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Abstract:

Menschen kénnen an einer Legionarskrankeit oder Pontiac-Fieber erkranken, wenn sie Bioaerosole
einatmen, die pathogene Legionellen (z. B. L. pneumophila Sg1) enthalten. Diese Bioaerosole finden
ihren Ursprung sehr oft in Duschen, Rickkuhlanlagen auf Dachern von Industriebetrieben oder
Warmsprudelbecken bzw. Verneblern. Die Untersuchung von Patientenproben bei Verdacht auf
Legionarskrankheit erfolgt standardmafig mithilfe des Urin-Antikérper-Nachweises. Jedoch ist nach
momentanem Stand der Technik lediglich der Nachweis und die Identifikation von Legionella
pneumophila Serogruppe 1 sowie Serogruppe 2 — 15 als Summenparameter moglich. Ein
automatisierter Schnelltest zur Detektion und Unterscheidung der Legionellenspezies und
Serotypisierung ist aufgrund des gehauften Auftretens von Legionellosen notwendig. Dafiir eignen
sich Sandwich-Mikroarray-Immunoassays. Mit deren Hilfe ist ein Screening auf Antigene der
Legionella pneumophila-Serogruppen 1 — 15 in Patienten-Urin mdglich. Im Gegensatz zu Screening-
Verfahren in Mikrotiterplatten kann schnell und mit einer einzigen Probe die Serogruppe identifiziert
werden. Daflr wird in einem ersten Schritt nach hochaffinen, selektiven Paaren aus Fanger- und
Detektor-Antikérper gesucht, welche schlussendlich auf einem Serotypisierungs-Chip eingesetzt
werden. Die Analyse erfolgt auf der automatisierten Multiplex-Plattform MCR 3. Gleichzeitig ist eine
Zuordnung zur Umweltprobe (Wasser oder Luft) notwendig, um Rickschlisse auf die Emissionsquelle
ziehen zu kénnen. Aus diesem Grund wird untersucht, mit welchem Nachweisvermdgen auf dem
Mikroarray-Chip freie L. pneumophila-Serogruppen detektiert werden kénnen.
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Einfiihrung Untersuchungspflicht in der Hausinstallation mit
Legionella spp. kommen ubiquitédr in allen Warmwasserspeichern  tber 400L. Bei

wasserfiihrenden Systemen vor. Sie kdnnen
aerosolisiert werden und bei inhalativer
Aufnahme Infektionskrankheiten verursachen.
So kommt es immer wieder teils sogar zu
tédlichen verlaufenden Legionellosen, oft auch
im Zusammenhang mit dem Austrag von
kontaminierten Aerosolen aus
Ruckkuhlanlagen, wie z. B. dem Ausbruch mit
Uber 150 Erkrankten und 2 Toten in Warstein
(Sauerland) im August 2013. Mit der vor
Kurzem in Kraft getretenen Novellierung der
Trinkwasserverordnung kam es auch zu
Anderungen bei den Vorgaben zur Legionellen-
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Wasserleitung saniert werden und es kdnnen
Duschverbote ausgesprochen werden [1]. Fur
die standardméfige  Untersuchung von
sanitdren Einrichtungen wird entsprechend den
Methoden des Umweltbundesbundesamtes
(ISO 11731 und DIN EN ISO 11731 — 2) das
Kulturverfahren angewandt. Mittels
Kulturverfahren ist es jedoch nicht mdglich,
Zellen im VBNC-Status zu erfassen [2]. Ziel
unserer analytischen Methodenentwicklung ist
es, ein Testsystem zu entwickeln, das die
Korrelation zwischen Luft-, Wasser- und
Urinproben  fir  Legionella  pneumophila-
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Serogruppen darstellt. Die schnelle
Serogruppen-Typisierung  von  Urinproben
erkrankter Patienten ist notwendig, um im
Erkrankungsfall schnell handeln zu kénnen.
Dabei soll zuallererst die Probe des Patienten
untersucht werden, um dann mit gesammelten
Umweltproben aus Luft und Wasser einen
Abgleich durchfiihren zu kénnen.
Die kulturunabhangige Methode  eines
Sandwich-ELISA ermdglicht Uber die Detektion
der Zielstrukturen (LPS-Strukturen) auch die
Erfassung von Zellbruchstiicken, toten und
inaktiven Zellen. Das Konzept des Sandwich-
ELISA ist in Abbildung 1 dargestellt. Mit Hilfe
eines  Kontaktdruck-Verfahrens  wird ein
Detektionsantikérper auf einen Glastrager
aufgebracht, der vorher oberflachenchemisch
behandelt wurde. AnschlieRend wird die Probe
Uber den Chip geleitet und die Bakterien binden
am Antikérper. Nach Zugabe des Biotin-
gelabelten Detektionsantikérpers kann die
Markierung des Antikérpers mit Streptavidin-
HRP erfolgen. Das mittels Luminol und H,0,
erzeugte Chemilumineszenzsignal wird durch
eine CCD-Kamera erfasst, an die automatische
Ausleseplattform des MCR 3 uUbertragen und
Uber die installierte Software ausgewertet.

