
Al enkele decennia is bekend dat de aanwe-
zigheid van Legionella-bacteriën in warm lei-
dingwater bij aerosolvorming een potentieel
risico vormt voor de gezondheid van de gebrui-
ker. Onderzoek naar de  aanwezigheid van
Legionella-bacteriën in leidingwaterinstalla-
ties kreeg een sterke impuls door de uitbraak
van legionellose te Bovenkarspel en de  daarop-
volgende regelgeving. De betekenis van aantal-
len die worden waargenomen met de kweek-
methode is echter een onderwerp van
voortdurende discussie, mede  door het opne-
men van criteria in wettelijke regelingen en
voorschriften. Een belangrijke vraag hierbij is
of de gehanteerde kweekmethode wel een juist
beeld geeft van de concentratie Legionella-bac-
teriën in een monster.

Hieronder worden de ontwikkeling, de
mogelijkheden en de beperkingen van de
kweekmethode en van moleculaire technieken
voor detectie van Legionella in water beschre-
ven. Tevens wordt een aanpak voorgesteld
waarmee snel duidelijke informatie over aan-
tallen en aard van de Legionella-bacteriën in
water kan worden verkregen.

Ontwikkeling voedingsbodem
Eind 1976 ontdekte McDade van het Centers

for Disease Control (CDC) in Atlanta (V.S.) de
bacterie die in juli van dat jaar in Philadelphia
een tot dan toe onverklaarde uitbraak van long-

ontsteking had veroorzaakt onder deelnemers
aan een congres voor oorlogsveteranen. Het
organisme werd waargenomen in de milt van
cavia’s die waren geïnfecteerd met longweefsel
van enkele slachtoffers. Begin 1977 bleek groei
ook mogelijk op een complexe voedingsbodem
verrijkt met haemoglobine en een mengsel van
aminozuren en vitamines1). Analyse van de toe-
gevoegde componenten wees uit dat het  zwa-
velhoudende aminozuur L-cysteïne en een
oplosbare ijzerverbinding (ijzerpyrofosfaat)
onmisbaar waren voor de groei die optimaal was
bij pH-waarden tussen 6,9 en 7,1. Op basis van
deze kennis kwam een voedingsbodem beschik-
baar voor detectie van Legionella in klinisch
materiaal. Al snel volgde verdere optimalisatie
door toepassing van gistextract in plaats van
gehydrolyseerde caseïne, toevoeging van actieve
kool om toxische stoffen op te nemen en gebruik
van een organische buffer (ACES) om de gewens-
te pH-waarde te handhaven2).

In 1979 bleek dat legionellose kon worden
veroorzaakt door Legionella pneumophila in
warm leidingwater3). De Legionella-bacteriën
waren geïsoleerd met behulp van cavia’s na
injectie met geconcentreerd bacteriemateriaal
uit  water. Deze werkwijze heeft echter grote
nadelen (gebruik van proefdieren, omslachtig
en ongevoelig). Het aantreffen van Legionella
in leidingwater versterkte dan ook de vraag
naar een betere detectiemethode. Bij toepassing

van de beschikbare voedingsbodem bleek dat
groei van Legionella-bacteriën sterk werd
gehinderd door andere in het water aanwezige
snel groeiende bacteriën. De voedingsbodem
werd aangepast door toevoegingen van antibi-
otica (polymyxine B, anisomycine en cefaman-
dol) en a-ketoglutaarzuur. Dit Buffered Char-
coal Yeast Extract (BCYE) medium gaf bij een
onderzoek van water en  sputum het hoogste
percentage monsters met Legionella pneumo-
phila4). Nog hogere percentages Legionella-
positieve monsters werden verkregen door
zuurbehandeling (pH 2,2) of hittebehandeling
(30 minuten bij 50°C) van het  te onderzoeken
monster5,6). Concentreren van Legionella met
behulp van membraanfiltratie maakte het
mogelijk om ook relatief lage aantallen Legio-
nella te detecteren. Membraanfilters van poly-
carbonaat en een poriegrootte van 0,2 µm zijn
hiervoor het meest geschikt7). Na filtratie van
het watermonster worden de bacteriën met
ultrasone trillingen in een klein volume water
losgemaakt van het membraanfilter. Het
BCYE-medium, in combinatie met hittebehan-
deling en membraanfiltratie, is opgenomen in
de in 1991 genormaliseerde werkwijze (NEN
6265) voor de bepaling van Legionella in water.

