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Samenvatting 

Als gevolg van verplichte verwerking van een deel van de mestoverschotten zal de komende jaren het 
transport en het gebruik van producten uit mestverwerking toenemen. Dit brengt mogelijk hygiënische 
risico’s voor mensen en dieren met zich mee door verspreiding van ziektekiemen, o.a. via lozing op 
het oppervlaktewater.  
In opdracht van de Provincie Noord-Brabant en waterschap Aa en Maas is een onderzoek uitgevoerd 
met het doel inzicht te krijgen in het effect van de verschillende processtappen van mestverwerking 
op het overleven van ziekteverwekkende bacteriën en virussen en in de mogelijke hygiënische risico’s 
gerelateerd aan distributie en het gebruik van de eindproducten van mestverwerking. Hiervoor werden 
in de processtromen van praktijkinstallaties de concentraties gemeten van een aantal 
ziekteverwekkende micro-organismen en mogelijke indicatoren daarvoor. Het betrof de volgende 
bacteriën en virussen: Escherichia coli, enterococcen, Salmonella, Clostridium difficile, MRSA, ESBL-
E.coli, somatische colifagen en Hepatitis E virus. 
Uit de resultaten komt naar voren dat bij mechanische scheiding de micro-organismen zich sterk in de 
vaste fractie concentreren en dat mineralenconcentraat uit omgekeerde osmose iets lagere 
concentraties aan micro-organismen bevat dan de drijfmest waaruit het geproduceerd wordt. Door 
vergisting lijkt de concentratie aan micro-organismen af te nemen. Hygiënisering door middel van 
compostering en door verhitting resulteert in vrijwel steriele producten. Hierbij moet worden 
opgemerkt dat beide technieken slechts in twee monsters, afkomstig van één installatie, zijn 
onderzocht. Het permeaat (effluent) na omgekeerde osmose is microbiologisch nagenoeg schoon; 
lozing van dit product op het oppervlaktewater vormt daarom naar verwachting geen 
gezondheidsrisico.  
Het onderzoek heeft inzicht verschaft in het effect van processtappen op de concentratie van micro-
organismen in de producten uit mestverwerking. De risico’s van de doses microbiële verontreinigingen 
die via bemesting met deze producten, m.n. vaste fractie en mineralenconcentraat, worden 
toegediend moet verder worden onderzocht.  
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Summary  

As a result of mandatory processing of manure surpluses in the Netherlands the distribution and use 
of products from manure processing will increase in the coming years. This entails possible hygienic 
risks for humans and animals by spread of pathogenic microorganisms.  
An investigation commissioned by the province of Noord-Brabant and water conservancy Aa en Maas 
was performed to collect information on the effect of the various process steps of manure processing 
on the survival of pathogenic and indicator microorganisms and the possible hygienic risks related to 
the distribution and use of the end products of manure processing. In the process streams of full-scale 
manure processing plants the concentrations of pathogenic microorganisms and a number of possible 
indicators for pathogens were measured. It concerned the following bacteria and viruses: Escherichia 
coli, enterococci, Salmonella, Clostridium difficile, MRSA, ESBL-E. coli, somatic coliphages and 
Hepatitis E virus.  
The results show that after mechanical separation the microorganisms are highly concentrated in the 
solid fraction and that mineral concentrates from reverse osmosis contain slightly lower concentrations 
of micro-organisms than the liquid manure from which it is produced. The results indicate that the 
concentration of microorganisms decreases by anaerobic fermentation. Sanitation by means of 
composting and by heating results in virtually sterile products. It should be noted that both techniques 
were only investigated in two samples from one installation each. The permeate (effluent) from 
reverse osmosis is microbiologically almost clean; discharging this product into surface water 
probablypresents no health risks.  
This research provided insight into the impact of process steps on the concentration of microorganisms 
in the products from manure processing. Further examination of the risks related to the dose of 
microbial contaminants that is spread by application of these products as a fertilizer, particularly solid 
fractions and mineral concentrates, is recommended. 
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1  Inleiding 

Veehouders met een mestoverschot zijn sinds 2014 verplicht een deel van het overschot te 
verwerken. Mede hierdoor neemt het aantal initiatieven voor mestverwerking toe, vooral in de vee-
intensieve regio’s. Mestverwerking is gericht op het maken van meststoffen die de status ’minerale 
meststof’ (bijvoorbeeld mineralenconcentraat)verdienen en niet meer als ‘dierlijke mest’ worden 
gekwalificeerd, of op het maken van producten die moeten worden geëxporteerd. 
Mineralenconcentraten hebben t.o.v. dierlijke mest als voordeel dat de nutriënten stikstof en kali 
maximaal benutbaar zijn.  

Bij mestverwerking worden diverse organische en minerale eindproducten geproduceerd die een 
toepassing vinden als meststof in Nederland of in het buitenland. De komende jaren wordt een 
toename verwacht van het transport en het gebruik van diverse producten uit mestverwerking en ook 
van het lozen van effluenten uit mestverwerking op het riool of op oppervlaktewater. Hieraan kleven 
mogelijk sanitaire risico’s voor mens en dier door verspreiding van bacteriële en virale ziektekiemen. 
Denk aan mogelijke contaminatie van drink- en recreatiewater. Op dit moment zijn onvoldoende 
gegevens beschikbaar om een kwantitatieve beoordeling van deze risico’s uit te kunnen voeren, 
waardoor het voor vergunningverleners praktisch onmogelijk is om bij mestverwerkingsinitiatieven 
een gefundeerde afweging te maken.   

In het maatschappelijk debat over veehouderij speelt ook het aspect pathogenen en 
antibioticaresistentie, en dit vormt een argument voor sommigen om afhoudend te zijn t.a.v. nieuwe 
mestverwerkingsinstallaties en/of het toepassen van dierlijke mest.  

Wageningen UR Livestock Research en RIVM hebben in opdracht van Provincie Noord-Brabant en 
Waterschap Aa en Maas metingen uitgevoerd van micro-organismen in het uitgangsmateriaal (mest en 
digestaat) en de tussen- en eindproducten van verschillende installaties voor mestverwerking en 
mesthygiënisatie.  

Het doel van de metingen was het verkrijgen van inzicht in het effect van de opeenvolgende 
processtappen van mestverwerking en mesthygiënisatie op het overleven van ziekteverwekkende 
micro-organismen (bacteriën en virussen) en van mogelijke hygiënische risico’s gerelateerd aan het 
gebruik van de eindproducten. Directe kennisbehoefte bij het waterschap zit bij het op 
oppervlaktewater te lozen ‘afval’water uit mestverwerking, vandaar dat aan deze relatief schone 
stroom toch veel aandacht is besteed. 
Dit rapport presenteert de meetresultaten en op welke wijze de metingen zijn uitgevoerd. Hoofdstuk 2 
geeft een beschrijving van de mestverwerkingsinstallaties waaraan is gemeten, welke micro-
organismen zijn gemeten, welke analysemethoden daarbij zijn gebruikt en op welke wijze de data-
analyse is uitgevoerd. In hoofdstuk 3 worden de resultaten gepresenteerd. Hoofdstuk 4 bevat een 
discussie van de resultaten en conclusies en tevens een aanbeveling voor verder onderzoek. 
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2  Materiaal en methoden 

Het effect van mestverwerking en mesthygiënisatie op de overleving van ziektekiemen werd 
vastgesteld door van een aantal in de praktijk opererende installaties voor mestverwerking en 
mesthygiënisatie de processtromen te bemonsteren en hierin concentraties van een aantal indicatoren 
voor ziekteverwekkende micro-organismen (bacteriën en virussen) en een aantal pathogene micro-
organismen te meten. 

2.1  Mestverwerkingsinstallaties 

De metingen zijn uitgevoerd bij 6 installaties voor de productie van mineralenconcentraat en twee 
installaties voor productie van gehygiëniseerde mest; één met vergisting vooraf en hygiënisatie van 
het vloeibare digestaat en één met mechanische scheiding vooraf en hygiënisatie van de vaste fractie. 

