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FORORD

I maj 1987 foreld "Handlingsplan for Biogasfezllesanlag", udar-
bejdet af Koordineringsudvalget for biogasfaellesanlag. Dette ud-
valg er nedsat af energiministeren efter samrad med miljgministe-
ren og landbrugsministeren.
I denne plan indgdr fire veterinare forskningsprojekter vedrerende
smitterisiko og smittebeskyttelse. De fire projekter der er samlet
1 "Programmet for veterinar forskning, overvagning og rddgivning i
forbindelse med etablering og drift af biogasfallesanlag" omhand-
ler: 1. Overlevelse af virus i gylle, (modelstudier). 2. Overle-
velse af bakterier og parasitter i demonstrationsanlaqg i drift.

3. Sygdomsovervagning i besztninger tilknyttet biogasfzllesanlag.
4. Radgivning vedrgrende smittebeskyttende foranstaltninger ved

projektering, etablering og drift af biogasf®llesanlag.

I den foreliggende rapport prasenteres resultaterne af projektet:
"Modelstudier vedre¢rende overlevelse af virus i gylle under tradi-

tionel opbevaring og under udradning i biogasanlag."

Projektet er udfert pa Statens Veterinzre Institut for Virusforsk-
ning, Lindholm, i perioden 1. juli 1987 til 31. december 1989.

De i forspgene anvendte immunsera til pavisning og identifikation
af virus og antistoffer er fremstillet og stillet til radighed af
medarbejdere ved instituttet. ELISA-undersegelserne er udfert med
hjzlp fra dyrlzgerne L. Rensholt, P. Have, K.-J. Sgrensen og B.
Strandbygaard, og dyrlzge Jens Nielsen har forestiet fremstil-
lingen af cellekulturerne. Jeg ¢gnsker at takke instituttets medar-
bejdere som pa den ene eller den anden made har bidraget til pro-
jektets gennemforelse. En serlig tak til laborant Inger-Lise
Magnusson, som har varet fast tilknyttet til projektet, og som med

stor interesse har deltaget i alle faser af projektet.



Projektet er finansieret gennem bevillinger fra Landbrugsministe-

riet (VET-BIO-1) og fra Industri- Og Handelsstyrelsen via Tekno-
logiradet (sagsnr. 87.248).

Marts 1990
Anette Bgtner



INDHOLDSFORTEGNELSE

1. INDLEDNING

1.1
1.2

Projektets baggrund

Projektets formdl

2. MATERIALER OG METODER

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5

3. RESULTATER

3.1

Virus
Gylle

Forsegsprocedure

Udtagning af prever

Infektivitetstitreringer

(Bestemmelse af indhold af infektivt virus)

Pavisning af virusantigen

Podning af naturlige vartsdyr

2.7.1 Blodpreveunderseggelser

Infektivitetstitreringer

3.1.1
3.1.2
3.1.3
3.1.4
3.1.5
3.1.6
3.1.7
3.1.8

Porcint parvovirus
BVD-virus
Svineinfluenzavirus
IBR-virus
Aujeszky-virus

Mund- dg klovesyge-virus
Svinepest-virus
TGE-virus

Pavisning af virusantigen

Podning af naturlige vartsdyr

3.3.1
3.3.2
3.3.3

IBR-virus
Aujeszky-virus

Svinepest-virus

side

W W

W W J3 N9 & o

11
12

12
12
12
13
13
14
15
16
16
17
17
18
18
18
19



DISKUSSION

4.1 Reisolering af virus fra gylle/virus-
blandingerne

4.2 Pavisning af virusantigen

4.3 Podning af naturlige vertsdyr

4.4 Temperaturens betydning for inaktiverings-
hastigheden '

4.5 Ammoniak

4.6 Inaktiveringskurvens forleb for Auj.-virus

4.7 Sammenligning af inaktiveringshastigheden
i kveg- og svinegylle

KONKLUSION

REFERENCER

FIGURER

ORDLISTE

20

20

20

21

21

22

22

23

23

29



1. INDLEDNING

1.1 Projektets baggrund

Anvendelse af gylle til gedskning af landbrugsjord frembyder en
vis risiko for spredning af patogener, idet bade syge og tilsyne-
ladende sunde dyr kan udskille smitstoffer med gsdning, urin og
sekreter. Da de anaerobe forhold i gyllen, i modsztning til de
aerobe forhold i mpddinger, ikke befordrer varmedannelse og den
dermed betydelige inaktivering af smitstoffer, kunne en anden me-
tode til smitstofreduktion i gyllen vare udradning i biogasanlag.
I de senere 4r er anaerob udradning med produktion af biogas
blevet brugt i stigende grad i Danmark sidelgbende med intensive-
ringen af kvag- og svineproduktionen. Det forste biogasfzllesanlzg
baseret pa udradning af husdyrgylle blev etableret i Danmark i
1984.

Anvendelsen af biogasfzllesanl®g rummer imidlertid nogle poten-
tielle risici for overfgrsel af smitsomme sygdomme, dels i til-
slutning til gylletransporten til og fra anlagget, dels som folge
af at gylle fra forskellige besaztninger blandes og efter udrad-
ningen fordeles til ggdskning eller deponering pa flere forskel-
lige ejendomme.

Biogasudradningen ved mesofile og i sardeleshed ved termofile for-
hold befordrer imidlertid en hurtigere inaktivering af bakterier
og parasitter (Larsen & Munch, 1981; Olsen et al. 1985) samt virus
(Srivastava & Lund, 1980; Derbyshire et al. 1986: Monteith et al.,
1986 & McKain & Hobson, 1987) end den, der foregar i konvention-
elle gylletanke. Derfor vil muligheden for smittespredning via re-
turgylle principielt kunne impdegds ved en styring mod proceste-
knologier, der befordrer "infektionshygiejnisk acceptabel"
inaktivering af de i den ubehandlede gylle forekommende

smitstoffer.



4

Virus-inaktivering ved gylleudradning er for narvarende kun spar-
somt belyst. De rapporterede undersggelser har hovedsageligt be-
lyst inaktiveringen af bovine- og porcine enterovirus (Lund & Nis-
sen, 1983; Derbyshire et al., 1986; Monteith et al., 1986; McKain
& Hobson, 1987) samt bovint parvovirus (Srivastava & Lund, 1980;
Monteith et al., 1986). Disse virus findes i mave-tarmkanalen og
udskilles med fzces. Da gyllen imidlertid ogsa tilferes sekreter
fra f.eks ojne og respirationsveje, vil virus udskilt i sadanne
sekreter ligeledes kunne findes i den ubehandlede gylle (Tabel 1).
Aujeszky-virus f.eks., udskilles hovedsageligt i nasesekret
(Shope, 1935), og er af Mack et. al (1986) blevet pavist i gylle
fra naturligt inficerede besaztninger.

Der er saledes en potentiel risiko for, at mange forskellige virus
kan forekomme i gylle, heriblandt virus som giver anledning til

ondartede smitsomme sygdomme.

1.2. Proijektets formdl

Formalet med den foreliggende undersggelse er ved modelstudier i
laboratoriet at undersg¢ge inaktiveringsforlgbet for forskellige
virus i gylle under traditionel opbevaring i gylletanke ved hen-
holdsvis sommer- (20°C) og vinter- (5°C) temperatur, og at sammen-
ligne dette med inaktiveringsforlgbet for de samme virus under
portionsvis udrddning i biogasanlag.

