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Samenvatting

In dit rapport is een werkwijze beschreven om op een snellere wijze dan
volgens NEN 6265 kweekbare Legionella’s aan te tonen. De methode is door
het toepassen van de MW A-methode semi-kwantitatief.

Uit de resultaten van het onderzoek blijkt dat op basis van de delingstijd van
Legionella het mogelijk is om binnen 48 uur voldoende Legionella-cellen op te
hopen in een vloeibaar medium om na een RT-PCR (4 uur) binnen twee
werkdagen te kunnen vaststellen of, en in welke mate, kweekbare Legionella
in het monster aanwezig is.

Andere micro-organismen die de bepaling verstoren kunnen in de meeste
gevallen voldoende geremd worden door een voorbehandeling van het
monster bij 50°C gedurende 30 minuten toe te passen en door toevoeging van
antibiotica aan het vloeibare medium.

Gezien de kosten is de methode niet als routine-bepaling aan te bevelen, maar
kan worden ingezet in specifieke omstandigheden waarbij snel een resultaat
over voorkomen van kweekbare Legionella gewenst is.
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1 Inleiding

Toepassing van NEN 6265 betekent dat pas na tenminste 7 dagen kan worden
vastgesteld of Legionella aanwezig is in een watermonster. Door gebruik te
maken van PCR-methoden kan deze tijd worden teruggebracht tot minder
dan 1 dag. De PCR-methode heeft echter als nadeel dat zowel levende als
dode Legionella’s worden aangetoond. Voor het screenen van watermonsters
hoeft dit geen nadeel te zijn: alle “negatieve” monsters bevatten immers geen
Legionella. Van de positieve monsters kan echter geen uitspraak over
levensvatbaarheid gedaan worden. Vooral in gevallen dat snel een resultaat
beschikbaar moet zijn (voor evenementen of bij calamiteiten) schieten zowel
de PCR als de kweekmethode dus te kort.

Door gebruik te maken van de sterke kanten van de beide bepalingen
(kweekbaarheid vs. snelheid) kan mogelijk gekomen worden tot een methode
die sneller is dan de huidige methode en die als voordeel heeft dat alleen de
kweekbare Legionella s worden aangetoond.

Het onderzoek dat in dit rapport beschreven is moet duidelijk maken of de
voorgestelde methode toepasbaar kan zijn voor de praktijk en of nader
onderzoek nodig is. Omdat een PCR-bepaling (nog) relatief duur is t.o.v. een
kweekmethode op een vast medium, zal een dergelijke methode niet als
algemene screeningsmethode gebruikt worden, maar wel in specifieke
situaties worden ingezet.

Het onderzoek is opgesplitst in drie fasen. In de eerste fase, waarin de
groeisnelheid van Legionella is bepaald, is gebruik gemaakt van een natuurlijk
opgekweekt watermonster waarvan de concentratie (met kweek volgens
NEN 6265) bekend was.

In de tweede fase van het onderzoek is gebruik gemaakt van natuurlijke
leidingwatermonsters en in de laatste fase zijn watermonsters met mogelijk
veel bijgroei (koelwatermonsters) onderzocht. Deze laatste monsters zijn
tevens voorbehandeld bij 50°C en gekweekt in vloeibare media met
antibiotica.

Tijdens het afronden van de rapportage is bij het 6th International Conference
on Legionella in Chacago (Illinois, USA van 16-20 oktober 2005) een poster
gepresenteerd over een vergelijkbare methode als in dit rapport beschreven is
(Giglio et al, 2005). Het belangrijkste verschil tussen beide methodes lijkt te
zijn dat de methode zoals in dit rapport is weergegeven een semi-
kwantitatieve methode is (t.o.v. een aan/afwezigheidtest).
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2

2.1

2.2

Materiaal en methoden

Materialen

Watermonsters zijn ingezet volgens een vijfvoudige MWA (meest
waarschijnlijk aantal) verdunningsreeks. Als vloeibaar ophopingsmedium is
gekozen voor het BCYE-medium volgens NEN 6265, zonder selectieve
componenten en zonder toevoeging van agar. Per buis is 10 ml van het
medium uitgevuld.

Voor de standaard-kweek zijn de voedingsbodems gebruikt zoals beschreven
in NEN 6265.

Voor vaststelling van aanwezigheid van Legionella in de ophopingsbuizen is
gebruik gemaakt van de RealTime PCR-methode (RT-PCR) en van eerder
beschreven primers (Wullings e.a., 2005). Hiervoor werd DNA geisoleerd uit
100 pl van het ophopingsmedium waarbij 200 ul Instagene (Biorad) werd
toegevoegd. Isolatie van het DNA werd uitgevoerd zoals voorgeschreven
door de leverancier van het Instagene. Na isolatie blijft 200 pl over waarvan
10 pl gebruikt is voor het uitvoeren van de PCR.

