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Voor de detectie van Legionella in (drinkjwatermonsters wordt in Nederland de analysemethode toe
gepast zoals die beschreven is in NEN 6265'. De methode schrijft een specifieke voedingsbodem 
(BCYE*) voor, waaraan componenten zijn toegevoegd om eventuele storende bygroei te remmen. In 
de praktijk blijkt echter dat deze voedingsbodem nictgocd bruikbaar is voor watermonsters waarin 
veel storende jlora aanwezig is. In het internatioiiaalgebruikte voorschrift ISO 11731" wordteen 
andere voedingsbodem (GVPC**) voorgeschreven. Onderzocht is of resultaten die met beide bodems 
bereikt worden, vergelijkbaar zijn en o/ook Nederland met beterde methode uit de ISO-norm kan 
overnemen. Het onderzoek is uitgebreid met ecu aantal andere 111 de literatuur beschreven selectieve 
voedingsbodems voor Legionella (GVPC, MWY***en BMPa****), waarvoor de selectieve supple
menten commercieel verkrijgbaar zijn. Uit dit onderzoek blijkt dat zeker voor relatie) schone drink
watermonsters de werkwijze volgens NEN 6265 de hoogste opbrengst van verschillende (cgioitclla-
soortciigeeft. Storende bijgroei wordt door één van de andere voedingsbodems (hef M WY-medium] 
het bestgeremd, maar deze voedingsbodem geeft een lagere opbrengst van Legionella. De voedings
bodem, zoals beschreven in de ISO-uorm.gccftgeen verbetering ten opzichte van de voedingsbodem 
die 111 de NEN-uorm beschreven is. 

In 1981 beschreef Edelstein5' een semi-
selectieve voedingsbodem voor de isolatie van 
Legionella uit verontreinigd klinisch en milieu-
materiaal. Deze voedingsbodem heeft later als 
uitgangspunt gediend voor zowel NEN 6265 
als voor ISO 11731. Aan een basismedium 
wordt volgens NEN polymixine-B-sulfaat 
(voornamelijk gericht tegen Gram-negatieve 
bacteriën), natriumcefazoline (breedspectrum 
antibioticum) en pimaricine (gericht tegen 
schimmels) toegevoegd om de voedingsbodem 
semi-selectief te maken. Het ISO-medium 
bevat eveneens polymixine-B-sulfaat en daar
naast glycine, vancomycine (voornamelijk 
gericht tegen Gram-negatieve bacteriën) en 
cycloheximidc. Het is onvetmijdelijk dat de 
gtoei 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'"''8''10' geeft tegenstrijdige resultaten. 

Naast de samenstelling van de voedings
bodem bleek eerder al dat ook de zuurgraad 
van de voedingsbodem van invloed is op de 
opbrengst van Legionella. L. pneumophila is 
minder gevoelig voor schommelingen in de 

zuurgraad dan de overige legionellasoorten7'. 
In een aanvullingenblad bij NEN 6265s' wordt 
een pH van de gestolde voedingsbodem voor
geschreven die 6,9 ±0,1 bedraagt. ISO-norm 
11731 schrijft een pH voor van 6,9 ± 0,4 en ISO-
norm 11731-2 (methode voor water met lage 
concentratie Legionella) een pH van 6,8 ± 0,2. 

Bij onderzoek van watermonsters uit lei
dingwater treedt in het algemeen weinig sto
rende bijgroei op. Soms is het door storende 

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, ISO 11731 of door de fabrikant 
van de commercieel verkrijgbare selectieve 
supplementen9'. 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 toegevoegd (zie tabel 1). 

De legionellasoorten waarmee de opbrengst 
op de voedingsbodems is bepaald, zijn Legio
nella pneumophila serogroep 1 (eigen isolaat), 
Legionella pneumophila serogroep 3 (ATCC 
33155)» Legionella pneumophila serogroep 6 
(ATCC 33215), L. dumojfii (ATCC 33279), L. long-
beachae serogroep 1 (ATCC 33462), L. longbeachae 
serogroep 2 (ATCC 33484), L. amsa (ATCC 35292), 
L. bozemanii serogroep 1 (ATCC 33545), L. boze-
manii serogroep 2 (ATCC 33217), L.jordanis 
(ATCC 33623), L. micdadei (ATCC 33218) en 
Lgormanii (ATCC 33297). De organismen zijn 
maximaal drie dagen opgekweekt bij 37°C op 
de BCYE-voedingsbodem zonder toegevoegde 
selectieve componenten. Vervolgens zijn sus
pensies gemaakt, waarvan verschillende ver
dunningen in veelvoud zijn ingevroren bij -
8o°C. Na invriezen is bepaald in welke 
verdunningen na uitspatelen 50 tot 300 kolo-
nievormende eenheden aanwezig waren op het 
BCYE-medium zonder selectieve componen
ten. 

