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SAMMANFATTNING

(Godsel fran ko kan innehalla stora mingder av sjukdomsframkallande mikroorganismer, t.ex.
Salmonella, Campylobacter, enterohaemorragiska E. coli (EHEC), parasiter och virus.
Otillrickligt desinfekterad gédsel har i epidemiologiska studier visat sig vara en viktig orsak
till férekomsten av patogener i djurbeséttningar. Dessutom har smittspridning frén godsel tili
ménniska pdvisats, t.ex. vid sommarens (2005) utbrott av EHEC 1 Halland. Eftersom ménga
patogener dverlever lang tid i jord och vatten rekommenderas ndgon form av behandling av
godslet innan det sprids. Metoder som anvéinds, forutom lagring, 4r rétning, kompostering och
desinfektion. I det senaste fallet dr behandling med kalk brukligt vid utbrottssituationer pi en
gard. Kalkbehandling héjer pH till 12 under en kortare period och ger en effektiv
hygienisering av materialet. Problemet 4r att hanteringen &r komplicerad, arbetsmiljoméssigt
otnskad, ger utfillningar med svarigheter till inblandning etc. Dessutom leder kalkbehandling
till kviveforluster med ett minskat godselvirde som foljd.

I det hér projektet undersdktes mojligheten att oskadliggdra smittimnen under lagring genom
att tillsitta urea eller ammoniak. Urea ér det vanligast férekommande kvivegtdselmediet i
virlden. Vid tillsats till jord bildas ammoniak och koldioxid med hjélp av enzymet ureas som
utséndras av jord- och tarmbakterier. Detsamma sker vid tillsats till flytgodsel, som det hir
avdodningsforsoket utfordes i. Vid hogre pH befinner sig storre del av ammoniaken i den
oladdade formen, som dr den som #r hygieniserande, medan den vid ett lagre pH befinner sig i
den 6r vixterna tillgingliga ammoniumjonformen. Vid tillsats av ammoniak, som &r en
starkare bas, kommer pH att bli hogre 4n vid tillsats av urea. Detta innebér att samma
hygieniserande effekt kan uppnés med mindre tillsats. Ammoniak finns kommersiellt
tillgingligt 1 vattenloslig form. Dérfor kan tillsats av ammoniak vara ett mer tilltalande
alternativ ekonomiskt, Vid tillsats av urea eller ammoniak tkar godselvirdet p& grund av att
kvive tillfors. Det éir dock viktigt att behandlingen sker i tickta behdllare for att undvika
kviiveforluster i form av ammoniakemissioner.

Tidigare avdddningsforsok 1 humanfekalier har visat pa en snabb avdédning av framtor allt £.
coli, men dven Salmonella, vid behandling med 6% (w/w) urea. I det hir forsoket har vi
tillsatt hoga halter av Salmonella, enterokocker och en bakteriofag till flytgdsel som
samlades in pd Kungsingens gérd i Uppsala. Enterokocker r, efter koliforma bakterier, den
nast vanligaste gruppen av indikatorer pé fekal foérorening. De anvinds som komplement d
den i manga miljder 4r taligare 4n koliformerna. Bakteriofager dr virus som infekterar
bakterier, men inte eukaryota celler, och darfor ar l4tta och ofarliga att hantera. De har
tidigare anvints som modell for avdddning av virus i ett flertal studier. Mikroorganismerna
tillsattes i halter om 10° - 10% koloni- eller plackbildande enheter (CFU/PFU) per gram
gddsel. Efter att organismerna fatt adaptera till materialet dver natten tillsattes 2 % urea eller
0,5% ammoniak till materialet. Dessutom utfordes férs6k utan tillsats som en kontroll.

Forsoken utfordes vid 14 respektive 4 °C.

Salmonella paverkades kraftigt av behandlingen och kunde vid ammoniakbehandling (pH ~
9,7) inte detekteras efter 2 dygn i 14 °C eller 6 dygn i 4 °C. Aven ureabehandling (pH ~ 9.2)
gav en effektiv avdodning av Salmonella vid savil 4 som 14 °C. Tiden for en logs (90%)
reduktion, decimaltiden, reducerades med mellan 76 och 97% jamfort med kontrollerna
(tabell, sist 1 sammanfattningen).

Enterokockerna paverkades inte alls i samma utstrickning av behandlingen dven om en
signifikant snabbare avdddning skedde vid tillsats av sdvél ammoniak som urea, i det
sistndmnda fallet dock bara vid 14 °C (tabell 1). Dessutom dr6jde det i regel ett par dagar till
dess att halterna bérjade sjunka. Tillsats av urea verkade till en bérjan vara
tillviixtbefrimjande. Samma fenomen har tidigare observerats i urin.



Fagerna paverkades inte alls av behandlingen utan avdédningen skedde log-linjért
(exponentiellt) av andra orsaker, antagligen forekomsten av DNAs (enzym som bryter ner
DNA) 1 materialet. Avdédningen var signifikant snabbare vid 14 &n vid 4 °C.

Yitterligare ett forsok med salmonellasmittad godsel gjordes 1 14 °C, dir ett symptomlost
utbrott pd en gérd simulerades. Ammoniak (0,5%) eller urea (2%) tillsattes till flytgodsel i
burkar och fick std 6ver helgen. Under féljande vecka tillsattes 1% salmonellasmittad godsel
(107 CFU/g) ovanp den desinfekterade godseln. Detta ar vad som skulle ske pé en gard om
man utfor desinfektionen i brunnen medan ett utbrott ovetandes pagar. Under behandlingen (5
dagar) tillfordes smittad godsel dagligen utan omblandning. Efter niista helg blandades
materialet om och prov togs ut. Halten Salmonella var 1 000 ginger ligre i
ammoniakburkarna och 100 ganger ligre i burkarna med ureatillsats #in i kontrollen. Efter
yiterligare tvd dagar lag salmonellahalterna under detektionsnivén i ammoniakbehandlingen,
efter fyra i ureabehandlingen, medan det i kontrollen fortfarande gick att detektera Salmonella
efter 35 dagar nir forsoket avslutades.

