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Ten geleide 

Naar aanleiding van de betreurenswaardige Legionellaepidemie in Bovenkarspel (februari 

1999), is in Nederland veel aandacht geschonken aan waterinstaiiaties waar Legionella voor 

kan komen en mogelijk infecties kan veroonaken. Door de Arbeidsinspectie zijn 

ri0bl~ate&~&gsi~ta1latieS (nvzi's) in beginsel als risicovol bestempeld. In overleg met 

het Ministerie van Sociale Zaken en Werkgelegenheid, het Ministerie van Volkshuisvesting, 

Ruimtelijke Ordening en Milieu, de Unie van Waterschappen, REA, RIVM en STOWA, is 

daarom besloten een brancheonderzoek uit te voeren om de risico's voor blootstelling aan 

Legionella op rwzi's te inventariseren. 

Op een geselecteerd aantal rwzi's is vastgesteld of en in welke mate Legionella voorkomt in 

communaal afvalwater en de omgevingslucht van de zuivering. Met behulp van deze 

gegevens en gegevens uit een enquête, over frequentie en duur van verblijf van medewerkers 

op verschillende locaties van een nuzi, is een inschatting gemaakt van de mate van 

blootstelling aan Legionella. Deze is vergeleken met de mate van blootstelling op andere 

locaties (bijvoorbeeld nabij koeltorens), zoals beschreven in de titeiatuur. Dit om een indnik 

te geven van het gemndheidsrisico voor het personeel van rwzi's. In het onderzoek is 

vastgesteld dat LegioneIIa onderdeel kan uitmaken van de micro-orgsnisnm in akosolen op 

een rwzi. Uitgaande van een 'worst+xwe' benadering met de meest geschikte meetmethode, is 

het gehalte Legionella laag in vergelijking met de concentraties op bekende nsicolocaties. Als 

daarbij in acht wordt genomen dat het gehalte infectieuze Legionella met de gebrnikte 

meetmethode waarschijnlijk wordt overschat, betekent dit dat een risico op legionellose voor 

rwzi-medewerkers weliswaar niet kan worden uitgesloten, maar niet aannemelijk is. 

De bevindingen van dit ondenoek moeten worden gewogen binnen het kader van het ARBO- 

Besluit en de bestaande regelingen en het totale beleid ten aanzien van biologische agentia. 

Door de aard van het onderzoek is naast Legionella ook een aantal andere biologische agentia 

oriënterend onderzocht. De verantwoordelijkheid voor het totale beleid ligt bij de 

waterschappen, die samen met de Arbeidsinspectie en ARBO-diensten een zowel in tennen 

van gezondheidsbescherming als realiseerbaarheid verantwoord beleid en eventuele 

beheersmaakegelen kunnen opstellen. Er is vanuit de resultaten van dit ondenoek een aantal 

overwegingen die daar mede richting aan kan geven. De resultaten van deze studie kunnen 

worden gebrnikt om per Nni de locaties en werkzaamheden waar veel blootstelling aan 



a&reaalm pliiatgvîndt te in-, ts registreren en aan te duiden. PW lat ie  kunnen dan 
wsar nw&g pansende beh$~~g&egelen worden epgesteld. 

De direetuir van de STQWA 

ir. JMJ. Lwnes 
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Samenvatting 

Legioneiia 

Aanleiding 

Sinds de Legionellaepidemie in Bovenkarspel (februari 1999) is in Nederland veel aandacht 

geschonken aan de waterinstallaties waar Legionella voor kan komen en mogelijk infecties 

kan veroorzaken. In een inventarisatie van de bestaande kennis in de buitenlandse literatuur 

heeR het RIZA [Berbee, 19991 aangegeven &t Legionella voorkomt in rioolwater en in de 

lucht boven beluchtingsbassins. In genoemd RIZA-rapport wordt aanbevolen "om na te gaan 

of de bacterie in rwzi's en awzi's aanwezig is en of deze in de lucht bij beluchtingsbassins 

voorkomt." 

Doelstelling 

Hoofddoel van deze studie was te onderzoeken of Legionella ook in Nederlands rioolwater 

voorkomt en, indien aanwezig, vaststellen van het niveau van blootstelling van medewerkers 

van zuiveringsinstallaties van communaal afvalwater aan Legionella. Daarbij werd in kaart 

gebracht WW en in welke mate bij de zuivedng van communaal afvalwater micro- 

organismen via aërosolvorming in de omgevingslucht worden gebracht. 

Dit ondenoek geeft kwantitatieve informatie over de blootstelling van nvzi-medewerkers aan 

Legionella via de omgevingslucht. In die zin kan dit onderzoek gezien worden als invulling 

van de inventarisatie van aard, mate en duur van blootstelling van d-medewerkers aan 

Legionella, zoals die in het ARBO-Besluit wofdt gevraagd. In de literatuur is wel 

kwalitatieve informatie voorhanden (Legbidla kamt voor in afvalwater), maar de 

kwantitatieve informatie over m l  micro-organismen in de lucht en aanwezigheid van 

medewerkers ter plekke is uniek. 

Werkwijze: kwnntitaüeve analyse blootsteIling nvzi-medewerkers 

Op een geselecteerd aantal locaties is vastgesteld of en in welke mate Legionella voorkomt in 

(gedeeltelijk behandeld) communaal afvalwater en de omgevingslucht van de zuivering. Met 

behulp van deze gegevens en gegevens uit een enquete, over frequentie en duur van verblijf 

van medewerkers van een zuiveringsinstallatie op de verschillende locaties, is een inschatting 

gemaakt van de mate van blootstelling aan Legionella. D m  is vergeleken met de mate van 

blootstelling op andere locaties, zoals die in de literatuur is beschreven, om een indruk te 

geven van het gezondheidsrisico voor het personeel van rwzi's. 



Literatuur geeft nog weinig houvast 

Legionella komt voor in rioolwater en in de lucht boven beluchtingsbassins. De informatie uit 

de literatuur is beperkt en vrij kwalitatief en een inschatting van het risico is op basis van 

deze gegevens onvoldoende betrouwbaar. Legionella overleeft lang in aërosolen (een half uur 

of langer, aîkankelijk van de relatieve luchtvochtigheid), in ieder geval veel langer dan nodig 

is om de tijd tussen bron en nvzi-medewerker te overbruggen. Bij medewerkers van een awzi 

is Pontiac-fever door Legionella beschreven na onderhoudswerkzaamheden aan een 

slibindikker. Dat geeft aan dat infectie via deze route mogelijk is. 

Mate van a&rosolvorming 

Via metingen op een aantal geselecteerde nvzi's zijn op meerdere locaties verhoogde 

concentraties micro-organismen in de lucht aangetoond. De locaties met verhoogde 

concentraties zijn geclassificeerd in onderstaand schema. 