Abb. 1. Schema des durchgefiihrten Sandwich-
ELISA am MCR 3.
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Material und Methoden

Die Glastrager wurden silanisiert und
anschlieBend mit DAPEG  beschichtet.
AnschlielRend erfolgte eine Aktivierung der
Glasoberflache, wodurch eine kovalente
Bindung von Antikdrpern ermdglicht wird. Diese
Immobilisierung von Antikérpern wird durch ein
Kontaktdruck-Verfahren, das  sogenannte
Spotting, erreicht. Der vollautomatische
Prozess wird mit dem  Kontaktspotter
BioOdyssey Calligrapher MiniArrayer (Bio-Rad
Laboratories) durchgefiihrt. Nach erfolgter
Inkubation Gber Nacht und Abblocken der freien
Bindungsstellen mit TRIS (pH 8,5) und BSA
(1% in PBS) kénnen die Chips geklebt und fir
Messungen am MCR3 eingesetzt werden. Die
Kalibrierung erfolgt durch quantitative
Messungen am Durchfluss-Zytometer (FCM)
Cell Lab Quanta SC (Beckman Coulter).

Mit einer aufsuspendierten Stammlésung von
Legionella pneumophila  wurde  eine
Verdinnungsreihe erstellt. Diese wurden mit
SYTO 9-Farbstoff inkubiert und anschlief3end
quantifiziert.

Die hergestellte Stammldsung wurde dann fir
Kalibrierungsmessungen an der Auslese-
plattform MCR 3 (Munich Chip Reader, GWK
Prazisionstechnik) verwendet [3]. Es handelt
sich hierbei um ein Mikroarray-Messgeréat,
welches den  Chemilumineszenz-Multiplex-
Immunoassay automatisiert und  mittels
zugehdriger Software (MCR ImageAnalyzer)
auswertet (siehe Abbildung 2).

Abb. 2. Munich Chip Reader (MCR 3).

Die Legionellen-haltige Probe wird durch die
Fluidik des MCR 3 Uber den mit Antikérpern
belegten Chip gepumpt. Alle Reagenzien
werden nacheinander Uber den Chip geleitet.
Das dabei entstehende Chemilumineszenz-
Signal gibt danach Aufschluss Uber die
enthaltene  Konzentration an  Legionella
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pneumophila in der untersuchten Probe.
Weiterhin ist anhand der Spot-Verteilung auf
dem Chip eine Serogruppentypisierung,
entsprechend der vorher  gespotteten
monoklonalen Antikdérper gegen Legionella
pneumophila-Serogruppen maglich.

Ergebnisse

Zundchst wurde eine Kalibrierkurve fur
verschiedene Verdinnungen der Legionellen-
Stammlésung im Vergleich mit Kulturverfahren
erstellt (siehe Abbildung 3).

Abb. 3. Kalibrierung lebender Zellen-Kultur im
Vergleich zu FCM.

Der damit erhaltene Korrekturfaktor kann fir
Vergleiche zwischen Kulturverfahren und
Durchflusszytometrie herangezogen werden.
Die Quantifizierung der Stammlésung am
MCR 3 gab Aufschluss Uber die Legionellen-
Konzentration und das dazu korrespondierende
Chemilumineszenz-Signal. Es wurde eine
Kalibrierfunktion erstellt, die far
Quantifizierungen zugrunde gelegt werden
konnte (Abbildung 4).
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Abb. 4. Kalibrierkurve von Legionella pneumophila
Serogruppe 1.
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Es wurden in ersten Messungen
Nachweisgrenzen von 2,5x 10° KBE/mL an
Legionella pneumophila erreicht.

Im Rahmen einer friheren Promotion wurde ein
erstes Panel an Legionella pneumophila-
Antikbrpern gescreent. Ein  Grofdteil der

monoklonalen Antikérper wurde identifiziert und
kann auf dem Mikroarray eingesetzt werden
(siehe Abbildung 5). Mithilfe des Screenings ist
es gelungen, Kreuzreaktivitdten aufzudecken.
Es wurde gezeigt, dass mit einer Detektion auf
dem Chip schnell und selektiv auf geeignete
Antikdrper untersucht werden konnte.

Abbildung 5. Screening von  monoklonalen
Antikérpern  gegen Legionella ~ pneumophila
Serogruppen [3].

Ausblick

Aktuell wird begonnen, Urin von an Legionella
pneumophila Serogruppe 1 erkrankten
Patienten zu untersuchen. Der aufkonzentrierte
Urin wird am MCR 3 vermessen. Mithilfe eines
Panels an selektiven Fanger- und Detektor-
Antikérpern sollen Negativ- und Positivproben
vermessen werden. Ziel ist es, einen
Schwellenwert zu ermitteln, um negative von
positiven  Patientenproben abgrenzen zu
kénnen. Eine weitere Untersuchung von
Realproben (wie Bioaerosole, Wasser aus
Rickkihlanlagen etc.) ist angestrebt, um
Rickschlisse auf Erkrankung und Herkunft der
Infektion ziehen zu kénnen.

Um den Mikroarray fir Legionella pneumophila
zu komplettieren, wird ein weiterer Screening-
und Optimierungsprozess durchgefuhrt. Dabei
werden weitere hochselektive, affine Antikérper
ermittelt und auf den Chip gebracht. Es kann so
zukinftig gezeigt werden, dass aus der
untersuchten Probe eine direkte Korrelation
zwischen Patienten-Urin und Herkunft bzw.
Austragung aus der Umwelt hergestellt werden
kann. Mithilfe des Schnell-Nachweis-Verfahrens
soll es mdglich sein, innerhalb weniger Stunden
eine genaue Serogruppen-Typisierung
durchzuflhren. Somit wird erreicht, dass die
Untersuchung im Erkrankungsfall schneller
zZielgerichtet erfolgen kann.
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