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Rapport in het kort

Antibioticaresistente bacterién in Nederlands oppervlaktewater in veeteeltrijk gebied

In oppervlaktewater en slib in veeteeltrijk gebied komen hoge percentages bacterién voor die resistent
zijn tegen een of meerdere antibiotica. Dit blijkt uit verkennend onderzoek van het RIVM. De herkomst
van deze bacterién in het onderzochte gebied is in deze studie niet onderzocht. Wel zijn er
aanwijzingen dat ten minste een deel van de bacterién afkomstig is uit mest van nabijgelegen
veeteeltbedrijven. Onderzoek naar de mate waarin antibioticumresistente bacterién in oppervlaktewater
voorkomen is van belang om te kunnen inschatten in hoeverre mensen via het milieu worden
blootgesteld aan deze bacterién.

Er zijn meerdere oorzaken waardoor antibioticaresistente bacterién in oppervlaktewater terechtkomen.
Bijvoorbeeld doordat mest van dieren die met antibiotica zijn behandeld, afspoelt naar het
oppervlaktewater. Een andere oorzaak kan zijn dat gedeeltelijk gezuiverd of ongezuiverd afvalwater in
oppervlaktewater wordt geloosd, bijvoorbeeld door ziekenhuizen waar mensen zijn behandeld met
antibiotica.

Als mensen met verontreinigd oppervlaktewater in aanraking komen, zoals tijdens recreatie, kunnen zij
worden blootgesteld aan bacterién die resistent zijn tegen een of meerdere antibiotica. Dit brengt
mogelijk volksgezondheidrisico’s met zich mee omdat deze antibiotica belangrijk kunnen zijn om
infecties te behandelen. De risico’s kunnen zich op twee manieren manifesteren. Mensen die aan
antibioticaresistente bacterién worden blootgesteld, kunnen zelf het risico lopen ziek te worden van
deze — moeilijker te bestrijden — bacterién. Daarnaast is het mogelijk dat mensen zelf niet ziek worden
van de resistente bacterién maar ze overdragen aan mensen met verminderde weerstand, zoals
ziekenhuispatiénten. Deze categorie mensen kan hier vervolgens wel ziek van worden.

Trefwoorden:
antibioticaresistente, bacterién, resistentiegenen, oppervlaktewater, veeteeltrijk gebied
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Abstract

Antibiotic resistant bacteria in surface water in an area with a high density of animal farms in
the Netherlands

High percentages of bacteria with resistence to one ore more antibiotics are present in surface water
and sludge in an agricultural area with a high density of animal farms. This was demonstrated in an
exploratory study performed at the RIVM. Although the origin of the bacteria in the area under study
was not investigated, there are indications that at least part of the bacteria originates from manure from
nearby farms. Research on the prevalence of antibiotic resistant bacteria in surface water is necessary to
estimate the contribution of the environment to human exposure to these bacteria.

Antibiotic resistant bacteria can end up in surface water by different routes. Manure of animals treated
with antibiotics can run off from land into surface water. Another route is via discharge of partially
treated or untreated waste water onto surface water, for instance from hospitals were people are treated
with antibiotics.

If they come into contact with contaminated surface water, for instance during recreation, people risk
exposure to bacteria that are resistant to one or more antibiotics. Since these antibiotics can be relevant
for treatment of human infections, public health risks may be involved. These risks can manifest
themselves in two ways. People who are exposed to antibiotic resistant bacteria are at risk of
developing disease caused by these bacteria, which is therefore harder to treat. Additionally, if people
do not get ill from the resistant bacteria they can transfer them to people who are more vulnerable, such
as hospital patients. Subsequently, this category of people can develop disease.

Key words:
antibiotic resistance, bacteria, resistance genes, surface water, intensive husbandry
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Samenvatting

Door het gebruik van antibiotica in de humane gezondheidszorg en het gebruik van grote hoeveelheden
antibiotica in veehouderijen worden steeds meer bacterién resistent tegen veelgebruikte antibiotica. Als
gevolg hiervan wordt de kans dat mensen worden blootgesteld aan antibioticaresistente bacterién steeds
groter. Dit kan door contact met mens en dier, via de voedselketen, maar waarschijnlijk ook via het
milieu. Wanneer mensen blootgesteld worden aan antibioticaresistente pathogenen kan dit een infectie
tot gevolg hebben die moeilijker te behandelen is. Daarnaast zijn er indirecte volksgezondheidsrisico’s
die samenhangen met de blootstelling aan resistente bacterién die relatief onschadelijk zijn, zoals
commensalen. Deze kunnen mensen koloniseren en genen uitwisselen met de al aanwezige darmflora,
waardoor mensen ongemerkt drager kunnen worden van antibioticaresistente bacterién. Commensale
bacterién kunnen opportunistische pathogenen zijn voor mensen met een verminderde weerstand, zoals
ziekenhuispatiénten. Bij deze groep mensen kunnen infecties veroorzaakt door resistente commensalen
ernstige gevolgen hebben. Ook is er een risico dat bij sequentiéle infectie met een pathogeen
uitwisseling van genen plaatsvindt tussen resistente commensalen en het pathogeen door middel van
horizontale genoverdracht.

Commensalen worden in grote hoeveelheden uitgescheiden door mens en dier en komen in het
aquatische milieu terecht, bijvoorbeeld door het lozen van ongezuiverd of gedeeltelijk gezuiverd
afvalwater of afspoeling van mest. Het is te verwachten dat een deel van deze commensalen resistent is
tegen antibiotica door antibioticumgebruik door de oorspronkelijke gastheer. Het aandeel van
antibioticaresistente bacterién zal per bron verschillen en is naar verwachting hoog bijvoorbeeld in
mest van landbouwhuisdieren op grote bedrijven en in afvalwater van ziekenhuizen. Behalve dat het
oppervlaktewater een verzamelvat is van resistente bacterién afkomstig uit mens en dier, is het
denkbaar dat in het water uitwisseling van genen plaatsvindt tussen bacterién, waardoor nieuwe
combinaties van bacteriesoorten en resistenties ontstaan.

Als mensen in aanraking komen met fecaal gecontamineerd oppervlaktewater, bijvoorbeeld omdat ze
in het water recreéren, of als gecontamineerd water wordt gebruikt als irrigatiewater, lopen ze kans te
worden blootgesteld aan bacterién met resistenties tegen klinisch relevante antibiotica. In het huidige
onderzoek is het voorkomen van antibioticaresistentie onderzocht bij verschillende bacteriesoorten
geisoleerd uit drie kleine rivieren in een agrarisch gebied in Noord-Brabant, en een beek op een
recreatieterrein in dezelfde omgeving. Uit een van de rivieren is tevens slib onderzocht. De onderzochte
bacterién waren de commensalen en opportunistische bacterién Escherichia coli, enterococcen en
staphylococcen, de pathogenen Campylobacter en Salmonella, en de pathogene milieubacterién
Aeromonas, Pseudomonas aeruginosa en Clostridium. De bacterién E. coli, enterococcen,
Campylobacter, Aeromonas, en Clostridium werden in alle rivieren, de beek en het slib gevonden.
Staphylococcen en P. aeruginosa werden in watermonsters, maar niet in slib gevonden. Salmonella
werd in geen van de monsters aangetroffen. Alle geisoleerde bacteriesoorten werden onderzocht op de
gevoeligheid voor zes tot twaalf verschillende antibiotica die in de humane en/of animale
gezondheidszorg worden gebruikt.

Het aandeel aan resistente stammen in de milieumonsters was hoog: 29% van C. coli, 36% van E. coli,
47% van E. faecalis, 80% van E. faecium, en 75% van staphyloccen waren resistent tegen minstens één
antibioticum. Daarnaast was een groot gedeelte van deze stammen resistent tegen twee of meer
antibiotica. Sommige isolaten waren resistent tegen zeven verschillende antibiotica. De herkomst van
de antibioticaresistente bacterién in het oppervlaktewater en slib werd in deze studie niet onderzocht,
maar de gevonden antibioticaresistentieprofielen doen vermoeden dat een deel van de geisoleerde
bacterién afkomstig is uit mest van veeteeltbedrijven. Tevens zijn er aanwijzingen voor het bestaan van
andere, mogelijk humane, contaminatiebronnen op de onderzochte locaties. De aanwezigheid van
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antibioticaresistente bacterién is in overeenstemming met de in eerder RIVM-onderzoek aangetoonde
aanwezigheid van resistentiegenen in dezelfde rivieren.

De aanwezigheid van antibioticaresistente bacterién in oppervlaktewater vormt mogelijk een risico
voor de volksgezondheid als mensen hieraan worden blootgesteld. De kansen daarop zijn het grootst
als het water betreft waar mensen makkelijk mee in aanraking komen, zoals water waarin gerecreéerd
wordt of dat wordt gebruikt als irrigatiewater. In vervolgstudies zal daarom het vé6rkomen van
antibioticaresistente bacterién in oppervlaktewateren met genoemde functies onderzocht moeten
worden, om vervolgens blootstellingrisico’s en daarmee samenhangende gezondheidsrisico’s te kunnen
bepalen. Vervolgstudies zullen tevens de relatieve bijdrage van verschillende mogelijke
contaminatiebronnen moeten uitwijzen, zodat interventiestrategieén ontwikkeld kunnen worden.
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1 Inleiding

Door het gebruik van antibiotica in de humane gezondheidszorg, en de grote hoeveelheden antibiotica
die gebruikt worden in intensieve veehouderijen, is de verspreiding van antibioticaresistente bacterién
de laatste decennia toegenomen (MARAN, 2007; EARSS, 2008; Nethmap, 2009). Nederland voert een
terughoudend beleid voor wat betreft het gebruik van antibiotica in de humane gezondheidszorg. Dit
heeft tot gevolg dat in vergelijking met andere Europese landen relatief weinig antibioticaresistente
pathogenen bij patiénten worden aangetroffen (EARSS, 2008). In de veterinaire gezondheidszorg
worden merendeels dezelfde antibiotica gebruikt als in de humane gezondheidszorg, of antibiotica die
daaraan verwant zijn. Hierdoor ontstaan bij dieren resistenties tegen antibiotica die belangrijk zijn voor
de behandeling van humane infecties. Omdat resistentie tegen een bepaald antibioticum vaak gepaard
gaat met Kruisresistentie tegen andere antibiotica uit dezelfde klasse, kan het ontstaan bij dieren van
resistentie tegen antibiotica die niet gebruikt worden in de humane gezondheidszorg toch grote
gevolgen hebben. Een voorbeeld hiervan is het ontstaan van vancomycine-resistente enterococcen in de
jaren 90, als gevolg van avoparcine-gebruik bij vee (Van den Bogaard et al., 1997; Van den Bogaard et

al., 2000).

1.1 Antibioticagebruik

In zowel de veterinaire als de humane gezondheidszorg behoort de overgrote meerderheid van
voorgeschreven antibiotica tot één van de volgende zes klassen: (fluoro)quinolonen, aminoglycosiden,
macroliden, tetracyclines, sulfonamiden/trimethoprim, en penicillines/cephalosporines (Tabel 1). Elke
antibioticumklasse omvat verschillende antibiotica die overeenkomen in structuur en
werkingsmechanisme. In de veterinaire sector worden vooral tetracyclines en sulfonamiden/
trimethoprim voorgeschreven (MARAN, 2007). Er bestaan echter verschillen tussen verschillende
diergroepen, zo wordt bijvoorbeeld bij vleesvarkens vooral tetracycline gebruikt (58%), en bij
broedkippen vooral penicillines (28%) en fluoroguinolonen (24%) (MARAN, 2007). In de humane
gezondheidszorg worden in de primaire zorg (via huisartsen) vooral penicillines (39%) en
tetracyclines (25%) voorgeschreven (Nethmap, 2009). In ziekenhuizen bestaat de meerderheid van de

Tabel 1 Antibioticumklassen

Klasse

Voorbeelden

Fluoroquinolonen en Quinolonen
Aminoglycosiden

Macroliden

Tetracyclines

Sulfonamiden en Trimethoprim
Beta-lactams: Penicillines
Beta-lactams: Cephalosporines
Beta-lactams: Carbapenems
Streptograminen

Lincosamiden

Glycopeptiden

Ciprofloxacin

Streptomycine, Neomycine, Gentamicine
Erythromycine, Clarithromycine
Tetracycline

Sulfamethoxazole*

Penicilline, Ampicilline, Oxacilline*, Methicilline*
Cefotaxime

Imipenem, Meropenem

Quinupristine, Dalfopristine
Clindamycine

Vancomycine

*Wordt vaak in combinatie met trimethoprim voorgeschreven.

*Penicillase-resistente penicillines.
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voorgeschreven antibiotica uit penicillines/cephalosporines (61%), gevolgd door fluoroquinolonen
(13%)).

1.2 Antibioticaresistentie bij dieren

Behalve voor therapeutische doeleinden zijn antibiotica in de veterinaire sector jarenlang gebruikt als
groeibevorderaar, toegevoegd aan diervoer. Ondanks het feit dat dit sinds 1 januari 2006 niet meer is
toegestaan (Anonymous, 2003b), neemt het totale gebruik van antibiotica bij Nederlandse
veehouderijen nog steeds toe (MARAN, 2007), en is het vele malen hoger dan in de humane
gezondheidszorg (Geijlswijk et al., 2009). Vooral varkens, vleeskalveren en broedkippen krijgen veel
antibiotica toegediend om infecties te behandelen, maar ook om de verspreiding onder koppels gezonde
dieren te voorkomen. Dit gaat gepaard gaat met het voorkomen van zeer hoge percentages resistente
pathogenen en commensalen bij deze dieren (MARAN, 2007). Zo is bijvoorbeeld bijna 90% van
Escherichia coli-stammen geisoleerd uit feces van broedkippen resistent tegen minstens één
antibioticum en ruim 60% van Campylobacter jejuni-stammen resistent tegen fluoroquinolonen
(MARAN, 2007). Veel van de resistente bacterién die bij deze dieren vé6rkomen zijn multiresistent:
E. coli-stammen uit feces van varkens, kippen en kalveren met zes, zeven, of acht resistenties zijn niet
zeldzaam (MARAN, 2007).

1.3 Antibioticaresistentie bij de mens

Bacterién die één of meerdere antibioticaresistenties hebben verworven kunnen een directe of indirecte
bedreiging vormen voor de gezondheid van de mens. Als mensen worden blootgesteld aan een resistent
pathogeen, kan dit direct ziekte tot gevolg hebben die moeilijk of niet te behandelen is. Indirecte
risico’s worden gevormd door blootstelling aan onschadelijke of potentieel schadelijke resistente
bacterién, zoals humane en dierlijke commensalen. Deze bacterién kunnen mensen koloniseren en/of de
resistentie doorgeven aan bij de mens aanwezige flora via horizontale genoverdracht. Bij horizontale
genoverdracht worden antibioticaresistentiegenen overgedragen aan gevoelige bacterién. Deze
overdracht kan plaatsvinden tussen bacterién van een soort, maar ook tussen verschillende
bacteriesoorten. Mensen kunnen op deze manier ongemerkt ‘drager’ worden van resistente bacterién.
Als het hierbij om opportunistische bacterién gaat is er een risico dat ze worden overgedragen aan
mensen met een verminderde weerstand, of dat ze tijdens een periode van verminderde weerstand van
een drager alsnog ziekte veroorzaken. Daarnaast is er een risico dat bij een sequentiéle infectie met een
niet-resistent pathogeen er genoverdracht plaatsvindt vanuit de resistente flora.

Bekende voorbeelden van problemen veroorzaakt door resistente commensalen zijn de zogenaamde
ziekenhuisinfecties, waarvan het bekendste voorbeeld MRSA is. Hoewel S. aureus onschadelijk is voor
gezonde mensen, kan deze bacterie ernstige infecties veroorzaken bij mensen met een verminderde
weerstand, zoals ziekenhuispatiénten. Andere veroorzakers van ziekenhuisinfecties zijn
extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)-producerende E. coli of Klebsiella (Cantén et al., 2008;
Coque et al., 2008). De antibiotica waar MRSA en ESBL-producerende bacterién nog gevoelig voor
zijn, zijn zeer beperkt, waardoor infecties met deze bacterién moeilijk te behandelen zijn. MRSA en
ESBL-producerende bacterién komen ook buiten ziekenhuizen voor bij (gezonde) dragers. Bij MRSA
gaat het daarbij in Nederland vooral om een veegerelateerde variant van MRSA (V-MRSA). Door
contact met varkens komt dragerschap van MRSA bij Nederlandse varkenshouders vele malen vaker
voor dan bij de Nederlandse bevolking: 23-28% van de Nederlandse varkenshouders is drager van
MRSA (Voss et al., 2005; Van den Broek et al., 2008), vergeleken met 0,03-0,1% van de Nederlandse
bevolking (Wertheim et al., 2004; Nethmap, 2009). Dragerschap van ESBL-producerende bacterién
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wordt vooral gezien bij bewoners van verpleegtehuizen (Wiener et al., 1999; Rooney et al., 2009). Bij
ziekenhuisbezoek of —opname van dragers van MRSA of ESBL-producerende bacterién noodzaakt het
risico van overdracht naar (kwetsbare) patiénten ziekenhuizen tot het nemen van voorzorgsmaatregelen
zoals verpleging in quarantaine.

1.4 Antibioticaresistentie in het milieu

Bacterién worden door mens en dier uitgescheiden en komen in zeer grote hoeveelheden in het milieu
terecht, bijvoorbeeld door afspoeling van mest of via rioolwater. Rioolwater wordt na zuivering op
oppervlaktewater geloosd. Als de verwijdering niet volledig is komen bacterién, of bacterieel DNA,
met het effluent in het oppervlaktewater terecht. Daarnaast komt bij hevige regenval ongezuiverd
rioolwater direct in het milieu terecht, door riooloverstorten. Afhankelijk van het percentage resistente
bacterién in dierlijke en humane feces zal ook een deel van de bacterién die in oppervlaktewater
terechtkomen resistent zijn tegen antibiotica, en zal een deel van het bacteriéle DNA dat aanwezig is in
water resistentiegenen bevatten. Met andere woorden, het aquatische milieu dient als reservoir waarin
antibioticaresistente bacterién en resistentiegenen terechtkomen die door mens en dier worden
uitgescheiden. In verschillende buitenlandse studies zijn resistente bacterién aangetoond in afval- en
oppervlaktewateren; een overzicht hiervan is weergegeven in Tabel 2. Andere studies hebben met
behulp van moleculaire technieken resistentiegenen aangetoond in verschillende typen water (Zhang et
al., 2009). Door direct contact met oppervlaktewater waarin zich antibioticaresistente bacterién
bevinden, bijvoorbeeld bij recreatie, maar ook wanneer mensen rechtstreeks in aanraking komen met
op het land gebrachte bagger uit sloten in landbouwgebieden waarin antibioticaresistente bacterién door
sedimentatie terecht zijn gekomen, bestaan mogelijk risico’s op transmissie.