Concentratie micro- 
organismen in de lucht 

~~~~~i~ 

Zeer sterk verhoogd 
het roostergoedgebouw 

de mimte boven afgedekte oxidatiebedden 

Sterk verhoogd 

I bij bellenbeluchters 

in sommige zeefbandpersruimtes, met name bij reinigingswerkaamheden 

bij oppervlaktebeluchting 

nabij & vijzel 

I 

Verhoogd 

bij het sproeien van compostfilters 

Deze locaties zijn nader onderzocht op aërosolisatie van Legianella. 

Aanwezigheid medewerkers op risieoloeaties 

Vanuit de resultaten van de enquete Is nu bekend hoe vaak en hoe lang rwzi-medewerkers op 

de versehiilende locrities aanwezig zijn. Er zijn grote verschillen tussen verschillende 

medewerkers, wat betekent daf er grote verschillen zijn in de mate van blootstelling aan 

aërosolen. Deze zijn meegenomen in de verdere analyse. 



Methoden voor Legioneifa hebben beperkingen 

Er zijn methoden ontwikkeld voor het kunnen aantonen van Legionella in afvalwater en in 

lucht. Uit de toepassing bleek dat er niet 6511 meest geschikte methode is voor de detectie van 

Legionella in afvalwater of aërosolen. De PCR-methode heeft voor deze studie de meest 

bruikbare resultaten opgeleverd. De DFA-methode overschat waarschijnlijk de concentratie 

Legionella. Met de kweekmethode is geen Legionella aangetroffen, maar die werd op veel 

locaties ook sterk gehinderd door overgroei. Voor ondermek in afvalwater &f lucht op 

andere locaties wordt aanbevolen de PCR- en (toch ook) de kweekmethode toe te passen. 

Legionella komt voor in afvalwater en a&rosolen 

Legionella is aanwezig in afvalwater en in de omgevingslucht op de meeste locaties van een 

m i .  Vanwege de detectie met PCR is het niet zeker dat het levensvatbare, infectieuze 

Legionella betreft, maar het is plausibel om aan te nemen dat minstens een deel daarvan 

levensvatbaar en infectieus is. De gehaltes gemeten met de PCR-methode kunnen worden 

gezien als worst-case schatting. Het gehalte Legionella verschilt per m i ,  op twee &'s 

werd Legionella niet aangetroffen in de lucht en op drie rwzi's wel. De gehaltes varieerden 

van 0,56 - 56 per m3. 

De mate van aërosolisatie gemeten met de PCR methode is consistent met die gemeten aan 

het koloniegetal 22T, een indirecte indicatie van de juistheid van de PCR-gegevens over 

aërosolisatie van Legionella. 

Blootsteüing d-medewerkers iian Legioneifa is laag 

De gehaltes Legionella in de lucht zijn laag in vergelijking met aantallen (gekweekt) in de 

lucht uit airconditioners en rondom koeltom waarvan bekend is dat daar Legionella- 

infecties zijn opgetreden (zie onderstaand overzicht). Met de kweekmethode konden geen 

Legionella worden aangetoond in de lucht op d ' s ;  wel met de PCR-methode, die wordt 

beschouwd als worstcase schaaulg van de íegionelln concentratie in de omgewigslucht. 

Omgeving 

Rwzi I nee l ad* I kweek I 
Rwzi 
Kranen 
Douches 
Douches 
R u i  met aireo 
Luchtbevochtiger 
Lucht rond koeltoren 

* nd: niet te detecteren in 10 m3 door groei van andere mi.~~o-o~ganisnen 

nee 
nee 
nee 
ja 
ja 
ja 
? 

0,56 - 56 

8,l 
0,33 - 4,7 

190 
20 

2300 
20-2580 

PCR 
kweak 
kwe& 
kweek 
kweek 
kweek 
kweek 



Legionella-risieo niet aannemelijk 

Dit onderzoek heefi duidelijk gemaakt dat op veel plaatsen op een rwzi aanzienlijke 

aërosolisatie optreedt. Uitgaande van de PCR (en deels ook van de afwezigheid op de 

kweekmethode) Vanwege de geringe concentraties Legionella in afvalwater, actief slib en 

slib is de blootstelling aan Legionella op een nvzi laag. Dat betekent dat een risico op 

legionellose voor rwzi-medewerkers niet kan worden uitgesloten, maar niet aannemelijk is. 

Daarbij moet nog wel in acht worden genomen dat de hier onderzochte locaties wel 

representatief waren voor de sector, maar niet zonder meer naar alle individuele locaties kan 

warden vemld. Met name op locaties waar de gehaltes Legionella hoger zouden kunnen zijn 

dan gevonden in deze studie (met name locaties met hogere watertemperatuur, bijvoorbeeld 

als gevolg van koelwaterlozingen of in hydroforen die in de zomerperiode kunnen opwarmen) 

zijn aanvullende metingen noodzakelijk om ook hier een risico als onaannemelijk te kunnen 

kenschetsen 

Andere biologische agentia 

Bij deze studie wed veel kennis verzameld over &rosolisatie van micm-organismen op 

iwzi's. Omdat algemeen bekend is dat rioolwater besmet is met een grote verscheidenheid 

aan ziekteverwekkers van het maagdarmkanml, lag het voot de hand om bij deze 

inventarisatie het risico op blootstelling aan deze andere biologische agentia mee te nemen. 

Over het voorkomen van deze ziekteverwekkers in Nederlands rioolwater was uit andere 

studies al voldoende informatie om, gecombineerd met de gegevens over aërosolisatie uit 

deze studie een eerste inschatting van het blootstellingsrisico te maken. 

Hoewel hier niet onderzocht, geeft de informatie uit dit onderzoek over de mimtes met veel 

aërosolen wel een indicatie voor de locaties waar blootstelling aan endotoxines relatief hoog 

is. Reductie van de bloatstelling aan aërosolen levert dus een integrale reductie van de 

blootstelling aan alle bioiogisclre agentia. 

Darmpathogenen komen algemeen voor in afvaiwnter en aërosolen 

Darmpathagenen komen zeer algemeen voor in afvalwater. Uitgaande van de mefingen aan 

bacteriën van de coligroep, F-specifieke RNA-fagen en sporen van sulfietreducerende 

clostridia kan worden gesteld dat fecale ziekteverwekkers in de lucht op nvzi's worden 

gebracht. Door kwantitatieve gegevens over pathogenen in rioolwater uit de literatuur en van 



de aërosolisatie van de modelorganismen (deze studie) met eikaar te combineren is de 

concentratie darmpathogene Campylob~cter, enterovimssen en Ciyptosporidium in de lucht 

berekend. De berekende gehaltes zijn hoog in de zeefbandpersmimte, met name tijdens 

schoonmaken, in de ruimte boven een afgedekt oxidatiebed en in het roostergebouw en 

tijdens het sproeien van de compostfilters. 

Blootstelling rwzi-medewerkers aan darmpathogenen is aanzienlijk 

Met de gegevens over de duur en frequentie van het verblijf van medewerkers op de diverse 

locaties is berekmd wat de blootstelling x7an de medewerkers is. De blootstelling aan deze 

ziekteverwekkers is, zeker voor een deel van de medewerkers en op een aantal locaties, 

aanziedijk. De blootstelling treedt vooral op bij het schoonspuiten van installaties en het 

sproeien van de compostfilters, maar ook in het roostergebouw, boven een afgedekt 

oxidatiebed, de mimtevoor aanmaak van PE en de zeefbandpersmimte. 

Verhoogd risico op infectie met darmpathogeiien wel aannemelijk 

Uit deze studie blijkt dat het aannemelijk is dat rwzi-medewerkers via aErosolen worden 

blootgesteld aan ziekteverwekkers van fecale herkomst, zoals Campylobacter, enterovimssen 

en Cqptosporidium (en waarschijnlijk nog een aantal anderen). Met de gegevens van 

blootstelling en dosis-responsrelaties is het risico op infectie van rwzi-medewerkers 

berekend. Het totale infectierisico (alle locaties tezamen) voor rwzi-medewerkers is hoger 

dan het risico voor de algemene bevolking. Blootstelling aan deze klasse ziekteverwekkers 

vindt op een rwzi natuurlijk ook plaats door direct contact met slib en afvalwater. Deze laatste 

worden door algemene hygiene beperkt. De blootstelling via aërosolen levert dus, met name 

via een beperkt aantal locaties en aan een deel van de medewerkers, een verhoogd risico op 

gezondheidsklachten op. 

Inpassen in KAM-beleid Biologische Agentia op rwzi's 

De bevindingen van dit onderzoek moeten worden gewogen binnen bet kader van het ARBO- 

Besluit en de bestaande regelingen @.v. voor werken in afgesloten mimtes) en het totale 

beleid ten aanzien van Biologische agentia. De verantwoordelijkheid hiervoor ligt bij de 

waterschappen, die samen met de Arbeidsinspectie en ARBO-diensten een zowel in termen 

van gezondheidsbescherming als realiseerbaarheid verantwoord beleid en eventuele 

beheersmaatregelen kunnen opstellen. 



Er zijn vanuit de resultaten van dit onderzoek een aantal overwegingen die daar mede richting 

aan kumen geven. Deze zijn ingedeeld naar de hiërarchie van het ARBO-Besluit. 

De resultaten van deze studie kunnen worden gebruikt om per nvzi de locaties en 

werkzaamheden waar veel blootstelling aan aërosolen plaatsvindt te inventariseren, te 

registreren en aan te duiden. Per locatie kunnen dan passende beheersmaatregelen worden 

opgesteld. 

Brongerichte maatregelen 

Bij de (ver)nieuwbouw van installaties moet het onderdeel blootstelling aan biologische 

agentia in zijn algemeenheid en blootstelling aan Itërosolen kritisch worden meebeschouwd. 

Daarbij valt te denken aan de keuzeíinrichting van de beluchtingssysternen en 

compartimentexhg van ruimtes teneinde plaatsen met veel a&osolen te scheiden van ruimtes 

waar medewerkers langdurig in aanwezig zijn. 

Andere schoonmaakprocedures waarbij minder aErosolen worden gevormd zijn eveneens te 

overwegen. 

Ten aanzien van Legionella is het van belang de mogelijkheden voor vermeerdering w goed 

mogelijk te beperken. De belangrijkste factor daarbij is temperatuur. Risicofactoren zijn 

lozing van koelwater op de rwzi's en locaties WW de watertempetatuur kan oplopen tot 25' 

of hoger (zoals in sommige hydroforen, hoewel in dit onderzoek geen kweekbare Legionella 

in water in hydroforen is gevonden in de zomer). 

Organisatorische maatregelen 

Voor organisatorische maatregelen is de basis om de frequentie en duur van de aanwezigheid 

van medewerkers op plaatsen waar a&osolvorming plaaisvindt tot een noodzakelijk minimum 

te beperken. Werkzaamheden die worden uitgevoerd op de locaties waar de blootstelling aan 

a&osolen hoog is moeten worden beoordeeld op noodzaak. Aanbevolen wordt een dergelijke 

inventarisatie te maken en daar tevens bedrijfsregelingen van af te leiden voor de 

werkzaamheden in mimtes met hoge blootstelling, wals het voorschrijven dat schoonspuiten 

in de buitenlucht moet gebeuren of een maximum aantal uren per dag dat een medewerker in 

een bepaalde mimte aanwezig mag zijn. 

Ook informeren van de wzi-medewerkers en de handhaving van de bedrijfsregelingen moet 

hier onderdeel van uitmaken. 



Coiiecüeve (technische) maatregelen 

Per rwzi kan voor deze locaties worden overwogen of technische maatregelen h e n  worden 

genomen om de vorming edof verspreiding van aërosolen tegen te gaan of door ventilatie de 

concentraties te verlagen. Voor mimtes wals boven het oxidatiebed, de zeefbandpruimte 

en de mimte voor aanmaak PE is een dergelijke ventilatie of luchtafniiging aan te bevelen. 

Dat kan wwel een continu systeem zijn als een ventilatie voordat een medewerker de ruimte 

betreedt. Andere technische maatregelen zijn het plaatsen van o h t i n g e n  en 

compartimentering met doorzichtramen, maar ook bestuting op afstand, opstellen van 

camera's en het voorkomen van storingen. 

Persoonlijke besehermhg 

Voor de locaties waarop uit dit onderzoek een hoge blootstelling is gebleken die niet door 

technische of organisatorische maatregelen is in te perken wordt adembescherming tegen 

aërosolen met een masker of halfmasker van klasse FFP3 - SL aanbevolen. Vanwege de 

intensieve en langdurige blootstelling wordt aanbevolen adembescherming voor te scbrijven 

bij het schoonspuiten van installatieonderdelen die in aanraking zijn gekomen met afvalwater 

of slib. 





Summary 

Legionella 
Since the time of the Legionella outbreak in the Netherlands in the Dutch town of 

Bovenkarspel (Febmary 1999) much attention has been devoted to the type of water 

installations where Legionella can develop and possibly lead to infection. in its inventory of 

existing howledge in the field in international publications the RIZA perbee, 19991 

indicated that Legionella rnanifests itself in wastewater and in the au  above aeration tanks. in 

the above-mentioned RIZA report it was recommended that "it should be established whether 

the bacterium is present in wastewater treatment plants (WWTP) and whether it occurs in the 

air above aeration tanks". 

Objective 

The main objective of this study was to determine if Legionella is present in Dutch 

wastewater and, if so, to establish to what degree employees of municipal wastewater 

treatment systems might be exposed to Legionella. To do this, a survey was carried out to 

discover where and to what extent micro-organisms ate introduced into the atmosphere 

through aerosol formation during the treatment of municipal wastewater. 

Quantitative analysis of the exposure of WWTP workers 

What was determined at a selected number of locations was whether, and to what possible 

extent, Legionella is present in (partly treated) municipal wastewater and in the atmosphere of 

WWTPs. With the help of this information and data dram from a questiomaue on the 

fkquency and the duration of the stay of WWTP staff at various locations estimates were 

made of people's exposure to Legionella. This was then compared to exposure levels at other 

locations as described in various publications so that an impression could be gained of the 

health risk run by WWTP persomel. 

Little support in the relevant literature 

Legionella can be found in wastewater and in the au  above aeration tanks. The information 

given in the various sources is limited and fairly qualitative which m e m  that it is not reliable 

enough to estimate risk on the basis of such data. Legionella can survive for a long time in 

aerosols (for half an hour or longer depending on the relative air humidity), which is any case 

certainly long enough to bridge the time gap between source and WWTP worker. Among 

employees at an industrial WWTP a description was given of Pontiac fever caused by 



Legionclla after maintenance work had been camed out on a sludge thickener thus indicating 

that the infection can be conveyed in this way. 

Methods for proving Legionella still have their limitations 

During the course of this research, methods were developed for proving the presence of 

Legionella in wastewater and au. What the applicationdemonstrated was that there is na one 

most suitable method for detecting Legionella in wastewater ar  aerosols. In the context of this 

study it was the PCR method that produced tbe most useful results. The DFA method most 

probably overestimates the Legionella concentration. No Legionella was discovered using the 

culture method but at many lacations that was very interfered by overgrowth. It is 

recommended that in order to inspect wastewater andlor air at other locations, the PCR 

method and (also even) the culture method should he applied. 

Level of aerosol formation 

By means of tests canied out in a number of selected wastewater treatment plants, it was 

discowed that there were raised concentrations of micro-arganisms in the atmosphere at a 

number of locations. Tbose locations with raised concentration levels are classified in the 

table below. These locations were further inspected in conjunction with Legionella 

ioncentrations of micro- 

xganisms in the air 

Very htghly raised 

Raised 

Location 

the screening hullding 

the space ahove covered oxidation beds 

in certain buildings fm helt filter presses, n~tahly in comection with 

cleamg activities 

with surface aeration 

near to the screw conveyor 

when spreying compost filters 

with huhhle aeration 

in rooms For making up PE 

in the filwate cellar 

in certain buildings for belt filter presses and sludge dewatering 

buildings 

at compost filters 



Legionella can be fonnd in wastewater and in aerosols 

Legionella is to be found in the wastewater and in the atmosphere of most wastewater 

treatment plants. In conjunction with the PCR detection method it is not possible to establish 

whether this is active, infectious Legionella but it is plausible to presume that a portion of it 

at least wil1 be potentially active a d  infectious. The levels gauged using the PCR method 

may be seen as 'worst case' scenarios. The Legiondl0 content varies from wastewater plant 

to wastewater plant; in two installations there was no Legionella found in the atmosphere and 

at thee others there was. The Legionellapneumophila levels varied from 0.56 to 56 per m3. 

The level of aerosolisation measured using the PCR method is consistent with that measured 

in the colony number of 2 2 T  which is an indirect indication of the accuracy of the PCR 

specifications conceming the aerosolisation of Legionella. 

Presenee of employees at  risk locaíions 

From the questionnaire results it became known how oîten and how long staff were present at 

the various locations. There proved to be great differences in these statistics that wwld also 

mean that there are p a t  discrepancies in the levels of exposure to aerosols. These îïndings 

were included in the further analyses. 

The exposure of WWTP workers to Legionella is low 

The levels of Legionella in the air were found to be low compared to the volumes 

(propagated) in the au emitted &om air-oonditioning installations and around cooling towers 

where Legionella infection has been known to develop. No Legionella could be detected in 

the atmosphere of wastewater treatment plants using the culture method but it was to be 

detected with the PCR method which was thw taken to represent 'worst case' Legionella 

concentration estimations in the atmosphere. 

Legionella risk not likeb 

What this sîudy has made clear is that exposure to micmorganisms derived from aerosols at 

a number of wastewater keatment plant locations, is higher than it is among the general 

population. Legionella may be found among the micro-organisms present in a wastewater 

treatment plant. Going on the basis of the 'worst case' scenario using the PCR method the 

level of Legionella may be said to be low when compared to the concentrations found at 

known risk locations. Bearing in mind that the PCR probably overestimates the level of 

infectious Legionella this means that the risk of WWTP workers developing Legionnaire's 

disease cannot be mled out but it is not likely either. 



At the Same time it should be remembered thai while the locations researched here were 

representative for the sector, the data cannot be automatically applied to al1 separate 

locatians. It was especially in the locations where Legianella levels could turn out to be 

higher than those found in this study (notably at locations where water temperatures are 

higher, e.g. due to cooling water discharging or in hydranb that can heat up in summer) that 

supplementary measuring nee& to be done to verify that in those places also risks may be 

charactensed as unlikely. 

Other biological agents 
In this study much knowledge was accumulated on the subject af the aerosolisation of micro- 

organísms in wastewater treatment plants. Since it is generally known that wastewater is 

infected with a great diversity of pathogens. this study aiso listed the incidents of risk of 

exposure to a number of other biological agents. When it came to the matter of the presence 

of such pathogens in h t c h  wastewater enough infomation could be distilled from other 

studies to, in combination with the details on aenisolisation provided in this study, draw 

initia1 cmclusions on exposure risks. 

Intestinal pathogens are generally present ia wastewater and aerosols 

Intestinal pathogens are very common in wastewater. On the basis of bacteria tests done with 

colifom, Fapecific RNA phages and spores of sulpbite-reducing clostridia, it may be 

asserted that faecai pathogens are released into the a u  of wastewater treatment planb. By 

cmbining the quantitative data on the wastewater pathogens mentioned in the relevant 

literature with tbe data on micro-organism aerosolisation, the concentrations of the intestinal 

pathogen Campylobacter, enteroviruses and Crypropridium in the atmosphere could be 

cakulated. 

The exposure of WWTP workers to intestinal pathogens is considerable 

Going on the data gathered on the duration and frequency of employees' stay at the various 

locations, it was possible to calculate their exposure levels. The exposure to these pathogens 

was considerable, certainly for a number of employees and in a nurnber of locations. 

Exposure is heightened when they spray-clean installations and when the compost filters are 

