nachgewiesen, allerdings auch E. coli und Enterokokken, das Labor teilte mir jedoch mit, dass nach

Legionellen nicht gesucht wird, da diese "nie" Wundinfekte verursachen wirden".
TECHNISCHE
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Ausbruch Warstein
GA Soest

W
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Urinantigentestung Warstein

Initial ICT-ELISA _ _ Binax Wert Lab
e 2/31 pOSitiV ICT OD Binax-Eia Bewertung Lokal

i 4,65 ositiv 0S
. 21/31 positiv ELISA e °
5,00 positiv poOsS
1,00 positiv neg
Gesamt .
- 0,82 positiv neg
« 31/128 positiv EL!SA 0,64 Sl neg
« 12/128 gr_enzwertlg | 0,55 00sitiv neg
(Konzentrierung notwendig) "
0,86 positiv neg
_ _ 0,39 positiv neg
 Gesamt 96 Urin-Antigen "
iy 0,42 positiv neg
positiv .
0,42 positiv neg
0,35 positiv neg
2,9 positiv neg

1,67 positiv neg




Typisierung klinischer Proben Warstein

strain SG-Mab ST fla pil asd mip momp pro neu
L13-435 1 Knox 345 6 10 19 3 19 4 11
L13-438 1 Knox 345 6 10 19 3 19 4 11
L13-439 1 Knox 345 6 10 19 3 19 4 11
L13-443 3 93 3 10 0 0 14 9 13
L13-444 1 Knox 345 6 10 19 3 19 4 11
L13-445 1 Knox 345 6 10 19 3 19 4 11
L13-446 1 Knox 345 6 10 19 3 19 4 11
L13-473 1 Knox 345 6 10 19 3 19 4 11
L13-477 1 Knox 345 6 10 19 3 19 4 11
L13-P401 DNASG1 345? 6 10 0 3 0 4 11
L13-P402 DNASG1 ??? 6 10 1m3 5 21 1 1
L13-P436 DNASG1 345? 6 10 0 3m2 19 0 11

L13-P733 DNASG1 345? 6 10 0 3 19 4 11



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)

|
£ 1

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

Identitit (Nichtunterscheidbarkeit) > Ubertragung aus dem
Wassersystem
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Infektionsdosis fiir Legionella-Pneumonien im
Meerschweinchen Tiermodell

Aerogen (Phil) 12/12 Fieber 129 Berendt, 1980
Aerogen LD50 140 000

Intraperitoneal LD50 1 000 000

Stamm Corby aerogen 220 Jepras, 1985

Stamm Corby 100% letal, aerogen 4 000
Stamm Phil keine Letalitat, aerogen 1 000 0000

Stamm Corby, intratracheal, LD50 1000 Lack, unpubl.
Stamm Corby, intraperitoneal, LD50 3000 — 5000
Stamm Phil, intratracheal, LD50 n.t.

Stamm Phil, intraperitoneal, LD50 5 000 000
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Dr. Andrea Steidle
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Sigrid Gabler
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Finanziele Untertiutzung
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TECHNISCHE
UNIVERSITAT
DRESDEN



Typisierung Wasser-Proben Warstein
238 Wasserproben untersucht, 17 positiv

20

18

16

14

12

10

Zufallig gepickt

W Lp2-14

HLpl0

Lp1 Knox 600

M Lpl Knox 345

RKW Esser 1. RKW Esser 2.

Kondens  ZufliiBe Esser Flul Wester  Klaranlage Klaranl Kldranlage Luft Kldranlage Warstein Brau
Brauerei Beleb.-Becken  Brauerei Stadt Stadt Nachtestung
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Unterschiedliche Kolonie-Varianten im
Wasser

* Lp1 Knox ST 600
* Lp2-14
* Lp1 Knox ST 345
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Zeitraum bis zum Nachweis des
Epidemiestammes in 2 verdachtigen RKW

Brauerei Esser

 Probennahme Warsteiner  Probenahme Fa. Esser und
Brauerei und Desinfektion des Schliefung des
Ruckkuhlwerkes: 20.8. 2013 Ruckkuhlwerkes 21.8.2013

« Ergebnis Feintypisierung mit * Hohe Kontamination:
Nachweis Epidemiestamm: 26.8.2013
9.9.2013 « Ergebnis Feintypisierung mit

Nachweis Epidemiestamm:
¢ 3.9.2013
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sdbBWL

