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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
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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.
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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 60 s
kombiniertem Annealing/ Extension bei 64°C zusammen

Als Positivkontrolle wurde eine durch Hitze (95%Ciin) inaktivierte Zellsuspension des
EPEC-Stammes LGL 38122 verwendet, der vom Projekipa LGL aus einer
Umweltprobe isoliert wurde und das Gehly besitzt (s. 2.6.3).
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Als Template dienten ZS, die aus den Kultivieruohsisten der inkubierten
Voranreicherung, Anreicherung oder des Ausstriohsanpnen wurden (s. 2.2.1). Diese
wurden der in 2.3 beschriebenen Vorbehandlung zogen.

Das Ehly-gPCR-System wurde an der LfL ebenso fie enachgelagerte IAC zur
Abklarung einer PCR-Inhibierung beC. botulinumTPGY-Kulturen (s. 2.5.2.3)
verwendet. Hierzu wurden 2,5 pL der auch als Ra@titrolle eingesetzten, Hitze-
inaktivierten Zellsuspension des EPEC-Stammes L8123 als Template in einer 40
Verdinnung verwendet. Dadurch wurden 506 Kopien@essEhly in den gPCR-Ansatz
eingebracht. Zuséatzlich wurden 2,5 pL einer 1:10eanung der gewaschenen TPGY-
Voranreicherungskultur hinzu pipettiert, die aufafRInhibition getestet werden sollte.
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Tabelle 8: gPCR-Reaktionsbedingungen der Nachwaimse fur STEC/ EHEC/ EPEC ufid botulinumder LfL

Organismus EHEC/EPEC C. botulinuni

Nachweis der Gengstx1, stx, eae| uid A | Ehly ntnH
Reagenz Hersteller Konzentration Einheit
10x PCR-Puffer - ohne Mgg&linvitrogenTM, Inc., USA 1x -
MgCl InvitrogenTM, Inc., USA 6 mM
dNTPs Thermo Fisher Scientific Inc., USA 200 UM
Primer, jeweils biomers.net GmbH, Deutschlang 400 100| 00 4 600 nM
Sonde, jeweils biomers.net GmbH, Deutschlangl 400 100 0 20 400 nM
Platinum-Tag-Polymerase InvitrogenTM, Inc., USA 0,75 0,75 U (25 uL)’1
PCR-Schritt Dauer Temperatur Einheit
Intiale Denaturierung 2 min 94 °C
Denaturierung 15s 94 °C
Annealing + Extension 60 s 58 64 | 55 °C
Zyklenanzabhl - 45 40 -

USPOYIBIN pun [euale
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Tabelle 9: gPCR-Nachweissysteme fir STEC/ EHEC/EPE

Bezeichnung Amplikon Sequenz (5'->3") Lange GC Th Quelle
[op] (] [%] [°C]

stx1-VS1-F 87 CAT AGT GGA ACCTCACGACGCAGT 24 54,2 4,6 Sharma et al. (1999)

. . LfL - dieses Projekt
stx1-mVS1-F 87  CAT AGY GGA ACC TCA CTG ACG CAG T g5 MN-520 min. €46 0 et nach

max. 56,0max. 66,3
Sharma et al. (199

stx1-VS2-F TTT GCC GAA AAC GTA AAG CTT CA 28 39,1 57,1 Sharma et al. (199
stx1-VS3-¢ FAM - TGT GGC AAG AGC GAT GTT ACG GTT TGBBQ 2€ 50,C 64,6 Sharma et al. (199
stx2_for: 114 GTT TCC ATG ACA ACG GAC AGC A( 23 52,2 62,2 Pavlovic et al. (201!
Stx2_rev. GTG ACGACT GATTTG CAT TCC G 28 52,2 62,2 Pavlovic et al. (201!
Stx2_rev2 ACG CCC AAT CTG CAT CcCcC 1¢ 57.¢ 58,6 Pavlovic et al. (201!
stx2_t_p: TEX - CAA CGT GTC GCA GCG CTG GAA CBBQ 2z 63, 65,6 Paviovic et al. (201!
Stx2_t p. TEX - ACA GCG AAT CGC AGA TCT GGA ACBBQ 23 52,2 62,2 Pavlovic et al. (201!
eae_t for 107 TCGTGT CTG CTA AAA CCG CGG Al 23 56,5 64,2 Pavlovic et al. (201!
eae_t_rev TTG TCT TAT CAG CCT TAA TCT CAC 24 37 57,6 Pavlovic et al. (201!
eae_t p YAK - TTG TTG ATC AAA CCA AGG CCA GCA -BBQ 24 45¢ 61,( Pavlovic et al. (201!
eae t p YAK - TTG TTG ATC AAA GCA AGG CTA GTA BBQ 24 37, 57,6 Pavlovic et al. (201!
UidA-784F 82 GTG TGA TAT CTA CCC GCT TCG 22 54 62,1 Frahm und Obst (20C
UidA-866F AGA ACG GTT TGT GGT TAA TCA GG/ 24 417 59,5 Frahm und Obst (20C
UidA-S-EC80° LC670 - TCG GCA TCC GGT CAG TGG CAG TBBQ 22 63,€ 65,6 Frahm und Obst (20C
Ehly-F 227  AAT AAT CTG GGA AAA GCC GGA ACA GT 26 42,3 & LfL - dieses Projekt
Ehly-R AAA TGA GCC AAG CTG GTT AAG CTG 24 45,8 61,0 LfLdieses Projekt
Ehly-S FAM - TTC TCA GCA ATT CAT CAA GAG CCA TGC C BHQ-1 2€ 46,4 65,1 LfL - dieses Projel

BBQ: BIackBerrf?D Quencer, BHQ-1: Black Hole Quen%er , FAM: 6-Carboxyfluorescein, LC670: LightCyc(?eRed 670 , TEX: Texas RedYAK: Yakima Yelow”
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Tabelle 10: gPCR-Nachweissysteme@ubotulinum(Teil I: Nachweis der Gengtnh bontA, bontB, bonfE undbontF)

Bezeichnung Amplikon Sequenz (5->3") Lange GC Tm Quelle
[op] (n] [%6] [°C]

min. 9,4 min. 52,8 . .
ntnH-9a-F 219  AAT TTC WCT TAT YAR TAA AAA AGA HAA THTAA 32 LfL - dieses Projekt

max. 21,9max. 58,0

min. 23,1 min. 53,8 . .
ntnH-2c-R GCC ATA CAA ATY ARW TCR AAA TAY TG 26 LfL - dieses Projekt

max. 38,/ max. 60,

min. 32,1 min. 59,3 . .
ntnH-2d-S FAM - TAG ATC ART GGT GGA CWS AAT ATT ATA G BHQ-1 28 LfL - dieses Projekt

max. 35,7 max. 60,7
CBOT A fw 11z TCT TAC GCG AAA TGG TTA TG(C 21 42, 55, Messelhdul3er et al. (200
CBOT Are TGC CTG CAC CTA AAA GAG G/ 2C 50, 57,5 Messelhdul3er et al. (200
CBOTA ¢S HEX - TGG TTT TGA GGA GTC ACT TGA A BHQ-1 2z 40,¢ 56, MesselhauRer et al. (200
CBOT B fw 1a¢ GGA GAA GTG GAG CGA AAA A 1€ 474 54t Messelhdul3er et al. (200
CBOTBdegfw 120 AGG AGA AGT GGA GCG RAA A 19 MN-A7A M35 6 cey isorTs 17010:2014-03

max. 52,6 max. 56,7
CBOT Bre TTC CCT TGA TGC AAA ATG AT 20 35,0 51,2 Messelhduler et al. (2007a)
2-CBOT B fw 128 TAA TCC AGG AGA AGT GGA GC 20 50,0 57,3 flL- dieses Projekt
2-CBOT Bre CCT TCC CTT GAT GCA AAATGA T 22 40,9 56,5 flL- dieses Projekt
CBOTB ¢ FAM - CCT GGG CCA GTT TTA AAT GA BHQ-1 2C 45, 55,5 Messelhduler et al. (200
CBOT E fu 10z TCA GCA CCT GGA CTT TCA G/ 2C 50,C 57,5 Messelhdulier et al. (200
CBOT E re CAT GTT GTT CTATAT CAC TTGTTC C/ 2€ 34 58, Messelhdulier et al. (200
CBOTE ¢ FAM - TCC AAA ATG ATG CTT ATA TAC CAA AA - BHQ-1 2€ 26,¢ 55,5 Messelhduler et al. (200
CBOT F fw 116  ATA CGG GGC TAG GGG AGT TA 20 55,0 59,4 Messelhdul3er et al. (2007a)
CBOT Fre AAA TCC TGA CCT CCA AAG GTT 21 429 55,9 MetsriRer et al. (2007a)
CBOTFS HEX - CCG AAA AAC CCA TAA GGC TA -BHQ-1 20 45,0 55,3 MesselhauRer et al. (2007a)
puUC_19 fw 11¢€  TGT GAA ATA CCG CAC AGA TC 2C 45 55,2 Messelhdul3er et al. (200
pUC_19 r AGC TGG CGT AAT AGC GAA ( 1¢ 52,¢ 56,1 MesselhauRer et al. (200
puC 19 !¢ ROX - GAG AAA ATA CCG CAT CAG GC -TAMRA (od. -BHQ-2)  2C 50, 57,5 Messelhdul3er et al. (200

BHQ-1 und -2: Black Hole Quenc®e& und 2, FAM: 6-Carboxyfluorescein, HEX: Hexacblfiuorescein, ROX: 6-Carboxyl-X-Rhodamine
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Tabelle 11: gPCR-Nachweissysteme @urbotulinum(Teil II: Nachweis der GenleontC undbontD)

Bezeichnung Amplikon Sequenz (5'->3") Lange GC Tm Quelle
[bp] [nt] [%] [°C]
'CBOT C fu 12¢ GGC ACA AGA AGG ATT TGG TC 2C 50,C 57,2 Ziegler, 201
'CBOT C ¢ TTG GAT CCA TGC AAA ATT CA 2C 35,C 51,2 Ziegler, 201
'CBOT C ¢ FAM - TGC AAC TAA TAA TGT AGG AGA GGG -TAMRA 24 41,7 59,2 Ziegler, 201
CBOT D fw 102  TGG TTC ACC TTT TAT GGG AG/ 21 42.¢ 55,¢ Ziegler, 201
CBOT D re CCA ACT ACC ATT TTC AAACTT TTC 24 333 559 Ziegler, 2013
CBOTD ¢ HEX - CGC CTG AAG ATA CAT TTG ATT TT -TAMRA (LfL: BHQ-1) 23 34,¢ 55,2 Ziegler, 201

BHQ-1: Black Hole Quencgrl, FAM: 6-Carboxyfluorescein, HEX: Hexachloro-6ricaxyfluorescein
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2.5.2 gPCR-Systeme furClostridium botulinum

2.5.2.1 Multiplex-gPCR-System zum Nachweis der BotulinumaMgoxin-Geneljoni),
Typ A, B, C,D,Eund F [LGL]

Fur die Untersuchung der inkubierten Anreicherunysken wurde am LGL ein
Multiplex-gPCR-System zum simultanen Nachweis den&bontA, bontB, bontE und
bontfF verwendet, ergédnzt durch eine auf dem pUC-19rfh basierende interne
Amplifikationskontrolle (IAC, IPC). Daflir wurden ifVesentlichen die Primer-Sonden-
Systeme nach Messelhdusser et al. (2007a) eing€Satelle 10). Im Hinblick auf den
Nachweis de®ontB-Gens wurde ein leicht modifizierter Forward-PeimCBOT B deg
fw* mit einer sog. ,gemischten” oder ,degenerieftddase R (= A oder G) verwendet
(Tabelle 10).

Dieses Nachweissystem und das verwendete Tempé&mitprofil ist der DIN CEN
ISO/TS 17919:2014-03 bzw. den zugehoérigen Vorerfemienthnommen. Im Gegensatz
zu der in der DIN CEN ISO/TS 17919:2014 beschriebeviorgehensweise wird das real-
time-PCR-System am LGL allerdings als Funffach-hMidx-System eingesetzt, wobei
die Sonde fir den Nachweis des GéostB mit ATTO425 als Reporter-Farbstoff und
die Sonde fir den Nachweis vbontF mit Cy5 als Reporter-Farbstoff markiert sindr Fi
eine gPCR-Reaktion (25 pL) wurden jeweils 280 nNMner und 100 nM Sonde sowie
12,5 pL QPCR Multiplex-Master-Mix (Agilent Techngies, USA), 1 pL des auf
1fg- uL! konzentrierten pUC19-Plasmids (Fermentas, Dewschl und 5 pL des
Templates eingesetzt, die Untersuchungen wurdeelsméines Mx3005P-real-time-PCR-
Cyclers (Agilent Technologies, USA) durchgefuhrt.

Um die beiden veterindrmedizinisch bedeutsan@n botulinumToxingen-Varianten
bontC und bontD sowie die zugehoérigen Mosaik-Variantéont?CD und bontDC
ebenfalls erfassen zu kdénnen, wurden die inkulnieArreicherungskulturen zusatzlich
mit einem Multiplex-gPCR-System zum Nachweis vwnt?C und bontD (siehe auch
Ziegler, 2013; Tabelle 11) und einem weiteren Midtx-gPCR-System zum Nachweis
der Mosaikvarianten nach Anniballi et al., 2013 emsticht. Die Primer- und
Sondensysteme sowie die Zusammensetzung des MéigEs- sind den genannten
Publikationen ohne weitere Modifikationen entnommed sind deshalb hier nicht erneut
aufgefuhrt.

Die Untersuchungen wurden unter den gleichen Raadbedingungen (Temperatur-Zeit-
Profil) mittels eines Mx3005P-real-time-PCR-Cycle(8gilent Technologies, USA)
durchgefuhrt.

2.5.2.2 Abwandlungen des Multiplex-gPCR-Systems zum Nachwer Botulinum-
Neurotoxin-Genelion)), Typ A, B, C, D, E und F [LfL]

Aufbauend auf dem in 2.5.2.1 beschriebenen MukhogleCR-System wurden auch an der
LfL im Rahmen des Projektes ,Entwicklung eines Slscreenings auf Pathogene in
landwirtschaftlich relevanten Substratgik/11/08) gPCR-Systeme fur die GebentA,

B, C, D, E und F etabliert, abgewandelt bzw. newiekelt und standen fiir den Einsatz
in diesem Projekt zur Verfugung.

Fur die Multiplex-gPCR wurden an der LfL jeweilsediSysteme CBOT A nach
Messelhdusser et al. (2007a) mit dem abgewand8igstem 2-CBOT B fw/ 2-CBOT B
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re/ CBOT B S (abgewandelt nach Messelhau3er e2@0)7a) und CBOT E mit CBOT F
(jeweils nach Messelhausser et al., 2007a) in Duplesatzen kombiniert. Die Systeme
fur den Nachweis vorbontC (hier nicht dargestellt, wird im Abschlussbetidates
Projekts ,Entwicklung eines Schnellscreenings awathBgene in landwirtschaftlich
relevanten  Substraten (K/11/08) erscheinen) und bontD (Tabelle 11;
Reaktionsbedingungen wie in 2.5.2.1) wurden im ®plgx eingesetzt.

Die Multiplex-gPCR-Reaktionen (25 pL) wurden mit konzentriertem PCR-Puffer
(ohne MgC} Invitrogen™ Inc., USA) und einer Konzentration von 6 mM MgCl
dnvitrogen™ Inc., USA), jeweils 200 pM dNTPs (Thermo Fisheieftfic Inc., USA)
und 1 U Platinum-Tag-Polymerase (Invitrod8rnc., USA) angesetzt. Alternativ wurde
im Multiplex der PerfeCfaMultiPlex gPCR ToughMix (Quanta Biosciences INdSA)
als Ready-To-Use-Kit eingesetzt. Es wurden jew&d8 nM Primer und 200 nM Sonden
verwendet. Das 2-Schritt-Temperatur-Programm bdséars 2 min Aktivierung bei 94 -
95°C und 45 Zyklen aus 15 s Denaturierung bei ®¥6°C und 60 s Annealing und
Extension bei 55°C.

Da ein erster Screening-Nachweis aus kulturellemesherungen des Probenmaterials
aus Praxisanlagen (2.2.2) uber ad@sh-gPCR-Nachweissystem (s. 2.5.2.3) erfolgte und
dieser stets negativ ausfiel, kamen die Nachwdassyss flirbontGene im Rahmen dieses
Projekts nicht fir eine Charakterisierung von Uniiselaten vonC. botulinumzum
Einsatz.

2.5.2.3 Singleplex-gPCR-System zum Nachweis des Gémis[LfL]

Ein Screening auf Botulinum-Neurotoxin (BoNT)-bifake Clostridien erfolgte an der LfL
Uber das Gemtnh (nontoxic nonhemagglutinin H). Dieses bildet zussn mit dem
eigentlichen Toxin und weiteren Komponenten denlader-Toxinkomplex und ist als
stark konserviertes Gen in allen BoNT-bildenden®t&n vorhanden (East und Collins,
1994; Inoue et al. 1996, Nakamura et al. 2013).

Die Primer des an der LfL entwickeltentnhrgPCR-Systems sind in Tabelle 10
zusammengestellt. Fur eine gPCR-Reaktion (25 plpemu 1-fach konzentrierter gPCR-
Puffer, 6 mM MgC}, 200 uM dNTPs, jeweils 600 nM Primer, 400 nM Sqnal@5 U
Platinum Tag-Polymerase und 2,5 pL Template eingese(s.a.). Das
Temperaturprogramm setzte sich aus einer initilenaturierung von 2 min bei 94°C
und 40 Zyklen bestehend aus 15 s Denaturierung43€l gefolgt von 60 s Annealing und
Extension bei 55°C zusammen.

Als Positivkontrolle wurde eine durch Hitze (95%min) inaktivierte Zellsuspension des
C. botulinumStammed.GL E2625 verwendet. Dieser Stamm besitztrdr@rGenregion,
jedoch nur Teile des GensontE und ist damit nicht in der Lage ein funktionales
Botulinum-Neurotoxin zu bilden.

Als Template dienten DNA-Extrak{e. 2.4) oder ZSdie aus der inkubierten Anreicherung
oder vom Ausstrich gewonnen wurden (s. 2uh@ 2.3.

Waren Template-DNA bzw. -ZS gPCR-negativ, wurde zuffusschluss von
inhibitorischen Effekten eine interne Amplifikatiskontrolle in einem nachgelagerten
gPCR-Ansatz durchgefiihrt. Dabei wurde entweder Elalg-QPCR-System (s. 2.5.1.1)
oder das hier beschriebenentnhrgPCR-System selbst verwendet. Im zweiten Fall
wurden dem Reaktionsansatz (25 pL) neben 2,5 phddrd emplate noch weitere 2,5 pL
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einer ZS von transgendf coli zugegeben, die den Abschnitt deéah-Gens empfangen
hatten, der mit oben beschriebenem Primersysterhgeagesen wird. Es wurden 21,5
Kopien desntnh-Amplikons pro qPCR-Reaktion zugesetzt. Trat bei Id ein qPCR-
Signal auf, konnten nennenswerte inhibitorischeld# ausgeschlossen werden.

2.5.3 gPCR-Systeme fur weitere pathogene Clostridien

2.5.3.1 Multiplex-gPCR-System zum Nachweis vBn difficile, C. chauvoeiC.
haemolyticunundC. septicunjLGL]

Fur den simultanen molekularbiologischen Nachwaia €. difficile, C. chauvoei C.
haemolyticumund C. septicumwurde auf das im Rahmen des durch das StMUV
geforderten Projektes 47d-G7131-2009/20-08 ,Humdmgeene Clostridium spp. -
Statuserhebung in Lebensmitteln, Futtermittel-,eviaér- und Umweltproben® etablierte
und validierte Multiplex-real-time-PCR-System zuwkgegriffen (s. Tabelle 12). Die
Reaktionsbedingungen (Temperatur-Zeit-Profil, Zusemsetzung des Master-Mixes) fur
das System sind bei Ziegler (2013) genauer bedsrie

Tabelle 12: Sequenzen der Primer und Sonden fiiNdehweis vorC. chauvoei,
C. septicum, C. haemolyticwmndC. difficile

Gen
Bezeichnung Sequenz (5°-3") und Modifikationen (Accession
number)
CCHAU_fli fw CGT TAA ACG CAC ACA GAA ATA TG C. chauvoei
CCHAU_fli re  TGC TAG TCC TGC AGC ATC AT flic
CCHAU fli S FAM - TGG GAA ACA TTG CTA CAG CA -TAMRA (D89073.1)
CHAEM fli_fw TGA CGG AGC CTATGG AGT TT C. haemolyticum
CHAEM fli_re  TTT CCACTT TCT CCATCACCT T fi
CHAEM fliS  HEX - GCA TCT GTC ACT CCT AAA ACT GG TAMRA (AB058939.1)
CDIF tpi fw  GAA GCT ACT AAG GGT ACA AAT ATA AAG C. difficile
CDIF_tpi_re TGA ATG TCC TAT TAC AAC ATA GTC CA tpi
CDIF_tpi_S Cy5 - GGA GCA TTT ACA GGA GAA GTT TCA -BHQ-2 (AY700149.1)
CSEP_fw GTA AAA CTG AGT CTA AAT TAT CAA AAA C C. septicum
CSEP_re TACTTT AAATGATGT TTT TACTCC TA alpha-Toxincsa
CSEP_S ATTO 425 - ACA GAT AAC TTT AAA TTT GGA GAA AAA - DAB  (FJ212777.1)
pUC_19_fw TGT GAA ATA CCG CAC AGA TG IAC
pUC_19 re AGC TGG CGT AAT AGC GAA G puC 19
pUC_ 19 S ROX - GAG AAA ATA CCG CAT CAG GC -TAMRA (L09137)
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2.5.3.2 Singleplex-gPCR-System zum Nachweis ¥ardifficile (Triosephosphat-
Isomerasetpi) [LfL]

Das in Tabelle 12 aufgefuhrte gPCR-Hydrolysesor@gstem flr die Triosephosphat-
Isomerase vorC. difficile wurde an der LfL Gbernommen und im Singleplex es&jzt.
Die Reaktionsbedingungen inklusive des Temperatogidmms der gPCR sind in
Tabelle 13 zusammengefasst. Die qPCR wurde in Reskinsadtzen von 25 pL
durchgefuhrt. Als Template wurden 2,5 pL Hitze-itnakrte Zellsuspension von CDIF-
oder SCS-Agar-Kulturen des Praxisanlagenscreenifgs 2.2.5) eingesetzt. Als
Positivkontrolle diente entweder eine Hitze-inaldite TPGY-ZS deC. difficile-Stamme
LGL G346 oder LGL Bio498 oder die ZS eines Isolais CDIF-Agar, das mit diesem
gPCR-System positiv getestet worden war (PB21-Fi 18.02.2013).

