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Publiekssamenvatting

CPE afvalwatersurveillance bij een vieeskuikenslachterij

Het RIVM heeft bij een slachterij van vleeskuikens onderzocht of er CPE
(carbapenemase-producerende Enterobacterales) in het afvalwater
zaten. Dit zijn bijzonder resistente bacterién waartegen nog maar weinig
soorten antibiotica werken. In het afvalwater zijn geen CPE gevonden.
Dit betekent dat CPE niet bij de geslachte vleeskuikens voorkomen.

Deze resultaten zijn hetzelfde als de reguliere monitoring van CPE laat
zien. Deze monitor onderzoekt darmmateriaal van vleeskuikens bij
verschillende slachterijen. Op basis van de resultaten van de twee
monitors concludeert het RIVM dat CPE niet bij Nederlandse
vleeskuikens voorkomen, of maar heel weinig.

Via afvalwater kan van veel meer dieren tegelijk worden achterhaald of
ze schadelijke bacterién bij zich dragen. De reguliere monitoring van
vleeskuikens onderzoekt dat bij individuele dieren van meer
verschillende bedrijven. Het precieze voordeel van beide vormen is nu
nog onduidelijk.

Voor dit onderzoek is het afvalwater van een slachterij tussen 6
september 2022 en 1 februari 2023 onderzocht op CPE. Dat gebeurde
op 33 dagen, verspreid over 20 weken. Tijdens de metingen zijn in
totaal 150.000 & 170.000 vleeskuikens geslacht van 103 verschillende
bedrijven, waarvan ongeveer de helft Nederlands. In de gewone monitor
worden voor vleeskuikens elk jaar darmmateriaal van 3000 dieren van
ongeveer 300 verschillende Nederlandse bedrijven onderzocht.

Kernwoorden: CPE, antibioticaresistentie, Enterobacterales, afvalwater,
surveillance, vleeskuiken, slachterij
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Synopsis

CPE monitoring at a broiler processing plant

RIVM has investigated the presence of carbapenemase-producing
Enterobacterales (CPE) in wastewater of a broiler processing plant. CPE
are highly resistant bacteria against which few types of antibiotics are
currently effective. No CPE were found in the wastewater. This means
that no CPE were present in the processed broilers.

These results match those of regular national CPE monitoring in broilers.
This monitoring investigates the intestinal material of broilers at multiple
processing plants. Based on the outcomes of the two monitors, RIVM
concludes that there are little to no CPE present in Dutch broilers.

Wastewater monitoring makes it possible to investigate the presence of
harmful bacteria in many more animals at once. By contrast, regular
broiler monitoring targets individual specimens from a greater number
of broiler farms. The exact advantages of both methods are currently
still unclear.

For this study, the wastewater of a single processing plant was
investigated for the presence of CPE between 6 September 2022 and 1
February 2023. This was done on 33 days, spread out over 20 weeks.
During the period the measurements were conducted, a total of
150,000-170,000 broilers were processed from 103 different farms,
about half of which were located in the Netherlands. For the regular
monitor, the intestinal material of 3,000 broilers from around 300
different Dutch farms is investigated each year.

Keywords: CPE, antibiotic resistance, Enterobacterales, wastewater,
monitoring, broiler, processing plant
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Samenvatting

Achtergrond

De aanwezigheid van zeldzame vormen van antibioticaresistentie in een
populatie, zoals carbapenemase-producerende Enterobacterales (CPE),
is moeilijk aan te tonen door bij individuele mensen of dieren te meten.
Immers, doordat weinig mensen of dieren dergelijke bacterién bij zich
dragen moeten heel veel individuen worden getest om een betrouwbaar
beeld te krijgen. In een eerder uitgevoerd RIVM-onderzoek bleek
analyse van afvalwater bij een varkens- en runderslachterij een
veelbelovende screeningmethode voor CPE bij landbouwhuisdieren, in
analogie met wat was gevonden voor huishoudelijk afvalwater. Door
metingen in afvalwater kunnen grote aantallen dieren efficiént worden
gescreend op het vodrkomen van CPE. In het huidige onderzoek is
afvalwater van een vleeskuikenslachterij onderzocht.

Doel van het onderzoek en aanpak

Om te bepalen of CPE bij Nederlandse vleeskuikens voorkomen, werden
van september 2022 t/m januari 2023 metingen gedaan in het
afvalwater van een vleeskuikenslachterij. Er is binnen de slachterij op
twee locaties gemeten. Locatie A was een verzamelpunt van alle stadia
van het slachtproces, maar bleek bij nader inzien ook humaan
afvalwater te bevatten. Locatie B bevatte afvalwater van een deel van
het slachtproces maar was wel specifiek vleeskuikenafvalwater.