Methoden

Van het te onderzoeken watermonster is steeds 2000, 200 en 20 pl in vijfvoud
aan het vloeibare medium toegevoegd en vervolgens geincubeerd bij 37 +1°C.
De volumina zijn zodanig gekozen dat de bepalingsgrens op ca 100 kopieén
per liter zou uitkomen.

Direct na het toevoegen van het watermonster enna 1, 2, 3 en 7 dagen
incubatie is 100 pl uit elke buis genomen en ingevroren bij -20°C.

Na afloop van de incubatie zijn alle ophopingsbuizen van dag 7 onderzocht
m.b.v. RT-PCR (primers voor L. pneumophila). Van ophopingsbuizen die op
dag 7 positief waren zijn daarna ook de ingevroren suspensies van dag 0, 2 en
3 onderzocht.

Van alle watermonsters is een kweek ingezet op de wijze zoals is beschreven
in NEN 6265. Monsters waarin met de kweek Legionella werd aangetoond
maar die in de PCR negatief bleken te zijn, zijn nader geserotypeerd (antisera
van Oxoid, DR800) om vast te stellen of er sprake was van L. pneumophila of
van een andere Legionella-soort.

Van watermonsters waaruit een Legionella geisoleerd werd die niet behoorde
tot de bekende serotypen van L. pneumophila, zijn de MW A-buizen ook
onderzocht m.b.v. de PCR waarbij primers gebruikt werden die het hele
geslacht Legionella aantonen.
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3

3.1

3.2

3.3

Bepalen van de groeisnelheid van
Legionella in vloeibaar BCYE-medium

Doel

Doel van fase 1 was om vast te stellen of er groei optreedt in vloeibaar BCYE-
medium en zo ja, hoe snel die groei dan is. Deze gegevens zijn nodig om te
kunnen beoordelen binnen welke tijd het theoretisch mogelijk is één
Legionella-cel na incubatie te kunnen aantonen m.b.v. RT-PCR. De
concentratie moet immers dusdanig zijn toegenomen dat er tenminste één cel
in het volume van de RT-PCR aanwezig is. De lag-fase en de groeisnelheid
van Legionella in het gekozen vloeibare medium bepalen sterk de
mogelijkheid van het aantonen van Legionella na twee dagen incubatie.
Daarnaast is het belangrijk om vast te stellen of de test een vergelijkbare
gevoeligheid heeft als de kweek volgens NEN 6265 en of het aantal
aangetoonde Legionella’s overeenkomt met die van de kweekmethode.

Opzet

Van een in het laboratorium in drinkwater opgekweekte Legionella (L.
pneumophila serogroep 1) zijn, gebaseerd op kweekgegevens, verdunningen
gemaakt zodanig dat er een reeks ontstond met naar verwachting 1000, 500,
100, 50 en 25 kve/ L. Tevens is een blanco monster meegenomen.

De vijfvoudige MW A-reeks is beént met drie verschillende hoeveelheden van
deze monsters: 2000, 200 en 20 pl. Tevens is van elke concentratie direct een
kweek ingezet op een BCYE-medium door in drievoud 0,1 ml op de
voedingsbodem uit te spatelen.

Meteen na beénten en op dag 1, 2, 3 en dag 7 is in alle buizen de concentratie
van L. pneumophila-DNA bepaald m.b.v. de kwantitatieve RT-PCR-methode.
Aan de hand van beschikbare MW A-tabellen (Hurley, 1983) is de Legionella-
concentratie in de monsters bepaald. Tevens is van elke buis een kweek
ingezet (0,1 ml uitspatelen op 3 platen BCYE).

Het experiment is eenmaal herhaald waarbij niet opnieuw de delingstijden
zijn bepaald.

Resultaten en discussie

In geen van de buizen met het vloeibare medium is direct na beénting met
Legionella, met de kweek Legionella aangetoond (<3/ml vloeibaar medium). In
tabel 1 zijn de resultaten weergegeven van de concentraties Legionella in de
verschillende MWA-buizen op de verschillende tijdstippen, bepaald m.b.v. de
kweekmethode.

Uit deze gegevens valt op te maken dat na 1 dag incubatie geen Legionella kan
worden aangetoond maar dat dit in een aantal buizen wel op dag 2 het geval
is (tabel 1). Zowel de concentraties van Legionella in de buizen als in mindere
mate het aantal “positieve” buizen neemt na langere incubatie toe.
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Tabel 1: De concentratie Legionella-cellen (kve/ ml) in de verschillende MWA-buizen,
bepaald m.b.v. de kweekmethode. (inf= geinfecteerd)

beoogde
concentratie| vol dag1 dag?2 dag3 dag?7
(kve/D) | (ul)

200({ <3 | <3 <3 <3 <3| 8 | 7 136 inf 5 [150 /226 300 inf 220P500>500>500 inf >500|
1000 20 (<3| <3 <3 <3 <3 ([<3|<3 <3 17 <3 |[<3 /186 <3 500 <3 |inf >500 inf >500 <3
2 | <3 <83 |<3 /<3 <3|<3 <B8|<3 <3 <3|<3 <B3|<3 <3 <3|<3 <3|<3 <3 inf

