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IAC internal amplification control, Interne Amplationskontrolle, auch
.IPC*

ILT Institut fur Landtechnik und Tierhaltung

IPC siehe ,IAC*

KBE Kolonie-bildende Einheiten (engl.: cfu)

KT Keimtrager

KT38 Keimtragerversuch bei mesophiler Gartemper@atC)

KT55 Keimtragerversuch bei thermophiler Gartemperéi5°C)
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Verzeichnis

LfL

LGL

Ln

LPG
MH
MPN
MS
MSc
mTPGY
mTSB
mMTSB+N

MQ

N
NaWaRo
n.b.
NH3-N
NH4-N
oTS
PB
PCR
pSub
PuMi
gPCR
RB

rcf

re
RiGl
RiMi
S
SGG
SMAC
StMELF
StMUV
SwGi

Bayerische Landesanstalt fir Landwirtschaft

Bayerisches Landesamt fir Gesundheit und Lebétedsicherheit
Liter normiert

Landschaftspflegegriin, Langschaftspflegegrasdkchaftspflegegut
Muller-Hinton-Agar

most probable number; die wahrscheinlichsteatihz

Maissilage

Maisschrot

modifiziertes TPGY-Flussig-Nahrmedium (s. TBG
modifizierte Tryptose-Soja-Bouillon

mTSB mit Novobiocin-Antibiotika-Zusatz

Ultra-Pure-Wasser aus dem Milli-Q Plus Ultra€®uwWater System

(Millipore™, USA)

Nachgarer

nachwachsende Rohstoffe

nicht bestimmt
Ammoniak-Stickstoff [mg kg™]
Ammonium-Stickstoff [mg kg”]
organische Trockensubstanz
Pilotbiogasanlage

polymerase chain reaction; Polymerase-Kettkhosa
Substrat pflanzlicher Herkunft
Putenmist

guantitative PCR

organische Raumbelastung fkg [m3 - d*]
relative centrifugal force

reverse

Rindergulle
Rindermist

Sonde

separierter und getrockneter Garrest
Sorbitol MacConkey-Agar

Bayerisches Staatsministerium fur Ernahriamdwirtschaft und Forsten

Bayerisches Staatsministerium fir Umwelt WMetbraucherschutz
Schweinegulle
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Verzeichnis

T Garresttrocknung

TAC total anorganic carbon; Gehalt an CarbonatpPeafferfahigkeit)

TPGY Trypticase-Pepton-Glukose-Hefeextrakt-Flu$éé&rmedium
(engl.: Trypticase-Peptone-Glucose-Yeast ExtraottBr

TS Trockensubstanz

tSub Substrat tierischer Herkunft

VK Vorkammer

ZS Zellsuspension
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Zusammenfassung/Summary

Zusammenfassung

Verschiedene Stdamme vdéscherichia coliund Clostridiumspp. I6sen ernstzunehmende
Krankheitsbilder bei Mensch und Tier aus, die ntguanodlich verlaufen kdnnen. Um den
Kenntnisstand zum Vorkommen und Verhalten diesghd@@ne in Biogasanlagen zu
erweitern, wurden in diesem Verbund-Projekt der éBmghen Landesanstalt fur
Landwirtschaft (LfL) und des Bayerischen Landesamt&ir Gesundheit und
Lebensmittelsicherheit (LGL) zwei Fragestellungesaibeitet: Zum einen sollte das
Vorkommen von EHEC, EPEC]ostridium botulinumClostridiumdifficile, Clostridium
novyi Clostridium haemolyticum Clostridium septicum Clostridium chauvoei und
Clostridium perfringens in der Prozesskette (Einsatzstoffe, Fermenteriahalhd
Garprodukte) einer Auswahl bayerischer Praxis-Bsagéagen untersucht werden
(Screening). Zum anderen sollte geprift werden, sidh die Keimzahlen kinstlich
eingebrachter, attenuierter Stamme von EHEC @ndotulinumin Laborbiogasanlagen
entwickeln (Keimtragerexperimente). Der Nachweis déeime erfolgte Uber eine
kombinierte Methode aus kultureller Anreicherungl unolekularbiologischer Detektion
mittels quantitativer Real-Time PCR (qPCR).

Im Screening der Prozessketten wurden abhangig @oganismus bis zu 163 Proben
untersucht. Davon waren ca. 29% Substrate pfldmalidderkunft (z.B. Silagen), 11%
Substrate tierischer Herkunft (z.B. Giille, Misty%2 Fermenterinhalte (Hauptgarer) und
33% Garprodukte (Nachgarer, Endlager). EHEC konnten allen untersuchten
Prozessstufen nachgewiesen werden. Pflanzlichetr@tdosvaren dabei relativ gering
kontaminiert (8% der Proben). Tierische Substraeew dagegen stark betroffen (53%),
in etwas geringerem Ausmald auch Fermenterinhal@&o)3und nachgeschaltete
Prozessstufen (27%)C. botulinum, C.haemolyticum C. septicumund C. chauvoei
wurden in keiner der Proben nachgewiesén.novyiwurde in knapp 4% der Proben
gefunden, vorwiegend in Fermenterinhalten und (@éiykten.C. perfringensund C.
difficile wurden in einer geringeren Anzahl von Proben soieht.C. perfringengTyp A)
wurde in 3% undC. difficile in ca. 50% der Proben gefunden. Die Nachweisiate f
difficile war in pflanzlichen Substraten gering, in tieresctSubstraten, Fermenterinhalten
und Garprodukten dagegen hoch.

In Keimtragerversuchen bei 38°C wurde die Gesamtkahl vonC. botulinum(Sporen +
vegetative Zellen) nach 63 d von anfanglich zwisch& und 16 MPN - mL™* um 1,3 bis
2,8 Zehnerpotenzen reduziert. Dies entsprach &eduktion um 95,4% bis 99,8%. Eine
Reduktion um 90% (D-Wert) wurde im Mittel innerhalbn 34,6 £ 11,2 d erreicht. Im
thermophilen Prozess betrug die Reduktion schoh 8ad mindestens 99,7% (D-Wert:
1,0 £0,2 d).

EPEC wurden im mesophilen Prozess innerhalb vaa 28 in einem Versuch um knapp

2, in einem anderen um bis zu 6 Zehnerpotenzerzied 97,6 bis 99,9999%, D-Werte:
3,2 bis 14,9 h). Die unterschiedlich schnelle Ihagtung der EPEC in den mesophilen
Keimtragerversuchen koénnte auf den unterschiedimiien Ammoniak-Konzentrationen
im Gargemisch beruhen. H6here Ammoniak-Konzentnatio gingen mit schnelleren
Keimzahlreduktionen einher. Bei 55°C konnten schmath 30 min Exposition von
anfanglich ca. OMPN « mL™ keine EPEC mehr nachgewiesen werden. Die dezimale
Reduktion war damit nach maximal 3,5 min erreicht.
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Die Untersuchungsergebnisse zeigten einen EinteegBHEC/EPEC in Biogasanlagen
insbesondere durch tierische Substrate auf. Intnigibedeutendem Mal3 konnte
EHEC/EPEC auch in Fermenterinhalten und Garproduldealitativ nachgewiesen
werden. In Keimtragerversuchen wurde demgegentiiber Reduktion des als Indikator
eingesetzten EPEC-Stamms im mesophilen und nodhtatleschneller im thermophilen
Biogasprozess festgestellt.

Die untersuchten pathogené&tostridiumspp. kamen nicht oder nur in wenigen Proben
aus Praxis-Biogasanlagen vdC. botulinumwar dabei nicht nachzuweisen. Der als
nosokomialer Keim bekannte Erreder difficile wurde dagegen vergleichsweise haufig
nachgewiesen. Hier besteht weiterer Forschungsbhedar

Gerade die Abwesenheit v@ botulinumin der grof3en Anzahl untersuchter Proben aus
Praxis-Biogasanlagen belegt die untergeordnete lBedg des Organismus in diesem
Umfeld. Die Ergebnisse aus Keimtragerversucheneperyidem, dass auch der durch die
Féahigkeit zur Sporenbildung resistent&e botulinumdurch den mesophilen und noch
deutlicher durch den thermophilen Biogasprozessizied wird. Es konnten keine
Hinweise auf eine Vermehrung in Biogasanlagen gi&arnwerden.

Demnach gilt fur die Parameter EHEC u@d botulinum dass die hygienische Qualitat
eines Garprodukts gegenuber der Rohgulle/ Mistvalbessert einzuschatzen ist. Das
Ausmall der Hygienisierung ist abhangig vom beteteht Organismus und den
Géarbedingungen.
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Summary

Several strains dEscherichia coliand Clostridiumspp. cause serious, occasionally lethal
disease patterns in humans and animals. In ordezntarge the knowledge on the
existence and behavior of these pathogens in biolgass, this collaborative project of the
Bavarian State Research Center for Agriculture Yldhd the Bavarian Health and Food
Safety Authority (LGL) worked on two approachessEithe incidence of EHEC, EPEC,
Clostridium  botulinum Clostridium difficile, Clostridium novyi Clostridium
haemolyticum Clostridium septicum Clostridium chauvoeiand Clostridium perfringens
was analyzed in the process chains (substratesstdigcontents and digestion products)
of selected Bavarian practice biogas plants (sanggnSecondly, the development of the
germ numbers of artificially spiked, attenuatedhists of EHEC andC. botulinumin
laboratory scale biogas digesters (sentinel charekperiments) was investigated. The
pathogens were detected by methods combining allanrichment with biomolecular
analysis using quantitative Real-time PCR (qPCR).