aprayed but als0 in the screening building, above covered oxidation beds, in the areas for 

making up PE and in the buildings for sludge dewatering, especially for belt filter presses. 

Heightened risk of intestinal patbogen is considerable 



What has emerged from this study is that it is probable that wastewater treamient plant 

employees are exposed to &a1 originating pathogens such as Cmpylobaeter, entero vinises 

and C~ptosporidium (and probably to a number of others). On the basis of the details 

pertaining to exposure and dose response relations it was possibie to calcuiate the chance of 

infection for wastewater treatment plant wwkers. The total infection risk level (of al1 

locations combined) is higher than the risk level for the general population. Exposure to this 

class of pathogens is also of course possible when direct contact is made with wastewater 

installation plant sludge and wastewater. Such exposure can be limited by observing general 

rnles of hygiene. Exposure to aerosols therefore leads to heightened health risks, particularly 

in a limited number oflooations and among a certain group of employees. 

Fitting biologica1 agents into policy for health and safety 

The findings of this study have to be weighed up within the framework of the Dutch Health 

and Safety at Work Act, existing mles (e.g. relating to working in closed areas) and the entire 

policy relating to biologica1 agents. The responsibility for this lies with the water boards 

which, together with the Labour hpection Service and the Health and Safety at Work 

departmeuts can draw up a sound policy both from the point of view of health protection and 

feasibility, and possibly also control regulations. There are a number of considerations 

emerging from the results of this s* that could help to steer such policy decisions; the 

consideratiais have been grouped according to the Health and Safety at Work Act categories. 

The resdts of this study min be used to inventory, register and indicate, per wastewater 

treatment plant, the locations and the activities where exposure to aerosols is high so that 

subsequently suitable wntrol measures can be dram up per location. 

Sourdireeted measures 

When constnicting or rebuilding installations the issue of exposure to biological agents in 

general and exposure to ae~osols must be critically considered. In that connectiou one may 

think of the selection/creation of ventilation systems and the comprirtmentalisation of rooms 

so that areas with high aerosol levels can he separated h m  rooms where employees are 

present for long periods of time. What alm might be wnsidered is the idea of adopting 

alternative cleaning procedures so that less aerosols are formed. 

With regard to Legionella it is important to as far as possible limit the multiplication 

possibilities, The most important factor there is temperature. The risk areas are, the 



discharging af cooling water in wastewater treatment plants where water temperatmes ean 

nse to 25°C or higher (as in certain hydrants though in this shrdy no cultivable Legionella 

was discovered in water in hydrants in the summertime). 

Organirational measures 

When it mmes fo the matter of organisational measures, it is imporîant to keep to the abwlute 

minimum the frequency and duration of the periods when employees must be in places where 

aerosol formation pccurs. Activities oamed out in locations where exposure to aerosols is 
high must be evaluated according to necessity. The recommendation is that such assessments 

are made so that industrial rulings oan then be laid down for working in such high exposure 

areas Iike, for instance, stipulaíing hosing down in the open air or that employees may only 

spend a maximum number of houss a &y in certain wo& areas. Keeping WWTP workers 

well-informed and upholding industrial regulations must also be a part of these measures. 

Collective (teehnical) measures 

Per wastewater treatment plant it may be decided whether or not technical measures may be 

taken to prevent the forming andlor spreading of aerosols within those locations or whether 

the concentrations may be lowered by ventilating. For spaces such as the area above the 

oxidation bed, the buildings with belt filter presses and the area where PE is created, such 

ventilation or au extraction is to be recommended. That could be either in the form of a 

perpeîuai system or in the fom of ventilation before an employee enters the location. Other 

technica1 measures worth considering are: the creation of housing systems and compartments 

with viewing windows, remote control systems, the positioning of cameras and avoiding 

breakdowns. 

Personal protection 

Regarding al1 the high exposure level locations emerging kom this shidy that cannot be 

tackled by adopting technical or organisational measures, breathing protection againsî 

aemsols is recommended in the form of class FFP3-SL mask or half-mask protection. In 

conjunction with the intensity and the long duration of exposure when it comes to spray 

cleaning al1 the installation components that have been in contact with wastewater or sludge, 

it is recammended that, there too, breathing protection should be used. 



1 Inleiding 

1.1 Aehtergrond 

Sinds de Legionella-epidemie in Bovenkaspel (febman 1999) is in Nederland veel aandacht 

geschonken aan de waterinstailaties waar Legionella war kan komen en mogeïijk infecties 

kan veroorzaken. In een inventarisatie van de bestaande kennis in de buitenlandse literatuur 

heeft het RIZA [Berbee, 19991 aangegeven dat: 

- Legionella voorkomt in rioolwater en bij nvzi's; 

- Legionella is aangetroffen in de lucht boven beluchtingsbassins; 

- geen legionellose-gevallen zijn gerapporteerd op 4 ' s ;  
- awzi's in de voedingsmiddelenindustrie door hogere watertemperaturen mogelijk een 

hoger risico vormen; 

In deze rapportage wordt aanbevolen "om na te gaan of de bacterie in nvzi's en awzi's 

aanwezig is en of deze in de Lucht bij beluchtingsbassins voorkomt." 

Bij rioolwatemiveringsinstallaties (iwzi's) wordt veel gewerkt met bacteriehoudend 

materiaal als slib en afvalwater. Tijdens de normale bedrijfsvoering van een rwzi komen op 

verschillende locaties aì3roosolen vrij. Als Legionella voorkomt in het water op deze plaatsen 

kan deze bacterie met de a&osolen in de lucht worden gebracht. Wanneer deze waterdeeltjes 

klein genoeg zijn (kleiner dan 5 w), kunnen ze na inademing tot in de longblaasjes 

doordringen. Via deze route kan besmetting bij mensen optreden. Als L. pn8umophila via 

deze route binnendringt kan dit uitmonden in de veteranenziekte of Pontiac fever. Dit geldt 

vooral voor mensen met een verminderde weerstand en gevoelige luchtwegen (ouderen, 

mensen met problemen met de ademhalingsorganen, rokers, medicijngebruikers, etc.). Echter 

ook gezonde mensen kunnen de veteranenziekte oplopen. 

1.2 Doelstelling 

Hoofddoel van deze studie was te onderzoeken of Legionella ook in Nederlands rioolwater 

voorkomt en, indien aanwezig, vaststellen van het niveau van blootstelling van medewerkers 

van zuiveringsinstallaties van communaal afvalwater aan Legionella. Daarbij werd in kaart 

gebracht waar en in welke mate bij de zuivering van communaal afvalwater micro- 

organismen via aërosolvorming in de omgevingslucht worden gebracht. 



Omdat bij dit onderzoek gegevens werden verzameld o e r  aërosolvorming en blootstelling 

aan micro-organismen via aërosolen is als nevendoelstelling ook opgenomen een analyse te 

mken van de blootstelling aan andere biologische agentia via deze route. 

1.3 Werkwijze 

Op een geselecteerd aantal locaties is vastgesteld of en in welke mate Legionella voorkomt in 

(gedeeltelijk behandeld) communaal afvalwater en de omgevingslucht van de zuivering. Met 

behulp van deze gegevens en een inschatting van frequentie en duur van verblijf van 

medewerkers van een zuiveringsinstallatie in de omgevingsluchf, is een inschatting gemaakt 

van de mate van blootstelling aan Legionella. Deze is vergeleken met de mate van 

blootstelling op andere locaties, zoals die in de literatuur is beschreven, om een indruk te 

geven van het gezondheidsrisico voor het personeel van wzi's. 

Omdat een specifieke selectie is gemaakt van locaties met de hoogste kans op aërosolvorming 

en verspreiding van Legionella kan d a e  inventarisatie worden gezien als worst-cme 

blootstellingsanalyse van de ~oolwatemiveringssector. 

Andere blootstellingsroutes, zoals via huidcontaet met afvalwater en vervolgens inademen, 

zijn voor Legionella nooit aangetoond. Deze worden van deze analyse uitgesloten, temeer 

omdat hygiënisch werken met afvalwater een standaardprocedure is vanwege het grote aantal 

pathogene micro-organismen dat in afvalwater voor kan komen. 

Bij deze studie werd veel kennis venameld over aërosolisatie van micro-organismen op 

rwzi's. Omdat algemeen bekend is dat rioolwater besmet is met een grote verscheidenheid 

aan ziekteverwekkers van het maagdamkanaal, lag het voor de hand om bij deze 

inventarisatie bet risico op blootstelling aan deze andere ziekteverwekkers mee te nemen. 

Over het veorkomen van deze ziekteverwekkers in Nederlands rioolwater was uit andere 

studies al voldoende informatie om, gecombineerd met de gegevens over aërosolisatie uit 

deze studie, een eerste inschatting van het blootsteliingsrisiw te maken. 

Ondenaek naar het voorkomen van Legionella in industriële awzi's was geen onderdeel van 

deze studie. 



1.4 Leeswijzer 

Eerst wordt een overzicht gegeven van wat er bekend is uit de wetenschappelijke literatuur 

over Legionella en darmpathogene micro-organismen in rioolwater en de vorming van 

aërosolen op rwzi's en de overleving van Legionella in a&osolen (hoofdstuk 2). Daarna 

wordt de opzet van dit onderzoek beschreven (hoofdstuk 33 en de wijze waarop, met de 

kennis van de waterschappen over plaatsen waar medewerkers aan aërosolen worden 

blootgesteld, een selectie is gemaakt van locaties voor het uitvoeren van metingen (hoofdstuk 

4). 

De methode en bevindingen van de metingen aan micro-organismen in &osden op deze 

meetlocaties staan beschreven in hoofdstuk 5. Ook zijn in dit hoof8stuk de resultaten van de 

enquête opgenomen waarui aan rwzi-medewerkers is gevraagd hoe vaak en hoe lang zij op 

verschillende locaties op de rwzi aanwezig zijn. 

Op basis van de a&osolmetingen zijn de locaties geselecteerd waar andenoek naar het 

voorkomen van Legionella is uitgevoerd (hoofdstuk 6). Om het LegiOneI1a-ondeizoek op 

m i ' s  uit te kunnen voeren moesten de analysemethoden hiervoor geschikt gemaakt worden 

(Bijlage N). Door de meetgegevens aan Legionella te koppelen aan de gegevens uit de 

enquete kon een inschaîíing worden gemaakt van de blootstelling van d-medewerkers aan 

Legionella (hoofdstuk 7). Op dezelfde manier kon een inschatting worden gemaakt van de 

blootstelling aan andere biologische agentia (hoofdstuk 8). 

De algemene beschouwing en de aanbeveiingen die vanuit de resultafen van dit ondemek 

aan de Waterschappen kunnen worden gedaan staan in hoofdstuk 9. 

De gelnuikte literatuur en een uitleg van de gebniikte technische begrippen staan in 

hoofdstuk 10 en 11. In de bijlagen zijn opgenomen: de mmterlocaties met fotoverslag 0; de 

meetresultaten van het ondenoek naar micro-organismen (D) per locatie, de e n q d  (m) en 

de ontwikkeling van de methode voor Legionella in afvalwater en &rosolen daarvan (W). De 

overige ondenoeksmethoden staan opgenomen in Bijlage V. 

In dit rapport wordt aan de eigenschappen van Legionella die specifiek betrekking hebben op 

voorkomen op rwzi's en overdracht via a&osolen gerefereerd. Voor een algemene en meer 

uitgebreide beschrijving van Legionella wordt verwezen naar Berbee [l9991 en naar het 

rapport van de Gezondheidsraad [1986]. 





2 Inventarisatie literatuur 

2.1 Legioneiia bij rwzi's 

Legionella is aangetroffen in rioolwater. Het idee dat in rioolwater geen Legionella aanwezig 

zal zijn omdat de watertauperatuur meestal beneden de 25°C ligt is dus onterecht. Northrop 

et al, [l9811 vonden L. pneumophila in rioolwater door cavia's te besmetten met NW 

rioolwater en te laten zien dat 6-7 dagen na inoculatie L. pnewnophila in de milt aanwezig 

was. Blootstelling van cavia's aan aërosolen van dezelfde m i  gaf geen zichtbare infectie. 

infectieuze L. pneumophila was dus in rioolwater aanwezig, miar niet in voldoende mate om 

via a&osolen een infectie te veroorzaken. 

h het overzicht van Berbee [l9991 w o r h  de studies van Palmer et al. [l9931 in de VS en 

van Roll & Fujioka in Hawai' [l9951 besohreven. Palmer en collega's vonden Legionella met 

de kweekmethode in één van de vier monsters zowel in ruw rioolwater (10 h e l d ) ,  na de 

voorbezinkea (33 helml) als na de nabezinkers (500 kvetml). Met de PCR detectiemethode 

waren alle monsters positief en waren de gehaltes >1000/mi, dus beduidend hoger. Met de 

DFA-detectiemethode werden Legionelia-gehalten gemeten van 5900 - 35000 per ml, maar 

de auteurs twijfelen aan deze resultaten omdat ze zoveel hoger zijn dan van de kweekmethode 

en PCR. Ze vermoeden dat de DFA niet specifiek genoeg is. (Details van deze methoden 

staan weergegeven in bijlage N). 

Een deel van de gevonden Legwnella's CS-10%) was L. pneumophila, de meest pathogene 

soort. 

Zij wncludeerden dat Legionella spp. en L. pnemophila voorkomen in rioolwater en dat de 

gehaltes niet afnemen tijdens de zuivering (hoewel het aantal monsters wel beperkt was (één 

positieve voor de verschillende plaatsen in de zuivering)). 

Roll & Fujioka vonden ook in alle fasen van de zuivering Legionella met zowel de kweek als 

PCR-methode. De met de kweekmethode gemeten gehalten in rioolwater waren 203/ml(67% 

van de monsters positief), na de voorbezinkers was het gehalte 267/d(64% positief) en na 

de beluchten 2251ml (38% positief). Geen van de gevonden Legionella's bleek L. 

pneumophila te zijn. Ook hier werden met de PCR hogere gehaltes gemeten (>1000/ml). Zij 

concludeerden dat: 
- in een tropisch klimaat Legionella in alle fasen van de rwzi voorkomt; 
- in de a&osolen nabij beluchtingsbassins Legionella voorkomt; 
- rwzi-medewerken daar aan blootgesteld worden; 



- de blootstelling beneden de geschatte infectieuze dosis ligt (zowel met PCB als met de 

kweekmethode); 

- in rioolwater geen L pneumophila, maar minder pathogene soorten Legionella aanwezig 

waren. 

In een recente studie uit Spanje werd Legianellapneumophila aangetroffen in aërosolen in de 

voorzuivering en boven het beluchtingsbassin (resp. drie van de tien en één van de negen 

monsters van 1 m3 lucht positief) met de PCR-methode (Tabel 1). Met de kweekmethode 

werden geen Legio~ella's aangetroffen vanwege een sterke groei van de achtergrondflora. 

Tabel l .  Legionella in a&-osolen bij Een mi (naar Pcwewal et a l .  2001): weergegeven zijn 

het aantal positieve monsters en hef foiaal aantal monsrers. 

1 I Kweek I PCR I 
(+/totaal) 

Bij de positieve monsters was de luchttemperatuur 9.5-20.W; de windsnelheid 0.6-2.6 mis 

en de relatieve vochtigheid 50.2-78.5%. Bij de Legionella-negatieve monsters was dit resp. 

6.7-28.4"C, 0.2-2.5 mis en 18.1-71.4%; geen duidelijkverschil met de positieve monsters dus. 

Mogelijk is er een relatie met een lage luchtvochtigheid, omdat onder die omstandigheden 

snelle verdamping van aërosolen en afstewing van Legionella optreedt. 

(+/totaal) 

Afgedekte voorbezinkers 

Beluchtingsbassins 
Zeefhandners 

Uit de literatuur blijkt dus dat Legionella voorkomt in rioolwater en ui aërosolen boven 

beluchtingabassins. Ook L. pneumophlla is in rioolwater aangetroffen. De hoeveelheid 

informatie is beperkt, vooral als het gaat om de gehaltes aan Legionella in rioolwater en 

aërosolen te leren kennen. Alle studles geven aan dat blootstelling mogelijk is en dat dit een 

potentieel gezondheidsrisico voor nuzi-medewerkers zou kunnen zijn, maar niet of dit een 

werkelijk risico is en hoe groot dat nsico is. 

In de studies worden nog een aantal zaken vermeld die van belang zijn voor Legjonellu bij 

rwzi's: 

Roostergehouwlzandvang 

O19 

O19 
n19 

019 

l l9 
n19 

0/10 3/10 



Legionella zou zich in de biofilms op leidingen en installaties kunnen handhaven en 

eventueel vermeerderen. Schoonspuiten van installaties brengt aërosolen met 

biofilmmateriaal in de lucht. Dit is een potentiële risicofactor; 

het voorkomen van Legionella in amoeben zou ze kunnen beschermen tegen inactivatie 

in de rioolwaterzuivering; 

Legionella kan zich in amoeben en ciliaten vermeerderen. In een rwzi zijn bijna altijd 

grote hoeveelheden amoeben en ciliaten (behorende tot de groep van protozoën) 

aanwezig [STOWA, 19991. Deze voeden zich voornamelijk met bacteriecellen die los in 

de vloeistof of aan de randen van de vlokken aanwezig zijn. Aërosolisatie van deze 

protozoën met Legionella zou "pakketjes" met een relatief hoge concentraties opleveren, 

die goed beschermt zijn tegen uitdroging. 

2.2 Aërosolvorming bij nvzi 's 

Een belangrijke potentiële bron voor aërosolen zijn de beluchtingsbassins. De meeste 

literatuur over aërosolvorming door rwzi's stamt uit eind jaren '70 en bevat meestal geen 

concentraties aërosolen, maar concentraties micro-organismen (aëroob koloniegetal, bacteriën 

van de coligroep, enterovimssen, colifagen) in de lucht boven de beluchtingsbassins en in de 

omgeving van de m i .  Nederlandse gegevens zijn alleen beschikbaar over de rwzi 

Kralingseveer en de omgeving daarvan [DWL, 19791. Deze metingen en de literatuur laten 

Yen dat boven alle rioolwatermiveringsinstallaties aërosolen met micro-organismen uit 

rioolwater aanwezig zijn. De concentraties micro-organismen in de lucht zijn primair 

afhankelijk van hun concentratie in rioolwater, het type beluchting en de 

weenomstandigheden. De grootteorde van deze concentraties is weergegeven in tabel 2 en 3. 

Tabel2. Concentraties micro-organismen in rioolwafer en in de lucht op en rond een rwzi 

I Concentratie in I Concentratie in de I Concentratie in de I 

Bacteriën van de coligroep 

Voor de verspreiding van de aërosolen in de omgeving van de rwzi 's rijn de koude 

wintermaanden de meest kritische periode. De luchttemperatuur is laag waardoor verdamping 

EnteroWussen 

rioolwater 
@er ml) 

lo4- los 

10-'- 101 

lucht op rwzi 
(per m3) 

10a - 10Z 

- 1 10." 10' (2-50m) 

Colifagen 

lucht, benedenwinds 
van m i  (per m3) 

1oo- 1o2 (30-loom) 

101 - 10' - 1 10.' - 10"M-100ml 



van de aërosolen langzamer plaatsvindt. Ook de intensiteit van het Uv-licht is lager, 

waardoor minder snel afsterving van micro-organismen zal optreden. 

Tabel 3 Concentratie aËroob koloniegetal en barreri8n van de coligroep in de lucht rondom 

rioolwaterzuiwringsinstallatia 

lucht 
(aantawm3) I 

Referentie 

I Northnm et al. 1980 I 60 - 447 I 0.6- 17 I 

Aëroob koloniegetal 
bij 22°C 

I I 

Bacteriën van de 
coligroep 

DWL, 1979 

Camann er al, 1980 

Johnson ef al, 1980 

Clark et al, 1980 
T 11%-Hine P? u1 19x0 

2.3 Overleving Legioaena in aërosolen 

29 - 787 

Farmin et al, 1985 

Sawyer et al, 1993 

Van der Woerdt et al., 1999 

Medema, et al., 1999 Merck MAS 100 

Medema et al: 1999 Sartonus MD8 

Legionella is relatief stabiel in aërosolen in vergelijking met E.coli. Hambleton et d. [l9831 

onderzochten de overleving van L. pneumophila in aërosolen. De Legionella werd vooraf 

gekweekt op agarplaten, geoogst en gesuspendeerd in water. Ook werd gekweekt in vloeibaar 

medium tot in de stationaire groeifase. De tijd die nodig was om 90% van de aanwezige 

Legionella bacteriën af te doderi was 36 - 108 minuten (Tabel 4) L pneumophila gekweekt in 

vloeibaar medium was minder stabiel. Dennis B Lee [l9881 onderzochten de overleving van 

L pneumophila stammen met verschillende virulentie. De stammen werden gekweekt op vast 

BYCE. Kolonies werden gesuspendeerd in water en met een aërosolgenerator versproeid bij 

20°C en een relatieve vochtigheid van 30, 60 en 90%. De meest vimlente stam (Corby) 

overleefde het langst in aërosolen (Tabel 4), daarna stam 74/81 (gemiddelde vimlentie) en de 

minst virulente stam (Philadelphia-l NCTC 11 192) stierf het snelst af. Vimlente stammen 

overleven dus langer in aërosolen. 

1 - 14 

71 O0 - 29000 

253 - 812 

55 1 

1,7 - 12.2 

3.1 - 12,4 

8 -43  

9 