2001 <3 <83 <3 <3 <3 |<3 <3 <3 <3 |<3(15 169 <3 175 1 P500>500 <3 >500>500
500 20| <3 | <3| <3 <3 <3|<3 <3 <3 <3 <3|<3 <3 inf <3 |<3|[<3 <3 inf <3 <3
2 | <3 <83 |<3 /<3 <3|<3 <B8|<3 <3 <3|<3 <B3|<3 <3 <3|<3 <3|<3 <3 <3

200({ <3 | <3 <3 <3 <3 ([<3 <3 <3 <3 11(<3 <3 <3 4 225(<3 <3 <3 <3 inf
100 20| <3 | <3| <3 <3 <3|<3 <B <B <3 <3|<3 <3 <3 <3 |<3|142 <3 <3 <3 <3
2 | <3 <3 <3 <3 |<3|<3|<3 <3 <3 <3|<3 <3 <3 <3|<3|2|<3 <3 <3 <3

200({ <3 | <3 <3 <3 <3 ([<3| 4 <3 <3 <B3([<3 500 <3 <3 <3 |inf>500 inf inf <3
50 20 (<3| <3 <3 <3 <3 [<3|<3 <3 <3 <B3([<3 /<3 <3 <3 <3|inf <3 <3 <3 <3
2 | <3 <3 <3 <3 |<3|<3|<3 <3 <3 <3|<3 <3 <3 <3 |<3|<3|<3 <3 <3 <3

200| <3 <3 | <3 <3 |<3|<3|<3 <3 <3 <3|<3 <3 <3 <3 |/<3|<3|<3 <3 <3 <3
25 20| <3 <3| <3 <3  <3|<3 <3 <3 <3 <3|<3 <3 <3 <3 |<3|[<3 <3 <3 <3 <3
2 <3 <3 <3 <3 <3|<3 <3 <3 <3 <3|<3 <3 <3 <3 <3|<3 <3 <3 <3 <3

200| <3 <3 | <3 <3 |<3|<3|<3 <3 <3 <3|<3 <3 <3 <3 |<3|<3|<3 <3 <3 <3
blanco 20| <3 <3| <3 <3 <3|<3 <3 <3 <3 <3|<3 <3 <3 <3 |<3|[<3 <3 <3 <3 <3
2 <3 <3 <3 <3 <3|<3 <3 <3 <3 <3|<3 <3 <3 <3 <3|<3 <3 <3 <3 <3

Uit deze resultaten kan de Legionella-concentratie in het vloeibare medium en
de deelsnelheid onder de gekozen omstandigheden berekend worden.

Met RT-PCR is in geen van de buizen met vloeibaar medium direct na
beénting Legionella-DNA aangetoond. In de buizen waarin Legionella met de
kweekmethode kon worden aangetoond, kon dit ook met de RT-PCR. Aan de
hand van MWA-tabellen is de concentratie van de monsters berekend (tabel
2). Deze berekeningen zijn uitgevoerd voor de resultaten van dag 2 en dag 7.

Tabel 2: De concentraties Legionella bepaald op dag 2 en op dag 7 met de MIWA-
methode en bepaald met de kweek-methode volgens NEN 6265. Tevens is aangegeven
welke concentraties verwacht werden. Tussen haakjes is het 95 %
betrouwbaarheidsinterval aangegeven.

kweek volgens NEN 6265 concentratie Legionellan (MWA) m.b.v.
(kve/1) RT-PCR (n/])
beoogd gemeten dag 2 dag7
1000 1900 + 872 2500 (800-7600) 4000 (1300-12000)
500 867 £ 58 640 (230-1700) 640 (230-1700)
100 133 £58 99 (14-700) 200 (48-850)
50 33 + 58 99 (14-700) 220 (56-890)
25 <33 <90 91 (12-700)
blanco <33 <90 <90
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Tabel 3: Resultaten van de herhaling van het eerste experiment

kweek volgens NEN 6265 concentratie Legionella (MWA) m.b.v.
(kve/I) RT-PCR (n/1)
beoogd gemeten dag 2 dag 7

1000 500 £173 4000 (1300-12000) 4000 (1300-12000)
500 233 + 208 1600 (590-4600) 1600 (590-4600)
100 67 58 640 (230-1700) 1200 (440-3000)
50 33 £ 58 99 (14-700) 860 (330-2300)
25 <33 <90 90 (12-690)

0 <33 <90 <90

Uit de resultaten valt op te maken dat in alle monsters die een positieve
kweek laten zien m.b.v. NEN 6265, ook op dag 2 na ophoping in vloeibaar
BCYE-medium en bepaald met RT-PCR Legionella in aan te tonen is. Bij de
concentratie die lager is dan de bepalingsgrens m.b.v. de kweek (33 kve/l), is
na ophoping gedurende 7 dagen in het vloeibare medium wel Legionella
aantoonbaar (in een concentratie die volgens de MW A-tabel 90 kve/1
bedraagt). De concentraties die gevonden worden m.b.v. de MW A-tabel zijn
hoger dan het aantal kolonievormende eenheden m.b.v. de kweekmethode.

