Legionella pneumophila
pa Sjeforsvarets fartoyer

BAKGRUNN Det finnes lite kunnskap om forekomst av Legionella pneumophila i vannsyste-
mer om bord i skip. Vart mal var & kartlegge forekomsten av L. pneumophila i vannsystemet
om bord pa Sjgforsvarets fartgyer som utgangspunkt for forebyggingsstrategier.

MATERIALE OG METODE Vannprgver fra teknisk del og fra distribusjonsnettet pa 41 fartgyer
og ti vannfyllingsstasjoner ble innhentet ved to tidspunkter med ett ars mellomrom. Prgvene
ble analysert med henblikk pa L. pneumophila, inklusive serotyping og genotyping, og pa

frittlevende amgber.

RESULTATER L. pneumophila ble pavist i 20 av 41 fartgyer i fgrste proverunde, og levende
L. pneumophila serogruppe 1 ble isolert i sju av de 20 fartgyene. Frittlevende amgber ble
pavist i vannsystemet i de fleste fartgyene, inklusive samtlige fartgyer med L. pneumophila.
Samme genotype av L. pneumophila ble pavist i vannet i bunkringsstasjoner og i vannet om

bord pa fartgyene.

FORTOLKNING L. pneumophila var ikke til stede i alle farteyene, men samtlige fartgyer hvor
bakterien ble pavist, var ogsé kontaminert med frittlevende amgber. Vi har sannsynliggjort
at det er ferskvann fra bunkringsstasjoner som er kontamineringskilden. | forebyggings-
strategier bgr man derfor legge vekt pd kontamineringskilde og frittlevende amgber, som
er en premiss for etablering og oppvekst av L. pneumophila i vannsystemene.

Legionellabakterien finnes i ferskvann over
hele verden (1). Slekten Legionella ble ikke
registrert for i 1979 — i forbindelse med det
store legionelloseutbruddet blant ameri-
kanske legionarer (krigsveteraner) i 1976,
der Legionella pneumophila ble pavist som
arsaksagens (2, 3). Det forste bakterieisola-
tet som i ettertid er antatt a vaere Legionella,
ble gjort i 1943 fra marsvin og liknet den
obligat intracellulere bakterien Rickettsia.
I 1954 ble det beskrevet en liknende bakterie
som ble vist & infisere frittlevende amaber.
Dette isolatet ble i 1995 Kklassifisert som
Legionella (4).

I dag kjenner vi Legionella som en liten
vannbakterie som kan pavises fritt i vann.
Den er kravstor nar det gjelder vekstsubstrat,
derfor overlever den i og foreker seg i andre
organismer, iser i frittlevende ferskvanns-
ameber (5, 6). Legionella kan forarsake
respiratorisk sykdom hos mennesker gjen-
nom inhalasjon av aerosol av vann som
inneholder bakterien. Det kan vare en dag-
lig foreteelse gjennom dusjing i forurensede
vannsystemer, uten at det nedvendigvis
resulterer i sykdom.

Infeksjon med L. pneumophila kalles
legionellose. Den gir i hovedsak to kliniske
bilder: legionarsykdom, som er en alvorlig
lungebetennelse med ca. 30 % dedelighet,
og Pontiac-feber, som er en influensalik-
nende sykdom av kort varighet (7). Det er til
na ikke vist at disse sykdommene kan smitte
fra person til person (8).

Det er sa langt identifisert 53 forskjellige
arter av legionellabakterien (9), av disse
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erca.20 pévist ved infeksjoner. Arten
L. pneumophila ble pavist fra mer enn 90 %
av utbrudd og sporadiske tilfeller av legio-
nelllose, og mer enn 80% av L. pneumo-
phila-isolatene tilhorte serogruppe 1 (10).

Legionella ble 1 1980- og 90-arene regi-
strert i sykdomsutbrudd med dedsfall i
Europa, men det var ikke for i 2001 at man
fikk det forste utbruddet i Norge. Det
skjedde i Stavanger, med sju dede (11), og
ble etterfulgt av utbruddet i Fredrikstad/
Sarpsborg i 2005, med ti dede (12, 13). Som
en konsekvens av det siste utbruddet er de
lovpélagte mikrobiologiske kontrollene be-
tydelig innskjerpet, med bl.a. krav til fore-
bygging av legionellaspredning fra boble-
bad og dusjanlegg (14) samt en ny veileder
for forebygging av legionellasmitte (8).