Tabelle 13: Reaktionsbedingungen fir die SinglepgleCR zum Nachweis dépi-Gens
von C. difficile

Reagenz Hersteller Konzentration  Einheit
10x PCR-Puffer - ohne Mgg&linvitrogenTM, Inc., USA 1x -
MgClz InvitrogenTM, Inc., USA 6 mM
dNTPs Thermo Fisher Scientific Inc., USA 200 UM
Primer, jeweils biomers.net GmbH, Deutschland 600 nM
Sonde, jeweils biomers.net GmbH, Deutschlang 200 nM
Platinum-Tag-Polymerase InvitrogenTM, Inc., USA 0,75 « (25 pL)'l
PCR-Schritt Dauer Temperatur Einheit
Inttiale Denaturierung 2 min 94 °C
Denaturierung 15s 94 °C
Annealing + Extension 60 s 55 °C
Zyklenanzahl - 40 -

2.5.3.3 gPCR-System zum Nachweis v8n novyi[LGL]

Auch das fur den Nachweis vdD. novyiverwendete real-time-PCR-System wurde im
Rahmen des in 2.5.3.1 genannten Projektes am L&uiakelt und validiert. Die Primer-
und Sonden-Sequenzen sind in Tabelle 14 aufgefibdanso wie das gPCR-System zum
simultanen Nachweis vog. difficile, C. chauvoei C. haemolyticunund C. septicum
(2.5.3.1)wurde auch das real-time-qPCR-System zum Nachwelszur Differenzierung
von C. novyidurch eine pUC-19-basierte Interne Amplifikatioostcolle (IAC) erganzt,
um falsch-negative Ergebnisse aufgrund von InldbitausschlieRen zu kénnen. Die
Reaktionsbedingungen (Temperatur-Zeit-Profil, Zusemsetzung des Master-Mixes) fur
das System sind bei Ziegler, 2013 genauer bes@mrieb
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Tabelle 14: Sequenzen der Primer und Sonden fuNdehweis und die Differenzierung

von C. novyi

Gen
Bezeichnung Sequenz (57-3") und Modifikationen (Accession

number)
CNOV_phos_fw: GAT TCC TGG TCA AAA GAG TATT Phospholipase C
CNOV_phos_re  AAA GCG TGA CTT GCT GAA TAA plc
CNOV_phos_ S FAM - GGT TGG GCA AAA CAA GCT AA -TAMRA (D32125)
CNOV_alpha_fw: ATG GAC AAA GAT GGG GTC AA

Alpha-Toxin
CNOV _alpha_re: CCA CCT AAT ACT CGC CAA CC (245636)
CNOV _alpha_S: HEX - TGG ATG GCT ACA CTT AAA TGG A TAMRA
pUC_19 fw TGT GAA ATA CCG CAC AGA TG IAC
pUC_19 re AGC TGG CGT AAT AGC GAA G puUC 19
pUC 19 S ROX - GAG AAA ATA CCG CAT CAG GC -TAMRA (L09137)

2.5.3.4 gPCR-System zum Nachweis v@n perfringengLGL]

Zum Nachweis und zur Differenzierung vo@. perfringens wurde verschiedene
Multiplex-real-time-PCR-Systeme eingesetzt, die &@L entwickelt sowie validiert
wurden und dort seit Jahren fur die Untersuchung Weterinar- und Lebensmittelproben
sowie zur Differenzierung von lIsolaten im Einsaizds(Messelhausser et al., 2007b).
Dabei wird fur die Bestatigung von Isolaten pringipals erster Schritt ein System
eingesetzt, das eine Aussage dazu ermdoglicht, sizledei dem Isolat ur@. perfringens
handelt (Nachweis despaGens, das das alpha-Toxin codiert und bei al@n
perfringensStammen vorhanden ist). Der Nachweis der UbrigemjoM und
Minortoxingene erfolgte nur bepapositiven Isolaten. Die u. a. bei Messelhdusset.et
(2007b) beschriebenen Primer- und Sonden fur dstdBgung und die Differenzierung
von C. perfringenssind in Tabelle 15 aufgefuhrt, Reaktionsbedingun@Eemperatur-
und Zeitprofil sowie Master-Mix-Zusammensetzung)dsin der genannten Publikation
umfassend beschrieben.
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Tabelle 15: Sequenzen der Primer und Sonden zterBiizierung vorC. perfringengu.
a. Messelhausser et al., 2007b)

Gen
Bezeichnung Sequenz (57-3") und Modifikationen (Accession

number)
CRPF cpa fw GCT AAT GTT ACT GCC GTT GA Alpha-Toxin
CRPF cpare CCT CATTAGTTTTGC AACC cpa
CRPFcpaS  FAM - GCG CAG GAC ATG TTA AGT TTG TAMRA DQ184176
CPRF cpe fw GAA ATC CTT GAT TTAGCT GCT G
CPRF cpe re TGA GTT AGA AGA ACG CCAATCA X81849
CPRF cpe S HEX - GAT GCA TTA AAC TCA AAT CCA GC -TAMRA
CPRF etx fw AGC TTT TCC TAG GGATGG TTA
CPRF etxe AAC TGC ACT ATAATTTCCTTT TCC M95206
CPRFetx S FAM - AAG AGT GAT TTA AAT GAA GAT GG -TAMRA
CPRF cpb fw TCA ATT GAA AGC GAA TAT GCT G
CPRF cpb re CTG TAAATT TTG TAT CCC ATG AAG C X83275
CPRF cplt HEX - GAA TAT GTC CAA CCT GAT TTT TCT -TAMRA
CPRF cpb2 fw TTT AAA TAT GAT CCT AACC
CPRF cpbZe GCACCATTC ATAAAT TCAGT AY730632
CPRF cpb2 S FAM - TGA AAT ACT TAATTC ACA AAA GA - TAMRA
CPRF iap fw CGT GGA GGA TAT ACC GCA AT
CPRFiap re GGT GTG AGC TTT AAT GCG TTT X73562
CPRFiap S HEX -TGG TCC TTT AAATAATCC TAATCC A -TAMRA
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2.6 Keimtragerversuche in Labor-Biogasanlagen

2.6.1 Betrieb der Labor-Biogasanlagen

Fur die Durchfihrung von Keimtragerversuchen wur8érermenter im Labormalf3stab im
Durchfluss betrieben (Abbildung 5).

Abbildung 5: Fermenter im Labormal3stab

Die Biogas-Produktion wurde kontinuierlich mit Gaklern (Eigenherstellung) gemessen
und auf Standard-Temperatur und -Druck (STP) nasmeal. Die Zusammensetzung des
Gases bzgl. CH CO, Oy, Hz und HS wurde mehrfach taglich mit Gasanalyse-Geraten
der Firma AWITE (Deutschland) bestimmit.

Substrate und Gargemische wurden nach StandarbvenfdDeutsche Einheitsverfahren
zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchund,; MIBLUFA, 1997) chemisch auf
folgende Parameter hin analysiert: TS, oTS, pH,NHflichtige Fettsduren .G und
FOS/TAC (Quotient aus dem Gehalt an flichtigendaetten (fliichtige organische Sauren
,FOS") und dem Gehalt an Carbonat-Puffer (total®erganische Carbonate ,TACY)
durch die 2-Punkt Titrations-Methode (Vol3 et aD09).

Daten zur Betriebsweise der Fermenter sind in Tab&b6 zusammengestellt. Die
Fermenter verfugten tber ein Arbeitsvolumen vor-2® L. Die Durchmischung erfolgte
durch semikontinuierlichen Betrieb eines Gabelrigrks. Geflittert wurde einmal taglich
mit Futterschnecken. Als Substrate standen draicigdene Grassilagen (GS) und eine
Maissilage (MS) zur Verfligung, die in unterschielén Mischungsverhaltnissen (Tabelle
16) eingesetzt wurden.

Tabelle 17 enthalt Angaben zum Gehalt der Substeate Trockensubstanz (TS),
organischer Trockensubstanz (oTS) und fluchtigdts&eren (FFS).
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Tabelle 16: Substrat-Varianten: ProzessparametéMenhaltnis von Grassilage zu
Maissilage im Substratmix

Substrat-Variante ~M1¥ ST1" ST2°

Temperatur [°C] 38 55 55

RB [kg oTS- m3.d%] 1,0-2,0 0,5 0,5

GS:MS 50:50 100:0 30:70

GS ,Gras-M*“ .Gras-BM“ ,GS 2. Schnitt kurz“
MS ~Mais-G* - .Mais-G*

" Prozentsatz bezogen auf oTS; RB: RaumbelastungG&Ssilage, MS: Maissilage

Tabelle 17: TS-, oTS- und FFS-Gehalt der eingeset3ubstrate

Bezeichnung TS oTS FFS

Einheit % der FM % von TS mg EssigsélureélquivaleaklgpM'1
Mais-G 34,94 96,69 4413,08

Gras-M kurz 30,53 90,73 7358,94

Gras-BM kurz 32,77 88,93 2962,99

GS, 2. Schnitt kurz 23,73 90,40 4494,16

TS: Trockensubstanz, oTS: organische TS, FFStifiacRettsauren, FM: Frischmasse

2.6.2 Versuchsaufbau der Keimtragerversuche

Zur Analyse des Verhaltens der Krankheitserreger Biobgasprozess wurden
Keimtragerversuche durchgeftuhrt. Hierzu wurden @drigche aus den Labor-Fermentern
(s. 2.6.1) mit apathogenen Stdmmen von EHEC b2w.botulinum dotiert und in
Keimtragern wieder in die Labor-Fermenter eingehtrabie Keimtrager bestanden aus
einem Glasrohr, das zur Gewahrleistung des osnhetiscAustauschs und der
Zuruckhaltung der eingesetzten Mikroorganismen @ddn Enden mit Membranen aus
Cellulose-Acetat und einer Porengrof3e von 0,2 pgesdhlossen wurde (Abbildung 6, A)
Die Keimtrager wurden in einer in die Labor-FerneenfAbbildung 6, C) einsetzbaren
Halterung, dem Keimtragerrohr (Abbildung 6, B), dmfgt. Die Position der Keimtrager
im Fermenter wurde so gewahlt, dass das gerihmge@ésch sie umspult.
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Abbildung 6: Aufbau (A, B) und Position (C) der Karager (A) und des
Keimtragerrohrs (B) im Labor-Fermenter (C)

Bereits in vorangegangenen Versuchen wurde fesljestdass das Volumen des
Gargemischs im Keimtrager im Laufe der Exposititimiemmt. Diese Abnahme beruht
wahrscheinlich auf dem Abbau organischer SubstahGasproduktion und muss in die
guantitativen Berechnungen mit einflieRen. Deshailyde der Keimtragerinhalt beim
Einfullen und beim Entnehmen gewogen. Da das deti®&argemisch im Keimtrager bei
der Entnahme nach der Exposition nicht vollstarmligickgewonnen wird, wurde jeder
Messwert pauschal um 0,2 g nach oben korrigier. &haltenen Keimkonzentrationen
wurden mit dem daraus resultierenden Faktor mudiept:

Keimkonzentratiogyqigier [MPN « mL] =

Endvolumen[g] + 0,2 g
Anfangsvolumen [g]

« Keimkonzentratiogmessen[MPN « mL]

2.6.3  Keimtragerversuche mit EHEC/ EPEC

Fur Keimtragerversuche mit EHEC/ EPEC standen @dénaierte Vertreter der Gruppe
STEC/ EHEC die EPEC-Stamme LGL 38122 und LGL K118t Verfigung. Diese
Stamme wurden vom Projektpartner LGL durch die iapikel 2.2.1 beschriebene
Methode aus Umweltproben (LGL 38122: Umgebungspreimes Rinderstalls; LGL
K110/1: Milch) isoliert und besitzen das GEhly, wahrend die Toxingene fi&txl und
st nicht nachweisbar sind. Da die Stamme in einenkE&tlypischen Habitat gefunden
wurden und vergleichbare physiologische Eigensehaliesitzen (Untersuchungen des
LGL), waren beide Stamme fir den Einsatz in denmKi€igerversuchen geeignet. Die
Pravalenz des Ehly-Gens in Diarrh6-ausloserflenoliStammen (Schmidt et al. 1995)
legt ebenfalls die Vermutung nahe, dass es sichd&e Stamm LGL 38122 um einen
ehemaligerstxTrager handeln kdnnte.

Zur Inokulation der Keimtrager wurde aus dem StaREC LGL 38122 zunéchst eine
Vorkultur hergestellt. Dazu wurde eine Einzelkomries Stammes von Endo-Agar
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aufgenommen und in 100 mL mTSB gegeben, bei 37°Gdamittelinkubator bei 1756
min™ tiber Nacht (UN) inkubiert.

In einem Vorversuch wurde von einer solchen Kulter EPEC-Stamme LGL 38122 und
LGL K110/1 nach 3, 4 und 5 h Zellsuspension enthemnmund 100 pL einer
Verdiinnungsreihe (10bis 10°) auf Endo-Agar und MH-Agar ausplattiert, um diehd
und Entwicklung der Zellzahlen zu dokumentieren. e DiErgebnisse dieser
Wachstumsbestimmung (s. 3.3.2.1) fuhrten zur Ausweb Stammes LGL 38122 fir die
Durchfuhrung der Keimtragerversuche und zur WahéeBebrutungszeit von 3 h (,3 h-
Kultur®) bis zur Entnahme des Inokulums.

Aus der UN-Kultur wurden 1000 pL in 100 mL friscind SB tberimpft und 3 h bei 37°C
und 175- min™ inkubiert. Die 3 h-Kultur wurde im Verhéltnis 1:1fit Fermenterinhalt
vermischt, der frisch aus demselben Labor-Fermeatédnommen wurde, in den die
Keimtrager eingesetzt werden sollten. Sofern Keiger in mehrere Fermenter eingesetzt
wurden, wurde eine Mischprobe dieser Fermenter Ammatz des Keimtragerinhalts
verwendet. Jeweils 9 mL (bzw. g) dieses inokuliertéermenterinhalts wurden zur
Befillung der Keimtrager verwendet. Die Keimzahl kmimtragerinhalt betrug dann im
Mittel 1,7 - 10° Zellen pro mls (Fl: Fermenterinhalt = Gargemisch). Pro untersesht
Expositionsintervall wurde jeweils ein Keimtrageingebracht und nach Ablauf der
Exposition wieder entnommen. AnschlieBend wurdene dKeimtragerinhalte
kultivierungsbasiert (s. 2.2.1 und 2.2.3) und nstt@PCR molekularbiologisch auf die
Anwesenheit des Enterohamolysin-Gens (s. 2.5. Lidptifativ analysiert.

Tabelle 18 listet als Ubersicht die durchgeflhikemmtrager-Experimente auf und ordnet
ihnen wichtige Daten der Garbedingungen in den t-&gomentern (s. 2.6.1) zu.

Tabelle 18: Liste der Keimtrager-Experimente mieEPLGL 38122

Keimtrager- Substrat-  Prozess- Inkubations-

Experiment Zeitraum Variante Temperatur zeiten [h]
KT38-190213 Feb 13 M1 38°C 24
KT38-150413 Apr 13 M1 38°C 24/ 48/ 72
KT38-130513 Mai 13 M1 38°C 6/ 22
KT55-081013 Okt 13 T1 55°C 1/3/6
KT55-110214 Feb 14 T2 55°C 0,5/ 1

2.6.4 Keimtragerversuche mit Clostridium botulinum

Fur Keimtragerversuche mi€. botulinumwurde der apathogene Stamm LGL E2625
verwendet. Dieser Stamm zeichnet sich durch einletida im Botulinum-Neurotoxin-
Gen bonfE und der damit einhergehenden fehlenden Toxizité Der Nachweis des
Stammes erfolgte Uber die Detektion des G#nk mittels gPCR (s. 2.5.2.3).

Zur Herstellung des Inokulums fur die Keimtragesumhe wurde eine Kolonie vad.

botulinumLGL E2625 von EiL-Agar abgenommen und in 10 mL TR&¥dium 3 d bei

30°C anaerob inkubiert. Das Inokulum wurde mit defeFermenterinhalt vermischt, der
frisch aus denselben Fermentern entnommen wurdedignanschlielend auch die
Keimtrager eingesetzt wurden. Sofern Keimtragermehrere Fermenter eingesetzt
wurden, wurde eine Mischprobe dieser Fermenter Ammatz des Keimtragerinhalts
verwendet. Auch hier wurden 9 mL (bzw. g) des inigkten Gargemischs in die
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Keimtrager abgefullt. Die Keimtrager wurden in diaborfermenter eingebracht. FGr
botulinumwurden im mesophilen Temperaturbereich deutlicigéiie Expositionszeiten
als fur EHEC/ EPEC von bis zu 63 d gewahlt, da 8eorenbildner durch seine
Uberdauerungsformen eine weniger sensitive Realdg@genuber den Bedingungen im
Fermenter erwarten lie3. Nach Ablauf der Expositimden die Keimtrager entnommen
und kultivierungsbasiert (s. 2.2.2 bis 2.2.4) undlekularbiologisch durch den gPCR-
Nachweis destnh-Gens (s. 2.5.2.3) quantitativ analysiert.

In Tabelle 19 sind die im Rahmen des Projekts diefithrten Keimtragerversuche mit
botulinumaufgelistet und relevanten Daten der Garbedingumgelen Laborfermentern
gegenubergestellt. Die Keimtragerexperimente KT88942 und KT38-120313 waren als
Vorversuche angelegt, um die Anzucht des Inokulufies,quantitative Analyse und den
getrennten Nachweis von vegetativen Zellen und 8pou etablieren.

Tabelle 19: Liste der Keimtrager-Experimente @itbotulinumLGL E2625

Keimtrager- Substrat-  Prozess- Inkubations-

Experiment Zeitraum Variante Temperatur zeiten [d]
KT38-240912 Feb 13 M1 38°C 3
KT38-120313 Mrz 13 M1 38°C 3
KT38-100613 Jun 13 M1 38°C 1/ 3/ 7/ 14/ 22
KT38-010713 Jul 13 M1 38°C 8/ 28/ 63
KT38-141013 Okt 13 M1 38°C 42/ 63
KT55-211013 Okt 13 T1 55°C 1/ 3/ K
KT55-270114 Jan 14 T2 55°C 1/ 3/

Im Vorversuch KT38-240914wurde zur Anzucht der Inokulum-Kultur eine Kolor@ie
botulinum LGL E2625 von EiL-Agar abgenommen und in 5 mL TR&¥dium
suspendiert. Die Inkubation erfolgte anaerob be&iC3Gber 3 d. Die Zellzahl in der
inkubierten Inokulum-Kultur wurde zum Einen durcligplattierung von jeweils 100 pL
der Verduinnungsstufen fis 10° (in 0,85% steril filtrierter KCI-Lésung) auf Eilund
Blut-Agar und zum Anderen durch MPN-gPCR mit dainh-gPCR System (2.5.2.3)
quantifiziert. Fur die MPN-gPCR wurde 1 mL der Inbkm-Kultur abzentrifugiert (5
min, 14.000 rcf), der Uberstand verworfen und dadleP in 1 mL MQ-Wasser
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde zur Ab@tdnmin bei 95°C erhitzt. Log-
Verdiinnungen bis I®wurden in Triplikaten in die qPCR eingesetzt. Amhaler qPCR-
Ergebnisse wurde die MPN mL™" Inokulum Kkalkuliert. Die Konzentration im
Keimtragerinhalt wurde durch Einbezug der 1:10-Viambling des Inokulums im
Gargemisch berechnet.

Im Vorversuch KT38-120313wurden zur Anzucht der Inokulum-Kultur 200 pL eine
flissigen Vorkultur vonC. botulinumLGL E2625 auf 50 mL frisches TPGY-Medium
gegeben und anaerob bei 30°C lUber 24 h inkubiamnabh wurde die Keimkonzentration
erneut durch Ausplattieren und MPN-gPCR bestimmit.Unterschied zum Vorversuch
KT38-240912 wurde die Verdlinnungsreihe zur Ausiglathg in TPGY-Medium statt in
KCI-Lésung hergestellt und die Verdiinnungsstufeii b3 10° wurden zweimal jeweils
auf EiL- und Blut-Agar ausplattiert: einmal dirak@ch Herstellen der Verdinnungsreihe,
ein weiteres Mal nach Erhitzung der Verdinnungsrestuf 60°C fur 15 min zur
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Bestimmung des Sporenanteils. Neben der Bestimmlend<onzentration im Inokulum
durch Plattierung und MPN-gPCR (wie bei Vorversu€i38-240912) wurde der
Keimtragerinhalt (9 Teile Fermenterinhalt + 1 Té&ibkulum) im Vorversuch KT38-
120313 zusatzlich erstmals wie in 2.2.2, 2.2.3 212d4 beschrieben zum Startzeitpunkt (0
h) quantifiziert. Die Anwendung der identischen Ntk ermdéglichte einen direkten
Vergleich der Konzentrationen vor und nach der Expm im Fermenter.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Screening in bayerischen Demonstrationsbiogasanlage

Die Ergebnisse des Screenings in bayerischen Ddratoasbiogasanlagen sind im
Anhang (s. 8.1) im Einzelnen dargestellt. Die folden Kapitel enthalten Einzel-
Auswertungen aufgegliedert nach dem nachgewies@rganismus (EHEC, EPE.
botulinum und weitere pathogen€lostridium spp.) bzw. nach Art der Probenahme
(gesamte Prozesskette, Einzelproben).

Die Ergebnisse beziehen sich, sofern nicht exphkzift eine andere Vorgehensweise
hingewiesen wird, auf eine gemeinsame Auswertungetigebnisse von LGL und LfL.
Dabei wurde eine Probe als positiv bzgl. einesifesten Erregers gewertet, wenn bei
einem der beiden Projektpartner eine positive Hfosg vorlag. Nur wenn beide
Projektpartner zu einem negativen Ergebnis gelandead eine Einstufung als negativ
fur den betrachteten Erreger statt.

3.1.1  Untersuchungen zur Anwesenheit von STEC/ EHEC/ EPEC

Eine Einstufung als STEC- bzw. EHEC-positiv erfelgivenn die gPCR der kulturell
angereicherten Probe einen positiven Nachweis @ées$xl, des Genstx2 oder beider
Genestxl undst erbrachte. Als EPEC-positiv galten Proben, digatie fir stxl und
st waren, dagegen aber einen positiven NachweisakGens erzielten (Tabelle 20).

Tabelle 20: Einstufung der untersuchten Probenrahbar Toxinestxl undstx2 und des
Pathogenitatsfaktorsae.(Die Farbgebung wurde in den folgenden Abbildungen
beibehalten.)

Nachweis von

Einstufung stxl stx2 eae
- +
+ - - oder +
+ +
- - - oder +
- - +

EHEC/EPEC-negativ - - -

Am LGL erfolgte eine Auswertung der Ergebnisse lozgl. der Anwesenheit von EHEC
(st bzw.stR); an LfL-AQU wurde zuséatzlich die Anwesenheit agzeGens geprift
und in die Auswertung einbezogen.

3.1.1.1 Screening in unterschiedlichen Probenmatrices awinéer Biogasanlagen auf
die Anwesenheit von STEC/ EHEC [LfL + LGL]

Abbildung 7 stellt die Ergebnisse aller im Scregnimtersuchter Proben (n = 163) dar
und untergliedert diese nach den unterschiedlidh@ienmatrices. Es sind sowohl die
Ergebnisse der Doppelbestimmungen als auch Eirgetiiaungen eines Projektpartners
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eingegangen. Am LGL wurden insgesamt 147 ProbenambfL-AQU 112 Proben auf
die Anwesenheit von STEC/ EHEC (im Folgenden al&€EHbezeichnet) untersucht. 96
Proben wurden von beiden Projektpartnern bestirdoppelbestimmung).

Gesamt, n=163

u EHEC-negativ u EHEC-positiv
Pflanzliche Substrate  Tierische Substrate Hauptfermenter Nachgeschaltete
n=49 n=17 n=45 Stufen, n=52
Abbildung 7: EHEC-Nachweisraten — Uberblick aller cr&ning-Ergebnisse

(Prozessketten und Einzelproben)

Die Nachweisrate war in pflanzlichen SubstrateB.(&ilagen) mit 8,2% relativ gering. In
tierischen Substraten (z.B. Gille) wurde im Gegensgazu in mehr als der Halfte der
Proben (52,9%) ein positiver EHEC-Nachweis erhaltétwas geringer aber dennoch
relativ hoch lagen die Nachweisraten in den Prolars Hauptfermentern und
nachgeschalteten Stufen. In Hauptfermentern waseasemehr als ein Drittel der Proben
(35,6%) und in nachgeschalteten Prozessstufen atveds als ein Viertel der Proben
(26,9%) betroffen. Insgesamt wurden in den untéesiichen Matrices relativ hohe
EHEC-Nachweisraten von 26,4% erhalten.

In einer niedersachsischen Studie konnten dagegen 105 Substrat- und
Garproduktproben aus 15 Biogasanlagen keine EHEfDhgeaviesen werden (Breves,
2012). In einer Folgestudie wurde dieses Ergebegdbigt (Breves, 2014). Aus beiden
Berichten geht nicht genau hervor, mit welcher Nagibmethodik auf EHEC untersucht
wurde und welche Serovare mit der Methode nachgemiewurden. Die Angabe
Nachweis Uber ,Standardkultivierungsverfahren“ lager nahe, dass nach Anreicherung
selektive Nahrbéden verwendet wurden. Solche Nalabderlauben i.d.R. nur eine
prasumtive Identifizierung des EHEC-Stammes O15at deér Fahigkeit zur Bildung von
Enterohamolysin und erfassen damit nicht alle EHEE&mme. Die in der vorliegenden
Studie angewendeten gPCR-Nachweis-Methoden erfaskeyegen spezifisch die
Anwesenheit von Shigatoxingenen im GesamtgenomAdegicherung. Dadurch kdnnte
die Divergenz der Ergebnisse von Breves (2012; P0l4d der Ergebnisse der
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vorliegenden Studie beziglich EHEC erklart werdémch Bonetta et al. (2011)
untersuchten nur den EHEC-Stamm O157:H7 und faifdenicht in Garprodukten einer
mit Gulle beschickten, italienischen Anlage. Ein8-Bimerikanische Studie fand dagegen
EHEC 0O157:H7 in geringen Konzentrationen in mit I&ddeschickten Laborfermentern
(Aitken et al., 2007).

