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FORORD

I nervarende BIND II: DEL-RAPPORTER OG BILAG findes en samling beretninger om undersggelser
udfert som en del af det veterinare forsggsprogram. De er udarbejdet af de personer, der har udfgrt det
pidgzldende arbejde. Emneomridet er bredt, idet det er hensigten at belyse problemerne omkring
smitstofreduktion 1 biomasse under behandlingen i biogasanlzg fra s& mange vinkler som muligt.
Bidragene udgives samlet. P4 den méde udger de et let tilgengeligt supplement til BIND I: HOVED--
RAPPORTEN. I denne gives et koncentreret overblik over resultaterne, i BIND 11 kan interesserede sgge
indblik i tekniske detaljer i kildematerialet. De enkelte arbejder vil blive publiceret som videnskabelige
artikler eller praktiske meddelelser i relevante tidsskrifter.

Det fremgir af emnerne for de 11 del-rapporter, at det veterinzre forspgsprogram har veeret baseret pa
¢l nert samarbejde mellem personalet ved Miljg- og Levnedsmiddelkontrolenhedernes laboratorier. Her
¢r de lgbende undersggelser i biogasfellesanleggene gennemfart. Dette basismateriale er i vidt omfang
Blevet brugt til mere systematisk forsggsarbejde. Samarbejdet har manifesteret sig i etableringen af en ad
hoe Laboratoriegruppe, se side IV. Der har veret en neer forbindelse til Statens veterinzre Institut for
Virusforskning (SVIV) og Dansk Teknologisk Institut's afdeling for Bioteknik (DTT), hvor de mere
forskningspraegede undersggelser er gennemfgrt.

Pet har vaeret en opmuntring, at BFAernes bestyrelse og driftsledelse har vist stor imgdekommenhed, nér
ier skulle indsamles prgver og oplysninger vedrgrende anleggenes drift.

Undcerspgelserne pdbegyndtes i sommeren 1992 og afsluttedes i forfret 1995. Arbejdet i de forskellige
forsapsprojekter er koordineret af H.J. Bendixen, der har udarbejdet n@rvarende rapport.

I BIND I: HOVED-RAPPORT findes en oversigt over undersggelserne og et kort referat af resultaterne.
Vo sammenfatning findes i Kapitel 6 pa side 110.
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METODEFORSLAG

MILJOBIOLOGISK UNDERSGGELSE
BESTEMMELSE AF FAEAKALE STREPTOCOCCER I BIOMASSER
VED PLADESPREDNINGSMETODE

I. FORMAL
Denne metode (FS-metoden) specificerer en mikrobiologisk teknik til pdvisning og teelling af feekale
streptococcer i gylle, slam, organisk affald blandet med gylle, o.lign. produkter fra biogasfelles-

anlieg (biomasse).

2. EMNE OG ANVENDELSESOMRADE

Fé-metoden kan anvendes til undersegelse af gylle og slam, samt blandinger af disse, og desuden
it undersopelse af organisk materiale, hvor starsteparten af biomassen bestér af gylle.
Etableringen af biogasfallesanleg giver mulighed for behandling af affald bestdende af gylle, slam,
iwpanisk materiale som slagteriaffald og kildesorteret husholdningsaffald m.v. under produktion af
wie samt blomasser, der kan recykleres. Genudlegning af biomasser pé jord (landbrug og gartneri)
sedfirer imidlerud en eget risiko for spredning af smitstoffer (bakterier, vira, parasitter) til dyr og

- inesker. Herved opstar sikkerhedskrav med hensyn til fjernelse af smitstoffer i gedning og affald

- ihsnasee) fr udbringning pa jord, For visse kategorier af affald kan smitstofreduktion i

N fiatikkelipt omfang opnas ved termofil anaerob stabilisering 1 reaktortanke. Andre kategorier af

bi anses for st vare mere smitstofbelastede, hvorfor der kraeves en kontrolleret hygiejnisering

iniugn 7070 1 minimum | time, eller tilsvarende hygiejnisering).

afitbtofieducerende effekt | biogasfellesanlegget enskes kontrolleret ved hjzip af en

sislogisk undersepelse.



Fazkale streptococcer kan benyttes som indikatorbakterier til maling af den smitstofreduce-

rende effekt. Den smitstofregulerende effekt kan opnis i temperaturomradet op til 60°C ved den
behandling af biomasse, som udferes i hygiejniseringstanke og digestionstanke. En reduktion i antal
faekale streptococcer pr. gram biomasse pd 3-4 log.10-enheder svarer til en varme/tid pavirkning,
der er i stand til at fjerne en reekke smitstoffer (f.eks. Svinepestvirus og Salmonellabakterier) samt
svakke mange parasitters viabilitet (feks. Ascaris). Feekale streptococcer kan desuden benyttes som
indikatorbakterier til at vurdere et biogasankegs samlede smitstofreducerende kapacitet, der er et
alment udtryk for den hygiejniske standard ved anlegget og den feerdigbehandlede biomasses mik-

robiologiske kvalitet.

