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Publiekssamenvatting 

Antibioticaresistente bacteriën in afvalwater van slachterijen  
 
In afvalwater van twee slachterijen, een varkensslachterij en een 
runderslachterij, zijn geen bijzonder resistente CPE (carbapenemase-
producerende Enterobacteriaceae) aangetroffen. Dit betekent dat CPE in 
Nederland niet bij varkens of rundvee voorkomen, of maar heel weinig. 
Dit blijkt uit onderzoek van het RIVM.  
 
Het RIVM onderzocht het afvalwater van de twee slachterijen tussen 10 
april en 23 juli 2019 (varkens) en van 28 oktober 2019 tot 22 januari 
2020 (rundvee). In totaal zijn op 45 dagen monsters van het afvalwater 
genomen en onderzocht. Op die dagen zijn in totaal 400.000 tot 
500.000 varkens en ruim 7000 runderen geslacht. De genomen 
monsters zijn daarmee representatief voor een groot aantal dieren.  
 
Via afvalwater kunnen dergelijke aantallen dieren met relatief weinig 
moeite worden onderzocht op antibioticaresistente bacteriën. Deze 
aantallen zijn veel groter dan het aantal dat elk jaar standaard wordt 
onderzocht op deze bacteriën tijdens de nationale monitoring van 
antibioticaresistentie bij landbouwhuidieren. Bij deze landelijke 
monitoring wordt elk dier apart gemeten.  
 
In de afvalwatermonsters zijn wel ESBL-producerende E. coli-bacteriën 
gevonden, en vaker dan in de landelijke monitoring. Deze resultaten 
bevestigen het idee dat een methode preciezer (gevoeliger) wordt 
naarmate meer dieren worden gescreend.  
 
Vanwege de nauwkeurigheid en vrij kleine inspanning is meten in 
afvalwater een efficiënte manier om te onderzoeken of 
landbouwhuisdieren zeldzame vormen van antibioticaresistente 
bacteriën, zoals CPE, bij zich dragen. De methode moet de komende 
jaren nog wel worden verfijnd. 
 
Kernwoorden: antibioticaresistentie, Enterobacteriaceae, CPE, ESBL, 
slachterij, afvalwater 
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Synopsis 

Antibiotic-resistant bacteria in abattoir wastewater  
 
A study carried out by the National Institute for Public Health and the 
Environment (RIVM) has shown that no carbapenemase-producing 
Enterobacteriaceae (CPE, resistant bacteria of critical priority) were 
present in wastewater from a pig abattoir and a cattle abattoir. This 
means that CPE occur infrequently, if at all, in pigs and cattle in the 
Netherlands. 
 
The RIVM tested the wastewater from the two abattoirs between 10 
April and 23 July 2019 (pigs) and between 28 October 2019 and 22 
January 2020 (cattle). Samples of the wastewater were taken and 
tested on 45 days, in all. A total of 400,000 to 500,000 pigs and more 
than 7,000 cattle were slaughtered on these days. The samples taken 
were therefore representative of large numbers of animals. Such 
numbers of animals can be tested for antibiotic-resistant bacteria 
relatively easily via wastewater. These numbers are much greater than 
the numbers tested for these bacteria every year during the national 
monitoring of antibiotic resistance of farm animals, in which each animal 
is tested separately. 
 
Extended-Spectrum Beta-Lactamase (ESBL)-producing E. coli bacteria 
have, however, been found in the wastewater samples, and more often 
than in the national monitoring of farm animals. These results confirm 
the idea that a method becomes more sensitive the greater the number 
of animals screened.  
 
Because of its sensitivity and the relatively minimal effort required, 
measuring the bacteria in wastewater is an efficient way to test whether 
farm animals are infected with rare types of antibiotic-resistant bacteria, 
such as CPE. The method will, however, have to be developed further in 
the coming years. 
 
Keywords: antibiotic resistance, Enterobacteriaceae, wastewater, 
abattoir, CPE, ESBL 
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Samenvatting 

Achtergrond 
Het vóórkomen van zeldzame vormen van antibioticaresistentie in een 
populatie, zoals carbapenemase-producerende Enterobacteriaceae 
(CPE), is moeilijk aan te tonen door het meten van individuele mensen 
of dieren. Immers, doordat weinig mensen of dieren dergelijke bacteriën 
bij zich dragen moeten heel veel individuen worden getest om een 
betrouwbaar beeld te krijgen. In een eerder uitgevoerd RIVM onderzoek 
bij rioolwaterzuiveringsinstallaties (RWZIs), bleek dat het meten van 
CPE in gemeentelijk afvalwater een efficiënte, gevoelige en niet-
invasieve methode is om inzicht te krijgen in het vóórkomen en de 
regionale verspreiding van CPE bij mensen. Nederlandse 
landbouwhuisdieren (LBHD) worden jaarlijks gescreend op 
antibioticaresistentie, waaronder CPE. In de meest recent beschreven 
screening uitgevoerd in 2019, zijn in totaal 1209 individuele dieren 
getest. Dat is, hoewel een behoorlijke inspanning, een beperkte 
steekproef, namelijk een steekproef van 0,001% van alle LBHD in 
Nederland in dat jaar. Naar analogie met metingen in huishoudelijk 
afvalwater kunnen metingen van CPE in slachterijafvalwater mogelijk 
een manier zijn om grotere aantallen dieren efficiënt te screenen op het 
vóórkomen van CPE. 
 
Doel van het onderzoek en aanpak 
Om te bepalen of CPE bij Nederlandse landbouwhuisdieren voorkomen, 
werden er metingen verricht in het afvalwater van twee slachterijen, een 
varkensslachterij en een runderslachterij. Naast CPE zijn ook de 
aantallen E. coli en ESBL-producerende E. coli in het afvalwater bepaald.  
 
Resultaten 
In geen van de 53 slachterijafvalwatermonsters werd CPE aangetoond. 
ESBL-EC werd in alle afvalwatermonsters aangetroffen. De gemiddelde 
E. coli concentratie in slachterijafvalwater was twee keer (rundvee) en 
vijf keer (varkens) hoger dan wat eerder gemeten is in ruw humaan 
afvalwater bij 100 rwzi’s. Daarentegen was de gemiddelde ESBL-EC 
concentratie in het afvalwater van de varkensslachterij twee keer en in 
het afvalwater van de runderslachterij zelfs ruim 100 keer lager dan 
humaan afvalwater. Dit geeft aan dat de ratio tussen ESBL-EC en E. coli 
verschillend is in afvalwater van mensen, varkens en in rundvee. De 
ratio’s in slachterijafvalwater waren vergelijkbaar met wat eerder is 
gevonden in varkens- en rundermest. De typen ESBL-genen van 
slachterijafvalwaterisolaten kwamen in grote lijnen overeen met de 
ESBL-genen die in 2019 werden gevonden bij dierisolaten uit de 
nationale monitoring van antibioticaresistentie bij landbouwhuisdieren.  
 