Ved projektets start var der som et led i handlingsplanen un-
dersggelser igang med det formdl at bestemme den gkonomisk opti-
male driftstemperatur for biogasanlzggene. Da denne endnu ikke var
fastlagt, blev det besluttet ikke blot at undersgge de traditio-
nelt anvendte mesofile og termofile temperaturomrader, men at un-
dersege inaktiveringsforlebet for virus i temperaturomradet 35° -
55°C med intervaller pa 5°C. |

Undersgpgelsen omfatter en razkke relevante sygdomsfremkaldende vi-
rus med forskellige udskillelsesveje. De pagzldende virus
representerer, som det ses af nedenstdende oversigt, forskellige

virusfamilier med forskellig resistens overfor ydre pavirkninger:



Anvendt virus Virusfamilie

Aujeszky-virus Herpesvirus

IBR~virus

TGE-virus Coronavirus

Svinepest-virus Togavirus

BVD-virus

Mund- og klovesygevirus Picornavirus
Porcint parvovirus Parvovirus
Svineinfluenzavirus Orthomyxovirus

De anvendte virus kan inddeles i tre grupper pa grundlag af deres

forekomst i Danmark:

1. Virus som er enzootisk forekommende i Danmark (BVD- , porcint

parvo- og svineinfluenzavirus)
2. Virus som er under udryddelse her i landet (IBR-virus)
3. Virus som normalt ikke forekommer her i landet, sakaldte ekso-

tiske virus (Aujeszky-, mund-og klovesyge-, svinepest-, samt

TGE~virus ).



TABEL 1

Forekomst af forskellige virus i fazces, sekreter og blod.

(Ref: R.F.Sellers, 1980)

Virus som hovedsageligt udskilles

1 fxces.

Enterovirus
Rotavirus
BVD-virus
TGE-virus

Bovint coronavirus
Kvegpest-virus
Parvovirus

Adenovirus

Virus ogsd til stede

1 hej titer i:

Respiratoriske sekreter

Respiratoriske sekreter

Massiv forekomst af virus i faces

Mund- og klovesygevirus
Smitsomt bl®reudslat-(SVD-) virus
Svinepest-virus

Afrikansk svinepest-virus

Maximal udskillelse af

virus i:
Vesikel epithel
Vesikel epithel
Blod

Blod

Virus som ikke udskilles i fzces

Rabies-virus
Svineinfluenza-virus

IBR-virus

Aujeszky-virus

Vesiculer stomatitis-virus
Hemagglutinating encephalomyelitis-virus

Bluetongue-virus

Maximal udskillelse af

virus i:

Spyt

Respiratoriske sekreter
Respiratoriske sekreter
Respiratoriske sekreter
Vesikulert epitel
Respiratoriske sekreter
Blod




2. MATERIALER OG METODER

2,1. Virus

Porcint parvovirus
En dansk stamme, 893, af porcint parvovirus (PPV) blev opformeret
1 primare svinenyrecellekulturer. Koncentrationen af det hegstede

virus var 107.3 TCIDsp/50pu1 (se ordliste).

BVD-virus
En dansk cytopatogen stamme, UG 59, af bovin virusdiarre-virus
(BVD-virus) blev opformeret i primezre kalvenyrecellekulturer. Kon-

centrationen af det hgstede virus var 106.5 TCIDsq/50ul.

Svineinfluenzavirus
En dansk stamme, 4744, af svineinfluenzavirus (SI-virus) blev
opformeret i primare svinenyrecellekulturer. Koncentrationen af

det hestede virus var 107.1 TCIDsg/50u1.

IBR-virus
En dansk stamme, Brerup 82, af bovin herpesvirus 1, infektioes

bovin rhinotracheitis virus (IBR-virus) blev opformeret i primere
kalvenyrecellekulturer. Koncentrationen af det hgstede virus var

108.4 TCIDg,/50u1

Aujeszky-virus
En dansk stamme, DK 3275/81, af Aujeszky-virus (Auj.-virus) blev
opformeret i primzre svinenyrecellekulturer. Koncentrationen af

det hgstede virus var 106.5 TCIDsq/50u1.

Mund- og klovesyge-virus
En britisk stamme, type O BFS (O-British field strain), af mund-
og klovesyge-virus (MKS-virus) blev opformeret i primere kalve-

nyrecellekulturer. Koncentrationen af det hostede virus var 106.1

TCIDso/SOHl .



Svinepest-virus
En fransk stamme, Alfort, af klassisk svinepest-virus (SP-virus)
blev opformeret i PK-15 celler (en svinenyre cellelinie). Koncen-

trationen af det hgstede virus var 105.5 TCIDgq/50u1.

TGE-virus

En amerikansk stamme (Purdue) blev anvendt i forsegene med trans-
missible gastroenteritis-virus (TGE-virus). Virus blev opformeret
i ST-113 celler (en svinetestikel cellelinie). Koncentrationen af

det hestede virus var 106:5 TCIDgq/50u1.

2.2. Gylle

Den anvendte gylle var opsamlet fra fortankene pa to ejendomme, en
med sger, smagrise og slagtesvin, og en med malkekvag samt opdrat.
Gyllen blev udtaget i 10 liters dunke efter omrering i fortankene.
Der blev udtaget en ny portion gylle til hvert af de undersegte
virus.

Indledningsvis blev de sterste strd fjernet fra gyllen for at gore
det muligt at omhzlde den. Terstofindholdet i de anvendte por-

tioner varierede herefter fra 6 til 11%.

2.3. Forspgsprocedure

Forsggene blev udfert med ét virus ad gangen. Porcint parvo-, SI-,
Auj.-, SP- samt TGE-virus, hvis egentlige vertsdyr er svin, sanmt
MKS-virus, hvis naturlige vartsdyr er klovbzrende dyr, blev sat
til svinegylle. BVD- og IBR-virus blev sat til kveggylle.

Fremgangsmaden var fglgende for hvert virus: 800 ml af gyllen blev
hzldt pa hver af syv 1l-liters kolber, og anaerobe forhold blev
etableret ved tillukning med en prop forsynet med et U-ror fyldt
med vand. Fem af kolberne blev placeret i termostatregulerede
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vandbade ved henholdsvis 35, 40, 45, 50 og 55°C. En af de reste-
rende 2 kolber blev opbevaret i et kgleskab (5°C), og den anden
blev placeret i et termostatrequleret rum ved 20°C.

Nar forsggstemperaturerne var opndet blev virus sat til hver af
kolberne, sdledes at den oprindelige virussuspension blev for-
tyndet 1:20 i gyllen. Indholdet i kolberne blev blandet omhygge-
ligt, og hver af gylle/virus-blandingerne blev derefter fyldt pa
5-10 forvarmede/afkelede 100 ml flasker i mengder a 75 ml. Propper
med U-re¢r indeholdende vand blev pdsat for et etablere anaerobe
forhold, og flaskerne blev anbragt ved de respektive temperaturer.
For at kunne bestemme indholdet af infektivt virus i gyllen umid-
delbart efter tilsztning af virus, T,, blev der af hver
gylle/virus-blanding hzldt 4 ml pad hvert af 4 "regr", som blev til-
sat serum og nedfrosset som beskrevet under "Udtagning af prover",
For at kunne bestemme den inaktiverende effekt af temperaturen
alene blev virus, som var fortyndet 1:20 i nezringsmedium (Eagle‘s
MEM) indeholdende antibiotika, fyldt pa rer ("Virus i mediun",
kontroller) og opbevaret ved de samme temperaturer som
gylle/virus-blandingerne.

Auj.-virus blev desuden undersegt sarskilt for at belyse inakti-
veringsforlebet ved forskellige initiale koncentrationer af virus
i gyllen. Forsgget blev udfert ved 40°C som ovenfor beskrevet, ved
anvendelse af virussuspensionen fortyndet 1:20, 1:200 og 1:2000 i
svinegylle.

Der blev herudover foretaget nogle sammenlignende underse¢gelser af
inaktiveringsforlegbet i henholdssvis kveg- og svinegylle med Auj.-
samt MKS-virus. Forsggene blev udfert som ovenfor beskrevet med
virus fortyndet 1:20 i savel kvag- som svinegylle. I forsegget med
Auj.-virus anvendtes udelukkende 40°C som forsggstenperatur, mens

temperaturerne 20, 35 samt 55°C blev anvendt i forseget med

MKS-virus.