Resultaten

In geen van de 21 slachterijafvalwatermonsters genomen op locatie B
werd CPE aangetoond. Op locatie A werd in één van 15 monsters een
niet-carbapenemase-producerende carbapenem-resistente K.
pneumoniae aangetroffen. Gezien de monsterlocatie is het onbekend of
deze bacterie uit een kip of via humaan afvalwater in het monster
terecht was gekomen. Op beide locaties bevatte het afvalwater hoge
concentraties E. coli. Deze hoge concentraties geven aan dat metingen
in slachterijafvalwater in principe geschikt zijn om zeldzame resistente
E. coli te kunnen aantonen.

Conclusie

In de uitgevoerde metingen in slachterijafvalwater werden geen CPE
gevonden. Dit geeft aan dat CPE niet bij de onderzochte dieren
voorkomen, tenminste niet op een detecteerbaar niveau. Dit bevestigt
bevindingen van de reguliere nationale resistentie monitoring, dat bij
landbouwhuisdieren CPE waarschijnlijk niet (of in zeer lage frequentie)
bij Nederlandse vleeskuikens voorkomen. Omdat met
slachterijafvalwatersurveillance veel dieren tegelijk gescreend kunnen
worden, lijkt deze vorm van surveillance met name een goede
aanvulling voor de monitoring van antibioticaresistente bacterién die
(nog) niet wijd verspreid zijn, en waar het screenen van meer dieren per
koppel een grotere kans geeft op detectie. De selectie van de juiste
locatie binnen een slachterij is daarbij essentieel zodat er geen
verstoring is door humaan afvalwater.
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Inleiding

Aanleiding

Tijdens surveillancestudies die jaarlijks worden uitgevoerd onder
Nederlandse vleeskuikens zijn tot dusverre geen CPE aangetoond
(MARAN, 2023). In deze screening worden jaarlijks 300 monsters
getest, waarbij sinds 2021 elk monster bestaat uit het caecum-materiaal
van 10 kuikens van één koppel. Een enkele uitzondering daargelaten
wordt één poolmonster per koppel getest, en is elk koppel afkomstig van
een ander bedrijf (K. Veldman, persoonlijke communicatie). Op jaarbasis
worden dus 3000 vleeskuikens getest, afkomstig van ongeveer 300
verschillende koppels van ongeveer evenveel bedrijven.

De gescreende dieren vormen ongeveer 0,001% van alle geslachte
Nederlandse vleeskuikens (5x108 in 2022 (CBS, 2023), en 2% van het
aantal Nederlandse vleeskuikenkoppels dat per jaar wordt geslacht
(15.500 koppels in 2022 (NVWA, 2022)).

In analogie met metingen in huishoudelijk afvalwater zijn metingen in
slachterijafvalwater mogelijk een manier om bij grotere aantallen dieren
efficiént te screenen of er CPE in vodrkomen. Dit is omdat tijdens het
slachtproces fecaal materiaal in het afvalwater terechtkomt, waar CPE in
aanwezig kunnen zijn.

Doel

Het doel van het huidige onderzoek was om door middel van metingen
in slachterijafvalwater te bepalen of CPE voorkomen bij Nederlands
pluimvee.

Aanpak

Er werden bij één pluimveeslachterij afvalwatermonsters genomen en
getest op de aanwezigheid van CPE. Behalve de aanwezigheid van CPE
werden in dit water ook de aantallen E. coli bepaald om inzicht te
hebben in de mate van fecale inhoud in het water.

In de slachterij worden per dag 150.000 a 170.000 vleeskuikens
geslacht, afkomstig van gemiddeld 9 verschillende koppels. Het
afvalwater wordt gedurende een hele slachtdag bemonsterd. Op alle
meetdagen samen zijn in totaal 5,3 x 10° vleeskuikens geslacht,
afkomstig van 298 koppels en ongeveer 103 verschillende
vleeskuikenbedrijven, waarvan ongeveer de helft uit Nederland.