Voor het vergelijkend onderzoek zijn de 
voedingsbodems in viervoud beent met 0,1 ml 
van deze dicpvriessuspensie. Na incubatie 
gedurende zeven dagen bij 37 ± i°C zijn op alle 
voedingsbodems de kolonies geteld. Het expe
riment is eenmalig herhaald, waarbij alle voe
dingsbodems opnieuw bereid zijn en gebruik 
is gemaakt van dezelfde ingevroren legionella-

Tobel 1: Selectieve componenten in de verschillende voedingsbodems. 

BCYE BCYE BCYE BMPa GVPC MWY 
niet- +selectief +selectief (Oxoid) (Oxoid) (Oxoid) 

selectief (=NEN) (ISO) 

polymixine-B-sulfaat 
cefazoline 
cefamandole 
pimaricine 
anisomycine 
vancomycine 
cycloheximide 
glycine 
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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. 

Resultaten en discussie 
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.jordanLS weergegeven. 
Duidelijk is te zien dat groei op de selectieve 
ISO- en BMPa-voedingsbodems geheel achter
wege blijft en de groei op het selectieve NEN-
medium duidelijk wordt geremd. 

Met behulp van de T-toets, tweezijdig 
getoetst, a = 2,5%4') is berekend of een signifi
cant verschil kan worden aangetoond tussen 
de opbrengst op het BCYE-medium zonder 
selectieve toevoegingen en de voedingsbodems 
met selectieve toevoegingen uit tabel 1. In 
tabel 2 is tevens aangegeven welke opbrengst 
significant afwijkend is (vet). 

Uit de resultaten blijkt dat nagenoeg 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.jordams en L. micdadei wel enige 
groei op het ISO-medium lieten zien. Signifi
cante remming komt het meest voor op het 
selectieve ISO-medium (15X lager) en op de drie 
voedingsbodems van Oxoid (BMPa 13X signifi
cant lager, GVPC izx significant lager en MWY 
8x significant lager). De selectieve BCYE-voe-
dingsbodem volgens NEN vertoont vier maal 
een significant lagere opbrengst (voor Ljorda
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 oorzaak 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 

komt voor op het selectieve NEN-medium 
(L. micdadei), het ISO-medium {l.jordams en 
L micdadei, hoewel dit niet altijd reproduceer

baar is) en op het BMPa-medium (Ljordanis, 
L micàaàei en de beide serogroepen van L boze-

Opbrengst van L. jordams op de verschillende voedingsbodems. Bovenste rij v.l.n.r. BCYE zonder selectieve componenten, 
BCYE met selectieve componenten volgens NEN en het selectieve ISO-medium. Onderste nj v.l.n.r: de media BMPa, GVPC 
en MWY. 

Tabel 2: Relatieve opbrengst, mer standaardajwij lang, op de diverse voedingsbodems voor beide experimenten. De 
waarden die vet aangegeven zijn, verschillen significant van de opbrengst op het BCYE-medium zonder 
selectieve componenten. 

BCYE BCYE BCYE BMPa GVPC MWY 
niet- +selectief +selectief (Oxoid) (Oxoid) (Oxoid) 

selectief (=NEN) (ISO) 

L. pneumophila 

serogroep 1 

L pneumophila 

serogroep 3 

L pneumophila 

serogroep 6 

L. dumojjii 

L lon^beachae 

serogroep 1 

L lon^beachae 

serogroep 2 

L anisa 

L^ormanii 

Ljordanis 

L. micdadei 

L. bozemanii 

serogroep 1 

L bozemanii 

serogroep 2 

* Deze mate van remi 

100 ± 6 

100 ± 17 

100 ± 25 

100 ± 20 

100 ± 20 

100 ± 17 

100 ± 9 

100 ± 9 

too ± 8 

100 ± 25 

100 ± 16 

100 ± 20 

100 ± 5 

100 ± 12 

100 ± 9 

100 ± 20 

100 ± 16 

100 ± 3 

100 ± 7 

100 ± 3 

100 ± 8 

100 ± 19 

100 ± 8 

100 ± 14 

ning bleek niet E 

107 ± 6 

105 ±19 

90 ± 18 

103 ± 14 

110 ± 4 

99 ± 1 2 

90 ± 6 

92 ± 1 5 

88 ±6 

111 ± 5 

99 ±15 

i j o ± 6 

91 ± 10 

91 ± 5 

117 ± 1 5 

114 ± 12 

7 * 3 
66 ±7 

0 

0 

99 ± 18 

101 ± 15 

122 ± 7 

112 ± 28 

;oed reprodi 

45 ± 8 

54 ± 3 
69 ± 22 

62 ± 17 

60 ± 18 

66 ±16 

77*iz 
81 ± 12 

68 ± 7 

65 ± 2 3 

80 ± 9 

106 ± 10 

75 ±6 

114 ± 9 

47±5> 

59 ± 7 
0» 

0* 

0* 

0* 

7 ± 8 

39 ± 5 

102 ± 12 

109 ± 5 

ïceerbaar te 

75 ± 3 
69 ± 8 

73 ± 1 0 

88 ± 13 

92 ± 20 

64 ± 18 

111 ± 7 

98 ±9 

71 ±6 

88 ± 10 

54 ± 9 
122 ± 10 

88 ±9 

113 ± 6 

125 ± 7 

96 ±3 

0 

0 

0 

2 ± 2 

O 

0 

0 

0 

zijn. 