De delingstijd van Legionella onder de gekozen omstandigheden is berekend
op basis van de toename van Legionella die gevonden is tussen dag 2 en dag 3
uit het eerste experiment (tabel 4). Voor deze berekeningen zijn die buizen
gebruikt waarvan tussen dag 2 en dag 3 een toename van een aantoonbare
concentratie cellen tot een aantal cellen dat beneden de bovenste
bepalingsgrens ligt. De delingstijden zijn berekend met de volgende formule:

_ At-Log2
LogNt—LogNO0

waarin:

Td: de delingstijd

At: verschil tussen tijdstip t en tijdstip O (in uren)
Nt: het aantal Legionella’s op tijdstip t

NO: het aantal Legionella’s op tijdstip 0

Tabel 4: Delingstijd van Legionella (in uren) in de verschillende buizen onder de
beschreven omstandigheden. Gegevens uit experiment 1, tabel 1.

monster volume delingstijd in uren
buis
1 2 3 4 5
1 2000 5,7 4,8 21 4,4
200 4,9
3 2000 5,5
4 2000 3,4

Uit de reciproque waarden van de delingstijden uit tabel 4 (de extreem hoge
delingstijd van 21 uur is hierbij niet meegenomen) kan de gemiddelde
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3.4

delingstijd berekend worden. Uit deze berekende delingstijden blijkt dat de
gemiddelde delingstijd voor de gebruikte Legionella-stam onder deze
omstandigheden ca. 4,6 uur bedraagt.

De lag-fase kan met de volgende formules berekend worden:

10
Log| —— - (v+
o aos v+

Log?

waarin:

n: aantal delingen die nodig is de bepalingsgrens te halen

v: aantal ml ophopingsmedium (10 ml)

m: monstervolume dat in het ophopingsmedium geént is (2 ml)

en
lagfase = At —(n-Td)

waarin:

At: aantal uren tussen begin en eind van de incubatietijd (48 uur)

n: het aantal delingen gedurende de incubatietijd dat nodig is om de
bepalingsgrens te halen (120 cellen in het ophopingsmedium, waarvoor 7
delingen nodig zijn)

Td: de delingstijd

Het aantal benodigde delingen om Legionella te kunnen aantonen bedraagt
volgens deze berekening 11,2. De delingstijd bedraagt 4,6 uur zodat in feite
na 51,5 uur Legionella kan worden aangetoond. Het verschil met 48 uur kan
verklaard worden doordat de werkelijke incubatietijd mogelijk enkele uren
korter geweest is dan 48 uur waardoor een overschatting van de delingstijd is
ontstaan. De delingstijd moet, rekening houdend met een lagfase, immers
minder bedragen dan 4,6 uur. De lagfase kan op basis van deze berekeningen
dus niet worden vastgesteld, maar zal onder deze omstandigheden zeker kort
zijn.

Conclusies
Uit het onderzoek dat is uitgevoerd in fase 1 kunnen de volgende conclusies
getrokken worden:

e De concentraties van Legionella bepaald met de MWA /PCR-methode
komen na 48 uur incubatie zijn wat hoger dan met die van de kweek
volgens NEN 6265;

e De delingstijd van Legionella onder de gekozen omstandigheden
bedraagt maximaal ca 4,6 uur;

e De lag-fase van Legionella kan op basis van deze experimenten niet
worden vastgesteld;

¢ Na twee dagen ophopen in een vloeibaar medium was Legionella
aantoonbaar in het ophopingsmedium m.b.v. RT-PCR. Dit komt
overeen met de theoretische berekening op basis van de delingstijd.
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4 Leidingwatermonsters

In de eerste fase zijn 12 leidingwatermonsters onderzocht m.b.v. de kweek
volgens NEN 6265 en met de MWA /PCR-methode. Bij de kweek op BCYE-
agar bleek dat op de voedingsbodems waaraan geen selectieve componenten
waren toegevoegd, vaak veel (storende) bijgroei optrad (tabel 5).