neu 10

Key Modistrailn ArST Orig-Nr/ Pat/Alter Q
20, W. nic. Kiickkihiwerk Esser Warstein
20. W, nic. Kiickkihiwerk Esser Warstein
20, W. nic. Riickkilhiwerk Esser Warstein
20, W, nic. Riickkihiwerk Esser Warstein
20 W. Riickkihiwerk Esser Warstein
20, W. nic. Riickkiihiwerk Esser Warstein
2. W Riickkilhiwerk Esser Warstein
20 11 B8Kraut, Ursula Sophie; 579 Warstein
20. W. nic. 6007  Riickkihiwerk Esser Warstein
20. W. Du. 6007  Riickkiihiwerk Esser Warstein
20. W. nic. 6007  Fa. Esser Pumpenschacht Warstein
20. W. nic. 6007  Kiéranlage Belebungsbecken Warstein
20. W. nic. 6007  Kiaranlage Belebungsbecken Warstein
20. W. nic. 6007  Riickkiihiwerk Esser Warstein
20 W 6007  Fa Esser Pumpenschacht Warstein
20. W. nic. 6007  Fa. Esser Zulauf vom Fluss Warstein
20. W. nic. 6007  Kiéranlage Belebungsbecken Warstein
20. W. nic. 6007  Kidranlage Belebungsbecken Warstein
20. W. nic. 6007  Riickkiihiwerk Esser Warstein
20. W. nic. 6007  Riickkiihiwerk Esser Warstein
20. W. nic. 6007  Rickkihiwerk Esser Warstein
20. W. nic. 6007  Riickkiihiwerk Esser Warstein
20. W. nic. 6007  Riickkiihiwerk Esser Warstein
20. W. nic. 6007  Fa. Esser Pumpenschacht Warstein
20 W 600 Ruckkihiwerk Esser Warstein

Warstein

Warstein

Warstein

Warstein

Warstein

Warstein

Warstein

Warstein
20. W. nic. 6007  Riickkihiwerk Esser Warstein
20, W. 6007 Fa. Esser Zulauf vom Fluss Warstein
2. W 6007 Esser, Bach Wastet vor einlaufrohr Warstein.
20, W 6007 Rickkihhwerk Esser Warstein
20. W. nic. 6007  Riickkilhiwerk Esser Warstein
20. W. nic. 6007  Fa. Esser Zulauf vom Fluss Warstein
2. W 6007 3858, Fluss Waster Warstein
20. W. nic. 6007  Riickkilhiwerk Esser Warstein
20, W 6007 3969, Kidranlage Stadt, Zulauf Klaranlage Braerei  Warstein
20. W. nic. 8007  Riickkihiwerk Esser Warstein
20. W. nic. 6007  Riickkiihiwerk Esser Warstein
2. W 600 Riickkihhwerk Esser Warstein
2. W 6007 Riickkiihhwerk Esser Warstein
20 W. Du. 3457  Riickkilhiwerk Esser Warstein
20. W. nic. 3457 3850, Fluss Waster Warstein
20. W. nic. 3457 3860, Fluss Waster Warstein
20 W 3457 3956, Kiéranlage Brauersi, Ablauf Venturi Warstein
20 W. 3457 3969, Kiranlage Stadt, Zulauf Klranlage Braverei  Warstein
20 W. 3457 4008, Luftkeimsammiung Gber Belebungsbecken KIa. Warstein
20 W 3457 3991, Kiranlage Brauerei, Bio 1 Becken 7 Warstein
20 W 3457 3991, Kiéranlage Brauerei, Bio 1 Becken 7 Warstein
20, W. 3457 3992, Kiéranlage Brauerei, Bio 1 Becken 8 Warstein
20 U 345 Severin, Brigitte; 60J Warstein
20 W. 3457 Fa. Esser Pumpenschacht Warstein
20. W. nic. 3457  Fa. Esser Zulauf vom Fluss Warstein
20 Warstein
20 Warstein
20 Warstein
20 Warstein
20 Warstein
20 Warstein
20 Warstein
20 Warstein
20. W. nic. 3457 3866, Fluss Waster Warstein
20. W. nic. 3457 HI Geks 17074-b" Prod Brauer Kondensatoren Brauerei Warstein.
20, W. 3457 Fa. Esser Zulauf vom Fluss Warstein
20w 3457 3857, Fluss Waster Warstein
2. W 3457 Rickkilhiwerk Esser Warstein
20 W 3457 Esser, Rohwasser Zwischenbehéiter Warstein,
20 U1 345 Simar Ursula; 62) Warstein
20 W 3457 3953, Kiéranlage Brauerei, Bio 1 Becken 4 Warstein
20 U1 345 Wintergast Martin: 45, Warstein
20 U1 345 Kiiem Dieter; 59) Warstein
20 W 3457 3855, Fluss Waster Warstein
20 W 3457 3856, Fluss Waster Warstein
20, W 3457 3956, Kiéranlage Brauerei, Ablauf Venturi Warstein
20 U1 345 Engelhardt Axel; 54 Warstein
20 U 345 Kiiem Dieter; 59J Warstein
20 W 3457 3986, Kiéranlage Stad, Belebungsbecken Warstein
20 W HI Gelks 17073-b" Prod Kondensatoren Brauerrei  Warstein.
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ST 345 (09.12.2013) EWGLI Data
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ST345
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Standort Fa. Esser

= =




Verlauf der Kanalisation flir
Mischwasserkanalisation und
Brauereiabwasser

Mischwasser-

. / kanalisation in
Abwasserkanalisation

< Strassenmitte
Brauerei im

Bereich Burgersteig



Reiseverbot ??

e Warsteiner Burger:
— gute Informationslage der Bevolkerung

bei Symptomen direkt zum Arzt,

— Sicherstellung umgehender Diagnostik und adaquater Therapie
— ein Krankenhaus ,,Maria Hilf“
e Reisende:

Informationslage ?, bei Durchreise und nach Verlassen wahrend
Inkubationszeit,

Manifestation nach 4 — 10 (20) Tagen,

Diagnostik und adaquate Therapie mit Risiko erhohter
Komplikationsrate und Letalitat

TECHNISCHE
@ UNIVERSITAT
DRESDEN




Zeitlinie der Legionellosen

200.000 Besucher mit
moglicher Exposition

Erkrankungsrate von 0,2
%: 400 zusatzliche
Erkrankungen

Letalitat 1,2% (Warstein):
5 zusatzliche Todesfalle
Letalitat 7,7% ( UIm ) : 31
zusatzliche Todesfalle

Empfehlung
Absage der
Montgolfiade

Montgolfiade




Zusammenfassung

> Legionellen sind weitverbreitete Wasserbakterien
>  Vermehrung im 25-46°C warmen Wasser
> Vorgeschadigte Personen sind besonders empfanglich
> ,, an Legionellose denken*
> Diagnostik !!
Es gibt keine Dosis- Wirkung — Korrelation
Keine ,exakten® Grenzwerte fur Menge im Wasser
Virulente Klone fur die Mehrzahl der Infektionen verantwortlich
Viele Legionellen sind harmlos — aber welche ??7?
Praventiv: Hocherhitzen, Chlorung, Filter
Wasser:
> Kaltes Wasser <20°C
> Warmes Wasser >60°C
> Wasser muB flieBen

TECHNISCHE
C Liick IMMH TUD UNIVERSITAT

Legionella-Labor DRESDEN
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Legionella Ausbruch in Warstein

*160 Pneumoniefalle vom 1. August bis 6.September
*89 cases were confirmed as Legionella infection either by urinary
antigen detection, culture and /or PCR in respiratory samples.
2 patients needed intensive care treatment.
2 (3) Todesfalle.
* Klinische Isolate von 7 Patienten: L. pneumophila, Serogruppe 1, Mab
Subtyp Knoxville, ST 345.
*nSBT direkt aus klinischen Proben - gleicher Stamm
* Dieser Epidemiestamm wurde gefunden

2 RKW von 2 Firmen

*Klarwerk weiteren Umweltgellen.
*Nur ca. 10% der Isolate
*Nach dem 6. September keine weiteren Infektionen durch ST345
1 Isolat vom November war L. pneumophila, Sg 1, Mab Subtyp
Philadelphia, ST 23.

TECHNISCHE

C Liick IMMH TUD @ UMIYERSITAT
Legionella-Labor DRESDEM



Outbreaks Legionnaires” disease in Europa

Stafford

101 cases,

28 deaths, 1985
Lp1 Knox ST 27

Barrow-in-Furness
87 cases,

7 deaths, 2002

Lp1 Beni ST 78

/

Sarpsborg

56 cases,

10 deaths, 2005

Air scrubber Lp1 ? ?

Gloucester

15 cases,

3 deaths, 1986

Lp1 Phil/Alle ST 47

Bovenkarpsel

8 cases, 183 confirmed,
eaths) 1999

Lp1\Phil ST 46

Kapellen
93 cases,
43 confirmed

5 deaths, 1999 Lp1 ??

\

Lens

86 cases

18 deaths, 2003-04
Lp1, Beni ST 15

C Lick IMMH TUD
Legionella-Labor

&

93 confirmed,
2 (3) deaths, 2013
Lp1 Knoxil, ST 345

-

Warstein 160cases,

7

Murcia

800 cases,

449 confirmed,
4 deaths, 2001
Lp1 Phil, ST 36

Kreuzfahrtschiff
8 cases,

1 deaths, 2005

1 case 2008

Lp1 Knox ST 35

NRW-Berlin
7 cases,

1 deaths, 1981
\Lm Beni ST 184
ULM

Armavir
cases,
confirmed,

3 deaths, 1988
Lp1 Phil, ST 36

In all outbreaks
SG1 MAb2 (3-1) positive

64 cases,
5 deaths, 2010
Lp1 Knox ST 62

W
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Schlussfolgerungen Ausbruch Warstein

e Aufgrund Feintypisierung 2 Emittenten fir Epidemiestamm nachgewiesen
( Rickkthlwerk Warsteiner Brauerei und Fa. Esser ) — beide wurden am
20./ 21.8. entweder desinfiziert bzw. abgestellt und unter Kontrolle
gebracht. Andere Emittenten derzeit nicht nachgewiesen

e Uber Vorklarbecken der Brauerei ( insbeso. Biobecken ) Entstehung hoher
Legionellenkonzentrationen mit Moglichkeit der Verdriftung in
Rickkihlwerk der Brauerei sowie Uber Abwasserkanal der Brauerei
Eintrag in kommunale Klaranlage mit Vermehrungsmoglichkeit in
Belebungsbecken und Tropfkorper der kommunalen Klaranlage.

e Abwasserkanal der Brauerei durch Innenstadt Warstein als Emittent
derzeit sicher bewertbar — bislang in Literatur nicht behandelt — weiterer
Klarungbedarf.

e Ab Einlauf Klaranlageneinlauf in Waster nachhaltige Kontamination von
Waster und Mohne mit hohen Legionellenkonzentrationen einschlieRlich
Epidemiestamm bis Mohnesee

e Hierdurch Kontamination von Ruckkihlwasser der Fa. Esser und moglicher

anderer Nutzer von Waster und Mohnewasser
C Liick IMMH TU Dresden TECHNISCHE
@ UMIVERSITAT
ORESDEM