Dependent on the organism up to 163 samples weaakyzaa during the screening of
process chains. Among these, approx. 29% were [Fabstrates (e.g. silages), 11%
animal substrates (e.g. manure, dung), 27% digestaients (main digesters) and 33%
digestion products (second stage digesters, stasmys). EHEC could be detected in all
analyzed process steps. Plant substrates were stightly contaminated (8% of the
samples). In contrast, animal substrates were derably infested (53%), digester
contents (36%) and digestion products (27%) to aomiextent.C. botulinum, C.
haemolyticumC. septicumandC. chauvoeiwere not detected in any of the samplés.
novyi was found in nearly 4% of the samples, predomigaintldigester contents and
digestion products. A smaller number of samples avadyzed forC. perfringensandC.
difficile. C. perfringengtype A) was found in 3% an@. difficile in approx. 50% of the
samples. The detection rate ©f difficile was low in plant substrates but high in animal
substrates, digester contents and digestion preduct

In sentinel chamber experiments at 38°C, the gemmber of C. botulinum(spores +
vegetative cells) of initially 10to 10 MPN - mL™ was reduced by 1.3 to 2.8 orders of
magnitude after 63 d corresponding to an inactwvatate of 95.4% to 99.8%. Reduction
by 90% (D-value) was achieved within 34.6 + 11.2Iml.thermophilic processe€§.
botulinumwas reduced by at least 99.7% already after 3-da(De: 1.0 £ 0.2 d).

EPEC were inactivated by nearly 2 orders of magleitwithin 23 £ 1 h in one mesophilic
sentinel chamber experiment and by up to 6 ordémnagnitude in another (97.6 to
99.9999%, D-values: 3.2 to 14.9 h). The variableation of inactivation of EPEC in

mesophilic experiments might depend on varying ameoconcentrations of the
digestates. Higher ammonia concentrations werenaganied by faster reduction of germ
numbers. At 55°C, none of initially approx.®1®IPN - mL™ EPEC could be detected
already after 30 min of exposure, decimal reducti@s accomplished within maximum
3.5 min.

The experimental results showed that EHEC/EPECrenhtihe biogas plants particularly
by animal substrates. A considerable amount of EAHPEC could qualitatively be
detected in digester contents and digestion predidbnetheless, a reduction of EPEC
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numbers was measured in the mesophilic and comsilyefaster in the thermophilic
sentinel chamber experiments.

The examined pathogen@ostridiumspp. were found in none of the samples or just in a
small numberC. difficile represents an exception. This emerging nosocorsiah gvas
detected comparatively frequently. More researcmaies to be conducted on this
microorganism.

The absence df. botulinumin the high number of practice biogas plant sasglgows
the minor relevance of this organism in this cohiaxthe typical case. Furthermore, the
results of sentinel chamber experiments proved @abotulinum which is relatively
resistant by the ability of spore formation, waduged by mesophilic and thermophilic
biogas processes. There was no evidence for agasenofC. botulinumin biogas plants.

It can be concluded for the parameters EHEC@nblotulinumthat the sanitary quality of
a digestion product is improved by biogas processespared to untreated manure or
dung. The degree of sanitation depends on the ademesl parameter and the digestion
conditions.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Beschreibung der untersuchten Erreger

1.1.1  Krankheitserregende Escherichia coli

Die BakterienspezieEscherichia (E.) co)i1885 zum ersten Mal durch den Kinderarzt
Escherich aus Stuhlproben von Sauglingen isoliEihlt zu den gramnegativen, nicht
sporenbildenden Stabchenbakterien. Kapselbildudgpenitriche Begeil3elung finden sich
bei den meisten Stammen; es kommen aber auch ulb#geund damit unbewegliche
Stamme vor (Karch et al., 199@. coli stellen keine besonderen Anspriche an das
Substrat und wachsen auf vielen gebrauchlichen héé@len bei Temperaturen zwischen
+ 30°C und + 45°C.

Viele E. colrStamme besiedeln als Kommensalen den Darm vondWansd Tier bereits
wenige Stunden nach der Geburt und liefern dem &dnpchtige Stoffwechselprodukte,
die zum Beispiel fur die Blutgerinnung benttigt dem. Allerdings gehdren nicht alle
coli zu den fur den Menschen ungeféahrlichen BakteBesstimmte Erregerstamme fihren
zu einem breiten Spektrum von Erkrankungen, dasewoer harmlosen Reisediarrhde bis
hin zu lebensgefahrlichen Krankheitsbildern wie de&molytisch-urdmischen Syndrom
(HUS) reicht (Ammon et al., 2000). In Beziehungeznigen O-Antigenen treten gehauft
plasmidkodierte Virulenzfaktoren, wie die Befahigunzur Hamolysin- oder
Enterotoxinbildung, auf, die eine Unterteilung &&mme in Subtypen ermdglicht. Nach
heutigem Wissensstand sind folgende Subtypen b&kann

Enterotoxisché. coli (ETEC)

» EnteropathogenkE. coli (EPEC)

» EnterohamorrhagiscHe. coli EHEC)
» Enteroinvasivee. coli (EIEC)

» Enteroaggregative. coli (EAEC) und
» Diffus adharent&. coli (DAEC)

Unter diesen Pathovaren haben EHEC neben EPEGibéisviegend bei Kindern unter
zwei Jahren angetroffen werden (Heil3enhuber e2@05), wahrscheinlich die weitaus
grofte Bedeutung (Nataro et al., 1998; Ammon e2aDO0).

Enterohamorrhagische E. coli (EHEC)

Enterohamorrhagischée. coli (EHEC) zahlen in der Bundesrepublik Deutschland
inzwischen neben Salmonellen und thermoph@ampylobacterspp. zu den haufigsten
bakteriellen Enteritiserregern (Ammon et al., 200@) Jahr 2013 wurden deutschlandweit
1621 EHEC-Erkrankungsfalle und 76 HUS-Félle reggsir(SurvStat, 2014). Zu den
Eigenschaften dieser Bakterien rechnet man diegkéhj Shiga-Toxin (auch als Shiga-
like-Toxin oder Verotoxin bezeichnet) zu produzrereveswegen sie Shiga-Toxin
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bildendeE. coli (STEC) oder Verotoxin-bildende. coli (VTEC) bezeichnet wurden. Die
Symptome einer EHEC-Infektion beim Menschen korvam einer akuten Enteritis tGber
eine hamorrhagische Colitis bis hin zu héaufig tdliendenden postinfektiosen
Syndromen, dem hamolytisch-uramischen Syndrom (HUO®) oder ohne zerebrale
Begleiterscheinungen, reichen (Karch et al., 198&troffen von den oben genannten
Komplikationen sind zumeist (Klein-)Kinder und aéeMenschen.

Als Hauptreservoir hat man Wiederkauer, insbesandinder, aber auch Schafe und
Ziegen, identifiziert, die als symptomlose Aussdeeivon STEC gelten (Bllte et al.,

1990, Beutin et al., 1993, Baljer und Wieler, 19%9ne Studie zu dem Vorkommen von
STEC im Kot von Schlachtrindern ergab 1997 einehMasisrate von 47,6% (Richter et

al., 1997). Da diesen Untersuchungen allerdingativelgeringe Tierzahlen zugrunde

liegen, kann davon ausgegangen werden, dass dieh§auchungsrate in einzelnen
Bestéanden auch erheblich hoher, teilweise sogarl®®o, liegt (Bulte, 2004). Eine

Langzeituntersuchung der Bundesforschungsanstalfiftiskrankheiten in vier deutschen

landwirtschaftlichen Betrieben ergab eine STEC-Mamhrate von 29 - 82% bei den

beprobten Tieren (Geue et al.,, 2002). Die dort gewaoen Isolate besalRen alle das
genetische Potential typischer EHEC-Stdmme. Ein al@dlingspotential fur den

Menschen war daher gegeben (Geue et al., 2004).

Enteropathogene E. coli (EPEC)

EnteropathogenE. coli (EPEC) sind weltweit als Ausloser von Sauglingstiéd bekannt.
Im Regelfall wird eine Erkrankung durch diesen $phtei Kleinkindern und Sauglingen
beobachtet. Die Bezeichnung ,enteropathogéseherichia coli stammt aus dem Jahr
1945, als der Padiater John Bray in Grol3britandienerste pathogerg. coli-Variante
bei an Durchfall erkrankten Kindern nachweisen kenbiese Erreger wurden damals im
Unterschied zu den apathogengncoli-Stdmmen, die aus Stuhlproben isoliert werden
konnten, als ,enteropathogerescherichia coli bezeichnet (Bray 1945). Die heutige
Charakterisierung von EPEC-Stdmmen bezieht siclegiay auf die Fahigkeit dieser
Stamme, charakteristische ,attaching and effacinAE) Lasionen an der
Darmschleimhaut hervorzurufen. Diese Fahigkeit datch daseaeGen kodiert. Im
Gegensatz zu STEC/EHEC-Stammen besitzen EPEC-St&omg weder funktionelle
stxl- nochstx2-Gene und sind damit nicht in der Lage, Shigatdximd/oder 2 zu bilden
(Kaper, 1996).