2.1.1  Productie van mineralenconcentraat 

Het productieproces van mineralenconcentraat kende de volgende stappen (Figuur 2.1): 

1. Mechanische scheiding van ruwe drijfmest, door middel van een zeefbandpers of vijzelpers, 
resulterend in een vaste en vloeibare fractie. 

2. Behandeling van de vloeibare fractie middels flotatie, onder toevoeging van coagulant (ijzer- of 
aluminiumsulfaat) en flocculant (polyacrylamide), eventueel gevolgd door filtratie over een 10 µm 
papierfilter, resulterend in een ‘ schone’ dunne fractie.  

3.  Membraanfiltratie onder hoge druk (40-60 bar) van ‘schone’ dunne fractie d.m.v. omgekeerde 
osmose (reverse osmosis (RO)), resulterend in concentraat en permeaat. 

 
Het productieproces van mineralenconcentraat resulteert in drie eindproducten, een vaste organische 
mestfractie, een vloeibaar mineralenconcentraat en waterig permeaat, in een typische 
massaverhouding van 20 : 30 : 50. Deze verhouding kan tussen productie units variëren afhankelijk 
van de samenstelling van de ingaande mest, de toegepaste technieken en de bedrijfsvoering 
(Hoeksma et al, 2012). 
 

 
Figuur 2.1 Processchema voor productie van mineralenconcentraat, met als eindproducten: vaste fractie, 

RO-concentraat en RO-permeaat (water). 
 
 
 

 Vloeibare fractie 

Vaste fractie Drijfmest 

Flotatie   

Mechanische 
scheiding 

 Flocculant/ 
 coagulant 

Omgekeerde 
osmose   Concentraat 

Permeaat 
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Tabel 2.1 vermeldt een aantal kenmerken van de 6 installaties voor de productie van 
mineralenconcentraat waaraan is gemeten. Het betrof installaties van bedrijven die deelnemen aan de 
pilot mineralenconcentraten, ondersteund door het Ministerie van EZ. In dit rapport wordt voor 
identificatie van de installaties dezelfde codering aangehouden als in de pilot. 
 
 
TABEL 2.1 
Bedrijfskenmerken van installaties voor productie van mineralenconcentraat 

 Ingaande mest 

 

 

Verwerkings- 

capaciteit 

(ton/jaar) 

Technieken productieproces Eindproducten 

Mechanische 

scheiding 

Behandeling 

vloeibare 

fractie 

Eindbehandeling 

Bedrijf B Vleesvarkens- 

drijfmest 

 

 

80.000 

 

 

 

Zeefbandpers 

 

 

 

Flotatie 

Filtratie 

 

 

Omgekeerde 

osmose 

Ionenwisseling 

Vaste fractie 

Concentraat RO 

Effluent (na 

ionenwisseling) 

Bedrijf D Zeugen/vleesvarkens- 

drijfmest 

(eigen bedrijf) 

10.000 

 

 

Vijzelpers 

 

 

Flotatie 

Filtratie  

 

Omgekeerde 

osmose 

Vaste fractie 

Concentraat RO 

Permeaat RO  

Bedrijf F Vleesvarkens- 

drijfmest 

 

80.000 

 

 

Zeefbandpers 

 

 

Flotatie  

 

 

Omgekeerde 

osmose 

Vaste fractie 

Concentraat RO 

Permeaat RO  

Bedrijf G Vleesvarkens/zeugen 

drijfmest 

 

35.000 

 

 

Zeefbandpers 

 

 

Flotatie 

Filtratie 

 

Omgekeerde 

osmose 

Vaste fractie 

Concentraat RO 

Permeaat RO 

Bedrijf L Vleesvarkens- 

drijfmest 

 

 

50.000 

 

 

 

Zeefbandpers 

 

 

 

Flotatie 

Filtratie 

 

 

Omgekeerde 

osmose 

Ionenwisseling 

Vaste fractie 

Concentraat RO 

Effluent (na 

ionenwisseling) 

Bedrijf M Vleesvarkens/zeugen- 

drijfmest 

(eigen bedrijf) 

16.000 Zeefbandpers Flotatie Omgekeerde 

osmose 

Vaste fractie 

Concentraat RO 

Permeaat RO 

 
Van de 6 installaties zijn alle processtromen bemonsterd, behalve van Bedrijven F en M waar het niet 
mogelijk was vóór de flotatie unit een monster te nemen. Van de installaties met een ionenwisselaar 
(Bedrijven B en L) kon alleen een monster worden genomen van het effluent na de ionenwisselaar. In 
Tabel 2.2 is per installatie aangegeven welke processtromen werden bemonsterd. 
 
TABEL 2.2 
Bemonsterde processtromen per installatie 

 Drijfmest Vaste 
fractie 

Vloeibare 
fractie vóór 

flotatie 

Vloeibare 
fractie na 
flotatie 

RO 
concentraat 

RO  
permeaat 

Effluent 
na 

ionenwisseling 

Bedrijf B + + + + +  + 

Bedrijf D + + + + + +  

Bedrijf F + +  + + +  

Bedrijf G + + + + + +  

Bedrijf L + + + + +  + 

Bedrijf M + +  + + +  
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Figuur 2.2 Zeefbandpers, flotatie en omgekeerde osmose (v.l.n.r.) zoals toegepast in installaties voor 
productie van mineralen concentraten. 

2.1.2  Hygiënisatie van digestaat 

Deze installatie betrof een unit voor het hygiëniseren van digestaat afkomstig uit een co-vergister. 
Deze gebruikte een mengsel van de volgende grondstoffen: varkensdrijfmest, dikke fractie van 
rundveedrijfmest, supermarktmix, glycerine, soapstock, gerstsubstraat en cacaodoppen. 
De hygiënisatie unit bestond uit een warmtewisselaar waarin het digestaat werd opgewarmd tot 70oC 
gedurende één uur, waarbij gebruik werd gemaakt van koelwater van de warmtekrachtkoppeling 
(biogasmotor met generator). 
 
 
 
 
 
 
 
Figuur 2.3 Processchema van vergisting en hygiënisatie van het digestaat tot een gehygiëniseerd product.  
 
De volgende processtromen werden bemonsterd: 
-  Drijfmest (varkens) 
-  Digestaat 
-  Gehygiëniseerd digestaat 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figuur 2.4 Installatie voor hygiënisatie van digestaat. 
 
 
  

Gehygiëniseerd 
digestaat 

Drijfmest/ 
Coproducten  Vergisting  Digestaat  Hygiënisatie 
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2.1.3  Hygiënisatie van vaste fractie 

Deze installatie betrof een roterende composteertrommel waarin de vaste fractie van rundveedrijfmest 
(direct na scheiding met een vijzelpers) werd behandeld. De composteertrommel had een inhoud van 
ca. 36 m3 bij een lengte van 11,5 m en een diameter van 2,0 m. De rotatiesnelheid bedroeg 0,8 rpm. 
De verblijftijd van het materiaal in de trommel bedroeg ongeveer 1 dag bij een procestemperatuur 
van ca. 60 tot 70oC. De composteertrommel werd semi-continu gevoed, waarbij intermitterend 30 min 
per uur vers materiaal werd ingevoerd. 
 
 
 
 
 
 
Figuur 2.5 Processchema van hygiënisatie van de vaste fractie na mechanische scheiding van 

runderdrijfmest tot een gehygiëniseerd product.  
 
De volgende processtromen werden bemonsterd: 
-  Vaste fractie (rundermest) 
-  Gehygiëniseerde vaste fractie 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figuur 2.6 Composteertrommel voor hygiënisatie van vaste fractie. Rechts gehygiëniseerd product. 
 