Conclusie 
Gebaseerd op de resultaten voor ESBL-EC lijkt het meten van 
slachterijafvalwater een efficiënte screeningmethode voor 
antibioticaresistente bacteriën, zoals CPE, bij landbouwhuisdieren. Deze 
methode kan verder geoptimaliseerd worden en ingezet worden als een 
efficiënte methode om de aan-/afwezigheid van CPE bij Nederlandse 
landbouwhuisdieren te monitoren. 
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1 Inleiding 

1.1 Aanleiding 
Zeldzame vormen van antibioticaresistentie, zoals carbapenemase-
producerende Enterobacteriaceae (CPE), zijn moeilijk aan te tonen door 
het meten van individuele mensen of dieren. In een eerder uitgevoerd 
RIVM onderzoek bij rioolwaterzuiveringsinstallaties (RWZIs), bleek dat 
meten van CPE in gemeentelijk afvalwater een efficiënte, gevoelige en 
niet-invasieve methode vormt om het vóórkomen (dragerschap) van 
CPE bij mensen vast te stellen (Schmitt et al. 2017). Het achterliggende 
idee is hierbij dat uitwerpselen, en dus fecale bacteriën waaronder CPE, 
in huishoudelijk afvalwater voornamelijk afkomstig zijn van mensen.  
 
Tijdens de jaarlijkse monitoring van antibioticaresistentie bij 
Nederlandse landbouwhuisdieren zijn tot dusverre geen CPE aangetoond 
(MARAN 2020). In de meest recente screening uitgevoerd in 2019 zijn in 
totaal 1209 individuele dieren (296 melkvee, 304 varkens, 294 
vleeskalveren en 315 vleeskuikens) getest op de aanwezigheid van CPE 
in caecum monsters. Dat is, hoewel een behoorlijke inspanning, toch 
een beperkte steekproef gezien het totaal aantal runderen, varkens en 
kippen in Nederland (1,2×108 dieren in 2019 (CBS 2019), dus een 
steekproef van 0,001%). In deze steekproef werden geen CPE 
aangetoond. Eerdere berekeningen door het RIVM hebben laten zien dat 
met de gebruikte methode CPE pas met grote waarschijnlijkheid kunnen 
worden aangetoond als ze al relatief vaak voorkomen, namelijk bij 
ongeveer 1 op de 100 dieren (Dierikx et al. 2017). Om de aanwezigheid 
van CPE bij landbouwhuisdieren al eerder aan te kunnen tonen zouden 
veel meer dieren getest moeten worden. Zo zouden ruim 7000 dieren 
per diergroep onderzocht moeten worden om CPE al te kunnen vinden 
als deze bij 1 op de 1000 dieren voorkomen (Dierikx et al. 2017). 
 
Naar analogie met metingen in huishoudelijk afvalwater kunnen 
metingen van CPE in slachterijafvalwater mogelijk een manier zijn om 
bij grotere aantallen dieren efficiënt te screenen of er CPE in vóórkomen. 
 

1.2 Doel 
Het doel van het huidige onderzoek was om door middel van metingen 
in slachterijafvalwater te bepalen of CPE voorkomen bij Nederlandse 
landbouwhuisdieren.  
 

1.3 Aanpak 
Er werden bij twee slachterijen afvalwatermonsters genomen en getest 
op de aanwezigheid van CPE: bij een varkensslachterij en bij een 
runderslachterij. Behalve de aanwezigheid van CPE werden in dit water 
ook de aantallen E. coli en ESBL-producerende E. coli (ESBL-EC) 
bepaald. Dit om de resultaten te kunnen vergelijken voor verschillende 
afvalwaterstromen binnen de slachterijen, en met gegevens van 
humaan afvalwater in gemeentelijke rioolstelsels.  
 
In de varkensslachterij worden per dag 18.000-19.000 varkens geslacht. 
In de runderslachterij worden per dag 300 tot 700 runderen geslacht, 



RIVM-briefrapport 2020-0166 

Pagina 12 van 37 

waaronder op enkele dagen in de week 50 tot 80 kalveren. Door 
verzamelmonsters te nemen gedurende de gehele slachtdag (varkens) 
of een belangrijk deel van de slachtdag (runderen) zijn de 
afvalwatermonsters elk representatief voor respectievelijk 18.000 tot 
19.000 varkens en 300 tot 425 runderen.  
 

1.4 Achtergrond 
1.4.1 Antibioticaresistentie bij landbouwhuisdieren 

Tot 2010 werden in de veeteelt relatief grote hoeveelheden antibiotica 
gebruikt, met als gevolg een hoge prevalentie van antibioticaresistentie 
bij landbouwhuisdieren (LBHD). Nadat in 2010 concrete doelen waren 
vastgesteld om het antibioticagebruik in de veehouderij te reduceren, is 
het antibioticagebruik in deze sector duidelijk afgenomen (Bonten et al. 
2020). Parallel hieraan is ook de prevalentie van antibioticaresistente 
bacteriën bij deze dieren afgenomen. Ter illustratie, de prevalentie van 
cefotaxime-resistentie bij E. coli (een vorm van resistentie karakteristiek 
voor ESBL- en/of AmpC-producerende bacteriën) is bij vleeskuikens 
afgenomen van 21% van alle E. coli-isolaten in 2007, tot minder dan 
5% van alle E. coli-isolaten sinds 2013 (MARAN 2020). In 2019 werden 
zelfs geen ESBL- of AmpC-producerende E. coli meer aangetroffen onder 
1209 E. coli isolaten (<0.08%) afkomstig uit melkvee, varkens, 
vleeskalveren en vleeskuikens. Ondanks dat het percentage bacteriën 
van LBHD wat resistent is sterk is afgenomen, is toch een aanzienlijk 
deel van landbouwhuisdieren nog steeds drager van antibioticaresistente 
bacteriën. Voor relatief zeldzame vormen van resistentie wordt dit alleen 
duidelijk wanneer gebruikt wordt gemaakt van gevoelige, selectieve 
kweekmethoden (dat zijn kweekmethoden waar door het toevoegen van 
antibiotica aan een voedingsbodem alleen resistente varianten kunnen 
groeien en gedetecteerd worden). Zo is door middel van een selectieve 
kweek-methode aangetoond dat in 2019 17% van de geteste dieren 
positief was voor ESBL-EC: 8.3% van de melkkoeien, 10% van de 
varkens, 18% van de vleeskuikens, en 32% van de vleeskalveren 
(MARAN 2020).  
 
Gebruik van carbapenems bij dieren is in Nederland niet toegestaan. 
Desalniettemin zijn CPE eerder aangetoond bij LBHD in het buitenland, 
maar ook in het milieu (Guerra et al. 2014, Kock et al. 2018). Daarnaast 
komen CPE ook voor in de Nederlandse bevolking, óók buiten de 
klinische setting (Blaak et al. 2019, Nethmap 2020, Schmitt et al. 2018, 
van der Zwaluw et al. 2020). Introductie van deze bacteriën in de 
Nederlandse veehouderij is daarom een reëel risico.  
Hoewel sinds 2015 meer dan 1000 landbouwhuisdieren jaarlijks worden 
gescreend met behulp van een gevoelige PCRs, zijn CPE nog niet 
aangetoond bij Nederlandse landbouwhuisdieren (MARAN 2020). 
 

1.4.2 Carbapenemase-producerende Enterobacteriaceae (CPE) 
Carbapenems zijn zogenaamde “laatste redmiddel” antibiotica, wat wil 
zeggen: antibiotica die ingezet worden als alle andere antibiotica falen. 
Bacteriën die carbapenemases kunnen produceren zijn hierdoor resistent 
tegen (nagenoeg) alle leden van een groep van klinische zeer relevante 
antibiotica, de beta-lactam antibiotica, waaronder penicillinen, 
cefalosporinen en carbapenems. Daarnaast gaat resistentie tegen beta-
lactam antibiotica ook vaak gepaard met resistentie tegen andere 
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klassen van antibiotica. Dit maakt dat de mogelijkheden tot behandelen 
van infecties met CPE zeer beperkt zijn, uiteindelijk resulterend in 
verhoogde sterfte (Tzouvelekis et al. 2014). CPE worden gezien als een 
van de grootste infectieuze bedreigingen voor de humane gezondheid 
van onze tijd (WHO 2017). 
 