79 ± 1 1 

95 ± 4 

75 ± 8 

81 ± 2 8 

66 ± 21 

74 ± 1 5 

52 ± 10 

47 ± 8 

52 ± 6 

77±i 
94 ±7 

79 ± 1 7 

78 ±9 

71 ±6 

3 5 * 9 
40 ± 8 

77*7 
101 ± 8 

87 ± 1 3 

95 ± 1 4 

87 ± 7 
51 ± 1(5 

119 ± 14 

72 ± z6 

86 ± 5 

80 ± 12 

86 ± 1 8 

71 ± 1 8 

76 ±3 

« 4 * 1 3 
60 ± 9 

4 5 * 8 
70 ± 5 

91 ± 11 

95 ± 11 

114 ± 20 

79 ± 4 
90 ± 2 

54 ± 8 

4 9 * 3 
94 ±12 

123 ± 1 

8 i ± 4 

98 ± 11 

88 ±14 

106 ± 5 

107 ± 10 

119 ± 9 
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Opgemerkt moet worden dat het onder

zoek is uitgevoerd met eerder in het laborato

rium geïsoleerde en gekweekte legionella's. Dit 

is een beperkende factor in dit onderzoek. 

Legionella's die in het milieu voorkomen, kun

nen mogelijk andere resukaren opleveren. 

Bij het onderzoek naar de selectiviteit van 

de verschillende voedingsbodems bij praktijk

monsters zijn 13 koelwatermonsters onder

zocht. De platen zijn beoordeeld op de aanwe

zigheid van legionellasoorten en op de mate 

van groei van andere micro-organismen (zie 

tabel 3). 

De remming van bijgroei van de selectieve 

voedingsbodems volgens NEN, ISO en het 

BMPa-medium is minder efficiënt is dan van 

het GVPC- en MWY-medium. Daarnaast wordt 

op het GVPC- en MWY-medium meer Legionel

la aangetoond dan op de andere voedingsbo

dems. 

Conclusies en aanbevelingen 
Het selectieve NEN-medium blijkt voor 

drinkwatermonsters de beste keus te zijn, 

zeker ten opzichte van het selectieve ISO-me

dium. 

De opbrengst van veel legionellasoorten is 

op het selectieve NEN-medium aanmerkelijk 

hoger dan op het selectieve ISO-medium. De 

remming van bijgroei op het selectieve ISO-

medium is met beter dan op het selectieve 

NEN-medium. De mate van geringe remming 

van storende bijgroei uit koelwatermonsters 

maakt het selectieve NEN-medium voor dit 

soort watermonsters echter minder geschikt. 

De beste voedingsbodems om remming van 

bijgroei te bewerkstelligen blijken de commer

cieel 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 geschikt is voor relatief schone 

(drinkwater)monsters. Voor monsters waarin 

bijgroei verwacht wordt die de analyse kan ver

storen, zoals dat het geval kan zijn in monsters 

van koelwater en ander proceswater, is de kans 

dat Legionella wordt 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. « 
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NOTEN 

BCYE -Buffered Charcoal Yeast Extract Agar 

** GVPC - Glycine Vancomycin Polymixine Cycloheximide 

Agar 

* MWY = Modified Wadowsky Yee Agar 

**** BMPa = Aces-Buffered Cefomandolc Polymixine tt-ketog-

lutarateAgar 

Tabel 3: Beoordeling vangroet van koelwatermonsters op de diverse selectieve voedingsbodems. 

- 'geen of ampergroci, ± = lichte bijgroei, + = veel bijgroei, (n) = aantal Legionella, ' = L. p n e u m o p h i l a 

serogroep i / = L. pneumophi la serogroep 2-14, ! = mengsel van L. pneumophi la serogroep 1 enserogroep 

2-14, 4 = L. non-pneumophi la . 

monster 

1 

2 

3 
4 

5 
6 

7 
8 

9 
10 

11 

12 

13 

BCYE 
•selectief 
(=NEN) 

+ 

± 

+ 

M'en (4)* 
± 

+ 
+ 

(22)1en(372)4 

+ 
-

+ 01(3) ' 

+ 

+ 

BCYE 
+selectief 

(ISO) 

+ 
+ 

-
W 
+ 
+ 

+ en ( i ) 1 

N' 
+ 
+ 

W 
± 

-

BMPa 
(Oxoid) 

+ 

± 

+ 
(8)' 
± 

+ 

±en (7 ) 4 

(<>)2 en (282)4 

+ 

+ 
+ en (1)4 

+ 

+ 

GVPC 
(Oxoid) 

± 
± 

-
M'+W4 

-
± 

W 
(22)' en (280)4 

+ 

-
(2) 'en(2)4 

+ en (1000)4 

-

MWY 
(Oxoid) 

i 

± 

-
M1 

+ 
± 

-
(20)3 en (270)4 

+ 

+ 

Wen(i)4 

+ en(>iooo) 4 

+ 
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