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Voorwoord

VOORWOORD

De milieubelasting die voortvloeit uit de veehouderij in Nederland wordt meestal
binnen de thema's "verzuring” en "vermesting" besproken. De gekozen invalshoek
leidt ertoe dat overmatige aanvoer van macronutriénten, zoals fosfaat, nitraat, ammo-
nium en in mindere mate kalium in het beleid de meeste aandacht krijgen. Met een
eerdere studie (Berekening van zware-metaalbalansen voor de bodem*) heeft de
commissie aangegeven dat op termijn de overmatige aanvoer van andere stoffen, met
name zware metalen via dierlijke mest, overige organische meststoffen en kunstmest
eveneens aandacht verdienen. In regelingen met betrekking tot overige organische
meststoffen en compost zijn inmiddels zodanige regels gesteld dat accumulatie van

zware metalen op de lange termijn in de bodem kan worden voorkomen.

Met betrekking tot dierlijke mest zijn de gebruiksregels tot nu toe vooral geént op fos-
faat waarbij thans wordt bezien in hoeverre deze regels, die geleidelijk worden aange-
scherpt, voldoende zijn om accumulatie in de bodem van andere stoffen te voorko-
men. Het beeld van de mogelijke effecten van het gebruik van dierlijke mest op het
milieu zou echter niet compleet zijn zonder een nadere analyse van de additieven die
aan veevoer worden toegevoegd en die via dierlijke mest op de bodem worden ge-
bracht. Met name dringt de vraag zich op naar de effecten van antibiotica die aan
veevoer worden toegevoegd om te voorkomen dat bepaalde ziekten onder het vee
uitbreken. De analogie met het gebruik van gewasbeschermingsmiddelen in de land-

bouw en de nadelige neveneffecten daarvan dringt zich hier op.

Vergelijkbaar met bestrijdingsmiddelen zullen antibiotica die via mest op de bodem
terecht komen, neveneffecten kunnen hebben op de microflora in de bodem en op een
aantal bodemprocessen die door bodembacterién in stand worden gehouden. Naast
dit directe effect kan het gebruik van antibiotica resistentie induceren bij microorga-
nismen, die daarmee ongevoelig worden voor het betreffende antibioticum. Bijzonder
voor bacterién is voorts dat deze resistenties gelegen zijn op erfelijk materiaal dat ge-
makkelijk binnen, maar ook tussen verschillende bacteriesoorten kan worden uitge-

wisseld. Veelvuldig gebruik van een antibioticum kan dus leiden tot een verspreiding

* TCB A89/01-R Rapport "Berekening van zware-metaalbalansen voor de
bodem"”, januari 1989.



Voorwoord

van resistentie factoren en uiteindelijk tot het onbruikbaar worden van het betref-
fende antibioticum, ook voor andere doeleinden dan het beschermen van het vee.

De verkenning van deze problematick die in het voorliggende rapport is gemaakt
wijst uit dat bovenvermelde consequenties van het antibiotica gebruik in de veehou-
derij niet zijn uit te sluiten. Er is echter te weinig kennis om aan te geven hoe groot de
risico's zijn. De commissie is naar aanleiding van de resultaten van deze studie en van
een aantal eerdere vergelijkbare studies van oordeel dat er meer onderzoek over deze
problematiek uitgevoerd zou moeten worden. Tevens zou een zekere terughoudend-
heid bij het gebruik van antibiotica op zijn plaats zijn. In het licht van de zorg waar-
mee de introductie van genetisch gemodificeerde (micro)organismen in het milieu
wordt omringd lijkt aandacht voor de genetische modificatie van microorganismen

die reeds in het milieu aanwezig zeker op zijn plaats.

Namens de commissie,

De secretaris, De voorzitter,

gﬁo@@;

[].]. Vegter. Ir. W.C. Reij.



Inhoud

INHOUD

SAMENVATTING

1. INLEIDING

2. VETERINAIR GEBRUIK ANTIBIOTICA
2.1 Vormen van toediening antibiotica
2.2 Hoeveelheid toegediende antibiotica

3. VERSPREIDING VAN ANTIBIOTICA

3.1 Antibiotica in het dier

3.2 Antibiotica in dierlijke produkten

3.3 Antibiotica in de mest

3.4 Antibiotica in de bodem

3.5 Verspreiding antibiotica vanuit de bodem

4. BACTERIELE ANTIBIOTISCHE RESISTENTIE

4.1 Ontstaan van bacteriéle antibiotische resistentie

4.2 Factoren die de instandhouding van antibiotischE resistentie
beinvloeden

5. VERSPREIDING VAN ANTIBIOTISCHE RESISTENTIE IN HET MILIEU
5.1 Bacteriéle antibiotische resistentie in de mest
5.2 Bacteriéle antibiotische resistentie in de bodem
5.3 Verspreiding van de bacteriéle antibiotische resistentie
vanuit de bodem naar het grondwater en/of oppervlak-
tewater

6. DISCUSSIE

7. LITERATUUR

BIJLAGEN

w

11
11
11
12
13
16

19

19
20

23
23
24
26

29

33

37



Samenvatting

SAMENVATTING

In opdracht van de Technische commissie bodembescherming (TCB) is een verken-
nende literatuurstudie verricht naar de mogelijke gevolgen van het verspreiden van
bacteriéle antibiotische resistentie via de bodem. Er is een overzicht gegeven van de

kennis uit de toegepaste sfeer in relatie tot de bodembescherming.

In eerste instantie is:

- in de vorm van een figuur een overzicht gegeven langs welke wegen de aan het vee
toegediende antibiotica en de resistente bacterién zich via de bodem kunnen ver-
spreiden en uiteindelijk de mens kunnen bereiken;

- gekeken naar de manieren van toediening en de gebruikte hoeveelheden van anti-
biotica binnen de veterinaire sector;

- gekeken naar het voorkomen van antibiotica in dieren, dierlijke produkten, mest,

bodem en verspreiding vanuit de bodem.

Tenslotte is een eerste aanzet gemaakt van een inventarisatie van de bestaande kennis
op het gebied van de bacteriéle resistentievorming, -overdracht, en -verspreiding. Het
blijkt dat met betrekking tot deze laatste aspekten er een leemte in kennis bestaat tus-
sen de fundamentele medische microbiologie en de milieuwetenschappen (gedrag

van resistentiefactoren in het milieu).

Zonder nader onderzoek hieromtrent is een juiste en gedetailleerde inschatting van de
risico’s die antibiotica veroorzaken door hun verspreiding via de bodem vrijwel niet

mogelijk.



Inleiding

1. INLEIDING

Grote hoeveelheden antibiotica worden toegediend aan de veestapel als preventieve
of curatieve maatregel tegen infectieziekten en voor de groeibevordering. Voorzover
de middelen niet worden afgebroken of opgenomen in het dier, komen ze in de oor-

spronkelijke of gemetaboliseerde vorm in de mest en via het uitrijden in de bodem.

De antimicrobiéle en toxicologische eigenschappen van de antibiotica kunnen de eco-

logische processen in de bodem of het oppervlaktewater verstoren.

Het voorliggende rapport richt zich op een ander probleem, namelijk het risico van
resistentievorming en -overdracht in bacterién. De problematiek is gecompliceerd om-
dat men zowel met de verspreiding van de stof (antibiotica), als met de verspreiding
van de effecten van de stof te maken heeft. Het effect, het resistent worden van micro-
organismen, kan zich autonoom verspreiden door overdracht van resistentie factoren
tussen verschillende soorten micro-organismen. Bodem micro-organismen kunnen
dan besmet worden met resistentiefactoren uit bacterién in mest. De verspreiding van
resistentie kan uiteindelijk tot blootstelling van mensen aan resistente bacterién
leiden. Indien dit voor de mens pathogene bacterién betreft, bestaat het gevaar dat bij
besmetting de voorgeschreven antibiotica niet meer werken (De Roij & De Vries,
1980).

Naast de chromosomale resistentie, een resistentie tegen één antibioticum
(monoresistentie) die ontstaat door mutatie en overgaat van moeder-op dochtercellen,
is er een overdraagbare vorm van resistentie. Deze is gesitueerd op R-plasmiden
(plasmiden zijn stukken extrachromosomaal DNA die onafhankelijk van het chromo-
somale DNA repliceren), die horizontaal van de ene cel op de andere kunnen worden
overgedragen. Deze overdracht vindt niet alleen plaats tussen gelijksoortige micro-or-
ganismen, maar ook tussen exemplaren van verschillende soorten (spectrumbreedte
van de resistentie). De R-plasmiden kunnen genen bevatten die coderen voor resisten-

tie tegen meerdere antibiotica (multiresistentie).