Amrmoniak, i tillsats som vattenl6sning eller i form av urea, visade sig vara effektivt for att
hygienisera Salmonella i ndtgddsel (flytgtdsel med en torrsubstanshalt, TS, pa 12%). Om en
fem logs reduktion (99,999%) 4r énskvird ricker det med mindre 4n en veckas behandling
med 0.5% ammoniak vid sdvil 4 som 14 °C. Behandling med urea 2% under 10 dagar vid 14
°C eller 24 dagar vid 4 °C ger ocksé samma effekt. Denna tid kan sinkas genom att pH (och
halten fri ammoniak) héjs 1 materialet med hjélp av en starkare bas t.ex. kalk, aska, natrium-
eller kaliumhydroxid. For fem logs reduktion utan tillsats krdvs lagring i 170 dagar vid 4 eller
42 dagar vid 14 °C.

Den kvarvarande effekten av ammoniak som finns nédr man anviinder tickta behillare gor att
behandlingen pdgar dven under transport i tankbilar, Annars har just transporter och
aterinfektion av hygieniserat material visat sig vara ett problem. Dessutom utgér desinfektion
av gddsel en trygghet 1 de fall didr symptomldsa utbrott skulle forekomma. Idisslare 4r en
viktig reservoar f6r EHEC och endast ett fatal stammar inducerar sjukdom hos djuren, som
dnda kan utsondra for minniskor sjukdomsframkallande bakterier i stora mingder.

Anvindandet av enterokocker som indikator fér salmonellaférekomst i godsel efter
hygienisering med ammoniak skulle leda till en éverskattning av risken pa grund av deras
stdrre tolerans och annorlunda beteende 1 materialet. Vi foreslir anvindandet av andra
indikatorer 4n enterokocker, t. ex. E. coli eller fekala koliformer, for salmonellaforekomst i
ammoniakbehandlat notgodsel.

Tiden for en logs reduktion (90%), decimaltiden, for Salmonella, enterokocker och
bakteriofager, i kvivebehandlat nétgidsel vid 4 respektive 14 °C

Behandling Temperatur Organism och tid for decimalreduktion® (dagar)
[°C] Salmonella Enterokocker  Bakteriofager®
Urea 2% 14 2,0 i35 24
Urea 2% 4 4,8 43 31
Ammoniak 0,5% 14 0.4 6,2 28
Ammoniak 0,5% 4 1,1 9,1 37
Kontroll 14 8,3 26 25
Kontroll 4 34 30 39

* Tid for en logs, 90%, reduktion.
® Det var inga signifikanta skillnader mellan ammeonizkbehandlingara. D-virdet var 27 dagar i 14 °C och 39
dagari4°C



En simulering pa tiden for fem log reduktion gjordes for att kunna ta med osikerheten 1
analyserna vid utarbetningen av rekommendationerna. Resultaten av simuleringen presenteras
i tabellen nedan och rekommendationema baserar sig pa det dvre 95%-viirdet med vissa
forenklingar. Minst tva veckors lagring efter behandling med urea 2% vid temperaturer Over
10 °C, minst en manad vid ligre temperaturer. Efter ammoniaktillsats ricker det med en
vecka medan lagring utan tillsatt kvive bor omfatta minst en sommar.

Tabell, Tiden i dagar for att uppnd fem log reduktion av Salmonella efter behandling med 2%
urea eller 0,5% ammoniak samt kontroll utan tillsats vid 4 °C respektive 14 °C

Urea Ammoniak Kontroll
14 °C 4°C 14 °C 4°C 14 °C 4°C
Median 10,2 23,8 1,8 54 41,7 168
Ovre 70% 11,4 26,3 1,9 5,9 47,2 223
Ovre 90% 13,8 31,0 1,9 6,8 59,0 400

Ovre 95% 15,3 33,9 2.0 7.3 66,1 606




SUMMARY

Cow manure may contain substantial amounts of pathogenic microorganisms such as
Salmonella, Campylobacter, enterohaemorragic E. coli (EHEC), parasites and viruses.
Insufficiently disinfected manure has been shown to be a significant factor for the occurrence
of pathogens in animal herds. Further, transmission of disease from manure to man has been
verified, for example the outbreak of EHEC in Halland this summer (2005). Treatment of the
manure before application to land is suggested, to decrease the risk of disease transmission to
man or other animals, since microorganisms may survive for extended periods of time in soil.
Storage, composting, anaerobic digestion and chemical disinfection are common practises. In
outbreak situations, the common practise is lime treatment of the manure. Lime raises pH to
around 12 for a period of time, leading to a rapid pathogen die-off. The problem is that the
handling is complicated with salt precipitation making the incorporation difficult. Further,
lime treatment leads to nitrogen losses with a lower agronomic value of the manure.

In this project the possibilities of pathogen disinfection with urea or ammonia was evaluated.
Urea is the globally most used nitrogen fertiliser. When applied to soil it is converted to
ammonia and carbon dioxide by the enzyme urease that is naturally excreted by soil and
intestinal bacteria. The same thing will happen if urea is added to manure. With a higher pH,
more of the ammonia will be present in the uncharged form, which is disinfecting. At a lower
pH, the ammonia will be present in the plant assimilable ion form. If the ammonia is added as
ammonia (aq), which is a stronger base than urea, pH will be higher. Thus, less ammonia
needs to be added for the same disinfecting effect providing an economically interesting
option. The addition of urea or ammonia raises the agronomic value of manure, however, it is
important that the manure well is covered to avoid nitrogen losses.

Earlier die-off studies in human faeces have reported a rapid die-off of especially E. coli, but
also Salmonella after addition of 6% (w/w) urea. In this study we have added high numbers of
Salmonella, enterococci and a bacteriophage to liquid manure (TS 12%) that was collected at
Kungsingens gard in Uppsala. Enterococci are, after coliforms, the most common group of
faecal indicator microorgnanisms. They are used as a complement to the coliforms since they
are more tolerant to many types of environmental stress. Bacteriophages are viruses that infect
bacteria, but not eucaryotic cells, and are therefore easy and harmless to handle. They have
earlier been used as a model for viral die-off in several reported studies. The microorganisms
were added in numbers between 10° and 10% colony- or plackforming units (CFU/PFU) per
gram manure. After the organisms had the chance to adapt to the material over night, 2% urea
or 0.5% ammonia was added to the material. There was also a control study with no addition
of ammonia. The experiments were carried out in triplicates at 4 and 14 °C.