Het kunnen produceren van carbapenemase-enzymen is een eigenschap 
van Gram-negatieve bacteriën, zoals Acinetobacter baumanni, 
Pseudomonas aeruginosa en Enterobacteriaceae, en wordt meestal 
verworven via plasmiden (Canton et al. 2012, Logan and Weinstein 
2017, Nordmann et al. 2011, Patel and Bonomo 2013). Onder 
Enterobacteriaceae komt plasmide-geassocieerde carbapenemase-
productie voornamelijk voor bij E. coli en K. pneumoniae. Er zijn 
verschillende types carbapenemases, waarvan de meest voorkomende 
de metallo beta-lactamase (NDM, IMP en VIM) en de serine beta-
lactamases (KPC en OXA-48 achtige OXA varianten) zijn (Canton et al. 
2012, Nordmann et al. 2011) 
 
In Nederland wordt CPE dragerschap gemonitord door middel van een 
nationale CPE surveillance, waarvoor medisch microbiologisch 
laboratoria worden gevraagd isolaten met een verlaagde gevoeligheid 
voor carbapenem antibiotica naar het RIVM in te sturen, waar ze verder 
worden gekarakteriseerd (Nethmap 2020, van der Zwaluw et al. 2020). 
Ingestuurde isolaten zijn afkomstig uit patiënten, maar ook uit gezonde 
personen. Gebaseerd op deze surveillance blijkt dat in de Nederlandse 
bevolking CPE nog weinig voorkomen. Ze worden vooral geassocieerd 
met ziekenhuisuitbraken en ziekenhuisopnames in het buitenland 
(Albiger et al. 2015, Nethmap 2020, van der Zwaluw et al. 2020, Vlek et 
al. 2016). Reizen naar het buitenland, met name Noord-Afrika en Azië, 
is een risicofactor voor dragerschap van CPE (van der Zwaluw et al. 
2020, van Hattem et al. 2016). Ondanks het feit dat CPE met relatief 
lage frequentie worden gedetecteerd tijdens de routinematige 
surveillance, konden deze bacteriën in een eerder RIVM onderzoek wel 
regelmatig worden aangetoond in gemeentelijk afvalwater (Schmitt et 
al. 2017). Gezien infecties met CPE ernstige gevolgen kunnen hebben en 
het risico van overdracht tussen consumptiedieren en mensen, is het 
onwenselijk dat dit type resistentie zich verspreidt naar 
landbouwhuisdieren. 
 

1.4.3 Afvalwatersurveillance 
Enterobacteriaceae komen met menselijke ontlasting in het riool terecht. 
Hoewel er in het riool ook sprake kan zijn van contaminatie met 
uitwerpselen van dieren (zoals van honden, vogels, of ratten) zijn de 
uitwerpselen in rioolwater vooral afkomstig van mensen. Rioolwater is 
daarom geschikt als hulpmiddel om het vóórkomen van pathogenen bij 
de bevolking vast te stellen. Een bekend voorbeeld van het gebruik van 
afvalwater voor surveillancedoeleinden stamt uit het mondiale 
programma voor eradicatie van het poliovirus (Asghar et al. 2014, WHO 
2003). In 2020 is afvalwatersurveillance door het RIVM en het ministerie 
van VWS ingezet als middel in de beheersing van de SARS-CoV2 
epidemie in Nederland.  
Afvalwatersurveillance is ook gekenmerkt als een kosteneffectief middel 
om inzicht te krijgen in de eigenschappen en de verspreiding van 
antibiotica resistente bacteriën en resistentiegenen, zowel op een 
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nationaal als mondiaal niveau (Aarestrup and Woolhouse 2020, 
Hendriksen et al. 2019, Huijbers et al. 2020, Hutinel et al. 2019, Kwak 
et al. 2015, Pärnänen et al. 2019). Het grote voordeel van 
afvalwatersurveillance is dat er geen individuen gescreend hoeven te 
worden (wat tijdrovend is en vrijwillige participatie vergt) en dat het de 
mogelijkheid biedt om grote populaties mensen te onderzoeken, 
waardoor ook mensen zonder ziekteverschijnselen of mensen die niet in 
risicogroepen vallen makkelijk kunnen worden onderzocht. De 
bruikbaarheid van afvalwatermetingen voor het monitoren van de 
verspreiding van zeldzame antibioticaresistente bacteriën werd 
bevestigd voor CPE in de Nederlandse bevolking in eerder RIVM 
onderzoek bij 100 RWZIs (Schmitt et al. 2017).  
 
Ook bij dieren zou afvalwatersurveillance kunnen worden toegevoegd als 
middel om het vóórkomen van zeldzame antibioticaresistente bacteriën 
vast te stellen. De aanwezigheid van CPE wordt sinds 2013 onderzocht 
als onderdeel van de monitoring van antibioticaresistente bacteriën bij 
landbouwhuisdieren (MARAN 2014). Dit houdt in dat jaarlijks tussen de 
1200 en 1500 LBHD (melkkoeien, slachtvarkens, vleeskalveren, 
vleeskuikens) worden onderzocht. Door middel van 
afvalwatersurveillance bij slachterijen kan een groter aantal dieren 
worden onderzocht waarmee de gevoeligheid van de screening wordt 
vergroot. 
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2 Materiaal en methoden 

2.1 Varkensslachterij 
In de onderzochte slachterij worden dagelijks 18.000-19.000 varkens 
geslacht.  
 

2.1.1 Beschrijving van de afvalwaterstroom 
De afvalwaterstroom van de varkensslachterij is op twee locaties 
bemonsterd (Figuur 2-1).  
 
Locatie A is representatief voor de totale slachtafvalwaterstroom van de 
slachterij. Al het afvalwater dat vrijkomt tijdens het slachtproces 
passeert deze locatie op weg naar de zuiveringsinstallatie op het terrein. 
Per dag bedraagt deze afvalwaterstroom ongeveer 2.800-2.900 m3. De 
stroom bevat géén humaan afvalwater; het afvalwater uit kantoren e.d. 
wordt in een apart stelsel ingezameld en afgevoerd.  
 
Locatie B is een punt in de afvalwaterstroom wat afkomstig is uit de 
stallen. De stallen, waar de varkens gemiddeld enkele uren vóór de 
slacht verblijven, zijn uitgerust met een vernevelingsinstallatie. Deze 
verneveling geeft, samen met tussentijdse schoonmaak van de 
stalvloer, gedurende de dag een kleine afvoer vanuit de stallen. ’s 
Avonds worden de dan lege stallen geheel gereinigd. Alle ontlasting op 
de stalvloer wordt met hogedrukreiniging verwijderd. Dit geeft een piek 
in de afvoer. ’s Nachts kennen de stallen geen afvoer. In totaal voeren 
de stallen ongeveer 30-40 m3/dag af, ofwel circa 1% van de totale 
afvalwaterstroom naar de zuivering. 
 

Figuur 2-1 Schematisch overzicht van de varkensslachterij en monsterlocaties A 
en B van de afvalwaterstroom. 
 

