TEXTE

Risikoanalyse der
bodenbezogenen
Verwertung kommunaler
Klarschlamme unter
Hygieneaspekten

Umwelt
Fiir Mensch & Umwelt Bu ndesa mt







TEXTE 96/2015

Umweltforschungsplan des
Bundesministeriums fiir Umwelt,
Naturschutz, Bau und Reaktorsicherheit

Forschungskennzahl 3711 71 240
UBA-FB 002139

Risikoanalyse der bodenbezogenen
Verwertung kommunaler Klarschlamme unter
Hygieneaspekten

von

Magdalene Pietsch

Julius Kiihn Institut (JKI)

Bundesforschungsinstitut fiir Kulturpflanzen

Institut fiir nationale und internationale Angelegenheiten der
Pflanzengesundheit, Braunschweig

Yvonne Schleusner, Petra Miiller

Julius Kithn—Institut K1)

Bundesforschungsinstitut fiir Kulturpflanzen

Institut fiir nationale und internationale Angelegenheiten der Pflanzengesund-
heit, Kleinmachnow

René Eling , Werner Philipp, Ludwig E. Hoelzle

Universitdat Hohenheim
Institut fiir Umwelt- und Tierhygiene sowie Tiermedizin mit Tierklinik (406b),
Fachgebiet Umwelt und Tierhygiene (406b), Stuttgart

Im Auftrag des Umweltbundesamtes



Impressum

Herausgeber:

Umweltbundesamt

Worlitzer Platz 1

06844 Dessau-Rof3lau

Tel: +49 340-2103-0

Fax: +49 340-2103-2285
info@umweltbundesamt.de
Internet: www.umweltbundesamt.de

€3 /umweltbundesamt.de
» /umweltbundesamt

Durchfiihrung der Studie:

Julius Kiihn — Institut (KI)

Bundesforschungsinstitut fiir Kulturpflanzen

Institut fiir nationale und internationale Angelegenheiten der
Pflanzengesundheit, Messeweg 11/12, 38104 Braunschweig

Julius Kiihn = Institut (JKI)

Bundesforschungsinstitut fiir Kulturpflanzen

Institut fiir nationale und internationale Angelegenheiten der
Pflanzengesundheit, Stahnsdorfer Damm 81, D-14532 Kleinmachnow

Universitdt Hohenheim
Institut fiir Umwelt- und Tierhygiene sowie Tiermedizin mit Tierklinik (460)
Fachgebiet Umwelt und Tierhygiene (406b), Garbenstr. 30, 70593 Stuttgart

Abschlussdatum:
April 2014

Redaktion:
Fachgebiet Il 1.4 Mikrobiologische Risiken
Dr. Riidiger Hofmann

Publikationen als pdf:
http://www.umweltbundesamt.de/publikationen/risikoanalyse-der-bodenbezogenen-verwertung
ISSN 1862-4804

Dessau-Rof3lau, November 2015

Das diesem Bericht zu Grunde liegende Vorhaben wurde mit Mitteln des

Bundesministeriums fiir Umwelt, Naturschutz, Bau und Reaktorsicherheit unter

der Forschungskennzahl 3711 71 240 gefdrdert. Die Verantwortung fiir den
Inhalt dieser Veroffentlichung liegt bei den Autorinnen und Autoren.


mailto:info@umweltbundesamt.de
http://www.umweltbundesamt.de/
http://www.umweltbundesamt.de/

Klarschlammbhygiene

Kurzbeschreibung

Die in Deutschland derzeit gultige Fassung der Klarschlammverordnung von 1992 (AbfKlarV, 1992) soll no-
velliert und dabei hygienischen Belangen mehr Rechnung getragen werden. Ziel dieses Forschungsvorha-
bens war es, verschiedene RisikominderungsmaBnahmen im Hinblick auf ihre Eignung zur Verbesserung der
Klarschlammbhygiene zu prifen und daraus Empfehlungen fir die Ausgestaltung der AbfKlarV abzuleiten.
Besonders persistente Schadorganismen und Krankheitserreger wurden in gezielten Untersuchungen auf
deren Uberlebensfahigkeit wahrend einer thermischen Behandlung bzw. einer Langzeitlagerung von Klar-
schlamm und/oder anderen Wirtschaftsdiingern untersucht. Des Weiteren wurde das Verfahren der Hoch-
drucktemperatur-Pelletierung (HTP) gepriift. Untersucht wurde die Tenazitat von Escherichia coli (EAHEC)
Serovar 0104:H4, thermoresistenter Parvoviren (Bovines Parvovirus, BPV) und von Sporen aerober und
anaerober Sporenbildner (Bacillus globigii, Clostridium sporogenes) als Vertreter der Seuchenhygiene und
Synchytrium endobioticum als Vertreter der Phytohygiene. Das Ergebnis einer Literaturrecherche ergab,
dass der uberwiegende Teil der vorrangig in Klarschlamm vorkommenden Schadorganismen der Seuchen-
und Phytohygiene durch die in den Entwiirfen zur Novellierung der AbfKlarV in Anhang 2 aufgefiihrten Be-
handlungsverfahren inaktiviert werden kann. Ausnahmen bilden vor allem Quarantaneschadorganismen der
Kartoffel bzw. Schadorganismen, die persistente Uberdauerungsorgane bilden oder thermoresistent sind.
Dies wurde durch eigene Untersuchungen bestatigt. So verringerte sich die Zeitspanne fir eine vollstandi-
ge Inaktivierung des Erregers EAHEC O104:H4 Serovar von 18 Stunden bei einer thermischen Behandlung
von +53 °C auf 2 Stunden bei +60 °C und 1 Stunde bei +70 °C. Das bovine Parvovirus konnte, bei einer
einstlindigen Erhitzung von Klarschlamm bzw. Giille auf max. +80 °C, um 1-2 logqo-Stufen bzw. 2,4 - 3,4
logyo-Stufen verringert werden. Demgegeniiber war eine Inaktivierung der untersuchten Sporenbildner erst
bei einer Behandlung von +110 °C fir dreiBig Minuten bzw. +133 °C fir zwanzig Minuten moglich. Die per-
sistenten Dauersori des Kartoffelkrebserregers Synchytrium endobioticum konnten selbst bei 140° C iiber 2
Stunden nicht ausreichend inaktiviert werden, eine Langzeitlagerung im Klarschlamm fiihrte jedoch zu
einer deutlichen Reduktion vitaler Dauersori. Aus seuchen- und phytohygienischer Sicht wird eine Pflicht
zur weitergehenden Behandlung von Klarschlammen empfohlen. Zum Schutz vor einer Verbreitung von
Quarantaneschadorganismen der Kartoffel, sollte Klarschlamm nur dann zur landwirtschaftlichen Verwer-
tung zugelassen werden, wenn keine risikoreichen Abwasser aus Industrie und Gewerbe in die Klaranlage
eingeleitet worden sind.

Abstract

Actually the Sewage Sludge Ordinance of 1992 is in force in Germany. This ordinance has to be amended
and in the new version sanitation aspects will be incorporated to a greater extent than before. The aim of
this research work was to check different risk minimizing measures in respect to their suitability for the
improvement of the sewage sludge hygiene and deduce recommendations for the preparation of the Sew-
age Sludge Ordinance. Extremely persistent pests and pathogens were tested on their survival ability dur-
ing heat treatment resp. a long-term storage in sewage sludge and/or in other organic fertilizers. Fur-
thermore the procedure of the high pressure temperature pelleting (HTP) was checked. The tenacity of
Escherichia coli (EAHEC) Serovar 0104:H4, thermo-resistant parvoviruses (Bovines Parvovirus, BPV) and of
spores of aerobe and anaerobe spore builders (Bacillus globigii, Clostridium sporogenes) as representa-
tives of the epidemics of human and animals and Synchytrium endobioticum as a representative of phyto-
pathogens was investigated. The result of a literature research revealed that most pathogens of human,
animals and plants as well as weeds which may occur in sewage sludge can be inactivated by the treat-
ment procedures that are listed in Annex Il in the draft amendment of the Sewage Sludge Ordinance. Ex-
emptions are mainly quarantine pests of the potato resp. pathogens that build persistent survival organs
or are heat-resistant. This was confirmed by own investigations. Thus the duration for a complete inacti-
vation of the pathogen EAHEC O104:H4 Serovar was reduced from 18 hours in the course of a heat treat-
ment at 53 °C to 2 hours at 60 °C and 1 hour at 70 °C. The bovine parvovirus was reduced in the course of
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a one-hour heating of sewage sludge resp. liquid manure to max. 80 °C by 1-2, resp. 2.4 to 3.4 logi-
levels. In contrast, an inactivation of the tested spore builders was only possible during a treatment at
110 °C for thirty minutes resp. 133 °C for twenty minutes. The persistent resting sporangia of the causal
agent of the potato wart disease, Synchytrium endobioticum, was not even inactivated sufficiently at a
temperature of 140 °C for 2 hours. Hhowever, a long-term storage in sewage sludge led to a clear reduc-
tion of vital resting sporangia. From the view of human, animal and plant health the obligation for an effi-
cient sanitizing treatment for sewage sludge is recommended. As a protection against the spread of quar-
antine pests of the potato, sewage sludge should only be approved for agricultural use in the case that no
risky waste water from industry and trade were fed into the sewage purification plant.
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1 Zusammenfassung

Die Schonung natirlicher Ressourcen sowie der Schutz der Umwelt gehoren zu den umweltpolitischen Zie-
len in Deutschland. Es ist ein gesellschaftliches Bestreben moglichst viele Rest- und Abfallstoffe im Wirt-
schaftskreislauf zu belassen und sinnvoll zu verwerten. Dadurch verringert sich das Abfallaufkommen und
endliche Ressourcen an mineralischen Nahrstoffen werden geschont. Dieser Ansatz ist im seit 2012 gulti-
gen Gesetz zur Forderung der Kreislaufwirtschaft und Sicherung der umweltvertraglichen Bewirtschaftung
von Abfallen (Kreislaufwirtschaftsgesetz - KrWG) verankert. In Deutschland gibt es somit eine Pflicht Ab-
falle zu verwerten, wenn dies technisch moglich ist und wirtschaftlich zumutbar, vor allem dann, wenn fir
den zu verwertenden Stoff ein Markt vorhanden ist oder geschaffen werden kann (§7, Absatz 4, KrWG)".
Die Verwertung von Klarschlammen in der Landwirtschaft entspricht somit dem Kreislaufwirtschaftsgesetz,
ist aber nicht frei von Risiken und wird deshalb Uiber die Klarschlammverordnung geregelt. In Klarschlam-
men und Wirtschaftsdiingern wie Giille und Garprodukten konnen pathogene Mikroorganismen, insbesonde-
re auch Zoonosenerreger, vorhanden sein und eine Gesundheitsgefahr fir Mensch und Tier darstellen (Ap-
pel et al., 2011). Die Klarschlammverordnung (AbfKlarV, 1992) gilt fur das Aufbringen von Klarschlamm auf
landwirtschaftlich oder gartnerisch genutzten Boden und dieser darf nur so aufgebracht werden, dass das
Wohl der Allgemeinheit nicht beeintrachtigt wird und die Aufbringung nach Art, Menge und Zeit auf den
Nahrstoffbedarf der Pflanzen unter Beriicksichtigung der im Boden verflgbaren Nahrstoffe und organi-
schen Substanzen sowie der Standort- und Anbaubedingungen ausgerichtet ist. Im Ubrigen gelten fiir das
Aufbringen von Klarschlammen die Bestimmungen des Diingemittelrechts. In den Entwlirfen zur Novellie-
rung der AbfKlarV (AbfKlarV, 2010 bzw. 2013) sind wesentliche Neuerungen vorgesehen. Dazu gehoren
strengere Grenzwerte fiir Schwermetalle und organische Schadstoffe sowie die Einflihrung von Grenzwer-
ten fur die seuchenhygienisch relevanten Salmonellen, die bislang nur in der Diingemittelverordnung zu
finden sind. Diese MaBnahmen sollen die Schadstoffanreicherung im Boden begrenzen und die von der
Klarschlammdiingung ausgehenden hygienischen Risiken minimieren. Demzufolge diirfen nur noch Klar-
schlamme abgegeben oder ausgebracht werden, die einer hygienisierenden Behandlung unterzogen wur-
den und bei denen in 50 g Nasssubstanz keine Salmonellen nachweisbar sind. Die Behandlungsverfahren
und entsprechenden Kriterien, die zur Erzielung der seuchenhygienischen Unbedenklichkeit des Endpro-
duktes fuhren, werden im Anhang 2 zur Novellierung der AbfKlarV (2010 bzw. 2013) vorgegeben. Hierzu
zahlen die Fremderhitzung durch Schlammpasteurisierung, die thermische Konditionierung, die Selbster-
hitzung durch aerob-thermophile Schlammstabilisierung, die Schlammkompostierung in Mieten oder Reak-
toren, die Zugabe von ungeloschtem Branntkalk sowie die Zugabe von Kalkhydrat, die Langzeitlagerung
von Klarschlamm in Pflanzenbeeten sowie die Hochtemperaturtrocknung. Als neues Element werden fer-
ner Anforderungen an die Qualitatssicherung von Klarschlammen in den Novellierungsentwurf aufgenom-
men. Durch Teilnahme an einem Qualitatssicherungssystem kann der Trager der Qualitatssicherung unter
bestimmten Bedingungen eine Befreiung von den Behandlungs- und Untersuchungspflichten bzgl. der Seu-
chenhygiene aussprechen. Die vorgesehenen Neuerungen in der AbfKlarV werden weitreichende Auswir-
kungen auf die Verfahrensweise von Klaranlagen, den Seuchenhygienestatus des Klarschlammes und die
MaBnahmen im Rahmen der Qualitatssicherung haben. Die spezifischen Risiken fur die Phytohygiene sind
bisher nicht bertcksichtigt und aufgrund der bestehenden Klaranlagentechnik erfordert eine flachende-
ckende weitergehende Behandlung hohe Investitionen. Vor diesem Hintergrund stellt sich die Frage, wel-
che Risikomanagementoptionen erforderlich und geeignet sind ein stabiles und aus seuchen- und phytohy-
gienischer Sicht moglichst unbedenkliches Produkt zu erzeugen.

! Gesetz zur Forderung der Kreislaufwirtschaft und Sicherung der umweltvertréglichen Bewirtschaftung von Abféllen
(Kreislaufwirtschaftsgesetz - KrWG); Stand 24.02.2012
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Zur Beantwortung dieser Frage wurden drei verschiedene Module bearbeitet:

l. Untersuchungen zum Einfluss von Druck und Temperatur auf seuchen- und phytohygienisch rele-
vante Schadorganismen im Klarschlamm

Hierzu wurden weitergehende thermische Verfahren, einschlieBlich der Hochdrucktemperatur-
Pelletierung, hinsichtlich ihrer hygienisierenden Wirkung auf ausgewahlte Pathogene der Phyto-
und Seuchenhygiene einer experimentellen Priifung unterzogen. Des Weiteren wurde die hygieni-
sierende Wirkung einer Lagerung von Klarschlammen gepriift.

Il.  Literaturbasierte Bewertung von weitergehenden Klarschlammbehandlungsverfahren hinsichtlich
ihrer reduzierenden Wirkung auf Schadorganismen

Die von der Novellierung der Klarschlammverordnung vorgesehenen Behandlungsverfahren wurden
hinsichtlich ihrer Eignung fiir die Seuchen- und Phytohygiene bewertet.

lll.  Hygieneaspekte bei der Qualitatssicherung von Klarschlammprodukten

Voraussetzungen und Auswirkungen einer Befreiung von Behandlungs- und Untersuchungspflichten
im Bereich der Hygiene wurden geprift und Anforderungen fur Hygieneaspekte in der Qualitatssi-
cherung formuliert.

Der Bericht dient insgesamt der Bewertung verfligbarer Risikomanagementoptionen auf ihre Eignung zur
Regelung in der Klarschlammverordnung.

I Untersuchungen zum Einfluss von Druck und Temperatur auf seuchen- und phytohygienisch rele-
vante Schadorganismen in Klarschlammen

Hinsichtlich der Seuchenhygiene bestand das Ziel der vorliegenden Untersuchungen in der Erarbeitung von
Daten zur Tenazitat verschiedener Erreger gegeniiber Temperatureinfliissen und wahrend der Langzeitla-
gerung von Klarschlammen und Wirtschaftsdiingern, sowie der Uberpriifung der Hochdrucktemperatur-
Pelletierung beziglich einer Inaktivierung verschiedener Erreger. Die Untersuchungen dienten dazu, sich
einen Uberblick iiber die Widerstandsfahigkeit der unterschiedlichen Erreger in Klarschlammen und Wirt-
schaftsdingern, wie Giille und Garprodukten, zu verschaffen um eine Risikobewertung der Klarschlamm-
verwertung aus Sicht der Seuchenhygiene, sowie die Eighung des Hochdrucktemperatur-
Pelletierungsprozesses (HTP-Anlage) als hygienisierende Behandlung im Sinne des Anhang 2 der AbfKlarV
(2010 bzw. 2013) zur Novellierung der derzeit gliltigen Klarschlammverordnung machen zu konnen. Aus
den erarbeiteten Erkenntnissen und Informationen, sowie auf Grundlage einer Risikoanalyse bzw. -
bewertung sollten Schlussfolgerungen und Empfehlungen in Bezug auf die seuchenhygienischen Aspekte,
sowie die risikominimierte Klarschlammverwertung entwickelt und abgeleitet werden.