2.4. Udtagning af prever.

Med forskellige tidsintervaller, afhangigt af den anvendte tempe-
ratur samt af det undersegte virus, blev en flaske udtaget, og
efter omrystning blev 4 ml af gylle/virus-blandingen hzldt pa
hvert af 4 ror. Der blev tilsat 10 % fotalt kalveserum (FCS) eller
normalt kalveserum (NKS) frit for antistoffer mod BVD-virus. Som
hovedregel blev der anvendt FCS, blot ikke i forseggene med BVD-
samt SP-virus, hvor anvendelsen af NKS medfeorte en hojere reiso-
leringsprocent. Umiddelbart efter tilsztningen af serum blev de 4
rer med gylle/virus-blandingen "lynfrosset" i alkohol ved -80°C og
derefter opbevaret i fryser ved samme temperatur. Den resterende
del af gylle/virus-blandingen i flasken blev kasseret, efter at pH
var malt. "Virus i medium", kontrol blev udtaget og nedfrosset si-

delgbende.

2.5. Infektivitetstitreringer.
(Bestemmelse af indhold af infektivt virus.)

De udtagne 4 ml prever, opbevaret ved -80°C, blev optget i et 37°C
varmnt vandbad og derefter centrifugeret ved 650 g i 15 min ved
5°C. Supernatanterne blev fortyndet i en ti-folds fortyndingsrakke
i Eagle‘s MEM indeholdende 10 gange den antibiotika koncentration,
som normalt anvendes til cellekulturer, suppleret med 10% serum.
Ved titrering af SI-, porcint parvo-, Auj.- samt MKS-virus blev
der anvendt FCS, mens der til titrering af BVD-, SP- og IBR-virus
anvendtes NKS, og endelig blev "Newborn calf serum" brugt ved
titrering af TGE-virus.

Fortyndingerne blev adsorberet til cellekulturer i mikrotiter
plader (NUNC, Danmark) . Ved forsggene med porcint parvo-, SI-,
Auj.- og MKS-virus anvendtes primere eller sekundazre svinenyre-
cellekulturer, til IBR- og BVD- virus prinzre eller sekundare
kalvenyrecellekulturer, til SP-virus PK-15 celler og til TGE-virus

benyttedes ST-113 celler.
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PPV blev adsorberet til et ca.70% tat cellelag, mens et konflu-
erende cellelag blev benyttet til de evrige virus. Hver fortynding
blev sat til 5 brende, 50ul/brend. Efter adsorbering i 2 timer ved
37°C blev cellekulturerne vasket to gange med Eagle‘s MEM, hvo-
refter samme medium tilsat 10% serum (svarende til serum i adsorb-
tionsmedium) blev tilsat. Pladerne blev herefter inkuberet ved
37°C.

Pa grund af den toksiske effekt af gylle pa cellekulturer an-
vendtes fortyndingen 1/10 som udgangsfortynding i titreringerne.
To parallelle titreringer blev udfert for hver udtagning/ tempera-
tur idet gylle/virus-blandingen fra to forskellige ror blev an-
vendt. "Virus i medium", kontrol blev titreret pa samme made, idet
der dog ikke blev udfert parallelle titreringer for disse.
Aflesning af cellekulturerne blev foretaget pa forskellig made
afhengigt af, hvilket virus det drejede sig om. Cellekulturerne
podet med gylle tilsat SI-, IBR-, Auj.-, MKS- samt TGE-virus blev
aflast for cytopatogene forandringer (CPE) i mikroskop dagligt i
4-5 dage . Mikropladerne med BVD-, PPV- og SP-virus blev aflast
ved anvendelse af en peroxidase-bundet antistof (PLA) test, som
beskrevet af Jensen (1981) . Denne metode er baseret pad en farvning
af fixerede celler som indeholder virus-antigen. PLA teknikken
blev endvidere anvendt som en ekstra sikkerhed til pavisning af
SI-virus i de udtagninger hvor infektivt virus netop ikke l&ngere
kunne pavises.

Virustitrene blev beregnet efter Reed & Muench's metode (1938). De
angivne titre er de teoretisk maximale titre beregnet ud fra den
forudsztning, at der ville have varet virusanslag i alle 5 bregnde

podet med ufortyndet prove.

2.6. Pavisning af virusantigen

Til bestemmelse af indhold af porcint parvo-, BVD-, SI-, Auj.-
samt MKS-virusantigen i gylle/virus-blandingerne blev der anvendt
en ELISA-test. Denne blev ligesom infektivitetstitreringerne,
udfert pd gylle/virus-supernatanter samt pa de tilherende "Virus i

medium", kontroller. For hvert virus blev der undersggt prever fra
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forsegene udfert ved en eller to af de anvendte temperaturer
hvilket fremgar af Fig. 28-32. For SI-virus, 20°C, er der ikke
foretaget ELISA pa "Virus i medium", kontrol.

2.7. Podning af naturlige vertsdyr

Der blev udfgrt podningsforseg i det naturlige vertsdyr med gylle
tilsat henholdsvis IBR-, Auj.- og SP-virus. Alle podninger blev
fortaget intranasalt med 1 ml ikke-centrifugeret gylle/virus-

blanding til hvert dyr.

IBR-virus

Tre grupper med hver 3 kalve blev anvendt i dette forsgg. I den
ene gruppe blev kalvene podet med gylle/virus-blanding, To, 45°C.
I den anden gruppe blev kalvene podet med gylle/virus-blanding
udradnet ved 45°C i 1 1/2 time og i den 3. gruppe var det anvendte
podemateriale udrddnet ved 45°C i 2 1/2 time. Der blev udtaget
ustabiliserede blodprever for podningen samt 3 uger efter.

De anvendte kalve vejede cirka 150 kg.

Auj.-virus

Hver af 3 grise blev podet med gylle/virus-blanding, T, 45°C, og
hver af 3 andre grise blev podet med gylle/virus-blanding udradnet
ved 45°C 1 45 minutter. Der blev udtaget ustabiliserede blodprever
for podningen og med intervaller pa 3-10 dage i lgbet af en 4
ugers periode efter podning, eller indtil serokonvertering.

De anvendte grise vejede 35-40 kg.

SP-virus

Hver af 3 grise blev podet med gylle/virus-blanding udradnet ved
35°C i 1 time. De samme grise blev 6 1/2 uge efter forste podning
podet igen, denne gang med gylle/virus-blanding, To, 35°C. Tre
andre grise blev podet med gylle/virus-blanding udrddnet ved 40°C
i 3 timer. Ustabiliserede blodprever blev udtaget for podningerne
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samt 6 uger efter disse. Endvidere blev der udtaget stabiliserede
blodprever 3 og 7 dage efter podning med gylle/virus-blandingen,
To, 35°C. De anvendte grise vejede 35-40 kg.

2.7.1. Blodpregveundersggelser

Serum fra de ustabiliserede blodpregver blev i en blokerings~-ELISA
undersegt for specifikke antistoffer imod henholdsvis Auj.-virus
(Serensen & Lei, 1986) og SP-virus (Have, 1984), mens der blev an-
vendt en neutralisationstest (Bitsch, 1978) til underseggelse for
specifikke antistoffer imod IBR-virus.

Plasma fra de stabiliserede blodprever i SP-podningsforseget blev
undersegt for infektivt SP-virus ved podning pa PK-15 celler. Til
pavisning af virus i cellekulturerne anvendtes immunofluorescens-

farvning.

3. RESULTATER

3.1. Infektivitetstitreringer

3.1.1. Porcint parvovirus

Den initiale koncentration af porcint parvovirusvirus i gyllen var
beregnet til 106.0 TCIDg, /50ul. Inaktiveringsforlgbet i svine-
gylle ved 5, 20, 35, 40, 45, 50 og 55°C er vist pa Fig. 1-3.