2.1.2 Monsternames  
De totale slachtafvalwaterstroom (locatie A) is tussen 10 april en 23 juli 
2019 tweewekelijks bemonsterd. In totaal zijn 8 monsters verzameld. 
Met een automatische monsternamekast is per monster gedurende 24 
uur (maandag 08h00 - dinsdag 08h00) volumeproportioneel bemonsterd 
(d.w.z. kleine deelmonsters verzameld per volume gepasseerd 
afvalwater) en opgeslagen in een gekoeld vat (4°C).  
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Het afvalwater van de stallen (locatie B) is in dezelfde periode wekelijks 
bemonsterd. Per week zijn twee 24-uurs monsters verzameld: de eerste 
tussen zondag 23h00 en maandag 23h00 en de tweede direct 
aansluitend tussen maandag 23h00 en dinsdag 23h00. Dit schema past 
op de slachtcyclus zoals die gehanteerd wordt door de slachterij. Het 
stalafvalwater is gedurende 14 weken bemonsterd; in die weken is er 14 
keer van maandag op dinsdag bemonsterd en 12 keer van zondag op 
maandag (niet bemonsterd met Pasen en Pinksteren). Monstername was 
ook op locatie B volumeproportioneel (o.b.v. een tijdelijke debietmeting) 
met een automatische monsternamekast. 
 
Elke woensdagochtend werden de monsters overgegoten in steriele 
flessen, naar het laboratorium getransporteerd, en dezelfde dag 
verwerkt voor analyse. In totaal zijn op locaties A en B 34 monsters 
genomen. 
 

2.2 Runderslachterij 
In de onderzochte runderslachterij worden per uur 60 (najaar 2019) tot 
85 (9 december 2019 – februari 2020) runderen geslacht. Het betreft 
voornamelijk melkkoeien, maar op maandagen zitten daar af en toe 
vleeskalveren bij (50-80 per dag). Op de meetdagen zijn in totaal 9315 
dieren geslacht, waaronder 338 vleeskalveren (3,6%). 
 

2.2.1 Beschrijving van de afvalwaterstroom 
De afvalwaterstroom van de runderslachterij is bemonsterd net buiten 
de ruimte waar de runderen na het schieten worden schoongespoten, 
vooral rond de anus en poten, om de ergste vervuiling te verwijderen 
(zie Figuur 2-2). Ook wordt de opvanginstallatie (de “kribbe”) frequent 
gereinigd. Dit gebeurt met relatief koud water van circa 30°C. Per dag 
bedraagt deze afvalwaterstroom ongeveer 10-20 m3. Op de meetlocatie 
bevat de afvalwaterstroom géén humaan afvalwater. 
 

Figuur 2-2 Schematisch overzicht van de runderslachterij en monsterlocatie A 
van de afvalwaterstroom. 
 

2.2.2 Monsternames  
Het afvalwater is in de periode van 28 oktober 2019 tot 22 januari 2020 
wekelijks bemonsterd (met uitzondering van de kerstvakantie, 23 
december 2019 – 5 januari 2020), in totaal 11 weken. Er zijn elke week 
twee 6-uur verzamelmonsters genomen: de eerste op maandag tussen 
8h30 en 14h30 en de tweede op dinsdag tussen 8h30 en 14h30. Deze 
6-uur perioden vallen samen met het grootste deel van de slachtcyclus 
(waarvan gedurende vijf uur wordt geslacht en één uur pauze is). 
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Gedurende deze 6-uur werden gemiddeld 300 (najaar 2019) tot 425 (9 
december 2019 – februari 2020) dieren geslacht. De monsternames zijn 
tijdproportioneel uitgevoerd met behulp van een automatische 
monsternamekast (d.w.z. kleine deelmonsters verzameld per vaste 
tijdseenheid van 3 minuten). De (deel)monsters werden opgevangen en 
opgeslagen in een gekoeld vat (4°C). Eén maandagmonster en twee 
dinsdagmonsters waren mislukt (25 en 26 november, 7 januari), 
waardoor er 10 maandagmonsters zijn en 9 dinsdagmonsters. Elke 
woensdagochtend (om 07h00) werden de monsters overgegoten in 
steriele flessen, naar het laboratorium getransporteerd, en dezelfde dag 
verwerkt voor analyse.  
 

2.3 Bacteriekweek 
In de monsters zijn aantallen E. coli, ESBL-producerende E. coli (ESBL-
EC) en carbapenemase-producerende Enterobacteriaceae (CPE) bepaald. 
Aantallen totale E. coli en ESBL-EC werden bepaald door 0,03, 0,1, 0,3 
en 1 μl (voor E. coli) en 0,1, 0,3, 1 en 3 ml (voor ESBL-EC) te filteren 
door membraanfilters met een poriegrootte van 0,45 μm. Deze filters 
werden vervolgens geplaatst op respectievelijk Tryptone Bile X-
glucuronide (TBX) agar (Biorad) en ChromID ESBL agar (Biomerieux, 
Amersfoort), en 4 tot 5 uur geïncubeerd bij 36±1°C, gevolgd door 21±3 
uur bij 44±0.5°C.  
Voor de isolatie van CPE werden “ChromID CARBA agar” en “ChromID 

OXA48 agar” gebruikt (beide media van Biomerieux, Amersfoort). Van 
elk monster werden op beide typen media drie verschillende volumes 
ingezet: 1, 3 en 10 ml. De 1 en 3 ml afvalwater uit de runderslachterij 
werden gefiltreerd door membraanfilters met een poriegrootte van 0,45 
μm. De filters werden vervolgens op de platen met CPE agar geplaatst 
en 4-5h geïncubeerd bij 37°C gevolgd door 18-24h bij 44°C. De hoge 
temperatuur is bedoeld om groei van stoorflora (d.w.z. andere bacteriën 
dan Enterobacteriaceae) te onderdrukken. De 10 ml afvalwater uit de 
runderslachterij en de 1, 3 en 10 ml afvalwater uit de varkensslachterij 
werden eerst opgehoopt in een 10-voudig volume bouillon (Buffered 
Pepton Water), omdat dit type afvalwater bij deze volumes niet goed te 
filtreren was. Deze ophoping werden ook gedurende 4-5h bij 37°C 
geïncubeerd gevolgd door 18-24h bij 44°C. Na incubatie werd 100 μl 
van de ophopingen afgeënt op de CPE platen. Deze afentingen werden 
ook gedurende 4-5h bij 37°C geïncubeerd gevolgd door 18-24h bij 44°C  
 
Na incubatie werden alle platen geïnspecteerd op de groei van verdachte 
kolonies. Op de TBX-agar is E. coli herkenbaar als groene kolonies en op 
ChromID ESBL agar als roze kolonies. Op CPE platen kleuren kolonies 
van E. coli roze en kolonies van andere Enterobacteriaceae soorten, 
zoals Klebsiella, Enterobacter Serratia en Citrobacter (KESC), blauw. 
Wanneer er verdachte kolonies (d.w.z. met de kleur van E. coli op TBX 
en chromID ESBL agar, en van E. coli of KESC op CPE platen) werden 
waargenomen werden deze geteld. De bacterieconcentraties C 
(uitgedrukt in kolonievormende eenheden per liter of kve/l) werden 
berekend uit de som van de kolonies geteld op alle filters met minder 
dan 200 kolonies (Ntot), en de volumes gefiltreerd door alle filters met 
minder dan 200 kolonies (Vtot) als volgt: 𝐶𝐶 = 𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁

𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉
 𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘/𝑙𝑙. 
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2.4 Moleculaire analyses 
Uit elk positief watermonster werden maximaal vijf ESBL-EC kolonies 
reingestreken voor verdere analyse (CPE kolonies zijn niet 
aangetroffen). Met behulp van PCR en sequentieanalyse werden de 
ESBL-genen in de isolaten aangetoond en geïdentificeerd. Hiervoor werd 
een klein beetje koloniemateriaal opgenomen in ultra puur water 
(milliQ). Alle PCRs werden uitgevoerd op 1 μl van de isolaat suspensie, 
met behulp van de multiplex PCR kit van Qiagen. De gebruikte primers 
staan in de bijlage. De PCR-producten werden gezuiverd (met ExoSAP-
IT van GE Healthcare) en gesequenced met dezelfde primers als waar 
het PCR product mee was verkregen. De resulterende sequenties 
werden vergeleken met referentie sequenties in de online database 
(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab) 
gebruikmakend van BioNumerics software (versie 7.6.3; Applied Maths).  
 
