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1 Aanleiding

1.1 Normoverschrijdingen van Aeromonas, bacterién van de coligroep en Legionella

In het Drinkwaterbesluit in Nederland zijn diverse microbiologische parameters opgenomen om de
microbiologische drinkwaterkwaliteit te borgen. Een deel van de microbiologische parameters zijn gerelateerd aan
fecale verontreiniging en een ander deel aan microbiéle groei in het drinkwatersysteem. Ten aanzien van de
parameters die de microbiéle groei in het drinkwatersysteem borgen, zijn de microbiologische parameters
Aeromonas en bacterién van de coligroep opgenomen in het Drinkwaterbesluit als bedrijfstechnische parameter.
Ze hebben geen directe gezondheidskundige achtergrond, maar worden gebruikt om de integriteit en werking van
de drinkwaterproductie en het distributienet te monitoren. Aeromonas wordt gebruikt als indicator voor nagroei in
het distributiesysteem. Bij aanwezigheid van nutriénten in drinkwater, die bacterién kunnen gebruiken voor groei,
kan Aeromonas toenemen in het distributiesysteem en de wettelijke norm voor drinkwater (<1000 kve/100 ml)
overschrijden. De bacterién van de coligroep zijn niet alleen aanwezig in de darm van mensen en dieren, maar ook
in het milieu en sommige fecale en milieusoorten kunnen zich vermeerderen in het drinkwatersysteem. De
wettelijke norm voor bacterién van de coligroep in drinkwater is 0 kve/100 ml.

Naast deze twee bedrijfstechnische microbiologische parameters, is ook Legionella als microbiologische parameter
opgenomen in het Drinkwaterbesluit. De parameter Legionella heeft indirect een gezondheidskundige achtergrond
omdat, naast minder gevaarlijke kweekbare Legionellasoorten zoals Legionella anisa, ook Legionella pneumophila
(de veroorzaker van de veteranenziekte) wordt bepaald. De wettelijke norm voor Legionella in het
Drinkwaterbesluit is <100 kve/I.

Uit het laatst gepubliceerde jaarlijkse ILT-rapport over de drinkwaterkwaliteit in Nederland volgt dat de wettelijke
parameter Legionella procentueel gezien het vaakst wordt overschreden van alle wettelijke parameters die worden
bepaald van het gedistribueerde drinkwater (5,1% in 2019), gevolgd door Aeromonas (1,5% in 2019).
Overschrijdingen van de norm voor bacterién van de coligroep zijn daarentegen relatief laag (0,06% in 2019).
Absoluut gezien wordt de norm voor Aeromonas het vaakst overschreden van alle wettelijke parameters (120 in
2019), gevolgd door Legionella (86 in 2019) en bacterién van de coligroep (35 in 2019). Uit deze resultaten blijkt dat
op basis van de door de overheid aangewezen indicatorparameters voor de microbiologische kwaliteit van het
drinkwater in het distributiesysteem, de mate van nagroei op enkele locaties in Nederland onvoldoende onder
controle is.

1.2 Condities voor groei Aeromonas, bacterién van de coligroep, Legionella en
biofilmvorming

Naast overschrijding van de wettelijke norm van de microbiologische parameters voor nagroei, is ook overmatige
biofilmvorming op buiswand of sediment, of een biofilm met negatieve bijeffecten in het distributiesysteem
onwenselijk. Biofilms spelen bijvoorbeeld een belangrijke rol bij nagroeiproblemen, zoals groei van
opportunistische ziekteverwekkers (L. pneumophila, Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus fumigatus) en
esthetische klachten (waterpissebedden, geur/smaak, bruinwater). Daarnaast zou de biofilm ook indirect een rol
kunnen spelen bij de overschrijdingen van bepaalde wettelijke parameters voor nagroei, omdat organismen zoals
Legionella zich vermeerderen in protozoa die op de biofilm grazen of omdat ze kunnen groeien op hogere
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organismen, zoals door Evides is aangetoond voor Aeromonas (1). Om de oorzaak van biofilmvorming en de
normoverschrijding van de wettelijke parameters aan te kunnen pakken is het belangrijk om te achterhalen welke
condities in het distributiesysteem verantwoordelijk zijn voor groei en biofilmvorming.

Voor Legionella (pneumophila) is bekend wat de minimale hoeveelheid biologisch afbreekbare stoffen (AOC; > 1 ug
C/1) moet zijn om groei plaats te kunnen laten vinden (2). Aeromonas en bacterién van de coligroep groeien ook
alleen bij voldoende nutriénten, waarbij er indicaties zijn dat hogere concentraties van afbreekbare stoffen nodig
zijn voor groei van deze twee bacteriegroepen dan voor Legionella. Voor alle drie de microbiologische parameters
is echter in meer of mindere mate onbekend op welke stoffen zij in het distributienet kunnen groeien.

Het doel van deze bureaustudie is daarom om te achterhalen wat voor kennis in de wetenschappelijke literatuur
aanwezig is over de invloed van nutriénten op biofilmgroei (op leidingwand en sediment) en groei van Aeromonas,
Legionella, bacterién van de coligroep in het drinkwatersysteem beinvloeden.
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2 Invloed van nutriénten op biofilmgroei

Biofilms spelen een belangrijke rol bij nagroeiproblemen, zoals groei van opportunistische ziekteverwekkers (L.
pneumophila, P. aeruginosa, A. fumigatus) en esthetische klachten (waterpissebedden, geur/smaak, bruinwater).
Daarnaast zou de biofilm ook indirect een rol kunnen spelen bij overschrijdingen van bepaalde wettelijke
parameters voor nagroei, omdat organismen zoals Legionella zich vermeerderen in protozoa die op de biofilm
grazen (zie hoofdstuk 4) of omdat ze groeien op (stoffen vrijgekomen uit) ongewervelde dieren, zoals is aangetoond
voor Aeromonas (zie hoofdstuk 5). Om de oorzaak van biofilmvorming en de normoverschrijding van de wettelijke
parameters aan te kunnen pakken is het belangrijk om te achterhalen welke condities in het distributiesysteem
verantwoordelijk zijn voor groei en biofilmvorming. Daarom is een bureaustudie uitgevoerd voor de parameters die
biofilmgroei (op de buiswand en sediment) in het distributienet veroorzaken. We hebben hierbij gekeken naar
studies in gechloreerd en niet gechloreerd drinkwater om een zo volledig mogelijk beeld te krijgen. Er is vooral
gekeken naar (groepen van) stoffen die biofilmgroei op leidingwand en sediment veroorzaken.

2.1 Ontwikkeling biofilm

Groei van biofilm in een drinkwaterdistributiesysteem is een complex fenomeen, bestaande uit een aantal
opeenvolgende fases (Figuur 1). Biofilmontwikkeling start over het algemeen met de formatie van een laagje
bestaande uit macromoleculen (zoals polysachariden, lipiden, eiwitten en humuszuren die uit het drinkwater
komen, uitgescheiden door micro-organismen of beide) op oppervlakten en achtereenvolgend initiéle bevestiging
en hechting van micro-organismen op het laagje (zie stap 1 in Figuur 1) (3). Dit wordt gevolgd door de vorming van
microkolonies en de ontwikkeling van EPS (extracellulaire polymere substantie) (zie stap 2 in Figuur 1). Wanneer de
biofilm volwassen is, kunnen stukken biofilm loslaten om ergens anders neer te strijken als microkolonie en zo
begint de cyclus opnieuw (zie stap 5 in Figuur 1) (3). Ook kunnen losliggende planktonische cellen uit de biofilm
losraken en weer opnieuw neerstrijken, wat ook leidt tot een nieuwe cyclus.

Figuur 1. Biofilm levenscyclus in drinkwaterdistributiesysteem (3)
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2.2 Nutriénten

Cellen van (micro-)organismen bestaan voornamelijk uit macromoleculen (polymeren van monomeren) en water.
De monomeren die cellen nodig hebben voor groei worden nutriénten genoemd. Verschillende organismen
hebben verschillende nutriénten nodig, vaak in specifieke vorm. Niet alle nutriénten zijn nodig in dezelfde
hoeveelheden. Nutriénten zoals koolstof, stikstof en fosfaat zijn essentieel voor microbiéle groei en over het
algemeen genomen hebben bacterién van deze drie nutriénten dezelfde hoeveelheid nodig (4). Naast deze drie
nutriénten, hebben bacterién dus ook andere nutriénten nodig, bijvoorbeeld ijzer, mangaan, calcium, natrium,
magnesium, koper, molybdeen, vitamines (5). Het verschilt echter per bacteriesoort hoeveel van deze zogenoemde
sporenelementen het organisme nodig heeft. Zo is bijvoorbeeld waargenomen dat ijzer een belangrijk nutriént is
voor groei van Legionella (zie hoofdstuk 4).

2.21 Koolstof

Koolstof is essentieel voor alle micro-organismen, voor het maken van nieuw celmateriaal (5). In het
drinkwaterdistributiesysteem wordt organisch koolstof dat door micro-organismen kan worden afgebroken
normaal gekarakteriseerd als AOC (assimilable organic carbon), voor biologisch stabiel water wordt een AOC-
concentratie aangehouden van < 10 pg/!l (6). De AOC-P17/NOX methode bepaald deze hoeveelheid gemakkelijk
afbreekbare organisch koolstof (AOC) in drinkwater. De P. fluorescens strain P17 stam is qua voeding een zeer
veelzijdige bacterie en is in staat gebruik te maken van een breed scala van verbindingen bij zeer lage
concentraties, en Spirillum sp. stam NOX is gespecialiseerd in het gebruik van carbonzuren (7). Naast de traditionele
AOC-P17/NOX methode is recent de AOC-A3 methode ontwikkelt die de hoeveelheid biopolymeren in water
bepaalt. De AOC-A3 methode maakt gebruik van Flavobacterium johnsoniae stam A3, die gespecialiseerd is in het
omzetten van polysachariden en eiwitten (8-10).

