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The	
  mission	
  of	
  EPA	
  is	
  to	
  protect	
  human	
  
health	
  and	
  the	
  environment.	
  

Legionella	
  pneumophila	
  is	
  on	
  the	
  Office	
  of	
  
Water’s	
  Contaminant	
  Candidate	
  List	
  (CCL)	
  

Why	
  is	
  Legionella	
  important	
  to	
  U.S.	
  EPA	
  

Legionella	
  pneumophila	
  is	
  a	
  microorganism	
  of	
  the	
  natural	
  
environment	
  found	
  in	
  soil	
  and	
  water.	
  	
  However,	
  it	
  also	
  causes	
  
Legionellosis	
  /	
  Legionnaire's	
  Disease,	
  a	
  disease	
  that	
  affects	
  the	
  
respiratory	
  system.	
  

Disclaimer:	
  The	
  views	
  expressed	
  in	
  this	
  presentaMon	
  are	
  those	
  of	
  the	
  author	
  and	
  do	
  not	
  necessarily	
  reflect	
  the	
  views	
  or	
  policies	
  of	
  the	
  U.S.	
  Environmental	
  ProtecMon	
  
Agency.	
  



Year	
  
Number	
  
Cases	
  

Age-­‐adjusted	
  
Incidence/	
  
100,000	
  

2000	
   1127	
   0.40	
  
2001	
   1168	
   0.41	
  
2002	
   1321	
   0.45	
  
2003	
   2232	
   0.74	
  
2004	
   2093	
   0.70	
  
2005	
   2301	
   0.75	
  
2006	
   2834	
   0.91	
  
2007	
   2716	
   0.86	
  
2008	
   3181	
   0.99	
  
2009	
   3522	
   1.08	
  
2010	
   3346	
   1.01	
  
2011	
   4202	
   1.10	
  
2012*	
   3688	
   1.06	
  	
  
2013*	
   4548	
   1.18	
  	
  

Legionellosis	
  :	
  Climbing	
  Incidence	
  of	
  Disease	
  in	
  U.S.	
  
CDC	
  NoMfiable	
  Disease	
  Report	
  2000-­‐2011	
  
ReporMng	
  ONLY	
  Confirmed	
  Cases	
  

2005	
  NaMonal	
  NoMfiable	
  Diseases	
  
Surveillance	
  Systems	
  (NNDSS)	
  Case	
  
DefiniMon	
  for	
  Legionellosis.	
  
	
  
Laboratory	
  Criteria	
  for	
  Diagnosis	
  	
  	
  
Confirmed:	
  
	
  
1.  Culture	
  isolaMon	
  of	
  any	
  Legionella	
  

organism	
  from	
  the	
  respiratory	
  specimen.	
  
2.	
  	
  	
  	
  DetecMon	
  of	
  L.	
  pneumophila	
  Sg1	
  anMgen	
  

in	
  urine.	
  	
  
3.	
  	
  	
  	
  Seroconversion:	
  fourfold	
  or	
  greater	
  rise	
  in	
  

specific	
  serum	
  anMbody	
  Mter.	
  
	
  

*	
  Provisional	
  cases	
  

LEGIONELLOSIS.	
  	
  
Incidence,*	
  by	
  year	
  —	
  United	
  States,	
  1996–2011	
  

•  Under	
  reporMng	
  of	
  the	
  disease	
  burden	
  
•  Cases	
  are	
  reflecMve	
  of	
  Urine	
  AnMgen	
  Test	
  

results	
  (only	
  detects	
  L.	
  pneumophila	
  Sg1).	
  

LimitaMons	
  of	
  the	
  Surveillance	
  Data:	
  



#	
  of	
  HospitalizaMon/year: 	
  8,000-­‐18,000	
  
	
   	
   	
  avg(13,000)	
  

Medicaid: 	
   	
  No	
  informaMon	
  
	
  
Medicare: 	
   	
  $26,741	
  
	
  
Commercial 	
   	
  $38,363	
  
	
  	
  
Uninsured:	
   	
   	
  No	
  informaMon	
  
	
  
Total	
  cost	
  (avg)	
   	
  $33,366	
  

Total	
  HospitalizaMon	
  Cost:	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  $433,758,000	
  

Collier,	
  S.A.	
  et	
  al	
  2012:	
  	
  
Direct	
  healthcare	
  costs	
  of	
  selected	
  disease	
  primarily	
  or	
  parMally	
  transmided	
  by	
  water.	
  
