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CHARAKTERISIERUNG VON LEGIONELLEN

In der Praxis werden Legionellen primar mittels kultivierungsbasierter Methoden im Wasser nach-
gewiesen und quantifiziert. Nun riicken neue Entwicklungen vermehrt auch molekularbiologische
Methoden in den Fokus, die bisher vor allem im Forschungskontext eingesetzt wurden. Sie ber-
gen das Potenzial, einige Aspekte der Kultivierungsmethoden zu erganzen, vervollstandigen oder
allenfalls sogar zu ersetzen. Zudem ermoglichen molekularbiologische Methoden die Okologie von

Legionellen in Trinkwassersystemen besser zu verstehen.
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RESUME

METHODES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE POUR LA CARACTERISATION
DES LEGIONELLES

Les légionelles sont des bactéries pouvant entre autres provoquer
des pneumonies sévéres chez I’étre humain en cas d’inhalation par
le biais de fines gouttelettes présentes dans I'air. Les praticiens
et scientifiques doivent donc pouvoir quantifier et caractériser
précisément les Iégionelles dans des échantillons prélevés dans
les systémes d’eau. Pour ce faire, les méthodes reposant sur des
cultures constituent jusqu’a maintenant la «norme de référencen.
Cependant ces méthodes sont généralement lentes, elles de-
mandent beaucoup de travail et ne donnent qu’un apergu limité
des interactions entre les [égionelles et d’autres microorganismes.
Puisque les légionelles sont naturellement présentes dans I’eau,
il est essentiel de comprendre de telles interactions. Différentes
méthodes de biologie moléculaire telles que la réaction en chaine
par polymérase ou les technologies de séquencage offrent la pos-
sibilité de surmonter certaines limites des méthodes de culture
et d’améliorer notre compréhension des circonstances dans les-
quelles les légionelles se multiplient dans les systemes d’eau.
Tandis que certaines applications peuvent compléter la culture
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KULTIVIERUNGSUNABHANGIGER NACHWEIS

Die im Wasser lebenden Legionellen-Bakterien konnen beim
Menschen u.a. schwere Lungenentziindungen auslosen, wenn
sie iiber feine Wassertropfchen (Aerosole) eingeatmet werden.
Deswegen miissen sie zumindest in gewissen Wassersystemen
wie oOffentlich zugénglichen Bddern und Duschanlagen iiber-
wacht werden [1]. Dazu griff man bisher auf kultivierungs-
basierte Methoden zuriick, die allerdings mit einigen Nachteilen
behaftet sind: Im Allgemeinen sind sie langsam, arbeitsintensiv
und geben zudem keinen Einblick in die Wechselwirkungen
zwischen Legionellen und anderen Mikroorganismen. Da
Legionellen natiirlicherweise im Wasser vorkommen (Fig. 1), ist
es wichtig, solche Wechselwirkungen zu verstehen. Verschiedene
molekularbiologische Methoden bieten die Moglichkeit, einige
Einschrdankungen von Kultivierungsmethoden zu {iberwinden
und das Verstdndnis dariiber, wie sich Legionellen in Wasser-
systemen vermehren, zu verbessern.

Seit Anfang 2020 finanzieren das Bundesamt fiir Lebens-
mittelsicherheit und Veterindrwesen (BLV), das Bundesamt fiir
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Gesundheit (BAG) und das Bundesamt
fiir Energie (BFE) gemeinsam das LeCo-
Projekt zur Legionellenbekdmpfung in
Gebduden (www.eawag.ch/leco). Eine Auf-
gabe des Projekts ist es, herauszufinden,
wie molekularbiologische Werkzeuge zur
Charakterisierung von Legionellen ein-
gesetzt werden konnen. Nachfolgend wird
ein Uberblick iiber solche Methoden ge-
geben und ihre Funktionsweise erlautert.
Weiter wird aufgezeigt, welche Fragen
mittels welcher Methoden beantwortet
werden konnen und wie diese im LeCo-
Projekt eingesetzt werden.

