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Legionella-Ndhrbéden

BCYEo -Ndhrboden
BMPA«.-Selektivnidhrboden
BCYEa-Nahrboden ohne L-Cystein
GVPC-Selektivnahrboden
MWY-Selektivhahrboden

Zur Isolierung von Legionellen aus klinischem und
Umweltmaterial sowie anderen Materialien.

Legionella-CYE-Agar-Basis

Art.-Nr. CM 655

Typische Zusammensetzung (g/1)
Aktivkohle 2,0
Hefeextrakt 10,0
Agar 13,0
pH 69 + 0,1

Legionella-BCYEx-Supplement

Art.-Nr. SR 110

Zusammensetzung je Rohrchen
(1 Réhrchen je 100 ml)
ACES-Puffer/Kaliumhydroxid 10g

Eisen(lll)-pyrophosphat 0,025 g
L-Cystein 0,04 g
a-Ketoglutarat 01¢g

Legionella-BCYEa-Supplement wird auch in groBerer
Abflllung angeboten: Art.-Nr. SR 110C (1 Rohrchen je
500 ml).

Legionella-BMPA-
Selektiv-Supplement

Art.-Nr. SR 111

Zusammensetzung je Rohrchen
(1 Réhrchen je 100 ml)

Cephamandol 400 pg
Polymyxin B 8 000 IE
Anisomycin 8 mg

Legionella-BMPA-Selektiv-Supplement wird auch in
grolRerer Abfillung angeboten: Art.-Nr. SR 111B (1 Rohr-
chen je 500 ml).
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Legionella-BYEo-Supplement

Art.-Nr. SR 175

Zusammensetzung je Rohrchen
(1 Réhrchen je 100 ml)
ACES-Puffer/ Kaliumhydroxid
Eisenpyrophosphat
a-Ketoglutarat

108
0,025 g
01g

Legionella-GVPC-Selektiv-

Supplement

Art.-Nr. SR 152

Zusammensetzung je Rohrchen
(1 Réhrchen je 500 ml)

Legionella-MWY-Selektiv-Supplement wird auch in groRe-
rer Abfiillung angeboten: Art.-Nr. SR 118B (1 Réhrchen
je 500 ml).

Zubereitung

BCYEa-Ndhrboden

(Buffered Charcoal Yeast Extract Agar mit a-Ketoglutarat)
2,5 g Legionella-CYE-Agar-Basis in 90 ml Aqua dest. sus-
pendieren und bis zum vollstdndigen Lésen erhitzen. 15
Minuten bei 121°C autoklavieren und auf 50°C abkihlen.
Zu einem Roéhrchen Legionella-BCYEa-Supplement
(OXOID, Art.-Nr. SR 110) aseptisch 10 ml steriles, war-
mes (50°C) Aqua dest. geben und mischen. Den gel6sten
Inhalt zu 90 ml steriler, auf 50°C abgekihlter Legionel-
la-CYE-Agar-Basis geben. Mischen und Platten gielRen.
Zur Herstellung von 500 ml Ndhrboden wird das Legio-
nella-BCYEa.-Supplement (OXOID, Art.-Nr. SR 110C) in
50 ml sterilem, warmem Aqua dest. gelést und zu 450 ml
steriler, auf 50°C abgekuhlter Legionella-CYE-Agar-Basis