KontrollmaRnahmen Ausbruch Warstein

e -SchlieBung Ruckkthlwerk Fa. Esser

e - Desinfektion der Rickkliihlwerke der Brauerei ( kontinuierlich mittels
Chlordioxid in Kiihlwasser )

e - Abdecken der Vorklarbecken der Brauerei zur Minimierung einer
Verdriftung zu Ruckuhlwerken

e - Desinfektion der Vorklarbecken
e - UV- Desinfektion des Abwassers vor Einleitung in Abwasserkanal

e - Reinigung des Abwasserkanals und Einlegen von Fliessmatten in
Kanaldeckel zur Minimierung einer Emission

UNIVERSITAT

C Lick IMMH TU Dresden @ TECHNISCHE
DRESDEN



To do Liste fiir die nachste Zukunft (Prof. Exner)

Politik:

e - BMU: kurzfristig Bundeseinheitliche Verordnung zur Registrierung,
Untersuchung und zum Betrieb von Riickkihlwerken und Luftwaschern —
Umsetzung durch die Lander — Schulung des Wartungspersonal muss
verpflichtend geregelt werden

e - |nitilerung entsprechender Regularien in der EU
Technische Regeln:

e - VDI-Richtlinie 2047 und 2050 kurzfristig fertig stellen — Bedeutung von
Flillwasser und Klarbecken in Nahe von Rickkihlwerken

UNIVERSITAT
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To do Liste fiir die nachste Zukunft (Prof. Exner)

Desinfektion:

e - Prifung und Listung von Desinfektionsverfahren zur Desinfektion von
Ruckkihlwerken und Luftwaschern z.B. in VAH- Desinfektionsmittel- Liste
nach DIN EN 13623.

e - nur geprifte und gelistete Desinfektionsmittel dirfen fir Ruckkihlwerke
und Luftwascher zukilinftig verwendet werden.

e Bedeutung geeigneter Enthemmern bei mikrobiologischer Untersuchung
von Ruckkihlwerken zur Vermeidung falsch negativer Ergebnisse

C Liick IMMH TU Dresden TECHNISCHE
UNIVERSITAT
DRESDEN



To do Liste fiir die nachste Zukunft (Prof. Exner)

Untersuchungsprogramm:

e - Klaranlagen mit Belastungsprofil in Abhangigkeit von aufzubereitendem
Abwasser

e - Einfluss von Brauereiabwasser und anderen Legionellen Wachstum
fordernden Abwassern

e -Vermehrungskinetik von Legionellen in unterschiedlichen Abwassern

e - Gewasserprofil und Ursachenabklarung bei erhdhten
Legionellenbelastungen

UNIVERSITAT

C Lick IMMH TU Dresden @ TECHNISCHE
DRESDEN



—LPS-biosynthesis
locus of 12
L. pneumophila Sg1
strains

corresponding monoclonal
subgroup (in brackets).

direction of transcription is indicated
by arrowheads.

filled black arrows indicate
transposable elements

Asterisk in Uppsala 3,
Philadelphia 1 and Paris indicates a

partial ORF 2 duplication
(ORF 2 like)

Orfs 7 - 11 of W130b represent an
inversion.

UNIVERSITAT
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CRISPR-Associated Gene cas2 of L.
pneumophila Is Required for Intracellular
Infection of Amoebae

» clustered regularly interspaced
palindromic repeat (CRISPR)

- On Ivh genomic island v WQQ ””“”

* have been linked to phageand | . el

e cas2 mutants, grew typically in
macrophages,

* significantly impaired for
infection of both Hartmannella
and Acanthamoeba species.

A complemented cas2 mutant

Log CFU/mi
o —

infected the amoebae at wild-

type levels €
9' S Nos
C Lick IMMH TU Dresden TECHNISCHE
. . . . . UNIVERSITAT
Gunderson and Cianciotto Mbio 2013 doi:10.1128/mBio.00074-13. @ DRESDEN



Conclusions

|dentification of strains was

— highly reproducible,

— Discriminating IOD Micro array > SBT
— epidemiologically concordant.

Facilitated rapid and reliable detection of strain-specific

determinants
Correlation with the current ST scheme
Some ST can be subdivided further

Can be used for rapid and high-throughput typing of L. pneumophila

serogroup 1.




Ulleryd et al. BMC Infectious Diseases
2012, 12:313




Pneumonia ST332 -
community acquired or nosocomial ?