Im Fokus der Untersuchungen standen Mikroorganismen aus der Gruppe der Enterobacteriaceae, thermore-
sistente Parvoviren sowie Sporen aerober und anaerober Sporenbildner. Aus der Gruppe der Enterobacte-
riaceae lag der Fokus der Untersuchungen auf einem enteroaggregativen hamorrhagischen Escherichia coli
(EAHEC) Serovar 0104:H4, das fir einen epidemieartigen ,,EHEC“-Ausbruch mit schweren Erkrankungsfal-
len (hamorrhagische Colitis, hamolytisches uramisches Syndrom (HUS)) und Todesfallen in Deutschland und
Frankreich 2011 verantwortlich war. Vergleichend dazu wurden eine monophasische Variante der Salmo-
nella Serovar Typhimurium DT120 sowie ein Escherichia coli DSM-Stamm untersucht. Des Weiteren wurden
in den Versuchen sowohl Sporen von Clostridium sporogenes, als Vertreter der anaeroben Sporenbildner,
als auch Sporen von Bacillus globigii, als Reprasentant der aeroben Sporenbildner, sowie ein bovines Par-
vovirus (BPV), Stamm Haden, berticksichtigt. Die Auswahl der Erreger erfolgte anhand des Projektantra-
ges, Abweichungen ergaben sich hinsichtlich der verwendeten Erreger aus der Gattung Clostridium ssp.
sowie des enterohamorrhaischen Escherichia coli (EHEC)-Stammes 0157:H7. Anstelle der vorgesehenen
Untersuchung von Clostridium botulinum und Clostridum butyricum wurden stellvertretend Clostridium
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sporogenes, ein nicht-toxigener Stellvertreter fur proteolytische Clostrium botulinum-Stamme (Brown et
al., 2011; Bradbury et al., 2012; Basaran-Akgul et al., 2013), sowie im Vergleich dazu, der aerobe Sporen-
bildner Bacillus globigii, ein flr den Menschen nicht-pathogener Vertreter der Gattung Bacillus (u.a. Bacil-
lus anthracis) (Hosni et al., 2009), in den Versuchen verwendet. Bacillus globigii wurde in den vorliegen-
den Untersuchungen einerseits als Reprasentant der aeroben Sporenbildner und andererseits als biologi-
scher Tracer verwendet. Anstelle des enterohamorrhagischen Escherichia coli (EHEC) O157:H7-Stammes
wurde ein Escherichia coli-DSM-Stamm sowie eine monophasische Variante der Salmonella Serovar Ty-
phimurium Lysotyp DT120 verwendet und vergleichend zum EAHEC O104:H4 Stamm betrachtet. Bei den
Salmonellen handelt es sich um human- und tierpathogene Infektionserreger, die aus Sicht des Verbrau-
cherschutzes als Zoonosenerreger sowie als Verursacher von Lebensmittelinfektionen nach wie vor von
groBer Bedeutung sind. Nach Angaben verschiedener Autoren traten im Laufe der letzten zehn Jahre in
zunehmendem MaBe multiresistente monophasische Salmonella Serovare weltweit auf (EFSA, 2009; Hop-
kins et al., 2012; Trupschuch et al., 2013).

Die Untersuchungen wurden einerseits in Form von Tenazitatsversuchen zur Uberlebensfahigkeit bzw. zur
Inaktivierung der oben angefiihrten Mikroorganismen in Klarschlamm, Giille und phsysiologischer Kochsalz-
losung wahrend der Erhitzung bei unterschiedlichen Temperatur-/Zeitkombinationen, und wahrend der
Langzeitlagerung in Klarschlamm, Giille und Garprodukten durchgefuihrt. Andererseits sollte das Verfahren
der Hochdrucktemperatur-Pelletierung (HTP) in Bezug auf dessen Entseuchungskapazitat (Hygienisierungs-
kapazitat) anhand unterschiedlicher Erreger an einer Versuchsanlage der Hochschule fir Forstwirtschaft
Rottenburg Uberpriift werden. In den Erhitzungsversuchen wurden die Erreger anhand der zu erwartenden
Tenazitaten in drei Versuchsgruppen eingeteilt. Dabei stellten die Enterobacteriaceae die Gruppe mit der
niedrigsten Tenazitat, und die Sporen von Clostridium sporogenes und Bacillus globigii, die mit der hochs-
ten Tenazitat, dar. Die Versuche an der Hochdrucktemperatur-Pelletierungsanlage (HTP-Anlage) wurden
aus betriebstechnischen Griinden und wegen arbeitsschutzrechtlicher Bedingungen mit Holzspanen anstel-
le des Klarschlamms, sowie mit den fir den Menschen nicht-pathogenen Erregern Escherichia coli K12
(Kontrollstamm), Salmonella Typhimurium Zoosaloral (Impfstamm) sowie Sporen von Bacillus globigii (bio-
logischer Tracer) anstelle der pathogenen Erreger, insbesondere des EAHEC 0104:H4-Stammes, durchge-
fuhrt.

In den Erhitzungsversuchen haben sich fur die Vertreter der Enterobacteriaceae keine deutlichen Unter-
schiede in Bezug auf deren Inaktivierung ergeben, jedoch zeigte sich eine teilweise etwas schnellere Inak-
tivierung des Escherichia coli DSM-Stamms im Vergleich zum EAHEC 0104:H4-Stamm, sowie des monopha-
sischen Salmonella Typhimurium DT120 Serovar. Eine vollstandige Inaktivierung wurde bei einer achtzehn-
stundigen Erhitzung auf 53 °C (+/-2 °C), einer zweistlindigen Erhitzung auf (+/-2 C°) und einer einstlindi-
gen Erhitzung auf 70 °C (+/-2 °C) fur alle Erreger aus der Familie der Enterobacteriaceae erreicht. Eine
Reduktion um mindestens funf logo-Stufen, wie sie in der Verordnung (EU) Nr. 142/2011 fir die Prozess-
prufung in Bezug auf eine Verminderung wahrend der biotechnologischen Behandlung vorgesehen ist, wur-
de zudem bereits nach einer einstiindigen Erhitzung auf 60°C (+/-2 °C) fur die drei Erreger, und bei 50 °C
(+/-2 °C) nach achtzehn Stunden fir alle Erreger in Gulle und fur den Escherichia coli DSM-Stamm in allen
untersuchten Substraten erreicht. Bei vierstlindiger Erhitzung auf 53°C (+/-2 °C) wurde fir den E-
scherichia coli DSM-Stamm ebenfalls in allen Substraten eine Reduktion um finf logo-Stufen festgestellt.

Ein eindeutiger Einfluss des Substrates bzw. Unterschied hinsichtlich der Uberlebensfiahigkeit der Erreger
in den verschiedenen Substraten konnte wahrend der Erhitzung nicht festgestellt werden, jedoch konnte
zum Teil eine schnellere Reduktion um finf log-Stufen in der Giille als in den ubrigen Substraten nach-

gewiesen werden.

In den Versuchen zur Inaktivierung thermoresistenter Parvoviren, am Beispiel des bovinen Parvovirus (BPV)
Stamm Haden, konnte wahrend der einstiindigen Erhitzung auf 70 °C (+/-2 °C) eine Verminderung um 1,8
bzw. 2,1 loge-Stufen und nach einstiindiger Erhitzung auf 80 °C (+/-2 °C) eine Reduktion um 2,4 bzw. 3,4
logio-Stufen in Klarschlamm bzw. Gulle festgestellt werden. Hinsichtlich des Einflusses der Substrate deu-
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tet sich in den Untersuchungen eine etwas schnellere Inaktivierung des BPV in der Gille im Vergleich zum
Klarschlamm an.

Die Untersuchungen bezuglich der Inaktivierung der Sporen der aeroben und anaeroben Sporenbildner
zeigten, dass nach einstiindiger Erhitzung auf 90 °C (+/-2 °C) bzw. dreiBigminitiger Erhitzung auf 98 °C
(+/-2 °C) im Wasserbad keine deutliche Verminderung fuir die Sporen von Bacillus globigii, weder in Klar-
schlamm noch in Giille, festzustellen war. Fur die Sporen von Clostridium sporogenes war eine geringfugi-
ge Reduktion um ca. 0,5 logo-Stufen nach einstiindiger Erhitzung auf 90 °C (+/-2 °C) und von 1,0 bzw. 1,4
logyo-Stufen nach dreifligminutiger Erhitzung bei 98 °C (+/-2 °C) in Giille bzw. Klarschlamm nachweisbar.
Im Gegensatz dazu konnte eine vollstandige Inaktivierung der Sporen, sowohl von Clostridium sporogenes
als auch Bacillus globigii, nach Erhitzung auf 110 °C fir dreiBig Minuten und auf 133 °C fiir zwanzig Minu-
ten, nachgewiesen werden.

Mit den Versuchen zur Hochdrucktemperatur-Pelletierung (HTP) von Klarschlamm sollte gepriift werden,
ob dieses Verfahren einen reduzierenden Effekt auf Krankheitserreger hat. Die Versuche wurden in einer
Pelletieranlage der Hochschule flir Forstwirtschaft in Rottenburg durchgefiihrt. Da Klarschlamm bereits
humanpathogene Mikroorganismen enthalten kann und es wahrend des Pelletierungsprozesses zu einer
starken Staubentwicklung kommt, wurden die Untersuchungen aus arbeitsschutzrechtlichen Griinden mit
Holzspanen (Fichtenspane mit einem Wassergehalt von 9,7 %) anstelle von getrocknetem Klarschlamm
durchgeflihrt. Untersucht wurden nicht-pathogene Vertreter der Bakterienspezies Salmonella Typhimuri-
um Zoosaloral, Escherichia coli K12, Sporen von Bacillus globigii als biologischer Tracer. Nach Angaben der
Hochschule fur Forstwirtschaft Rottenburg konnen wahrend der Pelletierung Driicke von bis zu 250 MPa
(=2500 bar) und Temperaturen von 90 °C bis 180 °C erzielt werden. Es zeigte sich, das nach der Pelletie-
rung eine vollstandige Inaktivierung der Vertreter der Enterobacteriaceae (Escherichia coli K12, Salmonella
Typhimurium Zoosaloral), sowie eine Inaktivierung bzw. Reduktion der Sporen von Bacillus globigii um 1,4
logyo-Stufen in den Pellets erzielt werden konnte. Des Weiteren konnte ein bakterizider Einfluss der ver-
wendeten Holzspane auf die Erreger aus der Familie der Enterobacteriaceae beobachtet werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen verdeutlichen, dass eine thermische Behandlung von
Klarschlamm zu einer signifikanten Reduktion pathogener Erreger fuhrt. Als Parameter spielen insbesonde-
re die Temperatur sowie die Dauer der Behandlung eine entscheidende Rolle. Eine Reduktion um mindes-
tens funf logo-Stufen bzw. eine vollstandige Inaktivierung der vegetativen Erreger (Enterobacteriaceae)
wird bei allen angewandten Temperaturen beobachtet (53 °C (+/-2 °C) fur 18 h; 60 °C (+/-2 °C) fur 1 h
und 2 h; 70 °C (+/-2°C) fir 1 h).

Eine Reduktion des bovinen Parvovirus (BPV) benotigt hohere Temperaturen und langere Einwirkungszei-
ten. Eine Reduktion um drei log,-Stufen, wie sie in der Verordnung (EU) Nr. 142/2011 aufgeflihrt wird,
konnte in den vorliegenden Versuchen nur in Giille nach einstiindiger Erhitzung bei 80 °C (+/-2 °C) nach-
gewiesen werden.

Eine Inaktivierung bakterieller Sporen findet erst ab Temperaturen oberhalb 100°C statt (z.B. 110 °C;
0,5 h). Die Behandlung von Klarschlamm bei 90 °C bzw. 98 °C (0,5 h und 1 h) erbrachte keine ausreichen-
de Inaktivierung.

Die Ergebnisse der Hochdrucktemperatur-Pelletierung zeigen, dass mit diesem Verfahren vegetative Erre-
ger (Salmonellen und Escherichia coli) ebenfalls ausreichend inaktiviert werden.

Klarschlamme konnen generell auch phytopathogene Erreger enthalten. Von besonderer Bedeutung sind
hier widerstandsfahige Schadorganismen und Samen, die in der Lage sind, unglinstige Umweltbedingungen
fur lange Zeit zu uberdauern. Sie konnen mit dem Abwasser aus Haushalten oder der industriellen Verar-
beitung oder gewerblichen Bearbeitung von Lebensmitteln und pflanzlichen Erzeugnissen in den Klar-
schlamm gelangen. Hierzu gehort auch der Quarantaneschadorganismus (QSO) Synchytrium endobioti-
cum (Se). Dieser bodenbirtige Pilz verursacht an Kartoffeln den so genannten Kartoffelkrebs, eine Pflan-
zenkrankheit, die fur die Kartoffelproduktion nach wie vor groBe Bedeutung hat. Se ist auBerst persistent.
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Die Persistenz beruht auf der Ausbildung von Uberdauerungsorganen (Dauersori), mit denen der Pilz un-
glinstige Bedingungen fur lange Zeit uberdauern kann. In der Literatur wird beschrieben dass Dauersori im
Boden bis zu 30 Jahren lebensfahig bleiben konnen (McDonnell and Kavanagh, 1980; Unger und Pietsch,
2002). Die Bedeutung dieses Schaderregers fir die Kartoffelproduktion beruht vor allem auf den strengen
Reglementierungen, die greifen, wenn ein Befall in einem Kartoffelbestand festgestellt wird. So bleibt die
Befallsflache fiir den Kartoffelanbau gesperrt, bis die Befallsfreiheit durch eine amtliche Untersuchung
von Bodenproben bestatigt wird. Da es bisher keine Moglichkeit gibt, diesen Erreger zu bekampfen, muss
unter allen Umstanden vermieden werden, dass Se im Klarschlamm vorkommt. Ein diesbeziiglich erhohtes
Risiko besteht bei der Einleitung von Abwassern in Klaranlagen insbesondere aus der Kartoffelverarbeitung
durch Gewerbe und Industrie oder aus landwirtschaftlichen Betrieben.

Im Rahmen des vorliegenden Forschungsvorhabens wurde untersucht, ob mit Se kontaminierte Klar-
schlamme durch den Einfluss einer thermische Behandlung oder die Langzeitlagerung inaktiviert werden
konnen. Dabei bestand der Anspruch, Einfliisse auf die Dauersori und moglicherweise bestehende Redukti-
onsverlaufe eindeutig nachvollziehen zu konnen. Die im Vorfeld der Untersuchungen durchgefiihrte aus-
fuhrliche Methodenvalidierung, ermoglichte die Verwendung isolierter und anschlieBend getrockneter
Dauersori, die den Klarschlammen in definierter Menge (gravimetrisch) zugegeben werden konnten. Damit
war erstmals eine quantitative Ergebnisauswertung moglich. Altere Untersuchungen mit Se beschrianken
sich auf rein qualitative Aussagen.

Klarschlamme konnen sich in Abhangigkeit vom Einzugsgebiet der Klaranlage und der Prozessfiihrung bei
der Wasserraufbereitung (verwendetes Flockungsmittel, hydraulische Verweilzeit im Faulturm) voneinan-
der unterscheiden. Deshalb wurden Klarschlamme (Faulschlamm) aus vier verschiedenen Klaranlagen in
die Untersuchungen einbezogen. Bei den Klarschlammen der Klarwerke Mohringen und Miihlhausen handel-
te es sich um rein kommunale Klarschlamme. Demgegeniiber befindet sich im Einzugsgebiet des Klarwer-
kes Plieningen-Kemnat ein Flughafen. Das Klarwerk in Busnau reinigt ausschlieBlich die Abwasser der Uni-
versitat Stuttgart.

Die Untersuchungen zur thermischen Behandlung (Autoklav) wurden mit Klarschlamm aus Muhlhausen bzw.
mit Klarschlamm der Uni Stuttgart durchgefihrt. Hierfir wurde mit Se kontaminierter Klarschlamm fur
zwanzig Minuten bei 133 °C bzw. zwei Stunden bei 140 °C (3 bzw. 4 bar) behandelt. Die Untersuchungen
zur Wirkung einer Lagerung von Klarschlamm auf Dauersori von Se wurden mit allen vier Klarschlammen im
Vergleich zur Lagerung in Wasser durchgeflihrt. Die Inkubation der Proben erfolgte bei ca. 20 °C uber ei-
nen Zeitraum von 1, 3, 7, 28, 84 und 152 Tagen. Um eine Beeinflussung der Proben durch UV-Strahlung
ausschlieBen zu konnen, wurden die Proben in einem dunklen Raum aufbewahrt. Die Auswertung erfolgte
durch Riickisolierung der Dauersori aus den behandelten Klarschlammproben. AnschlieBend wurde die Kon-
zentration der Dauersori in der aufgefangenen Sporensuspension ermittelt und eine optische Bewertung
des Zustandes der Dauersori vorgenommen. Dabei wurde in vitale, denaturierte, teilentleerte und leere
Dauersori unterschieden.

Nach einer thermischen Behandlung von Klarschlamm aus Mihlhausen bei 133 °C, konnten rund 40 % der
Dauersori vital nachgewiesen werden. Durch eine Behandlung bei 140 °C reduzierte sich der Anteil vitaler
Dauersori lediglich auf 33 %. Die Reduktion war in beiden Wiederholungen etwa gleich ausgepragt und
somit reproduzierbar. In den nicht thermisch behandelten Kontrollen waren 64,9 % vitale Dauersori nach-
weisbar.

Die Ergebnisse der Untersuchungen mit Klarschlamm der Uni Stuttgart sind weniger eindeutig. Der Anteil
insgesamt zuruckisolierter Dauersori war bei den nicht autoklavierten Kontrollen niedriger als in den be-
handelten Proben (Kontrolle: 32,9 bzw. 28,8 %; behandelte Proben: 38,5 und 46,6 %). Es ist zu vermuten,
dass Adsorbtionseffekte der Dauersori an Klarschlammbestandteile flir diesen Befund verantwortlich sind.
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Aus den Untersuchungen einer thermischen Behandlung von Dauersori des Kartoffelkrebses kann der
Schluss gezogen werden, dass weder die Behandlung bei 133 °C (20 Min.) noch bei 140 °C (2 h) zu einer
ausreichenden Inaktivierung von Synchytrium endobioticum fuhrt.

Auch die Lagerung der Klarschlamme fiihrte nicht zu einer vollstandigen Inaktivierung der Dauersori. Die
Ergebnisse sind aber insgesamt sehr vielversprechend hinsichtlich des Einflusses der Klarschlamme auf die
Vitalitat der Dauersori. So lasst die Lagerung von Klarschlamm aus Mohringen, Mihlhausen und Plieningen-
Kemnat erkennen, dass ein Zusammenhang zwischen der Dauer der Lagerungszeit und der Reduktion vita-
ler Dauersori besteht. Dabei fiel der Anteil vitaler Dauersori in Abhangigkeit vom gepriften Klarschlamm
unterschiedlich aus. Nach einer Lagerungszeit von 12 Wochen waren im Klarschlamm aus Mohringen 12,3 %
der Dauersori vital nachweisbar. Bei Klarschlamm aus Muhlhausen waren 11,0 % und bei Klarschlamm aus
Plieningen-Kemnat lediglich 4,6 % der Dauersori noch vital. Demgegeniiber waren in der Kontrolle (Lage-
rung fir 12 Wochen in Wasser) 53,0 % der Dauersori vital. Damit muss die Reduktion der Dauersori von Se
von der Art der Klarschlamme abhangig sein.