Glycin 158 gegeben.
Polymyxin B 40000 IE
Vancomycin 0,5 mg BMPAo-Selektivndhrboden
Cycloheximid 40,0 mg (Buffered Medium mit Polymyxin B, Anisomycin und a-
Ketoglutarat)
2,5 g Legionella-CYE-Agar-Basis in 90 ml Aqua dest. sus-
i -MWY- pendieren und bis zum vollstdndigen Losen erhitzen. 15
Is-elglz:.e"sa A I t Minuten bei 121°C autoklavieren und auf 50°C abkihlen.
elektiv-ouppiemen Zu einem Rohrchen Legionella-BCYEa-Supplement
(OXOID, Art.-Nr. SR 110) aseptisch 10 ml steriles, warmes
Art.-Nr. SR 118 (50°C) Aqua dest. geben und mischen. Zu einem Réhr-
chen Legionella-BMPA-Selektiv-Supplement (OXOID,
Zusammensetzung je Réhrchen Art.-Nr. SR 111) aseptisch 2 ml steriles Aqua dest. geben
(1 Réhrchen je 100 ml) und mischen. Den geldsten Inhalt der beiden Supple-
Glycin 03¢g mente zu 90 ml steriler, auf 50°C abgekihlter Legionel-
Polymyxin B 5000 IE la-CYE-Agar-Basis geben. Mischen und Platten giefien.
Anisomycin 8 mg Zur Herstellung von 500 ml Nahrboden wird das Legio-
Vancomycin 100 pg nella-BCYEa-Supplement (OXOID, Art.-Nr. SR 110C)
Bromthymolblau 1 mg aseptisch in 50 ml sterilem, warmem Aqua dest. gel6st
Bromkresolpurpur 1mg und das Legionella-BMPA-Supplement (OXOID, Art.-Nr.
SR 111B) in 10 ml sterilem, warmem Aqua dest. geldst.
Zubereitung der Legionella-Nahrboden
Ansatz- Legionella BCYEa- BYEa- BMPA- GVPC- MWY-
Volumen  Agar-Basis Suppl. Suppl. Suppl. Suppl. Suppl.
BCYEa- 100 m1 90 ml 10 ml SR 110 - - - -
Néahrboden 500 ml 450 ml 50 ml SR 110C - - - -
BCYEa- 100 ml 90 ml - 10 ml SR 175 - - -
Nahrboden - - - - - - -
ohne L-Cystein
BMPAQ.- 100 ml 90 ml 10 ml SR 110 - 2 ml SR 111 - -
Nahrboden 500 ml 450 ml 50 ml SR 110C - 10 mI SR 111B - -
GVPC- - - - - - - -
Nahrboden 500 ml 450 ml 50 ml SR 110C - - 10 ml SR 152 -
MWY- 100 ml 90 ml 10 mI SR 110 - - - 2ml SR 118
Nahrboden 500 ml 450 ml 50 ml SR 110C - - - 10 ml SR 118B
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Der geldste Inhalt der beiden Supplemente wird zu 450 ml
steriler, auf 50°C abgekihlter Legionella-CYE-Agar-Basis
gegeben.

BCYEa-Nahrboden ohne L-Cystein

2,5 g Legionella-CYE-Agar-Basis in 90 ml Aqua dest. sus-
pendieren und bis zum vollstdndigen Losen erhitzen. 15
Minuten bei 121°C autoklavieren und auf 50°C abkihlen.
Zu einem Réhrchen BYEa.-Supplement (OXOID, Art.-Nr.
SR 175) 10 ml steriles, warmes (50°C) Aqua dest. geben
und mischen. Den gelésten Inhalt zur Ndhrbodenbasis
geben, gut mischen und Platten gieBen. Der gebrauchs-
fertige Ndhrboden sollte einen pH-Wert von 6,9 + 0,1
aufweisen.

GVPC-Selektivnahrboden

(Selektivndhrboden mit Glycin, Vancomycin, Polymyxin
B und Cycloheximid)

12,5 g Legionella-CYE-Agar-Basis in 450 ml Aqua dest.
suspendieren und bis zum vollstdndigen Losen erhitzen.
15 Minuten bei 121°C autoklavieren und auf 50°C
abkihlen.

Zu einem Roéhrchen Legionella-BCYEa-Supplement
(OXOID, Art.-Nr. SR 110C) aseptisch 50 ml steriles,
warmes (50°C) Aqua dest. geben und mischen. Zu ei-
nem Rohrchen Legionella-GVPC-Selektiv-Supplement
(OXOID, Art.-Nr. SR 152) aseptisch 10 ml steriles Aqua
dest. geben und mischen. Den geldsten Inhalt der beiden
Supplemente zu 450 ml steriler, auf 50°C abgekihlter
Legionella-CYE-Agar-Basis geben. Mischen und Platten
gieRen.

Fir den Legionella-GVPC-Selektivndhrboden sollte Legio-
nella-BCYEa-Supplement (OXOID, Art.-Nr. SR 110C) ein-
gesetzt werden, da bei dieser Abfiillung 1 Réhrchen
500 ml N&hrboden supplementiert.