* Oplossen gelatmefilter leven wel onopgeloste deeltjes 

102 - 1325 

970 - 2068 

1530 - 3800 

980 - 1200 

600 - 1 IOO* 

0,34 - 6 3  

28 - 410 

2,4 - 79,4 

8 - 130 

<l 



Deze auteurs hebben ook overlevingseiperimenten gedaan met stammen uit patittnten, uit 

waterinstallaties die waren geassocieerd met infecties bij mensen en uit waterinstallaties die 

niet waren geassocieerd met infecties. Patihtenstammen overleefden beter dan 

waterstammen. Waterstammen geassocieerd met infecties overleefden beter dan 

waterstammen die niet met infecties waren geassocieerd. Pontiac overleefde beter dan Olda 

en die weer beter dan Bellingham. Andere Legionella-soorten, L. micdadei en L. bozemanii, 

overleefden weer beter dan L .pneumophila. 

Berendt et al. [l9811 vonden daarnaast dat extract van cyanobaeteri6n Legionella in &oden 

beschermt. De tijd voor het afdoden van de helft van de aanwezige bacteriepopulatie was met 

extract 11,2 - 12,9 min. en zonder extract 2,4 min., beduidend sneller dus. 

Tabel 4. dfstervingstgd van Legionella in aërosolen (weeqegeven is de Wd die nodig is voor 

afsterving van 90% van de populatie, in minuten) 

Soort 1 Stam 1. Kweek I Relatieve luchtvochti&eid I Referentie 

L. pneumophila 1 74/81 1 Agarplaat 1 36 1 1 08 
L. pneumophila 1 74/81 1 Vloeibaar I 21 1 I Hambleton er al., 1983 1 

In de literatuur wordt veel melding gemaakt van de associatie van Legionella met amoeben. 

Legioneiia h e n  zich in amoeben handhaven en vermeerderen. Ook in de lucht worden 

amoeben aangetroffen [O'Brien & Bhopal, 19931. De amoeben muden in dit geval een 

transportmiddel voor Legionella kunnen zijn, dat ook beschermt tegen uitdroging en UV- 

straling. Het inademen van een amoebe kan dus het bienkrijgen van een groot aantal 

Legionella-bacte~ib betekenen. Dit wordt gezien als een van de mogelijkheden om zoveel 

Legionella binnen te krijgen dat een infectie kan ontstaan. 

Dat Legi~nella ook in de praktijk lang kan overleven in &msolen wordt geyIlustreerd door het 

optreden van legionellose bij mensen die zich op aanzienlijke afstand (tientallen tot 

honderden meters) van de bron (een luchtkoelinstallatie) bevonden [Bhopal et al., 19911. 

Op een nvzi is de reistijd van de a&rosolen van de bron naar medewerkers die zich in de 

directe nabijheid bevinden kort (seconden tot minuten). Legionella overleeft veel langer en 

kan deze korte tijd dus nimschoots overbmggen. 

L. pnmophila 
L. pneumophila 
L. pneumophila 

74/81 
Corby 
Ml.-l 

aparPlaat 
Agarplaat 
Agarplaat 

40 40 
55 
3 

s120 Dennis & Lee, 1988 
Dennis & Lee, 1988 
Dennis & Lee, 1988 



2.4 Legionella-infectie bij d-medewerkers .  

Northrop et al. 119801 heeft het voorkomen van antilichamen tegen Legionella onderzocht bij 

mensen die binnen een straal van 1.6 km van een rwzi wonen. Deze was relatief hoog (23%). 

Er was echter geen relatie met de afstand tot de rwzi of het aantal jaren dat mensen in dat 

gebied woonden. Besmetten van cavia's met onverdund rioolwater leverde detecteerbare 

Legionella pneumophila in miltcellen. Na 10-voudige verdunning van rioolwater werd geen 

infectie meer aangetroffen. Blootstelling aan aërosolen van de rwzi leverde geen infectie op. 

In rioolwater bevindt zich dus levende en infectieuze Legionella pneumophila, maar deze 

studie gaf niet aan dat verspreiding via aërosolen tot infecties leidde. 

Gregersen el al. [l9991 rapporteerden een outbreak van Pontiac fever in een warme 

wmerperiode in Denemarken onder medewerkers van een awzi in een voedingsindustie na 

schoonmaken/reparatie van een slibindikker (twee eentiftges, niet afgedekt). In totaal zijn 

vijf mensen ziek geworden. Ze kregen griepachtige symptomen met koorts. Twee van de vijf 

zijn opgenomen in het ziekenhuis, waar ze na een antibiotica-therapie snel (een tot twee 

dagen) weer herstelden. De overige drie waren zonder antibiotica ook snel weer hersteld. In 

alle patiënten werden positieve antilichamen-titers tegen Legionella pneumophila set 1 

aangetroffen. Legionella pneumophila werd ook in slib gevonden (na zuurbehandeling en 

kweek op BYCE met antibiotica): 1,5 x 10'kve/~. Later is ook L. londiniensis gevonden. 

Onderzoek naar aërosolen is niet uitgevoerd. Er is adembescherming met actief kool 

toegepast, maar deze was niet beschermend tegen deze symptomen. De medewerkers moeten 

nu adembescherming tegen aërosolen dragen bij werkzaamheden en de centrifuges zijn 

tegenwoordig afgedekt [Gregersen er al., 19991. 

2.5 Ziekteverwekkers van fecale herkomst bij wei's 

Rioolwater is over het algemeen een mengsel van huishoudelijk, industrieel en agrarisch 

afvalwater. In hui$houdelijk en agrarisch afvalwater kunnen ziekteverwekkers voorkomen, 

afhankelijk van het voorkomen van ziektegevallen bij mensen of dieren in het 

voonieningsgebied. De belangrijkste ziekteverwekkers die via het rioolwater kunnen worden 

verspreid zijn virussen, bacteriën en parasieten, die infecties van het spijsverteringskanaal 

veroorzaken zoals Salmonella. Campylobacter, C>yptosporidium, Giardia, enterovitussen, 

calicivimssen, hepatitisvitussen etc.. Deze worden door besmette personen of dieren in hoge 

concentraties uitgescheiden met de feces en komen in het rioolwater terecht. Tabel 5 geeft 



een overzicht van een aantal ziekteverwekkers waarvan de conce&atie in rioolwater bekend 

is. 

Tabel 5. Coneentmtim ziekreverwekkers in rblwnter. 

Tijdens het aënitieproces van rioolwater in de actiefslibinstallatie worden ahwolen gevormd, 

zowel bij mechanische luchtinsiag met roerders als door het uiteenspatten van ingeslagen 

luchtbelletjes aan het oppervlak van de atkatietank [Woodcocl, 19551. De uiteenspattende 

luchtbelletjes genereren kleine a&osolen waarin micro-organismen uit het rioolwater zijn 

opgenomen. Zowel bacteriën als virussen zijn aangetroffen in de lucht boven en rondom 

aBatiebassins van wzi's [Camann et al, 1980][Northn>p et d, 1980][Johnson et al, 

1980][Carducci ei al, 19951[Fattal& Teltsch, 1982][Randail& Ledbeaer, 19661Fannin er al, 

1985][Sawyer ef al, 19931. Er is geen onderzoek naar parasieten in atkasolen bekend. 

A&osoldruppels verdampen snel; hij 22'C en 50% luchtvochtigheid is het water uit een 

aerosol van 200 pm in 5,2 sec. verdampt Wells,19SS]. Er biijft dan een druppelkern achter 

die door de wind verspreid wordt en grote afstanden afkan leggen. 

Vanwege hun persistentie en geringe omvang (20-90 nm, oftewel 0,02-0,09 m) zijn 

darmpathogene vimssen (entero-, hepatitis A -, adeno-, astro- m caliciY1RISBen) de meest 

kritische micro-organismen voor de verspreiding via Mrosolen van rioolwater. Orotere 

organismen zoals de protozoa (5-20 m) zullen minder gemakkeiijk worden geaërosoliseerd. 

Bacteriën (ca 1 m) sterven sneuer af door uitdroging van Mrosden. Uit onderzmk van 

Johnson el al [l9801 blijkt ook dat de verhouding tussen concdmtie in de lucht in de 

omgeving van een nvzi en het rioolwater voor enterovinissen een facta 10-100 hoger is dan 

voor bacteriën. 

Er zijn verschillende typen virussen die via rioolwatentesosolen zouden kunnen worden 

verspreid. Hierna wordt een overzicht gegeven van de eigenschappen van de belangrijkste 

typen. 



Enteravirussen 

Dit is een lang bekende en veel bestudeerde groep van vimssen, met poliovirus als meest 

bekende vertegenwoordiger, Het zijn virussen van 27 nm groot. Ze kunnen verschillende 

ziektes veroorzaken die variëren van milde symptomen als darminfectie (diarree), koorts en 

luchtweginfecties tot ernstige infecties van het zenuwstelsel /kinderverlamming). Voor deze 

virusgroep is overdracht via water beschrwen [Cliver, 19841. Doordat deze vimssen 

algemeen voorkomen in rioolwater en oppervlaktewater en relatief eenvoudig te 

kwantificeren zijn, worden ze gezien als indicator voor de virologische besmetting van water. 

Hepatitis-A vims 

Dit is een vinis dat vaak via water wordt overgedragen en grote epidemie& van geelzucht 

kan veroorzaken. In de Verenigde Staten wordt geschat dat 4% van de hepatitis-A infecties 

via water wordt veroonaakt [Cliver, 19841. Hepatitis A veroorzaakt een leverinfectie met 

geelzucht en regehatig chronische complicaties. 

Calicivimssen, astrowirussen 

Dit zijn twee groepen van virussen van ca. 30 nm. E n  van de calicivirussen, Norwalk vinis, 

veroorzaakt een goot  deel van de epidemieën van virusinfecties via water. Dit vinis 

veroorzaakt een acute, heftige darminfectie. Ook de andere vertegenwoordigers veroorzaken 

darminfecties. 

ddenovirussen 

Van deze groep vimssen van 70-90 nm worden serotype 40 en 41 waarschijnlijk via water 

overgedragen. Deze vinissen veroorzaken diarree, met name bij jonge kinderen. 

Ratavtrussen 

Deze virussen zijn 70 nm en zijn &én van de belangrijkste veroorzakers van darminfectie bij 

zeer jonge kinderen. Deze infecties komen vooral voor in de wintermaanden. In die maanden 

zal dit virus dan ook vooral in rioolwater voorkomen. 

Onder zowel experimentele als praktijkomstandigheden is overdracht van virussen via 

aërosolen mogelijk. Onderzoek naar de effecten van rioolwater-aërosolen op de gezondheid 

van personeel van rwzi's en nabijgelegen woningen of scholen waren te ongevoelig om 

duidelijke aanwijzingen voor een verhoogd risico te kunnen geven [Fannin et al, 

198O]FJorthrop et al, 1980][Johnson et al, 1980][Camann er al.. 1980][Sekla et al, 

1980][Dean, 19801. 



Wel is duidelijk dat virussen uit rioolwater via aërosolen in de omgevingslucht verspreid 

kunnen worden en dat deze vinisaërosolen in de directe omgeving van de rwzi (100m) en 

wauschijnlijk ook op grotere afstanden (km's) kunnen worden aangetroffen [Sorber & Sagik, 

1979][Fattal& Teltsch, 1982][Fannin et al, 1985][Carducchi ct al, 19951. 

Van een aantal virussen is bekend dat hun infecties seizoensgebonden voorkomen, zoals een 

piek voor rotavirussen en Norwalkvirus in de winterperiode. Tijdens deze piek zal ook de 

concentratie in rioolwater hoog zijn. 





3 Onderzoeksopzet 

Omdat bij de aanvang van het onderzoek nog geen methode beschikbaar was voor onderzoek 

van Legionella in rioolwater en in afvalwateraërosolen is het ondenoek opgedeeld in twee 

fasen. In de eerste fase is een inventarisatie gemaakt van de locaties waar blootstelling aan 

Legionella via aërosolen op zou kunnen treden en zijn deze locaties ingedeeld naar de mate 

wauin aërosolisatie van micro-organismen plaatsvindt, door metingen aan de verspreiding 

van micro-organismen in de omgevingslucht. Tegelijkertijd werd de detectiemethode voor 

Legionella geschikt gemaakt voor onderzoek in afvalwater en afvalwateraërosolen. In de 

tweede fase werden deze methoden ingezet om Legionella te meten op de locaties waar veel 

aërosolvorming optreedt. Daarnaast werd middels een enquête informatie verzameld over hoe 

lang en hoe vaak medewerken op de verschillende plaatsen op een rwzi aanwezig zijn. 

De blootstelling aan Legionella op de verschillende plaatsen op een rwzi kon worden 

ingeschat door de informatie uit de Legionella- en aërosolmetingen en uit de enquête samen 

te voegen. Op dezelfde wijze kon ook de blootstelling aan fecale ziekteverwekkern worden 

ingeschat (zie hoofdstuk 8). 

3.1 Fase 1 

3.1.1 Inventarisatie van blootsîeUingsmogelijRheden. 

Doel - Selectie van de locaties met a&osolvorming op rwzi's die representatief is voor de 

Nederlandse afvalwaterniiveringssector. 

Aanpak - Samen met de KAM-functionarissen van de waterschappen uit de begeleidings- 

commissie is de huidige zuiveringspraktijk doorgelicht en is gedocumenteerd waar 

aërosolvorming (type beluchtingsysteem, overstorten, cascades) kan optreden en waar de 

omgevingscondities zodanig zijn dat vermeerdering van Legionella op zou kunnen treden en 

waar mogelijk inactivatie op zou kunnen treden (hazard identification). Niet alleen het 

afvalwater zelf, maar ook de overige locaties die aan dezelfde voorwaarden voldoen (zoals 

brandslanghaspek, waterbuffers, spuitwaterleidingen e.d.) zijn meegenomen in deze analyse. 

De drinkwaterinstallaties zijn niet meegenomen, deze vallen onder de Tijdelijke regeling van 

VROM. 



Opbrengst - Inventarisatie van locaties waar blootstelling aan aërosolen plaats zou kunnen 

vinden, als basis voor de selectie van locaties voor nader onderzoek naar voorkomen, 

vermeerdering, inactivatie en verspreiding van Legionella via aërosolen. 

3.1.2 Vorming en verspreiding van aërosolen bij afvalwaterbehandeling. 

Doel - 1. Vaststellen op welke locaties aërosolvorming optreedt en hoeveel. 

2. Vaststellen van de fractie micro-organismen die uit het water in de lucht wordt gebracht, 

als basis voor de risicoberekening met darmpatbogenen. 

Aanpak - Bepalen van de mate van verspreiding van micro-organismen (heterotrofe bacteriën, 

E. coli, bacteriofagen, bacteriesporen) in de lucht rondom de in 3.1.1 geïdentificeerde 

risicolocaties bij de afvalwaterbehandeling. Er zijn eerder metingen uitgevoerd naar het 

voorkomen van bacteriën in de lucht direct boven de beluchtingsbassins als worst case. In dit 

onderzoek is het aangevuld met onderzoek naar het voorkomen van bacteriën, en fagen en 

sporen bij overige risicolocaties die zijn geïdentificeerd in 3.1.1. Daarbij zijn metingen 

gedaan aan micro-organismen in de omgevingslucht op verschillende afstanden van de bron 

van aërosolen. Deze metingen worden idealiter uitgevoerd bij lage temperaturen, hoge 

luchtvochtigheid en bewolkte hemel en weinig wind, omdat onder deze omstandigheden 

miero-organismen het langst overleven in aërosolen en in de 

omgeving van de rwzi aanwezig blijven. 

Door zowel de concentratie micro-organismen in water (C,) 

en de concentratie micro-organismen in de lucht te bepalen 

(C,) kan de fractie V) micro-organismen die in de lucht 

wordt gebracht worden berekend (figuur 1). Omdat de 

concentratie van een aantal vimssen, parasieten en 

pathogene bacteriën in afvalwater bekend is (C,), kan met 

de berekende fractie de concentratie van deze 

ziekteverwekkers in de lucht worden ingeschat. 

Figuur I .  Gebruik van de metingen in afvalwater m lucht om de fractie micro-organismen 

dze uit het water in de luchf wordf gebracht te berekenen. 

Opbrengst - Infomiatie over aërasokvming rondom rwzi's, lokalisatie van proceseen met 

een hoog risico op verspreiding van micro-organismen via aërosolen. Door niet aileen 

bacteriën, maar ook sporen en bacteriofagen mee te nemen in dit onderzoek kan (met de reeds 



beschikbare infomiatie over het voorkomen van virussen, pathogene bacteriën en protozoa in 

afvalwater) de blootstellingsanalyse worden uitgebreid naar risico's van fecale pathogenen 

via ai5rosolen. 

3.1.3 ûpturrrifaalie detectimreíhoden Legionelli in afvalwater en afvaIwaferaPrososolen 

Doel - Legionellapnemwphiía kunnen aantonen in rioolwater en aërosolen 

Aanpak - Aanpassingloptimalisatie van de Legionella kweek- en moleculaire methoden voor 

0ndemx.k in afvalwater en afvaiwateraLiro~olen. Vaststelling van de bruikbaarheid van 

hittebehandeiiig en specineke antibiotica om stoorflora te remmen en Lagionella aantoonbaar 

te houden. Onderzoek van de bruikbaarheid van de moleculaire methoden voor onderzoek 

van afvalwater en afvalwatera&rosolen. 

Opbrengst - Ana1ysernethoden voor vaststellen concentratie Legionella in afvalwater en in 

afvalwateia&rsolen rondom installaties. 

Aan het eind van fase 1 zijn de resultaten van de hazard identification, ondenoek 

a&rosolvorming en verspreiding en methodemtwikke1ing samengevoegd en geëvalueerd als 

basis voor het uit te voeren ondenoek in fase 2. 

3.21 Ondrrzoek workomen Legionelli in eommururnl ongezuiverd afi..rwater en in de 
omgevingsfuch~ 

Doel - Vaststellen of en in weke gehaltes Legionelk vwrkomt in a&osolen op nvzi's. 

Aanpak - De gegevens di in onderdeel 1 en 2 w fase 1 zijn verzameld zijn gebruikt voor de 

seiectie van locaties waarbij de kans op aërosolisatie van Legionella het grootst is. Op deze 

locaties zijn met behulp van een meetprogramma concentraties Legioneila in het gedeeltelijk 

behandelde afvalwater en in de directe omgevingslucht bepaald. Als deze bacteria daarin 

aanwezig zijn wordt de verspreiding in de omgevingslucht ova  het Nvzi terrein onderzocht. 

Naast de methoden voor detectie van alle Legionella-soorten zijn ook methoden die specifiek 

zijn voor Legionella pitenmophila, de voornaamte vemonaker van Legionella-pneumonie 

('veteranenziekte'), gebruikt. Naast Legionella is ook het koloniegetal 2S°C meegenomen. 

Als zou blijken dat Legionella-onderzoek in de luchtmonsters geen resultaten oplevert en 



ondenoek van afvalwater wel, was een 

berekening van de concentratie Legionella in de 

lucht toch mogelijk door op dezelfde manier als 

voor de fecale pathogenen g e b ~ i k  te maken van 

de fractie van het koloniegetal 22°C die uit 

afvalwater ia de lucht wordt gebracht. 

Opbrengst - Voorkomen en verspreiding van 

LegrgronaIla en L. pneumophila in de 

omgevingslucht op rwzi's in de directe 

omgeving van de eerder geïdentificeerde 

belangtijkste bronnen van a&msoien. 

Figuur 2. Directe (resultaat aërosolmetingen Legionella) 

en indirecte (berekening op brnis van metingen aan Legionella in &alwater 

en metingen van defraetie k0loniege~al22~C (k@) die in de lucht wordt gebracht) 

analyse van de concentratie Legionella in de lucht. 

Doel - Vaststellen hoe vaak en hoe lang verschillende ma'-medewerkers in de ruimtes 

aanwezig zijn waar &rosolvorming optreedt. 

A@ - Om een risico te vormen moeten de akosolen met Legionena of andere 

ziektevenvekkers worden ingeademd. De blootstelling is dus een combinatie van het gehalte 

ai5rosolan in de lucht en de duur en frequentie van aanwezigheid van medewerkers op de 

betreffende piek. Om daar een kwantitatief beeld van te krijgen is een enquete via de KAM- 

fiinctionaiissen rondgestuurd onder de medewerkers van d s .  De enquête is opgenomen in 

bijlage m. In h enquete is de medewerkers gewaagd om aan te geven hoe vaak en hoe 

lang zij zich normaliter op de plaatsen bevinden waar gebleken is dat &rosolvorming 

optreedt. Dat werd zowel gewaagd voor de n o d e  bednjfsomstandigheden als vmr 

bijwndere omstandigheden (reparatie, reiniging e.d), juist omdat deze laatste mogelijk 

pieken in de blootstelling zouden kunnen betekenen. De resultaten zijn verwerkt tot m maat 

voor de aanwezigheid op een bepaalde locatie (ûequentie x tijd). 



Opbrengst - Kwantitatieve infomiatie over de aanwezigheid van &-medewerkera op 

locaties met aërosolvomiing. 

3.23 Blootstellingsanal'e Legionella 

Doel - Vaststellen van de mate waarin rwzi-medewerkers worden blootgesteld aan 

Legionella. Verlaijgen van een indicatie van de betekenis daarvan door dit te vergelijken met 

blootstelling in andere situaties. 

Aanpak - Op basis van de gegevens over Legionella in de oaigevingslucht op verschiilende 

locaties op de nvzi en de kwantitatieve informatie over de aanwezigheid van medewerkers op 

deze locaties, is een inschatting gemaakî van de mate van blootstelling van personeel aan 

Legionella. Deze is vergeleken met blootstellingsniveaus onder verschillende 

omstandigheden (douche, koeltorens) zoals die in de litenttuur zijn gerapporteerd. Hieruit is 

een relatieve indicatie van het gewndheidsrisiw afgeleid. 

Opbrengst - Analyse van blootste1lingsniveau van rwzi-medewerkers aan Legionella en L. 

pneumophila en vergelijking met blootstellingsniveaus via andere routes. 





4 Selectie van onderzoekslocaties 

4.1 Inventarisatie locatiea met a&osolvorming op rwzi's 

Figuur 3 toont een schematisch overzicht van een mogelijke nni. Het binnenkomende water 

wordt eerst door een roostergoedinstallatie geleid om de grove delen te kunnen verwijderen. 

Vervolgens stroomt het water via een zandvanger naar een voorbezllildanlr waar de 

bezinJcbare deeltjes worden verwijderd Het water stroomt dan naar het beluchtingsbassin 

waar de afvalstoffen met behulp van micro-organismen worden afgebroken. Dit kan een 

conventioneel actief slib systeem zijn met puntbeluchting of bellenbeluchting. In Nederland 

zijn nog een aantal rwzi's die oxidatiebedden in gebruik hebben voor de biologische 

behandeling. 

Figuur 3. Schematisch ovetzikht nun' 

Vervolgens stroomt het water naar een nabezinker waar het door bepnking wordt ontdaan 

van het actief slib. Het effïuent wordt geloosd op het oppervlaktewater. Het bezonken slib 

