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Einleitung

Die Anzahl an Legionellose-Erkrankten in Deutsch-
land stieg in den letzten Jahren stetig. Im Jahr 2019
waren es mehr als 1500 erkrankte Menschen [1].
2020 ist das erste Jahr, in dem die Fallzahlen rtck-
laufig sind. Grund dafir sind laut RKI die Corona-be-
dingten SchutzmalRnahmen [1]. Legionellose ist eine
schwere Lungenentziindung, die in 10 bis 15 % der
Falle tédlich enden kann. Ausgelost wird diese durch
Legionellen, meist Legionella pneumophila, ein 2-
5 um grofdes, grammnegatives und stabchenférmi-
ges Bakterium. Legionellen kommen in fast allen
SiRwassersystem vor und kénnen sich durch Bio-
filme als auch durch Einnistung in Amoben hervorra-
gend vor Umwelteinflissen schitzen. Eine Infektion
tritt meist Uber Aerosole auf, deshalb sind neben Du-
schen, Kuihltirmen und Verdunstungskihlanlagen
auch Luftfiltersysteme ein Risiko. Bioaktive Luftfilter-
anlagen, wie sie in der Schweinemast verwendet wer-
den, sind bisher noch wenig untersucht und kénnen
aufgrund lebender Mikroorganismen nicht mit Biozi-
den behandelt werden. Sie dienen zur Reinigung der
Luft, bei dem ein Gasstrom mit einer Flissigkeit in
Kontakt gebracht wird und Luftschadstoffe, wie Am-
moniak von den Mikroorganismen abgebaut werden.
Derzeit sind in Deutschland etwa 1200 Sttick im Ein-
satz. Fur eine Risikobewertung von solchen Anlagen
wird eine schnelle und sichere Detektionsmethode
bendtigt, um Monitoring-Versuche Uber einen lange-
ren Zeitraum durchzufiihren. Kultivierung, wie sie
nach der EN ISO 1731:2017 angewandt wird, bend-
tigt 7-10 Tage und unterschatzt meist die Anzahl an
vorhandenen Legionellen, da ein Teil in einem leben-
digen, aber nicht-kultivierbaren Zustand vorliegt. Au-
Rerdem kdnnen aufgrund der hohen Biodiversitat in
den Realproben Agarplatten Gberwachsen werden.
Deshalb wurde ein Chemilumineszenz (CL) basierter
DNA-Mikroarray entwickelt, der mit einem einfachen
und kostengunstigen Versuchsaufbau schnelle Er-
gebnisse liefert und zusatzlich Vor-Ort-Messungen
ermaoglicht.
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Methoden und Materialien

Fur diesen Mikroarray wurde die Rekombinase-Po-
lymerase-Amplifikation (RPA) als Nukleinsdureampli-
fikationstest (NAT) verwendet [2,3]. Die RPA funktio-
niert ahnlich wie die eine PCR, jedoch wird zum Auf-
trennen der Doppelstrange kein Temperaturzyklus
bendtigt. Die RPA nutzt dabei eine Rekombinase und
ist damit eine isothermale NAT, was einen einfache-
ren Versuchsaufbau ermdglicht. Kombiniert mit ei-
nem Mikroarray wird der Assay als heterogene,
asymmetrische RPA (haRPA) bezeichnet. Das Prin-
zip der haRPA ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Abb. 1: Schematische Darstellung haRPA auf einer
Mikroarray-Oberflache, gekoppelt mit einer Chemilu-
mineszenz-basierten Detektion. 1) Die Mikroarray-
Oberflache tragt immobilisierte Rickwarts-Primer. 2)
Die Doppelstrang-DNA kann von der Rekombinase,
gebunden am immobilisierten Primer, aufgetrennt
werden. Einzelstrang bindende Proteine stabilisieren
diesen Zustand. 3) Die Polymerase verdrangt die Re-
kombinase und fangt mit der Amplifikation an. 4) Die
Amplifikation des ersten Strangs ist vollendet. 5) Ein
biotinylierter Vorwarts-Primer, gebunden an einer Re-
kombinase bindet am oberen Ende des ersten Ampli-
kons. 6) Der zweite Strang wird von der DNA Poly-
merase amplifiziert. 7) Das immobilisierte Amplikon
kann nun durch den biotinylierten Vorwarts-Primer
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einen  Streptavidin-Meerrettichperoxidase-Komplex
binden und durch eine enzymatische Reaktion der
Peroxidase mit Luminol und H202 zu einem Chemilu-
mineszenz-Signal fihren.