In den folgenden Unterkapiteln 3.1.1.1.1 und 3112lwerden die Screening-Ergebnisse
unterschieden nach Beprobungen von gesamten Pkettess und Einzelproben
beschrieben und diskutiert.

3.1.1.1.1 Screening der gesamten Prozesskette ausgewéhlbgaddinlagen auf die
Anwesenheit von STEC/ EHEC [LfL + LGL]

Beim Screening der gesamten Prozesskette wurdegesasit 134 Proben aus
Praxisbiogasanlagen auf EHEC untersucht (LGL: 11f@:AQU: 96 Proben). Davon
wurden 81 Proben sowohl von LGL als auch LfL unierd (Doppelbestimmung). In
Abbildung 8 sind die Ergebnisse des Screening vesampten Prozessketten bzgl. der
Anwesenheit von EHEC dargestellt.

Gesamt, n=134

B EHEC-negativ B EHEC-positiv
Pflanzliche Substrate Tierische Substrate Hauptfermenter, Nachgeschaltete
n=48 n=17 n=38 Stufen, n=31

Abbildung 8: EHEC-Nachweisraten im Screening deiaggten Prozessketten

Ein Nachweis vonstxl und/ oderst? und damit eine Einstufung als EHEC-Positiv
erfolgte in 39 von 134 der untersuchten Probenl®9,aus Prozessketten (Abbildung 8).
Pflanzliche Einsatzstoffe waren dabei weniger bgtnp EHEC wurden hier nur in 4 von
48 Proben EHEC nachgewiesen (8,3%). Dagegen wag@%5 (9 von 17) der
untersuchten tierischen Substrate betroffen. Bkalten aus Hauptgarern lag die Rate
positiver Nachweise bei 42,1% (16 von 38), in nadtalteten Prozessstufen bei 32,3%
(10 von 31).
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Die hier gefundenen Kontaminationsraten fiur tidrescSubstrate waren hoch. Dieses
Ergebnis deckt sich mit dem Befund, dass die Ausdcmgen von Wiederkduern wie
Rindern ein wichtiges Reservoir fur EHEC-Erregards(RKI, 2011). Ein Eintrag von
EHEC in Biogasanlagen findet demnach hauptsachiibler die Beschickung mit
tierischen Einsatzstoffen statt. Der prozentualéeAmler EHEC-positiven Proben war in
den Gargemischen aus Hauptfermentern geringenalen tierischen Substraten und in
den nachgeschalteten Prozessstufen niedriger aldemn Hauptfermentern. Bei einer
Bewertung ist zu bedenken, dass die Ergebnissgualitativen Nachweisen von EHEC
in den untersuchten Matrices beruhen und eventl@lezentrationsunterschiede keine
Bertcksichtigung finden. Ein Ruckschluss auf dasrhdgken von EHEC in der
Prozesskette kann aus dieser Art der Untersuchungoedingt (z.B. bei Betrachtung
einzelner Biogasanlagen; Beispiele in Tabelle 243ogen werden. Hierzu geben die
Untersuchungen in Keimtragerversuchen mehr Aufssh{s. 3.3.2).

Tabelle 21 zeigt exemplarisch die Ergebnisse debdir dreier Prozessketten. In PB18
(Beispiel 1) konnte EHEC im Hauptfermenter aberhtien Nachgéarer nachgewiesen
werden. Wird von statistischen Unsicherheiten (bd.der Probenahme) abgesehen, kann
fur diesen Betrieb bei ansonsten gleichbleibendeedii®gungen (v.a. konstante
Prozesstemperatur und Beschickung) aus der guamatiAnalyse eine Reduktion im
Verlauf der Prozesskette angenommen werden.

In Beispiel 2 kam es zu keiner Veranderung im dqatien Ergebnis, wahrend in Beispiel
3 das separierte flussige Géarprodukt im Endlagesitipofir EHEC getestet wurde,
obwohl alle vorgeschalteten Stufen ein negativegehlmis lieferten. Dies kann
verfahrenstechnische Grinde haben (z.B. andereaBsguelle durch Einleitung von
Sickerwassern aus Silostocken in das Endlager ibsedAnlage, s. Kissel et al., 2013)
oder durch die statistische Unsicherheit bei deb®nahme bedingt sein.
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Tabelle 21: Exemplarische Darstellung der Ergelengss Screenings auf EHEC in drei
Prozessketten aus Praxisbiogasanlagen

Elfp Eg)zzei}cni;ung Eracizfnnahme- Probe n-Matrix Kategorie Ergebnis
PB18-GS 10.01.2013 Grassilage Pflanzliches Substrat

1 PB18-FI 10.01.2013 Gargemisch Hauptgarer Hauptfermenter
PB18-N 10.01.2013 Gargemisch Nachgarer Nachgeschaltete Stuf
PB14-GS 09.01.2013 Grassilage Pflanzliches Substrat
PB14-MS 09.01.2013 Maissilage Pflanzliches Substrat
PB14-GeSc  09.01.2013 Getreide-Schrot Pflanzliches Substrat

2 PB14-RiGu  09.01.2013 Rinder-Gulle Tierisches Substrat
PB14-RiMi 09.01.2013 Rinder-Festmist Tierisches Substrat
PB14-FI 09.01.2013 Gargemisch Hauptgarer Hauptfermenter
PB14-N 09.01.2013 Gargemisch Nachgarer Nachgeschaltete Stuf
PB17-GS 18.10.2012 Grassilage Pflanzliches Substrat
PB17-RiMi 18.10.2012 Rinder-Festmist Tierisches Substrat
PB17-HuMi  18.10.2012 Gefligel-Mist Tierisches Substrat
PB17-FI 18.10.2012 Géargemisch Hauptgarer Hauptfermenter

3 PB17-N 18.10.2012 Géargemisch Nachgarer Nachgeschaltete Stuf
PB17-E fest 18.10.2012 separiertes Garprodukt inechgeschaltete Stuf

Endlager, feste Pha
separiertes Garprodukt iachgeschaltete Stuf
Endlager, flissige Phase

PB17-E flissig 18.10.2012

3.1.1.1.2 Screening von Einzelproben aus Biogasanlagen aef Adiwesenheit von
STEC/ EHEC [LfL + LGL]

Die 29 untersuchten Einzelproben waren vorwiegeady@mische aus Hauptfermentern
oder nachgeschalteten Stufen. Am LGL wurden da®Rrdben, an LfL-AQU 16 Proben
untersucht. 15 Proben wurden parallel durch beidedatungen analysiert.

Eine Charge Maissilage wurde negativ auf die Anwksé der Shigatoxine getestet,
ebenso alle getesteten Gargemische aus Hauptfenrment= 7, Abbildung 9). 19,0% (4

von 21) der Garprodukte aus dem Fermenter nachagisign Prozessstufen wurden als
EHEC-positiv eingestuft. Insgesamt wurden damiB8%3der untersuchten Einzelproben
positiv fir EHEC getestet.
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Gesamt, n=29

B EHEC-negativ B EHEC-positiv
Pflanzliche Substrate Tierische Substrate Hauptfermenter, Nachgeschaltete
n=1 n=0 0% n=7 Stufen, n=21

EHEC-negativ

Abbildung 9: Nachweis von EHEC in weiteren Einzelpgn aus Biogasanlagen

3.1.1.2 Vergleich der Ergebnisse LfL - LGL des ScreeningsEHEC

Von den insgesamt 163 Ergebnissen auf die Anwesendre EHEC von Prozessketten-
und Einzelproben wurden 96 sowohl von LfL als al@lL bestimmt (Tabelle 22). Es
traten Abweichungen in den Einstufungen (EHEC-pobitw. —negativ) in 16 Proben auf
(16,7%). Bei 15 Proben (15,6%) wurde an LfL-AQU d#HEC-positives Ergebnis
erhalten, obwohl am LGL ein EHEC-negatives Ergelamgelt wurde (1x pflanzliches
Substrat, 3x tierische Substrate, 6x Gargemische ldauptfermentern, 4x Inhalte
nachgeschalteter Prozessstufen). Dagegen trat ameiri¢ EHEC-positive Einstufung
bei einer Probe auf (tierisches Substrat), diefarAQU negativ eingestuft wurde.

Tabelle 22: Vergleich der EHEC-Einstufungen bei pelpestimmungen im Screening

Anzahl EHEC

- aller untersuchten Proben 163

- aller doppelt bestimmten Proben (LfL + LGL) 96

- der abweichenden Ergebnisse gesamt 16
- LfL-EHEC-positiv und LGL-EHEC-negativ 15
- LGL-EHEC-positiv und LfL-EHEC-negativ 1

Ursachen fur die Falle unterschiedlicher Einstufkudgnen z.B. in der z.T. inhomogenen
Beschaffenheit der Probenmaterialien oder auclnir @interschiedlichen Sensitivitat der
Nachweissysteme liegen.

Die untersuchten Probenmaterialien koénnen z.T. seiterschiedliche Beschaffenheit
aufweisen. Diese reicht von grobkdrniger, relatockener Maissilage Uber langfaserige,
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sehr nasse Grassilage, zahflissigen Fermenteenhait hohen TS/0TS-Gehalten hin zu
der dunnfliissigen Fraktion fest-flissig-separie@éarprodukte.

Die Entnahme einer homogenen Probe war besondersobk&enen oder zahfliissigen
Materialien haufig schwierig. Das entnommene Aligsollte die Keimkonzentration im
gesamten Fermenter wiederspiegeln, durch Klumpduhg oder die Entnahme eines
ungleichmafigen Verhaltnisses von festen und fhéssiBestandteilen, kann es zu
Unterschieden in der Keimkonzentration des entnonemeAnteils im Verhaltnis zu der
des Ausgangsmaterials kommen. Je groéRer die unklges®robenmenge, desto geringer
werden i.d.R. die Auswirkungen von Probenahme-Umesiteiten. Bei den angewendeten
Methoden wurde eine fir mikro-/molekularbiologischatersuchungen relativ grol3e
Probenmenge von 10 — 25 g fir Anreicherungskultueamgesetzt, wodurch die
statistische Unsicherheit gering gehalten werddteso

Auch die Hohe der im Ausgangsmaterial enthaltenemmKonzentration ist wichtig. Je
geringer diese ist, desto groRer wird die statisésWahrscheinlichkeit, Aliquote zu
entnehmen, deren Keimbelastung unterhalb der Nasbvemze der angewendeten
Methode liegt. Diese Nachweisgrenze kann bei ucivegdlichen Methoden teils erheblich
variieren. Im Rahmen dieses Projekts wurde die Wadmethode fur EHEC an LfL-
AQU weitgehend vom LGL Ubernommen. Veranderungestamelen insbesondere an dem
eingesetzten gPCR-Nachweissystem fur dad-Gen (s. 2.5.1.2). Dies sollte die
Sensitivitat erhéht haben. Eine weitere Ursachealf@éirdivergierenden Ergebnisse kdnnte
auch in der am LGL im Rahmen der Untersuchung vebehsmitteln angewendeten
Vorgehensweise liegen, dass Proben, die mit dea5ii.1 beschriebenen gPCR-System
untersucht werden, mit einem Ct-WerB8 grundsétzlich nicht mehr als positiv gewertet
wurden (Cut-off, s. 2.5.1.1), da aus langjahriggalirung am LGL bekannt ist, dass aus
solchen Proben keine Isolierung von EHEC mdglich. W& aber im Lebensmittelbereich
nur solche Proben als EHEC-positiv gewertet werkénnen, bei denen sowohl der
molekularbasierte Nachweis als auch das dazu pdeskolat vorliegen, wird dort
routinemanig mit dem genannten Cut-off gearbeildese Vorgehensweise stellt im
Prinzip eine Normierung der Nachweisgrenze des katdebiologischen Nachweises an
den Erfahrungswerten aus der mikrobiologischen tdotdung dar. Die so kunstlich
herabgesetzte Sensitivitdt des Systems kann diachkseiner geringeren Anzahl von
stxl-positiv bzw. EHEC-positiv-Einstufung im Vergleidu den an LfL-AQU erzielten
sein, bei denen kein Cut-off angewendet wurde.

In Tabelle 23 sind die Abweichungen der Ergebnissm LfL-AQU und LGL
aufgegliedert nach den Nachweisen der beiden Sixig@ene dargestellt. In 17 von 96
Untersuchungen (17,7%) wichen die Ergebnissestilr voneinander ab. Dabei wurde in
16 Féallen ein positiver Nachweis an LfL-AQU erzjeMdhrend die Nachweise am LGL
negativ ausfielen. Der umgekehrte Fall trat einan#l First gab es 15 abweichende
Ergebnisse (15,6%), von denen 14 auf einen positiachweis an LfL-AQU
zurtckgehen und eines auf einen positiven Nacharai&GL.
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Tabelle 23: Vergleich der Ergebnisse $ixl bzw.stx2 bei Doppelbestimmungen im

Screening
Anzahl stxl stx2
- der doppelt bestimmten Proben (LfL + LGL) 96 96
- der Ubereinstimmenden Ergebnisse 79 81
- der abweichenden Ergebnisse: 17 15
- LfL-positiv und LGL-negativ 16 14
- LfL-negativ und LGL-positiv 1 1

3.1.1.3 Screening der Proben auf die Anwesenheit von ERHE(J [

In diesem und dem folgenden Kapitel 3.1.1.4 sirel Eligebnisse der Analysen aade
(EPEC) dargestellt, die nur von LfL-AQU vorgenommeuarden. Daher gingen hier fur
die Vergleiche auch nur die von LfL-AQU erhobenegdbnisse ein.

Abbildung 10 zeigt die prozentuale Aufgliederung Neachweise von EHEC, EPEC und
negativen Ergebnissen. Es wurden sowohl die Ergebniles Screenings der gesamten
Prozesskette als auch der Einzelproben zusammeasgetxgestellt.

Die Summe der in Abbildung 10 als ,EHEC/EPEC-negatund ,EPEC-positiv*
dargestellten Einstufungen entspricht der Einstyfomt der in den Abschnitten 3.1.1.1.1
und 3.1.1.1.2 verwendeten Bezeichnung ,EHEC-neféivauch Tabelle 20).

Gesamt, n =112

60%

EHEC/EPEC-negativ® EPEC-positiv ® EHEC-positiv

Pflanzliche Substrate  Tierische Substrate Hauptfermenter, Nachgeschaltete
n=36 n=13 n=27 Stufen, n=36

3%
15%
52% 53%
89%

4%/

Abbildung 10: Verhéaltnis der Einstufungen als EHE@d EPEC in den Substrat-,
Gargemisch- und Garprodukt-Proben aus Biogasanfadieh

66



Ergebnisse und Diskussion

Neu in dieser Darstellung (Abbildung 10) ist dieiteree Untersuchung der EHEC-
negativen Kulturen auf die Anwesenheit deeGens und damit von EPEC-positiven
Stammen. Auch in den hier als ,EHEC-positiv* bebhaieten Ergebnissen konnen EPEC-
Stamme enthalten sein. Da die untersuchte mTSBiKukine Anreicherungs-
Zellsuspension darstellt, kdnnen nebeneinanderrsaitedliche Stamme — also EHEC
und EPEC — wachsen. Die Anwesenheit dasGens kann daher aus der Anwesenheit
von EHEC- und/ oder EPEC-Stammen resultieren. Da&tfon ,EPEC-positiv* steht also
fur diejenigen Kulturen, in denen nur deseGen und keinestxGene gemessen wurden
(s. auch Tabelle 20).

Eine solche gesonderte Einstufung als EPEC fandefiles von 36 untersuchten
pflanzlichen Substraten (2,8%), 4 von 13 tierisclgrbstraten (30,8%), einen von 27
Hauptfermenter-Inhalten (3,7%) und 5 von 36 Garpkteh aus nachgeschalteten
Prozessstufen (13,9%) statt (Abbildung 10). Insgetsaurden 11 von 112 untersuchten
Proben (9,8%) positiv filgaeeingestuft.

Auch EPEC-Stamme sind humanmedizinisch durch diesléBung von Diarrho-
Infektionen vorwiegend bei Kleinkindern relevant ésich 1.1.1). Der Anteil der EPEC-
positiven Einstufungen war in dieser Studie tedtiv hoch. Wie auch fur die EHEC-
positiven Einstufungen war der Anteil der EPEC-pesn Einstufungen in den tierischen
Substraten am hdochsten, etwas geringer in den demmdnter nachgeschalteten
Prozessstufen und am geringsten in Gargemischen Haugtfermentern und in
pflanzlichen Substraten.

Die Summe der EHEC- und EPEC-positiven Einstufungesr in den tierischen
Substraten mit 84,6% sehr hoch. Nach diesen Ergsedmifindet ein Eintrag von EPEC in
die Biogasanlage wie bei EHEC hauptsachlich Uberisthe Substrate statt. In
Hauptfermentern und nachgeschalteten Prozessstafiedie Summe ,EHEC*- + \[EPEC-
positiv* nahezu gleich hoch mit 48,1% bzw. 47,2%sD/erhéltnis von EPEC- zu EHEC-
positiven Ergebnissen stieg dagegen in den nachgksten Prozessstufen an. Im
Vergleich zu den tierischen Substraten haben demeEPEC-Nachweise im Verlauf der
Prozesskette bis hin zu den nachgeschalteten RBetaé=sn wie auch die EHEC-/EPEC-
Nachweise abgenommen. Wie schon in 3.1.1.1.1 de&skuthandelt es sich bei den
Ergebnissen um qualitative Daten, d.h. es kannaugemicht auf eine quantitative
Entwicklung der Keimzahlen im Fermenter rickgessdém werden.

3.1.1.4 Verteilung der Genmarkesitxl, stX2 undeaein der Gesamtheit der untersuchten

Proben (LfL)

Die Nachweisrate der mittels gPCR qualitativ untehlden Genmarkestxi, stx2 undeae

ist in Abbildung 11 dargestellE. col-Stdmme werden als EHEC eingestuft, sobald sie
mindestens eirstxGen tragen, und als EPEC-Stamme, sobald sieeda&en tragen.
Dabei kdnnen alle moglichen Kombinationen der Gakaraauftreten.

In dieser Studie wurden mTSB-Zellsuspensionen efmaeicherung auf EHEC/EPEC
untersucht. Diese kénnen aus mehreren EHEC- undCER&mmen bestehen. Dabei
wurde stxl und st mit einer sehr &hnlichen Nachweisquote von jesvkilapp einem
Viertel der gesamten untersuchten Proben gefunddabillung 11). AuRRer bei den
tierischen Substraten, bei densixl 23,1% mehr positive Nachweise erzielte sti@,
betrug die Abweichung der Nachweisraten wixi undstX2 in den Proben-Kategorien
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nur maximal 5,6%. Das Gesaewurde aul3er bei den pflanzlichen Substraten héwfig
nachgewiesen als die einzelrsrGene.

100
90 m stx1+
Stx2+
80 -
H eae+
- 0 stx1-, Stx2-, eae-
X
2. 60
e
© 50 —
0
o 40
E
S 30
o]
P 20 -
10 -
0 T T T
Gesamt PflanzlicheSierisches Haupt- Nachge-
Substrat Substrat fermenter schaltete
Stufen

Abbildung 11: Nachweisrate der einzelnen Genmark&d2 untersuchten Proben [LfL]

Eine weitere Aufgliederung der Nachweise in die ewthiedlichen Genmarker-
Kombinationen ist in Abbildung 12 gezeigt. Den gsif3Anteil stellte nach der gesamt-
negativen Genmarker-KombinatiostXl-, stX2-, eae; ,EHEC/EPEC-negativ®) die gesamt
positive Variante gtxL+, stx2+, eae+ mit Nachweisraten von bis zu 30,8% (tierische
Substrate). Diese Variante kam in den untersucpfamzlichen Substraten nicht vor.
Dieses Ergebnis kann aus einer Population reseitielie Stamme mit beiden Shigatoxin-
Genen sowie deneaeGen enthalt. Wahrscheinlicher ist aber, dass diomplexe
Mischpopulation aus mehreren unterschiedlichen 8t&mmit jeweils einem, zwei oder
allen drei Genmarkern enthalten ist.

Die zweithaufigste Genmarker-Kombination war dieEEPVariante $txl-, st2-, eaet).
Zellsuspensionen mit Genmarker-Kombinationen, die den Shigatoxin-Genen nsin@
aufwiesen ¢txl-, st@+, eae- oder stxl-, stX2+, eaet), waren in Hauptfermenter und
nachgeschalteten Stufen haufig vorzufinden, in Sgstraten einzeln aber kaum prasent.
Diese Genmarkerkombinationen konnen aber auch in Warianten mit beiden
Shigatoxin-GenensfxL+, stX2+, eae-oderstxlL+, stX2+, eaet) enthalten sein.
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Abbildung 12: Nachweisrate der Genmarker-Kombimaimausstxl, stX2 undeaein 112
untersuchten Proben [LfL]

3.1.2  Untersuchungen zur Anwesenheit vorC. botulinum[LfL + LGL]

Insgesamt wurden 157 Proben auf die AnwesenheiCvdyotulinumhin untersucht. Am
LGL konnte auf Grund der bereits bestehenden, ietédah Analytik schon im Herbst
2011 mit der Untersuchung der ersten Proben begoneeden. Gesamt wurden am LGL
154 Proben untersucht. Nach Etablierung der mikeod molekularbiologischen
Nachweismethoden an LfL-AQU wurde ab Herbst 2012dar Analyse der Proben aus
Praxisbiogasanlagen begonnen. Die Anzahl der wdlketsn Proben betrug hier 106. 103
der von LfL-AQU untersuchten Proben wurden auch vb@L untersucht. Diese
unterlagen also einer Doppelbestimmung.

Die untersuchten Proben waren folgender Herkunft:
» 45 pflanzliche Substrate (Silagen, Getreideschiargschaftspflegegut, etc.
e 17 tierische Substrate (Gullen, Festmiste, etc.)
» 43 Gargemische aus Hauptfermentern

» 52 Gargemische aus nachgeschalteten Prozessdtld#engarer, Endlager)

In keiner der untersuchten Proben wufde botulinumnachgewiesen (Abbildung 13).
Einzel-Ergebnisse des Screenings zur Anwesenheit &o botulinum in Substraten,
Fermenterinhalten und Géarprodukten von Biogasanlagjed im Anhang (Kapitel 1)
einsehbar.
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Abbildung 13: Haufigkeit des Nachweises der pathegeClostridium spp. und
analysierte Probenanzahl (pSub: Substrat pflareli¢herkunft, tSub: Substrat
tierischer Herkunft, FI: Fermenterinhalt aus dem uptéermenter, GP:
Garprodukt aus dem Fermenter nachgeschaltetend3siaéen)

Dieses Ergebnis ist zunachst etwas Uberraschen@, datulinumund besonders seine
Sporen eigentlich in Boden und Gewassersedimertigpuitar verbreitet sind (Tanner und
Dack, 1922; Smith, 1978; Smith, 1980; Luquez et2005) und in Fazes von Nutztieren
nachgewiesen werden kénnen (Klarmann, 1989). Dhbkgnet al. (2001; 2003) wiesen
z.B. bontB mit relativ geringer Abundanz (< 4 Sporeng) in 62% und 73% der
untersuchten Fazes-Proben frisch geschlachtetevesod und Rinder nach. Die Autoren
entwickelten hierzu auf der Basis von Detektionsweleinlichkeiten eine Schatz-
Methode fir Konzentrationen unterhalb der analiesc Detektionsgrenze. Die
Detektionsgrenze des in der vorliegenden Studieveredeten gPCR-Systems fur den
Nachweis vonbontA, bontB, bontE und bonfF wurden auf 230, 920, 450 und 840
Kopien » mL™ fur Reinkulturen bzw. auf 10 - 100 Kopien mL™ innerhalb von
Probenmatrizes (Honig, Dosenfisch) nach Anreichgroestimmt (Messelhdausser et al.,
2007a). Das Detektionslimit fir dagnh-gPCR-System lag fU€. botulinumE2625 in
Reinkultur bei 3,9 Kopien pro 25 pL qPCR-Reaktiorssaz. Das entspricht 1,610
Kopien- mL™* Reinkultur (die entsprechenden Daten hierzu weiteAbschlussbericht
des Projekts ,Entwicklung eines Schnellscreeningfs Rathogene in landwirtschaftlich
relevanten Substraten” (K/11/08) nachzulesen sé&iii).ntnhrAnalysen innerhalb einer
Probenmatrix nach Anreicherung wurde kein Detelsliamt bestimmt, es musste aber auf
Grund des zwischengeschalteten Anreicherungsshititteoretisch geringer sein als in
Reinkultur und sollte ahnlich den in Messelhaul3¢r a. (2007) bestimmten
Detektionslimits sein, da die selbe Anreicherungbiode vor dem Einsatz in die qPCR
angewendet wurde, mit der Ausnahme, dass das Walbenen an Ziel-DNA in dientnh
gPCR eingesetzt wurde (2,5 pL statt 5,0 pL).