Achtergrond

Antibioticaresistentie bij landbouwhuisdieren

Tot 2010 werden in de veeteelt relatief grote hoeveelheden antibiotica
gebruikt, met als gevolg een hoge prevalentie van antibioticaresistentie
bij landbouwhuisdieren. Nadat in 2010 concrete doelen waren
vastgesteld om het antibioticagebruik in de veehouderij te reduceren, is
het antibioticagebruik in deze sector duidelijk afgenomen (MARAN,
2020). Parallel hieraan is ook de prevalentie van ABR bij deze dieren
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afgenomen. Ter illustratie, de prevalentie van cefotaxime-resistentie bij
E. coli (een vorm van resistentie karakteristiek voor ESBL- en AmpC-
producerende bacterién) 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, 2023). Van 2019 t/m 2022 werden twee ESBL-
producerende E. coli aangetroffen onder ongeveer 1200 E. coli (0,16%)
afkomstig uit vleeskuikens (MARAN, 2023). Ondanks dat bij
landbouwhuisdieren het percentage bacterién wat resistent is sterk is
afgenomen, is toch een aanzienlijk deel van landbouwhuisdieren nog
steeds drager van ABR. Voor ESBL-EC was dit in 2022 16% van de
geteste dieren: 16% van de melkkoeien, 8% van de varkens, 15% van
de vleeskuikens, en 25% van de vleeskalveren (MARAN, 2023).

Gebruik van carbapenems bij dieren is in Nederland niet toegestaan.
Desalniettemin zijn CPE eerder aangetoond bij landbouwhuisdieren in
het buitenland, maar ook in het milieu (Guerra, Fischer en Helmuth,
2014; Kock et al., 2018). Introductie van deze bacterién in de
Nederlandse veehouderij is daarom een reéel risico.

Hoewel sinds 2015 meer dan 1000 landbouwhuisdieren jaarlijks worden
gescreend met behulp van een gevoelige methode, zijn CPE nog niet
aangetoond bij Nederlandse landbouwhuisdieren (MARAN, 2023).

Carbapenem-producerende Enterobacterales (CPE)

Carbapenems zijn zogenaamde “laatste redmiddel” antibiotica, wat wil
zeggen: antibiotica die ingezet worden als alle andere antibiotica falen.
Bacterién 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
klassen van antibiotica. Dit maakt dat de mogelijkheden tot behandelen
van infecties met CPE zeer beperkt zijn, uiteindelijk resulterend in
verhoogde sterfte onder patiénten (Tzouvelekis et al., 2014). CPE
worden gezien als een van de grootste bacteriéle resistentie
bedreigingen voor de humane gezondheid van onze tijd (WHO, 2017).

Het kunnen produceren van carbapenemase-enzymen is een eigenschap
van Gram-negatieve bacterién, zoals Acinetobacter baumanni,
Pseudomonas aeruginosa en Enterobacterales, en wordt meestal
verworven via plasmiden (Canton et al., 2012; Logan en Weinstein,
2017; Nordmann, Naas en Poirel, 2011; Patel en Bonomo, 2013). Onder
Enterobacterales 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, Naas en Poirel, 2011). Naast carbapenemase-
productie zijn er nog andere mechanismen die resistentie tegen
carbapenems kunnen veroorzaken. Hier liggen meestal veranderingen
(mutaties) in het chromosoom aan ten grondslag, bijvoorbeeld
veranderingen die resulteren in veranderingen in zogenoemde
“effluxpompen’ in de membraan van de bacterie, waardoor deze het
antibioticum sneller kan uitscheiden en het antibioticum minder schade
veroorzaakt (Potter, D'Souza en Dantas, 2016). Dit zijn niet-
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carbapenemase-producerende carbapenem-resistente Enterobacterales
(non-NP-CRE).

CPE komen in de Nederlandse bevolking nog weinig voor. Ze worden
vooral geassocieerd met ziekenhuisuitbraken en ziekenhuisopnames in
het buitenland (Albiger et al., 2015; Vlek et al., 2016). Reizen naar het
buitenland, met name Azi€, is een risicofactor voor dragerschap van CPE
(van Hattem et al., 2016). Gezien infecties met CPE ernstige gevolgen
kunnen hebben en het risico van overdracht tussen consumptiedieren en
mensen, is het onwenselijk dat dit type resistentie verspreidt naar
landbouwhuisdieren.