2.2  Bemonstering 

Monsters werden grotendeels rechtstreeks uit de processtromen genomen in de periode tussen 9 
oktober en 14 november 2014. Op Bedrijf M werden de monsters vaste fractie genomen uit de hoop 
i.p.v. vanaf de transportband en werden de monsters RO concentraat uit de opslag genomen i.p.v. 
direct uit de installatie. Per monster werd 2 x ca. 100 gram product verzameld. Van het permeaat van 
omgekeerde osmose werd per monster 3 x 20 liter verzameld. De steriele monsterpotjes en jerrycans 
waren afkomstig van het RIVM. Alle monsters werden op de dag van monstername binnen enkele uren 
in een koelcel bij 4oC geplaatst en binnen 4 dagen afgeleverd bij het RIVM. Alle installaties zijn twee 
keer bemonsterd met 4 weken tussentijd, behalve twee installaties voor de productie van 
mineralenconcentraat (D en L) die beiden slechts één keer bemonsterd konden worden door een 
technische storing bij installatie D, waardoor uitgeweken moest worden naar installatie L. De monsters 
werden in vier rondes op maandagochtenden aangeleverd bij RIVM, waar ze binnen 24 uur in 
behandeling werden genomen. 
 
 
 

Gehygiëniseerde 
Vaste fractie 

Vaste fractie  Hygiënisatie 
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2.3  Indicatoren en ziektekiemen 

In de in paragraaf 2.1 aangegeven processtromen werden de volgende micro-organismen gemeten: 

Escherichia coli (E.coli) 
Enterococcen 
Salmonella 
Clostridium difficile (C.difficile) 
MRSA 
ESBL-E.coli 
Somatische colifagen 
Hepatitis E 
 
Er is gekozen om zowel de aanwezigheid van indicatoren als van ziekteverwekkende micro-
organismen in verschillende mestfracties te onderzoeken van micro-organismen die voorkomen bij 
Nederlandse landbouwhuisdieren en veelal in mest worden uitgescheiden. Hiermee moet een zo goed 
mogelijk beeld verkregen worden over de aanwezigheid van ziekteverwekkende bacteriën en virussen 
in de verschillende fracties en de eventuele reductie van deze micro-organismen tijdens het 
mestverwerkingsproces. 
E. coli, enterococcen en som colifagen zijn voor de mens (meestal) niet pathogeen, en worden 
gebruikt als indicator organisme om de efficiëntie van waterzuivering vast te stellen omdat ze in hoge 
concentraties voorkomen. Hierbij wordt er van uitgegaan dat de indicator met vergelijkbare efficiëntie 
wordt verwijderd als het pathogeen. C. difficile (gram+), E.coli (gram-), enterococcen (gram+) en 
Salmonella (gram–) zijn bacteriën die voorkomen in de darmen van dieren. C. difficile is een 
sporenvormende bacterie waarvan de sporen zeer persistent zijn in het milieu en naar verwachting 
ook minder gevoelig zijn voor behandelingsprocessen, zoals verhitting. MRSA (Methicilline Resistente 
Staphylococcus Aureus, gram +) is een slijmvlies bacterie die bij mensen vooral problemen geeft in 
ziekenhuizen (een zogenaamde ziekenhuisbacterie) en daarnaast  vooral veel bij varkens  voorkomt; 
MRSA is resistent tegen beta-lactam antibiotica (waaronder methicilline). ESBL (Extended Spectrum 
Beta-Lactamase) is een enzym, geproduceerd door sommige darmbacteriën zoals E. coli, dat 
resistentie tegen beta-lactam antibiotica veroorzaakt. Somatische colifagen zijn niet-pathogene 
bacterievirussen die in mest in hoge aantallen voorkomen en relatief gemakkelijk zijn te kweken. Ze 
zijn daarom een geschikte indicator om de efficiëntie van de zuivering vast te stellen aan de hand van 
de reductie van de concentratie infectieus virus. Hepatitis E virus is een enteraal virus dat vrij 
algemeen bij varkens voorkomt en ziekte bij de mens kan veroorzaken.  
Salmonella, MRSA en Hepatitis E virus zijn zoönosen. 

2.4  Analysemethoden micro-organismen 

2.4.1  Monstervoorbehandeling voor bacteriebepalingen 

Alle monsters werden ingezet binnen 24 uur na ontvangst. 

Voorbehandeling ‘vloeibare’ fracties (=drijfmest, dunne fracties, concentraat, en alle drie de fracties 
uit de ‘hygiënisatie digestaat’ installatie: 
Van de vloeibare fracties werd 100 gram 1:1 verdund in peptone-fysiologisch zout (PFZ) en dit werd 
gehomogeniseerd met behulp van een pulsifier® (Microgen Bioproducts Ltd). Van de 
gehomogeniseerde suspensies werd een verdunningsreeks gemaakt in PFZ (10-1 t/m 10-4). 

Voorbehandeling ‘droge’ fracties (=dikke fractie, en beide fracties uit de ‘hygiënisatie vaste mest’ 
installatie: 
Van de droge fracties werd 10 gram 10 keer verdund in 90ml PFZ en dit werd gehomogeniseerd met 
behulp van een pulsifier® (Microgen Bioproducts Ltd). Van de gehomogeniseerde suspensies werd een 
verdere verdunningsreeks gemaakt in PFZ: 10-2 t/m 10-4. 
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Voorbehandeling RO-permeaat voor bacteriebepalingen: 
Van het RO-permeaat werd twee keer 500 milliliter gefiltreerd door een 0.45 µm membraanfilter1. De 
filters werden vervolgens geplaatst op vaste voedingsbodems en/of in 90 milliliter vloeibaar medium. 
In een enkel geval bleek het niet mogelijk om 500 ml door één filter te passeren. In deze gevallen 
werden kleinere volumes gefiltreerd. 

Voorbehandeling RO-permeaat voor virusbepalingen: 
Voor het concentreren van somatische colifagen en hepatitis E virus in circa 50 liter RO permeaat werd 
de pH van het permeaat verlaagd tot 3,8 met HCl en is MgCl2 toegevoegd tot een concentratie van 
0,05M. Na filtratie over een negatief geladen kaarsfilter (Millipore) zijn virussen en bacteriofagen van 
het filter geëlueerd met 600 ml 3% beefextract (pH >9,0) (Gibco), geneutraliseerd met behulp van 55 
ml azijnzuur-acetaat buffer (pH 5,0) en verder geconcentreerd door middel van ultrafiltratie 
(Sartorius) onder hoge druk (3 bar) tot een volume variërend van 10 tot 20 gram. Het resterende 
concentraat is geanalyseerd op aantallen somatische colifagen en hepatitis E virussen. 

2.4.2  E. coli en ESBL-producerende E. coli 

De bepaling van E.coli is gebaseerd op de voorschriften beschreven in NEN-EN-ISO 9308-1 (voor wat 
betreft membraanfiltratie, geldt alleen voor permeaat) en ISO 16649-2 (voor wat betreft de media en 
incubatiecondities). De bepaling van ESBL-producerende E. coli werd op vergelijkbare wijze uitgevoerd 
als E. coli, met uitzondering van het medium: voor E. coli werd TBX gebruikt, voor ESBL-producerende 
E. coli ChromIDTM ESBL agar (Biomerieux). Voor de E. coli bepalingen in mestfracties werd 100 µl van 
de 10-1 t/m 10-4 verdunning uitgespateld op TBX agar (in totaal 0,01111 gram mest). Voor de 
bepaling van ESBL-producerende E. coli werd 1,1 ml van de 1:1 verdunning (van de vloeibare fracties) 
of 1,1 ml van de 10-1 verdunning (van de droge fracties) uitgespateld op ChromIDTM ESBL agar (in 
totaal respectievelijk 0,55 en 0,055 gram mest). Ook de filters met gefiltreerd permeaat (2x500 ml 
voor beide bacterietypen) werden op TBX en ChromIDTM ESBL geplaatst. Alle kweken werden 4-5 uur 
bij 37°C geïncubeerd, gevolgd door 18-22 uur bij 44°C.  
Voor de detectie van ESBL-producerende E. coli werd daarnaast 10 gram mest (vloeibare fracties) of 
10 ml van de 10-1 verdunning (=1 gram; droge fracties) gekweekt in 90 ml vloeibaar medium: 
gebufferd peptonwater (BPW) waaraan 1 µg/ml van het antibioticum cefotaxime was toegevoegd. De 
incubatie condities waren hetzelfde als voor de kweken op TBX en ChromID ESBLTM. Na incubatie werd 
10µl van de kweek afgeënt op ChromIDTM ESBL agar, gevolgd door een incubatie van 18-24 uur bij 
44°C. Maximaal 5 ESBL-producerende E. coli per monster werd rein gekweekt op TSA, voor 
bevestiging van ESBL-productie door middel van de disk-diffusie test, zoals voorgeschreven door de 
‘Clinical and Laboratory Standards Institute’ (CLSI). Van de geteste isolaten kon 100% bevestigd 
worden als ESBL-producerend. Het aantal E. coli en ESBL-producerende E. coli in de verschillende 
fracties werd berekend aan de hand van het aantal kolonies in de verschillende verdunningen.  