* Nov. 2008 — 73y male patient — hospitalised for pacemaker implantation
« 5 days later cardiac arrest
 |ICU of a large hospital - pneumonia
— culture L. pneumophila, Sg1, MAbtyp Philadelphia, ST322
« Water in the hospital
— 2/2 positive, 82-120KbE/100ml,
— L. pneumophila, Sg1, MAbtyp Philadelphia, ST322
 Water in the private household
— 8/9 positive, 150-200KbE/100ml
— L. pneumophila, Sg1, MAbtyp Philadelphia, ST322
« Strains were indistinguishable by PFGE, RAPD-PCR, VNTR
— distance hospital — private house ca. 1Tkm
« Jan 2010 - 64J female - nosocomial
— Direct SBT from clinical sample - ST 332,
— private home- no Legionella detected

TECHNISCHE
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ST 332 nosocomial cluster

December 2003 - April 2004

5 nosocomial cases —

All patients older 77y

Diagnosed by urinary antigen detection — no clinical isolates
One patient died

Water samples from the hospital: Lp1 —

— no further subtyping

Water supply was hyperchlorinated

TECHNISCHE
C Liick IMMH TUD UNIVERSITAT
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ST 182

C Lick IMMH TUD
Legionella-Labor

*  Only strains of Knoxville and Denver
subtypes

« Two of the Denver subtype strains have
mutations in the lag -1 gene

e (Caused:

— nosocomial clusters in Berlin and
Frankfurt/Oder

— Single travel associated cases in
tourists from Germany, DK and the UK

— 12/ 22 unrelated CAP cases in Berlin
— Single cases in Germany

 Environmental strains without relation to
clinical cases: Dental units in Berlin and
Dresden, warm water supplies Berlin 12/ 26
unrelated strains)

*  One strain from the Netherlands

TECHNISCHE
UNIVERSITAT
DRESDEN




3.Ergebnisse und Diskussion

Multigenome Analysis of Legionella pneumophila

Cazalet et al., Paris (Genome Research 03/2008)

ORF 28
ORF 27
ORF 26
ORF 25
SR24
ORF 23
ORF 22
ORF 21
ORF 20
ORF 19
ORF 18
ORF 17
ORF16
ORF 15
ORF 14
ORF 12
ORF 11
ORF 10
ORF9
ORF 8
ORF 7
ORF 6
ORF 5
ORF 4
ORF 3

ORF 2

ORF1
01.07.2011 Claudia Farhat, Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene, TU Dresden




Nosocomial outbreak Frankfurt/O

Anzahl d. Erkr.
2 -

AT I S - II ........ |

2.12. 8.14 1302, 17.018.12. 22.1Z. a.1. 24.6. 3.7. 7.7, 17.7.

Erkrankungsdatum

|IQ = Warmwater supply

— Legionella count initially up to 200/ml (20 000/100ml),

— After superheating up to 15 /ml

— Warm water pipes close to the cold water supply (up to 28,7°C): >200/ml
* Epidemic strain

— Lp1 Knoxville ST182

— Lp 1 Philadelphia/OLDA ST1

— Lp6

— L. gormanis, L. anisa
« Since August 2003 no further cases

TECHNISCHE
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Conclusion

Strains with defined monoclonal subtype ( Mab-type) and sequence
type (ST) might be restricted to defined areas

They are responsible for single cases , clusters and outbreaks of
community aquired, Travel associated and nosocomila origin

Many thanks to:
Carolin Dix
Kerstin Luck
Susann Menzel
Dr. Jurgen Helbig
Prof. Dr. Enno Jacobs

TECHNISCHE
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Genetic
Characterization of
Legionella
pneumophila

Isolated from a
Common Watershed in
Comunidad
Valenciana, Spain

the population structure of these

environmental samples results from
the joint action of a global,
widespread ST-1 along with genetic
differentiation at

shorter geographic distances,
which in this case are related to the
common watershed for the BV
localities

Sances et al. PLOS2013

TECHNISCHE
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Legionella Pneumophila Serogroup 1 strains in

Saxonian Hospitals

m Methods

m 7-gene sequence based typing: fla, pilE, asd, mip, momp,
proA, neul

s Assignment of specific allele number by SET database or
online sequence type checker

m  Allelic profile or SET: combination of the seven alleles at
each of the loci using predetermined order

19.05.2009 i TECHNIS
MTZ Reserch Semmar' @ 3 GiE7
Speaker: Roman Vandré DRESDEN



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 e

GTCCGTATG A -
A4 4

DNA-Sequenz
Gen E

/

- =

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

Strain 1
— — Strain 2
I Strain 3
Strain 4

TECHNISCHE
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Infektionsquellen Legionella-Pneumonien

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

Ruckkuhlwerke mit feuchter Kihlung®

Whirl Pools
Selten Thermalbader,
Befeuchter in Restaurants und Geschaften (Lebensmittel), Inhalatoren
Zimmer-/ Zierspringbrunnen,
Sehr selten Geburtswannen
Magenspulsonde/ Transoesophageale Echo-Sonde (Leitungswasser)
Wundinfektionen nach Baden, Eismaschinen
Dentaleinheiten
Strassenbefeuchtungsmaschinen
Scheibenwischernanlage ,
Gartenerde (L. longbeachae)

(noch) nicht: Gewachshauser, Autowaschanlagen,

C Liick IMMH TUD UMIVERSITAT
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Direct sequencing from patients material

UNIVERSITAT
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2010 Ausbruch Ulm

C Lick IMMH TUD
Legionella-Labor

» Infektionsquelle
— Epidemiologisch keine
gemeinsame ,Quelle”
» Schwimmbad
* Feier
» Reisen/ Hotel
— diffus Uber die Stadt verteilt
— >>Ruckkuhlwerk
— 9/30 Kultur Legionella pos
— 9x Lp1
— 1x Mabtyp Knoxville, ST 62

* |ntermittierender Betrieb seit
Sommer 2009

*  Wetterlage:
— Relativ warm
— Dichte Wolkenschicht

UNIVERSITAT

Von Baum et al. Euro Surveill. 2010;15(4):1-2 @ TECHNISCHE
DRESDEN




Nosokomialer Ausbruch Frankfurt/O

Anzahl d. Erkr.
2 -

AU - II ........ |

2.12. 8.14 1302, 17.018.12. 22.1Z. a.1. 24.6. 3.7. 7.7, 17.7.