For virus i gylle opbevaret ved 5°cC kan der ikke registreres noget
fald i virustiteren over en periode pd 40 uger. Ved 20°C er virus-
titeren i gyllen faldet med cirka 101 TCIDsg i lgbet af en periode
P4 43 uger. Ved 35 0g 40°C blev virus inaktiveret i lgbet af hen-
holdsvis 21 og 9 uger, mens det ved 45°C var netop detekterbart 19
dage efter tilsztningen. Ved 50°C kunne infektivt virus endnu
pavises efter 2 degn, men ikke efter 5 degn. Derimod kunne infek-

tivt virus stadig pavises i gylle opbevaret ved 55°C i 7 dage.

I hele forsegsperioden varierede PH imellem 7,1 og 7,9.
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PPV fandtes som ventet meget termostabilt. Det blev desuden
fundet, at virus ved flere af de anvendte temperaturer blev in-
aktiveret langsommere i gylle end i medium, hvilket er et udtryk
for, at gyllen har en beskyttende effekt overfor dette virus.

3.1.2. BVD-virus

Den initiale koncentration af BVD-virus i gyllen var beregnet til
105/2 TCIDsy /50ul. Inaktiveringsforlgbet i kvaggylle ved hen-
holdsvis 5, 20, 35, 40, 45, 50 og 55°C er vist pd Fig. 4-6.

I gylle opbevaret ved 5 og 20°C blev virus inaktiveret i lgbet af
henholdsvis 3 uger og 3 dage. Ved 35, 40 og 45°C kunne infektivt
virus ikke pavises efter henholdsvis 3 timer, 50 minutter og 20
minutter. Ved bade 50 og 55°C kunne infektivt virus ikke pavises

efter 5 minutter.

I forsegsperioden varierede pH i gyllen imellem 6,9 og 7,8.
Inaktiveringen af virus i gylle foregik ved alle de anvendte tem-
peraturer betydeligt hurtigere end inaktiveringen af "Virus i me-
dium", kontrol. I temperaturomrddet 50-55°C synes temperaturen dog

at have en inaktiverende effekt i sig selv.

3.1.3. Svineinfluenzavirus

Forsggene med SI-virus blev, i modsetning til de e¢vrige forseg,
udfert ved at den samlede mangde virus blev fortyndet 1:20 i
gylle, som var nedkslet til 5°C. Gylle/virus-blandingen blev,
efter omrering ved 5°C i 1 time pa magnetomrerer, fordelt pad ror i
portioner & 5 ml og rerene blev herefter fordelt ved de tidligere
nenvte forsegstemperaturer. Ved hver udtagning blev 4 re¢r tilsat
10% serum og nedfrosset (se "Udtagning af prever"). Der blev fore-
taget pH mdling pad et af de 4 udtagne ror feor serumtilsztningen.

1 forsegsperioden varierede pH i gyllen imellem 7,2 og 7,9.
Initialkoncentration af SI-virus i gyllen var beregnet til 1058
TCIDsp /50ul. Inaktiveringsforlebet ved 5, 20, 35, 40, 50 og 55°C
er vist pa Fig. 7-9. Forsegene ved 45°C matte udga af tekniske

grunde.
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I gylle opbevaret ved 5 og 20°C blev virus inaktiveret i lgbet af
henholdsvis cirka 9 uger og 15 dage. Ved 35 og 40°C kunne infek-
tivt SI-virus stadig pavises efter 1 degns udradning, ved 40°C dog
kun i en mengde lige omkring detektionsgransen, mens der ved 35°C
var sket et titerfald i forhold til den beregnede udgangskoncen-
tration pa cirka 104:5 TCIDsy. Ved 50°C var infektivt virus stadig
netop detekterbart efter 2 1/2 times udradning. Infektivt virus
kunne ikke pavises efter 1 times udradning ved 55°C.
Inaktiveringsforlgbet for SI-virus i gylle ved 5 og 20°C adskiller
sig ikke vasentligt fra inaktiveringsforlebet for "Virus i me-
dium", kontrol. Ved 35, 40 og 50°C foregar inaktiveringen af virus
1 gylle derimod vesentlig hurtigere end i de tilsvarende "Virus i
medium", kontroller. Der synes saledes ved disse udrddnings-
temperaturer at vare andre faktorer, som har betydning for inak-
tiveringen i gyllen. Nar forseget udfores ved 55°C ses en tydelig

varmeinaktivering af virus.

3.1.4. IBR-virus
Den initiale koncentration af IBR-virus i gyllen var beregnet til

105-1 TCIDsy /50ul. Inaktiveringsforlgbet i kveggylle ved 5, 20,
35, 40, 45, 50 og 55°C er vist pa Fig. 10-12.
I gylle opbevaret ved 5°C kunne der stadig pavises infektivt virus

4 uger efter forsggets start, men nar temperaturen blev gget til
20°C blev virus inaktiveret i lgbet af 2 dage. Ved 35, 40 og 45°C,
kunne virus ikke pavises ved titrering pa cellekulturer efter hen-
holdsvis 24 timer, 3 timer ©g 1 1/2 time. Ved 50 og 55°C blev vi-
rus inaktiveret i lebet af henholdsvis 40 minutter og 10 minutter.
Ved aflasning af titreringerne pad cellekulturerne blev det imid-
lertid observeret, at nar den infektive virustiter i gyllen naede
ned under 103 TCIDs,, var udviklingen af virusanslag (CPE) i for-
tyndingen 1:10 meget inkonstant, hvilket nedsatte fglsomheden af
testen med ca. 101 TCIDgq.

I hele forsegsperioden varierede PH i gyllen imellem 7,3 og 7,8.
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Inaktiveringen af virus i gylle foregik ved alle de anvendte tem~
peraturer hurtigere end i de tilsvarende "Virus i medium", kon-
troller. Ved 55°C havde temperaturen i sig selv dog en betydelig
inaktiverende effekt, som medfgrte at "Virus i medium", kontrol

blev inaktiveret i lgbet af 30 minutter.

3.1.5. Aujeszky-virus

Den initiale koncentration af Auj.-virus i gyllen var beregnet til
105/2 TCIDsq /50ul. Inaktiveringsforlebet i svinegylle ved 5, 20,
35, 40, 45, 50 og 55°C er vist pa Fig. 13-15.

I gylle opbevaret ved 5 ©g 20°C blev virus inaktiveret i lgbet af
henholdsvis cirka 15 uger 0g 14 dage. Ved 35, 40 og 45°C kunne in-
fektivt Auj.-virus ikke pavises efter henholdsvis 5 timer, 2 timer
©g 45 minutter. Ved 50 og 55°C kunne infektivt virus ikke pavises
efter henholdsvis 20 og 10 minutter.

I forsggsperioden varierede PH i gyllen mellem 7,6 og 7,9.

Iser i temperaturomradet 35-45°C foregik inaktiveringen af virus
vesentlig hurtigere i gylle end i medium. Ved 50 og 55°C havde
varmen i sig selv en betydelig inaktiverende effekt, som medforte,
at ogsa "Virus i medium", kontrol blev hurtigt inaktiveret.
Resultatet af forseget med 3 forskellige initiale koncentrationer
af Auj.-virus i svinegylle udradnet ved 40°C er vist i Fig. 16.
Den beregnede initiale koncentration af virus i gyllen var hen-
holdsvis 105.2, 104,2 og 103.2 TCIDsp /50u1, hvilket er i god over-
ensstemmelse med de opnidede Tp verdier. Tiden som kravedes for at
opna en inaktivering af virus var henholdsvis 2 1/2 time, 1 time

0g 10 minutter.
Sammenligningen af inaktiveringsforlgbet for Auj.-virus i hen-
holdsvis kvag- og svinegylle ved 40°C er illustreret i Fig. 17.
Infektivt virus kunne ikke pavises i kvaggylle 40 minutter efter
podning, hvorimod virus kunne pavises 2 timer efter tilsetning til
svinegylle, men ikke efter 2 1/2 time. I forseget anvendtes

kveggylle med et pH pa 7,4 og svinegylle med et pH pa 7,3.
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3.1.6. Mund- og klovesyge-virus
Den initiale koncentration af MKS-virus i gyllen var beregnet til
104.8 TCIDsy /50ul. Inaktiveringsforlebet i svinegylle ved 5, 20,

35, 40, 45, 50 og 55°C er vist pd Fig. 18-20.