1.1.2 Clostridium botulinum Botulinum-Neurotoxin-bildende Clostridien

Clostridium botulinumzahlt zu den sporenbildenden, obligat anaerob sewten,
beweglichen, stdbchenfdérmigen Bakterien. Die Artuisiquitér, vor allem im Erdboden
und Schlick verbreitet. Charakteristisch ist wiei kmlen Clostridien-Spezies die
Hitzeresistenz der Sporen (proteolytische Stamn&t°@ fur ca. 3 Minuten, non-
proteolytische Stamme: 90°C fur ca. 10 Minutenk Bpezie£. botulinumumfasst vier
genetisch und physiologisch sehr unterschiedlichgp@en, die zum Teil nur durch die
Fahigkeit zur Bildung von Botulinum-Neurotoxin verxen sind. Engere genetische
Verwandtschaften als innerhalb der Spe@lebotulinumbestehen teilweise zwischen den
einzelnen Gruppen und Vertreter andé2ystridiumspp. (z. BClostridium sporogengs
weswegen immer wieder uUber eine Anderung in der &ddatur nachgedacht wird.
Andererseits existiere@lostridiumisolate anderer Spezies, die ebenfalls in der lsapb
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Botulinum-Toxin zu bilden. Man spricht deshalb inisgéénschaft und Forschung nicht
mehr von der Spezies |&tridium botulinum’ sondern fasst alle Bakterien, die sich
durch ein entsprechendes Toxinbildungsvermdgen ealszen, unter dem Begriff
,Botulinum-Neurotoxin (BoNT)-produzierende Closigd" zusammen.

Botulinum-Toxin existiert in sieben verschiedenatigenetischen Typen, die mit A bis G
bezeichnet werden. Je nach gebildetem Toxintylspprnan auch bei den Bakterien von
BoNT A bis BoNT G. Tabelle 1 zeigt deren Zuordnagohysiologischen Gruppen.

Tabelle 1: Physiologische Gruppen v@nbotulinum

Gruppe | Gruppe I Gruppe 11l Gruppe IV
Toxintypen A B F B,E, F C,D G
Proteolyse + - schwach -
Saccharolyse - + - -
Toxin Gen chromosomal chromosomal Bakteriophage Plasmid
Verwandt- C. sporogenes,  C. butyricum, C. haemolyticum, C. subterminale,
schaft zu C. putrificum C. beijerinickii  C. novyiTyp A C. haemolyticum

Die derzeit als obligat humanpathogen eingestiBgtulinum-Toxine A, B, E und F sind
einfach aufgebaute, zweikettige Polypeptide, die a@mer 100 kDa gro3en ,schweren®
Kette und einer 50 kDa ,leichten* Kette besteherd wiurch eine Disulfidbricke
verbunden sind. Die leichte Kette ist eine Zinktigel Endopeptidase, die zu einer
Blockade der Acetylcholin-Ausschittung und dadweteiner schlaffen Lahmung fihrt.

Intoxikationen mit Clostridium  botulinumloxin gehéren zu den seltenen
lebensmittelassoziierten Intoxikationen; die Mat#dlbei einer Erkrankung ist allerdings
sehr hoch, da wenige Nanogramm bereits todlichemirkvienschliche Erkrankungsfalle
sind von bisher bis auf Ausnahmefalle von den Tiypien A, B, E und F beschrieben. In
Deutschland wurden dem Robert-Koch-Institut 201BuénaneClostridium botulinum
Erkrankungen gemeldet, dies entspricht einer Imzdeon 0,01 Fall/ 100.000 Einwohner,
(SurvStat, 2014).

C. botulinumist im Erdboden sowie im Bodensediment von Meenad Seen weit
verbreitet. C. botulinum Typ E findet sich vor allem in kontaminiertem Fisoder
MeerestierenC. botulinumTyp A und B in Gemuse- oder Fleischprodukten (Amous,
2005). Da es sich bei den genannten Keimen umt sdnkerob wachsende Bakterien
handelt, stellen vor allem nicht kommerziell hetghte Konserven, wie z. B.
Kesselkonserven, ein Risiko fur den Verbraucher Alsrbesondere Form des Botulismus
wird der so genannte ,Sauglingsbotulismus® besblerne Im Gegensatz zur Erkrankung
von Erwachsenen, die typischerweise durch die Aufr& des bereits toxinhaltigen
Lebensmittels verursacht wird, kbnnen Sporen @obotulinumim Darm von Sauglingen
auskeimen und dort Toxin bilden (Midura, 1996). adtse fir den S&uglingsbotulismus ist
haufig Honig, der als Naturproduki. botulinumSporen enthalten kann (Arnon et al.,
1979, Midura et al., 1979; Fenicia et al., 1993skw et al., 1997).

Auch veterinarmedizinisch kar®. botulinumvon Bedeutung sein. Dabei sind vorrangig,
aber nicht ausschlie3lich die Toxintypen C und D \Bedeutung. Das Auftreten des
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akuten Botulismus wurde u.a. bei Rindern, Schakigeln und Pferden beschrieben
(Selbitz, 2010).

Seit Mitte der 1990 Jahre wird von einer weitererarikheitserscheinung bei Rindern,
dem sog. ,chronischen® oder ,viszeralen" Botulismioerichtet. Dabei handelt es sich um
ein wissenschaftlich nicht gesichertes Krankhdidsbimit bislang nicht abschliel3end
geklarter Ursache. Diskutiert wird neben einem ifaktoriellen, klinischen
Krankheitsgeschehen eine Toxicoinfektion n@t botulinum bei der es zu einer
Besiedelung des Darmtraktes der Rinder mit anddlfider Toxinproduktion kommen
soll. Ein eindeutiger wissenschaftlicher Nachwess Beteiligung vorC. botulinumliegt
bislang nicht vor (Selbitz, 2010; BfR, 2012, Benama2012).

1.1.3  Weitere pathogene Clostridien

Eine weitere Gruppe von Clostridien wird zwar alsnanpathogen eingestuft, ob eine
Ubertragung uber Lebensmittel allerdings entlangladensmittelkette eine Rolle spielt
und welche Symptomatik beim Menschen ggf. ausgelsd, ist derzeit unbekannt.
Tatsache ist jedoch, da€s haemolyticumC. septicumC. novyiund C. chauvoein der
Veterinarmedizin bei einigen Tierarten (insbesoad@iederkduern) Uber das Futter
aufgenommen werden und dann tber Schleimhautlasiemsveder im Maulbereich oder
im Magen-Darmtrakt in den Organismus eindringen siwh anschlieRend im Korper
verteilen, vermehren und unterschiedliche Krankhdder hervorrufen kénnen (Tabelle
2).

Tabelle 2: Ubersicht tUber die veterinarmedizinisetevantenClostridium spp. (nach
Selbitz, 2010)

Spezies Gasbtdeminfektion Enter_o_toxamle/ Neurotoxikose
Enteritis

C. chauvoei Rauschbrand

C. septicum Pararauschbrand Labmagen-
pararauschbrand
C. novyi A malignes Odem ||
C. novyi B Deutscher Bradsot
(nekrotisierende
Hepatitis)
C. perfringens Gasbrand, verschiedene Formen
Wundgastdeme
C. botulinum Botulismus
C. tetani Tetanus
C. colinum quail disease (ulcerative

Enteritis der Wachtel)
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Tabelle 2: (Fortsetzung) Ubersicht Uber die vetariredizinisch relevante@lostridium
spp. (nach Selbiz, 2010)

Enterotoxamie/

Spezies Gasddeminfektion e Neurotoxikose
Enteritis

C. spiriforme Enterotoxamie des
Kaninchens

C. difficile verschiedene Tierarten

C. piliforme Tyzzer's Disease

C. difficile wurde im Jahr 1935 aus dem Darm eines gesundegliigjaiisoliert und galt
danach lange Zeit als Kommensale und Umweltkontanten aber nicht primar als
Krankheitserreger. Seit den 1970er Jahren setatk allerdings immer mehr die
Erkenntnis durch, das<. difficile Durchfallerkrankungen in Zusammenhang mit
antibiotischer Behandlung verursachen kann. InzvasqiltC. difficile als bedeutendster
Erreger nosokomialer Durchfallerkrankungen (Ackatrma2004). Man schéatzt, dass der
Erreger fur 15 — 20% der Félle von antibiotikaageder Diarrhoe (AAD) und fur Gber
95% der Falle von pseudomembrandser Kolitis veraritiwwh ist (Bartlett, 2002).
Allerdings wurden in den vergangen Jahren auch &Brim sog. ,community-
associated/acquired infections® bei Personen bedmn, bei denen vor
Erkrankungseintritt weder eine antibiotische Belhangl noch ein Krankenhausaufenthalt
stattgefunden hat. Aufgrund des Nachweises @ondifficile-Sporen auf allen Stufen
entlang der Lebensmittelkette und damit in verstdmen Lebensmitteln pflanzlichen und
tierischen Ursprungs sowie des oralen Ubertraguagew stellen mitC. difficile
kontaminierte Lebensmittel eine mogliche Infektigmslle fur den Menschen dar (Gould
und Limbago, 2010). Ein weiterer Hinweis daraussia. difficile méglicherweise zu den
lebensmittelibertragenen (fakultativ) pathogenekrirganismen zahlt, ist die Tatsache,
dass die aus den unterschiedlichen Lebensmittédmzdichen und tierischen Ursprungs
isolierten C. difficileeStamme Ribotypen angehdren, die regelmalig auch be
menschlichen Erkrankungen beobachtet werden. Insofst es im Sinne des
vorbeugenden gesundheitlichen Verbraucherschutzesneell zu wissen, tber welche
Wege toxinbildend€. difficile-Stamme ggf. in Lebensmittel eingetragen werdemkin
Es ist denkbar, dass die Dingung mit Garresten 8&isgasanlagen einen
Ubertragungsweg darstellt. Auch bei Tieren bestielstRisiko einer Erkrankung dur€h
difficile (Tabelle 2). Verschiedene Tierarten kbénnen betrofein (u.a. Rinder, Pferde,
Schweine, Hunde, etc. Songer, 1996).