Tabel 5: resultaten van de kweek volgens NEN 6265 en de MWWA/PCR-methode
leidingwater monsters. Tussen haakjes is het 95% betrouwbaarheidsinterval
aangegever.

monster kweek NEN 6265 MWA/PCR MWA/PCR
L. pneumophila Legionella spp.
kve/1 storende  dag?2 dag3 dag 7 dag 7
bijgroei?
douche 1 800 + 140 nee - <90 <90 <90
douche 2 5071 nee - <90 <90 <90
zwembad 1 150 +70 nee - <90 <90 <90
zwembad 2 <50 ja - - <90 <90
leidingwater1 57500+ 0 ja 650 550 1800 -
(240-1800)  (200-1600) (620-5000)
leidingwater 2 57500 + ja 1400 1600 4000 -
10700 (520-3800)  (570-4400)  (1300-12000)
leidingwater 3~ 80000 + 0 nee 2000 3100 21000 -
(680-5900)  (980-9700) (6900-66000)
leidingwater 4 5500 + 570 ja 90 200 200 -
(12-690) (47-850) (47-850)
leidingwater 5 5900+ 0 ja <90 <90 340 -
(100-1100)
leidingwater 6 650 + 210 nee <90 90 310 -
(12-700) (90-1000)
leidingwater 7 <50 ja - - <90 <90
brandhaspel 850 + 70 ja - <90 <90 <90

In vier van de 12 monsters kon (ook na 7 dagen ophoping in een vloeibaar
medium) met de PCR/MW A-methode geen Legionella worden aangetoond
terwijl dit met de directe kweek op BCYE-agar wel mogelijk was. In een
monster kon dit na 3 dagen ophoping en in een ander monster pas na 7 dagen
ophoping. Bij een van deze monsters is dit verschil te verklaren doordat met
de kweek de concentratie van Legionella onder de bepalingsgrens van de
MWA /PCR-methode ligt. In vijf monsters kon zowel met de kweek als met
de MWA /PCR Legionella worden aangetoond. In twee monsters kon noch
met de kweek, noch met de MWA /PCR voor L. pneumophila of Legionella spp.
worden aangetoond.

Snelle semi-kwantitatieve bepaling van kweekbare Legionella's in watermonsters m.b.v PCR
BTO 2006.012
© Kiwa N.V. -17 - maart 2006



Opvallend is dat de concentraties, bepaald met de MWA /PCR-methode, nu
veel lager liggen dan de concentraties die met de kweek op het vaste BCYE-
medium worden gevonden. Dit is waarschijnlijk het gevolg van bijgroei die in
een vloeibaar medium de groei van Legionella belemmert. Zuurstofgebrek of
een pH-verandering van het vloeibare medium kan mogelijk hiervoor een
oorzaak zijn.
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5 Watermonsters uit koeltorens

5.1

Onderzoek zonder selectieve componenten

In deze fase zijn 16 koelwater monsters onderzocht m.b.v. de kweek volgens
NEN 6265 en met de MWA /PCR-methode. Bij de kweek van dit type
monsters blijkt meestal dat er toch nog storende bijgroei in kan optreden,
ondanks dat het watermonster is voorbehandeld bij 50°C en op selectieve
voedingsbodems geént. Daarom zijn deze watermonsters niet gefiltreerd,
maar, in tienvoud, direct op de voedingsbodem uitgestreken (0,1 ml)
waardoor de bepalingsgrens dan 1000 kve/1 bedraagt. De PCR voor L.
pneumophila van monster 4 en 5 is herhaald omdat de PCR geen positief
signaal liet zien, hoewel de kweek duidelijk Legionella aantoonde. Tevens is
van monster 4 en 5 de PCR bepaald met primers voor Legionella species. De
resultaten zijn weergegeven in tabel 6.

Tabel 6: resultaten van de kweek en de MWA/PCR-methode voor koelwatermonsters.
Tussen haakjes is het 95% betrouwbaarheidsinterval aangegeven.

monster Kweek NEN 6265 MWA/PCR MWA/PCR
L. pneumophila Legionella spp.
kve/l dag 2 dag 3 dag7 dag 7
1 <1000 90 90 90
(12-690) (12-690) (12-690)
2 <1000 <90
3 <1000 <90
4 4000 + 5200 D <90 <90 91 (12-700)
herhaling <99 <99 99 8600
(14-700) (3300-23000)
5 1000 £ 32002 <90 <90 <90
herhaling <90 360
(110-1200)
6 <1000 <90
7 <1000 <90
8 <1000 <90
9 1000 £ 3100 340 460 460
(100-1100) (160-1400) (160-1400)
10 4000 + 7000 90 90 90
(12-690) (12-690) (12-690)
11 24000 = 7000 90 90 90
(12-690) (12-690) (12-690)
12 <1000 <90
13 <1000 300 300 300
(88-1000) (88-1000) (88-1000)
14 20000 + 15000 2 <90 99
(14-700)
15 11000 + 74002 <90 300
(87-1000)
16 1800000 3) 360 270 360 1500
(110-1200) (75-980) (110-1200) (560-4200)

1): geen L. pneumophila, 2): L. pneumophila serogroep 1 en 3): L. pneumophila sg 2-14
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5.2

Uit deze resultaten blijkt dat bij 5 van de 16 monsters na 2 dagen geen
Legionella kon worden aangetoond met de MWA /PCR-methode voor L.
pneumophila terwijl de kweek wel Legionella liet zien. Serotypering toonde aan
dat in 1 van deze 5 monsters geen L. pneumophila, maar een non-pneumophila
aanwezig was. Bij 8 van de 16 monsters werden met beide methodes
Legionella aangetoond en bij 6 van de monsters toonde geen van beide
methodes Legionella aan. In 2 van de 16 monsters werd met de kweek op
BCYE-agar geen Legionella aangetoond en wel met de MWA /PCR (L.
pneumophila).