Epidemiology	
  InfecMon,	
  140,	
  p2003-­‐2013	
  

Legionellosis	
  HospitalizaMon:	
  Financial	
  Burden	
  

2006-­‐2007	
  est	
  

Marston,	
  (1997)	
  



Widespread	
  Molecular	
  DetecMon	
  
of	
  Legionella	
  pneumophila	
  
Serogroup	
  1	
  in	
  Cold	
  Water	
  Taps	
  
across	
  the	
  United	
  States	
  



Molecular	
  DetecMon	
  of	
  L.	
  pneumophila	
  Sg	
  1	
  in	
  Cold	
  	
  
Water	
  Taps	
  across	
  the	
  U.S.:	
  Study	
  Design	
  

Geographically	
  Diverse	
  Locality	
  

40	
  Sites	
   8	
  Homes	
  

32	
  Public	
  Buildings	
  

2	
  Taps/Site	
  

1	
  Tap/Site	
  

28	
  Sites	
  

12	
  Sites	
  

•  40	
  Sites	
  

•  68	
  Taps	
  were	
  monitored	
  

•  4	
  Sampling	
  events/tap	
  

•  272	
  Samples	
  generated	
  

Monitoring	
  Summary	
  

2009-­‐2010	
  

2	
  Year	
  Study:	
  2009-­‐2010	
  



Molecular	
  DetecMon	
  of	
  L.	
  pneumophila	
  Sg	
  1	
  in	
  Cold	
  	
  
Water	
  Taps	
  across	
  the	
  U.S.:	
  Sample	
  CollecMon	
  Process	
  

•  Volunteers	
  	
  
	
  
•  Willing	
  to	
  parMcipate	
  in	
  four	
  sampling	
  events	
  	
  

•  Collect	
  over	
  three	
  liters	
  from	
  the	
  cold	
  tap	
  aher	
  a	
  15	
  sec	
  

•  Package	
  bodles	
  with	
  provided	
  ice	
  packs	
  

•  Return	
  within	
  24hr	
  of	
  collecMon	
  	
  



C1:	
  Method	
  Blank	
  100	
  mL	
  of	
  DNase/RNase	
  Free	
  Water	
  
C2:	
  Non	
  Template	
  Control	
  (TNC)	
  	
  (qPCR	
  chemistry	
  component	
  –	
  DNA)	
  

C1 

C2 

Water	
  3L	
   Membrane	
  Filtra6on	
  
Polycarbonate	
  0.4	
  µm	
  

Bead	
  Bea6ng	
  

DNA	
  Extrac6on	
  qPCR	
  qPCR	
  Results/	
  Criteria	
  

Step	
  2	
   Step	
  3	
  Step	
  1	
  

Step	
  6	
   Step	
  5	
   Step	
  4	
  

Method:	
  Sample	
  Analysis	
  Process	
  and	
  DetecMon	
  of	
  L.	
  
pneumophila	
  Sg1	
  

Controls:	
  



DetecMon	
  of	
  L.	
  pneumophila	
  Sg1	
  	
  
Method:	
  Step	
  5	
  DNA	
  Targets	
  for	
  IdenMty/qPCR	
  

Species-­‐Level	
  
16S	
  RNA	
  	
  

~	
  3	
  copies/cell	
  

DNA	
  Target:	
  1	
   DNA	
  Target:	
  2	
  

Serogroup-­‐Level	
  
LPS	
  gene	
  

~	
  1	
  copies/cell	
  

Quan6ta6ve	
  PCR	
  

DNA	
  	
  
Polymerase	
  

Free	
  Base	
  Pairs	
  
dNTPs	
  

DNA	
  	
  
Extracted	
  from	
  Water	
  

(DNA	
  Template)	
  
Primers	
  &	
  Probes	
  Buffer	
  

	
  w	
  MgCl	
  

Components	
  in	
  a	
  qPCR	
  Reac6on	
  

Forward	
  Primer	
  

Reverse	
  Primer	
  

Probe	
  

Fluorophore	
  

DNA	
  Product	
  	
  

Products	
  

L.	
  pneumophila	
  Cell	
  

DNA	
  

PCR	
  Reac6on	
  

Merault,	
  2011	
  



DNA	
  Extracted	
  	
  
From	
  

ATCC	
  33152	
  

Serial	
  Dilu6on	
  Series	
  
	
  of	
  DNA	
  

Standard	
  Curve	
  

Threshold	
  Line.	
  