Behalve als verzamelvat van antibioticaresistentie en indirecte transmissiebron speelt het aquatische
milieu mogelijk ook een rol bij verspreiding van antibioticaresistentie tussen bacterién onderling,
doordat hier horizontale genoverdracht plaats kan vinden (Coughter en Stewart, 1989). Zo zouden
genen kunnen worden uitgewisseld tussen dierlijke en humane bacterién, maar ook milieubacterién
zouden op deze manier resistentiegenen kunnen verwerven en verder verspreiden (Genthner et al.,
1988; Xu et al., 2007; Cattoir et al., 2008). Door mens en dier uitgescheiden bacterién hebben in water
een beperkte overlevingsduur, afhankelijk van verschillende milieufactoren (Flint, 1987; Rhodes en
Kator, 1988; Scheuerman et al., 1988; Davies en Evison, 1991; Korhonen en Martikainen, 1991;
Davies et al., 1995; Fish en Pettibone, 1995; Sinton et al., 2002; Craig et al., 2004; Noble et al., 2004;
Anderson et al., 2005; Tolba et al., 2008). De tijdspanne waarin recent uitgescheiden
antibioticaresistente bacterién resistentiegenen aan andere bacterién door kunnen geven zal hierdoor
beperkt zijn (Muela et al., 1994; Arana et al., 1997). Eventuele verspreiding naar milieubacterién heeft
mogelijk verderstrekkende gevolgen omdat milieubacterién in oppervlaktewater goed kunnen
overleven en zich vermeerderen. Milieubacterién zouden daarom een blijvend reservoir kunnen zijn
van resistentiegenen, gevoed door bacterién die door mens en dier worden uitgescheiden. Horizontale
genoverdracht vindt voornamelijk plaats op plekken met hoge concentraties bacterién, zoals in darmen
(Kelly et al., 2009) en rioolwater (Schliiter et al., 2007). In welke mate dit proces plaatsvindt in
oppervlaktewater of daarin aanwezige sedimenten of biofilms, is niet bekend.

Er zijn grote locale verschillen te verwachten tussen oppervlaktewateren voor wat betreft het
voorkomen van antibioticaresistente bacterién, afhankelijk van de naburigheid van
contaminatiebronnen en de mate van verdunning in het water. Naar verwachting is de prevalentie hoger
in de buurt van gebieden met hoge concentraties aan grote veehouderijen, of in de buurt van
rioolwaterzuiveringsinstallaties (RWZI’s) van grote steden, grote ziekenhuizen of andere

RIVM Rapport 703719031 13



14

zorginstellingen. Vervolgens kunnen de antibioticaresistente bacterién en antibioticaresistentiegenen
zich via het water verspreiden, bijvoorbeeld via sloten, rivieren en ballastwater van schepen.

Tabel 2 Antibioticaresistente bacterién in afval- en oppervlaktewater beschreven in de literatuur

Bacterie-soort/

L Resistentie Type water Land Referentie
-genus/ -familie
Enterococcus vancomycine ziekenhuisafvalwater Portugal (Novais et al., 2005)
Enterococcus vancomycine ziekenhuisafvalwater/ Zweden (Iversen et al., 2002)
stedelijk afvalwater/
oppervlaktewater
Enterococcus vancomycine/ ziekenhuisafvalwater/ Zweden, (Blanch et al., 2003)
erythromycine stedelijk afvalwater/ Spanje,
oppervlaktewater UK
Enterococcus vancomycine ziekenhuisafvalwater/ UK (Caplin et al., 2008)
stedelijk afvalwater/
boerderijafvalwater
Enterocccus diverse antibiotica ziekenhuisafvalwater/ Frankrijk (Servais en Passerat,
E. coli stedelijk afvalwater/ 2009)
rivierwater/
agrarisch gebied
Enterobacteriaceae diverse antibiotica rivierwater Spanje (Gofi-Urriza et al.,
Aeromonas 2000)
Enterococcus diverse antibiotica stedelijk afvalwater/ Duitsland (Gallert et al., 2005)
Coliformen grondwater
Pseudomonas
P. aeruginosa ciprofloxacin ziekenhuisafvalwater/ Duitsland (Schwartz et al.,
stedelijk afvalwater/ 2006)
rivierwater
E. coli beta-lactams” rivierwater Korea (Hong et al., 2004)
Klebsiella pneumoniae beta-lactams” ziekenhuisafvalwater Brazilié (Prado et al., 2008)
S. aureus Methicilline zeewater USA (Soge et al., 2009)
CNS
CNS diverse antibiotica stedelijk afvalwater/ Portugal (Faria et al., 2009)
drinkwater
diverse bacteriesoorten  diverse antibiotica afvalwater antibiotica China (Li et al., 2009)

fabriek/ rivierwater

*Door productie van extended spectrum beta-lactamase (ESBL).

1.5 Doel van het onderzoek

Om een indruk te krijgen van de prevalentie van antibioticaresistente bacterién in het aquatische milieu
in Nederland, is in 2006 en 2007 een inventariserend onderzoek uitgevoerd naar de aanwezigheid van
antibioticaresistente bacterién in oppervlaktewater en slib. Monsters werden genomen in de provincie
Noord-Brabant, in de omgeving van Oss. In dit gebied bevinden zich veel veehouderijen. In 2006
bevonden zich in de totale provincie Noord-Brabant 5609 bedrijven met rundvee (635.391 stuks vee),
2759 bedrijven met varkens (4.969.258 stuks vee) en 595 bedrijven met kippen (25.636.276 stuks vee)
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(CBS, 2010). In het onderzochte gebied werd in eerder RIVM-onderzoek, naar de emissie van
diergeneesmiddelen en natuurlijke hormonen vanuit de intensieve veehouderij naar oppervlaktewater,
met behulp van moleculaire methoden de aanwezigheid van antibioticaresistentiegenen aangetoond
(Montforts et al., 2007). De monsters werden op vier verschillende locaties in het gebied tijdens het
mestuitrijseizoen in 2006 genomen. De bemonsteringslocaties waren de rivieren de Lage Raam, de
Hooge Raam (ook slibmonsters), en de Nieuwe Raammond vlak voordat deze de Maas in stroomt. Ook
werd een beek bemonsterd die door een recreatieterrein stroomt dat zich aansluitend aan het gebied met
veehouderijen bevindt, en die naar verwachting niet onder invloed staat van lozingen of afspoeling van
mest van de veehouderijen. Alle monsters werden onderzocht op de aanwezigheid van de animale en
humane commensalen en opportunisten Escherichia coli, intestinale enterococcen en staphylococcen,
de animale en humane pathogenen Salmonella en Campylobacter, en de pathogene milieubacterién
Clostridium, Aeromonas en Pseudomonas aeruginosa. Van de geisoleerde stammen werd een
antibioticaresistentieprofiel bepaald om vast te stellen tegen welke antibiotica bij deze uit het milieu
geisoleerde bacterién resistenties bestaan. De antibioticaresistentieprofielen werden bepaald met behulp
van antibioticumpanels die werden samengesteld op basis van de beschikbare gegevens over
resistenties tegen en gevoeligheden voor diverse antibiotica bij bacterién uit de verschillende
onderzochte groepen.
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2 Materiaal en methoden

2.1 Monsterneming

Monsters werden genomen in Noordoost-Brabant, uit de riviertjes Lage Raam, Hooge Raam, en de
Nieuwe Raammond vlak voordat deze de Maas in stroomt, en een beek op recreatieterrein ‘De Bergen’
(Figuur 1). De locaties zijn bemonsterd op 8 februari 2006, en tussen 27 februari en 3 april 2006 één
keer per week (27 feb, 6 mrt, 13 mrt, 20 mrt, 27 mar, 3 apr). Watermonsters (5 liter) werden genomen
volgens NEN 6559 (Anonymous, 1992) en gekoeld getransporteerd naar het laboratorium. Analyse
vond binnen 24 uur na monsterneming plaats. VVoor bemonstering van slib uit de Hoge Raam werd
gebruikgemaakt van een zuigstang. Per monsterneming werden meerdere monsters slib opgezogen die
in een emmer werden samengevoegd en gemengd. Hiervan werd minimaal 100 gram in een glazen pot
gebracht en gekoeld naar het laboratorium getransporteerd.
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Figuur 1 Bemonsteringslocaties: 1) Lage Raam (51°40'53 N, 5°49'16 O), 2) Recreatieterrein De Bergen (51°38'29
N, 5°48'46 0), 3) Hooge Raam (51°43'31 N, 5°42'33 O), 4) Nieuwe Raammond (51°46°09 N, 5°43'50 O)
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2.2 Analyses

2.2.1 Water enslib

Water- en slibmonsters werden onderzocht op de aanwezigheid van Salmonella, Campylobacter, E.
coli, intestinale enterococcen, staphylococcen, Aeromonas, Clostridium en P. aeruginosa, volgens de in
Bijlage 1 aangegeven NEN-normen en SOPs, waarbij gebruik werd gemaakt van de eveneens in deze
tabel aangegeven kweekmedia. VVoor de analyse van slib werd 25 g slib opgenomen in 225 ml Brain
Heart Infusion broth (Oxoid CM0225) en 1 min gehomogeniseerd door te vortexen. Vervolgens werd

1 min bij 200-300g gecentrifugeerd en werd van het verkregen supernatant 1 en 10 ml afgepipetteerd
voor de verschillende membraanfiltraties.

De aanwezigheid van Clostridium is slechts onderzocht in één van de monsters (3 april). De monsters
van 8 februari zijn alleen onderzocht op de aanwezigheid van enterococcen, Campylobacter,
Aeromonas en Salmonella; alleen de Campylobacter-isolaten uit dit monster zijn gebruikt voor verdere
analyses.

2.2.2 lsolatie en typering van bacteriestammen

Per monsterneming werden per monster en per parameter maximaal tien karakteristieke kolonies
geisoleerd. Isolaten werden afgeént op Tryptone Soy Slant agar (Oxoid TV5051i) en na incubatie
bewaard in de koelkast bij 2-8 °C. Verdachte kolonies werden geidentificeerd tot op species-niveau
door middel van API 20E (E. coli), API Staph (staphylococcen), API 20Strep (enterococcen) en
API 20A (Clostridium) identificatiestrips (BioMerieux, Boxtel). Aeromonas-stammen werden tot op
genusniveau bevestigd door middel van API 20E strips, of tot op species-niveau geidentificeerd door
middel van aanvullende tests conform NEN 6263 (Anonymous, 1989). Identificatie van de
Campylobacter-isolaten werd uitgevoerd door het Laboratorium voor Infectieziekten en Screening
(LIS) van het RIVM. Voor enterococcen en staphylococcen zijn de resultaten met API-strips
moleculair bevestigd met behulp van 16S rDNA sequentieanalyse door het LIS. Bij afwijkende
resultaten tussen API-strips en moleculaire analyse zijn de resultaten van de moleculaire analyse als
doorslaggevend beschouwd. Voor alle door middel van sequentieanalyse geidentificeerde
Staphylococcus-isolaten en voor 156 van de 164 Enterococcus-isolaten was er 100%
sequentiehomologie met de betreffende soorten. In de overige 8 gevallen was er 99,6 of 99,8%
homologie. Voor E. coli, Aeromonas, en Clostridium zijn voor antibioticumgevoeligheidsanalyses
alleen de isolaten meegenomen waarvan de identificatiestrips een uitslag gaven met een
waarschijnlijkheid > 90%.

2.2.3 Antibioticumgevoeligheidsbepaling

De gevoeligheid van de geisoleerde bacteriestammen voor verschillende antibiotica werd bepaald door
middel van micro-bouillonverdunning met behulp van het Sensititre Sensitouch-systeem (TREK, MCS
Diagnostics, Swalmen). Deze methode maakt gebruik van microtiterplaten die een aantal verschillende
antibiotica bevatten in verschillende concentratiereeksen. In Bijlage 2 is het gevolgde protocol
opgenomen. Voor Gram-negatieve bacterién bevatten de Sensititre MIC-platen cefotaxime,
trimethoprim, ciprofloxacin, tetracycline, sulfamethoxazole en ampicilline; voor Gram-positieve
bacterién erythromycine, vancomycine, sulfamethoxazole/trimethoprim, oxacilline en salinomycine
(zie Bijlage 3). De antibioticumgevoeligheidsprofielen van de geisoleerde Campylobacter-stammen
zijn door het Centraal Veterinair Instituut van Wageningen UR in Lelystad bepaald, ook met behulp
van het Sensititre Sensitouch-systeem. Het geteste panel van antibiotica bestond uit: erythromycine,
gentamicine, streptomycine, neomycine, tetracycline, ciprofloxacine, nalidixinezuur, tulathromycine,
ampicilline, clarythromycine, sulfamethoxazole en chloramphenicol.
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Naast de antibiotica in de Sensititre MIC-platen werden voor sommige bacteriesoorten aanvullende
gevoeligheidsbepalingen uitgevoerd met behulp van Etesten (Biomerieux, Boxtel), toegepast volgens
de gebruiksaanwijzing van de fabrikant. Op deze manier werden E. coli-isolaten getest voor
streptomycine en chloramphenicol, P. aeruginosa-isolaten voor meropenem en imipenem,
staphylococcen voor ciprofloxacine en clindamycine, en enterococcen voor quinupristine/ dalfopristine.
De concentratierange die met de verschillende Etesten onderzocht werd, is in Bijlage 3 weergegeven.
Voor E. coli-isolaten is de gevoeligheid voor sulfamethoxazole bevestigd door middel van Etest, omdat
het eindpunt in de Sensititre-platen soms lastig af te lezen was. Omdat na het uitvoeren van beide testen
de resultaten verkregen met de Etest betrouwbaarder bleken, zijn deze gebruikt voor verdere analyse.
Sommige isolaten waren afgestorven in het tijdsinterval tussen beide testen; isolaten die om deze reden
niet door middel van Etest geanalyseerd konden worden, zijn van verdere analyse uitgesloten. Ook
voor een selectie van de Aeromonas-isolaten is sulfamethoxazole-gevoeligheid bepaald door middel
van sensititre en Etest. Voor Aeromonas-isolaten bleken geen discrepanties tussen beide methoden en
zijn de resultaten verkregen met behulp van Sensititre gebruikt voor verdere analyse.

2.2.4 Minimal Inhibitory Concentration (MIC)

Voor elke isolaat-antibioticumcombinatie werd de ‘Minimal Inhibitory Concentration” (MIC)
vastgesteld. De MIC is gedefinieerd als de laagste concentratie van een antibioticum waarbij geen
zichtbare groei meer optreed. In de microbouillon-verdunningsmethode wordt gebruikt gemaakt van
tweevoudige verdunningen, terwijl bij Etests ook tussenliggende concentraties worden getest. Om
resultaten die verkregen waren met de twee verschillende methoden te kunnen vergelijken werden de
MIC-waarden die bepaald waren met Etests naar boven afgerond naar de dichtstbijgelegen
tweevoudige verdunning. Per bacteriegenus of -species is voor elk antibioticum de MIC-verdeling
bepaald, uitgedrukt in percentages isolaten per MIC-waarde.

2.2.5 Berekening percentage resistente stammen

Om te bepalen of isolaten resistent zijn tegen een antibioticum wordt gebruikgemaakt van zogenaamde
MIC-breakpoints. Isolaten die groeien bij een hogere antibioticumconcentratie dan het breakpoint
worden als resistent beschouwd. Isolaten met een MIC-waarde lager dan het breakpoint worden als
gevoelig beschouwd. Voor het bepalen van resistentie kan gebruik worden gemaakt van de
epidemiologische cut-offwaarden of van klinische break-points (Anonymous, 1989; Dalhoff et al.,
2009; EUCAST, 2010). Een MIC-waarde boven de epidemiologische cut-offwaarde geeft aan dat een
stam minder gevoelig is dan wildtype, of oorspronkelijke, stammen, wat betekent dat het mutaties heeft
ontwikkeld en/of genen heeft verworven die (relatieve) resistentie tegen een antibioticum geven. Een
MIC-waarde boven het klinische breakpoint geeft aan dat bij infectie met de betreffende stam de kans
op succes van een behandeling zeer Kklein is. Een Kklinisch breakpoint is niet alleen gebaseerd op de
relatieve gevoeligheid van een bacteriestam voor een bepaald antibioticum, maar ook de
pharmacokinetiek van het antibioticum en ervaringen voor wat betreft de uitkomst van behandeling.
Een bacteriestam die resistent is ten opzichte van wild-type stammen, is niet noodzakelijkerwijs
resistent vanuit klinisch oogpunt. VVoor de huidige studie zijn, indien beschikbaar, epidemiologische
cut-offwaarden gebruikt voor het berekenen van resistentie, omdat op deze manier inzicht verkregen
wordt in het percentage bacterién dat antibioticaresistentie mutaties en/of genen verworven heeft.
Klinische breakpoints worden waar relevant (en beschikbaar) ter aanvulling vermeld. VVoor beide typen
breakpoints zijn zo veel mogelijk de waarden zoals beschreven door EUCAST gebruikt; andere
bronnen voor klinische breakpoints waren het Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), of
wetenschappelijke publicaties. Gebruikte breakpoints zijn voor elke bacteriesoort en
antibioticumcombinatie met de bronvermelding weergegeven in Bijlage 4.
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3 Resultaten

Op de vier locaties, Lage Raam, Hooge Raam, Nieuwe Raammond, en de beek op het recreatieterrein,
werden bacterién behorend tot alle onderzochte species of genera aangetroffen (Tabel 3), met
uitzondering van Salmonella: bacterién uit dit genus werden niet gevonden. Daarnaast werd in het slib
uit de Hooge Raam geen P. aeruginosa en staphylococcen gevonden, hoewel deze wel in
watermonsters van deze rivier werden aangetroffen. In totaal konden 692 isolaten op species of genus
gebracht worden (Tabel 3). Van 614 (89%) van deze isolaten is een antibioticumprofiel verkregen. Van
de overige isolaten kon 6f geen antibioticaresistentieanalyse gedaan worden omdat isolaten waren
afgestorven in het tijdsinterval tussen opslag en identificatie, of omdat er geen betrouwbare resultaten
werden verkregen.