Der Anteil vitaler Dauersori lag auch nach finfmonatiger Lagerung in der Kontrolle wesentlich hoher als
bei den gelagerten Klarschlammproben. Er lag bei der Kontrolle bei 45,8 %. Demgegentiber konnten im
Klarschlamm aus Mohringen 16,9 % vital nachgewiesen werden, im Klarschlamm aus Mihlhausen 19,8 % und
im Klarschlamm aus Plieningen-Kemnat 11,5 %. Ein Vergleich mit den 12 Wochen lang gelagerten Klar-
schlammproben zeigte, dass der Anteil vitaler Dauersori in den fiinf Monate lang gelagerten Proben hoher
war. Das lasst sich damit erklaren, dass die Klarschlamme fiir den Versuchsansatz zur finfmonatigen Lage-
rung wesentlich alter waren, als die Klarschlamme fir alle anderen Lagerungsvarianten. Es wird vermutet,
dass die mikrobielle Aktivitat in den alteren Klarschlammen herabgesetzt war.

Die Ergebnisse zur Lagerung von Klarschlamm der Uni Stuttgart zeigten unerwartet geringe Riickisolie-
rungsraten. Ein Zusammenhang zwischen Lagerungszeit und Reduktion vitaler Dauersori war nicht zu er-
kennen. Es wurde wiederum vermutet, dass sich Dauersori an diesem Klarschlamm angelagert haben und
daher nicht zuriickisoliert werden konnten. Gegebenenfalls muss auch die Wirkung mikrobieller Aktivitat
in Betracht gezogen werden. Die hydraulische Verweilzeit im Faulturm der Uni Stuttgart war mit 50 Tagen
am langsten. Bei allen anderen Klarwerken betrug die hydraulische Verweilzeit 10 bis 20 Tage. Bei einer
hydraulischen Verweilzeit von 50 Tagen wird organische Substanz nahezu vollstandig abgebaut. Damit lag
eventuell eine Unterversorgung der Mikroorganismen vor, was die starke Erregerreduktion ebenfalls erkla-
ren konnte. Um diese Theorie zu uUberprifen, musste die mikrobielle Aktivitat mit beobachtet werden,
was in diesem Projekt nicht vorgesehen war. Dieser Aspekt sollte in eventuellen Folgeprojekten Berick-
sichtigung finden. Ebenso wie Analysen zur mikrobiellen Diversitat in ausgefaulten Klarschlammen. Die
Untersuchungen lassen vermuten, dass bereits die Lagerung von Klarschlamm die Reduktion einer Vielzahl
von Organismen mit sich bringt.

Im Rahmen der Untersuchungen waren urspriinglich auch Untersuchungen in einer Hochdrucktemperatur-
Pelletieranlage (HTP) vorgesehen. Leider konnte in keiner der dafiir in Frage kommenden HTP-Anlagen die
Auflagen zum Arbeiten mit QSO eingehalten werden, sodass diese Untersuchungen nicht durchgeflihrt
werden konnten. Anhand der Ergebnisse, die die Uni Hohenheim generiert hat, kann aber eine Wirkung auf
Dauersori abgeleitet werden. Der Endosporenbildner Bacillus globigii, findet als biologischer Tracer An-
wendung bei der Bestimmung von z.B. hydraulischen Verweilzeiten in Biogasanlagen. Seine Endosporen
sind ahnlich bestandig, wie die Dauersori von S. endobioticum. Im Rahmen der Untersuchungen in der Pel-
letieranlage wurde Bacillus globigii ebenfalls als biologischer Tracer verwendet und war in den erzeugten
Pellets nachweisbar (sieche Abschnitt 4.1.3.6). Damit kann davon ausgegangen werden, dass auch S. endo-
bioticum die Pelletierung Uiberdauert hatte.

Die erzielten Ergebnisse lassen vermuten, dass sich durch eine gezielte Prozessfiihrung wahrend der Lage-
rung von Klarschlamm eine weitere Reduktion vitaler Dauersori erreichen lasst, vielleicht sogar eine voll-
standige Inaktivierung der Daursori. Es wird vermutet, dass der Abbau von Dauersori auf Mikroorganismen
im Klarschlamm zurtickzufuhren ist. So hangt die Zusammensetzung der Mikroflora im Belebtschlamm laut
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Rheinheimer (1991) sowohl von der Beschaffenheit des Abwassers, als auch von der Behandlungsweise ab.
Bei den Bakterien dominieren in der Regel Pseudomonaden, Zoogloea, Achromobacter, Sphaerotilus und
Nocardien. Unter den Pseudomonaden sind auch chitinabbauende Vertreter zu finden. Dazu gehort Pseu-
domonas aeroginosa, ein ubiquitares Bakterium, das in feuchten Boden und Gewassern, aber auch in
Waschbecken, Duschen, Toiletten vorkommt. Pseudomonas aeroginosa ist ein fakultativ aerobes lebendes
Bakterium, das auch in Medien mit einem sehr geringen Nahrstoffangebot nachgewiesen werden konnte.
Somit ware dieses Bakterium in der Lage auch eine anaerobe Faulung zu uberstehen und konnte im Faul-
schlamm vertreten sein. Folders et al. (2001) konnten bei diesem Bakterium nicht nur die Expression von
Chitinase nachweisen, sondern auch belegen, dass die gebildete Chitinase homolog zur Chitinase von Ser-
ratia marcescens und Bacillus circulans ist. Serratia marcescens ist ein ubiquitaren Bakterium, das im Bo-
den, im Wasser sowie auf Tieren und Pflanzen vorkommt demgegeniiber ist Bacillus circulans ein fakulta-
tiv anaerobes Bakterium. Damit konnen chitinasebildende Mikroorganismen im Klarschlamm vorkommen,
wodurch die Grundvoraussetzung fur einen mikrobiellen Abbau von S. endobioticum gegeben ist.

Il Literaturbasierte Bewertung von weitergehenden Klarschlammbehandlungsverfahren hinsichtlich
ihrer reduzierenden Wirkung auf Schadorganismen

Von den in Anlage 2 der AbfKlarV (2010 bzw. 2013) vorgegeben Verfahren zur weitergehenden Behandlung
von Klarschlammen, sind vor allem thermische Verfahren geeignet, die Anforderungen der AbfKlarV hin-
sichtlich hygienischer Unbedenklichkeit zu erreichen. Dies gilt sowohl aus seuchenhygienischer als auch
aus phytohygienischer Sicht. Aufgefihrt sind die Schlammpasteurisierung, die thermische Konditionierung,
die aerob-thermophile Schlammpasteurisierung und die Hochtemperaturtrocknung. Bei ordnungsgemaRer
Anwendung eines dieser Verfahren kann weitgehend gewahrleistet werden, dass Klarschlamme hygienisch
unbedenklich verwertet werden konnen. Temperaturen liber 40 °C - 45 °C fiihren, in Abhangigkeit von der
Einwirkzeit, bei den meisten Mikroorganismen zu einer Inaktivierung und die Organismen werden abgeto-
tet. Diese gilt auch fur die Mehrzahl der phytopathogenen Erreger. Es gibt aber auch Ausnahmen, die i. d.
R. auf physiologische Besonderheiten der Erreger zuriickzufiihren sind. So wird der Erreger des Kartoffel-
krebses, Synchytrium endobioticum, aber auch Sporen von Clostridium spp., durch keines der Verfahren
inaktiviert, was die im Rahmen dieses Forschungsprojektes durchgefiihrten Untersuchungen belegen.
Steinmoller et al. (2012 und 2013) berichten, dass Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus die
Schlammpasteurisierung iiberdauert. Fiir Samen der Samtpappel (Abutilon theophrasti) ist ein Uberdauern
der Schlammpasteurisierung (70 °C fur 60 min) ebenfalls sehr wahrscheinlich. Laut Bloemhard et al.
(1992) konnen die Samen eine Erhitzung auf tber 100 °C fur 15 min Uberdauern.

Die Kompostierung von Klarschlammen ist im Hinblick auf die Mehrzahl untersuchter Organismen ein zu-
verlassiges weitergehendes Behandlungsverfahren zur Reduktion von Krankheitserregern und Schadorga-
nismen. Die hygienisierende Wirkung der Kompostierung beruht primar auf einer thermischen Wirkung,
aber auch auf der Bildung toxisch bzw. antibiotisch wirkender Substanzen sowie durch mikrobiellen Abbau.
Auch hier kann davon ausgegangen werden, dass, mit Ausnahme von Clostridium spp., eine vollstandige
Inaktivierung human- und tierpathogener Schadorganismen erfolgt. In der Literatur belegt ist die Inaktivie-
rung des Kartoffelzystennematoden Globodera rostochiensis. Untersuchungen von Bgen et al. (2006) und
Steinmoller et al. (2012) beschreiben eine vollstandige Inaktivierung der Zysten bei mindestens 50 °C fir
8 Tage. Laut Steinmoller et al. (2012) wird Synchytrium endobioticum nicht abgetotet, ebenso ubersteht
der Erreger der Ringfaule der Kartoffel, Clavibacter michiganensis spp. sepedonicus, die Kompostierung
(Steinmoller et al., 2007).

Ein weiteres Behandlungsverfahren zur Reduktion von Krankheitserregern und Schadorganismen ist die
Verschiebung des pH-Wertes auf Werte grofer als 12,8 durch Zugabe von Kalk. Mikroorganismen sind in der
Regel nur in dem pH-Wert-Bereich lebensfahig, an den sie sich angepasst haben. Die meisten Boden-
bakterien sind in einem pH-Wert-Bereich von 4,5 - 10 lebensfahig (Husson, 2013). Bei pH-Werten uber 10
sind nur spezialisierte Mikroorganismen, z.B. alkaliphile Bakterien lebensfahig, wobei die Obergrenze hier
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bei pH 12 liegt. Dies lasst die Vermutung zu, dass die meisten Mikroorganismen bei pH-Werten groBer als
12,8 nicht lebensfahig sind. Beim Einsatz von Branntkalk kommt eine thermische Wirkung hinzu. Die Kom-
bination beider Effekte fiihrt, im Vergleich zu den jeweiligen Einzeleffekten, zu einer effektiveren Hygie-
nisierung (Capizzi-Banas, 2004). Auch dieses Verfahren gewahrleistet eine ausreichende Reduktion der
meisten seuchen- und phytohygienischen Erreger. Es ist allerdings sehr wahrscheinlich, dass

S. endobioticum diese Behandlung iberdauert. Bei einer Verschiebung des pH-Werts auf 12,38 konnte
Langerfeld (1984) nur einen geringen Einfluss auf den Erreger feststellen. Zysten von Kartoffelzystenne-
matoden Uberlebten diese Behandlungsverfahren ebenfalls (Spaull und McCormack, 1989).

Auch bei einer Behandlung von Klarschlamm in Pflanzbeeten kann eine ausreichende Reduktion der seu-
chen- und phytohygienischen Erreger weitestgehend erreicht werden. Die hier formulierte Unsicherheit
bezieht sich auf die im Rahmen dieses Forschungsvorhabens gewonnenen Ergebnisse zur Langzeitlagerung.
Die Untersuchungen haben zwar gezeigt, dass EAHEC und Salmonella bei einer Lagerung von 36 Wochen bis
unter die Nachweisgrenze reduziert werden konnen, ein vollstandiges Abtoten erfolgt aber nicht. Fiir die
phytopathogenen Erreger Synchytrium endobioticum (Kartoffelkrebs) und Polymyxa betae sowie die Zys-
ten von Globodera rostochiensis und G. pallida ist anzunehmen, dass eine langfristige Lagerung fir eine
vollstandige Inaktivierung nicht ausreicht. Durch die Bildung von Uberdauerungsorganen bleiben diese
Erreger im Boden mehr als 10 Jahre lebensfahig (Asher und Blunt, 1987; Heijbroek, 1987; Turner, 1996;
Stachewicz, 2003).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Mehrzahl der seuchen- und phytopathogenen Erreger iber
die in Anlage 2 der AbfKlarV (2010 bzw. 2013) aufgefiihrten weitergehenden Behandlungsmethoden inakti-
viert werden kénnen. Ausnahmen bilden Organismen, die persistente Uberdauerungsorgane bilden, wie
z.B. Clostridium spp. und S. endobioticum. In Abhangigkeit vom Behandlungsverfahren gehoren auch Zys-
ten der Kartoffelzystennematoden, thermoresistente Viren und hartschalige Unkrautsamen, wie z. B. die
Samen der Samtpappel, zu den nicht inaktivierbaren Organismen.

lll Hygieneaspekte bei der Qualitatssicherung von Klarschlammprodukten

Die Entwiurfe zur Novellierung der AbfKlarV aus 2010 und 2013 sehen Ausnahmen von der weitergehenden
hygienisierenden Klarschlammbehandlung bzw. hinsichtlich bestehender Untersuchungspflichten zum Ge-
halt von Salmonellen vor, wenn Klarschlamme aus einer Qualitatssicherung verwertet werden. Nach dem
Entwurf vom 20.08.2010 kann auf die hygienisierende Behandlung verzichtet werden, wenn eine im Rah-
men der Gutesicherung durchgeflihrte Risikoanalyse zu dem Ergebnis kommt, dass mit alternativen MaB-
nahmen ein vergleichbares Sicherheitsniveau erreicht wird. Der Entwurf vom 26.06.2013 fordert vom Tra-
ger der Qualitatssicherung ein Konzept zur Minderung seuchenhygienischer Risiken und gewahrt die Aus-
nahmen ohne die Erfullung weiterer Bedingungen, wenn eine Mitgliedschaft in einer Gutesicherung be-
steht.

Im Rahmen dieses Projektes wurden beispielhaft die Risikofaktoren der Klarschlammerzeugung und -
verwertung und die risikomindernden MaBnahmen seitens des Tragers der Gutesicherung analysiert. Hier-
fur wurde der internationale Standard fur pflanzengesundheitliche MaBnahmen, ISPM Nr. 11, herangezo-
gen, der fur die Abschatzung von Risiken fur Mensch, Tier und Pflanze durch organische Diinger adaptiert
werden kann. Dabei zeigte sich, dass die Trager der Qualitatssicherung nur einen sehr begrenzten risiko-
mindernden Einfluss ausiiben konnen, der in der Regel nicht zu einem verbesserten bzw. aquivalenten
Hygieneniveau, wie eine zusatzliche, weitergehende Klarschlammbehandlung, fiihrt. Die Klarschlamme der
in Deutschland produzierten Klaranlagen sind in der Regel nicht weitergehend behandelt und die Quali-
tatssicherung verfugt nicht uber effektive und quantitativ messbare erregerinaktivierende Mafinahmen,

die einen Verzicht auf weitergehende Klarschlammbehandlungsverfahren verantworten konnten.

Eine Befreiung von der Behandlungspflicht im Rahmen der Gutesicherung ohne aquivalente HygienemaR-
nahmen wird deshalb nicht befurwortet. Im Ergebnis wiirde das gutegesicherte Produkt ein geringeres
Hygieneniveau aufweisen, als das nicht gutegesicherte, aber behandelte und untersuchte Produkt. Dies
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wirde dem Sinn der Gutesicherung nicht gerecht und ware aus mikrobiologisch-hygienischer Sicht irrefiih-
rend.

Sofern eine weitergehende Behandlung insgesamt nicht mehr angestrebt wird, weil die Klarschlammver-
wertung zu Diingezwecken mittelfristig eingestellt wird, sollten die bestehenden Anwendungsbeschran-
kungen und -verbote fortgefiihrt werden. Ferner sollten alle Klarschlamme auf ,,Indikatorerreger® unter-
sucht und bei Uberschreiten von Grenzwerten einer Behandlung zugefiihrt werden, um das Hygieneniveau
gegenuber dem Status Quo zu verbessern.

Eine Risikobewertung- bzw. -abschatzung bei Verzicht auf eine weitergehende Behandlung konnte sich
zunachst auf den quantitativen Gehalt ausgewahlter Infektionserreger, wie z.B. Salmonellen und
Escherichia coli begrenzen (< 1 x 10> KbE/g fiir Salmonellen und < 1 x 10° KbE/g fiir E. coli), bis weitere
Erkenntnisse aus Forschungsprojekten zur moglichen Aufnahme von Infektionserregern fur Mensch und Tier
uber die Wurzeln in die Pflanzen vorliegen. In der novellierten Klarschlammverordnung muss daher die
Berlicksichtigung von quantitativen mikrobiologischen Untersuchungen ein essentieller Bestandteil der
Gltesicherung sein. Werden die Grenzwerte um 50 % uberschritten, werden MaBnahmen zur Reduktion der
Konzentrationen von Krankheitserregern und Schadorganismen erforderlich. Aus dem Bereich der Phytohy-
giene waren Samen und austriebsfahige Pflanzenteile als Indikatoren geeignet. Die Untersuchung auf Sa-
men und austriebsfahige Pflanzenteile konnte zusatzliche Informationen iiber den Hygienestatus des Klar-
schlamms aus phytohygienischer Sicht bereitstellen und Belastungen des Klarschlamms mit Unkrautsamen
verhindern. Hinsichtlich der Grenzwerte und Nachweisverfahren konnten die Vorgaben der BioAbfV (Bio-
AbfV, 2013) herangezogen werden, die sowohl fiir flussige und feste Stoffe vorliegen.

Aufgrund des permanenten, allerdings qualitativ und quantitativ unterschiedlichen Vorhandenseins patho-
gener Mikroorganismen in Klarschlammen und Wirtschaftsdiingern und der vorliegenden Ergebnisse, er-
scheint aus Sicht der Seuchenhygiene eine Behandlung des Klarschlammes bzw. der Wirtschaftsdiinger vor
der Ausbringung sinnvoll, um den Eintrag pathogener Keime in die Umwelt zu verhindern bzw. zu minimie-
ren. Dies betrifft auch resistente bzw. multiresistente Keime und deren Eintrag in die Futtermittel- und
Lebensmittelkette, sowie die Verbreitung von Resistenzgenen.