Toevoeging van acetaat, een carbonzuur die gemakkelijke afbreekbaar is, aan het drinkwater van productielocatie
Tull en 't Waal (1 pg C/L) laat zien dat de biofilmvorming sneller verliep en tot meer biofilm leidde dan bij
drinkwater zonder toegevoegd acetaat (11). Deze waarneming is bevestigd in een latere studie (12). Sack et al. (12)
heeft tevens gekeken naar de invloed van verschillende specifieke stoffen op biofilmgroei, door deze stoffen toe te
voegen aan het drinkwater van productielocatie Tull en 't Waal en daarmee biofilmmonitoren te voeden. Uit deze
studie volgde dat verschillende stofgroepen (carbonzuren, sachariden, polysachariden en eiwitten) biofilmvorming
bevorderden en dat iedere stofgroep leidde tot een eigen specifieke soortensamenstelling in de biofilm. Meer
specifiek werden acetaat als carbonzuur, maltose als sacharide, laminarine en amylopectine als polysachariden en
gelatine en caseine als eiwitten gedoseerd in de experimenten. Acetaat, maltose, laminarine, gelatine en caseine
werden door bacterién in de biofilm omgezet en leidde dus tot biofilmgroei. Amylopectine werd door bacterién in
de biofilm gebruikt tijdens de stationaire [steady-state] fase alleen wanneer ook tegelijkertijd maltose werd
toegevoegd, zonder maltosedosering leidde amylopectine niet tot biofilmgroei. Deze laatste waarneming laat zien
dat de invloed van nutriénten op biofilmgroei complex kan zijn en dus niet alleen afhankelijk is van welk specifiek
nutriént aanwezig is, maar ook wat de gehele nutriéntensamenstelling in het water is. Naast de studie van Sack et
al. (12) zijn er niet veel andere studies gevonden waarin de invloed van organische stoffen op biofilmvorming in
drinkwatersystemen is onderzocht.

In andere ecosystemen (oppervlaktewater en bodems) is ook de invloed van andere stofgroepen op groei van
micro-organismen onderzocht. Over het algemeen is daarbij gevonden dat onverzadigde alifatische verbindingen,
zoals makkelijk afbreekbare koolhydraten, laag-molecuulgewicht eiwitten en organische zuren, meer beschikbaar
zijn voor microbiéle degradatie dan de meer hydrofobe aromatische verbindingen (aromatische carbonzuren,
fenolische stoffen en humuszuren) (3, 13-17). Het is aannemelijk dat dit ook geldt voor drinkwater.



Pagina
8/32

2.2.2 Stikstof en fosfaat

Stikstof is een andere belangrijke nutriént en is aanwezig in eiwitten, aminozuren en andere celbestanddelen. Het
merendeel van de beschikbare stikstof voor micro-organismen in het milieu is aanwezig in een anorganische vorm:
ammonium of nitraat. De meeste bacterién zijn in staat om nitraat als enige stikstofbron te gebruiken, maar
sommige bacterién (bijvoorbeeld Aeromonas) gebruiken bij voorkeur ammonium (5, 18).

Fosfaat is ook een essentieel nutriént in alle micro-organismen en is bijvoorbeeld nodig voor de synthese van
aminozuren, fosfolipiden (onderdeel van het membraan van cellen), DNA, RNA en ATP (4, 5).

Over de invloed van verschillende organische en anorganische stikstof- en fosfaatverbindingen op biofilmgroei in
drinkwatersysteem zijn geen gepubliceerde studies gevonden.

223 Sporenelementen

Ook beinvloeden bepaalde sporenelementen zoals ijzer, mangaan en/of koper de biofilmontwikkeling in het
drinkwaterdistributiesysteem (18, 19). lJzer speelt een belangrijke rol in de celademhaling (5). Bij de bereiding van
drinkwater uit zuurstofloos grondwater wordt gereduceerd ijzer (Fe?*) door beluchting omgezet in Fe-hydroxide.
Fe3*-zouten worden onder vorming van Fe-hydroxide gebruikt voor het coagulatieproces bij de bereiding van
drinkwater uit oppervlaktewater (20). In het distributiesysteem kan Fe-hydroxide worden gevormd bij de corrosie
van gietijzeren leidingen. Fe-hydroxide is aanwezig in alle drinkwatertypen, maar in uiteenlopende concentraties (>
0,01 mg Fe/L). De oplosbaarheid van Fe-hydroxide in water met een pH van ca. 8 is echter zeer gering (<< 1 ug
Fe/L). Het colloidaal opgeloste positief geladen Fe-hydroxide adsorbeert op de buiswand, associeert met negatief
geladen NOM en biomassa, en vormt vlokjes die bezinken. Door deze eigenschappen speelt Fe-hydroxide in het
drinkwater bij distributie een geheel andere rol dan Ca-, Mg- en Al-verbindingen, die beter oplosbaar zijn (20).

Onderzoek met CBM’s heeft aangetoond dat de aanwezigheid van Fe-hydroxide de accumulatie van biomassa in de
biofilm versterkt, waarschijnlijk omdat positief geladen ijzer bindt aan de negatief geladen biofilm en vervolgens
moeilijk afbreekbare organische verbindingen (die ook negatief geladen zijn) aan de biofilm bindt. De in de biofilm
gebonden moeilijk afbreekbaar organische verbindingen vormen vervolgens een extra nutriént voor biofilmgroei.
Aannemelijk is daarom dat verlaging van de Fe-concentratie in het drinkwater zal bijdragen aan een beperking van
biofilmvorming in het distributiesysteem (20).

Volgens Slaats et al. (2004), is de opstapeling van ijzer en mangaan in distributiesystemen één van de belangrijkste
oorzaken van verkleurd water (21). Onderzoek van Ginige et al. (19) heeft laten zien dat biofilm de neerslag van
ijzer en mangaan op de wand van het leidingmateriaal vergemakkelijkt en dat een verhoging van de
biofilmhoeveelheid wordt geassocieerd met een verhoging in de ijzer- en mangaanaccumulatie, in zowel het lab als
in de praktijk. Dit is recent ook vastgesteld in Nederland voor drinkwater bereid uit grondwater en waaraan een
lage concentratie mangaan is gedoseerd (22).

De invloed van andere sporenelementen op biofilmgroei in het drinkwaterdistributiesysteem is voor zover bekend
(nog) niet onderzocht.

2.3 Leidingmaterialen

Naast stoffen die in water aanwezig zijn en biofilmgroei veroorzaken kunnen materialen ook een rol spelen bij
biofilmgroei. De mate waarin groeibevorderende stoffen in materialen biofilmvorming veroorzaken wordt bepaald
met de biomassaproductiepotentie (BPP)-test voor materialen. In de BPP-test wordt onder andere onderzocht
hoeveel biofilm op materiaal wordt gevormd gedurende 16 weken incubatie onder semi-stagnante condities in
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drinkwater. Van de resultaten van de BPP-test op materialen is bekend dat er verschillen zijn tussen de BPP van
verschillende materialen (Tabel 1) (23, 24).

Bepaalde plastic en rubber materialen bevorderen biofilmgroei door de afgifte van biologisch afbreekbare stoffen
zoals monomeren van het plastic of toevoegingen/additieven aan het plastic zoals weekmakers, antioxidanten (25).
De concentratie afbreekbare stoffen zijn het hoogst in PVC-P, dan volgt PE en dan PVC-U (Tabel 1) (23, 24). Het is
niet bekend op welke specifieke stoffen uit het plastic materiaal de bacterién van de biofilm precies op groeien.
Dergelijke informatie zou meer duidelijkheid geven over de precieze oorzaak van biofilmgroei door materialen en
biedt mogelijkheden om (leiding)materialen te verbeteren. In een Deense studie is getracht deze specifieke stoffen
te identificeren en in die studie zijn specifieke bestanddelen bestudeerd die uit PEX-materialen migreren door te
achterhalen of die bestanddelen worden afgebroken in het drinkwater (26). Er konden negen specifieke stoffen
worden geidentificeerd die migreren van PE en PEX naar drinkwater. Slechts één van deze negen stoffen (4-
ethylfenol) wordt echter significant afgebroken door micro-organismen in water gedurende het onderzochte
tijdsbestek (2-4 weken), de overige acht stoffen werden nauwelijks afgebroken (26).

Tabel 1. De BPP-waarden van verschillende materialen getest met de BPP-test voor materialen bij KWR van 2006-2017.
Materiaal n Gemiddelde £ SD

(pg ATP/cm?)
Glas 11 76 £29
Koper 4 254 + 129
PVC-U/C 6 160 + 104
PE-100 17 779 £ 327
PE-Xc 1 357 +£136
PVC-P 11 19,865 * 8,909

Naast de plastic en rubberen materialen kan ook leidingmateriaal van koper een invloed hebben op de biofilmgroei
in een drinkwaterdistributiesysteem. Koper kan namelijk toxisch zijn voor micro-organismen (27), en studies die
onderzocht hebben wat het effect is van koper op microbiéle groei hebben aangetoond dat koperen materialen
biofilmgroei kan onderdrukken (28, 29). Yu et al. (28) heeft dit gedaan door kopermateriaal in aanwezigheid van
verschillende watertypes op labschaal te onderzoeken en het biofilmvormingspotentiaal te bepalen. Morvay et al.
heeft de biofilm bepaald op koper in een systeem die de drinkwaterinstallatie van een gebouw simuleert (29). In de
BPP-test voor materialen is ook koper onderzocht (Tabel 1) (23, 24), waaruit bleek dat biofilmvorming hoger lag dan
met een inert materiaal, maar lager dan plastic en rubber materialen zoals PE/PEX en PVC-P. De verhoogde
biofilmvorming kan worden veroorzaakt doordat koper positief geladen is en organisch stof bindt, dat als extra
nutriénten voor micro-organismen in de biofilm zou kunnen dienen. Tot slot is gesuggereerd dat het toxische effect
van koperen leidingmateriaal tijdelijk is, omdat na verloop van tijd een oxidatielaag van koper ontstaat, waardoor
bacterién niet/minder in contact komen met de vrije koperionen (23).

