
Het voorkomen van Clostridium botulinum in een drietal drinkwater-
produktiebedrijven en in hun waterwingebieden 

1. Inleiding 

In het afgelopen decennium hebben zich, 
met uitzondering van 1977 en 1978, herhaal
delijk gevallen van massale sterfte bij 
watervogels voorgedaan. Deze sterfte werd 
veroorzaakt door Clostridium botulinum 
type C en soms door type D. De ziekte
gevallen deden zich voornamelijk voor in 
waterrijke gebieden, waaronder een aantal 
drinkwaterwingebieden. Uit een voorgaand 
onderzoek (3) dat in 1977 werd uitgevoerd, 
kwam naar voren dat waterwingebieden in 
hoge mate met Cl.botulium besmet kunnen 
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zijn. Naast type C kwamen eveneens, zij het 
in geringe mate, ook de typen B en E voor. 
Cl.botulinum kiemen werden echter tijdens 
de produktie van het drinkwater geëlimi
neerd en het voorkomen van deze kiemen 
was beperkt tot de eerste zuiveringstappen 
die in de drinkwaterproduktiebedrijven 
worden toegepast. Teneinde te kunnen 
bepalen of de gevonden besmetting al of niet 
toeneemt, werd het vóórkomen van 
Cl.botulinum in drinkwatergebieden bestu
deerd. Daarnaast werd ook het onderzoek 
naar de eliminatie van deze kiemen tijdens 
de verschilende zuiveringsprocessen van het 
water herhaald. Aangezien de kans op het 
aantreffen van Cl.botulinum in het water 
uiterst gering is, werd de aanwezigheid van 
deze kiemen overwegend bepaald in de 
bovenste laag van de diverse filters en in 
het coagulatieslib. 

3. Materiaal en methoden 

Evenals het onderzoek dat in 1977 plaats
vond, werden de waterwingebieden en de 
produktiebedrijven in de maanden septem
ber en oktober bemonsterd. Monsters uit de 
drinkwaterwingebieden werden zoveel moge
lijk verspreid over het gebied genomen. 
De monsters bestonden uit bodemslib van 
de spaarbekkens, plassen en transport
kanalen. In de produktiebedrijven werden 
de bovenste lagen van de diverse filters en 
coagulatieslib bemonsterd. In één bedrijf 
werden eveneens dieptemonsters van één 
naf ilter verzameld. Bovendien werd in 
hetzelfde bedrijf water na de langzame 
zandfilters bemonsterd. De verschillende 
monsters werden onderzocht op het vóór
komen van Cl.botulinum. 

3.1. Bepaling van Cl.botulinum 
De aanwezigheid van Cl.botulinum in de 
monsters slib e.d. werd bepaald door van 
deze monsters tweemaal 1 gram over te 
brengen in buizen met 30 ml lever-bouillon. 
Deze werd samengesteld en bereid zoals 
beschreven door Haagsma (1973). 
Vervolgens werd één van de twee buizen 
20 minuten bij 70 °C verhit, waarna 
zowel de verhitte als de onverhitte buizen 
bij 30 °C werden géïncubeerd. In enkele 
gevallen werden duplomonsters ingezet, die 
bij 37 °C werden géïncubeerd. Na een 
incubatietijd van vijf dagen werd de cultuur-
vloeistof op de aanwezigheid van Cl.botu
linum toxinen onderzocht. Hiertoe werd de 
cultuurvloeistof 1 : 4 verdund met een 
0,05 M fosfaatbuffer, pH 6,5, waaraan per 
liter 1 gram gelatine, 1 mg streptomycine 
en 106 E penicilline was toegevoegd. 
Aan porties van 2 ml verdunde cultuur
vloeistof werd 0,1 ml antibotulinum serum 
Instituut Pasteur, Parijs) toegevoegd. 

Het type serum dat werd toegevoegd was 
afhankelijk van de in de cultuurvloeistof te 
verwachten toxinen. Van de aldus behan
delde en onbehandelde vloeistoffen werd 

0,5 ml intraperitoneaal ingespoten bij mui
zen met een gewicht van 18 - 20 g. 
De muizen werden vervolgens gedurende 
enkele dagen geobserveerd en gecontroleerd 
op sterfte onder voor botulisme specifieke 
verschijnselen. 