1.2 Stand des Wissens: Vorkommen der untersuchten
Krankheitserreger in Biogasanlagen

Einige Biogasanlagen dienen der Aufbereitung woa. Klarschlamm als Ruckstand der
aeroben Reinigungsschritte der Abwasserreinigunglen Belebtschlammbecken von
Klaranlagen sowie zur Weiterbehandlung von Gillero8peiseabféllen. Klarschlamme
sind wie auch Giulle oder Speiseabfélle reich aramisgher Substanz und eignen sich
daher gut zur Biogasgewinnung (Fritzsche, 1998;hBu@007). Des Weiteren kann in
Biogasanlagen aber auch pflanzliches Substrat (zndghwachsende Rohstoffe), das

25



Einleitung

explizit zur Biogasgewinnung angebaut wird, ggf. @o-Vergarung mit zur
Energiegewinnung genutzt werden. Das Substratjrd&ogasanlagen verwendet wird,
ist nicht keimfrei und kann je nach Zusammensetzamgh unterschiedliche pathogene
Mikroorganismen enthalten. Insbesondere Uber Gadlieen Erreger, die ubiquitar in der
Umwelt verbreitet sind (wie z. B. sporenbildendekMbrganismen), in die Biogasanlage
eingetragen werden. Wissenschaftliche Studien zuenhalten derartiger pathogener
Mikroorganismen in Biogasanlagen liegen nur wenwm, die meisten Arbeiten
konzentrierten sich auf das Verhalten phytopathegéfikroorganismen. Auch aufgrund
der eingeschrankten Datenlage sind Biogasanlagdarimergangenen Zeit immer wieder
in den Fokus der Offentlichkeit geraten. Es wirdfiibehtet, dass sich pathogene
Mikroorganismen im Garsubstrat der Biogasanlagermehren und es danach durch
Ausbringung der Garruckstande in der Umwelt zu re@@efdhrdung der Gesundheit von
Mensch und Tier kommen koénnte.

Biogas entsteht als Endprodukt eines komplexen, rshgigen, anaeroben

Abbauprozesses organischer Substanz (,anaerobedigation”). Dieser Prozess findet
naturlicherweise in sumpfigem Boden und in SuRwasskmenten statt, aber auch in
Reisfeldern oder im Pansen von Wiederkauern. Dieséinung von Glucose zu Biogas
folgt der Summengleichung:

CoHy,0s — 3CH, +3C0,

Die Umsetzung organischer Substanz zu Biogas érfudgh Boyle (1976) nach der
allgemeinen Gleichung:

b ¢ d e
CaHbOCNdSe-l— (a—Z—§+3z+§>HZO -
a b c d e a b c d e
(§+§—Z—3§—Z)CH4+(§—§+Z+3§+Z>C02+dNH3+€HZS

Diesem Abbau liegt eine komplexe, mehrstufige Psskaskade zu Grunde, die unter
Sauerstoffabschluss (anaerob) ablaufen muss. Etadligrte Beschreibung hierzu findet
sich z.B. in Bauer et al. (2009) oder im Prozesstidgiogas (Schieder et al., 2010).
Dabei werden die Polymere der organischen Ausgabg&mz zunachst durch wohl meist
bakterielle Enzymsysteme zu Oligo- und Monomererrblysiert. Diese primaren
Abbauprodukte werden tber zwei bis drei StufenisBhth zu Methan und Kohlendioxid
verstoffwechselt. Methanbildende Archaeen koénnerigleh Wasserstoff (b,
Kohlendioxid (CQ), manche auch Essigsaure (GEOOH) verwerten. Sie sind daher
aufs engste mit den sekundaren Garern in Biofilmengesellschaftet, die aus primaren
Garprodukten Wasserstoff, Kohlendioxid und Essigsaerzeugen. Die Intermediate-
oxidierenden Bakterien sind wiederum darauf angesvie dass der entstehende
Wasserstoff von den methanogenen Archaeen verkdrawdhd, da hohe H
Konzentrationen zur Autoinhibition fuhren (Faulstiet al., 1995; Schink, 1997; Fritsche,
1998; Schink, 2006, Fuchs2007; Deta, 2007). Die Methanogenese kann im
psychrophilen Temperaturbereich (< +25°C), im mégep Temperaturbereich (+30 -
+40°C) oder im thermophilen Temperaturbereich (B35 ablaufen. Je héher die
Prozesstemperatur, umso schneller erfolgt die Bioigung und umso geringer ist
typischerweise die Verweildauer des Substrats imkiRe. In den meisten Biogasanlagen
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wird im mesophilen Temperaturbereich zwischen +38 #42°C gearbeitet (Ba, 2007;
Faulstich, 1995; Fritsche, 1998; Anonymus, 2007RFR014).

1.2.1  Vorkommen und Verhalten von EHEC in Biogasanlagen

Glulle oder andere nicht zum Verzehr bestimmtesidie Nebenprodukte (Material der
Kat. 2 oder Kat. 3), die als Garsubstrat in Biogésgen verwendet werden, kdnnen
verschiedene Viren, Bakterien, Pilze und ggf. Dsiaglien von Endoparasiten (Wurmeier
oder Zysten) in unterschiedlichen Konzentrationenthaten, auch pathogene
Mikroorganismen. Gerade nach dem EHEC-Ausbruch eutfchland wurde haufig

dariber spekuliert, inwieweit der Erreger in Biayadagen Uberleben bzw. sich dort ggf.
auch vermehren und ein Krankheitsgeschehen austasen

Wissenschaftliche Daten zum Vorkommen und zur ¢hemsfahigkeit von STEC/VTEC
in Biogasanlagen sind allerdings kaum vorhandeneilrer niedersachsischen Studie
konnten in keiner von 105 Substrat- und Garresgmohus 15 Biogasanlagen EHEC
nachgewiesen werden (Breves, 2012). Wenige weitateraturstellen, die hierzu
verfluigbar sind, beziehen sich haufig auf Versudhie,in vitro unter Laborbedingungen
durchgefuhrt wurden (u. a. Sahlstrom et al.,, 20@)zielte Untersuchungen liegen zu
anderen pathogenen Erregern, wie z.SBImonellaSenftenberg vor, welcher auch als
Hygieneindikator genutzt wird. Die Konzentrationnv8almonellaSenftenberg nimmt
schon bei kurzer Verweildauer in einer BiogasanlaigeDies geschieht sehr effizient bei
thermophilem Betrieb (55 - 60°C; Froschle et aQ12 Marin Pérez et al.,, 2012). Da
STEC/VTEC bisherigen Untersuchungen zufolge empéhdr gegentber den
Bedingungen in der anaeroben Vergarung in einegd&ianlage sind a8 Senftenberg,
geht man davon aus, dass es auch schneller zuRauerktion des Erregers im Verlauf
des Biogasprozesses kommt (Hoferer, 2001; GodfnekRarrell, 2005, Wagner et al.,
2009). Diese Vermutung sollte im Rahmen der vodieten Studie bestatigt oder
widerlegt werden.

1.2.2 Vorkommen und Verhalten pathogener Clostridien in Bogasanlagen

Pathogene und apathogene Vertreter des Ge&Hastridium sind im Gegensatz zu

STEC/VTEC strikte Anaerobier. Unter bestimmten Bedingen kdnnen sie sich im

anaeroben Milieu rapide vermehren. Sie sind inLdge, hitzeresistente Sporen zu bilden,
wodurch sie einige HygienisierungsmalRnahmen wie. PBsteurisierung Uberstehen
kénnen. Da die Sporen potentiell human- und tidwpgener Vertreter des Genus
Clostridiumubiquitér in der Umwelt verbreitet sind, muss angheinem entsprechenden
Eintrag in den Biogasprozess gerechnet werden. Dessatigt auch eine Studie von
Kohler (2011).

Daneben stellte die Diskussion um das wissensatiaftiicht gesicherte Krankheitsbild
des ,chronischen” oder ,viszeralen* Botulismus IiEndern (s. 1.1.2) einen weiteren
Anlass dar, Untersuchungen €u botulinumin Biogasanlagen anzustrengen. Als eine der
maoglichen Ursachen fir dessen Auftreten wurde &artamination von Futtermitteln
mit Tierkadavern sowie eine Anreicherung von togioen Clostridien in Garprodukten
von Biogasanlagen diskutiert (Braunig, 2012a). Ined¥n wurden wiederholt
Behauptungen geaul3ert, Biogasanlagen triigen zbirditemg vonC. botulinumbei (z.B.
Bohnel und Gessler, 2010).
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Die meisten der bisherigen Untersuchungen erbractdgegen keine konkreten Hinweise
auf ein Vorkommen krankheitserregender Clostridider den natirlichen Hintergrund
hinaus oder auf eine Vermehrung in landwirtschaftjenutzten Gargemischen (Tebbe et
al., 2007). Bei einer Studie aus dem Jahr 2011,dbeil05 Proben der Substrate und
Garprodukte aus 15 niedersachsischen Biogasanlagersucht wurden, konnt€.
botulinumnicht nachgewiesen werden (Breves, 2011; Brev&k2)2 Eine Studie im Jahr
2010 wiesC. botulinumzwar vereinzelt in den Substraten, aber nur inr€séen einer
einzelnen Biogasanlage nach (Kdhler, 2011). Imeselbabor wurden in einem weiteren
Untersuchungszeitraum (1990 — 2012) 5 von 74 umtbten Garresten positiv adf.
botulinumgetestet (Kohler, 2012). Das Auftreten konnte in deeisten Fallen mit dem
Einsatz verdorbener Substrate (z.B. Silagen, Leb#ted) in Verbindung gebracht
werden.