MOLEKULARBIOLOGISCHE
METHODEN

Molekularbiologische Methoden nutzen
die Erbinformation von Mikroorganis-
men und charakterisieren diese auf
der Grundlage der in ihren Genen ent-
haltenen Informationen. Einige Gene
werden von vielen Mikroorganismen ge-
nutzt, andere sind fiir eine bestimmte Art,
Stamm, Funktion oder Eigenschaft ein-
zigartig. Die Suche nach Genen, die mit
bestimmten Mikroorganismen assoziiert
sind, ermoglicht den Nachweis, die Identi-
fizierung und die Quantifizierung spezi-
fischer Mikroorganismen (z.B. des Krank-
heitserregers Legionella pneumophila).
Die Suche nach Genen, die von vielen
Mikroorganismen genutzt werden, er-
moglicht dagegen eine Charakterisierung
einer grosseren Gruppe verschiedener
Mikroorganismen in einer Probe.

VORTEILE

Molekularbiologische Methoden bieten

folgende Moglichkeiten:

1) Nachweis, Identifikation und Quanti-
fizierung von Mikroorganismen in
der Wasserprobe, die sich nicht ohne
Weiteres anhand von Kulturen im
Labor ziichten lassen.

2)Nachweis von Mikroorganismen, die
sich grundsatzlich im Labor zilichten
lassen, aber aufgrund ihres physio-
logischen Zustandes nicht jederzeit
kultivierbar sind (manchmal auch als
«lebensfahig, aber nicht kultivierbary
oder VBNC bezeichnet).

3)Spezifischere Informationen zu
Mikroben von Interesse als die
Kultivierung, z.B. durch die Identi-
fizierung von Spezies- oder Subspezies-

und Moglichkeit der Automatisierung
der notigen (Teil-)Schritte.

NACHTEILE

Der Hauptnachteil molekularbiologischer
Methoden liegt in den eingeschrankten
Moglichkeiten, DNA aus lebenden und toten
Zellen zu unterscheiden. Dies erschwert
die Einschatzung eines potenziellen
Infektionsrisikos. Eine Lebend-/Tot-
Differenzierung erfordert in der Regel um-
fangreiche Vorbehandlungen, die nicht weit
verbreitet sind, spezielles Equipment und
Expertise erfordern und in Ergebnissen
resultieren, die dennoch eher schwierig zu
interpretieren sind.

IM LEGIONELLENKONTEXT

Der Einsatz von molekularbiologischen
Methoden im Zusammenhang mit
Legionellen birgt das Potenzial, einige
Aspekte der Kultivierungsmethoden er-
gianzen, vervollstindigen oder allenfalls
sogar ersetzen zu konnen (Fig. 2). Dazu
bauen die meisten molekularen Methoden
auf der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
auf. Anhand dieser werden Millionen bis
Billionen von Kopien eines bestimmten
DNA-Fragments erzeugt. Das DNA-Frag-
ment kann so gewahlt werden, dass ent-
weder die Summe verschiedener Organis-
men (z.B. alle Bakterien oder Protozoen),
mehrere Arten einer Gattung (z.B.
Legionella spp.) oder nur eine einzelne
Art oder Unterart (z.B. L. pneumophila
oder L. pneumophila Serogruppe 1)
nachgewiesen und quantifiziert wird.
Molekulare Methoden, die auf Isolate

Protozoen (Tierische Einzeller)
- bereits rund 30 Protozoen-Wirts-
organismen identifiziert, welche die
Vermehrung von Legionellen
beglinstigen

- viele andere Arten konnen positiv,
negativ oder gar nicht mit Legionellen
assoziiert sein -
- @5 ist davon auszugehen, dass die
meisten Arten bisher noch nicht
untersucht oder gar identifiziert

wurden

Wasserprabe

Frece

angewandt werden, die nur einen spezi-
fischen Legionellenstamm enthalten,
konnen zur Identifizierung der Art,
der Serogruppe oder des Sequenztyps
der kultivierten Legionellen verwendet
werden. Unter anderem, um schnell zu
bestdtigen, ob es sich bei den auf den
Kulturplatten wachsenden Bakterien um
Legionellen handelt, und um diese allen-
falls weiter zu charakterisieren (Fig. 2,
A). Aber auch um beispielsweise festzu-
stellen, welche Funktionen dieser Stamm
hat (z.B. Nachweis von wichtigen Patho-
genititsfaktoren; Fig. 2, D).

