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BAGGRUND OG FORMAL

1 opfeigningsprogrammet for biogasomridet 1992-1994 gennemferes en rakke veterinzre
undersegelser, som beskrevet i forslag til et veterinart forsegsprogram fremsendt af Veterinzr-
direktoratet til Energistyrelsen d. 15. juli 1991. MLK FYN, Mikrobiologisk Laboratorium udferer
en del af disse opgaver. Ved styregruppens og laboratoriegruppens meder i efterdret 1993 blev
det droftet at gennemfore yderligere undersegelser af forekomsten af faekale streptococcer (FS)

1 biogasfzllesanleeg (BFA) Revninge.

De rutinemassige FS-analyser siden november 1992 har vist, at antallet af FS i reaktortanke og
i lagertanke er betydelig hejere end i fortankene. Dette feenomen er tilsyneladende i kontrast tii
FS antallet i andre BFA, hvor behandlingen i reaktortankene ferer til en sterre eller mindre FS-

reduktion.

Formélet med dette projekt er at belyse arsagen til den heje forekomst af FS i BFA Revninge
ved:
* kortleegning af forekomsten af fakale streptococcer

* {dentifikation og beskrivelse af den/de dominerende fakale streptococcer

Formélet er endvidere at vurdere de faekale streptococcers termoresistens ved:

* bestemmelse af den/de dominerende feckale streptococcers termoresistens under
laboratorieforhold
* varmebehandlingsundersegelse af fzkale streptococcer 1 biomiljeet under forskellige

tid- og temperaturbelasminger




MATERIALER OG METODER.

Prover

Fakale streptococcer.

I forbindelse med de rutinemessige FS-analyser af prever fra BFA Revninge og BFA Fangel i
april og maj 1994 blev udvalgt en rzkke FS suspekte kolonier fra Enterococ Agar dyrknings-
pladen i felgende forhold:

BFA Revninge (FS kortlegning)

- Gylletank F1, 4 kolonier
- Doseringstank F2, 2 kolonier
- Reaktortank RI, 5 kolonier
- Reaktortank R2, 6 kolonier
- Reaktortank R3, 11 kolonier
- Lagertank LI, 10 kolonier
- Lagertank L2, 7 kolonier

Talt 45 kolonier

BFA Fangel (FS referenceundersegelse)

- Hygiejnetank HI, 2 kolonier
- Reaktortank RI, 4 kolonier
- Reaktortank R2, 4 kolonier
- Lagertank L1, 3 kolonier
- Lagertank L2, 3 kolonier

Ialt 16 kolonier




Prover fra dyrefarme.

Hovedmeangden af biomateriale til BFA Revninge leveres fra 3 dyrefarme i Kertemindeomridet:

- Pilegirden, Odensevej 252, Ladby: Kogylle, der tilledes direkte gennem kanalrersystem fra

kostalden via pumpetank til fortank.

- Hyrdegarden, Hyrdevej 83, Kerteminde: Sofeeces, der transporteres med tankvogn.

~ Tarupgérden, Tdrup Ostergyde 83, Mesinge: Svinefeces, der transporteres med tankvogn.

P4 hver dyrefarm blev i april 1994 af laboratoriet udtaget ca. 5 kg gylle/feeces. Kogyllen blev
opsamlet ved udleb fra stald. Sofzces og svinefzces blev opsamlet inde i stald. Proverne blev
transporteret i ren plastspand til laboratoriet og undersegt for indhold af fekale streptococcer.

Suspekte FS-kolonier blev udtaget som felgende:

- Kogylle, 9 kolonier
- Sofzces, 10 kolonier
- Svinefzces 10 kotonier

Ialt, 29 kolonier

Prover af biomasse,

Fra BFA Revninge blev i august 1994 udtaget 3 prever af biomasse fra reaktortankene (R1, R2,
R3) og 2 prever af biomasse fra lagertankene (L1, L2). Hver prove bestod af | kg biomasse, der
blev overfert til plastbeholder med skrueldg og opbevaret pa laboratoriet ved +5°C til nzste dag,

hvor varmebehandlingsundersegelsen blev indledt,




Fremgangsmide

Fwxkale streptococcer.