De aanwezigheid van Cl.botulinum sporen in 
watermonsters werd bepaald door porties 
van 3 1 te filtreren met behulp van 
membraanfilters (millipore filters met 
poriëndiameter 0,2 ^m). De filters werden 
vervolgens overgebracht in buizen met 30 ml 
leverbouillon. Daarna werden de buizen 
leverbouillon met filters 20 minuten bij 
70 °C verhit. Incubatie van de buizen en 
onderzoek op de aanwezigheid van botuli
num toxinen vond plaats zoals boven 
omschreven. 

4. Resultaten 

De resultaten over het voorkomen van 
Cl.botulinum in de onderzochte drinkwater
produktiebedrijven en in hun bijbehorende 
drinkwatergebieden zijn in de tabellen I, II 
en III weergegeven. Eveneens staan in deze 
tabellen de gegevens over het vóórkomen 
van Cl.botulinum in 1977 vermeld. 

Drinkwaterproduktiebedrijf Weesperkarspel 
(tabel I) 

Uit de resultaten blijkt dat, evenals in 1977, 
ook in 1978 Cl.botulinum frequent in het 
bodemslib van de Loenderveense plas aan
wezig was. In de meeste monsters werden 
meerdere typen aangetoond. Opmerkelijk is 
dat type E in 1977 niet gevonden werd, 
terwijl dit type in 1978 in 80 % van de 
monsters aanwezig was. 

Ook de snelfilters, met behulp waarvan het 
water uit de Loenderveense plas wordt ge
filtreerd, waren besmet met Cl.botulinum. 
Hier waren dezelfde typen aanwezig als in 
het bodemslib van de plas. 
Cl.botulinum kiemen konden niet meer 
worden aangetoond in het coagulatieslib, 

TABEL I - Voorkomen van Clostridium botulinum in het drinkwaterproduktiebedrijf Weesperkarspel. 

2. Drinkwaterwingebieden en de drink
waterproduktiebedrijven 

Onderzoekingen werden verricht in dezelfde 
drinkwaterwingebieden (Loenderveense plas, 
spaarbekkens Biesbosch en het infiltratie
gebied Leiduin) en dezelfde drinkwater
produktiebedrijven (Weesperkarspel, Kra
lingen en Leiduin) die ook in het vorige 
onderzoek betrokken waren (3). Voor een 
beschrijving van de door deze bedrijven 
toegepaste zuiveringstechniek moge worden 
verwezen naar Notermans en Van Noorle 
lansen (1978). 

onderzocht materiaal 

bodemslib 
Loenderveense plas 

zand snelfilters 
Loenderveen 

coagulatieslib 
zand snelfilters 
zand langzame randfilters 

n * 

10 

8 

2 
6 
6 

1977 

pos ** 

7 

5 

0 
0 
0 

type(n) 
en 
frequentie 

B 
C 

B 
C 

—. 
— 
— 

l x 
7 x 

1 X 

4 x 

n * 

20 

10 

4 
10 
12 

1978 

pos ** 

20 

7 

0 
0 
0 

type(n) 
en 
frequentie 

B 3 x 
C 17 x 
D 11 x 
E 16 x 
B l x 
C 2 x 
D 2 x 
E 4 x 
— 
— 
— 

* aantal onderzochte monsters 
** aantal monsters waarin Cl.botulinum voorkomt 
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TABEL II - Voorkomen van 

onderzocht materiaal 

spaarbekkens Biesbosch 
1. bodemslib plas 

Honderd Dertig 

2. bodemslib Petrusplaat 

bodemslib ontvangstbekken 
te Kralingen 
coagulatieslib 

zand dubbellaagfilters 

Clostridium 

n * 

15 

15 

6 

6 

6 

botulinum in 

1977 

pos ** 

10 

10 

4 

3 

0 

het drinkwaterproduktiebedrijf Kralingen. 