Salmonella were severely affected by the treatment and could not be detected after 2 days at
14 °C and 6 days at 4 °C after the addition of ammonia (~pH 9.7). Also urea treatment (~pH
9.2) gave a significant die-off of Salmonella at 14 as well as 4 °C. The time for 1 log
reduction (90%), decimal reduction, was reduced between 76% and 97% compared to the
controls (Table, at the end of the summary).

Enterococci was not affected in the same way as Salmonella even if the die-off was
significantly quicker in ammonia as well as urea treated manure than in the control, in the
latter case, however, only at 14 °C (see Table, at the end of the summary). Further, it took
some time for the ammonia treatment to be effective. Urea addition seemed to be growth
promoting, at least initially. This phenomenon has earlier been documented in studies of
enterococci in urine.



The phages were not affected at all by ammonia treatment but the reduction took place log-
linearly (exponentially) for other reasons, probably by the presence of DNAse (enzyme
breaking down DNA) in the material. The die-off was significantly quicker at 14 than 4 °C.

Another Salmonella experiment was carried out, where an outbreak situation at a farm was
simulated. Ammonia or urea was added to liquid manure in jars that were kept over the
weekend. During the following week, 1% salmonella infected manure (10" CFU/g) was added
on top of the disinfected manure. This is what would happen at a farm if disinfection was
performed during the time of an asymptomatic outbreak. Infected manure was added during
five consecutive days without any incorporation into the disinfected manure. After the
following weekend, the contents in the jars were mixed and the material sampled. The
Salmonella densities were 1 000 times lower in the ammonia treated, and 100 times lower in
the urea treated, manure than in the control. After another two days, the Salmonella level was
below detection limit in the ammonia treated manure, after four in the urea treated, while it
was still possible to detect Salmonella in the control after 35 days when the experiment was
ended.

Ammonia, added as a water-soluble or in the form of urea, proved to effectively disinfect
Salmonella in cow manure (liquid manure with a dry substance, DS, of 12 %). If a six log
reduction (99,999%) is desired, less than a week treatment with 0.5% ammonia is needed in
14 as well as 4 °C. Treatment with urea for 10 days at 14 °C or 24 days at 4 °C will also lead
to the same hygiene effect. This time can be shortened by raising the pH (and thereby the
amount of free ammonia) in the material by the addition of a stronger base such as lime,
ashes, sodium- or potassium hydroxide. The time for five log reduction without additives was
170 days at 4 and 42 days at 14 °C.

The long-term ammonia disinfection effect in covered compartments leads to further
treatment during transports in tanks. Otherwise, reinfection of hygienised material has caused
problems during transports. Further, disinfection of manure is a safety barrier in case of an
asymptomatic outbreak at a farm. Ruminants are an important reservoir for EHEC and only
few strains induces infection in animals that still can shed a lot of bacteria of clinical
importance for humans.

The use of enterococci as an indicator of Salmonella occurrence after ammonia treatment
would lead to an overestimation of the risk due to their tolerance and different behaviour in
the material. We suggest that other indicators are used, for example E. coli or faecal
coliforms, as indicators of Salmonella occurrence in ammonia treated manure.

The time for one log reduction (90%), decimal reduction, for Salmonella, enterococci and
bacteriophages in nitrogen treated cow manure at 4 and 14 °C

Treatment Temperature Organism and time for decimal reduction® (days)
[°Cj Salmonella Enterococci Bakteriophages®
Urea 2% 14 2.0 15 24
Urea 2% 4 4.8 43 31
Ammonia 0.5% 14 0.4 6.2 28
Ammonia 0.3% 4 1.1 9.1 37
Control 14 8.3 26 25
Control 4 34 30 39

* Time for one log, 90%, reduction.
® There were no significant differences between ammonia treatments on the inactivation of Bacteriophages. The
D-value was 27 days at 14 °C and 39 days at 4 °C



To be able to account for the uncertainty of the analysis the time to achieve five log reduction
was simulated and results presented in the table below. The recommended treatment is based
on the upper 95% value and simplified to; at least two weeks treatment with 2% urea at
temperatures above 10 °C, one month at lower temperatures. For ammonia one week after the
addition of 0.5% is sufficient while storage should include at least one summer season.

Table. The time, expressed as days, 1o achieve five log reduction of Salmonella after
treatment with 2% urea or 0,5% ammonia and the control with no additives at 4 °C and 14 °C

Urea Ammonia Control
_ 14 °C 4°C 14 °C 4°C 14 °C 4°C
Median 10.2 23.8 1.8 5.4 41.7 168
Upper 70% 114 26.3 1.9 5.9 47.2 223
Upper 90% 13.8 31.0 1.9 6.8 59.0 400

Upper 95%  15.3 33.9 2.0 73 66.1 606
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BAKGRUND

Gédsel frin ko kan innehalla stora mingder av sjukdomsframkallande mikroorganismer, t.ex.
Salmonella, Campylobacter, enterohaemorragiska E. coli (EHEC), parasiter och virus (Pell,
1997). Otillrickligt desinfekterad g6dsel har i epidemiologiska studier visat sig vara en viktig
orsak till forekomsten av patogener i djurbesittningar (Cardinale m.fl., 2004; Veling m.fl.,
2002). Dessutom har smittspridning frin godsel till médnniska pavisats, t.ex. vid sommarens
(2005) utbrott av EHEC 1 Halland. Eftersom ménga patogener dverlever lange i jord
(Nicholson m.1l., 2005) och vatten (Medema m.fl., 1997; Stallknecht m.fl., 1990)
rekommenderas nigon form av behandling av godslet innan det sprids pa kern (Nicholson
m.fL, 2005). Lagring, kompostering och rétning dr vanliga metoder for behandling av godsel.
Reduktionen av sjukdomsframkallande mikroorganismer &r en funktion av tid
(Himathongkham m.fl., 1999a; Himathongkham m.fl., 1999b; Turner m.1l., 1999) temperatur,
pH (Park & Diez-Gonzalez, 2003), salthalt (Arthurs m.fl., 2001), fuktighet (Edwards, 2000;
Himathongkham m.fl., 1999b) och konkurrerande mikroflora (Unc & Goss, 2004).
Desinfektion med hjdlp av kemikalier tillimpas ocksa for att hygienisera smittat material.
Exempel pa tillsatser som kan anviindas 4r kalk, aska, perittiksyra, urea och ammoniak
(Burge m.{l., 1983; Himathongkham & Riemann, 1999; Park & Diez-Gonzalez, 2003;
Vinneras m.fl., 2003).