MWY-Selektivndhrboden

(Medium nach Wadowsky und Yee'?, modifiziert von
Edelstein'3)

2,5 g Legionella-CYE-Agar-Basis in 90 ml Aqua dest. sus-
pendieren und bis zum vollstdndigen Losen erhitzen. 15
Minuten bei 121°C autoklavieren und auf 50°C abkiihlen.
Zu einem Rohrchen Legionella-BCYEa-Supplement
(OXOID, Art.-Nr. SR 110) aseptisch 10 ml steriles, war-
mes (50°C) Aqua dest. geben und mischen. Zu einem
Réhrchen Legionella-MWY-Selektiv-Supplement (OXOID,
Art.-Nr. SR 118) aseptisch 2 ml steriles Aqua dest. geben
und mischen. Den geldsten Inhalt der beiden Supple-
mente zu 90 ml steriler, auf 50°C abgekuhlter Legionel-
la-CYE-Agar-Basis geben. Mischen und Platten gielRen.
Zur Herstellung von 500 ml Nahrboden das Legionella-
BCYEa-Supplement (OXOID, Art.-Nr. SR110C) aseptisch
in 50 ml sterilem, warmem Aqua dest. 16sen und das
Legionella-MWY-Supplement (OXOID, Art.-Nr. SR 118B)
in 10 ml sterilem, warmem Aqua dest. I16sen. Den gelsten
Inhalt der beiden Supplemente zu 450 ml steriler, auf
50°C abgekihlter Legionella-CYE-Agar-Basis geben.

Beschreibung

Fallon" beschrieb die Entdeckung des Erregers der
Legiondrskrankheit. Legionella pneumophila wurde zuerst
isoliert, indem Meerschweinchen und fertile Hihnereier
infiziert wurden?. Inzwischen sind bei der Kultivierung des
Keims aus klinischem Material und bei der Koloniezahl-
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bestimmung von Legionella spp. aus Umweltmaterial
erhebliche Fortschritte erzielt worden.

BCYEa-Nahrboden

Feeley et al.? beschrieben eine Modifikation des F-G-
Agars (Feeley-Gorman-Agar)?, in dem Caseinhydrolysat
durch Hefeextrakt als Proteinquelle ersetzt wurde. Wei-
terhin tauschten sie Starke gegen Aktivkohle (Norit A)
bei einer Konzentration von 2% (w/v) aus. Dieser Nahr-
boden, den sie CYE-Agar® nannten, wurde weiter mit
ACES-Puffer und a-Ketoglutarat supplementiert und ist in
der Literatur als BCYEa-Nahrboden beschrieben®. BCYEa-
Néhrboden erzielt optimale Wiederauffindungsraten von
Legionellen in kiirzerer Bebriitungszeit aus Umweltmate-
rial und klinischem Untersuchungsmaterial®. Zur Zeit gilt
ein gepufferter Kohle-Hefeextrakt-Ndhrboden allgemein
als der Basisnahrboden der Wahl”, dem dann verschiede-
ne antimikrobielle Substanzen zur Erhdhung der Selekti-
vitdt zugesetzt werden.

BCYEa-Nadhrboden basiert auf der Zusammensetzung von
Edelstein® und wird aus Legionella-CYE-Agar-Basis und
dem Legionella-BCYEa.-Supplement hergestellt. Das lyo-
phylisierte Supplement enthélt ACES-Puffer/Kaliumhy-
droxid, a-Ketoglutarat, Eisenpyrophosphat und L-Cystein.
Zum Basisndhrboden zugesetzt, stabilisiert es den pH-
Wert des endgilltigen Nédhrbodens bei 6,9 + 0,1 und
stellt essentielle Wachstumsfaktoren zur Verfligung.
BCYEa-N&hrboden wird durch den Zusatz von Glycin®
und antimikrobiellen Agenzien>® zu einem flir Legionel-
len selektiven Ndhrboden und entspricht ISO 1173170

BCYEa-Nahrboden ohne L-Cystein

Legionellen benétigen zum Wachstum die Aminosaure
L-Cystein. Der BCYEa-Nahrboden, der kein Cystein ent-
hélt, ermoglicht den Nachweis der Abhangigkeit von die-
ser Aminosdure im Vergleich zu einem cysteinhaltigen
Néahrboden. Legionellen diirfen auf dem BCYEa-Nahrbo-
den ohne L-Cystein nicht wachsen. Isolate, die auf
BCYEa- Nahrboden mit L-Cystein wachsen, nicht aber
auf BCYEa-Nahrboden ohne L-Cystein, kdnnen prasum-
tiv als Legionella spp. identifiziert werden.