2.4 Rol van biologische stabiliteit

Naast stoffen die biofilmgroei veroorzaken zijn er ook nog andere factoren die van invloed zijn op biofilmgroei,
Zoals de biologische stabiliteit van het drinkwater (30). In 2017 is in samenspraak met de Nederlandse
drinkwaterbedrijven een gezamenlijke definitie van biologische stabiliteit vastgesteld: ‘Biologische stabiliteit
beschrijft een drinkwatersysteem dat tot een zo min mogelijke biologische verandering leidt, zodat
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gezondheidsrisico’s en/of consumentenklachten, gerelateerd aan groei van (micro-)organismen, niet kunnen
optreden.’

Een aantal methodes worden gebruikt om de biologische stabiliteit van drinkwater te bepalen. Oorspronkelijk
waren het de volgende methoden: 1. Bepalen van de concentratie van gemakkelijke afbreekbaar organisch koolstof
(AOC); en 2. De bepaling van de biofilmvormingssnelheid (BVS) met een biofilmmonitor. AOC-concentraties in het
Nederlandse drinkwater variéren van < 1 ug C/I voor bepaalde drinkwatertypen bereid uit grondwater tot waardes
van ~50 ug C/I voor drinkwatertypen geproduceerd door zuiveringen waar ozonatie gevolgd door actieve-
koolfiltratie wordt gebruikt (6, 7, 31). BVS-waardes variéren van <1 pg ATP cm™ d* (voor drinkwater bereid uit
sommige oxische grondwatertypen) tot 30 pg ATP cm2 d! (drinkwater bereid uit sommige anoxische
grondwatertypen) (6, 7, 31). Met de biofilmmonitor kan naast de BVS ook de biofilmvormingspotentie (BVP)
worden bepaald (10). De BVP (pg ATP/cm?) van water wordt gedefinieerd als de het 90-percentiel bepaald van de
biofilmconcentraties gedurende de testperiode van ongeveer 150 dagen (10).

Uit onderzoek blijkt dat een significante correlatie wordt waargenomen tussen het AOC-gehalte en de BVP van het
drinkwater (Figuur 2) (32). Op basis van de relatie tussen AOC en BVP kan worden geconcludeerd dat AOC in
drinkwater een belangrijk nutriént is voor biofilmvorming in het distributiesysteem. Het AOC-gehalte en
samenstelling van het AOC-gehalte worden beinvioed door de herkomst van het drinkwater (aard ruw water, type
water behandeling en verblijftijd in het distributiesysteem) (32). De specifieke samenstelling van het AOC is echter
moeilijk vast te stellen met de beschikbare methoden, omdat de concentraties van afzonderlijke organische stoffen
in drinkwater zeer laag (ug C/I niveau) zijn. De bronnen van drinkwater in Nederland zijn wel onder te verdelen in
vijf categorieén met bijbehorende AOC- en BVS-waardes: oxisch grondwater (AOC < 3 pg C/I, BVS < 3 pg ATP cm™ d
1), anoxisch grondwater (AOC < 5-7 ug C/I, BVS < 20 pg ATP cm™ d1), oevergrondwater (AOC < 10 ug C/I, BVS < 20
pg ATP cm? d?), oppervlaktewater na duinfiltratie (AOC < 5 ug C/I, BVS < 10 pg ATP cm™ d™) en oppervlaktewater
na reservoir (AOC < 20 ug C/I, BVS < 20 pg ATP cm2 d?) (7).

Uit de relatie tussen AOC en BVP blijkt tevens dat een bepaald AOC-gehalte op PVC-C ongeveer twee keer meer
biofilmvorming geeft dan op glas (Figuur 2). Dit resultaat laat wederom zien dat afbreekbare stoffen in plastic
materialen ook tot biofilmgroei leidt.

Figuur 2. Relatie tussen biofilmconcentraties op glas (open symbool) en PVC-C (gesloten symbool) in een biofilmmonitor en de AOC-
concentratie. Error bars geven SD aan. Figuur afkomstig uit (33).
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2.5 Sediment

Micro-organismen in het drinkwatersysteem zijn aanwezig in het drinkwater en in de biofilm op de leidingwand,
maar ook op sedimentdeeltjes. De studie van Liu et al. (34) heeft laten zien dat de bacterién in het drinkwater
(inclusief opgeloste deeltjes) minder dan 2% bijdragen aan het totaal aantal bacterién in het distributiesysteem. De
bacterién die zijn geassocieerd met biofilm op de leidingwand maken ongeveer 10 tot 40% van het totaal aantal
bacterién uit en de bacterién geassocieerd met losse deeltjes maken ongeveer 50 tot 90% uit. Ook de studie van
van der Wielen & Lut (35) heeft laten dat de meeste actieve biomassa voorkomt in de biofilm op de wand en de
kleinste sediment fractie (<10 um). Dit betekent dus dat sedimentdeeltjes ook een belangrijke niche zijn voor
micro-organismen in het drinkwaterdistributiesysteem.

In onderzoek van Prest et al. (36) werd de invloed van de verblijftijd en hydraulica van drinkwater op verandering in
waterkwaliteit onderzocht. Zij vonden dat het aantal deeltjes toenam met de afstand van de zuivering, evenals de
grootte van de deeltjes. In de literatuur worden ook oorzaken besproken die een bron zijn voor sedimentvorming;
zoals precipitatie van opgeloste componenten, resuspensie van eerder neergeslagen sediment, microbiéle groei
van de biofilm, corrosie van leidingmateriaal (37, 38). Andere oorzaken voor de vorming van sediment of neerslag
van deeltjes zijn: onvolledige verwijdering van deeltjes uit het ruw water (39, 40), of het loslaten van fijne
materialen uit filters in de zuivering (41-43), post coagulatie-flocculatie in het distributiesysteem (44, 45) en
precipitatie van metaaloxides (46) of calciumcarbonaat (47).

In de literatuur zijn geen verdere studies aangetroffen waarin is beschreven welke stoffen of groepen van stoffen
groei van biofilm op sediment veroorzaken. De hierboven genoemde mechanismen die tot deeltjesvorming in
drinkwater kan leiden, hebben echter waarschijnlijk allemaal een andere invloed op de nutriéntenconcentratie en -
samenstelling in de deeltjes/sediment. Het is dus te verwachten dat het achterhalen van de oorzaak van nutriénten
in sediment een complex fenomeen is.

2.6 Conclusie

Uit de bureaustudie naar de invloed van nutriénten op de biofilmgroei volgt dat er niet veel bekend is over de
invloed van verschillende organische en anorganische stikstof- en fosfaatverbindingen; de invloed van
sporenelementen; welke specifieke stoffen uit plastic materiaal invloed hebben op biofilm groei. Wel is de invloed
van toevoeging van het nutriént acetaat onderzocht en dit liet zien dat de biofimvorming sneller verliep en tot
meer biofilm leidde. Naast stoffen die biofilmgroei veroorzaken (nutriénten, sporenelementen stoffen uit
leidingmaterialen) zijn er ook nog andere factoren die van invloed zijn op biofilmgroei, zoals de biologische
stabiliteit van het drinkwater.

Ook zijn er in de literatuur geen studies aangetroffen waarin is beschreven welke stoffen of groepen van stoffen
groei van biofilm of sediment veroorzaken.
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3 Invloed van nutriénten op groei van bacterién
van de coligroep in drinkwatermilieus

3.1 Soorten bacterién van de coligroep in Nederlands en Vlaams drinkwater

Binnen de Contactgroep Biologie (COBIO) is een lijst opgesteld met soorten van bacterién van de coligroep die in
2019 en 2020 in drinkwatermonsters zijn aangetroffen. Hierbij gaat het om soorten van bacterién van de coligroep
die in reguliere watermonsters (normale monitoringsprogramma, normale bedrijfsvoering) zijn aangetroffen en
soorten die zijn aangetroffen bij verstoringen (werkzaamheden, ingrepen, calamiteiten, nieuwe leiding, etc.). De
gegevens zijn afkomstig van De Watergroep, Water-link, Pidpa, PWN, WbG, WMD, Vitens en Oasen en zijn
verzameld door HWL. Binnen de hier gerapporteerde bureaustudie zijn op basis van deze lijst de tien procent
vaakst aangetroffen soorten van de bacterién van de coligroep gekozen voor verder onderzoek naar welke
nutriénten deze soorten gebruiken Tabel 2). Vijftien verschillende soorten van bacterién van de coligroep (zie Tabel
2) behoorden tot deze tien procent vaakst aangetroffen soorten. Voor deze vijftien soorten is dus gezocht in de
literatuur naar informatie over groei van deze soorten in drinkwater en nutriénten waarop deze bacteriesoorten

groeien.

Tabel 2. Bacteriesoorten van bacterién van de coligroep die het vaakst in watermonsters zijn aangetroffen. Gegeven zijn de 10% meest
aangetroffen soorten tijdens reguliere monstername of tijdens monstername na een verstoring.

Regulier Verstoring

Buttiauxella agrestis X

Citrobacter gillenii X X
Citrobacter freundii X X
Enterobacter spp X

Enterobacter cloacae X
Hafnia alvei X X
Klebsiella oxytoca X X
Leclercia adecarboxylata X X
Lelliottia amnigena X X
Raoultella ornithinolytica X
Serratia spp X

Serratia ficaria X
Serratia fonticola X X
Serratia liquefaciens X

Serratia marcescens X
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3.2 Nutriéntengebruik door de vaakst voorkomende soorten van bacterién van de
coligroep

In het algemeen geldt dat de aantallen bacterién van de coligroep in (gechloreerd) drinkwater stijgen als het AOC-
gehalte toeneemt. Aanbevolen is daarom om het AOC-gehalte onder 50 pg/l te houden (48), een waarde die in
Nederland nagenoeg altijd wordt gehaald. Andere studies in drinkwater met vrij chloor of monochloramine geven
hetzelfde beeld, waarbij er meer positieve monsters voor en hogere aantallen van bacterién van de coligroep
worden aangetroffen bij AOC-gehaltes boven 100 pg/liter (49). Daarnaast leidt het zo veel mogelijk vermijden van
gietijzeren leidingen of gebruik van een fosfaatgebaseerde corrosieremmer ook tot lagere aantallen bacterién van
de coligroep.