Afvalwatersurveillance

Ondanks het feit dat CPE met relatief lage frequentie worden
gedetecteerd tijdens routinematige humane ABR surveillance, konden
deze bacterién in een eerder RIVM onderzoek wel regelmatig worden
aangetoond in gemeentelijk afvalwater (Blaak et al., 2021). Dit leidde
tot verdere inzet van afvalwatermetingen voor het monitoren van de
verspreiding van zeldzame ABR bacterién in de Nederlandse bevolking in
eerder RIVM onderzoek bij rioolwaterzuiveringsinstallaties (RWZI’s)
(Blaak et al., 2022). Enterobacterales komen met menselijke
uitwerpselen 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
voorkomen van pathogenen bij de bevolking vast te stellen. 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. 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 in opdracht van het ministerie
van VWS ingezet als middel in de beheersing van de SARS-CoV-2
epidemie in Nederland.

Afvalwatersurveillance is ook gekenmerkt als een kosteneffectief middel
om inzicht te krijgen in de eigenschappen en de verspreiding van
antibioticaresistente bacterién en resistentiegenen, zowel op een
nationaal als mondiaal niveau (Aarestrup en Woolhouse, 2020;
Hendriksen et al., 2019; Huijbers, Larsson en Flach, 2020; Hutinel et al.,
2019; Kwak et al., 2015; Munk et al., 2022; Parnanen et al., 2019).

Ook voor surveillance van ABR bij dieren kan afvalwatersurveillance
worden toegevoegd als middel om het voéérkomen van zeldzame ABR
vast te stellen. Dit werd bevestigd in een pilot-onderzoek dat is
uitgevoerd bij een varkens- en een runderslachterij in 2019 (Blaak et
al., 2020). In die studie werden geen CPE aangetroffen, terwijl de typen
ESBL-producerende E. coli in het slachterijafvalwater in grote lijnen
overeenkwamen met wat dat jaar in MARAN werd gerapporteerd. Het
huidige rapport beschrijft onderzoek naar de aanwezigheid van CPE in
afvalwater bij een vleeskuikenslachterij, als aanvulling op het onderzoek
van 2019.
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2 Materiaal en methoden

2.1 Vleeskuikenslachterij

In de onderzochte slachterij worden dagelijks 150.00 & 170.000
vleeskuikens geslacht. Op alle meetdagen samen zijn in totaal 5,3 x 10°
vleeskuikens geslacht, afkomstig van 298 koppels van 163
vleeskuikenbedrijven, waaronder ongeveer! 103 verschillende. Ongeveer
de helft van de koppels was afkomstig van Nederlandse bedrijven, de
andere helft was afkomstig uit het buitenland.

2.1.1 Beschrijving van de afvalwaterstroom
De afvalwaterstroom van de pluimveeslachterij is op twee locaties
bemonsterd, zie Figuur 2-1. Aanvankelijk werd bemonsterd bij locatie A.
Op deze locatie passeert al het afvalwater van de slachterij voordat dit
terecht komt bij de zuiveringsinstallatie op het terrein. Na de eerste
monsternames bleek uit kleurstofproeven dat - onbedoeld - ook humaan
afvalwater van de slachterij op hetzelfde rioolsysteem wordt geloosd,
wat uit de bestaande informatie over terreinriolering van te voren niet
eenduidig kon worden vastgesteld. Dit afvalwater was deels afkomstig
van een omkleedruimte, met voorziening om handen te wassen en
toiletten. Om beinvloeding van de resultaten door het humane
afvalwater te voorkomen is de monstername verplaatst naar
bovenstroomse locatie B. Locatie B is representatief voor de
slachtafvalwaterstroom van de afdeling ‘panklaar’ waar de kale
karkassen worden ontdaan van darmen, worden gewassen en verwerkt
tot producten. Per dag bedraagt deze afvalwaterstroom ongeveer 400-
500 m3. Het afvalwater van de ‘broei/pluk’-afdeling, waar de kippen
worden gebroeid en geplukt (ca. 500 m3/dag) komt niet bij locatie B en
maakt dus geen onderdeel uit van de monsters die genomen zijn op die

locatie.

| aanvoer |I afdeling || afdeling | i
! — . ) | ‘ ’ _:__’ !
. dieren | ‘broei/pluk’ i ‘panklaar ' |producten !
i naar i
E gemeentelijke A B |
' riolering | ! v v i
. ® |
zuiverings- I humaan |
: installatie afvalwater |
i SLACHTERIJ |!