3. DEFINITION

Ved fakale streptococcer forstds i forbindelse med denne metodebeskrivelse Gram positive, ovoide
til langovale coccer, der optraeder parvis eller i korte kaeder, og som p4 det foreskrevne natriumazid-
tetrazoliumsubstrat i lebet af den angivne inkubationstid danner kolonier, som ved reduktion af
trifenyl-tetrazoliumklorid til formazan fremtreder med ted, redbrun eller lysered farve af hele
kolonien eller i centrum, evt. omgivet af en smal hvid zone. Det er en forudszming for fremkomst
af typiske reducerende kolonier, at disse ikke ligger for tt, da reduktionen af redoksindikatoren
ellers kan udeblive. Fxkale streptococcer er endvidere katalase negative, askulin positive og kan
vokse ved 44°C.

Definitionen omfatter genus Enterococcus: Enterococcus faccalis, Enterococcus faecium,
Enterococcus avium, Enterococcus gallinarum, Enterococcus durans (Enterococcus malodoratus,
Enterococcus casseliflavus) samt andre fazkale streptococcer: Streptococcus bovis, Streptococcus suls
og Streptococcus equinus , der alle tilhgrer Lancefields gruppe D eller reagerer med gruppe D

serum,

4, PRINCIP

Antallet af fekale streptococcer bestemmes ved udseed af kendte mangder biomasse pa overfladen
af et egnet selektivv/indikativt substrat, Enterococ-agar efter Slanetz & Bartley. Efter 48 timers
inkubation ved 37°C telles typiske kolonier. Suspekte kolonier verificeres ved Gram-farvning og
mikroskopi. Resultatet angives som fakale streptococcer pr. gram elier mi. af den ufortyndede

prove.
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. APPARATUR
. Stomacher homogeniseringsudstyr og sterile stomacherposer.
. Lufttermostat til 37°C % 1°C.

. Autoklave.

o op

[a TR ¢

. Kulturrer, sterile 20 ml.
. Petriskale, sterile o 14 em.
Pipetter, sterile til afmdling af 1,0 ml, 0,5 mi og 0,1 mi.

. Drigalski spatler eller tilsvarende, sterile.

(e 0

j=n

. Mikroskoper (Lysmikroskop og Stereomikroskop).

6. DYRKNINGSSUBSTRAT OG FORTYNDINGSVASKE

Alle kemikalier skal veere af analysekvalitet.

Ved fremstillingen af substrat og fortyndingsvaeske kan i stedet for glasdestilleret vand anvendes
vand af tilsvarende kvalitet. I stedet for nedennavnte dyrkningssubstrat kan anvendes kommercielt

substrat af tilsvarende kvalitet.

6.1, Fortyndingsvaeske

Plosphatbuffer:

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,), vandfrit .. ............. 42,5 mg’
Magnesiumchlorid (MgCLy), vandfrit .. ... ..... .. .. ....... 190,0 mg’
Begtilleret vand ..o L 1000,0 mi.

*) Mienpden er angivet som vandfrit stof. Der skal derfor korrigeres for molekylaert vand.

Awtoklaver ved 121°C 1 15 minutter. Slut pH skal vare 7,0 + 0,1,
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6.2 Dyrkningssubstrat (basissubstrat, kommercielt tilvirket)

Enterococcus selektiv Agar efter Slanetz & Bartley.

PEPION . o ittt e 20,0 g
Garekstrakt . . . . e e e 50g
GlUKOSE . o o s e e e e 20g
Dikaliumhydrogenfosfat (K,HPO,2H,Q) . ... ... ...oovnnn 40 g
Natriwmazid (NaN,} ... 04 g
AGAT ..o e 100 g
Destilleret vand . . . . . . . . 1000 mi
Tilseetming:

Tetrazolium (2,3,5 trifenyl-tettazoliumklorid) .. ................. 01g

Indstil det faerdige substrat pd pH 7,2 = 0,1.

Oples basissubstratet i henhold til forskriften og steriliser ved opvarmning i streramende damp i 20

minutter.

Tilszt umiddelbart for brug 1 ml steril filtreret 1% oplesning af tetrazoliumklorid til 100 mi af det
smeitede og til 50°C afkelede basissubstrat.