Auch andere Studien kamen zu der Einschéatzung, diss®isiko einer Ausbringung des
Keims mit dem Garrest aus Biogasanlagen auf lansiehiaftliche Flachen geringer ist als
bei der Ausbringung unbehandelten Materials (GUlEggge, 2010; Dohrmann et al.,
2011; Eikmeyer et al., 2013). Bagge et al. (20kd)riten ebenfalls in Biogasanlagen, die
pasteurisierte tierische Nebenprodukte aus Scldesikh als Substrate einsetzen, keine
pathogenen Clostridien nach der anaeroben Vergdmuhgn. Auch die Konzentration der
Clostridiumspp. ging wahrend der in dieser Studie untersudAtezesse zurlck. In einer
Studie von Lebuhn und Wilderer (2006) blieb die Kemtration vonC. perfringensim
Durchlaufen einer Pilotbiogasanlage mit kombiniemeso- und thermophiler
Betriebsweise praktisch unverandert.

Diese Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass wehle kVermehrung potentiell
pathogenecClostridiumspp. in Biogasanlagen stattfindet. Allerdingsdigt Datenlage vor
allem unter Berticksichtigung einer eventuellen mbgenen Verteilung der Erreger im
Probenmaterial noch nicht ausreichend, um ein dle€andes Urteil fallen zu kdnnen.
Insgesamt ist der Kenntnisstand nach EinschatzesgBfR noch sehr lickenhaft und es
besteht weiterhin Forschungsbedarf (Braunig, 2012b)

1.3  Zielstellung

Da der Kenntnisstand zum Vorkommen und insbesorzlareVerhalten von EHEC und
pathogenen Clostridien in Biogasanlagen noch umchead war (s. 1.2), sollte im
vorliegenden Projekt eine bessere Datengrundlagielbaut werden, die eine
Einschatzung des Risikopotenzials bei der Vergaramgntuell auch kontaminierter
Einsatzstoffe in Biogasanlagen fir die Gesundhmit Mensch und Tier ermoglicht.

Dazu wurden die folgenden Ansétze verfolgt:

1.3.1 Screening in bayerischen Demonstrationsbiogasanlage

Die Einsatzstoffe, Fermenterinhalte und Garproduegerischer Demonstrationsanlagen
sollten reprasentativ auf Krankheitserreger (ingshdsre auf EHEC und pathogene
Clostridien) untersucht werden, um eine moglichebv&tung dieser Mikroorganismen in
bayerischen Biogasanlagen zu analysieren. Die suntbungen sollten sich auf NawaRo-
Anlagen, teilweise mit Zusatz unterschiedlicher I&UIMist-Anteile, erstrecken. Dabei
sollte der Fokus auf Biogasanlagen mit vorwiegendensatz von Grassilage liegen, da
auch uber den Eintrag von Bodenanteilen eine Koint@ion maglich ist.

28



Einleitung

Die Probenahme oblag dem Institut fir Landtechmild @ierhaltung (ILT) der LfL. Die
Untersuchung der gezogenen Proben erfolgte paralleich die Abteilung fur
Qualitatssicherung und Untersuchungswesen (AQU)Lfleund durch das LGL.

1.3.2  Screening in veterinar-/abfallrechtlich GberwachtenBiogasanlagen

Screeninguntersuchungen, wie in 1.3.1 beschriebeliten auch fir Einsatzstoffe, die
Fermenterinhalte und die Garprodukte von mit Sdiiafallen bzw.
Kichenabfallen/Speiseresten betriebenen K 2- bzw3-Biogasanlagen durchgefihrt
werden. Die Probenahme oblag dem LGL.

1.3.3 Keimtragerversuche in Labor-Biogasanlagen

In Labor-Biogasanlagen der LfL sollte das VerhaltenFermenter in Abhangigkeit der
Temperatur (38°C bzw. 55°C), der Zeitdauer und serd®arameter wie z. B. dem
Ammoniakgehalt untersucht werden. Dazu solltenreqggine Vertreter von EHEC ud
botulinum in Keimtrdgern in den Prozess eingebracht werdElirerbei sollten
insbesondere Erkenntnisse zur Hygienisierungshajsiles Biogasprozesses gewonnen
werden, d.h. zum Potenzial, bestimmte kritischenKineitserreger zu reduzieren.

1.3.4  Kalkulation der Erreger-Reduktion im Modell ein- und mehrstufiger ideal,
gleichméRig durchmischter Durchflussreaktoren

Bei Vergarung keimhaltiger Substrate kénnen auchvafidurchmischten Fermentern
Kurzschlussstrome auftreten, so dass die angegédheinaulische Verweilzeit nur einen
Anhaltspunkt zur tatsachlich erreichten, gesicimexerweilzeit geben kann. Im Einzelfall
kann deshalb nicht ausgeschlossen werden, dassEueper in Garrtickstanden von
Biogasanlagen vorhanden sind und im Wirtschaftsdiigpf. auf Felder ausgebracht
werden.

Anhand des Modells ein- und mehrstufiger ideal, ichimalig durchmischter
Durchflussreaktoren wurde eine theoretisch zu demde Reduktion der Erreger unter
Einbeziehung der in den Keimtragerversuchen erhgtte spezifischen dezimalen
Reduktionszeiten kalkuliert.
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2 Material und Methoden

2.1 Prozessdaten und Substratzusammensetzung der untechten
bayerischen Pilot-Biogasanlagen

2.1.1  Screening der gesamten Prozesskette ausgewahltepgas-Anlagen

Zur Untersuchung der gesamten Prozesskette auAmieesenheit von EHEC un@.
botulinumwurden 8 Praxis-Biogasanlagen ausgewahlt. Der 8&ghwnkt lag auf Anlagen,
die einen hohen Anteil an Grassilage einsetzerseDiaurden im Rahmen der Projekte

* Monitoring und Dokumentation von Praxis-Biogasaelagum die Marktibersicht
zu bewahren (Ebertseder et al. 2012)

* Nutzung von Grunland zur Biogaserzeugung — TeigkiojBetriebs-Monitoring
Biogasanlagen (Kissel et al., 2012; Kissel et2411,3)

durch die Bayerische Landesanstalt fir LandwirtEchm Institut fir Landtechnik und
Tierhaltung (LfL-ILT) kontinuierlich durch Monitong verfahrenstechnischer, chemischer
und physikalischer Kenngro3en (u.a. Temperaturatagse, FOS/TAC, Ammonium-
Stickstoffgehalt (NHN)) untersucht. Tabelle 3 gibt die Prozessparametstallierte
elektrische Leistung, Anzahl der Prozessstufen, pegaturbereich, Raumbelastung (RB)
und  Ammoniak-Stickstoff ~ (NBN)  der  beprobten Biogasanlagen im
Untersuchungszeitraum an. Der NN-Gehalt wurde anhand des Messwertes flig-NH

in Abhangigkeit von Temperatur und pH-Wert kalkrtlie

Tabelle 3: Prozessdaten zu den untersuchten Binlgasan

PB14 PB15 PB16 PB17 PB18 PB19 PB20 PB21
Leistung [kWel.] 80 240 250 265 250 147 100 625
Prozessstufen 2 1 2 2 1 2 2 2
Temperatu*r [°C] 39/ 38 42 42/ 37 44/ 52 42 48-50 42-43 45-46
NHs-N [ mg: kgen ] 142 264 198 1246 256 292 761 173
RB” [gkgoTS m*.d™"| 23 4,8 5,4 4,1 3,1 1,4 1,5 4,0
Hydraul. Verweizelt [d] 53 63 48 72 63 130 107 44
Anzahl Beprobungen 1 1 1 3 4 4 4 4

’ Temperatur im Haupt-Fermenter/ im Nachgéﬁ in der ersten Prozessstufe (Haupt-Fermenter);Hfsthmass

Die Probenahme erstreckte sich i.d.R. auf alleestafer Prozesskette. Es wurden Proben
der prozentual Uberwiegend eingesetzten Substidikildung 1), der Fermenterinhalte
sowie der nachgeschalteten Prozessstufen (Nachgardlager) genommen. Die Proben
wurden vom landwirtschaftlichen Betrieb zum Labagekihlt transportiert und bis zur
weiteren Verarbeitung bei 4°C gelagert. Ruckstelyen wurden bei -20°C eingelagert.
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PB14 PB15 Rest

Rest

CCM: Corn-Cob-Mix, GMi: Gefliigelmist, GS: Grassit&agVS: Maissilage, RiGu: Rindergiille, RiMi: Rindeast)