DetecMon	
  of	
  L.	
  pneumophila	
  Sg1	
  	
  
Method	
  qPCR:	
  Step	
  5/Standard	
  Curve	
  

qPCR	
  

R²	
  =	
  0.99987	
  

R²	
  =	
  0.99504	
  

0	
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  V
al
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Target	
  gene	
  copy	
  #/5µl	
  rxn	
  

L.	
  pneumophila	
  ATCC	
  33152	
  Standard	
  Curve	
  for	
  the	
  Lp16S	
  
and	
  LpLPS	
  assays	
  



Method:	
  DetecMon	
  of	
  L.	
  pneumophila	
  Sg1:	
  
Step	
  6/ReporMng	
  Criteria	
  

Assay	
  1:	
  Lp	
  16S	
  Assay	
  
•  	
  Three	
  qPCR	
  ReacMons	
  were	
  done	
  per	
  sample	
  

(Each	
  reacMon	
  equates	
  to	
  100	
  mL	
  of	
  the	
  Original	
  Volume	
  collected)	
  

	
  
	
  A	
  Sample	
  was	
  considered	
  L.	
  pneumophila	
  (+)	
  POSITIVE	
  if:	
  

	
  
•  Cq	
  of	
  <	
  40	
  was	
  observed	
  for	
  2	
  out	
  of	
  the	
  3	
  qPCR	
  reacMons.	
  

Assay	
  2:	
  LpLPS	
  Assay	
  
•  Two	
  qPCR	
  ReacMons	
  were	
  done	
  per	
  sample	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  (Each	
  reacMon	
  equates	
  to	
  100	
  mL	
  of	
  the	
  Original	
  Volume	
  collected)	
  

	
  
	
  A	
  Sample	
  was	
  considered	
  L.	
  pneumophila	
  Sg1	
  (+)	
  POSITIVE	
  if:	
  

	
  
•  Cq	
  of	
  <	
  40	
  was	
  observed	
  for	
  both	
  qPCR	
  reacMons.	
  

	
   BOTH	
  assays	
  need	
  to	
  be	
  posi6ve	
  (+:+)	
  
to	
  be	
  reported	
  

(+)	
  

(+)	
  (-­‐)	
  

Reported	
  

(-­‐)	
  

Not	
  Reported	
  



Performance	
  Measures:	
  

§  2	
  PCR	
  Products	
  (Intact	
  DNA)	
  
§  NTC	
  Blank	
  
§  Three	
  PCR	
  hybridizaMon	
  need	
  to	
  take	
  place	
  
ü Increasing	
  Fluorophor	
  DetecMon	
  	
  
(Logarithmic	
  Curve)	
  

ü  DNA	
  Products	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
   	
  100	
  basepairs	
  (Lp	
  16S	
  Assay)	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
   	
  75	
  basepairs	
  (Lp	
  LPS	
  Assay)	
  
§  InhibiMon	
  Control	
  (s	
  false	
  negaMves)	
  

Limit	
  of	
  DetecMon	
  (LD):	
  1	
  genomic	
  target/reacMon	
  
Limit	
  of	
  QuanMficaMon	
  (LQ):	
  10	
  genomic	
  targets/reacMon	
  

QPCR	
  
Method	
  

§  Method	
  Blank	
  
	
  

SensiMvity	
  of	
  Method	
  at	
  100	
  CFU/L	
  (spiked)	
  
	
  	
  	
  	
  	
  Lp16	
  S	
  Assay	
  91%	
  samples	
  
	
  	
  	
  	
  	
  Lp	
  LPS	
  Assay	
  83%	
  samples	
  
	
  
SensiMvity	
  of	
  Method	
  at	
  1,000	
  CFU/L	
  (spiked)	
  
	
  	
  	
  	
  	
  Lp	
  16S	
  Assay	
  100%	
  samples	
  
	
  	
  	
  	
  	
  Lp	
  LPS	
  Assay	
  100%	
  samples	
  

Repor6ng	
  Criteria	
  

§  Both	
  Assays	
  must	
  be	
  
qPCR	
  posiMve.	
  

§  400	
  mL	
  of	
  the	
  500	
  
mL	
  of	
  the	
  original	
  
water	
  tested	
  must	
  
meet	
  all	
  of	
  the	
  
performance	
  
measures.	
  

Parshionikar,	
  S.	
  (2008)	
  Method	
  ValidaMon	
  of	
  U.S.	
  Environmental	
  ProtecMon	
  Agency	
  	
  
Microbiological	
  Methods	
  of	
  Analysis.	
  FEM	
  Document	
  Number	
  2009-­‐01.	
  