Im Zusammenhang mit Umwelt-
proben, die in der Regel gemischte
mikrobielle Gemeinschaften enthalten,
konnen molekulare Methoden ge-
nutzt werden, um diese vor einer all-
falligen Kultivierung einem raschen
Screening zu unterziehen und Proben
mit Legionellen von solchen ohne
Legionellen zu separieren (Fig. 2, B).
Weiter konnen sie eingesetzt werden, um
die Konzentration der Legionellen zu be-
stimmen (Fig. 2, C) und/oder die Probe
auf weitere Organismen (Fig. 2, E) sowie
ihre Funktionen innerhalb der Gemein-
schaft zu untersuchen (Fig. 2, F).

PCR-BASIERTE TECHNIKEN

PCR-Techniken beruhen auf der Verviel-
faltigung eines bestimmten Abschnitts der
DNA. Sie konnen u.a. genutzt werden, um
verdachtige Legionellen-Kolonien zu be-
stitigen (Fig. 2, A), eine Probe auf die An-
wesenheit von Legionellen zu {iberpriifen

Legionellen

- 58 bekannte Arten

- 25 pathogene Arten

\ - Legionella pneumophila ist die
| am haufigsten dokumentierte
pathogene Legionellen-Art

Alle anderen Bakterien

- 1'000 - 10000 Arten in einer Probe

- konnen positiv, negativ oder gar nicht mit
Legionellen assoziiert sein

Stammen von Krankheitserregern.
4)In der Regel schnellere Ergebnisse als
die Kultivierung, hoherer Durchsatz

Fig. 1 Eine typische Wasserprobe kann verschiedene Legionellen-Wirtsorganismen, Legionellen-Stémme
und -Serogruppen sowie bis zu 10 000 weitere Bakterienarten enthalten. Molekulare Methoden kénnen
helfen, diese komplexe mikrobielle Zusammensetzung néher zu charakterisieren.
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Fig. 2 Veranschaulichung der Nachweis-, Quantifizierung- und Charakterisierungsméglichkeiten fiir Legionellen sowie der jeweiligen Ergebnisse.

Dazu gehdren die ISO-Standardkultivierungsmethode wie auch molekularbiologische Techniken, die verwendet werden kénnen. Zweitere

kdnnen genutzt werden, um im Anschluss an die Kultivierung verdéchtige Legionellen-Kolonien zu bestétigen (A), Wasserproben auf das Vor-

handensein von Legionellen zu untersuchen (B); oder auch, um die Legionellen zu quantifizieren (C). Die extrahierte DNA einer Probe kann

nach Durchfiihrung weiterer Schritte zudem einer 16S- oder 18-Amplikon-Sequenzierung (E) oder einer Shotgun-Sequenzierung (Metageno-

mik, F) unterzogen werden. Wird die Probe zuerst ausplattiert und die DNA aus einer einzelnen Kolonie extrahiert, kann das Extrakt fiir die (D)

Ganzgenomsequenzierung verwendet werden.

(Fig. 2, B) und um Legionellen in einer Probe zu quantifizieren
(Fig. 2, C).