2.4.3  Intestinale enterococcen 

De bepaling van intestinale enterococcen is gebaseerd op de methode voorgeschreven in NEN-EN-ISO 
7899-2. De in deze norm beschreven methode voor membraanfiltratie werd alleen voor de permeaten 
uitgevoerd; de media werden voor alle fracties toegepast. Voor de bepalingen in mestfracties werd 
van de 1:1 t/m 10-3 verdunningen (vloeibare fracties) of van de 10-1 t/m 10-3 (droge fracties) elk 100 
µl uitgespateld op Slanetz and Bartley agar (in totaal respectievelijk 0,0611 en 0,0111 gram mest). De 
filters met gefiltreerd RO permeaat (2x500ml) werden ook op Slanetz and Bartley agar geplaatst. Voor 
de monsters van 13-10-2015 waren de incubatie condities zoals beschreven in de norm, nl. 40-48 uur 
bij 37°C. Voor de latere monsters zijn de incubatie condities aangepast: 4-5 uur bij 37°C, gevolgd 
door 40-44 uur bij 44°C, zoals beschreven in de bijsluiter van de fabrikant van het Slanetz and Bartley 
medium (Oxoid). De reden voor deze aanpassing was dat de in eerst instantie gevolgde methode niet 
selectief genoeg bleek voor mestmonsters. Na incubatie werden 10 verdachte kolonies per monsters 

                                                 
1  Dit is een bacterie-isolatie methode (geldt niet voor virussen) waarmee bacteriën uit grote volumes water zijn te 

concentreren en relatief lage concentraties zijn aan te tonen. Het is de standaard methode voor isolatie van bacteriën uit 
water. 
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ter bevestiging afgeënt op ‘Bile Aesculin agar’ (BAA) gevolgd door 18-24 uur incubatie bij 44°C. Voor 
de telling werd het percentage kolonies dat bevestigd werd als intestinale enterococcen 
vermenigvuldigd met het aantal kolonies dat was geteld op Slanetz and Bartley; voor de monsters van 
13-10-2015 (eerste methode) was dit gemiddeld 42%, voor de overige monsters (aangepaste 
methode) was dit gemiddeld 99%. 

2.4.4   Salmonella 

De bepaling van Salmonella is gebaseerd op de methoden zoals voorgeschreven in NEN-EN-ISO 
19250:2010 (membraanfiltratie, alleen voor permeaat; bevestiging) en ISO 6579:2002/NEN-EN-ISO 
6579/A1:2007 (media en incubatiecondities). Voor wat betreft de kweekmedia is een wijzing 
toegepast ten opzichte van NEN-EN-ISO 6579/A1, namelijk XLD medium is vervangen door Brilliance 
Salmonella agar (Oxoid).  
Voor de mestbepalingen werd 10 gram onverdunde mest en 10 ml van de 10-1, 10-2 en 10-3 
verdunningen (overeenkomend met respectievelijk 1, 0,1 en 0,01 gram mest) toegevoegd aan 90ml 
BPW. De filters met gefiltreerd permeaat (2x500ml) werden ook in 90ml BPW geplaatst. Alles werd 
16-20 uur geïncubeerd bij 37°C. Van deze kweken werden 3 druppels van 100 µl geplaatst op 
‘Modified Semi-solid Rappaport Vassiliadis agar (MSRV), gevolgd door incubatie van 24 uur en 48 uur 
bij 41,5°C. Na 24 of 48 uur incubatie werd verdachte groei met een entoogje afgeënt op Brilliance 
Salmonella agar (Oxoid), en 20-24 uur geincubeerd bij 37°C. Van elke positieve monsterverdunning is 
één verdachte kolonie van Brillance Salmonella agar bevestigd op TSI agar, ureum agar en LDC 
medium, conform ISO 6579:2002. Van de geteste isolaten kon 100% bevestigd worden als 
Salmonella. Het aantal Salmonella’s in een monster werd berekend door middel van ‘het meest 
waarschijnlijke aantal’, wat gebaseerd is op de positieve en negatieve verdunningen. 

2.4.5  Methicilline-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) 

De bepaling van MRSA is grotendeels uitgevoerd volgens een intern protocol (SOP LZO/M400). Voor 
de bepaling van mestmonsters werd 10 ml van de 10-1, 10-2 en 10-3 verdunningen (overeenkomend 
met respectievelijk 1, 0,1 en 0,01 gram mest) toegevoegd aan 90 ml Mueller-Hinton bouillon waaraan 
6,5% NaCl is toegevoegd. Ook de filters met gefiltreerd permeaat (2x500ml) werden in 90ml Mueller-
Hinton/6,5% NaCl geplaatst. Alles werd 16-20 uur geïncubeerd bij 37°C. Van de kweken werd 1 ml 
toegevoegd aan 9 ml Phenol-red Manitol Bouillon (PMB), gevolgd door 16-20 uur incubatie bij 37°C. 
Van deze kweken werd vervolgens 10 µl afgestreken op Brilliance MRSA2 agar (Oxoid), gevolgd door 
16-20 uur incubatie bij 37°C. Van elk positieve monsterverdunning zijn maximaal 3 kolonies rein 
gekweekt op bloedagar, en het DNA werd opgeslagen voor bevestiging door middel van PCR2. Met 
deze PCR werd de aanwezigheid van drie genen aangetoond: mecA-gen (het gen dat 
metacillineresistentie veroorzaakt), Nuc-gen (een gen specifiek voor Staphylococcus aureus) en Tuf-
gen (een gen specifiek voor Staphylococci). Deze PCR is beschreven door Kilic et al. (Diagn microbiol 
Infect Dis 2010, 66: 349-55). Van de geteste isolaten werd 100% bevestigd als MRSA. Het aantal 
MRSA’s in een monster werd berekend door middel van ‘het meest waarschijnlijke aantal’, wat 
gebaseerd is op de positieve en negatieve verdunningen. 