Molecular	
  DetecMon	
  of	
  L.	
  pneumophila	
  Sg	
  1	
  in	
  Cold	
  
Water	
  Taps	
  across	
  the	
  U.S.:	
  	
  Culture	
  



Molecular	
  DetecMon	
  of	
  L.	
  pneumophila	
  Sg	
  1	
  in	
  Cold	
  	
  
Water	
  Taps	
  across	
  the	
  U.S.:	
  Results	
  

•  40	
  Sites	
  

•  68	
  Taps	
  	
  

•  4	
  Sampling	
  events/tap	
  

•  272	
  Samples	
  generated	
  

	
  	
  
Lp16S	
  /	
  LpLPS	
  

(	
  +	
  /	
  +	
  )	
  
Lp16S	
  /	
  LpLPS	
  
	
  (	
  +;	
  -­‐	
  /	
  -­‐	
  )	
  

	
  	
  

	
  	
   PosiMve	
   NegaMve	
   Total	
  
Samples	
   53	
  (20%)	
   216	
  (80%)	
   269	
  

Taps	
   32	
  (47%)	
   36	
  (53%)	
   68	
  

Results	
  of	
  Lp16S	
  &	
  LpLPS	
  Assays 
272	
  Samples	
  
-­‐	
  3	
  Samples	
  Lost	
  *	
  	
  
269	
  Samples	
  

*	
  The	
  qPCR	
  ReacMon	
  was	
  Completely	
  inhibited.	
  	
  (No	
  
products	
  of	
  the	
  PCR	
  were	
  detected	
  nor	
  produced)	
  

Monitoring	
  Summary	
  



Persistence	
  Results	
  

Persistence	
  of	
  L.	
  pneumophila	
  Sg1	
  at	
  Tap	
  

•  31%	
  	
  (21/68)	
  of	
  the	
  detecMons	
  were	
  posiMve	
  for	
  only	
  

one	
  of	
  the	
  four	
  sampling	
  events/tap	
  

•  16%	
  	
  (11/68)	
  of	
  the	
  taps	
  were	
  posiMve	
  for	
  more	
  than	
  

one	
  sampling	
  event.	
  

•  7%	
  (5/68)	
  of	
  the	
  taps	
  were	
  consistently	
  posiMve.	
  

4	
  Sampling	
  Events	
  



Geographic	
  Results	
  
Geographic	
  Occurrence	
  and	
  Persistence	
  of	
  L.	
  pneumophila	
  Sg1	
  

Total	
  of	
  40	
  sites	
  in	
  study	
  
68	
  Taps	
  	
  

Occurrence	
   Persistence	
  
Any	
  site	
  that	
  had	
  a	
  posiMve	
  sampling	
  

event	
  for	
  L.	
  pneumophila	
  Sg1	
  

24	
  Sites	
  
32	
  Taps	
  	
  

Sites	
  posiMve	
  for	
  L.	
  pneumophila	
  Sg1	
  
at	
  more	
  than	
  one	
  sampling	
  event.	
  

7	
  Sites	
  
11	
  Taps	
  



ConcentraMon	
  Results	
  

Av
g	
  
Ge

no
m
ic
	
  T
ar
ge
t	
  /
L	
  

Minimum: 	
  40	
  genomic	
  targets/L	
  
	
  
Average:	
  	
   	
  1,970	
  	
  genomic	
  targets/L	
  
	
  
Median:	
   	
   	
  62	
  genomic	
  targets/L	
  
	
  
Maximum:	
   	
  365,000	
  	
  genomic	
  targets/L	
  

Values	
  based	
  on	
  Lp	
  LPS	
  assay	
  

Distribu6on	
  of	
  Concentra6ons	
  of	
  Genomic	
  
Target/L	
  Detected	
  at	
  Tap	
   Important	
  Concentra6on	
  Values	
  

Number	
  of	
  Taps	
  



•  Due	
  to	
  the	
  extracMon	
  technique	
  developed,	
  qPCR	
  will	
  detect	
  L.	
  
pneumophila	
  Sg1	
  in	
  these	
  physiological	
  states.	
  

Viable	
   Viable	
  but	
  not	
  
Culturable	
  (VBNC)	
  

Amoeba	
  
Encysted	
  

Dead	
  

Culture	
  

qPCR	
  
Amoeba	
  co-­‐culture	
  

Detec6on,	
  Quan6ta6ve	
  (CFU/mL)	
  

Detec6on,	
  Quan6ta6ve	
  (genomic	
  target/mL)	
  

Physiological	
  States	
  of	
  Legionella	
  

ConcentraMon:	
  What	
  is	
  Being	
  Measured?	
  