Lebek (1979) pleit ervoor om het gebruik van antibiotica, die resistente plasmiden ver-
oorzaken te vermijden in de vechouderij. Volgens hem zou het het beste zijn als anti-
biotica gebruikt in medicijnen voor mensen, niet voor dieren zouden worden gebruikt

(Lebek, 1979). In Engeland is zelfs het besluit genomen om de toepassing van medisch
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gangbare antibiotica in de veehouderij te verbieden (Manten, 1971). In Nederland is in
1989 een ad hoc commissie binnen het RIVM ingesteld om duidelijkheid te krijgen
over de ernst van de resistentieproblematiek en de wenselijkheid om middelen voor
veterinair gebruik te verbieden. Deze commissie is tot de conclusie gekomen dat

veterinair gebruik van een aantal antibiotica geheel verboden zou moeten worden
(Van Gool, 1991).

Aan de andere kant is nu bekend dat vaak de toevoeging van één soort antibioticum
op den duur resistentie tegen meerdere soorten antibiotica veroorzaakt, om tot nu toe
nog onbekende redenen (Levy, 1986; Durand et al., 1987; Linton, 1988; Davies, 1989).
Verder kan één bepaalde soort bacterie met antibiotische resistentie op de R-plasmi-
den deze resistentie overdragen naar andere soorten bacterién (Levy, 1986; Davies,
1989). Dit pleit eerder voor een, in alle gevallen, terughoudend gebruik van alle soor-

ten antibiotica.

In eerste instantie dient te worden nagegaan hoe het compartiment bodem bijdraagt
aan de blootstelling van de mens aan resistente bacterién. Het gaat hier om resistentie
tegen antibiotica in brede zin, dat wil zeggen zowel biologisch geproduceerde
(antibiotica in enge zin) als chemisch geproduceerde antimicrobiéle middelen

(chemotherapeutica).

In figuur 1 zijn de mogelijke wegen aangegeven waarlangs de aan het vee toegedien-
de antibiotica en de resistente bacterién zich kunnen verspreiden en uiteindelijk de

mens bereiken.
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Figuur 1 Verspreiding antibiotica en resistentie.

In de hiernavolgende hoofdstukken wordt een eerste overzicht gegeven van de aan-
wezige kennis van het probleemveld. Hoofdstuk 2 gaat in op het veterinaire gebruik
van antibiotica, met name de manieren van toediening en de gebruikte hoeveelheden.
In hoofdstuk 3 wordt de verspreiding van deze antibiotica in het milieu behandeld. In
hoofdstuk 4 wordt kort aangegeven welke factoren een rol spelen bij het ontstaan en
bij de overdracht van bacteriéle antibiotische resistentie. In hoofdstuk 5 wordt een
eerste indruk gegeven van de bestaande, relevante kennis op het gebied van de ver-
spreiding van bacteriéle antibiotische resistentie in het milieu. Tenslotte worden in
hoofdstuk 6 de conclusies weergeven (inclusief aanbevelingen voor verder onder-

zoek) en worden eventuele gevolgen voor beleidsontwikkeling genoemd.
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2. VETERINAIR GEBRUIK ANTIBIOTICA

2.1 VORMEN VAN TOEDIENING ANTIBIOTICA

De antibiotica kunnen op verschillende manieren aan de dieren worden toegediend:
1) Als additief in het veevoer;

2) Via gemedicineerd voer op voorschrift van de dierenarts;

3) Als diergeneesmiddel (niet via gemedicineerd voer) op voorschrift van de dieren-

arts.

Als additief in het veevoer

Dit gebruik heeft zowel een nutritief (groeibevordering en verbeterde groeiconversie)
als een preventief (voorkémen van infecties) doel. Om de paar maanden worden de
antibiotica gewisseld om tegen te gaan dat er resistentie ontstaat. In de verordening
voor diervoeder (Produktschap voor Veevoer, 1986) is vastgelegd welke stoffen als
additief door het voer mogen worden gemengd en in welke concentraties. Deze lijst

bevat 9 antibiotica (in enge zin), 22 coccidiostatica en 2 groeibevorderende stoffen.

Via gemedicineerd voer op voorschrift van de dierenarts

Het gebruik hiervan dient meestal een preventief doel: als er een ziekte dreigt of als er
enkele dieren ziek zijn en het gevaar van besmetting bestaat. Het kan ook curatief
(therapeutisch) worden gebruikt: als er een ziekte onder de dieren is uitgebroken.

In gemedicineerd voer mogen de diergeneesmiddelen die volgens de Diergencesmid-

delenwet zijn toegestaan worden verwerkt. De concentraties worden door de dieren-

arts bepaald. Gemedicineerd voer kan onderscheiden worden in:

- gemedicineerd standaardvoer: dit wordt bereid volgens vaste recepten en mag door
de mengvoederfabrikanten in voorraad worden gehouden. Voor standaardvoer
mag alleen gebruik worden gemaakt van de in het Landbouwkwaliteitsbesluit ge-
medicineerd voeder toegelaten middelen.

- gemedicineerd speciaalvoer: dit wordt na ontvangst van een recept per geval door
de fabrikant gemengd. In het speciaalvoer kan elk door de dierenarts voorgeschre-

ven diergeneesmiddel worden verwerkt.
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Als diergeneesmiddel op voorschrift van de dierenarts

De toegestane middelen staan in de Diergeneesmiddelenwet. Hierbij zijn twee soorten
van toediening te onderscheiden:

- collectieve behandeling, via het drinkwater of als top-dressing (het geneesmiddel
wordt in dit geval over het voer gestrooid als het in de voederbakken ligt). Evenals
bij gemedicineerd voer is het gebruik hier preventief of curatief;

- in een individuele behandeling; het gaat hierbij om curatief gebruik, in het geval
één of enkele dieren ziek zijn. De toediening kan op diverse manieren gebeuren:

oraal, via injectie of uitwendig.

De verschillende manieren van toediening komen niet bij alle diersoorten evenveel
voor. Toediening van antibiotica via het veevoer vindt vooral bij varkens, slacht-
pluimvee en ook mestrunderen plaats. Gemedicineerd standaardvoer bestaat ook al-
leen voor deze groepen. Bij melkkoeien en legkippen is het gebruik van deze midde-
len via het voer niet gebruikelijk vanwege het gevaar van residuen in de melk en in de

eieren.

2.2 HOEVEELHEID TOEGEDIENDE ANTIBIOTICA

Het Instituut voor Landbouwkundig Onderzoek van Biochemische Produkten (ILOB)
heeft de gebruikscijfers van de belangrijkste additieven en diergeneesmiddelen voor
1979 geinventariseerd via schriftelijke en telefonische enquétes (De Roij & De Vries,

1980). In tabel 1 staan de totalen per categorie middelen.

Tabel 1. Gebruik van enkele categorieén additieven en diergeneesmiddelen in 1979
(bron: De Roij & De Vries, 1980).

Gebruik in (1000 kg):

Categorie als additief in gemedicineerd diergeneeskundig 2)

voer totaal
Antibiotica P 91,7 6,7 46,9 145,3
Chemotherapeutica 201,8 17,0 7,0 2259
- coccidiostatica - 52,5 71,0 123,5
- overige
Groeibevorderende 42,3 - 1,0 43,3
stoffen
Totaal 335,8 76,2 1259 537,9
] antibiotica in enge zin
2) gebruik op voorschrift van dierenarts, exclusief via gemedicineerd voer

De Roij & De Vries signaleren dat het verbod als additief van een aantal middelen

nauwelijks invloed heeft gehad op het gebruik. Redenen voor een verbod waren het
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beter onder controle houden van het gebruik en het doen afnemen van het gebruik.
Dit was naar aanleiding van de verworven kennis over resistentie-ontwikkeling tegen
deze middelen bij micro-organismen en over de toxiciteit van de verbindingen. Het
verbod heeft echter geen daling van het gebruik teweeggebracht. In sommige gevallen
is het zelfs toegenomen. In het algemeen heeft er een verschuiving naar het gemedici-

neerd voer plaatsgevonden.

Het onderzoek van de ILOB vormt het meest recente uitgebreide cijfermateriaal over
hoeveelheden veterinair toegepaste antibiotica, afgezien van de gegevens over geme-
dicineerd voer. Deze worden bijgehouden door het Produktschap van Veevoeders.