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

— Lp1 Knoxville ST182

— Lp 1 Philadelphia/OLDA ST1

— Lp6

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

TECHNISCHE
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O-Acetyltransferase (Lag-1)
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O-Acetyltransferase (Lag-1)
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O-Acetyltransferase (Lag-1)

N
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Tn1l0 mutants — ORF 8 and ORF
11

~ 1.8 kb insertion with
kanamycin resistance

i—.'\;SSEttEaz:-l Z-zikf 3< 5 6

nt153/nt145 nt139/nt317

methyltra unkno
nsferase WwWn <@

lycosyltr HMIVERSITAT
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Tn1l0 mutants — ORF 8 and ORF
11
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Monoclonal antbodies — Th10

mutants
switch from Benidorm to Allentown

MADb 8/5 31 8/4 911 10/2 10/6 10/7 10/8 12/2 201 26/1 26/2 30/4 39/2
Philadelphia
Subgroup (Phil-1, +++ .+t 0 0 0 +/0 +/0 ++ 0 0 0 +/0 0
Paris)
Allentown .., 44+ 0 0o 0 ©0 0 ©0 0 -6~ 0 0 0 40
(Lorraine)
Benidorm ., 4+ 0 + 0 0 0 O 0 less 0 0 40 +
(Lens)
Knoxville
(Corby, +++ 4+ ++ ++ ++ 0 ++ ++ +++ 0 0 0 +/0 ++
Alcoy,
Upsalla 3)
OLDA (RC1) +++ 0 +++ 0 ++ 0 +++  +++ +++ O H+ ++ ++ + 0
Camperdow .. 0 0 44+ 0 4+ 4+ +++ 0 0 0 +++ 0

n
Heysham  +++ 0 0 0 ++ 0 + ++ 0 0 0 0

Bellingham 0 0 0 +++  ++ ++ ++ o+ ++ ++ 0 +++

(@)

+

- 0
(Gorlitz, HL) @ TECHNISCHE
DRESDEN



Tn1l0 mutants — ORF 8 and ORF

11

KK

@000

&
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Ubermittelte
Legionellosen
pro 100.000
Einwohner
nach
Bundesland,

Deutschland,
2012

(n =654) im Vergleich mit den
letzten 4 VVorjahren

. . .. TECHNISCHE
¢ Lick IMmH Tubl RKI Infektionsepidemiologisches Jahrbuch meldepflichtiger Krankheiten fir 2012 @ UH?\FEREI@I'HT

DRESDEM




Vergleich der L. pneumophila Genome

Alle Stamme Sg1

Philadelphia,
Lens,

Paris

Corby
Lorraine

H 06041035

Alcoy fehlt
Wadsworth 130b fehlt

Nur 90 % Core Genom

C Lick IMMH TUD
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Rapid whole-genome sequencing of a
Legionella outbreak

TECHNISCHE
C Lick IMMH TUD UNIVERSITAT
Legionella-Labor Reuter et al. 2013 http://bmjopen.bmj.com DRESDEN



Rapid whole-genome
sequencing of a
Legionella outbreak

TECHNISCHE
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Legionellen Genome

« Phylogenetic tree of a multiple
sequence comparison of
sphingosine-
phosphatelyaseproteins
presentineukaryotic and
prokaryotic genomes.
Phylogenetic
reconstructionwas done with
MEGA using the Neighbor-
Joining method.

TECHNISCHE
C Liick IMMH TUD UNIVERSITAT

Legionella-Labor ~ Gomez-Valero et al. Front Microbiol 2011 ORESDEN




Pneumophila Serogroup 1 strains in Saxonian

Hospitals

* Introduction

— Monoclona
I
Antibodies
(MAD)

— Dresden
MADb Panel

Gu) oniversied

DRESDEM



Legionella Wachstumszyklus

Exponentielle
Phase

*Elongierte Bakterien

*Keine Flagellen

*NaCl resistent

*Stress empfindlich

Post-exponentielle
Phase

cavirulent

*Kleinere ZellgroRe
flagelliert
*NaCl empfindlich

*Stress resistent

*virulent

I f iUHWERSITﬁi
DRESDEM



Verbreitung von

L.pneumophila Sg1 ST 62 in Deutschland

Unsere Monoklonaler Subtyp | Infektion Region/

Nummer Zeitpunkt

L99-356 OLDA CAP 1999 Nordrheinwest.
Mue 6850 Benidorm Nosocomial 1999 Niedersachsen
LO3-95 Philadelphia CAP 2003 Saarland
L04-399 Knoxville CAP 2004 Nordrheinwest
L06-457 Knoxville CAP 2006 Sachsen
LO7-375 Knoxville CAP 09-2006 Sachsen
LO9-103 Knoxville CAP 07-2009 Brandenburg
L09-329 Philadelphia CAP 07-2009 Schlesw-Hollst
L09-451 Knoxville CAP 09-2009 Ulm