Det brukliga vid utbrottssituationer i Sverige #r desinfektion med kalk. Kalkinblandning leder
till en pH-héjning till pH 12 tolv vilket har en hygieniserande effekt. I takt med att pH sjunker
forsimras effekten och aterviixt av t.ex. Salmonella kan ske. De hoga pH:t leder till
omfattande ammoniakavging och ddrmed ett forlorat gddselvirde. Andra problem med
kalkinblandning #r bildandet av svéarldsliga salter som klumpar sig 1 materialet samt en
ohdlsosam arbetsmiljo (Vinneras m.fl., 2004).

I det hiir projektet understktes mojligheten att oskadliggora smittdmnen 1 flytgddsel frn not
under lagring genom att tillsétta urea eller ammoniak. Ammoniakmolekylen &r liten och
oladdad och kan diffundera éver cellmembranen. Inne i bakteriecellen hojs pH och
jonbalansen paverkas vilket har en bakteriocid effekt (Schneider m.11,, 1996). Ammoniak har
ocksd visat sig vara virucid, troligen genom att klyva viralt RNA (Ward, 1978).

Urea dr det vanligast forekommande kvivegtdselmedlet i virlden. Vid tillsats till jord bildas
ammoniak och koldioxid med hjilp av enzymet ureas (Vinneras m.f1., 2004). Detsamma sker
vid tillsats till flytgddsel, som det hir avdodningsforséket utfordes 1. Etthdgre pH ger storre
andel av ammoniaken 1 den oladdade formen, den form som verkar hygieniserande, medan
den vid ett lagre pH befinner sig i den for vixterna tillgdngliga ammoniumjonformen (figur
1). Tillsats av ammoniak, som ir en starkare bas, ger ett hogre pH #&n vid tillsats av urea.
Detta innebdr att en mindre méngd kan tillséttas, men med samma hygieniserande effekt.
Ammoniak finns kommersiellt tillgingligt i vattenltslig form (i upp till 28 % kone.) som ir
littare att blanda in 1 g6dsel dn bade kalk och urea. Dérfor kan tillsats av ammoniak vara
ekonomisk ett mer tilltalande alternativ. Vid tillsats av urea eller ammoniak 6kar godselvirdet
pa grund av att kvive tillfors. Bada &mnena finns kommersiellt tillgdngliga till ett pris i paritet
med kvivegodsel. Det 4r dock viktigt att behandlingen sker i tickta behéllare for att undvika
kviveforluster 1 form av ammoniakemissioner.
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Figur 1. Andelen fri ammoniak beroende pd pH och temperatur.

Tidigare avdodningsférsok 1 humanfekalier har visat pd en snabb avdddning av framfor allt E.
coli, men dven Salmonella, vid behandling med 6% (w/w) urea (Vinnerds m.fl., 2003). I det
hiir forstket har vi tillsatt hoga halter av Salmonella, enterokocker och en bakteriofag till
flytgodsel for att kunna folja effekten av behandlingen. Enterokocker #r, efter koliforma
bakterier, den ndst vanligaste gruppen av indikatorer pa fekal fororening. De anvinds som
komplement da den i manga milj6er r tAligare dn koliformerna (Geldreich, 1978).
Bakteriofager 4r virus som infekterar bakterier, men inte eukaryota celler, och darfor r litta
och ofarliga att hantera. De har tidigare anvints som modell for avdodning av virus i ett flertal
studier (Hoglund m.1l., 2002; Vinneras m.fl., 2003).
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SYFTE

Syftet med rapporten r att studera hur behandling med urea och ammoniak paverkar
avdddningen av Salmonella och mikrobiella indikatorer 1 nétgodsel. Vidare ér syftet att,
baserat pa avdodningshastigheten, utarbeta rekommendationer om tillsats och behandlingstid
for godsel i forebyggande syfte samt i samband utbrottssituationer pa en gérd.

Det dr viktigt att undvika kvaveforluster vid behandling och spridning av gédsel. Ddrfor
mdste en gddselbrunn som denna tickas under behandlingen, till exempel med en presenning.
Foto: Sten-Olof Dimander.
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TIDIGARE STUDIER

Tidigare avdddningsforsok 1 humanfekalier har visat p& en snabb avdédning av E. coli och
Salmonella, vid behandling med 6% (w/w) urea. Den kviivehalt man d& kommer upp i kan ge
problem vid spridning med dagens teknik. Kan man komma ner i nivé 4r det inte bara
fordelaktigt anvandarmissigt utan dven en ekonomisk besparing (Vinnerds m.fl., 2003).
Hygienisering med ammoniak och urea har ocksd rapporterats av internationella
forskagrupper. Mendez m.fl. (2004) noterade en sex log reduktion av Salmonella efter tva
timmar i slam. Halten ammoniak var dock 20 % (w/w), vilket ir kostsamt att tillsdtta samt att
det slammet méste spddas innan det dr mojligt att spridas med dagens teknik. Park & Diez-
Gonzalez (2003), ser anvéindning av urea som ett billigt och bra alternativ fér hygienisering
av gbdsel. Vid okat pH fick de en snabbare avdédning av sdvil EHEC som Salmonella, vilket
de tillskrev 6kad ammoniak-, men dessutom karbonatjonhalt.

253

Kor kan utséndra mikroorganismer som orsakar sjukdom hos ménniska, t.ex. Salmonella.

Foto: Sten-Olof Dimander.
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MATERIAL OCH METODER

Tva olika forsok utfordes inom ramen for projektet. I det forsta (forsok 1) gjordes
kontrollerade tillsatser och avdodningen f6ljdes for att fa ett matematiskt samband mellan
avdédningen och tiden. I forsok 2 simulerades lagringen i en godselbrunn under en
utbrottssituation.