Legionellaforskriften/-veilederen legger
et stort ansvar pd eiere av innretninger som
kan spre aerosoler. For & kunne imeote-
komme kravene mé& man ha kunnskap om
hvilke faktorer i det aktuelle vannsystemet
som vil kunne bidra til oppvekst og spred-
ning av legionellabakterien.

For den nordiske skipsflaten er drikke-
vannskvalitet satt som krav til alt ferskvann om
bord, for badde mat og hygiene. Ferskvannsfor-
syningen om bord pé farteyer gjores enten ved
vannfylling fra land (bunkring) eller ved fersk-
vannsproduksjon via avsalting av sjgvann ved
bruk av omvendt osmose (RO) eller evapore-
ring (EVA) (15). For skip vil ferskvannspro-
duksjon fra sjevann vare mest optimalt, siden
L. pneumophila er en ferskvannsbakterie som
ikke finnes naturlig i sjevann.
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HOVEDBUDSKAP

Legionella pneumophila ble pavist i vann-
systemet pa ca. 50 % av Sjgforsvarets
fartoyer

En og samme genotype ble funneti tre
fartoyer

Genotyper funnet pa to av fartgyene ble ogsa
funnet i vannfyllingsstasjonen som fartgy-
ene hadde benyttet

Frittlevende amgber syntes a vaere
en premiss for vekst av L. pneumophila
i vannsystemet
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Tabell 1 Oversikt over prgvemateriale for
analyse avL pneumophila under kartleggingen

Antall Antall
fartgyer per valgte

fartgy- prove-
Fartgysgruppe gruppe punkter
Mineryddere 6 9
Ubéater 4
Kystkorvetter 2 6
Fregatter 4 15
Logistikk-
vapenet 3 15
Havnefartgyer 5 5
Kystvaktfartgyer 13 15
Fartgyslaget 1 8
Skoleskip 2 17
Spesialfartgyer 1 15
Totalt antall 41

Sjeforsvaret har en stor farteysflite som
er underlagt legionellaforskriften. For & fa
etablert den nedvendige kunnskapen ble
prosjektet Legionellakontroll om bord i Sjo-
forsvarets fartay startet i 2010. Det omfattet
kartlegging og risikovurdering med hen-
blikk pé forekomst av Legionella i vann-
systemet pa samtlige fartoyer, i den hensikt
a etablere grunnlaget for at Sjeforsvaret
kunne gjennomfere nedvendige tiltak for &
hindre forekomst, oppvekst og smitte av
bakterien.

Materiale og metode

Studien omfatter ti separate fartoysgrupper:
mineryddere, ubdter, kystkorvetter, fregatter,
logistikkvapenets fartoyer, havnefartoyer,
kystvaktfartoyer med flere, til sammen 41
fartayer.

Utvelgelse av provepunkter

Utvelgelsen av prevepunkter var basert pa
befaring om bord i ett referansefartoy fra
hver fartegysgruppe og innhenting av tek-

niske og prosedyrerelaterte data. Felgende

prinsipper ble benyttet:

* For farteyer med ferre enn ti prevepunk-
ter ble samtlige punkter analysert

» For farteyer med flere provepunkter ble
opptil 17 punkter analysert

Av totalt 3 807 mulige prevepunkter ble det
tatt prever fra 439 (12 %). Det ble tatt vann-
prover til analyse to ganger med ett drs mel-
lomrom. Ved andre prevetakingsrunde var
36 av de 41 fartgyene tilgjengelig for prove-
taking.

Pragvemateriale

I tabell 1 er det en oversikt over vannpraver
fra fartgyene som inngdr i studien. I tillegg
er det tatt prover fra 45 av de mest benyttede
tappepunktene ved de ti vannfyllingspos-
tene, derav 43 militere og to sivile.

Vannpravetaking

Vannprever pd 11 sterile flasker tilsatt
natriumtiosulfat ble tatt bade i den tekniske
delen av vannsystemet (vanntanker) og i dis-
tribusjonsnettet (dusjer). Lokalisering av
prevepunktene var de samme pa hvert skip
innenfor samme fartaysgruppe.

