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Legionellen — finden wir die Infektionsquelle?
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Legionellen sind (fast) Uberall — vor allem im Wasser
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Okologie von Legionellen

Aufnahme durch Protozoon
(z. B. Amé6ben) ohne
Verdauung

Inhalation von
Legionellen-haltigen
Aerosolen

Amdben ,grasen‘ auf

Biofilmen
Legionellen
replizieren
sich in
Vakuole
Infektiose Partikel werden frei 9 1) .
und kénnen sich wieder im "o o [fessts Beiest)
Biofilm ansiedeln oder . N ::_-';;..' . AN
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Legionellose (ri2019)

Meldepflichtig an das Gesundheitsamt — Falldefinition

I Klinisch:
- Lungenentzindung (durch klinische oder radiologische Hinweise)
- UND labordiagnostischer Nachweis (mind. ein positiver Befund)

« Direkter Erregernachweis:
- Antigennachweis in Urin (L. pneumophila Sg1l)
- Kulturelle Erregerisolierung aus Lungengewebe, Pleuraflissigkeit,
Sekreten des Respirationstraktes (BAL, Sputum etc.)
- Nukleinsaurenachweis aus Lungengewebe, Pleurafllissigkeit, Sekreten
des Respirationstraktes (BAL, Sputum etc.)

* Indirekter (serologischer) Erregernachweis:
Antikdrpernachweis mittels indirekten Immunfluoreszenztest
- deutliche Anderung zwischen zwei Proben

- deutlich erh6hter Wert (nur bei L. pneumophila Sgl)
Hinweis: AntikOrpernachweise aus Sekreten des Respirationstraktes sowie IgM- und IgG-

Antikorpernachweise gelten aufgrund unzureichender Validierung nicht als Nachweis.
Universitatsklinikum
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Legionellose Falldefinition (ki 2019

I Epidemiologische Bestatigung (mind. ein Nachweis):
Epidemiologischer Zusammenhang mit einer labordiagnostisch nachgewiesenen
Infektion bei Menschen
(unter Berucksichtigung der Inkubationszeit von 2—-10 Tagen)
- Gemeinsame Expositionsquelle (z. B. Dusche, Whirlpool)
- Aufenthalt nahe Einrichtungen mit labordiagnostisch nachgewiesenem
kontaminierten Wasser (z. B. Kuhltirme)
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Kurze Epidemiologie

Case fatality (%)

N

2013 2014 2013 2016 2017 2018 2019 2020
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Legionelle |st nicht gleich Leglonelle

Dogs of the Hmhl -
{,
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Legionelle ist nicht gleich Legionelle

Go g|e gefahrlicher hund X & @ Q

Q Alle [ Bilder  Shopping [¢] Videos [f] Bicher i Mehr Suchfiiter

Ungefahr 1.070.000 Ergebnisse (0,50 Sekunden)

Wikipedia
https://de wikipedia.org » wiki > Gefahrlicher_Hund

Gefahrlicher Hund

Gefahrlicher Hund ist ein Begriff aus dem Recht der Gefahrenabwehr und den entsprechenden
Hundegesetzen der deutschen Bundeslander.
Begriff - Landesgesetzliche Regelungen - Bundesrecht

W

Ahnliche Fragen

Welche Hunde gehdren zu den gefahrlichen Rassen? v
Wann gilt ein Hund als gefahrlicher Hund? v T 4
Wann wird die Rasseliste abgeschafft? v Gefa h rl ICher H u nd <
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Legionelle ist nicht gleich Legionelle
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Google

dangerous dog

Q Alle (@) Bilder [ Videos < Shopping & News : Mehr

Ungefahr 715.000.000 Ergebnisse (0,40 Sekunden)

& Bilder zu dangerous dog

6 animal . german shepherd & dog bites ‘% bull terrier

Alle anzeigen >

X

' ® Q

Suchfilter

Feedback geben
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Legionelle |st nicht gleich Leglonelle

Dogs of the Hmhl -
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Patientenisolate vs. Wasserisolate

Virulente Subarten nur selten im Wasser zu finden (Stammsammlung Konsiliarlabor, 2004-2021)

100 ~

80 -
60 -
40 -
20 -
0 - T T

Patient Trinkwasser Kahlturm

Anteil L. pneumopbhila in Probe [%]

H L. pneumophila (non-Sg1) m L. pneumophila Sg1 (non-Pontiac) m L. pneumophila Sg1 Pontiac
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ldentifikation von Infektionsquellen

~ T, ’

1 Patient
1 Cluster
1 Ausbruch
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ldentifikation von Infektionsquellen
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1: RKI Berlin

phanotypische Marker

Y,
oS

machen

N

Nur Isolate aus klinischen Proben
UND Umweltproben kénnen eine
Infektionsquelle (eindeutig) ausfindig

genotypische Marker

U-—“u“
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Methoden zur Legionellendetektion

PCR

] Resp. Sekret
Kulturansatz Kulturansatz
Patient_en-

Legionella spp.,

- T S e

L. pneumophila,
L. pneumophila SG1
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1x1 der Typisierungsmethoden

Typisierbarkeit
Zielgruppe definieren, Zielmarker definieren
—> Marker muss in der Zielgruppe vorhanden
sein

Reproduzierbarkeit
Wie grol3 ist die Abweichung der Ergebnisse
nach Wiederholungsversuchen
- Keine Abweichung

Diskriminierungsindex .
Die Wahrscheinlichkeit, dass zwei nicht- A
verwandte Stamme als ,UNTERSCHIEDLICH® -
eingestuft werden
- Sollte > 0,96 sein