BESTATIGUNG VERDACHTIGER LEGIONELLEN-KOLONIEN (A)

Die ISO 11731 ist die international anerkannte Kultivierungs-
methode fiir den Nachweis von Legionellen [2]. Sie wird unter
anderem eingesetzt, um die Einhaltung des Hochstwertes von
1000 KBE pro Liter fiir Legionella spp. im Bad- und Dusch-
wasser in offentlich zugénglichen Badern und Duschanlagen zu
kontrollieren [1]. Allerdings ist die Methode nach ISO 11731 zeit-
aufwendig. Nach der Aufbereitung und Inkubation der Proben
auf GVPC-Selektivagarplatten' fiir maximal zehn Tage werden
verdachtige Legionellen-Kolonien (aufgrund der Morphologie)

" GVPC: Glycine Vancomycin Polymyxin Cycloheximide

erneut auf Selektivplatten mit und ohne L-Cystein (einem
essenziellen Legionellen-Wachstumsnéahrstoff) ausplattiert und
flir weitere zwei bis fiinf Tage inkubiert (Fig. 2, oben). Bei einem
«positiven» Wachstumsmuster auf Agarplatten mit L-Cystein
und «negativem» auf Agarplatten ohne L-Cystein ist die {iber-
tragene Kolonie geméss ISO 11731 als Legionella spp. bestimmt.
Eine zusatzliche Bestatigung von Legionella spp. und die Identi-
fizierung der Spezies und Serogruppe kann mit handelsiiblichen
Latex-Agglutinationskits erfolgen [3].

Die Industriellen Werke Basel (IWB) und das Kantonale Labor
Zirich (KLZH) haben eine PCR-basierte Methode fiir die Be-
stimmung von verdédchtigen Kolonien direkt ab der ersten ISO-
11731-Kultivierungsagarplatte entwickelt und in die Routine
ibernommen [4]. Durch Vermeidung des zweiten Kultivierungs-
schritts und anschliessender Agglutinationstests kann der Zeit-



bedarf bis zum Erhalt des Ergebnisses um zwei bis fiinf Tage
verkiirzt werden. Zwecks Evaluierung dieser neuen Vorgehens-
weise wurden 290 Parallelmessungen nach ISO 16140 [5] aus-
gewertet. Kolonien von Proben mit unterschiedlichen Resultaten
nach Anwendung der Standardmethode und der neuen
PCR-Methode wurden zur weiteren Abklidrung ins nationale
Referenzzentrum fiir Legionellen (NRZL) in Bellinzona ge-
schickt, welches durch das BAG finanziert ist.

Es zeigte sich, dass das PCR-Verfahren eine hohere Spezifitat
aufweist. Anhand einer Multiplex-PCR (mehrere unterschied-
liche PCR in einer Reaktion zusammengefasst) kann aktuell
zudem eine verddchtige Kolonie auf Legionellen untersucht
und gleichzeitig als Legionella spp., L. pneumophila oder
L. pneumophila Serogruppe 1 identifiziert werden. Es ist denk-
bar, diese Identifikation zukiinftig auf weitere klinisch relevante
Legionellen-Stimme auszuweiten.

QUANTITATIVE PCR FUR NACHWEIS UND AUSZAHLUNG VON
LEGIONELLEN (B), (C)

Bei der quantitativen PCR wird die Anzahl der Kopien eines
Gens in einer Probe quantifiziert, indem ein Fluoreszenzsignal
an jede neue Kopie der wiahrend der PCR erzeugten Ziel-DNA an-
gehdngt und gemessen wird. Auf diese Weise kann abgeschatzt
werden, wie viele Legionellenzellen in der Probe vorhanden
waren. Die internationale Norm ISO/TS 12869:2019 legt die all-
gemeinen Anforderungen fiir die Entwicklung und Validierung
quantitativer PCR-Assays fiir Legionellen fest [6]. Dies sowohl
flir Assays, mittels derer alle Legionellen der Gattung (Legionella
spp.) quantifiziert werden konnen, wie auch fiir solche, mittels
derer spezifische Arten oder Unterarten von Legionellen (z.B.
L. pneumophila oder L. pneumophila Serogruppe 1) quantifiziert
werden.