Heeld substratet under aseptiske betingelser i mangder af 35 ml i sterile petriskdle (5e), som henstér
til agaren er stivnet, og overfladen er tor og fri for kondensvand. Det er hensigtsmassigt, at

petriskilene med substrat terres, inden brug.

7. FREMGANGSMADE VED ANALYSEN

7.1 Homogenisering

Bland preven ved forsigtig omrering eller vending af pravebeholderen 10 gange.

Meget inhomogene prever skal findeles.

Afvej 20,0 gram preve i en stomacherpose og tilseet 180 mi fortyndingsvaske (6.1). Homogeniser

blandingen 1 30 sekunder i stomacher (5a).




7.2 Fortynding
Fremstil ud fra den homogeniserede prove (7.1), 10-foldsfortyndinger med fortyndingsvaske (6.1).
Afpas fortyndingsgraden til den enkelte type biomasse, siledes at substratet ikke overvokses, jf.

vejledningen under 7.3, udsaed.

7.3 Udsed
Uldsd 0.1 ml fra et passende antal fortyndinger af biomassen pi overfladen af det stivnede og terrede
dyrkningssubstrat. Fordel preven jevnt med Drigalski spatel til ca. 1 cm fra kanten af 14 cm

petriskilen med en steril, vinkelbgjet glasstav el.lign.

Fulgende udsedsmeengder er vejledende:
Aaf pylle fia reaktortank (termofil udriddning) og udgasset biomasse fra lager efter termofil
vilbddning, samt biomasse efter afSluttet behandling 1 hygiejniseringstank udsds 0,1 ml af

fortyndingeme 107 og 107

& va gylle. pylle fra reaktortank (mesofil udridning) og udgasset biomasse fra lager efter mesofil

widrkidning wdsiis 0,1 ml af fortyndingerne 107, 107, 10%

/1 Bilinnasse med forventet hejt indhold af faekale streptococcer udsis 0,1 ml af fortyndingerne 107,

- &% 0,1 ml af fortyndingen 107 pa 2 plader, svarende til pavisningsgrense 50 pr. gram,

sher Lo 05 mil af fortyndingen 107 p4 2 plader, svarende til pavisningsgranse 10 pr. gram.

Fa Dvikining

o

dokalatet er trukket ind 1 dyrkningssubstratet, placeres petriskilene med bunden opad i

witawsstaboal (5b) tl inkubering ved 37°C i 48 timer.




8 AFLESNING OG VERIFIKATION

8.1 Aflaesning

Foretag aflesning efter 48 timer + 2 timer.

Som typiske kolonier wzlles kolonier, der er rade, radbrune til lyserede af farve, ofte omgivet af en
smal hvid zone, hvelvede og helrandede og med en sterrelse mellem 0,5 mm og 3 mm. Ufarvede
kolonier tzlles ikke. Der ber sdvidt muligt tlles pa agarplader, hvor kolonitallet er mellem 20 og

200. Disse kolonier betragtes som prasumptive faekale streptococcer.

8.2 Verifikation

I nogle biomasser kan der forekomme falske positive kolonier. Disse kolonier kan undertiden
erkendes ved stereomikroskopi, idet de ikke fremtreeder som runde og helrandede, men narmest som
myceloid-takket til tridformet i kanten. Ved mikroskopi (lysmikroskop eller fasekontrast) af de
falske positive kolonier ses disse ofte at bestd af stavbakterier af varierende lengde.

Der foretages derfor identifikation af 5-10 kolonier ved gramfarvning og mikroskopi.

Som fekale streptococcer regnes kolonier, der opfylder kriterierne for farve og sterrelse, fremtreder
runde, helrandede og med glat, let konveks overflade, og som ved mikroskopi fremtreder som

ovoide til langovale, sma Gram positive coccer, liggende parvis eller 1 keader.

Vakst af Viridans Streptococcus, Lactis Streptococcus, Leuconostoc spp., Pediococcus spp.,
Aerococcus spp. og Lactobacillus spp. kan ikke udelukkes pd det anvendte medium, men
forekomsten vil ofte give smé kolonier, afvigende kolonier eller sendret mikroskopisk billede. 1 visse
tilfelde kan fekale streptococcer vokse som falske negative med kolonisterrelse mindre end 0,5 mm.
Ved anvendelse af FS-metoden pa biomasser af overvejende faekal oprindelse har disse afvigelser
ingen praktisk betydning for beregning af log.10-differencen. Safremt der er behov for yderligere
identifikation af fakale streptococcer, f. eks. ved behandling af nye eller vasentlig endrede
biomasser, kan der udferes supplerende biokemiske reaktioner bla.. katalasetest (fzzkale
streptococcer er katalase negative) og hydrolyse pa galde-mskulin-azid agar ved 44°C i 48 timer

(fzkale streptococcer giver koloniere og/eller det omgivende substrat en sort til gyldenbrun farve).