  

ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab
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3 Resultaten 

3.1 CPE in slachterijafvalwater 
In geen van de 53 slachterijafvalwatermonsters werden CPE 
gedetecteerd.  
 
In de varkensslachterij werden 34 afvalwatermonsters onderzocht (8 
van totale afvalwaterstroom en 26 van stalafvalwater). Met het gegeven 
dat per dag 18.000 á 19.000 varkens worden geslacht in de onderzochte 
slachterij, geven de 12 zondag- en maandagmonsters en 14 maandag- 
en dinsdagmonsters uit de stallen een representatief beeld van 
afvalwater afkomstig van 468.000 – 494.000 varkens.  
 
In de runderslachterij werden 19 afvalwatermonsters onderzocht. 
Tijdens de monsternameperioden werden gemiddeld 300 tot 425 dieren 
geslacht. Gezamenlijk geven de 10 maandagmonsters en 9 
dinsdagmonsters van het kribbewater daarmee een representatief beeld 
van afvalwater afkomstig van 7.125 runderen. 
 

3.2 E. coli en ESBL-EC in slachterijafvalwater 
3.2.1 Prevalentie van ESBL-EC 

ESBL-EC werden in alle 53 slachterijafvalwatermonsters aangetoond. 
Een hoge prevalentie in afvalwatermonsters was conform de 
verwachtingen, aangezien 9,9% van de varkens, 8,3% van het melkvee 
en 32% van de vleeskalveren ESBL-EC positief zijn gevonden in 2019 
(MARAN 2020). Met het nemen van een mengmonster van 
slachterijafvalwater wat representatief is voor duizenden dieren is 
daarom de kans dat je ESBL-EC aantoont zeer groot. Eerder onderzoek 
door het RIVM in mengmonsters van mest van landbouwhuisdieren liet 
al zien dat 83% van de varkensmonsters, 64% van melkveemonsters en 
90% van vleeskalverenmonsters ESBL-EC positief was (Schmitt et al. 
2019). 
 

3.2.2 Bacterieconcentraties 
In de varkensslachterij waren de bacterieconcentraties in het 
stalafvalwater en totaal slachterijafvalwater in dezelfde orde van grootte 
(Tabel 3-1). In alle varkens-afvalwatermonsters gezamenlijk was de 
gemiddelde E. coli concentratie 5,8×108 kve/l en de gemiddelde ESBL-
EC concentratie 3,8×105 kve/l. In het afvalwater van de runderslachterij 
waren de E. coli concentraties en ESBL-EC concentraties respectievelijk 
drie (nl. 2.2×108 kve/l) en bijna 50 (nl. 8,1×103) keer lager dan de 
varkensslachterij.  
De gemiddelde E. coli concentratie was in het varkensafvalwater vijf 
keer en in het runderafvalwater twee keer hoger dan wat eerder is 
gemeten in ruw humaan afvalwater bij 100 rwzi’s (Schmitt et al. 2017). 
Daarentegen was de gemiddelde ESBL-EC concentratie in het totale 
varkensafvalwater ruim twee keer, en in het runder-kribbeafvalwater 
zelfs ruim 100 keer, lager dan humaan afvalwater. Dit geeft aan dat de 
ratio tussen ESBL-EC en E. coli verschillend is in humaan afvalwater in 
vergelijking tot afvalwater van varkens en runderslachterijen. Inderdaad 
was in humaan afvalwater gemiddeld ongeveer 1 op de 140 E. coli een 
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ESBL-EC, in varkens-afvalwater was dat 1:1500 en in het runder-
afvalwater 1 op 27.000 (Tabel 3-2). De ESBL-EC op E. coli ratio die in 
het slachterijafvalwater werd gevonden was in dezelfde orde van grootte 
als wat twee á drie jaar eerder werd gevonden in mengmonsters van 
mest van mestvarkens: 1 op 2500, en rundvee: 1 op 27.000 (berekend 
uit data gepubliceerd in Schmitt et al. 2017).  
 
Tabel 3-1 E. coli en ESBL-EC concentraties in afvalwater van de slachterijen. 

 
Type afvalwater Aantal 

mon-
sters 

Bacterieconcentraties (kve/l)a 
E. coli ESBL-EC 

Ge-
middeldb 

Min. Max. Ge- 
middeldb 

Min. Max. 

Varkensslachterij        
Stallen totaal 26 5,0×108 6,6×107 1,4×109 4,0×105 1,4×104 5,3×106 
Stallen zondag – 
maandag 

12 5,3×108 3,0×108 1,0×109 9,9×105 1,2×105 5,3×106 

Stallen maandag - 
dinsdag 

14 4,7×108 6,6×107 1,4×109 1,8×105 1,4×104 4,2×106 

Influent 
zuiveringsinstallatie 

8 9,4×108 5,3×108 3,0×109 3,4×105 1,6×105 1,0×106 

Slachterij totaal 34 5,8×108 6,6×107 3,0×109 3,8×105 1,4×104 5,3×106 
        
Runderslachterij        
Kribbe maandag 10 2,8x108 8,5x107 9,6x108 1,4x104 1,8x103 5,4x104 
Kribbe dinsdag 9 1,7x108 3,8x107 2,1x109 4,3x103 4,5x102 4,6x104 
Kribbe totaal 19 2,2x108 3,8x107 2,1x109 8,1x103 4,5x102 5,4x104 
        
Influent 100 
RWZIsc 

100 1,2×108 7,0×106 4,3×108 8,7×105 1,7×105 4,7×106 

akve/l = kolonievormende eenheden per liter; bGeometrisch gemiddelde; cData uit  
Schmitt et al. 2017.  
 
Tabel 3-2 Ratio’s tussen ESBL-EC en E. coli. 
 Mediaan Gemiddeld Min. Max. 
Varkensslachterij 1:1,5×103 1:1,5×103 1:3,7×104 1:8,1×101 
Runderslachterij 1:2,3×104 1:2,7×104 1:2,9×105 1:4,9×103 
Humaana 1:1,3×102 1:1,4×102 1:2,3×101 1:6,9×102 

aGebaseerd op data uit Schmitt et al. 2017. 
 