In anderen Studien wurde ebenfalls k€inbotulinumin Rinder-Fazes gefunden (Tanner
und Dack, 1922, Bagge et al., 2010) oder mit geriey Nachweisraten (Notermans et al.,
1985). Hoedemaker et al. (2014) fanden h8&8ntGene in 8 bis 23% von 1408 Rinder-
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Kotproben bezogen auf verschiedene Fallgruppen,demen auch Seyboldt et al. (2014)
1388 Proben untersuchten und eine NachweishaufigkebontGene von 2,2% fanden.

Daneben sollte berlcksichtigt werden, dass dieemvdrliegenden Studie untersuchten
Proben nicht direkt von Schlachttieren entnommenrden, sondern Gille-Proben waren,
die durch Reinigungswasser, Regen oder die Aushehgen von nicht befallenen Tieren
verdinnt sein konnten. Zudem wurden die zu anakmsden Proben vom Glllelager
gezogen und kénnen so bereits eine nicht genaumekare Lagerzeit hinter sich haben.
Der Lagerung von Gille wird ebenfalls bereits eihggienisierende Wirkung
zugeschrieben (Strauch, 1996). Auch dieser Lageréfigkt kann dazu beigetragen
haben, dass die Ergebnisse dieser Studie zur AnWesevonC. botulinumdurchwegs
negativ ausgefallen sind.

Verschiedene weitere wissenschaftliche Studiensgefa sich ebenfalls mit Hygiene-
Aspekten des Biogasprozesses bZgl. botulinum Bagge et al. (2010) konnte@.
botulinum nach anaerober Vergarung vorC. botulinumhaltigen Substraten
(Schlachthausabfalle) nicht nachweisen. Tebbe et (2007) untersuchten Labor-
Biogasanlagen, die mit Rindergille, Schweineguefliigeltrockenkot und NawWaRo
gefuttert wurden, und fanden ebenfalls keine Hiseeauf die Anwesenheit vo@.
botulinum oder anderen pathogeneZiostridium spp.. Eine weitere niedersachsische
Studie untersuchte 105 Substrate und Garprodukse 1&u Praxis-Biogasanlagen mit
negativem Resultat (Breves, 2011). Eine programsicbhi@ Metagenom-Analyse von
mikrobiellen Populationen in mehreren Praxis-Bi@ydagen wies nur einen von mehr als
2 . 10P Gen-AbschnittenC. botulinum zu, welcher sich dann in einer handischen
Auswertung mittels NCBI-Datenbankensuche als &halic zu nicht-pathogenen
Clostridium spp. herausstellte (Eikmeyer et al, 2013). Dohmmaet al. (2011)
untersuchten methanogene Bioreaktoren, die mit é&®indder Schweinegille beschickt
wurden und fanden heraus, dass keine der erhalt&®mRNA Gen-Sequenzen aus dem
ClostridiumCluster | eng mit pathogenen Spezies verwandt war.

In einer Studie wurde allerdingS. botulinumin Biogasanlagen nachgewiesen: Hier
wurde C. botulinumzwar vereinzelt in den Substraten mehrerer Anlagdr@r nur in
Garresten einer Biogasanlage gefunden (Kohler, YX01lh einem weiteren
Untersuchungszeitraum (1990 — 2012) wurden 5 voruntérsuchten Garresten positiv
auf C. botulinumgetestet (Kohler, 2012). Das Auftreten konnte in deisten Fallen mit
dem Einsatz verdorbener Substrate in Verbindungagébwerden.

Insgesamt kann das Hygiene-Risiko, das Won botulinum in landwirtschaftlichen
Biogasanlagen ausgeht, nach den Ergebnissen disgeaden Screening-Projekts und
der Synthese der in der Literatur vorhandenen 8tudis relativ gering eingeschéatzt
werden.

3.1.3 Untersuchungen zur Anwesenheit weiterer pathogeneClostridien

Unter dem Uberbegriff weitere pathogene Clostridiemrden die Errege€. difficile,
C. perfringens, C. haemolyticun€. septicum C. novyi und C. chauvoeiam LGL
untersucht. An LfL-AQU wurden nur einzelne von Reobauf die Anwesenheit va@.
difficile getestet.

71



Ergebnisse und Diskussion

3.1.3.1 Screening der Proben aus Praxisanlagen auf die #anaeit vorC. perfringens

In nur einer von 34 am LGL untersuchten Proben w@dperfringensTyp A in 0,1 g
Probenmaterial nachgewiesen (Abbildung 13). Auchl wie Anzahl der untersuchten
Proben relativ gering war, lassen sich keine Treafuleiten. Die Nachweisrate war mit
2,9% fur den ubiquitdren Organismus erstaunliclingeDer positive Nachweis erfolgte
fur einen separierten Garrest, der durch eine Bghkandlung (70°C, 4 h) pasteurisiert und
getrocknet wurde.

Aussagen in der Literatur zum Vorkommen v0n perfringenssind divergent. In einer
Untersuchung von 7 Metagenom-Analysen aus Labod- Rraxisbiogasanlagen wurde
kein Hinweis aufC. perfringensgefunden (Eikmeyer et al. 2013). Lebuhn und Weader
(2006) wiesen dagegen im Verlauf der Prozessketter enit Rindergulle, Grassilage,
Heu, Korn und Mineralmischung gefltterten Pilot-gflasanlage unveranderte Belastungen
mit C. perfringensvon etwa 16 KBE bzw. Genome mL* des Frischgewichts nach.
Bagge et al. (2005) fanden bei der Analyse vonakiBbiogasanlagen mit vorgeschalteter
Pasteurisierung sowohl in den Einsatzstoffen wieghanach Behandlung eine Belastung
mit C. perfringensvon im Mittel 2,5- 10* KBE - mL™. Durch die Behandlung trat keine
Reduktion des Keimes auf. Diese Anlagen behandelt@ntierische Nebenprodukte der
Kategorie 3 wie Schlachtabfélle (Blut, Fett, etand Bioabfall aus Haushalten oder der
Gastronomie nach der europaischen Verordnung (EG) NM069/2009 mit
Durchfuhrungsverordnung (EU) Nr. 142/2011. Auch tered Studien fanden keinen
Rickgang vorC. perfringensin Spiking-Versuchen (Aitken et al., 2005; Lebuéinal.,
2005; Wagner et al. 2009).

3.1.3.2 Screening der Proben aus Praxisanlagen auf die #eniaeit vorC. novyi

Insgesamt wurden am LGL 154 Proben (44 pflanzli8bbstrate, 17 tierische Substrate,
42 Fermenterinhalte, 51 nachgeschaltete Prozess}tadif die Anwesenheit vdd. novyi
untersucht. Dabei kam es zu 6 positiven Nachwe{8¢3%6, Abbildung 13). Betroffen
waren ein pflanzliches Substrat (2,3%), drei Feteramhalte (7,0%) und 2 Garprodukte
(3,9%) aus nachgeschalteten Prozessstufen.

Drei der positiv getesteten Proben wurden quamitabchuntersucht (s. 2.2.5). Die
gemessene MPN lag fiir alle Proben bei < 3 MRN

C. novyikann als Krankheitserreger fur Mensch und TielEmscheinung treten. Dem
Organismus wurde auch eine wichtige Rolle bei depvd&ktion von Butter- und
Propionsaure in den Hydrolysereaktionen der anaerdergéarung zugeschrieben (Kim et
al., 2010). Eine Metagenom-Analyse einer Biogasipreerenden mikrobiellen
Population enthielt ebenfalls Sequenzen mit AhikkihzuC. novyi(Schliter et al, 2008).
Diesen und den Ergebnissen der vorliegenden Stmdlfielge kann der Organismus
durchaus im Prozess vorkommen, die in diesem Rrggfkindene Anzahl an Nachweisen
und auch die gefundenen Keimkonzentrationen waven relativ gering.
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3.1.3.3 Screening der Proben aus Praxisanlagen auf die geniaeit vorC. difficile

Am LGL wurden im Jahr 2012 45 Proben &uf difficile untersucht und 22 positive
Nachweise erzielt. Dies entsprach einer Nachweisram 48,9%. Dabei waren

» 2von 7 pflanzlichen Substraten (28,6%),

» 2 von 3 tierischen Substraten (66,7%),

* 8von 15 Gargemischen aus Hauptfermentern (53,3f%b) u

» 10 von 20 Garprodukten aus nachgeschalteten Petaéss (50,0%) betroffen.

Bei 14 der 22 positiv getesteten Proben wurde guaatitative Untersuchung tber MPN-
Verfahren (0) nachgeschaltet. Die Ergebnisse ladjenunter der Nachweisgrenze von 3
MPN . g,

In 15 von 29 (51,7%) an LfL-AQU Anfang des Jahr@42 untersuchten Proben wurde
ebenfallsC. difficile gefunden. Bezogen auf die Probenmatrix wurdertipedNachweise
erzielt in

* 0von 12 pflanzlichen Substraten (0,0%),

* 3von 4 tierischen Substraten (75,0%),

* 6 von 7 Gargemischen aus Hauptfermentern (85,7%) un

* 6 von 6 Garprodukten aus nachgeschalteten Proaéss$100,0%).

Insgesamt sind von 74 Proben 37 positiv @ufifficile getestet worden (Abbildung 13).
Die damit sehr hohe Nachweisrate von 50% in detiveberingen Anzahl von Proben
dieser ersten sondierenden Untersuchungen deutetia@ weite Verbreitung dieses
Keims in landwirtschaftlich relevanten Substraten In der Literatur sind kaum Daten zu
C. difficile in Biogasanlagen hinterlegt. In einer Studie mgsophil bzw. meso- und
thermophil anaerob behandelten Klarschlammen wGrddifficile in 25% bzw. 38% der
untersuchten Proben gefunden (Viau und Peccia, )200Klaranlagen liegt zwar ein
abweichendes Einsatzstoffspektrum im Vergleich mg&sanlagen vor, dennoch wurden
hier ebenfalls hohe Vorkommen gemessen. In Metagehoalysen der mikrobiellen
Populationen von verschiedenen Biogasreaktoren evdategen kein Hinweis auf die
Gegenwart pathogeneClostridium spp. und damit auch vog. difficile gefunden
(Eikmeyer et al., 2013).

Auf Grund der relativ hohen Nachweisrate fur eiflerdings eher geringe Anzahl an
Proben dieser Studie und wegen des Fehlens weissemschaftlicher Studien z0.
difficile in Biogasanlagen wird hier noch Forschungsbedsséhen.

3.1.3.4 Screening der Proben aus Praxisanlagen auf Anwesemmn C. haemolyticum
C. septicumundC. chauvoei

C. haemolyticumC. septicumund C. chauvoewurden in 154 untersuchten Proben (44
pflanzliche Substrate, 17 tierische Substrate, 4BmEnterinhalte, 51 nachgeschaltete
Prozessstufen) nicht nachgewiesen (Abbildung 13)ge&ichts der hohen Anzahl
untersuchter Proben und des Fehlens der genanmgami®men wird die Bedeutung
dieser Keime in Biogasanlagen und Garproduktenraisrgeordnet eingeschatzt.

Auch Ergebnisse aus der Literatur deuten z.T. &Ahek an: In schwedischen Arbeiten
wurden Biogasanlagen mit Giulle und Bioabfallen Bimsatzstoffen und mit einer

Pasteurisierungsstufe untersudcht.septicunwurde im Substrat (1 von 20 Abfall-Chargen
aus zwei Schlachthdusern) gefunden, nicht abedeoPasteurisierung (homogenisierter
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Substratmix), noch nach der Pasteurisierung oddr dar Vergarung (Bagge et al., 2010).
C. haemolyticunundC. chauvoeivurden in diesen Untersuchungen nicht nachgewiesen

Dagegen konnt€. septicumn einer anderen Labor-Studie in einigen Probenrerdd des
gesamten Prozesses vor und nach der Pasteurisisnwig auch wéhrend der mesophilen
und thermophilen anaeroben Vergarung nachgewiesedew (Bagge, 2009a). In diesen
Untersuchungen wurded. chauvoeundC. haemolyticunaber ebenfalls nicht gefunden.
In Spiking-Versuchen mit kinstlicher Inokulation nata C. septicunmebenfalls im Verlauf
des gesamten Prozesses gefunden, wah@enchauvoeiund C. haemolyticumin den
meisten Experimenten nach einer gewissen Zeit mattr nachgewiesen werden konnten
(Bagge, 2009a). Bagge et al. (2009b) fanden chauvoeiin 3 von 11 Praxis-
Biogasanlagen vor Pasteurisierung, aber nicht Rasteurisierung oder nach Vergarung.
Der Organismus wurde nicht in Boden- (84) oder g&ifaoben (4) und in nur einer
Gulleprobe von 114 gefunden (Bagge et al., 2009b).

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungeneseamn Bagge (2009a, 2009b und
2010) fuhren zu der Schlussfolgerung, d&sshaemolyticumund C. chauvoeivon
geringer Relevanz im Kontext der anaeroben Verggrum landwirtschaftlichen
Biogasanlagen sind.

Wie C. botulinum wird C. septicumim Boden und im Fazes von Tier und Mensch
gefunden (Songer, 1998)C. septicum kann die Krankheit Bradsot (Braxy,
Labmagenpararauschbrand) in Schafen auslosen, dieptdachlich aber nicht
ausschlief3lich in Nordeuropa auftritt. Seltenerdwauch von Krankheitserscheinungen in
Kalbern und Pferden berichtet (Songer, 19986).septicumwurde von Bagge (2009a,
2010) vielleicht deshalb wiederholt gefunden, weih von den in dieser Studie
untersuchten Anlagen (NaWaRo und Gille) abweichen8ebstrat-Mix (Gdlle,
Schlachthausabfalle) eingesetzt wurde und der @wgaus in nordlichen Léandern
maoglicherweise verbreiteter ist.

3.2  Screening in veterinar-/abfallrechtlich Uberwachten
Biogasanlagen

Screeninguntersuchungen, wie in 1.3.1 beschrielseiiten auch fur Einsatzstoffe,
Gargemische aus Hauptfermentern und Garprodukte midnSchlachtabfallen bzw.

Kichenabfallen/Speiseresten betriebenen K 3-Biodagan durchgefiuhrt werden. Dies
war im Projektzeitraum nicht mdglich, da die demLL@uganglichen Anlagen zwar tber
eine Genehmigung zur Vergarung der oben genanntaterlien verfligten, im

Projektzeitraum aber tatsachlich keine Vergaruntghso Materialien stattfand. Die
Anlagen wurden dennoch doppelt beprobt. Die daesbhaltenen Ergebnisse sind mit in
die Auswertung der anderen untersuchten PraxiseB@gagen integriert (s. 3.1).

3.3  Keimtragerversuche in Labor-Biogasanlagen
3.3.1 Betriebsdaten der Labor-Biogasanlagen

3.3.1.1 Substrat-Variante M1

Bei der Substrat-Variante M1 (s. Tabelle 16) unterei Betrieb mit Raumbelastung 2 kg
0TS+ (Lg - d)! lag der Biogasertrag bei 600 — 709Q-Lkg oTS". Bei einem Methangehalt
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von 50 — 55 % entsprach dies einem MethanertragcaoB50 Iy - kg oTS! (Abbildung
14 und Abbildung 15).

Die Ammonium- (NH-N) und entsprechend auch die daraus berechnetemofiak-
Stickstoffgehalte (NBtN) stiegen im Verlauf des Betriebs stetig an (Adhong 16). Die
NHs-N-Konzentration umfasste eine Spanne von ca. 1680-mg- kg’

Wahrend des mesophilen Betriebs kam es zu zweputditen zu einer Saureanreicherung
(Abbildung 17). Im April 2013 stieg die Essigsaurend im Oktober 2013 die
Propionsaurekonzentration, sowie zu beiden TermohenFOS/TAC-Quotient deutlich
an. Zur Vermeidung eines Prozess-ZusammenbruchRalienbelastung in beiden Fallen
verringert (s. graue Pfeile in Abbildung 14 bzw.bdung 15).

Substrat-Variante M1 - Phase 1: Feb. 2013 - Jun. 2013
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spez. Methanertrag E3
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Abbildung 14: Biogasertrag, Methanertrag und Metfedralt der Fermenter E1, E2 und
E3 (Substrat-Variante M1; Phase 1: Feb. 2013 -248); blaue bzw. lila
Felder: Keimtragerversuche mit EPEC b&v.botulinum
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Substrat-Variante M1 - Phase 2: Jul. 2013 - Dez. 2013
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Abbildung 15: Biogasertrag, Methanertrag und Meg®dmalt des Fermenters E3
(Substrat-Variante M1; Phase 2: Jul. 2013 — Det3}0ila Felder: Keimtrager-
Versuche miC. botulinum
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Abbildung 16: Gemessene Ammonium- und daraus besteh Ammoniak-
Stickstoffgehalte der Fermenter E1, E2 und E3 fé@Sibstrat-Variante M1
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Abbildung 17: FOS/TAC und Séaurekonzentrationenfmenter E1, E2 und E3 fur die
Substrat-Variante M1

3.3.1.2 Substrat-Variante T1

Im Oktober 2013 wurden zwei thermophile Keimtragesuche in Fermentern der
Substrat-Variante T1 (s. Tabelle 16) durchgefURibgas- und Methanertrag sowie
Methangehalt des produzierten Biogases sind inldAbbg 18 gezeigt. Der Biogasertrag
lag im Mittel bei etwa 750 j.- kg 0TS, wodurch sich bei einem mittleren Methangehalt
von 55% ein Methanertrag von ca. 40Q L kg oTS' ergab. Bei Probenahme am
30.09.2013 wurden die in Tabelle 24 dargestelltaarameter aufgenommen. Die
Ammoniak-Stickstoffkonzentration lag mit 1168 mgkgem™ deutlich Giber dem durch
Kaiser et al. (2007) bereits als hemmend fir desg&8sprozess beschriebenen Wert von

500 mg- kgew™.
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Substrat-Variante T1
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Abbildung 18: Biogasertrag, Methanertrag und Metjgdralt der Fermenter BM1 und
BM2  (Substrat-Variante  T1); orangefarbene bzw. rot&&sten:
Keimtragerversuche mit EPEC bz@. botulinum

Tabelle 24: Gemittelte Ergebnisse der Laborparanf@éteSubstrat-Variante T1 und T2

Parameter Einheit Substrat-Variante
T1 T2"

TS % FM 4,63 4,55
oTS % TS 66,15 72,85
FFS gesamt mg (Essigsauredquivalertyy, 419,11 693,82
FOS/TAC 0,26 0,24
Essigsaure mgkgwt 179,58 331,01
Propionsaure mg kg:,\,{l 9,57 71,72
iso-Buttersaure mg kg:M'l 0,00 0,00
Buttersaure mg kg:M'1 0,00 0,00
Iso-Valeriansaure mgkg:,\,{1 0,00 0,00
Valeriansaure mg kg:,\,{l 0,00 0,00
Capronsaure rngkg:,\,{l 83,05 0,00
Oenanthsaure mgkg:,\,{l 0,00 0,00
pH mg- Kgey 8,40 8,28
NHs-N mg« Kgew ™ 2499,59  2147,37
NHs-N mg- Ko™ 1168,83 859,71

Mittelwerte der FermentérBM 1 und BM2 am 30.09.2013 bzw.E1 und E2 vom 27.01.2014 und
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3.3.1.3 Substrat-Variante T2

Im ersten Quartal 2014 wurden die thermophilen Keigerversuche in Fermentern der
Substrat-Variante T2 (s. Tabelle 16) wiederholt f#dung 19). Auf Grund der etwas
unterschiedlichen Substrat-Zusammensetzung (s. l[€ald&6) wurden auch etwas
abweichende Werte bei der Gasanlayse aufgenomnenBiDgasertrag lag mit ca. 850
Ly » kg oTS! etwas hoher, der Methangehalt mit 50 — 55% etviedriger. Tabelle 24
listet die gemessenen Laborparameter zur entsprédeheZeit fur die Substrat-Variante
T2. Die Bedingungen der Keimtragerversuche in betthermophilen Substrat-Varianten
waren damit relativ ahnlich. Bei Variante T2 laggaringfigig, aber unbedenklich mehr
C,- bzw. G-Fettsauren vor und der Ammoniak-Stickstoffgehadf mit 859 mg kgew™
etwas niedriger als bei Variante T1, aber noch imtetlich Uber dem durch Kaiser et al.
(20071) bereits als hemmend fur den Biogasprozesshbebenen Wert von 500 mg
KOrm

Substrat-Variante T2
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spez. Methanertrag E1 spez. Methanertrag E2
—+—gemittelter Methangehalt E1 —#-gemittelter Methangehalt E2

Abbildung 19: Biogasertrag, Methanertrag und Megjedmalt der Fermenter E1 und E2
(Substrat-Variante T2); orangefarbene bzw. rote st&@
Keimtragerversuche mit EPEC bz@. botulinum

3.3.2 Keimtragerversuche mit EPEC

3.3.2.1 Vorversuch: Anzucht des Inokulums fiir die Keimtndwgesuche mit EPEC

Die aus der Zahlung der ausplattierten Verdinnwigsr(jeweils auf MH- und Endo-
Agar, s. 2.6.3) erhaltenen Kolonie-bildenden Eitérei (KBE) wurden auf die
Zellkonzentration pro mL Zellsuspension hochgerethumd Gber der Inkubationsdauer
aufgetragen (Abbildung 20). Die Plattierung auf &#djar wurde nur nach 3 und 4 h
Inkubationsdauer vorgenommen. In der 3 h-Kulturdear etwa 3 bis 7 16 KBE » mL*
gemessen, nach 5 h waren es zwischeh® KBE » mL™* und 1. 10'°KBE » mL™,
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Nach ca. 3 h war die Kultur zu einer deutlichen binig angewachsen (optische
Begutachtung), befand sich aber noch in der expaaiem Wachstumsphase (Abbildung
20). Exemplarisch die KBE-Zahl des Stammes LGL 284@trachtend, kam es innerhalb
der 4. Stunde des Wachstums noch zu einem Anwachsgetas 10-fache, wahrend sich
der Stamm innerhalb der 5. Stunde der Bebritungnocin auf das 1,5-fache vermehrte.

Zur Inokulation der Keimtradger wurde deshalb eir@lstispension nach 3 h Bebritung
(,3 h-Kultur*) ausgewahlt. Dabei wurde der StammBEEPLGL 38122 eingesetzt, da
dieser im Vorversuch konsistent etwas hohere Ze#lkatrationen aufwies (Abbildung
20) und wegen seiner Herkunft (Umgebungsprobe eiReslerstalls) als passend
erschien.

Ausplattierung auf MH- und Endo-Agar
1,0E+11;

1,0E+10- —

1,0E+09-

1,0E+08-

E. coli[KBE + mL-1]

1,0E+07- . . .
2,5 3 3,5 4 4.5 5 55
Inkubationsdauer [h]

—-LGLK110/1 MH -8~ GLK110/1 End¢
LGL 38122 MH =<LGL 38122 Endo

Abbildung 20: Zellzahl zweier EPEC-Stamme nach % -+ Inkubationszeit durch
Ausplattierung und Zahlung auf MH- und Endo-Agar

3.3.2.2 Keimtragerversuche mit EPEC LGL 38122 bei mesopl@kértemperatur (38°C)

In Abbildung 21 und Tabelle 25 sind die Ergebnidse drei bei 38°C durchgefuhrten
Keimtragerversuche mit EPEC Stamm 38122 dargesiet Keimzahl lag zum Start der
drei Versuche zwischen 9,30 und 2,4 16 MPN - mL™.

