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In 1981 beschreef Edelstein® een semi-
selectieve voedingsbodem voor de isolatie van
Legionella uic verontreinigd klinisch en milicu-
materiaal. Deze voedingsbodem heeft lacer als
uitgangspunt gediend voor zowel NEN 6265
als voor ISO 11731. Aan een basismedium
wardt volgens NEN polymixine-B-sulfaat
(voornamelijk gericht tegen Gram-negaticve
bacterién), natriumcefazoline (breedspectrum
antibioticum) en pimaricine (gericht tegen
schimmels) toegevoegd om de voedingsbodem
semi-selectief te maken. Het [SO-medium
bevat eveneens polymixine-B-sulfaat en daar-
naast glycine, vancomyeine (voornamelijk
gericht tegen Gram-negatieve bacterién| en
cycloheximide. Het 1s onvermijdelijk dar de
groei van Legionella door deze toevoegingen
ook enigszins zal worden geremd. Door het
verschil in samenstelling kan verwacht
worden dat remming van Legionella niet in
gelijke mate zal optreden. Eerder vergelijkend
onderzoek® 3%/ geeft tegenstrijdige resultaten.

Naast de samenstelling van de voedings-
bodem bleck cerder al dat ook de zuurgraad
van de voedingsbodem van invloed 1s op de
opbrengst van Legionella. L. pneumephila is
minder gevoelig voor schommelingen in de
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In een aanvullingenblad bij NEN 6265* wordt
cen pH van de gestolde voedingsbodem voor-
geschreven die 6,9 = 0,1 bedraagt. [SO-norm
11731 schrijft een pH voor van 6,9 = 0,4 en [SO-
norm 11731-2 (methode voor water met lage
concentratie Legionella) een pH van 6,8 + o,2.

Bij onderzock van watermonsters it lei-
dingwater treedt in het algemeen weinig sto-
rende bijgroei op. Soms is het door storende
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bijgroei niet mogelijk een betrouwbaar resul-
taat te verkrijgen. Bij proceswatermonsters,
zoals monsters van koelwater, is het hierdoor
vaak onmogelijk Legionella te detecteren.

Opzet en uitvoering onderzoek

De geteste voedingsbodems zijn, zoals
gezegd, samengesteld zoals is voorgeschreven
in NEN 6265, 1SO 11731 of door de fabrikant
van de commercicel verkrijgbare selectieve
supplementen?’, De pH van de voedingsbo-
dems is in alle gevallen gesteld op 6,9 + 0,1 bij
25°C. Tevens is een BCYE-voedingsbodem
bereid waaraan geen selectieve componenten
zijn tocgevoegd (zie tabel 1],

De legionellasoorten waarmee de opbrengst
op de voedingsbodems is bepaald, zijn Legio-
nella pneumephila serogroep 1 (cigen isolaat),
Legionella pneumophila serogroep 3 [ATCC
33155), Legionella pneumophila serogroep 6
[ATCC 33215), L. dumoffii (ATCC 33279), L. long-
beachae serogroep 1 (ATCC 33462}, L. longbeachae
serogroep 2 (ATCC 33484), L. arusa (ATCC 35292),
L. bozemanui serogroep 1 [ATCC 33545), L. boze-
manii serogroep 2 [ATCC 33217), L. jordanis
[ATCC 33623), L. micdadet (ATCC 33218) en
L. gormanii [ATCC 33297). De organismen zijn
maximaal drie dagen opgekweekt bij 37°C op
de BCYE-voedingsbodem zonder toegevoegde
selectieve componenten. Vervolgens zijn sus-
pensies gemaake, waarvan verschillende ver-
dunningen in veelvoud zijn ingevroren bij -
80°C. Na invriezen is bepaald in welke
verdunningen na uicspatelen so tot 300 kolo-
nievormende cenheden aanwezig waren op het
BCYE-medium zonder selectieve componen-
ten.

Voor het vergelijkend onderzock zijn de
voedingsbodems in viervoud beént met 0,1 ml
van deze diepvriessuspensie. Na incubatie
gedurende zeven dagen bij 37 = 1°Czijn op alle
voedingsbodems de kolonies geteld. Het expe-
riment is cenmalig herhaald, waarbij alle voe-
dingsbedems opniecuw bereid zijn en gebruik
is gemaakt van dezelfde ingevroren legionella-

Tabel1:  Selectieve componenten in de verschillende voedingsbodems.
BCYE BCYE BCYE BMPa  GVPC MWY
niet-  +selectief +selectief (Oxoid) (Oxoid) (Oxoid)
selectief (=NEN) (ISO)
polymixine-B-sulfaat - + + + + i
cefazoline = + « " g 2
cefamandole = e . + " 5
pimaricine - + = - 3 o
anisomycine = = 3 ¥ = +
vancomycine . - i - + +
cycloheximide . - + _ + _
glycine = . £ . i &
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suspensies. Naast de opbrengst van de diverse
legionellalabstammen is ook een aantal prak-
tijk (koelwater)monsters onderzocht. Hiermee

wordt inzicht gekregen in de selectiviteit van
de voedingsbodems.

