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Al bijna 25 jaar is bekend dat legionella-bacte-
riën zich kunnen vermeerderen in protozoa. Nog
steeds wordt echter aangenomen dat vermeerde-
ring in biofilms ook mogelijk is op uitschei-
dingsproducten van bacteriën. Om duidelijk-
heid te krijgen over de rol van protozoa bij de
groei van Legionella in leidingwaterinstalla-
ties zijn experimenten uitgevoerd met biofilms
gekweekt op stukjes zacht PVC. Legionella
groeide niet in de biofilms gekweekt zonder pro-
tozoa. Met behulp van moleculair-biologische
methoden werd aangetoond dat Legionella in
de biofilm met protozoa zich uitsluitend ver-
meerderde in amoeben van de soort Hartman-
nella vermiformis. Nadere informatie over de
aanwezigheid en het gedrag van protozoa, die
in leidingwaterinstallaties als gastheer dienst
kunnen doen voor Legionella, is nodig voor het
definiëren van preventieve en correctieve maat-
regelen voor de bestrijding van Legionella.

Legionella pneumophila is een bacterie met
hoge voedingseisen. Toch is dit organisme aan-
wezig in natuurlijke zoetwatermilieus en in
allerlei kunstmatige watersystemen, zoals
installaties voor warm tapwater, koeltorens,
whirlpools en fonteinen. Al in 1980 meldde
Rowbotham5) dat L. pneumophila zich op een
vaste voedingsbodem kan vermeerderen in de
amoebe Acanthamoeba castellanii. Een aantal
jaren later toonden Wadowsky en collega’s7)

aan dat groei van Legionella in leidingwater bij
35°C alleen optrad in aanwezigheid van
bepaalde amoeben. Inmiddels is bekend dat
een aantal amoeben (Acanthamoeba, Echina-
moeba, Hartmannella, Naegleria, Vahlkampfia,
Dictyostelium) en ook ciliaten (Tetrahymena
pyriformis) kunnen dienen als gastheer voor
Legionella1).

Amoeben en ciliaten zijn protozoa die zich
voeden met bacteriën. Deze protozoa grazen
op slijmlaagjes (biofilm) en sediment in water-
leidingen. Groei van Legionella is echter ook
waargenomen op een voedingsbodem in de
nabijheid van kolonies van de bacteriesoort
Flavobacterium (‘satellietgroei’)6). Bovendien is
gerapporteerd dat Legionella zich vermeerderde
in situaties waarbij geen protozoa werden
waargenomen3). Ook is een experiment
beschreven waarbij groei van Legionella optrad,
terwijl de groei van protozoa met een giftige
stof werd onderdrukt4). Deze waarnemingen
leidden tot de opvatting dat Legionella in het
watermilieu kan groeien in amoeben, maar
dat amoeben niet essentieel zijn voor de groei
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Afb. 1: A. Concentraties van ATP (�) en L. pneumophila (�) in de kolven met stukjes zacht PVC en ongefiltreerd

entmateriaal.

B. Idem, met gefiltreerd entmateriaal.

C. Concentraties van protozoa in de kolven met het ongefiltreerde entmateriaal, bepaald via de MPN-kweek-

methode (�), directe celtellingen met behulp van de FISH-methode (�) en primuline-kleuring (�).



van Legionella in biofilms waarin bacteriën
stoffen uitscheiden die groei van deze bacterie
bevorderen.

Afbreekbare stoffen in het water en/of
afkomstig uit leidingmaterialen bevorderen de
vorming van biofilms in leidingen in contact
met drinkwater en ook in leidingwaterinstal-
laties. Deze biofilms met bacteriën en protozoa
vormen een potentiële niche voor Legionella,
met name bij temperaturen boven 25°C. Ken-
nis over de relaties tussen Legionella, protozoa
en bacteriën in de biofilms is nodig voor het
definiëren van condities waarbij de groei van
Legionella wordt beperkt. Daarom is nagegaan
of protozoa een rol spelen bij de groei van
Legionella in biofilms. Bij dit onderzoek is
gebruik gemaakt van diverse moleculair-biolo-
gische methoden2).

Experimenten met zacht PVC
Zacht PVC (PVC-p) bevat weekmakers die

bij contact van het materiaal met water de
groei van bacteriën op het oppervlak bevorde-
ren. Van deze eigenschap is gebruik gemaakt
voor het kweken van een biofilm voor het
onderzoek naar de groei van Legionella. Hierbij
werden stukjes PVC-p onder steriele condities
geplaatst in steriel leidingwater (15 stukjes in
600 ml) in Erlenmeyer kolven. Vervolgens is
per kolf ongeveer 5 ml water toegevoegd waar-
in L. pneumophila en andere micro-organismen
zich hebben vermeerderd. Dit entmateriaal is
bij enkele kolven ongefiltreerd toegevoegd en
bij enkele kolven na filtratie door een filter met
een poriegrootte van 3.0 µm. Aangetoond was
dat dit filter wel de protozoa tegenhield, maar
niet de bacteriën waaronder Legionella. De kol-
ven zijn vervolgens in het donker bewaard bij
een temperatuur van 37°C, de optimale tempe-
ratuur voor de groei van L. pneumophila.