Firsok 1

Material och organismer

Flytgtdsel med en torrsubstans pa 12% hamtades pd Kungséngens gard och fordelades i 18
stomacherpasar (Grade Packaging Ltd.; Coalville, United Kingdom), ca 300 gram 1 varje. De
mikroorganismer som tillsattes for avdodningsforsdket var Salmonella Typhimurium,
Enterococcus faecalis samt ett bakterievirus, Salmonella Typhimurium fag 28B (Lilleengen,
1948).

S. typhimurium som anvindes vid unders6kningen &r en stam som tidigare isolerats frin rotat
avloppsslam (Sahistrém m.fl., 2004). Denna stam, med fagtyp 178, har visat pa béttre
dverlevnad i andra forsok jamfort med lab-stammar (opublicerade data). Enterokocker ér
naturligt forekommande 1 tarmen hos varmblodiga djur och, efter koliforma bakterier, den
nist vanligaste indikatorn pa fekal férorening i miljon. De r taligare gentemot yttre paverkan
och didrmed &kar mojligheten att f6lja behandlingseffekten under en langre tid jAmfort med
Salmonella. Stammen som tillsattes kommer frin American Centre for Type Collection,
ATCC, och har nummer 29232. Fagen, Salmonella Typhimurium fag 28B, har ett sndvt
virdspektrum och aterfinns inte vanligtvis, eller har méjlighet att tillvéixa, 1 miljon. I och med
att den dessutom ir talig for minga former av behandlingar (H6glund m.fl., 2002; Vinneras
m.fl., 2003) gor fag 28B till en ldmplig organism att anviinda som konservativ modell f6r
animala virus i kontrollerade tillsatsforsok.

Uppodling och tillsats av testorganismer

Bakterierna odlades 1 ndringsbuljong (Oxoid; Sellentuna, Sverige) under 5 timmar vid 37 °C
under skak till ca 10° CFU/ml och sattes till godslet i pasarna i halter mellan 10® och 107
CFU/g godsel.

Fagerna hade tidigare propagerats pa sin virdstam, S. Typhimurium typS. Fran denna
fagsuspension, ca 10" PFU/mL, tillsattes 1 ml till varje pase med godsel till en halt omkring
10° PFU/g.

Organismerna tilldts adaptera till materialet dver natt innan 2% urea eller 0,5% ammoniak
(w/w) tillsattes. Inkuberingen skedde i 4 °C och 14 °C. Detta gav sammanlagt sex regimer dér
avdddningen foljdes i triplikat for att kunna gora en adekvat statistisk bedomning pé effekten
av temperatur, pH (ammoniakhalt) samt samspelet mellan dem.

Bestimning av halter

Vid varje provtagningstilifille togs 3 — 5 g godsel per pase ut och spiddes 1:9 i fosfatbuffert.
Frén denna forsta spadning togs 1 ml till 9 ml NaCl vidare 1 en spadningsserie s langt som
nédvindigt. For bestdimning av Salmonella spreds 100 ul pa xylos lysin desoxycholat (XLD)
agar (Oxoid) med novobiocin for att forhindra tillvéxt av atypiska organismer. Svarta kolonier
ridknades efter inkubering 1 21 timmar vid 37 °C. Enterokocker bestimdes pa Slanetz-Bartley
(SlaBa) agar (Oxoid) efter inkubering 1 44 timmar vid 37 °C. Bakteriofagerna bestimdes
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genom dubbelagarmetoden (Adams, 1959). Virdstammen odlades vid 37 °C under skak 1 tre
timmar till en halt av cirka 2 - 10° CFU/ml. Pi en blodagarbasplatta (Oxoid) spreds en
blandning av 2 ml softagar (blodagarbas med lidgre agarhalt, ca 12 g/l), 1 ml prov samt 1 ml
virdstam. Plattan inkuberades 1 18 timmar vid 37 °C varefter klara zoner, plack, i
bakteriemattan riknades.

Ammoniakkoncentrationen mittes spektrofotometriskt pa en Thermo Aquamate (Thermo
Electron Ltd.; Cambridge, UK) med indofenol bli metoden (Merck; Whitehouse Station, NJ)
enligt tillverkarens instruktioner. Koncentrationen av fri ammoniak berdknades baserat pa den
uppmétta halten totalammonium, pH och temperatur enligt metoden i Svensson (1993) som
bestdmde syrakonstanten for ammonium vid olika temperaturer empiriskt.

Bearbetning av resultat

De statisktiska analyserna utfordes i tva steg. I det forsta anvindes Random Coefficient
Regression Analysis (mixed linear model) for att mo6jliggéra korrekta signifikanstest. I det
andra var vi intresserade av den linjdra avdddningen 6ver tiden. 1 detta fall var statistiken
deskriptiv och linjdra regressionslinjer anpassades till de uppmitta halterna i kombinationerna
av temperatur och tillsatser av urea och ammoniak.

For random coefficient regression analysen anvindes foljande modell:
Vil = Bt B i + 05+ auie+T i+ g

dér p, B, 9; and oy 4r okiinda parametrar medan ; ~ N(0, %)), &ij~IN(0, 6%) och N(0, ¢°)
representerar normalférdelningen med medelvardet 0 och variansen o™, Hér representerar
index i det i:e godselprovet, j temperaturen (14 °C or 4 °C), k tillsatsen (Urea, Ammonia,
Control) och 1 replikaten. Variabeln tjjq representerar tidpunkterna for provtagningarna. I den
deskriptiva delen beriknades interceptet och lutningen tillsammans med standardfel och
korrelationskoefficient. Baserat pa resultaten frn regressionsanalysen simulerades tiden for
att uppna en fem log reduktion av Salmonella 1 de olika behandlingarna. Detta gjordes med
Monte-Carlosimulering 1 @Risk 3.5.2 (Palisade Corporation; Ithaca, NY). De statistiska
analyserna utférdes 1 SAS 9.1.3 (SAS Institute Inc; Cary, NC) och diagrammen i SigmaPlot
2001 (SPSS; Chicago, IL).