In tabel 2 zijn de resultaten weergegeven
van de opbrengst op de verschillende voedings-
bodems. De opbrengst op de voedingsbodem
zonder selectieve componenten (BCYE) is
steeds op 100 procent gesteld. De opbrengst op
de selectieve voedingsbodems is berekend als
procentuele opbrengst ten opzichte van de
opbrengst op de niet-selectieve voedingsbo-
dem. Op de foto zijn de verschillende voe-
dingsbodems met L. jordanis weergegeven.
Duidelijk is te zien dat groei op de selectieve
ISO- en BMPa-voedingsbodems geheel achter-
wege blijft en de groet op het selectieve NEN-
medium duidelijk wordt geremd.

Met behulp van de T-toets, tweezijdig
getoetst, ¢ = 2,5%*) is berekend of een signifi-
cant verschil kan worden aangetoond tussen
de opbrengst op het BCYE-medium zonder
sclectieve toevoegingen en de voedingsbodems
met selectieve toevoegingen uit tabel 1. In
tabel 2 is tevens aangegeven welke opbrengst

significant afwijkend is [vet).

Uit de resulcaten blijke dat nagenocg alle
onderzochte legionellasoorten op tenminste
één van de selectieve voedingsbodems geremd
worden. Door de relatief hoge spreidingen tus-
sen de koloniegetallen in elk experiment is de
significantie van de remming niet steeds iden-
tiek. Stammen waarbij volledige remming op-
trad zijn nogmaals herhaald. Uit de herhaling
bleek dat L. jordanis en L. micdadei wel enige
groci op het 1ISO-medium lieten zien. Signifi-
cante remming komt het meest voor op het
selectieve [SO-medium (15x lager) cn op de drie
voedingsbodems van Oxoid (BMPat 13x signifi-
cant lager, GVPC 12x significant lager en MWY
8x significant lager). De selectieve BCYE-voe-
dingsbodem volgens NEN vertoont vier maal
cen significant lagere opbrengst (voor L. jorda-
nis en L micdadei) dan op de voedingsbodem
zonder selectieve componenten. Opvallend is
dat de in beginsel identieke zelf samengestelde
voedingsbodems volgens ISO en het commer-
cieel verkrijgbare GVPC-medium niet dezelfde
remming van de verschillende stammen laten
zien. De corzaak hiervan is niet duidelijk.

Een enkele keer komt het voor dat de
opbrengst op de selectieve voedingsbodem sig-
nificant hoger is dan op de niet-selectieve voe-
dingsbodem. Het meest komt dit voor bij de
voedingsbodem volgens NEN (vier maal] maar
ook eenmaal op de overige voedingsbodems
(met uitzondering van het ISO-medium).

Volledige remming van de teststammen
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komt voor op het selectieve NEN-medium

(L. micdader), het ISO-medium (L. jordants en

L. micdader, hoewel dit niet altijd reproduceer-

manit).

baar is) en op het BMPat-medium (L. jordanis,
L. micdadei en de beide serogroepen van L. boze-

Opbrengstvan L. jordanis op de verschillende voedingsbodems. Bovenste ri) v.Ln.r. BCYE zonder selectieve componenten,

BCYE met selectieve componenten volgens NEN en het selectieve ISO-medium. Onderste rij v.L.n.r: de media BMPat, GUPC

en MWY

Tabel z:

Relatieve opbrengst, met standaardafwijking, op de diverse voedingsbodems voor beide experimenten. De

waarden dic vet aangegeven zijn, verschillen significant van de opbrengst op het BCYE-medium zonder

_\L‘!L'UIC\ ¢ componenten.

L. pneumnophila
serogroep 1
L. pneumophila
serogroep 3
L. pneumophila
serogroep 6
L. dumoffii

L. longbeachae
serogroep 1
L. longbeachae
serogroep 2
L. anisa

L. gormanit

L. jordants

L. micdadei

L. bozemanii
serogroep 1

L. bozemanii
serogroep 2

BCYE
niet-

100+ 6
100 £ 17
100 + 25
100 £+ 20
100 % 20
100 £ 17
1009
1009
100+ 8
100 + 25
100 + 16
100 + 20

100 =

wn

100 + 12
100+ 9
100 £ 20
100 £ 16
100 £ 3
100+ 7
100 =+ 3
100+ 8
100 £ 19
100+ 8
100 + 14

BCYE

107+ 6
105 +19
90 + 18
103 + 14
110+ 4
99 + 12
90t 6
92+ 15
88+6
1115
99+ 15
1306
91+ 10
915
iz +is
114 + 12
73
667

o

o
99 + 18
101 % 15
1227
TIZ 428

BCYE
(1SO)

45x 8
543
69 + 22
62+ 17
60 £ 18
66 £ 16
e 8 ]
81+12
68x7
65 + 23
8otg
106 % 10
756
114+ 9
47 9
597

78
395
102 + 12

109 £ 5

BMPa.