2.4.6  Clostridium difficile 

Voor het aantonen van de aanwezigheid van C. difficile werd 1 gram van de mestfracties toegevoegd 
aan 9 ml ‘Clostridium Difficile Enrichment’ bouillon (Mediaproducts) + Clostridium Difficile Moxalactam 
Norfloxacin (CDMN) supplement (Oxoid, toegevoegd volgens bijsluiter). De filters met gefiltreerd 
permeaat (2x500 ml) werden toegevoegd aan 90 ml van hetzelfde medium. Kweken werden 10-15 
dagen geïncubeerd bij 37°C onder anaerobe omstandigheden. Na deze incubatie werd 10 µl van de 
kweken direct afgestreken op ChromIDTM C. difficile agar (Biomerieux). Daarnaast werd voor de 

                                                 
2  De polymerasekettingreactie, vaak afgekort tot PCR (Polymerase Chain Reaction), is een manier om uit zeer kleine 

hoeveelheden DNA (enkele basen) specifiek een of meer gedeeltes te multicipleren (amplificeren) tot er genoeg van is 
om het te kunnen analyseren. 
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detectie van sporen 2 ml kweek aan 2 ml 96% EtOH toegevoegd, 50 min geschud bij 
kamertemperatuur, en 10 min afgedraaid bij 3800×g. Van het pelletmateriaal werd 10 µl afgestreken 
op ChromIDTM C. difficile agar. De platen werden 2-5 dagen geïncubeerd onder anaerobe 
omstandigheden bij 37°C. Verdachte kolonies werden reingestreken op bloedagar, en DNA opgeslagen 
voor bevestiging door middel van PCR. Met deze PCR werd de aanwezigheid van het GDH gen 
(glutamate dehydrogenase; specifiek voor C. difficile), het tcdB gen (het toxine B gen), en een gen 
specifiek voor C. difficile serotype 078 aangetoond. Van de verdachte kolonies werd op deze manier 
100% bevestigd als C. difficile. 

2.4.7  Somatische colifagen 

De bepaling van het aantal somatische colifagen is gedaan zoals voorgeschreven in NEN-EN-ISO 
10705-2; ‘Water - Detectie en telling van bacteriofagen - Deel 2: Telling van somatische colifagen’. 
Van de vloeibare fracties werd 1 gram 1:10 verdund in peptone-fysiologisch zout (PFZ) en 
gehomogeniseerd. Van de gehomogeniseerde suspensies werd een verdunningsreeks gemaakt in PFZ: 
10-2 t/m 10-5. Van de droge fracties werd aan 1 gram mest 9 ml 10% beef-extract (pH 9,0) (Gibco) 
toegevoegd, de suspensies werden vervolgens 30 minuten bij 4ºC geschud en 10 minuten bij 1500*g 
afgedraaid. Het supernatant werd vervolgens geneutraliseerd met azijnzuur-acetaat buffer en van dit 
supernatant werd een verdere verdunningsreeks gemaakt in PFZ: 10-2 t/m 10-5. 
Voor de enumeratie van somatische colifagen is een mengsel van 1 ml van de nalidixinezuur resistente 
mutant Escherichia coli CN (WG5), 1 gram/ml monster of van de tienvoudige verdunningen van het 
monster en 2,5 ml gesmolten voedingsbodem (Scholtens agar) over een vaste voedingsbodem in een 
petrischaal gegoten en overnacht geïncubeerd bij 37ºC, waarna het aantal somatische colifagen geteld 
werd. Aan de hand van het getelde aantal plaques en het onderzochte volume werd de hoeveelheid 
fagen in het oorspronkelijke monster berekend . 

2.4.8  Hepatitis E virus 

De procedure voor RNA isolatie uit het concentraat en de mest suspensies is beschreven door Rutjes 
et al. (2005). Er werd gebruikt gemaakt van een kit op basis van een magnetische matrix voor de 
binding van nucleïnezuren, waarbij voor zowel het concentraat als de mestsuspensies 100 μl en 10 μl 
werd opgewerkt. Voor detectie van hepatitis E virus RNA werd gebruik gemaakt van primers en probe 
beschreven door Bouwknegt et al. (2009). Naast de hierin beschreven QuantiTect Probe RT-PCR 
Master kit (Qiagen) werd na een noodzakelijke optimalisatie uiteindelijk gebruik gemaakt van de 
TaqMan Fast Virus 1-step kit (Invitrogen).  
Virusconcentraties werden berekend door de aan- of afwezigheid van viraal RNA te bepalen in 
tienvoudige verdunningsreeksen van het RNA, hierdoor kon de virusconcentratie semi-kwantitatief 
worden bepaald als ‘most probable number’ (MPN). Voor deze MPN-berekeningen werd gebruik 
gemaakt van het computerprogramma Mathematica (Wolfram Research, Oxfordshire, UK), waarmee 
aan de hand van aan- of afwezigheid van een positief signaal in de verschillende verdunningen van het 
RNA, het inoculatievolume en het aantal replica’s het aantal PCR-detecteerbare units (PDU) werd 
bepaald met het bijbehorende 95% betrouwbaarheidsinterval. Het aantal PDU’s in het oorspronkelijke 
watermonster werd vervolgens berekend door het aantal PDU’s te delen door het onderzochte volume. 

2.5  Data analyse 

Per type installatie en per processtroom is het gemiddelde aantal van de verschillende micro-
organismen en de standaarddeviatie op log10-schaal berekend. Het gemiddelde op log-schaal is 
vergelijkbaar met de mediaan op oorspronkelijke schaal en de standaarddeviatie op log-schaal is 
vergelijkbaar met de variatiecoëfficiënt op oorspronkelijke schaal. Voor toetsing van effecten van de 
processtappen (behandelingen) op de microbiële concentratie en op de microbiële verdeling over de 
eindproducten is de REML procedure toegepast (Genstat 17th edition), waarbij behandeling als 
hoofdeffect is opgenomen en locatie (bedrijf) als random effect. 
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3  Resultaten 

3.1  Productie mineralenconcentraat 

De resultaten van de kiemtellingen van de processtromen bij productie van mineralenconcentraat zijn 
vermeld in Tabel 3.1. Er bestaan verschillen in aantal kiemen tussen de processtromen. Of deze 
verschillen significant zijn is uitgedrukt met letters in superscript; als in een regel geen 
overeenkomende letters in superscript staan dan is het verschil in aantal kiemen tussen de 
processtromen significant, oftewel er is een significant effect van de betreffende processtappen. Van 
C.difficile is aangegeven in hoeveel van het totaal aantal monsters het is aangetoond. 
 
TABEL 3.1 
Gemiddelde concentraties (op log10-schaal; medianen op oorspronkelijke schaal) bacteriën en virussen 
in processtromen bij productie van mineralenconcentraat. Betekenis van de letters in superscript: als 
per regel niet overeenkomende letters in superscript staan dan is het verschil in aantal kiemen tussen 
de processtromen significant (P<0.05).  

    Drijfmest 

  

Vaste 

fractie 

Vl. fractie    

vóór flotatie* 

Vl. fractie  

na flotatie* 

Concentraat 

RO 

Permeaat 

RO 

E.coli kve/g 4.115a              4.689ab 3.927ab 3.542b 3.694ab 10.007c 

Enterococcen kve/g 4.338a 4.639a   3.339b 3.155b 3.415ab 10.109c 

Salmonella mwa/g 0.606a 0.664a 0.868a 0.457a 0.568a 10.001b 

C. difficile**  7/7/10  8/8/8/8 3/5 3/8 7/10 0/7 

MRSA mwa/g 10.104ab 20.345a 0ab nga 10.104ab 0ab 

ESBL-E. coli kve/g 0.417ab 0.728a 0.368ab 0.150b 0.364ab 0c 

Somatische colifagen pve/g 5.150a 5.234a 4.540b 4.659b 4.853ab 0c 

Hepatitis E virus pve/g 4.448a 4.311a 3.585b 3.917ab 4.035ab 20.139c 

kve = kolonievormende eenheden 

mwa = meest waarschijnlijke aantal 

pve = plaque vormende eenheden 
  Aantal waarnemingen vóór flotatie bedraagt 6, het aantal waarnemingen na flotatie bedraagt 8 

** Aantal positieve monsters/totaal aantal monsters 
1 Eén monster positief  
2 Drie monsters positief 

ng  = niet gemeten 

 
Tabel 3.1 laat zien dat er per processtroom een duidelijk concentratieverschil is tussen de gemeten 
micro-organismen. Er zijn twee groepen met sterk verschillende niveaus te onderscheiden; enerzijds 
E. coli, enterococcen, somatische colifagen en Hepatitis E virus die in vergelijkbaar hoge concentraties 
(103-105 eenheden per gram) zijn gemeten en anderzijds Salmonella, MRSA en ESBL-E. coli die in veel 
lagere concentraties (<10 eenheden per gram) zijn aangetroffen. Over C.difficile kunnen geen 
kwantitatieve uitspraken worden gedaan omdat alleen aan- of afwezigheid is aangetoond. 