Forsik 2

Till forsok 2 anvandes flytgodsel fran samma killa och samma salmonellastam som i forsok
1. Ammoniak (0,5%) eller urea (2%) tillsattes till flytgsdsel i burkar och fick std Gver helgen.
Under foljande vecka tillsattes 1% salmonellasmittad godsel (107 CFU/g) ovanpa den
desinfekterade godseln. Detta 4r vad som skulle ske pa en gard om man utfor desinfektionen i
brunnen medan ett utbrott ovetandes pagar. Under behandlingen (5 dagar) tilifordes smittad
godsel dagligen utan omblandning. Efter nista helg blandades materialet om och prov togs ut
7,9, 13 och 35 dagar efter forsta dagen som smittad godsel tillsattes. Aven dessa forsok
utfordes i triplikat, men endast vid 14 °C.
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RESULTAT

Tabell 1 visar tillsatsen av ammoniakkvéve, uppmatt totalammonium efter 12 dagar och den
beriknade koncentrationen fri ammoniak. Den enda regimen dér en signifikant kviveforlust
pavisades var i urea 4 °C.

Tabell 1. Tillsatt ammoniak, uppmdtt halt efter 12 dagar och berdknad koncentration fri
ammoniak i de olika regimerna.

Treatment Tillsatt ammoniak  Totalammoniak pH  pK, Fri ammoniak
g kg’ g kg'£ mmol kg‘1

Urea 14 °C 11,2 11 9,15 9,50 187

Urea 4 °C 11,2 7,9 922 9,22 84
Agq.NH3 14 °C 4,97 5,9 9,64 9,50 190
Ag.NH; 4 °C 4,97 6,1 9,68 9,22 136
Control 14 °C 0 1,6 8,04 9,50 3,0
Control 4 °C 0 1,4 821 9,22 1,8

Random coefficient regression-analys visade pa signifikanta effekter frdn ammoniak,
temperatur och kombinationen mellan faktorerna pa avdddningshastigheten hos bakterier.
Fagerna paverkades dock bara av temperaturen (tabell 2). Avdodningen var linjér fran dag 0
med undantaget fér enterokocker i ureabehandlingen dir en tillvixt forst skedde och linjen
startar frin dag 2 (Figur 3). I tabell 4 ges inaktiveringshastigheten for organismerna 1 de olika
regimerna tillsammans med standardfel, D-viirde och korrelationskoefficient.

Tabell 3. F-tabell for Random Coefficient Regression Analys

Effekt DF DF F-virde P-virde
Salmonella
NH; 2 15 5,50 0,0162
tid 1 63 808,91 <0,0001
tid - NH, 2 63 468,89 <0,0001
tid - temp 1 63 348,00 <0,0001
tid - NHj3 - temp 2 63 167,58 <0,0001
Enterokocker
NH; 2 12 12,46 0,0012
NH; - temp 3 12 9,42 0,0018
tid I 77 689,90 <(,0001
tid - NH; 2 77 126,53 <0,0001
tid - temp 1 77 30,41 <0,0001
tid - NH; - temp 2 77 12,54 <0,0001
Fag 28B
tid 1 103 46,51 <0,0001
tid - tid 1 103 11,66 0,0009
tid - tid - tid 1 103 6,62 0,0115
tid - temp 1 103 25,62 <0,0001
tid - tid - temp 1 103 9,61 0,0025

" Tid f6r en logs, 90%, reduktion
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Tabell 4. Avdodningshastighet [log per dag] for Salmonella, enterokocker och bakteriofager
efter behandling med urea (2 % w/w) eller ammoniak (0,5 % w/w) vid 4 och 14 °C

Organism Temp Tillsats Inaktiveringshastighet & N  D-virde R*
[°C] SE [log d'] [d]

Salmonella 14 Urea2% 0,49 £0,03 12 2,0 0,96

Ammoniak 0,5%  2,72+0,05 6 0,4 1,00

Kontroll 0,12 + 0,006 21 83 095

4 Urea2% 0,21 £0,009 18 4,8 0,97

Ammoniak 0,5% 0,93 £0,05 9 1,1 0,98

Kontroll 0,029 + 0,003 21 34 0,79

Enterokocker 14 Urea2% 0,067 £ 0,005 18 15 091

Ammoniak 0,5% 0,16 0,01 18 6,2 0,92

Kontroll 0,039 £ 0,006 21 26 0,66

4 Urea 2% 0,023 £ 0,002 21 43 0,89

Ammoniak 0,5% 0,11 £ 0,009 18 91 0,89

Kontroll 0,033 £ 0,002 21 30 091

Fag 28B 14 Oavsett 0,037 £ 0,003 63 27 0,82

4 Oavsett 0,026 = 0,004 63 39 0,73

Oavsett Oavsett 0,031 £ 0,003 126 32 0,82
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Salmonela

Salmonella inaktiverades linjirt fran dag 0 1 savil kontrollen som i behandlingarna.
Hastigheten dkade med temperaturen och halten fri ammoniak. I kontrollen vid 4 °C holl sig
halterna 6ver 10° CFU/g genom hela experimentet (41 dagar) (figur 2).
Inaktiveringshastigheten var 4,1 och 23 ganger snabbare efter tillsats av urea och ammoniak i
14 °C och 7,2 och 32 glnger snabbare i 4 °C.

8
\‘\ =
e .
O m
6 - \¥ I
_ & urea 14
Y o uread
uD“ - v ammoniak 14
O 4 [] v ammoniak 4
% &  kontroll 14
T 7 o kontroll 4
2 -
O 1 I T I H
¢ 10 20 30 40 50

t (dagar)

 Figur 2. Halten Salmonella i nétgddsel efter tillsats av urea eller ammoniak vid 4 respektive
14 °C. Linjerna dr anpassade linjédra regressionslinjer vars lutning presenteras i tabell 3. De
dr alla signifikant skilda fran varandra.