Bei KT38-190213fand innerhalb von 24 h eine Reduktion um 1,63dgfen bzw. 97,6%
auf 2,3 10° MPN - mL™ statt.

In VersuchKT38-150413lag die Detektionsgrenze fir den Ansatz 24 h Eitijposbei 2,8

. 107 und nach 48 und 72 h Exposition bei 2,7 MPNL™. In Abbildung 21 beginnt
deshalb die Ordinate bei diesem 72 h-Wert. Fur 2ferih-Wert kennzeichnet die blaue
Flache den Bereich, in dem die MRMIL™ nach der verwendeten Methode liegt. Dieser
Bereich wird nach oben durch die Detektionsgrerme 2,8 10 MPN - mL™ begrenzt.

In diesem Versuch betrug das Ausmall der Redukach @4 h also mindestens 5,5 log-
Stufen bzw. 99,9997% und nach 48 h 7,5 log-Stufan 89,999997%.
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Bei KT38-150313konnte nach 6 h bereits eine geringe ReduktionERESC-Stamms um
0,4 log-Stufen gemessen werden. Nach 22 h warerdeoranfanglich 2,4 1 noch 86
MPN . mL* nachweisbar. Die Abnahme betrug 6,4 log-Stufen. [98199996%.

Die Versuche wurden nacheinander durchgefuhrt é&helle 18). In diesem zeitlichen
Ablauf stiegen die NEHN- und damit auch die Ng-N-Konzentrationen merklich an.
Wahrend der NEtN-Gehalt fur KT38-190213 im Februar 2013 noch é®va 172 mg

kg lag, war er fir Versuch KT38-150413 im April 2048f 308 mg kg™ und fiir KT38-
130513 im Mai 2013 auf 491 mgkg™ angestiegen (s. auch Abbildung 16, Tabelle 25). In
KT38-150413 war zudem eine leichte Saureanreiclyetestzustellen (s. Abbildung 17).

Die hoheren Ammoniak-Stickstoff-Konzentrationenden Keimtragerversuchen KT38-
150413 und -130513 hatten mdglicherweise einen luEsf auf das Ausmald der
Reduktion. In diesen Versuchen schien der EPEC+8tano Zeiteinheit starker reduziert
zu werden als im Versuch KT38-190213 mit geringe¥éhi-N-Gehalten (Abbildung 21).

Angesichts der dinnen Datenbasis sollte diese Aessalerdings durch weitere
Untersuchungen uberpruft werden.

Ammoniak gilt allgemein als Hemmestoff fir die Miknologie des Biogasprozesses und
wird haufig in Zusammenhang mit Prozessstérungdmraght. Ammoniak wird beim
Abbau stickstoffhaltiger Einsatzstoffe gebildet umdrkt als Entkoppler der ATP-
Synthese. Er kann passiv in die Zellen diffundiesad beeinflusst die Gleichgewichte im
Protonen- und/ oder Kalium-Gradient, damit auch detnazellularen pH-Wert und
maoglicherweise die Aktivitat verschiedener EnzyrGdén et al., 2008). Bei Keimtrager-
Versuchen mit Salmonellen im Rahmen des dieserié&tudrangegangenen Projekts
.Prozessbeschleunigung und Hygienisierung in Biagksgen durch Vorschaltung einer
Hydrolysephase/-stufe* (K/08/07) wurde fir Salmderel eine ahnliche Beobachtung
gemacht. Kirzere Reduktionszeiten der Salmonellatert hier ebenfalls bei hdoheren
Ammoniak-Konzentrationen auf (Marin Pérez et @13.
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Exposition im mesophilen Fermenter [h]

-+-KT38-190213|
-#-KT38-150413
~-KT38-130513|

EPEC LGL 38122

Abbildung 21: Keimtragerversuche mit EPEC LGL 38122 38°C

Um das Ausmald der Reduktion in den unterschiedlictiersuchen zu vergleichen,
wurden dezimale Reduktionszeiten (D-Werte) berecHdies ist die Zeit, die unter den
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gegebenen Bedingungen fir eine Reduktion um 90%tiggrwird. Fir KT38-190213 lag
der D-Wert bei 14,9 h, fur KT38-150413 bei4,3 h und fur KT38-130513 bei 3,2 h
(Tabelle 25). Die hier berechneten D-Werte gebesesondere fir KT38-190213 nur
einen Anhaltspunkt, da sie z.T. nur auf zwei Datewgen beruhen. Die beiden Versuche
bei hoéheren Ammoniak-Stickstoffkonzentrationen inerrenter (KT38-150413 und
KT38-130513) verliefen jedoch sehr ahnlich und lderaus bestimmten D-Werte waren
mit 3,2 h bzw< 4,3 h praktisch identisch, was auf eine gute Reymrierbarkeit hinwies.

Tabelle 25: Keimzahlen, Reduktion und Ammoniak{&ioffgehalte der
Keimtragerversuche mit EPEC LGL 38122

Expo{ EPEC LGL
sition 38122 Reduktion Dezimale Reduktion NH3-N
[d] [MPN -« mL™] log-Stufen  [%] [h] [min] Mg « Kgem™]
e
AN
S 0|  9,30E+0T 14,9 172
- 24 2,27E+0b 1,6 97,564
= 0f 9,30E+0
E § 24 2,77TE+O 55 99,9997 <43 308
X | 48 2,74E+0 7,5 99,9999p7
72 2,73E+0 75 99,9999p7
= of 240E+08
2 6 8,78E+0Y 0,4 6314 3.2 491
- 22 8,61E+01L 6,4 99,999964 1
@ 0 2,40E+08 0,0
% 1 8,78E-01 8,4 99’999999650,11 <64 1169
B |9 3 8,56E-01 8,4 99,99999p6
ld 6 8,44E-01 8,5 99,99999Pp6
* I of 110E+08 03
S 0,5 9,00E-0F 8,4 99,9999902 < 0,06 <35 874
i 1 8,67E-0 8,4 99,99999p2

Doyle und Schoeni (1984) bestimmten das Wachstutimsom fur E. coli O157:H7 in
TSB-Medium auf 37°C, ahnlich wie fur nicht pathogén coli. Reduktionseffekte allein
durch die Temperatur sind im hier untersuchten ipigigen Prozess bei 38°C daher kaum
von Bedeutung. Demnach verursachten andere Faktieenmgebenden Milieus wie die
Konkurrenz-Mikroflora und/ oder der bereits erwa@&hAmmoniakgehalt die Reduktion.

Es wurde mehrfach gezeigt, dass nicht pathogenepatitbgeneE. coli Stamme sehr
ahnliche Reduktionsverhalten aufwiesen (Spinkd.e2806; Aitken et al., 2007; s. auch
3.3.2.3). Der eingesetzte EPEC-Stamm LGL 38122 els@mals ein EHEC-Stamm, der
die stxGene verloren hatte und aller Kenntnis nach kethene tragt, die die
Widerstandsfahigkeit verandern. Bei der Deutung detiegenden Ergebnisse wurde
daher sowohl im mesophilen als auch im thermophilemperaturbereich von einer
weitgehenden Ubertragbarkeit des Reduktionsveristies verwendeten EPEC-Stammes
LGL 38122 auf EHEC-Stdmme ausgegangen.
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Andere Studien zur Reduktion von EHEC in der me#eph anaeroben Vergarung

existieren kaum. Hoferer (2001) bestimmte Hircoli O157 einen D-Wert von 27,6 h bei

35°C in einer Laborbiogasanlage mit Rindergulle Bpmkiseresten in Kofermentation.

Olsen und Larsen (1987) erhielten fur #iecoli Serovare O8 und 0147 im Vergleich zu
den in diesem Projekt bestimmten relativ lange rdaf@ Reduktionszeiten von 1,8 d in

Rinder- bzw. Schweinegtille bei 35°C. Diese Wergdn z.T. mehr als 24 h hoher als die
in dieser Studie erhaltenen D-Werte. Grinde higg@iinmen u.a. die um 3°C abweichende
Gartemperatur und die durch die verschiedenen &sisdfe bedingten unterschiedlichen

Fermentations-Milieus (u.a. Ammoniak-Gehalte) dalsh.

3.3.2.3 Keimtragerversuche mit EPEC LGL 38122 bei thermigplbartemperatur

(55°C)
In Abbildung 22 und Tabelle 25 sind die Ergebnidse beiden bei 55°C durchgefiihrten
Keimtragerversuche dargestellt. Bei thermophileozBssbedingungen waren bei KT55-
081013 nach 1 h und bei KT55-110214 schon nachiB8@E&nposition im Fermenter keine
der anfanglich 2,4 1¢ bzw. 1,1- 1¢ eingesetzten MPN mL™ mehr nachweisbar. Die
Nachweisgrenze lag bei der verwendeten MPN-Methmi®,27 MPN- mL™. Demnach
wurde eine Abnahme der EPEC um 8,6 log-Stufen £8y9999998% innerhalb der
ersten 30 min Exposition erreicht. Aus KT55-0810&8ultierte ein D-Wert (Reduktion
um 90%) vorx 6,4 min. In KT55-110214 konnte eine bessere Authgserreicht werden,
wobei sich ein D-Wert vorx 3,5 min ergab. Dieser Wert stellt immer noch einen
Maximal-Wert dar, da auf Grund der benétigten Usiehungszeit keine Daten zu
kirzeren Expositionszeiten erhalten werden konnten.
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—
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Abbildung 22: Keimtragerversuche mit EPEC LGL 38122 55°C

Die NHs-N-Konzentrationen waren in beiden thermophilenniteligerversuchen relativ
hoch (s. Tabelle 24 und Tabelle 25). Bei FuttermigGrassilage trat im Gargemisch eine
Anreicherung an Ammonium- und damit an Ammonialci&tioff in diesen wie auch in
friheren Versuchen auf. Geringere NK-Konzentrationen - ahnlich wie bei mesophiler
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Prozessfuhrung - konnten bei dieser Art der Bedfighrung nicht erreicht werden.
Vergleichende Untersuchungen mit geringeren Komagahen waren demnach nicht
maoglich. Es ist auch fraglich, ob eine Auswirkungsd\H-N-Gehaltes angesichts des
sicherlich starken Einflusses der hohen Temperaioh messbar gewesen ware.

Die in diesem Projekt ermittelten D-Werte im thephiten Betrieb decken sich gut mit
D-Werten, die nicht-pathogerte coli O3:H6 (D = 6,7 min) bzwE. coli O157:H7 (D =
3,7 min) in deionisiertem Wasser bei 55°C bestimvatden sind (Spinks, 2006). Dies
bekraftigt die Hypothese, dass der Einfluss derntlophilen Temperatur fir nicht
angepasste Erreger im Gargemisch prioritar fur Riégluktion verantwortlich ist und
andere Parameter dann eher untergeordnete Auswirkaben. Aitken et al. (2007)
bestimmten in Batch-Versuchen bei anaerober Vengawon Rindergille einen D-Wert
von 10 min bei 55°C fur einen Wild-Typ. col-Stamm sowie fUE. coli O157:H7. Beide
genannten Studien konnten zudem zeigen, Bas®li O157:H7 sich sehr ahnlich bzw.
sogar leicht sensitiver gegeniiber den getestetelin@engen bei 55°C wie die nicht-
pathogenerk. col-Stamme verhielten, wodurch eine Verwendung auchtspathogener
E. colirStamme als Indikatoren fur die Reduktion von EHIBECProzess gerechtfertigt
werden kann (Spinks, 2006; Aitken, 2007). Andenrgdi&n bestimmten D-Werte von 1 —
5 min bei 55°C (Hoferer, 2001) bzw. 24 min bei etvg@ringerer Temperatur (53°C) fur
andereE. coli Serovare (O4; O147; Olsen und Larsen, 1987), dieed ebenfalls in
Einklang mit den in diesem Projekt bestimmten D-i&teibei 55°C stehen.

3.3.2.4 Reduktion von EPEC (Stamm LGL 38122) in ein- undretifigen ideal,
gleichmafRig durchmischten Durchflussreaktoren

Im Modell eines ideal, gleichm&Rig durchmischtenrddiélussreaktors, bzw. einer 2-
stufigen Abfolge zweier ideal, gleichmaRig durchechier Durchflussreaktoren kann die
theoretische Keimreduktion in Abhangigkeit von deezifischen Dezimierungszeit (D-
Wert) dargestellt werden (Abbildung 23). Hierbeirde von einem Reaktorvolumen von
275n7 pro Verfahrensstufe und einem taglichen Fiittervoigsnen von 7 m3 fur die 2-
stufige Variante sowie von einem Reaktorvolumen &&® m3 und einem téglichen
Futterungsvolumen von 7 m3 fur die einstufige Verémsfihrung ausgegangen. Der
Abstand zwischen den Futterungen und damit diemalg, gesicherte Verweilzeit wurde
auf 1 h festgelegt.

Im thermophilen Betrieb wurde ein D-Wert von < &) ermittelt (s. 3.3.2.3). Bei dieser
spezifischen Dezimierungszeit wére in einer eingéuf Anlage eine Keimzahlreduktion
von > 42,9 log-Stufen bzw. in den einzelnen Sterer zweistufigen Anlage jeweils eine
Keimzahlreduktion von > 42,6 log-Stufen theoretisminehmbar. In der Summe der
zweistufigen Anlage waren es > 85,3 log-Stufen.

Fur die Keimtragerexperimente in mesophilen Fererentwurde eine dezimale
Reduktionszeit von 3,2, 4,3 bzw. 14,9 h errechreet 33.2.2). Hierbei ware eine
Keimzahlreduktion von ca. 3,6, 3,4 bzw. 2,6 logf&tu pro Verfahrensstufe einer
zweistufigen Anlage zu erwarten. In einer einstrfighnlage waren es 3,9, 3,7 bzw. 2,9;
in der Summe der zweistufigen Verfahrensfihrungedag 7,2, 6,7 bzw. 5,2 log-Stufen.

Im Allgemeinen kann demnach die Keimreduktion dueaie raumliche Aufteilung des
Prozesses in zwei Verfahrensstufen deutlich gesteigerden. Bei Vergrol3erung des
Fermentationsvolumens im einstufigen Betrieb iseé dieimreduktion dagegen nur
minimal gesteigert.
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Abbildung 23: Reduktion von EPEC (Stamm LGL 38122)Abhangigkeit von der
spezifischen Dezimierungszeit (D-Wert) in einem aide gleichmalig
durchmischten Durchflussreaktor

3.3.3 Keimtragerversuche mit Clostridium botulinum

3.3.3.1 Vorversuche zur Methodik-Etablierung: Anzucht deskiulums, guantitative
Analyse und getrennter Nachweis von vegetativeledelnd Sporen

3.3.3.1.1 Anzucht des Inokulums

Das Inokulum (Stamm LGL E2625) wurde in den beid@rversuchen KT38-240912
und KT38-120313 auf unterschiedliche Weise inokulimd inkubiert. In Versuch KT38-
240912 wurde eine Kolonie in 5 mL TPGY-Medium arggen. Bei Plattierung auf EiL-
Agar ergab sich eine deutlich héhere Zellkonzeioma(1,5- 1¢° KBE » mL™) als in
KT38-120313 (16 KBE - mL™, Tabelle 26), in dem aus einer fliissigen Vorkultur
inokuliert und nur 24 h inkubiert wurde. Der Weilr fVersuch KT38-120313 kdnnte
etwas unterschatzt sein, da er auf dem Wachstuer &nlonie (EiL, unerhitzt, 18
Tabelle 26) beruht. Die Verdiinnungsstufef! b 10° wurden bei der Auswahl der zu
plattierenden Verdunnungsstufen nicht bericksichtig auf Grund des Vorversuches
KT38-240912 eine hthere Ausgangszellkonzentratevmutet wurde.
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Tabelle 26: Ergebnisse der Zahlung des Wachstuns 1@0 pL Inokulum der
Vorversuche auf EiL- bzw. Blut-Agar

Verdinnungs{ Vegetativ: unerhitzt | Sporen: 60°C, 15 min| Keimzahl
stufe EiL Blut EiL Blut [KBE .mLY
1,0E-02 o 0
o S| 10E-03 149 0 - -
o § 1,0E-04 16 0 1,5E+06
¥ Q| 10E-05 3 0
1,0E-06 0 0
o | 10E-03 1 0 0 0
® &l 10E-04 0 0 0 0
® 3 ’ 1,0E+04
C S| 10E-05 0 0 0 0
1,0E-06 0 0 0 0

oo hicht zahlbar, --- nicht bestimmt

Die Inkubationszeit wurde in KT38-120313 verkuda, die Inokulum-Kultur schon nach
24 h deutlich getribt war, was in der Regel auberides Wachstum anzeigt. Zudem
sollte erreicht werden, dass die Kultur noch in ldgarithmischen Phase zum Ansetzen
der Keimtragerinhalte verwendet wird, um hauptsahbhl lebensfahige Erreger
einzusetzen. Da nach 24 h Inkubation eine zu gerikgnzentration lebensfahiger
Einheiten vorlag, wurde das Inokulum in den folgemd/ersuchen mit einer Kolonfe.
botulinum LGL E2625 in 10 mL TPGY-Medium angeimpft und l&angekubiert (3 d,
30°C, anaerob). Damit stieg zwar die Wahrscheikbthbereits mit dem Inokulum nicht
lebensfahige Einheiten in den Keimtrager einzulmmgzu einer Verfalschung der
Ergebnisse kam es dennoch nicht, da die Quantiizgedes Keimtragerinhalts tber eine
Kombinationsmethode aus Kultivierungs-MPN und gPéflgte (s. 2.2.3), bei der
lebensfahige Zellen Gber deren Wachstum bestimmtewme wahrend nicht lebensfahige
Einheiten ausgedinnt werden und damit weitgehebédnicksichtigt bleiben.

In beiden Vorversuchen trat bei Ausplattierung Bluift-Agar kein Wachstum auf. Auch
in spateren Versuchen war das Wachstum auf Blut-Aghlechter als auf EiL-Agar (s.
3.3.3.1.3).

Eine getrennte Bestimmung des Sporenanteils kowoteh die hier angewendete
Plattierung mit Zahlung der Koloniebildung alleincimt erfolgen. In KT38-120313
erfolgte zwar eine Plattierung auf Agar nach Hi&shock zur Bestimmung des
Sporenanteils, Koloniebildung konnte hier aber ntobachtet werden (Tabelle 26). Da
erwartet wurde, dass auf festem Nahrboden wenigeeilhafte Bedingungen fur die
Sporenkeimung herrschen als in Flissigkultur, waialedere Ansatze zur Quantifizierung
des Inokulums bzw. Keimtragerinhalts verfolgt (8.3.1.2).

3.3.3.1.2 Quantifizierung des Keimtragerinhalts

Zur Quantifizierung des Keimtragerinhalts wurdererviunterschiedliche Methoden
getestet:

a) Quantifizierung des Inokulums durch Ausplattierungd Zahlung gebildeter
Kolonien, Berechnung der Keimkonzentration im Ke#gerinhalt
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b) Quantifizierung des Inokulums durch MPN-gPCR, Bbkremg der
Keimkonzentration im Keimtragerinhalt

¢) Quantifizierung des Inokulums durch Kultivierung$2M (Triplikate, Auswertung
anhand der Trubung), Berechnung der Keimkonzeaotramn Keimtragerinhalt

d) Quantifizierung der Keimkonzentration im Keimtrdighalt Uber eine
kultivierungsbasierte MPN aus der TPGY-Kultur untsehlielender qPCR zur
IdentifikationC. botulinumpositiver Anséatze

Methoden a, cundd enthalten Kultivierungsschritte und quantifizier@@mnach in der

Regel nur lebensfahige KeimeMethode b dagegen kalkuliert die statistisch
wahrscheinlichste Konzentration (MPN) vdd. botulinum rein molekularbiologisch

anhand der Anwesenheit der DNA des nachgewieseras®h und weist damit auch

nicht mehr lebensfahige Einheiten nach.

Methode b erfasste erwartungsgemafll im Vergleich zu den Jkeiltingsbasierten
Quantifizierungsmethoden (a, c, d) hohere Keimkatrationen (Abbildung 24). Die
Unterschiede waren teils betrachtlich (> 3 log-&tufin KT38-100613). Sie sind
wahrscheinlich gro3tenteils auf den Nachweis derADNNcht lebensfahiger Einheiten
zurtckzufihren. Es ist zudem mdglich, dass ein kaunater Anteil der Sporen-DNA mit
erfasst wird, der bei Methode a nicht oder nur nmaignit in die Messung eingeht. Da die
Zielsetzung bei den Keimtragerversuchen war, |didéige C. botulinumEinheiten zu
guantifizieren, wurde Methode b als nicht zielfiild@usgeschlossen.

1,0E+08 ¢
= ; ® Methode a:
S 1,0E+07 ¢ Zahlung
52 :
< £ 1,0E+06 -
5= = Methode b:
:g% 1,0E+05 - MPN-gPCR
%E 1,0E+04
3 = Methode c:
g 2 1,0E+03 Kultivierung-MPN,
S Inokulum
= W 1,0E+02
=53 ® Methode d:
< 1,0E+01 - Kultivierung-MPN,
O j S s S Sg TPGY O h
1,0E+OO‘ : cc : cc : cc : cc
EFS EQ E8 ES EY EJ ER
¥y X9 ¥9 g I xd i

Abbildung 24: Vergleich der Quantifizierungsergeds@ im Keimtragerinhalt der
Keimtragerversuche m@. botulinumLGL E2625 (n.b.: nicht bestimmt)

Methode a hatte den Nachteil, dass nicht differenziert werd@nnte, ob ein (bzw.
welcher) Anteil der Sporen auskeimt und mit erfagsd (s. 3.3.3.1.1).
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Methoden ¢ und dbasieren beide auf der Kultivierungs-MPN mit demteyschied dass
der Keimtragerstamn®. botulinumLGL E2625 bei ¢ als Reinkultur quantifiziert wurde
und bei d innerhalb einer komplexen Population idesntragerinhalts. Dadurch reichte
bei ¢ das Indiz der Trubung der Kultur fir die Besbung C. botulinumpositiver
Kulturen und damit der MPN-Indexzahl aus, wahrendi il eine spezifische
Identifizierung Uber gPCR erfolgten musste. In baidMethoden (c, d) wurde im
Unterschied zu Methoden a und b eine Differenzigrdes Anteils vegetativer Zellen und
der Sporen erreicht, wie in 2.2.4 beschrieben. libilung 24 sind Gesamtkeimzahlen
(Anteil vegetativer Zellen + Sporenanteil) fur diethoden ¢ und d dargestellt.

Im Vergleich der Methode ¢ mit Methode d wurdenalten Fallen reproduzierbar sehr
ahnliche Keimzahlen in den Keimtragerinhalten gesaes(Abbildung 24). Fir die
Verwendung der Ergebnisse aus Methode d sprachr aldseReproduzierbarkeit der
Ergebnisse, dass die Keimkonzentrationen nach htiarb mit der gleichen Methode
bestimmt wurden und daher direkt vergleichbar wafda Startkeimzahl sind deshalb in
den Ergebnissen der Keimtragerversuche @itbotulinumnur die durch Methode d
erzielten Werte aufgenommen (3.3.2.2 und 3.3.D8ych Methode c erfolgte dennoch
weiterhin eine Doppelbestimmung der Startkeimzahl.

3.3.3.1.3 Vergleich der Quantifizierungsergebnisse aus TPGit (Methode d), von
EiL-Agar und von Blut-Agar

Im Vorversuch KT38-240912 wurden sowohl die MPN-M@rnungsstufen der TPGY-
Kultur (Methode d, 3.3.3.1.2) als auch die Zelleaf &iL- und Blut-Agar (zum
Kultivierungsablauf s. 2.2.2, Abbildung 3) mittetanhgPCR untersucht. Die daraus
kalkulierten MPN-Ergebnisse sind in Abbildung 28fet 1 gezeigt.