3.3 ESBL-EC typen in slachterijafvalwater 
Van in totaal 53 afvalwatermonsters (34 van varkensslachterij en 19 van 
runderslachterij), zijn 255 ESBL-EC isolaten verkregen en 
gekarakteriseerd voor wat betreft de aanwezige ESBL-genen (Figuur 3-
1). De meest voorkomende genen bij runderisolaten waren blaCTX-M-15 
(36%) en blaCTX-M-1 (22%), maar andere genen, zoals blaCTX-M-14, blaCTX-M-

32, blaCTX-M-55, blaCTX-M-65 en blaSHV-12 werden ook aangetroffen. Bij 
varkensisolaten had de overgrote meerderheid blaCTX-M-1 (95%) en een 
klein deel had blaCTX-M-15 (3.6%); andere genen werden niet 
aangetroffen. In de varkensslachterij waren kleine verschillen tussen de 
isolaten afkomstig uit de stallen en die uit de totale afvalwaterstroom: in 
twee stalmonsters zaten ESBL-EC waarvoor met de gebruikte tests geen 
ESBL-gen werd aangetoond en dergelijke isolaten zijn niet aangetroffen 
in de totale afvalwaterstroom. De afwezigheid van een ESBL-gen kan 
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betekenen dat deze isolaten een ESBL-gen hebben waarop niet was 
getest, zoals blaCTX-M-2 en blaCTX-M-8, of dat er sprake is van een andere 
oorzaak van de resistentie voor 3e generatie-cephalosporinen, zoals het 
hebben van een AmpC-gen. Isolaten met een AmpC-gen kunnen, 
hoewel sporadisch, op het gebruikte medium groeien en deze vorm van 
resistentie komt regelmatig voor bij varkens (MARAN 2020). Omgekeerd 
zijn in vier van de monsters uit de totale afvalwaterstroom blaCTX-M-15-
dragende isolaten gevonden die niet in de stalmonsters zijn 
aangetroffen. Gezien het feit dat er op elke dag weer dieren van andere 
bedrijven worden geslacht, zijn deze discrepanties waarschijnlijk te 
verklaren door het feit dat de bemonstering van stallen en totale 
afvalwatermonsters niet op precies dezelfde tijdstippen zijn uitgevoerd 
(de totale afvalwaterstroom van maandag 8:00 tot dinsdag 8:00, stallen 
van zondag 23:00 tot maandag 23:00 en van maandag 23:00 tot 
dinsdag 23:00) én de stallen elke week werden bemonsterd maar de 
totale afvalwaterstroom slechts een keer in de twee weken. 
 

Figuur 3-1 ESBL-genen in ESBL-EC uit runder- en varkensslachterijafvalwater. 
De verschillende ESBL-genen zijn weergegeven met verschillende kleuren. 
 
De ESBL-genen die zijn aangetroffen bij ESBL-EC uit slachterijafvalwater 
zijn vergeleken met dierisolaten uit de nationale antibioticaresistentie 
monitoring bij landbouwhuisdieren van 2019 (MARAN 2020)(Figuur 3-2). 
Zowel bij afvalwaterisolaten als dierisolaten was de diversiteit bij 
rundvee groter dan bij varkens. Voor runderisolaten was er een goede 
overeenkomst voor wat betreft gevonden ESBL-genen: de zeven ESBL-
typen die in het slachterijafvalwater werden aangetroffen werden ook in 
de landbouwhuisdier-monitoring gevonden en de twee meest 
voorkomende genen waren ook hier blaCTX-M-15 (45%) en blaCTX-M-1 
(31%). De overige vijf overeenkomstige genen werden in de 
landbouwhuisdier-monitoring wel in andere verhoudingen aangetroffen 
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dan in slachterijafvalwater: blaCTX-M-14 werd vaker aangetroffen, en 
blaCTX-M-32, blaCTX-M-55, blaCTX-M-65 en blaSHV-12 werden juist minder vaak 
aangetroffen. Ook was de diversiteit bij de dierisolaten groter: naast de 
zeven genoemde typen werden ook nog blaCTX-M-9, blaCTX-M-27, blaCTX-M-235 
en blaTEM-52 aangetoond (en blaCTX-M-2, een gen waarop de 
slachterijafvalwaterisolaten niet zijn getest). Ook bij varkens was de 
diversiteit groter onder de dierisolaten: hoewel een ruime meerderheid 
blaCTX-M-1 had (67%) en een klein deel blaCTX-M-15 (3,7%), vergelijkbaar 
met het slachterijafvalwater, werd in de landbouwhuisdier-monitoring 
ook nog blaCTX-M-14 en blaTEM-52 aangetroffen (en blaCTX-M-8, een gen 
waarop de slachterijafvalwaterisolaten niet zijn getest).  
 

Figuur 3-2 ESBL-genen gevonden in dierisolaten uit de landbouwhuisdieren 
monitoring van 2019 (data uit Maran 2020). De categorie “rundvee” bestaat uit 
isolaten van melkvee (n=22) en vleeskalveren (n=96). De verschillende ESBL-
genen zijn weergegeven met verschillende kleuren. De dierisolaten zijn ook 
getest op blaCTX-M-2 en blaCTX-M-8, twee typen genen waarvoor de 
slachterijafvalwaterisolaten niet zijn getest. 
 
De ESBL-genotypen die bij runderisolaten uit slachterijafvalwater en  
landbouwhuisdier-monitoring werden aangetroffen waren ook 
vergelijkbaar met isolaten die in 2017 uit rundermest waren geïsoleerd 
(Schmitt et al. 2019)(Figuur 3-3). Ook bij die isolaten waren de meest 
voorkomende genen blaCTX-M-15 (36%) en blaCTX-M-1 (24%) en werden 
daarnaast blaCTX-M-14, blaCTX-M-32, blaCTX-M-55, blaCTX-M-65 en blaSHV-12 
aangetroffen, zoals bij de slachterijafvalwaterisolaten, en blaTEM-52 en 
blaCTX-M-2, zoals bij de isolaten uit de landbouwhuisdier-monitoring. 
Daarentegen waren bij isolaten die in 2017 uit varkensmest waren 
geïsoleerd een heel ander patroon te zien (Schmitt et al. 2019) (figuur 
3-3). Dit kan mogelijk verklaard kan worden door het feit dat in het 
eerdere onderzoek mest van fokzeugen was onderzocht, terwijl de 
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varkens in de slachterij en in de landbouwhuisdier-monitoring 
slachtvarkens waren. 
 

Figuur 3-3 ESBL-genen gevonden in ESBL-EC van de monsters uit de mest 
studie (data uit Schmitt et al 2019). De categorie “rundvee” bestaat uit isolaten 
uit mest van melkvee (n=21) en vleeskalveren (n=47). De verschillende ESBL-
genen zijn weergegeven met verschillende kleuren. De mestisolaten zijn ook 
getest op blaCTX-M-2 en blaCTX-M-8, twee typen genen waarvoor de 
slachterijafvalwaterisolaten niet zijn getest.  
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4 Discussie 

4.1 Aanwezigheid van CPE in slachterijafvalwater 
Er zijn geen CPE aangetoond in het afvalwater van een varkensslachterij 
en van een runderslachterij. Op de dagen dat de afvalwatermonsters 
zijn genomen werden in de slachterijen 450.00 tot 500.000 varkens en 
7.125 runderen geslacht. Indien van al deze dieren fecale bacteriën in 
het afvalwater terecht zijn gekomen én deze homogeen verdeeld waren 
in de genomen monsters, zouden de afvalwatermonsters daarmee 
representatief zijn voor ongeveer 4% en 0,2% van het totaal aantal 
varkens en runderen in Nederland (in 2019 waren dat respectievelijk 
1,2×107 en 3,8 x106 (CBS 2019)). De onderzochte dierpopulaties zijn 
daarmee dus, zeker voor varkens, aanzienlijk groter dan de 
steekproeven van 0,002% en 0,015% in de nationale monitoring van 
antibioticaresistentie bij landbouwhuisdieren (varkens n=304, rundvee 
n=597, (MARAN 2020)). 
 