Im Hinblick auf eine Risikoabschatzung, sowie als MaBnahmen zur Risikominimierung bezliglich einer Klar-
schlammverwertung, konnen einerseits Anwendungsbeschrankungen bzw. Anwendungsverbote, hinsichtlich
der Herkunft der Substrate oder der Ausbringungsflachen, und andererseits Untersuchungen der Klar-
schlamme zum Gehalt von ausgewahlten Krankheitserregern, einen wichtigen Beitrag leisten. Eine obliga-
torische Untersuchung kann neben der quantitativen Bestimmungen von Salmonellen auch andere Indi-
katororganismen, wie beispielsweise Escherichia coli und/oder Enterococcus ssp., umfassen.

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchungen ist ersichtlich, dass die weitergehende Behandlung
von Klarschammen z.B. in Form einer thermischen Behandlung, einer Langzeitlagerung oder durch Hoch-
drucktemperatur-Pelletierung zu einer signifikanten Reduktion vegetativer Erreger fiihrt. Eine derartig
biotechnologische Behandlung der Klarschlamme stellt aus Sicht der Seuchenhygiene eine sinnvolle MaB-
nahme zur Risikoverminderung dar. Bei einer Behandlungspflicht ist davon auszugehen, dass die meisten
relevanten Human- und Tierpathogene aus Klarschlammen beseitigt werden. Ausnahmen sind sporenbil-
dende Bakterien. Auch die Mehrzahl der Viren wird reduziert bzw. inaktiviert, so dass von dieser Organis-
mengruppe ebenfalls kaum Infektionsrisiken zu befiirchten sind.

Die gleiche Betrachtungsweise gilt auch fir die Mehrzahl der phytopathogenen Erreger und fur Unkrauter.
Ausnahme sind hier widerstandsfahige Quarantaneschadorganismen der Kartoffel. Als Risikominderungs-
maBnahme im Hinblick auf die Quarantaneschadorganismen der Kartoffel sollten besonders risikoreiche
Abwasser aus der gewerblichen Kartoffel- und Rubenverarbeitung vom Eintrag in die Klaranlage bzw. der
spateren Verwertung in der Landwirtschaft ausgenommen werden. Dies sollte auch Abwasser aus Gewer-
bebetrieben fir das Waschen, die Sortierung und sonstige Verarbeitung von Kartoffeln bzw. Zuckerriiben
betreffen, weil durch diese Betriebe groBe Mengen risikoreicher Anhangserde ins Abwasser gelangen kon-
nen.
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2 Summary

The protection of natural resources and environment protection belong to the eco-political aims in Ger-
many. It is a social ambition to leave as much recyclable material in the economic circle for a proper re-
cycling. Thus the waste arisings are reduced and finite resources of mineral nutrients are preserved. This
approach is anchored in the German Closed Substance Cycle and Waste Management Act (Kreis-
laufwirtschaftsgesetz - KrWG) which is in force since 2012. Thus there is an obligation in Germany to re-
cover waste if this is technically possible and economically reasonable, mainly if a market for the recycla-
ble material exists or it could be created (87, par. 4, Kr'WG)2. The utilization of sewage sludge in agricul-
ture corresponds with the KrWG but is not free of risks and therefore is regulated by the Sewage Sludge
Ordinance.

Pathogenic microorganisms especially also causal agents of zoonosis might occur in sewage sludge and
organic fertilizers like liquid manure and fermentation residues from biogas production. They hold a
health risk for humans and animals (Appel et al., 2011). The Sewage Sludge Ordinance (AbfKlarV, 1992)
applies for the application of sewage sludge on arable land in agriculture and horticulture. It may only be
applied in a manner that does not affect the public good and the application according to kind, quantity
and time is aligned according to the nutrient requirements of the plants considering the resources of nu-
trients and organic substances in the soil and the site and the growing conditions. In addition the German
Fertiliser Application Ordinance applies for the application of sewage sludge respectively the drafts (Ab-
fKlarV, 2010 and 2013) on the amendment of the Sewage Sludge Ordinance provide essential alterations in
respect of stronger limit value for heavy metals and organic harmful substances as well as the introduction
of limit values for the hygienic relevant salmonella which were included only in the Fertiliser Application
Ordinance up to now. These measures shall limit the concentration of pollutants in the soil and minimize
the risks by pests of humans and animals which result from the sewage sludge fertilization. Hence, only
sewage sludge may be marketed or be applied which has undergone a sanitizing treatment and for which
no salmonella can be established in 50 g wet substance. The treatment procedures and related criteria
leading to safe use in terms of human and animal health of the end product are listed in Annex 2 of the
amended Sewage Sludge Ordinance (AbfKlarV, 2010 and 2013). Among these are the external heating by
means of sludge pasteurizing, the thermic conditioning, the self-heating by aerobic-thermophile sludge
stabilization, the sludge composting in stacks or reactors, the addition of non-slaked burnt lime as well as
the addition of calcium hydroxyde, the long-term storage of sewage sludge in plant beds as well as the
high temperature dehydration. Additionally, requirements for the quality assurance of sewage sludge were
incorporated in the amendment draft. By participation in a quality assurance the responsible body of the
quality assurance system can grant - under certain conditions - an exemption from the treatment and test
obligation in respect to the hygienic requirements. The envisaged alterations in the Sewage Sludge Ordi-
nance will have extensive effects on the procedures in sewage treatment plants, the safety status in re-
spect of hygiene of the sewage sludge and the measures in the frame of the quality assurance. The specif-
ic risks in respect of plant pathogens and weeds have not been considered up to now and because of the
existing techniques in sewage treatment plants a more efficient sanitizing treatment demands high in-
vestments. This is the background for the question which options of risk management were necessary and
suitable to guarantee a stable product that guarantees a safe use of sewage sludge in terms of human,
animal and plant health.

2 Gesetz zur Férderung der Kreislaufwirtschaft und Sicherung der umweltvertréglichen Bewirtschaftung von Abfallen
(Kreislaufwirtschaftsgesetz - KrWG) vom 24.02.2012 (BGBL. I S. 212)
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Three different modules were worked on to answer this question:

l. Investigations on the influence of pressure and temperature on pests of humans, animals and
plants with relevance to sewage sludge

More efficient sanitizing heat treatments including the high-pressure pelleting were experimentally inves-
tigated in respect to their sanitation effect on specific agents of the epidemic and phyto-sanitation. Fur-
thermore the sanitation effect of the storage of sewage sludge was examined.

II.  Literature based assessment of sewage sludge treatments in respect to their reducing efficacy on
pests. These treatments are more efficient for the sanitation of sewage sludge than usually ap-
plied treatments in Germany.

The procedures provided for by the draft of the Sewage Sludge Ordinance were evaluated in respect to
their suitability for sanitation in respect to human, animal and plant pests.

lll.  Hygienic aspects for the quality assurance of sewage sludge products

Conditions for and consequences of an exemption from treatment and test obligations in the scope of hy-
giene were checked and requirements for the quality assurance were drafted.

The report serves for the evaluation of available risk management options on their suitability for the regu-
lation in the Sewage Sludge Ordinance.

I Investigations on the influence of pressure and temperature on pests in relevance to epidemic and
phyto sanitation in sewage sludge

The aim of the presented experiments was to achieve data on the tenacity of different human and animal
pathogens against temperature influences and during the long-term storage of sewage sludge and organic
fertilisers as well as the testing of the high pressure temperature pelleting in relation to an inactivation of
different germs. The examinations provided a general view of the resistance of the different pathogens in
sewage sludge and organic fertilisers, like liquid manure and fermentation residues. The results aim to
prepare a risk assessment on the sewage sludge utilisation as well as the suitability of the high pressure
temperature pelleting process (HTP-facility) as sanitizing treatment in the sense of Annex 2 of the draft
(AbfKlarV, 2010 and 2013) on the amendment of the actual Sewage Sludge Ordinance (AbfKlarV, 1992).
From the results and information and on the basis of a risk analysis resp. assessment conclusions and rec-
ommendations in relation to sanitization and the risk minimized utilization of sewage sludge should be
developed and derived.

The analyses were focused on micro-organisms belonging to the group of the Enterobacteriaceae, thermo-
resistant parvoviruses and spores of aerobic and anaerobic spore builders. In the group of the Enterobac-
teriaceae the examinations were focused on an entero-aggregative haemorrhagic Escherichia coli (EAHEC),
Serovar 0104:H4, that was responsible for an epidemic-like ,,EHEC“-outbreak with severe cases (haemor-
rhagic Colitis, haemolytic uraemic syndrome (HUS)) and death cases in Germany and France 2011. In com-
parison, a monophasic variant of the Salmonella Serovar Typhimurium DT120 as well as an Escherichia coli
DSM-strain was examined. Furthermore spores of Clostridium sporogenes as a representative of the anaer-
obic spore creator and spores of Bacillus globigii, as representative of the aerobic spore creator as well as
bovines Parvovirus (BPV) strain Haden were considered in the trials. The selection of the pathogens was
done according to the project application. Differences were found in respect to the used pathogens be-
longing to the genus Clostridium ssp. as well as the entero-haemorrhagic Escherichia coli (EHEC)-strain
0157:H7. Instead of the foreseen examination of Clostridium botulinum and Clostridum butyricum substi-
tutional Clostridium sporogenes, a non-toxigene representative for proteolytic Clostrium botulinum-
strains, (Brown et al., 2011; Bradbury et al., 2012; Basaran-Akgul et al., 2013) was used. In addition, for
comparison purposes the aerobic spore creator Bacillus globigii, a representative of the genus Bacillus
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(amongst others Bacillus anthracis) (Hosni et al., 2009) which is non-pathogenic for humans was used in
the trials. In the presented examinations Bacillus globigii was used on the one hand as a representative of
the aerobic spore builders and on the other hand as a biological tracer. Instead of the entero-
haemorrhagic Escherichia coli (EHEC) 0157:H7-strain an Escherichia coli-DSM-strain and a monophasic
variant of the Salmonella Serovar Typhimurium Lysotyp DT120 were used and checked in comparison to
the EAHEC 0104:H4 strain. Salmonella are classical pathogens for humans and animals. From the perspec-
tive of consumer protection they are still of great importance as causal agent of zoonosis and food infec-
tions. According to several authors the worldwide occurrence of multi-resistant monophasic Salmonella
Serovare increased within the last ten years (EFSA, 2009; Hopkins et al., 2012; Triipschuch et al., 2013).

On the one hand the examinations were carried out in the form of tenacity trials on the survivability resp.
the inactivation of the aforementioned micro-organisms in sewage sludge, liquid manure and isotonic sa-
line solution during the heating at different temperature-/time combinations and during the long-term
storage in sewage sludge, liquid manure and fermentation residues. On the other hand the procedure of
the high pressure temperature-pelleting (HTP) in relation to its disinfection capacity should be checked by
means of different pathogens in a testing facility of the University of Applied Forest Science in Rotten-
burg. In the heating trials the pathogens were divided into three test groups according to the expected
tenacity. In the course of these trials the Enterobacteriaceae represented the one with the lowest tenaci-
ty and the spores of Clostridium sporogenes and Bacillus globigii, the one with the highest tenacity. In the
course of the trials in the high pressure temperature-pelleting facility (HTP-facility) chipped wood was
used instead of sewage sludge because of operational and health and safety reasons, in addition the Esch-
erichia coli K12 (check strain), Salmonella Typhimurium Zoosaloral (inoculum strain) which are non-
pathogenic for humans and germs and spores of Bacillus globigii (biological tracer) were used instead of
the pathogens especially the EAHEC 0104:H4-strain.

During the heating trials no clear differences were established for the representatives of the Enterobacte-
riacea in relation to their inactivation. Nevertheless, a partly slightly faster inactivation of the Escherichia
coli DSM-strain in comparison to the EAHEC 0104:H4-strain and the mono-phasic Salmonella Typhimurium
DT120 Serovar could be observed. A complete inactivation was reached in the case of a heating for eight-
een hours to 53 °C (+/-2 °C), a heating for two hours to 60 °C (+/-2 °C), and a heating for one hour to

70 °C (+/-2 °C) for all pathogens from the family Enterobacteriaceae. A reduction by at least five logqo-
levels, as required by the Order (EU) No. 142/2011 for the process inspection in respect to a reduction
during the biotechnological treatment could already be established after an one-hour heating to 60 °C
(+/-2 °C) for the three pathogens and to 50 °C (+/-2 °C) after eighteen hours for all pathogens in liquid
manure. Also for the Escherichia coli DSM-strain a reduction by at least five log (o-levels was found in the
case of a four-hour heating to 53 °C (+/-2 °C) in all tested substrates.

An explicit influence of the substrate resp. difference in respect to the survivability of the pathogens in
the different substrates could not be established during the heating, nevertheless, partly a faster reduc-
tion by five logo-levels in the liquid manure than in the remaining substrates could be established.

In the trials on the inactivation of thermo-resistant Parvoviruses the example of the bovine Parvovirus
(BPV) strain Haden was used. During the heating for one hour to 70 °C (+/-2 °C) a reduction by 1.8 resp.
2.1 logyo-levels and after a one-hour heating to 80 °C (+/-2 °C) a reduction by 2.4 resp. 3.4 logo-levels in
sewage sludge resp. liquid manure could be established. In respect to the influence of the substrates a
slightly faster inactivation of the BPV in the liquid manure in comparison to the sewage sludge was indi-
cated in the trials.

The tests in respect to the inactivation of the spores of the aerobic and anaerobic spore creator revealed
that after the heating for one hour to 90 °C (+/-2 °C) resp. heating for 30 minutes to 98 °C (+/-2 °C)in a
water-bath no clear reduction for the spores of Bacillus globigii, neither in sewage sludge nor in liquid
manure, could be established. For the spores of Clostridium sporogenes a slight reduction by app. 0.5
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logo-levels after a heating for one hour auf 90 °C (+/-2 °C) and of 1.0 resp. 1.4 logo-levels after a heating
for 30 minutes at 98 °C (+/-2 °C) in liquid manure resp. sewage sludge was established. On the contrary to
this a complete inactivation of the spores of Clostridium sporogenes and also of Bacillus globigii, after a
heating to 110 °C for thirty minutes and to 133 °C for twenty minutes, could be established.

In additional trials it was examined whether high temperature pelleting (HTP facility) of sewage sludge
has a reducing effect on pathogens. The trials were carried out in a HTP facility of the Hochschule fiir
Forstwirtschaft in Rottenburg. In these experiments chipped wood of spruce (water content 9,7%) was
used instead of sewage sludge because of dust formation by the pelleting process and the risk, that patho-
gens in the sewage sludge might pose a risk to human health. The non-pathogenic bacteria Salmonella
Typhimurium Zoosaloral, Escherichia coli K12 and spores of Bacillus globigii were examined. According to
information of the Hochschule fir Forstwirtschaft Rottenburg pressures up to 250 MPa (=2500 bar) and
temperatures between 90 °C and 180 °C can be obtained during the pelleting process. After the pelleting
process a complete inactivation was found in the pellets for representatives of the Enterobacteriaceae
(Escherichia coli K12, Salmonella Typhimurium Zoosaloral), and a reduction of spores of Bacillus globigii
by 1,4 logio-levels. Furthermore, a bactericidal influence of the used wood chips on the pathogens from
the family Enterobacteriaceae could be observed the results of the presented examinations clarify that a
heat treatment results in a significant reduction of pathogens in sewage sludge. Especially the tempera-
ture as well as the duration of the treatment plays an important role in the process. A reduction by at
least five logo-levels resp. a complete inactivation of vegetative germs (Enterobacteriaceae) can be ob-
served at temperatures of 53 °C (+/-2 °C) after eighteen hours, 60 °C (+/-2 °C) after one resp. two hours
and 70 °C (+/-2 °C) after one hour. A reduction of the bovine Parvovirus (BPV) higher temperatures and
longer exposure times are needed. In the presented trials a reduction by three log;o-levels as listed in the
Order (EU) No. 142/2011 could only be established in liquid manure after heating for one hour at 80 °C
(+/-2 °C). An inactivation of bacterial spores happens at temperatures higher than 100 °C (f. e. 110 °C,
0,5 h). The treatment of sewage sludge for thirty minutes and temperatures of 90 °C resp. 98 °C for thirty
minutes resp. one hour didn’t result in sufficient inactivation. The results of the high pressure tempera-
ture-pelleting indicate that the procedure can also inactivate vegetative germs like salmonella and Esche-
richia coli sufficiently.In general, sewage sludge can also contain pathogens of plant and weeds. In this
case resistant pests and seeds are of special importance. They are capable to survive unfavourable envi-
ronmental conditions for a long period. They can get into the sewage sludge via the waste water from
households or industrial processing of food and plant products. Also the quarantine pest Synchytrium en-
dobioticum (Se) belongs to this group. This soil-borne fungus causes the so-called potato wart of potatoes,
a plant disease that still is of great importance for the potato production. Se is extremely persistent. The
persistency is based on the creation of resting sporangia with which the fungus is able to survive unfavour-
able conditions for a long period. In the literature it is described that resting sporangia can stay viable in
the soil up to 30 years (McDonnell and Kavanagh, 1980; Unger and Pietsch, 2002). The importance of this
pest for the potato production is mainly based on the strong regimentations in the case of an infestation in
a potato crop. For instance, the infested area remains prohibited for the production of potatoes until the
infestation freedom is confirmed by an official examination of soil samples. Up to now there is no possibil-
ity to control this pest. Thus a contamination of sewage sludge must absolutely be prevented. An en-
hanced risk of contamination is given by discharging waste water from commerce and industry and from
agriculture into a sewage plant. In the frame of the present research project it was checked if sewage
sludge which is contaminated with Se could be inactivated by means of a heat treatment or the long-term
storage. In doing so, there was the ambition to distinctly comprehend the influences on the resting spo-
rangia and possibly existing reduction courses. That is why previously a detailed method validation was
especially emphasised. For the first time quantitative examinations were carried out with isolated and
dried resting sporangia, that were added to the sewage sludge in a gravimetrically defined quantity. Earli-
er examinations with Se were restricted to mere qualitative results.

28



Klarschlammbhygiene

Sewage sludge can be different from each other dependent on the catchment area of the sewage water
plant and the procedures in the course of water treatment (used flocculants, hydraulic detention period in
the digester tower). Thus sewage sludge (digested sludge) from four different sewage plants was consid-
ered in the experiments. In the case of the sewage sludge of the sewage plants of Mohringen and Muhlhau-
sen only municipal sewage sludge is concerned. In contrast to that there is an airport in the catchment
area of the sewage plant of Plieningen-Kemnat. The sewage plant in Blisnau only cleans wastewater from
the University Stuttgart.