Een algemene informatiebron over nutriénten waar specifieke bacteriesoorten op kunnen groeien, is Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology (50). Van elf van de 15 soorten uit Tabel 2 is informatie over
nutriéntenomzetting gevonden in Bergey’s Manual en deze is verzameld en samengevat in Tabel 3. Over het
algemeen is de groei op de geteste nutriénten vergelijkbaar tussen deze elf verschillende bacteriesoorten, waarbij
is aangetoond dat bepaalde koolhydraten, aminozuren en suikeralcoholen door deze bacteriesoorten kunnen
worden omgezet. Als in Tabel 3 staat aangegeven dat een bacteriesoort op een bepaald nutriént kan groeien,
betekent dit echter niet dat dit ook in drinkwater gebeurt. In het drinkwatermilieu spelen veel factoren een rol
(bijvoorbeeld competitie met andere bacterién, temperatuur, lage nutriéntconcentraties), waardoor het ook
mogelijk is dat de bacteriesoort in een drinkwaterdistributienet niet of niet optimaal op deze nutriént kan groeien.
De overige vier soorten (B. agrestis, L. adecarboxylata, R. ornithinolytica, H. alvei) staan niet beschreven in Bergey’s
Manual en hier is verder geen informatie over gevonden.

Tabel 3. Groei van elf verschillende soorten bacterién van de coligroep die het vaakst zijn aangetroffen in Nederlands drinkwater op
verschillende nutriénten. Informatie is afkomstig uit (50). Tenzij anders aangegeven is het resultaat afkomstig van groei-experimenten bij 36°C
gedurende 48 uur. Van elke bacteriesoort zijn meerdere stammen getest, dit wordt weergegeven met het resultaat.
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5-Ketogluconate + -

Adonitol -

Arginine dihydrolase - +- ++ -- -- - - +- - - - -

Ascorbate (7 dagen) --

Benzoate -

Citrate ++ ++ ++ -- ++ -- +- ++ ++ ++ ++ ++

Deoxyribonuclease, 25°C -- - - - - - - - ++ + - -+

D-Glucose, gas productie ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - + + +-

D-Lyxose - -

D-Malate ++

D-Sorbose ++ -

Gentisate -

Gluconate ++ ++

KCN, groei + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +- ++ +- ++

Lactose, zuur ++ ++

L-Fucose ++ -
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Tartraat +- ++ +- +- ++ + -- -- - + +- +
Zuur productie:
a-Methyl-D-glucoside - - + - ++ - +- ++ - -- ++ -
B-gentibiose ++
Cellobiose ++ +- ++ - ++ ++ ++ ++ ++ - - -
D-Adonitol - - - - ++ ++ - - - -- ++ +-
D-Glucose ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
D-melezitose +-
D-Mannitol ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
D-Mannose ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
D-Sorbitol -- ++ ++ -- ++ - -- ++ ++ ++ ++ ++
Dulcitol - +- - - +- + - - -- -- ++ --
D-Xylose ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + --
Glycerol +- ++ +- ++ ++ -- -- -- - ++ + ++
Lactose ++ +- ++ -- ++ ++ +- +- - - ++ -
L-Arabinose ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ -
L-Rhamnose ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +- - + --
Maltose ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Melibiose ++ +- ++ -- ++ ++ ++ ++ +- + ++ -
Mucate ++ ++ + -- ++ +- +- ++ - - - --
myo-Inositol - - - - ++ - - - +- +- +- +
Raffinose ++ +- ++ - ++ +- ++ -- +- + ++ --
Sallicin ++ - + - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Sucrose - +- ++ -- ++ +- ++ -- ++ ++ - ++
Trehalose ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Gebruik koolstofbron:
4-Aminobutyrate +- --
5-Aminovalerate - -
Acetaat -- + + - ++ - - - +- +- - +-
Arginine - -
Capraat -- -
Capronzuur -- --
Caprylzuur/Octaanzuur - -
D-Dulcitol/D-Galactitol - ++
Gentisate ++
L-Fucose = -
Malonzuur +- - + +- ++ ++ ++ ++ - -- + -
m-Hydroxybenzoate ++
Pelargoonzuur/Nonaanzuur - -
Tagatose - ++
Tyrosine - a

--: 0— 10% positief, -: 11-25% positief, +-: 26-75% positief, +: 76-89% positief, ++: 90-100% positief, blanco: geen informatie beschikbaar in (3).

Naast de gegevens uit Bergey’s Manual is in enkele andere studies ook onderzocht wat de invloed van nutriénten
was op groei van bepaalde soorten bacterién van de coligroep in een aquatisch milieu. Hieronder worden de
belangrijkste uitkomsten van die studies per soort/genus besproken.
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3.3 Enterobacter cloacae

In een Duitse studie zijn groei-experimenten uitgevoerd in (ongechloreerd) drinkwater, synthetisch water
(drinkwater gefiltreerd door een 0,2 um filter met daaraan anorganische nutriénten, acetaat en een natuurlijke
microbiéle flora gedoseerd) en spuiwater (51). Aan deze watertypen is vervolgens onder andere E. cloacae
toegevoegd. Bij 22°C kon E. cloacae groeien in drinkwater en synthetisch water, maar alleen in afwezigheid van
andere (autochtone) micro-organismen. E. cloacae verloor dus de competitie om nutriénten van de natuurlijke
bacteriepopulatie in drinkwater. Hetzelfde beeld is zichtbaar bij groeiproeven in spuiwater (inclusief meegekomen
sedimentdeeltjes): in aanwezigheid van de natuurlijke bacteriepopulatie trad geen groei van E. cloacae op, na
afdoding van de natuurlijke bacteriepopulatie was wel groei mogelijk tot ongeveer 1x107-108 kve/100 ml. Dezelfde
resultaten werden ook gevonden voor andere bacterién van de coligroep (waaronder C. freundii) en daarom werd
geconcludeerd dat bacterién van de coligroep niet in staat zijn te competeren om nutriénten in het drinkwater.
Verder werd waargenomen dat een hogere acetaatconcentratie in het synthetische water de groei van E. cloacae
verhoogde tot 107 kve/liter, maar deze aantallen werden ook bereikt in drinkwater zonder acetaatdosering. In de
studie is ook gekeken naar groei van E. cloacae in een natuurlijke drinkwaterbiofilm (met continue doorstroming).
E. cloacae werd in de biofilm aangetroffen wanneer de bacterién ook aan het water werden gedoseerd. Na het
stoppen van dosering van E. cloacae werden ze ook niet langer in de biofilm gedetecteerd.

In een andere studie werd waargenomen dat E. cloacae kan groeien in gedestilleerd water met 0,1 — 1,0 mg/I
gistextract (groeisnelheid E. cloacae: 0,08 — 0,30 hl). De hoogste groeisnelheid en celaantallen werden bereikt met
1,0 mg/ gist extract (52).

3.4 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae staat niet in de top 10% van de meest voorkomende soorten bacterién van de coligroep,
maar staat wel in de COBIO-lijst. Omdat met deze bacterie wel enkele relevante experimenten in drinkwatermilieus
zijn uitgevoerd wordt K. pneumoniae hier toch kort besproken.

Groeiexperimenten zijn uitgevoerd in filtraat van langzame zandfilters waaraan verschillende koolstofbronnen zijn
gedoseerd ((53) en reviewed in (54)). Hieruit bleek dat K. pneumoniae, bij 15°C, alleen groeit op een mengsel van
18 koolhydraten of een mengsel van 18 aminozuren (1 pg-C/l per stof, in totaal 18 ug-C/l). Op individuele
koolhydraten of aminozuren trad bij deze concentratie en omstandigheden geen groei op, net als op een mengsel
van carbonzuren of aromatische zuren. Dosering van 25 pg-C/l van 23 individuele koolhydraten of aminozuren aan
gepasteuriseerd filtraat laat wel groei zien (groeisnelheid: 0,04 — 0,145 h).

3.5 Lelliottia amnigena

Tijdens de isolatie en karakterisering van L. amnigena uit drinkwater in Duitsland is van meerdere stammen met
biochemische testen bepaald welke nutriénten ze wel en niet om kunnen zetten (stammen 1-6 in). Voor een groot
deel komt het nutriéntverbruik van de verschillende stammen van L. amnigena overeen, er zijn alleen enkele
verschillen in het gebruik van lactose, salicine, maltitol, cis-aconitaat, L-fenylalanine, fenylacetaat, L-glutamaat-y-3-
carboxy-pNA, leucine arylamidase en fenylacetaatzuur (55). Deze testen zijn echter, net als in Bergey’s Manual, niet
uitgevoerd in een drinkwatermilieu. Daarnaast zijn sommige testen uitgevoerd om te achterhalen of fermentatie
(anaerobe afbraak) van bepaalde verbindingen optreedt (wanneer wordt aangegeven dat is onderzocht of
zuurvorming optreedt).
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Tabel 4. Resultaten van fysiologische en biochemische testen op L. amingena (stammen 1-6) en L. nimipressuralis (stam 7) stammen. Tabel
afkomstig uit Kimpfer, et al., 2018, (55).