Der BCYEa-N&hrboden ohne L-Cystein basiert auf einer
Weiterentwicklung des von Feeley et al. modifizierten
F-G-Agars und entspricht der ISO 117317°.

BMPAo-Selektivndhrboden

Dieser Nahrboden enthélt Polymyxin B und Cephaman-
dol. Die Zusammensetzung dieses semi-selektiven N&hr-
bodens wurde von Edelstein® zur Isolierung von L. pneu-
mophila aus kontaminiertem klinischem und Umweltma-
terial empfohlen.

GVPC-Selektivnahrboden

Das Legionella-GVPC-Selektiv-Supplement basiert auf der
Zusammensetzung, die von Dennis et al.’ beschrieben
wurde. Diese selektive Zusammensetzung gilt als die er-
folgreichste in vitro Methode zur Isolierung von L. pneu-
mophila, wenn sie in Verbindung mit Hitze- oder Saure-
behandlungen eingesetzt wird.

Die Zusammensetzung enthalt Cycloheximid, da es eine
starkere fungistatische Aktivitdt als Anisomycin besitzt.
Anisomycin ist ndmlich ausschlieBlich gegen Hefen aktiv.
In Wasserproben, die auf Legionellen untersucht werden,
kommen aber gewdhnlich hdufiger Pilze vor als Hefen.
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Vancomycin und Polymyxin B hemmen gemeinsam das
Wachstum der meisten grampositiven und -negativen
Bakterien.

Der GVPC-Selektivnahrboden entspricht ISO 117317°.

MWY-Selektivndhrboden

Dieser Nahrboden enthélt Polymyxin B, Anisomycin, Van-
comycin und Glycin sowie Bromkresolpurpur und Brom-
thymolblau, um die Kolonien zur besseren Identifizierung
zu farben™ 14, Edelstein'® bewertete diesen Ndhrboden
als optimal zur Isolierung von L. pneumophila aus Trink-
wasserproben.

Der Ausstrich von Umweltmaterial sowohl vor als auch
nach der Behandlung mit saurem Puffer (pH 2,2) erh6ht
die Ausbeute.

Insgesamt ist der MWY-Selektivndhrboden selektiver als
der BMPAa.-Selektivndhrboden. Obwohl ersterer wahr-
scheinlich fir klinisches Untersuchungsmaterial beson-
ders geeignet ist, liegen bis jetzt nur wenige experimen-
telle Untersuchungen vor®.

Kulturverfahren

Klinisches Untersuchungsmaterial

Aufgrund der schlechten Prognose der durch Legionellen
verursachten Pneumonie ist die schnelle Diagnose oft
lebensentscheidend. Deshalb sind bei Verdacht sofort und
moglichst noch vor Behandlungsbeginn alle fiir den Erre-
gernachweis in Betracht kommenden Proben wie Spu-
tum, Tracheobronchialsekret, Pleurapunktat, Blut, Liquor,
AbszeReiter, Exsudate usw. zu entnehmen und moglichst
rasch zum Labor zu senden. Wenn das Untersuchungs-
material austrocknen kann, sind Transportndhrboéden
erforderlich. Einzelheiten zum Gang der Untersuchung
sind bei Ruckdeschel™ zu finden.

1. Homogenisiertes Material sowohl mit Fluorescein-mar-
kierten Antiseren (Fluoreszenz-Antikorper-Technik,
FAT) wie auch mit der Gramfarbung auf andere Bak-
terien untersuchen.

2.Das Untersuchungsmaterial in Caseinpepton-Soja-
mehlpepton-Bouillon oder einer anderen NaCl-armen
Lésung 1:10 verdinnen und durch Schiitteln homo-
genisieren.

3. FAT-positive Proben, die in der Gramfarbung keine
bakterielle Begleitflora aufwiesen, auf BCYEa-Nahr-
boden kultivieren. FAT-positive und auch -negative
Proben, in denen durch Gramfarbung andere Keime
nachgewiesen wurden, auf BMPAa-Selektivnahrbo-
den kultivieren. Zur Bekdmpfung der Begleitflora soll-
ten die Proben hitze- oder sdurebehandelt werden,
wobei beide Verfahren gleichgut geeignet sind"®.

a) Hitzebehandlung
Verdiinnte oder suspendierte Proben 30 Minuten
in ein Wasserbad bei 50°C stellen.

b) Sdurebehandlung
Probe 1:10 mit KCI-HCI-Puffer (s.u.) verdiinnen und
vor dem Beimpfen 5 Minuten bei Raumtemperatur
stehen lassen.