Het is echter niet uit te sluiten dat de in het afvalwater aanwezige 
fecaliën niet van alle dieren maar van een (onbekende) fractie van de 
circa 500.000 varkens en 7000 runderen afkomstig zijn geweest. Dat is 
omdat niet de gehele darm-inhoud van alle dieren in de 
afvalwaterafvoer van een slachterij terecht komen. Varkens die naar de 
slachterij gaan worden vanaf een dag van te voren niet meer gevoerd, 
waardoor ze op het moment dat ze in de stallen van de slachterij staan 
minder ontlasting produceren dan normaal gesproken het geval zou zijn. 
In het stalafvalwater zullen daarom alleen de uitwerpselen terechtkomen 
van het deel van de dieren dat nog poept vóór de slacht. Daarnaast kan, 
omdat de dieren in de stallen verneveld worden, ook nog mest wat op 
de huid zit in het afvalwater terechtkomen. In het kribbewater van de 
runderslachterij komen alléén de uitwerpselen terecht die aanwezig 
waren op de huid van de dieren, omdat het onderzochte afvalwater uit 
water bestaat waarmee de karkassen worden schoon gespoten. 
Desalniettemin geven de totale E. coli concentraties aan dat de fecale 
contaminatie van het afvalwater (d.w.z. de hoeveelheid ontlasting per 
volume water) in beide slachterijen vergelijkbaar was met humaan 
afvalwater in het riool. Dit betekent dat de kans om resistente fecale 
bacteriën in slachterijafvalwater aan te tonen als deze daarin in 
aanwezig zijn, vergelijkbaar is met dat van humaan afvalwater (oftewel: 
de “gevoeligheid” van beide methoden is vergelijkbaar).  
 
Gezien het grote aantal dieren wat met de screeningsmethode is 
onderzocht kan worden afgeleid dat CPE in NL niet of in hele lage 
frequentie bij varkens en runderen voorkomen.  
 

4.2 Bevindingen van ESBL-EC in slachterijafvalwater 
Prevalenties en concentraties 
De prevalentie van ESBL-EC in slachterijafvalwatermonsters was 100%, 
wat heel hoog is vergeleken met wat in 2019 in monsters van 
individuele dieren werd gemeten: 32% van de vleeskalveren, 8,3% van 
het melkvee en 9,9% van de slachtvarkens (MARAN 2020). Dat is te 
verklaren door het feit dat de feces in het afvalwater afkomstig is van 
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meerdere dieren en van verschillende bedrijven. Immers, als 8-10% van 
het melkvee en de varkens positief is, benadert de kans dat een 
monster wat samengesteld is uit meer dan 10-12 dieren positief is de 
100%. De afvalwatermonsters representeerden een veelvoud van deze 
aantallen. De prevalentie in afvalwater was meer vergelijkbaar met de 
prevalentie in mengmonsters van mest van Nederlandse 
landbouwhuisdieren (Schmitt et al. 2017). Ook voor deze mestmonsters 
geldt dat het samengestelde monsters zijn, waarbij de mest afkomstig is 
van meerdere dieren van één bedrijf. 
 
De concentraties totale E. coli waren in het slachterijafvalwater 
vergelijkbaar tot iets hoger dan dat wat eerder was gemeten in humaan 
afvalwater van 100 rwzi’s (Schmitt et al. 2017). Dit laat zien dat de 
verkregen monsters voldoende fecaal materiaal bevatten. Opvallend was 
echter dat per E. coli-aantal minder ESBL-EC werden gevonden in 
varkensafvalwater (1-log unit minder) en in runderafvalwater (2-log 
units minder) dan in humaan afvalwater. De ratio’s tussen totale E. coli 
en ESBL-EC in slachterijafvalwater waren vergelijkbaar met wat eerder 
in gemengde mestmonsters is gevonden van dezelfde diergroepen. Deze 
bevinding onderbouwt de conclusie dat meten in afvalwater een 
betrouwbare methode is, en daarmee goede aanvulling is op het meten 
van zeldzame vormen van resistentie, zoals CPE, in individuele dieren. 
 
Typen ESBL-EC 
In isolaten afkomstig van de runderslachterij was de diversiteit aan 
ESBL-genen groter dan in isolaten afkomstig van de varkensslachterij. 
Meer dan de helft van de runderisolaten had blaCTX-M-15 of blaCTX-M-1, de 
overgrote meerderheid van de varkensisolaten had blaCTX-M-1. Deze 
bevindingen zijn in grote lijnen vergelijkbaar met wat in 2019 in de 
nationale monitoring van antibioticaresistentie bij landbouwhuisdieren is 
gevonden. Wel was de diversiteit aan verschillende ESBL-typen in de 
landbouwhuisdier-monitoring groter dan in het slachterijafvalwater. Een 
grotere diversiteit werd ook gevonden in ESBL-EC uit mest van rundvee 
(melkvee en kalveren) en van fokzeugen (vs. slachtvarkens). De 
verschillen tussen slachterij en individuele dieren, met name voor wat 
betreft minder frequent voorkomende ESBL-genen, is waarschijnlijk te 
verklaren doordat de resultaten van kleine steekproeven werden 
vergeleken. Bij de jaarlijkse monitoring van landbouwhuisdieren is de 
beperkende factor het aantal dieren dat wordt getest. Met de 
slachterijafvalwatersurveillance werden weliswaar relatief veel dieren 
onderzocht, maar werd er maar een kleine steekproef van alle totaal 
verkregen ESBL-EC kolonies getest. Uit alle afvalwatermonsters van de 
varkensslachterij en runderslachterij werden respectievelijk 6174 en 
1405 ESBL-EC kolonies verkregen, terwijl hiervan 167 (2,7%) en 91 
(6,5%) verder werden opgekweekt en gekarakteriseerd. Desalniettemin 
ondersteunt de bevinding dat de gevonden ESBL-EC typen in  
afvalwater, mest en dieren in grote lijnen met elkaar overeenkomen de 
betrouwbaarheid van de metingen in afvalwater. 
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4.3 Toekomstig onderzoek: validatie slachterijafvalwatermetingen 
De methode van detectie van CPE in slachterijafvalwater was iets 
afwijkend ten opzichte van wat eerder is gebruikt voor humaan 
afvalwater. De reden hiervoor is dat slachterijafvalwater meer grotere 
deeltjes bleek te bevatten, waardoor volumes vanaf 1 ml (voor 
varkensafvalwater) of vanaf 10 ml (voor runderafvalwater) niet te 
filtreren waren. Niet alle volumes zijn daarom gefiltreerd, maar in plaats 
daarvan opgehoopt in vloeibaar medium. Omdat CPE verschillen in 
resistentieprofielen voor verschillende carbapenems, zijn aan het 
ophopingsmedium geen antibiotica toegevoegd, om geen bias te 
introduceren voor bepaalde CPE varianten. Of deze aangepaste 
kweekmethode net zo gevoelig is voor de detectie van CPE in afvalwater 
als de eerder gebruikte methode voor humaan afvalwater moet nog 
worden bevestigd (om precies te zijn moet er nog worden vastgesteld 
hoe hoog de CPE concentratie in afvalwater minimaal moet zijn om de 
CPE met de gebruikte methode te kunnen detecteren). Ook is nog niet 
zeker of bij één CPE-positief dier de concentratie CPE in het 
slachterijafvalwater hoog genoeg is om aan te kunnen tonen. De  
gevoeligheid van afvalwatermetingen wordt beïnvloed door o.a. de 
concentraties van CPE in feces en de variatie daarin tussen dieren, de 
hoeveelheid uitwerpselen per dier vóór de slacht of fecale materie op de 
huid, het waterverbruik, eigenschappen van het 
afvalwaterleidingnetwerk (o.a. lengte, breedte), de mate van menging  
(homogenisatie) van uitwerpselen van individuele dieren in het 
afvalwater, en het monstername-regime (d.w.z. met welke frequentie 
deelmonsters worden genomen).Door middel van modellering kan de 
gevoeligheid van afvalwatermetingen berekend worden.  
 