The tests on the heat treatment (autoclave) were carried out with sewage sludge from Miihlhausen resp.
with sewage sludge of the University Stuttgart. Therefore Se contaminated sewage sludge was treated for
twenty minutes at 133 °C (3 bar) resp. for two hours at 140 °C (4 bar). The investigations on the efficacy
of the sewage sludge storage on the resting sporangia of Se were carried out with all four kinds of sewage
sludge in comparison the storage in water at 20 °C. The samples were incubated at app. 20 °C over 1, 3,
7, 28, 84 and 152 days in a dark room to exclude an influence of ultraviolet light. The evaluation of the
result was done for all treatment types by re-isolation of the resting sporangia from the treated sewage
sludge samples. Subsequently the concentration of the resting sporangia in the collected spore suspension
was established and an optical evaluation of the condition of the resting sporangia was conducted. Vital,
denaturized and empty resting sporangia were differentiated.

After a heat treatment of sewage sludge from Miihlhausen at 133 °C app. 40 % of the resting sporangia
were found to be vital. In the course of a treatment at 140 °C the portion of vital resting sporangia only
was reduced to 33 %. The reduction was nearly similar in both repetitions and thus reproducible. In con-
trast 64 % viable resting sporangia were detectable in the non-heated control with sewage sludge.

The results of the examinations with sewage sludge of the University Stuttgart are less definite. The por-
tion of totally re-isolated resting sporangia in the controls that were not treated by autoclave (32.9 resp.
28.8 %) lower than in the treated samples (38.5 and 46.6 %). It is assumed, that an accretion of resting
sporangia on components in sewage sludge are responsible for these results.

From the examination of the heat treatment on resting sporangia of Synchytrium endobioticum can be
concluded that neither the treatment at 133 °C for twenty minutes nor a treatment at 140 °C for two
hours is sufficient for the inactivation of Synchytrium endobioticum.

Also the storage of the sewage sludge did not lead to a complete inactivation of the resting sporangia.
Nevertheless, the results are very promising in respect to the influence of sewage sludge on the vitality of
the resting sporangia. The storage of sewage sludge from Mohringen, Muhlhausen und Plieningen-Kemnat
let assume that there is a connection between the duration of the storage and the reduction of vital rest-
ing sporangia. The portion of vital resting sporangia differed depending on the checked sewage sludge.
After a storage period of 12 weeks 12.3 % vital resting sporangia could be re-isolated from sewage sludge
from Mohringen. In the case of sewage sludge from Miihlhausen there were 11.0 % vital after 12 weeks of
storage and in the case of sewage sludge from Plieningen-Kemnat only 4.6 %. In contrast, in the controls
(storage in water) there were 53.0 % vital resting sporangia after 12 weeks of storage. Thus it can be con-
cluded that the reduction of the resting sporangia of Se must depend from the kind of sewage sludge.

After a five months-storage the controls showed also a considerably higher portion of vital resting sporan-
gia than for the stored samples of the sewage sludge. The control showed a portion of 45.8 %. In compari-
son, in sewage sludge from Mohringen 16.9 % could be detected vital, in sewage sludge from Muhlhausen
19.8 % and in sewage sludge from Plieningen-Kemnat 11.5 %. A comparison with the sewage sludge sam-
ples that were stored for 12 weeks revealed that the portion of vital resting sporangia was higher in the
five months-stored samples. This can be explained from the fact that the sewage sludge for the trial for
the storage about five-months was considerably older than the sewage sludge for all the other storage
variants. It is assumed that the microbial activity in the older sewage sludges was reduced.
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The result on the storage of sewage sludge at the University Stuttgart showed minor re-isolating-rates. A
relationship between the storage duration and the reduction of vital resting sporangia could not be seen.
It was assumed that resting sporangia were attached to organic particles in this sewage sludge and thus
could not be re-isolated. Perhaps also the efficacy of microbial activity should be considered. The hydrau-
lic detention period in the digester tower of the University Stuttgart was the longest with 50 days. For all
other sewage plants the hydraulic detention period was between 10 and 20 days. In the case of a deten-
tion period of 50 days organic substances are degraded nearly completely. Possibly this resulted in the
undersupply of the micro-organisms what could also explain the important reduction of the pathogen. For
checking this theory also the microbial activity would have to be looked at what was not planned for this
project. This aspect should be considered in possible subsequent projects as well as analyses on the mi-
crobial diversity in digested sewage sludge. The tests let assume that the storage of sewage sludge alone
can reduce most organisms.

Originally also tests in a high pressure temperature pelleting facility were planned in the frame of the
tests. Unfortunately in neither of the HTP-facilities the requirements for the work with quarantine pests
could be met so that these tests could not be conducted. On the basis of the results which were generated
with pests of humans and animals the efficacy on resting sporangia can be deduced. The endospore-
creator Bacillus globigii, is used as biological tracer in the course of determination of, f. e., hydraulic
detention period in bio gas facilities. Its endospores are similarly consistent like the resting sporangia of S.
endobioticum. In the frame of the tests in the pelleting facility also Bacillus globigii was used as biological
tracer and could be detected in the produced pellets (see par. 4.1.3.6). With this result it can be con-
cluded that also S. endobioticum would have survived the pelleting.

The gained results let assume that by means of a targeted procedure during the storage of sewage sludge
a further reduction of vital resting sporangia can be achieved, possibly a complete inactivation of the rest-
ing sporangia. It is assumed that the reduction of resting sporangia can be traced back to micro-organisms
in sewage sludge. According to Rheinheimer (1991) the composition of the micro-flora in activated sludge
depends on the composition of the waste water as well as on the treatment procedure. In the case of bac-
teria normally dominate Pseudomonads, Zoogloea, Achromobacter, Sphaerotilus and Nocardia. Amongst
the Pseudomonads also chitin reducing representatives can be found. Amongst them is Pseudomonas aer-
oginosa, an ubiquitary bacterium that occurs in damp soils and waters but also in wash-bowls, showers,
and facilities. Pseudomonas aeroginosa is a facultative aerobe vivid bacterium that could also be detected
in media with very low nutrient supply. That is why this bacterium is capable to survive an anaerobe di-
gesting and could be present in digested sludge. Folders et al. (2001) could not only detect the expression
of chitinase but also prove that the built chitinase is homologous to the chitinase of Serratia marcescens,
which is also an ubiquitary bacterium that occurs in the soil, in water and on animals and plants and also
the facultative anaerobe Bacillus circulans. Thus chitinase building micro-organisms can be present in
sewage sludge. This is the basic condition for a microbial reduction of S. endobioticum.

Il Literature based assessment of sewage sludge treatments in respect to their reducing efficacy on
pests

Annex 2 of the draft of the Sewage Sludge Ordinance (2010 resp. 2013) lists treatments that are more
efficient for the sanitation of sewage sludge than usually applied treatments in Germany. Heat treatment
procedures are especially suitable to fulfil the requirements of the Sewage Sludge Ordinance in respect of
hygiene from the point of human, animal and plant health. Specified are the sludge pasteurization, the
heat conditioning, the aerob-thermophile sludge treatment and the high temperature dehydration.
Properly applied these treatments can largely ensure a safe utilization of sewage sludge. In the case of
most micro-organisms temperatures above ca. 40° - 45° C lead to an inactivation and killing of the organ-
isms. This is also true for most of the pathogens of plants and weeds. However, there are exemptions
which can be attributed to physiological characteristics of the organisms. For instance, the causal agent of
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the potato wart disease, Synchytrium endobioticum, but also Clostridium ssp., is inactivated by none of
the procedures. This is proofed by the tests which were carried out in the frame of this research project.
In addition Steinmoller et al. (2012 and 2013) reported that Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus is
able to survive the sludge pasteurisation. The survival of seeds of Abutilon theophrasti is also most likely.
According to Bloemhard et al. (1992) the seeds can survive a heating to more than 100 °C for 15 min. The
sludge pasteurisation is done at 70 °C for 60 minutes.

The composting of sewage sludge is a reliable, more efficient treatment for the reduction of pathogens
and weeds. The sanitising effectiveness of the composting is based on a thermic effect, on the creation of
toxical resp. antibiotic effective substances as well as via microbial degradation. Here can also be as-
sumed that with the exemption of Clostridium ssp., a complete inactivation of pathogens of humans and
animals will work. Literature based is the inactivation of the potato cyst nematode Globodera rosto-
chiensis. Investigations of Bgen et al. (2006) and Steinmoller et al. (2012) describe a complete inactivation
of the cysts at 50 °C for 8 days at least. According to Steinmoller et.al (2012) Synchytrium endobioticum
is not killed and also potato ring rot Clavibacter michiganensis spp. sepedonicus survives the composting
process (Steinmoller et al., 2007).

A further treatment procedure for the reduction of pathogens and weeds is the shifting of the pH-value to
values above 12.8 via addition of lime. Most soil bacteria prefer pH-values between 4.5 and 10 (Husson,
2013). Only specified microorganisms e.g. alcaliphilic bacteria can live above pH-values of 10 to 12 as a
maximum. Using burnt lime there is an additional heat effect. Compared with the respective single effects
the combination of both effects leads to an effective sanitation impact (Capizzi-Banas, 2004). Also this
procedure guarantees a sufficient reduction of most organisms. Nevertheless it is most likely that S. endo-
bioticum survives this treatment. Langerfeld (1984) could only ascertain a minor influence on the agent by
shifting the pH-value to 12.38. Also cysts of potato cyst nematodes survived these treatments (Spaull und
McCormack, 1989).

Pathogens of human and animals can be also reduced sufficiently by a treatment of sewage sludge in
planting beds to a wide extent. The cited uncertainty refers to the results on the long-term storage gained
from this research project. The tests did show that EAHEC and Salmonella are reduced below the detec-
tion limit, but there is no complete destruction after 36 weeks of storage. For the phytopathogenic causal
agents Synchytrium endobioticum (potato wart disease) and Polymyxa betae as well as the cysts of Glo-
bodera rostochiensis and G. pallida it can be assumed that a long-term storage does not suffice for a
complete inactivation. These pathogens stay more than 10 years viable in the soil by creation of survival
organs (Asher and Blunt, 1987; Heijbroek, 1987; Turner, 1996; Stachewicz, 2003).

In summary it can be said that the majority of pathogens of humans, animals and plants as well as weed
seeds can be inactivated by means of the treatments that are listed in Annex 2 of the Sewage Sludge Ordi-
nance (2010 resp. 2013). Exemptions are organisms that create persistent survival organs, like Clostridium
ssp. and S. endobioticum. Dependent on the treatment procedures also cysts of the potato cyst nema-
todes, thermo-resistant viruses and hard shelled weed seeds, f. e. the seeds of Abutilon theophrasti be-
long to the organisms which cannot be inactivated.

Il Aspects of hygiene in terms of the quality assurance of sewage sludge products

The drafts from 2010 and 2013 on the amendment of the Sewage Sludge Ordinance (AbfKlarV, 2010 and
2013) provide exemptions from more efficient sanitizing treatments of sewage sludge resp. the obligation
for the testing on salmonella if the sewage sludge is subject to a quality assurance system. According to
the draft of 20-08-2010 (AbfKlarV, 2010) the sanitizing treatment can be omitted, if a risk analysis which
was carried out in the frame of the quality assurance reveals that a comparable security level could be
achieved with alternative measures. The draft of 26-06-2013 (AbfKlarV, 2013) requires a conception on
minimizing risks of pathogens for humans and animals, established by the responsible body of the quality
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assurance system and grants the exemptions without the fulfilment of further conditions in the case that a
membership in a quality assurance system exists.

In the frame of this project risk factors in the course of the production and use of sewage sludge as well as
risk minimizing measures on the side of the responsible body of the quality assurance system were ana-
lyzed as an example. For this reason the International Standard for Plant Health Measures (ISPM No. 11)
was considered which can be adapted for the assessment of risks for humans, animals and plants by organ-
ic fertilizers. This revealed that a quality assurance system has only a limited risk minimizing influence
which normally does not lead to an improved resp. equivalent sanitation level like an additional sewage
sludge treatment. The sewage sludge of the sewage plants in Germany normally is not treated with more
efficient sanitizing treatments and the quality assurance provides no effective measures that could render
a sanitation treatment unnecessary.

An exemption from the treatment obligation in the scope of quality assurance without equivalent sanita-
tion measures is therefore not supported. As a result the quality controlled product would have a lower
hygienic status than the non-quality controlled but treated and tested product. This would not meet the
sense of quality assurance and would be misleading from the microbiological-hygiene point of view.

In the case that a further treatment is no longer aimed at because the use of sewage sludge for fertilizing
purposes will be medium-term ceased, existing application restrictions and prohibitions should be contin-
ued. Additionally all sewage sludge should be tested on indicator germs and if limit values were exceeded
it should be treated for improving the hygienic status compared to the status quo.

A risk assessment in the case without an obligation for a more efficient sanitizing treatment could firstly
be limited to an assessment of the quantitative content of selected infectious agents, f. e., salmonella
and Escherichia coli (1 x 10> KbE/g for salmonella and 1 x 10 KbE/g KbE/g for E. coli) until further results
from research projects on the possible uptake of infectious agents for humans and animals via the plant
root are available. Thus an essential component of quality assurance in the amended Sewage Sludge Ordi-
nance must be the consideration of quantitative micro-biological tests. In the case that the limit values
are exceeded by a power of ten, measures on the reducing of the germ density are necessary. From the
scope of plant health viable seeds and reproductive parts of plants were suitable as indicators. The testing
on viable seeds and reproductive parts of plants could provide additional information on the sanitation
level of the sewage sludge from the view of plant health and prevent loading of the sewage sludge with
weed seed. In respect to the limit values and detection methods the requirements of the Bio Waste Ordi-
nance (BioAbfV, 2013) could be used which are available for liquids as well as for solid substances.

Due to the possible presence of pathogenic microorganisms in sewage sludge and organic fertilizers and
the presented results for pathogens of humans and animals a treatment of the sewage sludge resp. of or-
ganic fertilisers before the application seems to be reasonable to hinder resp. to reduce the entry of
pathogens into the environment. This refers also to resistant resp. multi resistant germs and their entry
into the forage and food chain, as well as the spread of resistant genes. With regard to a risk assessment
as well as to measures on the risk minimization in respect to a utilization of the sewage sludge it is possi-
ble that on the one hand application restrictions resp. application prohibition in respect to the origin of
the substrates or the application areas and on the other hand examinations of the sewage sludge on the
content of selected pathogens and weeds contribute significantly. F. e., a mandatory examination could
include beside the quantitative classification of salmonella also other indicator organisms like Escherichia
coli and/or Enterococcus ssp.). It can be seen from the results of the presented experiments that a more
efficient sanitizing treatment of sewage sludge e.g. in the form of a heat treatment, a long-term storage
or by the high pressure temperature-pelleting can ensure a significant reduction of vegetative germs. Thus
a biotechnological treatment of the sewage sludge is a meaningful measure for risk reduction.

In the case of a treatment obligation it can be assumed that most relevant pathogens of humans and ani-
mals in sewage sludge are eliminated. Exceptions are spore-creating bacteria or organisms. Also the ma-
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jority of the viruses are reduced resp. inactivated so that there isn't much fear of infection risks. The
same is also true for the majority of plant pathogens and weeds with the exception of the resistant quar-
antine pests of the potato. As a risk reducing measure with respect to quarantine pests of the potato ex-
tremely risky sewage waters from the professional potato and beet processing should be excluded from
the entry into the sewage plant resp. the later use in agriculture. This should also apply for the washing,
sorting and other processing of potatoes resp. sugar beets because in these plants big quantities of risky
adherent soil get into the sewage water.
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3 Einleitung

Im Jahr 2011 fielen in Deutschland 1,9 Mio. Tonnen Klarschlamm (Trockensubstanz) aus kommunalen Ab-
wasserbehandlungsanlagen an, wovon 567.187 Tonnen (ca. 29 %) als Duinger in der Landwirtschaft verwer-
tet wurden (BMU, 2014). Unter dem Begriff Klarschlamm werden ausgefaulte bzw. stabilisierte Schlamme,
die bei der Abwasserreinigung anfallen, zusammengefasst. Als Nebenprodukt der Abwassereinigung enthal-
ten Klarschlamme je nach Herkunft des Abwassers, nicht nur viele Nahr- und Humusstoffe, sondern auch
all die Komponenten (Mikroorganismen, chemische und organische Substanzen), die im gereinigten Wasser
nicht erwlinscht sind, weil sie ein potentielles Risiko fiir Mensch, Tier, Pflanze oder Umwelt darstellen.
Die Bewertung von Gesundheitsrisiken erfolgt heute durch die so genannte Risikoanalyse. Risiko wird ubli-
cherweise definiert als die Moglichkeit des Zusammentreffens irgendeiner Form des Leids, des Verlustes
oder Schadens. Risiko wird nach der FAO/WHO Codes Alimentarius Kommission definiert als die Wahr-
scheinlichkeit einer gesundheitlichen Schadigung und daraus resultierender Konsequenzen, die sich aus
einer Gefahr ergibt. Gefahr definiert die FAO/WHO Codes Alimentarius Kommission als ein Agens oder ein
Faktor von biologischer, chemischer oder physikalischer Natur mit der Eigenschaft, eine Gesundheitsscha-
digung hervorrufen zu konnen (Zangerl, 2007). Die Risikoanalyse besteht nach Forsythe (2010) aus drei
Komponenten:

— die Risikoeinschatzung: sie identifiziert das Risiko und Faktoren, die es beeinflussen,
— das Risikomanagement: es zeigt, wie das Risiko kontrolliert oder verhindert werden kann;
— und die Risikokommunikation: sie informiert andere Uber das Risiko.

In Bezug auf "Risikoanalysen” variiert die Terminologie liber Disziplinen und Lander (Anonym (a), 2010). Im
Bereich der Pflanzengesundheit existiert ein internationaler FAO-Standard, der sich auf das Internationale
Pflanzenschutziibereinkommen IPPC stiitzt. Der Standard ISPM Nr. 11 wird seit Mitte der 90iger Jahre
durchgefiihrt, und ist auch auf die Situation bei der Verwendung von organischen Diingern in der Kreis-
laufwirtschaft anwendbar (Unger und Pietsch, 2002). So kann z.B. der Frage nachgegangen werden, wel-
ches Risiko fur die Pflanzengesundheit von einem organischen Dunger unter praxisublichen Bedingungen
ausgeht. Bei der Risikoanalyse nach ISPM 11 handelt es sich um einen dreistufigen Prozess in dem zunachst
die Schadorganismen und Verbreitungswege identifiziert und anschlieBend das daraus resultierende Risiko
bewertet wird. Im letzten Schritt werden Managementoptionen zur Risikominderung ermittelt.