De opeenvolgende processtromen tonen globaal vergelijkbare concentraties behalve het permeaat RO 
waarin geen of slechts zeer geringe aantallen zijn aangetroffen. De kiemconcentraties in de vloeibare 
fracties en het concentraat RO zijn in het algemeen lager (ca. één log verschil) dan in drijfmest en 
vaste fractie maar dit verschil is niet voor alle micro-organismen statistisch significant. Tabel 3.1 laat 
zien dat alleen omgekeerde osmose een aantoonbaar effect heeft op de kiemconcentraties.  
 
Figuur 3.1 toont de gemiddelde kiemconcentratie op log-schaal en de variatie per micro-organisme in 
de verschillende processtromen.  



 

Livestock Research Rapport 893 | 19 

 

Figuur 3.1  Gemiddelde concentraties (aantal per gram of ml op log10-schaal; medianen op oorspronkelijke 
schaal) en variaties (plus en min 1 maal de standaarddeviatie) aan gemeten micro-organismen 
in de processtromen bij productie van mineralenconcentraat. Van C. difficile is aangegeven of 
het wel (niveau 1) of niet (niveau 0) is aangetoond.  
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Relatief aantal kiemen in eindproducten 
Tabel 3.2 geeft de relatieve aantallen ten opzichte van de ingaande drijfmest, van de micro-
organismen die in hoge concentraties zijn gemeten, in de eindproducten bij productie van 
mineralenconcentraat, berekend op basis van de massaverhouding tussen vaste fractie, 
mineralenconcentraat en permeaat van 20 : 30 : 50, uitgaande van de gemiddelde kiemconcentraties 
zoals vermeld in Tabel 3.1.  
N.B. Bij deze analyse zijn de monsters van Bedrijf M buiten beschouwing gelaten omdat op dit bedrijf 
de bemonsteringsprocedure afweek van die op de andere bedrijven en het effect daarvan op het 
aantal kiemen niet bekend is (zie paragraaf 2.2).  
 
TABEL 3.2 
Relatief aantal E. coli, enterococcen, somatische colifagen en Hepatitis E virus in de eindproducten in 
het productieproces van drijfmest tot mineralenconcentraat, als percentage van het aantal in de 
ingaande drijfmest.  

  Drijfmest 
  

Vaste 
fractie 

Concentraat 
RO 

Permeaat 
RO 

Totaal  
eindproducten 

E.coli 100 71 16 0 87 

Enterococcen 100 94 22 0 117 

Somatische colifagen 100 47 32 0 79 

Hepatitis E virus 100 49 34 0 83 

 
Tabel 3.2 laat zien dat de hoeveelheden micro-organismen die met drijfmest het productieproces 
ingaan volledig (enterococcen) of vrijwel volledig in de eindproducten worden teruggevonden. De  
gevonden afnames van de hoeveelheden E.coli, somatische colifagen en Hepatitis E virus zijn niet 
significant, m.a.w. er is geen duidelijke aanwijzing dat gedurende het productieproces van drijfmest 
tot mineralenconcentraat reductie van micro-organismen plaatsvindt. De tabel toont aan dat het 
grootste deel van de micro-organismen wordt teruggevonden in de vaste fractie. Dit geldt met name 
voor de bacteriën en in mindere mate voor de virussen. Bij E.coli en enterococcen is de 
vrachtverdeling over de vaste fractie en het mineralenconcentraat ca. 4 : 1 en bij somatische colifagen 
en Hepatitis E virus ca. 1.5 : 1 (ter vergelijking: de verdeling van droge stof over de vaste en de 
vloeibare fractie bij scheiding van drijfmest bedraagt ca. 0.7 : 1). Het verschil in verdeling over de 
eindproducten tussen bacteriën en virussen is statistisch niet significant maar slechts indicatief.     

3.2  Hygiënisatie digestaat  

De resultaten van de kiemtellingen van de in- en uitgaande processtromen van mesofiele covergisting 
(bij ca. 37oC) met varkensdrijfmest en hygiënisatie van het digestaat zijn vermeld in Tabel 3.3. Van C. 
difficile zijn geen aantallen gemeten maar is wel of niet aanwezigheid vastgesteld.    
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TABEL 3.3 
Gemiddelde aantallen (log10-schaal; medianen op oorspronkelijke schaal) aan gemeten bacteriën en 
virussen in processtromen bij covergisting van varkensdrijfmest gevolgd door hygiënisatie van het 
digestaat door middel van verhitting. Betekenis van de letters in superscript: als per regel niet 
overeenkomende letters in superscript staan dan is het verschil in aantal kiemen tussen de 
processtromen significant (P<0.05).  

    Drijfmest 
vergister in  

Digestaat 
vergister uit 

Digestaat 
na hygiënisatie 

E. coli kve/g 5.060a 2.596b 0c 

Enterococcen kve/g 5.567a 4.950a 2.114b 

Salmonella mwa/g 1.713a 0.190b 0b 

C. difficile  +  + + 

MRSA mwa/g 0 0 0 

ESBL-E. coli kve/g 0 0 0 

Somatische colifagen pve/g 5.270a 3.867b 0c 

Hepatitis E virus pve/g ng ng ng 

+ = aangetoond 
ng = niet gemeten 

Tabel 3.3 laat zien dat mesofiele vergisting een aantoonbaar effect heeft op E. coli (gram-), 
Salmonella (gram-) en Somatische colifagen; het aantal kiemen in het digestaat is significant lager 
dan in de ingaande varkensdrijfmest. De afname tijdens vergisting van E.coli, Salmonella en 
somatische colifagen bedraagt resp. 2.5, 1.6 en 1.4 log-units. Hierbij moet opgemerkt worden dat de 
ingaande mest vooraf ongeveer 50-50 (w/w) is gemengd met coproducten van niet dierlijke 
oorsprong. Het effect van vergisting op enterococcen (gram+) is niet significant. C. difficile 
(sporenvormer) komt zowel in de ruwe mest als in het digestaat voor. MRSA en ESBL-E. coli zijn niet 
aangetroffen in zowel de ingaande mest als het digestaat. 

Hygiënisatie heeft een sterk reducerend effect op het aantal kiemen. In het digestaat na hygiënisatie 
worden alleen nog Enterococcen en C. difficile aangetroffen. Voor enterococcen is er wel een 
significante afname (2.8 log-units) van het aantal kiemen te zien. E. coli, Salmonella en somatische 
colifagen zijn na de hittebehandeling niet detecteerbaar. 

Uit de resultaten blijkt dat gram+ en sporenvormende bacteriën minder gevoelig zijn voor vergisting 
en hittebehandeling dan gram– bacteriën en somatische colifagen.  

Figuur 3.2 toont het gemiddelde aantal kiemen en de variatie per micro-organisme in de 
processtromen. 
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Figuur 3.2  Gemiddelde concentratie (aantal per gram op log10-schaal; medianen op oorspronkelijke schaal) 
en variaties (standaarddeviatie) aan gemeten bacteriën en virussen in processtromen bij 
mesofiele vergisting gevolgd door hygiënisatie van het digestaat door middel van verhitting. Van 
C. difficile is met niveau 1 aangegeven dat het is aangetoond. 

 

3.3  Hygiënisatie vaste fractie 

De resultaten van de kiemtellingen van de in- en uitgaande processtroom bij hygiënisatie van vaste 
fractie na scheiding van runderdrijfmest zijn vermeld in Tabel 3.4.    
 
TABEL 3.4 
Gemiddelde aantallen (log10-schaal; medianen op oorspronkelijke schaal) aan gemeten bacteriën en 
virussen in in- en uitgaande processtroom bij hygiënisatie van vaste fractie van runderdrijfmest door 
middel van compostering.  