Tabel 3 Aantal geisoleerde en geidentificeerde stammen uit oppervlaktewater en slib

Bacterie Aantal bevestigde isolaten Aantal met
genus/species (Geidentificeerd tot op genus/species) antibioticumprofiel
Rivieren Beek Slib Totaal Totaal
Escherichia coli 128 53 19 200 171"
Aeromonas 158 52 19 229 204
staphylococcen 24 2 0 26 16
enterococcen 129 27 15 171 164
Pseudomonas 17 12 0 29 22
Clostridium 7 1 5 13 8
Campylobacter 21 2 1 24 23
Salmonella 0 0 0 0 0
Totaal 469 149 57 692 614

122 isolaten voor sulfamethoxazole

Van de meeste bacteriegenera of -species waren er uiteindelijk onvoldoende isolaten met een bruikbaar
antibioticumprofiel om de drie rivieren Lage Raam, Hooge Raam en Nieuwe Raammond afzonderlijk
te kunnen vergelijken. VVoor de verdere gegevensverwerking werden deze rivieren dan ook als één
locatie beschouwd, namelijk locatie ‘rivieren’. Uitspraken over MIC-verdelingen en percentages
resistente stammen voor het geanalyseerde oppervlaktewater zijn daardoor betrouwbaarder. De ligging
van de afzonderlijke locaties rechtvaardigt het samenvoegen: de afzonderlijke locaties staan
waarschijnlijk op een vergelijkbare wijze onder invloed van afvalwaterlozingen of afspoeling van mest
van veehouderijen in het onderzochte gebied. Bovendien bleek dat voor de soorten waarvan de meeste
isolaten waren geanalyseerd, namelijk Aeromonas, en E. coli, de percentages resistente stammen
geisoleerd uit Lage Raam, Hooge Raam en Nieuwe Raammond vergelijkbaar waren (resultaten niet
getoond). VVoor de bacteriesoorten waarvan lage aantallen isolaten waren verkregen (staphylococcen, P.
aeruginosa, Clostridium, en Campylobacter), zijn voor resistentieanalyses isolaten uit alle monsters
samengevoegd.

In het vervolg van dit hoofdstuk worden de gevonden MIC-verdelingen en percentages resistente
stammen per bacteriegenus of -species besproken. Omdat de geisoleerde stammen afkomstig zijn uit
een gebied met intensieve veeteelt zijn de percentages resistente stammen vergeleken met de
resistenties van bacteriestammen behorend tot overeenkomstige species of genera die in 2006 en 2007
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geisoleerd zijn uit de darmen van (slacht)varkens, vleeskalveren, vleeskuikens en melkvee in
Nederland, voor zover deze data bekend zijn.

3.1 Commensalen en opportunistische bacterién

3.1.1 Escherichia coli

Uit de verschillende oppervlaktewater- en slibmonsters waren 200 isolaten verkregen die door middel
van API20E bevestigd waren als E. coli-stammen. VVoor 177 van deze isolaten zijn antibioticum-
resistentieprofielen verkregen. In Tabel 4 is voor deze isolaten per milieucompartiment de gevoeligheid
voor elk getest antibioticum als MIC-verdelingen weergegeven. Een grafische weergave van deze
MIC-verdelingen is te zien in Bijlage 5.

Tabel 4 MIC-verdelingen (in %) voor E. coli-isolaten uit rivieren, beek, en slib uit de Hooge Raam voor
verschillende antibiotica (concentraties in mg/L), alsmede het percentage resistente isolaten (R%)

MIC (%) verdeling mg/L

rivieren (n=108) 0,06 0,12 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 R%
cefotaxime 815 74] 65 0 0 28 0 09 09 11,1
trimethoprim 49,1 315 3,7| 2,85 0,9 0 0 0 120 15,7
ciprofloxacin 87,0| 3,7 5,6 0,9 Oi 0 0 19 12,1
tetracycline 22,2 361 148 l,9| 0,9 0 19 176 46 25,0
sulfamethoxazole* 00 00 320 387 8,0 1,31 0,0 0,0 20,0 20,0
ampicilline 0 09 407 296 l,9| 09 09 250 26,9
streptomycine 0 0 0 0 0 28 315 426 371 37 37 19 65 37 0 19,4
chloramphenicol 0 0 0 0 0 0,9 454 472 1,9 0 2,8 0 0 1,9 4,6
beek (n=51) 0,06 012 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 R%
cefotaxime 882 98] 20 0 G 0 0 2,0
trimethoprim 62,7 2715 39 3,9i 0 0 2,0 0 5,9
ciprofloxacin 94,1| 3,9 2,0 0 0; 0 0 0 59
tetracycline 333 529 137 of o 0 0 0 0

sulfamethoxazole™ 00 00 308 564 51 00: 00 00 77 77
ampicilline 0 0 686 294 200 0 0 0

streptomycine 0 0 0 0 0 196 588 21,6 0 0 0 0 0 0 0 0

chloramphenicol 0 0 0 0 0 0 529 451 2,0 0 0 0 0 0

slib (n=18) 0,06 0,12 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 R%
cefotaxime 66,7 16,7] 0 0 16,7] 0 0 0 16,7
trimethoprim 333 333 222 0; 111 0 0 0 11,1
ciprofloxacin 83,3| 16,7 0 0 ol 0 0 0 16,7
tetracycline 333 444 56 0| 0 0 0 11,1 56 16,7
sulfamethoxazole* 00 00 125 375 125 0,0! 0,0 0,0 375 375
ampicilline 0 16,7 222 167 ll,1| 22,2 0 111 333
streptomycine 0 0 0 0 0 0 333 333 222 0 111 0 0 0 0 11,1
chloramphenicol 0 0 0 0 222 0 389 333 5,6 0 0 0 0 0

De witte gebieden geven de verdunningsreeks aan die voor elk antibioticum getest is. Waarden boven deze range geven een
MIC-waarde hoger dan de hoogste geteste concentratie aan. Waarden bij de laagst geteste concentratie geven aan dat de MIC-
waarde kleiner is dan of gelijk is aan de laagste geteste concentratie. Verticale lijnen geven de epidemiologische cut-offwaarden
weer. Onderbroken verticale lijnen geven klinische breakpoints weer. Bij afwezigheid van een onderbroken verticale lijn is het
klinische breakpoint gelijk aan de epidemiologische cut-off (tetracycline, ampicilline) of niet bekend (streptomycine,
chloramphenicol). Voor sulfamethoxazole is geen epidemiologische cut-off bekend. Zie voor de gebruikte bronnen voor
breakpoints Bijlage 4.

* voor sulfamethoxazole bedroeg het aantal geteste isolaten: riviertjes n=75, beek n=39, slib n=8.

De percentages resistente E. coli-stammen geisoleerd uit de verschillende milieucompartimenten zijn
ook weergegeven in Figuur 2. Percentages resistentie werden gebaseerd op de epidemiologische cut-
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offwaarden (zie Bijlage 4). Bij de isolaten uit de rivieren (water en slib) werden resistenties tegen alle
onderzochte antibiotica waargenomen. De meest voorkomende waren resistenties tegen ampicilline,
tetracycline, sulfamethoxazole en streptomycine. Ook werden cefotaxime-resistente E. coli-stammen
aangetroffen, wat er op kan wijzen dat deze stammen “extended-spectrum beta-lactamases’ (ESBLS)
produceren (CDC, 2009). In het slib werd vooral sulfamethoxazole- en ampicillineresistentie gevonden,
maar geen resistentie tegen chloramphenicol, en vergeleken met de rivieren weinig resistentie tegen
streptomycine. In de beek op het recreatieterrein werden in het algemeen lagere percentages resistente
stammen gevonden dan in de rivieren en het slib. Hier werd geen resistentie gevonden tegen
tetracycline, ampicilline, streptomycine en chloramphenicol.

E. coli (n=177, n=122%)

O cefotaxime

B trimethoprim

O ciprofloxacin

O tetracyc line

B sulfamethoxazole

%0 resistent

O ampicilline

M streptomycine

O chloramphenicol

beek (n=51, n=39*) rivieren (n=108,  slib (n=18, n=8%)
n=75%)

Figuur 2 Percentages resistente E. coli-stammen uit oppervlaktewater (rivieren, beek) en slib in Noordoost-
Brabant
*aantal getest voor sulfamethoxazole.

De percentages gevoelige, monoresistente en multiresistente E. coli-stammen zijn weergegeven in
Figuur 3. In deze analyse is resistentie tegen sulfamethoxazole buiten beschouwing gelaten omdat er
niet voor alle isolaten gegevens beschikbaar waren. Van alle onderzochte E. coli-stammen was 44%
van alle isolaten uit de rivieren en 61% van alle isolaten uit het slib resistent tegen één of meerdere van
de zeven geteste antibiotica. Multiresistentie werd waargenomen bij 29% en 33% van alle stammen uit
respectievelijk rivieren en slib. In de beek op het recreatieterrein werden aanzienlijk minder resistente
stammen aangetroffen, namelijk 14%, en geen multiresistente stammen. In de rivieren werden

E. coli-stammen (4,6%) gevonden die minstens 6 verschillende resistenties hadden. Eén van deze
isolaten kon ook getest worden voor sulfamethoxazole en bleek ook hiertegen resistent. Stammen die
uit het slib waren geisoleerd hadden maximaal drie resistenties.
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Figuur 3 Percentages gevoelige, monoresistente en multiresistente E. coli-isolaten gevonden in

oppervlaktewater (rivieren, beek) en slib in Noordoost-Brabant
Resistentie tegen sulfamethoxazole is buiten beschouwing gelaten omdat hierover niet voor alle isolaten informatie beschikbaar
was.

3.1.2 Enterococcen

Uit de verschillende monsters zijn in totaal 171 enterococcenstammen bevestigd en op soort gebracht
door middel van API 20Strep en 16S rDNA-sequentieanalyse. Bij de identificatie op soortniveau
bestonden soms discrepanties tussen beide methoden (resultaten niet getoond).In die gevallen werden
de resultaten van de 16S analyse als doorslaggevend beschouwd. Uit de onderzochte monsters zijn
zowel E. faecium, E. faecalis als enkele andere Enterococcus species geisoleerd (Tabel 5). Voor 164
van de 171 Enterococcus isolaten werd een bruikbaar antibioticumprofiel verkregen.

Voor E. faecium en E. faecalis zijn de beschikbare gegevens voor wat betreft antibioticagevoeligheid
van wildtypestammen en breakpoints zeer uitgebreid (EFSA, 2008; EUCAST, 2010). Voor de overige
gevonden soorten zijn geen of nauwelijks gegevens beschikbaar. In paragraaf 3.1.2.1 zijn de resultaten
met betrekking tot antibioticumgevoeligheid van de E. faecium- en E. faecalis-stammen uit het milieu
beschreven. Resistenties werden gebaseerd op de epidemiologische cut-offwaarden (Bijlage 4). Voor
oxacilline is (nog) geen epidemiologische cut-offwaarde beschikbaar en dit antibioticum is voor geen
van de Enterococcus-soorten meegenomen in resistentieanalyses. Voor E. faecalis is er (nog) geen
epidemiologische cut-offwaarde beschikbaar voor sulfamethoxazole/ trimethoprim en quinupristin/
dalfopristin. In de berekening van het percentage resistente stammen is voor quinupristine/dalfopristine
de voorlopige cut-offwaarde van 32 mg/L gebruikt zoals geadviseerd door EFSA (EFSA 2008). Voor
sulfamethoxazole/trimethoprim is de cut-offwaarde van E. faecium gebruikt.

Paragraaf 3.1.2.2 beschrijft de resultaten voor E. durans, E. hirae, en de overige gevonden soorten. De
overige Enterococcus-soorten zijn gezamenlijk geanalyseerd. VVoor het bepalen van percentages
resistentie zijn de epidemiologische cut-offwaarden van E. faecium en E. faecalis gebruikt.
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Tabel 5 Enterococcus-soorten met antibioticumprofiel geisoleerd uit de onderzochte rivieren, beek en monsters
slib in Noordoost-Brabant

Enterococcus species Aantal geisoleerd uit (%0)
Rivieren Beek Slib Totaal

E. caccae/ moraviensis/silesiacus* 1 (0,8) 0 (0) 0 (0) 1 (0,6)
E. casseliflavus (=E. flavescens) 7 (5,6) 1 37 1 @77 9 (5)5)
E. durans 21 (17) 7 (26) 1 @7 29 (18)
E. faecalis 18 (15) 13 (48) 1 (7,7) 32 (20)
E. faecium 52 (42) 5 (19) 7 (54) 64 (39)
E. gilvus 1 (0,8) 0 (0) 0 (0) 1 (0,6)
E. hirae 16 (13) 0 (0) 3 (23) 19 (12)
E. mundtii 8 (6,5) 1 (37) 0 (0) 9 (55)
Totaal 124 (100) 27 (100) 13 (100) 164 (100)

*Gebaseerd op 16S-sequentie kon geen onderscheid gemaakt worden tussen E. caccae, E. moraviensis of E. silesiacus.

3.1.2.1 Enterococcus faecium en Enterococcus faecalis

De gevoeligheid van de E. faecium- en E. faecalis-isolaten uit oppervlaktewater en slib voor de
verschillende antibiotica zijn weergegeven in MIC-verdelingen in Tabellen 6 en 7. Een grafische
weergave van deze MIC-verdelingen is te zien in Bijlagen 6 en 7. Om de resultaten te kunnen
vergelijken met soorten waarvan minder isolaten beschikbaar waren, zijn voor E. faecium en

E. faecalis ook de MIC-verdelingen voor het totale aantal uit water- en slibmonsters geisoleerde
stammen weergegeven. De percentages resistente E. faecium- en E. faecalis-stammen die gevonden
werden in de verschillende milieucompartimenten zijn weergegeven in Figuur 4.

Ongeveer twee derde van alle gevonden E. faecium-stammen was resistent tegen quinupristine/
dalfopristine, en ongeveer de helft was resistent tegen tetracycline. Daarnaast was een aanzienlijk deel
resistent tegen erythromycine en sulfamethoxazole/trimethoprim. Er was geen duidelijk verschil in de
waargenomen resistenties tussen de rivieren en de beek op het recreatieterrein, met uitzondering van
salinomycine resistentie, wat wel in de rivieren en niet in de beek werd waargenomen. In het slib
werden tegen minder van de geteste antibiotica resistenties gevonden dan in de rivieren en de beek.
Resistentie tegen tetracycline, erythromycine en sulfamethoxazole/trimethoprim kwam frequent voor
onder de E. faecalis-stammen uit de rivieren en de beek. In tegenstelling tot E. faecium werden er geen
E. faecalis-stammen gevonden die resistent waren tegen quinupristine/dalfopristine of salinomycine. Er
waren geen duidelijke verschillen tussen percentages resistente E. faecalis-stammen uit de rivieren en
de beek.
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Tabel 6 MIC-verdelingen (in %) voor E. faecium-isolaten uit rivieren, beek, en slib voor verschillende antibiotica
(concentraties in mg/L), alsmede het percentage resistente isolaten (R%)

MIC (%) verdeling mg/L

totaal (n=64) 0,06 0,12 0,25 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 % R
erythromycine 63 109 219 328 16 0 0 0 26,6 26,6
vancomycine 156 625 109 109| O : 0 0 0 0 0,0
tetracycline 0 297 203 0 0 | 0 0y 0 500 50,0
salinomycine 31 719 31 17,2| 47 0 0 0 0 4,7
quinu/dalfopristin 16 125 234]266 2811 6,3 0 0 1,6 62,5
sulfa/trimeth* 68,8 10,9 16 0 0 0 16 17,2 18,8
oxacilline 1,6 0 63 16 94 125 219 188 281

rivieren (n=52) 0,06 0,12 0,25 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 % R
erythromycine 58 96 173 365 19| 00 00 0,0 288 28,8
vancomycine 154 635 96 115] 00 E 00 00 00 0,0
tetracycline 00 269 231 00 0,0 | 00 00| 00 500 50,0
salinomycine 1,9 673 38 21,2| 58 0,0 0,0 0,0 58
quinu/dalfopristin 19 154 231]250 2501 77 00 00 19 59,6
sulfa/trimeth* 654 115 19]1 00 00 00 19 1972 21,2
oxacilline 19 0,0 1,9 19 58 135 269 212 26,9

beek (n=5) 006 012 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 % R
erythromycine 0 40,0 20,0 20,0 0 0 0 0 20,0 20
vancomycine 20,0 80,0 0 0 0 : 0 0 0 0
tetracycline 0 600 O 0 0 | 0 0 | 0 400 40
salinomycine 0 100 o o0o]o o 0 o0 0,0
quinu/dalfopristin 0 0 20,01 60,0 2001 O 0 0 80
sulfa/trimeth* 800 O 0 0 0 0 0 200 20
oxacilline 0 0 60,0 0 0 0 0 0 40,0

slib (n=7) 0,06 012 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 %R
erythromycine 143 0 571 143 0 0 0 0 14,3 14,3
vancomycine 143 42,9 286 143 0 : 0 0 0 0,0
tetracycline 0 28,6 143 0 0 0 0] O 57,1 57,1
salinomycine 143 87 0 0 | 0 0 0 0 0,0
quinu/dalfopristin 0 143 286 57,1 0 | 0 0 0 57,1
sulfa/trimeth* 857 143 0 0 0 0 0 0,0
oxacilline 0 0 0 0 42,9 14,3 0 14,3 28,6

De witte gebieden geven de verdunningsreeks aan die voor elk antibioticum getest is. Waarden boven deze range geven een
MIC-waarde hoger dan de hoogste geteste concentratie aan. Waarden bij de laagst geteste concentratie geven aan dat de MIC-
waarde kleiner is dan of gelijk is aan de laagste geteste concentratie. Verticale lijnen geven de epidemiologische cut-offwaarden
weer. Onderbroken horizontale lijnen geven klinische breakpoints weer. Bij afwezigheid van een onderbroken verticale lijn is
het klinische breakpoint gelijk aan de epidemiologische cut-off (erythromycine), niet bekend (sulfamethoxazole/trimethoprim),
of niet van toepassing (salinomycine). Zie voor de gebruikte bronnen voor breakpoints Bijlage 4.