L10-23 Knoxville CAP 01-2010 Ulm

7 weitere

C Lick IMMH TUD
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Rolle der Protozoen

MHK gegen Silber von Legionella:

MIC_Legionelle pneumophila_intracellular

100000

L - = . S
X
10000
_ 1000
E
=]
S 100
10
1
0 1 3 24 48
time [hour]
MIC_Legionella pneumophila_extracellular
100000 —

. :E\

AN

cfu/ml

100 \

. N\

1 | | N\

time [hour]
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—— 256 ugll

—&— 64 ugll
16 ug/l
0 ugl/l

—o— 64 ug/l

—=— 16 ug/l
4 ugl/l
0 ug/l

 MIC of extracellular
Legionella related to
other strains

* intracellular-> less
sensitive

- MIC>256pg/l AGNO3

TECHNISCHE
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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 sind ein Teil der Prophylaxe

UNIVERSITAT

C Luck IMMH TU Dresden @ TECHNISCHE
ORESDEN



L. pneumophila Stamme von 8 Patienten und 10
Kuhlturmen (KT) wahrend des Ausbruchs in Ulm,
Dezember 2009

[Januar 2010

Herkunft Maximale Serogruppe Sequenztyp fla |pil |asd |mip |momp [pro |neu |Vorkommen diese Stammes
Keimzahl/ /Monoklonale (ST)(N
100ml Subgruppe getestet)
(N getestet)

Patienten (n=8) 1 Knoxville' 62 8 10 |3 15 18 1 6 Fast ausschlieBlich bei
Erkrankten weltweit

1. KT Verursacher | 92500 1 Knoxville' (n=19) 62 (n=4) 8 10 |3 15 18 1 6 Fast ausschlief3lich bei
Erkrankten weltweit

1. KT 92500 1 OLDAZ (n=1) 1(n=1) 1 4 3 1 1 1 1 Weltweit von Patient und
Wasser

1. KT 92500 10 (n=1) 908 (n=1) 1 4 3 5 1 1 6 Einzig

1. KT 92500 8 (n=3) NA (n=2) 5 2 3 10 6 25 F® | Einzig

1. KT 92500 3 (n=8) 984 (n=1) 12 129 |2 20 50 20 15 | einzig

1. KT 92500 L. rubrilucens® (n=1) nt

2. KT 70000 8 (n=94) NA (n=2) 5 2 3 10 6 25 F Einzig

2. KT 70 000 L. rubrilucens? (n=2) nt

3.KT 300 1 Bellingham? (n=1) 334 (n=1) 2 6 17 |6 13 11 11 Selten bei Patienten und
Wasserin D und NL

4 KT 3000 4 (n=1) 681 (n=1) 11 |14 |16 |25 7 13 6 Selten

4 KT 3000 6 (n=1) 956 (n=1) 6 10 |3 3 9 1 9 Selten

5.KT 1 1 OLDAZ (n=1) 1(n=1) 1 4 3 1 1 1 1 Weltweit Patient und Wasser

6.KT 1 Neue L. species (n=1)*

7.KT 130 1 Bellingham? (n=1) 334 (n=1) 2 6 17 |6 13 11 11 | Selten bei Pati. und Wasser in
D und NL

8.KT 15 000 1 OLDA? (n=2) 595 (n=1) 2 14 |16 |16 15 13 2 Selten

8.KT 6 4 (n=1) NA (n=1) 8 14 |16 |25 7 13 F Weltweit Patient und Wasser

9.KT 5 1 OLDA? (n=1) 1(n=1) 1 4 3 1 1 1 1 Selten

10.KT 1 1 OLDAZ (n=1) 104 (n=1) 3 10 |1 1 14 9 1 Selten

C Lick IMMH TUD
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Opposite evolutionary trends in the
genomes of amoebal pathogens

» Gene conservation and acquisition

» The specialization of intracellular
bacteria is associated with genome
reduction, with an extreme reduction
for louse-borne human specialists.

* Unlike these intracellular bacteria,
nonspecialized intra-amoebal
microorganisms exhibit a genome
larger than their relatives due to gene
conservation and acquisition.

Claire Moliner, Pierre-Edouard Fournier & Didier Raoult
FEMS Microbiology Reviews 2010

TECHNISCHE
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Genome Analysis of L. pneumophila Strains
Using a Mixed-Genome Microarray

« 222 unique Legionella strains (49
clinical strains and 173
environmental strains)

* no nosocomial isolates
» 4 markers

— 6E4is probably related to cell
wall synthesis (N-
acetylneuraminatesynthase),

— 33F8 to cellular transport (Xylose
symporter).