De producenten van de antibiotica, de farmaceutische industrie, hebben informatie
over hoeveelheden die per middel worden geproduceerd. Door de Vereniging van
Fabrikanten en Importeurs van Diergeneesmiddelen in Nederland (FIDIN) wordt een
inventarisatie gemaakt van de hoeveelheden antibiotica die in Nederland worden ge-

bruikt. De vraag is of, en zo ja, wanneer deze cijfers beschikbaar zijn.

Hoeveelheden als additief

Het is moeilijk om een indruk te krijgen van de hoeveclheden van de verschillende
antibiotica die worden gebruikt als additief. Er zijn veel mengvoederfabrikanten die
ieder hun eigen voedersamenstelling op de markt brengen aan de hand van de toege-
laten middelen (Oldenkamp, 1991).

Natuur en Milieu (Van Gool, 1991) heeft een schatting gemaakt van de totale hoeveel-
heid antibiotica die wordt gebruikt als additief. De totale veevoederproduktie in
Nederland in 1988 bedroeg ongeveer 17 miljoen ton. Naar schatting bevat ongeveer
de helft antibiotica. De gemiddelde concentratie antibiotica als additief in veevoer is
volgens het Produktschap voor Veevoeders ongeveer 100 mg/kg. Hieruit volgt een
geschatte totale hoeveelheid antibiotica als additief van 850 ton/jaar. Ter vergelijking:
het ILOB vond voor 1979 een totale hoeveelheid antibiotica als additief van 335
ton/jaar (zie tabel 1). Op grond van deze cijfers zou geconcludeerd kunnen worden

dat er sprake is van een stijging van deze categorie in de afgelopen tien jaar.

Hoeveelheden in gemedicineerd voer

Volgens de Verordening gemedicineerd voeder moeten gegevens over de produktie
van gemedicineerd voer worden gemeld aan het Produktschap van Veevoeders. Deze

gegevens moeten daarom bij het Produktschap aanwezig zijn. Tot 1985 werden de
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gegevens inderdaad bijgehouden door het Produktschap. Sindsdien is er geen over-
zicht meer gemaakt. Geschat wordt dat de situatie niet veel is veranderd.

De gegevens van 1984 betreffen 60 bedrijven die 58,5% van de landelijke produktie
van varkens- en pluimveevoeder voor hun rekening nemen. De produktie van geme-
dicineerd voer door deze bedrijven was 127.000 ton (LAC, 1986) Extrapolatie hiervan
leidt tot een schatting van 220.000 ton gemedicineerd voer in 1984.

De gemiddelde concentratie antibiotica in gemedicineerd voer wordt door het
Produktschap voor Veevoeders geschat op 400 mg/kg. De totale hoeveelheid toege-
diende antibiotica via gemedicineerd voer kan hiermee geschat worden op 88

ton/jaar. Dit is iets meer dan door het ILOB in 1979 werd gevonden (zie tabel 1).

Hoeveelheden overig diergeneeskundig

Hoeveel antibiotica er op andere manieren (dus niet als additief of via gemedicineerd
voer) worden toegediend, is niet bekend. Door een dierenarts (Oldenkamp, 1991) is
op grond van diverse inlichtingen een schatting gemaakt van de hoeveelheden van de
belangrijkste groepen aan het vee verstrekte diergeneesmiddelen, exclusief via ge-

medicineerd voer.

Tabel 2. Schatting van het jaarlijkse gebruik van enkele antibiotica in kg, exclusief via
gemedicineerd voer (bron: Oldenkamp, 1991).

Wijze van bediening;:

Antibioticagroep parenteraal oraal intramammair totaal
B-lactam verbindingen 23500 - 3500 27000
aminoglycosiden 15500 - 600 16100
tetracyclines 6000 11000 - 17000
sulfonamiden 22000 55000 - 77000
totaal 137100

De totale hoeveelheid voor de vier genoemde groepen komt ongeveer overeen met de

totale hoeveelheid die het ILOB voor 1979 heeft gevonden (zie tabel 1).

Zwarte markt

Verder is er een zwart circuit waarin middelen door handelaren rechtstreeks aan de
boeren worden verkocht. De schattingen over de omvang hiervan lopen zeer uiteen.
De Roij & De Vries (1983) schatten dat dit circuit ongeveer even groot is als het legale
gebruik (De Roij & De Vries, 1983). Volgens de inschatting van een dierenarts

(Oldenkamp, 1991) daarentegen, vormt de zwarte markt hoogstens enige procenten.
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Dit concludeert hij op basis van het feit dat 80% van de varkenshouderij (20% van de

bedrijven) wordt begeleid door dierenartsen.

Conclusie

De grootste hoeveelheid antibiotica wordt als additief toegediend. De hoeveelheden
die als diergeneesmiddel (via gemedicineerd voer of anderszins) worden toegediend
zijn ten opzichte hiervan relatief klein, maar substantieel. Als het om risico's voor het
milieu of de volksgezondheid gaat, kan men echter niet zonder meer stellen dat de
additieven de belangrijkste groep vormen. Het gaat immers om verschillende midde-
len met verschillende risico's. Hierbij moet tevens bedacht worden dat een aantal stof-
fen die een relatief groot risico vertegenwoordigen vanwege persistentie, mobiliteit,

toxiciteit of resistentievorming, zijn verboden als additief.

Voor een goede risicobeoordeling zou het beter zijn om de hoeveelheden van een
aantal relevante of veel gebruikte middelen of groepen van middelen te schatten ge-

zien de verschillen in gedrag en effecten (zie ook hoofdstuk 3).
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3. VERSPREIDING VAN ANTIBIOTICA

3.1 ANTIBIOTICA IN HET DIER

Het gedrag van de toegediende middelen in het dier is afhankelijk van de diersoort,
de toedieningswijze (parenteraal, oraal of intramammair), de gezondheid van het dier
en de formulering van het middel. Voor een goed zicht op het gedrag van de antibio-
tica en daarmee op de hoeveelheden die worden uitgescheiden via de mest, is het
nodig na te gaan welke middelen aan welke diersoorten op welke wijze worden toe-
gediend (Oldenkamp, 1991).

In het algemeen kunnen de aan het dier toegediende middelen:

- worden afgebroken tot onschadelijke eindprodukten;

- worden gemetaboliseerd, de metabolieten kunnen in de mest terecht komen;

- accumuleren (al of niet als metabool) in weefsels of dierlijke produkten (eieren,
melk);

- onveranderd worden uitgescheiden.

Er is relatief veel onderzoek verricht naar het gedrag van antibiotica in dieren. De
meeste stoffen accumuleren niet in het dier, maar worden gemetaboliseerd of onver-
anderd uitgescheiden. In welke mate en in welke verhouding metabolisatie en uit-
scheiding plaatsvinden, verschilt sterk per middel. De in de literatuur genoemde frac-
ties van ongewijzigde uitscheiding variéren van nihil tot 90%, hetzelfde geldt voor
metabolisering (De Roij & De Vries, 1983; LAC, 1986). Naar schatting komt gemiddeld
75% onveranderd in het milieu terecht (Elmund et al., 1971) in (Addison, 1984). Dit is
een zeer grove schatting, die wel enigszins ondersteund wordt door onderzoeksresul-
taten. Van sommige antibiotica is bekend dat ook één of meerdere metabolieten anti-
microbiéle activiteit vertonen (De Roij & De Vries, 1980; LAC, 1986).

3.2. ANTIBIOTICA IN DIERLIJKE PRODUKTEN

Vanwege het gevaar van residuen in melk en eieren is het gebruik van antibiotica bij
melkkoeien en legkippen beperkt. Toch worden ook aan deze groepen vee antibiotica
toegediend en de produkten worden in deze gevallen niet altijd van de markt gehou-

den (bijvoorbeeld melk na behandeling van koeien). Zo kunnen er toch antibiotica in

11
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de melk en de eieren terechtkomen. Voor slachtvee zijn er limieten gesteld. Voor het
dier geslacht wordt mogen gedurende een bepaalde tijd (wachttermijn) geen midde-
len meer worden toegediend. Deze wachttijd is gebaseerd op de tijd die het middel
nodig heeft om uit het lichaam van het dier te verdwijnen. Indien de wachttijd niet in
acht wordt genomen of als de dieren onbedoeld middelen binnenkrijgen kunnen er

toch residuen in het vlees terechtkomen.

De blootstellingsroute via dierlijke produkten wordt in deze studie niet verder in be-

schouwing genomen (zie hiervoor o.a. RIVM, 1989).