Forsok 2

I simuleringsforsoket var halten Salmonella 1 000 ganger lagre 1 ammoniakburkama och 100
ganger ligre i burkarna med ureatillsats 4n i kontrollen vid forsta uttaget (7 dygn efter forsta
tillsatsen av organismer). Efter ytterligare tvd dagar lig salmonellahalterna under
detektionsnivan i ammoniakbehandlingen, efter fyra i ureabehandlingen medan det 1
kontrollen fortfarande gick att detektera Salmonella efter 35 dagar nir forsoket avslutades.
Motsvarande inaktiveringshastighet (k) som i férsék 1 var i ureabehandlingen 0,74 + 0,029, i
ammoniakbehandlingen > 2,3 och 1 kontrollen 0,068 + 0,0055 log/d. I ureabehandlingen var
avdddningen alltsd snabbare 1 forsok 2 jaimfort med i forsék 1 medan det 1 kontrollen var
snabbare avdédning 1 f6rsok 1.
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Enterokocker

Enterokockerna kunde véxa till under en kortare period i ureabehandlat gidsel vid 14 °C for
att inaktiveras efter dag 2 (figur 3). I de andra behandlingarna inaktiverades enterokockerna
fran dag O (figur 3 och figur 4). De kunde detekteras i savil kontrollen som i ureabehandiat
godsel vid bada temperaturerna genom hela experimentet,

114 °C skedde avdodningen med dubbla hastigheten i ureabehandlat godsel, och fyra gdnger

snabbare 1 ammoniakbehandlat, gentemot kontrollen. I 4 °C déremot klarade sig
enterokockerna béttre i ureabehandlat gidsel én 1 kontrollen trots en koncentration fii
ammoniak pa 81 mM (tabell 1). I ammoniakbehandlat godsel var inaktiveringen 3,3 génger

snabbare 4n i kontrollen (tabell 3).

—e— 2% urea
e (3B % ammoniak
—-+— kontroli

Halt (CFUJg)

2 T ] L T
0 10 20 30 40

t (dagar)
Figur 3. Halten enterokocker som en funktion av tiden efter tillsats av urea eller ammoniak
vid 14°C.
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Figur 4. Halten enterokocker som en funktion av tiden efier tillsats av urea eller ammoniak
vid 4 °C.
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Bakteriofager

Bakteriofagerna kan inte replikera utan virdbakterie och inaktiveringen sker dérfor frin dag 0
(figur 5). Inaktiveringen skedde linjért men dven andra och tredjegradsmodeller gick att passa
in pé kurvan (tabell 2). Fagerna paverkades inte av ammoniakbehandlingatma. Diremot var
avdodningen signifikant hégre vid 14 °C #n vid 4 °C enligt forstagradsmodellen.

Halt [log PFU/g]

2 T ¥ 4 3
a 10 20 30 40

t[d]
Figur 5. Halten bakteriofager som en funktion av tiden vid 4 °C respektive 14 °C.
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Avdodningssimulering

Reusltaten frin den linjéra regressionen anvindes for att simulera tiden for fem log reduktion
(99,999%) av Salmonella i de olika behandlingarna. I tabell 5 ges median, dvre 70%, 90%
samt 95% fran simuleringen. Som synes &r de framfor allt vid lagring vid laga temperaturer
som tiden ¢kar markant om man vill ha en bred sdkerhetsmarginal.

Tabell 5. Tiden i dagar for att uppna fem log reduktion av Salmonella efter behandling med
2% urea eller 0,5% ammoniak samt kontroll utan tillsats vid 4 °C respektive 14 °C

Urea Ammoniak Kontroll
14 °C 4°C [4°C 4°C 14 °C 4 °C
Median 10,2 23.8 1,8 54 41,7 168
Ovre 70% 11,4 26,3 1,9 59 472 223
Ovre 90% 13,8 31,0 1,9 6,8 59 400
Ovre 95% 15,3 33,9 2,0 7,3 66,1 606
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DISKUSSION

Ammoniak, i tillsats som vattenlosning eller i form av urea, visade sig vara effektivt for att
hygienisera Salmonella i ndtgédsel (flytgddsel med en torrsubstanshalt, TS, pd 12 %). For att
motsvara pastorisering i en timme vid 70 °C krivs enligt direktivet for behandling av
animaliska biprodukter fem logs reduktion (99.999%) av Salmonella (EC 208/2006). For att
uppné detta ricker det med mindre &n en veckas behandling med 0,5% ammoniak vid sévil 4
°C som vid 14 °C. Detta dr nigot kortare tid 4n vad Vinnerés m.fl.(2004) rapporterade i
svingodsel, Behandling med urea 2% under 10 dagar vid 14 °C eller 24 dagar vid 4 °C ger
ocksé samma effekt. Denna tid, som dverensstdmde med rekommendationerna pa svingddsel,
kan sdnkas genom att pH (och dérmed halten fri amomoniak) hojs 1 materialet med hjilp av en
starkare bas t.ex. kalk, aska, natrium- eller kaliumhydroxid. Fér fem logs reduktion utan
tillsats krivs lagring 1 170 dagar vid 4 °C eller 42 dagar vid 14 °C utan tillférsel av ny,
potentiellt smittad, gédsel.

For att ta med osiikerheten 1 métningarna gjordes en simulering pa tiden for att uppnd fem log
reduktion. Baserat pa resultaten frdn simuleringen kan man viilja lamplig siikerhetsmarginal.
Det 6vre 95% virdet 1 tabell 5 motsvarar den 6vre grinsen vid ett 90% konfidensintervall.
Baserar man rekommendationerna pa det skulle det innebéra 15 dagars behandling efter
ureatillsats pa 2% vid en temperatur pd 14 °C samt 34 dagar vid 4 °C. For
ammoniakbehandling 0,5% ricker det med en veckas behandling oavsett temperatur medan
det behdvs nio veckors lagring vid 14 °C och néstan tva ir vid 4 °C. Lagring under et ar
innebdr dock att godsel utsétts f6r en omgivningstemperatur dver tio grader under tillrickligt
lang tid for en tillfredstillande hygienisering.