Der Einsatz der quantitativen PCR erlaubt es, gezielt solche
pathogenen Legionellen-Stimme zu quantifizieren und so spezi-
fischer das Gesundheitsrisiko einzuschétzen (Fig. 2, C). Die An-
zahl der auf diese Art und Weise nachgewiesenen Genkopien
steht allerdings in einem uneinheitlichen Verhéltnis zu den
durch Ausplattieren erhaltenen koloniebildenden Einheiten. Es
wird deshalb aktiv an der Entwicklung von Tests geforscht, die
nur auf DNA in lebenden Zellen abzielen (d.h. «Lebensfdhig-
keitstests»). Diese werden zurzeit noch nicht standardméssig
eingesetzt und sind teilweise auch in ihrer Aussagekraft noch
nicht vollig ausgereift. Die quantitative PCR erfordert zudem
jeweils eine laborspezifische Etablierung und Instrumenten-
optimierung. Zudem gibt es keine standardisierten Parameter
fiir die Qualitdtssicherung/-kontrolle, die den Vergleich der
Ergebnisse aus Umweltproben von einem Labor zum anderen
erleichtern wiirden.

Es ist denkbar, dass die quantitative PCR zukiinftig auch
zum Beispiel zwecks Screenings eines grosseren Probensets
eingesetzt wird, um diejenigen Proben zu identifizieren, die
Legionellen-positiv sind (Fig. 2, B). Diese Vorselektion wiirde
es erlauben, den Kultivierungsaufwand zu minimieren. Aber
auch fiir die routinem#ssige Uberwachung der Legionellen-
situation in risikosensiblen Gebduden (z.B. Krankenhauser,
Alterszentren etc.) bietet die quantitative PCR Potenzial.

In LeCo wird die quantitative PCR genutzt, um simultan Gene
von Legionella spp. und L. pneumophila nachzuweisen und zu
quantifizieren. Zudem werden verschiedene Datensets generiert,
gesammelt und ausgewertet sowie ein neuartiger Lebens-

fahigkeitstest evaluiert, um den Zusammenhang zwischen
den PCR- und Kultivierungsergebnissen besser zu verstehen.
Weiter soll eine Empfehlung erarbeitet werden, wie die PCR im
Legionellenkontext zukiinftig zielfiihrend eingesetzt werden
kann, und welche Aspekte betreffend Qualitdtssicherung und
Interpretation in diesem Zusammenhang beim Nachweis von
Legionellen aus Umweltproben beriicksichtigt werden sollten.

SEQUENZIERUNGSTECHNIKEN

Die Grundlage aller Sequenzierungstechniken ist die Be-
stimmung der DNA-Sequenzen in einer Probe. Diese konnen
zur Charakterisierung von Kulturen eines bestimmten Organis-
mus (Fig. 2, D) oder der gesamten mikrobiellen Gemeinschaft in
einer Probe (Fig. 2, E & F) verwendet werden.

GESAMTGENOM VON REINKULTUR-ISOLATEN (D)

Mithilfe der «Ganzgenomsequenzierung» (WGS; Whole Genome
Sequencing) konnen Spezies und Stamm eines isolierten
Bakteriums identifiziert werden. Diese kann aber auch genutzt
werden, um spezifische genetische Marker - z.B. Virulenz-
faktoren, die auf eine potenzielle Infektiositat hinweisen -
nachzuweisen und festzustellen, wie eng ein Isolat mit anderen
Legionellen-Bakterien verwandt ist. Sind die Bakterien eng
miteinander verwandt, ist dies ein Hinweis, dass sie aus der-
selben Quelle stammen konnten. Mithilfe der WGS kann also
abgeschitzt werden, ob ein Isolat aus einer bestimmten Wasser-
quelle die Ursache eines festgestellten Krankheitsfalls war,
und es konnen Trends im Auftreten von Krankheiten verfolgt
werden [7].