Abbildung 1: Substratzusammensetzung der untersndibgasanlagen

2.1.2  Screening weiterer Proben aus Biogasanlagen

Untersuchungen auf EHEC ud botulinumwurden an 17 weiteren Proben durchgefuhrt.
Dabei waren ein separierter und getrockneter Gaaes der Vergarung von Pferdemist
(BGA1, Tabelle 4), 4 Fermenterinhalte und 12 Nachgahalte aus Biogasanlagen

enthalten, die nicht (BGA2 — BGAS) oder nur in d&@rgangenheit (PB 8, PB14-PB16)

durch das Monitoring von LfL-ILT begleitet wurdelmformationen zu Prozesstemperatur
und Substratspektrum kdnnen Abbildung 4 und folgenBrojekt-Berichten entnommen

werden:

* Wissenschaftliche Begleitung der Pilotbetriebe Bimgasproduktion in Bayern
(Effenberger et al., 2010; Bachmaier et al., 2011)

* Monitoring und Dokumentation von Praxis-Biogasaelagum die Marktubersicht
zu bewahren (Ebertseder et al. 2012)

Weiterhin wurden Einzelproben untersucht, die aksuedl laufenden Monitoring-
Projekten des LfL-ILT stammten (PB17, 18, 21 —28, Tabelle 4):

* Nutzung von Grunland zur Biogaserzeugung — TeigkiojBetriebs-Monitoring
Biogasanlagen (Kissel et al., 2012; Kissel et2411,3)

* Monitoring von Biogasanlagen - Diversifizierung définsatzstoffe und
Verfahrenstechnik (Streicher und Effenberger, 2013)
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Tabelle 4: Substratspektrum und ProbenherkunfEdezelproben aus Biogasanlagen

N : Prozess- Probenahme-Proben-
Nr. Kirzel Einsatzstoffe temperatur
°C] Datum Herkunft

1 BGAl MS, GS, GPS, RiGu, Pferdemist F:48, T: 70 29.11.2012 SGG

2 BGA2 MS, RiGU, SwWGU, Weizen-/Maiskorner, G48 17.12.2012 N

3 PB17 s. Abbildung 1 s. Tabelle3 17.12.2012 N

4 PB16 GS, RiMi, MS 41 17.12.2012 N

5 PB14 RiGu, RiMi, GS, MS 40 17.12.2012 N

6 PB15 GS, MS 42 17.12.2012 F

7 PB21 s. Abbildung 1 s. Tabelle3 17.12.2012 N

8 BGA3 MS, RiGl, GS 48 17.12.2012 N

9 BGA4 SwGl F:53,N:35 17.12.2012 F

10 BGA4 SwGU F:53,N:35 17.12.2012 N

11 PB18 s. Abbildung 1 s. Tabelle3 17.12.2012 F

12 PB8 MS, GS, GPS, RiGi, CCM 41 23.10.2013 N

13 PB22 RiGu, MS 53 23.10.2013 F

14 PB23 SwGl, MS 53 23.10.2013 N

15 PB24 Zuckerhirse, GS, Zuckerschnitzel, u.a. 42 23.10.2013 N

16 PB25 RiGU, MS, GS, Zuckerrtiben, GeSc, GPS 40 23.10.2013 N

17 BGAS5 MS, RiGl, GPS 52 23.10.2013 N

BGA: Biogasanlage, CCM: Corn-Cob-Mix, F: Haupt-Fenter, GeSc: Getreide-Schrot, GPS: Ganz-
pflanzensilage, GS: Grassilage, MS: Maissilage\Nathgéarer, PB: Pilotbiogasanlage, RiGu: Rindergtille
RiMi: Rindermist, SGG: separierter und getrockn&@érrest, SwGu: Schweinegulle, T: Garresttrocknung

2.2 Kultivierungsverfahren flr Bakterien

2.2.1  Kultivierungsverfahren fur STEC/ EHEC/ EPEC

Das Kultivierungsverfahren fur Bakterien der Grug¥eC/ EHEC/ EPEC wurde von der
entsprechenden Methode des LGL Ubernommen unddikmvendung an der LfL (z.B.
Quantifizierung) erweitert und angepasst.

Der Kultivierungsablauf besteht aus 3 Abschnittéblildung 2; in Anlehnung an:
Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren n&hl8GB: BVL L 07.18-1:2002-
05): einer Voranreicherung und einer Anreicherung modifizierter Tryptose-Soja-
Bouillon (mTSB, Tabelle 5) und einem Parallel-Aus$t auf kommerziell erhéltlichen
Nahrboéden (Endo-Agar und Miller-Hinton-Agar).
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Probe
*25¢g

4 ¥

Voranreicherung

* 9X MTSB
+ Novobiocin [20pgmLY]
» aerob, 6 h, 37°C

¥ ¥

Anreicherung

* 4 X mMTSB
* aerob,16-18 h, 37°C

¥ 4

Ausstrich

* Endo-Agar
» Muller-Hinton-Agar
 aerob, 24 h, 37°C

Abbildung 2 Kultivierungsablauf fir STEC/ EHEC/ E@REin Anlehnung an: Amtliche
Sammlung von Untersuchungsverfahren nach 8§64 LFE3&: L 07.18-1:2002-
05)

Die Zutaten fir den mTSB (Tabelle 5) wurden bei iRemperatur gelost, der pH-Wert
wurde auf 7,3 eingestellt und die Lésung 15 min 121°C autoklaviert. Der Mdller-

Hinton-Agar (Sigma-Aldrich Co. LLC, USA) wurde nattersteller-Angaben zubereitet.
Endo-Agar-Platten wurden als Fertig-Nahrboden beadylerck KGaA, Deutschland).

Tabelle 5: Rezeptur des modifizierten Tryptose-Byaillon (mTSB; nach: Amtliche
Sammlung von Untersuchungsverfahren nach 864 LIBM&: L 07.18-1:2002-
05)

Hersteller Einwaage [g]

Tryptose Soja Bouillon Merck KGaMeutschland 30,0
Oxoid, Thermo Fisher

Gallensalz Nr. 3 Scientific Inc., USA 1.5
di-Kalium-HydrogenphosphatMerck KGaA Deutschland 1,5
deionisierte Wasser 1000,0

Fur die Voranreicherung wurden 225 pL Novobiociar®inlosung mit einer
Konzentration von 20 mgmL™ zu 225 mL mTSB zugegeben und 25 g Probe eingewogen
(Abbildung 2). Die Inkubation erfolgte aerob fur 6 (+ 1 h) bei 37°C auf dem
Schittelinkubator (Schittelfrequenz: 100 Hin
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Fur die Anreicherung wurde 1 mL der inkubierten &weicherungskultur zu 4 mL
frischem mTSB-Medium (ohne Novobiocin) gegeben. Bingeicherungskultur wurde 16
— 18 h bei 37°C im Schiittelinkubator bei einer Seiiequenz von 180 mihinkubiert.

Aus den inkubierten Anreicherungen wurden mit dempfbse zwei

Verdunnungsausstriche parallel auf Endo-Agar (Enuoho) auf Miller-Hinton-Agar (MH)

ausgefuhrt. Bei einzelnen Proben wurde zuséatzlighEmterohamolysin (EHLY)- und
Sorbitol-MacConkey (SMAC)-Agar ausgestrichen, urs Haltivierungsergebnis mit den
routinemaRig eingesetzten Agar-Platten abzugleicBea Inkubation der Agar-Platten
erfolgte bei 37°C flr 24h.

2.2.2  Kultivierungsverfahren fir Clostridium botulinum

Zur Kultivierung von C. botulinum wurde die Methode des Projektpartners LGL
Ubernommen (Abbildung 3, in Anlehnung an: Amtlich&ammlung von
Untersuchungsverfahren nach 864 LFGB: BVL L 06.60t288-12 bzw. DIN
10102:1988-06 (D) bzw. ISO/TS 17919:2013) und fiégr Anwendung an der LfL (z.B.
Quantifizierung) erweitert und angepasst.

Der Kultivierungsablauf gliedert sich in 2 StufeAnreicherung in Flissig-Medium

(TPGY, Trypticase-Peptone-Glucose-Yeast ExtractiBroabelle 6) und Parallelausstrich
auf Eigelb-Laktose-(EiL)-Agar (Heipha Dr. Muller Gd, Deutschland) und Blut-Agar

(Merck KGaA, Deutschland).

Probe
* 109

¥ ¥

Anreicherung

* 9 x TPGY
* Erhitzen: 60°C, 15 min
* anaerob, 3-4d, 30°C

¥

¥

* Eigelb-Laktose-Agar
* Blut-Agar
» anaerob, 3-4 d, 30°C

Ausstrich

Abbildung 3 Kultivierungsverfahren fu. botulinum (in Anlehnung an: Amtliche
Sammlung von Untersuchungsverfahren nach 864 LFB8BL L 06.00-
26:1988-12 bzw. DIN 10102:1988-06 (D) bzw. ISO/T®19:2013)
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Tabelle 6: Rezeptur des TPGY-Bouillon (hach: AnfidicSammlung von
Untersuchungsverfahren nach 864 LFGB: BVL L 06.60:288-12 bzw. DIN
10102:1988-06 (D) bzw. ISO/TS 17919:2013)

Hersteller Einwaage [g]
Merck KGaA Deutschland;

Pepton aus Casein Sigma-Aldrich Co. LLC, USA 50,0
Pepton aus Fleisch Merck KGaBeutschland 5,0
Hefeextald Vierck KGaA Deutschiand 20,0
Glucose Merck KGaADeutschland 4,0
Natrium-Thioglycolat Sigma-Aldrich Co. LLC, USA 1,0
deionisierte Wasser 1000,0

Die Zutaten des TPGY-Bouillon (Tabelle 6) wurdem Raumtemperatur gelost. Der pH-
Wert der Losung wurde mit 1 M Natrium-Hydroxid-Ldgu auf 7,0 eingestellt. Das
Medium wurde 15 min bei 121°C autoklaviert. EiL-Agand Blut-Agar wurden als
Fertig-Nahrboden bezogen.