1,0E+06

ESporen
m Vegetative Zelle f

C. botulinumLGLE2625[MPN . mL"Y]

Abbildung 25: Gegenuberstellung der Ergebnissekadtivierungs-MPN aus der TPGY-
Kultur und der Kultivierung auf EiL- und Blut-Agdgiten (1: KT38-240912, 2:
KT38-120313, 3-8: KT38-100613; TPGY, EiL, Blut:x2.2, Abbildung 3)
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Die EiL-MPN lag um 8,7% niedriger als der TPGY-Watie Blut-Agar-MPN war sogar
deutlich geringer (84,6%, 0,8 log-Stufen). Auch drigheren Arbeiten am LGL war
bekannt, dass das Wachstum wnbotulinumauf EiL-Agar gegentuber Blut-Agar besser
ist. In den folgenden Versuchen wurde deshalb vem\terwendung des Blutagars zur
Quantifizierung abgesehen.

Im Vorversuch KT38-120313 (Abbildung 25, Ziffer 2yurde in einem niedrigeren
Keimkonzentrationsbereich mit dem EiL-Wert ein um,®B%6 geringerer Messwert
erhalten als bei der Analyse der TPGY-Kultur. INn38¥100613 kamen neben identischen
Ergebnissen (z.B. Ziffer 8 in Abbildung 25) Untdrétzungen bei den EiL-Varianten um
bis zu 80,3% bezogen auf den jeweiligen TPGY-Wert v

Weitere Schwierigkeiten bereitete die Analyse rigetrVerdiinnungsstufen (16is 10%)
der EiL-Zellsuspensionen. Solche MPN-Replikateeliefn keine Signale in der gPCR,
obwohl sie der Erwartung nach positive gPCR-Ergetmierzielen sollten, da sie in der
TPGY-Kultur und auch in héheren Verdiinnungsstufeh BiL-Agar (ab 1¢) als C.
botulinumpositiv eingestuft worden waren.

Magliche Ursachen dafur liegen in

» der Zusammensetzung der Population in der jeweilgerdiinnungsstufe:
C. botulinumLGL E2625 wurde in einer relativ hohen Konzentmateingesetzt.
Trotzdem sind in unverdinnten oder niedrig verdénniPGY-Kulturen andere
Mikroorganismen ebenfalls in hoher Zahl vorhandggren Anwesenheit durch
verschiedene Faktoren (z.B. Abgabe antimikrobiélebstanzen, Fra3druck) das
Wachstum des konkurrenzschwacl@rbotulinumverhindert haben kann;

e der Auswahl der aufgenommenen Kolonien bzw. degesudimmenen Teils des
Bakterienrasens auf EiL-Agar:
Die Auswahl der in MQ-Wasser aufgenommen Koloniéndie gPCR erfolgte
subjektiv. Jede visuell unterschiedliche Erschegsform auf EiL-Agar wurde
mit der Impfése in einem Ansatz aufgenommen. Esebéslennoch das Risiko,
dass nicht alle auftretenden Mikroorganismen erfassden.

Die Analyse der EiL-Zellsuspensionen wurde desh@bweiteren Versuchen nur
sporadisch durchgefuhrt. Die in den folgenden Kapi8.3.3.2 und 3.3.3.3 dargestellten
Ergebnisse beziehen sich ausschliel3lich auf didydealer TPGY-Kulturen.

3.3.3.2 Keimtragerversuche m@. botulinum(Stamm LGL E2625) bei mesophiler
Géartemperatur (38°C)

Es wurden drei Keimtragerversuche mit dem SpordnbilC. botulinum(Stamm LGL

E2625) im mesophilen Temperaturbereich (38°C) dyetilhrt. Die Ergebnisse der
guantitativen Bestimmung sind in Abbildung 26, Adbhg 27 und Tabelle 27
zusammengestellt.

Im ersten Versuch (KT38-100613) wurde ein Exposgieitraum von ca. 3 Wochen (22
d) abgedeckt. In den weiteren Versuchen wurde diésigraum auf bis zu 9 Wochen (63
d) ausgedehnt. Die Gesamtkeimzahl stellt die SumeseAnteils vegetativer Zellen und
des Sporenanteils vdh. botulinumdar.
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Abbildung 26: Keimtragerversuche mi€. botulinum LGL E2625 bei 38°C -
Gesamtkeimzahlen (vegetative Zellen + Sporen)

3.3.3.2.1 Entwicklung der Gesamtkeimzahlen

Die Entwicklung der Gesamtkeimzahlen (vegetativeriet Sporen) vorC. botulinum
LGL E2625 bei 38°C ist in Abbildung 26 dargestellt.

In KT38-100613 wurde innerhalb von 22 d eine Reduktion der Gélsaimzahlen um
0,7 log-Stufen auf 7,0 10° MPN » mL™* erreicht. Dies entsprach einer Reduktion der zu
Beginn eingesetzten Keimkonzentration von-312* MPN - mL™* um 78,2%.

Im zweiten VersuchKT38-010713 waren von der etwas geringeren Startkeimzahl von
9,3+ 10° MPN» mL™ nach 28 d noch 2,610° MPN - mL™ bzw. nach 63 d noch 15 MPN

» mL™ nachweisbar. Es fand eine Reduktion um 1,6 bz8/I&-Stufen oder 97,2 bzw.
99,8% statt.

Der dritte VersuchKT38-141013 startete mit der héchsten Gesamtkeimzahl von- 1,9
10° MPN - mL™. Nach 42 d und nach 63 d Exposition lagen sehlicifenGehalte von 6,8

«+ 10* MPN « mL? und 8,7- 10 MPN« mL™ vor. Nach 63 d wurde damit eine Reduktion
um 1,3 log-Stufen bzw. 95,4% erreicht.

Die mittlere, dezimale Reduktion wurde in den Ketgerversuchen bei 38°C nfi.
botulinuminnerhalb von 34,6 £ 11,2 d erreicht (Tabelle 27).

Studien zum Verhalten vo@. botulinumin mesophilen Biogasanalgen existieren dem
Wissensstand der Autoren in der Literatur bishehniBagge et al. (2010) untersuchten
die Entwicklung der Keimzahl derClostridium spp. als Gesamtheit in einer

Praxisbiogasanlage bei 39°C und stellten einetieiBleduktion fest.
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Tabelle 27: Keimzahlen, Reduktion und Ammoniak{&tioffgehalte in den
Keimtragerversuchen mi. botulinumLGL E2625

Expo{Vegetative Gesamt- | Sporen- Dezimale
sition| Zellen Sporen | Keimzahl | Anteil Reduktion  [Reduktion| NHjs-N
[d] [MPN « mL™ [%] Jog-Stufen [%] [d] [mg « kgew ™
0 930E+03 2,30E+04  3,23E+04 mz2
9 1] 4,75E+03  1,23E+04 1,70EH04 ’1 0,3 47,3
S 3] 911E+03 4,03E+03 1,31E+04 30,7 04 59,3384 354
SI 7| 3,48E+03 5,62E+03  9,10E+03 oL,7 0,6 F18
14 140E+03 4,56E+03  597E+03 76,5 0,7 B1,5
o 22|  6,77E+03  2,74E+02 7,04E::|03 3,9 0,7 (8,2
o 9 0 9,20E+03 9,20E+01  9,29E+03 1,0
x 5 8 5,76E+03 1,61E+02  5,92E+03 P 7 0,2 86,3 219 387
S 28 736E+01 1,88E+02  2,62E+02 1.9 1,6 D72
63 142E+01 124E+00 154E+01 8,0 28 b9,8
= 0| 110E+05  7,80E+04 1,88E2|05 4.5
b 42 1,20E+03  5,62E+03  6,82E+03 824 14 D6,443,4 508
i 63 588E+03 2,81E+03  8,69E+03 P24 1,3 D5,4
9 0 9,30E+04 9,30E+04  1,86E+05 50,0
9 1 744E+03 344E+03 1,09E+H04 3,6 12 D42 12 1169
. &' 3] 144E+02 3,68E+02  5,12E+02 mo 2,6 b9, 7
0 100 6,30E+01  6,30E+01  1,26E402 50,0 3,2 9p,93
'Q s 0| 4,20E+04 4,20E+04  8,40E+04 50,0
g 1] 1,08E+04 2,02E+03  1,29E+H04 15,7 0,8 B4, 7 08 845
RI 3] 138E+01 506E+00 1,88E+01 26,9 3,6 9998
7 4,67E-01 4,67E-01 9,33E-D1 5P,0 5,0 99,9989

3.3.3.2.2 Entwicklung der vegetativen Zellen und der Sporen

In allen drei mesophilen Keimtragerversuchen konbémbachtet werden, dass die
Verhéltnisse der Konzentrationen von vegetativerllede und Sporen zueinander
schwankten (Abbildung 27). Die Werte fur die Sparmeile lagen zwischen 3,9% und
82,4% (Tabelle 27). In KT38-100613 ergab sich naahund nach 22 d ein Anstieg der
Konzentration vegetativer Zellen, wahrend die Weiiie die Sporen-Konzentration
sanken. Nach 10 d konnte der umgekehrte Fall b&tdiaaverden: die Zahl der
vegetativen Zellen sank, gleichzeitig stieg die |Zddr gemessenen Sporen. Im Prozess
kam es wahrscheinlich immer wieder zu Phasen demi@ation (Sporenkeimung) und
der Sporulation. Insgesamt betrachtet sank abeotsadie Anzahl der Sporen als auch der
vegetativen Zellen im Verlauf aller drei mesophilsgimtragerversuche.
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Abbildung 27: Keimtragerversuche n@it botulinumLGL E2625 bei 38°C — Vegetative
Zellen und Sporen

3.3.3.2.3 Gegentuberstellung der Keimreduktion und der Ammo@ahalte

In Tabelle 27 sind die N#HN-Gehalte in den Labor-Fermentern zum Zeitpunkt de
Durchfuhrung der Keimtragerversuche aufgefiihrt. FIF38-100613 und -010713
betrugen diese Werte < 400 mdkgev ™. Bei KT38-141013 lag der Wert mit 508 mg
kgew* etwas hoher.

Ein Einfluss der Umgebungsbedingungen auf die Dykaner Germination und
Sporulation  beim  Sporenbildner C.  botulinum ist denkbar. Unginstige
Umgebungsbedingungen wie z. B. hohe Ammoniak-Gehkiinnten die Sporulation
beschleunigen und die Germination verlangsamen. émmak ist bekannt fir seine
Hemmwirkung auf Mikroorganismen und wird haufig mRrozessstérungen in
Verbindung gebracht. Yenigin und Demirel (2013) dmbNH-N-Konzentrationen
zwischen 337 und 800 mgkgew' zusammengetragen, bei denen durch verschiedene
Autoren erste inhibitorische Effekte auf den Biquagess festgestellt wurden.

In einem vorangegangen Projekt wurden schnellettiR®nszeiten fur Salmonellen bei
hoheren Ammoniakgehalten festgestellt (Marin Pé&eal, 2012). Es ist daher auch
mdglich, dass der Sporenbildr@r botulinumdadurch Vorteile bei der Uberdauerung hat,
dass der Konkurrenzdruck durch die z. T. weniger nfamiak-resistente Begleit-
Mikroflora bei hohem Ammoniak-Gehalt geringer iskEinige Studien haben
nachgewiesen, dass das Wachstum vOn botulinum unter Konkurrenz-Druck
verschiedener Organismen eingeschrankt ist (S®h5; Girardin et al., 2002, Espelund
und Klaveness, 2014). Verringert sich dieser Kordazdruck, hatC. botulinumneben
seiner Fahigkeit zur Sporenbildung einen weiterberdauerungsvorteil.

Unterschiede in der Entwicklung des Verhaltnissegetativer Zellen zu Sporen zwischen
den mesophilen Versuchen lassen sich aber wegekaden verschiedenen Ammoniak-
Konzentrationen (Abbildung 27) kaum diskutieren. fied aber auf, dass fur KT38-
141013 mit dem leicht héheren Ammoniak-Gehalt mbsogie langste dezimale
Reduktionszeit gemessen wurde. In diesem Versuatdemuauch nur Sporenanteile >
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30% gemessen, in den anderen mesophilen Versudiiemdiese z.T. niedriger (Tabelle
27).

3.3.3.2.4 Vergleich mit den Ergebnissen der mesophilen Kéigerversuche mit EPEC:

Die Reduktion vonC. botulinumLGL E2625 verlief im mesophilen Temperaturbereich
deutlich langsamer als die von EPEC. botulinumzeigte sich insbesondere durch die
Fahigkeit zur Bildung von Endosporen offenkundigsehieden resistenter gegentber den
Bedingungen im mesophilen Biogasprozess. Dennothdae deutliche Reduktion statt.

3.3.3.3 Keimtragerversuche m&. botulinum(Stamm LGL E2625) bei thermophiler
Gartemperatur (55°C)

Die Ergebnisse der zwei bei 55°C durchgefihrtem#i&gerversuche sind in Abbildung
28 und Abbildung 28 dargestellt. Die zu Grundedieden Keimzahlen sind in Tabelle 27
zusammen mit den zum Zeitpunkt der Durchfiihrungheoschenden Ammoniak-

Stickstoffgehalten aufgelistet.

Gesamtkeimzahlen

1,0E+06
-B-KT55-211013

1,0E+05 \ —4-KT55-270114

C. botulinumLGL E2625

1,0E+01 +
L —
<0,9E+00" ‘ % —

0 2 4 6 8 10 12
Exposition im thermophilen Fermenter|[d]

Abbildung 28: Keimtragerversuche mi€. botulinum LGL E2625 bei 55°C -
Gesamtkeimzahlen

3.3.3.3.1 Entwicklung der Gesamtkeimzahlen:

In KT55-211013konnten die MPN-Werte bis 3 d Expositionszeit gebastimmt werden
(Abbildung 28). Beim 10 d-Ansatz lag die Nachweisgre bei 126 MPN mL™. Dieser
Wert stellt die obere Grenze des in Abbildung 28nge gefarbten Wertbereichs fur die
Gesamtkeimzahlen dar. Wird diese Obergrenze badintigt, bewirkte die Exposition
von 10 d in diesem Keimtragerversuch eine Redukiimrmindestens 3,2 log-Stufen bzw.
99,93%. Schon nach 1 d waren die anfanglich voréyaed 1,9 10° MPN = mL ™ um 1,2
log-Stufen (94,2%) und nach 3 d um 3,6 log-Stuf&®,1%) reduziert. Aus der
Keimzahlentwicklung innerhalb der ersten 3 d wuede D-Wert von 1,2 d berechnet (s.
Tabelle 27).
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Durch methodische Verbesserungen konnte in Verd(ith5-270114 eine niedrigere
Nachweisgrenze von 0,9 MPNmL™ erreicht werden. Deshalb beginnt die Ordinate in
Abbildung 28 mit dem Wert < 0,9 MPNmL™. Er resultiert aus der MPN-spezifischen
untersten, statistisch gesicherten Nachweisgreame<v0,3 MPN- mL ™ multipliziert mit
den methodenspezifischen Faktoren (s. 2.6.2).

Innerhalb des ersten Versuchstages fand eine ingléen zu KT55-211013 etwas
geringere Reduktion um 0,8 log-Stufen (84,7%) shddich 3 d hatt€. botulinumbereits
um 3,6 log-Stufen (99,98%) und nach 7 d sogar uogstufen (99,999%) abgenommen.

Wie auch bei den mesophilen Keimtragerversuchen @nitbotulinum (3.3.3.2) war
auffallig, dass bei den thermophilen Versuchen eheas deutlichere Reduktion im
Fermenter mit der geringeren BHN-Konzentration (845 mg kg' bei KT55-270114)
gemessen wurde. Ob dieser Effekt tatsachlich ddechAmmoniak bedingt ist, z.B. durch
vorteilhaftere Wachstums- bzw. Uberlebensbedingnndé den SporenbildnerC.
botulinum gegeniiber der mikrobiellen Umgebungsflora, lasst snhand der dinnen
Datengrundlage nur als Arbeitshypothese formulievéaitere Untersuchungen waren zur
Klarung erforderlich.

Wie auch fur den ersten mesophilen Keimtragervérsuarde der D-Wert fir KT55-

270114 nur aus der Keimzahl-Entwicklung der erseth berechnet, da der 7 d- Wert
bereits an der Nachweisgrenze lag und nicht bek&tintzu welchem Zeitpunkt die

Keimkonzentration erstmals die Nachweisgrenze @rtei Die dezimale Reduktionszeit
betrug in diesem Versuch 0,8 d (s. Tabelle 27).

Damit ergab sich fur den thermophilen Betrieb emitlere, dezimale Reduktionszeit von
1,0+£0,2d.

Die Ergebnisse stehen mit denen in der LiteraturBimklang. Bagge et al. (2010)
berichteten bei einer thermophil (52°C) betriebek@rmBiogasanlage von einer Reduktion
pathogenelClostridium spp. um> 2,5 Log-Stufen. Nach anaerober Vergarung mit einer
hydraulischen Retentionszeit von 26 d fand hien lpaisitiver Nachweis mehr statt.

Vegetative Zellen + Sporen
o LOE+06+¢
Al r -#-KT55-211013 Vegetative
Q  1,0E+05
E s -5-KT55-211013 Sporen
o _E' 1,0E+04 -
= —-KT55-270114 Vegetative
£ ~ 1,0E+03
= % —-KT55-270114 Sporen
3 2. 1,0E+02
(@]
o]
;  LOE+01
< O,5E+00 T T T Y T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Exposition im thermophilen Fermenter [d]

Abbildung 29: Keimtragerversuche n@it botulinumLGL E2625 bei 55°C — Vegetative
Zellen und Sporen
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3.3.3.3.2 Entwicklung der vegetativen Zellen und der Sporen:

Auch im thermophilen Betrieb schwankten die Anteiée vegetativen Zellen und Sporen
zueinander (Abbildung 29). Bei KT38-211013 mit erghsweise héherer Ammoniak-
Stickstoffkonzentration waren die Sporenanteile wie mesophilen Betrieb (KT38-

141013, s. 3.3.3.2) immer > 30%, wahrend bei KT38124 auch geringere

Sporenanteile gemessen wurden (Tabelle 27).

3.3.3.4 Reduktion vorC. botulinum(Stamm LGL E2625) in ein- und mehrstufigen ideal,
gleichmafRig durchmischten Durchflussreaktoren

Die Reduktion vonC. botulinumLGL E2625 ist im Modell des ideal, gleichmafiig
durchmischten Durchflussreaktors, bzw. einer 2igéuf Abfolge zweier ideal,
gleichmafdig durchmischter Durchflussreaktoren inh@dgigkeit von der spezifischen
Dezimierungszeit (D-Wert) dargestellt (Abbildung).38s wurden dieselben Anlagen- und
Betriebsparameter angenommen wie in Kapitel 3.3.th4Abbildung 30 sind neben
Beispiel-D-Werten die in den Keimtragerversuchaeareten D-Werte fi€. botulinum
LGL E2625 eingetragen. Bei einem D-Wert von 1 dwermophilen Betrieb wirde durch
die Vergarung in der einstufigen Variante eine Rédan von C. botulinumum 2,7 log-
Stufen erreicht werden, in der Summe der zwei Hétzien im zweistufigen Betrieb
sogar eine Abnahme um 4,7 log-Stufen. Im mesoph{€B8-141013 lag die dezimale
Reduktionszeit bei 43,4 d, d.h. bei der hier anganenen Konstellation wére noch eine
Reduktion um eine log-Stufe (90%) im einstufigentrgé® maoglich. Im zweistufigen
Betrieb wirde eine Abnahme um 1,5 log-Stufen bz#w8% erreicht werden.
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Abbildung 30: Reduktion vof. botulinum(Stamm LGL E2625) in Abhangigkeit von der
spezifischen Dezimierungszeit (D-Wert) in einem aide gleichmalig
durchmischten Durchflussreaktor
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3.3.3.5 Diskussion: Verhalten vo@. botulinum(Stamm LGL E2625) im Biogasprozess

Da C. botulinumin den im Screening untersuchten Proben (n = bt gefunden (s.
3.1.2) und der Organismus im Rahmen der Keimtragsuche reduziert wurde, wird das
hygienische Risiko, das von diesem Krankheitserregasgeht, als sehr gering
eingeschatzt. Das Risiko durch Garprodukte ist tiaonnindest geringer als das Risiko,
das von den unbehandelten oder nur gelagerten Ro$i&ten wie der Gulle ausgeht.

Nach Wissen der Autoren sind vergleichbare Studiem,explizit das Verhalten vo@.
botulinum im Biogas-Prozess untersuchen, bisher nicht valdanDie Ergebnisse der
Keimtragerversuche m{. botulinumstehen dennoch mit Berichten aus der Literatur im
Einklang: Bagge et al. (2010) untersuchte in eiB&gasanlage, die pasteurisierten
Schlachthausabfall anaerob vergart, quantitativGisamt-Konzentration von Clostridien
sowie den Anteil pathogen@iostridiumspp. daran. Bei thermophiler Temperaturfihrung
(52°C) wurde dabei der Anteil pathogener Clostridiem mehr als 2,5 log-Stufen
reduziert. Nach Vergarung mit einer hydraulischeamigilzeit von 26 d konnten keine
pathogenen Clostridien mehr nachgewiesen werden.

Die fur die mesophile Vergarung bestimmte dezinReluktionszeit vorC. botulinum
nimmt relativ viel Zeit in Anspruch, vergleicht masie mit den in Biogas-Anlagen
vorherrschenden hydraulischen Verweilzeiten von8fa.d (Lebuhn et al., 2014). Die
tatsachliche Exposition kann zudem durch Kurzsasineéme in Rihrkessel-Fermentern
verklrzt sein. Demnach bleibt ein hygienisches fi&#isd bestehen. Insbesondere, wenn
aulRergewohnliche hohe Konzentrationen v@n botulinummit dem Substrat in den
Fermenter eingetragen werden, ist erh6hte VorsmhUmgang mit den Garprodukten,
aber noch mehr mit den betroffenen Substraten gab@¥ird auf gute landwirtschaftliche
Praxis geachtet, kdonnen solche Félle vermieden emef@. botulinumist in der Regel
selten in pflanzlichen Substraten zu finden (Drishui2013). Ein Eintrag hoher
Konzentrationen des Organismus konnte z.B. auftreteenn Kadaver von Kleintieren
oder Vogeln bei der Ernte oder Silierung verselenth die Silage gelangen (Cobb et al.,
2002). In tierischen Substraten sind zahlreiche hMa&ise von C. botulinum in
Geflugelmist bekannt (Smart et al., 1987; McLougldt al., 1988; Ortolani, et al., 1997;
Driehuis, 2013). Zudem konnen bestimmte Organisr(eB. bestimmte SiufRwasser-
Pflanzen, eingetauchte Larvenstadien oder SuRwA$gen) als Vektoren firC.
botulinumdienen. Zersetzen sich diese, kbnnen ihre Rest€delle von Botulismus-
Ausbriichen in der Umwelt sein (Byappanahalli unditivan, 2009; Espelund und
Klaveness, 2014). Deshalb kénnte auch die Vergamorg speziellen Substraten, wie
beispielsweise Algen-Abfélle, problematisch bezilglihrer Belastung mi€. botulinum
sein (Samson und LeDuy, 1986; Mussgnug et al, 2BH2a et al, 2014). Hierzu ist die
wissenschaftliche Datenlage noch drftig.
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4 Schlussfolgerungen

Die Untersuchungsergebnisse zeigten einen Eintiag EHEC/EPEC in Biogasanlagen

insbesondere durch tierische Substrate auf. In tnhbedeutendem Mal3 konnten
EHEC/EPEC auch in Fermenterinhalten und Garproduftealitativ nachgewiesen werden.
Pflanzliche Substrate waren dagegen weniger betrofDa aber eine Reduktion des als
Indikator eingesetzten EPEC-Stamms im mesophilendautlich schneller im thermophilen

Biogasprozess durch Keimtragerversuche festgestettie, ist die hygienische Qualitat eines
Garprodukts dennoch gegeniber der Rohgille/ Mssti@litlich verbessert einzuschatzen.

Die meisten untersuchten pathogen@tostridium spp. €. botulinum C. novyi C.
haemolyticumC. septicum C. chauvoeiund C. perfringen$ kamen den Ergebnissen zufolge
nicht oder nur in wenigen Praxis-Proben vor. Eings#ahme bildet der als nosokomialer
Keim immer haufiger auftretendg. difficile, der in einer sondierenden Untersuchung sehr
haufig nachgewiesen wurde. Ahnlich wie fir EHEC/EP®aren hauptséchlich tierische
Substrate, Fermenterinhalte und Garprodukte beftmoff Hier besteht weiterer
Forschungsbedarf.