* sulfamethoxazole/trimethoprim
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Tabel 7 MIC-verdelingen (in %) voor E. faecalis-isolaten uit rivieren, beek en slib voor verschillende antibiotica
(concentraties in mg/L), alsmede het percentage resistente isolaten (R%)

MIC (%) verdeling mg/L

totaal (n=32) 0,06 012 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 %R
erythromycine 281 125 94 313 0 0 0 0 188 18,8
vancomycine 0 250 594 15,6 0 E 0 0 0 0 0
tetracycline 0 94 344 94 0 | 0 01 0 46,9 46,9
salinomycine 25 719 31 o] o 0 0 0 0 0
quinu/dalfopristin 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
sulfa/trimeth* 875 0 0 | 0 0 31 0 9,4 12,5
oxacilline 0 0 0 0 0 31 625 281 6,3

rivieren (n=18) 0,06 012 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 %R
erythromycine 16,7 22,2 11,1 333 0 0 0 0 16,7 16,7
vancomycine 0 16,7 61,1 22,2 0 E 0 0 0 0
tetracycline 0 56 444 111 0 | 0 01 O 38,9 38,9
salinomycine 278 66,7 56 o] o 0 0 0 0
quinu/dalfopristin 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
sulfa/trimeth* 83,3 0 0 I 0 0 0 0 16,7 16,7
oxacilline 0 0 0 0 0 56 778 16,7 0

beek (n=13) 0,06 012 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 %R
erythromycine 385 0 77 308 0 0 0 0 231 231
vancomycine 0 385 615 0 0 : 0 0 0 0
tetracycline 0 154 23,1 0 0 0 01 0 61,5 61,5
salinomycine 231 769 O o] o 0 0 0 0
quinu/dalfopristin 10 0o o o0 o o o o] 0
sulfa/trimeth* 92,3 0 0 I 0 0 7,7 0 7,7
oxacilline 0 0 0 0 0 0 462 385 154

Omdat slechts één stam uit slib werd verkregen toont de tabel alleen de afzonderlijke resultaten voor de isolaten uit de rivieren
en de beek. Het isolaat uit slib is geincludeerd in de verdeling met de totale isolaten. De witte gebieden geven de
verdunningsreeks aan die voor elk antibioticum getest is. Waarden boven deze range geven een MIC-waarde hoger dan de
hoogste geteste concentratie aan. Waarden bij de laagst geteste concentratie geven aan dat de MIC-waarde Kleiner is dan of
gelijk is aan de laagste geteste concentratie. Verticale lijnen geven de epidemiologische cut-offwaarden weer. Onderbroken
verticale lijnen geven klinische breakpoints weer. Bij afwezigheid van een onderbroken verticale lijn is het klinische breakpoint
gelijk aan de epidemiologische cut-off (erythromycine), niet bekend (sulfamethoxazole/trimethoprim), of niet van toepassing
(salinomycine). Zie voor de gebruikte bronnen voor breakpoints Bijlage 4.

*sulfamethoxazole/trimethoprim.
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Figuur 4 Percentages resistente E. faecium- (boven) en E. faecalis- isolaten (onder) uit oppervlaktewater
(rivieren, beek) en slib in Noordoost-Brabant

Voor E. faecalis is slib niet weergegeven, omdat er maar één isolaat beschikbaar was.
* sulfamethoxazole/trimethoprim.

De percentages gevoelige, monoresistente en multiresistente stammen zijn weergegeven in Figuur 5.
Van alle E. faecium- en E. faecalis isolaten uit oppervlaktewater en slib was respectievelijk 80% en
47% resistent tegen één of meerdere van de 6 geteste antibiotica, en respectievelijk 45% en 19% waren
multiresistent. Sommige van de E. faecium-stammen (7,8%) hadden 4 of 5 verschillende resistenties,
voor E. faecalis was het maximale aantal resistenties dat per isolaat werd aangetroffen 3.
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Figuur 5 Percentages gevoelige, monoresistente en multiresistente E. faecium- en E. faecalis-isolaten uit

oppervlaktewater en slib in Noordoost-Brabant
Resultaten voor isolaten uit rivieren, beek en slib zijn samengevoegd weergegeven.

3.1.2.2 E.durans, E. hirae, en de overige Enterococcus-species

De gevoeligheid van de E. durans- en E. hirae-isolaten uit de oppervlaktewateren en slib voor de
geteste antibiotica zijn weergegeven als MIC-verdelingen in Tabel 8. Vanwege het relatief lage aantal
E. durans- en E. hirae-isolaten zijn voor de gegevensverwerking alle isolaten uit water en slib
samengevoegd. De resultaten van de E. mundtii- (n=9), E. casseliflavus- (h=9), E. gilvus- (n=1) en

E. caccae/moraviensis/silesiacus- (n=1) isolaten zijn gezamenlijk verwerkt in één MIC-verdeling. Deze
MIC-verdeling is ook weergegeven in Tabel 8. De percentages resistentie zijn gebaseerd op de
breakpoints van E. faecium en E. faecalis. De breakpoints van quinupristine/dalfopristine wijken voor
E. faecium en E. faecalis sterk van elkaar af (EFSA 2008). Bij gebruik van het E. faecium breakpoint
(1 mg/L) was een groot deel van de E. durans, E. hirae, en de overige Enterococcus spp. resistent voor
deze antibioticumcombinatie. Bij gebruik van het breakpoint voor E. faecalis (32 mg/L) was echter
geen van de isolaten resistent. Verder werd in alle drie de groepen resistentie waargenomen tegen
tetracycline en erythromycine. Bij de overige Enterococcus-soorten kwam resistentie alleen voor bij

E. casseliflavus en E. mundtii (Tabel 9). Salinomycineresistentie werd alleen aangetroffen bij E. durans
en E. hirae. Sulfamethoxazole/trimethoprimresistentie werd alleen aangetroffen bij E. hirae en van de
overige soorten bij E. casseliflavus. Vancomycineresistentie (MIC van 8 mg/L) werd alleen bij

E. casseliflavus aangetroffen, bij 2 van de 9 isolaten. De andere 7 E. casseliflavus isolaten waren niet
vancomycine-resistent, maar hadden wel relatief hoge MIC-waarden van 4 mg/L. Relatieve
ongevoeligheid voor vancomycine is een intrinsieke eigenschap van E. casseliflavus en wordt
veroorzaakt door de aanwezigheid van VanC-genen (Vincent et al., 1991; Clark et al., 1998).

De percentages gevoelige, monoresistente en multiresistente stammen voor E. durans, E. hirae, en de
overige Enterococcus-soorten zijn weergegeven in Figuur 6. Respectievelijk 86%, 53% en 75% van de
stammen had ten minste één resistentie, en 14%, 42%, en 25% waren multiresistent. Bij de ‘overige
Enterococcus-soorten’ waren alle resistente stammen E. mundtii of E. casseliflavus; multiresistentie
werd bij deze soorten aangetroffen bij respectievelijk één en vier van de negen isolaten.
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Tabel 8 MIC-verdelingen (in %) voor E. durans en E. hirae uit oppervlaktewater en slib voor verschillende

antibiotica (concentraties in mg/L), alsmede het percentage resistente isolaten (R%)

E.durans MIC (%) verdeling mg/L

totaal (n=29) 006 0112 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 %R
erythromycine 552 34 34 34 310]| 34 0 0 0 34
vancomycine 51,7 448 34 0 0 0 0 0 0 0
tetracycline 0 241 621 O 0 | 0 0 0 138 13,8
salinomycine 0 793 172 0 | 3,4 0 0 0 0 34
quinu/dalfopristin 172 0 0 | 138 586 103 0 0 || 0 82,8 /0%
sulfa/trimeth* %6 34 0 0 0 0 0 0 0
oxacilline 0 0 69 34 138 69 103 241 345

E.hirae MIC (%) verdeling mg/L

totaal (n=19) 006 012 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 %R
erythromycine 895 0 0 0 0 53 0 0 53 10,6
vancomycine 105 895 0 0 | 0 0 0 0 0 0
tetracycline 0 368 158 0 0 | 0 0 105 | 36,8 473
salinomycine 105 474 211 0 | 211 0 0 0 0 21,1
quinu/dalfopristin 579 0 53 | 105 263 0 0 o | o 36,8/ 0%
sulfa/trimeth* 78,9 0 0 0 0 0 158 | 53 21,1
oxacilline 211 53 158 105 263 53 105 53 0

Overige Ent spp. MIC (%) verdeling mg/L

totaal (n=20) 006 012 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 % R
erythromycine 550 10 5 10 5 0 0 0 15,0 15
vancomycine 250 300 0 35 | 10 0 0 0 0 10
tetracycline 5 50 300 35 10 | 0 0 0 15,0 15
salinomycine 100 600 200 10 | 0,0 0 0 0 0 0
quinu/dalfopristin 200 o 150] o 650 5 5 o || o 75,0/ 0%
sulfa/trimeth* 950 0 0 | 0 0 0 0 5,0 5,0
oxacilline 50 00 00 00 300 300 200 100 5

De witte gebieden geven de verdunningsreeks aan die voor elk antibioticum getest is. Waarden boven deze range geven een
MIC-waarde hoger dan de hoogste geteste concentratie aan. Waarden bij de laagst geteste concentratie geven aan dat de MIC-
waarde kleiner is dan of gelijk is aan de laagste geteste concentratie. Verticale lijnen geven de epidemiologische cut-offwaarden
van E. faecium en E. faecalis weer. Bij quinupristine/dalfopristine geeft de enkele lijn de epidemiologische cut-offwaarde van
E. faecium, de dubbele lijn de epidemiologische cut-offwaarde van E. faecalis weer.
*Percentages resistente isolaten bepaald aan de hand van de respectievelijke breakpoints van E. faecium en E. faecalis.

Tabel 9 Voorkomende resistenties bij de verschillende Enterococcus-soorten
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erythromycine +() +(2) +(1) +(2) +(17) +(6)
vancomycine - - - +(2) - - - -
tetracycline +(4) +(9) +(1) +(2) - - +(32) +(15)
salinomycine +(1) +(4) - - - - +(3) -
quinu-/dalfopristine +@24) +@) +(6) +©° - . +(40) -
sulfa/trimethoprim® - +(4) - +(1) - . +(12) +(4)

Weergegeven is of resistentie tegen de verschillende antibiotica wel (+) of niet (-) is aangetroffen, met daarachter tussen
haakjes het aantal isolaten met de betreffende resistentie. In grijs zijn de ‘overige’ Enterococcus-species weergegeven.

*Bij gebruik van breakpoint van E. faecium.
*E. caccae/ E. moraviensis/E. silesiacus.
SSulfamethoxazole/trimethoprim.
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Figuur 6 Percentages gevoelige, monoresistente en multiresistente E. durans, E. hirae en overige Enterococcus

spp.-isolaten uit oppervlaktewater en slib in Noordoost-Brabant
Resultaten voor isolaten uit rivieren, beek en slib zijn samengevoegd weergegeven. Voor de berekening van
quinupristine/dalfopristine-resistentie is uitgegaan van het breakpoint van E. faecium.

3.1.3 Staphylococcen

Uit de verschillende monsters werden in totaal 26 Staphylococcus-stammen geisoleerd die door middel
van API120staph en 16S rDNA-sequentieanalyse bevestigd en op soort gebracht konden worden.
Hiervan waren 24 afkomstig uit de rivieren en 2 uit de beek. Er werden geen monsters uit slib
verkregen. Vijf van de Staphylococcus-isolaten (21%) werden geidentificeerd als S. aureus, waarvan 2
uit de beek en 3 uit de rivieren afkomstig waren. De overige stammen waren coagulase-negatieve
staphylococcen (CNS). Van 16 van de Staphylococcus-isolaten werd een antibioticumgevoeligheids-
profiel verkregen, het betrof 3 S. aureus en 13 CNS (zie Tabel 10). Vanwege dit geringe aantal is voor
de data-analyse geen uitsplitsing naar locatie van herkomst gemaakt en zijn alle isolaten uit water
(rivieren en beek) samengevoegd. De MIC-verdelingen in Tabel 11 geven de resultaten weer voor alle
gevonden Staphylococcus-soorten. Voor de berekening van de percentages resistente

Staphylococcus spp. is rekening gehouden met de verschillende epidemiologische cut-offwaarden van
S. aureus en CNS voor oxacilline en vancomycine (Tabel 11, Bijlage 4). Een grafische weergave van
de MIC-verdelingen is te zien in Bijlage 8.

Tabel 10 Staphylococcus-soorten met antibioticumprofiel geisoleerd uit de rivieren en beek in Noordoost-

Brabant

Staphylococcus-species Aantal Locatie

S. aureus 3 Beek (2), Rivieren (1)
S. cohnii ssp. urealyticum 4 Rivieren

S. condimenti 2 Rivieren

S. epidermidis 1 Rivieren

S. lentus 3 Rivieren

S. pulvereri (=S. vitulinus) | 2 Rivieren

S. simulans 1 Rivieren
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Tabel 11 MIC-verdelingen (in %) voor staphylococcen uit oppervlaktewater voor verschillende antibiotica
(concentraties in mg/L), alsmede het percentage resistente isolaten (R%)

Staph.spp. MIC (%) verdeling mg/L

(n=16) 006 012 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 %R
erythromycine 31,3 0 o] 63 6,31 125 0 0] 438 68,8
vancomycine 63 50,0 18,8i|| 0 0 0 0 0 250 25,0
sulfa/trimeth* 438 188] 63 125 63 125 0 0 37,5
tetracycline 63 188 63 125 63 0 63 0 438 56,3
oxacilline 250 125 250 of 63 0o 188 0/ 125 37,5
salinomycine 6,3 125 250 31,3 0 0 0 0| 25,0 25,0
ciprofloxacin 12,5 250 438 125 0| 0 0 0 0 0 63 6,25
clindamycine 0 133 267] 0 67 ol 20,0 0 0 0 0 0 0/ 333 60,0

De witte gebieden geven de verdunningsreeks aan die voor elk antibioticum getest is. Waarden boven deze range geven een
MIC-waarde hoger dan de hoogste geteste concentratie aan. Waarden bij de laagst geteste concentratie geven aan dat de MIC-
waarde kleiner is dan of gelijk aan de laagste geteste concentratie. Doorgetrokken verticale lijnen geven de breakpoints van
CNS weer, dubbele verticale lijnen de breakpoints van S. aureus. Onderbroken lijnen geven de klinische breakpoints voor S.
aureus en CNS weer. Voor de gebruikte bronnen voor de breakpoints, zie Bijlage 4. Bij afwezigheid van onderbroken lijnen is
er of geen klinisch breakpoint bekend (salinomycine), of is het klinisch breakpoint gelijk aan de epidemiologische cut-off
(ciprofloxacine). In de berekening van de percentages resistente stammen is rekening gehouden met de verschillende

breakpoints voor S. aureus en CNS.
*sulfamethoxazole/trimethoprim.

Voor alle geteste antibiotica werden resistente Staphylococcus-stammen gevonden. Resistentie tegen
erythromycine, clindamicine en tetracycline kwam bij meer dan de helft van alle stammen voor.
Daarnaast was een relatief hoog percentage oxacilline-resistent (37,5%). Oxacillineresistentie werd
aangetroffen bij S. aureus, S. epidermidis, S. cohnii spp. urealyticum en S. lentus (Tabel 12). Met
uitzondering van resistentie tegen ciprofloxacin, dat alleen bij S. cohnii werd gevonden, kwamen alle
resistenties zowel bij CNS als bij de S. aureus-stammen voor (Tabel 12). Bij de drie S. simulans- en S.
pulvereri-isolaten werden geen resistenties aangetroffen.

Tabel 12 Voorkomende resistenties bij de verschillende Staphylococcus-soorten
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erythromycine +(3) +(3) +(1) +(3) - - +

vancomycine +(3) - - - - -

sulfa/trimeth” +(1)  +(@ +@Q)  +@) - - )
tetracycline +(1) +(3) + (1) +(3) - - +
oxacilline +(3) +(1) - +(1) - - +
salinomycine +(3) - - - - - +
ciprofloxacin - +(1) - - - - -
clindamycine +(3) +(1) +(1) +(3) - - +

Weergegeven is of resistentie tegen de verschillende antibiotica wel (+) of niet (-) is aangetroffen, met daarachter tussen
haakjes het aantal isolaten met de betreffende resistentie.

*Sulfamethoxazole/trimethoprim

Alle oxacillineresistente Staphylococcus-stammen waren multiresistent, en de S. aureus- en S.
epidermidis-stammen bleken tevens resistent te zijn voor vancomycine. Dit laatste is opmerkelijk,
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omdat deze resistentie zeer zeldzaam is bij staphylococcen, en niet eerder in Nederland is aangetroffen.
Omdat deze bevinding niet bevestigd kon worden (vanwege het verloren gaan van de isolaten) kan hier
echter niet de definitieve uitspraak worden gedaan dat vancomycine-resistente staphylococcen in het
water zijn gevonden.

De percentages gevoelige, monoresistente, en multiresistente stammen zijn in Figuur 7 weergegeven
voor alle Staphylococcus-isolaten en voor S. aureus en CNS afzonderlijk. De percentages
multiresistente stammen waren erg hoog: 75% van alle geisoleerde Staphylococcus-stammen was
multiresistent. Alle drie de S. aureus-stammen waren multiresistent, van de CNS-stammen was 69%
resistent.
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Figuur 7 Percentages gevoelige, monoresistente en multiresistente stapylococcen, S. aureus en CNS uit

oppervlaktewater en slib in Noordoost-Brabant
Resultaten voor isolaten uit rivieren, beek en slib zijn samengevoegd weergegeven.

3.2 Pathogenen

3.2.1 Campylobacter

In totaal zijn uit alle monsters 24 Campylobacter-isolaten verkregen, waarvan er 17 als C. coli (71%),
5 als C. jejuni subspecies jejuni (21%) en 2 als C. lari (8,3%) werden geidentificeerd. Eenentwintig
isolaten waren afkomstig uit de rivieren, twee uit de beek op het recreatieterrein (1 C. coli en

1 C. jejuni) en één (C. coli) uit een monster slib. Van 23 van de 24 Campylobacter-isolaten werd een
antibioticumprofiel verkregen. De gevoeligheid van de Campylobacter-stammen voor de geteste
antibiotica is als MIC-verdeling weergegeven in Tabel 13. Een grafische weergave van deze MIC-
verdelingen is te zien in Bijlage 9. Vanwege het geringe aantal C. jejuni- en C. lari-stammen, en het
geringe aantal stammen uit de beek en het slib, is hierbij geen uitsplitsing naar species en herkomst
gemaakt. Voor de berekening van de percentages resistente Campylobacter spp. is rekening gehouden
met de verschillende breakpoints voor C. coli- en C. jejuni-stammen (Tabel 13, Bijlage 4). Voor C. lari
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zijn geen breakpoints bekend en zijn voor de berekening van percentages resistente stammen de
breakpoints van C. coli gebruikt.