Praver fra de 2 BFA, udtaget i april og maj, og fra de 3 dyrefarme, udtaget i april, blev
indledningsvis undersegt i henhold til forslag til Dansk Standard: "Miljebiologisk undersegelse.
Bestemmelse af feekale streptococcer 1 biomasser ved pladespredningsmetode, oktober 1993."
Suspekte FS blev tilfxldigt valgt til videre undersogelse ved rendyrkning samt efterfalgende
mikroskopi og identifikation ved API 20 STREP profilen, version 5.1. Supplerende undersggelser
af visse kolonier omfattede hamolyseform pa Blod Agar, samt vakstforhold i Brain Heart

Infusion Broth (BHI) ved 37°C, 10°C, 45°C og BHI med 6,5% NaCl ved 37°C.

Termoresistensundersagelse ved laboratorieforhold.
Udvalgte fekale streptococcer blev underkastet en termoresistensundersegelse under laboratorie-

betingelser ved 50°C, 60°C og 70°C i 30 min.

Varmebehandling af biomasse.

De 5 prever af biomasse, udtaget i august, blev undersegt for indhold af fakale streptococcer
efter ovennzvnte metodeforslag til Dansk Standard. Derefter blev hver preve delt 1 to delprever
i ca. 500 gram, og emballeret i plastbeholder. Delpreverne blev placeret i hvert sit vandbad ved
henholdsvis 50°C og 55°C og varmebehandlet i begge vandbade i 2 og 4 timer. Et termometer
blev placeret 1 2 af provemne og i vandbadet ved 50°C, tilsvarende ved 55°C. Temperaturen blev
aflest hvert 15. min. og med samme interval blev 10 gange omrering foretaget i hver af de 10
prover. Efter varmebehandling ved 50°C 1 2 timer og 1 4 timer blev preven analyseret for
forekomsten af fackale streptococcer. Tilsvarende blev preverne ved 55°C analyseret efter 2 timer
og 4 timer. Den samlede undersegelse omfatter sdledes 5 prever for varmebehandling og 20

prever efter varmebehandling.



RESULTATER OG DISKUSSION.

Resultatet af undersegelse og identifikation af 90 FS suspekte kolonier er vist samlet i tabel 1.
Det fremgdr heraf, at der er pavist 5 forskellige species tilherende Enterococcus med dominans
af E.faecium og E.durans, der er typiske fackale og som forekommer bide i de 2 BFA og 1 prever
fra dyrefarmene. E.casseliflavus regnes ifelge Bergey's Manual (1) for en variant af E.faccium,
men der er lidt usikkerhed om dens fzkale oprindelse. E.faecalis og E.avium er naturligt
forekommende i tarmkanalen. Lactococcus lactis cremoris ma betragtes som en falsk positiv i
relation til FS-metoden. Aerococcus viridans skal ikke medregnes i FS-antallet, mens

Streptococcus bovis udskilles med feeces fra kvaeg og svin og skal derfor telles med i FS-antaliet.

Valg af FS-kolonier.

Ved teelling af antal suspekte kolonier pi Enterococplader med prever fra BFA Revninge i
perioden november 1992 - juni 1994 blev pavist et hojt FS-tal. Det drejede sig specielt om
preveme fra reaktortanke og fra lagertanke. Plademne skulle i henhold til metoden typisk teelles
pa 10° og 10° fortyndinger for at opnd mindre end 150 enkeltliggende kolonier. Ved vurdering
af samtlige plader konstateredes typisk 3 kolonisterrelser,

1) Store rede kolonier, og rade kolonier med hvid zone, 1,5-2,5 mm.

2) Sma rede kolonier, og rede kolonier med hvid zone, 0,5-1 mm,

3) Smé blegrede eller hvidlige kolonier, <0,5 mm.
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Tabel 1. Forekomsten af fiekale streptococcer i biomasser fra 2 biogasfwllesanleg og fe-

cesprever fra 3 dyrefarme.