Fur die Anreicherungskultur wurden 10 g Probennmteru 90 mL TPGY-Medium
eingewogen. Die Kulturen wurden mit einem Hitze48tl60°C, 15 min) zur Anregung
des Auskeimens sporulierter Zellen behandelt unthcla in Anaerob-Kultur-Behéltern
(System AnaeroJ8f, Oxoid oder BD GasPaK EZ, Becton-Dickinson Diagnostics)
unter Nutzung von Anaerob-Generator-Paketen beC3fft 3 - 4 d inkubiert. Die
inkubierten Kulturen wurden mit der Impfése in em¥erdinnungsausstrich parallel auf
EiL- und Blut-Agar aufgebracht und fiir weitere 8 d anaerob bei 30°C inkubiert.

2.2.3 Quantifizierung von EHEC bzw. C. botulinum tiber ein MPN-Verfahren

Zur Quantifizierung der in einer Probe enthaltetEC- bzw.C. botulinumZellen
wurde eine Most Probable Number (MPN)-Methode amgelet. Im Unterschied zur in
2.2.1 bzw. 2.2.2 beschriebenen Kultivierung, wudike Probe hierzu nicht unverdinnt,
sondern in 1:10-Verdinnungen in mTSB mit Novobio#® mg. mL") bzw. TPGY
eingesetzt. Die Anzahl der Verdunnungsstufen wundeh der erwarteten Zellzahl
ausgewahlt, wie hoch die lag, und betrug maximal (@6verdiinnt bis 18). Jede
Verdunnungsstufe wurde in Replikate (3 bis 5) zu@emL aufgeteilt. Jedes Replikat
jeder Verdunnungsstufe durchlief Teile des bzw. demamten Kultivierungsablauf (s.
2.2.1 bzw. 2.2.2) und wurde nach der Inkubation elezelnen Kultivierungsschritte
mittels qPCR untersucht (s. 2.5).

Die gPCR diente hierbei als Instrument zur qualiéat Bewertung der Ansatze als positiv
(wachstumsfahige Keime vorhanden) bzw. negativ ngkewvachstumsfahigen Keime
enthalten). Aus diesen Ergebnissen wurde die MPBr @n frei erhaltiches MPN-
Kalkulations-Excel-Spreadsheet der Freien UnivétrsBerlin ermittelt (Jarvis et al.,
2010).
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Diese Methodik kam bei der Quantifizierung im Rahnuer Keimtragerversuche zum
Einsatz (s. 2.6.3 bzw. 2.6.4).

Am LGL wurde zudem eine MPN-Quantifizierung va@n difficile/ C. novyiim Rahmen
des Praxisanlagen-Screenings durchgeftuhrt (s.)2.2.5

2.2.4 Getrennter Nachweis von vegetativen Zellen und Spen beiC. botulinum

Eine Differenzierung von vegetativen Zellen und igpobeiC. botulinumerfolgte durch
die Aufteilung der Voranreicherungskultur in zweliquote. Vor der Inkubation wurde
das eine Aliquot (,S*) der TPGY-Kultur fur 15 minub60°C erhitzt (s.a. 2.2.2), wahrend
das andere Aliquot unbehandelt blieb (,V*). Der 2é#Schritt totet vegetative Zellen ab
und regt die Sporen-Keimung an. Beim S-Ansatz wirdieser Betrachtungsweise davon
ausgegangen, dass nur die Sporen nachgewiesennw@&elen V-Ansatz dagegen wird
davon ausgegangen, dass die vegetativen Zellen aextzeigen, wahrend die Sporen
aber weitgehend im sporulierten Zustand verharBan.dieser idealisierten Vorstellung
werden die wahren Werte der beiden Anteile moghwkese Uberschatzt, z.B. wenn
manche Sporen auch im V-Ansatz auskeimen. Die Riffiaerung kann daher nur als
grobe Naherung betrachtet werden.

Bei quantitativen Analysen (s. 2.2.3), die im Rahmdieses Projekts bei den
Keimtragerversuchen (s. 2.6.4) von Bedeutung wasemgde die Gesamtkeimzahl als die
Summe von Sporen und vegetativen Zellen ermittelt.

2.2.5 Kultivierungsverfahren fur weitere pathogene Clostidien

Unter dem Uberbegriff ,weitere pathogene Clostmdievurden folgende Vertreter
untersuchtClostridium difficile Clostridium perfringensClostridium novy; Clostridium
chauvoei Clostridium haemolyticunund Clostridium septicumMit Ausnahme vorC.
difficile wurden Untersuchungen auf diese Clostridien nut.&m durchgefuhrt.

Fur den Nachweis weiterer potentiell pathogeDlastridiumspp. wurde auf die Methodik
zuruckgegriffen, die im Rahmen eines Vorgangerpteg am LGL (47d-G7131-2009/20-
08) fur den Nachweis derartiger Erreger in unteestifthen Probenmaterialien entwickelt
wurde. Da auch geringe Konzentrationen ¥@movyj C. chauvoeiC. haemolyticunund
C. septicutmachgewiesen werden sollten, wurde ein Anreictgsverfahren eingesetzt.

Die Anreicherung erfolgte analog der Anreicheruog €. botulinum(s. 2.2.2) mit 10 g
Probenmaterial in 90 mL TPGY-Bouillon (Tabelle 8)ie Ansatze wurden bei 37°C mit
einer etwas verlangerten Inkubationszeit der TPGMu von 4 d (furC. novyj C.
septicum bzw. 7 d (furC. chauvoeiC. haemolyticuminkubiert. Anschliel3end erfolgte ein
Ausstrich auf Blut-Agar (Herstellung am LGL) bzwel&ktiv-Agar (bioMérieux SA,
Frankreich), der analog der Flussigkultur inkubveurde (Tabelle 7; Ziegler, 2013).
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Tabelle 7: Bebrutung der weiter@bostridiumspp.

Clostridiumspp. Bebritung Selektiv-Agar Hersteller
[d]
C. perfringens 1 Eigelb-Laktose Agar Heipha Dr. Muller GmbH,
TSC-Agar Deutschland
C. difficile 4 CDIF-Agar bioMérieux, SA, Frankreich
SCS-Agar bioMérieux, SA, Frankreich
C. novyi 4 SCS bioMérieux, SA, Frankreich
C. septicum 4 SCS bioMérieux, SA, Frankreich
C. chauvoei 7 SCS bioMérieux, SA, Frankreich
C. haemolyticum 7 SCS bioMérieux, SA, Frankreich

Fur den schwierig zu isolierendéh difficile wurde ein leicht abgewandeltes Verfahren
verwendet. Die Anreicherungskultur in TPGY-Bouill¢iiabelle 6) wurde nach dem
Erhitzungsschritt (s. 2.2.2) durch Zugabe von lagrocholsédure-Natriumsalz (Carl Roth
GmbH + Co. KG, Deutschland) und 36 pL C.D.M.N.-&elsupplement €. difficile
Moxalactam-Norfloxacin, Oxoid, Thermo Fisher Scigot Inc., USA) modifiziert
(mTPGY; Ziegler, 2013). Nach 4 - 5 d anaerober bation bei 37°C wurde sie auf
CDIF-Agar und SCS-Agar ausgestrichen (Tabelle 7).

Abbildung 4 gibt einen Uberblick Uber den kombiteer kulturellen und
molekularbiologischen Nachweis der Ubrigen potdntreuman- und tierpathogenen
Clostridium spp.. Im Anschluss an einen positiven kultureliéachweis erfolgte eine
Quantifizierung mittels eines Most-Probable-Num@PN)-Verfahrens. Dieser Nachweis
eignet sich gerade bei den teilweise nur schwetivikelbaren Vertretern deClostridium
spp. besser fur eine Keimzahlbestimmung als einrf@obenverfahren. Als Medium
wurde auch hierfir entweder TPGY-BouillonC.( novy) oder TPGY-Bouillon,
supplementiert mit Antibiotikazuséatzen und Natritiaurocholat C. difficile) verwendet.