Tabel 13 MIC-verdelingen (in %) voor Campylobacter-isolaten uit oppervlaktewater en slib (concentraties in
mg/L) alsmede het percentage resistente stammen (%R)

C.spp MIC (%) verdeling mg/L
totaal (n=23) 006 012 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 %R
erythromycine 522 174 130 174 o o] o 0 0 0,0
gentamicine 21,7 565 130 o 0 0 0 0 |87 87
streptomycine 391 304 | 87 I 43 43 43 8,7 0 0,0 21,7
neomycine 348 435] 87|87 o 0 0o 43 [ 0 13,0
tetracycline 65,2 0 8,7 0 43 0 0 0 21,7 26,1
ciprofloxacine 739 43 0 4,3 | 0 0 4,3 13,0 0 17,4
nalidixinezuur 0 43 478 21,7 87 0 | 0 0 17,4 17,4
tulathromycine 87,0 13,0 0 0 0 0 0 0 0 0,0
ampicilline 0 0 43 0 348 304 174 87 | 43 13,0
clarythromycine 522 87 174 130 87| 0 o] o [ 00 0,0
sulfamethoxazole 0 130 304 21,7 43 0 | 43 13,0 13,0 30,4
chloramphenicol 87 565 174 87 | 87 0 0 0 0 8,7

De witte gebieden geven de verdunningsreeks aan die voor elk antibioticum getest is. Waarden boven deze range geven een
MIC-waarde hoger dan de hoogste geteste concentratie aan. Waarden bij de laagst geteste concentratie geven aan dat de MIC-
waarde kleiner is dan of gelijk aan de laagste geteste concentratie. Doorgetrokken verticale lijnen geven de breakpoints van C.
coli weer, dubbele verticale lijnen de breakpoints van C. jejuni. Bij afwezigheid van dubbele verticale lijn is het breakpoint van
C. coli en C. jejuni gelijk. De gebruikte breakpoints zijn epidemiologische cut-offwaarden (zie Bijlage 4). Voor de C. lari-
isolaten is het breakpoint van C. coli gebruikt.

Resistenties werden gevonden tegen 9 van de 12 geteste antibiotica. De meest frequent voorkomende
resistenties (>15% van de stammen) waren tegen sulfamethoxazole, tetracycline, streptomycine,
ciprofloxacine, en nalixidinezuur, gevolgd door ampicilline, neomicine, gentamicine en
chloramphenicol. Ampicilline- en chloramphenicolresistentie werd niet gevonden bij C. coli stammen.
Chloramphenicolresistentie werd alleen gevonden bij C. lari (Tabel 14).

Tabel 14 Voorkomende resistenties bij de verschillende Campylobacter-soorten

C. coli (n=17) C. jejuni (n=4) C. lari (n=2)

erythromycine - - -

gentamicine +(2) - -
streptomycine +(4) + (1) -
neomycine +(2) - -
tetracycline +(4) +(2) -
ciprofloxacine +(4) - -
nalidixinezuur +(4) - -
tulathromycine - - -
ampicilline - +(2) +(2)*
clarithromycine - - -
sulfamethoxazole  + (4) +(3) -

chloramphenicol - +(2)*

Weergegeven is of resistentie tegen de verschillende antibiotica wel (+) of niet (-) is aangetroffen, met
daarachter tussen haakjes het aantal isolaten met de betreffende resistentie.
*Breakpoints gebruikt van C. coli en C. jejuni.

De percentages gevoelige, monoresistente, en multiresistente Campylobacter-stammen zijn in Figuur 8
weergegeven. Van de C. coli- en C. jejuni-stammen hadden respectievelijk 29% en 75% tenminste één
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resistentie en waren 24% en 50% multiresistent. Er werden 3 (18%) C. coli stammen gevonden met 6
of 7 resistenties. Deze C. coli-isolaten waren alle drie afkomstig uit dezelfde rivier (Hooge Raam), twee
uit watermonsters, één uit slib. Het enige C. jejuni-isolaat dat resistentie vertoonde tegen vier
antibiotica was eveneens afkomstig uit de Hooge Raam. Beide uit water geisoleerde C. lari-stammen
hadden twee resistenties, tegen ampicilline en chloramphenicol, en waren eveneens afkomstig uit water
van de Hooge Raam.

Campylobacter (n=23)
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Figuur 8 Percentages gevoelige, monoresistente en multiresistente Campylobacter-isolaten uit

oppervlaktewater en slib in Noordoost-Brabant
Resultaten voor isolaten uit rivieren, beek en slib zijn samengevoegd weergegeven.

3.3 Milieubacterién

3.3.1 Aeromonas

Uit de verschillende oppervlaktewater- en slibmonsters zijn in totaal 229 Aeromonas-stammen
geisoleerd, waarvan voor 204 een antiboticumgevoeligheidsprofiel is verkregen. De
antibioticumgevoeligheid van de Aeromonas spp.-isolaten uit rivieren, beek en slib zijn in Tabel 15
weergegeven in de vorm van MIC-verdelingen. Een grafische weergave van deze MIC-verdelingen is
te zien in Bijlage 10. Voor Aeromonas zijn geen epidemiologische cut-offwaarden bekend, de
percentages resistente stammen zijn daarom gebaseerd op klinische breakpoints van het CLSI (zie
Bijlage 4).

De percentages resistente Aeromonas-stammen zijn per milieucompartiment weergegeven in Figuur 9.
Alle Aeromonas-isolaten waren resistent tegen ampicilline, wat in overeenstemming is met de
beschreven intrinsieke resistentie van Aeromonas-soorten voor dit antibioticum (Morita et al., 1994;
Vila et al., 2002; Castro-Escarpulli et al., 2003). De meerderheid (60-78%) van de isolaten was
resistent tegen sulfamethoxazole. Daarnaast werd in alle milieucompartimenten resistentie tegen
trimethoprim en tetracycline aangetroffen, maar met een hogere frequentie bij Aeromonas-isolaten uit
slib dan uit oppervlaktewater. Voor cefotaxime kan geen uitspraak gedaan worden over het percentage
resistente Aeromonas-stammen. Gebaseerd op het klinische break-point zijn resistente stammen
stammen met een MIC-waarde > 32 mg/L, terwijl de hoogste geteste concentratie 16 mg/L was. Van
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alle Aeromonas-stammen had 6,8% een MIC-waarde hoger dan 16 mg/L: deze zijn in de twee uiterste
gevallen allemaal resistent of allemaal gevoelig. Er kan dus slechts geconcludeerd worden dat tussen de
0 en 6,8% van de stammen resistent was tegen cefotaxime.

Tabel 15 MIC-verdelingen (in %) voor Aeromonas-isolaten uit riviertjes, een beek en slib uit een van de riviertjes
voor verschillende antibiotica (concentraties in mg/L), alsmede het percentage resistente isolaten (R%)

MIC (%) verdeling mg/L

rivieren (n=140) 0,06 0,12 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 %R
cefotaxime 843 21 21 07 07 07 0 29 6,4|

trimethoprim 29 464 314 57 0 7| 21 07 07 93 12,9
ciprofloxacin 97,1 29 0 0 0 0| 0 0 0 0
tetracycline 90,7 57 2,1 0| 0 0,7 0 0 07 0,7
sulfamethoxazole o 07 21 29 50 10,7| 31,4 229 243 779
ampicilline 0 0 0 0 0 o] 0 100 100
beek (n=49) 0,06 012 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 %R
cefotaxime 694 20 20 61 20 41 41 41  6]]

trimethoprim 6,1 184 510 10,2 O| 2,0 0 41 82 14,3
ciprofloxacin 959 41 0 0 0 0| 0 0 0 0
tetracycline 837 82 00 0| 61 20 0 0 0 8,2
sulfamethoxazole 0 0 0 41 122 16,3| 245 224 204 67,3
ampicilline 0 0 0 0 0 q 0 100 100
slib (n=15) 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 %R
cefotaxime 533 133 0 0 0 0 0 200 133]

trimethoprim 00 6,7 26,7 200 6,7| 0 0 0 40,0 40,0
ciprofloxacin 80,0 6,7 6,7 0 6,7 0| 0 0 00 0
tetracycline 46,7 6,7 6,7 0| 33,3 0 6,7 0 0 40
sulfamethoxazole 0 0 26,7 6,7 6,7 0| 200 6,7 333 60,0
ampicilline 0 0 0 0 0 0| 0,00 100 100

De witte gebieden geven de verdunningsreeks aan die voor elk antibioticum getest is. Waarden boven deze range geven een
MIC-waarde hoger dan de hoogste geteste concentratie aan. Waarden bij de laagst geteste concentratie geven aan dat de MIC-
waarde kleiner is dan of gelijk aan de laagste geteste concentratie. Doorgetrokken verticale lijnen geven de klinische
breakpoints weer. VVoor gebruikte bronnen voor breakpoints, zie Bijlage 4.

Aeromonas (n=204)
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rivieren (n=140) beek (n=49) slib (n=15)

Figuur 9 Percentage resistente Aeromonas-isolaten afkomstig uit oppervlaktewater (rivieren, beek) en slib in
Noordoost-Brabant
Voor cefotaxime geven de balken het percentage stammen weer met MIC-waarde >16 mg/L.
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Van de 204 stammen met een antibioticumgevoeligheidsprofiel werden 169 op soort gebracht door
middel van glucosevergisting en escaline-hydrolyse (Anonymous 1989). Op deze manier werden 138
(68%) isolaten geidentificeerd als A. hydrophila, 20 (9,8%) als A. caviae, en 11 (5,4%) als A. sobria.
Alle drie de geidentificeerde soorten werden aangetroffen op alle locaties (Tabel 16). De percentages
resistente stammen per species zijn weergegeven in Figuur 10. Sulfamethoxazoleresistentie werd het
meest aangetroffen bij A. hydrophila (78%), gevolgd door A. caviae (65%) en A. sobria (45%). Voor
trimethoprim en tetracycline waren er grote verschillen in resistentie-prevalentie tussen de drie soorten.
Ook wat betreft het percentage stammen met een MIC > 16mg/L voor cefotaxime waren er verschillen
tussen de drie soorten. Resistentie tegen trimethoprim en MIC >16 mg/L voor cefotaxime kwam in
hogere frequentie voor bij A. caviae (65% en 30%) en A. sobria (55% en 27%), maar weinig bij A.
hydrophila (8% en 3%). Tetracyclineresistentie kwam vooral voor bij A. caviae (35%), en niet of
nauwelijks bij A. sobria (0%) en A. hydrophila (3%).

Tabel 16 Op soort gebrachte Aeromonas-soorten met antibioticumgevoeligheidsprofiel uit de onderzochte
rivieren, beek en monsters slib in Noordoost-Brabant

Aeromonas-species Aantal geisoleerd uit
Rivieren Beek Slib Totaal (%)
A. hydrophila 95 34 9 138 (81,7)
A. caviae 10 6 4 20 (11,8)
A. sobria 10 0 1 11 (6,5)
Totaal 115 40 14 169 (100)
Aeromonas (n=169)
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Figuur 10 Percentage resistente A. hydrophila, A. caviae, en A. sobria afkomstig uit het milieu (rivieren, beek en
slib) in Noordoost-Brabant
Voor cefotaxime geven de balken het percentage stammen weer met MIC-waarde >16 mg/L.

In Figuur 11 zijn de percentages gevoelige, monoresistente en multiresistente stammen weergegeven,
uitgesplitst naar locatie en naar soort. Vanwege de intrinsieke resistentie tegen ampicilline waren alle
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stammen resistent tegen ten minste één antibioticum. De percentages Aeromonas-stammen met
daarnaast minstens één verworven resistentie waren hoog en vergelijkbaar voor isolaten uit de rivieren
(83%), beek (71%) en slib (80%). Verworven resistentie kwam iets meer voor bij A. sobria (91%) dan
bij A. hydrophila (79%) en A. caviae (80%). Isolaten met meer dan één verworven resistentie (dat wil
zeggen naast ampicilline nog minstens twee resistenties) werden vaker in slib (40%) dan in rivieren
(9%) en beek (12%) gevonden, en waren vaker A. caviae (60%), dan A. sobria (27%) of A. hydrophila
(7%). Het maximale aantal verworven resistenties was 4, wat werd gevonden bij A. caviae- (10%) en
A. hydrophila-isolaten (0,7%).
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Figuur 11 Percentages gevoelige, monoresistente en multiresistente Aeromonas-isolaten uitgesplitst naar

afkomst uit rivieren, beek en slib in Noordoost-Brabant (boven) en naar soort (onder)

In de analyse is een MIC > 16mg/L voor cefotaxime als resistent beschouwd.
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3.3.2 Pseudomonas aeruginosa

Uit de verschillende oppervlaktewatermonsters zijn in totaal 29 P. aeruginosa-stammen geisoleerd. Er
werden geen P. aeruginosa-isolaten uit de slibmonsters verkregen. Van 22 van deze stammen is een
antibioticumgevoeligheidsprofiel bepaald, waarvan 11 isolaten uit de rivieren afkomstig waren en 11
uit de beek. De antibioticumgevoeligheidsprofielen voor de P. aeruginosa-stammen uit
oppervlaktewater zijn weergegeven als MIC-verdelingen in Tabel 17. Een grafische weergave van de
MIC-verdelingen is te zien in Bijlage 11.

Tabel 17 MIC-verdelingen (in %) voor P. aeruginosa-isolaten uit oppervlaktewater (concentraties in mg/L),
alsmede het percentage resistente isolaten (R%)

oppervlaktewater MIC (%) verdeling mg/L

(n=22) 0,06 012 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 %R
cefotaxime 0 0 0 0 0 0 18,2 50,0 31,8|

trimethoprim 0 0 q 0 0 0 0 0 100 100
ciprofloxacin 0 136 84 O o o 0 0 0 0
tetracycline 0 0 0 0| 22,7 72,7 45 0 100
sulfamethoxazole 0 0 0 45 9,1 63,6| 13,6 9,1 0 22,7
ampicilline 0 0 0 0 0 0 0 100 100
meripenem 27,3 0 9,1 0 636 0| 0 0 0 0 0 0
imipenem 0 0 0 0 818 91 9,1| 0! 0 0 0 0

De witte gebieden geven de verdunningsreeks aan die voor elk antibioticum getest is. Waarden boven deze range geven een
MIC-waarde hoger dan de hoogste geteste concentratie aan. Waarden bij de laagst geteste concentratie geven aan dat de MIC-
waarde kleiner is dan of gelijk aan de laagste geteste concentratie. De verticale lijnen geven de klinische breakpoints weer, de
onderbroken lijnen de epidemiologische cut-offwaarden (zie Bijlage 4). Voor cefotaxime was de epidemiologische cut-
offwaarde gelijk aan het klinische breakpoint.

Voor slechts vier van de geteste antibiotica (cefotaxime, ciprofloxacine, meropenem, imipenem) zijn
epidemiologische cut-offwaarden van P. aeruginosa beschikbaar (EUCAST, 2010). Voor alle
onderzochte antibiotica zijn wel klinische breakpoints beschikbaar, zij het uit diverse bronnen (zie
Bijlage 4). Deze zijn daarom gebruikt voor de berekening van de percentages resistente stammen. Voor
cefotaxime kan geen uitspraak gedaan worden over het percentage resistente P. aeruginosa-stammen
uit oppervlaktewater. Resistente stammen zijn — bij gebruik van beide breakpoints — stammen met een
MIC-waarde >32 mg/L, terwijl de hoogste geteste concentratie 16 mg/L was. Van de stammen had
32% een MIC hoger dan 16mg/L, met andere woorden: tussen de 0 en 32% van de stammen was
resistent tegen cefotaxime. Drieéntwintig procent van de stammen was resistent tegen
sulfamethoxazole. MIC-waarden > 16mg/L voor cefotaxime en resistentie tegen sulfamethoxazole
werden vaker bij de P. aeruginosa-stammen uit de rivieren dan bij stammen uit de beek gevonden
(Figuur 12).

Alle stammen waren resistent voor trimethoprim, tetracycline en ampicilline, wat verklaard wordt door
intrinsieke resistentie (Livermore, 2002; Mesaros et al., 2007; Strateva en Yordanov, 2009). Geen van
de isolaten was resistent tegen ciprofloxacin, meripenem, en imipenem. Als de MIC-waarde >16 mg/L
voor cefotaxime als resistent werd beschouwd, had 64% van de stammen uit de rivieren meer dan drie
resistenties, en dus minstens één verworven resistentie, vergeleken met 18% van de stammen uit de
beek (Figuur 13). Isolaten met vijf resistenties (dat wil zeggen met sulfamethoxazole- én
cefotaximeresistentie) werden alleen in de rivieren gevonden.
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Figuur 12 Percentage resistente P. aeruginosa-stammen afkomstig uit het milieu (rivieren, beek en slib) in
Noordoost-Brabant
Voor cefotaxime geven de balken geven het percentage stammen weer met MIC-waarde >16 mg/L.
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Figuur 13 Percentages multiresistente P. aeruginosa-isolaten afkomstig uit rivieren en een beek in Noordoost-
Brabant

In de analyse is een MIC > 16mg/L voor cefotaxime als resistent beschouwd.

3.3.3 Clostridium

De water- en slibmonsters zijn op een van de monsternamedagen onderzocht op de aanwezigheid van
Clostridium. Er werden in totaal 13 bevestigde Clostridium-stammen gevonden, waarvan twaalf
werden geidentificeerd als C. bijerinkki/butyricum en één als C. bifermentans. Van zeven van de

C. beijerinckii/butyricum-stammen en van de C. bifermentans konden antibioticumgevoeligheids-
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profielen worden bepaald. Van deze isolaten kwamen drie C. beijerinckii/butyricum-stammen uit de
rivieren, één uit de beek en drie uit het slib. De C. bifermentans kwam uit een van de rivieren. De
antibioticumgevoeligheid van deze stammen zijn als MIC-verdelingen weergegeven in Tabel 18.
Gezien het geringe aantal stammen is voor de analyses geen uitsplitsing naar herkomst gemaakt. VVoor
de gevonden Clostridium-soorten zijn geen epidemiologische gegevens of klinische breakpoints
bekend. VVoor een aantal van de geteste antibiotica, namelijk erythromycine, vancomycine, en
tetracycline, zijn wel de klinische breakpoints van C. difficile bekend (zie Bijlage 4). Gezien de
MIC-verdelingen van de milieu-stammen lijkt het gebruik van de C. difficile breakpoints acceptabel.
Gebaseerd op deze breakpoints was 38% en 25% van de Clostridium-stammen uit het milieu resistent
voor respectievelijk erythromycine en vancomycine en was geen van de stammen resistent voor
tetracycline. Daarnaast was 25% van de stammen relatief ongevoelig voor oxacilline en salinomycine.
Ook voor deze antibiotica doen de MIC-verdelingen vermoeden dat bij deze 25% van de stammen
sprake is van resistentie. Alle resistenties werden gevonden in de C. beijerinckii/butyricum-stammen.
Twee van de C. beijerinckii/butyricum-stammen, één uit de beek en één uit één van de rivieren, waren
resistent tegen vier antibiotica. Een van de C. beijerinckii/butyricum stammen had één resistentie, tegen
erythromycine.