4.Die Platten bei 36°C in 90%iger relativer Luftfeuch-
tigkeit in normaler oder mit 2,5% CO,-Atmosphare
bebriiten.

5.Wachstum zeigt sich in der Regel nach 2-3 Tagen;
Platten jedoch Uber 14 Tage taglich begutachten,
bevor sie entsorgt werden.
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HCI-KCI-Puffer

23,4 ml 1 N HCl und 11,8 g KCI (Platzchen) in 843,6 ml
Aqua dest. [6sen, mit 1 M KOH auf pH 2,2 einstellen. 20
Minuten bei 121°C autoklavieren. Unbegrenzt haltbar.

Kulturverfahren

Umweltmaterial

Von einigen Autoren”'® wird bei Umweltmaterial mit
Begleitflora empfohlen, drei Platten zu beimpfen: eine
nach der Hitzevorbehandlung, eine nach der Sdurevor-
behandlung und eine mit nicht vorbehandeltem Proben-
material.

1. Fur die Hitzebehandlung 10 ml konzentrierte Probe’”
entnehmen und 30 Minuten in ein Wasserbad bei
50°C stellen.

2.Fur die Saurebehandlung 10 ml konzentrierte Probe’
entnehmen und 20 Minuten bei 2500 UpM in ver-
schlossenen Réhrchen zentrifugieren; Uberstand bis
auf 1 ml dekantieren, 9 ml HCI-KCI-Puffer zufligen
und 5 Minuten vorsichtig bei Raumtemperatur schiit-
teln.

3. Fur die Animpfung ohne Vorbehandlung 10 ml kon-
zentrierte Probe” entnehmen.

4. Jeweils 0,17 ml der drei Teilproben, die wie oben
beschrieben vorbehandelt bzw. nicht vorbehandelt
sind, auf GVPC-Selektivnahrboden ausstreichen.

5. Platten bei 36°C in 90%iger relativer Luftfeuchtigkeit
aerob oder besser in 2,5%iger CO,-Atmosphére
bebriiten und eine Woche lang taglich begutachten.

6. Verdachtige Legionella-Kolonien auf Caseinpepton-
Sojamehlpepton-Agar mit 5% Schafblut (OXOID,
Art.-Nr. CM 131 + SR 51) und auf BCYEa-N&hrboden
subkultivieren.Isolate, die auf BCYEa-Nahrboden,
jedoch nicht auf Caseinpepton-Sojamehlpepton-Blut-
Agar wachsen und die charakteristische Morphologie
aufweisen, konnen vorldufig als Legionella angesehen
werden. Eine Bestatigung mit biochemischen und sero-
logischen Testungen muB erfolgen'®, z.B. mit dem
Legionella-Latex-Test (OXOID, Art.-Nr. DR 800).

Alternatives Kulturverfahren fiir Umweltmaterial

1.10 ml konzentrierte Probe” entnehmen und 20 Minu-
ten bei 2500 UpM in verschlossenen Rdéhrchen zen-
trifugieren.

2. Uberstand bis auf 1 ml entfernen und das Zentrifugat
im verbliebenen Uberstand resuspendieren, dies bildet
das Inokulum.

3.Davon 0,1ml auf BCYEa-Ndhrboden und BMPA«.-
Selektivndhrboden oder/und MWY-Selektivnahrbo-
den mit einem sterilen Spatel ausstreichen.

4. Zur restlichen Suspension 9 ml HCI-KCI-Puffer (s.0.)
zufligen, vorsichtig schitteln und 5 Minuten bei
Raumtemperatur stehen lassen.

5. 0,1 ml der sdurebehandelten Suspension auf BCYEa.-
Nahrboden ausstreichen.

6.Die Platten bei 36°C in 90%iger relativer Luftfeuch-
tigkeit aerob oder in 2-5%iger CO,-Atmosphéare
bebriiten und eine Woche lang taglich begutachten.

