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Einleitung 
Immer wieder kam es in den letzten Jahren zu Aus-
brüchen von Legionellen, was letztendlich auf konta-
minierte Verdunstungskühlanlagen (s. Abb. 1) zu-
rückgeführt werden konnte [1]. Die 42. BImSchV sieht 
zwar eine regelmäßige Überwachung des Kühlwas-
sers vor, jedoch besteht die Gefahr für eine Erkran-
kung vor allem durch austretende Aerosole. Sind 
diese mit Legionella pneumophila kontaminiert, kann 
eine Inhalation zur Legionärskrankheit, einer Pneu-
monie-ähnlichen Erkrankung, führen. Je nach Wet-
terbedingungen können L. pneumophila in Aerosolen 
mehrere Kilometer weit transportiert werden [2]. 
 

 
Abb. 1: Verdunstungskühlanlage 

 
Deshalb ist es wichtig, Informationen über die Vertei-
lung dieser Bakterien zwischen Wasser- und Luft-
phase zu erhalten, da ein direkter Zusammenhang 
zwischen der Konzentration an Bakterien im Wasser 
und in der Luft nicht erwiesen ist.  
Ein weiteres Problem ist der Übergang von L. 
pneumophila in den sogenannten „viable but not cul-
turable“ (VBNC) Status. Dadurch sind die Bakterien 
zwar lebensfähig und pathogen, aber nicht mehr kul-
tivierbar, was bei einer Analyse durch Kultivierung zu 
einer Unterbestimmung führen kann. Ein weiterer 
Nachteil der Verwendung der Kultivierung als Stan-
dardmethode stellt die sehr lange Analysendauer von 
7-10 Tage dar. Besonders bei akuter Gefährdung ist 
ein schnelles Messergebnis nötig, um zeitnah geeig-
nete Maßnahmen ergreifen zu können. 
Durch einen Antikörper-basierten Microarray-Immu-
noassay auf dem Microarray Chip Reader (MCR) Le-

gioTyper ist nicht nur ein schnelles Messergebnis in-
nerhalb von 30 Minuten möglich, sondern auch 
gleichzeitig eine Sero- und Subtypisierung. Neben 
der Analyse des Prozesswassers sollte zukünftig für 
ein umfassendes Umweltmonitoring auch die Immis-
sion und Emission von L. pneumophila mittels Immu-
noassay untersucht werden können. Die Antikörper-
basierte Schnellanalyse von Bioaerosolen kann ei-
nen wichtigen Beitrag für ein verbessertes Aus-
bruchsmanagement und Risikobewertung von Ver-
dunstungskühlanlagen und Kühltürmen liefern. 
 

 
Methoden und Materialien 
 
Für die Erzeugung von pathogenen Bioaerosolen ist 
ein Arbeitsplatz ohne Risiko einer Exposition nötig. 
Deswegen wird die Generation und Sammlung der 
Bioaerosole in einer Bioaerosolkammer durchgeführt. 
Dabei handelt es sich um eine zur Biosicherheitsbank 
umgebauten Glove-Box (s. Abb. 2) [3]. 
 

 
Abb. 2: Bioaerosolkammer 

 
Die Aerosolerzeugung findet mit dem Pari LC Plus 
Nebulizer mit Pari Boy Kompressor statt. 
 
Die Sammlung erfolgt über 10 Minuten mit dem Zyk-
lonsammler Coriolis µ (s. Abb. 3) bei einer Flussrate 
von 300 L/min und mit 10 mL Ringerlösung als Sam-
melflüssigkeit.    
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Abb. 3: Zyklonsammler Coriolis µ 

Anschließend wird ein Chemilumineszenz Sandwich-
Microarray-Immunoassay (CL-SMIA) auf einer auto-
matisierten Microarray-Analyseplattfom (MCR) Legi-
oTyper (s. Abb. 4) durchgeführt. 

 
Abb. 4: Neueste Version der Analyseplattform MCR  

Es wird ein definiertes Panel an Fängerantikörpern 
verwendet, an die L. pneumophila Serogruppe (Sg) 1 
mit unterschiedlicher Affinität bindet. Die Antikörper 
sind dabei auf einem Polycarbonat-Microarraychip, 
bei welchem die Oberfläche mit Carboxy-modifizier-
tem Jeffamine beschichtet ist, aufgetragen. Nach In-
jektion der Probe und Bindung der Legionellen erfolgt 
die automatisierte Zugabe eines Detektionsantikör-
pers gegen L. pneumophila, anschließend die der Re-
agenzien für die Chemilumineszenzreaktion, die mit 
einer CCD-Kamera detektiert wird. 

 

 

Abb. 5: Schematische Darstellung des Aufbaus des Che-
milumineszenz Sandwich-Microarray-Immunoassays (CL-

SMIA) 

 
In Ergänzung erfolgt eine quantitative Analyse auf ei-
nem Durchflusszytometer von rqmicro (s. Abb. 6). Mit 

diesem Analysegerät ist eine Bestimmung der Zell-
konzentrationen von lebenden und toten Legionellen 
möglich. Verwendet wird ein Reagenzienkit, bei dem 
ein Panel an Antikörpern gegen L. pneumophila Sg 1-
15 auf magnetischen Mikropartikeln immobilisiert 
wird. In Zusammenhang mit fluoreszenzmarkierten 
monoklonalen Antikörpern ist eine quantitative Sam-
meleffizienz des Coriolis µ bezogen auf den Anteil an 
intakten und nicht-intakten Bakterienzellen möglich.  
 