3.3 ANTIBIOTICA IN DE MEST

Natuur en Milieu (Van Gool, 1991) heeft een ruwe schatting gemaakt van de gemid-
delde concentratie antibiotica die in de mest terecht komt. De schatting beperkt zich
tot de antibiotica die als additief en via gemedicineerd voer worden toegediend.
Verder is bij de berekening gesteld dat de toediening zich concentreert op slachtvee
en dat koeien en legkippen normaal gesproken geen antibiotica via het voer krijgen
toegediend. Voor de hoeveelheid mest is dan ook alleen de produktie van varkens en

slachtkippen genomen.

De volgende gegevens en schattingen zijn gebruikt*:

- hoeveelheid toegediende antibiotica per jaar:
als additief 850 ton
in gemedicineerd voer 88 ton

totaal 938 ton

- hoeveelheid mest van slachtkippen en varkens: 20 miljoen ton

- van de opgenomen middelen wordt 75% weer uitgescheiden

Op grond van deze gegevens kan de gemiddelde concentratie in de mest worden ge-

schat op: 35 mg/kg.

Het is waarschijnlijk zinniger om deze hoeveelheid voor een aantal relevante midde-
len of groepen middelen te schatten, gezien het feit dat er (grote) verschillen zijn in

gebruik, metabolisme, gedrag in milieu en effecten.

* de berekening is opnieuw uitgevoerd op basis van een ander cijfer voor de
hoeveelheid gemedicineerd voer (zie paragraaf 2.2)
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De mest wordt eerst verzameld en opgeslagen in de vorm van mesthopen of in mest-

kelders. De middelen in de mest kunnen:

- worden afgebroken tot onschadelijke eindprodukten (door biologische en chemische
afbraakprocessen);

- worden gemetaboliseerd;

- onveranderd blijven.

Het oorspronkelijke middel en de metabolieten komen bij het uitrijden van de mest

op de bodem terecht.

3.4 ANTIBIOTICA IN DE BODEM

Voor het bepalen van de hoeveelheid antibiotica die in de bodem terecht komt via de
mest, moet allereerst een schatting gedaan worden van de hoeveelheid uitgereden
mest per oppervlakte grond. Dit kan via verschillende wegen:

1) Op basis van de totale oppervlakte cultuurgrond (ongeveer 2 miljoen ha), waarbij
ervan wordt uitgegaan dat de mest evenredig over het land wordt verdeeld.
Natuur en Milieu (Van Gool, 1990) heeft via deze weg een schatting gemaakt. De
hoeveelheid varkens- en slachtkippemest (van 20 miljoen ton/jaar) wordt gesteld
op 24% van de totale mestproduktie. Aangenomen dat deze op 24% van de cul-
tuurgrond terechtkomt, geeft dit als resultaat een hoeveelheid van 4,2 kg mest/ m?2.

2) Op basis van bemestingsnormen. In het Besluit gebruik dierlijke meststoffen
(Staatsblad, 1987) wordt een voortschrijdende normering gegeven voor de hoeveel-
heid fosfaat, uitgesplitst naar soort grond (zie tabel 3). De eindnorm voor 2000 is
nog niet vastgesteld; in de tabel staan de nu in overweging zijnde normen ge-

noemd.

Tabel 3. Voortschrijdende normering van het gebruik van dierlijke
meststoffen in kg fosfaat/ha/jaar (Besluit gebruik dierlijke meststoffen).

kg fosfaat/ha/jaar op
Periode bouwland snijmaisland grasland
1991 - 1995 125 250 200
vanaf 1995 125 + 175 +175
eindnorm (+ 2000)* 70 75 110

* eindnormen zijn in overweging
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Voor het fosfaatgehalte in de mest wordt uitgegaan van het gemiddelde in var-
kens- en slachtkippemest. Hieronder staan voor varkens en slachtkippen de hoe-

veelheden mest en de fosfaatgehalten weergegeven.

Tabel 4. Mestproduktie en fosfaatgehalte voor varkens en slachtkippen, 1988
(bron: CBS, 1989a).

mestproduktie fosfaatgehalte
(miljoen ton/jaar) (g P205/kg mest)
varkens (dunne mest) 19,2 4,3
slachtkippen (vaste mest) 0,4* 26
varkens + slachtkippen 19,6 4,7

* afgeleid uit aantal slachtkippen (CBS, 1989b) en hoeveelheid mest

per dier (CBS, 1989a)
De gemiddelde concentratie fosfaat in de mest van varkens en slachtkippen is
4,7 g/kg. Uitgaande van de maximale fosfaatnorm van 250 kg/ha voor snijmais-
land (varkensmest wordt alleen over bouwland en snijmaisland uitgereden), kan
een hoeveelheid uitgereden mest van 5,3 kg/m? berekend worden. Uitgaande van
de in overweging zijnde eindnorm voor snijmaisland van 75 kg fosfaat/ha, komt

de hoeveelheid op 1,6 kg mest/m?.

Op basis van deze berekende hoeveelheden uitgereden mest is een schatting gemaakt
van de concentraties antibiotica in de bodem na uitrijden. Hierbij is uitgegaan van de
hiervoor berckende concentratie in de mest van 35 mg/kg. Dit betekent dat er geen
rekening is gechouden met afbraak tijdens de opslag in mesthopen en -kelders en dat
de schatting dus te hoog is.

Aangenomen wordt dat de antibiotica zich over de bovenste 10 cm van de bodem
verdelen en dat de bodem een soortelijk gewicht heeft van 1,5 kg/dm3. Verder is geen
rekening gehouden met afbraak noch met accumulatie in de bodem. De resultaten

staan in tabel 5 weergegeven.
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Tabel 5. Schatting van concentratie antibiotica (in mg/kg) in de bodem
bij verschillende hoeveelheden uitgereden mest (in kg/m?) .

hoeveelheid concentratie
uitgereden mest antibiotica
Schatting op basis van (g/m2) (mg/kg grond)
oppervlakte cultuurgrond 4,2 1,0
fosfaatnorm: 250 kg/ha 53 1,2
75 kg/ha 1,6 04

De LAC heeft berekeningen gedaan van de maximale gehaltes van een drietal dierge-
neesmiddelen (oxytetracycline, sulfadimidine en furazolidon) in de bodem na bemes-
ting (LAC, 1986). Hierbij is uitgegaan van de normering van het aantal dierplaatsen
per ha op basis van de toenmalige maximale fosfaatnorm (350 kg/ha). Daarna zijn de
concentraties in de bodem voor een aantal diersoorten berekend, via de geschatte
hoeveelheid toegediend middel per dier (op grond van dosering en therapieduur),
aannemende dat 100% van de antibiotica ongewijzigd het dier verlaat en dat de stof
zich over een toplaag van 10 cm van de bodem verspreidt. De resultaten variéren van
0,6 tot 5,9 mg/dm3 (LAC, 1986), oftewel 0,4 tot 3,9 mg/kg bij een soortelijk gewicht
van 1,5 kg/dm3. Gemiddeld liggen deze hoeveelheden iets hoger dan de bovenge-
noemde schattingen, hetgeen waarschijnlijk te verklaren is uit de verschillende aan-

names.

Voor een betere beoordeling van de belasting van de bodem moet met een aantal ge-

gevens rekening houden:

- de intensieve vechouderij en daarmee het verspreidingsgebied van een groot deel
van de mest is geconcentreerd in een beperkt deel van Nederland. Het is zeer waar-
schijnlijk dat de fosfaatnorm in een aantal gebieden wordt overschreden, waarmee
ook grotere hoeveelheden antibiotica op de bodem terechtkomen. Hierbij moet
worden opgemerkt dat er een steeds grotere toename is van het mesttransport;

- na verspreiding op de bodem worden de antibiotica afgebroken. De snelheid waar-
mee dit gebeurt, is afhankelijk van de persistentie. Voor de weinig persistente mid-
delen zullen de hiervoor berekende concentraties een overschatting betekenen.
Indien cenmaal per jaar mest wordt uitgereden is de gegeven concentratie de
maximale beginconcentratie vlak na uitrijden van de mest (waarbij de afbraak
tijdens de mestopslag is verwaarloosd). Daarna zal de stof in de bodem afbreken en

verdwenen zijn voordat er weer mest wordt uitgereden. Voor persistente stoffen
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kan de gegeven concentratie een onderschatting zijn. Dit is het geval als de aanvoer
de afbraak overtreft en de stof accumuleert in de bodem;

- mest wordt slechts enkele malen per jaar over het land verspreid, waardoor de be-
lasting in de tijd sterk varieert.

Dit alles betckent dat het belastingsniveau in delen van het land tijdelijk of op den

duur (bij accumulatie) zeer hoog kan worden (De Roij & De Vries, 1980).