wordt deels weer teruggevoerd naar de beluchtingaruimte om weer nieuwe afvalstoffen af te 

breken. Een ander gedeelte (het spuisiib) wordt samen met het slib uit de voorbezuilrer via 

een slibindikker verder ingedikt. Voordat het slib wordt ontwaterd met behulp van een 

metbandpers of een centrifuge kan slibgisting worden toegepast. Op verschillende plaatsen 

wordt lucht afgezogen die wordt gereinigd met behulp van biofilters. Ter voorkoming van 

geuremissie kunnen bepaalde procesonderdelen zijn overkapt. In geval van vwrbtzinktanks 



en oxidatiebedden gaat het hierbij vaak om betreedbare ruimtes. Roostergoedverwijdering en 

slibontwatering zijn doorgaans geplaatst in afzonderlijk betreedbare ruimtes. 

Samen met de KAM-functionarissen van Waterschap Veluwe, Hoogheemraadschap van 

Rijnland en Waterschap Zeeuwse Eilanden is een systematische inventarisatie gemaakt 

(Tabel 6) van de plaatsen op rwzi's waar a&osolvonning op kan treden, waar medewerkers 

(langdurig) aanwezig zijn en waar Legionella zich mogelijk kan vermeerderen . 

Tabet Blndeling mn Joeaties op m i ' s  naar risico win blootstelling aan Legionella via 

a8rosoIen. op basis van de mate vanaërosol~nning, defrequentie en duur van 

aanwezigheui van personeel en de magelijke aanwezigheid van Legionella. 

nschaning op basis eigenschapp LegioneIlla (groei bij hogere watmemperaturen, mals in hydrbtoren in de 

zomer, en mogelijke aanwezigheid in biofilms) ?: niet goed ia te schatien op basis beschikbare informatie, 
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Legionella wu zich h e n  vermeerderen onder de volgende den: 

Bij lokale hogere temperaturen (zeefbandpmimte, stibtaattd water in leidingen, 

biofilmvonning, hydroforen). 

Wanneer water van hogere temperatuur wordt aangevoerd (van industrie& en in de 

zomerperiden). 

Wanneer water wordt aangevoerd waar al Legioneiia ia aanwezig is (koeltorens, 

industrieel afvalwater). 

Deze zijn meegewogen in de inventarisatie. De inventarisatie berust niet op kwantitatieve 

gegevens, het is primair een inschatting op basis van de ervaring van rwzi-medewerken. Zo 

is duidelijk dat tijdens schoonspuiten van installaties grote hoeveelheden a&osolen ontstaan 

en dat de medewerkers daar meerdere uren achter elkaar in de directe nabijheid aanwezig 

zijn. Ook onder de afdekking van een oxidatiebed ligt het voor de hand dat hoge concentraties 

aërosolen afkomstig uit de versproeien in de lucht aanwezig zijn en da! medewerken 

regelmatig voor onderhoud in deze ruimte aanwezig moeten aija. Op dezelfde manier is 

duidelijk dat medewerkers relatief lang in de zeefbandpmimte aanwezig zijn, maar dat hier 

minder a&osolen worden gevormd. Op sommige locatie kan iangdung water met een hogere 

temperatuur aanwezig zijn, wals in sommige hydroforen gedurende de zomerperiode. 

Op deze manier is voor elke l a t i e  een inschatting gemaakt. Door de insohatting van 

a&osolvorming te combineren met de inschattingen over de aanwezigheid van medewerkers 

en de aanwezigheid van Legionella, zijn de locaties ingedeeld in vier pnoriteitsklassen (1 = 

hoog, 4 = laag). 

4.2 Selectie van meetiocatia 

Voor de selectie van de meetlocaties zijn een aantal criteria gebrnikt: 

1. Hoge a&rosolconoentraties enlof langdurige aanwezigheid van medewerkers. 

Het meetprogramma richtte zich op locaties uit de pnoriteitskiasse 1 en 2, waar de 

hoogste a&osolconcentraties edof de hoogste aanwezigheidsgraad van de medewerkers 

wordt verwacht. 

2. Representativiteit voor nvzi-sector. 

De representativiteit voor de rioolwaterniiveringssector is gebruikt als tweede 

selectiecriterium voor de meetlocaties. Samen met de bij dit ondenoek betrokken 

waterschappen is gekeken naar deze representativiteit; daarin is o.a. gekeken naar hoe 

vaak een proces voorkomt in de wzi-sector in Nederland en de ontwikkelingen rondom 

de zuiveringsteehnologie in recent verleden en nabije toekomst. 



3. Onderzoeblopistiek. 

De onderzoeblogistiek was het laatste selectiecriterium; per rwzi werden meerdere 

locaties bemonsterd. Er is een mahix gemaakt van geselecteerde meetlocaties op basis 

van criteria 1 en 2 en de processen op de rwzi's van de betrokken waterschappen. Met de 

onderzoeblogistiek (aantal metingen dat per dag is uit te voeren, zo efficiënt mogelijke 

verdeling van locflties over mzi's) is het meetprogamma opgesteld. 



5 Aërosolvorming op rwzi's 

5.1 Meetprogramma aërosolvorming 

Voor het onderzoek naar de mate waarin micro-organismen in de lucht worden gebracht op 

de verschillende locaties op rwzi's, zijn zes rwzi's bezocht. Bij deze rwzi's zijn diverse 

locaties onderzocht op de aanwezigheid van micro-organismen in de aërosolen en water (zie 

tabel 7). In bijlage I zijn schema's van deze zuiveringen en de monsterlocaties opgenomen. 

Tabel 7. Meetlocuties op de rwzi 's 

I Rwzi I Datum I Locaties 

Apeldoorn achtergrond, rooster, puntbeluchter, vijzel I '""nOOO 1 +overstort, oxidatiebassin, composffilter 

I Gouda achtergrond, bellenbeluchter 1 en 15m, 
voorontwatenne. zeefbanduers I 

Hardenvijk 

Reeuwijk Randenburg 

W'íem Annapolder 

5.2 Analysemethoden 

28'1 

Walcheren 

De water- en lucbtmonstws zijn geanalyseerd op de volgende organismen: 

koloniegetal op Plate Count Agar bij 22'C (kgt22) conform NEN 6560; 

koloniegetal op Plak Count Agar bij 37'C (kgt37) conform NEN 6550; 

bacteriën van de coligroep (bacteriën van de coligroep) conformNEN 6553; 

F-specifíeke RNA-fagen conform IS0 10905; 

sporen van sulnetreducerende clostridia (Sporen SRC) confonn NEN 6567. 

De bemonstering van water is uitgevoerd conform NEN 6559. 

De aërosolbemonstering is uitgevoerd met behulp van vijf Merck MAS100 

hchtbemonstenngapparaten. In dit apparaat wordt een 9 cm agarplaat met het bekeffende 

medium geplaatst en vervolgens wordt lucht aangezogen door een rooster. De prootte van het 

achtergrond, carrousel, oxidatiebed, zeefbandpers, 
filtraatkelder. compostfilter 

4'12/2000 

5/12/2000 

achtergrond, zeefbandpets, zeefbandpers tijdens 
schoonmaken, aanmaak PE, compostñiter 1 en 5 m 

achtergrond, rooster, voorbeanker, oxidatiebed 

1'1212000 
achtergrond, bellenbeluchter, puntbeluchter, 
slibontwateting, zeefbandpers, compostnlters 



rooster en afstand tot de agarplaat maken dat aërosolen van 1 km en groter worden 

afgevangen op de agarplaat. De platen zijn ingezet conform de methode voor de 

watermonsters (zie boven). Voor de fagen werden de aErosoIen afgevangen op de onderste 

agarlaag en werd op het laboratorium de bovenlaag met gastheer toegevoegd. Deze 

bovenlaagsuspensie werd verdund met steriel water tot de juiste sterkte. De sporenmonsters 

zijn niet gepasteuriseerd en onder anaërobe condities geïncubeerd. 

Er is, indien nodig, op twee verschillende afstanden gemeten (vlak bij de bron en op 5 - l5  

meter afstand van de bron). Voor de beide koloniegetallen zijn vijf verschillende 

luchivolumes (5, 10, 50, 100 en 500 liter) bemonsterd. Voor de fagen, bacteriën van de 

coligroep en SSRC is 1000 1 bemonsterd. Tevens is een achtergrondmonster genomen (nabij, 

maar bovenwinds van de zuivering). 

5.3 Meetomstandigheden 

De metingen hebben plaats gehad in de laatste twee weken van november 2000 en in de 

eerste twee van december 2000, een koele en vochtige periode waardoor een worst£ase 

situatie zo veel als mogelijk werd bereikt. Als worst-case situatie wordt een situatie 

beschouwd met weinig direct zonlicht (UV en indraging), een lage temperatuur, een hoge 

relatieve luchtvochtigheid (geen regen) en weinig wind. De luchttemperatuur tijdens het 

onderzoek was tussen 8 en 13 'C, de windsnelheid ongeveer 5 mis en de relatieve 

luchtvochtigheid tussen 70% en 98%. 

Taáel8. Weersomstandigheden rijdens de- aërosolmonstername 

Neerslag mmldag 

Zonnestraling l/cmZ 

Windsnelheid mls 

0.6 

167 

5.1 

0,s 

359 

4.3 

3.5 

108 

5.4 

O. 1 0.9 2 3  



5.4 Micro-organismen in a&rosolen 

In figuur 4 zijn de meetgegevens van het koloniegetal 22°C en 37°C in a&rosolen op de 

onderzochte locaties van de zes nvzi's weergegeven. Figuur 5 geeft de a6rosolen met fecale 

micro-organismen (bacteriën van de coligroep, F-specifieke RNA-fagen en sporen van 

sulfietreducerende clostridia) weer. Let op, de concentraties staan op een log-schaal. 

Conoentratie m de lucht 
(nll000 i) 

Figuur 4. Koloniegetal 22°C en koloniegeial 37OC op de versckillende locaties op mi's. 

Aangegeven zqn de grenswaarden zoals in het ARBO-infomtiebJad Bio,logsche Agentia 

dijn genoemd: I000 kve/m3 voor Gram-negatieve bdctaiën ea 10.000 kve/m3 voor rotaal 

aantal bacreriiën ofschimtnels. 

Uit figuur 4 blijkt dat in de achtergrond (lucht bovenwinds van een rwzi) heteratrofe 

bacteriën aanwezig zijn, maar dat op veel locaties op de rwzi"s het gehalte hoger is dan in de 

achtergrond; soms veel hoger. De meetgegevens zijn ingedeeld in klassen op basis van de 

indicatieve penswaarden die in het ARBO-informatieblad Biologische agentia [Anoniem, 

20001 worden beschreven voor de concentratie Gram-negatieve bacterign en het totaal aantal 

bacteriën of schimmels. 



Concentrahe in de lucht 
(n11 O00 i) 

10060 

i Bactenen van de coligroep 
a F-RNA fagen 
O Sporen SRC 

1000 

verhoogd 

Zeer sterk verhoogd 

\ 
Sterh verhoogd 

Figurrr 5. Concenrrm&$ Bacteri8n van de col&wp (Colì37), F-speegeke RNA $gen en 

sporen wn s~ljîetreducerende clostridia (Sparen WC) op de verschi!lende locuties op m i  's. 

De cancentratia zijn verhoogd q i"ocdies waar een o j  meer micro-organismen @n 

eangetrofen, sterk whoogd boven de I Oper m' en zeer sterk verho& boven de IOOper m3. 

Fecale micro-organismen worden in de achtergrond niet aangetroffen, maar wel op een gaat 

aantal locatiee up de mzi's. De locaties zijn gerangschikt naar de index (gemiddelde 

mneentratie van de drie groepen organiemen). In de achtergrond zijn deze arganismen niet 

aangetroffen. Elke locatie waar één of mer ven deze micro-organismen in de lucht zijn 

aagetmffm, moet worden gezien als een lecatie waar verhoging van de concentraties 

optreedt. De resultaten zijn geclassific~erd op basis van statistische kentallen (mediaan, 75- 

en 95;pe~:mtiel) als wrhaogd, sterk verhoogd of zeer sterk verh~ogd. Sterke tot zeer sterke 

verhoging werd gezien in het roostergehouw, boven afgedekte oxidatiebedden, b e n  

samrnige beluchtingsbassins en een vijzel, in de ruimte voor aanmaak van chemicaliën, in de 

zeefbandpersruimte en nabij een kokosfiller. T i jdm het reinigen van de bakkeh van een 

zeefbandpers met een waterspuit werden in de zeefbandpersruimte beduidend meer fecale 

micro-organismen in de lucht aangetroffen. 



De drie verschillende groepen micro-organismen lopen niet geheel parallel. In het 

roostergebouw (3) en boven het oxidatiebed waren de gehaltes van alle drie de fecale micro- 

organismen sterk tot zeer sterk verhoogd. h het roosterpebouw (5) waren wel de bactenh 

van de coligroep en SSRC zeer sterk verhoogd maar niet de fagen. Bij de bellenbeluchting 

(z), het kokosflter op 5 m afstand en de zeefbandontwatering (6) werden alleen verhoogde 

gehaltes sporen SRC gevonden (de meest persistente micrwrganismen), msar geen fagen of 

bacteriki van de coligroep. De sporen zijn verder op vrijwel elke locatie dat bacterih van de 

coligroep worden gevonden aanwezig. 

Uit de vergelijking van figuur 4 en 5 valt op dat de locaties waar zeer sterke verhoging in 

koloniegetallen werd gemeten obk de sterkste verhoging in fecale micro-organismen is 

gemeten. Dit geeft aan dat a&osolvonning aspecifiek is en alle micro-organismen uit 

afvalwater in de lucht brengt. 

5.5 Invloed beluchtingsaysteem 

Er zijn opvallende verschillen gevonden tussen de verschillende rwzi's. Bij de 

bellenbeluchting van de rwzi Gouda waren de koloniegetallen in de lucht laag en zijn ook 

geen bacteriki van de coligroep en F-RNA fagen gevonden. Dat er wel a&osolen werden 

gevormd blijkt uit de verhoogde concentratie sporen van sulfietreducerende clostridia. Bij de 

bellenbeluchting van rwzi Walcheren waren de koloniegetallen hoger (rond de mediaan), en 

werden wel bacteriën van de coligroep gevonden. Ook de sporen werden hier gevonden, in 

weer iets lagere concentraties dan in Gouda. 

Bij puntbeluchting werden in de omgevingslucht altijd verhoogde tot sterk verhoogde 

concentraties bacterih van de coligroep en sporen gevonden en in de meeste gevallen ook 

verhoogde tot sterk verhoogde koloniegetallen. 

h de lucht boven overdekte oxidatiebedden is de concentratie van alle micro-organismen 

(zeer) sîerk verhoogd. 

5.6 Reldiging van installaties 

Bij Cén instaliatie is gemeten tijdens reiniging van een installatie (Reenwijk Randenburg, 

reiniging zeefbandbak). Tijdens deze actie was het aantal micro-organismen in de lucht 

sterker verhoogd dan in dezelfde ruimte mnder reinigingsactie (vergelijk zeefbandpers 4 en 

zeefbandpe~rs 4 reiniging in figuur 4 en 5). 



5.7 Efficiëntie van aërosolvormlng 

De resultaten van het ondaoek in afvalwater staan weergegeven in Bijlage 11. Op de locaties 

waar gemten is in afvalwater en omgevingslucht kan de fractie micro-organismen die in de 

lucht is gebracht worden berekend. Dat is de basis voor de blootstellingsberekening in 

hoofdstuk 7 en 8, maar geeft w k  een indruk over de locaties waar het meest efficignt 

&rosolen in de lucht worden gebracht of aanwezig blijven. Tijdens de 

reinigingswerkzaamheden in de zeeîòandpersruimte was de fractie het hoogst. Daarnaast 

blijkt dat in afgesloten ~ i m t e s  (zeefbandpersruimte, aanmaak PE, ruimte boven afgedekt 

oxidatiebed, filtraatkelder) de fractie hoog te zijn. Bij de beluchters was de fractie lager. Er 

van uitgaande dat de aërosolvorming bij de beluchten toch het hoogst is lijkt daaruit naar 

voren te komen dat de verversing van lucht in de buiteninstallaties en mogelijk de lagere 

luchtvochtigheid en hogere W straling zorgt voor datief lagere concentraties in de lucht. in 

Figuur 6. Fractie van nticr.o-arganismen die uir vers~hillend~ processen in de omgevingslucht 

wordt gebrach f. 



de binnenruimtes, waar de luchtvverersing minder goed is, blijven de aërosolen langer 

aanwezig en kunnen daardoor accumuleren tot hogere coneentraties. 

5.8 Contact perwneel met ai!rosolen 

Er is een enquete terugontvangen van 64 medewerkers van Hoogheemraadsohap van 

Rijnland, Waterschap Veluwe, Waterschap Zeeuwse Eilanden en van de Dienst Water & 

Riolering in Amsterdam. Onder de medewerkers die de enqu€te hebben ingevuld, bevonden 

zich zowel medewerkers die frequent bij de zuiveringsinstallaties aan het werk waren als 

medewerkers die zich minder vaak in de nabijheid van deze installaties bevinden. Dit 

betekent dat de verdeling van de blootstelling onder rwzi-medeweerkers erg scheef is; de 

blootstelling van veel medewerkers iskort of infrequent, terwijl een relatief klein deel van de 

medewerkers regelmatig edof lang aanwezig is op de plaatsen waar verhoogde gehaltes 

a&omlen aanwezig zijn. 

De ffequentie en de duur van de aanwezigheid zijn omgerekend naar het aantal minuten dat 

de medewerker per dag aanwezig is op de desbetreffende locatie. Daarbij is de blootstelling 

ouder normale en bijzondere omstandigheden samengevoegd omdat de verschiilen op 

jaarbasis gering waren. In zijn algemeenheid waren de mediaan en 85-percentiel het hoogst 

voor de normale omstandigheden en de maxima het hoogst voor de bijzondere 

omstandigheden. De mediaan, het 95-percentiel en de maximale blootstelling van een rwzi- 

medewerker zijn in tabel 9 weergegeven. Uit de mediaan blijkt dat de gemiddelde 

medewerker het meest aanwezig zijn in & zeefbandpers~imte. De helft van de medewerkers 

is daar langer dan 12,9 minuuthg, 95% zelfs langer dan 150 minuteddag en het maximum 

is 180 minídag. Op de overige locaties is de gemiddelde rwzi-medewerker enkele minuten per 

dag, met 5% van de medewerkers die enkele tientallen minuten per dag daar aanwezig zijn en 

maximavan3 uurperdag. 

De concentratie micro-organismen is op veel locaties op &'s verhoogd Werknemers van 

de &'s worden blootgesteld aan verhoogde concentraties micro-organismen in de 

omgevingslucht. Dit geldt met name voor degenen die zich gedurende langere tijd (uren) 

bevinden in het roostergebouw, zeefbandpers~imte, onder de overkapping van 



oxidaiebedden, ruimte voor aanmaak PE en vooral ook tijdens schoonmaakwerkzaamheden 

waarbij vuile oppe~iakken worden schoongespoten. Van de compostfilters zelf komen 

nauwelijks kiemhoudende aerosolen vrij. Wel kunnen dem aërosolen vrijkomen wanneer de 

compostfilters intensief besproeid worden met rwzi-effluent. 

Tabel 9. Arinwazigheid van mzi-mdmdrkers op plnarsen op nvzí S met aërosolen. 

Locatie I Mediaan I 95% I Maximum 
I mi&e I minídae I minídae 

I Nabii soroeiers oxidatiebed 1 0.25 1 48.8 1 68.6 I 

Roastergebauw 
Binnen I Om van voorbezinkers 
Bimen 10rn van beluchtingsbassin 

2.86 

3.57 

5.00 

In zeefbandpersruimte 
In ruimte voor aanmaak PE 
Binnen 10m van nabezinkers 

I In slibeistinestanks* 1 0.37 1 3.95 I 5.00 I 

Binnen 10m van luchtfilter 
Binnen 10m van regenwatervijzel 
Rinnen 1 Om van slibretourviizel 

1 Schoonspuiten 1 4.29 32.1 180 
'Zonder adembeschemiinp 

20.6 

36.0 
66.9 

12.9 

3.76 
3.57 

180 

180 
180 

4.29 
1.32 
1.43 

150.0 

46.5 

120.0 

180 

120 

360 
33.3 

4.93 
25.7 

180 
7.14 

1 $0 



6 Voorkomen van Legionella bij rwzi's 

6.1 Selectie onderzoekslocaties 

Voor het selecteren van de locaties die zijn ondemcht op het voorkomen van kgionella is 

gebruik gemaakt van de inventarisatie van locaties en de resultaten van het aërosolonderzoek 

en de enqdte over de aanwezigheid van nvzi-medewerkers in fase 1 (zie hoofdstuk 5). 

De locaties die zijn geselecteerd zijn: roostergebouw, beluchtingsbassin, oxidatiebed 

(overdekt), overstort slibretourvijzel, zeebdpers,  aanmaak polyelectrolyt, overkapte 

voorbezinktank, hydrofoor (op die locaties waar het water in de hydrofoor opwarmt in de 

zomer). De verdekg van de locaties over de rwzi's staat in tabel 10. 

Tabel IQ. Meetlocath op de nvzi's 

Harderwijk I 21 juni 2001 1 achtergrond, carrousel, oxidatiebed 

Reeuwijk Randenburg 1 28 iuni 2001 1 achtermond. zeefbandm. aanmaak PE 

RWZi 

Wiilem Annapolder 1 26 juni 2001 ( achtergrond, rooster, oxidatiebed 

Amsterdam-Oost I 19juni 2001 1 achtergrond, rooster, werkaute voorbezinker, beluchter 

6.2 Legionella in aErosolen 

Apeldoorn 1 25 a d  2001 I rooster, vuntbeluchter. viizel ovmtott. c~muosffilter 

Datum 

Een overzicht van de meetgegevens is opgenomen in tabel 11. Daaruit blijkt dat Legionella in 

aërosolen wordt aangetroffen met de DFA en de PCR, maar niet met de kweehethode. De 

kweekmethode gaf in de meeste gevallen geen betrouwbare uitslag vanwege overgroei door 

andere micro-organismen. 

De DFA-methode voor Legionella spp. en voor L. pnerrmophila gaven hoge gehaltes te zien. 

Het gehalte aan L. pneumophila lag op vrijwel d e  locaties in dezelfde grootteorde als het 

gehalte LegionelIa spp. De verhouding in de gehaltes L.pneumophi~a/kgioneIIa gemeten met 

DFA is gemiddeld 96%, met als minimum 8% en als maximum 300%. 

Bij Amsterdam-ûost en Willem Annapolder was het Legionella-gehalte in het 

achtergrondmonster met de DFA-methode relatief hoog, voor L. pneumophila zelfs hoger dan 

de gehaltes gemeten op de locaties op de rwzi. 

Locaties 



Met de PCR is Legionella op dríe mzi's aangetoond in de lucht op alle locaties van deze 

rwzi's. Op de twee overige nvzi's is nergens Legionella aangetroffen met de PCR. In de loop 

van dit o n d e m k  kwam een L. pneumophila-specifieke PCR ter beschikking. Deze is alleen 

ingezet op de rwzi's Harderwijk en Amsterdam-Oost. De resultaten daarvan kwamen overeen 

met de resultaîen van de Legionella spp.-PCR. 

Tabd 1 l. Legionella in uërowlen op nvsi 's, gemeten met de kweekmethode, DFA en PCR. 

Volume 

Roostergebouw I n.t.b. 1 18400 1 21400 

Kweek 

AB+past 

10 rn3 

Overstort slibretourvijzel n.t.b. 

k Randenburg 

K 

Achtergrond 

n.b. 

Compostfilter I n.t.b. I 4 0 0 0  1 2040 1 n.t.b. I n.b. 

14300 ( l4300 1 +? 

DFA 

n.b. 

4 

Achtergrond 

Zeefbandpers 

Aanmaak PE 

E R  

L. spp. 

10 m3 

Oxidatiebed <l 1 54000 1 4500 1 5.6 

Wliiem Annapolder 

L. spp. 

10 rn3 

L. pneu 

10 m' 

4 5 0 0  

5.6 

<l 

<l0 

<l 

) Roostergebouw 

L.pneu 

l0  m' 

Achtergrond 

Amsterdam-Oost 