7.Verdéchtige Legionella-Kolonien auf Caseinpepton-
Sojamehlpepton-Agar mit 5% Schafblut und auf
BCYEa-Néahrboden subkultivieren.
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Isolate, die auf BCYEa-Nahrboden, jedoch nicht auf
Caseinpepton-Sojamehlpepton-Blut-Agar wachsen und
die charakteristische Morphologie aufweisen, kénnen vor-
laufig als Legionellen angesehen werden. Eine Bestati-
gung mit biochemischen und serologischen Testungen
muB erfolgen,’® z.B. mit dem Legionella-Latex-Test
(OXOID, Art. Nr. DR 800).

Die beschriebenen Nédhrbdden sind fiur Legionella spp.
nicht vollstandig selektiv. Es wird daher empfohlen™, fol-
gende Kriterien bei der Begutachtung der Platten heran-
zuziehen:

- bei mikroskopischer Untersuchung weisen die Koloni-
en die charakteristische Farbe, GréRe und Morpholo-
gie auf;

- die Isolate wachsen nicht auf Blutagar bzw. cystein-
freiem Ndhrboden;

- die Keime verhalten sich in der Gramfarbung charak-
teristisch.

Legionella-Spezies kénnen nicht allein aufgrund von
Wachstumscharakteristika auf verschiedenen N&hrbdden
oder aufgrund von biochemischen Testungen identifiziert
werden. Es sollten weitere Untersuchungen z.B. zur DNA-
Homologie, der Analytik zelluldrer Fettsduren und zur
Serotypisierung erfolgen.

Je nach Untersuchungsmaterial kénnen verdéachtige Kolo-
nien einer Primdrkultur oder die native Probe parallel auf
BCYEa-N&hrboden ohne Cystein und BCYEa-Ndhrboden
mit Cystein kultiviert werden. Dabei ist darauf zu achten,
daB zuerst der cysteinfreie BCYEa-N&dhrboden inokuliert
wird, um einen Transfer von Cystein auf den cysteinfrei-
en Nahrboden zu vermeiden.

Inokulierte Nahrbdden werden aerob bis zu 10 Tage bei
36°C und erhohter Luftfeuchtigkeit inkubiert. Fir Was-
serproben wird eine Inkubation in einer Kohlendioxid-
angereicherten Atmosphére empfohlen (2,5% CO,).
Isolate, die auf BCYEa-N&hrboden mit Cystein, nicht aber
auf BCYEa-Nahrboden ohne Cystein wachsen, kénnen
prasumtiv als Legionella spp. identifiziert werden. Einige
thermophile Sporenbildner kénnen nach Inkubation bei
35°C eine Morphologie aufweisen, die prasumtiven Legio-
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nellen &hnlich ist. Diese Keime werden durch das Mit-
fuihren eines bei 55°C inkubierten BCYEa-N&hrbodens als
Kontrollplatte abgegrenzt, da Legionellen bei dieser Tem-
peratur kein Wachstum zeigen.

Ein differenzierter Nachweis von L. pneumophila der Sero-
gruppe 1 und 2-14, sowie 7 weiterer Legionella spp. kann
z.B. mit dem Legionella-Latex-Test (OXOID, Art.-Nr. DR
800) erfolgen.

Koloniemorphologie nach 2-3 Tagen Bebriitung bei 36°C
auf BCYEa-Ndhrboden
L. pneumophila
WeiBe, glanzende, runde, glatte, erhabene Kolonien
mit glattem Rand, @ 1-2 mm, die bei weiterer Bebrii-
tung gréRer werden.
L. gormani
Gelbbraune bis weille oder cremefarbene, leicht erha-
bene, mukose Kolonien, @ 1-2 mm.
Andere Legionellen (L. micdadei, L. bozemanii,
L. dumoffii, L. longbeachae und L. jordanis)
Nicht unterscheidbar von L. pneumophila.

auf GVPC-Selektivniahrboden
Legionella pneumophila
WeiB-grau-blaue Kolonien, @ bis zu 2 mm, unter dem
Binokular meist mit feiner, inhomogener Innenstruktur
(wie winzige Glassplitter).
Die Kolonien aller Legionella-Spezies haben grundsatz-
lich das gleiche Erscheinungsbild, variieren aber in der
Farbe (braun, hellgriin, tiefrot oder blauviolett).