4.4 Monitoren CPE in slachterijafvalwater als aanvulling op de 
nationale monitoring van landbouwhuisdieren 
De resultaten van de ESBL-EC metingen geven aan dat meten in 
slachterijafvalwater een betrouwbare methode is om 
antibioticaresistentie bij landbouwhuisdieren te onderzoeken. Omdat 
door middel van metingen in afvalwater grote dierpopulaties kunnen 
worden getest, zijn metingen in afvalwater met name geschikt voor de 
detectie van zeldzame vormen van resistentie die nog niet in 
Nederlandse landbouwhuisdieren zijn aangetoond. Dit geldt voor CPE 
maar ook eventuele toekomstige nieuwe vormen van 
antibioticaresistentie. In eerder RIVM onderzoek is vastgesteld dat de 
huidige CPE screening bij landbouwhuisdieren ontoereikend is om 
betrouwbare uitspraken te doen over de aan- of afwezigheid van CPE in 
de veestapel (Dierikx et al. 2017). In hetzelfde onderzoek werd tevens 
geconcludeerd dat op het moment dat met de huidige screening CPE 
worden gevonden, deze al wijdverspreid is onder de veestapel. Met 
behulp van metingen in afvalwater kunnen CPE eerder worden 
gedetecteerd.  
 
Hoewel meten in slachterijafvalwater gevoeliger is dan meten van 
individuele dieren doordat samengestelde monsters (of 
“mengmonsters”) worden onderzocht, is om dezelfde reden meten in 
afvalwater ook minder specifiek. Immers, als in een afvalwatermonster 
CPE worden gevonden is het niet duidelijk van welk bedrijf/bedrijven het 
positieve dier/de positieve dieren afkomstig zijn. Als CPE in een 
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slachterijafvalwatermonster worden gedetecteerd en opsporing van de 
bron van deze CPE gewenst is, is het daarom noodzakelijk om 
aanvullend onderzoek te doen op de bedrijven die op de betreffende dag 
aan de betreffende slachterij dieren hebben geleverd. 
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5 Conclusies en aanbevelingen 

Gebaseerd op de resultaten voor ESBL-EC (voor wat betreft de ratios 
ten op zichtte van E. coli en de gevonden ESBL-EC typen) lijkt het 
meten van slachterijafvalwater een efficiënte en representatieve 
screeningmethode voor antibioticaresistente bacteriën.  
 
Omdat met afvalwatermetingen grote aantallen dieren tegelijk 
onderzocht kunnen worden is het een effectieve methode om te 
screenen op zeldzame resistenties die nog niet in NL bij 
landbouwhuisdieren zijn aangetoond, waarmee de kans dat ze snel 
worden gedetecteerd toeneemt. Inzet van afvalwatermetingen voor 
surveillance van zeldzame resistenties vergt nog validatie van de 
gevoeligheid van deze methode.  
 
Specifiek zou slachterijafvalwatersurveillance ingezet kunnen worden in 
aanvulling op de monitoring van CPE in landbouwhuisdieren, om de 
aanwezigheid van CPE bij Nederlandse landbouwhuisdieren tijdig te 
ontdekken. Ook diersectoren die in het huidige onderzoek niet zijn 
meegenomen zoals pluimvee en vleeskalveren (MARAN 2020), zouden 
daarin meegenomen kunnen worden. 
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8 Bijlage 

Tabel 8-1 Gebruikte primers en PCR programma’s 
Primer naam PCR 

programma
a 

Primer sequentie PCR product 
grootte 
(baseparen) 

Ref.b 

CTX-M-1g_-3F I 5’- CCC ATG GTT AAA AAA TCA CTG C-3’ 944 2 
CTX-M-1g_+65R 5’-CAG CGC TTT TGC CGT CTA AG’-3’ 2 
CTX-M-9g_2F I 5’-TGG TGA CAA AGA GAG TGC AAC G-3’ 875 3 
CTX-M-9g_876R 5’-TCA CAG CCC TTC GGC GAT-3’ 3 
TEM_13F II 5’-CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC-3’ 800 1 
TEM_812R 5’-CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC-3’ 1 
TEM_13F III 5’-CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC-3’ 847 4 
TEM_ 859R 5’- ACC AAT GCT TAA TCA GTG AG-3’ 4 
SHV_71F II 5’-AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC-3’ 713 1 
SHV_783R 5’-ATCCCGCAGATAAATCACCAC-3’ 1 
SHV_23F IV 5’- TTA TCT CCC TGT TAG CCA CC-3’ 797 2 
SHV_819R 5’- GAT TTG CTG ATT TCG CTC GG-3’ 4 
OXA 201F II 5’ GGCACCAGATTCAACTTTCAAG 3’ 564 1 
OXA 764R 5’ GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG 3’ 1 

aPCR programma’s 
I: startdenaturatie bij 95°C voor 15 minuten, 35 cycli van 95°C voor 30 s, 60°C  voor 40s, 
72°C voor 45s, en eind-elongatie bij 72°C voor 5 minuten.  
II: startdenaturatie bij 95°C voor 15 minuten, 30 cycli van 95°C voor 40s, 58°C voor 40s, 
72°C voor 60s, en de eindelongatie bij 72°C voor 7 minuten.  
III: startdenaturatie bij 95°C voor 15 minuten, 30 cycli van 95°C voor 40s, 58°C voor 40s, 
72°C voor 60s, en de eindelongatie bij 72°C voor 7 minuten.  
IV: startdenaturatie bij 95°C voor 15 minuten, 30 cycli van 95°C voor 30 s, 60°C voor 
30s, 72°C voor 60s, en de eindelongatie bij 72°C voor 5 minuten.  
 

bReferenties: 
1.Dallenne, C., et al. (2010). "Development of a set of multiplex PCR assays for the 
detection of genes encoding important β-lactamases in Enterobacteriaceae." J Antimicrob 
Chemother 65(3): 490-495. 
2. Carattoli, A., et al. (2008). "Molecular epidemiology of Escherichia coli producing 
extended-spectrum beta-lactamases isolated in Rome, Italy." J Clin Microbiol 46(1): 103-
108. 
3. Paauw, A., et al. (2006). "Enterobacter cloacae outbreak and emergence of quinolone 
resistance gene in Dutch hospital." Emerg Infect Dis 12(5): 807-812. 
4. Olesen, I., et al. (2004). “Prevalence of beta-lactamases among ampicillin-resistant 
Escherichia coli and Salmonella isolated from food animals in Denmark. Microb Drug Resist 
10(4)”: 334-340. 
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