L. spp. = Legim~IIa species: L. pneu = LegianeiktpneuniophiIri 

4 5 0 0  

2300 

41000 

4500 

560 <l 0 I 14aoO I 16000 

410 1 42300 1 4300 1 56 

Achtemond 

Roostergebouw 

Beluchtingstank 

Overkapte voorbezinktank 

n.b. = niet bepaald 

n.t.b. =nier te bepalen. vanwege storing van de analyse dwr de asnwezigheid van achtagrondflora 

15.6 1 c5.6 

n.b. 

Oxidatiebed 

n.b. 

<s I 2300 1 6809 1 4 . 6  1 4 . 6  

4 3 0 0  

119000 

2300 

Arnast  = kweehnedium mei antibiotica en pasteurisatie 

4 , 6  

<5 

<1,1 

4 I I4OûO 1 4400 1 56 

6 . 6  

56 

56 

n.b. 

2300 

R300 

4500 

n.b. 

n.b. 

n.b. 

4500 

R300 

2300 

4 . 6  

6 . 6  

<5.6 

e5.6 

45.6 

-3.6 



Opvallend was het hoge gehalte Le@onella dat met de PCR-methode werd aangetroffen in 

het achtergrondmonster van Willern Annapolder. Omdat dit achter de dijk ligt, uni deze 

locatie beïnvloed kunnen zijn door aërosolen uit zeewater. In zeewater dat wordt bei'nvloed 

door rioollozingen is ook Legionella aangetoond [Palmer el al., 19931. 

Er is geen significante correlatie gevonden tussen de Legionella gehaltes die zijn gevonden 

met de verschillende detectiemethoden. Alleen de gehaltes Legionella spp. en Legionella 

pneumophila met de DEA-methode zijn gecorreleerd (1-0,88; ~4,001) .  Er is ook geen 

correlatie gevonden tussen de gevonden gehaltes Legionella en de overige parameters (kgt22, 

ATP en totaal gehalte aan cellen), noch tussen deze overige parameters onderling. Dat 

betekent dat de verschillende methoden naar verschillende bacteriepopulaties kijken. 

Gegeven de aard van de methoden is dat ook te varwachten in een heterogeen milieu voor 

bacteriën als afvalwater en actief slib. 

Tabel 12. Koloniegetal 2Z°C, ATF en direete celtelhg van at?rosolen op nvri's 

kt22  I ATP I DTC 

- 
Achtergrond I 8,4x10a 7,l x 10" 1,s x 106 
Zeefbandpers 1 4,7x104 7,3 x 10' 451 x 106 

4.5 x 103 1.4 w ld 

kvelm3 
Apeldoorn 
Roostergebouw 
Beluchtingsbassin 

Overstort slibretourvijzel 
Compostfílter 

P& 

5,O x 10' 

1,2x ld 
7,7 x 102 
1,7x 10' 

Achtergrond 
Oxidatiebed 

Roostergebouw 

dm3 

~ ~ h t e r g ~ ~ n d  
Roostergebouw 
Beluchtingstmk 

Overkapte voorbezinktank 

Harderwijk 

Amsterdam-Oost 

7,l X 10' 

2,6 x 10" 
8,7 x ld 

Achtergrond 
Oxidatiebed 
Carrousel 

n.b. = niet bepaald 

57 

1,s X 103 
2,2 x 1o3 
l,l x l d  
1,s x 10" 

8,9 x 10' 

4,s x l d  
4,O x ld 

1,l x 10' 
1,2 x 10' 

4,O x I d  

3,l x 106 

I,!? x 106 
1,s x 106 

2,6 X I@ 
4 3  x io3 
2,s x lo3 

4,7 x l d  

9,s x 107 
2,6 x 10% 
2,2 x 108 
5 3  x 108 

2,4 x 103 
2,0 x lo4 

4,O x ld 

3,2 x 106 
8,1 x 10' 
8,l x 10' 



6.3 Koloniegetallen, ATP en directe celtelling in a8rosolen 

De meetgegevens voor koloniegetal 22T, ATP-gehalte en het totaal aantal bacteriën (directe 

celtelling) in de lucht op de diverse onderzochte locaties op de rwzi's zijn weergegeven in 

tabel 12. Uit deze metingen blijkt &t de concentraties van het totale aantal bacteriën in de 

lucht (gemeten met de directe celtelling (DTC)) zeer hoog zijn (1.000.000 - 100.000.000 per 

m3). De concentratie kweekbare bacteriën op PCA bij 22°C ligt op de meeste locaties 

(inclusief de achtergrond) boven de 1000irn3, alleen in de zeefbandpersmimte van Reeuwijk 

Randenburg ligt de concentratie boven de 10.000/m3, de indicatieve grenswaarde uit het 

ARBO-informatieblad Biologische agentia. 

6.4 Legionella in afvalwater 

Met de kweekmethode is geen Legionella aangetroffen in afvalwater. Ook hier werd dat mede 

veroorzaakt door overgroei door andere organismen. Met de DFA-methode werden op alle 

locaties hoge gehaltes gemeten (10' - 10' per ml). Daarbij was in de meeste locaties het 

gehalte aan L. pneumophila vergelijkbaar met Legionella spp. Alleen in het roostergebouw in 

Amsterdam-Oost en het oxidatiebed van Harderwijk waren er duidelijke verschillen tussen 

beide DFA-methoden. In Reeuwijk Randenburg kon door de aanwezigheid van veel 

achtergrond de DFA-telling niet worden bepaald. 

6.5 Legioneila in hydroforen 

Op 30 augustus 2001 (de warme periode) zijn er vier hydroforen op drie verschillende rwzi's 

onderzoeht (Gouda, Reeuwijk Randenburg en Haarlem). De hydroforen bevatten water dat 

langere tijd stilstaat en op kan warmen. Tabel 14 geeft een overzicht van de resultaten. 

Daaruit blijkt dat geen kweekbare Legionella zijn aangetroffen in hydroforen. De DFA en de 

PCR gaven aan dat Legionella spp. aanwezig zijn in het water in eoncentraties van 104 per 

liter en hoger. De PCR liet zien dat deze Legionella geen L. pneumophila zijn. 



Tabel 13. Legionella op diverse locuties van de &'s 

Apeldoorn 
Rwstereebouw I n.t.b. I I I I 

( Kweek 1 DFA 

Overstort slibretourvijzel I n.t.b. I 
Compostfilter I n.t.b. I 
Harderwiik 

PCR 

Oxidatiebed 1 <200 1 5,O x 10' 1 1,9 x lo4 1 5 x 10' 1 n.b. 
Carrousel I n.t.b. 1 6,4x 10' 1 1,8x 10' 1 5 x 10' 1 n.b. 
Reeuwiik Randenburg 

I AB+past I L. spp. I L. pneu I L. spp. I L.pneu 

I Aanmaak PE 1 4 1 n.t.b. I n.t.b. I n.t.b. I n.b. I 
I I 

Willem Anuapolder 
Oxidatiebed 1 d00 1 5,5 x lo7 1 6,3 x 10' 1 5 x los I n.b. 
Roostergebouw <20 1 6,7x 10' 1 5,7 x 101 1 5 X 10' I n.b. 

I Overkapte voorbezinktank 1 <200 1 5,1x107 1 3,7x107 1 5x10' I n.b. 
AB+past = kweehediurn met ant~biohca en pasteurisatie 

Amsterdam-Oost 

L. spp. = LegionelIn species 

L. pneu = Legionellapneumophiln 

n.b. = niet bepaald 

n.t.b. =niet te bepalen, vanwege storing van de analyse door de wnwezigheid van achtergrondflora 

Roostergebouw 

Tabel 14. Legionella in hydroforen 

<20 1 6,9 x 104 1 7.3 x lo7 1 5 X 10' 1 n.b. 
Beluchtingstank 1 <200 1 3,06 x 108 1 5,9x 10' 1 5 x 10' 1 n.b. 



6.6 Koloniegetallen, ATP en directe celtelling in water 

De koloniegetallen 22°C liggen op alle locaties in de grootteorde van 106 - 10'per ml. Het 

totaal aantal bactenën met de directe celtelling lag daar een factor 1000 of meer boven (tabel 

15). Slechts 0,l % of minder van de totaal aanwezige bactenën is dus kweekbaar op PCA bij 

22°C. Dat betekent dat er in afvalwater nog beduidend meer bacteriën aanwezig zijn dan met 

het koloniegetal 22'C wordt aangetoond. Diezelfde verhouding is ook in de lucht 

aangetroffen (zie tabel 12). Dat geeft aan dat, zoals verwacht, voor alle bactenën de mate 

waarin zij in de lucht worden gebracht vergelijkbaar is. 

Tabel IS .  Kolamiegetal 22°C. ATP-gehalle en totaal aantal bacterisn op diverse locaties 

I Hardemiik 1 

kgt22 

" 

Oxidatiebed 6,8 x 10" 1 

ATP 

I Amsterdam-Oost 1 

DTC 

kveiml I P&[ 

Reeuwijk Randenburg 

niml 

Aanmaak PE 

6.7 @-istentie van resuìtaten 

1,4x 106 1 1,7x 104 1 7,O x 10' 

.- . 

De verschillende methoden voor het aantonen van Legionella geven een sterk verschillend 

beeld over het voorkomen van Legionella in de omgevingslucht op wzi's. Zoals is 

aangegeven in hoofdstuk 3 is er naast de metingen van Legionella in omgevingslucht ook een 

indirecte manier om deze concentraties in te schatten: uit de metingen van Legionella in 

afvalwater en de fractie bactenën die uit afvalwater in de lucht wordt gebracht. Daarvoor is 

gebruik gemaakt van de fractie van het koloniegetal 22T,  die op elke locatie op dezelfde tijd 

is gemeten als Legionella. Vergelijking van de op deze manier berekende concentraties met 

de gemeten concentraties. met de verschillende detectiemethoden, geeft een indruk van de 

consistentie van de resultaten. Figuur 7 laat zien dat met de PCR-methode de metingen en 

2,O x 10'O 

7,2 x 10" 

2.8 X 10" 

Z,9 x 1 O4 
2,l x los 

2,l x los 

Roostergebouw 

Beluchtingstank 

Overkapte voorbezinktank 

9,2 x 1 o6 
7,2 x 106 

4.6 x 106 



berekening van de concentratie Legionella in de lucht betrekkeiijk goed overeenkomen 

(geometrisch gemiddelde verhouding is 2,O). Ook de spreiding van dit gegeven tussen 

locaties is beperkt. Met de DFA-methoden wordt veel meer in de lucht gemeten dan op basis 

van de berekeningen wordt ingeschat (gwmetrisch gemiddelde verhoudhg is 24), met 

maxima naar 7500 - 15000~ hogere metingen dan berekeningen op sommige locaties. 

Dat betekeat ook dat de mate van aërosolisatie van Legionella, gemeten met de PCR-methode 

(detecteert levende en dode cellen), overeenkomt met die van het koloniegetal 2Z°C 

(detecteert alleen levende bacteriecellen). Gemeten met de DFA-methode is de aErosolisatie 

van Legionella duidelijk hoger dan van koloniegetal-bacteriën. 

De verhouding was niet duidelijk beter of slechter op buitenlocaties of in afgesloten ruimtes 

of op specifieke locaties. Omdat voor de PCR-methode de a&osolvorming consistent is met 

de kweekmethode, en de PCR-methode specifieker is worden deze resultaten beschouwd als 

indicatie voor het totaal aantal (levende en dode) Legionella bacteriën in de lucht. E~arlligen 

met de DFA methode in dit onderzoek en in ond&oek van drinkwatemioasters geven aan dat 

de antilichamen ook hechten aan andere micro-organismen en deeltjes dan Legionella. Deze 

micro-organismen en deeltjes waren madologisch te onderscheiden van Legionella, maar in 

rioolwater en luchtmonsters komen veel bacteriën voor die morfologisch niet van Legionella 

te onderscheiden zija De DFA-methode wordt dus niet voldoende betrouwbaar geacht voor 

dit onderzoek. 

0.1 -1 l 

PCR L.spp DFA L.spp DFA L.pneu 

Methode 

Figuur 7. Perhouding msen de gemeten en berekende concentratie Legionella in de lucht. 

Bij een verhouding van I zijn meting en berekening gelijk. De concentratieberekening U 

uitgevoerd op b a h  van gemeten Legionella concentratiaties in &alwater en de mate van 

aërosolisatie van ket koloniegetal 22T. De foutbalken geven de minimale en maximale 





7 Evaluatie blootstelling Legionella 

7.1 Berekening blootsteuing rwzi medewerken aan Legionelfa via aërosolen 

Het gehalte Legionella m de lucht op diverse plaatsen in rwzi's is bepaald aan de hand van 

kweek op BYCE, DFA en PCR. De kweekmethode heeft geen bnllld>are resultaten 

opgeleverd vanwege de overgroei van de platen door andere rnicmagmbmen. Daardoor is 

de aanwezigheid van kweekbare Legionella niet te beoordelen. Met de PCR methode werden 

gehaltes van 5,6 - 560 per 10 m' aangetroffen. Het gehalte aan L. pneumophila in dezelfde 

grootteorde aki het totale Legionella-gehalte. 

Voor de analyse van de blootstelling van de medewerkers van 6 ' s  aan Legionella via 

akosolen zijn de gehaltes zoals gemeten met de PCR methode gebruikt. Zoals aangegeven 

detecteert de PCR zowel dode als levende cellen. Detectie van Legionella pneumophila met 

PCR in aër0801en in de directe nabijheid van de bron van de aërosolen wordt gezien als een 

indicatie dat levende, infectieuze L. pneumophila in de lucht op rwzi aanwezig kan zijn. 

De dagelijkse blootstelling van medewerkers aan Legionella op de verschillende locatia is 

berekend door de concentratie Legionella in de omgevingslucht (tabel 11) te 

vermenigvuldigen met de aanwezigheid (frequentie x duur in minuten per dag, zie tabel 9) en 

het ademvolume (l2 1iterIminuut). 

Figuur 7. Blootstelling van mi-medewerkers aan Legionella op diverse lacaties op de m i ' s  
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Uit bovenstaande figuur blijkt dat blootstelling m Legionella via de lucht plaatsvindt op een 

aantal locaties op de rwzi. Voor de gemiddelde medewerker van een rwzi ligt de blootstelling 

via alle locaties tezamen op 2.3 Legionella bacteriën (dood en levend) per dag. Voor de 5% 

medewerkers die intensief in contact komen met de lucht op de plaatsen waar Legionella 
I 

aërosolen voorkomen, ligt de blootstelling op 25 Legionella bacteriën per dag, met als 

maximale blootstelling 37 Legionella bacteriën per dag. De blootstelling is het hoogst in 

afgesloten tuimtes: boven een oxidatiebed, in het roostergebouw, in de mfbandpersmimte en 

de mimte voor aanmaak van chemicaliën. Buiten vindt blootstelling plaats rond de 

beluchtingsbassins, hoewel in de lucht daarboven niet altijd Legionella wordt aangetroffen. 

7.2 Betekenis van deze blootsteMing 

Een indicatie voor de betekenis van de gevonden Legionella-gehaltes in de lucht zou kunnen 

worden gehaald uit een vergelijking met aërosolgehaltes die in andere situaties zijn gemeten, 

met name in situaties waar ziektegevallen zijn opgetredm. Daarbij zou de meest ideale 

situatie zijn als er een grenswaarde kon worden afgeleid voor het gehalte Legionella in de 

lucht, waar beneden geen gezondheidseffecten te verwachten zijn. Hoewel veel ondenoek is 

gedaan naar Legionella, is het onderzoek naar Legionelia in aërosolen beperkt. Er zijn 

nauwelijks studies waar naast onderzoek van patiënten en onderzoek van de waterinstallaties 

ook ondeizoek is gedaan naar het gehalte aan Legionella-aërosolen. in een studie van 

Breiman ei al. [l9901 is wel onderzoek gedaan naar Legionella in aërosolen. in een 

bejaardenhuis waar zich gevallen van legionellose hadden voorgedaan wees het 

epidemiologisch onderzoek duidelijk in de richting van een ruimte die door een 

luchtbevochtiger werd doorblazen. Onderzoek van het water in de luchtbevochtiger toonde 

Legionalla @neumophila serogroep l )  aan (9000fml) en in de lucht in deze mimte werden 20 

Legioneila per m' aangetroffen in gekweekte aërosolmonsiers. De lucht direct bij de uitlaat 

van de bevochtiger bevatte zelfs 2300 Legionella per m3. 

Andere studies waar Legionella-gehaltes in aërosolen zijn gerapporteerd zijn samengevat in 

tabel 16, samen met de gehaltes die op de positieve locaties in deze studie zijn aangetroffen. 

De gehaltes die in deze studie zijn gevonden zijn vergelijkbaar met de studie van Pascual e1 

al. [2051] op een rwzi en liggen in dezelfde grootieorde als de gehaltes gevonden in de lucht 

in douches en nabij gootstenen waar geen ziektegevallen of seroconversie 

(afweersysteemrespons die aangeeft dat blootstelling in het verleden heeft plaatsgevonden) 

werd aangetroffen. 



( Douches nee 4.7 ( kweek I BaWm et al., 1985 I 

Tabel 16. Lagionella-gehalte in omgevingslucht van wateriNstaIl&Onar 

Ziekte- 
gevallen 

Kranen 

Legionelta-gehalte 
in aërosolen (nIm3) 

Ruimte met airco 

Luchtbevochtiger 

Douches 

nee 

~ u c h t  rond koeltoren I ? 

Detectie 
methode 

8.1 I kweek I Bollin et al., 1985 

Douches 

ja 

ja 

ia 

20 - 2580 I kweek ] Tyndall et al.. 1985 

Rwzi nee 

**h 4 vm de T0 monsters bij beluchtiogsbassin ni roostergebouw 

Refefentie 

+** 1 PCR 1 Pascualetd., 2001 

( Rwzi 

Het gehalte dat in de= studie op m i ' s  is gevonden was niet veel lager dan het gehalte (vla 

kweek gedetecteerd) in de ruimte in het bejaardenhuis uit de studie van Breiman et al. [1990]. 

De gehaltes op de rwzi's zijn echter gemeten met de PCR-methode en is er dus geen 

onderscheid tussen levende en dode LagioneIllabaoteri& te maken. Als aangenomen wordt 

(worst-case) dat alle met PCR gedetecteerde Legionella levende cellen liggen de gehaltes in 

dezelfde grootteorde. 

nee 

20 

2300 

190 

Rwzi 

Via koeltorens van elektriciteitscentrales en koelinstallaties in auwnditimingsystemen boven 

op gebouwen zijn diverse outbreab van legioneliose beschreven [Breiman 62 Butler, 19981. 

Dit geldt zowel voor medewerkers van & centrale die in & koeItom handelingen moesten 

verrichten als mensen die in de omgeving (maar niet directe nabijheid) van een dergelijke 

bron aanwezig waren geweest. In het advies van de Gewndheidsraad uit 1986 wordt hier ook 

aan gerefereerd. In dit advies wordt een inschatting gemaakt van het gehalte Legionella in de 

lucht in de koeltoren. Uitgaande van 1000 Legionella-bacterh per ml, een drifì van 0,01%, 

een waterstroom van 2000 m3 per minuut en een luchtstroom van 1,s x 106 m3/minuut, is een 

Legionella-gehalte in de uitstroomlucht van de koeltoren berekend van 130 per m3. Op de 

grond in de omgeving werd venvacht dat de gehaltes door afste~ing en dispersie met de 

wind beduidend lager zal zijn, vrijwel altijd beneden 100 per m3. In verdampingmmdensoren 

van een airconditioningsinstallatie zou de drifì groter kunnen zijn (0,l- 0,5%) en wordt 500 

liter lucht per liter circulerend water gebruikt. De Gezondheidsraad berekende dat de 

0.33 I kweek I Dennis et al., 1984 

R h  

J * nd: niet te d e m e m  dom groei van andere rnimo-organismen 
nee 

kweek 

kweek 

kweek 

nee 

0,56 - 56 I PCR I deze studie 

Breiman et al., 1990 

Breiman er al.. 1990 

Breiman e# al.. 1990b 

nd* 1 kweek I pas& et al., 2001 

nee nd* I kweek I deze studie 



uitgaande lucht hier 2.000 - 10,000 Legionella-bacterih per m' zou kunnen bevatten. Ook 

hier zou het gehalte op de grond -daar waar de mensen blootgesteld worden- laag zijn. 

Opgemerkt wordt dat de waterstroom die in deze berekening is meegenomen veel hoger is 

dan de meeste Nederlandse praktijkinstallaties. 

Het blijft moeilijk om op basis van aantallen Legionella het risico in te schatten. Daarvoor 

zitten er, naast de moeilijke detectie van dit organisme in afvalwater en lucht, nog steeds een 

aantal hiaten in de kennis over Legionella-infecties.. Er is geen dosis-responsrelatie voor 

Legionella-infecties bij de mens. Aan de ene kant suggereren experimenten waarbij cavia's 

aan Legionella-aërosolen worden blootgesteld dat een hoge dosis nodig is voor infectie. Ook 

de afbezigheid van persoon-persoon overdracht suggereert dat. Aan de andere kant lijkt het 

erop dat Legionella-infecties kunnen warden veroorzaakt door inademing van lage aantallen 

Legionella. O'Brien & Bhopal [ l  9931 noemden dit "de infectieuse dosis-paradox". 

Mogelijk dat verschil in vimlentie, zelfs binnen L. pneumophila serogroep 1, hierbij een rol 

speelt. Een andere factor hieibij is de overleving van Legionella in aërosolen en de rol die 

amoeben en andere micro-organismen daarbij spelen (hier niet onderzocht). 

7.3 Evaluatie 

Op diverse plaatsen op de ondermchte rwzi's is Legionella pneumophila aangetroffen met de 

PCR methode. De gevonden gehaltes waren laag in vergelijking met de gehaltes gemeten 

rondom koelîoreos en de uitlaat van verdarnpingscondensors van airconditioners. Er zijn in 

Nederland of de internationale literatuur geen meldingen gemaakt van Legionella-pneumonie 

hij medewerkers van rwzi's, wel van Pontiac fever bij medewerkers van een awzi na 

schoonmaakwerkzaamheden aan een slibindikker. 

Het is niet goed aan te geven of de resultaten van de PCR een betrouwbare weergave zijn van 

het gehalte aan levende, infectieuze Legionella pneumophila in de aërosolen. De detectie is 

wel een duidelijke indicatie voor hun aanwezigheid in de lucht op nvzi's en kan gezien 

worden als een worst-case benadering van de concentratie in de lucht. Er is dus een duidelijke 

indicatie voor de blootstelling van rwzi-medewerkers aan Legionella pneumophila. De 

blooisteiiing vindt vooral plaats in afgesloten mimtes, p a r  ook de beluchtingsbassins 

kunnen een bijdrage leveren. De medewerkers die het meest in de aangegeven mimtes 

aanwezig zijn, krijgen beduidend hogere gehaltes Legionella binnen dan de gemiddelde 

medewerker. In vergelijking met wat er in de literatuur bekend is over risicovolle 



blootstelling aan Legionella zijn de gehaltes in de omgevingslucht van rwzi's laag; niet 

zoveel lager dat op basis daafvan een risico kan worden uitgesloten, maa~ wel zodanig dat een 

verhoogd risico niet aannemelijk moet worden geacht. 

Daarbij moet nog wel in acht worden genomen dat de hier ondenochte looaties wel 

representatief waren voor de sector, maar & bevindingen niet zonder meer naar alle 

individuele locaties kunnen worden vertaald. Met name op locaties waar de gehaltes 

Legionella hoger wuden kunnen zijn dan gevonden in deze studie (met name locaties met 

hogere watertemperatuur, bijvoorbeeld als gevolg van koelwaterlozingen of in hydroforen die 

in de zomerperiode kunnen opwarmen) zijn aanvullende metingen noodzalre1ijk om ook hier 

een risico als onaannemelijk te kunnen kenschetsen. 

Uit dit ondenoek kunnen de volgende. conclusies worden getr0kke-n over het risico van 

Legionella voor rwzi-medewerk. 

1 .  Uit dit onderzoek blijkt dat Legionellapnarmophila voorkomt in rioolwater en in de lucht 

op rwzi's. 

2. Er is niet een meest geschikte methode voor de detectie van Legionella in afvalwater of 

&oden. De PCR-methode heeft voor deze studie de meest bruikbare resultaîen 

opgeleverd. De DFA-methode overschat waarschijnlijk de concentratie Legionella. Met 

de kweekmethode is geen Legionella aangetroffen, maar die werd op veel locaties ook 