Ook voor de concentraties in de bodem geldt dat het zinniger is om de hoeveelheden
te schatten voor een aantal relevante middelen of groepen van middelen in plaats van

voor het totaal aan antibiotica (zie 3 paragraaf 3.2).

De antibiotica in de bodem kunnen:

- worden afgebroken door chemisch of biologische afbraakprocessen tot onschadelijke
eindprodukten;

- worden gemetaboliseerd; de metabolicten kunnen dezelfde wegen als de antibiotica
volgen;

- zich binden aan bodemdeeltjes, waardoor ze niet beschikbaar zijn voor transport of
voor opname door organismen;

- uitspoelen naar het grondwater of afspoelen naar het oppervlaktewater;

- opgenomen worden door planten;

- in beschikbare vorm aanwezig blijven in de bodem en mogelijk effecten veroorzaken

bij bodemorganismen en bodemecosystemen verstoren.

Tot nu toe zijn er geen metingen verricht naar antibiotica in het milieu, dus ook niet in
de bodem (Van Gool, 1991).

3.5 VERSPREIDING ANTIBIOTICA VANUIT DE BODEM

De in de bodem aanwezige antibiotica kunnen uitspoelen naar het grondwater. De
middelen kunnen via het grondwater, door afspoeling van de bodem of via directe
lozing van de mest in het oppervlaktewater terechtkomen en daar effecten teweeg-
brengen op het aquatische ecosysteem. In het grondwater en het oppervlaktewater

kunnen de antibiotica een bedreiging vormen voor de drinkwatervoorraden.

Addison (Addison, 1984) heeft, naar analogic van een model voor bestrijdingsmidde-
len, een 'Antibiotic Transport and Run-off (ATR) model' ontwikkeld voor het kwanti-
ficeren van de verspreiding van antibiotica van landbouwgronden naar het milieu.
Antibiotica kunnen in bredere zin worden opgevat als een bestrijdingsmiddel. De

modellen lopen voor een groot deel parallel. In submodellen worden de belangrijkste
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processen zoals verdamping, afbraak, uitloging, diffusie, adsorptie/desorptie en de
hydrologische processen beschreven.

Het model beoogt een hulpmiddel te zijn bij de beheersing van de verspreiding van
antibiotica in het milieu. De informatie uit het model, gecombineerd met waarden
voor toelaatbare concentraties in het milieu, kunnen de basis vormen voor een regule-
ring van de antibiotica toepassing. Deze kan dan mogelijk gedifferentieerd worden

naar bodemkundige, geohydrologische of klimatologische omstandigheden.
De antibiotica kunnen ook vanuit de bodem door de gewassen worden opgenomen.

De kringloop is gesloten als dit gras of veevoer betreft en de antibiotica via deze weg

weer in het vee terechtkomt (zie figuur 1, hoofdstuk 1).
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4. BACTERIELE ANTIBIOTISCHE
RESISTENTIE

Toediening van antibiotica aan de veestapel en verspreiding hiervan via de mest naar
het milieu kan tot gevolg hebben dat er zich bij bacterién (in het dier, in de mest of in
het milieu) resistentie ontwikkeld tegen deze (en andere) antibiotica. De resistentie is
vaak gesitueerd op R-plasmiden en daarmee overdraagbaar van de ene op de andere
bacteriecel (zie inleiding). Naast de antibiotica kunnen ook de resistente bacterién
zich verspreiden en uiteindelijk de mens bereiken (zie figuur 1, hoofdstuk 1).
Hieronder wordt een overzicht gegeven van de aanwezige kennis over de factoren die
bepalend zijn voor de mate waarin resistentie-overdracht plaatsvindt en voor de
overlevingskansen van resistente bacterién. Inzicht hierin is noodzakelijk voor een

risicobeoordeling.

4.1 ONTSTAAN VAN BACTERIELE ANTIBIOTISCHE RESISTENTIE

De dragers van de antibiotische resistentie, de R-plasmiden, waren in de tijd dat anti-
biotica nog niet werden toegepast, in relatief weinig bacterién aanwezig (Linton,
1988). Volgens Levy (1984) is het toenemend voorkomen van R-plasmiden in bacte-
rién in ecosystemen voornamelijk te danken aan het gebruik van antibiotica. Volgens
Manten (1971) staan de hoeveelheden antibiotica, die in het milieu van de mens wor-
den toegepast in schril contrast met de uiterst geringe hoeveelheden die doorgaans in
de natuur worden aangetroffen. Deze "natuurlijke” antibiotica, afkomstig van bacte-

rién en schimmels, worden ter plekke zeer snel afgebroken.

Het aanwezig zijn van antibiotica veroorzaakt een zekere selectiedruk onder micro-
organismen ten gunste van micro-organismen, die R-plasmiden bevatten. Er bestaan
weinig concrete informatie over het verband tussen de vervuiling van het milieu met
antibiotica en de selektiedruk die daardoor wordt uitgeoefend (Linton, 1988). Behalve
door antibiotica direct, kan tevens een selectiedruk worden uitgeoefend op micro-or-
ganismen in het milieu als dat milieu verontreinigd wordt door de antibiotica resis-

tente bacterién (Linton, 1988).

Samengevat kan bacteriéle antibiotische resistentie in een milieu ontstaan, doordat

een zekere selectiedruk wordt uitgeoefend door:
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- het voorkomen van "natuurlijke" antibiotica;
- vervuiling van het milieu met antibiotica;

- vervuiling van het milieu met antibiotica resistente bacterién.

Verder is bekend dat het toedienen van kleine hoeveelheden van antibiotica aan men-
sen en dieren over een langere periode grotere gevolgen voor het milieu kan hebben
(door de vorming van antibiotische resistentie) dan wanneer hetzelfde middel in
grote hoeveelheden kort wordt gebruikt (Huber, 1971). Lang gebruik van lage concen-
traties antibiotica geeft een grotere kans op vorming van bacteriéle antibiotische resis-

tentie.

In hoeverre overdracht van de resistentie ook in het milieu plaatsvindt, is afhankelijk
van de overleving van het micro-organisme en de kans dat het geschikte ontvanger-
cellen tegenkomt. De frequentie waarin dit gebeurt is afhankelijk van het aantal en de
constitutie van de donor- en ontvangercellen en van de mobiliteit van de vector
waarop het gen zich bevindt (Blom, 1989). Overzichten worden gegeven door Stotzky
& Babich (1986), Trevors et al. (1987), Levy & Marshall (1988), Stotzky (1989), Saye &
Miller (1989), Van Elsas (1991).

Uit experimenten blijkt dat ook micro-organismen die niet van nature in het
bodemmilieu voorkomen kunnen overleven en getransporteerd worden. Aangetoond

is dat overdracht van genetische informatie mogelijk is.

4.2 FACTOREN DIE DE INSTANDHOUDING VAN ANTIBIOTISCHE RESIS-
TENTIE BEINVLOEDEN

Als antibiotische resistentie in een bepaald milieu eenmaal voorkomt is het interessant
na te gaan onder welke voorwaarden deze zich kan handhaven. Dit is van belang

voor het inzicht in de overlevingskansen van resistente bacterién in het milieu.

Het wegvallen van cen bepaalde selektiedruk kan tot gevolg hebben dat bijbehorende
plasmiden onstabiel worden, gefragmenteerd worden of helemaal verdwijnen (Blom,
1989). Dit kan veroorzaakt worden als de aanwezigheid van een plasmide voor een
cel energiebelastend is, waardoor in een niet-selektieve omgeving bacterién zonder
plasmiden in het voordeel zijn (Stotzky & Babich, 1986; Blom, 1989). Het is niet be-
kend bij welke minimale concentraties van antibiotica (ondergrens) in het milieu in

relatie tot de tijd, er sprake is van een niet-selektieve omgeving.

Mensen en dieren die rechtstrecks in contact zijn met antibiotica herbergen bacterién

met de meeste R-plasmiden (Pohl & Thomas, 1979; Renault & Roux, 1972; Siegel et al. ,
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1975). Ook echter treft men R-plasmiden in bacterién aan bij personen en dieren, die
niet in contact zijn geweest met antibiotica, zelfs in delen van de wereld waar die
middelen nog nooit zijn toegepast (Pohl & Thomas, 1979; Huber, 1971; Siegel et al.,
1975). De selektiedruk door antibiotica is dus niet de enige factor die men in overwe-
ging moet nemen om de persistentie en de verspreiding van R-plasmiden in het
milieu te verklaren (Pohl & Thomas, 1979). Als R-plasmiden zich inderdaad kunnen
verspreiden bij afwezigheid van antibiotica is het zaak om maatregelen te nemen om
de toepassing van antibiotica te minimaliseren (Pohl & Thomas, 1979; Van Gool,
1991).