Dieser Bericht befasst sich primar mit Managementoptionen, d.h. MaBnahmen und Verfahren zur Risikom-
inderung. Da Risikomanagementoptionen sehr stark vom vorliegenden Risiko beeinflusst werden, sollen
zunachst die relevanten Schadorganismen betrachtet werden, die mit Klarschlamm verbreitet werden
konnen.

Klarschlamm kann grundsatzlich jeden seuchenhygienisch relevanten Erreger enthalten, der mit dem Kot
und Urin ausgeschieden wird, human- und tierpathogene Erreger, Zoonoseerreger sowie multiresistente
Bakterien. Die Erreger werden mit dem Abwasser in die Klaranlage eingeleitet und gelangen durch die
verschiedenen Reinigungsstufen in den Klarschlamm, soweit sie nach Angaben von Bulling (1988) nicht
bereits im Abwasser oder bei der Klarschlammgewinnung absterben. Nach Carrington (1977) kommen Sal-
monellen, Shigella, Escherichia coli, Clostridien und Mycobacterium tuberculosis am haufigsten in Klar-
schlamm vor. Von besonderer epidemiologischer Bedeutung sind nach Bohm (2006) und Bohm (2007) Sal-
monellen, Enteroviren, Caliciviren, Cryptosporidien und parasitare Dauerstadien wie Spulwurmeier. lhr
Vorkommen hangt vor allem von den epidemiologischen Bedingungen in einer Region ab (Strauch, 1991).
Zoonotische Erreger finden sich vermehrt im Klarschlamm, wenn Schlachthofabwasser eingeleitet werden
(Bohm, 2006). Nach Chale-Matsau (2005) konnen im Klarschlamm aber auch Erreger enthalten sein, die
normalerweise pflanzenpathogen sind, beim Menschen jedoch ebenfalls Erkrankungen hervorrufen konnen.
Eine Auswahl obligat pathogener und fakultativ pathogener Bakterien, die im Klarschlamm vorkommen
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konnen, wird nachfolgend aufgefiihrt. Die Liste wurde von Strauch (1991) erstellt und an dieser Stelle
nach Literaturangaben erganzt (Anonym, 2006 c; Prazmo et al., 2003; Chale-Matsau, 2005):

e obligat pathogen: o fakultativ pathogen:
o Salmonella spp. o Escherichia coli
o Shigella spp. o Klebsiella
o Escherichia coli o Enterobacter
o Pseudomonas aeruginosa o Serratia
o Yersinia enterocolitica o Citrobacter
o Clostridium perfringens o Proteus
o Clostridium botulinum o Providencia
o Bacillus anthracis o multiresistente Bakterien
o Listeria monocytogenes o Helicobacter pylori
o Vibrio cholerae o Plesiomonas shigelloides
o Mycobacterium spp. o Aeromonas spp.
o Leptospira spp. o Chromobacterium violaceum
o Campylobacter spp. o Leclercia adecarboxylata
o Staphylococcus spp. o Rhodococcus australis
o Streptococcus spp. o Acinetobacter calcoaceticus
o Legionellen o Oligella urethralis

Klarschlamm bzw. Abwasser ist regelmafBig mit Salmonellen kontaminiert, wie Untersuchungen von Haible
(1989); Karuniawati (2001); Haumacher et al. (2005); Guzman et al. (2007) und Gmelin (2009) zeigen. In
allen untersuchten Klarschlammproben werden nach Haumacher et al. (2005) qualitativ Salmonellen fest-
gestellt. Die ermittelten Konzentrationen sind jedoch gering und bewegen sich zwischen nicht nachweis-
bar und 3,0 x 10" KbE/ml. Nach Untersuchungen von Gmelin (2009) sind in 79,6 % aller Klarschlammproben
Salmonellen zu finden. Die ermittelten Konzentrationen sind nach Angaben der Autorin gering mit bis zu
max. 40 MPN/ml. Nach Haible (1989) werden in Klarschlamm bis zu 4,3 x 10%> KbE/g TS an Salmonellen
nachgewiesen. Einen etwas hoheren Wert gibt Lang (1988 a) mit 2,5 x 10° KbE/ml an. Nach Philipp und
Lang (1988) wird in Klarschlamm eine Vielzahl unterschiedlicher Salmonellen-Serovare nachgewiesen. Die
Autoren finden in Klarschlamm bis zu 27 verschiedene Serovare, darunter auch Salmonella Thyphimurium.
Aus Klaranlagenzulaufproben isoliert Karuniawati (2001) mehr als 35 verschiedene Salmonellen-Serovare.

Die Konzentrationen an Enterobacteriaceae in Klarschlamm liegen nach Haible (1989) und Lang (1988 a)
im Bereich zwischen >10° KbE/ml und >10° KbE/g TS. Die Gehalte an Fakalstreptokokken betragen nach
Haible (1989) >10” KbE/g TS und nach Haumacher et al. (2005) durchschnittlich 10* KbE/ml. Fakalcolifor-
me werden in Klarschlamm nach Untersuchungen von Haumacher et al. (2005) in Konzentrationen zwi-
schen 10° und 10° KbE/ml festgestellt. Dagegen weist Chale-Matsau (2005) 8,9 x 107 KbE/g an Fakal-
coliformen nach. Die Zahl der Coliformen betrégt nach Lang (1988 a) in Klarschlamm bis zu 107 KbE/ml.
Die Gehalte an thermophilen Actinomyceten in Klarschlamm liegen nach Haumacher et al. (2005) in einem
Bereich zwischen 10" und 10* KbE/ml. Campylobacter jejuni und Campylobacter coli werden nach Unter-
suchungen von Stampi et al. (1999) durchschnittlich in Klarschlamm in Konzentrationen von 278 MPN/g TS
bzw. 1.403 MPN/g TS nachgewiesen.
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Im Gegensatz zu weniger entwickelten Regionen ist in Mitteleuropa wegen der geringen Pravalenz von
Endoparasitosen in der Bevolkerung zwar mit einer entsprechend niedrigeren Belastung des Abwassers mit
Dauerstadien humanpathogener Parasiten (z. B. Ascaris, Trichuris, Enterobius) zu rechnen. Zu berticksich-
tigen sind aber auch Dauerstadien von Tierparasiten, die aus landwirtschaftlichen Betrieben, Zoos und
anderen Tierhaltungen, von Schlachthofen oder aus Haushaltungen in das Rohwasser gelangen konnen und
zum Teil auch fur Menschen infektios sind. AuBerdem fiihren Mischkanalsysteme der Abwasserreinigungs-
anlage bei Regenfallen auch Schmutzwasser von StraBen zu, das Kot von Hunden und somit auch Parasi-
tenstadien dieser Tierart enthalt (z. B. Toxocara-Eier). In Rohschlamm von Klaranlagen kommt es zu einer
Anreicherung von Parasitenstadien (Bauer, 2006). Da Parasitenstadien haufig schon in kleinen Dosen infek-
tios sein konnen und oft eine hohe Widerstandsfahigkeit besitzen, miissen sie bei der Hygienisierung be-
rucksichtigt werden. Strauch (1991) hat eine Auswahl an Parasiten genannt, die in Form von Dauerstadien
im Klarschlamm vorkommen konnen. Dies sind u. a. folgende Protozoen, Zestoden und Nematoden:

. Protozoen:
o] Cryptosporidium parvum
0 Entamoeba histolytica
) Giardia lamblia
0 Toxoplasma gondii
o Sarcocystis spp.
. Zestoden:
o] Taenia saginata
) Taenia solium

0 Diphyllobothrium latum

o Echinococcus granulosus
o Nematoden:
0] Ascaris lumbricoides

o] Ancylostoma duodenale

0] Toxocara canis
0] Toxocara cati
0] Trichuris trichiura.

AuBerdem konnen nach Anonym (2006 c) und Hoppenheidt et al. (2008) in Klarschlamm Cyclospora caye-
tanensis und Ancylostoma duodenale / Necator americanus und Balantidium coli, Ascaris suum und Hy-
menolepis nana, Schistosoma spp. nachgewiesen werden. In Klarschlamm werden nach Untersuchungen
von Chale-Matsau (2005) zwei Ascaris-Eier je Gramm TS nachgewiesen. In allen untersuchten Rohschlamm-
proben werden nach Guzman et al. (2007) Cryptosporidien in Konzentationen bis zu 6,4 x 10*/10 g TS
nachgewiesen und in kompostiertem Klarschlamm sind es nach Angaben der Autoren noch maximal

4,3 x 10°/10 g TS.

In Abwasser und Klarschlamm kann auch eine Vielzahl von Viren enthalten sein, die von Menschen ausge-
schieden werden und die die unterschiedlichsten Krankheiten hervorrufen konnen. 1991 waren mehr als
100 Viren bekannt, die von Menschen mit dem Kot ausgeschieden werden konnen und jeden Tag kommen
neue hinzu (Strauch, 1991). Bohm (2002 a) fuhrt folgende Viren an, die in Klarschlamm enthalten sein
konnen: Enterovirus, Poliovirus, Coxsackievirus A und B, Echovirus und andere Enteroviren sowie Andeno-
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virus, Reovirus, Hepatitis-A-Virus Rotavirus, Astrovirus, Norwalk-Virus, Coronavirus, Andeno-associated-
Virus und Parvovirus, die alle in unterschiedlichen Typen vorkommen konnen.

Nach Anonym (2006 c) konnen im Klarschlamm noch weitere Viren enthalten sein: Hepatitis-E-Virus und
Calicivirus. Nach Untersuchungen von Teltsch et al. (1980) und Carducci et al. (2000) sind Viren in 71 %
bzw. 55 % aller Abwasserproben enthalten. Viren werden nach Angaben von Mayr (2002) in Konzentratio-
nen von bis zu 10" KIDs/g Stuhl von kranken oder infizierten Personen mit inapperenten Krankheitsverliu-
fen ausgeschieden und konnen so ins Abwasser und in den Klarschlamm gelangen. Nach Puig et al. (1994)
und Carducci et al. (1995) sind Enteroviren in 75 % bzw. 58 % der Abwasserproben enthalten. Die Konzent-
rationen an humanen Enteroviren liegen nach Angaben von Mayr (2002) in einem Bereich von 6,0 x 10° und
8,2 x 10* PFU/L. Smith und Gerba (1982) ermittelten in Abwasser Enteroviruskonzentrationen bis zu 2.962
PFU/20 (-Probe.

Laut Holl (2010) konnen Norwalk-Viren, eine Spezies der Noroviren, in Abwassern und belasteten Oberfla-
chenwassern relativ haufig nachgewiesen werden. Lodder et al. (1999), Maurer et al. (2000), Maunula et
al. (2005) und Hewitt et al. (2007) konnten Ausbriiche viraler Gastroenteritis auf mit Noroviren belastetes
Trinkwasser zuriickfuhren. Fong et al. (2010) wiesen in allen untersuchten Abwasserproben menschliche
Adenoviren nach. Die Konzentration im Abwasser wird von den Autoren mit 1,1 x 10° Viren/l angegeben,
wobei durch den Abwasserreinigungsprozess in der Klaranlage weniger als 2 logo (<99 %) zuriickgehalten
werden. Viren sind nach He et al. (2011) in 35,4 % der Abwasserproben enthalten. Rotaviren sind nach
Angaben der Autoren die am haufigsten nachgewiesenen Viren in Abwasser mit 32,3 %, gefolgt von Astrovi-
ren mit 6,3 % und Noroviren mit 3,1 %. Nach Angaben von Philipp (2010) werden Coxsackieviren und Polio-
viren am haufigsten unter den Enteroviren in Klarschlamm nachgewiesen. In behandeltem Klarschlamm
bilden nach Wullenweber und Agbalika (1984) Polioviren mit 41 % die groBte Gruppe, gefolgt von Coxsa-
ckieviren der Gruppe B mit 25 % und ECHO-Viren mit 7 %, die restlichen 27 % der Virusisolate konnte nicht
identifiziert werden. Nach Untersuchungen von Miles et al. (2011) wird die Konzentration an pathogenen
Prionen in Klarschlamm bei einer Temperatur von 37 °C nach 15 d um 2,4 Zehnerpotenzen reduziert.

In Zusammenhang mit der Ausbringung von Klarschlammen wird nach Wiechmann et al. (2012) auch die
Problematik der Verbreitung von resistenten Krankheitserregern diskutiert. Es gibt Hinweise darauf, dass
es in Klaranlagen, begiinstigt durch die hohen Bakterienkonzentrationen, zum Austausch von Antibiotikare-
sistenzen zwischen verschiedenen Bakterien kommen kann, die mit dem Abwasser beispielsweise aus
Krankenhausern eingetragen werden. Dadurch ist es moglich, dass neue Kombinationen von Antibiotikare-
sistenzen entstehen oder dass Antibiotikaresistenzen auf Bakterien Ubertragen werden, die bisher keine
Resistenz(en) aufwiesen. Dabei spielen die multiresistenten Bakterien der Enterokokken, Staphylokokken
und Escherichia coli zunehmend eine wichtige Rolle. Ihr Vorhandensein ist besonders haufig in Klaranlagen
nachzuweisen, in die Abwasser von Schlachthofen und aus Krankenhausern eingeleitet werden. Nach
Gozalan (2004) werden in Schlachthofabwassern haufiger resistente Enterococcus faecalis und Escherichia
coli im Vergleich zu kommunalen Abwassern und in kommunalen Abwassern haufiger resistente Staphylo-
kokken im Vergleich zu Schlachthofabwassern nachgewiesen.

Reinthaler et al. (2003) untersuchten 767 Escherichia coli-lsolate aus Klaranlagen mit dem Ergebnis, dass
die hochsten Resistenzraten in einer Klaranlage gefunden wurden, die nicht nur kommunales Abwasser,
sondern auch Abwasser aus einem Krankenhaus reinigt. Im Abwasser wurden Escherichia coli-Stamme
nachgewiesen, die Resistenzen gegenuber 16 von 24 untersuchten Antibiotika aufwiesen. 57 % aller E-
scherichia coli-lsolate waren resistent gegenuber Tetracyclin, bis zu 35 % gegeniiber Cefalothin und bis zu
18 % der Escherichia coli-lsolate wiesen Resistenzen gegenliber Ampicillin und bis zu 12 % gegenuiber
Piperacillin auf. Die Untersuchungen von Reinthaler et al. (2003) zeigen auch, dass Klarschlamm, der kei-
ner chemischen bzw. desinfizierenden Behandlung unterzogen wird, zur Verbreitung von resistenten E-
scherichia coli-Stammen in der Umwelt beitragt, wenn er in der Landwirtschaft verwertet wird.

37



Klarschlammbhygiene

Nach Untersuchungen von Bohm et al. (2004) sind 21 %, der aus Schlachthofabwassern isolierten E-
scherichia coli und 61 % der isolierten Enterococcus faecalis resistent gegenuber Antibiotika. In kommuna-
len Abwassern konnten die Autoren dagegen nur bei 41 % der Isolate resistente Enterococcus faecalis-
Stamme nachweisen. Nach Untersuchungen von Gallert et al. (2005) sind die meisten aus Abwasser isolier-
ten Fakalcoliformen, Enterokokken und Pseudomonaden resistent gegenuber Penicillin G, Ampicillin, Van-
comycin, Erythromycin, Sufonamide und Trimethoprim. Die Autoren stellten auch fest, dass Pseudomona-
den multiresistenter waren als Enterokokken und Fakalcoliforme.

Bei multiresistenten Salmonellen bereitet vor allem das breite Wirtsspektrum Probleme, da die Ubertra-
gung durch belebte Vektoren auf Tier und Mensch direkt oder indirekt erfolgen kann (Bohm, 2007). Wie
hoch die Wahrscheinlichkeit ist, dass Klarschlamm Krankheitserreger enthalt, hangt von der Art und der
Herkunft des Klarschlamms ab (Bohm, 2006). Neben Abwassern, die menschliche und tierische Ausschei-
dungen enthalten, kann vor allem bei Abwassern aus Krankenhausern, Schlacht- und Viehhofen, Tierkor-
perbeseitigungsanstalten und sonstigen Betrieben, die tierische Produkte verarbeiten, ein hoherer Anteil
an pathogenen Erregern angenommen werden. In den direkt in den Klaranlagen anfallenden, unbehandel-
ten Klarschlammen konnten Gesamtbakterienkonzentrationen von bis zu 10" KbE/g nachgewiesen werden.
Die Bakterien gelangen bereits in groBer Menge in die Abwasserreinigungsanlagen, reichern sich bei der
Sedimentation an und konnen sich durch die als Nahrung dienenden Abwasserinhaltsstoffe noch weiter
vermehren (Stottmeister, 1989).

Neben den vielen verschiedenen menschen- und tierpathogenen Erregern sind auch pflanzenpathogene
Erreger in die Risikobetrachtung einzubeziehen. Risiken fur die Pflanzengesundheit ergeben sich durch
widerstandsfahige Schadorganismen und Samen, die mit dem Abwasser aus Haushalten, der industriellen
Verarbeitung von Lebensmitteln und anderen pflanzlichen Erzeugnissen und vergleichbaren Einleitern in
den Klarschlamm gelangen. Die relevanten Organismen missen in der Lage sein, ungiinstige Umweltbedin-
gungen unter Umstanden lber lange Zeit zu Uberdauern, bevor Wirtspflanzen erneut infiziert werden.

Ein besonderes Risiko geht von Quarantaneschadorganismen gemal der EU-Richtlinie 2000/29/EG aus. Die
Richtlinie dient dem Schutz vor einer Ein- oder Verschleppung sowie einer Ansiedlung von bekannten oder
potenziellen Quarantaneschadorganismen bei der Einfuhr und dem innergemeinschaftlichen Verbringen
von Pflanzen und pflanzlichen Erzeugnissen. Quarantaneschadorganismen konnen in der Regel nicht durch
chemische BekampfungsmaBnahmen kontrolliert werden. lhr Auftreten fuhrt teilweise zu starken Ein-
schrankungen der landwirtschaftlichen Bodennutzung, da sie langjahrige Bodenverseuchungen verursachen
konnen. Insbesondere Quarantaneschadorganismen der Kartoffel wie z.B. Kartoffelzystennematoden
(Globodera pallida und Globodera rostochiensis), Schleimfaule der Kartoffel (Ralstonia solanacearum Ras-
se 3) und Synchytrium endobioticum (Kartoffelkrebs) (Unger und Pietsch, 2002) sind wegen ihrer langen
Uberdauerungsfahigkeit und groBen Schadwirkung hervorzuheben.