Der kulturelle Nachweis vog@lostridium perfringen®rfolgte anders als der Nachweis der
Ubrigen potentiell human- und tierpathoger@mostridium spp. nicht qualitativ, sondern

qguantitativ in Anlehnung an die ISO 14189:2013-Itteu Verwendung von TSC-Agar

bzw. bei einigen Proben unter Verwendung von Eigigittose-Agar (Tabelle 7). Sofern

vorhanden wurden die gewonnenen lIsolate mittelstirma-PCR bestétigt und weiter

differenziert (s.2.5.3.4).
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10 g Probenmaterial

v

90 mL Anreicherungsbouillon
(beiC. difficile mit Taurocholséure-Natriumsalz- und Antibiotikaza3a

}

Bebritung unter anaeroben Bedingungen béi
37°Cfur 4-7 Tage

gPCR nach DNA-Extraktion aus
der Anreicherungsbouillon

L % Ausstrich aus der Anreicherungsbouillon duf

Selektivagar und Blutagar

}

Bebritung unter anaeroben Bedingungen
37°Cfur 4-7 Tage

bei

gPCR von verdachtigen Kolonieiw

N7

Quantitative Bestimmung mittels MPN-
\erfahren

Abbildung 4: Ubersicht tiber das kombinierte kultierend molekularbiologische
Nachweisverfahren fir verschiedene, potentiell huniad tierpathogenen
Clostridiumspp.; * Fortfiihrung nur bei positivem gPCR-Ergebni

2.3  Aufbereitung der Kulturen fur die gPCR

Als Vorlage (Template) dienten Zellsuspensionen) (4 aus den Kultivierungsschritten
der inkubierten Voranreicherung, Anreicherung adks Ausstrichs gewonnen wurden (s.
2.2). Die Kulturen aus der Voranreicherung oder efeirerung wurden hierzu

abzentrifugiert und in einem aquivalenten VolumeltrdJPure-Wasser (MQ) aus dem
Milli-Q Plus Ultra-Pure Water System (Millipot®, USA) aufgenommen. ZS von

Ausstrichen wurden durch Aufnehmen von Zellmatemalkine geeignete Menge MQ

erhalten. Die ZS wurden durch Hitze (95°C, 5 mmgkitiviert und bis zu ihrem Einsatz in

die gPCR bei -20°C gelagert.

2.4 DNA-Extraktion

An LfL-AQU wurde aus TPGY-Anreicherungskulturen @iDNA-Extraktion mit dem
QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen GmbH, Deutschlgndurchgefihrt, wenn eine
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gPCR zur internen Amplifikationskontrolle (IAC,25.1.1 bzw. 2.5.2.3) aus der erhitzten
ZS (1:10-Verdinnung) inhibiert war.

Dazu wurden 1,8 mL der TPGY-Anreicherungskultueinem Reaktionsgefal? 5 - 10 min
bei 14.000 rcf abzentrifugiert. 1,6 mL vom Uberstanurden verworfen, so dass ein
Volumen von ca. 200 pL im Reaktionsgefal3 verbli2gas Pellet wurde resuspendiert und
entweder direkt fir die DNA-Extraktion eingesetdeofir 5 min auf 95°C erhitzt und auf
-20°C bis zur DNA-Extraktion gelagert.

Die DNA Extraktion mit dem QIAamp DNA Stool Mini Ki (Qiagen GmbH,
Deutschland) folgte dem Protokoll fir Stuhl-Probverch Hersteller-Angaben (,Isolation
of DNA from Stool for Pathogen Detection®). Der leySchritt wurde - wie fir Gram-
positive Bakterien vorgeschlagen - bei 95°C audyéfu

Am LGL wurden die Anreicherungen und ZS routinergafittels QIAamp DNA Stool
Mini  Kit (Qiagen GmbH, Deutschland) unter Verwenduneines DNA-
Extraktionsautomaten (Qiacube, Qiagen GmbH, Delasdh extrahiert. Eine thermische
Lyse wurde nur bei der Untersuchung von Isolatewcttyefiihrt.

2.5 Nachweis der Bakterien durch gPCR

Die fur den Nachweis von STEC/ EHEC/ EPEC und pghen Clostridien am LGL
etablierten qPCR-Systeme werden dort im Routingiegingesetzt (Kennzeichnung in
den folgenden Uberschriften: [LGL]). An der LfL wden die entsprechenden Systeme im
Projekt ,Entwicklung eines Schnellscreenings aufthBgene in landwirtschaftlich
relevanten Substraten” (K/11/08) z.T. neu entwickal evaluiert oder von den Systemen
des LGL abgeleitet und ggf. optimiert (Kennzeichgun den folgenden Uberschriften:
[LfL]). In den folgenden Abschnitten werden die zen Systeme kurz dargestellt.

25.1 gPCR-Systeme zum Nachweis der Gruppe der STEC/ EHHEPEC

2.5.1.1 Multiplex-qPCR-System zum Nachweis der Toxin-Gest&l( stx2), des Intimin-
Gens €aq und einer internen Amplifikationskontrollai@A) [LGL]

Am LGL wurde zum Nachweis von STEC ein Multiplex@fR-System nach Pavlovic et
al. (2010) verwendet, das auch in der Routinedisiiiaum Nachweis vostx], stx2und
eae aus unterschiedlichen Matrices in der Veterindnd uHumandiagnostik (u. a.
Rinderkotproben, humane Stuhlproben, Lebensmitietisthen und pflanzlichen
Ursprungs, Trinkwasser) eingesetzt wird (s. Tab8lleach Sharma et al., 1999 und
Pavlovic et al., 2010). Die real-time-PCR-Untersugen wurden mit einem
LightCyclef® 480-System (Roche Diagnostics, Germany) durchgefiitDie
Reaktionsbedingungen einschlie3lich des verwend&emperatur-Zeitprofils sind bei
Pavlovic et al. (2010) beschrieben.

Das Detektionslimit des beschriebenen real-time-8g&tem nach Pavlovic et al. (2010)
ist insbesondere auf dem verwendeten real-time-EBg&ker sehr niedrig, so dass aus den
Erfahrungen im Bereich der Veterinar- und Lebensidtagnostik bei hohen Ct-Werten
keine Isolation des Erregers mehr maoglich ist. Réskvurde auch bei den vorliegenden
Experimenten bei Signalen ab einem Ct-Wert ¥@8 ein Cut-off gesetzt, d. h. ab diesem
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Ct-Wert wurde am LGL kein Versuch einer Keimisalieg mittels DNA-Kolonieblot-
hybridisierung unternommen und die Proben als megatvertet.

2.5.1.2 Abwandlungen des Multiplex-gPCR-Systems zum Nacbwer Toxin-Gene
(stxl, st), des Intimin-Gense@a und einer internen Amplifikationskontrolle

(uidA) [LfL]

Im Unterschied zu dem in 2.5.1.1 beschriebenen t&nssch Pavlovic et al. (2010) wurde
an der LfL ein modifizierter Forward-Primer ,mVSZEingesetzt. Tabelle 9 zeigt die
Primer der vier gPCR-Nachweissysteme d$til, stx2, eae und uidA, die zusammen in
einem Multiplex-gPCR-Ansatz eingesetzt werden kdnne

Fur eine gPCR-Reaktion (25 pL) wurden 1-fach koteemer qPCR-Puffer, 6 mM
MgCl,, 200 uM dNTPs, jeweils 400 nM Primer und Sonden Sigsteme flistxd, stx2
und eae jeweils 100 nM Primer und Sonde des Systemsauidh, 1 U Platinum Tag-
Polymerase, 1 pL Z&. coli DSM 4509 und 2,5 pL Template eingesetzt (s.a. laB.
Das Temperaturprogramm setzte sich aus einer lenti®enaturierung von 2 min bei
94°C und 45 Zyklen bestehend aus 15 s Denaturieche1g94°C gefolgt von 60 s
Annealing und Extension bei 58°C zusammen.

Als Positivkontrolle wurde eine durch Hitze (95%Ciin) inaktivierte Zellsuspension des
EHEC-Stammed.GL 6901 (Serotyp O157/M verwendet, der vom Projektpartner LGL
aus einer Umweltprobe isoliert wurde und die viachezuweisenden Gene besitzt.

Als Template dienten ZS, die aus den inkubierteftufen der Anreicherung (s. 2.2.1)
mittels der in 2.3 beschriebenen Methode gewonnedemn.

Das Multiplex-gPCR-System von Pavlovic et al. (20i@urde fur die Analyse von
Stuhlproben etabliert. Die integrierte IAC weissda coli- und Shigellaspp.-spezifische
GenuidA der 3-Glucuronidase nach, das in Stuhlprobes smthanden ist. Da in diesem
Projekt auch andere Probenmatrices untersucht wesoléen (z.B. Maissilage), die u.U.
keineE. col-Bakterien enthielten, wurdgé. coli DSM 4509 als Template fur die interne
Amplifikationskontrolle (IAC) zugesetzt. So erziht auch Kulturen ohne natirlichEs
coli-Vorkommen ein positivegidA-qgPCR-Signal, sofern die IAC nicht inhibiert war.

2.5.1.3 Singleplex-gPCR-System zum Nachweis von Enterohgsimo(Ehly) [LfL]

In Tabelle 9 sind die Primer des gPCR-Nachweissystéiir das GerEhly (in der
Literatur z.T. auch alshx hly, E-hly, e-hlyAbezeichnet) gelistet. Fur eine gPCR-Reaktion
(25 pL) wurden 1-fach konzentrierter qPCR-Pufferm® MgCl, 200 pM dNTPs,
jeweils 400 nM Primer, 200 nM Sonde, 0,75 U Platinliag-Polymerase und 2,5 uL
Template eingesetzt. Die verwendeten Reagenziere sties qPCR-Bedingungen aller in
diesem Projekt verwendeten gPCR-Systeme von LfL-AQWd in Tabelle 8
zusammengestellt.

Das Temperaturprogramm setzte sich aus einer lenti®enaturierung von 2 min bei
94°C und 40 Zyklen bestehend aus 15 s Denaturieche1g94°C gefolgt von 