Overdracht van resistentie in een aquatisch milieu is in verschillende veldonderzoe-
ken aangetoond. Ook hiervoor geldt dat biotische en abiotische factoren van invloed
zijn op de overdracht (Blom, 1989). Volgens Linton (1988) vermindert de overdracht
van plasmiden bij lage temperaturen (10,6° C t.o.v. 20° C) en onder voedselarme om-
standigheden. In alle milieus (ook in de bodem) vindt de overdracht alleen plaats in
water. Ook bij lage bodemvochtigheid vindt er minder overdracht van R-plasmiden
plaats (Blom, 1989). Mogelijk heeft dit alles te maken met de celdelingssnelheid, welke

in het algemeen ook afhankelijk is van de temperatuur en vochtigheid.

Zo ook ontdekten Stotzky & Babich (1986) dat de overlevingskans van bacterién met
R-plasmiden in de bodem over het algemeen beter was in bodems waaraan de klei-
mineraal montmorilloniet was toegevoegd. Het lijkt aannemelijk dat montmorilloniet
de groei en overlevingskans van de donor van het R-plasmide en de ontvangende
bacterién verbetert en zodoende de kans op contact tussen die bacterién verhoogt.

Bij de aanwezigheid van klei en nutriénten is de kans op overleving en overdracht

eveneens groter (Van Elsas, 1991).

Geconcludeerd kan worden dat bacteriéle antibiotische resistentie bij het wegvallen
van een selectiedruk kan verdwijnen, maar ook aangetoond is bij personen en dieren
die niet in contact zijn geweest met antibacteriéle middelen. Voor de overdracht van
bacteriéle antibiotische resistentie is de aanwezigheid van water een voorwaarde.
Lage temperaturen en voedselarme omstandigheden zijn minder gunstig voor de
overdracht van plasmiden. In de bodem stimuleert het kleimineraal montmorilloniet
de overdracht. De resistentie overdracht in relatie tot de bacteriéle populatiegroei is in

genoemde artikelen niet direct onderzocht.
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5. VERSPREIDING VAN ANTIBIOTISCHE
RESISTENTIE IN HET MILIEU

Zowel de toegediende antibiotica en de daardoor ontstane bacteriéle antibiotische
resistentie kunnen dezelfde mogelijke verspreidingsroutes, zoals in figuur 1 in hoofd-

stuk 1 zijn weergegeven voor antibiotica, volgen.

In de hierna volgende paragrafen wordt ingegaan op de verspreiding van de bacte-

riéle antibiotische resistentie volgens de route mest - bodem - water.

5.1 BACTERIELE ANTIBIOTISCHE RESISTENTIE IN DE MEST

Er is veel onderzoek gedaan naar de bacteriéle antibiotische resistentie in mest door
het toevoegen van antibiotica aan veevoeding. Het blijkt dat het gebruik van antibio-
tica in de veehouderij leidt tot antibiotische resistentie bij micro-organismen van het
maag-darmstelsel van dier en mens (Stappen et al., 1989; Marshall et al., 1990). De af-
deling bacteriologie van de Gezondheidsdicnst van Dieren houdt jaarlijks een over-
zicht bij van de resistentie-ontwikkeling in dieren. In tabel 6 staat een globaal over-
zicht van soorten indicator-organismen uit mest, waarbij onderzoek is gedaan naar de

antibiotische resistentie.

In mest vormen de E. Coli's de dominante populaties. In een studie naar de over-
dracht van multi-antibiotische resistentie in opgeslagen kalvermest kon worden aan-
getoond dat de multi-resistente Salmonella deze resistentie overdroeg aan verschil-
lende sero-groepen van E. Coli. In het opgeslagen kalverslib nam het aantal levens-
vatbare Coliformen in de eerste dagen van opslag met enkele orden van grootten af,
maar bleef daarna in aantal vrij contant. Dit kon wijzen dat de populatie op peil bleef
door constante groei en afsterving of dat deze micro-organismen bij de lagere tempe-
ratuur (vergeleken bij de temperatuur in het maagdarm traject van de kalveren) in
leven bleven. Het aantal levensvatbare Salmonella bleef gedurende de hele onder-
zoeksperiode van 7 weken constant (Linton, 1988 naar Hinton & Linton, 1982). Dit
onderzoek toont aan dat antibiotische resistente bacterién uit het maagdarm-traject
ook na uitscheiding door het vee (via de mest) levensvatbaar blijven en hun resisten-

tie kunnen overdragen.
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Tabel 6. Overzicht onderzochte indicator-organismen en hun resistentie tegen bepaal-
de soorten antibiotica.

Indicator-organisme Bron Antibiotische resisten- Referentie
tie
Clostridium perfringens V+R oleandomycine Dutta, 1982
(in de mest) tetracycline
favomycine
erythromycine
spiramycine
Salmonella thyphimurium R chloramphenicol Linton, 1988
(in de mest)
M sulfamides Pohl & Thomas, 1979
streptomycine
tetracycline
Escherichia Coli R chloramphenicol Linton, 1989
R+V+M rifampicin Marshall et al, 1990
multi antib. res.
Enterobacteriaceae R+M multi antib. res. Linton, 1988
Shigella M sulfamides Pohl & Thomas, 1979
streptomycine
tetracyclines
chloramphenicol
Bacillus subtilus V+R+S+K penicilline Huber, 1971
(in de mest) dihydrostreptomycine
tetracycline
tylosin
V = varkensmest
R = rundermest
S = schapenmest
K = kippemest
M = menselijke faecalién

5.2 BACTERIELE ANTIBIOTISCHE RESISTENTIE IN DE BODEM

Ten gevolge van het gebruik van antibiotica in de veevoeding treedt dus een ver-
hoogde antibiotica resistentie op bij de bacteriéle populaties van mest en via het ge-
bruik van deze dierlijke mest worden verscheidene, al dan niet antibiotica resistente
faecale kiemen in het milieu verspreid (Stappen et al., 1989). Er is weinig onderzoek
gedaan naar het voorkomen, de verspreiding en de persistentie van bacteriéle antibio-
tische resistentie in de bodem ten gevoige van de bemesting (Linton, 1988; Stotzky &
Babich, 1986).
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Linton & Hinton hebben een verkennend onderzoek uitgevoerd (Linton, 1988) naar
de overleving van antibiotische resistente bacterién op onbegraasd weideland bemest
met kalfs- en varkensslurrie. Monsters van het bovenste gras zonder aarde, en van
gras met wortels en aarde werden onderworpen aan bacteriologische tellingen. In
beide gevallen werd een scherpe daling gezien van het aantal bacterién in de eerste

zes weken, van meer dan 10° tot 101 .

In een onderzoek van Stappen et al. (1989) werd nagegaan in welke mate intensief ge-
bruik van varkensmengmest leidt tot het voorkomen van o.m. antibiotica resistente
bacterién in de bodem. Gebruik van mengmest veroorzaakte een significante verho-
ging van het aantal oleandomycine - respectievelijk tetracycline - resistente clostridia
(indicator micro-organisme uit de mest) in de bodem. Resistentie percentages varieer-
den van 5,3% respectievelijk 4,6% in onbemeste gronden tot 29,1%, respectievelijk
42,8% in bemeste gronden. Dezelfde tendens werd waargenomen in een overlevings-
proef in een lemige zandgrond. Gronden werden bemonsterd over een diepte 0-15 cm
(Stappen et al. , 1989).