I svinegylle opbevaret ved 5°C var der stadig infektivt virus til-
bage efter 14 uger; men nar opbevaringstemperaturen blev gget til
20°C kunne infektivt virus ikke pavises efter 14 dage. Ved 35, 40
0g 45°C kunne infektivt virus ikke pavises efter henholdsvis 24
timer, 10 timer og 5 timer. Ved savel 50 som 55°C kunne infektivt
virus ikke pavises efter 1 time.

I forsegsperioden varierede pH i gyllen i forsggene udfert ved 5,
20, 35, 40 og 45°C imellem 7,7 og 8,1, mens pH 1 forsegene udfert
ved 50 og 55°C ndede op pa henholdsvis 8,4 og 8,2.

Sammenligningen af inaktiveringsforlgbet for MKS-virus i henholds-
vis kvag- og svinegylle ved 20, 35 og 55°C er vist pa Fig. 21. Ved
20°C kunne infektivt virus ikke pavises i kvag- og svinegylle
efter henholdsvis 35 og 14 dages forleb. Ved 35°C sas ligeledes et
hurtigere inaktiveringsforleb for MKS-virus i svinegylle; men ved
denne temperatur blev tidspunktet for fuldstendig inaktivering af
virus ikke bestemt. Efter 40 minutter ved 55°C kunne infektivt vi-
rus ikke pavises i svinegylle, mens infektivt virus stadig kunne
pavises i kvaggylle efter 1 time. I forsgget varierede pH i
kveggyllen imellem 7,3 og 7,7 mens pH i svinegyllen varierede

imellem 7,1 og 7,7.

3.1.7. Svinepest-virus
Den initiale koncentration af SP-virus i gyllen var beregnet til
104/2 TCIDsq /50ul. Inaktiveringsforlebet i svinegylle ved 5, 20,

35, 40, 45, 50 og 55°C er vist pa Fig. 22-24.

I svinegylle opbevaret ved 5°C kunne der stadig pavises infektivt
virus efter 6 ugers forlegb. Ved 20°C kunne infektivt virus ikke
pavises efter 15 dage. Ved 35°C blev virus inaktiveret i lgbet af
4 timer, mens der ved 40 og 45°C stadig kunne pavises infektivt

virus efter udrddning i 3 timer.
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I forsepgene som blev udfert ved 50 og 55°C var det ikke muligt at
pavise infektivt virus umiddelbart efter tilsetningen af podevirus

til den forvarmede gylle (Tg).
1 forsegsperioden varierede pH i gyllen imellem 7,7 og 8,0.

3.1.8. TGE-virus

Den initiale koncentration af TGE-virus i gyllen var beregnet til
1052 TCIDsy /50ul. Inaktiveringsforlgbet i svinegylle ved 5, 20,
35, 40, 45, 50 og 55°C er vist pa Fig. 25-27.

I forseget udfert ved 5°C blev virustiteren reduceret med ca. 104

TCIDsg i lgbet af en 8 ugers periode. Nar temperaturen blev gget
til 20°C, blev virus inaktiveret i lgbet af 14 dage. Ved 35°C blev
virus inaktiveret i lgbet af 24 timer, ved 40°C var virus stadig
netop detekterbart 5 timer efter podning af gyllen, mens virus ved
45°C blev inaktiveret i lgbet af 2 1/2 time. Ved 50 og 55°C kunne
infektivt virus ikke pavises efter henholdsvis 1 time og 1/2 time.
I hele forsegsperioden varierede pH i gyllen imellem 7,1 og 7,7.
Inaktiveringen af TGE-virus foregar ved alle de undersggte tem-
peraturer hurtigere i gyllen end i "Virus i medium", kontrollerne.

3.2. Pavisning af virusantigen

Resultaterne fra ELISA undersggelserne er vist pad Fig. 28-32.

Pa alle figurerne (undtagen for SI-virus, 20°C, hvor ELISA un-
dersggelserne for "Virus i medium", kontrol mangler) ses et nogen-
lunde ens forleb for virus-antigen i supernatanter og for
virus-antigen i "Virus i medium", kontroller. Ved sammenligning
med virus-inaktiveringskurverne ses at disses forleb ikke folger
virus-antigen kurverne. Resultaterne tyder saledes ikke pa, at det
i infektivitetstitreringerne fundne titerfald skyldtes en opkon-

centrering af virus i bundfaldet.



18

3.3.Podning af naturlige vertsdyr

3.3.1. IBR-virus

De 3 kalve, som blev podet med Ty, 45°C-pregverne, fik 7 dage efter
podning kliniske symptomer med flad fra ¢jne og nase, ophgrt zde-
lyst samt temperaturforhgjelse, og der blev pavist specifikke
antistoffer imod IBR-virus i alle 3 blodprever udtaget 3 uger
efter podningen. De 3 kalve som blev podet med gylle/virus-
blanding udradnet ved 45°C i 1 1/2 time udviklede ingen symptomer:;
men der blev pavist specifikke antistoffer i blodpre¢verne fra alle
3 kalve 3 uger efter podningen, som udtryk for at dyrene havde
gennemgdet en aktiv infektion. Endelig udviklede de 3 kalve podet

med gylle/virus-blanding opbevaret ved 45°C i 2 1/2 time ikke

specifikke antistoffer.

Resultatet af podningsforsgget med IBR-virus/gylle pa kalve viser,
at opbevaring af gyllen ved 45°C i 1 1/2 time ikke var tilstrazkke-
ligt til at inaktivere den tilforte mengde virus. Ved infekti-
vitets titrering pa cellekultur af en tilsvarende preve udradnet
ved 45°C i 1 1/2 time var der ikke blevet pavist infektivt virus,
hvilket formodentlig skyldes den under "IBR-virus" omtalte ned-
satte fglsomhed af testen forarsaget af en manglende udvikling af
CPE ved anvendelse af fortyndingen 1:10.

Under hensyntagen til den nedsatte fglsomhed af infektivitetsti-
treringerne pd cellekulturerne giver de udferte forseg ikke belzg
for at antage, at IBR-virus opkoncentreres eller beskyttes imod

inaktivering i bundfaldet.

3.3.2.Aujeszky-virus

Ingen af grisene podet med Auj.-virus/gylle-blanding udviklede
kliniske symptomer. De 3 grise podet med Ty, 45°C-preverne, havde
udviklet specifikke antistoffer 11 dage efter podningen, mens de 3
grise podet med gylle udradnet ved 45°C i 45 minutter forblev

seronegative i en 4 ugers periode efter podningen.
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Resultatet af podningsforseget med Auj.-virus/gylle pa grise viser
sdledes, at opbevaring af gyllen ved 45°C i 45 minutter var
tilstrekkelig til at inaktivere den tilferte mengde virus, som
inden udradningen var i stand til at etablere en infektion.

Dette er i overensstemmelse med resultatet af infektivitets-

titreringerne pa& cellekulturerne.

3.3.3. Svinepest-virus
De 3 grise som blev podet med gylle/virus-blanding udradnet ved
35°C i1 1 time udviklede hverken kliniske symptomer eller speci-

fikke antistoffer i en 6 ugers periode efter podningen. De samme
grise blev herefter som tidligere navnt podet med
gylle/virus-blandingen Ty, 35°C, ©0g 5 dage efter denne podning fik
grisene forhegjet temperatur. Der blev pavist SP-virus i blodprgver
udtaget fra alle 3 grise bade 3 og 7 dage efter sidstnavnte pod-
ning, og i blodprever udtaget 4 1/2 uge efter podningen kunne der
pavises specifikke antistoffer.

De 3 grise, som blev podet med gylle/virus-blanding udrédnet ved
40°C i 3 timer, udviklede ikke specifikke antistoffer i lebet af
en 8 ugers periode efter podning.