    Vaste fractie 
vóór compostering  

Vaste fractie  
na compostering 

E.coli kve/g 2.529 0 

Enterococcen kve/g 3.895 0 

Salmonella mwa/g 0 0 

C.dificile  - - 

MRSA mwa/g 0 0 

ESBL-E.coli kve/g 0 0 

Somatische colifagen pve/g 3.876 0 

Hepatitis E virus pve/g 0 0 

-  = niet aangetoond 

 
Tabel 3.4 laat zien dat in de vaste fractie van runderdrijfmest wel E. coli, enterococcen en somatische 
colifagen zijn gevonden maar dat de andere micro-organismen niet zijn aangetroffen. De niveaus van 
de genoemde micro-organismen zijn significant lager dan die zijn gemeten in de vaste fractie van 
varkensdrijfmest (Tabel 3.1 en 3.3); het verschil bedraagt 2-3 log-units. Na compostering zijn van de 
gemeten micro-organismen geen detecteerbare aantallen gevonden.  

Figuur 3.3 toont het gemiddelde aantal kiemen en de variatie per micro-organisme vóór en na 
hygiënisatie. 



 

Livestock Research Rapport 893 | 23 

 

 
Figuur 3.3 Gemiddelde aantallen (log10-schaal; medianen op oorspronkelijke schaal) en variatie 

(standaarddeviatie) aan gemeten bacteriën en virussen in in- en uitgaande processtroom bij 
hygiënisatie van vaste mestfractie door middel van compostering.  
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4  Discussie  

Het doel van dit onderzoek was het verkrijgen van inzicht in het effect van de opeenvolgende 
processtappen van mestverwerking en mesthygiënisatie op het overleven van ziekteverwekkende 
micro-organismen (bacteriën en virussen) en van mogelijke hygiënische risico’s gerelateerd aan het 
gebruik van de eindproducten. Aangezien ziekteverwekkende micro-organismen lang niet altijd 
aanwezig zijn in de uitgangsmest of in zeer lage concentraties was er ook behoefte om te zoeken naar 
geschikte indicator micro-organismen. Dit zijn micro-organismen die meestal aanwezig zijn in mest, 
zelf niet ziekteverwekkend zijn, maar wel kunnen voorspellen hoe vergelijkbare ziekteverwekkende 
micro-organismen zich zullen gedragen onder invloed van de verschillende mestverwerkingsprocessen. 

4.1  Geschiktheid indicatoren 

E.coli, enterococcen, en somatische colifagen zijn geschikte indicatoren om het effect van 
mestverwerking op het overleven van ziektekiemen aan te tonen omdat ze in hoge concentraties 
voorkomen in drijfmest van varkens en rundvee. Bij Hepatitis E virus is niet gekeken naar overleving, 
omdat met de techniek waarmee HEV is gedetecteerd (PCR) geen onderscheid gemaakt kan worden 
tussen infectieuze en geïnactiveerde virusdeeltjes. Salmonella, MRSA en ESBL-E.coli zijn wegens veel 
geringere concentraties in deze mestsoorten minder geschikt als indicator. 

4.2  Gemeten niveaus 

(reductie van 4.9 tot 2.1 log). De concentraties E.coli en enterococcen die in het 
gepasteuriseerde product Varkensdrijfmest bevat hogere concentraties aan E.coli, enterococcen en 
somatische colifagen dan rundveedrijfmest wat niet direct is gemeten maar wat mag volgen uit het 
feit dat in de vaste fractie van varkensdrijfmest hogere concentraties micro-organismen zijn 
aangetroffen dan in de vaste fractie van rundveedrijfmest. 

Tijdens het verwerkingsproces van varkensdrijfmest tot mineralenconcentraat vindt geen duidelijke 
reductie plaats van het aantal micro-organismen. Ze worden teruggevonden in de vaste fractie na 
mechanische scheiding van de ruwe mest en in het mineralenconcentraat na omgekeerde osmose. 
Gram positieve micro-organismen (enterococcen) lijken het productieproces van mineralenconcentraat 
iets beter te overleven dan Gram negatieve (E.coli) en virussen.  

Het permeaat na omgekeerde osmose is microbiologisch nagenoeg schoon. De bevinding dat in het 
permeaat enkele micro-organismen worden teruggevonden is waarschijnlijk toe te schrijven aan 
slijtage of kleine beschadigingen van de omgekeerde osmose membranen of aan lekkende 
afdichtingen.  

Hoewel de verdeling van bacteriën en virussen over de vaste fractie en het mineralenconcentraat niet 
aantoonbaar verschilt lijken E.coli en enterococcen relatief meer voor te komen in de vaste fractie dan 
somatische colifagen en Hepatitis E virus. Dit zou verklaard kunnen worden doordat bacteriën 
waarschijnlijk meer aan grotere mestdelen zijn gebonden dan virussen; het scheidingsrendement, dit 
is het percentage dat in de vaste fractie terecht komt, van grotere mestdeeltjes is hoger dan dat van 
kleinere deeltjes (Hjorth, 2010). 

Mesofiele vergisting heeft een aantoonbaar reducerend effect op E.coli, Salmonella en somatische 
colifagen maar niet op enterococcen. Dit is een duidelijke aanwijzing dat grampositieve bacteriën het 
gistingsproces beter doorstaan dan gramnegatieve bacteriën en virussen. Pasteurisatie (verhitting tot 
70oC gedurende één uur) van het digestaat na vergisting leidt tot volledige verwijdering van E.coli, 
Salmonella en somatische colifagen, met reducties van resp. 2.6, 0.2 en 3.9 log, en een aantoonbare 
maar niet volledige verwijdering van enterococcen worden aangetroffen geven aan dat de 
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hittebehandeling voldoende effectief was om te voldoen aan de microbiële eisen voor het verhandelen 
en gebruiken van het digestaat, op grond van Verordening (EG) nr. 1069/2009 en nr. 142/2011 (zie 
bijlage). 

Het effect van vergisting en verhitting op ziektekiemen is op basis van het uitgevoerde onderzoek (aan 
één installatie) niet vast te stellen wegens de afwezigheid van de pathogenen (MRSA, ESBL en 
Salmonella) in het uitgangsmateriaal of omdat geen kwantitatieve data (C.difficile en Hepatitis E virus) 
beschikbaar zijn. Het is echter aannemelijk dat de pathogenen het gedrag volgen van de indicatoren; 
E.coli voor ESBL, Salmonella en ESBL voor MRSA en somatische colifagen voor Hepatitis E virus.  

Compostering in een roterende trommel, waarbij het behandelde materiaal gedurende één dag in de 
trommel verblijft bij een temperatuur van 60 tot 70oC, is een effectieve methode voor het 
hygiëniseren van de vaste fractie van runderdrijfmest. Het proces resulteert in een microbiologisch 
schoon eindproduct. 

Het effluent na omgekeerde osmose is vrijwel vrij van micro-organismen. Dit geeft verschillende 
gebruiks- en lozingsmogelijkheden, hoewel de allergevoeligste toepassingen, zoals gebruik als 
drinkwater voor het vee, worden afgeraden wegens risico’s bij incidentele verminderde zuivering.  

Effluent van omgekeerde osmose wordt gebruikt binnen het bedrijf als reinigingswater of geloosd op 
het riool. Verwerking via riolering en rioolwaterzuivering heeft echter microbiologisch gezien geen nut, 
er valt namelijk weinig tot niets te zuiveren. Het effluent voldoet echter doorgaans niet aan de 
kwaliteitseisen voor lozing op het oppervlaktewater, wegens een te hoog N-gehalte. Middels 
ionenwisseling, zoals toegepast door Bedrijven B en L, kan aan de lozingseisen voor oppervlaktewater 
worden voldaan. 