Het aantal faecale coli en faccale streptococcen in de bovenste bodemlaag verliep op
de verschillende lokaties volgens een eerste orde reactie (zie bijlage 3, figuur 1). Aan
de hand van cen lineaire regressieanalyse voor de log (CFU)-waarden uitgerekend
tijdens de eerste 50 dagen na het tijdstip van bemesting, kon voor de klassieke indica-
toren de T90-waarde berekend worden (Chandler et al. , 1981). De T90-waarde wordt
gedefinieerd als het aantal dagen dat verloopt vooraleer 9% van de aanvankelijk in
de bodem gedetecteerde faecale kiemen is afgestorven. Van het aanvankelijk aantal
gedetekteerde faecale coli's en faecale streptococcen werd, gemiddeld 15 dagen na het
bemestingstijdstip, nog slechts 10% gedetecteerd. De afstervings- en migratiecoéffi-
ciénten bedroegen voor de dosissen van 200 en 800 kg mengmest per hektare respec-
tievelijk 0,063 t.0.v. 0,071 voor de faecale coli's en 0,051 t.0.v. 0.0908 voor de faecale
streptococcen. Deze waarden waren van dezelfde grootte orde als de afstervingscoéf-
ficénten, zoals bepaald door Chandler et al. (1981), nl. 0,11 en 0.8. Op de zwaar be-
meste objecten was een lichte tendens tot snellere afsterving van de faecale kiemen,
doch de verschillen waren niet zo uitgesproken als gerapporteerd door Tate (1978).
De antibiotica resistente clostridia konden tot 120 dagen na het bemestingstijdstip nog
worden gedetecteerd a rato van 102 a 103 CFU/g grond (zie bijlage 3, figuur 2 en 3)
(Stappen et al., 1989). Men kan dus stellen dat bacterién met antibiotische resistentie
nog een geruime tijd in de grond aanwezig blijven nadat "besmette" mengmest is ge-
bruikt. De bacteriéle antibiotische resistentie zou dan ook geruime tijd vanuit deze
gronden naar bijvoorbeeld het grondwater en oppervlaktewater kunnen worden ver-

spreid.



Verspreiding van antibiotische resistentie in het milieu

Volgens Stappen et al. (1989) kan gesteld worden dat het verspreidingspatroon van
faecale kiemen in het bodemprofiel in functie van de tijd de resultante is van migra-
tieprocessen enerzijds en microbiéle overlevingskinetiek anderzijds. Microbiéle ver-
spreiding kan worden toegeschreven aan species-specifieke eigenschappen, zoals bij-

voorbeeld de adhesie mogelijkheden van de bacterién of het overlevingspotentieel.

Zodra de antibiotische resistente bacterién in het bodemmilieu zijn geintroduceerd
kunnen de genen op de plasmiden, die coderen voor de antibiotische resistentie,
overgedragen worden naar de lokale bacteriepopulaties, zodat 'vreemd’ DNA in het
ecosysteem wordt geintroduceerd. Hieropvolgend kan de overdracht tussen de lokale

organismen gaan plaatsvinden.

In zowel het onderzoek van Stappen et al. (1989) en dat van Linton & Hinton (1984)

werd gekeken naar de verspreiding en overleving van bacterién met antibiotische

resistentie uit de mest. Een aantal vragen blijven vooralsnog onbeantwoord:

- In hoeverre hebben deze bacterién uit de mest de typische bodembacterién bein-
vloed door eventuele overdracht van de antibiotische resistentie?

- Wat is de overlevingskans van deze plasmiden in het geheel van het bodem eco-
systeem?

- In hoeverre wordt het natuurlijk ecologische evenwicht door deze mestapplicatie
(introductie van 'systeemvreemde’ plasmiden) verstoord?

- In hoeverre zijn de resistente bacterién in het voordeel, door bijvoorbeeld resistentie
tegen antibiotica uitgescheiden door natuurlijke bodemschimmels?

- Bij welke methode van mesttoediening zou het natuurlijk evenwicht niet verstoord
worden en de risico's van verspreiding van de bacteriéle antibiotische resistentie

kunnen worden geminimaliseerd?

5.3 VERSPREIDING VAN DE BACTERIELE ANTIBIOTISCHE RESISTENTIE
VANUIT DE BODEM NAAR HET GRONDWATER EN/OF OPPER-
VLAKTEWATER

Bij de verspreiding van de bacteriéle antibiotische resistentie vanuit de bodem naar
het grondwater en/of oppervlaktewater kunnen aan de hand van figuur 1 (zie hoofd-
stuk 1) drie mogelijkheden worden onderscheiden:

1. via de grond naar het oppervlaktewater;

2. uitspoelen naar grondwater;

3. via grondwater naar oppervlaktewater.

26



Verspreiding van antibiotische resistentie in het milieu

Volgens de WHO (1978) kunnen afvalwater en oppervlaktewateren een bijdrage leve-
ren aan de verspreiding en circulatie van resistentie. Water is een natuurlijk medium
waarin, zoals al eerder in deze studie is gesteld, R-plasmide overdracht onder be-
paalde fysische, chemische en biologische omstandigheden kan plaatsvinden. Deze
wateren kunnen resistente bacterién van menselijk en dierlijk afval bevatten (WHO,
1978; Linton, 1988). Water kan als een bron van alle soorten van plasmiden worden
beschouwd, die circuleren en die zich selekteren onder geschikte milieu condities.
Deze resistente bacterién kunnen onder bepaalde omstandigheden het voedsel en

drinkwater besmetten wat de kringloop naar dier en mens weer sluit.

Het meeste onderzoek tot nu toe, verricht naar de aanwezigheid van antibiotische re-
sistente bacteri¢n in een aquatische omgeving, had betrekking op bacterién van men-

selijke faecale oorsprong (Linton, 1988; Stotzky & Babich, 1986).

In een onderzoek van Stappen et al. (1989) naar antibiotische resistente bacterién in
met varkensslurrie bemeste velden, werd in 41,7%, respectievelijk 59,7% van de on-
derzochte gevallen oleandomycine- en tetracycline-resistente clostridia aangetroffen
in het grondwater onder deze velden. Hieruit kan geconcludeerd worden dat het wel
degelijk mogelijk is dat faecale resistente bacterién van dierlijke oorsprong zich naar

het grondwater verspreiden.

Volgens Linton (1988) kan het voorkomen van antibiotische resistentie in een be-
paalde groep of soort weinig informatie geven over de relatieve grootte van de
genenpoel in een bepaald milieu. Als de totale voorraad van genen moet worden ge-
meten met voldoende nauwkeurigheid, dan moeten ook bacterién van een andere dan

faecale oorsprong worden beschouwd (Linton, 1988; Stotzky & Babich, 1986).

Met betrekking tot de verspreiding van de resistentie naar het water blijven dezelfde

vragen onbeantwoord als in de vorige paragraaf. Maar er doet zich ook een nieuwe

vraag voor:

- In hoeverre vindt overdracht van de antibiotische resistentie plaats van 'typische’
bodembacterién (merendeels hydrofoob) naar 'typische’ waterbacterién (merendeels
hydrofiel)?
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6. DISCUSSIE

Antibiotica worden in grote hoeveelheden aan het vee toegediend. Ruw geschat gaat
het om een totaal van ruim duizend ton per jaar, waarvan het grootste deel als addi-
tief in het veevoer zit. Precieze cijfers zijn niet voorhanden, noch van de totale hoe-
veelheden gebruikte antibiotica, noch van de specifieke middelen. Een betere inschat-

ting van de risico's zou mogelijk zijn, indien deze cijfers beschikbaar zouden zijn.

De concentratie antibiotica in de bodem is afhankelijk van het gedrag van de midde-
len vanaf toediening aan het dier tot en met het verblijf in de bodem. Het gedrag van
antibiotica in dieren is redelijk onderzocht, over het gedrag in de mest en in het
milieu is weinig bekend. Duidelijk is wel dat de middelen waar onderzoek naar
verricht is, wat betreft persistentie, metabolisering en mobiliteit onderling veel
verschillen.

In deze studie zijn enkele schattingen gegeven van concentraties in de bodem. Deze
liggen in de orde van één tot enkele milligrammen per kg grond. Een schatting van de
jaarlijkse hoeveelheid ongewijzigd uitgescheiden antibiotica via de mest is hierbij als
uitgangspunt genomen, zonder rekening te houden met afbraak, metabolisering of
accumulatie. Voor de persistente stoffen die accumuleren in de bodem zal dit een on-
derschatting zijn; voor weinig persistente stoffen een overschatting. De belasting zal
bovendien per regio en locatie verschillen en ook in de tijd variéren.

Voor een betere beoordeling van milieurisico's is het zinnig om voor veel gebruikte
middelen of voor middelen met bekende toxische of resistentie-inducerende eigen-

schappen (verder) onderzoek te doen naar hoeveelheden en gedrag in het milieu.