Mikrobiologiske analyser

Pavisning av L. pneumophila. Samtlige pro-
ver fra vannsystemene ble analysert med
sanntids-PCR, som beskrevet tidligere (16).
Positive prover ble kultivert pa legionella-
agar (Buffered charcoal yeast extract, BCYE)
for pavisning av levende L. pneumophila,
som er en forutsetning for infeksjon. Ved
oppvekst av L. pneumophila ble denne sero-
typet ved hjelp av MONOFLUO anti-Legio-
nella Staining Reagent (Bio-Rad). Samtlige
isolater av L. pneumophila serogruppe 1 ble
genotypet ved hjelp av pulsfeltgelelektro-
forese (PFGE) (17) for a spore mulige felles
sprednings- og forurensingsveier.

Pdvisning av frittlevende amobe. Som et
ledd i & fa en systematisk kunnskap om fore-
komsten av frittlevende ameber i vannsyste-
mer om bord i skip ble det gjort parallelle
amebeanalyser og L. pneumophila-analyser
av samtlige prever fra vannsystemene.
Amgbeanalysene ble gjort ved hjelp av kul-

Tabell 2 Forekomst av positiv Legionella-PCR, oppvekst av Legionella og funn av amgber ved

henholdsvis fgrste, andre og begge prgverunder

Positiv pregve fgrste
prgvetakingsrunde

(N=41]
Legionella-PCR 20
Legionelladyrking 7
Funn avamgber 34

Positiv prgve andre
provetakingsrunde

Positiv prgve begge
provetakingsrunder

(n=36) (n=36)
13 9
2 0
30 28
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tivering og mikroskopering, i samsvar med
metoden beskrevet av Winiecka-Krusnell &
Linder i 1999 (18).

Tiltak ved pavisning

av levende L. pneumophila

Ved funn av levende L. pneumophila sero-
gruppe | ble det iverksatt strakstiltak ved
introduksjon av dusjhoder med filterinnsats
(0,2 um) for & forhindre bakterieekspone-
ring fra dusjvannet (Pall-dusjer). Videre
oppfelging ble gjort i henhold til rutiner
beskrevet i legionellaveilederen fra Folke-
helseinstituttet (8), dvs. i hovedsak varmt-
vannsbehandling.

Resultater

L. pneumophila

I forste provetakingsrunde viste analyser
av 439 vannprover fra 41 av Sjeforsvarets
fartoyer tilstedeveerelse av L. pneumophila-
DNA i 12% av provene. Positive prever
ble funnet i 20 av 41 farteyer. Levende
L. pneumophila serogruppe 1 ble isolert fra
sju av fartgyene.

Ved den gjentatte kartleggingen ett ar
senere var de respektive analyseresultatene
13 positive fartoyer av 36 undersogkte og
levende L. pneumophila serogruppe 1 1ito av
fartoyene. Dette var fartoyer der det i forste
provetakingsrunde ikke ble pavist levende
L. pneumophila (tab 2).

Av de 41 fartoyene hadde 31 installert
trykktank (hydrofortank) i vannsystemet.
Atte av provene med levende L. pneumo-
phila stammet fra farteyer med hydrofor-
tank (26 % av farteyene). Fra de ti fartoyene
uten hydrofortank ble det pavist levende
L. pneumophila i én prave (10 %).

Fra de 45 undersekte bunkringspunktene ble
L. pneumophila pavist i 16% 1 forste prove-
takingsrunde, hvorav levende L. pneumo-
phila serogruppe 1 ble isolert fra to punkter.

Frittlevende amgber

Frittlevende ameber ble pavist i 39 av 41 far-
toyer. Acanthamoeba og Hartmannella var
de vanligst foreckommende slektene. Fritt-
levende ameber var til stede i samtlige far-
toyer hvor L. pneumophila serogruppe 1 ble
demonstrert. Ved forste provetakingsrunde
ble frittlevende amaber funnet i prover fra ti
av de 45 undersekte bunkringspunktene i
studien.

Intracellulaere L. pneumophila ble isolert
fra amebene og viste samme genotypemeons-
ter som ble funnet i vannprevene fra det
aktuelle fartoyet (data ikke vist).