3.6 Citrobacter freundii

De waarnemingen die voor E. cloacae werden gedaan met drinkwater in de Duitse studie (zie hoofdstuk 3.3 en
referentie (51)), werden ook gedaan voor C. freundii. Dus ook C. freundii lijkt zich niet in drinkwater te kunnen
vermeerderen wanneer een autochtone microflora aanwezig is. Daarnaast hebben andere studies laten zien dat C.
freundii nitraat tot nitriet kan afbreken (onder anoxische condities in de bodem) (56) en dat het organisme glycerol
kan omzetten (57), zoals ook is weergegeven in Bergey’s Manual (zie Tabel 3). Deze laatste studie liet ook zien dat
C. freundii niet in staat was om gelatine, zetmeel of lipiden af te breken.

3.7 Serratia ficaria, Serratia liquefaciens, Serratia fonticola en Serratia marcescens

Een studie heeft laten zien S. marcescens kan groeien onder aerobe condities in gedemineraliseerd water waaraan
plastic is toegevoegd (maar zonder andere toevoegingen) maar waarin geen autochtone microflora aanwezig was
(58). Tijdens de isolatie en karakterisering van meerdere Serratia-soorten uit drinkwater is met biochemische
testen bepaald welke nutriénten de geisoleerde Serratia-soorten wel en niet om kunnen zetten (Tabel 5). Voor
deze bureaustudie gaat het alleen om de soorten S. fonticola (stam 2), S. ficaria (stam 3), S. liquefaciens (stam 5) en
S. marcescens (stam 6). Voor een deel komt het nutriéntverbruik van de verschillende soorten overeen, er zijn wel
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verschillen in het gebruik van L-ornithine, pyruvaat, inositol, L-rhamnose, sucrose, arbutine, cellobiose, D-galactose
en D-xylose (Tabel 5 en (59)). Deze testen zijn echter, net als in Bergey’s Manual, niet uitgevoerd in een
drinkwatermilieu.

Tabel 5. Resultaten van fysiologische en biochemische testen op verschillende Serratia-stammen. Tabel afkomstig uit Kimpfer, et al., 2016 (10).

3.8 Conclusies

Uit de bureaustudie naar de invloed van nutriénten op de groei van bacterién van de coligroep in drinkwatermilieus
volgt dat een (bepaald deel van) deze bacterién in potentie een grote variéteit aan verschillende stoffen
(koolhydraten, aminozuren, vetzuren) kan afbreken, maar dat slechts zeer beperkt onderzoek is gedaan naar
vermeerdering in het drinkwaterecosysteem. De weinige gegevens die beschikbaar zijn over vermeerdering in het
drinkwatermilieu laten zien dat onder normale condities vermeerdering in het drinkwater, spuiwater (sediment) of
biofilm op de wand waarschijnlijk niet optreedt, omdat ze niet kunnen concurreren met de autochtone microflora
(samengevat in Tabel 6, paragraaf 5.6). Het is daarbij echter belangrijk om op te merken dat dit niet is bepaald voor
alle 15 soorten van de bacterién van de coligroep die het vaakst worden aangetroffen in het Nederlandse en
Vlaamse drinkwater. Doordat soorten van de bacterién van de coligroep wel in lage aantallen worden aangetroffen
in het drinkwater, zou groei misschien wel kunnen optreden bij verstoringen in het drinkwatermilieu.
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4 Invloed van nutriénten op groei van Legionella
in drinkwatermilieus

Er zijn meer dan 60 verschillende Legionella-soorten beschreven in literatuur, waarvan ongeveer 70 verschillende
serotypen. In drinkwater komen meerdere Legionellasoorten voor (review in (60)). Aangezien L. anisa bij lagere
temperaturen in drinkwatersystemen kan groeien dan L. pneumophila (61-63), wordt in drinkwater meestal L. anisa
aangetroffen en in mindere mate de gevaarlijkere soort L. pneumophila (64). Onder de juiste omstandigheden kan
ongeveer de helft van deze soorten een Legionellapneumonie (ook wel veteranenziekte genoemd) veroorzaken. De
meeste ziektegevallen worden echter veroorzaakt door L. pneumophila (reviewed in (65)) en daarom is het
grootste deel van het wetenschappelijke Legionellaonderzoek op deze soort gericht. Vanwege dit gebrek aan
beschikbare informatie over andere Legionellasoorten wordt in onderstaande beknopte bureaustudie naar
nutriénten die Legionella voor groei kan gebruiken vooral L. pneumophila beschreven en niet of nauwelijks andere
Legionellasoorten.

Nutriénten voor groei van Legionella in het drinkwatermilieu kunnen van verschillende bronnen afkomstig zijn,
bijvoorbeeld uit het ruw water of sediment, of stoffen kunnen beschikbaar komen uit het leidingmateriaal.
Daarnaast is gebleken dat het risico op aantreffen van Legionella hoger is bij hogere temperaturen en stilstaand
water. Bij stilstaand water in de binnenhuisinstallatie of distributienet stijgt de concentratie stoffen die uit de
leiding in het water lekt en is de kans groot dat de temperatuur stijgt. Daarnaast krijgen bacterién meer tijd om de
nutriénten die in drinkwater aanwezig zijn af te breken, dan wanneer het water met deze nutriénten langs stroomt.

4.1 Levenscyclus en interactie protozoa

Legionellabacterién komen in het algemeen vooral voor in nutriéntrijk water. In de nutriéntarme omgeving van
drinkwater kan L. pneumophila niet als losse bacteriecel succesvol de competitie aangaan met andere oligotrofe
bacterién (66). In plaats daarvan vermenigvuldigt Legionella zich in verschillende soorten protozoa (67), waaronder
Vermamoeba en Acanthamoeba (68-70). Zo overleeft L. pneumophila langer in steriel drinkwater als ook de
protozo Acanthamoeba polyphage aanwezig is (65) en zijn L. bozemanii, L. anisa, L. pneumophila en L. longbeachae
aangetroffen in de protozo Tetrahymena pyriformis (71). In amoeben is de concentratie nutriénten hoog waardoor
Legionella zich goed kan vermenigvuldigen in gastheerprotozoa, omdat het de afbraakmechanismen van sommige
gastheerprotozoa kan omzeilen. Door deze vermenigvuldiging in bepaalde amoeben, nemen de Legionellacellen in
een gastheerprotozo toe tot op een gegeven moment het aantal Legionellabacterién te hoog is, waardoor de
protozo openbarst en de Legionellabacterién vrijkomen in het drinkwater. Legionella kan vervolgens weer aan de
biofilm binden waar ook de protozoa zijn die op biofilm en bacterién grazen en zo Legionella binnenkrijgen,
waarmee de cirkel rond is. Omdat Legionella opgelost organisch koolstof in drinkwater meestal niet direct als
voedingsstof gebruikt, maar nagenoeg altijd in protozoa groeit, is voor groei van Legionella ook van belang of,
welke en hoeveel protozoa aanwezig zijn in het distributienet.

4.2 AOC

In experimenten bij KWR met de biofilmmonitor is gebleken dat het aantal (kweekbare) L. pneumophila bacterién
gecorreleerd is aan de biofilmconcentratie (2, 72). En aangezien de biofilmconcentratie gecorreleerd is aan de AOC-
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concentratie van drinkwater (2) is het aantal Legionellabacterién indirect gecorreleerd aan de AOC-concentratie
van het drinkwater. Op basis van experimenten waarvoor RO-water is gebruikt waaraan AOC is gedoseerd, is
bepaald dat voor groei van L. pneumophila in het drinkwatermilieu (geproduceerd uit oppervlaktewater via
oeverfiltratie en reverse osmose) minimaal een biofilm van 50 pug ATP/cm? nodig is en AOC-concentraties boven de
1 pg C/I moeten zijn. In de meeste distributienetten is de AOC-concentratie van het drinkwater hoger dan deze
drempelwaarde, waardoor de eerste vereiste voor groei van Legionella vaak al aanwezig is. In een studie waarin
warmtewisselaars werden gesimuleerd was het aantal L. pneumophila echter niet gecorreleerd met de TOC-
concentratie (TOC in de vorm van geozoniseerde fulvinezuren [een belangrijk bestanddeel van humus]). Naast het
gehalte en de samenstelling van het organisch koolstof zijn ook andere omgevingsfactoren (stilstaand water,
aanwezigheid protozoa, leidingmateriaal, etc) belangrijk voor groei van Legionella (73).

4.3 Leidingmateriaal

De rol van stilstaand water en leidingmateriaal blijkt ook uit onderzoek waarin een drinkwaterinstallatie van een
gebouw werd nagebootst (23). Hierin werd o.a. gevarieerd met leidingmateriaal, stilstand en doorstroming. Bij lage
AOC-concentraties (<10 pg C/I, temperatuur: 25 — 35°C) nam Legionella spp. toe tot 1500 kve/l (mediaan, koperen
leidingen) of 4300 kve/l (mediaan, RVS of PE-X leidingen). De aantallen Legionellabacterién in de biofilm komen
overeen met de hoeveelheid biofilm: de hoogste biofilmconcentratie (PE-X, mediaan 1810 pg ATP/cm?) had ook de
hoogste Legionella-aantallen (mediaan: 3700 kve/cm?). De ATP-concentraties waren vergelijkbaar tussen RVS
(mediaan: 635 pg ATP/cm?) en koper (mediaan: 720 pg ATP/cm?), maar de antimicrobiéle werking van koper op
Legionella blijkt uit de lagere Legionella-aantallen op koperen leidingen (mediaan: 40 kve/cm?) vergeleken met RVS
(mediaan: 1020 kve/cm?). Daarnaast bleek het spoelen van de leidingen met 70°C tijdelijk voor een sterke toename
in ATP en Legionella (>107 kve/l) te zorgen. Na start van doorstroming met normaal drinkwater daalde de
Legionella-aantallen weer. Legionella kan dus groeien in drinkwater, of de biofilm, bij een lage AOC-concentratie.
De dode biomassa die ontstaat door het spoelen met heet water zorgt voor een grote hoeveelheid beschikbare
nutriénten wat (indirect) tot groei van Legionella kan leiden.