Der Hauptvorteil des WGS ist, dass es sich um ein einziges
Verfahren handelt, das alle genetischen Informationen iiber
ein Isolat liefert. Dies im Gegensatz zu herkommlichen Identi-
fizierungsmethoden, die wesentlich mehr Tests erfordern. Das
WGS ist jedoch teuer (Hunderte von Schweizer Franken pro
Isolat). Zudem ist erhebliches Fachwissen erforderlich, um die
Genomsequenz der Nukleotide in niitzliche Informationen um-
zuwandeln. Da diese Verfahren aber immer kostengiinstiger und
einfacher in der Handhabung werden, wird sich WGS idealer-
weise von einem Forschungsinstrument zu einer primédren
klinischen Uberwachungsmethode entwickeln.

Im LeCo-Projekt wird das WGS eingesetzt, um die aus Patienten
und Patientinnen isolierten Legionellen-Stamme mit Stammen
zu vergleichen, die aus den Wohnungen der Patienten und
Patientinnen isoliert wurden. Dies, um festzustellen, ob es Ver-
bindungen zwischen Legionellen, die schwere Krankheiten
verursachen, und Legionellen aus bestimmten Umweltquellen
gibt. Die genetischen Marker oder Merkmale konnten zudem
das Verstandnis dafiir verbessern, warum Legionellen haufig in
Haushalten vorkommen und dennoch selten zu einer schweren
Erkrankung bei den Bewohnern fiihren.

16S- UND 18S-rRNA-GEN-SEQUENZIERUNG (E)

16S- und 18S-Ribosomen-Ribonukleinsdure-(rRNA-)Gene sind
allen prokaryotischen (z.B. Bakterien) und eukaryotischen (z.B.
Protozoen) Organismen gemeinsam. Wenn diese Gene mittels
PCR amplifiziert und sequenziert werden, konnen anhand der
Variabilitat der Nukleotide die Klasse, Familie und Gattung aller
Organismen in der Probe identifiziert und ihr relativer Anteil an
anderen identifizierbaren Taxa quantifiziert werden.
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Die 16S- und 18S-Analyse ermoglicht
es zu untersuchen, welche Arten in ver-
schiedenen Umgebungen mit Legionellen
assoziiert sind, was Aufschluss iiber die
Bedingungen gibt, unter denen sich der
Erreger vermehren konnte. Wie beim WGS
ist die Methode jedoch teuer und erfordert
Fachwissen fiir die Analyse der Sequenz-
daten. Ausserdem ist es schwierig,
Organismen auf einer spezifischeren
Ebene als derjenigen der Gattung zu
identifizieren. Das heisst, man kann nur
Legionella spp. identifizieren, nicht aber
bestimmte Legionellenarten. Weiter gibt
es auch einige Einschrankungen bei der
Vervielfédltigung der DNA, die zu Un-
genauigkeiten bei der Erkennung von
Genen fiihren und die Interpretation der
Daten erschweren.

In LeCo wird die 16S- und 18S-Am-
plikonsequenzierung eingesetzt, um
einen Uberblick iiber die Gemeinschaften
zu gewinnen, die mit dem Vorhanden-
sein (oder Nichtvorhandensein) von
Legionellen in Verbindung stehen. Dies
konnte zu einem besseren Verstdndnis
fiihren, wie Legionellenbekampfungs-
strategien funktionieren, warum sie
manchmal versagen und wie sie ver-
bessert werden konnten.

SHOTGUN-SEQUENZIERUNG/
METAGENOMIK (F)
Shotgun-Sequenzierung/Metagenomik
ahnelt dem WGS insofern, als alle in einer
Probe vorhandenen Gene sequenziert
werden. Allerdings wird dies nicht an
einem einzelnen Isolat, sondern an
einer Umweltprobe durchgefiihrt. Sie
ahnelt entsprechend auch der 16S-TRNA-

Sequenzierung, da sie Informationen
iber alle Mikroorganismen in einer
Probe liefert. Im Gegensatz zu dieser
wird aber die gesamte DNA in den Proben
sequenziert, statt nur eine bestimmte
Sequenz des 16S-rRNA-Gens.