Een verklaring voor het grote verschil tussen de kweek op BCYE-agar
(positief) en de MWA /PCR-methode (ook in aantallen Legionella) kan zijn dat
de bijgroei in het vloeibare ophopingsmedium de groei van Legionella
(ver)hindert.

Onderzoek met selectieve componenten

In deze fase van het onderzoek zijn 10 koelwatermonsters onderzocht waarin
veel storende bijgroei verwacht werd. Resultaten van de kweek op BCYE-
agar lieten zien dat de Legionella-kolonies alleen konden worden aangetroffen
na een voorbehandeling van 50°C en op BCYE-media met antibiotica.
Serotypering van de gekweekte kolonies wees uit dat het in alle gevallen om
L. pneumophila serogroep 2-14 ging.

Naast het eerder gebruikte vloeibare BCYE-medium is ook het medium
gebruikt volgens NEN 6265 waaraan selectieve componenten zijn toegevoegd
(antibiotica volgens NEN 6265). Bovendien is een deel van het monster
gedurende 30 minuten bij 50°C voorbehandeld (NEN 6265). Van elk
deelmonster is een vijf-voudige MPN ingezet.

Uit de resultaten (tabel 7) kan geconcludeerd worden dat de monsters waarin
met de kweek op BCYE-agar Legionella werd aangetoond, ook in tenminste
één van de voorkweekcondities Legionella kon worden aangetoond met PCR.
Tevens bleek dat niet alle voorkweekcondities (al dan niet gepasteuriseerd of
in media met of zonder antibiotica) steeds Legionella aantoonbaar te bevatten,
maar wel altijd de conditie na voorbehandeling bij 50°C en in media met
antibiotica. Deze media remmen kennelijk de storende bijgroei dermate, dat
Legionella zich tot aantoonbare aantallen kan vermeerderen (tabel 7). In twee
gevallen is op dag 0 (PCR-monster direct genomen na beénting van de
vloeibare media) ook al met PCR Legionella aantoonbaar (monster 2 en
monster 5). Groei kan dan nog niet zijn opgetreden: de aangetoonde cellen
zijn afkomstig van de ent. Dit maakt het resultaat van monster 5 op dag 2 ook
discutabel: ook hier is geen groei opgetreden en het resultaat zal dus
afkomstig zijn van cellen uit de ent.

De aantallen Legionella dat met de RT-PCR op dag 2 zijn gevonden komen
niet altijd overeen met de aantallen van de kweek op BCYE-agar. In geval dat
het resultaat van de RT-PCR lager ligt dan dat van de kweek BCYE-agar, kan
dit veroorzaakt zijn door remmende groei van andere micro-organismen in
het vloeibare medium. In geval dat de RT-PCR hogere aantallen Legionella
aantoont dan de kweek op BCYE-agar, dan wordt dit mogelijk veroorzaakt
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doordat subletaal beschadigde bacterién een langere lag-fase zullen hebben
op een vast medium dan in een vloeibaar medium.
In de meeste monsters is het aantal dat met de MWA /PCR gevonden wordt,
lager dan de resultaten van de kweekmethode volgens NEN 6265.

Tabel 7: resultaten van de kweek en de MWA/PCR-methode onder verschillende
kweekcondities voor monsters met veel bijgroei Tussen haakjes is het 95%

betrouwbaarheidsinterval aangegeven.

monster kweek MWA/PCR L. pneumophila
NEN 6265  conditie dag 0 dag 2 dag 7
-ab nd - <90
1 42500 £4700 +ab <90 2700 (860-8400) 14000 (5100-38000)
. 50°%+b <90 80000 (27000-240000) 80000 (27000-240000)
-ab 90 (14-700) 90 (12-690) 410 (130-1300)
2 36800 +2300 +ab <90 3200 (1000-9900) 7000 (2600-240000)
o 50°%+b <90 46000 (14000-150000) 80000 (27000-240000)
-ab <90 <90 200 (47-850)
3 55500 + 9400 +ab <90 <90 200 (47-850)
o 50°+ab <0 530 (190-1500) 1600 (590-4500)
-ab nd nd <90
4 <50 +ab nd nd <90
e 20 Ak nd nd 0
-ab nd 90 (14-700) <90
5 650 +70 +ab nd <90 <90
. 50°%+b  90(4700) <90 <90
-ab nd nd <90
6 3400 +300 +ab <90 <90 99 (14-700)
. 50tab <0 340 (100-1100) 1100 (410-2800)
-ab nb <90 <90
7 300200  +ab <90 220 (56-890) 840 (320-2200)
o 50%+ab <0 20(568%) 530 (190-1500)
-ab <90 3500 (1100-11000) 3500 (1100-11000)
8 1600 £1800 +ab <90 17000 (6000-50000) 46000 (14000-150000)
-, L S 0 ...2500(800-7600) 17000 {6000-50000) ___
-ab nb <90 <90
9 67 £120 +ab <90 <90 99 (14-700)
o s0%wab <0 <0 99 (14700)
-ab <90 <90 300 (88-1000)
10 2700 £900  +ab <90 12000 (4500-32000) 46000 (14000-150000)
50°, +ab <90 6500 (2400-18000) 11000 (4100-29000)

