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1. Kurzbericht zum Projekt ,,LEGIOPLAS*"

In  der Trinkwasseranalytik ist die Messung der Legionellen-Belastung an
Trinkwasserinstallationen  eine  verpflichtende, turnusmaflige  Untersuchung  zur
Infektionsprophylaxe  gegen  die Legionarskrankheit. Dem Regularium  der
Trinkwasserverordnung folgend, erfolgt die Erfassung der Legionellenkonzentration in
Wasserproben einer Trinkwasserinstallation dabei zuerst in mikrobiologischer Kultur von Agar-
Nahrboden (10 Tage Brutzeit) als Summenfaktor. Erst bei Uberschreitung einer Konzentration
von 100 KBE Legionellen in 100 ml Trinkwasserprobe sind ausfihrlichere Beprobungen und
ggf. erste technische MalRhahmen durchzufihren. Eine Subtypisierung auf epidemiologisch
relevante Unterarten kann durch die Behtérden angeordnet werden. Dadurch herrschen bis
zum Befund teilweise bis zu drei Wochen Unklarheit Giber eine konkrete Legionellenbelastung
samt Gefahrdungseinschatzung des beprobten Trinkwassersystems. Ziel des Projektes
LEGIOPLAS war es, diese Uberwachungsliicke in der Trinkwasseruntersuchung mit einer
kostenginstigen, vor-Ort-tauglichen Legionellen-Analytik zu schlieRen, die sowohl Legionella
species pluralis als auch Legionella pneumophila Serogruppe 1 erfasst.

Das Verbundprojekt war mit 8 technischen Arbeitspaketen fir eine Dauer von 36 Monaten
zwischen den Projektpartnern GeSiM mbH, PREMA GmbH, dresden elektronik
ingenieurtechnik GmbH, Fraunhofer IKTS und IZI-BB sowie dem Institut fur Medizinische
Mikrobiologie und Virologie (Uniklinikum Dresden/TU Dresden) geplant und wurde von ECH
Elektrochemie Halle GmbH koordiniert. Alle hotwendigen Fragestellungen konnten innerhalb
des Konsortiums behandelt werden. Deshalb war keine Zusammenarbeit mit weiteren Stellen
notig. Nach einer kostenneutralen Verlangerung wurde LEGIOPLAS am 30.03.2025
abgeschlossen.

Die konkreten Ergebnisse sind:

e Geometrien fur hexagonale Nanosaulengitter, fur die in FDTD-Simulationen bis zu
450 % gesteigerte Sensitivitdten beziglich des oberflachennahen Brechungsindex
berechnet wurden. 22 Nanosaulengitter wurden als Master gefertigt, damit
Sensorsubstrate per Nanoimprintlithografie abgeformt und Sensitivitatssteigerungen von
61-72 % gegenuber den Ausgangsstrukturen nachgewiesen.

e Design und Demonstratoren von spritzgegossenen Flusszellen mit Y-Kanal und
Montagetechnologie auf den nanostrukturierten Sensorsubstraten zur reproduzierbaren
Herstellung von Sensorchips.

e Entwicklung, Konstruktion und Fertigung von 3 Demonstratoren von Supportplattformen
mit Klappmechanismus zur Aufnahme der Sensorchips sowie deren plasmonischer
Anregung und Detektion mit integrierter Elektronik und Heizung.

e Entwicklung und Fertigung gestapelter Photodioden mit vergroRRerter Detektorflache und
optimierter Antireflexionsbeschichtung fur Plasmonenresonanz im Bereich von 850 nm
sowie gestapelter Photodioden mit integriertem OptoASIC.