type(n) 
en 
frequentie 

B 
C 
E 
B 
C 

c 
E 
B 
E 
— 

l x 
9 x 
l x 
l x 
9 x 
2 x 
2 x 
2 x 
1 X 

n * 

15 

15 

10 

6 

18 

1978 

pos ** 

15 

15 

5 

2 

0 

type(n) 
en 
frequentie 

B 14 x 
D 1 x 
E 9 x 
B 14 x 
E 3 x 
B 3 x 
E 2 x 
B l x 
E 1 x 
— 

* aantal onderzochte monsters 
** aantal monsters waarin Cl.botulinum voorkomt 

TABEL III - Vookomen van Clostridium botulinum in het drinkwaterproduktiebedrijf te Leiduin. 

onderzocht materiaal 

duininfiltratiegebied 
1. slib transportkanalen 

2. slib verzamelkom 

zand snelfilters 

zand langzame zandfilters 
1. oppervlaktefilters 

2. op 5 cm diepte 
3. op 10 cm diepte 
4. op 20 cm diepte 
5. op 40 cm diepte 
6. op 80 cm diepte 
water na langzame zandfiltratie 
(porties van 3 1) 

n * 

45 

9 

8 

8 

10 
10 
10 
10 
10 
4 

1977 

pos ** 

12 

9 

8 

6 

2 
0 
0 
0 
0 
0 

type(n) 
en 
frequentie 

B 
C 
E 
B 
E 
E 
B 
E 

B 
C 
E 
B 
— 
— 
— 
•— 
— 

9x 
2 x 
1 x 
9 x 
l x 
1 X 
4x 
4 x 

4 x 
1 X 
1 X 
1 X 

n * 

40 

8 

10 

10 

10 
10 
10 
5 
5 

10 

1978 

pos ** 

8 

8 

3 

8 

5 
0 
1 
0 
0 
0 

type(n) 
en 
frequentie 

B 
E 

B 
E 

B 

B 

B 
— 
B 
— 
— 
— 

5x 
4 x 

7 x 
1 X 

3x 

8x 

5 x 

l x 

* aantal onderzochte monsters 
** aantal monsters waarin Cl.botulinum voorkomt 

de snelfilters en de langzame zandfilters 
van het produktiebedrijf te Weesperkarspel. 

Drinkwaterproduktiebedrijf Kralingen 
(tabel II) 

De besmetting van de spaarbekkens blijkt in 
1978 te zijn toegenomen. In 1977 waren 
20 van de 30 onderzochte monsters positief. 
In deze monsters domineerde Cl.botulinum 
type C. In 1978 waren alle onderzochte 
monsters positief en in ongeveer één derde 
van het aantal monsters waren twee typen 
aanwezig. In geen van deze monsters kon 
Cl.botulinum type C worden aangetoond. 

Het bodemslib van het ontvangbekken te 
Kralingen en het coagulatieslib waren 
eveneens, zij het in mindere mate, met 
Cl.botulinum besmet. Ook hier werd geen 
type C aangetoond. Na coagulatie en ozon-
behandeling kon Cl-botulinum niet meer 
worden aangetoond. 

Drinkwaterproduktiebedrijf Leiduin 
(tabel III) 

In het duinfiltratiegebied te Leiduin kwam 
Cl.botulinum minder frequent voor dan in 
de andere twee drinkwaterwingebieden. 
Evenals in 1977 domineerde Cl.botulinum 
type B. Dit type kwam eveneens voor in de 
monsters, afkomstig van de snelfilters en de 
naf ilters. Het voorkomen van Cl.botulinum 
op de langzame zandfilters was, op een uit
zondering na, beperkt tot de bovenste 
10 cm van het filterbed. In het water na de 
langzame zandfiltratie kon geen Cl.botu
linum worden aangetoond. 

5. Discussie 

In de waterwingebieden kwamen in 1977 
Cl.botulinum type C sporen het meest 
frequent voor. Dit werd gerelateerd aan de 
massale vogelstrefte veroorzaakt door dit 
type. In de afgelopen twee jaren werd deze 

sterfte niet waargenomen. Toch blijkt 
Cl.botulinum nog steeds frequent in de 
onderzochte waterwingebieden voor te 
komen. De bemesting betrof ditmaal echter 
meer Cl.botulinum type B en E dan type C. 