Resultatet af podningsforsgget med svinepest-virus/gylle pa grise
viser, at udrddning af gyllen ved henholdsvis 35°C i 1 time og ved
40°C i 3 timer var tilstrazkkelig til at inaktivere den tilferte
mengde virus, som inden udrddningen var tilstrakkelig til at
forarsage en infektion i grisene med deraf felgende udvikling af
specifikke antistoffer.

Resultaterne af disse podningsforseg giver ikke beleg for at an-
tage at SP-virus opkoncentreres eller beskyttes imod inaktivering
i1 bundfaldet. Udradningstiden, som var ngdvendig for at opna en
tilstrazkkelig inaktivering af den tilsatte mengde virus, sdledes
at den tilbageblevne ma&ngde af virus/ml gylle var mindre end én
infektiv dosis for en gris, var saledes mindre end de ved infekti-

vitetstitreringerne i cellekulturerne fundne inaktiveringstider.



20

4. DISKUSSION

4.1 Reisolering af virus fra gylle/virus-blandingerne
I forseggene med BVD-, IBR-, svinepest- og TGE-virus fandtes en re-

isoleringsprocent i Tg-udtagningerne pa op til 20-40% af den til-
satte virusmezngde, mens reisoleringsprocenten for Ty-udtagningerne
i forspgene med porcint parvo-, svineinfluenza-, Auj.- samt
MKS-virus ndede op pa 100% . Disse reisoleringsprocenter er hgje
sammenlignet med resultater fra lignende forseg (Srivastava &
Lund, 1980; Lund & Nissen, 1983; Koch & Euler, 1984; Mack et al.,
1986; Mckain & Hobson, 1987). Forklaringen herpa kan vare
anvendelsen af 10% serum i adsorptionsmediet, idet CPE ikke
udvikledes nar serum ikke var tilsat til dette medium. NAr
reisoleringsprocenten for BVD-, IBR-, svinepest- og TGE-virus ikke
kommer op pad 100%, kan det skyldes, at der er andre faktorer i
gyllen som hurtigt inaktiverer virus, som foresliet af McKain &
Hobson, (1987).

Pa grund af en toxisk effekt af ucentrifugerede gylle/virus-
prover pa cellekulturer blev der som navnt udelukkende anvendt
supernatanter fra centrifugerede prover til infektivitetstitre-
ringerne. Dette kunne antages at medfgre en forsegsusikkerhed,
idet virus eventuelt kunne adsorberes til gyllepartikler og
sdledes bindes til bundfaldet, og desuden kunne eventuelt bundne
virus partikler vare beskyttet imod inaktivering. De opndede re-
sultater tyder dog ikke pa, at disse forhold har nogen vasentlig

betydning.

4.2, Pavisning af virusantigen
For at undersege om virus blev adsorberet til og sdledes opkoncen-
treret i bundfaldet, blev der ved hjzlp af ELISA testen udfert

forseg til bestemmelse af koncentrationen af virusantigen (d.v.s.

savel infektigst som inaktiveret virus) i supernatanter og i "Vi-
rus i medium", kontroller. Formdlet var at undersege, om der

samtidig med den registrerede reduktion i indhold af infektivt
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virus i gylle kunne konstateres et fald i koncentrationen af
virusantigen i supernatanterne. Et sadant sammenfald kunne vare
ensbetydende med at viruspartiklerne blev bundet til bundfaldet.
Ved ingen af ELISAuunders¢gelserne, som blev udfert for SI-, por-
cint parvo-, BVD-, Auj,- sant MKS-virus, fremkom der resultater,
som tydede pa at de fundne virusinaktiveringer skyldtes en opkon-

centrering af virus i bundfald.

4.3. Podning af naturlige vertsdyr

Podningerne i vertsdyr med ucentrifugerede gylle/virus-blandinger
blev udfert for at supplere cellekultursystemet med et ekstra og
eventuelt mere fplsomt system til pavisning af restinfektivitet i
de udradnede pregver. Endvidere ville det hermed vare muligt at un-
dersgge, om virus, som eventuelt var bundet til bundfaldet og der-
for ikke kunne pavises ved titreringerne pa cellekulturerne, var
beskyttet imod inaktivering. Disse undersggelser blev foretaget
med gylle tilsat IBR-, Auj.- og svinepest-virus. De opnaede resul-
tater giver ikke grundlag for til at antage, at virus i bundfaldet

er beskyttet imod inaktivering.

4.4. Temperaturens betydning for inaktiveringshastigheden

I overensstemmelse med tidligere undersggelser (Srivastava & Lund,
1980; Lund & Nissen, 1983; McKain & Hobson, 1987) blev det fundet,
at inaktiveringshastigheden for virus i gylle ggedes med stigende
temperatur. Imidlertid synes der ogsa at vare andre faktorer in-
volveret, idet inaktiveringen i gylle i langt de fleste tilfzlde
forlegber hurtigere end i medium. For flere af de tilsatte virus
ses der isar under mesofile betingelser en hurtigere inaktivering
i gylle end i de tilsvarende "Virus i medium", kontroller. Der
blev imidlertid observeret nogle undtagelser. Porcint parvovirus
inaktiveres generelt som det eneste af de undersggte virus lang-

sommere i gyllen end i "Virus i medium", kontrollerne (50°C dog

undtaget) og synes dermed beskyttet af gyllen.
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4.5. Anmmoniak

Ammoniak har varet diskuteret som en mulig virusinaktiverende fak-
tor i gyllen, men dette er kun fundet at vare af betydning, nar pH
er over 8, og fri ammoniak (NH;) dermed er til stede i gyllen
(Ward & Ashley, 1977; Wekerle & Albrecht, 1983). I de foreliggende
undersggelser har pH kun undtagelsesvis varet over 8, og der ma
derfor antages at vare andre faktorer end ammoniak, som er invol-

veret i inaktiveringen af virus i gyllen.

4.6. Inaktiveringskurvens forlgb for Aui.-virus
Isezr for Auj.-virus sas et markant fald i den infektive virustiter

i den forste periode sammenlignet med resten af perioden. I en un-
derseogelse foretaget af McKain & Hobson (1987) med porcint entero-
virus fandtes en lignende excessiv inaktivering initialt, hvad
enten virus var indesluttet i en dialyseslange og sdledes beskyt-
tet fra kontakt med faste partikler, eller det var frit i gyllen.
Forklaringen pa det initiale drop i virustiter kan derfor nazppe
forklares med en adsorption til faste partikler i gyllen, hvilket
ELISA resultaterne i den foreliggende undersggelse som navnt
heller ikke tyder pa.

For at undersege om det excessive initiale fald i infektivitet og
den efterfglgende langsommere inaktivering af Auj.-virus eventuelt
skyldtes tilstedevarelse af en lille stabil fraktion af viruspar-
tikler, som foresliet af Monteith et al. (1986), blev der udfert
et forspg ved 40°C med 3 forskellige udgangskoncentrationer. Re-
sultatet af dette forseg (Fig.16) indicerer, at den tilferte vi-
russuspension indeholdt en lille mere stabil fraktion af viruspar-
tikler pa& cirka 0,1%, hvilket svarer til folgende teoretiske titre
for den stabile fraktion: 102.2, 101.2, og 100.2 TCIDsy /50pul1. For
de to ferstnavnte titre er dette nogenlunde sammenfaldende med
knzkket pa kurven, og for den sidste titer er denne under detek-

tionsgrensen.
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4.7. Sammenligning af inaktiveringshastigheden i kveg- og_svine-
aylle

For at undersege om der er forskel pa inaktiveringshastigheden i
kveg- og svinegylle, blev der foretaget sammenlignende under-
segelser af inaktiveringsforlgbet for Auj.- og MKS-virus i de to
typer af gylle. Resultaterne viser en tydelig forskel pa inaktive-
ringshastigheden for begge virus i de to typer gylle. Auj.-virus
inaktiveredes hurtigst i kveggylle, mens MKS-virus blev inaktive-
ret hurtigst i svinegylle. Da pH i bade kvag- og svinegylle holdt
sig indenfor vardierne 7,1-7,9, synes denne faktor ikke at have

haft nogen betydning. Arsagen til forskellene i inaktiverings-
hastighederne i de to typer gylle kendes ikke; men det er
bemarkelsesverdigt, at inaktiveringen foregar mindre hurtigt i

gyllen fra de dyr som oftest inficeres.