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

1 Om de anonimiteit van de bedrijven te waarborgen heeft het RIVM geen toegang gehad tot gegevens van de
bedrijven.
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Monsternames

Het slachtafvalwater is in de periode van 6 september 2022 tot en met 1
februari 2023 tweemaal per week bemonsterd (met uitzondering van de
kerstvakantie, 26 december 2022 - 3 januari 2023). Bemonsteren van
locatie B is gestart op 17 oktober 2022. In totaal is op deze locatie
gedurende 14 weken bemonsterd. Zeven monsternames zijn mislukt,
voornamelijk als gevolg van verstopping van de apparatuur met
slachtafval. Daarmee zijn in totaal op deze locatie 21 monsters
verkregen die gebruikt zijn voor analyses in het laboratorium (zie bijlage
1). Tijdens deze 21 dagen zijn 3,5 x 10° vleeskuikens afkomstig van 195
unieke koppels geslacht.

Gedurende de eerste zes weken van monstername is alleen locatie A
bemonsterd, gevolgd door vier weken waar beide locaties zijn
bemonsterd. Daarna is gestopt met de monstername op locatie A. De
tijdelijke parallelle bemonstering van beide locaties was uitgevoerd om
het effect van het verlies van het afvalwater uit de ‘broei/pluk’ afdeling
op bacterieconcentraties te onderzoeken. Vanwege enkele mislukte
monsternames waren er in totaal vier data waar beide locaties
vergeleken konden worden (zie bijlage 1). Op locatie A zijn in totaal 15
goedgekeurde monsters verkregen. Tijdens deze 15 dagen zijn 2,5 x 10°
vleeskuikens afkomstig van 131 unieke koppels geslacht. Op de vier
dagen met een geslaagde monstername op beide locaties zijn 28 unieke
koppels geslacht. Deze zijn voor beide locaties meegeteld, wat de
discrepantie verklaart tussen de 298 totaal geslachte koppels en de som
van 131 en 195 voor respectievelijk locatie A en B.

De monsternames zijn uitgevoerd van 5:00 tot 2:00 met behulp van een
automatische monsternamekast. Deze periode van 21 uur omvat de
gehele slachtdag, inclusief het schoonmaken van de ruimtes aan het
einde van de dag. Tijdens de bemonstering werd gedurende deze
periode elke 5 minuten een hapje afvalwater genomen van 50 & 60 ml.
Wanneer het volume te veel afweek van wat kan worden verwacht,
werden monsters afgekeurd.

Bacteriekweek

In de monsters zijn de aantallen E. coli en carbapenem-producerende
Enterobacterales (CPE) bepaald. Hiervoor werden verschillende volumes
van het afvalwater gefiltreerd door membraanfilters met een
poriegrootte van 0,45 um. Voor E. coli werd per monster 0,03, 0,1, 0,3
en 1 uyl afvalwater gefiltreerd waarna de filters op Tryptone Bile X-
glucuronide agar (TBX, Biorad, Lunteren) werden geplaatst. Voor de
isolatie van CPE werd per monster 0,1, 0,3, 1, 3 en 10 ml gefiltreerd,
elk volume in tweevoud, waarna één filter per volume op “ChromID
CARBA agar” en één filter per volume op “ChromID OXA48 agar” werd
geplaatst (beide media van Biomerieux, Amersfoort). Om de kleine
volumes (< 1ml) te kunnen onderzoeken werd het afvalwater eerst
verdund in pepton fysiologisch zoutoplossing (PFZ), en werd 1 of 3 ml
van de juiste verdunning gefiltreerd om het gewenste testvolume te
bereiken. Alle kweken werden 4 tot 5 uur geincubeerd bij 37°C, gevolgd
door 18 tot 24 uur bij 44°C. Na incubatie werden alle platen
geinspecteerd op de groei van verdachte kolonies. Op de TBX-agar is E.
coli herkenbaar als groene kolonies. Op CPE platen kleuren kolonies van
E. coli roze en kolonies van andere Enterobacterales soorten, (zoals
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Klebsiella) blauw. Verdachte kolonies werden geteld. Bacterie
concentraties werden bepaald door de som van de kolonies te delen
door het gefiltreerde volume, en uitgedrukt als kolonievormende
eenheden per liter (kve/l). In geval van groei op CPE platen werden
kolonies afgeént op het zelfde medium om carbapenem-resistentie te
bevestigen. Als dit het geval was werden de bacterién verder
gekarakteriseerd om de bacteriesoort te bepalen (met behulp van Maldi-
TOF) en om vast te stellen of ze carbapenemase produceerden, en dus
CPE waren, met behulp van de iCIM-test (Howard et al., 2020).

Pagina 17 van 33



RIVM-briefrapport 2023-0398

Pagina 18 van 33



3.1

3.2

RIVM-briefrapport 2023-0398

Resultaten

CPE in slachterijafvalwater

In geen van de 21 afvalwatermonsters afkomstig van locatie B (afdeling
“Panklaar”) werden CPE gedetecteerd.