Die Ergebnisse dieser Studie belegen zudem, dask dar durch die Fahigkeit zur
Sporenbildung resistentef2 botulinumdurch den mesophilen und noch starker durch den
thermophilen Biogasprozess reduziert wird. Es kemrkeine Hinweise auf eine Vermehrung
in Biogasanlagen gefunden werden. Auch die Abwesenion C. botulinumin der grof3en
Anzahl untersuchter Praxis-Proben belegt die uatednete Bedeutung des Organismus in
diesem Umfeld.

Es gilt damit neben dem Parameter EHEC/ EPEC dirdd. fbotulinum dass die hygienische
Qualitat im Garprodukt verglichen mit unbehandelgnsatzstoffen wie Gille bzw. Mist als
verbessert einzuschatzen ist. Eine Vermehrung eéém& im Garsubstrat wurde in keinem
Fall festgestellt. Die Geschwindigkeit und damits dausmalfd der Hygienisierung sind im
Einzelfall abhangig vom betrachteten ParameterdemdGarbedingungen

97






Weiterfihrende Arbeiten

5 Weiterfihrende Arbeiten

Die Ergebnisse der ersten, sondierenden Screemigrdlichungen haben gezeigt, d&ss
difficile in allen untersuchten Matrices gefunden werdennt@nDie Nachweisrate war
insbesondere bei tierischen Substraten, Fermeh#dtém und Garprodukten vergleichsweise
hoch. Da bisher nur eine geringe Anzahl Praxis-@malntersucht wurde, wird hier weiterer
Forschungsbedarf zur Schaffung einer breiteren rigatmdlage zur Anwesenheit und zum
Verhalten vorC. difficile in Biogasanlagen gesehen.

Ein Nachfolge-Projekt diesbeziglich ist derzeitler Phase der Antragstellung.
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Anhang

8 Anhang

8.1 Anhang 1:

Detaillierte Ergebnisse des Screenings
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PB16-GS pSub| neg n.a. neg|neg| n.a. n.a. n.a.[neg| neg| neg n.a. n.a. na. na. neg - -
PB16-MS pSub| neg n.a. neg|neg| n.a. n.a. n.a.[neg| neg| neg n.a. n.a. na. na. neg - -
PB16-GPS-Kle: pSub| neg n.a. neg|neg| n.a. n.a. n.a.[neg| neg| neg n.a. n.a. na. na. neg - -
PB16-RiMi tSub| neg n.a. neg| neg| n.a. n.a. n.a.| neg| neg|EHEC n.a. n.a. n.a. na.EHEC + +
PB16-F1 FI | neg n.a. neg| neg| n.a. n.a. n.a.| neg| neg|[EHEC n.a. n.a. n.a. n.a. EHEC - +
PB16-F2 FI | neg n.a. neg|neg| n.a. n.a. n.a.|negfneg| neg n.a. na. na na. neg - -
PB16-N GP | neg n.a. neg| neg| n.a. n.a. n.a.|neg|fneg|l neg n.a. n.a.na. na. neg - -
PB15-GS pSub| neg n.a. neg|neg| n.a. n.a. n.a.[neg| neg| neg n.a. n.a. na. na. neg - -
PB15-MS pSub| neg n.a. neg|neg| n.a. n.a. n.a.[neg| neg| neg n.a. n.a. na. na. neg - -
PB15-PuMi tSub| neg n.a. neg| neg| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg n.a. na. na. na. neg - -
PB15-F FI | neg n.a. neg| neg| n.a. n.a. n.a.| neg| neg|EHEC n.a. n.a. n.a. n.a. EHEC - +
PB06-FI 21.12.2011 FI | neg n.a. neg| neg| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg n.a. n.a. na na. neg - -
PB06-MS 21.12.201Y pSub| neg n.a. neg| neg| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
PB15-FI 21.12.2011 FI | neg n.a. neg| neg| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg n.a. n.a. na na. neg - -
PB12-N 21.12.2011 GP | neg n.a. neg| neg| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
PB13-N 21.12.2011 GP | neg n.a. neg| neg| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
PB11-N 21.12.2011 GP | neg n.a. neg| neg| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
PBO7-N 21.12.2011 GP | neg n.a. neg| neg| n.a. n.a. n.a.| neg|f neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
PB09-N 21.12.2011 GP | neg n.a. neg| neg| n.a. n.a. n.a.| neg|f neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
PB14-N 21.12.2011 GP | neg n.a. neg| neg| n.a. n.a. n.a.| neg| neg|EHEC n.a. n.a. n.a. n.a. EHEC + +
PB10-N 21.12.2011 GP | neg n.a. neg| neg| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
PB06-FI 21.12.2011 FI | neg n.a. neg| neg| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg n.a. n.a. na na. neg - -
PBO08-N 21.12.2011 GP | neg n.a. neg| neg| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg n.a. n.a n.a. na. neg - -
PB16-N 21.12.2011 GP | neg n.a. neg| neg| n.a. n.a. n.a.| neg| neg|EHEC n.a. n.a. n.a. n.a. EHEC + +
BGAG-VK1 17.01.20120 FI | neg n.a. neg| neg| pos n.a. pos| neg| neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
BGA6-VK2 17.01.20120 FI | neg n.a. neg| neg| pos n.a. pos| neg| neg|EHEC n.a. n.a. n.a. na.EHEC - +
BGAG6-F1 17.01.2012 FI | neg n.a. neg| neg| pos n.a. pos| neg| neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
BGAG6-F2 17.01.2012 FI | neg n.a. neg| neg| pos n.a. pos| neg| neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
BGAG6-N 17.01.20120 GP | neg n.a. neg| neg| pos n.a. pos| neg| neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
BGAG6-VK1 18.09.2012 FI | neg n.a. neg| neg| neg n.a. neg| negf neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
BGAG-VK2 18.09.20120 FI | neg n.a. neg| neg| pos n.a. pos| neg| neg|EHEC n.a. n.a. n.a. na. EHEC - +
BGAG-F2 18.09.2012 FI | neg n.a. neg| neg| pos n.a. pos| neg| neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
BGAG-N 18.09.20120 GP | neg n.a. neg| neg| neg n.a. neg| negf neg| neg n.a. n.a. n.a. n.a. neg - -
PB17-GS 18.10.2012pSub| neg neg neg| n.a.| pos n.a. pos| neg| neg| neg neg - - - neg - -
PB17-RiMi 18.10.2012 tSub | neg neg neg| n.a.| neg n.a. neg| neg| neg|EPEC EPEC - - +  neg - -
PB17-HuMi 18.10.2012 tSub | neg neg neg| n.a.| pos n.a. pos| neg| neg| neg neg - - - neg - -
PB17-FI 18.10.2012 FI | neg n.a. neg| n.a.| pos n.a. pos| neg| neg| neg neg - - - . neg - -
PB17-N 18.10.20120 GP | neg n.a. neg| n.a.| pos n.a. pos| neg| neg| neg neg - - -  neg - -
PB17-E fest 18.10.2012 GP | neg neg neg| n.a.| neg n.a. neg| neg| neg| neg neg - - - ha. na na.
PB17-E flissig 18.10.20124 GP | neg n.a. neg| n.a.| neg n.a. neg| neg| neg|EHECEHEC + + + n.a. n.a. na
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PB18-GS 18.10.2012pSub| neg neg neg| n.a.| neg n.a. neg| neg| neg| neg neg - - -  neg - -
PB18-FlI 18.10.2012 FI | neg n.a. neg| n.a.| neg n.a. neg| neg| neg| neg neg - - - neg - -
PB18-E 18.10.2012 GP | neg n.a. neg| n.a.| neg n.a. neg| pos| neg| neg neg - neg - -
PB21-GS 24.10.2012pSub| neg neg neg| n.a.| neg n.a. neg| pos| neg| neg neg - - - na. na na.
PB21-FI 24.10.20124 FI | neg neg neg| n.a.| neg n.a. neg| neg| neg|EHECEHEC + + + n.a. n.a. na.
PB21-N 24.10.2012 GP | neg n.a. neg| n.a.| pos n.a. pos| neg| neg|EHECEHEC - + + na na na
PB21-E 24.10.20122 GP | neg neg neg| n.a.| neg n.a. neg| neg| neg|EHECEHEC - + + na na na
PB19-GS 21.11.20122pSub| neg neg neg| n.a.| pos n.a.| pos| neg| neg|EHEC n.a. n.a. n.a. n.a. EHEC + -
PB19-MS 21.11.20122pSub| neg neg neg| n.a.| neg n.a. neg| neg| neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
PB19-FI 21.11.20124 FI | neg neg neg| n.a.| neg n.a. neg| neg| neg| neg n.a. n.a. na na. neg - -
PB19-N 21.11.20122 GP | neg neg neg| n.a.| neg n.a. neg| neg| neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
PB20-GS 21.11.20122pSub| neg neg neg| n.a.| neg n.a. neg| neg| neg| neg n.a. n.a. n.a. n.a. neg - -
PB20-MS 21.11.20122pSub| neg neg neg| n.a.| neg n.a. neg| neg| neg| neg n.a. n.a. n.a. n.a. neg - -
PB20-FI 21.11.2012 FI | neg neg neg| n.a.| neg n.a. neg| neg| neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
PB20-N 21.11.20122 GP | neg neg neg| n.a.| neg n.a. neg| neg| neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
BGA1-SGG  29.11.2012 GP | neg neg neg| pos| pos n.a. pos| pos| neg| neg neg - - - ha. na na.
PB19-GS 17.12.2012pSub| n.a. n.a. n.a.|n.a.l n.a. n.a. na.|na.lna.| neg neg - - - ha. na na.
PB19-MS 17.12.2012pSub| n.a. n.a. n.a.| n.a.l n.a. n.a. na.|n.a.lna.| neg neg - - - na. na na.
PB19-FI 17.12.2012 FI | n.a. n.a. n.a.|n.a.l na. na. na.|na.|na| neg neg - - - na. na na.
PB19-N 17.12.20120 GP | neg n.a. neg| n.a.| pos n.a. pos| neg| neg|EHECEHEC + + + neg - -
PB20-GS 17.12.2012pSub| n.a. n.a. n.a.| n.a.[ n.a. n.a. na.|n.a.lna.| neg neg - - - na. na na.
PB20-MS 17.12.2012pSub| n.a. n.a. n.a.| n.a.l n.a. n.a. na.|na.lna.| neg neg - - - ha. na na.
PB20-RiGU 17.12.20121tSub | neg neg neg| n.a.| pos n.a. pos| neg| neg|EPEC EPEC - - + neg - -
PB20-FI 17.12.2012 FI | n.a. na. na.|na.| na. na. na.|na.|na.| neg neg - - - ha. na na.
PB20-N 17.12.20120 GP | neg n.a. neg| n.a.| pos n.a. pos| neg| neg| neg neg - - -  neg - -
BGA2-N 17.12.20120 GP | neg neg neg| n.a.| pos n.a. pos| neg| neg| neg neg - - - neg - -
PB17-N 17.12.20120 GP | neg neg neg| n.a.| neg n.a. neg| neg| neg| neg neg - - - neg - -
PB16-N 17.12.20120 GP | neg neg neg| n.a.| pos n.a. pos| neg| neg|EPEC EPEC - - +  neg - -
PB14-N 17.12.20120 GP | neg neg neg| n.a.| neg n.a. neg| neg| neg|EHECEHEC - + + neg - -
PB15-FI 17.12.20120 FI | neg neg neg| n.a.| neg n.a. neg| neg| neg| neg neg - - -  neg - -
PB21-N 17.12.20120 GP | neg neg neg| n.a.| neg n.a. neg| neg| neg|EHECEHEC + + + EHEC - +
BGAS3-N 17.12.20120 GP | neg neg neg| n.a.| pos n.a. pos| neg| neg| neg neg - - -  neg - -
BGA4-FI 17.12.20120 FI | neg neg neg| n.a.| pos n.a. pos| neg| neg| neg neg - - -  neg - -
BGA4-N 17.12.20120 GP | neg neg neg| n.a.| pos n.a. pos| neg| neg| neg neg - - - . neg - -
PB18-FI 17.12.20120 FI | neg neg neg| n.a.| neg n.a. neg| neg| neg| neg neg - - -  neg - -
PB14-GS 09.01.2013 pSub| neg neg neg| n.a.| neg neg n.a.| neg| neg|EHECEHEC + + EHEC + -
PB14-MS 09.01.2013 pSub| neg neg neg| n.a.| neg neg n.a.| neg| neg| neg neg - - -  neg - -
PB14-RiGu 09.01.2013 tSub | neg neg neg| n.a.| pos pos n.a.| neg| neg|EHECEHEC + - + EHEC + -
PB14-RiMi 09.01.2013 tSub | neg neg neg| n.a.| neg neg n.a.| neg| neg|EHECEHEC + + + EHEC + -
PB14-GeSc  09.01.2013pSub| neg neg neg| n.a.| neg neg n.a.| neg| neg| neg neg - - - neg - -
PB14-FI 09.01.2013 FI | neg neg neg| n.a.| pos pos n.a.| neg| neg|EHECEHEC + + + EHEC + -
PB14-N 09.01.2013 GP | neg neg neg| n.a.| pos pos n.a.| neg| neg|EHECEHEC + - + EHEC + -
PB18-GS 10.01.2013 pSub| neg neg neg| n.a.| neg neg n.a.| neg| neg| neg neg - - - neg - -
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PB18-FI 10.01.2013 FI | neg neg neg| n.a.| pos pos n.a.| neg| neg|EHECEHEC + - -  neg - -
PB18-N 10.01.2013 GP | neg neg neg| n.a.| pos pos n.a.| neg| neg| neg neg - - - neg - -
PB19-GS 24.01.2013 pSub| neg neg neg| n.a.| neg neg n.a.| neg| neg| neg neg - - - . neg - -
PB19-MS 24.01.2013 pSub| neg neg neg| n.a.| neg neg n.a.| neg| neg| neg neg - - - neg - -
PB19-FI 24.01.2013 FI | neg neg neg| n.a.| pos pos n.a.| neg| neg| neg neg - - - . neg - -
PB19-N 24.01.2013 GP | neg neg neg| n.a.| pos pos n.a.| neg| neg| EPEC EPEC - - + neg - -
PB20-GS 24.01.2013 pSub| neg neg neg| n.a.| neg neg n.a.| neg| neg| neg neg - - -  neg - -
PB20-MS 24.01.2013 pSub| neg neg neg| n.a.| neg neg n.a.| neg| neg| neg neg - - -  neg - -
PB20-FI 24.01.2013 FI | neg neg neg| n.a.| neg neg n.a.| pos| neg| EPEC EPEC - - + neg - -
PB17-GS 06.02.2013 pSub| neg neg neg| n.a.| neg neg n.a.| neg| neg| neg neg - - - neg - -
PB17-MS 06.02.2013 pSub| neg neg neg| n.a.| neg neg n.a.| neg| neg| neg neg - - - . neg - -
PB17-RiMi 06.02.2013 tSub | neg neg neg| n.a.| pos pos n.a.| neg| neg|EHEC EPEC - - + EHEC + -
PB17-HuMi 06.02.2013 tSub | neg neg neg| n.a.| pos pos n.a.| neg| neg| neg neg - - - . neg - -
PB17-FI 06.02.2013 FI | neg neg neg| n.a.| pos pos n.a.| neg| neg|EHECEHEC + - + neg - -
PB17-N 06.02.2013 GP | neg neg neg| n.a.| pos pos n.a.| neg| neg| neg neg - - -  neg - -
PB17-E flissig 06.02.2013 GP | neg neg neg| n.a.| pos pos n.a.| neg| neg|EHECEHEC + + + neg - -
PB21-GS 19.02.2013 pSub| neg neg neg| n.a.| neg neg n.a.| neg| neg| neg neg - - neg - -
PB21-MS 19.02.2013 pSub| neg neg neg| n.a.| neg neg n.a.| neg| neg| neg neg - - - neg - -
PB21-F1 19.02.2013 FI | neg neg neg| n.a.| pos pos n.a.| neg| neg|EHECEHEC - + + EHEC - +
PB21-F2 19.02.2013 FI | neg neg neg| n.a.| pos pos n.a.| neg| neg|EHECEHEC + - +  neg - -
PB21-N 19.02.2013 GP | neg neg neg| n.a.| pos pos n.a.| neg| neg|EPEC EPEC - - +  neg - -
PB17-GS 01.08.2013 pSub| neg n.a. neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
PB17-RiMi 01.08.2013 tSub | neg n.a. neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
PB17-HUMi 01.08.2013 tSub | neg n.a. neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
PB17-FI 01.08.2013 FI | neg n.a. neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg|f neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
PB17-N 01.08.2013 GP | neg n.a. neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg n.a. n.a n.a. na. neg - -
PB21-GS 01.08.2013 pSub| neg n.a. neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
PB21-MS 01.08.2013 pSub| neg n.a. neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
PB21-F1 01.08.2013 FI | neg n.a. neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| pos|f neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
PB21-F2 01.08.2013 FI | neg n.a. neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| pos|f neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
PB21-N 01.08.2013 GP | neg n.a. neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg n.a. n.a. n.a. na. neg - -
PB17-GS 17.09.2013 pSub| neg neg n.a.| n.a.|{ n.a. n.a. n.a.| n.a.fn.a.| neg neg - - - ha. na na.
PB17-RiMi 17.09.2013 tSub | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg|EHECEHEC + - -  neg - -
PB17-HuMi 17.09.2013 tSub | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg|EPEC EPEC - - +  neg - -
PB17-FI 17.09.2013 FI | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg - - - neg - -
PB17-N 17.09.2013 GP | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg - - - neg - -
PB18-GS 17.09.2013 pSub| neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg - - neg - -
PB18-GeSc  17.09.2013pSub| neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg - - -  neg - -
PB18-FI 17.09.2013 FI | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg|EHECEHEC - + + neg - -
PB18-E 17.09.2013 GP | neg neg neg| n.a.[ n.a. n.a. n.a.| neg| neg|EPEC EPEC - - + neg - -
PB21-GS 19.09.2013 pSub| neg neg neg| n.a.|{ n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg - - -  neg - -
PB21-Ge 19.09.2013 pSub| neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg|EPEC EPEC - +  neg - -
PB21-RiGl 19.09.2013 tSub | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg|EHECEHEC +  neg - -
PB21-F1 19.09.2013 FI | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg|EHEC EHEC + EHEC - +
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PB21-F2 19.09.2013 FI | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg|lEHECEHEC + + + EHEC - +
PB21-N 19.09.2013 GP | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg|lEHECEHEC + + + EHEC + +
PB19-GS 24.09.2013 pSub| neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg - - - . neg - -
PB19-GPS 24.09.2013 pSub| neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg - - - neg - -
PB19-RiGl 24.09.2013 tSub | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg|EHECEHEC + + + EHEC + -
PB19-FI 24.09.2013 FI | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg - - -  neg - -
PB19-N 24.09.2013 GP | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg - - -  neg - -
PB19-E 24.09.2013 GP | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg|EHECEHEC + + + neg - -
PB20-GS 24.09.2013 pSub| neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg - - -  neg - -
PB20-LPG 24.09.2013 pSub| neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg|EHECEHEC - + - neg - -
PB20-FI 24.09.2013 FI | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg - - - . neg - -
PB8-N 23.10.2013 GP | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg - - - . neg - -
PB22-FI 23.10.2013 FI | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg - - - . neg - -
PB23-N 23.10.2013 GP | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg - - -  neg - -
PB24-N 23.10.2013 GP | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg - - -  neg - -
PB25-N 23.10.2013 GP | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg|EPEC EPEC - - + neg - -
BGAS5-N 23.10.2013 GP | neg neg n.a.| n.a.| n.a. n.a. n.a.| n.a.| na.| neg neg - ha. na na.
PB18-GS 27.11.2013 pSub| neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg - - - neg - -
PB18-MSc 27.11.2013 pSub| neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg|EHECEHEC + + - EHEC + +
PB18-FI 27.11.2013 FI | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.|neg|neg|lEHECEHEC + + - neg - -
PB18-E 27.11.2013 GP | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg - - - neg - -
PB19-GS 28.11.2013 pSub| neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg - - -  neg - -
PB19-MS 28.11.2013 pSub| neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg - - -  neg - -
PB19-Gl 28.11.2013 tSub | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg|EHECEHEC + - + EHEC + -
PB19-FI 28.11.2013 FI | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg - - -  neg - -
PB19-N 28.11.2013 GP | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg|EHECEHEC + + + EHEC - +
PB20-GS 28.11.2013 pSub| neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg - - - neg - -
PB20-Gl 29.11.2013 tSub | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg|EHECEHEC + + + neg - -
PB20-FI 28.11.2013 FI | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg - - - neg - -
PB20-N 29.11.2013 GP | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg - - -  neg - -
PB21-GS 05.12.2013 pSub| neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg - - -  neg - -
PB21-MS 05.12.2013 pSub| neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg neg - -
PB21-GeSc  05.12.2013pSub| neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg| neg neg - - -  neg - -
PB21-F1 05.12.2013 FI | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.|neg| neg|lEHECEHEC + + + neg - -
PB21-F2 05.12.2013 FI | neg neg n.a.| n.a.| n.a. n.a. na.|na.|na|[EHECEHEC + + + n.a. na. na.
PB21-N 05.12.2013 GP | neg neg neg| n.a.| n.a. n.a. n.a.| neg| neg|EHECEHEC + + + neg - -
Anzahl negatiy] 157 106 154| 29 | 37 14 23 |148|154( 110 67 84 85 73 124 133 133
Anzahl positivf 0 0 O 1|37 15 22| 6 0 53 45 28 27 39 23 14 14
davon EPEQ - - - - - - - - - 0 11 - - - - - -
davon EHEC| - - - - - - - - - 43 34 - - - 23 - -
Summe analysierte Probe| 157 106 154| 30 [ 74 29 45 |154|154| 163 112 112 112 112 147 147 147

pSub: Substrai pflanzlicher Herkunft , tSub: Substrat tierischer Herkunft, FI: Fermenterinhalt aus dem Hauptfermente, GP:
Garprodukt aus dem Fermenter nachgeschalteten Prossstufen n.a.: nicht analysiert, neg: negativ, pos: posEMEC: EHEC-
positiv, EPEC: EPEC-positiv, +: gqPCR-Signal erhaltekein gPCR-Signal
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8.2  Anhang 2: Abstract Froschle und Lebuhn (2014)
Clostridium botulinum— Vorkommen und Verhalten im Biogasprozess

Bianca Froschle, Michael Lebuhn

Bayerische Landesanstalt fir Landwirtschaft, Abtgg Qualitatssicherung und
Untersuchungswesen, Lange Point 6, 85354 Freising

Einleitung

Clostridium botulinunezahlt zu den sporenbildenden, obligat anaerob seaaten Bakterien.
Durch die Bildung des Nervengifts Botulinum-Neurato ist es in der Lage,
schwerwiegende, u.U. todliche Vergiftungen bei Ménsind Tier auszulésen: den sog.
Botulismus. Neben einer akuten Form wurde seitdd#0er Jahren vermehrt auch von einer
chronischen Form (,viszeraler* Botulismus) bei Remdl berichtet. Das Krankheitsbild und
eine ursachliche Beteiligung vdd. botulinumsind bisher wissenschaftlich nicht gesichert.
(BfR, 2012). In den Medien wurde dennoch wiederbelhauptet, Biogasanlagen triigen zur
Verbreitung vorC. botulinum bei und stellten damit ein hygienisches RisikoMi&nsch und
Tier dar. Diese Vorwirfe sollten in dieser Studig wissenschaftlichen Untersuchungen und
Daten aus der Praxis gepruft werden.