— 16E4 in the lipopolysaccharide
synthesis (LPS) — wzm

« The final model correctly predicted
100% of the clinical strains and

69% of the environmental strains

Euser et al. PLOSone 20137(10): e47437.
doi:10.1371
C Lick IMMH TU Dresden @ TECHNISCHE
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Case Hotel Cochem - Pat. Hannover

Direkter Nachweis DNA nSBT aus Patienten:
Vergleich mit Wasserisolaten

Keine Ubereinstimmung

TECHNISCHE
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Ausbruch London 2005

Lock et al. Epidemiology and Infection 2007

&

TECHNISCHE
UNIVERSITAT
DRESDEN




Ausbruch auf Kreuzfahrtschiff

2003 8 Patienten
o 2X Kultur

— Lp1 Knoxuville,
ST35

— bisher nur je 1xin
D, NL, Can

* Urin Ag positiv 5x
« Antikorper positiv 3x

Disembarkation
Cuxhaven

39 Personen ohne Symptome waren
nach 6 Wochen Antikorper negativ

B Confirmed case M Suspected case [ | fatal

2008 erneuter Fall gleiche [F=TanloA I

C Liick IMMH TUD K. BEYRER et al. Epidemiol. Infect. (2007), 135, 802—-810. UNIVERSITAT
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Outbreak Lens, France Nov.2003- Jan.04

- 386 Falle

« Letalitat 21%

*  Winterzeit
 Transmission > 6km

« Strains Lens einmalig: MAb 3-1
positiv, ST 15

— >2000 Stamme in Frankreich
— >150 lokal Stamme

« Ein Stamm mit gleichem ST aus
Deutschland

o Seit 2008 weitere Falle aus F

Ngyen et al. JID, 2006 @EE‘E&”AE&'&E
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2010 Ausbruch Ulm

« Daran denken !l

« Schnelle Diagnose durch
chromatographischen Schnelltest

« Bestatigung Urin AG-ELISA
« PCR
* Intensive Kulturversuche
— 8 Isolate von Patienten
— Alle Lp1, Latex-Agglutination
— Mabtype Knoxville
— Sequenztyp 62

i . 1. TECHNISCHE
© Lok IMMH TUD Von Baum et al. Euro Surveill. 2010;15(4):1-2 @ Ere3 CHE
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Therapiekosten Legionellose-Falle

Length of

Treated in

hospital intensive
Case no. stay care Cost (£)
| 117 Yes 201 648
2 21 Yes 37256
3 8 No 2184
4 26 Yes 35064
5 6 No 2184
6 39 Yes 45704
7 10 No 2184
8 b No 4368
) 6 No 2184
10 13 No 4368
11 5 No 2184
12 29 Yes 36936
13 8 No 2184
14 8 Yes 13144
Total 6 391592

C Lick IMMH TU Dresden

Lock et al. Epidemiology and Infection 2007

(~€578000)
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Conclusion

Strains with defined monoclonal subtype ( Mab-type) and sequence
type (ST) might be restricted to defined areas

They are responsible for single cases , clusters and outbreaks of
community aquired, Travel associated and nosocomila origin

Many thanks to:
Carolin Dix
Kerstin Luck
Susann Menzel
Dr. Jurgen Helbig
Prof. Dr. Enno Jacobs

TECHNISCHE
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Legionella PCR

* In-house nested mit Sequencing Bestatigung oder
Typisierung
 Real-time PCR
 Nachweis
— alle Legionella species (16s rRNA, 5s rRNA, mip)
— L. pneumophila 16S rRNA gene, mip gene
— Sg1 LPS gene
— clone specific Paris clone ( IS elements)
 Nchweisgrenze10-50 cfu
 Hochspezifisch
« Quantifizierung nicht notwendig

* Direktes Typisieren aus klinischen Proben

UNIVERSITAT

C Luck IMMH TU Dresden @ TECHNISCHE
ORESDEN



ST332 - Microbiological investigation of a
cluster in a military unit 1990

Patient /Clinic Day Antibody Antibody Antibody Antibody Urinary

antigen
Lp 1 Lp6 Lp7 Lp12

T.V. 16 1024 64 64 64 Nt

pneumonia 42 1024 256 128 256

M.D. Pontiac- 41 1024 64 <64 128 +00

fever 56 512 <64 <64 128

J.M. Pontiac- 90 512 <64 <64 128 0+0

fever

6 exposed Ca.90 | <64 <64 <64 <64 00

person

18 controls <64 <64 <64 <64 Nt

IQ = Warmwater: 6/14 samples pos., 100-800/ 100ml, Sg 1, MAb Philadelphia, ST 332

TECHNISCHE
Liick et al. 1992, DMW 117: 460-464 @ ONIVERSITAT




Ulm Outbreak

Outbreak caused by Lp1 Knoxville ST62
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* %

C Lick IMMH TUD
Legionella-Labor

LD-Ausbruch
Kreuzfahrtschiff

Kaltwasserproben: 46% positiv
Warmwasserproben: 36% positiv
2003
L. Spezies
L. pneumophila
Sg 1 (7x MADbtyp Oxford)
Sg 1 (2x MAbtyp Knoxville, ST35)
Whirlpool
Dusche beim Friseur
Sg 3, 5, 10 (54x)
2008
9/10 Wasserproben <100/100ml
Der ,Verursacher® kann selten sein
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Legionella-Befall
(retrograde Analyse von 76 000 Proben)

UNIVERSITAT
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