In één van de 15 monsters van locatie A (gehele slachterij) werd een
Klebsiella pneumoniae aangetroffen met verminderde gevoeligheid voor
ertapenem (minimal inhibitory concentration (MIC) van 0,75-1,5 ug/ml),
maar niet voor de andere carbapenemases meropenem en imipenem
(MIC's <0,25 pg/ml voor meropenem en <2 ug/ml voor imipenem).
Verder onderzoek toonde aan dat deze bacterie geen carbapenemase
produceerde. Het betrof dus geen CPE, maar een carbapenem-resistente
Enterobacterales (CRE) met een ander mechanisme van resistentie dan
de productie van carbapenemases. Waar deze bacterie vandaan kwam,
uit kippen of uit een slachterijmedewerker, is gezien de aanwezigheid
van humaan afvalwater op deze monsternamelocatie niet te zeggen.

E. coli concentraties

De gemiddelde E. coli concentratie op locatie B was 4,6x107 kve/I
(range:1,5x107 - 1,0x108). De concentratie was op locatie B iets lager
dan op locatie A: voor de vier dagen dat beiden konden worden bepaald
was dat 2,8 keer zo laag (6,7x107 vergeleken met 1,9x108 kve/l). Ook
waren de concentraties op locatie B gemiddeld iets lager dan wat in
2019 in het afvalwater van een varkensslachterij en een runderslachterij
was gemeten (gemiddeld respectievelijk 5,8x108 kve/l en 2.2x108 kve/l)
(Blaak et al., 2020), en wat in humaan afvalwater wordt gemeten
(gemiddeld 1,2x108 kve/l gebaseerd op metingen bij 100 RWZI's
(Schmitt et al., 2017). De orde van grootte is in alle gevallen echter
vergelijkbaar.
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Discussie

Er zijn geen CPE aangetroffen in het afvalwater van een
kippenslachterij. Deze bevinding is in overeenstemming met
bevindingen van de resistentie monitoring bij landbouwhuisdieren
(MARAN, 2023). Gezamenlijk geven deze bevindingen aan dat CPE
waarschijnlijk (nog) niet voorkomen bij Nederlandse vleeskuikens, of in
hele lage frequentie.

Op de dagen dat de afvalwatermonsters zijn genomen werden in de
slachterij in totaal 5,3x10° vleeskuikens geslacht, waarvan ongeveer de
helft van Nederlandse bedrijven. Indien van al deze dieren fecale
bacterién in het afvalwater terecht zijn gekomen én deze homogeen
verdeeld waren in de genomen monsters, zouden de afvalwatermonsters
daarmee representatief zijn voor ongeveer 0,5% van alle geslachte
Nederlandse vleeskuikens (5x108in 2022 (CBS, 2023).

In de onderzochte afvalwatermonsters was echter niet al het fecale
materiaal van de geslachte vleeskuikens aanwezig. Dat komt omdat het
fecale materiaal wat afspoelt naar afvalwater voornamelijk vanaf het
karkas of de huid van de dieren afkomstig is. Fecale contaminatie van
het karkas kan ontstaan tijdens processen zoals broeien en het
verwijderen van de darmen (Pacholewicz et al., 2015; Rasschaert et al.,
2020). Een groot deel van de darminhoud verdwijnt met het
maagdarmkanaal bij het slachterijafval. De E. coli concentraties in het
afvalwater gaven aan dat de mate van fecale verontreiniging op beide
locaties desalniettemin zeer hoog was

Wat betreft homogeniteit van het fecale materiaal in het afvalwater kan
redelijkerwijs aangenomen worden dat er sprake is van een goede
menging van fecaal materiaal tijdens het slachtproces, onder andere
door het broeiproces en door veelvuldig contact met apparatuur. Het is
daarom waarschijnlijk dat het afvalwater een redelijk homogeen
mengsel van het fecale materiaal van verschillende dieren bevat. Het
zeer grote aantal dieren dat per dag werd geslacht (gemiddeld 167.000
dieren afkomstig van 9 unieke koppels), de hoge E. coli concentraties in
het afvalwater (iets lager maar nog steeds in dezelfde orde van grootte
als humaan afvalwater), en de aanname van een goede menging van
het totale fecale materiaal, maakt het aannemelijk dat elk monster
representatief is voor een zeer groot aantal dieren.