5. KONKLUSION

De opnaede resultater er baseret pa modelstudier, som skal af-
spejle forholdene i henholdsvis konventionelle gylletanke og i
biogasanlag med portionsvis udradning. Forsegene er udfert med
gylle tilsat cellekulturvirus, og inaktiveringsforholdene efter en
sadan tilblanding kan ikke forventes at vere helt de samme som ved

tilstedevarelse af virus udskilt ved naturlig infektion.

En samlet oversigt over inaktiveringstiderne for de undersogte vi-
rus ved savel de konventionelle opbevaringstemperaturer som
udradningstemperaturerne er vist i Tabel 2. I oversigten angives
tiden som kravedes for inaktivering af hele den tilsatte mzngde

virus, saledes at virus ikke lengere kunne pavises ved isolering i

cellekulturer.

Undersegelserne viser, at traditionelt opbevaret gylle udger en
potentiel smittefare for husdyr. Afhengigt af virus kan denne

smittefare strzkke sig over en periode pd mere end 14 uger om
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vinteren og pd op til 5 uger om sommeren, efter tilfersel af frisk
gylle. Parvovirus, som er betydeligt mere stabilt end de evrige

virus, udger dog en undtagelse herfra.

Undersegelserne viser endvidere at smitterisikoen reduceres bety-
deligt ved savel mesofil som termofil udradning af gyllen.

Ved fastlaggelse af hvilke krav der bgr stilles til biogasfalles-
anleg med henblik pd at reducere meéngden af infektivt virus inden
udbringning fra anlagget, ma felgende forhold medindrages i vur-

deringen:

1. Aktuel initialkoncentration af virus i gyllen ved
behandlingens start:
Underseggelser vedrerende forekomst af virus i gylle er kun fore-
taget i begrznset omfang, og der eksisterer derfor kun 1lidt viden
om naturlige viruskoncentrationer i gylle. Derbyshire & Brown
(1978) fandt imidlertid porcine enterovirus i koncentrationer pa
op til 105:5 TCIDsp/liter svinegylle, og Sellers (1980) har an-
givet 105:5 og 102/9 IDsg/gram henholdsvis kveg- og svinefazces som
de maximale titre fundet for mund- og klovesyge-virus i feces (109

IDsp/gram vesikulart epithel).

2. Inaktiveringshastighed for det/de aktuelle virus under den
pageldende behandling:
For bakterier synes inaktiveringen oftest at vare eksponentiel,
det vil sige at der igennem hele drabsperioden pr. tidsenhed inak-
tiveres en konstant procentdel af de overlevende bakterier
(Schlundt, 1982, Larsen et al., 1989) . Inaktiveringshastigheden
kan ved et sddant drabsforleb udtrykkes ved decimeringstiden, Tg,
( tiden som hengdr til 90% reduktion af populationen).
For nogle af de her undersegte virus foregar inaktiveringen imid-
lertid ikke med konstant hastighed, idet denne foregar hurtigere 1
starten, hvor der er flest infektive viruspartikler til stede.
Felgeligt synes decimeringstiden (Tq,) ikke generelt anvendelig

for virus.
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3. Hvilken restkoncentration af virus kan anses for acceptabel
hvis tilstedevarelse af infektivt virus overhovedet kan
accepteres:

Den acceptable restkoncentration af infektivt virus i behandlet

gylle afhenger af virusarten og anvendelsen af det fardigudridnede

produkt.

Som feolge af den manglende viden om de aktuelle koncentrationer af
virus i ubehandlet gylle, og pd grund af at der ikke for alle vi-
rus kan angives en konstant inaktiveringshastighed, m& andre
kriterier danne grundlag for beslutningen om, hvilke krav der skal
gelde for behandlingen af ubehandlet gylle og for driften af bio-
gasfellesanlag.

De beregnede initiale koncentrationer af virus i gylle i de fore-
liggende modelundersegelser varierer fra 107.3 til 105/5 TCIDs5q/ml
gylle. Dette er heoje udgangstitre sammenlignet med de i littera-
turen angivne koncentrationer for naturlig forekomst af virus i
gylle/fzces. Man kan imidlertid ikke ga ud fra, at der under na-
turlige forhold sker en fuldstendig jevn fordeling af virus i
gyllen, da virus kan findes koncentreret i vavsstykker som f.eks.
afstedt tarmepithel eller vesikelepithel. Da der i modelforsggene
er anvendt kulturvirus, som er frit tilgengeligt og derfor mulig-
vis inaktiveres hurtigere end virus udskilt fra inficerede dyr, ma
det vare rimeligt at indlazgge en sikkerhedsmargin ved
fastsattelsen af de nedvendige krav til behandling af gyllen.

I tilfelde af udbrud med ondartede smitsomme sygdomme (eksotiske
virus), vil det siledes vare rimeligt at forlange, at gyllen
mindst bliver udsat for en behandling, som i forsggene har varet

tilstrekkelig til at inaktivere hele den tilsatte mezngde af virus.

Pa basis af det foreliggende kendskab til smitstofinaktivering i
biogasreaktorer er der af Larsen et al. (1989), for sa vidt angar

infektionshygiejnisk forsvarlig anvendelse af udradnet gylle fra
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biogasfallesanlag med forskellige procesteknologier, givet
felgende "kvalificerede skgn", vesentligst baseret pa kendskab til

forhold omkring bakterier og parasitter:

1. Termofil udradning, 50-60°C, kontinuert, hydraulisk opholdstid

mindst 10 degn, Sikret opholdstid mindst 12 timer (aftapning fgr

indfedning), derefter:

a. Sort jord: efter "husdyrgedningsbekendtgerelsen"
(Miljoministeriet, bekendtgegrelse nr.15, 1986)

b. Grgntafgrpder til slat til konservering (he, ensilage,
pellettering): som a. 7

C. Grentafgreder til afgresning eller slztfodring: som a,

karensperiode mindst 14 dage.

2. Mesofil udradning, 30-35°C, portionsvis, opholdstid 15-20 degn,
derefter:

som 1. a-c.

3. Mesofil udradning, 30-35°C, kontinuert, hydraulisk opholdstid
15-20 degn, sikret opholdstid mindst 24 timer, med termofil
forbehandling, 50-60°C sikret ophéldstid mindst 6 timer,
derefter:

som 1. a-c.

4. Mesofil udradning, 30-35°C, kontinuert, hydraulisk opholdstid
15-20 degn, sikret opholdstid mindst 24 timer, uden termofil
forbehandling:

efterlagring ved overlagring mindst 30 dage sommer og 60 dage
vinter, derefter

a. Sort jord: som 1.a.
Grontafgreder: fortrinsvis til konservering, jf.1l.b.
Greontafgreder til afgrzsning eller slztfodring som 1.c,
karensperiode mindst 30 dage.
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De ovenfor skennede mulige retningslinier for infektionshygiejnisk
forsvarlig anvendelse af gylle udradnet i biogasfallesanlag er som
nevnt vasentligst baseret pa kendskab til forhold omkring bak-
terier og parasitter. Det er derfor interessant at sammenholde
disse retningslinier med resultaterne af de foreliggende virologi-
ske undersegelser. For alle de undersegte virus, bortset fra por-
cint parvovirus, vil en behandling af gyllen efter de nevnte ret-
ningslinier vare tilstrazkkelig til at inaktivere virus i gyllen.
Ved anvendelse af de i Pkt. 1-3 navnte udradningsprocedurer vil
alene udradningen give sa stor en sikkerhed for inaktivering af
virus, at de nevnte restriktioner vedreorende anvendelsen af slut-
produktet kan slzkkes eller eventuelt udelades.