¢ Entwicklung und Aufbau hochempfindlicher Detektorelektronik in mehreren Varianten
(Transimpedanzverstarkerschaltung, Brickenschaltung, zwei verschiedene
Photodioden-Gro3en als Detektoren) sowie Bestimmung deren Aufldsungslimits von bis
zu 8,5*10° RIU (refractive index unit).

e Auswahl des Legionellenstammes Legionella pneumophila Serogruppe 1, Typstamm
Philadelphia (einer der virulentesten Stamme) als Zielorganismus fur die
Aptamerentwicklung, Durchfiihrung von 8 SELEX-Runden, inkl. Counterselektionen
gegen Pseudomonas aeruginosa und Staphylococcus aureus. Auswahl und Synthese
von 10 Aptamersequenzen nach Sequenzanalyse sowie von 5 Legionellen-Aptameren
aus Publikationen Dritter.
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¢ Ermittlung der Bakterienzellen mittels fluoreszenzmarkierter Aptamere im
Durchflusszytometer: 6 aussichtsreiche Aptamersequenzen identifiziert, wobei fur keine
der Aptamersequenzen aus der Literatur eine signifikante Bindung gegen L.
pneumophila ermittelt wurde.

e Protokolle fir die Funktionalisierung der nanostrukturierten Sensorchips mit
Modellaptameren entwickelt und bzgl. Belegungsdichte mit Aptameren und erzielter
Plasmonenresonanzverschiebung bei Targetanbindung optimiert.

¢ Entwicklung und Aufbau des mobilen Messystems in Form eines Messkoffers, der die
gestellten Anforderungen an die Funktionalitdt und Ausfiihrung erfillt. Darin wurden die
oben genannten Komponenten integriert und im Zusammenspiel auf Funktionalitat
anhand von Modellésungen getestet

e  Zusatzlich wurde eine mobile Anreicherungseinheit (MEB) entwickelt und als
Demonstrator aufgebaut, um der geforderten Nachweisempfindlichkeit gerecht zu
werden. Die Machbarkeit wurde durch die erfolgreiche 40-fache Aufkonzentrierung, mit
einer Wiederfindungsrate von bis zu 40 % gezeigt. Die MEB ist in der Handhabbarkeit
und den Parametern den am Markt verfugbaren Anreicherungstechniken tberlegen.

e Bei der Funktionsprufung der Sensoreinheit aus Sensorchip, Flusszelle und
Detektorelektronik wurde nach Immobilisierung der Legionellen-Aptamere ein
Photostromverhaltnis von bis zu 0,78 (Betrag) gemessen. Zum Vergleich zeigte die
spektrometerbasierte Messung der Plasmonenresonanzverschiebung bei Aptamer-
Immobilisierung eine Verschiebung von bis zu 1,21 nm. Im Abschlusstest mit UV-
inaktivierten und lebenden Legionellen (Konzentration: 10° KBE/ml) auf der
aptamerfunktionalisierten Goldnanostruktur konnte keine Legionellenanbindung per
Plasmonenresonanzverschiebung (mit spektrometrischer Erfassung und im Support mit
Transimpedanzverstarkerschaltung) detektiert werden. Bei der anschlie3enden
Untersuchung der Nanostruktur im Fluoreszenzmikroskop und
Rasterelektronenmikroskop wurden allerdings Legionellen nachgewiesen

In der erzielten Entwicklungsstufe des mobilen Messystems wurden alle Komponenten als
funktional demonstriert. Das System ist derzeit noch nicht vollstandig optimiert und wird
insbesondere durch die bislang unzureichende Spezifitat und Sensitivitdt der verwendeten
Aptamere limitiert. Daher konnten bislang noch keine Realproben aus
Trinkwasserinstallationen vermessen werden. Die erzielten Ergebnisse zeigen jedoch
deutlich, dass eine zukilinftige Anwendung unseres Ansatzes grundséatzlich moglich ist und ein
hohes Potenzial birgt. Damit wurde im Projekt eine wichtige Grundlage fir die Entwicklung
eines praxisnahen Detektionssystems geschaffen, welches modular an die nachzuweisenden
Organismen oder Substanzen adaptiert werden kann. Perspektivisch kénnten Einsatzfelder
nicht nur in der Eigenuberwachung von Trinkwasserinstallationen liegen, sondern auch in
Bereichen, die bislang nicht durch die Trinkwasserverordnung abgedeckt sind — wie
beispielsweise Dentaleinheiten in Zahnarztpraxen — sowie in Einrichtungen mit besonders
vulnerablen Personengruppen, etwa Pflegeeinrichtungen oder Kindertagesstatten.
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