Het lag in de lijn van de verwachting dat 
type C in 1978 niet frequenter aangetroffen 
zou worden dan in 1977. Een reden voor 
het minder vaak treffen van type C is niet 
eenvoudig aan te geven. In het algemeen 
kan er namelijk van worden uitgegaan dat 
Clostridium sporen vrij lang onder natuur
lijke omstandigheden in leven kunnen 
blijven. Het zou echter kunnen dat type C 
sporen de faag verliezen die de genetische 
grondslag vormt voor toxineproduktie en 
dus herkenning (Eklund e.a., 1971). De 
reden voor de toename van de overige 
typen is vooralsnog niet te geven, aangezien 
niet bekend is waar deze kiemen zich zo 
massaal in de natuur zouden kunnen ver
meerderen. Het is echter niet uitgesloten 
dat deze typen ook al in voorgaande jaren 
in dezelfde mate aanwezig waren, doch dat 
ze toen door het massaal voorkomen van 
Cl. botulinum type C niet opgespoord 
konden worden. Immers, uit een ander 
onderzoek (Notermans e.a., 1979) is ge
bleken dat, wanneer Cl.botulinum type C 
in een monster domineert, uitgroei van 
overige typen in de gebruikte cultuurvloei-
stof wordt geremd. 

De kans dat Cl.botulinum in het uit opper
vlaktewater geproduceerd drinkwater aan
wezig is, blijkt uitermate klein te zijn, 
aangezien Cl.botulinum, evenals in 1977, 
slechts in materiaal behorende bij de eerste 
zuiveringsstappen kon worden aangetoond. 
Waarschijnlijk worden door ozonisatie en 
coagulatie van het water Clostridia sporen 
geïnactiveerd en/of verwijderd. Een uit
zondering vormde wederom het produktie
bedrijf te Leiduin, waar geen coagulatie en 
ook geen ozonbehandeling worden toege
past. In dit bedrijf waren de naf ilters (voor
laatste zuiveringsstap) met Cl.botulinum 
type B besmet. Het feit echter dat Cl.botu
linum zowel in 1977 als in 1978 alleen in 
de bovenste laag van de langzame zand
filters aanwezig waren, en dat geen Cl.botu
linum in het gefiltreerde water aangetoond 
kon worden, wijzen er op, dat deze kiemen 
niet door het filter heen dringen. 

Er kan dan ook worden geconcludeerd dat, 
ook al zijn de waterwingebieden in sterke 
mate met Cl.botulinum kiemen besmet, 
de kans bijzonder gering is dat deze 
kiemen in het drinkwater terecht komen. 
Aangezien het oppervlaktewater met voor 
de mens pathogène Cl.botulinum typen 
besmet is, zou onderzocht moeten worden 
onder welke 'natuurlijke' condities de 
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Het voorkomen van Clostridium botulinum 
in een drietal drinkwaterproduktiebedrijven 
en in hun waterwingebieden. 

kiemen toxinen kunnen produceren en of 
deze toxinen door de verschillende zuive
ringsprocessen worden geïnactiveerd en/ of 
verwijderd. 

6. Samenvatting 

Cl.botulinum kwam, evenals in 1977, zeer 
frequent in waterwingebieden voor. In 1977 
domineerde Cl.botulium type C. In de 
monsters die in 1978 onderzocht werden 
domineerde Cl.botulinum type E. Dit type 
werd in 36 % van de onderzochte monsters 
aangetroffen, type B, C en D in resp. 
30, 19 en 13 % van de onderzochte 
monsters. 
In de drinkwaterproduktiebedrijven was het 
voorkomen van Cl.botulinum evenals in 
1977 beperkt tot de eerste zuiveringsstappen. 
In één produktiebedrijf werd Cl.botulinum 
ook op de langzame zandfilters aangetrof
fen. Hun voorkomen was echter beperkt 
tot de bovenste laag van het filter. In het 
water, na deze langzame zandf iltratie, kon 
Cl.botulium niet worden aangetoond. 
Geconcludeerd kon worden dat de kans 
uitermate gering is dat Cl.botulinum kiemen 
die in het oppervlaktewater aanwezig zijn 
ook in het drinkwater voorkomen. 
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