Feintypisierungspotential

www.uniklinikum-dresden.de
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Aktuelle Typisierungsmethoden

by Y Y

Phanotypische

durch monoklon

— L. pneu
Sero- und Sukt
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Dresden
Standard panel

Type strain (ATCC)
Philadelphia 1 (33152)
Allentown 1 (43016)
Benidorm 030E (43108)
Knoxuville 1 (33153)
France 5811 (43112)
OLDA (43109)
Oxford 4032E (43110)
Heysham 1 (43107)
Camperdown 1 (43113)
Bellingham 1 (43111)
Denver (Stout ,1988)
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1: Helbig et al Eur J Clin Microbiol Infect Dis 21:710-716
2: Cazalet et al 2004, Nature Genetics 36, 1165-1173




Aktuelle Typisierungsmethoden

DI

Genotypsierung von L. pneumophila Sgl Stammen

Isolat # Sequenz Allel
- m 3 - — ¢ »—» 1 elr —?)‘: 3?'7"‘
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¥ ‘  GC ATCAGT 3 |
[ &S o GTCCGTATG
[ &~ - ¥y Amplifikation GTC GTATG
Vil E " Gen 2 GTCCGTATG Isolat 1
| = X GTCCGTATG Isolat 2
’-}_— S& /7 oi\f o Isolat 3
AN : >/ — Amgllflkastlon A Isolat 4
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Feintypisierung von Legionellen

Feintypisierungspotential

*(Isolat vorhanden)

Phanotypische Bestimmung
durch monoklonale Antikorper

~40 Antikorper eslegasiaguinny (oo
— L. pneumophila - o S i o it
Sero- und Subgruppen 0,85 ) '

Genotypische Bestimmung — 0,98 m%~L4:

durch Sequenz-basiertes —rh )i@

Typisieren (SBT), 7 Gene ANl /)

— L. pneumophila Sg1 Sequenz- 0,96 - NN e
Typen (ST)

Gesamtgenomsequenzierung,
cgMLST
— L. pneumophila
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Feintypisierung von Legionellen *gsolat vorhanden)

Feintypisierungspotential

E LET'S GET.READY TO
durch monoklc
~40 An

— L. pne
Sero- und

Genotypische
durch Seque
Typisieren (S

Gesamtgenomsequenzierung,

cgMLST . 12.,
— L. pneumophila o
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In einer ‘perfekten Welt‘ zur Quellenidentifikation

Resp. Sekret
Kulturansatz Kulturansatz
Patienten- Wasserprobe
material

|
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Nachweis von Legionellen-Infektionen
(Europa, Deutschland; 2019)

Serologie
2%

PCR
17%

Serologie
2%

Urinantigen
78%
~__ Indirekter Nachweis /
L. pneumophila Sg 1
Europa Deutschland

Geringer Anteil an Kulturnachweisen fuhrt zu Dilemma bei Quellensuche

European Centre for Disease Prevention and Control. Legionnaires’ disease in Europe, 2015.
Stockholm: ECDC; 2017 . - . . S
Universitatsklinikum /4 0%
Carl Gustav Carus
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Nachweis von Legionellen-Infektionen
(Deutschland; 2019)

PCR
w Serologie 17
— 1791 Legionellosefalle 29,
— 143 kulturbestatigte Falle
— 109 Isolate an Referenzzentrum verschickt

— 23 ldentifizierte Quellen

Indirekter Nachweis /
L. pneumophila Sg 1

Deutschland

| Universitatsklinikum /4 2%
Carl Gustav Carus
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Wie finde ich die ,richtige‘ Kolonie?

Beispiel Ausbruch Warstein 2013

20

18

~Randomly picked

W lp2-14
16 - I HLplo
14 . Lp6 —Patientenisolat

Lpl Knox 600

12 /
HLpl Knox 345
10
8

|
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| ! -

L am Al EnEn

RKW 1. RKW 2. kKondens ZufluRe © FluE Wester  Klaranlage Kldranl Kldranlage Luft Kldranlage Warstein Brau
Brauerei Beleb.-Becken  Brauerei Stadt Stadt MNachtestung
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Pa“ enten iSO I ate (Stammsammlung Konsiliarlabor, 2015-2021, 530 Isolate)

L. pneumophila sg 2
2%

L. pneumophila sg 10

1%

L. pneumophila sg
3%

L. pneumophila sg 13

L. pneumophila sg 6 0%

3%

Legionella spp. L. pneumophila sg 4

2% 1%

e

ESpheumophila sg 5

L. pneumophilasg 1
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ldentifikation von Infektionsquellen

Nur Isolate aus klinischen Proben 4
UND Umweltproben kdnnen eine [ _."7"“’4....J
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Kontakt: P

Dr. rer. medic. Markus Petzold

Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Virologie
Universitatsklinikum Dresden — Carl Gustav Carus




Was tun, wenn kein Isolat vorhanden ist?

31

Klinisches Material 2 Annahme nur 1 Stamm im Patienten
I Nested PCR: direkte Sequenztypisierung aus resp. Material
— Bei 50 % der Proben volles Sequenzprofil generiert

I Direkte Subtypisierung des Urinantigens durch spezifische Antikorper
I Anreicherung der Legionellen Gber Immunomagnetische Seperation

Wasserproben = Mehrere Spezies
I Nur wenn klinisches Isolat vorhanden ist, kann man mit Genomdaten
spezifisch nach Isolaten screenen
I Mehrere Isolate analysieren (Zeitintensiv)
— Spezifische Durchflusszytometrie oder gPCR kann
Quellenausschluss beschleunigen

Universitatsklinikum
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