4.4 Metaalionen

De relatie tussen groei van L. pneumophila en metaalionen (bijvoorbeeld magnesium, mangaan, koper ijzer, zink,
calcium) is meestal niet duidelijk, of resultaten van verschillende studies spreken elkaar tegen. Voor veel
metaalionen lijkt het dat lage concentraties (< 1 — 10 mg/|) groei van Legionella stimuleren, maar dat te hoge
concentraties (> 1 — 10 mg/I) toxisch zijn en juist groei tegengaan of Legionella afdoden (74).

Het enige metaalion waarvan uit de meeste studies blijkt dat het nodig is voor groei van L. pneumophila is ijzer. Zo
correleert de concentratie ijzer in warmwatersystemen (hotels en private woningen) met L. pneumophila aantallen
(75), al is tijdens onderzoek bij 15 verschillende ziekenhuizen geen relatie tussen ijzer en L. pneumophila
aangetroffen (76). Hogere ijzerconcentraties verhogen de infectiviteit (77, 78), groei (tot 25 — 50 mg ijzer/l in
warmwater tanks (74)) en virulentie (74, 79) van Legionella.

Net als andere micro-organismen heeft Legionella ijzer nodig voor de opbouw van celmateriaal. Normaliter
produceren micro-organismen chelatoren (eiwitten die ijzer kunnen binden) zodat ze voldoende ijzer uit de
omgeving kunnen opnemen. Bij Legionella lijkt het erop dat ze deze chelatoren niet kunnen produceren en
daardoor meer afhankelijk zijn van de vrije ijzerconcentratie in de omgeving. Daarom zijn in vergelijking met andere
organismen mogelijk hogere ijzerconcentraties nodig voor groei van Legionella.
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In groeiproeven met L. pneumophila in synthetisch medium was een lage ijzerconcentratie van 0,3 — 1,0 uM
voldoende om L. pneumophila te kweken en de kweek in stand te houden, het aantal Legionellacellen daalt echter
wel met ongeveer 40% (74). Bij lage ijzerconcentraties neemt de efficiéntie van het ijzermetabolisme toe. Voor
optimale groei was 3,3 UM ijzer nodig, al varieerde dit tussen de 3 en 20 uM ijzer afhankelijk van de gebruikte L.
pneumophila stam en de studieopzet (80, 81). Onder groeicondities met een lage ijzerconcentratie was het
aminozuur serine de voornaamste koolstof- en energiebron (13,85 mM), maar ook andere aminozuren werden in
beperkte mate gebruikt. Bij hogere ijzerconcentratie werd serine geheel verbruikt, maar werden ook andere
aminozuren gebruikt. Tyrosine was hierbij het volgende groeilimiterende nutriént (74). Alleen proline (0,9 mM)
werd volledig gebruikt en de concentratie daalde tot onder de detectielimiet. L. pneumophila is dus in staat zich
direct te vermeerderen op een aantal aminozuren, maar alleen wanneer de concentraties hoog zijn. In drinkwater
worden dergelijke hoge concentraties niet waargenomen, waardoor groei van L. pneumophila vrijwel alleen
plaatsvindt in protozoa.

Koper is voor de meeste micro-organismen toxisch, wat ook geldt voor Legionellabacterién zoals hierboven is
beschreven. L. pneumophila stammen die uit de biofilm van een warmwatersysteem van een ziekenhuis zijn
geisoleerd waren echter minder gevoelig voor koper (82). L. pneumophila kan zich dus aanpassen aan hogere
koperconcentraties en zo minder gevoelig worden voor de toxische effecten.

Voor groei van L. anisa in nagebouwde binnenhuisinstallaties zorgt de aanwezigheid van klein stukjes roest
(concentratie ijzer in water: gemiddeld 0,09 — 0,12 mg/l) voor hogere Legionella-aantallen in het water met een
kraan van RVS of messing (legering van koper en zink) dan wanneer er geen roest aanwezig is (83). Daarnaast zijn
de aantallen, en vooral het percentage positieve monsters, hoger bij messing dan op RVS. Zowel het materiaal van
de kraan als de aanwezigheid van roest beinvloedt dus de aantallen Legionella in het water.

4.5 Conclusie

De invloed van verschillende nutriénten op groei van L. pneumophila in het drinkwatersysteem is redelijk goed
bekend en daarbij is duidelijk dat vermeerdering in protozoén het belangrijkst is (samengevat in Tabel 6, paragraaf
5.6). Doordat deze protozoén op biofilm grazen, lijkt het dus voor L. pneumophila eerder van belang om vast te
stellen wat de invloed van nutriénten is op biofilmvorming, wat is beschreven in hoofdstuk 2. Nederlandse
drinkwatermonsters die genomen zijn aan de koudwaterkraan in de keuken en die positief zijn voor kweekbare
Legionella zijn echter meestal positief voor andere Legionellasoorten dan L. pneumophila. Gegevens over de
invloed van nutriénten en/of protozoén op de vermeerdering van die Legionellasoorten in het drinkwatermilieu zijn
echter maar zeer sporadisch beschikbaar.
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5 Invioed van nutriénten op groei van
Aeromonas in drinkwatermilieus

De watertemperatuur en het soort en de hoeveelheid nutriénten in het drinkwater van het distributienet spelen
een belangrijke rol bij de toename van Aeromonas-aantallen in het drinkwater. Zo is uit verschillende
distributiegebieden bekend dat de Aeromonas-aantallen (langzaam) stijgen als de temperatuur boven de 7 a 8°C
uitkomt, dit is ongeveer vanaf april/mei. Maar in de nazomer zijn de watertemperaturen nog gedurende lange tijd
boven de 15°C, terwijl de Aeromonas-aantallen dan al dalen in distributiesystemen die worden gevoed met
drinkwater bereid uit oppervlaktewater (persoonlijke communicatie Evides en Waternet). Niet alleen de
watertemperatuur beinvloedt dus groei van Aeromonas, maar ook andere factoren (waaronder nutriénten) spelen
een rol en de invloed daarvan varieert gedurende het jaar.

Groei van Aeromonas in (Nederlandse) drinkwatermilieus is de laatste jaren uitgebreid onderzocht door Evides en
KWR. Internationaal is echter niet tot nauwelijks onderzoek beschikbaar over de groeikarakteristieken van
Aeromonas in drinkwater, omdat Aeromonas in andere landen geen wettelijke parameter voor de microbiologische
waterkwaliteit is. In deze beknopte bureaustudie zijn voornamelijk studies gebruikt waar de groei van Aeromonas-
bacterién is onderzocht in niet-gechloreerde drinkwatermilieus, zoals we die in Nederland hebben.

5.1 Opzet veelgebruikte experimenten

De meeste informatie over de groeikarakteristieken van Aeromonas en gebruik van nutriénten door Aeromonas is
afkomstig uit Aeromonas-groeiproeven die in het laboratorium zijn uitgevoerd. In deze groeiproeven wordt aan
drinkwater een fosfaatbron (1,6 mg KH2POas/liter), stikstofbron (0,1 mg NOs-N/liter eventueel gecombineerd met
0,1 mg NHs-N/liter) en een variérende koolstofbron toegevoegd. Dit zijn zuivere oplossingen van bijvoorbeeld
aminozuren, vetzuren, suikers of andere moleculen met koolstofatomen. Maar er zijn ook niet nader gedefinieerde
koolstofbronnen toegevoegd, waaronder bijvoorbeeld sediment en ongewervelde dieren. Hierbij wordt dus niet
alleen een soort koolstofbron gedoseerd, maar juist meerdere gemakkelijk en moeilijk afbreekbare
koolstofbronnen. Daarnaast worden bijvoorbeeld ook stikstof, fosfor en andere potentiéle nutriénten gedoseerd.

Vervolgens wordt een ent van Aeromonas-bacterién (één enkele soort of een mengsel van soorten geisoleerd uit
drinkwaterdistributiegebieden) toegevoegd en wordt in de tijd gemeten hoeveel Aeromonas-bacterién er aanwezig
zijn in het water. Het drinkwater kan hierbij afkomstig zijn van verschillende distributienetten waar tussen de
watersamenstelling verschilt. Door het drinkwater wel of niet te pasteuriseren kan worden bepaald of Aeromonas
onder ideale omstandigheden in staat is een bepaalde stof als koolstof- en energiebron te gebruiken
(competerende micro-organismen afwezig) of dat het dit ook kan als er wel competerende micro-organismen
aanwezig zijn. Voor de eerste vraag wordt het drinkwater gepasteuriseerd om de autochtone microbiéle populatie
af te doden. Voor de tweede vraag wordt het drinkwater niet gepasteuriseerd zodat er een diverse microbiéle
populatie aanwezig is. Deze microbiéle populatie verbruikt mogelijk dezelfde nutriénten als Aeromonas waardoor
ze om dezelfde koolstof- en energiebronnen competeren en zo elkaars groei kunnen beinvloeden.

De samenstelling van het drinkwater en daarmee soort en concentratie van aanwezige voedingsstoffen staat onder
invloed van het seizoen (9, 84). Dit speelt vooral bij productielocaties die oppervlaktewater gebruiken als
ruwwaterbron voor de drinkwaterbereiding. Het seizoen beinvioedt overigens niet alleen de watersamenstelling,
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maar ook de microbiéle populatie. Experimenten met ongepasteuriseerd drinkwater afkomstig uit verschillende
distributiegebieden, waaronder Aeromonas-groeiproeven, kunnen daarom voor wisselende resultaten zorgen.
Seizoensvariatie en andere condities kunnen bijvoorbeeld de watersamenstelling of andere factoren beinvloeden
waardoor Aeromonas in het voordeel is, terwijl op een ander moment Aeromonas in het nadeel is en niet of
nauwelijks zal kunnen groeien.

5.2 Groei in drinkwater, sediment en spuiwater

In het distributienet komen Aeromonas-bacterién voornamelijk voor in het sediment en in mindere mate in
drinkwater. Aeromonas is nagenoeg afwezig in de buiswandbiofilm (85, 86). De Aeromonas-populatie verschilt in
soortensamenstelling tussen verschillende distributiegebieden, maar dit is niet te relateren aan de AOC-
concentratie of aan het aantal normoverschrijdingen van dat gebied (87). Testen laten zien dat de verschillende
soorten grotendeels dezelfde nutriénten gebruiken voor groei (87).