Med hensyn til porcint parvovirus kan ingen af de beskrevne proce-
durer give sikkerhed for inaktivering af virus, men de vil alle, i
s@rdeleshed den termofile udradning, give anledning til en inakti-
vering, som langt overstiger den, som finder sted i konventionelle
gylletanke ved savel sommer- som vintertemperaturer.

Det skal sluttelig nevnes, at forudsatningen, for at anvendelse af
biogasfallesanlag ikke medfgrer o@get fare for smittespredning, er,
at handteringen af den ubehandlede gylle sker forsvarligt ved af-
hentning og transport bl.a. ud fra den forudsztning, at der er
sterst smittefare ved frisk afsat ggdning.

For sa vidt angar de specielle smittespredningsproblemer, der
opstar ved udbrud af ondartede virussygdomme, er de opndede inak-
tiveringstider under traditionel opbevaring af gyllen af serlig
interesse. Som det fremgar, kraves der for nogle af de undersggte
virus, f.eks. MKS-virus, adskillige uger ved 5°C, for smitterisi-

koen er reduceret vesentligt.
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Det skal endelig bemzrkes, at gylle som sadan er et relativt ho-
mogent medium, og at inaktiveringsbetingelserne kan blive vasent-
ligt @ndret, safremt der tilferes andet materiale til gyllen,
f.eks. slagteaffald. I sidanne tilfazlde er rapportens konklusioner
ikke umiddelbart overferbare, og stillingtagen vil krave et
nzrmere kendskab til faktorer som findelingsgraden af materialet,
inden det bliver tilfert anlegget, og til henfaldet af det til-
blandede materiale under udradningen.
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ved mesofil anaerob udradning.
¢ Virus pavist i gyllen.

Inaktiveringsforlgbet for

svinepest-virus i svinegylle
Detektionsgranse.
¢ Virus ikke pavist i gyllen.
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¢ Virus pavist i gyllen.
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D —— 50°C

4t e
e
j; ir Virus 1 medium, kontrol
=
ot
o>
=

1..

L 0\4

U 1 i i 1 i 1

0 10 20 30 40 50 60 70

Minutter
55°C
§§ Virus i medium, kontrol
Eé? e
>
=
L 2 L
40 50 60 70
Minutter

Fig.27.
termofil anaerob udradning.
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SI-virus i svinegylle (supernatant).




Infektivitets titrering: Logsq TCIDgy /504!
Supernatant: —-o-eeocemcmeemee-

XWNtpaw 1 snaip O :jueyeuusdng
43117 607 1vS113

Uger

Infektivitets titrering: Log,q TCIDs, /504!
supernatant: -e—-mmemeemoeeoee-

151
101
0.5
0.0

Xwntpaw | osnaip O 1jueieuJadng
48313 607 :ys(13

Dage

svinegylle
endelse af

Fig.29.

i

kontrol ved anv

antigen mzngden

PPV
g i "Virus i medium",

af

Bestemmelse

(supernatant) o

ELISA.

Inaktiveringsforlgbet for PPV i svinegylle (supernatant).



2.0 45 =,
X 20°¢C @
= 0 =
QE) 1‘5' RO v O 13.5 %

s g ‘\ 130 =

o ‘x 25 8 3

= 1074 2 a

> \ 120 & °©

= O \ ~ o

= E a s
© \ H
Eoosp N o | B
5 N\, : =
L%L \\\\ _US ; O\

0.0 : : : : : ' : : 00 ' =
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Dage

Fig.30. Bestemmelse af BVD-virus anti
(supernatant) og i "Virus i medium",
af ELISA.

gen m&ngden i kvagegylle
kontrol ved anvendelse

Inaktiveringsforlwbet.for'BVD—virus:ikwaggylle (supernatant).



Infektivitets titrering: Log,, TCIDsy /50p!

o (") ~ ™ oy o o)
T T T T
[
< -~
e} A RS
!
[@N] /
/
/
/
/
/
/
! 4 o
“ =
i
{
|
i
)
|
| o< =
1 <~
!
|
j 1
(
I
1
'
!
‘_ ==}
{
!
1
1
1
!
!
B 1w
{
i
!
1
!
!
1
J
s
! 1o
i
!
!
I
!
i
/
1
!
/ Y]
/
/
/
/
/
/
I
b T TN _Ill 1 i
T [aus]
v =) v [a) wy )
o oy ~ < faan) [ ]

Xownipaw 1 snJip O :1ueyeuJadng
13311 607 1ys(13

Dage

Infektivitets titrering: Log,, TCI0sq /504!

mcDm—\:mﬁm:ﬁ ||||||||||||||||||
w e < o oy -~ =P
T T T T T ~~
(5]
-
o
[Fep) ]
@ N =
1
)
|
4w
3]
@ 1 =
I5e)
1w
o
]
1
I
|
A
U ST
/
/
/
/
/
/
/ | ¥
/ =~
7
/
/
/
\\
]l =
S =
\
/.
\
\
\
\
\\\\\\ 1w
=X . : =]
e o v =) w =)
oy oy « -~ =) =

Xunipaw 1 snJjp O juereuadng
431171 607 :vsy13

Minutter

R .
-° o
~No o
oun ©
O~
=% &
> o ~
"8 g
- w w
n Nae”
o}
g9 O
27 o
— >
g£o B
I
55 o
o
AT
LA
Mn 0
g
w3 &
S
2
5 & 9
.mi o
)
< m w
Gy “
C>
s 0
i)
wd g
— —
o y
EO0 o
g 4
L
Yy o
3E =
ISR
: 3
S .-
e
ODoH®©
Mo
RN



Infektivitets titrering: L0g4q TCIDsq /5041
Supernatant ; -------mmmmmmemmmm-
"l ~ o ~ — .
¥ T ¥ . W
(5]
o
[@N}
- O
o
-4
o\
4 @
[N
- [Pl
\.
\
\
\
! ~ &2
! A
K /
\\
e
\\\
\\\\\ 1w

X Wnipaw | sniip
19311 607 1vs)73

O :jueyeuaadng

Dage

Infektivitets titrering: Log,q TCIDs, /508!
Supernatant; ——-em-mmememeeeo

50°C

<o
D

Xounipaw 1 snJjp

O ;3ueieuadng
43313 607 1yS113

120

100

80

60
Minutter

40

20

gen mengden i svinegylle
kontrol ved anvendelse af

Bestemmelse af MKS-virus anti

Fig.32.

"Virus i medium",
Inaktiveringsforlebet for MKS-virus i svinegylle (supernatant).

(supernatant) og i

ELISA.



ORDLISTE

Auj.-virus:

BVD-virus:

CPE:

ELISA:

IBR~virus:

IDSO:

Aujeszky-virus
Bovin virusdiarre-virus

Cytopathic effect, cytopatisk forandring.
Celleforandringer i cellekulturer som er

synlige ved direkte mikroskopering.

"Enzyme-linked immunosorbent assay"
Enzymfarvningsteknik til pavisning af
virusantigen i bade infektivt og inaktiveret
virus. Metoden anvendes ogsa til pavisning af

antistoffer.
Infektigs bovin rhinotracheitis-virus

Infektionsdosis pa 50% grundlag

Infektionsdosis: Den mindste mengde infektigst materiale,

som er i stand til at fremkalde en
karakteristisk forandring i et biologisk
materiale. For at komme frem til en
infektionsdosis, m& man fremstille en
fortyndingsrzkke af det infektigse materiale
(virussuspensionen) og pode et antal enheder
(dyr, =g eller cellekulturer) med et bestemt
rumfang af hver fortynding. Af hensyn til
bedst mulig reproducerbarhed arbejder man i
reglen pa grundlag af 50% verdier, altsid den
mengde der giver forandring i 50% af det
podede materiale. En infektionsdosis er altsa
en praktisk mdleenhed, der afhenger bade af

virus og pavisningsmetode.
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