+selectief +selectief (Oxoid)
selectief (=NEN)

75%3
69+ 8
75 £ 16
88 + 13
92 £+ 20
64 %18
i 5 5 0.
98x9
J1 6
88 + 10
54%9
122+ 10
88+9
113+ 6
125 £%7
96+3
o

o

o
2tz
0

o
[v]
o

* Deze mate van remming bleek niet goed reproduceerbaar te zijn.

GVPC
(Oxoid)

79 % 11
95%4
75£8
81+ 28
66 £ 21
74115
52+ 10
47 %8
5216
772
9427
79 17
78%9
716
359
40x8
77x7
101 £ &
8713
95+ 14
877
5116
119 £ 14
72%26

MWY
(Oxoid)

86+5
8ox12
86+ 18
71+ 18
763
6423
6otg
45+ 8
705
91+ 11
95 % 11
114 * 20
79%4
90 %2
54x8
49%3
94 % 12
1231
8114
98 +11
8 +14
106 £ §
107 10

119+ 9



Opgemerkt moet worden dat het onder-
zoek is uitgevoerd met eerder in het laborato-
rium geisoleerde en gekweckee legionella’s. Dit
is cen beperkende factor in dit onderzoek.
Legionella’s die in het milieu voorkomen, kun-
nen mogelijk andere resultaten opleveren.

Bij het onderzoek naar de selectiviteit van
de verschillende voedingsbodems bij prakeijk-
monsters zijn 13 koelwatermonsters onder-
zocht. De platen zijn beoordeeld op de aanwe-
zigheid van legionellasoorten en op de mate
van groel van andere micro-organismen (zie
tabel 3].

De remming van bijgroei van de sclectieve
voedingsbodems volgens NEN, ISO en het
BMPa-medium is minder efficiénc is dan van
het GVPC- en MWY-medium. Daarnaast wordt
op het GVPC- en MWY-medium meer Legionel-
la aangetoond dan op de andere voedingsbe-
dems.

Conclusies en aanbevelingen

Het selectieve NEN-medium blijkt voor
drinkwatermonsters de beste keus te zijn,
zeker ten opzichte van het selectieve 1SO-me-
dium.

De opbrengst van veel legionellasoorten is
op het selectieve NEN-medium aanmerkelijk
hoger dan op het selectieve ISO-medium. De
remming van bijgroci op het selectieve ISO-
medium is nict beter dan op het selectieve
NEN-medium. De mate van geringe remming
van storende bijgroel uit koelwatermonsters
maakt het selectieve NEN-medium voor dic
soort watermonsters echter minder geschike.
De beste voedingsbodems om remming van

bijgroei te bewerkstelligen blijken de commer-
cicel verkrijgbare GVPC- en MWY-voedings-
bodems van Oxoid.

Worden de opbrengst en selectiviteitgege-
vens naast elkaar gelegd, dan kan geconclu-
deerd worden dat het selectieve NEN-medium
het meest geschike is voor relatief schone
(drinkwater)monsters. Voor monsters waarin
bijgroei verwacht wordt die de analyse kan ver-
storen, zoals dac het geval kan zijn in monsters
van koelwater en ander proceswater, is de kans
dat Legronella wordr aangetroffen het grootst
op het MWY-medium. Omdat de opbrengst
van een aantal legionellasoorten op deze voe-
dingsbodem vaak significant lager is dan op
het selectieve BCYE-medium, wordt aanbevo-
len om voor dit type watermonsters beide voe-
dingsbodems te gebruiken. @

LITERATUUR

1] Anonymous [1991). NEN626s. Bacteriologisch onderzock
van water, Onderzoek naar de aanwezigheid en aantal
kolonevormende eenheden (KVE ) van Legonella-bacre-
Tién. NNI.

2] Anonymous (1998). International Standard 1SO 11731.
Water quality-detection and enumeration of Legionella
Furst edizion.

3] Anonymous (2003). NEN6265/A1. Wijzigingshlad. Bacte-
riologisch onderzock van water. Onderzock naar de aanwe-
zigheid en aantal kelontevormende eenheden [KVE) van
Legronella-bacterién. NNL

4] Baggelaar P. (1997]. Syllabus toegepaste starisnick voor
waterlaboratoria. Tweede versie. KOA 98.085.

5] Edelstein P. (1981). Improved senuselective medium for
wsolarion of Legionella pneumophila from contaminared

clinical and environmental specimens. Journal of Clintcal

Tabel3:  Beoordeling van groei van koelwatermonsters op de diverse selectieve voedingshodems.

- = geen of amper groel, + = lichte bijgroei, + = veel bijgroei, (n) = aantal Legionella, ' = L. pneumophila
serogroep 1, * = L. pneumophila serogroep 2-14, * = mengsel van L. pneumophila seragroep 1 en serogroep
2-14,*=L. non-pneumophila.
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NOTEN

%

e

for1solation and cultivation of Legionella pneumophila

from tapwater in hospitals. Journal of Clinical Microbio-

BCYE = Buffered Charcoal Yeast Extract Agar

GVPC = Glycne Vancomyein Polymixine Cyclohexinuide

Agar

MWY = Modified Wadowsky Yee Agar

BMPat = Aces-Buffered Cefomandole Polymixine a-kerog-

lutarate Agar
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