Material und Methoden

Der Nachweis des Erregers erfolgte Uber eine koen Methode aus kultureller
Anreicherung und molekularbiologischer Detektionttets quantitativer Real-Time PCR
(gPCR). In einem Screening-Ansatz wurden Einsdfiestbermenterinhalte (Hauptgarer) und
Material aus nachgeschalteten Prozessstufen (Nemhgind Endlager) ausgewahlter
bayerischer Biogasanlagen qualitativ auf die Anwheé& vonC. botulinumuntersucht. In
Keimtragerversuchen wurde das Verhalten des KeammBiogasprozess quantitativ bestimmt.
Dazu wurdeC. botulinumin mesophile (38°C) sowie thermophile (55°C) Labermenter
eingebracht und der Verlauf der Keimzahlen gemessen

Ergebnisse und Diskussion

Im Screening wurden insgesamt 106 Proben aus PBagmsbetrieben untersucht. Davon
waren 34,0% pflanzliche Substrate (z.B. Silager?,3% tierische Substrate (z.B. Giille,
Festmist), 23,6% Gargemische aus Fermentern urZ¥@BGarprodukte (z.B. Material aus
Nachgarern). In keiner der untersuchten Proben tkad@nbotulinumnachgewiesen werden.
Die Keimtragerversuche ergaben, da&Ss botulinum sowohl im mesophilen und noch
wesentlich schneller im thermophilen Betrieb redrtzaivurde. Die Zeit, die zur Reduktion um
90% bendtigt wurde (D-Wert), betrug bei 38°C 34,6142 d und bei 55°C 1,0 £ 0,2 d.

Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse dieser Studie belegen, dass auctuden die Fahigkeit zur Sporenbildung
widerstandsfahige und warmelieberdebotulinumdurch den Biogasprozess reduziert wird.
Die hygienische Qualitdt ist damit im Garprodukt ggeliber den unbehandelten
Einsatzstoffen wie Gllle bzw. Mist verbessert. B¥egmehrung der Keime wurde in keinem
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Fall festgestellt. Die Abwesenheit v@n botulinumin den Proben von Praxisbetrieben belegt,
dass dieser Organismus in diesem Umfeld bei gatenlither Praxis von untergeordneter
Bedeutung ist.

Literatur

BfR (2012): Fragen und Antworten zum chronischentuBemus - Aktualisierte FAQ des BfR vom 10. Februa0i2.
http://www.bfr.bund.de/cm/343/fragen-und-antwortgmm-chronischen-botulismus.pdf

Bianca Froschle, Bayerische Landesanstalt fur Lamsbhaft, Abteilung Qualitatssicherung und Untetaingswesen, Lange Point 6,
85354 Freisingbianca.froeschle@lfl.bayern.de
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8.3  Anhang 3: Posterprasentation Fréschle und Lebuhn @214)

‘ Bayerische Landesanstalt fiir Landwirtschaft
!‘! LfL Abteilung Qualitatssicherung und Untersuchungswesen

Aufgabengruppe AQU 1c
Mikro- und molekularbiologische Analytik von Stoffkreislaufen

Clostridium botulinum
in landwirtschaftlichen Biogasanlagen?
Bianca Froschle, Michael Lebuhn

Hintergrund: In den Medien wird behauptet, landwirtschaftliche Biogasanlagen wiirden den
Krankheitserreger C. botulinum verbreiten.

Clostridium botulinum . Botulismus - akute Form

— obligat anaerob wachsendes Bakterium schwerwiegende, u.U. tddliche Vergiftung bei

— ubiquitar verbreitet (z.B. im Boden) Mensch und Tier

— durch Bildung von Uberdauerungsformen (Sporen) ‘ »Vviszeraler™ Botulismus - chronische Form
relativ widerstandsfahig bei Rindern; Krankheitsbild und ursachliche

— Ausloser des Botulismus durch Bildung des Nervengifts Beteiligung von C. botulinum wissenschaftlich
Botulinum-Neurotoxin (auch: ,BoNT" oder ,Botox") nicht gesichert

Vorkommen im Biogasprozess

Untersucht wurden: H Pflanzliche Substrate

106 Proben aus Praxis-Biogasbetrieben (Abb. 1) (z.B. Silage)
mit unterschiedlicher Substratmischung, "("'eg'sgéﬁl S)UbStrate
Z.b. e

vorwiegend Einsatz von Grassilage oder Giille %
m Fermenterinhalte

. Das Screening ergab durchwegs negative
Befunde; Clostridium botulinum wurde
nicht nachgewiesen.

® Garprodukte

Abb. 1: Anteile der analysierten Probenmatrices

Verhalten im Biogasprozess

7'  1,0E+06 -5-38°C (1) -8-55°C (1) :
_EI ——38°C (2) —4~55°C (2) Thermophil (55°C):
. LOEHS e BERC [3) - Nach 3 d Exposition fand bereits eine deutliche
R Reduktion um mindestens 99,7% statt.
CZL e E e - Die dezimale Reduktionszeit, d.h. die Zeit in
=i F der die Keimzahl auf ein Zehntel zuriickgeht, betrug
g LOE+O3 ¢ ,
5N :r \\
£ 1,0E+02
S 1,0E+01
S LML
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0 5 1015202530 3540455055606570

Exposition im Labor-Fermenter[d]
Abb. 2: Reduktion von C. botulinum in Laborfermentern bei 38 bzw.
55°; MPN= most probable number, wahrscheinlichste Anzahl

Reduktion im Prozess Keine Vermehrung

Auch der durch die Fahigkeit zur Eine Vermehrung der Keime wurde in
Sporenbildung widerstandsféhige und keinem Fall festgestellt.
wéarmeliebende C. botulinum wird im

EloEepie e Abwesenheit in der Praxis
. Verbesserte hygienische Bei guter fachlicher Praxis scheint
- Qualitat C. botulinum in landwirtschaftlichen

Biogasanlagen von untergeordneter

Die hygienische Qualitat ist im Bedeutung zu sein.

Gérprodukt gegenliber den
Einsatzstoffen wie Giille oder Mist
verbessert.

Lange Point 6, 85354 Freising, www.LfL.bayern.de
bianca.froeschle@lIfl.bayern.de, michael.lebuhn@Ifl.bayern.de
Tel.: 08161-71-3978
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8.4  Anhang 4: Abstract Frischle et al. (2014a)

Incidence of pathogenic clostridia and fate ofClostridium botulinum in
biogas processes

Bianca Froschle*, Ute Messelhaul3er**, Christiane Hiber**, and Michael Lebuhn*

* Bavarian State Research Center for Agriculturep&tment for Quality Assurance and
Analytics, Lange Point 6, 85354 Freising, GermartyBavarian Health and Food Safety
Authority, Veterinarstral3e 2, 85764 OberschleiRh&mrmany.

Introduction

Clostridia are ubiquitous bacteria. Some speciespathogens and cause severe human and
animal diseases such as botulism, gas gangrenélackleg in cattle and sheep. Since the
mid 1990s, a multifactorial disease involvi@gdpstridium botulinumhas been referred to as
“visceral” or “chronic botulism”. Since no definglisease pattern is scientifically assured, it
is not acknowledged officially as animal diseastR({E012).

Pathogenic clostridia might be present in substrated digester contents (DC) of biogas
plants. Contamination of biogas substrates witthé&ighumbers ofC. botulinum(i. e. by
cadavers) and input into biogas digesters mightpdzut only very few data characterizing
the incidence and fate of the pathogen in biogagesiers are available. Thus, the first
objective of this study was to evaluate the fat€obotulinumduring anaerobic digestion at
38°C and 55°C in sentinel chamber experiments.sHoend objective was to collect data on
the existence of pathogenic clostridia in differbrdgas plant compartments. We analysed
input substrates, DCs and digestates of 9 Bavaggicultural biogas plants for the presence
of C. botulinumC. difficile, C. novyj C. chauvoeiC. haemolyticunandC. septicum

Materials and Methods

For enrichment ofC. botulinum C. novyj C. chauvoeiC. haemolyticumand C. septicum
samples from biogas plants were dissolved in Tegst peptone glucose yeast extract
(TPGY) broth. Prior to anaerobic incubation, thextmie was heated (60°C, 15 min) to
initiate germination of spores. The same procedvas done for enrichment &. difficile,

but modified TPGY containing taurocholic acid sodiusalt and selective antibiotic
supplement was used. After enrichment and DNA ektma using a commercial stool Kit,
DNA extracts were analysed by 5’ nuclease gPCRinmesitC. botulinumwas detected in
multiplex gPCR targeting the botulinum neurotoxengs A, B, E, F (ISO/TS 17919:2013), C
and D or in a gPCR targetimgnH, a protein part of the progenitor toxin compl&asgt and
Collins, 1994). This system was developed withiis tudy.C. difficile, C. chauvoei C.
haemolyticum and C. septicum were detected by multiplex gqPCR targeting the
triosephosphate isomerase getm) (and C. novyiby multiplex gPCR targeting the species
specific gene for phospholipase C and ¢henovyialpha toxin (Ziegler, 2013). If the qPCR
diagnosis of the enrichment culture was positikie, IPGY culture was streaked on different
(partially) selective agar plates and colonies vearalysed by gPCR.

Inlay experiments with sentinel chambers were pearéal in steadily working laboratory
scale, mesophilic (38°C) or thermophilic (55°C) das digesters fed with renewable
resources (predominantly grass silage). DC wasedpaith cells ofC. botulinum(strain LGL
E2625) to a final concentration of 1® 1¢ per mlpc and exposed to the digester conditions
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within sentinel chambers allowing osmotic exchangaposure times of the sentinel
chambers ranged between 1 and 63 days. Before f@d exposure, sentinel chamber
contents were analyzed by determining the MPNCofbotulinumLGL E2625 using a
combined method of cultivation and gPCR targetitid. Spores (S) and vegetative cells (V)
were differentiated by TPGY enrichment in two abtgi one (S) was heated (60°C, 15 min)
before incubation and the other (V) remained urdteathe results of V and S approaches
were summarized to a total MRNnL ™. Decimal reduction times (D-values) were calcuate

Results and discussion

The results of mesophilic and thermophilic sentictekmber experiments with. botulinum
strain LGL E2625 are shown in Figure 1. NumbersCofbotulinumwere reduced in each
experiment. The reduction proceeded substantiallgremslowly in the mesophilic
experiments. It ranged between 1.3 and 2.8 ordérsnagnitude (95.4 and 99.8%,
respectively) after 63 d of exposure in mesophiiigesters and amounted2.7 orders of
magnitude ¥ 99.7%) after 3 d of exposure in both thermophéxperiments. Decimal
reduction was accomplished in 34.6 d and 1.2 d esophilic and thermophilic digester
conditions, respectively.

1.0E+06 SK138() ||B| 1.0E+06 K155 (1)
A KT38(2) -A-KT55 (2)
1.0E+05 MT:;S . oo
7y 1.0E+04 7y 1LOE+04
B L0E+03 B 10E+03
E 1.0E+02 — E 10E+02 ..................
= =
1.0E+01 + 1.0E+01
1.0E+00 <3.0E+00 -
0 20 40 60 80 0 2 4 6 8 10 12
time of exposure [d] time of exposure [d]

Figure 1: Reduction o€. botulinumstrain LGL E2625 in sentinel chamber experiments i
mesophilic (38°C, A) and thermophilic (55°C, B) anabic digesters. Error bars (B) indicate
that MPN- mL™* were less than the detection limit of the respectipproach.

The screening of plant substrates (PS) and aniot#tsates (AS), DCs and digestates (D)
resulted in detection d. difficile in 5,3% of 38 PS, 64,3% of 14 AS, 53,7% of 42 D@ a
72,3% of 48 DC. novyiwas detected in 6 (4.4%; 1 PS, 3 DC, 2 D) of 1i3#lyssed samples
in total. C. botulinum C. chauvoeiC. haemolyticunrandC. septicumwere not found in any
of the 142 analysed samples (42 PS, 16 AS, 41 D®)5

Conclusions

C. botulinumstrain LGL E2625 was reduced in sentinel chambipeements in mesophilic
and more pronounced in thermophilic anaerobic digesScreening of samples from biogas
plants revealed no incidence ©f botulinum C. chauvoeiC. haemolyticunandC. septicum.
C. novyi was marginally found and€. difficle was more frequently detected in animal
substrate digestion lines.
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8.5 Anhang 5: Abstract Froschle et al. (2014b)
Fast quantification of viable EHEC/EPEC involving g°PCR methodology

Bianca Froschle, Isabella Kinker and Michael Lebuhn
* Bavarian State Research Center for Agriculturep&rtment for Quality Assurance and
Analytics, Lange Point 6, 85354 Freising, Germany.

Introduction

Although DNA targeted biomolecular methods suclyntitative real-time PCR (QPCR) are
highly specific, sensitive and time saving, they canfer problems if only viable organisms
are of interest. If regulatory requirements demgnedabsence of certain pathogenic germs in
biological material, only the presence of DNA ofabie germs is relevant, whereas the
detection of DNA of dead germs can overestimate fisiction. We developed a fast method
to differentiate between gPCR signals caused by DR¥able and nonviable EHEC/EPEC
and to quantify the viable fraction.

Materials and Methods

An exponentially growing EPEC strain LGL 3812&2x, eaetr, Ehly+) was diluted in biogas
digester content, poured into sentinel chambersexpdsed to the conditions in laboratory
biogas digesters fed with renewable resourcesr &ftposure, the sentinel chamber contents
were enriched by cultivation on the basis of LFGBtimod LO7.18. This method includes a
pre-enrichment step in modified Tryptic Soy BrotlihaNovobiocin (mTSB+N) followed by
an enrichment step (inoculation of 4 volumes of BT®ith 1 volume of pre-enrichment
culture). The enrichment culture was streaked amoEagar. Cultivation was performed in log
dilutions and in triplicate allowing quantificatiddy MPN analysis. gPCR analyses were done
before and after pre-enrichment and enrichmentsstéepwell as with colonies from agar
suspended in sterile water. Strain LGL 38122 wdeatled by gPCR targeting the gene for
enterohemolysin (Bly). The 5’ nuclease gPCR system was developed isagformatical
routines and evaluated with a strain collection.

Results and discussion

Exposure to the conditions in laboratory digestanssed a reduction of viable EPEC strain
LGL 38122 to a variable extent, providing matexalth DNA either of exclusively viable,
viable and nonviable or exclusively nonviable cellutions of pre-enrichment cultures
without viable cells resulted either in no gPCRnsigif DNA was eliminated by dilution or
degradation within the laboratory digesters, or BR@nals arose due to the presence of dead
cells. This was verified by comparison of-@lues after incubation (EnTSB+N]) to Gy
values of the analogue dilution in mTSB+N beforeuipation (G[BI]). If Cq[mTSB+N] -
Cy[Bl] > 0 was correct, detected DNA originated from de&EE. If G[mMTSB+N] - G[BI]

< 0 was true, viable cells of strain LGL 38122 pgevhted and caused increase of DNA. A
similar approach was successfully conducted by esmg CG[mTSB+N] and G of the
MTSB culture IMTSB], taking account of the dilution at inocutati of the enrichment
culture. Results were verified by gPCR of cell srsgions from Endo agar. Further studies
should reveal if the method is applicable with ottpene markers of EHEC likstx or eae
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Conclusions

Applying the comparative method allowed to diffdrate between gPCR signals from DNA
of viable and nonviable EHEC/EPEC and to quantifg wviable fraction involving MPN
statistics.

Quantification was accomplished within 24 h. Thimened the analysis time by 1.5 d
compared to the reference method.
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8.6

Anhang 6: Posterprasentation Fréschle et al. (2014)

Fast quantification of viable EHEC/EPEC in
digestate involving qPCR methodology

Bianca Froschle, Isabella Kinker and Michael Lebuhn

Introduction

Although DNA targeted biomolecular methods such as
quantitative real-time PCR (qPCR) are highly specific,
sensitive and time saving, they can confer problems if only
viable organisms are of interest. If regulatory requirements
demand the absence of certain pathogenic germs in

cultivation
method

1 part sample
9 parts mTSB+N

log dilution series

selected dilutions:
partition into 3
aliquots at 10 mL

incubation:
over night
37°C, 180 mint

1 part pre-en-
richment
4 parts mTSB

incubation:
over night
37°C, 180 min-t

streaking on
ENDO agar

incubation:
over night
37°C

quantification
MPN analysis

Conclusions

Applying the comparative method allowed

' gPCR

BI
Before Incubation
'}

mTSB+N

with Novobiocin

mTSB
without Novobiocin
| 1

'8
Z N\

biological material, only the presence of DNA of viable

the viable fraction.

Materials and Methods

germs is relevant, whereas the detection of DNA of dead
germs can overestimate this fraction. We developed a fast
method to differentiate between qPCR signals caused by
DNA of viable and non-viable EHEC/EPEC and to quantify

- exposure of digestate spiked with EPEC cells to the conditions in laboratory
biogas digesters fed with renewable resources in sentinel chambers

» enrichment of the sentinel chamber contents by cultivation on the basis of the
German Food and Feed Code (LFGB) method L07.18 adapted for MPN analysis

« gPCR analyses targeting the gene for enterohemolysin (Ehly) before and after
pre-enrichment and enrichment steps as well as of colonies from agar

« MPN analysis

Results
Comparison of corresponding qPCR results before and after incubation
VIABLE NON-VIABLE
16000 c, 16000 c,
14000 <=BI > 40 <BI 28.9
-mTSB+N (1) 20.4 A14000 ~mTSB+N (1) 29.4
212000 ~+mTSB+N (2) 20.0 ¢ 12000 +~mTSB+N (2) 29.1
g ~mTSB+N (3) 20.2 A ~mTSB+N (3) 29.3
010000 T Threshold > 10000 —Threshold( )
g 8000 ¢ 8000 -
¢ 6000 & 6000 -
"] "]
9 4000 2 4000 -
o =]
3 2000 3 2000 -
'S w
0 - R ot 0
-2000 ¢ 10 20 30 40 2000 10 20 30 40
Cycles Cycles
C,[ImTSB+N] < C,[BI] C,[ImTSB+N] = C,[BI]
viable cells proliferated and detected DNA originated from
caused increase of DNA non-viable EPEC

no gPCR signal for BI due to
elimination of DNA by dilution

or: no gPCR signal if DNA was
eliminated by dilution or degradation
within the laboratory digesters

A similar approach was successfully conducted by comparing gPCR results before
and after incubation of the enrichment, taking account of the dilution (1:5) at
inoculation of the enrichment culture. > C, [MTSB+N] + 2.3 cycles

16000 C, 16000 C,
| ~mTSB+N (1) 20.4 | ~mTSB+N (1) 294
14000 ~mTSB+N (2) 20.0 14000 +mTSB+N (2) 29.1
212000 - +~mTSB+N (3) 20.2 & 12000 - +mTSB+N (3) 29.3
Z10000 | ~MTSB (1)  18.0 10000 . ~MTSB (1) 316
o mTSB (2)  18.2 g ~mTSB (2)  32.3
g 8000 | .mTsB (3) 182 g 8000 | .mTsB(3) 319
g 6000 - —Threshold § 6000 | —Threshold
g 4000 g 4000
3 2000 32 2000
™ 'S
0 T 0
ey . | | |
-2000 ¢ 10 20 30 40 -2000 10 20 30 40
Cycles Cycles
i G[mTSB] < C,[mTSB+N] + 2.3 : C,ImTSB] = C,[mTSB+N] + 2.3

Verification of results by gPCR of cell suspensions from ENDO agar

» to differentiate between gPCR signals from DNA of viable and nonviable EHEC/EPEC
« therefore, to quantify the viable fraction involving MPN statistics already after one over night incubation step (< 24 h)
- shortening of the analysis time by > 1.5 d compared to the reference method (values from ENDO agar)
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Anhang

8.7  Anhang 7: Abstract Messelhausser et al. (2014)

Detection of Shigatoxin-producing Escherichia coli (STEC) and
Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) in biogaglants in combination
with germ carrier experiments

Ute Messelhaussér Bianca Froschlé, Michael Lebuhn?, Christiane Holler*

! Bavarian Health and Food Safety Authority, Vetaratr. 2, 85764 Oberschleissheim,
Germany; > Bavarian State Research Center for Agriculturepdbenent for Quality
Assurance and Analytics, Lange Point 6, 85354 Figissermany

There exist only few scientific studies concernitigg behavior of human and animal
pathogens like Shigatoxin-producingscherichia coli (STEC) and Enteropathogenic
Escherichia coli(EPEC) in biogas plants. This is one of the reasamg from time to time
biogas plants are in the public focus with peoplspecting that the concentration of
pathogenic microorganisms can increase during émmdntation process, thus probably
leading to human or animal infections when the fartation substrates are spread in the
environment. Therefore the aim of our study wast¢lanalyze the material at the different
steps of the biogas process for the presence oCSartel EPEC in different biogas plants in
Bavaria and (2) to test the ability of EPEC to swevunder controlled conditions in
mesophilic anaerobic digesters. Data of both ingagsons should be used for a
comprehensive risk assessment concerning the mmdef STEC and EPEC during the
biogas process and the risk that these pathogensarsmate the environment via
fermentation substrates.

Materials and methods

Between the years 2012 — 2013 nine Bavarian biptm#s were sampled at the different
steps of the biogas process. Samples were takem different substrates like corn silage,
poultry manure or cattle liquid manure, the cordesftthe fermenter and the final depot and
were investigated with a combined microbiologicatl anolecular method. The toxin genes,
stx1 and stx2 and the intimin(eag gene were detected by real-time-PCR according to
Pavlovic et al, 2010. In case of a positive re@etiPCR result isolation of the bacteria was
performed with DNA-colonyblot hybridization to camh the viability of the detected
organisms.

For germ carrier experiments, digester content (Id@3 taken from steadily working 32 L
digester systems and ca. 8 mL DC were spiked witloeentially growing EPEC cells (strain
LGL 38122, isolated from a soil sample in immedigieinity of a cattle farm) to a final
concentration of approximately per mlpc. Spiked DC was poured into a germ carrier and
exposed to the digester conditions (mesophilic #mermophilic anaerobic digestion of
renewable resources, predominantly grass silage)mQGarriers consisted of a glass tube
which was fitted with filters of 0.2m pore size in a screw cap on each end allowingpbem
exchange. Exposure times of the germ carriers withé digesters ranged between 30 min
and 3 d. Before and after exposure, the germ casoetents were analyzed by determining
the MPN of viable EPEC 38122 using a combinationcualtivation and gPCR methods.
Decimal reduction times (D-values) were calculateBEC strain LGL 38122 was detected
by gPCR targetingehly, the EHEC hemolysin. The 5 nuclease qPCR systath &
hydrolysis probe was developed in this study.
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Results and discussion

In the samples taken from Bavarian biogas plasttsl, stx2and eaegenes were regularly
detected in the different substrates and alsodrigimenter samples. Overall 36 samples were
tested positive for the presence of #telor thestx2genes and 11 samples for the presence
of theeaegene. However, using DNA-colonyblot hybridizatigiable STEC or EPEC could
not be detected in the real-time-PCR positive sampln order to see, if there is any
indication that STEC or EPEC can survive the whblegas process, germ carrier
experiments were carried out with an EPEC stramésophilic anaerobic digesters.

Three germ carrier experiments were performed isapleilic anaerobic digesters. In each
experiment the concentration of EPEC LGL 38122 wakiced (Figure 1). In experiment
KT38 (2) the quantified MPN were less than the ctiie limit of 300 MPN- mL™ after 24 h
and 3 MPN- mL™ after 48 and 72 h of exposure which is indicatgdhe grey area in Figure
1. After 231 h of exposure the extent of reductianged from nearly two to more than 6
orders of magnitude. This corresponds to a germctexh of 97.6 to 99.9999%. Decimal
reduction times of 14.% 4.3 and 3.2 h were calculated for experiments K138 (2) and
(3), respectively. The variation to experiment K13, which showed a considerably slower
reduction, could probably be explained by diffeesan ammonia concentrations. They were
calculated to be 172, 305 and 491 mgsNH- kgoc for experiment KT38 (1), (2) and (3),
respectively. Two germ carrier experiments werdqgoared under thermophilic conditions
(KT55 (1) and (2), Figure 1). Already after 30 nerposure time the spiked EPEC strain
LGL 38122 (> 18+ mLpc™) could not be detected anymore. Due to missing ftatexposure
times less than 30 min, the D-value could not kexigely defined, but it was less than 3.4
min. The ammonia concentration was 1170 and 78MWHgN - kgoc™* for experiment KT55
(1) and (2), respectively.
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Figure 2: Reduction of EPEC strain LGL 38122 in amslic and thermophilic biogas
processes
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