Der Mikroarray-Chip besteht aus Polycarbonat, der
mit einem modifizierten Polyetheramin (Jeffamine
ED-2003) per Siebdruckverfahren beschichtet wird.
An dieser Oberflache werden Legionella spp. spezifi-
sche Ruckwarts-Primer immobilisiert. Die Primer sind
mit einem 5°-NH2-Ci2-tag modifiziert und werden
durch einer EDC/NHS Kopplung per Mikrodosie-
rungsverfahren ortsaufgeldst auf dem Mikroarray ge-
bunden. Der Rickwartsprimer hat zusammen mit sei-
nem Vorwartsprimer das 16S rRNA von Legionella
spp. als Zielgen. Fur die Messung werden die Rea-
genzien der RPA, als auch die extrahierte Probe zu-
sammen pipettiert und fir 10 Minuten bei 39 °C inku-
biert. AnschlieBend wir die Reaktion in den Mikro-
array injiziert und fir weitere 30 Minuten bei 39 °C
inkubiert. Der Reaktionsansatz enthalt neben dem
Enzympellet der RPA auch einen biotinylierten Vor-
wartsprimer. Durch diesen Primer sind die immobili-
sierten Amplikons mit einem Biotin markiert und die-
nen als Ankerpunkt der Detektionsreaktion. Die De-
tektion startet durch das Binden eines Streptavidin-
Meerrettichperoxidase-Komplex an die biotinylierten
Amplikons, dass Uber den Mikroarray gepumpt wird.
Danach wird ein 1:1 Gemisch aus Luminol und Per-
oxidase in den Mikroarray injiziert und durch die
Meerrettichperoxidase wird eine Chemilumineszenz-
Reaktion (CL) katalysiert das mit einer CCD Kamera
detektiert wird. Die Intensitat des CL-Signals ist dabei
abhangig von der Ausgangskonzentration an L. spp.
DNA in der Probe. Bei einer Analyse von Realproben
ist neben der haRPA auch eine effektive Konzentrati-
ons- und Extraktionsmethode nétig. Dafir wird die
Probe zuerst mit einem Vorfilter (2 5 ym) behandelt
um grobe Matrixbestandteile abzutrennen. Anschlie-
Rend wird 100 mL mit einem PC-Sterilfilter
(2 0,22 ym) gefiltert. Nach der Elution wird die DNA
extrahiert. Zusatzlich kann die haRPA noch durch die
Zugabe von Propidium Monoazid (PMA) vor der Ex-
traktion erweitert werden, um nur lebende Zellen zu
detektieren. PMA kann dabei die Zellmembran von
nicht intakten Zellen passieren und an die DNA bin-
den. Die Amplifizierung dieser DNA sowie von freier
DNA wird dabei blockiert. Der finale Arbeitsablauf ist
in Abbildung 2 dargestellt.
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Abb. 2: Schematische Darstellung des finalen Ar-
beitsablaufs der haRPA mit vorheriger Konzentration
durch Sterilfiltration.

Ergebnisse

Der Assay wurde zuerst mit DNA-Verdinnungen von
Legionella spp. optimiert. Nach der Etablierung eines
geeignetes Konzentrations- und Extraktionsverfah-
rens wird der Assay mit Legionella spp. kalibriert und
anschlief’end werden Realproben von ausgewahlten
Schweinemastbetrieben Uber einen Zeitraum von ei-
nem Jahr analysiert. Abbildung 3 zeigt die Kalibrie-
rung mit Legionella spp. mittels haRPA (Abb. 3) ohne
filtration.
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Abb. 3: Kalibrierung der haRPA mit L. spp. Verdin-
nungen in Mineralwasser. Die Verdinnungen sowie
die DNA-Extraktion wurden als Triplikat angefertigt.

Die haRPA erreicht eine Nachweisgrenze von
9,2 x 103 Bakterien/mL. Zum Vergleich der Sensitivi-
tat des Assays, wurden die identischen Proben wur-
den zusatzlich mit einem kommerziellen gPCR-Kit
(Analytik Jena) fur die Detektion von Legionellen ge-
messen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4 zu se-
hen.
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Abb. 4: gPCR Ergebnisse der in Abb. 3 genutzten
Proben.

Die gPCR weist eine niedrigste noch messbare
L. spp. Konzentration von 10* Bakterien/mL auf. Die
haRPA ist damit vergleichbar mit den aus der gPCR
gewonnen Daten. Es wurde noch keine Konzentra-
tion mittels Sterilfiltation bei den dargestellten Kalib-
rierungen durchgefihrt.

Diskussion und Ausblick

Die Sensitivitdt des Gesamtassay muss in weiteren
Schritten verbessert werden. Im nachsten Schritt wird
eine Konzentrierung mittels Sterilfiltration integriert.
AuRerdem wird parallel an einem zweiten spezies-
spezifischen Primersets flr Legionella pneumophila,
die fir den Menschen gefahrlichste Legionellen-Spe-
zies, gearbeitet. Durch das Immobilisieren des jewei-
ligen Rickwarts-Primers beider Primerpaare auf der
Chipoberflache soll somit eine Multiplexanalyse er-
moglicht werden (siehe Abbildung 5).
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Abb. 5: Prinzip einer Multiplex-Analyse mit der
haRPA.

Mit einer Messung ist dann sowohl eine Unterschei-
dung als auch Quantifizierung von der Gesamt-Legi-
onellenzahl sowie der Anteil an Legionella pneumo-
phila moglich. Um zusatzlich lebende von toten Zellen
zu unterscheiden kann die haRPA durch Zugabe von
PMA zu einer Integritats-haRPA erweitert werden. Da
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nur lebende Zellen infektids sind, ist dadurch eine
bessere Abschatzung von potentiellen Gesundheits-
risiken moglich.

Literatur

[11 ROBERT KOCH INSTITUT: Legionarskrankheit in
Deutschland (2010 bis 2020). Epidemiologisches Bulle-
tin (42), 2021

[2] KOBER, C.; NIESSNER, R. ; SEIDEL, M.: Quantifica-
tion of viable and non-viable Legionella spp. by hetero-
geneous asymmetric recombinase polymerase amplifi-
cation (haRPA) on a flow-based chemiluminescence
microarray. In: Biosens. Bioelectron. 2018, 100, 49-55

[2] KUNZE, A. ; DILCHER, M. ; ABD EL WAHED, A. ;
HUFERT, F. ; NIESSNER, R. ; SEIDEL, M.:, On-Chip
Isothermal Nucleic Acid Amplification on Flow-Based
Chemiluminescence Microarray Analysis Platform for
the Detection of Viruses and Bacteria. In: Anal. Chem.
2016, 88, 898-905

236