Forutom en avsevirt kortare behandlingstid finns det andra fordelar med kvéivehygienisering.
Den kvarvarande effekten av ammoniak som finns nér man anvinder tickta behéllare gor att
behandlingen pagar dven under transporter i tankbilar. Annars har just transporter och
dtermfektion av hygieniserat material visat sig vara ett problem vid bland annat hantering av
slam- och rétrest (Vinnerds m.fl.,, 2004). Dessutom utgdr desinfektion av gédsel en trygghet i
de fall ddr symptomlsa utbrott skulle férekomma. Idisslare #r en viktig reservoar for EHEC
och endast ett fatal stammar inducerar sjukdom hos djuren, som dnda kan utsondra for
ménniskor sjukdomsframkallande bakterier i stora mingder. Effekten av ammoniak pa E. coli
O:157 har tidigare rapporterats, en studie dir avdédningen fér E. coli var signifikant snabbare
an for Salmonella (Vinnerds m.fl., 2003).

Enterokockerna paverkades inte alls i samma utstrickning av ammoniakbehandlingen utan
avdddningshastigheten var signifikant ldngsammare 4n for Salmonella. Dessutom skedde i
vissa paralleller en tillvéxt i bérjan av behandlingen (figur 3). Aven vid lagring av urin i
tankar, en hygieniseringsmetod som ocksé forlitar sig pd ammoniakbehandling, har tillvixt av
enterokocker pdvisats (Jonsson m.fl., 2000). Anvindandet av enterokocker som indikator for
salmonellaférekomst 1 gddsel efter hygienisering med ammoniak skulle alltsa leda till en
overskattning av risken pa grund av deras st6rre tolerans och annorlunda beteende i
materialet. Vi foreslar dirfor att man anvénder sig av andra indikatorer som biittre kan forutse
for salmonellaférekomst 1 ammoniakbehandlat nétgddsel, t.ex. E. coli eller fekala koliforma
bakterier. Ett alternativ dr att analysera for befintliga kolibakterier 1 materialet istillet for att
gora tillsatser,

Salmonella Typhimurium Fag 28B anvindes som modell for virusavdddning. Fagerna
paverkades dock inte av behandlingen vid de koncentrationer som studerades. Ward & Ashley
(1977} identifierade ammoniak som en virucid i slam, effektiv mot polio. Diremot var
Reovirus mer toleranta mot ammoniakbehandling. Béda virusen bér sitt arvsanlag i form av
RNA, men medan enterovirus (polio) har enkel-, dr reovirus dubbelstringat. Det har

22



rapporterats att dubbelstringade virus dr mer tleranta mot ammoniak dn enkelstringade
(Turner & Burton, 1997). Vid en studie 1 grisgbdsel inaktiverades vaccinia- och bovina
enterovirus vid 47 °C och 0,73 g fr1 ammoniak per kilo godsel (Wekerle & Albrecht, 1983).
Halten fri ammoniak var 1 snitt 1 vara forsok med ureabehandhing 2,1 och
ammoniakbehandlling 2,9 g NHa/kg godsel. Behandling skedde alltsé i vart forsok vid en
hogre halt men vid en lagre temperatur vilket gor det svart att jaimfora studierna. Vaccinia dr
ett koppvirus som liksom fag 28B bér sitt anlag som dsDNA. Andra virus med dsDNA #r bl.a.
adeno- och herpesvirus.

Kostnaderna for behandling av gédsel med urea och ammoniak har uppskattats till 50
respektive 20 kr/m’. Beriikningarna var baserade p4 kontakt med leverantorer av
ammoniakbaserade kemikalier. Ammoniakbehandlingen var likvirdig med kalkbehandling
medan urea ir dyrare. Den kostnaden kan diremot riknas hem i form av tkat gédselvirde.
Vid behandling med kalk méste extra kvive tillféras marken for att ge samma
tillvixtbefrimjande effekt som urea och ammoniakbehandlad godsel. Det dr dock viktigt att
gddselbrunnen ticks pa ndgot sitt f6r att behandlingen med kvivebaserade kemikalier skall ha
onskad effekt. Annars riskerar bdde behandlingen och gtdselvérdet att ga om intet eftersom
ammoniaken forloras som luftemission (Vinnerds m.fl., 2004).
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BEHANDLINGSREKOMMENDATIONER

Baserat pa simuleringen pa resultatet fran dverlevnadsstudien rekommenderas foljande
behandlingar f6r att sikerstilla en god hygienisk standard pé salmonellasmittat gddsel:

¢ Ureabehandling; 2% ureatillsats w/w med lagring i minst tva veckor vid temperaturer
over 10 °C. Vid ligre temperaturer rekommenderas minst en méanads lagring efter
tillsatsen.

-«  Ammoniakbehandling; 0,5% NH; w/w, vilket motsvarar 20 mL vattenlést ammoniak
(28%) per kg gbdsel, med lagring i minst en vecka.

¢ Lagring; Utan nigon behandling bor gidsel lagras under minst en sommar.

For kviavebehandling krivs det att man minimerar ammoniakemissionerna genom lagring i
tdckta behallare.
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SLUTSATSER

Kontrollerad behandling av g&dsel i brunnen ar énskvérd for att slippa spridning av
sjukdomsframkallande mikroorganismer i miljén och for att bryta smittkedjan och minska
smittrycket pa en gérd.

Kvivebaserad hygienisering med urea eller ammoniak var effektiv mot Salmonella och har
visat sig effektiv for att eliminera EHEC. Enkelheten, den laga kostnaden och det dkade
godselvirdet gor att det ir en tilltalande metod for att skydda djur och ménniskor frin
otnskade infektioner.

Rekommenderade behandlingstider for att uppna en tillfredsstéllande reduktion av Salmonella
ir for ammoniak en vecka (oavsett temperatur) och for urea tva veckor vid temperaturer dver
10 °C, en ménad vid temperaturer under 10 °C. Utan tillsats bor gdsel lagras under minst en
sommar.

Enterokockerna var alltfor toleranta for att kunna anviindas som indikatorer for Salmonella
och leder till en 6verskattning av risken om de anvinds som processparametrar for
salmonellareduktion. Andra indikatorer for salmonellaftrekomst, salmonellareduktion bér
anvéndas.

Ytterligare undersdkningar behovs for att bestimma effekten av ammoniakbehandling pé
animala virus. Dessa undersékningar bor inrikta sig pa olika grapper av virus, som bér sina
arvsanlag i olika form, det vill séiga enkel-, dubbelstringat RNA och DNA.
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