Tabel 18 MIC-verdelingen (in %) voor Clostridium-isolaten uit oppervlaktewater (concentraties in mg/L)

oppervlaktewater MIC (%) verdeling mg/L %R
(n=8) 006 012 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024
erythromycine 50,0 12,5 0 0 0 0 125 0 25,0 38
vancomycine 62,5 125 0 0 0 0 0 0 250 25
sulfa/trimeth* 100 0 0 0 0 0 0 01 0 0
tetracycline 250 250 125 125 125 125 O| 0 0 0
oxacilline 375 250 0 125 0 0 0] 250 0 25
salinomicyne 625 125 0 0 0 0 0 01 25,0 25

De witte gebieden geven de verdunningsreeks aan die voor elk antibioticum getest is. Waarden boven deze range geven een
MIC-waarde hoger dan de hoogste geteste concentratie aan. Waarden bij de laagst geteste concentratie geven aan dat de MIC-
waarde kleiner is dan of gelijk aan de laagste geteste concentratie. De verticale lijnen geven klinische breakpoints van C.
difficile weer. Gestippelde lijnen geven handmatige breakpoints weer gebaseerd op de binomiale verdeling (zie Bijlage 4).

3.4 Resultaten op een rij

Voor elke onderzochte bacteriesoort zijn in de verschillende milieumonsters hoge percentages
resistente stammen teruggevonden. De in de vorige paragrafen per soort beschreven resultaten zijn in
Tabel 19 op een rij gezet voor de bacteriesoorten met de meeste isolaten en/of waarvan de meest
volledige breakpointgegevens beschikbaar waren. Bij E. coli en de staphylococcen werden resistenties
tegen alle onderzochte resistentie aangetroffen. Bij de commensalen en (opportunistische) pathogenen
was 29 tot 80% van de gevonden stammen resistent tegen één of meerdere van de geteste antibiotica.
Bij de milieubacterién waren alle stammen resistent, vanwege intrinsieke resistentie tegen ampicilline
(Aeromonas), of ampicilline, tetracycline en trimethoprim (P. aeruginosa). Naast intrinsieke resistentie
werd bij respectievelijk 80 en 41% van de Aeromonas- en P. aeruginosa-stammen ook minstens één
verworven resistentie aangetroffen.

Voor alle bacteriesoorten werden aanzienlijke populaties van multiresistente stammen gevonden,
variérend van 9-12% voor de milieubacterién en 19 tot 75% voor de overige isolaten. In sommige
gevallen waren stammen resistent tegen zeven van de geteste antibiotica.

RIVM Rapport 703719031 41



42

Tabel 19 Percentages resistente bacterie-isolaten uit alle milieumonsters

Aantal Aantal Percentage Percentage Hoogste aantal
antibiotica antibiotica resistente multiresistente resistenties
getest waartegen stammen stammen aangetroffen
resistentie per stam
is gevonden
E. coli 8 8 36° 19° 7
E. faecium 6* 5 80 45 5
E. faecalis 6* 3 47 19 3
S.aureus/CNS 8 8 75 75 7
C. jejuni 12 4 75 50 4
C. coli 12 7 29 24 7
Aeromonas spp. 6 5* 100 (80)° 80 (12)° 5
P. aeruginosa 8 5* 100 (41)° 100 (9)° 5

“Oxacilline is hier niet meegerekend omdat dit antibioticum niet is meegenomen in de data-analyse.

¥MIC >16 mg/L voor cefotaxime is als resistent beschouwd.

SSulfamethoxazole resistentie is buiten beschouwing gelaten omdat gegevens niet voor elk isolaat beschikbaar waren.

>* Tussen haakijes staan de percentages resisente stammen als intrinsieke resistentie buiten beschouwing wordt gelaten, dat wil
zeggen: °voor Aeromonas-isolaten met >1 resistentie, voor P. aeruginosa-isolaten met > 3 resistenties; * voor Aeromonas-
isolaten met >2 resistenties, voor P. aeruginosa-isolaten met > 4 resistenties.

3.5 Vergelijking met resistentie bij landbouwhuisdieren

Voor E. coli, E. faecium, E. faecalis, staphylococcen, C. coli en C. jejuni zijn de percentages resistente
stammen bij landbouwhuisdieren in Nederland in 2006 en 2007 beschreven (MARAN, 2007). Voor
deze bacterién werden de resistenties die gevonden werden bij stammen uit oppervlaktewateren en slib
vergeleken met stammen uit slachtvarkens, vleeskuikens, melkvee, en indien beschikbaar uit
vleeskalveren (Figuren 14 tot en met 17).

E. coli

Alle resistenties die werden aangetroffen bij E. coli-stammen uit oppervlaktewater en slib werden
eerder ook aangetroffen bij landbouwhuisdieren (Figuur 14). VVooral bij slachtvarkens en vleeskuikens
waren de percentages resistente stammen voor de meeste (respectievelijk vijf en zes) van de acht
antibiotica erg hoog. Bij melkvee was dit aanzienlijk lager. De mate van resistentie bij de isolaten uit
de rivieren was — met uitzondering van cefotaxime — voor alle antibiotica intermediair ten opzichte van
slachtvarkens/vleeskuikens en melkvee. Cefotaximeresistentie kwam bij de milieumonsters even vaak
voor als in vleeskuikens, en nauwelijks bij slachtvarkens en melkvee. Chloramphenicolresistentie
kwam relatief weinig voor bij zowel de landbouwhuisdieren als de milieumonsters.

RIVM Rapport 703719031



riyym

E. coli (=902, n=847%)

O beek (n=51, n=39%)

@ rivieren (n=108, n=75%*)
M slib (n=18, n=8%*)

O slachtvarkens (n=248)
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Figuur 14 Percentage resistente E. coli-isolaten uit rivieren, beek en slibmonsters in Noordoost-Brabant

vergeleken met isolaten afkomstig uit slachtvarkens, vleeskuikens en melkvee (MARAN, 2007)
* aantal getest voor sulfamethoxazole.

Enterococcen

De resistenties die gevonden werden bij E. faecium- en E. faecalis-stammen uit slib en/of
oppervlaktewater kwamen ook voor bij landbouwhuisdieren (Figuur 15). De prevalentie van
erythromycine- en tetracyclineresistentie was bij E. faecium-isolaten uit rivieren vergelijkbaar met
stammen uit vleeskuikens en/of in slachtvarkens. Salinomycineresistentie kwam echter vijf tot acht
keer minder vaak voor in de E. faecium-stammen uit de rivieren, en quinupristine-/dalfopristine-
resistentie twee tot drie keer minder vaak. Vancomycineresistentie, wat bij 2% van de stammen uit
slachtvarkens werd gevonden, werd bij geen van de 64 E. faecium-isolaten uit het milieu aangetroffen.
De resistenties die het meest frequent werden aangetroffen bij E. faecalis-stammen uit
oppervlaktewater, tetracycline- en erythromycineresistentie, komen ook frequent voor bij stammen uit
feces van landbouwhuisdieren. De prevalentie van resistente isolaten uit oppervlaktewater was voor
beide antibiotica twee tot drie keer lager dan de prevalentie van resistentie E. faecalis-stammen uit
feces van mestkuikens en slachtvarkens.
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Figuur 15 Percentage resistente E. faecium- (boven) en E. faecalis-isolaten (onder) uit rivieren, beek en slib in

Noordoost-Brabant, vergeleken met isolaten afkomstig uit slachtvarkens, vleeskuikens en melkvee (MARAN,
2007)

Niet weergegeven zijn de antibiotica oxacilline en sulfamethoxazole/trimethoprim, omdat geen gegevens voor
landbouwhuisdieren in Nederland bekend zijn.

Staphylococcen

Voor staphylococcen zijn in Maran (MARAN, 2007) alleen gegevens over antibioticaresistentie
beschikbaar voor isolaten uit melk van koeien met mastitis. In Figuur 16 zijn deze gegevens vergeleken
met de CNS-stammen uit de watermonsters. De percentages antibioticaresistente CNS-stammen die
werden gevonden in oppervlaktewater waren hoger dan in melk van koeien met mastitis.
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Figuur 16 Percentages resistente CNS uit oppervlaktewater in Noordoost-Brabant vergeleken met CNS-isolaten

afkomstig uit melkkoeien met mastitis (MARAN, 2007)
NB = niet bekend.

Campylobacter

Alle resistenties die bij C. coli en C. jejuni uit oppervlaktewater en slib zijn gevonden werden ook bij
vee gevonden (Figuur 17). In het milieu werden bij C. coli vooral de resistenties teruggevonden die in
2006/2007 bij mestkalveren, mestkuikens en/of varkens met de hoogste frequentie werden gevonden,
namelijk resistenties tegen streptomycine, tetracycline, ciprofloxacine, nalidixinezuur en
sulfamethoxazole. Een uitzondering hierop waren de bij C. coli-isolaten uit het milieu aangetroffen
resistenties tegen gentamicine en neomycine, relatief weinig bij dieren werden aangetroffen. Voor

C. jejuni-isolaten uit het milieu leek er geen correlatie te zijn met wat er bij de dieren gevonden werd.
In de meeste gevallen waren de percentages resistentie hoger bij de dier-isolaten, in sommige gevallen
kwamen resistenties echter vaker voor bij de milieu-isolaten (C. coli: gentamicine; C. jejuni:
streptomycine en sulfamethoxazole).
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Figuur 17 Resistente C. coli (boven) en C. jeuni-stammen (onder) afkomstig uit onderzochte milieumonsters
(oppervlaktewater en slib) in Noordoost-Brabant, per antibioticum vergeleken met C. coli- en C. jejuni-stammen

uit vee (MARAN, 2007)
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4 Discussie

De onderzochte microbiéle populatie in oppervlaktewater en slib in een gebied met een hoge
concentratie aan veehouderijen in het noordoostelijke deel van de provincie Noord-Brabant bevat hoge
percentages antibioticaresistente en multiresistente bacterién. Bij commensale bacterién en
(opportunistische) pathogenen, E. coli, enterococcen, staphylococcen en Campylobacter, varieerden de
percentages resistente stammen van 29 tot 80%. Bij dezelfde bacterién was 19 tot 75% resistent tegen
twee of meer antibiotica. Omdat de milieubacterién Aeromonas en P. aeruginosa intrinsiek resistent
zijn tegen één (Aeromonas) of drie (P. aeruginosa) van de geteste antibiotica, waren alle geisoleerde
stammen antibioticumresistent. Echter, respectievelijk 80 en 41% van de isolaten had ook resistentie
tegen één of meer andere antibiotica verworven. Hieronder volgen discussies met betrekking tot de
verschillende bacteriesoorten en de gevonden antibioticaresistenties in relatie tot locatie, mogelijke
bronnen en volksgezondheid.

4.1 Enterococcus-, Staphylococcus-, en Campylobacter-soorten in het
milieu

De enterococcen-soorten die in de milieumonsters werden aangetroffen waren voornamelijk

E. faecium, E. faecalis, E. durans, en E. hirae. Daarnaast werden E. mundtii, E. casseliflavus, en

E. gilvus geisoleerd, en één isolaat dat — gebaseerd op de 16S-sequentie — geidentificeerd werd als

E. caccae, E. moraviensis of E. silesiacus. Bij mensen wordt 80 tot 90% van alle enterococcen-infecties
veroorzaakt door E. faecalis, de rest is grotendeels geassocieerd met E. faecium. Hoewel alle overige
gevonden soorten ook infecties bij mensen kunnen veroorzaken, gebeurt dit minder frequent (Ruoff et
al., 1990; Kaufhold en Ferrieri, 1991; Jett et al., 1994; Tyrell et al., 2002; Carvalho et al., 2006).

Van de 26 Staphylococcus-stammen die uit de milieumonsters geisoleerd werden, waren er

5 S. aureus (coagulase-positief), maar de meerderheid was coagulase-negatief. De gevonden coagulase-
negatieve Staphylococcus (CNS)-soorten waren S. cohnii ssp urealyticum, S. condimenti,

S. epidermidis, S. lentus, S. pulvereri, en S. simulans. Net als S. aureus zijn CNS zeer belangrijke
veroorzakers van ziekenhuisinfecties (Jarvis en Martone, 1992; Kloos en Bannerman, 1994; Huebner
en Goldmann, 1999; NNIS, 1999). Ze veroorzaken met name ‘vreemdlichaam’ infecties zoals infecties
van katheters (lijnsepsis). S. epidermidis is de belangrijkste veroorzaker van dit soort infecties (Kloos
en Bannerman, 1994; Huebner en Goldmann, 1999; Uckay et al., 2009). Hoewel dit niet vaak
beschreven is kunnen ook S. lentus, S. pulvereri, S. cohnii en S. simulans infecties bij mensen
veroorzaken (Zakrewska-Czerwinska et al., 1995; Basaglia et al., 2003; Stepanovi¢ et al., 2003;
Stepanovi¢ et al., 2005; Arciola et al., 2006). S. condimenti is geassocieerd met gefermenteerd voedsel
(Probst et al., 1998; Zell et al., 2008), infecties van mensen zijn niet beschreven. Hoewel de meeste uit
milieu-monsters geisoleerde Staphylococcus-soorten en een groot aantal van de Enterococcus-soorten
klinisch van gering belang blijken, zijn het wel soorten die mensen kunnen koloniseren en daarmee
antibioticaresistentie naar mensen overbrengen.

Het merendeel van de geisoleerde Campylobacter-stammen uit het milieu waren C. coli. Daarnaast
werden C. jejuni en C. lari aangetroffen. Van deze 3 humane pathogenen is C. jejuni verantwoordelijk
voor meer dan 90% van alle humane infecties, gevolgd door C. coli (ongeveer 10%) en C. lari (<1%)
(Healing et al., 1992; Gillespie et al., 2002).
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4.2 Resistentie bij milieubacterién

Bij de milieubacterién Aeromonas en P. aeruginosa, die in staat zijn zich onder gunstige condities in
oppervlaktewater te vermenigvuldigen, werden resistenties tegen meerdere van de onderzochte
antibiotica waargenomen. VVoor het bepalen van resistentie werd voor de milieubacterién
gebruikgemaakt van klinische breakpoints, omdat er geen epidemiologische cut-offwaarden bekend
zijn. Hierdoor kon niet worden vastgesteld of de onderzochte bacterién een hogere mate van resistentie
hebben dan ‘normaal’, dat wil zeggen, ten opzichte van wildtype isolaten die niet onder invloed staan
van selectiedruk. Om te beoordelen of de gevonden resistenties bijzonder zijn of niet, moeten de
bevindingen vergeleken worden met resistenties beschreven voor andere isolaten van dezelfde soort.

Behalve intrinsieke resistentie tegen ampicilline werd bij Aeromonas-isolaten ook verworven
resistentie waargenomen. Er was hierbij geen verschil in percentages resistentie tussen isolaten uit de
beek en isolaten uit de rivieren. Echter, in het slib afkomstig uit de rivier de Hooge Raam kwam
resistentie tegen trimethoprim en tetracycline vaker voor dan in de watermonsters. Resistentie tegen
deze twee antibiotica werd ook vaker aangetroffen bij A. caviae en A. sobria dan bij A. hydrophila. De
meerderheid van de isolaten uit slib waren A. hydrophila (64%), en de hogere frequentie van resistentie
tegen deze antibiotica in slibmonsters kan daarom niet verklaard worden door een
oververtegenwoordiging van A. sobria en A. caviae in slib. Huddleston et al. (2006) onderzochten de
resistentie tegen verschillende antibiotica voor 104 isolaten uit water en slib uit rivieren en meren in
New Mexico (Huddleston et al., 2006). Zij vonden dat geen van hun isolaten resistent was tegen
sulfamethoxazole en tetracycline, terwijl 26% resistent was tegen trimethoprim. Van de niet-klinische
isolaten onderzocht door Kampfer et al. (1999) was 10% resistent tegen tetracycline en 29% tegen
sulfamethoxazole, terwijl geen van de isolaten resistent was tegen trimethoprim (Kampfer et al., 1999).
In dezelfde studie werden vergelijkbare percentages gevonden bij klinische isolaten. Zowel Kampfer et
al. als Huddleston et al. gingen voor deze antibiotica uit van dezelfde breakpoints die ook in de hier
gerapporteerde studie werden gebruikt. In de huidige studie was 60-78% van de isolaten resistent tegen
sulfamethoxazole, 1-40% tegen tetracycline en was 13-40% van de stammen uit water en slib resistent
tegen trimethoprim. Zeven procent van de Aeromonas-stammen had voor cefotaxime een MIC-waarde
hoger dan 16 mg/L. Een onbekend gedeelte van deze stammen heeft mogelijk een MIC-waarde hoger
dan 32 mg/L, wat betekent dat <7% van de stammen resistent zijn gebaseerd op het het
CLSI-breakpoint. Hoewel de epidemiologische cut-offwaarde voor cefotaxime voor Aeromonas (nog)
niet bekend is, is het gezien de MIC-distributie van de Aeromonas-stammen uit oppervlaktewater
aannemelijk dat deze aanzienlijk lager is dan het klinische break-point. Het overgrote merendeel van de
isolaten had een MIC van <0,125 mg/L, wat vergelijkbaar is met andere gram-negatieve bacterien zoals
E. coli en Klebsiella spp., waarvan de cut-offwaarden respectievelijk 0,25 en 0,125 mg/L zijn
(EUCAST, 2010). Het is daarom waarschijnlijk dat het percentage Aeromonas-stammen met
verworven resistentie voor cefotaxime in werkelijkheid hoger is dan de maximaal 7% gebaseerd op het
CLSI-breakpoint.

De geisoleerde P. aeruginosa-stammen waren 100% resistent tegen trimethoprim, tetracycline en
ampicilline. P. aeruginosa staat bekend om een hoge mate van intrinsieke resistentie tegen
verschillende klassen van antibiotica, zoals beta-lactamen, tetracycline, trimethoprim en
chloramphenicol (Livermore, 2002; Mesaros et al., 2007; Strateva en Yordanov, 2009). Daarnaast is
P. aeruginosa in staat om zeer snel resistenties te verwerven. Hoewel quinolone- en
carbapenemresistentie bij P. aeruginosa vaak beschreven is (Livermore, 2002; Strateva en Yordanov,
2009), was in de huidige studie geen van de gevonden milieu-isolaten resistent tegen ciprofloxacin,
meropenem of imipenem. Wel was 23% van de isolaten resistent tegen sulfamethoxazole, en was
mogelijk een gedeelte van de isolaten resistent tegen cefotaxime (isolaten met MIC >16 mg/L).
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Sulfamethoxazoleresistentie en MIC-waarden >16 mg/L voor cefotaxime kwamen vaker voor bij
isolaten uit de rivieren dan uit de beek.