9. UDREGNING OG ANGIVELSE AF RESULTAT

9.1 Antal feekale streptococcer

Beregn antallet af fekale streptococcer som procent (%) verificerede kolonier af det totale antal
typiske kolonier (8.1). (Praesumptive fekale streptococcer).

Angiv resultatet som antal fekale streptococcer pr. gram eller ml, med max. 2 betydende cifre.

¥.4 Eksempel

Amtal prassumptive frekale streptococcer ved udsaed af 0,1 ml af fortyndingen 107 er talt til 73. Ved
verifikation af 10 kolonier er 8 kolonier identificeret som typiske Gram positive langovale parvis
eller 1 kaeder ligpgende coccer:

Antal fkale streptococcer pr. gram eller mil.

er = 73 x 8 x 10.000 = 58.400 . 58.000
10
nt det er nedvendigt at teelle pd 2 plader omkring 20 og 200 er det en forudseetning,

#tehi’ 3,84 for at kolonitallene kan indgd i beregningen.

Eadonilallene adderes, og der divideres med den samlede udsadsdosis.

%% Kiling of smitstofreducerende effekt.

Yol ogasticllesanleggets smitstofreducerende effekt forstds den samlede virkning pd henfaldet af

streptococeer ved behandling af biomassen under passagen gennem alle anleggets afsnit.
anlistofieducerende effekt kan udtrykkes kvantitativt ved at bestemme den logaritmiske forskel

i antal fckale streptococcer 1 den ubehandlede og den behandlede biomasse.
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Appendix: Proveudtagning af biomasser.
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APPENDIX

PROVEUDTAGNING AF BIOMASSER TIL
MILJ@BIOLOGISK UNDERSOGELSE AF FAKALE STREPTOCOCCER

b REFERENCER.
%

250: 1983, Vandundersogelse. Provetagning, transport og opbevaring af prever til mikro-
Biglopiske analyser.
uwrlige repler for provetagning m.v. af biomasser kan f.eks, indarbejdes i DS 2250 i forbindelse

s #n revision af standarden,

Alzrnative kan seerlige regler for provetagning udarbejdes i et appendix til denne metode, efter

Tetgende principper;

: PHEMUANGSMADE VED PROVEUDTAGNING.

i uidtapges al serligt tranet personale (kan evt. defineres narmere). Der udfardiges en

getagiingsrapport med oplysninger om prevens identitet, art, opsamlingssted, tidspunkt for

i op eventuelle oplysninger om uregelmaessigheder i driften eller opsamlingsbetingelserne.

S PROGYEUDTAGNINGSMATERIALER.

by, @se, spand, plastbeholder, plastikpose, der rummer 2-5 liter.

stk sase/iermocontainer.

brge ol spunde og eser m.v. pd et anlaeg, skal der sikres mulighed for rengering (og

kiinn) mellem de enkelte preveudtagninger.



2.2 UDTAGNING AF PRGOVER AF BIOMASSEN.
Det ber tilstreebes, at preven udtages direkte fra tanke, depoter og lignende, og at den udger et
repreesentativt udsnit af biomassen i den del af anlegget, hvorfra den opsamles. Biomassen i tanken
skal sd vidt muligt vaere omrert fer preven udtages.
Proverne kan udtages med egnede redskaber (prevefanger, ose, spand) direkte fra beholderen.
Proverne kan ogsi opsamles gennem aftapningshane, der forst skal gennemskylles med frisk

biomasse, ligesom urenheder mé vere fjernet, evt. ved flambering.

2.3 PROVEMAENGDE.
Praverne udtages efter forholdene som en samlet prove eller som 3-10 delprever, der pooles i en

steril plastbeholder, plastpose eller glasbeholder af hensigtsmaessig konstruktion.

Af faste og halvfaste biomasser udtages mindst 1 kg.
Af flydende og halvflydende biomasser udtages mindst 1 liter.

Preveme transporteres i egnet transportkasse til laboratoriet, hvor undersegelsen pabegyndes snarest
mulig.

Safremt undersegelsen ikke pabegyndes senest 4 timer efier prevetagningstidspunktet skal proverne
opbevares pa kel ved 0-5°C.

Laboratorieundersegelsen skal vere pdbegyndt senest 24 timer efter prevetagningstidspunktet.