-ab: BCYE medium zonder antibiotica; +ab: BCYE met antibiotica volgens

NEN 6265; 50°: monster voorbehandeld bij 50°C; nd: niet uitgevoerd.
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6 Samenvatting van de resultaten en
discussie

6.1 Onderzoek zonder selectieve condities
De resultaten van de beschreven experimenten zijn in de tabel 8 samengevat.

Tabel 8: Aan/afwezigheid van Legionella in 40 watermonsters.Tussen haakjes de
gecorrigeerde aantallen.

n =40 %

PCR2 dagen=kweeky gagen (positieve monsters) 16 (17) 40,0 (42)5)
PCR? dagen=kweek7 dagen (negatieve monsters) 12 (13) 30,0 (325)
Kweek7 qagen beter dan PCR2 dagen 10123 (8) 250 (20,0
PCR3 dagen beter dan kweeky gagen 2 5,0

1)  hetresultaat van de kweek ligt bij een monster beneden de bepalingsgrens van de MWA /PCR.
Hiervoor mag gecorrigeerd worden.

2)  hetresultaat van de MWA/PCR is voor twee monsters na meer dan twee dagen incubatie beide
identiek (positief).

3) inéén geval gaat het om non-pneumophila. Hiervoor mag gecorrigeerd worden.

Uit het onderzoek kunnen de volgende conclusies getrokken worden:

De delingstijd van Legionella pneumophila in vloeibaar medium
bedraagt onder deze omstandigheden maximaal ca 4,6 uur na
een korte lag-fase.

De aantallen Legionella die gevonden worden met de RT-PCR
methode komen niet geheel overeen met de resultaten van de
kweekmethode volgens NEN 6265. De resultaten kunnen
zowel lager als hoger uitvallen.

Op basis van aan/afwezigheid presteert de MWA /PCR 22,5%
minder dan de kweekmethode. In 77,5% van de onderzochte
monsters is de MWA /PCR-methode gelijk of beter dan de
kweekmethode.

De resultaten van drinkwatermonsters laten zien dat in 19%
van de monsters de MWA /PCR minder presteert dan de
kweekmethode (4 van de 21 monsters) op basis van
aan/afwezigheid en komen de overige monsters (81%)
overeen.

Veel andere micro-organismen dan Legionella kunnen de
MWA /PCR verstoren zodat Legionella niet of slechts in lagere
concentraties aantoonbaar is.

6.2 Onderzoek met selectieve condities
De experimenten met de selectieve condities voor het aantonen van
levensvatbare Legionella m.b.v. PCR, zijn samengevat in tabel 9.
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6.3

Tabel 9: Aan/afwezigheid van Legionella in 10 watermonsters bij kweken onder
selectieve condities (na voorbehandeling bij 50 °C en in media met antibiotica).

n =10 %
PCR2 dagen=kweeky gagen (positieve monsters) 7 70
PCR2 dagen=kweek7 qagen (negatieve monsters) 2 20*
Kweek7 qagen beter dan PCR2 dagen 1 10**
PCR3 gagen beter dan kweeky gagen 0 0

* Na 7 dagen was de kweek bij één monster positief, maar kleiner dan de
bepalingsgrens van de PCR. De PCR was na 7 dagen ook positief.

** De kweek was positief. PCR was positief, maar er was niet duidelijke groei
aanwezig. Resultaat dus twijfelachtig.

Uit deze resultaten blijkt dat de kweek op BCYE-agar na 7 dagen in één
monster betere resultaten gaf (10%) dan de RT-PCR-methode.

Plaats van de MWA/PCR t.o.v. andere snelle methoden

Onder normale omstandigheden is het niet waarschijnlijk dat het aantal dode
cellen in een watermonster een substantieel aandeel van de populatie
uitmaakt. In deze omstandigheden zullen de resultaten van een RT-PCR
direct op het monster een aanmerkelijk sneller resultaat geven dan de
methode zoals in dit rapport beschreven is. Een positief resultaat met de PCR
wijst dan op het voorkomen van levende Legionella.

Er zijn echter omstandigheden zoals na thermische of chemische desinfectie,
dat (vrijwel) alle Legionella-cellen dood zijn maar dat het DNA met de RT-
PCR nog lange tijd aantoonbaar is. De MWA /PCR methode ondervangt dit
nadeel door alleen Legionella te meten die zich in het vloeibare medium heeft
kunnen vermeerderen.