Relevante phytopathogene Schadorganismen konnen den Nematoden, Viren, Bakterien, Pilzen als auch den
Unkrautern zugeordnet werden. Nematoden konnen insbesondere durch Waschwasser in den Klarschlamm
gelangen. Spaull und McCormack (1989) fanden in Schottland unabhangig von der Jahreszeit eine geringe
Grundbelastung mit Kartoffelnematoden in Schlammproben von 9 Klaranlagen.

Von vielen phytopathogenen Viren gibt es Nachweise zur Uberdauerungsfahigkeit in Wasser oder Abwasser.
Das Sickerwasser von mit dem Cucumber green mottle virus infizierten Gurken im Gewachshaus bzw. von
Gurkenabfallen fihrte zu Infektionen der Wirtspflanzen, wenn es in verdunnter Form zur Bewasserung
verwendet wurde (van Dorst, 1988). Lesemann und Konig (1988) fanden pflanzenpathogene Viren verbrei-
tet in Oberflachengewassern. Dabei handelte es sich vorwiegend um Viren, die keinen Vektor benotigten,
in der Regel eine hohe Stabilitat aufweisen und einen weiten Wirtspflanzenkreis haben. Tomato bushy
stunt virus war noch nach der menschlichen Darmpassage infektios (Tomlinson et al. 1982). Das Tobacco
mosaic virus besitzt ebenfalls eine sehr hohe Stabilitat und war noch nach 70 Tagen im Substrat einer me-
sophilen Vergarung nicht inaktiviert (Ceustermans et al., 2011).
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Unter den Bakterien ist der Erreger der Schleimfaule der Kartoffel (Ralstonia solanacearum) in Oberfla-
chengewassern dauerhaft nachweisbar (Elphinstone, 2001). Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus,
der Erreger der Kartoffelringfaule konnte von Brother (2002) sowie Muller und Parusel (1998) in Sedimen-
ten und Abwassern der Kartoffel verarbeitenden Industrie nachgewiesen.

Viele Pilze konnen widerstandsfahige Dauerorgane bilden mit denen ungiinstige Perioden fir langere Zeit
uberdauert werden konnen. Hierzu gehort insbesondere der Kartoffelkrebs (Synchytrium endobioticum)
dessen Dauersori bis zu 30 Jahre im Boden infektionsfahig bleiben konnen (Unger und Pietsch, 2002). Nach
Jevremenko und Jakloveva (1981) konnten vitale Dauerorgane des Erregers im Sediment von Klarbecken
der kartoffelverarbeitenden Industrie noch nach zwei bis drei Monaten festgestellt werden, wenn die
Temperatur unterhalb von 21° C lag. Auch pilzahnliche Formen wie Polymyxa betae und die Kohlhernie
(Plasmodiophora brassicae) sind phytopathogen und konnen mit Hilfe ihrer Dauerorgane im Boden uber-
dauern. Polymyxa betae hat vorwiegend als Vektor des Rhizomania-Virus (Beet necrotic yellow vein virus)
Bedeutung. Sofern der Vektor ungiinstige Perioden Uberdauern kann, trifft dies auch fiir das Rhizomania-
Virus zu. Nach Dickens et al. (1995) wird Polymyxa betae durch verschiedene Abwasserbehandlungsverfah-
ren nicht inaktiviert. Somit besteht das Risiko, dass der Erreger mit dem Abwasser aus der Zuckerriiben-
und Gemuseverarbeitung in Klaranlagen gelangt.

Letztlich sind auch Unkrauter zu bedenken. Sie konnen im Wesentlichen in Form von Samen mit hausli-
chem Abwasser nach menschlicher Darmpassage (z.B. Tomaten), iiber Waschwasser aus Haushalten und
Industrie, sowie bei Mischsystemen Uber Regenwasser in die Klaranlage gelangen. Chytil (1986) fand neben
Solanum lycopersicum (Tomate) hauptsachlich lebensfahige Samen von Chenopodium album (WeiBer Gan-
sefuB), Chenopodium ficifolium (Feigenblattriger GansefuB) Amaranthus retroflexus (Zurlickgebogener
Amaranth), Polygonum lapathifolium (Ampferknoterich) und Echinocloa crus-galli (Hiihnerhirse) in Klar-
schlamm.

Aus den Ausfuhrungen wird deutlich, dass vielfaltige Krankheitserreger und Parasiten von Mensch, Tier und
Pflanze in unterschiedlicher Konzentration im Klarschlamm enthalten sein konnen und damit ein perma-
nentes seuchen- und phytohygienisches Risiko bei der Verwertung anzunehmen ist, wenn keine ausrei-
chende weitergehende Behandlung zur Reduktion der Konzentration von Krankheitserregern und Schador-
ganismen stattfindet.

Das aktuelle Risikomanagement der landwirtschaftlichen Verwertung von Klarschlamm erfolgt auf Grund-
lage der Klarschlammverordnung (AbfKlarV, 1992). Die AbfKlarV in ihrer aktuellen Fassung legt primar
Grenzwerte fur die Belastung mit Schwermetallen und anderen Schadstoffen fest. Den hygienischen Risi-
ken des Klarschlamms wird durch Anwendungsverbote bzw. Anwendungsbeschrankungen Rechnung getra-
gen. Die mittlerweile wesentlich hoheren Anforderungen zum Schutz von Boden, Gewassern und Ressour-
cen wie auch zur Erzeugung gesunder Nahrungsmittel machen eine Novellierung der seit 1992 giiltigen
AbfKlarV notwendig. Hierbei steht auch eine Verscharfung der Hygienebelange zur Diskussion.

Mit der Novellierung der Klarschlammverordnung (AbfKlarV, 2010 bzw. 2013) sollen spezifische Anforde-
rungen an die seuchenhygienische Qualitat des Klarschlamms festgelegt werden. So ist grundsatzlich vor-
gesehen, dass Klarschlamm keine Salmonellen enthalten darf und er einer weitergehenden Behandlung zu
unterziehen ist. Allerdings sehen die 0.g. Entwiirfe keine generellen Untersuchungen der Klarschlamme
auf Salmonellen vor. Zulassige weitergehende Behandlungsverfahren, die bei Einhaltung aller Anforderun-
gen der AbfKlarV zur Sicherstellung der seuchenhygienischen Unbedenklichkeit bei der Ausbringung von
Klarschlamm geeignet sind, sind in Anlage 2 der Entwirfe benannt. Bei einer Anwendung von Klar-
schlammbehandlungsverfahren konnte in Zukunft eine breitere Anwendung von Klarschlamm ermoglicht
werden. Um dies realisieren zu konnen, mussten Gesundheitsrisiken zuverlassig ausgeschlossen werden
und eine verpflichtende Anwendung der weitergehenden Behandlungen erfolgen. Die spezifischen Belange
der Phytohygiene sind bisher unberucksichtigt und aufgrund der bestehenden Klaranlagentechnik erfordert
eine flachendeckende weitergehende Behandlung hohe Investitionen (Klages et al. 2009). Vor diesem Hin-
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tergrund stellt sich die Frage, welche Risikomanagementoptionen geeignet sind, ein stabiles, seuchen- und
phytohygienisch unbedenkliches Produkt zu gewahrleisten.

Projektziele
Das Projekt umfasst drei Module:

1. Um geeignete Behandlungsverfahren identifizieren zu konnen, wurden gezielte Untersuchungen zum
Verhalten von ausgewahlten Erregern aus den Bereichen der Phyto- und Seuchenhygiene durchge-
fuhrt. Bei den dafiir notwendigen Untersuchungen fanden verschiedene technische Parameter Be-
rucksichtigung, mit dem Ziel optimierte Bedingungen fiir weitergehende Behandlungen zu identifi-
zieren. Dabei wurden weitergehende thermische Verfahren hinsichtlich ihrer hygienisierenden Wir-
kung auf ausgewahlte Pathogene der Phyto- und der Seuchenhygiene bewertet bzw. einer experi-
mentellen Prifung unterzogen. Des Weiteren wurde die Wirkung der zu priifenden Behandlungsver-
fahren auf die Toxine von Clostridium botulinum untersucht. Zu den experimentell gepriiften Be-
handlungsverfahren gehoren:

e Thermische Behandlung von Klarschlammen mit unterschiedlichen Trockensubstanzgehalten
e Lagerung des Klarschlammes
e Hochtemperaturpelletierung

2. Die in Anhang 2 der Novellierung der Klarschlammverordnung (AbfKlarV, 2010 bzw. 2013) genannten
weitergehenden Behandlungsverfahren wurden im Rahmen einer literaturbasierten Bewertung be-
trachtet und aus seuchen- und phytohygienischer Sicht auf ihre Eignung als hygienisierende MaRB-
nahme gepriift. Die Bewertung soll Erkenntnisse uber die Eignung von verschiedenen Vorsorgemal-
nahmen fur die Seuchen- und Phytohygiene ermitteln und mogliche Schwachstellen aufdecken.

3. Die Entwiirfe zur Novellierung der AbfKlarV (AbfKlarV, 2010 bzw. 2013) sehen auch Ausnahmen von
der weitergehenden hygienisierenden Klarschlammbehandlung vor. Nach dem Entwurf vom
20.08.2010 kann auf die hygienisierende Behandlung verzichtet werden, wenn eine im Rahmen der
Gutesicherung durchgefiihrte Risikoanalyse zu dem Ergebnis kommt, dass mit alternativen MaBnah-
men ein vergleichbares Sicherheitsniveau erreicht wird. Der Entwurf vom 26.06.2013 fordert vom
Trager der Qualitatssicherung ein Konzept zur Minderung seuchenhygienischer Risiken. Aufgrund der
Mitgliedschaft in einer Gutesicherung, kann ohne spezifische Bedingungen auf eine weitergehende
Klarschlammbehandlung verzichtet werden. Welche Auswirkungen diese Ausnahmeregelung auf den
Hygienestatus des Klarschlamms haben, wird in dieser Arbeit bewertet und es werden Handlungsop-
tionen im Sinne einer sinnvollen Seuchen- und Phytohygiene entwickelt.
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4 Untersuchungen zum Einfluss von Druck und Temperatur auf seuchen- und
phytohygienisch relevante Schadorganismen in Kldarschlamm

4.1 Seuchenhygiene

4.1.1 Einleitung

In Klarschlamm und Wirtschaftsdiingern wie Giille und Garprodukten konnen pathogene Mikroorganismen,
insbesondere auch Zoonoseerreger, vorhanden sein und eine Gesundheitsgefahr fir Mensch und Tier dar-
stellen (Appel et al., 2011). Die Untersuchungen zur Seuchenhygiene umfassen Erreger aus der Gruppe der
Enterobacteriaceae, thermoresistente Parvoviren sowie aerobe und anaerobe Sporenbildner. Dabei han-
delt es sich um eine enteroaggregative enterohamorrhagische Escherichia coli (EAHEC) Serovar 0104:H4,
eine monophasische Variante der Salmonella Serovar Typhimurium DT120, bovines Parvovirus (BPV) sowie
Clostridium sporogenes als Vertreter der anaeroben Sporenbildner und Bacillus globigii als Reprasentant
der aeroben Sporenbildner.

Im Mai/Juni 2011 erfolgte ein epidemieartiger ,,EHEC“-Ausbruch in Deutschland und Frankreich, in dessen
Folge es zu schweren Erkrankungen, wie hamorrhagischer Colitis (HC), dem Hamolytischen Uramischen
Syndrom (HUS), und Todesfallen kam. Verursacht wurde der Ausbruch durch einen enteroaggregativen
hamorrhagischen Escherichia coli (EAHEC) 0104:H4 Stamm, der sowohl Eigenschaften der enteroaggregati-
ven Escherichia coli (EAEC) sowie der klassischen enterohamorrhagischen Escherichia coli (EHEC) vereint.
Da es sich um einen neuen Stamm handelt, ist liber dessen Tenazitat in der Umwelt bislang relativ wenig
bekannt (Appel et al., 2011). Nach Angaben von Appel et al. (2011) und Beutin et al. (2011) scheint es
derzeit so zu sein, dass der Erreger sein Hauptreservoir im Menschen besitzt, sich im Menschen vermehrt
und nach Freisetzung liber Fakalien mit den Abwassern und Klarschlammen in die Umwelt gelangt. Die
minimale Infektionsdosis fur EHEC 0157:H7 liegt bei weniger als 100 Bakterien, demgegeniiber die von
EAEC-Stammen bei 10" KbE. Es ist davon auszugehen, dass der EAHEC-Stamm 0104:H4 ebenfalls eine,
dem EHEC 0157:H7-Stamm vergleichbare, niedrige minimale Infektionsdosis aufweist (Appel et al., 2011;
Beutin et al., 2011). Die Moglichkeit des Eintrags dieses Erregers uiber mit Wirtschaftsdiingern bzw. Klar-
schlammen gediingten Boden oder durch Bewasserung in die Umwelt, sowie Pflanzen zu kontaminieren
und zu internalisieren, ist von besonderem Interesse (Beutin et al., 2011; EFSA, 2009, 2011). Hinsichtlich
des Vorkommens Shigatoxin-produzierender Escherichia coli (STEC) in kommunalen Abwassern und Klar-
schlamm berichten Holler et al. (1999) von einer Pravalenz von 93% stx1 oder stx2-positiver Proben in
Norddeutschland, und Vernozy-Rozand et al. (2002) von 53% bzw. 80% in Klaranlagen bzw. deren Lage-
rungslagunen. Zu einer Kontamination von Badewasser, Flissen und Trinkwasser mit EHEC und einer an-
schlieBenden Infektion des Menschen kann es durch Fakalien von Menschen, Haustieren und Wildtieren,
und durch Abwasser, Gllle und Festmist aus der Tierhaltung kommen (Muniesa et al. 2006). Daher sollten
in unseren Untersuchungen Daten in Bezug auf die Uberlebensfahigkeit im Klarschlamm und in Wirt-
schaftsdiingern wie Gille und Garprodukten wahrend einer Langzeitlagerung sowie bei unterschiedlichen
Temperatureinwirkungen gewonnen werden.

Bei den Salmonellen handelt es sich um human- und tierpathogene klassische Infektionserreger, die auf-
grund ihrer Bedeutung als Zoonoseerreger und Verursacher von Lebensmittelinfektionen nach wie vor von
groBer Bedeutung aus Sicht des Verbraucherschutzes sind. Nach Angaben verschiedener Autoren traten im
Laufe der letzten 10 Jahre in zunehmendem MaRe monophasische Salmonella Serovare mit Multiresisten-
zen weltweit auf (EFSA, 2009; Hopkins et al., 2012; Trupschuch et al., 2013). Aufgrund ihrer relativ hohen
Tenazitat, dem wochen- bis monatelangen Uberleben in der Umwelt, und nicht zuletzt wegen ihres Vor-
kommens in Abwasser und Klarschlamm, sind sie fir die Untersuchungen von groBem Interesse. Sahlstrom
(2003) berichtet von Salmonellen-Nachweisen in uber 50% behandelter Klarschlamme in Schweden.
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Als Reprasentant der thermoresistenten Parvoviren wurde das bovine Parvovirus (BPV) aufgrund seiner
hohen Hitzetoleranz und nicht zuletzt aufgrund seines guten Handlings ausgewahlt.

Als Vertreter der Sporenbildner dienten Clostridium sporogenes und Bacillus globigii. Clostridium sporo-
genes ist ein nicht-toxigener Stellvertreter fur proteolytische Clostrium botulinum-Stamme, der in der
Uberpriifung (Validierung) thermischer Prozesse in der Lebensmittelproduktion, der Herleitung von Tem-
peratur-Zeitverlaufen und als Modellorganismus fir proteolytische Clostridium botulinum-Stamme Ver-
wendung findet (Bradbury et al., 2012; Basaran-Akgul et al., 2013). Bei Bacillus globigii handelt es sich um
einen fur den Menschen nicht-pathogenen Vertreter der Gattung Bacillus, u.a. als Stellvertreter fir Bacil-
lus anthracis (Hosni et al., 2009), der in der Desinfektionsmittelpriifung verwendet wird und als Reprasen-
tant der aeroben Sporenbildner sowie als biologischer Tracer in den Versuchen verwendet wird.

Die vorliegenden Untersuchungen dienten dazu, einen Uberblick iiber die Widerstandsfihigkeit der unter-
schiedlichen untersuchten Erreger, insbesondere des neuen EAHEC 0104:H4-Stammes, im Klarschlamm
sowie den Wirtschaftsdiingern Giille und Garprodukten gegeniiber Temperatureinfliissen sowie wahrend
der Langzeitlagerung von Klarschlamm zu erhalten. Ebenfalls sollte die Hochdrucktemperaturpelletierung
(HTP) auf ihre Eignung hinsichtlich einer Nutzung als hygienisierende Behandlungsmoglichkeit des Klar-
schlamms im Sinne des Anhangs 2 der AbfKlarV (2010) getestet werden. Die erarbeiteten Erkenntnisse und
Informationen aus den Untersuchungen sollten die Grundlage einer Risikoanalyse bzw. -bewertung in Be-
zug auf die seuchenhygienischen Aspekte der Klarschlammverwertung darstellen.

4.1.2 Material und Methoden

4.1.2.1 Erhitzungsversuche

In den Erhitzungsversuchen sollte die Tenazitat der angewandten Erreger gegenliber Hitzeeinwirkungen in
den unterschiedlichen Substraten (Wirtschaftsdiingern) untersucht werden. Als Substrate wurden im Ver-
gleich Klarschlamm, Giille sowie physiologische Kochsalzlosung (0,9%) verwendet. Aufgrund der zu erwar-
tenden unterschiedlichen Tenazitaten der ausgewahlten Erreger wurden die Erreger in den Versuchen in
drei Versuchsgruppen unterteilt. In der ersten Versuchsgruppe, mit der geringsten Tenazitat, wurden ver-
gleichend Erreger aus der Familie der Enterobacteriaceae getestet. Dazu gehorte ein enteroaggregativer
hamorrhagischer Escherichia coli (EAHEC) 0104:H4 Stamm und im Vergleich dazu ein Escherichia coli-
Stamm (DSM 682) sowie eine monophasische Variante (Seroformel: 04, [5],12:i:-) der Salmonella Serovar
Typhimurium Phagentyp DT120 (kurz: S. Typhim.). Im zweiten Versuchsansatz wurden die hitzeresistenten
Parvoviren, als Reprasentant das bovine Parvovirus (BPV), untersucht. Die dritte Versuchsgruppe mit der
hochsten Tenazitat bildeten die Sporenbildner. Dabei wurden einerseits Sporen von Clostridium sporoge-
nes, als Reprasentant der anaeroben Sporenbildner, und andererseits Sporen von Bacillus atrophaeus ssp.
globigii (B. globigii), als Vertreter der aeroben Sporenbildner, vergleichend untersucht. Die Temperatur-
Zeit-Kombinationen wurden fur die jeweilige Versuchsgruppe anhand der zu erwartenden Tenazitaten
ausgewabhlt. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte im Wasserbad oder im Autoklaven.