sterk gehinderd door overgroei. Voor onderzoek in afvalwater edof lucht op andere 

locaties wordt aanbevolen de PCR- en kweekmethode toe te pas= 

3. Vanwege de detectie met PCR is het niet zeker dat het levensvatbare, infectieuze 

LegioneEla betreft, maar het is plausibel om aan te nemen dat minstens een deel daarvan 

levensvatbaar en infectieus is. De gehaltes gemeten met de PCR-methode kunnen worden 

gezien als worst-case schatting. 

4. Het gehalte Legionella verschilt per &, op twee rwzi's werd Legionelfa niet 

aangetroffen in de lucht en op drie k ' s  wel. De gehaltes varieerden van 0,56-56 per 
3 m .  

5. De berekende blootstelling van rwzi-personeel aan LegMnellapnamiophila varieert van 

2,3 Legionellapnarmophila per dag voor de gemiddelde medewerker tot 25 per dag voor 

de 5% van de medewerkers die veel in de ruimtes met a&osolen aanwezig zijn. 



6. De gehaltes Legk~nella in de lucht zijn laag in vergelijking met aantallen (gekweekt) in 

de lucht uit airconditioners en rondom koeltorens waarvan bekend is dat daar Legiorrella- 

infecties zijn opgetreden. 





8 Analyse blootstelling andere biologische agentia 

8.1 Risicoanalyse fecale ziekteverwekkers 

Doel - Het maken van een inschatting van het infectierisiw van fecale pathogenen voor rwzi- 

medewerkers. 

Ampak - Op basis van de gegevens over bacterien. fagen en sporen (uit 3.1.2) in de 

omgevingalucht en literatuurgegevens over de gehaltes 'enteric' virussen, darmbactedn 

(Cmpylobaczer) en pathogene darmprotozoa (Cryptmporidium) in rioolwater is een 

inschatting gemaakt van de blootstelling van nvzi-medewerkers aan deze pathogenen op de 

verschillende locaties op de rwzi. Daarbij is de a&osolisatie van bacterisn van de coligroep 

gebruikt als model voor darmbacterisn. zoals Campyiobacter; F-specifieke RNA fagen zijn 

gebruikt als model voor vinissen en sporen als model voor parasieten zoals C~ptosporidium. 

Omdat voor deze ziekteverwekkers een dosis-responsrelatie beschikbaar is, is de blootstelling 

omgerekend naar een infectierisico. Deze is vergeleken met de incidentie van deze infecties 

in de algemene bevolki ,  om te zien of het risico voor nvzi-medewerkers is verhoogd. 

Opbrengst - Inschatting van het infectierisico van rwzi-medewerkers voor fecale pathogenen 

en vergelijking daarvan met het voorkomen van deze ziekteverwekkers in de algemene 

bevolking. 

8.2 Selectie pathogenen 

Van de circa 100 bekende darmpathogenen is een selectie gemaakt van drie micro- 

organismen. Als selectiecriteria zijn gebruikt: 
- er moeten micro-organismen geselecteerd worden die representatief zijn voor de 

verschillende groepen ziekteverwekkers: baeterh, virussen en parasitaire protozoa; 

- er moeten kwantitatieve gegevens beschikbaar zijn over hun voorkomen in Nederlands 

rioolwater; 

- er moet een dosis-respons-relatie beschikbaar zijn van de ziekteverwekker met humane 

vrijwilligers, teneinde blootstelling om te kunnen rekenen naar infectierisico. 



Op basis van deze criteria is gekozen voor: 

- Cumpylobacter: de meest voorkomende darmpathogene bacterie in Nederland. Informatie 

over het voorkomen van Cmjylobacter in rioolwater in Nederland is beschikbaar uit het 

onderzoek van Koenraad [1995]. 
- Enterovinissen: een groep van enteropathogene virussen die in Nederland voorkomen en 

waarvan het gehalte in rioolwater bekend is uit ondermek van het RiVM [Medema et al., 

2001; de Roda Husman, 20011. 

- C~ptosporidium: een darmparasiet die resistente oticysten maakt, in Nederland 

voorkomt onder patiënten met darminfecties en relatief klein is (4 m). Het gehalte m 

rioolwater is bekend uit RIWA onderzoek Madema et al., 20011. 

8 3  Berekeningawijze 

Om de blootstelling van rwzi-medewerkers aan deze ziekteverwekkers vast te stellen is de 

volgende berekening toegepast: 

waarin: 

D = dosis ziekteverwekker die een mi-medewerker inademt ( i  aantal 

ziekteverwekkers per dag); 

C,hm = de geomeîrisch gemiddelde concentratie ziekteverwekker in rioolwater (aantal per 

liter); 

f =  de fractie ziekteverwekker die vanuit rioolwater in de omgevingslucht wordt 

gebracht (dimensieloos: gehalte per m' lucht/gehalte per liter water); 

a =  ademvolume (in liter per minuut); 

t = tijdsduur dat rwzi-medewerkers op de te onderzoeken locatie aanwezig zijn (in 

minutddag). 

Het gehalte van de ziektewmekkers in rioolwater (geometrisch gemiddelde) is uit 

bovengenoemde studies overgenomen. Op basis van de metingen aan fecale micro- 

organismen in water en lucht uit fase 1, is voor de verschillende locaties op de doorgemeten 

nvzi's vastgesteld weke h t i e  van deze micro-organismen in de lucht terecht kwamen. 



Aangenomen is dat: 
- & fractie die is gevonden voor bad&& van de eoligroep (darmbacteriën) ook van 

toepassing is voor Cmpylobacter, 
- de fractie die is gevonden voor F-specifieke RNA-fagen ook van toepassing is voor 

enterovirussen (in de literatuur zijn aanwijzingen voorhanden die dit ondersteunen, zie 

hoofdstuk 2); 
- de fractie die is gevonden voor sporen van sulfietreducerende clostridia ook van 

toepassing is Voor Cypmporidium. 

Door gebruik te maken van de dosis-responsrelatie kan worden berekend wat het 

infectierisico is bij blootsteiling aan een bzpaalde dosis. Voor de geselecteerde pathogene 

micro-organismen is deze dosis-responsrelatie vastgesteld bij proeven met humane 

vrijwilligem. Voor CqyIobaeter is gebruik gemaakt van de dosis-responsrelatie van C. 

jejani [Medema et ai.. 19961, voor enterovirussen is de dosis-responsrelatie van Coxsackie- 

vinis genomen en wor Cr)sptosporidium de relatie voor C. pamm [Teunis ef al.. 19971. 

Dit zijn allemaal datmpathogenen die mensen kunnen ziek maken als de pathogenen worden 

ingeslikt en in het maagdannkanaal terechtkomen. Bij het inademen van aErosolen met 

pathogenen komt maar een deel van de organismen daadwerkelijk in de darm terecht. Er zijn 

geen gegevens bekend over deze Ractie. In deze berekening is ervan uitgegaan dat 1O?h van 

de pathogenen in de ingeademde citsrosolen uiteindelijk (via invangen in slijmvliezen en 

inslikken) in het maagdarmkanaal terechtkomt. 

Uitgaande van 280 werkdagen per jaar is het infeetierisico per medewerker per jaar 

uitgedrukt bij bJootsteliííg op de diverse locdies (Figuur 8). Omdat een medewerker 

natuurlijk op meerdere locaties wordt blootgesteld ml het totale risico dieht liggen bij de som 

van de risico's per locatie. Voor Campy/obacler levert verblijf in de mimte voor de aanmaak 

van chemicaliën het grootste, deel van het risico. Daarnaast is sproeien van de compostfilters 

een belangrijke risicobron. Voor enterovinissen is dat de zeefbandpersruimte, met name 

tijdens schoonmaken. Voor Qyptosporidium Iweren zowel de mimte voor aanmaak 

chemicaliën als voor de zeefbandpen een groot aandeel in het risico. Ook hef roostergebouw 

en sproeien van compostfilters is belangrijk voor het infeetierisico van Ctyprosporidium. 

Net als voor Legionella is er een duidelijk verschil tussen verschillende medewerkers van de 

m i .  In Figuur 8 is daarom het infectierisico berekend voor 50% van de medewerkers, voor 

de 5% van de medewerkers met de hoogste blootstelling en voor de medewerker met 

maximale blootstelling. Het verschil tussen de gemiddelde medewerker en degene die in de 

groep van 5% meest blootgestelden zit is een factor van ca. 10 - 30, m.a.w. het risico voor de 
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Figuur 8. Kam op infectie wan mi-medewerkers door blootstelling aon &msolen 



meest blootgestelde groep medewerkers is 10 - 30 keer hoger dan voor de gemiddelde 

medewerker. 

Benadrukt wordt dat een risico op infectie niet hefzelfde is als een risico op ziekte. Infectie is 

de eerste stap in het proces dat tot ziekte aanleiding kan geven, maar factoren als immuniteit 

kunnen betekenen dat een infectie zonder symptomen van ziekte verloopt. 

Om een indruk te krijgen van de betekenis van de bnekende infectierisico's kan dit worden 

vergeleken met: 

1. het voorkomen van deze ziekteverwekkers in de algemene bevolking. Uit 

epidemiologisch ondemek van het RIVM, samen met het NIVEL, komt een schatting 

van het voorkomen van infectieziekten van het maagdarmkanaal in de Nederlandse 

bevolking: jaarlijks lopen ca. 4 miljoen Nederlanders een dergelijke infectieziekte op [de 

Wit et al,, 20011. Dat betekent een gemiddeld ziekterisico van 0,25 per persoon per jaar. 

2. de eis die het Waterleidingbesluit stelt aan de kwaliteit van drinkwater. Deze moet 

wdanig zijn dat het infectierisico beneden de lo4 per persoon per jaar ligt. Omdat de 

eisen aan drinkwater hoog zijn, is dit geen gelijkwaardige maat om het risico van nvzi- 

medewerkers in een werksihiatie waarin veel We)devenvekkers voorkomen mee te 

vergelijken, maar geeft het wel een indruk van de verschillende risiconiveaus. 

Als de berekende infectierisico's op mzi's hiermee worden vergeleken dan blijkt op veel 

locaties het risico hoger te zijn dan voor drinkwater toelaatbaar wordt geacht. Voor de 

locaties zeefbandpersruimte tijdens schoonmaken en boven het oxidatiebed komen de 

infectierisico's boven dat van de algemene bevolking uit. Dat geldt ook voor het risico op alle 

locaties gezamenlijk. 

8.4 Conclusies 

Voor het risico van nvzi-medewerkers op darmpathogenen kunnen de volgende conclusies 

worden getrokken: 

1. Darmpathogenen komen zeer algemeen voor in rioolwater (uit literatuur). 

2. Uitgaande van de bacteriën van de coligroep, F-specifieke RNA-fagen en sporen van 

sulfietreducerende clostridia worden fecale micro-organismen in de lucht op m i ' s  

gebracht. 

3. Door deze micro-organismen te gebruiken als model voor resp. pathogene bacteriën, 

vinissen en protozoa is aannemelijk dat ook deze pathogenen in de lucht op nvzi 

aanwezig zijn. 



4. Door kwantitatieve gegevens over pathogenes in rioodw&er (titeraam) en van de 

aërosolisatie van de modelorganismen [deze studie) met ekaar te combmeren zijn & 

concentraties darmpathogene Campylobacter, enterovimsen en Ctypmspoíidium in de 

lucht berekend. De berekende gehaltes zijn hoog in de zeefbandpersruimteimte met name 

tijdens schoonmaken, in de ruimte boven een afgedekt oxidatiebed en in het 

roostergebouw en tijdens het sproeien van de compostfilters. 

5. Met de gegevens over & duur en frequentie van het vehlijf van medewerkers op de 

diverse locaties is berekend wat de blootsteiling van de medewedten is en het daaruit 

volgende infectierisico. Het totale infectierisico (alle looaties tezamen) voor nvzi- 

medewerkers is hoger dan het risico voor de algemene bevoiicing. Dit wordt met name 

veroorzaakt door het risico bij schoonspuiten van installaties en het sproeien van de 

compostnlters, maar ook in het roostergebauw, de ruimte voor aanmaak van PE en de 

zeefbandpersruimte. 



9 Algemene beschouwing en aanbevelingen 

9.1 Beschouwing 

Dit ondenoek geeft kwantitatieve informatie over de blootstelling van rwzi-medewerkers aan 

Legionella en darmpathogenen via de omgevingslucht. In die zin kan dit onderzoek gezien 

wonlen als invulling van de inventarisatie van aard, mate en duur van blootstelling van rwzi- 

medewerkers aan Legionella en fecale ziekteverwekkers, mals die in het ARBO-Besluit 

wordt gevraagd In de literatuur is wel kwalitatieve informatie voorhanden (Legionella komt 

voor in afvalwater), maar de kwantitatieve informatie over zowel micro-organismen in de 

lucht en aanwezigheid van medewerkers ter plekke is uniek. 

Dit ondenoek heeft duidelijk gemaakt dat de blootstelling aan mic~o-organismen in aërosolen 

op een aantal locaties op een rwzi hoger is dan de blootstelling van de algemene bevolking. 

Legionella kan onderdeel uitmaken van de micro-organismen in aërosolen op een rwzi. De 

methodische beperkingen betekenen dat het beeld over het voorkomen van Legionella 

pneumophila op rwzi's nog niet duidelijk te kwantificeren is. Uitgaande van de resultaten van 

de PCR-methode, die voor L. pneumophila pas gedurende de loop van het onderzoek ter 

beschikking kwam, is het gehalte L. pneumophila 0,56 - 56 per m3. De concentratie is laag in 

vergelijking met de concentraties op bekende nsicolocaties. Als daarbij in acht genomen 

wordt dat de PCR het gehalte infectieuze L. pneumophila waarschijnlijk overschat, betekent 

dat dat een risico op legionellose voor nvzi-medewerkers niet kan worden uitgesloten, maar 

wel onaannemelijk is. 

Daarbij moet nog wel in acht worden genomen dat de hier onderzochte locaties wel 

representatief waren voor de sector, maar de bevindingen niet zonder meer naar alle 

individuele locaties kunnen worden vertaald. Met name op locaties waar de gehaltes 

Legionella hoger zouden kunnen zijn dan gevonden in deze studie (met name locaties met 

hogere watertemperatuur, bijvoorbeeld als gevolg van koelwaterlozingen of in hydroforen die 

in de zomerperiode kunnen opwarmen) zijn aanvullende metingen noodzakelijk om ook hier 

een risico als anaannemelijk te kunnen kenschetsen. 

Uit deze studie blijkt daarnaast dat het aannemelijk is dat nvzi-medewerkers via aërosolen 

worden blootgesteld aan ziekteverwekkers van fecale herkomst, zoals Campylobacter, 

entemvimsen en Cyptosporidium (en waarschijnlijk nog een aantal anderen). De 

blootstelling aan deze ziekteverwekkers is, zeker voor een deel van de medewerkers en op 

een aantal locaties, aanzienlijk. Het infectierisico ligt tijdens schoonmaken van de bakken van 



de zeefbandpers en in de ruimte boven het oxidatiebed (en daarmee ook voor het totaal aan 

locaties op een nvzi) boven het ingeschatte infectierisico van de algemene bevolking. 

Blootstelling aan deze klasse ziekteverwekkers vindt op een nvzi natuwlijk ook plaats door 

direct contact met slib en afvalwater. Deze laatste worden door algemene hygikie beperkt. De 

blootstelling via aërosolen levert dus, met name via een beperkt aantal looaties en aan een 

decl van de medewerkers, een verhoogd risico op gewndheidsklachten op. 

De niimtes waar veel aërosolen aanwezig zijn, zijn ook de ruimtes waar blootstelling aan 

endotoxines plaatsvindt [Zweem, 20001. Hoewel hier niet onderzocht, ggeefi de informatie uit 

dit ondexzoek over de ruimtes met veel athsolen wel een indicatie voor de locrtties waar 

blootstelling aan endotoxines relatlef hoog is. 

9.2 Aanbevelingen 

De bevindingen van dit onderzoek mocten worden gewogen binnen het van het ARBO- 

Besluit en de bestaande regelingen (b.v. Mor werken in afgesloten ruimtes) en het totale 

beleid ten aanzien van Biologische agentia. De venuitwoordelijkheid hiervoor ligt bij de 

waterschappen, die samen met de Arbeidsinspectie en ARBO-diensten een wwel in temien 

van gemndheidsbeschemiing als realiseerbaarheid verantwoord beleid en eventuele 

beheersmaatregelen kunnen opsteilen. 

Er zijn vanuit de resultaten van dit onderzoek een aantal overwegingen die daar mede richting 

aan kunnen geven. Deze zijn hiemnder aangegeven, ingedeeld naar de hiërarchie van het 

ARBO-Besluit: eerst (technische) maatregelen ter voorkomllig van aërosolvormin& dan 

organisatorische maatregelen om de duw en frequentie van blootstelling en het aantal 

personen dat wordt blootgesteld te beperken, daarûa collectieve maateegelen om 

medewerkers te beschermen en als dit redelijkenvijs niet mogelijk is het ter beschikking 

stelien van persoonlijke beschenningsmiddelen. 

De locaties waar de blootstelling aan aërosolen hoog is zijn: 

- het roostergoedgebouw; 

- dezeefbandpeisrunte; 
- de ruimte voor aanmaak PE; 
- de nimte boven afg&dekte ofidatiebedden; 

- tijdens schoonspuiten van installaties; 

- bij het sproeien van composffilters. 



De resultaten van deze studie kunnen worden gebruikt om per rwzi de locaties en 

werkzaamheden waar veel blootstelling aan aërosolen plaatsvindt te inventariseren, te 

registreren en aan te duiden. Per locatie kunnen dan passende beheersmaatregelen worden 

opgesteld. 

9.2.1 Brongerichle maatregelen 

Bij de (ver)nieuwbouw van installaties moet het onderdeel blootstelling aan biologische 

agentia in zijn algemeenheid en blootstelling aan a&osolen kritisch worden meebeschouwd. 

Daarbij valt te denken aan de keuzehrichting van de beluchtingssystemen en 

compartimentering van mimtes teneinde plaatsen met veel aërosolen te scheiden van ruimtes 

waar medewerkers langdurig in aanwezig zijn. 

Andere schoonrnaakpmcedutes waarbij minder aërosolen worden gevormd zijn eveneens te 

overwegen. 

Ten aanzien van Legiomlla is het van belang de mogelijkheden voor vermeerdering m goed 

mogelijk le beperken. De belangrijkste factor daarbij is temperatuur. Risicofactoren zijn 

lozing van koelwater op de rwzi's en locaties waar de watertemperatuur kan oplopen tot 2 f  

of hoger (zoals in sommige hydroforen, hoewel in dit onderzoek geen kweekbare Legionella 

in water in hydroforen is gevonden in de zomer). 

Voor organisatorische maatregelen is de basis om de frequentie en duur van de aanwezigheid 

van medewerkers op plaatsen waar aërosolvorming plaatsvindt tot een noodzakelijk minimum 

te beperken. De werkzaamheden die worden op de locaties waar de blootstelling aan 

aërosolen hoog is moeten worden beoordeeld op noodzaak. Aanbevolen wordt een dergelijke 

inventarisatie te maken en daar tevens bedrijfsregelingen van af te leiden voor de 

werkzaamheden in mimtes met hoge bloatstelling, zoals het voorschrijven dat schoonspuiten 

in de buitenlucht moet gebeuren of een maximum aantal uren per dag dat een medewerker in 

een bepaalde mimte aanwezig mag zijn. 

Ook informeren van de rwzi-medewerkers en de handhaving van de bedrijfsregelingen moet 

hier onderdeel van uitmaken. 

9.2.3 Coiiectieve (technische) maairegelen 

Per rwzi kan voos deze locaties worden overwogen of technische maatregelen kunnen worden 

genomen om de vorming eniof verspreiding van aërosolen tegen te gaan of door ventilatie de 



concentraties te verlagen. Voor ruimtes zoals boven het oxidatiebed, & zeefbandpersruimte 

en de ruimte voor aanmaak PE is een dergelijke ventilatie of Luchtafniiging aan te bevelen. 

Dat kan zowel een continu systeem zijn als een ventilatie voordat een medewerker de ruimte 

betreedt. Andere technische maatregeIen zijn het plaatsen van omkastingen en 

compartimentering met doorzichtramen, maar ook beshirllig op afstand, opstellen van 

camera's en het voorkomen van storingen. 

Voor de locaties waarop uit dit onderzoek een hoge blootstelihg is gebleken die niet dool 

technische of organisato&che maatregelen is in te perken wordt adembescherming tegen 

a&osolen met een masker of halfmasker van klasse FFP3 - SL aanbevolen. Vanwege de 

intensieve en langdurige blootstelling wordt aanbevolen adembescherming voor te schrijven 

bij het schoonspuiten van installatieonderdelen die in aatilaking Zijn gekomen met afvalwater 

of slib. 
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11 Begrippenlijst 

ALtrosoIen 

Amoeben 

ATB 

Blootstelling 

C ~ ~ f l o b O ~ f @ r  

c>ypz@apondnrm 

&mp&ogeen 

DNA-probe 

DFA 

dosis-responsrelatie 

enteroFinisJen 

F-RNA fagen 

feces 
FISH 

incidentie 

fijn verdeelde deeltjes (m een dimmter van nm - mm) die zich m de lucht bevinden 

eencellige minaorganismen diezich voeden met bacteriën 

ABenasinefiifosfaat, een stof die in alle organismen aanwezig is als drager van energie. Am 

wordt daarom gebmilrt als maat vwr de activiteit van miero-organismen in een bepaald 

milieu 

afval wtemiiveringsinshIIatie 

Bactenevirussen, kleine deeltjes (enkele tientallen m) bestaande uit een mantel van eiwit mei 

daarin erfelijk materiaal. Vermenigvuldigt zich in bacteriecellen. 

een laag micro-organismen en organische en .anorganische afzettingen op de wand v m  

installatíes of leidingen, ook wel slijmlaag gencnomid. 

het binnenkrijgen van een miawrganísme via mademen of inslikken 

een bacterie die diarree vkroorraskl 

een parasiet die diarree veroorraakt 

Vektevmkker van het moagdarmlanssl. deze zijn bij uitstek aanwezig in riwlwater 

een klein stukje erfelijk materid dat specifiek bindt w het erfelijk materiaal van het m i a a  

~rgwrisme dat moet worden aangetoond, meestal met een kleurstof er aan om het m i n a  

organisme specifiek aan te kleuren en daarmee z ich tb r  te maken onder de microscoop. 

Directe Fluorescentie Assay, een methode om Legionella.~cllen te kleuren met e4n 