Beperkingen kweekmethode
Het door Edelstein en collega’s ontwikkel-

de medium was  primair bedoeld om de aan-
wezigheid van L.pneumophila in klinisch mate-
riaal en in water aan te tonen. Op deze wijze
kan een diagnose worden gesteld, kan het
organisme worden geïsoleerd voor nader
onderzoek en kan de bron van infectie worden
opgespoord. Het aantal bacteriekolonies op het
oppervlak van de voedingsboden (zie foto)
geeft informatie over het aantal kweekbare
Legionella-bacteriën per volume-eenheid
onderzocht water. De opbrengst (aantal kolo-
nievormende eenheden) van Legionella, waar-
van thans 46 soorten zijn beschreven, wordt
echter beïnvloed door meerdere factoren, met
name de volgende:
• Zuurbehandeling en ook hittebehande-

ling van het monster leidt niet alleen tot
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De kwantitatieve detectie van Legionella in (leiding)water wordt uitgevoerd met behulp van een
semi-selectieve voedingsbodem. De  vereiste selectiviteit van deze werkwijze gaat echter ten koste van
de opbrengst, terwijl toepassing op standaardmonsters een grote spreiding in de resultaten te zien
geeft. Een verdergaande standaardisatie van de kweekmethode is gewenst. Inmiddels komen PCR-
technieken beschikbaar die binnen enkele uren een specifiek en kwantitatief resultaat kunnen leveren.
Aanbevolen wordt om de bepaling van Legionella-bacteriën in leidingwater te richten op L. pneu-
mophila, waarbij een PCR-methode voor snelle screening wordt toegepast, en positieve monsters
nader worden onderzocht met de kweekmethode.

Kolonies van Legionella pneumophila op BCYE-medium.

Bolle gladde kolonie: serogroep 1; platte ruwe kolonie:

serogroep 6.



inactivatie van micro-organismen die de
bepaling verstoren, maar heeft ook effect
op Legionella9). Dit effect hangt af van de
aard en de conditie van de aanwezige
Legionella-bacteriën en verschilt dus per
type water/monster;

• Antibiotica remmen ook de groei van
L.pneumophila en van andere Legionella-
soorten10). Ook hierbij verschilt het effect
per type water/monster;

• Een aantal van de beschreven Legionella-
soorten, waaronder ziekteverwekkende
soorten zoals L. longbeachea, L. bozemanii en
L. micdadei, kan zich niet (goed) vermeer-
deren op de voedingsbodem;

• Legionella-soorten, die groeien zonder cys-
teïne (bijvoorbeeld L. oakridgensis) worden
door de huidige bevestigingsprocedure
niet als Legionella gekarakteriseerd;

• De opbrengst van concentreren van Legio-
nella met behulp van membraanfiltratie is
onvolledig en variabel7,8,9). De membraan-
filters van polycarbonaat zijn moeilijk
hanteerbaar.

Onderdrukken van de groei van storende
bacteriën gaat onvermijdelijk gepaard met
inactivatie van een (onbekend) deel van de
Legionella-bacteriën, dat wil zeggen verbete-
ring van de selectiviteit gaat ten koste van de
opbrengst. In bepaalde watertypen met hoge
aantallen storende bacteriën (koeltorens,
oppervlaktewater, afvalwater) lukt het ook
met de beschreven werkwijze (vaak) niet om
Legionella aan te tonen. De effecten van
bovengenoemde factoren op de opbrengst zijn
onder meer afhankelijk van de conditie en de
aard van de aanwezige Legionella-bacteriën,
storende bacteriën en deeltjes. Onderlinge ver-
gelijking van aantallen waargenomen in ver-
schillende watertypen wordt hierdoor belem-
merd. Dit probleem wordt nog vergroot door
de uiteenlopende aantallen die door verschil-
lende laboratoria worden verkregen bij onder-
zoek van één type monster met de genormali-
seerde bepaling. Uit ringonderzoeken van
homogene watermonsters met L. pneumophila
vermeerderd in water, blijkt dat de aantallen
die door 20 geaccrediteerde laboratoria werden
gemeld onderling meer dan een factor 10 kun-
nen verschillen (afbeelding 1). Voor de hoogst
scorende 50 procent van de laboratoria is dit
een factor 3. De oorzaken van deze verschillen
moeten waarschijnlijk worden gezocht in ver-
schillen in toepassing van de hittebehande-
ling, het type membranen en de samenstelling
van de voedingsbodem. Onderdelen van de
werkwijze zijn kennelijk nog onvoldoende
gestandaardiseerd. Dit blijkt ook uit de
invloed van de wijze waarop de pH van de voe-
dingsbodem wordt gecorrigeerd (zie H2O nr. 9
van 3 mei 2002, pag. 15)11).