Naast drinkwater komen Aeromonas-bacterién ook voor in mineraalwater (fleswater) en kunnen hierin groeien (in
competitie met de autochtone microbiéle populatie) bij 10 en 20°C, maar groei is traag (88). In 28 dagen groeien ze
1-2 log bij beide temperaturen, waarna de bacterién weer afsterven. Na dosering van Aeromonas hydrophila is de
groei hoger (2-3 log toename). Deze groei kan echter niet worden gecorreleerd aan een bepaalde koolstofbron
aangezien in deze studie alleen informatie is gegeven over de mineralensamenstelling en -concentratie, maar niet
over de koolstofconcentratie. Een te hoge mineraalconcentratie (2297 mg/liter) geeft in deze studie minder
Aeromonas-groei dan lagere mineraalconcentratie (133 en 597 mg/liter).

Aeromonas-groeiproeven in drinkwater zonder extra koolstofbron, maar wel in competitie met de autochtone
microbiéle populatie, laten zien dat Aeromonas hierin meestal niet kan groeien. In biologisch stabiel drinkwater van
Tull en 't Waal (geproduceerd uit grondwater, (87)) en Scheveningen (geproduceerd uit oppervlaktewater na
duinpassage, (89)) vindt geen groei van Aeromonas plaats. In minder biologische stabiel drinkwater van Berenplaat,
Kralingen, Braakman en Baanhoek (op deze vier locaties geproduceerd uit oppervlaktewater na verblijf in reservoir)
groeit Aeromonas slechts in 10 — 15% van de groeiproeven en is de groei beperkt (87). Ondanks de lagere
biologische stabiliteit van het drinkwater en dus de aanwezigheid van hogere concentratie nutriénten lijkt het dat
Aeromonas meestal niet of amper kan groeien in drinkwater, dus in aanwezigheid van een competerende
autochtone flora, en zonder toevoeging van een koolstofbron.

In spuiwater, of drinkwater waaraan sediment is toegevoegd, neemt Aeromonas in alle gevallen wel toe (1, 90). De
mate waarin verschilt wel per distributiegebied: in spuiwater uit het distributiegebied van Berenplaat en Kralingen
is de groei beperkt (0 - 1,5 log), terwijl in spuiwater uit het distributiegebied van Braakman Aeromonas met 1,5 - 3
log kan toenemen (1). Hierbij is soms een onderscheid zichtbaar in de groeirespons op niet gefiltreerd spuiwater,
waarin deeltjes van alle grootten aanwezig zijn, en gefiltreerd spuiwater waarin alleen deeltjes kleiner dan 30 pm
aanwezig zijn. Omdat de sedimenthoeveelheden varieerden tussen de verschillende spuifracties is niet goed te
achterhalen of de verschillen in groei veroorzaakt worden door i) variatie in de hoeveelheid sediment in het
spuiwater, of ii) door de samenstelling van de verschillende sedimentfracties. In deze studie is niet verder
onderzocht welke stoffen verantwoordelijk zijn voor groei van Aeromonas.

5.3 Koolstofbronnen

Een aantal studies heeft gekeken naar de groei van Aeromonas op individuele of mengsels van koolstofbronnen in
gepasteuriseerd drinkwater (1, 89, 91, 92).
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In gepasteuriseerd drinkwater met een hoge substraatconcentratie (1 mg substraat-C/liter) kan Aeromonas groeien
op glucose, acetaat, glutamaat en succinaat (89). Op lactaat is nauwelijks tot geen groei gemeten en zonder
toegevoegde koolstofbron was helemaal geen groei mogelijk. Tevens werd waargenomen dat Aeromonas al groeit
bij lage glucoseconcentraties (2,5 pg-C/l) en de Nmax Nneemt nagenoeg recht evenredig toe met de
glucoseconcentratie (2,5 pg-C/l tot 1 mg-C/l, experiment bij 12°C uitgevoerd). De minimumconcentratie acetaat
voor groei van Aeromonas is vele malen hoger: 25 ug-C/| geeft nog geen Aeromonas-groei (bij 12°C), terwijl dit wel
bij 100 pg-C/I mogelijk is. Met zetmeel als koolstofbron kan Aeromonas (bij 15°C) alleen groeien met een
concentratie van 100 ug-C/I. Als glucose als tweede koolstofbron wordt toegevoegd kan Aeromonas ook groeien,
maar het is de vraag of Aeromonas dan alleen glucose of ook zetmeel gebruikt voor groei (89).

Uit een andere vervolgstudie blijkt dat Aeromonas groeit op lage concentraties koolstofbronnen: een mengsel van

10 langeketenvetzuren (totaal 1 pug-C/l, waarvan 0,1 pug-C/l per individuele stof) en een mengsel van 21 aminozuren

(totaal 2,1 pg-C/I) (91). Voor Aeromonas-groei op mengsels van 18 koolhydraten of 18 carbonzuren was een

concentratie van 1 ug-C/l per individuele stof (totaal 18 pg-C/l) nodig als minimale concentratie. Bij deze mengsels

is het zeer waarschijnlijk dat Aeromonas niet alle individuele stoffen kan gebruiken, maar slechts een aantal en dat

de daadwerkelijk gebruikte hoeveelheid koolstof dus lager is dan wat is gedoseerd. Dit blijkt uit verdere

experimenten waarin een groot aantal koolstofbronnen (63 stoffen, 10 pug-C/I) individueel is getest. Op 39 van deze

63 stoffen was Aeromonas-groei zichtbaar, maar van slechts 17 stoffen was de groeisnelheid > 0,1/uur:

e Serine en glutamine (aminozuren);

e Arabinose, galactose, glucose, maltose, maltotriose, maltotetraose, maltopentaose, maltohexaose, mannitol
(koolhydraten);

e Linolaat, linoleaat, myristaat, oleaat, palmitaat, palmitoleaat (langeketenvetzuren).

Groei-experimenten met dezelfde koolstofbronnen, maar uitgevoerd in gepasteuriseerd (autochtone populatie
afgedood) en ongepasteuriseerd (autochtone populatie aanwezig) drinkwater, laten de invloed van de autochtone
populatie in drinkwater op Aeromonas-groei zien (87). In gepasteuriseerd drinkwater groeit Aeromonas bij dosering
van 0,5 pg-C/I aminozurenmengsel, terwijl in ongepasteuriseerd drinkwater pas Aeromonas-groei wordt
waargenomen bij concentraties hoger dan 5 tot 10 ug-C/I. Daarnaast zijn de Nmax-waarden in ongepasteuriseerd
water waar Aeromonas-groei optrad ongeveer 2 log lager dan in gepasteuriseerd water. Beide resultaten laten zien
dat de autochtone microbiéle populatie dus inderdaad succesvol competeert met Aeromonas voor de aanwezige
nutriénten. Per distributiegebied verschillen de minimale koolstofconcentraties voor groei, de groeisnelheid en Nmax
die worden bereikt in drinkwater afkomstig uit dat distributiegebied. In het distributienet is het voor Aeromonas
dus waarschijnlijk lastig om te concurreren met de autochtone bacterién voor voedingsstoffen. Of Aeromonas deze
competitie met autochtone bacterién wint of niet, hangt echter af van veel factoren, waaronder temperatuur,
nutriéntensamenstelling, nutriéntenconcentratie, microbiéle populatie, verblijftijd.

5.4 Stikstofbron: aminozuur, nitraat of ammonium

Groei-experimenten met Aeromonas in gepasteuriseerd drinkwater waarbij de stikstofbron (ammonium versus
nitraat) werd gevarieerd, laten zien dat de meeste Aeromonas-stammen hogere maximale aantallen bereiken als
ammonium werd gedoseerd (100 mg-N/liter), vergeleken met dosering van alleen nitraat (87, 91, 92). De voorkeur
van ammonium boven nitraat als stikstofbron wordt bij de meeste andere drinkwatergerelateerde bacterién niet
waargenomen; de meeste drinkwaterbacteriesoorten gebruiken dus voornamelijk nitraat als stikstofbron.
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De meeste Aeromonas-stammen kunnen dus niet of nauwelijks groeien zonder ammonium, vooral in aanwezigheid
van een moeilijk afbreekbare koolstofbron (92). In een experiment waarbij twaalf Aeromonas-soorten werden
getest, bleken elf soorten beter te groeien als ammonium aanwezig was. De twaalfde soort, A. rivuli, bereikte met
ammoniumdosering lagere Nmax-waarden dan wanneer ammonium niet werd gedoseerd (87, 92). Het belang van
ammonium als stikstofbron voor de meeste Aeromonas-soorten is vooral duidelijk als chitine of een mengsel van
biopolymeren als koolstofbron wordt gebruikt. Zonder ammonium kan Aeromonas niet groeien op deze stoffen. In
de aanwezigheid van ammonium is er groei, maar zijn de groeisnelheden en Nmax-waarden nog altijd lager dan
wanneer andere koolstofbronnen (bijvoorbeeld arginine of oleaat) worden gebruikt.

Een andere interessante observatie is dat bij gebruik van het aminozuur arginine als koolstofbron de toevoeging
van ammonium geen effect had op de groeisnelheid of Nmax van Aeromonas. Arginine bevat echter naast koolstof-
ook stikstofatomen, welke blijkbaar goed door Aeromonas als stikstofbron gebruikt kunnen worden (92). Het is niet
bekend wat de minimale ammoniumconcentratie is voor groei van Aeromonas, zoals hierboven beschreven is dit
onder andere afhankelijk van de koolstofbron. Omdat er geen effect is van ammoniumdosering op groei van
Aeromonas op 10 ug-C/l arginine, suggereert dit dat een lage ammoniumconcentratie voldoende is.