fluorescerend antilichaam dat aan de wand van de cel bindt. Deze cellen zijn dsamre 

zichtbaar onder de (fluorestenfie)minosmop. 

de relatie tussen de hoeveelheid micro-organismen die iemand binnenkrijgt en de kans dat 

zich daanrít een respons (inktie, ziekte) voortkomt 

Duecfc celtelling, een miuoseopisebe teüing van alk aanweaige bacteriën. De bacteri& 

worden duattoe aangekleurd. 

Escherichid coli, een bactenc die in hoge aantallen (10'lg) de ontlasting van mensen en 

warmbloedige dieren voorkomt. Hij word gebniih als indicator voor verontreiniging Van 

water net ontlasting, 

zie 1.2 

een gmep van bacteriofagen die via een specifieke aanhechtingsphats op de bacteriewand (F- 

pili) de bacteriecel binnendringen 

OntUíng 

Fluorescentie In-Sim Hybridisatie, een methode om micro-organismen te k l e m  met een 

fluorwrredd label dat aan een e.psifiek stukje van hun erfelijk materiaal (DNA) bindt Dezc 
cellen zíjn daamiee zichtbniv d e r  de (fluoreseentie) rnicrcmwp. 

de ma@ waarin een ziekteverwekker voorkomt in de algemene bevolking (manthl 

z k k t e ~ v ~ l l e s  per jaar) 

het wrmeerdetwi van een ziekteverwekker nadat deze het lichaam is binnengedrongen. Een 

deel van de infeeties zal uitmonden in d-tomen. 

de kans op het optopen van an infectie 

Kmliteit. ARE0 en Míîicii 



w7 
kve 

Legionella 

Legionella pneumo&üa 

legionellose 

kdoniegcial bij 2Z°C, een maat voor het aantal hererolrofi baotaiM dat bij 22 S: h gmeien 

op een rijk agamiedium 

Woniegeial hij 3Y: 

kolonie vormende eenheden, de eniheid \ywnm het amtal bmmítn dat op een agwnediuia 

groeit (en daarop kelonies v o d )  wordt uitgemuk. 

een baeerie die vooral voorkomt in warm wafer d via absolen Mbt ies  h v e r o d e n  

de meest ziekteverwekkende veitegeoworiuger van de Li&unullln. Dere aoortveromeaakt de 
vc<nsnmUekîe en Pontiac feva 

benaming voor ziekte veroazaakt door LegiwieIl4, va& gebni'ud als synoniem voor 

de middelste vm een M i e  *mcmiu@n 

een epidemie van een infedieziekte via een b@ bron 

Ziebenve  WLBT 

Polymentse Chain Reaccioh een methode om micm-mganlsmen te dwr de 

vnmaiigvuidiging van een specifiek stukje van hun erfelijk materiaal @N.&) 
griepachtig ziektebeeld veroonaslt &r ~ ~ I I a p n e u m p h i I a  

de w a d e  wsnr 95OA van de wsamemingq~ uit een serie onder ligt (5% van de waamnnïligen 

ligt er dus boven) 

R iw lwa tpeu ive r i ngs~ i e  

de a & e e r d e  van het liohasm op het binnendringen van een ziekîevenvekker leidt FJt het 

m9kai van antiliohaniea Dere zijn sok n&& de zieldevmWrn ia Uopgemimd" nog 

aantoonbaar in het licbam en znrgen voor imm~~Úteit. Don te kijken of deze ~ r s t o & m  

wwezig zijn (seroeonvasje) Iran aangetoond worden welke z iek tevmkha  (ment) in het 

Iicbaam zijn gweest. 

Sporen van Sulñet Reduoerende Clostridia, zeef persistnits sporen van deze gram-positieve 

bmmíni die lang kunnen ouerleven m wateren lucht 

mistige Iwgonistekiug veroom& door ~ o n e l k ~ p p h i l a  

heî zie!unakend vermogen van een mimo-organisme 



I Onderzoekslocaties met fotoverslag 

Van de onderzochte nvzi's is hier een overzicht opgenomen. De foto's die tijdens de 

monsterneming zijn gemaakt zijn ook per nvzi weergegeven. 

I. Apeldoorn 

2. Gouda 

3. Harderwijk 

4. Reeuwijk Randenburg 

5. Willem Annapolder 

6. Walcheren 



Apeldoorn 



Apeldoorn 

Compostflter Ach fergrondmetingen 



Gouda 

._ r., 

F. 



Gouda 

Achtergrondmeiingen dchtergrondmetingen 



Harderwij k 



Harderwij k 

Compostfilter 
I 

Achtergrondmetingen 



Reeuwij k Randenburg 



Reeuwij k Randenburg 



Willem Annapolder 



Wiilem Annapolder 

1 i 
Oxidatiebed 



Walcheren 



Walcheren 

Bellenbeluchter 



Amsterdam 

RC 
IC 
VW 
w 
BT 
NB 
EG 
DF 
MG 
ZV 
VI 
SC 
CH 
NI 
FPG 
SKS 
SD 
PKG 
BC 
L0 

, =- - ghemmd&ap Arnsîel, Gooi en Vecht 



I1 Meetresultaten 

Dit zijn de meetresultaten van fase 1. De resultaten van fase 2 zijn integraal in de hoofdtekst 

van het rapport opgenomen. 
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I11 Enquête 

Voor het onderzoek naar de blootstelline van RWZI-medewerkers aan aërosolen - 
worden door het Kiwa metingen uitgevoerd aan aërosolen in de omgevingslucht op 
een aantal plaatsen op RWZI's (zoals bij het beluchtingsbassin, de 
zeefbandp&sruimte, roostergebouw e.d.). Om een inschatting te maken van de 
blootstelling is ook informatie nodig over hoe vaak en hoe lang medewerkers op deze 
plaats aanwezig zijn. Daarom vragen wij u om in onderstaande tabel aan te geven hoe 
vaak en hoe lang u op een aantal plaatsen op de RWZI aanwezig bent. We hebben 
onderscheid gemaakt tussen normale en bijzondere omstandigheden (zoals 
schoonmaak, onderhoud, reparatie, onderzoek e.d.). 

.................... I I I l 

.................... 

.................... I l I I 
' bv. lx  per week, l x  per jaar, dagelijks, 3x per dag etc. 
bv. 5 minuten, half uur, 3 uur 

Hieronder is ruimte voor opmerkingen: 
...................................................................................................... 
...................................................................................................... 
...................................................................................................... 

............................................................................................. Naam:. 
............................................................................................ Bedrijf:. 
............................................................................................ Functie:. 

De gegevens die u versterkt worden alleen gebruikt voor dit onderzoek, ze worden 
anoniem in de rapportage verwerkt en niet aan anderen ter beschikking gesteld. 



IV Ontwikkeling detectiemethoden Legionella in 
afvalwater en aërosolen 

Uit de beperkte informatie uit de literatuur blijkt dat detectie van Legionella in rioolwater en 

in &rosolen niet eenvoudig is. De kweekmethode is minder goed bruikbaar vanwege de 

storing door achtergrondflora [Palmer et al., 1993; Pascual et al., 20011. 

De methodenontwikkeling in dit onderzoek heeft zich gericht op het toepasbaar maken van 

vier verschillende detectiemethoden voor detectie Legionella enlof L. pneumophila in water 

en luchtmonsters op 6 ' s :  

(a) Een kweekmethode waarin verschillende semi-selectieve media zijn toegepast waarop 

Legionella zich kan vermenigvuldigen en andere aanwezige microflora wordt geremd. 

(b) mimscopische telling van Legionella bacteriën die specifiek gekleurd zijn met een 

antilichaam dat bindt aan alle bacterien van het geslacht Legionella enerzijds of aan de 

bacteriën die behoren tot specifiek de soort L. pneumophila. Deze methode zal verder 

worden aangeduid als de Directe Fluorescentie Assay (DFA)-methode. 

(C) De fluorescente in situ hybridisatie (F1SH)-methode, eveneens een microscopische 

telling, waarin specifiek bacteriën gekleurd worden door binding van een DNA-probe. Er 

zijn twee verschillende DNA-probes toegepast: een specifieke Legionella-probe en een 

specifieke L. pneumophila probe. 

(d) De polymerase keîîing reactie (PCR)-methode die is gebaseerd op de specifieke 

vermenigvuldiging van een karakteristiek stukje DNA van Legionella of L. pneumophila. 

Kweekmethode 

Om de kweehnethode toe te kunnen passen om monsters afvslwater en luchtmonsters zijn 

drie verschiliende semi-selectieve media en twee verschillende ~~~rbehande'~~gsmethoden 

onderzocht op hun bruikbaarheid.. Het principe van deze methoden is gebaseerd op het 

wveel mogelijk afdodem en remmen in de groei van alle aanwezige bacterim uitgewnderd 

Legionella. Dit wordt bereikt door het toegassen van een hitte- of zuurbehandeling van het 

monster en antibiotica in het medium. Alieen als de rennning van de andere microflora 

voldoende plaatsvindt, is de relatief langzaam groeiende Legionella bacterie in staat zioh op 

het medium te vermenigvuldigen. Door de verscheidenheid en het grote aantal bacteriën in 

afvalwater bleek het niet mogelijk de achtergrondflora wdanig te remmen dat ongestoorde 

analyse van Legionella mogelijk was. Omdat de kweekmethode de referentiemethode i s  en de 

enige die uitsluitsel geeft over de aanwezigheid van levende Legwnella bacteriën is deze 



methode wel meegenomen in het meetprogramma Omdat er tussen de twee. 

voorbehandelingen en media bijna geen verschillen zichtbaar waren is ervoor gekozen de 

standaard NEN6265 toe te passen. 

DFA-methode 

De specificiteit van deze methode is gebaseerd op het selectief binden van het antilichaam 

aan de Legionella of L. pneumophila bacteriën. Ook tijdens de microscopische beoordeling 

kan op basis van morfologie van de gekleurde cellen in beperkte mate onderscheid gemaakt 

worden tussen Legionella en bacteriën of andere deeltjes met afwijkende morfologie. Zo 

kunnen eventuele aspecifiek gekleurde cellen met afwjkende morfoJogie uitgesloten worden 

van de telling. Bij de beoordeling van de verschillende slibmonsters met de twee typen 

antilichamen bleek dat zeer veel cellen gekleurd waren. Dit wu kunnen betekenen dat er zeer 

grote aantallen karakteristieke cellen aanwezig zijn. Bekend is echter dat de specificiteit van 

antilichamen niet absoluut is. In afvalwatermonsters, waarin zeer veel verschillende bacteri&n 

aanwezig zijn, wuden cellen aspecifiek gekleurd kunnen zijn. Deze methode is daarom 

beschouwd als een indicatieve bepaling van het maximaal aantal mogelijke Legionella of L. 

pneumophila aanwezig in het monster. 

FISH-methode 

Analyse van afvalwatermonsters waarin de Legionella bacteriën gekleurd zijn met een 

legio nel!^ specifieke DNA-probe liet zien dat een groot aantal morfologisch afwijkende 

cellen gekleurd waren. De specificiteit van de DNA-pmbe ble& onvoldoende om toe te 

passen voor afvalwatesmonsters. De DNA-probe voor t. pneumophila bleek zeer specifiek en 

in geen van de monsters zijn aspecifieke kleuringen gevonden. Een ander aspect van de 

FISH-methode is dat de detectiegrens afhankelijk is van het aantal microscopische 

beeldvelden die beoordeeld worden en het monstervolume dat kan worden gefiltreerd. Met 

name dit laatste aspect levert problemen op omdat het onmogelijk is relatief grote 

monstenrolumes te concentreren. Na filtratie van 1 ml slib en de beoordeling van 100 

beeldvelden is de detectiegrens 5x105/1. Microscopische beoordeling van enkele fdtess 

maakte duidelijk dat door het weken "naar de speld" deze methode niet geschikt is voor 

beoordeling van afvalwater, dit ondanks de zeer specifieke probe. De FISH-methode is om 

deze reden niet verder toegepast in dit ondenoek Het is niet mogelijk gebleken de 

filtreerbaarheid wdanig te vergroten dat de detectiegrens voldoende werd verlaagd. 



PCR-methode 

In tegenstelling tot de bovenbeschreven methoden wordt in de PCR-methode DNA 

gedekcteerd en gem cellen. Deze methode geeft dan ook geen directe informatie over de 

aanwezigheid van levende, infectieuze cellen. Dit in tegenstelling tot de FISH-methode 

waatin alleen actieve cellen gekleurd worden. De uitslag van de bepaling zal dan ook 

infonnatie geven over het maximaal aantal aanwezige cellen/DNA. Hier staat tegenover dat 

de methode zeer specifiek is, semi-kwantitatief, relatief snel en met de juiste controles kan 

ook mogelijke remming door componenten uit het monster beoordeeld worden. Gezien deze 

positieve aspecten en de moeilijkheden die de analyse van afvawatemio~ters verootzaakt bij 

de toepassing van de hierboven beschreven methoden is de PCR-methode een waardevolle 

methode voor de bepaliig van Legionella en L, pneumophila in slib. 

in het voorondenoek is het PCR-protocol u> aangepast dat verschillende extra controles zijn 

toegevoegd aan het standaard Kiwa-protocol. Het belangrijkste aspect dat is toegevoegd is de 

additie van een bekende hoeveeiheid Legionella cellen aan een extra monster. Hierdoor was 

het wel noodzakelijk alle monsters in tweevoud te analyssren. Met name remming tijdens de 

DNA-vermenigvuldiging kan een probleem zijn in de analyse. Een standaardadditie 

expenment kan deze mogelijke remming zichtbaar maken. Het aangepaste protocol bleek 

goed toepasbaar voor zowel afvalwater- als luchtmonsters. 

Verhogen gevoeligheid luchtmonsters 

Om de detectie van Legionella m gevoelig mogelijk te maken is onderzocht of het te 

oudenoeken volume lucht verhoogd kon worden van 1000 liter naar 10.000 liter. Omdat de 

agarplaten bij zoveel lucht mogelijk zouden uitdrogen is onderzocht bij welk volume lucht 

nog geen invloed heeft op het onderzoeksresultaat. Dit is gedaan door een bekende 

hoeveelheid Lagionella bacterien te enten op agarplaten en deze agarplaten aan verschillende 

volumes lucht bloot te stellen in de luchtbemonsteringsapparatuur. Bij 10.000 liter over een 

plaat werden geen Legionella meer aangetroffen omdat de agar uitgedroogd was. 

Monstervolumes van 2000 li* per agarplaat bleken geen invloed te hebben op de 

kweekbaarheid van Legionella bacteritn. 

Evaluatie 

Het is niet mogelijk gebleken éki, meest geschikte, methode te selecteren voor het aantonen 

van Legionella en L. pneumophila in water en lucht bij m i ' s .  Het grote aantal bacterih in 

deze matrices bemoeilijkt de analyses sterk Kweek en DFA zijn mogelijk gevoelig voor 

storing door achtergrondflom, terwijl met de PCR geen zekerheid over de levensvatbaarheid 



kan worden verkregen. Dit sluit aan bij de bevindingen van Palmer er al.. 1993 en Pascual et 

aL.2001. 

Om een m goed mogelijk beeld te krijgen van het voorkomen van Legionella op m i ' s  moet 

een combinatie van verschillende analysemethoden worden toegepast. De FISH-methode 

voor Legionella is daarbij onvoldoende specifiek en die voor L. pneumophila onvoldoende 

gevoelig gebleken om op nvzi's toe te passen. Voor dit onderzoek is daarom gekozen voor 

een combinatie van: 

- de kweekthade, ondanks de storing door de achtergrondflora,. Als de methode 

resultaten geeft is daar het grootste referentiekader voor en is er informatie over de 

aanwezigheid van levensvatbare Legionella. 
- de PCR-meîhode, omdat hiermee in ieder geval de aanwezigheid van Legionella en L. 

pneumophila (twn deze lopende dit o n d e m k  beschikbaar kwam) specifiek kan worden 

aangetoond; 

- de DFA-methode, om een onaniankelijke verificatie te hebben van de PCR-resultaten 

voor zowel Legionella als L. pneumophila in deze onbekende matrices. 

Voor de luchtbemonstering moet worden gewerkt met maximaal 2000 liter luchtmonsters. 

Door 5 monsters van 2800 liter lucht te nemen kan toch voldoende (10.000 liter) gevoeligheid 

worden bereikt. 



V Onderzoeksmethoden 

De ervaringen van de luchtbemonstering uit fase 1 en de ontwikkeling van methoden voor 

detectie van Legionella in fase 1 zijn samengevoegd tot een meetprogramma voor dit 

onderzoek (zie hoofdstuk 4). Als parameters zijn geselecteerd: 

koloniegetal 22°C; als referentie (zowel met het onderzoek in fase 1 als met wat er 

bekend is uit de literatuur) en om de ahsolisatie van bactdecellen uit de waterfase op 

de verschillende plaatsen te kwantificeren. De b t i e  bacteaiecellen die uit de waterfase 

in de lucht terechtkomt wordt daarbij beschouwd als model voor de ahsolisatie van 

Legionella-bacteriën. Deze parameter is onderzocht in lucht en water. 

Legionella; om een w compleet mogelijk beeld te hijgen van het voorkomen van 

Legionella zijn water en luchtmonsters onderzocht met wwel de kweekmethode als met 

de DFA en PCR techniek. Lopende het onderzoek kwam een L. pnmmophila-specifieke 

PCR techniek voorhanden die ook op de lucht en watermonsters is toegepast (zie ook 

Bijlage TV). 

Directe celtelling en ATP; bij de eerste bemonstering in Apeldoorn werd duidelijk dat 

met de DFA techniek hoge gehaltes Legionella i>neurnophila) in de lucht werden 

aangetroffen, terwijl met de kweelanethode geen Legionella werd aangetroffen. Dat kon 

beîekenen dat Legionella wel aanwezig, maar niet kweekbaar was. De kweekmethode 

werd sterk gehinderd door overgroei van andere micro-organismen, zodat niet met 

zekerheid aangetoond werd dat zich in de lucht geen kweekbare Legionella bevonden. 

Om een idee te krijgen van de verhouding kweekbare bactmiBnitotaa1 aantal bacteriën in 

de lucht en in water zijn in de overige rwzi's de luchtmonsters ook onderzocht met de 

directe celtelling en ATP. 

Luchtbemonstering 

Op de geselecteerde locaties is lucht bemonsterd met de MAS-100 bemonsteringsapparaten. 

Voor detectie van Legionella is de gevoeligheid van de methode. verhoogd door een groter 

volume lucht te bemonsteren (10.000 liter, door 5 monsters van 2000 liter te nemen). Bij het 

eerste o n d e m k  op de nvzi Apeldoorn is nog 1000 en 10.000 liter (5x 2000 liter) bemonsterd 

voor de kweekmethode. Deze zijn gekweekt met en zonder pasteurisatie om de 

achtergrondflora te onderdniklren. ûmdat er geen verschil was in de mate van overpei  

tussen 1000 en (5x) 2000 liter en pasteurisatie de achtergrondflora wel (maar onvoldoende) 

onderdrukte is bij de daaropvolgende rwzi's gekozen voor 10.000 liter (5x 2000 liter) en 

kweek met pasteurisatie. 



Voor de overige Legionella methoden en de ATP en directe celtelling werd in totaal 20.000 

liter lucht bemonsterd (10 x 2000 liter). De agarplaten bevatten BYCE-ab. Na de 

bemonstering werden de platen uit de samplers gehaald en werd elke plaat met ca. 2 ml steriel 

drinkwater afgespateld en afgegoten. Dit gesuspendeerde luchtmonster werd aangevuld tot 20 

ml. 

Voor het koloniegetal werden monsters van lO,50, 100,250 en 500 liter lucht genomen op 

PCA-platen. De platen werden geïncubeerd en beoordeeld volgens NEN6560. 

Waterbemonstering 

Van de waterfase werd 250 ml monster genomen. Deze monsters zijn voor inzetten 

gehomogeniseerd om sediment weer te resuspenderen. 

Ondenoek Legionella 

Kweek 

De agprplaten met BYCE+ab werden uit de MAS-100 samplers gehaald en gepasteuriseerd 

gedurende 30 minuten bij 50°C. De watermonsters zijn onverdund, 10 en 100 x verdund 

ingezet op BYCE+ab en gepasteuriseerd gedurende 30 minuten bij 50°C. Alle platen zijn 

geïncubeerd en beoordeeld volgens NEN6265. 

DFA 

Van het gesuspendeerd luchtmonster is 2 maal 4 5  ml gefiltreerd over een 0,2 pm 

polycarbonaat-filtertje. De watermonsters zijn onverdund gefiltreerd over 2 filters. 

De filters zijn gekleurd met de monoclonale antilichamen ( l  filter met anti-Legionella spp. en 

1 filter met anti-L. pneumophila (alle serogroepen)) en onder de fluorescentiemicroswop bij 

LOûOx vergroting beoordeeld. 

PCR 

Van het gesuspendeerde luchtmonster werd 9 ml in behandeling genomen voor de PCR- 

methode. Dit resulteerde in 50 p1 DNA-isolaat, waarvan 10 p1 werd gebruikt voor de 

Legionella PCR en 10p1 voor de L. pneumophila-PCR Per PCR werd dus het equivalent van 

1800 liter lucht onderzocht 

Qndetmek koloniegetal 2 2 T  

Dit is uitgevoerd als beschreven in hoofdstuk 3. 



Direcfe cel&lling 

De luchtmonsters zijn direct gefiltreerd over 0 2  pn palycarbonaat-filters en beoordeeld 

volgens het Kiwa huisvoorschrift De watermonsters zijn verdund in steriel water en 

gefiltreerd eo beoordeeld volgens het Kiwa-huisvoorschrift, 

ATP 

Voor de ATP-analyse is een verdunningsreeks gemaakt in steriel water om eventuele 

interferentie weg te verdunnen. De ATP-gehaltes zijn gemeten volgens het Kiwa 

huisvoorschrift en temggerekend naar het ATP-gehalte in het oorspronkelijke monster. Deze 

zijn grafisch uitgezet en voor de berekening van het ATP-gehalte is het gemiddelde genomen 

van de ATP-gehaltes in het gebied waar het ATP-gehalte constant was (geen interferentie). 

Lijst van Kíwa-huiavoorschriften die in dit ondermek zijn gebnillrt. 

LMB-002 - Bepaling van het Adenosineirifosfaat gehalte in water en suspensies 

LMB-013 - Directe bepaling van het totaal aantal micro-organismen in water en suspensie 

met behulp van epifluorescentie microscoop. 

Lm-028 - ûndenoek naar de aanwezigheid en het aantal kolonievormende eenheden (he)  

van Legionella-bacteriën in water eii suspensies. Conform NEN 6265 

Lm-032 -Bepaling van het koloniegetal op glucosegist extract bij 22°C en 37°C in water en 

suspensies. Conform NEN 6550 en NEN 6560. 

L m 4 4 0  - Onderzoek naar Legionellapneumophila met behulp van Fluorescent in situ 

hybridisatie (FISH) en antilichaamkleuring @FA). 

LMB-042 - ûndenoek naar Legionella met behulp van PCR 