 
 

Abb. 6: Durchflusszytometer rqmicro.COUNT 

Ergebnisse 
 
Subtypisierung am LegioTyper 
 
In Abb. 7 ist die Kameraaufnahme der Chemilumines-
zenz-Signale des CL-SMIA zu sehen.  
 

 
Abb. 7: Kameraaufnahme der Chemilumineszenz-Signale 

des CL-SMIA für Legionella pneumophila Sg 1 Subtyp 
Bellingham bei einer Konzentration von 0,5∙107 Zellen/mL. 
Verwendete Antikörper sind oberhalb in roter Schrift ange-

geben. 

Der polyklonale Antikörper pAb zeigte ein Signal bei 
der Anwesenheit von L. pneumophila Sg 1, während 
durch die Zusammensetzung der positiven Signale 
bei den neun monoklonalen Antikörpern auf den je-
weiligen Subtyp geschlossen werden kann. Im Falle 
des hier verwendeten Subtypen Bellingham sind po-
sitive Signale für die Antikörper mAb 84/2, mAb 30/4, 
mAb10/6, mAb 20/1, mAb 10/7 zu erwarten und auch 
zu erkennen. Zur Überprüfung der Funktionsfähigkeit 
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des Systems wird bei jeder Messung eine Negativ- 
und Positivkontrolle mitgeführt.  
 
 
Konzentrationsbestimmung mit der rqmicro-Methode 
 
Da der CL-SMIA bisher nur qualitative Ergebnisse lie-
fert, wurde zusätzlich eine quantitative Analyse der 
gesammelten Bioaerosole mittels Durchflusszytomet-
rie von rqmicro durchgeführt. 
Dazu wurde sowohl die Gesamtzahl an L. pneumo-
phila Sg 1-15 (total legionella concentration (TLC)), 
als auch die Anzahl der intakten L. pneumophila Sg 
1-15 (intact legionella concentration (ILC)) mit einer 
Auftragung von grüner Fluoreszenz gegen rote Fluo-
reszenz bestimmt. Durch Vergleich der ILC-Ergeb-
nisse vor und nach dem Sammeln, konnte erkannt 
werden, dass eine Abnahme der lebenden Legionel-
len von 2,30 x 107 ILC/mL auf 1,67 x 107 ILC/mL (mit 
Berücksichtigung Verdünnungsfaktor durch Sammel-
flüssigkeit) auftrat. Dies kann durch Stressfaktoren 
beim Sammeln begründet werden.  
Durch Einbezug der TLC konnte die Überlebensrate 
beim Sammeln der Legionellen in Aerosolen berech-
net werden. Dazu wurde der prozentuale Anteil an 
ILC in Bezug auf TLC vor und nach dem Sammeln 
bestimmt, um zu sehen wie hoch die prozentuale Ab-
nahme der lebenden Legionellen durch den Sammel-
prozess ist. Waren vorher noch 89,7 % intakte Zellen 
vorhanden, sank der Wert nachher auf 76,1 %. 
Dadurch konnte gezeigt werden, dass 84,9 % der Le-
gionellen den Sammelvorgang überleben.  
Durch Wiederholung der Versuche ergaben sich für 
den Coriolis µ Überlebensraten von 75 - 90 %.  
 

Diskussion 

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass beide 
angesprochenen Systeme für Bioaerosole geeignet 
sind.  

Mit dem CL-SMIA liegt innerhalb von 30 Minuten ein 
Ergebnis vor, ob in der Probe L. pneumophila Sg 1 
enthalten ist und wenn ja welcher Subtyp vorliegt. Je-
doch wurde dieser Assay bisher nicht quantitativ 
durchgeführt, sodass nur eine qualitative Betrachtung 
erfolgen kann.  
 
Zur Konzentrationsbestimmung kann die Durch-
flusszytometrie mit der Methode von rqmicro ange-
wandt werden, wobei innerhalb von 49 Minuten vier 

Proben gleichzeitig vermessen werden können. Hier-
bei ist neben der spezifischen Analyse von L. 
pneumophila Sg 1-15 mit lebend/tot Unterscheidung 
auch eine Bestimmung der Gesamtzellzahl (total cell 
concentration (TCC)) möglich, was besonders bei 
Realproben von Interesse sein kann. 
 
Da bei der Sammlung mit dem Coriolis µ immer ein 
Verdünnungsfaktor auftritt, müssen für beide Sys-
teme weitere Untersuchungen in Bezug auf Nach-
weisgrenzen durchgeführt werden. 
 
Bisher fanden alle Versuche unter definierten Bedin-
gungen im Labor statt. Bei Realproben besteht immer 
die Herausforderung einer komplexeren Matrix und 
der Anwesenheit von Begleitbakterien, was zu 
Schwierigkeiten bei der Analyse von L. pneumophila 
führen kann.   
Im weiteren Verlauf des Projekts sollen deshalb die 
entwickelten Sammel- und Analysestrategien für L. 
pneumophila in Aerosolen unter realen Bedingungen 
in Verdunstungskühlanlagen getestet werden, um 
eine passende Kombination aus Sammler und Analy-
seplattform zu etablieren. 
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