5.5 Groeiin/op dierlijke organismen

Bepaalde soorten ongewervelde dierlijke organismen in het drinkwatersysteem kunnen de toename van
Aeromonas in drinkwater beinvloeden (1). Draadwormen zorgen daarbij voor een snelle afsterving van Aeromonas-
bacterién, terwijl waterpissebedden (Asellus) en borstelwormen de groei van Aeromonas bevorderen.
Roeipootkreeften daarentegen lijken geen effect op Aeromonas-groei te hebben. Deze resultaten suggereren dat
de stoffen die uit borstelwormen en Asellus vrijkomen, zorgen voor een verhoogde groeirespons van Aeromonas.
Indien Asellus in het distributienet aanwezig is, dan bestaat het grootste deel van de biomassa van ongewervelde
dieren uit Asellus-biomassa. De biomassa van één Asellus is namelijk vele malen groter dan de biomassa van één
exemplaar van de andere dierlijke organismen die in drinkwater aanwezig kunnen zijn. Het is daardoor
waarschijnlijk dat Asellus meestal de Aeromonas-groei meer zal beinvioeden dan borstelwormen (93).

Uit Aeromonas-groeiproeven, waarbij een Asellus aan het water is gedoseerd, blijkt dat het aantal Aeromonas-
bacterién vaak toeneemt na het afsterven van een Asellus, maar dat de mate van groeirespons van Aeromonas
sterk kan verschillen (Tabel 55). Vaak stijgen de Aeromonas-aantallen sterk binnen een dag na overlijden, maar
deze stijging kan ook enkele dagen duren en soms treedt een toename helemaal niet op. De groei van Aeromonas
in aanwezigheid van een Asellus zou kunnen plaatsvinden op stoffen die vrijkomen uit een levende of dode Asellus,
of door het vrijkomen van Aeromonas zelf uit de Asellus. De benoemde groeiproeven zijn echter wel uitgevoerd
met een verhouding Asellus staat tot water van 1 Asellus in 600 ml| water, wat wel vele malen hoger tot dan wat in
het distributienet met spuiacties wordt gevonden (range 0 — 1000 Asellus/1000 | water), waardoor het effect van
Asellus in een distributienet minder groot zal zijn.
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Tabel 5. Aeromonas-groeirespons op aanwezigheid van een Asellus. Gegeven is of de Asellus levend of dood was bij de start van het
experiment, op welke dag de Asellus dood is gegaan en wanneer het maximale Aeromonas-aantal is bereikt (Nmax).

Watertype Asellus Overlijden Nmax Opmerking Referentie
Asellus (dag) (dag)
Drinkwater Levend 1 3 Binnen 1 dag sterke stijging Aeromonas (94)
Drinkwater Levend 1 4 Aeromonas nam al sterk toe voor (94)
overlijden
Drinkwater Levend 5 4 Maximale Aeromonas-groei voor (1)
overlijden Asellus
Drinkwater Levend 2 7 Na 1-2 dagen sterke stijging Aeromonas (1)
Drinkwater Dood - 4 Binnen 1 dag sterke stijging Aeromonas (94)
Drinkwater Dood - 3 Binnen 1 dag sterke stijging Aeromonas (1)
Drinkwater Dood - 3 Binnen 1 dag sterke stijging Aeromonas (1)
Drinkwater + Levend 24 52 Na overlijden meteen stijging (95)
sediment Aeromonas
Spuiwater Levend 2 4 Binnen 1 dag ong. 0,5 log stijging (94)
Aeromonas tot Nmax
Spuiwater Levend 6 10 Na 2-3 dagen ong. 0,5 log stijging (94)
Aeromonas. Verhoging tot Nmax is
slechts één meting.
Spuiwater Levend 5 7 Binnen 1 dag ong. 0,5 log stijging (1)
Aeromonas tot Nmax
Spuiwater Levend 10 12 Binnen 1 dag sterke stijging Aeromonas. (1)
Verhoging tot Nmax is slechts één
meting.
Spuiwater Dood - 2 Meteen stijging Aeromonas (94)
Spuiwater Dood - 3 Meteen stijging Aeromonas (1)
Spuiwater Dood - 3 Meteen stijging Aeromonas (1)

Eén van de hypothesen is dus dat Aeromonas zou kunnen groeien op stoffen die uit Asellus vrijkomen. Van Asellus
is de samenstelling, en dus stoffen, die uit Asellus kunnen vrij kunnen komen bekend. De samenstelling verschilt
tussen dode en levende Asellus-exemplaren en wordt beinvloed door het milieu waarin de organismen zijn
opgegroeid. Analyse van het gehalte vrije vetzuren van Asellus afkomstig uit het distributiegebied bij ’s Gravendeel
(productielocatie Berenplaat, drinkwater uit opperviaktewater) en Tholen/Halsteren (productielocatie Halsteren,
drinkwater uit grondwater) geeft een vetzuurconcentratie van 15,9 ug per mg drooggewicht van een dode Asellus.
De vetzuurconcentratie in een levende Asellus is echter veel lager (3,7 pg/mg drooggewicht)(94). De vetzuren met
de hoogste concentraties zijn cis-vacceenzuur, oliezuur, palmitinezuur en stearinezuur. Van in ieder geval oliezuur
is bekend dat Aeromonas-bacterién dit als voedingsstof voor groei kunnen gebruiken. Asellus afkomstig uit
oppervlaktewater of uit een kweeksysteem met bladeren als voedselbron hebben echter een andere
vetzuursamenstelling (96). Hierin zijn vooral palmitinezuur, palmitoleinezuur, cis-vacceenzuur, oliezuur, linolzuur en
eicopentaeenzuur aanwezig en is de concentratie vetzuur per mg drooggewicht Asellus hoger (36 — 43 ug/mg
drooggewicht).

De aminozuurconcentratie is in levende Asellus uit het distributienet (28 — 34 ug/mg drooggewicht) hoger dan in
dode Asellus (< 3 ug/mg drooggewicht). De aminozuursamenstelling is op hoofdlijnen echter wel gelijk tussen
levende en dode exemplaren. De vijf aminozuren die in de hoogste concentraties aanwezig zijn, zijn arginine,
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histidine, lysine, ornithine en leucine (94). Van arginine is bekend dat Aeromonas hier goed op kan groeien, terwijl
van de andere aminozuren geen gegevens over groei van Aeromonas bekend zijn.

Naast dat sommige ongewervelde dieren Aeromonas-groei kunnen stimuleren zijn Aeromonas-bacterién ook
aanwezig in verschillende soorten ongewervelde dieren zoals draadwormen, borstelwormen, roeipootkreeften (97)
en Asellus (1, 98). Er zijn nauwelijks vergelijkbare Aeromonas-groeiproeven met andere ongewervelde dieren
uitgevoerd, waardoor weinig bekend is over het effect van deze andere invertebraten op groei van Aeromonas.
Hierbij is het moeilijk om onderscheid te maken tussen groei van Aeromonas in ongewervelde dieren of dat
ongewervelde dieren Aeromonas-bacterién binnenkrijgen via bijvoorbeeld het sediment en via de faeces het
lichaam weer verlaten (zogenoemde passanten).

Uit niet-drinkwatermilieus is bekend dat Aeromonas voor kan komen in protozoa (99), waaronder Acanthamoeba
castellani (100, 101), Vermamoeba vermiformis (102) en Tetrahymena pyriformis (103). Ze kunnen soms goed
overleven in deze protozoa en soms ook in aantallen toenemen. Overleving lijkt wel af te hangen van het soort
protozo, zo lijkt Aeromonas in Acanthamoeba polyphaga afgebroken en verteerd te worden (104). Doordat deze
protozoén ook in drinkwater aanwezig kunnen zijn, laten deze resultaten zien dat Aeromonas zich, net als
Legionella, mogelijk ook weet te vermeerderen in protozoa in het drinkwaterdistributiesysteem. Aanvullend
onderzoek is echter nodig om dit te achterhalen.

5.6 Conclusie

De invloed van nutriénten op groei van Aeromonas in het drinkwatersysteem is uitgebreid onderzocht en heeft
laten zien dat met name sediment en ongewervelde dieren een belangrijke rol spelen bij de vermeerdering van
Aeromonas in het drinkwatermilieu (samengevat in Tabel 6). Vermeerdering van Aeromonas in het drinkwater lijkt
minder belangrijk voor groei, omdat Aeromonas niet goed in staat is om te competeren met de autochtone
microflora. Tevens is waargenomen dat Aeromonas in staat is om verschillende stofgroepen (bv koolhydraten,
vetzuren, aminozuren) kan gebruiken voor groei en dat het organisme een voorkeur heeft voor ammonium als
stikstofbron.

Tabel 6. Samenvatting van groei van bacterién van de coligroep, Aeromonas en Legionella in verschillende niches in het distributienet
(drinkwater, spuiwater/sediment, biofilm) en een algemeen overzicht welke koolstof- en stikstofbronnen de bacterién gebruiken voor groei.
Gedetailleerdere informatie over op welke specifieke stoffen, behorend tot de genoemde groepen, de bacterién kunnen groeien staat vermeld
beschreven in bovenstaande tekst.

Bacterién van Aeromonas Legionella
de coligroep

Drinkwater = Gepasteuriseerd + + -

Ongepasteuriseerd = - (mogelijk wel +/- =

bij
verstoringen)

Spuiwater/ | Gepasteuriseerd + + -

Sediment Ongepasteuriseerd | - + -

Biofilm - - + (in protozoa)

Nutriénten Aminozuren Aminozuren AOC: > 1 ug-C/I

voor groei Aromatische Ammonium Biofilm: > 50 pug ATP/cm?
zuren Carbonzuren lzer
Carbonzuren Dierlijke organismen Leidingmateriaal
Gistextract Koolhydraten Metaalionen (ex. ijzer): <1-10 mg/|
Koolhydraten Langeketenvetzuren Roest

Groei in protozoa
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