Het is nog niet bekend hoeveel CPE-positieve dieren er aanwezig
moeten zijn om de CPE in het slachterijafvalwater aan te kunnen tonen.
De gevoeligheid van afvalwatermetingen wordt beinvloed door o.a. de
concentraties van CPE in feces en de variatie daarin tussen dieren, de
hoeveelheid fecale materie op de karkassen, 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). Er ontbreken echter te veel
van de bovengenoemde gegevens om de gevoeligheid van
afvalwatermetingen door middel van modellering te berekenen.
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In de nationale resistentie monitoring bij landbouwhuisdieren worden
caecum monsters genomen van vleeskuikens bij slachterijen. Sinds
2021 worden 300 poolmonsters onderzocht, die afkomstig zijn van
ongeveer 300 unieke koppels van Nederlandse vleeskuikens, waarbij elk
monster bestaat uit de caeca van 10 dieren van hetzelfde koppel (Kees
Veldman, persoonlijke communicatie). Op jaarbasis worden dus 3000
vleeskuikens getest, afkomstig van ongeveer 300 verschillende koppels
van ongeveer 300 Nederlandse bedrijven. Op de dagen dat in het
huidige onderzoek afvalwater is bemonsterd zijn in totaal 298 koppels
vleeskuikens geslacht. Hoewel in beide vormen van surveillance
nagenoeg hetzelfde aantal koppels is onderzocht, is ongeveer de helft
van de koppels en bedrijven in de afvalwatersurveillance afkomstig uit
het buitenland. In de monitoring bij landbouwhuisdieren werden
daarnaast meer verschillende bedrijven bemonsterd (300 vergeleken
met ongeveer 103, waarvan ongeveer de helft Nederlands). Aan de
andere kant werden door middel van afvalwatersurveillance
waarschijnlijk een veelvoud van 10 vleeskuikens per koppel gescreend.
Immers, met een gemiddelde koppelgrootte van 18.000 dieren gaat het
zelfs als het afvalwater niet representatief is voor alle dieren nog steeds
om grote aantallen.

Wanneer afvalwatersurveillance in het huidige format uitgevoerd wordt
(1 slachterij, gemiddeld 9 geslachte koppels per dag, monstername
gedurende 20 weken, 2 monsternames per week, resulterend in
ongeveer 300 gescreende koppels, vergelijkbaar met de reguliere
landbouwhuisdieren monitoring), lijkt het monitoren van afvalwater van
vleeskuikenslachterijen met name een toegevoegde waarde te hebben
wanneer de verspreiding van de onderzochte bacterie binnen koppels
beperkt is. Het screenen van meer dieren per koppel vergroot dan de
kans van detectie. Voor ESBL-producerende E. coli heeft een in 2009
uitgevoerde studie aangetoond dat de binnen-bedrijf prevalentie zeer
hoog was, op de meeste vleeskuikenbedrijven 80% of hoger (Dierikx et
al., 2013). In zo'n situatie heeft het screenen van een groter aantal
dieren per koppel geen toegevoegde waarde. Sinds 2012 is het
antibioticagebruik in deze sector echter fors gereduceerd, met een
afnemende prevalentie op populatie niveau tot gevolg (MARAN, 2023).
Niet gepubliceerde data uit 2016 geven aan dat de binnen-bedrijf
prevalentie toen bijna twee keer lager was dan in 2009 (C. Dierikx,
persoonlijke communicatie). Het is onbekend hoe de situatie zou zijn bij
de introductie in deze diersector van een nieuwe vorm van
antibioticaresistentie, zoals CPE. Het is aannemelijk dat de mate van
verspreiding binnen bedrijven vergelijkbaar zal zijn met de huidige
situatie voor ESBL-producerende E. coli.

De toegevoegde waarde van slachterijsafvalwatermetingen bij
slachterijen ten opzichte van de reguliere monitoring van CPE bij
landbouwhuisdieren, hangt dus sterk samen met het verwachte
verspreidingspatroon van de onderzochte vorm van resistentie in de
onderzochte dierpopulatie en binnen bedrijven, en van het aantal dieren,
koppels en bedrijven wat onderzocht wordt in de reguliere surveillance.
Om de toegevoegde waarde van slachterijsafvalwatersurveillance voor
het monitoren van resistentie bij vleeskuikens beter te duiden, zou de
relatieve gevoeligheid van beide vormen van surveillance gegeven een
bepaalde prevalentie op dierpopulatie- en op binnen-bedrijf-niveau (en
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met scenario’s voor aantal gescreende dieren totaal en per koppel) door
middel van modellering kunnen worden bepaald. Daarnaast zouden de
kosten voor aanvulling van de reguliere surveillance met
slachterijafvalwatersurveillance moeten worden meegewogen. In andere
diersectoren waar op dit moment één individu per koppel/bedrijf wordt
gescreend, zoals vleesvarkens en vleeskalveren, is de toegevoegde
waarde van slachterijafvalwatersurveillance naar verwachting hoger
(Blaak et al., 2020).