De bevindingen uit de huidige studie en vorige studies laten zien dat het percentage resistente
Aeromonas-stammen dat in het milieu gevonden wordt variabel is, waarschijnlijk als gevolg van een
verschillende mate van belasting van de omgeving met antibiotica of bacterién met
antibioticaresistentie. In hoeverre er hierbij in de rivieren en de beek op het recreatieterrein een rol is
voor verschillende dierlijke en humane bronnen, is niet te achterhalen. Er zijn geen resistentiegegevens
bekend van Aeromonas- en P. aeruginosa-isolaten bij landbouwhuisdieren in Nederland, en de
antibiotica waartegen resistenties bij deze isolaten zijn waargenomen worden zowel in de humane als
de diergezondheidszorg gebruikt. Hoewel het aannemelijk is dat ten minste een deel van de resistente
Aeromonas en P. aeruginosa-isolaten in de water- en slibmonsters afkomstig is uit humane of dierlijke
bronnen, is het niet uit te sluiten dat een deel van de isolaten resistenties heeft verworven via
‘horizontal gene transfer’, waarbij resistentiegenen van resistente bacterién uit humane of dierlijke
bronnen worden overgedragen naar bacterién uit het milieu.

4.3 Resistentie in relatie tot fecale bronnen

Het huidige onderzoek werd in agrarisch gebied uitgevoerd, om de rol van landbouwhuisdieren in de
verspreiding van resistentie naar het milieu te onderzoeken. In agrarisch gebied is te verwachten dat de
bijdrage van dierlijke bronnen aan fecale contaminatie groter is dan de bijdrage van humane bronnen.
Daarnaast werd verwacht dat de bijdrage van landbouwhuisdieren aan de verspreiding van resistentie
naar het milieu relatief groot is, vanwege het vele malen hogere antibioticumgebruik in de veeteelt
vergeleken met het gebruik in de humane gezondheidzorg in Nederland (Geijlswijk et al., 2009).

Antibiotica die op veehouderijen veel worden gebruikt zijn tetracyclines, sulfonamiden/ trimethoprim,
penicillines, macroliden en, bij vleeskuikenhouderijen, ook (fluoro)quinolonen en aminoglycosiden. Bij
E. coli-, Campylobacter- en Enterococcus-stammen die geisoleerd worden uit slachtvarkens,
vleeskuikens en vleeskalveren worden resistenties tegen antibiotica uit deze groepen in zeer hoge
frequenties aangetroffen (MARAN, 2007). Bij gram-negatieve bacterién zijn dit vooral resistenties
tegen tetracycline, sulfamethoxazole en/of trimethoprim, ciprofloxacin/nalidixinezuur, streptomycine
en ampicilline, bij gram-positieve bacterién vooral resistenties tegen tetracycline, erythromycine,
streptomycine, en bij E. faecium, ook tegen quinupristine/dalfopristine. Bij de E. coli-, Campylobacter-
en Enterococcus-stammen uit oppervlaktewater en slib werden resistenties tegen dezelfde antibiotica
aangetroffen, zij het in het algemeen met een lagere frequentie dan bij de landbouwhuisdieren. De
gevonden resistenties bij commensalen en pathogenen kunnen erop duiden dat een deel van de
stammen die geisoleerd zijn uit water en slib in het milieu terecht zijn gekomen door afspoeling van
mest van slachtvarkens en/of vleeskuikens. De lagere frequenties in het milieu kunnen verklaard
worden door verdunning in het milieu. Verdunning in het milieu kan ook verklaren dat resistenties die
slechts met een lage frequentie in slachtvee voorkomen, zoals vancomycine- en salinomycineresistentie
bij enterococcen, niet in de milieumonsters werden aangetroffen.

Er waren ook discrepanties tussen milieu- en dier-isolaten. Zo werd ampicillineresistentie bij C. coli in
hoge frequentie aangetroffen bij zowel slachtvarkens, slachtkippen, vleeskalveren, en melkvee, maar
niet in oppervlaktewater en slib. Daarnaast werden sommige antibioticaresistenties vaker of met
vergelijkbare frequentie aangetroffen in het milieu vergeleken met slachtvee. Er van uitgaande dat er in
het milieu verdunning plaatsvindt van resistente bacterién zou een even hoge of zelfs hogere frequentie
in het milieu de aanwezigheid van additionele bronnen kunnen betekenen. Een alternatieve verklaring
is dat de gegevens van landbouwhuisdieren uit MARAN (2007) landelijke gegevens zijn, en er
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mogelijk regionale verschillen zijn. Een voorbeeld van relatief hoge prevalentie in het onderzochte
gebied vergeleken met Nederlandse landbouwhuisdieren was gentamicineresistentie bij C. coli. Deze
resistentie werd bij landbouwhuisdieren alleen bij isolaten uit vleeskalveren gevonden, en bij deze
dieren met een lagere frequentie dan in het oppervlaktewater en slib. Een ander voorbeeld is
cefotaximeresistentie bij E.coli-isolaten, waarvan de prevalentie in de rivieren vergelijkbaar was met de
prevalentie bij vleeskuikens, maar die nauwelijks bij andere landbouwhuisdieren wordt aangetroffen.

Antibioticaresistenties van staphylococcen zijn bij Nederlandse landbouwhuisdieren alleen beschreven
voor isolaten uit melkvee (MARAN, 2007). Antibioticaresistentie komt bij deze isolaten vergeleken
met Campylobacter, enterococcen en E. coli uit slachtvee relatief weinig voor (MARAN, 2007). Bij de
staphylococcen uit oppervlaktewater en slib werden hoge percentages tetracycline-, erythromycine- en
clindamycineresistentie waargenomen. De vier isolaten met de hoogste klinische relevantie, de drie

S. aureus-isolaten en één S. epidermidis-isolaat, waren zelfs resistent tegen vijf tot zeven van de acht
geteste antibiotica. Alle drie de geisoleerde S. aureus-stammen waren resistent tegen oxacilline met
hoge MIC-waarden (16 mg/L of >32mg/L). Deze hoge oxacilline MIC-waarden duiden op de
aanwezigheid van het MecA-gen (Sakoulas et al., 2001; Lee et al., 2004), en suggereren dat deze drie
stammen methicilline-resistente S. aureus, of MRSA zijn (Goettsch et al., 2000; CLSI, 2009). Twee
resistenties die met een hoge frequentie voorkomen bij MRSA-stammen uit vleeskalveren en varkens,
clindamycine en erythromycine (MARAN, 2007), kwamen ook bij de drie MRSA stammen uit
oppervlaktewater voor. Echter, tetracyclineresistentie dat bij bijna alle in 2006/2007 geteste MRSA-
stammen uit vleeskalveren en varkens in Nederland voorkomt, kwam slechts bij 1 van de 3 isolaten uit
oppervlaktewater voor. Ook het S. epidermidis-isolaat was resistent tegen oxacilline, clindamycine,
erythromycine, en tetracycline. De S. aureus- en S. epidermidis-stammen bleken daarnaast resistent
tegen vancomycine. Vancomycine-resistente staphylococcen komen, voor zover bekend, sporadisch
voor bij mens en dier, en zijn nog niet eerder in Nederland aangetoond. Omdat de stammen waren
afgestorven konden de resultaten niet worden bevestigd. Lysaten van deze stammen (gemaakt en
opgeslagen in 2006), zijn recent op het CV1 in Lelystad getest op de aanwezigheid van het VanA- en
MecA-gen. In geen van de lysaten konden deze genen worden aangetoond met behulp van moleculaire
technieken (K. Veldman, persoonlijke communicatie, juli 2010). Het is echter niet uit te sluiten dat dit
resultaat verklaard wordt door een slechte kwaliteit van deze lysaten, veroorzaakt door 4 jaar opslag bij
-20°C. Vanwege de klinische relevantie — infecties met deze stammen zijn niet of nauwelijks meer te
behandelen — dient vervolgonderzoek uit te wijzen of vancomycine-resistente staphylococcen
daadwerkelijk aangetoond kunnen worden in oppervlaktewater.

Het percentage resistente E. coli-, Enterococcus- en Staphylococcus-stammen bij melkvee was veel
lager dan dat bij slachtvee. De in het algemeen relatief lage resistentiepercentages bij melkvee zijn
gerelateerd aan het relatief lage antibioticumgebruik op melkveebedrijven in vergelijking tot
slachtvarken- en vleeskuikenbedrijven (MARAN, 2007). De percentages resistente stammen uit
oppervlaktewater en slib waren in het algemeen intermediair aan wat gevonden werd bij
slachtvarkens/vleeskuikens en melkvee. Een uitzondering hierop was resistentie tegen
quinupristine/dalfopristine bij E. faecium. Op basis van deze resultaten is het waarschijnlijk dat
melkvee weinig bijdraagt aan de populatie antibioticaresistente bacterién van deze soorten in het
milieu. Dit wordt ondersteund door het feit dat er in het onderzochte gebied veel meer vleeskuikens en
slachtvarkens worden gehouden dan dat er melkvee gehouden wordt. Gezien de overeenkomsten in
resistentiepatronen bij bacteriestammen uit slachtvee en stammen van dezelfde bacteriesoorten uit
oppervlaktewater of slib is het wel aannemelijk dat de aangetroffen antibioticaresistente bacterién
minstens gedeeltelijk afkomstig zijn uit mest van slachtvee. De gevonden discrepanties tussen
antibioticaresistentie bij stammen uit Nederlands slachtvee en stammen van dezelfde soort uit het
milieu kunnen verklaard worden door regionale verschillen in resistentiepatronen bij slachtvee, of erop
duiden dat er in het onderzochte gebied sprake is van meerdere contaminatiebronnen.
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4.4 Resistentie in rivieren versus beek op recreatieterrein

V60r aanvang van het onderzoek werd verondersteld dat de beek op het recreatieterrein aan minder
fecale verontreinigingsbronnen blootstond dan de rivieren in het onderzochte gebied. Bovenal werd
aangenomen dat de beek niet onder invloed zou staan van lozingen vanuit de veehouderijen in de
omgeving. De verwachting was daarom dat een gering aantal bacterién van fecale herkomst zou
worden aangetroffen in de beek, en dat deze weinig resistentie tegen antibiotica zouden vertonen. Met
uitzondering van E. coli, E. faecium en Aeromonas werd per bacterie-genus of -soort slechts een gering
aantal isolaten verkregen, waardoor het in veel gevallen niet mogelijk was om verschillen in
antibioticaresistentie per locatie van herkomst, verschillende rivieren, beek en slib, vast te stellen.

Voor E. coli, E. faecium, E. faecalis, Aeromonas, maar ook voor P. aeruginosa konden de isolaten uit
de rivieren en de beek worden vergeleken. De bevindingen waren echter tegenstrijdig. Voor E. coli
waren er duidelijk verschillen in antibioticaresistentie tussen de isolaten afkomstig van de verschillende
locaties. Het totale percentage resistente E. coli in water uit de beek op het recreatieterrein was veel
lager dan in het water uit de rivieren en uit het slib, en in het water uit de beek werden geen
multiresistente E. coli aangetroffen, terwijl dat voor de rivieren wel het geval was. In de beek werd — in
tegenstelling tot de rivieren — geen resistentie tegen streptomycine en chloramphenicol gevonden, twee
antibiotica die met name in de veterinaire gezondheidzorg gebruikt worden. Deze bevindingen zijn in
overeenstemming met de vooraf gemaakte aanname dat het water in de beek onder geringere invioed
van lozingen uit de veeteeltbedrijven staat. Echter, bij E. faecium en E. faecalis waren de percentages
resistente stammen en de gevonden resistenties vergelijkbaar voor isolaten uit de beek en de rivieren,
wat juist suggereert dat de rivieren en de beek aan dezelfde bronnen blootstaan. Een indicatie dat er
mogelijk toch sprake is van verschillende Enterococcus-bronnen, is de bevinding dat alleen bij E.
faecium uit de rivieren resistentie tegen salinomycine werd gevonden, een antibioticum dat uitsluitend
in de diergezondheidszorg gebruikt wordt. Salinomycineresistentie werd ook aangetroffen bij sommige
E. hirae- en E. durans-isolaten, ook hier alleen bij isolaten uit de rivieren. E. hirae werd niet
aangetroffen in de beek en de percentages salinomycine-resistente E. faecium-en E. durans-isolaten in
de rivieren waren laag (6% en 3% respectievelijk), waardoor het niet kan worden uitgesloten dat de
afwezigheid van resistentie tegen dit antibioticum in de beek te verklaren is door het lage aantal
stammen dat uit de beek was geisoleerd. Een tweede indicatie dat er sprake is van verschillende
Enterococcus-bronnen is dat uit de beek ruim twee keer vaker E. faecalis (48%) dan E. faecium (19%)
werd geisoleerd, terwijl dit precies andersom was bij de rivieren, namelijk 14% en 49% respectievelijk.
Gezien E. faecalis de meest voorkomende Enterococcus-soort is bij mensen suggereert deze bevinding
dat de beek meer aan humane bronnen blootstaat dan aan dierlijke bronnen. Voor de milieubacterie
Aeromonas werden geen duidelijke verschillen in percentages resistentie tussen de rivieren en de beek
gevonden, terwijl voor P. aeruginosa de percentages resistentie voor twee van de geteste antibiotica
lager waren in isolaten uit de beek.

In conclusie lijkt het erop dat voor de rivieren de veehouderijen een belangrijke bron van fecale
contaminatie zijn, maar additionele bronnen kunnen niet uitgesloten worden. VVoor de beek is er
mogelijk sprake van andere bronnen van fecale verontreiniging dan voor de rivieren, zoals humane
fecale verontreiniging of mogelijk ook inbreng van fecaal materiaal van in het gebied levende wilde
dieren, waardoor voor sommige bacteriesoorten stammen met andere resistentiepatronen werden
geisoleerd.
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4.5 Bijzonder-resistente micro-organismen (BRMO) in het milieu

Onder de gevonden antibioticaresistente bacterién in het milieu kwam een aantal voor die aangemerkt
kunnen worden als ‘bijzonder-resistente micro-organismen' of BRMO (WIP, 2009). Dit zijn micro-
organismen die ziekenhuisinfecties veroorzaken, en die resistent zijn tegen het antibioticum van eerste
keus of tegen meerdere antibiotica, waardoor infecties moeilijk te behandelen zijn. MRSA is de meest
bekende BRMO. Andere BRMO zijn bijvoorbeeld extended spectrum beta-lactamase (ESBL)-
producerende E. coli, en vancomycine-resistente E. faecalis en E. faecium (VRE). In de milieumonsters
werden behalve MRSA-stammen E. coli-stammen (4,5%) aangetroffen die resistent waren tegen
cefotaxime met MIC-waarden > 2 mg/L (variérend van 2 tot 32 mg/L). Deze hoge MIC-waarden
duiden op de aanwezigheid van ESBLs (CDC, 2009). ESBL-producerende E. coli-stammen zijn
resistent tegen alle cephalosporines en penicillines (Cantén et al., 2008; Coque et al., 2008), waardoor
infecties moeilijker te behandelen zijn. Omdat de isolaten tijdens opslag afgestorven waren kon de
productie van ESBLs echter niet meer bevestigd worden. De verdachte ESBL-producerende E. coli-
stammen werden in alle drie de rivieren gevonden (in water en slib), maar niet in de beek op het
recreatieterrein.

4.6 Antibioticaresistentie in milieu en volksgezondheid

De aanwezigheid van hoge percentages antibioticaresistente bacterién: commensalen, pathogenen en
opportunistische pathogenen, in oppervlaktewater en slib, bevestigen de rol van het milieu als
verzamelvat van antibioticaresistentie afkomstig uit verschillende bronnen. Daarnaast speelt
oppervlaktewater mogelijk een rol bij de verspreiding van resistentie, en kunnen er resistentiegenen
tussen verschillende bacterién uitgewisseld worden. Door de uitwisseling van genen tussen bacterién
van verschillende oorsprong zouden er nieuwe bacteriesoortresistentiecombinaties kunnen ontstaan. De
resultaten uit deze studie geven geen uitsluitsel over de mogelijke volksgezondheidsrisico’s die
samenhangen met het voorkomen van antibioticaresistente bacterién in oppervlaktewater, omdat
blootstelling en overdracht niet werden onderzocht. Het is echter voorstelbaar dat mensen via water
worden blootgesteld aan pathogenen die resistent zijn tegen een of meerdere antibiotica, met als gevolg
een infectie die moeilijk te behandelen is. Een groter volksgezondheidrisico is mogelijk de blootstelling
aan en kolonisatie door antibioticaresistente commensalen. Deze kunnen resistentiegenen doorgegeven
aan in de darmen aanwezige flora, met als gevolg dat mensen drager worden van resistente bacterién.
Deze bacterién kunnen vervolgens overgedragen worden aan mensen met een verminderde weerstand,
zoals ziekenhuispatiénten, danwel hun resistentie overdragen aan pathogenen. Ten behoeve van een
toekomstige blootstellingsrisicoschatting is het van belang het aantal antibioticaresistente bacterién in
diverse bronnen te kwantificeren, en de bijdrage van verschillende typen bronnen aan emissie van
resistentie naar het milieu in te schatten. Daarbij kan gedacht worden aan:

o afvalwater van instellingen waar veel antibiotica gebruikt worden, zoals zieken- en
verpleegtehuizen;

o afvalwater van grote steden, om de bijdrage van antibioticagebruik buiten zorginstellingen te
inventariseren;

e bronnen van resistentie van dierlijke oorsprong zoals mest en afvalwater van slachthuizen;

e bronnen van resistentie afkomstig uit het buitenland, zoals afvalwater van internationale
luchthavens.
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5 Conclusies

In oppervlaktewater en slib in het onderzochte gebied met intensieve veeteelt in Noordoost-Brabant
komen hoge percentages antibioticaresistente bacterién voor die mensen kunnen koloniseren of die
pathogeen zijn.

De herkomst van de antibioticaresistente bacterién in het oppervlaktewater en slib kan niet bevestigd
worden, maar er zijn aanwijzingen dat een deel van de geisoleerde bacterién afkomstig is uit mest van
nabijgelegen veeteeltbedrijven.