De productie van mineralenconcentraat is bedoeld om zoveel mogelijk nutriënten uit dierlijke mest in 
de landbouw te benutten. De wens is om mineralenconcentraat (in Brussel) erkend te krijgen als 
minerale meststof die boven de gebruiksnorm voor dierlijke mest kan worden toegepast. Daardoor zou 
het verschil tussen de hoeveelheid stikstof die met dierlijke mest kan worden gegeven en de behoefte 
van het gewas met mineralenconcentraat opgevuld kunnen worden, i.p.v. met kunstmest. 

4.3  Dosis micro-organismen bij bemesting met producten 

uit verwerking 

Er zijn diverse bemestingsschema’s mogelijk met producten uit mestverwerking. Alle kennen een 
verschillende mate, waarin micro-organismen worden opgebracht op een perceel. In  tabel 4.1 wordt 
de relatieve dosis opgebrachte micro-organismen vermeld bij bemesting met verschillende producten 
op akkerland met aardappelen waarbij varkensdrijfmest + kunstmest als referentie is genomen. De 
mestdoseringen zijn berekend met de gebruiksnormen van 2015, en forfaitaire N en P gehalten. Bij 
mineralenconcentraat is gerekend met een gehalte van 7 kg N per ton en verwaarloosbaar P gehalte. 
Bij digestaat is gerekend met dezelfde N en P gehaltes als in onbehandelde varkensdrijfmest. Voor 
fosfaat is uitgegaan van een lage Pw-waarde (deze geeft de fosfaattoestand van de grond aan, 
uitgedrukt in mg P2O5/l grond) met een fosfaatgebruiksnorm van 75 kg/ha per jaar. Voor stikstof is 
uitgegaan van consumptieaardappelen op Zuidelijk zand hoge norm, waarvoor een 
stikstofgebruiksnorm van 208 kg/ha per jaar geldt. Met deze gebruiksnormen voor fosfaat en stikstof 
wordt een ‘worst case’ scenario geschetst omdat hierbij de toegestane mestgift het hoogst is. 
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TABEL 4.1 
Relatieve dosis micro-organismen die op akkerland met aardappelen wordt gebracht bij bemesting 
met de toegestane hoeveelheden van verschillende producten (in procenten), met als referentie 
bemesting met varkensdrijfmest en kunstmest.   

Bemesting met: E-coli 
 

Enterococcen 
 

Somatische 
colifagen 

Hepatitis E 
virus 

Varkensdrijfmest 19 ton + kunstmest 100 100         100 100 

Varkensdrijfmest 19 ton + concentraat 15 ton 124 109 140 131 

Vaste fractie varkensdrijfmest 4 ton + kunstmest 79 42 25 15 

Digestaat (vdm) 19 ton + kunstmest <1 24 4  

 
Tabel 4.1 laat zien dat het gebruik van mineralenconcentraat als kunstmestvervanger tot gevolg heeft 
dat extra micro-organismen op het land worden gebracht. De extra dosis is gering voor enterococcen 
maar substantieel voor E.coli, somatische colifagen en Hepatitis E virus t.o.v. de vracht bij bemesting 
met onbehandelde drijfmest aangevuld met kunstmest. Bemesting met digestaat levert een zeer forse 
reductie op van de vracht micro-organismen. Ook wanneer varkensdrijfmest wordt vervangen door 
vaste fractie vermindert de vracht micro-organismen aanzienlijk. Hierbij past de opmerking dat deze 
optie momenteel beperkt voorkomt in de Nederlandse landbouw omdat bij bemesting met vaste 
fractie al gauw de gebruiksnorm voor fosfaat wordt bereikt. De meerderheid van de geproduceerde 
vaste fractie wordt geëxporteerd, na pasteurisatie. Ook komt het voor dat de vaste fractie wordt 
gebruikt voor biogasproductie, waarna het digestaat als meststof wordt aangewend. Dan ligt de 
toegediende dosis micro-organismen nog aanzienlijk lager.   
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5  Conclusies en aanbevelingen 

5.1  Conclusies  

Concluderend heeft mestverwerking de volgende microbiële veranderingen in de eindproducten tot 
gevolg: 

  De verwerkingsstappen rond mechanische scheiding geven geen vermindering van het 
oorspronkelijk aantal aanwezige micro-organismen. Wel concentreren de micro-organismen 
zich sterk in de vaste fractie. 

  Alhoewel statistisch niet significant lijkt vergisting een reductie te geven van de concentratie 
aan micro-organismen. 

  De vaste fractie bevat hogere concentraties aan micro-organismen dan de mest waaruit deze 
geproduceerd wordt. 

  Hygiënisering door middel van compostering of verhitting resulteert in vrijwel steriele 
producten. Beide technieken zijn echter slechts in twee monsters, afkomstig van één 
installatie, onderzocht. 

  Mineralenconcentraat bevat iets lagere concentraties aan micro-organismen dan de mest 
waaruit het geproduceerd wordt.  

  Effluent na omgekeerde osmose is microbiologisch vrijwel schoon. 

5.2  Aanbevelingen  

Met dit onderzoek is informatie beschikbaar gemaakt voor vergunningverleners en beleid t.a.v. de 
microbiële risico’s van mestverwerking en de toepassing van mestverwerkingsproducten. Hieruit 
komen de volgende aanbevelingen:  

  De risico’s van via bemesting met producten uit mestverwerking toegediende doses microbiële 
verontreinigingen zijn niet bekend. Hoe het zit met persistentie en blootstelling van mens en 
dier bij en na aanwenden is eveneens niet bekend. Dit moet verder worden onderzocht. 

  Het onderzoek was toegespitst op varkensdrijfmest. Andere mestsoorten, b.v. drijfmest van 
rundvee (melkkoeien, kalveren, vleesvee) en andere soorten drijfmest en pluimveemest, dient 
nog nader te worden bekeken. De noodzaak tot dit onderzoek is kleiner omdat de concentratie 
aan micro-organismen in varkensdrijfmest doorgaans hoger is dan in drijfmest van andere 
dieren; hier is “worst case” onderzocht. Pluimveemest wordt slechts op beperkte schaal 
aangewend in Nederlands landbouw. 
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Bijlage 1 

In de Europese verordeningen (EU) nr. 1069/2009 en nr. 142/2011 zijn gezondheidsvoorschriften 
geformuleerd inzake dierlijke bijproducten, onder andere welke verwerkingsmethoden zijn toegestaan, 
aan welke microbiologische normen de verwerkingsproducten dienen te voldoen en op welke wijze 
deze gecontroleerd dienen te worden. 
 
Ten aanzien van een door de autoriteiten toegestane verwerkingsmethode dient het volgende te 
worden aangetoond: 
Dagelijkse bemonstering van het eindproduct gedurende een periode van 30 productiedagen, 
overeenkomstig de volgende microbiologische normen:  
1)  materiaalmonsters die onmiddellijk na de behandeling worden genomen:  
     Clostridium perfringens: geen in 1 g;  
2) materiaalmonsters die tijdens de opslag of bij de uitslag van de producten worden genomen:  

Salmonella: geen in 25 g: n = 5, c = 0, m = 0, M = 0,  
Enterobacteriaceae: n = 5, c = 2, m = 10, M = 300 in 1 g,  

 
waarbij:  
n  = aantal te testen monsters;  
m = drempelwaarde voor het aantal bacteriën; het resultaat wordt als bevredigend  beschouwd als 
het aantal bacteriën in geen enkel monster groter dan m is;  
M = maximumwaarde voor het aantal bacteriën; het resultaat wordt als onbevredigend beschouwd als 
het aantal bacteriën in een of meer monsters gelijk aan of groter dan M is, en  
c = aantal monsters waarvoor de bacterietelling een resultaat tussen m en M te zien mag geven en 
waarbij de monsters nog als aanvaardbaar worden beschouwd als het resultaat van de bacterietelling 
voor de overige monsters niet groter dan m is. 
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