Charakteristisches Verhalten in der Gramfarbung

Im Originalpraparat gramnegative, plumpe bis kokkoide,
unregelméBig gelagerte Stdbchen von 0,5 x 1-2 pm
GroRe.

Bei der Gramfarbung von Legionellen sollte Karbolfuch-
sin'* oder basisches Fuchsin' zur Gegenfarbung benutzt
werden; aber auch dann sind Legionellen von anderen
gramnegativen Stdbchen nicht eindeutig zu unterschei-
den.

Im Kulturpréparat erscheinen Legionellen als Stabchen
wie im Originalprdparat, es sind aber hdufig auch pleo-
morphe Stdbchen und bis zu 100 pm lange Filamente zu
finden.

Charakteristika von Legionella spp. (angelehnt an Balows')

Keim Primérisolierung auf ~ Kolonie- Katalase f-Lactamase Oxidase Hippurat Gelatine- Beweglichkeit
BCYEo-Agar Blut-Agar  Farbung’ Verfliissigung
L. pneumophila  + - weilgrin + + v + + +
L. bozemanii + - grin + v v - + +
L. dumoffii + - grin + + - - + +
L. micdadei + - blaugrau + - + - - +
L. gormanii + - grun + + - - + +
L. longbeachae + - weilgrin + v + - + +
L. jordanis + - weiBgrin + + + - + +
“auf MWY-Selektivndhrboden
+ = positive Reaktion; - = negative Reaktion; v = variable Reaktion.

S>oic
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Lagerung und Haltbarkeit 14.Balows, A. (Hrsg.) (1991) “Manual of clinical microbiology”. ASM,

Trockennihrboden: Washington, D.C., 442-453.

= verschl n lich hiitzt. 10-25°C. 15.Ruckdeschel, G. “Legionellaceae” in: Burkhardt, F. (Hrsg.) (1992)

SﬁSt Ieenigntc:es-s;-s'°cc tgeschitzt, 10-25°C “Mikrobiologische Diagnostik”. G. Thieme Verlag, Stuttgart,
pPp : ' 153-158,

Haltbarkeit: siehe Etikett. 16.Vesey, G. et al. (1988) J. Appl. Bacteriol. 65, 339-345.

. 17.Edelstein, P.H. und Finegold, S.M. (1979) J. Clin. Microbiol. 10,
Qualitatskontrolle 141-143.

Bei der Qualitatskontrolle mit Legionellen sollten ‘Wild-
stimme’ benutzt werden, da Legionellen im Labor ihr
Wachstum sehr schnell anpassen kénnen. Sie kénnen
dann u.U. auf Nahrboden wachsen, die das Wachstum
von ‘Wildstdmmen' aus einer Primdrisolierung nicht zulas-
sen wirden. ‘Wildstimme' kénnen als Stimme defi-
niert werden, die nicht 6fter als zweimal nach der Primér-
isolierung subkultiviert wurden. Legionella-Selektivnahr-
bdéden und besonders der GVPC-Selektivndhrboden soll-
ten nicht mit L. pneumophila-Stammen getestet werden,
die sich den Laborbedingungen bereits angepalit haben.
Bebriitung: 5 Tage aerob oder in 2-5%iger CO,-Atmos-
phére bei 36°C, jeweils in 90%iger Luftfeuchtigkeit.

Positivkontrolle
Legionella pneumophila ATCC 33152
Negativkontrolle
Escherichia coli ATCC 25922
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

Zusitzliche Hinweise

Die Kulturen bei 36°C in 90%iger Luftfeuchtigkeit bis zu
10 Tagen bebriten. Fir Kulturen auf BCYEa-Nahrboden
ist eine erhohte CO,-Atmosphdare nicht notwendig. Fir
andere Ndhrbdden und Wasserproben wird jedoch eine 2-
5%ige CO,-Atmosphare empfohlen®”.
Mikroorganismen, die auf Blutagar genauso gut wie auf
Legionella-N&hrbdden wachsen, sind keine Legionellen.
Einige thermophile Sporenbildner kénnen Legionella-Kolo-
nien nach einer Bebrltung bei 36°C sehr dhneln. Diese
Keime kénnen mit Hilfe einer parallelen Bebriitung bei
36°C und bei 55°C nachgewiesen werden, da nur die
thermophilen Keime bei der héheren Temperatur wach-
sen kdnnen, Legionella-Spezies dagegen tiber 45°C nicht.
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