Disinfectant	
  Results	
  
The	
  Role	
  of	
  the	
  Water	
  Disinfectant	
  (chlorine	
  &	
  monochloramine)	
  

SensiMvity	
  of	
  the	
  culture	
  
method	
  1,000	
  CFU/L	
  

•  43%	
  (19/43)	
  of	
  the	
  taps	
  that	
  received	
  
chlorinated	
  water	
  were	
  posiMve	
  for	
  L.	
  
pneumophila	
  Sg1.	
  

•  52%	
  (12/23)	
  of	
  the	
  taps	
  that	
  received	
  
monochloramine	
  treated	
  water	
  were	
  
posiMve	
  for	
  L.	
  pneumophila	
  Sg1.	
  

43	
  Taps	
  chlorinated	
  water	
  
	
  23	
  Taps	
  	
  monochloroaminated	
  water	
  

LD50	
  100,000	
  CFU	
  
Berendt	
  et.	
  al	
  1980	
  

ID50	
  >129	
  CFU	
  
Berendt	
  et.	
  al	
  1980	
  



0	
  CFU	
  

10	
  CFU	
  

100	
  CFU	
  

1,000	
  CFU	
  

10,000	
  CFU	
  

100,000	
  CFU	
  

1,000,000	
  CFU	
  

Infec6on	
  Dose	
  ID50	
  	
  	
  Lethal	
  Dose	
  LD50	
  

<129	
  CFU	
  
(Berendt,	
  1980)	
  

<20	
  cells	
  
(Huebner	
  et	
  al,	
  1984)	
  

Guinea	
  pigs	
  exposed	
  to	
  L	
  pneumophila	
  by	
  aerosol	
  route.	
  	
  
ID	
  values	
  determined	
  by	
  the	
  on	
  set	
  of	
  a	
  fever	
  	
  

LD	
  values	
  determined	
  by	
  death	
  

1.4	
  x	
  105	
  CFU	
  
(Berendt,	
  1980)	
  

104	
  CFU	
  
(Baskerville,	
  1984)	
  

100%	
  of	
  posiMve	
  taps	
  were	
  
above	
  20	
  CFU	
  in	
  1L	
  of	
  water.	
  

88%	
  of	
  posiMve	
  taps	
  were	
  above	
  
129	
  CFU	
  in	
  1L	
  of	
  water.	
  

9%	
  of	
  posiMve	
  taps	
  were	
  above	
  
104	
  CFU	
  in	
  1L	
  of	
  water.	
  

3%	
  of	
  posiMve	
  taps	
  were	
  above	
  
105	
  CFU	
  in	
  1L	
  of	
  water.	
  

Lp	
  LPS	
  Data	
  Avg	
  concentraMon	
  at	
  tap	
  

Percentage	
  of	
  taps	
  posi6ve	
  for	
  	
  
L.	
  pneumophila	
  Sg1	
  

ID	
  50	
  	
  

ID	
  50	
  	
  

LD	
  50	
  	
  

LD	
  50	
  	
  

Molecular	
  DetecMon	
  of	
  L.	
  pneumophila	
  Sg	
  1	
  in	
  Cold	
  	
  
Water	
  Taps	
  across	
  the	
  U.S:	
  Health	
  Risk	
  (One	
  approach)	
  



Conclusion	
  

•  L.	
  pneumophila	
  Sg1	
  was	
  detected	
  in	
  samples	
  from	
  the	
  cold	
  water	
  line	
  at	
  faciliMes	
  
and/or	
  households.	
  

•  Exposures	
  can	
  be	
  episodic	
  or	
  more	
  chronic	
  based	
  on	
  the	
  persistence	
  results.	
  

•  No	
  significant	
  difference	
  between	
  monochloramine	
  and	
  chlorinated	
  disinfected	
  
water,	
  in	
  either	
  the	
  frequency	
  of	
  detecMon	
  or	
  average	
  concentraMon	
  of	
  L.	
  
pneumophila	
  Sg1.	
  

•  Assuming	
  that	
  guinea	
  pigs	
  data	
  are	
  applicable	
  to	
  humans,	
  	
  
§  All	
  posiMve	
  taps	
  monitored	
  in	
  this	
  study	
  had	
  the	
  potenMal	
  to	
  cause	
  infecMon.	
  
§  One	
  to	
  three	
  taps	
  had	
  concentraMons	
  that	
  could	
  pose	
  a	
  significant	
  risk	
  to	
  

human	
  health.	
  

Thank You! 