Pravetvpe Entero- Entero- Entero- Entero- Entero- Lace- Aero- Strepto-
Kontrolsted coccus cocous cooous estectts [ cocous COoeUs COCTUS
faccium durans casseliflavus faecalis avium lactis crem viridans bovis

BFA Fangel . g

Hygicjniseringstank, HI1 2

Reaktostank, R 3 i

Reakiottank, RZ 2 ] 1

Lagertank, L} 3

Lagertank. L2 3

lalt i3 2 1

BFA Revninge

Gylletank, F! 3 1

Doseringstank. F2 | e 1

Reaktortank, Rl 1 (Gl 4

Reaktortank, R2 1 i 4 4

Reaktortank, R3 1 I 5 (4 4

Lagenank. LI 1 1 2 6 &

Lagertank, L2 1 2 4y 4

{alt [ 5 10 1 (23)* 23

Dyyefarme

Kogylle 3 [

Sofmces i 3 2 1 3

Svinefzoes i 9 0

Ialt 5 12 2 1 9

Samlet forckomst 24 9 11 2 1 i & 23
*) de anforte tal for Aerococcus viridans i preverne fra BFA Revninge angiver den

preliminzre gru{)pering af bakterieme, som efter supgélerende mikroskop!1 og biokemiske
e

reaktion m.v. blev identificeret som Streptococcus bovis (jf. tilsvarende tal 1 kolonne
t.h.).
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Kolonier under 1) og 2) medregnedes i FS-antallet fra BFA Revninge, men det var typisk, at de

store kolonier kun forekom pi dyrkningsplade med fortynding -2, -3 og -4 og var ofte helt
fravaerende ved -5 og -6. Tilsvarende tzlling af plader fra BFA Fangel viste dominans af store

kolonier pé plader med mindre end 150 kolonier.

Denne systematiske forskel pa teellepladerne fra BFA Revninge og BFA Fangel dannede grundiag
for udvaigelse af FS-kolonier i dette projekt til naermere kortleegning. Sdvel store rade kolonier
som smé rede kolonier blev indledningsvis rendyrket pa Plate Count Agar (PCA) og Askulin
Agar (£A). De store kolonier viste god vackst pd PCA og positiv reaktion (sortsvarining) pd £A
inden for 24 timer. De smé kolonier udviste darlig vekst pd PCA og sen eller ingen @skulin-

reaktion 1 lebet af 48 timer.
I preverne fra kogyile fandtes dominans af sma FS kolonier. Sterre forekomst af sma FS kolonier
fandtes ogsa i sofaeces, mens svinefzces var domineret af de store FS kolonier. Resultaterne er

vist 1 tabel 2.

Tabel 2. Forekomster af FS i prever fra dyrefarmene.

Prevetype FS-antai/g Store FS/g
Kogylie 600.0G0 3.000
Sofeeces 100.000 8.100

Svinefaeces 1.300.000 600.000




Identifikation.

Samtlige kolonier blev identificeret ved anvendelse af API 20 STREP. Herved fandtes, at de store
kolonier udgjordes af E.faecium og E.durans. Disse forekom 1 prever fra BFA Revninge, i
referenceproverne fra BFA Fangel og i preverne fra dyrefarmene. Ved mikroskopi konstateredes

gram-positive coccer lejret 1 par eller mindre kader.

Ved identifikation af de sma kolonier pa 0,5-1 mm fandtes ved API profilen Aerococcus viridans
i preverme fra kogylle og sofeces. Ved identifikation af smd kolonier fra preverne fra BFA
Revninge viste API profilen Aerococcus viridans, men oftest med "lav overensstemmelse” eller
"tvivlsom profil". Alle sidstnavnte kolonier var sskulinpositive, mens Aerococcus viridans fra
gylle- og facespraverne var séfvel askulinpositive som askulinnegative. Desuden fandtes dis-
krepans ved flere biokemiske reaktioner, nar Aerococcus viridans fra facesproverne blev

sammenlignet med de "tvivlsomme Aerococcus” fra reaktor- og lagertankproverne.