Genotyping av L. pneumophila

Ved genotyping av legionellaisolatene fant vi
et svaert begrenset antall genotyper, og tre
fartgyer var endog kontaminert med samme
genotype (fig 1a). I to av farteyene isolerte
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Figur 1 a) Genotypemgnster av L. pneumophila isolert fra tre forskjellige farteyer innen samme fartgys-
klasse. b] Genotypemanster av L. pneumophila fra bunkringsstasjon og fra vannsystemet pa ett fartay (fartay D)

man genotyper som ogsa ble funnet i bunk-
ringsstasjonen som det enkelte fartoyet
hadde benyttet, som eksemplifisert i figur 1b.

Diskusjon

L. pneumophila er altsa til stede i fersk-
vannssystemene om bord pd Sjeforsvarets
farteyer. L. pneumophila-DNA ble pavist i
20 av 41 farteyer ved forste provetakings-
runde. I sju av farteyene ble det isolert
levende L. pneumophila serogruppe 1, og i
disse ble det som strakstiltak satt inn dusj-
hoder med filterinnsats (0,2 pm) for a for-
hindre bakterieeksponering fra dusjvannet
(Pall-dusjer). Videre oppfelging ble gjort i
henhold til rutiner beskrevet i legionella-
veilederen fra Folkehelseinstituttet (8).

Ved oppfolgingsstudien etter ett ar ble det
ikke pavist levende bakterier pa disse fartoy-
ene. Derimot ble det pavist smitte pa to nye
fartoyer — tiltakene synes derfor & veere util-
strekkelige. Frittlevende ameber ble pévist i
vannsystemet pd de fleste fartoyene, inklu-
sive samtlige farteyer med L. pneumophila.
Det var ogsa mulig & isolere L. pneumophila
serogruppe 1 fra amebene, og disse viste
samme genotypemenster som ellers ble
funnet i vannprevene fra det aktuelle vann-
systemet. Ettersom det er vist at legionella-
bakterien kan overleve og formere seg i
amgber, vil dette kunne forklare bakteriens
langtidsoverlevelse 1 slike vannsystemer
(19).

Det ble tatt prover fra 12 % av de aktuelle
provepunkter. Valget var basert pd befaring
pa referansefartoyer innen hver klasse og
representativitet nar det gjaldt eksponerings-
risiko. Legionella kan vaere vanskelig & opp-
dage, siden mikroben koloniserer veggene i
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vannsystemet og ofte kun lgsner i flak. Ana-
lyse av 12 % av mulige prevepunkter anses
imidlertid ut fra erfaring som tilstrekkelig.
Oppdagelse av L. pneumophila med poly-
merasekjedereaksjon (PCR) for dyrking og
genotyping anses som en hensiktsmessig
strategi pa bakgrunn av PCR-metodens hur-
tighet og sensitivitet.

Det at det er en tendens til hoyere fore-
komst av levende L. pneumophila i farteyer
med hydrofortank, kan indikere at disse spil-
ler en rolle for veksten. Hydrofortankene er
gjerne plassert i varme maskinrom, dette
medferer derfor hoyere vanntemperatur enn
i den ovrige delen av kaldtvannssystemet.
Ilys av nyere kunnskap om intracellulaer
vekst av L. pneumophila vil vanntempera-
turen kunne vere avgjorende for legionella-
bakteriens skjebne. Ved temperaturer over
20 °C vil bakterien kunne overleve og for-
mere seg i amgben (20).

Samme genotype av L. pneumophila ble
pévist i vann fra bunkringsstasjon og i vannet
om bord pé farteyer som hadde fylt vann fra
samme bunkringsstasjon. Dette taler for at
vannfylling er én mulig kontamineringskilde.

Til tross for at en rekke legionellose-
utbrudd er rapportert fra passasjerskip
(21-23), er det i liten grad gjort syste-
matiske studier pd legionellakolonisering
idisse skipenes vannfordelingssystemer.
Gjennomferte studier i cruiseskip og ferger
viser betydelig utbredelse av legionellabak-
terier av ulike spesies i vann pa skip (24).
Det finnes ingen studier der man har sett pd
eventuell overfering av L. pneumophila fra
ferskvannsanlegg. Resultatene fra vér studie
antas & ha overforingsverdi til ferskvanns-
systemer generelt (25).
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