Deze informatie leidt 21 jaar na de ontwik-
keling van het BCYE-medium tot de conclusie
dat het koloniegetal op deze voedingsbodem
een onbekende fractie vormt van de concentra-
tie van bacteriën behorende tot de soort L.  pneu-
mophila. Voor het totale aantal Legionella-bacte-
riën is de situatie nog onduidelijker. Het
koloniegetal geeft dus (nog) geen goede kwanti-
tatieve informatie over de aanwezigheid van
Legionella in leidingwater. Dit aspect en  ver-
schillen in aard (soort/serogroep) van de gede-
tecteerde Legionella-bacteriën maken het kolo-
niegetal bovendien ongeschikt voor de bepaling
van de mate van blootstelling (infectierisico)
aan ziekteverwekkende Legionella-typen.
Onduidelijkheid over het representatieve karak-
ter van de  monsters en aërosolvorming verster-
ken laatstgenoemd aspect.

Ontwikkeling van moleculaire
technieken

Reeds in 1985 werden pogingen onderno-
men om Legionella op te sporen met behulp
van zogeheten DNA-probes, stukjes genetisch
materiaal (DNA) met een voor Legionella karak-
teristieke volgorde van de basenparen. De hoge
detectiegrens (104-105-eenheden) belemmerde
de toepassing van deze werkwijze. De ontwik-
keling van de polymerase kettingreactie (PCR)
in 1988 maakte het mogelijk om karakteristiek
genetisch materiaal kunstmatig sterk (tot 1010x)
vermeerderen. Detectie van (het DNA van) één
enkele bacterie is hierdoor in theorie haalbaar.

Binnen enkele jaren bleek dat op PCR-geba-
seerde technieken voor de detectie van Legionel-
la inderdaad voldeden aan hoge eisen met
behulp van gevoeligheid en specificiteit. Door
gebruik te maken van specifieke ‘probes’, met
name gebaseerd op het voor Legionella karakte-
ristieke mip (macrophage-infectivity protein)-
gen dat in 1989 was geanalyseerd, bleek het
mogelijk om L.pneumophila aan te tonen12). Ook
voor de detectie van L. longbeachae, die in Austr-
alië via compost kan worden overgebracht, is
een detectiemethode gebaseerd op het mip-gen
ontwikkeld13). PCR-methoden gebaseerd op
andere ‘probes’ zijn eveneens beschikbaar. Met
een PCR-methode gericht op het 16S rRNA-gen
is het bovendien mogelijk om alle Legionella-
bacteriën (vertegenwoordigers van het geslacht
Legionella) te detecteren. Voordelen van tech-
nieken gebaseerd op de PCR-methode zijn de
specificiteit, de lage detectiegrens en de korte
tijd waarbinnen resultaat wordt verkregen. PCR
in combinatie met gel-electroforese geeft bin-
nen zes tot acht resultaat, Real Time PCR in
enkele uren14). In het kader van onderzoek uit-
gevoerd binnen het BTO-programma heeft
Kiwa Water Research PCR-methoden gecombi-
neerd met gel-electroforese voor de detectie van
Legionella-bacteriën en van L. pneumophila in
(leiding)water geoptimaliseerd. Bij toepassing

van deze methoden is gebleken dat Legionella-
achtige bacteriën algemeen voorkomen, terwijl
L. pneumophila niet in drinkwater (voor de
watermeter) is aangetroffen.

Beperkingen moleculaire technieken
Isolatie van het DNA uit water voor de uit-

voering van de  PCR-methode is een relatief
arbeidsintensieve handeling. De aanwezigheid
van bepaalde stoffen, waaronder ijzer, kan de
PCR-reactie met het geïsoleerde DNA verstoren
waardoor geen resultaat wordt verkregen. De
interpretatie van het resultaat wordt bemoei-
lijkt door het feit dat ook DNA van dode cellen
met de PCR-methode wordt waargenomen. Een
andere beperking van de PCR-methode is uiter-
aard dat geen levend materiaal wordt verkregen.
Verder is een behoorlijke mate van deskundig-
heid nodig voor de uitvoering van de techniek
en voor de interpretatie van het resultaat.

Aanpak voor kwantitatieve detectie
van Legionella

Kwantitatieve informatie over Legionella-
bacteriën in  leidingwater is van belang voor
het opsporen en beoordelen van risicosituaties,
het bepalen van effecten van beheersmaatrege-
len en voor onderzoek naar factoren die van
invloed zijn op de vermeerdering van Legionel-
la in water. Door gebruik te maken van de ster-
ke kanten van de  kweekmethode en van de
moleculaire methoden kan een optimale aan-
pak worden ontwikkeld. Met de PCR-methode
kan specifiek het aantal L.pneumophila worden
bepaald. De detectie van L. pneumophila is van
groot belang, omdat het overgrote deel (groter
dan 90 procent) van de gerapporteerde gevallen
van legionellose door dit organisme wordt ver-
oorzaakt. Een PCR-methode met gel-electrofo-
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Afb. 1: Cumulatieve frequentieverdelingen van de

aantallen  Legionella-bacteriën in een drietal

monsters bij een  ringonderzoek met 20 geac-

crediteerde laboratoria.