Er zijn verschillende resistentiepatronen waargenomen bij bacterién die tot hetzelfde genus of dezelfde

species behoren, maar die afkomstig zijn van een andere locatie in het onderzochte gebied. Dit kan
duiden op beinvloeding van het oppervlaktewater door verschillende bronnen.
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Bijlage 1. Analysemethoden, isolatiemedia en
onderzochte volumes

(Anonymous, 1999)
SOP LZO/M127

RPF (Oxoid SR0122A)

micro-organisme norm/ voorschrift isolatiemedium (fabrikant, nr.) onderzocht
volume (ml)
Aeromonas NEN 6263 Ampiciline Dextrine Agar (NVI 100-10-1
(Anonymous, 1989) E1100A)
Ampiciline (Sigma A-5918)
Natriumdesoxycholaat (Sigma D6750)
Clostridium SOP LZ0O/M189 Clostridium Perfringens Agar + D- 100-10-1
Cycloserine (Tritium Microbiology
C452.02)
Campylobacter NEN 6269 Preston Broth: 200
(Anonymous, 1996) Nutrient Broth no.2 (Oxoid CM0067B)
Laked Horse Blood (Oxoid SR0048C)
Campylobacter Growth Supplement
(Oxoid SR0232E)
Campylobacter Selective Supplement
(Oxoid SRO117E)
Karmali (Oxoid PO5041A)
E. coli NEN-EN-1SO 9308- | Trypton Soya Agar (Oxoid PO5012A) | 100-10-1
1, Rapid Test Trypton Bile Agar (Oxoid PO5017A)
(Anonymous, 2000b)
Intestinale NEN-EN-1SO 7899-2 | Slanetz and Bartley Agar (Oxoid 100-10-1
enterococcen (Anonymous, 2000a) | PO5018A)
Bile Esculine Azide Agar (Oxoid
PO5062A)
P. aeruginosa NEN 6573 mPA-D (Oxoid M515.02) 100-10-1
(Anonymous, 1987) Skim Milk (Oxoid $320.02
Salmonella NEN-EN-ISO 19250 | BPW (NVI E4900F) 200
(Anonymous, 2003a) | RVS (Oxoid CM0866)
MSRYV (Difco 218681)
BGA (Oxoid PO5062A)
Staphylococcen NEN-EN-1SO 6888-1 | Baird Parker (Oxoid CM0275B) 100-10-1
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Bijlage 2. Protocol voor het bepalen van
antibioticumgevoeligheid

Isolaat vanuit koelkast op TSA-plaat enten (LLK); incubatie overnacht 36 °C (voor Aeromonas
30 °C).
Vanaf verse TSA- of bloedagar-plaat 3-5 LLK afpikken en in 5 ml steriel demiwater
suspenderen tot een dichtheid van 0,5 MacFarland Standard.
Vanuit deze suspensie 10 pl overbrengen in een buis met Mueller-Hinton broth (van tevoren
op kamertemperatuur laten komen), zodat een inoculum van 1x10° cfu/ml ontstaat.
Vanuit de Mueller-Hinton broth 50 pl per well overbrengen in een sensititreplaatje mbv multi
channel pipet; 6 rijen per isolaat, 2 isolaten per plaat.
Sensititreplaatje afdekken met plastic folie.
Sensititreplaatje incuberen bij 36 °C (voor Aeromonas 30 °C), gedurende 18-24 uur.
Platen aflezen mbv Sensitouch-systeem.
— Hierbij wordt voor elk antibioticum de eerste well zonder zichtbare groei aangegeven.
De concentratie in deze well is de MIC-waarde.
— Alsin alle wells groei is wordt dit aangegeven. De MIC-waarde is in dit geval hoger
dan de hoogste concentratie.
— Als in de well zonder antibiotica (positieve controle) geen duidelijk pellet is, zijn de
testresutlaten ongeldig.
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Bijlage 3. Samenstelling Sensititre MIC-platen en
concentratieranges Etesten

A. Sensititreplaten.

Platen voor gram-negatieve (NLV60), Gram-positieve (NLV61) micro-organismen, en Campylobacter-

isolaten (NLV64):

Plate Code: NLV60 Date: 21st Dec 2006
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al amp [ FoT | TET | smx | T™P | cip | amp | FoT | TET | smx | T™P | cIp ANTIMICROBICS
05 | o012 1 8 05 | 006 05 | o012 1 8 05 | 006 AMP - Ampicillin
B| AMP FOT TET SMX | TMP cIp AMP FOT TET SMX | TMP cIp FOT Cefotaxime
1 0.25 2 16 1 0.12 1 0.25 2 16 1 0.12 TET  Tetracycline
cl aMp | FoT | TET | smx | T™™P | cip | Aamp | FOT | TET | smx | T™™P | cip SMX  Sulfamethoxazole
2 05 4 32 2 0.25 2 05 4 32 2 0.25 IMP  Trimethoprim
ol amp | FoT | TET | smx | ™™p | cip | Aamp | FoT | TET | smx | T™™P | cip
4 1 8 64 4 05 4 1 8 64 4 05 cip Ciprofloxacin
gl amp | For | TET | smx | T™™p | cip | Aamp | FOT | TET | smx | T™P | cip POS Positive Control
8 2 16 128 8 1 8 2 16 128 8 1
Fl AamMp | FoT | TeT | smx | T™P | cip | Aamp | FOT | TET | smx | T™™P | cip
16 4 32 256 16 2 16 4 32 256 16 2
|l amvp | FoT | TET | smx | ™™p | cip | amp | FOoT | TET | smx | T™P | cIP
32 3 64 512 32 4 32 3 64 512 32 4
H Pos | FoT | TeET | smx | T™™p | cip | Pos | FoT | TET | smx | T™™P | cip
CON 16 128 | 1024 64 8 CON 16 128 | 1024 64 8
Plate Code: NLV61 Date: 21st Dec 2006
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al oxa+ | TET | saL | ERY | van | sxT | oxa+ | TET | saL | ERY | vaN [ sxT ANTIMICROBICS
025 | 012 05 0.25 05 [0.2514.75] 025 | o012 05 0.25 05 [0.25/4.75 OXA+  Oxacillin+2%NaCl
B| OXA+ | TET SAL ERY | VAN SXT | oxa+ | TET SAL ERY | VAN SXT TET  Tetracycline
05 0.25 1 05 1 |ose5] o5 0.25 1 05 1 | 0595 SAL  Salinomycin
cl oxar | TET | saL | ErRY | van | sxT | oxa+ | TET | sAaL | ERY | vaN [ sxT ERY  Erythromyein
1 05 2 1 2 1/19 1 05 2 1 2 1/19 )
VAN Vancomycin
ol oxa+ | TET | saL | ErRY | van | sxT | oxa+ | TET | saL | ERY | van | sxT
2 1 4 2 4 2/38 2 1 4 2 4 2138 SXT Trimethoprim / sulfamethoxazole
gl oxa+ | TET | sAaL | ERY | vaN | sxT | oxa+| TET | sAL | ERY | vaN | sxT POS  Positive Control
4 2 8 4 8 4176 4 2 8 4 8 4176
Fl oxa+ | TET | sAaL | ERY | van | sxT | oxa+ | TET | saL | ErY | van | sxT
8 4 16 8 16 | 8152 8 4 16 8 16 | 8152
G| oxa+ | TET | sAaL | ERY | van | sxT | oxa+ | TET | saL | ERY | vaAN | sxT
16 3 32 16 32 | 16304 16 8 32 16 32 | 16/304
H| oxa+ | TET | saL | ErRY | van | pos | oxa+ | TeT | saL | ErY | van | Pos
32 16 64 32 64 | con 32 16 64 32 64 | CON
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Plate Code: NLV64 Date: 6-feb-07

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 ANTIMICROBICS
Al AMP CLA CIP ERY GEN NAL NEO STR SMX TET TUL CHL

AMP Ampicillin
0.25 0.5 0.12 0.5 0.25 1 05 1 8 0.5 0.5 2

Bl AMP | cLa | cip | ERY | cen | NaL | neo | sTR | smx | TET | TUL | cmL CLA  Clrithromycin

05 1 0.25 1 0.5 2 1 2 16 1 1 4 (ol[3 Ciprofloxacin
C| AMP CLA CIP ERY GEN NAL NEO STR SMX TET TUL CHL ERY Enythromycin
1 2 0.5 2 1 4 2 4 32 2 2 8

GEN  Gentamicin
b| AmP CLA cip ERY GEN NAL NEO STR SMX TET TUL CHL

NAL  Nalidixic Acid

2 4 1 4 2 8 4 8 64 4 4 16
E| AMP CLA CIP ERY GEN NAL NEO STR SMX TET TUL CHL NEO Neomycin
4 8 2 8 4 16 8 16 128 8 8 32 STR Streptomycin

F| AMP CLA CIP ERY GEN NAL NEO STR SMX TET TUL CHL
SMX Sulfamethoxazole

8 16 4 16 8 32 16 32 256 16 16 64
| Aamp | cLa cip ERY | GEN | NAL | NEO STR | smx [ TET TUL | cHL TET  Tetrcycline

16 32 8 32 16 64 32 64 512 32 32 128 TUL  Tulathromycin
l amp | cLa | cip ERY | GEN | NAL | NEO | sTR | smx | TET | TUL | POS CHL  Chloramphericol

32 64 16 64 32 128 64 128 1024 64 64 CON

POS Positive Control

B. Etesten.

antibioticum geteste concentratierange (pg/ml)
chloramphenicol 0.016 - 256

ciprofloxacine 0.002 - 32

clindamycine 0.016 - 256

imipenem 0.002 - 32

meropenem 0.002 - 32

quinupristine/dalfopristine 0.002 - 32

streptomycine 0.064 - 1024

sulfamethoxazole 0.064 - 1024
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Bijlage 4. Gebruikte breakpoints voor

resistentiebepalingen

I. Escherichia coli

Epi CO Bron Klin BP Bron

WT R

<x mg/L >y mg/L
Cefotaxime 0,25 EUCAST 2 EUCAST
Trimethoprim 2 EUCAST 4 EUCAST
Ciprofloxacin 0,06 MARAN 1 EUCAST
Tetracycline 8 EUCAST 8 CLSI
Sulfamethoxazole - - 256 CLSI
Ampicilline 8 EUCAST 8 EUCAST
Streptomycine 16 EUCAST - -
Chloramphenicol 16 EUCAST - -

Epi CO = epidemiologische cut-off: wildtype(WT)varianten hebben een MIC < de aangegeven MIC. Klin BP = Klinisch breakpoint:
resistente isolaten (R) hebben een MIC > de aangegeven MIC. - = geen gegevens beschikbaar. Bronnen: MARAN, 2007; EUCAST,

2009; CLSI, 2010.

I1. Enterococcen

E. faecium E. faecalis

Epi CO Bron KlinBP  Bron Epi CO Bron KlinBP  Bron

WT R WT R

<x mg/L >y mg/L <x mg/L >y mg/L
Erythromycine 4 EUCAST 4 CLSI 4 EUCAST 4 CLSI
Vancomycine 4 EUCAST 8 EUCAST 4 EUCAST 8 EUCAST
Sulfa/trim” 1/19 EUCAST - - -* - - -
Tetracycline 2 EUCAST 8 CLsI 2 EUCAST 8 CLsI
Oxacilline - - - - - - - -
Salinomycine 4 Maran - - 4 Maran - -
Quinu/Dalfopristin 1 EUCAST 4 EUCAST . - 32 Eﬂisrg

Epi CO = epidemiologische cut-off: wildtype(WT)varianten hebben een MIC < de aangegeven MIC. Klin BP = Klinisch breakpoint:
resistente isolaten (R) hebben een MIC > de aangegeven MIC. *sulfamethoxazole/trimethoprim. *Als breakpoint is epi. CO. van E.
faecium gebruikt. - = geen gegevens beschikbaar. Bronnen: MARAN, 2007; EFSA, 2008; EUCAST, 2009; CLSI, 2010.
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I11. Staphylococcen

S. aureus CNS

Epi CO Bron Klin BP Bron Epi CO Bron Klin BP Bron

WT R WT R

<x mg/L >y mg/L <x mg/L >y mg/L
Erythromycine 1 EUCAST 4 CLSI 1 EUCAST 4 CLSI
Vancomycine 2 EUCAST 2 EUCAST 4 EUCAST 2 EUCAST
Sulfa/trim* 0,5/9,5 EUCAST  2/38 CLSI 0,5/9,5 EUCAST  2/38 CLSI
Tetracycline 1 EUCAST 8 CLSI 1 EUCAST 8 CLSI
Oxacilline 2 EUCAST 2 CLSI 1 EUCAST 4 Maran®
Salinomycine* - - - - - - - -
Ciprofloxacin 1 EUCAST 1 EUCAST 1 EUCAST 1 EUCAST
Clindamycine 0,25 EUCAST 2 CLSI 0,25 EUCAST 2 CLSI

Epi CO = epidemiologische cut-off: wildtype(WT)varianten hebben een MIC < de aangegeven MIC. Klin BP = Klinisch breakpoint:
resistente isolaten (R) hebben een MIC > de aangegeven MIC. CNS=coagulase-negatieve staphylococcen.
*sulfamethoxazole/trimethoprim. *Break-points zijn niet beschreven, op basis van de binomiale verdeling van de MIC-waarden van de
isolaten is gekozen voor >64 mg/L. *Om resultaten te kunnen vergelijken met resistenties gevonden bij melkkoeien is het breakpoint
beschreven in MARAN (2007) gebruikt. - = geen gegevens beschikbaar. Bronnen: MARAN, 2007; CLSI, 2008; EUCAST, 2009; CLSI,
2010.

IVV. Campylobacter

C. coli C. jejuni

Epi CO Bron Epi CO Bron

WT WT

<x mg/L <x mg/L
Erythromycine 16 EUCAST 4 EUCAST
Gentamicine 2 EUCAST 1 EUCAST
Streptomycine 4 EUCAST 2 EUCAST
Neomycine 2 EUCAST 1 Maran
Tetracycline 2 EUCAST 2 EUCAST
Ciprofloxacin 1 EUCAST 1 EUCAST
Nalidixinezuur 32 EUCAST 16 EUCAST
Tulathromycine 16 Maran 16 Maran
Ampicilline 16 EUCAST 16 Maran
Clarithromycine 32 Maran 8 Maran
Sulfamethoxazole 256 Maran 256 Maran
Chloramphenicol 16 Maran 16 EUCAST

Epi CO = epidemiologische cut-off; wildtype(WT)varianten hebben een MIC < de aangegeven MIC. Als er geen EPI CO beschikbaar
waren in EUCAST, of als de breakpoint gebruikt in Maran (2007) afweek van EUCAST, zijn de breakpoints uit Maran (2007) gebruikt,
om de percentages resistentie te kunnen vergelijken met wat gevonden wordt bij dieren. Bronnen: MARAN, 2007; EUCAST, 2009.
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V. Aeromonas

Cefotaxime
Trimethoprim
Ciprofloxacin
Tetracycline
Sulfamethoxazole
Ampicilline

Klinisch BP Bron

R

>y mg/L

32 CLSI

8 Kampfer
2 CLSI

8 CLSI
256 CLSI

16 Vila

Klinisch BP = Klinisch breakpoint. Resistente isolaten (R) hebben een MIC > de aangegeven MIC.
Bronnen: Kampfer et al., 1999; Vila et al., 2002; CLSI, 2010 .

V1. Pseudomonas aeruginosa

Cefotaxime
Trimethoprim
Ciprofloxacin
Tetracycline
Sulfamethoxazole
Ampicilline
Meropenem
Imipenem

Klinisch BP Bron

R

>y mg/L

32 CLSP

2 MacGowan
1 EUCAST
8 CLSIP

258 CLSIP

8 MacGowan
8 EUCAST
8 EUCAST

Klin BP =Klinisch breakpoint. Resistente isolaten (R) hebben een MIC > de aangegeven MIC. CLSI?: De gebruikte breakpoints gelden
voor P. aeruginosa; CLSI’: De gebruikte breakpoints gelden voor non-enterobacteriacaea. Bronnen: MacGowan en Wise, 2001; CLSI,

2010; EUCAST, 2010.

VII. Clostridium

Erythromycine

Vancomycine
Sulfamethoxazole/trimethoprim
Tetracycline

Oxacilline

Salinomycine

Klinisch BP Bron
R

>y mg/L

4 CLSI
4 CLSI
8 CLSI

Klinisch BP = Klinisch breakpoint van C. difficile. Resistente isolaten (R) hebben een MIC > de aangegeven MIC. - = geen gegevens

beschikbaar. Bronnen: Mutlu et al., 2007.
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Bijlage 5. MIC-verdelingen voor E. coli-isolaten

De data voor slachtvarkens, melkvee en mestkuikens zijn afkomstig uit MARAN (2007), de
wildtypedata uit de EUCAST database (2009)
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ciprofloxacin

100
8O TIMIIl--—""""""""" e @ rivieren (n=108)
o UMW --- - - W beek (n=51)
% Oslib (n=18)
S 1| O wildtype (n=7316)
2070 5" "W " O slachtvarkens (n=248)
0 i - n == |Emelkvee (1=280)
<0.06 012 0,25 0,5 1 2 4 8 >8 W vieeskuikens (n=197)
MIC (mg/L)
tetracycline
100
80 T -~ @ rivieren (n=108)
s W beek (n=51)
% O slib (n=18)
oA e O wildtype (n=5072)
20 1Tl = - - -] HI = 1l O slachtvarkens (n=248)
a0 o a m o ‘Hﬂ nn B melkvee (1=280)
8 16 32 64 128 >128 | M vleeskuikens (n=197)
MIC (mg/L)
sulfamethoxazole
100
O rivieren (n=75)
80 - e
W beek (n=39)
U e Oslib (n=8)
%
o0 m- - - -~ - - O slachtvarkens (n=248)
20 1 o m melkvee (n=280)
W vleeskuikens (n=197)
0 = ‘

32 64 128 256 512 1024
MIC (mg/L)

>1024

RIVM Rapport 703719031




riyym

ampicilline
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Bijlage 6. MIC-verdelingen voor E. faecium-isolaten

De data voor slachtvee zijn afkomstig uit MARAN (2007), de wildtypedata uit de EUCAST-database

(2009)
erythromycine
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tetracycline
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sulfamethoxazole / trimethroprim
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Bijlage 7. MIC-verdelingen voor E. faecalis-isolaten

De data voor slachtvee zijn afkomstig uit MARAN (2007), de wildtypedata uit de EUCAST-database

(2009)
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Bijlage 8. MIC-verdelingen voor Staphylococcus-

isolaten
De data voor melkvee zijn afkomstig uit MARAN (2007)
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Bijlage 9. MIC-verdelingen voor Campylobacter-

isolaten

De data voor C. jejuni en C. coli uit vee zijn afkomstig uit MARAN (2007), de wildtypedata zijn

afkomstig uit de EUCAST-database (2009)
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Bijlage 10. MIC-verdelingen voor Aeromonas-

isolaten

Voor ampicilline zijn geen MIC-verdelingen weergegeven, omdat alle isolaten een MIC > 32 hadden.
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Bijlage 11. MIC-verdelingen voor P. aeruginosa-

isolaten

De wildtypedata zijn afkomstig uit de EUCAST-database (2009); voor trimethoprim en ampicilline zijn
geen MIC-verdelingen weergegeven, omdat voor deze antibiotica alle stammen dezelfde MIC-waarden
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