Levensvatbare Legionella kan ook worden aangetoond met behulp van FISH
(fluorescent in situ hybridisatie), gericht tegen het r-RNA van Legionella-
cellen. Uit onderzoek is echter gebleken dat deze test na
desinfectiemaatregelen als chloring of hitte (60°C) na enkele dagen nog een
positief resultaat liet zien, terwijl met kweek volgens NEN 6265 geen
kweekbare Legionella aantoonbaar was. Daarnaast is de bepalingsgrens van
de, microscopische, analyse 1000 cellen/1.

Bij moleculaire technieken worden relatief dure chemicalién gebruikt. Dit
maakt de test dan ook aanmerkelijk duurder dan een kweek volgens NEN
6265. Er kan dan ook van worden uitgegaan dat de PCR/MWA-methode niet
voor grote hoeveelheden routinemonsters zal worden ingezet. In specifieke
omstandigheden waarbij snel een resultaat nodig is (bij calamiteiten of als er
geldelijk belang in het geding is) zullen deze extra kosten verantwoord zijn,
waarbij monsters vooraf gescreend kunnen worden m.b.v. RT-PCR om vast te
stellen in welke monsters Legionella-DNA aanwezig is en dus verder
onderzocht zouden moeten worden. Daarnaast blijft een kweek als
standaardmethode onmisbaar.
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7 Conclusies en aanbevelingen

7.1

7.2

Conclusies

Uit de resultaten kan geconcludeerd worden dat de MWA /PCR-methode
mogelijkheden biedt voor snellere detectie van kweekbare Legionella’s . Indien
onder selectieve condities gewerkt wordt kan de overeenkomst tussen de
resultaten van de kweek volgens NEN 6265 en MWA /PCR tenminste 90%
bedragen. Dit resultaat wordt verkregen na 48 uur voorincubatie gevolgd
door 4 uur RT-PCR zodat in veel gevallen binnen 2 werkdagen het resultaat
beschikbaar kan zijn.

Aanbevelingen
Naar aanleiding van het onderzoek dat in dit rapport beschreven is kunnen
de volgende aanbevelingen voor vervolgonderzoek gedaan worden:

e DPrestaties nauwkeuriger vaststellen door het verzamelen van meer
gegevens;

e Onderzoeken of verder gaande robotisering mogelijk is. Dit zal de
kostprijs van de bepaling kunnen verlagen;

e RT-PCR uitvoeren in een groter volume uit het ophopingsmedium.
Mogelijk kan dit gerealiseerd worden door centrifugatie van (een
deel) van het ophopingsmedium. Doel hiervan is te onderzoeken of de
incubatietijd verkort kan worden;

e Vergelijken met de RT-PCR-methode in praktijkmonsters om na te
gaan onder welke condities wel/geen levende Legionella kan worden
verwacht na ingrepen.

Snelle semi-kwantitatieve bepaling van kweekbare Legionella's in watermonsters m.b.v PCR
BTO 2006.012
© Kiwa N.V. - 25 - maart 2006



Snelle semi-kwantitatieve bepaling van kweekbare Legionella's in watermonsters m.b.v PCR
BTO 2006.012
© Kiwa N.V. - 26 - maart 2006



Literatuur

- Giglio, S, P.T. Monis and C.P. Saint: A novel and rapid detection system - an
adjunct to current methodology. Abstracts of 6th International Conference on
Legionella in Chacago, Illinois, USA. October 16-20, 2005.

- Wullings, Bart, Gerhard Wiibbels, Auke Douma en Remko Voogt: Detectie
van Legionella pneumophila in water met een kwantitatieve real-time PCR-
methode. Kiwa-rapport BTO 2005.033, mei 2005

- Hurley, M.A. and M.E. Roscoe: Automated statistical analysis of microbial
enumeration by dilution series. J. Appl. Bacteriol. 55:159-164, 1983

Snelle semi-kwantitatieve bepaling van kweekbare Legionella's in watermonsters m.b.v PCR
BTO 2006.012
© Kiwa N.V. - 27 - maart 2006




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for high quality pre-press printing. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later. These settings require font embedding.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308030d730ea30d730ec30b9537052377528306e00200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /FRA <>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
    /KOR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe7f6e521b5efa76840020005000440046002065876863ff0c5c065305542b66f49ad8768456fe50cf52068fa87387ff0c4ee575284e8e9ad88d2891cf76845370524d6253537030028be5002000500044004600206587686353ef4ee54f7f752800200020004100630072006f00620061007400204e0e002000520065006100640065007200200035002e00300020548c66f49ad87248672c62535f0030028fd94e9b8bbe7f6e89816c425d4c51655b574f533002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d5b9a5efa7acb76840020005000440046002065874ef65305542b8f039ad876845f7150cf89e367905ea6ff0c9069752865bc9ad854c18cea76845370524d521753703002005000440046002065874ef653ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000520065006100640065007200200035002e0030002053ca66f465b07248672c4f86958b555f300290194e9b8a2d5b9a89816c425d4c51655b57578b3002>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