Laboratoriet har derfor suppleret API profilen med andre test. Disse omfattede vaekst 1 BHI ved
10°C, 37°C, 45°C og BHI med 6,5% NaCl ved 37°C samt hamolyse og mikroskopi.

Vzkstundersegelsesresultater m.m. fremgar af tabel 3.
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Tabel 3. Undersegelse af "tvivlsomme Aerococcus” (= Streptococcus bovis) fra prever fra BFA

Revninge, samt af Aerococcus viridans fra fecesprover.

10°C 37°C 45°C 6,5% Sait Hamolyse Mikroskopi
"Tvivisom- Svag Sma gr.+coccer
me Aero- + + + + gren farve par
coccus” korte keaeder
= S.hovis
fra
BFA
Revninge
Aerococcus grenne Storre gr.+coccer
viridans - + + + o] tetrader
fra
feeces-
praverne

Dominerende bakterier.

Reaktionerne vist i tabel 3 gav anledning til en andring af identifikation af de sma kolonier {type
2) 1 prover fra BFA Revninge. Vakstbilledet og hamolyseform samt mikroskopi er typisk for

Streptococcus bovis.

Vakstmenstret for kolonierne fra kogylle og sofzces er derimod typisk for Aerococcus viridans,
hvilket yderligere bekraefies af a-hzmolysen pd Blod Agar samt den typiske dannelse af coccer
1 tetrader, hvilket tydeligt ses ved mikroskopi. Dette feenomen kan igvrigt ogsa ses ved direkte

mikroskopi af suspekte kolonier fra FS pladerne, jf. mikroskopiproceduren i henhold til FS-

metoden.

Det er siledes massiv forekomst af Streptococcus bovis , der giver anledning til det heje FS antal

1 reaktor- og lagertankprever fra BFA Revninge. Disse udskilles med freces fra kvag og svin,
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men er ikke pavist ved denne undersegelse i frecespravemne, I disse prover fandtes derimod, at
sma kolonier udgjordes af Aerococcus viridans. Denne forekommer formentlig i staldluften og
i dyrenes luftveje, hvorfra den kan overferes til mave-tarmkanalen og udskilles med feces.
Forkiaringen pa denne systematiske forskel i identifikationsmenstret fra de to prevegrupper ma
formentlig seges i den tilfzldige udvazigelse af koloniernc pd pladerne, hvor S. bovis
tilsyneladende er til stede i lavere antal i faecesproverne end i preverne fra BFA Revninge. |
sidstnvnte har en selektion og opformering af S. bovis tilsyneladende fundet sted, begrundet i
de sarlige milis- og driftsforhold. Det ber sledes fremhaves, at kogyllen fores direkte fra
kostalden via en pumpetank til anleeggets fortank gennem en kanal og rerledning pa ca. 20 meter.
Denne korte transportvej for og nasten kontinuerlige tilledning af kogylle betyder, at der konstant
tilfores et stort antal S.bovis fra det fackale milje. Samtidig synes overlevelses- og opformerings-
muligheden at vare betydelig i anlegget p4 grund af driftstemperaturen. Normalt vil overlevelsen
af S.bovis aftage i takt med stigende afstand til den oprindelige fxkale kilde. Det synes derfor
rimeligt at antage, at netop den tztte forbindelse mellem kilde og anleg er af afgerende

betydning for at forklare forekomsten af S.bovis i BFA Revninge.

Termoresistensunderssgelse.

I forbindelse med underspgelse af vakst ved forskellige temperaturer viste Streptococcus bovis

vaekst i BHI ved 45°C i 48 timer.

Der blev derfor udfert yderligere termoresistensprovning af Streptococcus bovis, isoleret fra
Enterococ Agar, Blod Agar og Plate Count Agar cfter undersegelse af prove fra reaktortank (R1),

reaktortank (R2) og lagertank (L1). S. bovis blev podet i BHI, som blev varmebehandiet i
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vandbad ved 50°C, 60°C og 70°C i 30 min., hvorefter mulighed for vakst blev fortsat ved

inkubering i BHI glasset ved 37°C i 48 timer. Resultatet er vist i tabel 4.