Hoewel meten in slachterijafvalwater in specifieke situaties
waarschijnlijk gevoeliger is dan meten van individuele dieren omdat er
meer dieren tegelijk kunnen worden onderzocht, is meten in afvalwater
echter 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. Ook is het land van
herkomst van een positief dier onbekend, omdat de geslachte dieren
niet alleen uit Nederland, maar ook uit het buitenland afkomstig zijn.
Als CPE in een slachterij-afvalwatermonster 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.

Ten slotte, de invloed van humaan afvalwater op locatie A in de huidige
slachterij toont aan dat het voor afvalwatersurveillance in slachthuizen
van belang is om binnen elke slachterij een geschikte locatie in het
afvalwatersysteem te kiezen, z6 dat een zo groot mogelijk deel van de
afvalwaterstroom van de slacht wordt bemonsterd maar ook dat er geen
sprake is van contaminatie met humaan afvalwater. In het huidige
onderzoek is uiteindelijk voor locatie B gekozen in nauw overleg met de
slachterij en aan de hand van de resultaten van kleurstof-testen. Hoewel
op locatie B een deel van de slachtafvalwaterstroom niet werd
bemonsterd was daar humane contaminatie uitgesloten.
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Conclusies en aanbevelingen

In de uitgevoerde metingen in slachterijafvalwater werden geen CPE
gevonden. Dit geeft aan dat CPE niet bij de onderzochte dieren
voorkomen, tenminste niet op een detecteerbaar niveau.

Afvalwatersurveillance lijkt met name een goede aanvulling op de
nationale resistentie monitoring voor het monitoren van
antibioticaresistente bacterién die (nog) niet wijd verspreid zijn, en waar
het screenen van meer dieren per koppel een grotere kans geeft op
detectie. Dat is het geval wanneer de prevalentie binnen bedrijven laag
is of voor diersectoren waar in de reguliere monitoring één individu per
koppel wordt gescreend.
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Bijlage Monsternamedata

Monstername Locatie
Weeknr. Start Stop Locatie A Locatie B
36 5-9-2022 6-9-2022 M
36 6-9-2022 7-9-2022 M
37 12-9-2022 13-9-2022 o
37 13-9-2022 14-9-2022 o
38 19-9-2022 20-9-2022 o
38 20-9-2022 21-9-2022 o
39 26-9-2022 27-9-2022 o
39 27-9-2022 28-9-2022 o
40 3-10-2022 4-10-2022 M
40 4-10-2022 5-10-2022
41 10-10-2022 11-10-2022 monsters niet ingezet
41 11-10-2022 12-10-2022 wegens ziekte
42 17-10-2022  18-10-2022 ™
42 18-10-2022  19-10-2022 ™ M
43 24-10-2022  25-10-2022 = M
43 25-10-2022  26-10-2022 ®
44 31-10-2022  1-11-2022 M M
44 1-11-2022 2-11-2022 ™ M
45 7-11-2022 8-11-2022 M M
45 8-11-2022 9-11-2022 ™
46 14-11-2022  15-11-2022 M
46 15-11-2022  16-11-2022 M
47 21-11-2022  22-11-2022 M
47 22-11-2022  23-11-2022 M
48 28-11-2022  29-11-2022 M
48 29-11-2022  30-11-2022 M
49 5-12-2022 6-12-2022 M
49 6-12-2022 7-12-2022
50 12-12-2022  13-12-2022 M
50 13-12-2022  14-12-2022 M
51 19-12-2022  20-12-2022 M
51 20-12-2022  21-12-2022 M
2 9-1-2023 10-1-2023 M
2 10-1-2023 11-1-2023 M
3 16-1-2023 17-1-2023 M
3 17-1-2023 18-1-2023
4 23-1-2023 24-1-2023
4 24-1-2023 25-1-2023
5 30-1-2023 31-1-2023 M
5 31-1-2023 1-2-2023 M

MMonstername gelukt en monster geanalyseerd, Emonstername mislukt
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