De uitgevoerde onderzoeken in de bestudeerde literatuur geven informatie over
deelaspecten van resistentie overdracht. De meeste literatuur met betrekking tot anti-
biotische resistentie overdracht gaat over faccale bacterién. Onderzochte factoren in
relatie tot resistentie overdracht zijn onder meer de temperatuur, vochtigheid, voed-
selrijkdom en het kleigehalte. Er zijn geen gegevens in de beschouwde literatuur over
de overdrachtskinetiek in relatie tot de groeikinetiek van de bacteriepopulatie. Ook is
geen inzicht gegeven voor het al dan niet verdringing van populaties zonder R-plas-
miden door bacterién met R-plasmiden (concurrentie in het veld). Er zijn aanwijzin-
gen voor het voorkomen van multi-resistentie bij bacterién alsook de mogelijkheid tot

overdracht van resistentie tussen verschillende soorten bacterién. Een kwantificering
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hiervan in het veld ontbreekt. Derhalve is een afweging van de ernst van antibiotische
resistentie overdracht via de verschillende blootstellingsroutes voor mens en milieu
niet mogelijk. Wel is duidelijk dat antibiotische resistentie overdracht voorkomt en
verspreid kan worden naar de bodem en het grondwater (en zeer waarschijnlijk dan

ook naar de mens) en dat deze voor langere tijd persistent is.

Concluderend kan gesteld worden dat het toedienen van grote hoeveelheden antibio-
tica aan vee, die zich via de mest in het milieu kunnen verspreiden, een mogelijk
risico vormt vanwege het gevaar van resistentievorming en -overdracht en de uitein-
delijke blootstelling van de mens aan persistente bacterién. Het is op dit moment
vanwege het gebrek aan gegevens niet mogelijk dit risico te kwantificeren. Het zou
kunnen dat het om een klein of verwaarloosbaar risico gaat in vergelijking met het
risico van resistentic door humaan gebruik van antibiotica, en mogelijk ook in verge-
lijking met het risico van blootstelling aan resistentie door de consumptie van dierlijke
produkten. Als men het risico echter in het kader van het streven naar een goede
bodemkwaliteit beschouwt, kan men waarschijnlijk niet meer spreken van een zoda-

nig verwaarloosbaar risico dat nader onderzoek achterwege kan blijven.

Voor een verdere aanpak van de antibiotica in de bodem zijn verschillende kaders
mogelijk:

1. inpassen in het beleid met betrekking tot milieugevaarlijke stoffen;

2. inpassen in of analoog aan het bestrijdingsmiddelenbeleid;

3. inpassen in het mestbeleid.

Ad1

Antibiotica kunnen worden beschouwd als milieubelastende stoffen, die risico's voor
mens en milicu met zich mee kunnen brengen. Voor deze stoffen geldt de milieudoel-
stelling de risico's tot een aanvaardbaar en zo mogelijk verwaarloosbaar niveau te
reduceren. Naast de aanpak van prioritaire stoffen is er beleid geformuleerd voor de
overige stoffen. Doelstellingen zijn humane en ecologische risico's van deze stoffen te
beoordelen en de volumes te verminderen. Voor de doelgroep landbouw is de vol-
gende (mogelijk relevante) doelstelling geformuleerd: 'Zware metalen en andere voor
het milicu ongewenste stoffen in veevoer worden tot voor het dier fysiologisch mini-

maal noodzakelijke niveaus teruggedrongen'.

Ad 2

Binnen het beleid voor milieugevaarlijke stoffen is voor bestrijdingsmiddelen apart
beleid ontwikkeld.
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Antibiotica zijn in brede zin op te vatten als bestrijdingsmiddelen. Ze dienen ter voor-
koming van ziekteverwekkende organismen en werken daarmee produktieverho-
gend. Analoog aan het bestrijdingsmiddelenbeleid (Ministerie van Volkshuisvesting,
Ruimtelijke Ordening en Milieubeheer, 1989) zou het gebruik van antibiotica zodanig
moeten worden aangepast, dat onaanvaardbare risico's voor het milieu worden voor-
komen. De antibiotica moeten onderzocht en beoordeeld worden op milieu-effecten.
Door aanpassingen in de bedrijfsvoering kunnen de toegediende hoeveelheden wor-
den verminderd. De producent zal bij nieuwe produkten onderzoek moeten doen
naar milieu-effecten en voor oude middelen alternatieven moeten zoeken voor die
stoffen die accumuleren in het milieu, sterfte veroorzaken aan andere dan de te be-

strijden organismen of uitspoelen naar het grondwater.

Ad 3

In het kader van het mestbeleid (VROM, 1989) kunnen naast de vermestende stoffen
ook de additieven, inclusief de antibiotica in gemedicineerd voer, worden aangepakt.
Hiervoor zijn verschillende ingangen denkbaar. Verdere eisen kunnen worden gesteld
aan de samenstelling van de mest (die door de mestbank wordt gedistribueerd).
Voorwaarden kunnen worden gesteld aan het uitrijden van mest. Een andere ingang
is het veevoer. Ook hier kan worden aangesloten bij het beleid dat alle voor het milieu
ongewenste stoffen die aan het dier worden toegediend, moeten worden terugge-

drongen tot fysiologisch minimaal noodzakelijke niveaus.

Tevens kan worden opgemerkt dat er relaties zijn met het beleid ten aanzien van
genetisch gemanipuleerde micro-organismen. Er zou, door ongecontroleerde ver-
spreiding van antibiotica en daarmee samenhangende resistentiefactoren sprake kun-
nen zijn van een ongecontroleerd genetisch manipulatie experiment in situ, waarvan
de lange termijn gevolgen niet goed zijn in te schatten. Vooral het specifieke probleem
van de resistentievorming en -overdracht pleit voor een eigen benadering. Het gaat
immers niet alleen om directe toxiciteit en afbreekbaarheid, zoals bij milieugevaarlijke
stoffen en bestrijdingsmiddelen. Ook in eerdere studies werd opgemerkt dat kennis
over het gedrag van genetisch gemodificeerde organismen in het milieu ontbreekt
(onder meer De Roij & De Vries, 1980; Van Loosdrecht & Pijnenborg, 1987; Davies,
1991). Onderzoek in het veld is nodig naar het gedrag van in het milieu geintrodu-

ceerd genetisch materiaal.
In ieder geval zal voor een goede beoordeling van de risico's verder onderzoek moe-

ten worden verricht naar hoeveelheden en gedrag van antibiotica in het milieu en

naar de factoren die een rol spelen bij de resistentievorming en -overdracht en de
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overleving van resistente bacterién in het milieu. Voor de efficiéntie en voor een

goede afstemming zou een onderzoekprogramma moeten worden opgesteld.
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BIJLAGE 2 GERAADPLEEGDE INSTANTIES (PERSONEN)

- Bureau Registratie Diergeneesmiddelen
- Centrum voor Landbouw en Milieus (drs.ing. W.H.M.M. van Laarhoven)
- Diergeneeskunde Faculteit, Universiteit Utrecht
(drs. D.J. Mevius, H.D. Stegeman)
- Dierenartsen (enkele)
- Firma Brocacef te Maarsen
- Gezondheidsdienst van Dieren te Roosendaal; afdeling Bacteriologie
- Hoofdproduktschap Akkerbouw
- Instituut voor Bodemvruchtbaarheid (dr. ].D. Elsas)
- IKC-Varkenshouderij
- IKC-Pluimvechouderij
- Landbouwuniversiteit Wageningen, Vakgroep Microbiologie
(dr. A.D.L. Akkermans)
- Landbouwschap
- Mengvoederproducten: - Cehavé
- Hendrix Boxmeer
- Mestbank
- Natuur en Milieu (drs. S. van Gool)
- Produktschap voor Vee en Vlees
- Produktschap voor Pluimvee
- Produktschap voor Veevoer
- Rijksdienst Keuringen
- TNO-MT (dr. J.W. Vonk, A.].M. Blom)
- Vereniging van Fabrikanten en Importeurs van Diergeneesmiddelen in Nederland
(FIDIN)
- Veterinaire Dienst

- Veterinaire Hoofdinspectie

41



42



Bijlage 3

BIJLAGE 3 FIGUREN 1 T/M3
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Figuur 1. Overleving van faecale streptococcen (Stappen et al. , 1989).

43



44



Bijlage 3

a) 200 ton mengmest/ha |
LOG (CFU)

120
Tijd (dagen)
b) 800 ton mengmest 'ha)
LOG (CFU)
120
Tijd (degen)

—e— 0-6m

-0-=- 6. 20cm
Y 0. ¥ cm
—a— 4 &wm

Figuur 2. Overleving en migratie van oleandomycine resistente Clostridium perfringens
(Stappen et al. ,1989).
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Figuur 3. Overleving en migratie van tetracycline resistente Clostridium perfringens

(Stappen et al. , 1989).
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de berekening is opnieuw uitgevoerd op basis van een ander cijfer
voor de hoeveelheid gemedicineerd voer

(zie paragraaf 2.2)
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