Tabel 4. Termoresistensunderspgelse af S. bovis.

Provetype 50°C 60°C 70°C
Reaktortank, RI + + *
koloni fra EA
Reaktortank, R1 + + +

koloni fra BA

Reaktortank, R2 + + +
koloni fra EA
Reaktortank, R2 + + =
koloni fra PCA
Lagertank, LI + + +
Koloni fra EA
Lagertank, L1 + + +
koloni fra BA

Det fremgir af undersegelsen, at S.bovis farst viser tegn pid manglende vakst efter var-

mebehandling ved 70°C.
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Varmebehandlingsunderssgeise i biomiljget,

Resultaterne af varmebehandlingsundersogelserne efter belastning ved 50°C i 2 timer og 14 timer
samt ved 55°C 1 2 timer og 1 4 timer er vist i tabel 3.

Det fremgér heraf, at begyndelsesniveauet for FS for varmebehandling varierer fra 87.000.000
{log 7.94) til 33.000 (log 4.52). Efter varmebehandling ved 50°C ses en mindre effekt kun i
proven fra lagertank L2, hvor FS antallet efter 4 timer er 25.000 (log 4.40), men log-reduktionen
er kun 1.21. De ovrige mélinger af FS viser ikke sterre forskel i resultaterne, Efter varmebehan-
ding ved 55°C fandtes FS < 100 bade efter 2 timer og efter 4 timer, svarende til log-reduktioner
pd > 2.52, > 3.56 og > 3.61 i henholdsvis prave R3, L1 og L2. [ preve R1 er log-reduktionen
kun 1.24 efter 2 timer og 2.97 efter 4 timer. I preve R2 er log-reduktionen 3.31 efter 2 timers
varmebehandling og 3.61 efter 4 timer. Varmebehandlingseffekten, kombineret med en evt.
toksisk effekt i biomiljpet og samspillet mellem mikroorganismerne, er siledes mest udtalt og
markant ved 55°C, dog er FS-reduktionen mindre tydelig i biomassen fra reaktortank RI,
muligvis pd grund af en beskyttelseseffekt pi bakterierne i den endnu ikke fuldt udridnede

biomasse.
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KONKLUSION.

I

It

I

1AY

Ved underspgelse efter FS metoden af prover fra BFA Revninge samt af prever fra
kogylle, sofeces og svinefzces findes dominans af to kolonityper:

1) store suspekte kolonier 1,5-2,5 mm.

2) sméa suspekte kolonier 0,5-1,0 mm.

De store kolonier bestdr hovedsagelig af E.faecium og E.durans, der skal teelles med i
FS-metoden.

De sma kolonier, der isoleres fra kogylle og sofces bestar af Aerococcus viridans, der
ikke skal telles med i FS-metoden, hvor de frasorteres ved den mikroskopiske
identifikation.

De sma kolonier, der isoleres fra reaktor- og lagertankprevermne bestdr af Streptococcus
bovis, der skal tzlles med i FS-metoden, hvor de identificeres ved mikroskopi.
Streptococcus bovis dominerer 1 antallet af FS i reaktor- og lagertankpreverne,
formentlig som felge af den direkte tilledning af kogylle over kort afstand fra det faekale
miljg 1 stalden til anleggets fortank suppleret med gunstige overlevelses- og op-
formerings muligheder bla. pd grund af temperaturforholdene.

Streptococcus bovis kan under laboratoriebetingelser vokse efter varmebehandling ved
60°C i 30 min., men viser tegn pa termodrab efter varmebehandling ved 70°C i 30 min.
Ved varmebehandling ved 55°C i 2-4 timer af biomasse fra reaktor- og lagertanke

fandtes i 4 (80 %) af 5 prever en markant FS-reduktion.
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