Die Shotgun-/Metagenomik-Sequen-
zierung kann detaillierte taxonomische
Klassifizierungen der in einer Probe
vorhandenen Organismen liefern (d.h.
Informationen bis hinunter auf die Ebene
der Spezies im Vergleich zur Gattung bei
der 16S- oder 18S-rRNA-Sequenzierung),
wie auch Einblicke in die Funktionen
(z.B. Néhrstoffverwertungsmechanis-
men), die mit bestimmten Genen ver-
bunden sind. Wie bei der WGS ist die
Shotgun-Sequenzierung von Gesamt-
DNA, die aus Umweltproben extrahiert
wurde, teuer und erfordert spezielles
Fachwissen, so dass sie sich nicht fiir
eine breite Anwendung eignet. Im LeCo-
Projekt wird die Shotgun-Sequenzierung
zur Ergdnzung der 16S- und 18S-Gemein-
schaftsanalyse der Biofilme von Dusch-
schlauchen eingesetzt, um die Taxonomie
zu klaren und die Zusammenhange
zwischen Vorhandensein/Abwesenheit
von Legionellen und spezifischen bio-
logischen Funktionen zu untersuchen.

FAZIT

Molekulare Methoden bieten verschiedene
Moglichkeiten zur Verbesserung der
Erkennung, Quantifizierung und Cha-
rakterisierung von Legionellen in Trink-
wassersystemen. Wiahrend einige An-
wendungen die Standardkultivierung
zukiinftig durch ein schnelles Screening
von Proben oder die Identifizierung von
Isolaten erginzen konnten, beleuchten
andere die Okologie von Legionellen und
konnten zu neuen Ideen und Strategien zur
Kontrolle dieses Erregers in technischen
Systemen fiihren.

BIBLIOGRAPHIE
[1] EDI: Verordnung vom 16. Dezember 2016 iber
Trinkwasser sowie Wasser in 6ffentlich zugéng-

lichen Bé&dern und Duschanlagen (TBDV; SR

(2]

3]

[4]

5]

6]

7]

817.022.11) (Stand 1. August 2021)

DIN EN ISO 11731:2019-03, Wasserbeschaffenheit
- Z&hlung von Legionellen (ISO 11731:2017), Beuth
Verlag, Berlin-Wien-Ziirich

Reyrolle, M. et al. (2004): Rapid identification
of Legionella pneumophila serogroups by latex
agglutination. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 23,
864-866

Eble, D. et al. (2021): Comparison of the culture
method with multiplex PCR for the confirmation of
Legionella spp. and Legionella pneumophila. | Appl!
Microbiol. 00, 1-10. https://doi.org/10.1111/
Jjam.15103

DIN EN SO 16140-2:2016-11, Mikrobiologie der
Lebensmittelkette - Verfahrensvalidierung - Teil
2: Arbeitsvorschrift fiir die Validierung von alter-
nativen (urheberrechtlich geschiitzten) Verfahren
anhand eines Referenzverfahrens (ISO 16140-
2:2016), Beuth Verlag, Berlin-Wien-Ziirich
1SO/TS 12869:2019-04, Wasserbeschaffenheit -
Nachweis und Quantifizierung von Legionella
spp. und/oder Legionella pneumophila durch
Konzentration und genische Verstérkung mittels
quantitativer Polymerase-Kettenreaktion (QPCR),
Beuth Verlag, Berlin-Wien-Ziirich

Raphael, B.H. et al. (2016): Genomic Resolution
of Outbreak-Associated Legionella pneumophila
Serogroup 1 Isolates from New York State. Applied
and environmental microbiology, 82(12), 3582-
3590. https://doi.org/10.1128/AEM.00362-16

> SUITE DU RESUME

standard avec un screening rapide
des échantillons ou I'identification
d’isolats, d’autres viennent éclairer
I’écologie des légionelles et peuvent
faire naftre de nouvelles idées et stra-
tégies pour le contréle de cet agent
pathogéne dans les systémes tech-
niques. Le projet de recherche LeCo
utilise plusieurs de ces méthodes et
approfondit, entre autres, les pers-
pectives d’utilisation en pratique a
I’avenir.