Met behulp van metingen van het gehalte
adenosinetrifosfaat (ATP) is gedurende twee
weken de ontwikkeling van biomassa in het
water en op de materialen (biofilm) bepaald.
Adenosinetrifosfaat is alleen aanwezig in
levende (micro-) organismen en kan met een
snelle en gevoelige methode worden gedetec-
teerd. Daarnaast is de samenstelling van de
bacteriepopulatie bepaald met een op de poly-
merase kettingreactie gebaseerde methode.
Hierbij wordt het genetische materiaal van de
aanwezige bacteriën kunstmatig vermenigvul-
digd, waarna met de zogeheten denaturerende
gradiënt gel electroforese (DGGE)-techniek een
‘vingerafdruk’ (streepjespatroon) wordt verkre-
gen van de bacteriepopulatie in de kolven. Een
verschil in streepjespatroon wil zeggen een
verschil in bacteriële samenstelling. Bovendien
is de concentratie van L. pneumophila bepaald
met behulp van een semiselectieve voedings-
bodem, conform NEN 6265. De concentratie

van protozoa is bepaald met de ‘most probable
number’ (MPN)-methode via kweken in bacte-
riesuspensies en aan de hand van directe cel-
tellingen met behulp van een microscoop.

Legionella groeit alleen in aanwezig-
heid van protozoa

Uit de ATP-metingen blijkt dat binnen
enkele dagen een sterke groei optrad in alle
kolven met stukjes PVC-p. De maximale ATP-
concentraties op de materialen was in de kol-
ven met de gefiltreerde ent nagenoeg gelijk
aan de groei in de kolven met de ongefiltreerde
ent (zie afbeelding 1). Bovendien blijkt uit de
DGGE-patronen dat weinig verschil bestaat in
de bacteriële samenstelling in de kolven met
gefiltreerd en met ongefiltreerd entmateriaal
(zie afbeelding 2). Een klein, maar belangrijk
verschil is te zien vanaf dag 10, waarbij in de
kolven met het ongefiltreerde entmateriaal de
band horende bij L. pneumophila zichtbaar
wordt. Deze band ontbreekt in de kolven met
het gefiltreerde entmateriaal. De Legionella-
bepalingen bevestigden dat in de kolven met
het ongefiltreerde entmateriaal vanaf dag 6 een
sterke groei optrad, terwijl in de kolven met
het gefiltreerde entmateriaal geen groei maar
een afname van Legionella optrad.

Filtratie verwijderde dus de groeibevorde-
rende factor voor L. pneumophila uit het ent-
materiaal. In de kolven met het ongefiltreerde
entmateriaal groeien protozoa vanaf dag 4
explosief, maar in de kolven met het gefiltreer-
de entmateriaal zijn geen protozoa waargeno-
men (zie afbeelding 1B en 1C).

Legionella groeit in protozoa
Deze waarnemingen wijzen erop dat pro-

tozoa de groei van Legionella bevorderen, maar
hiermee is nog niet bewezen dat de groei van
Legionella een gevolg is van groei in de proto-
zoa. Een andere moleculair-biologische tech-
niek, de fluorescente in situ hybridisatie
(FISH)-methode, is daarom toegepast om de
groei van L. pneumophila in protozoa aan te
tonen. Met deze techniek kunnen verschillen-
de soorten micro-organismen ieder van een
specifieke fluorescente kleur worden voorzien.
Deze kleuren zijn vervolgens waar te nemen
met de fluorescentie-microscoop. In dit onder-
zoek is een universele ‘probe’ gebruikt voor de
kleuring van protozoa. Alle protozoa (inclusief
amoeben) lichten hierdoor groen op onder de
microscoop. Daarnaast is een specifieke ‘probe’
gebruikt, die L. pneumophila onder de micro-
scoop een rode kleur geeft. De aanwezigheid
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Afb. 2: ‘Streepjespatronen’ van de bacteriepopulaties in de biofilm uit de kolven met het ongefiltreerde en het gefil-

treerde entmateriaal. De streepjespatronen zijn gemaakt op dag 0, 2, 4, 6, 8, 10 en 14.

Afb. 3: A. Actieve vormen (trophozoïten) van de amoebe Hartmannella vermiformis.

B. Een actieve Hartmannella-amoebe die volledig  is geïnfecteerd met L. pneumophila (midden) tussen

twee inactieve, niet-geïnfecteerde amoeben (boven en onder).