Erhitzungsversuche mit Vertretern der £nterobacteriaceae

Die Vertreter aus der Familie der Enterobacteriaceae weisen von den in den Versuchen ausgewahlten Er-
regern, die geringste Tenazitat auf. Die Versuche wurden durchgefuhrt mit dem enteroaggregativen ha-
morrhagischen Escherichia coli (EAHEC) Serovar O104:H4, einem Escherichia coli-Stamm (DSM 682) und
einer monophasischen Variante (Seroformel: 04, [5],12:i:-) der Salmonella Serovars Typhimurium DT120
(kurz: S. Typhim.). Die Erhitzungsversuche wurden im Wasserbad bei +50 °C (+/-2 °C) und +53 °C (+/-

2 °C) fur jeweils vier bzw. achtzehn Stunden, bei +60 °C (+/-2 °C) fir eine, zwei bzw. vier Stunden und
bei +70 °C (+/-2 °C) fur eine Stunde durchgefihrt. In jedem Versuchsdurchgang wurden die Konzentratio-
nen in den Ausgangsproben bestimmt sowie eine Kontrollprobe, die bei +6 °C (+/-2 °C) gelagert wurde, im
Anschluss an den Versuch untersucht.

42



Klarschlammbhygiene

Herstellung der Bakteriensuspension:

Die Herstellung der jeweiligen Bakteriensuspension der Erreger erfolgte durch Uberimpfen einer, nach
morphologischen Kriterien typischen, Kolonie einer Reinkultur in 50 ml Miiller-Hinton-Bouillon und an-
schlieBender Inkubation bei 37 °C fiir 24 Stunden. Aus dieser ersten Passage wurden am folgenden Tag
100 pl in 50 ml Maller-Hinton-Bouillon Uberimpft und erneut fiir 24 Stunden bei 37 °C bebritet und somit
die zweite Passage mit konstanten Konzentrationen erhalten. Diese Bakteriensuspension wurde anschlie-
Rend zur Beimpfung der Testproben verwendet.

Herstellung der Testproben:

Zur Herstellung der Testproben wurden 10 ml (bzw. g) des jeweiligen Substrates in sterile Reagenzrohr-
chen gegeben und mit 1 ml einer frisch hergestellten Bakteriensuspension (hergestellt wie oben beschrie-
ben) des jeweiligen Erregers beimpft. Die Testproben wurden gut geschiittelt und anschliefend in den
Versuchen verwendet.

Erhitzungsversuche mit dem Bovine Parvovirus

In den Versuchen wurde das Bovine Parvovirus (BPV) als Reprasentant der hitzeresistenten Parvoviren ver-
wendet. Als Versuchsparameter wurden die Temperatur- / Zeit-Kombinationen +70 °C (+/-2 °C) fiir eine
Stunde und 80 °C (+/-2 °C) fir eine Stunde gewahlt und in den Substraten Klarschlamm und Giille getes-
tet. Dazu wurde das BPV auf spezielle Sandwich-Keimtrager aufgebracht und so in die vorerhitzten Sub-
strate eingebracht.

Herstellung der Sandwich-Virentrager:

Zunachst wurde das Virus aufgetaut und mit dem Beladungs-Puffer eine Virusverdiinnung (1:10) herge-
stellt, so dass schlussendlich jeweils 1 ml der Virusverdiinnung pro Keimtrager vorhanden war. Das Beladen
der Keimtrager mit dem bovinen Parvovirus (BPV) erfolgte mithilfe spezieller Filtrationsvorsatze auf Zeta-
por (bzw. Virosorb)-Blattchen, auf denen sich nur das adsorbierte Virus befindet. Danach wurde der bela-
dene Keimtrager in ein vorgefertigtes Polycarbonatmembran-Briefchen gegeben, und rundum dicht ver-
schweilit. Die so hergestellten Virentrager wurden fir den Erhitzungsversuch in 50 ml-Rohrchen mit dem
jeweiligen, vorerhitzen Substrat gegeben und im Wasserbad bei +70 °C (+/-2 °C) bzw. bei +80 °C (+/- 2 °C)
fur eine Stunde behandelt und anschlieBend ausgewertet.

Erhitzungsversuche mit Vertretern aus der Gruppe der Sporenbildner

Als dritte Gruppe wurden die Vertreter der Sporenbildner bzw. deren Sporen getestet. Bei den bakteriel-
len (Endo-)Sporen handelt es sich um Dauerformen, die eine ausgesprochen hohe Tenazitat gegentiber
Hitze und Trockenheit aufweisen. In den Versuchen wurden sowohl Sporen der anaeroben Sporenbildner,
als Vertreter Clostridium sporogenes, als auch der aeroben Sporenbildner, als Reprasentant Bacillus glob-
igii, verwendet.

Herstellung der Sporensuspension von Clostridium sporogenes:

Die Herstellung und Bereitstellung der Sporensuspension von Clostridium sporogenes erfolgte extern durch
das, u.a. auf die Gattung Clostridium spezialisierte, RIPAC-Labor GmbH in 14476 Potsdam-Golm.

Herstellung der Sporensuspension von Bacillus globigii:

Zur Herstellung der Sporensuspension von Bacillus globigii wurde zunachst eine Bakteriensuspension ange-
fertigt. Hierzu wurde eine morphologisch typische Kolonie in TSB Uberimpft und bei +36 °C (+/-1 °C) inku-
biert, anschliefend aus dieser ersten Passage 100 ul in TSB Uiberimpft und bei +36 °C (+/-1 °C) bebrutet.
Die so hergestellte zweite Passage der Bakteriensuspension von Bacillus globigii wurde zur Beimpfung
mehrerer Kulturflaschen nach Roux (mit Hefeextrakt-Agar (MYA)) benutzt. Hierzu wurden 5-10 ml der Bak-
teriensuspension in die Roux-Flasche gegeben, mit Hilfe von sterilen Glasperlen durch Schwenken gleich-
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mahig auf der Nahrbodenoberflache verteilt und die iiberschiissige Suspension anschliefend abgesaugt. Die
beimpften Roux-Flaschen wurden zunachst fir 48 Stunden bei +36 °C (+/-1 °C), und anschlieBend fur wei-
tere 14 Tage bei +30 °C (+/-1 °C) bebritet. Der Grad der Versporung wurde regelmaRig durch Herstellung
eines nach RAQUETTE gefarbten Objekttragerpraparates und anschlieBender Beurteilung unter dem Mikro-
skop kontrolliert. Nach der zweiwochigen Inkubation wurden die Sporen abgeschwemmt und gesammelt.
Hierzu wurden ca. 10-15 ml steriles destilliertes Wasser in die Roux-Flasche gegeben und durch vorsichti-
ges Hin- und Her schwenken der Flasche mit Hilfe der Glasperlen die Sporen vom Nahrboden abgelost und
in die Flussigkeit aufgenommen. Die gewonnene Fliissigkeit wurde anschlieBend durch mehrere Wasch-
schritte gereinigt. Hierzu wurde die Sporensuspension in Zentrifugenrohrchen gegeben und bei 3000 Um-
drehungen pro Minute 30 Minuten bei +4 °C zentrifugiert und anschlieBend der Uberstand abpipettiert und
verworfen. Zur Inaktivierung vegetativer Zellen wurde das, die Sporen enthaltende, Pellet in ca. 20 ml
Propanol (65%) gelost und gevortext. Nach einer Einwirkungszeit von drei Stunden bei Raumtemperatur
(20 °C) wurden ca. 20 ml steriles destilliertes Wasser dazu gegeben und bei 3000 Umdrehungen fur 30
Minuten bei +4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 20-30 ml sterilem destilliertem Wasser resuspendiert
und erneut zentrifugiert. Dieser Waschvorgang wurde mindestens fiinfmal wiederholt bis die gewiinschte
Reinigung der Sporen erreicht war. AnschlieBend wurde die Sporensuspension bei +4 °C (+/-1 °C) gelagert
und in den Versuchen verwendet.

Herstellung der Testproben:

Zur Herstellung der Testproben wurden 10 ml bzw. 20 ml (oder g) des jeweiligen Substrates in sterile Rea-
genzrohrchen bzw. Schottflaschen gegeben und mit 1 ml bzw. 2 ml der jeweiligen Sporensuspension des
entsprechenden Erregers beimpft. Die Testproben wurden gut geschiittelt und anschlieBend in den Versu-
chen verwendet.

Die Erhitzungsversuche wurden sowohl im Wasserbad bei +90 °C (+/-2 °C) fur eine Stunde und +98 °C (+/-
2 °C) fur 30 Minuten, als auch im Autoklaven bei +110 °C (+/-2 °C) fiir 30 Minuten und +133 °C (+/-2 °C)
fur 20 Minuten durchgefihrt.

4.1.2.2 Lagerungsversuche

In den Lagerungsversuchen sollte der Einfluss der Lagerung von Klarschlamm und Wirtschaftsdiingern auf
das Uberleben von pathogenen Mikroorganismen untersucht werden. Die Lagerungsversuche wurden iiber
einen Zeitraum von 36 Wochen durchgeflihrt. Bei den verwendeten Substraten handelte es sich neben
Klarschlamm, sowohl um Gulle als auch um Garruckstande aus einer Biogasanlage. Die unterschiedlichen
Substrate wurden mit Bakterien- bzw. Sporensuspensionen der ausgewahlten Erreger im Verhaltnis 1:10
bzw. 1:100 (Sporensuspension) beimpft um somit eine moglichst hohe Ausgangskonzentration der Erreger
in den Substraten zu erhalten. In den Versuchen wurden als Vertreter der Familie der Enterobacteriaceae,
das enteroaggregative hamorrhagische Escherichia coli (EAHEC) Serovar 0104:H4 (kurz: EAHEC O104:H4)
und eine monophasische Variante (Antigenformel: 04, [5],12:i:-) des Salmonella Serovars Typhimurium
Phagentyp DT120 (kurz: S. Typhim. DT120), und als Reprasentant der sporenbildenden Bakterien En-
dosporen des aeroben Sporenbildners Bacillus atrophaeus ssp. globigii (kurz: B. globigii) verwendet. Als
Lagerungstemperatur, orientiert an der Jahresdurchschnittstemperatur in Deutschland, wurden +10 °C
(+/- 2 °C) gewahlt. Avery et al. (2005) wahlten in ihren Versuchen ebenfalls eine Temperatur von +10 °C
anhand der Jahresdurchschnittstemperatur und den durchschnittlichen Temperaturen in den unterschied-
lichen Lagerungsbehaltern der organischen Abfalle / Wirtschaftsdiinger.

Herstellung der Bakterien- bzw. Sporensuspensionen:

Die Herstellung der Bakterien- bzw. Sporensuspensionen erfolgte analog der Beschreibung bei den Erhit-
zungsversuchen.
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Herstellung der Testproben:

Zur Herstellung der Testproben fiir die Lagerung wurden fur jede Probe 90 ml des jeweiligen Substrates in
sterile PlastikgefaBe gegeben und anschlieBend mit 10 ml der entsprechenden Bakterien- bzw. Sporensus-
pension (1:10 verdiinnt) beimpft. Die Proben wurden verschlossen, gut gemischt und umgehend in einen
Kuhlschrank bei +10 °C (+/- 2 °C) verbracht. Es wurden fir jeden Zeitpunkt der Probenahme zwei paralle-
le Proben fiir jeden Erreger hergestellt. Die mikrobiologischen Untersuchungen der Testproben erfolgten
zu Beginn (Tag 0), nach 14 Tagen, sowie nach 4, 8, 12, 16, 20, 24 und 36 Wochen des Versuchs.

4.1.2.3 Versuche an der Hochdrucktemperaturpelletierungsanlage (HTP-Anlage)

Die Hochdrucktemperatur-Pelletierung (HTP) von Klarschlamm sollte auf ihren Effekt einer Reduktion von
Krankheitserregern gepriift werden. Dazu sollte der Einfluss des Pelletierungsprozess, v.a. die Wirkung von
hoher Temperatur und hohem Druck, auf die ausgewahlten Erreger in unseren Versuchen untersucht wer-
den. Die Versuche wurden in einer Pelletierungsanlage an der Hochschule fiir Forstwirtschaft in Rotten-
burg durchgefiihrt. Es wurde eine Pelletpresse RMP 250 der Firma Miinch mit einer Ringmatrize 6x39 mit
einem Pressverhaltnis von 1:6,5 (zylindrische Presskanale) verwendet. Bei dieser Matrize entstehen nach
Angaben der Hochschule fur Forstwirtschaft Rottenburg Presskanaldriicke bis zu ca. 250 MPa (=2500 bar)
und Temperaturen von 90 °C bis 180 °C. Eine Temperatur von mehr als 150 °C zeigt sich durch eine dunk-
le Verfarbung der Pellets, die durch die chemische Zersetzung des Holzes hervorgerufen wird. Da Klar-
schlamm bereits humanpathogene Mikroorganismen enthalten kann, bestanden Bedenken hinsichtlich der
unkontrollierten Verbreitung der Mikroorganismen wahrend des Pelletierungsprozesses, z. B. durch starke
Staubbildung. Aus betriebstechnischen Griinden (Einstellung der Anlage auf eine neue Matrix, starkere
Abnutzung der Matrices durch metallhaltigen Klarschlamm) konnte der Versuch (Pelletierung) nicht mit
Klarschlamm, sondern stattdessen, nur mit Holzspanen durchgefiihrt werden. Im Versuch wurden Fich-
tenspane mit einem Wassergehalt von 9,7 % verwendet. Es erfolgte keine Zugabe von Dampf, aber Wasser
wurde in Form der Erreger-Suspension hinzugegeben. Aus Arbeitsschutzgriinden wurden anstelle der pa-
thogenen Erreger nicht-pathogene Vertreter der jeweiligen Bakterienspezies verwendet. In den Versuchen
wurde der Salmonella-Impfstamm Salmonella Typhimurium Zoosaloral (kurz: S. Zoosaloral), der attenuier-
te Kontrollstamm Escherichia coli K12 (kurz: E. coli K12) und als biologischer Tracer Sporen von Bacillus
globigii verwendet. Die beiden stellvertretenden Stamme S. Zoosaloral und K12 wurden in Vorversuchen
hinsichtlich ihrer Hitzeresistenz im Vergleich zu anderen Salmonella- und Escherichia coli-Stammen getes-
tet und konnten somit reprasentativ fur die sonst in den Versuchen verwendeten Erreger aus der Familie
der Enterobacteriaceae in dem Versuch angesehen werden. Nach Aussage der Hochschule fir Forstwirt-
schaft Rottenburg, hat die dortige Pelletieranlage einen Wirkungsgrad von 60 %, was bedeutet, dass bei
der Pelletierung nur etwa 60 % der Holzspane zu Pellets verarbeitet werden. Die restlichen 40 % werden
nicht oder nur unvollstandig pelletiert. Deshalb werden fur die Ergebniserhebung sowohl Pellets, als auch
das anfallende Staub-Pellet-Gemisch herangezogen.

Durchfiihrung der Versuche:

Zunachst wurden zwei Vorversuche durchgefihrt, einerseits ein Erhitzungsversuch um die Hitzeresistenz
der verwendeten Erreger Salmonella Typhimurium Zoosaloral und Escherichia coli K12 im Vergleich zu den
in den Ubrigen Versuchen getesteten Erregern zu vergleichen. Und andererseits wurde der Einfluss der
verwendeten Holzspane auf das Uberleben der Erreger in einem Vorversuch untersucht.

Herstellung der Bakterien- und Sporensuspensionen:

Die Bakteriensuspensionen wurden wie bereits zuvor beschrieben fir die verwendeten Erreger Salmonella
Typhimurium Zoosaloral und Escherichia coli K12 vorbereitet. Des Weiteren wurde auch die Sporensuspen-
sion fur Bacillus globigii verwendet.
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Herstellung des Probenmaterials:

Die Holzspane wurden direkt zu Beginn des Versuchs mit einer Mischung der Bakterien- und Sporensuspen-
sionen im Verhaltnis 1:1:0,1 (Salmonella Typhimurium Zoosaloral: Escherichia coli K12: Bacillus globigii)
beimpft. Zu diesem Zweck wurden 10 ml bzw. 20 ml der gemischten Bakterien-/Sporensuspension pro
Kilogramm Holzspane gegeben und mit Hilfe eines Bohrquirls gut gemischt. Nach dem Anlaufen und der
Feineinstellung der Pelletpresse wurde die Anlage durch den Einfulltrichter mit den kontaminierten Holz-
spanen beschickt und in regelmaBigen Abstanden Proben der Pellets sowie des neben der Matrize heraus-
fallenden Staub-Pellet-Gemisches genommen. Des Weiteren wurden zu Beginn und am Ende des Versuchs
Proben der kontaminierten Holzspane zur Ermittlung der Konzentrationen in den Ausgangssubstraten vor
der Pelletierung und als Kontrollproben nach Ende des Versuchs genommen und untersucht.

4.1.2.4 Nachweismethoden

Herstellung einer dekadischen Verdiinnungsreihe

Zur quantitativen Untersuchung einer Probe wurde als erster Schritt eine dekadische Verdiinnungsreihe
benotigt. Hierzu wurden 10 (20) ml des Probenmaterials in 90 (180) ml einer sterilen physiologischen
(0,9%ig) Kochsalzlosung eingewogen bzw. pipettiert und liber Nacht im Kiihlraum bei +6 °C (+/-2 °C) auf
den Schiittler gestellt. Aus dieser ersten Verdiinnungsstufe (10') wurde eine dekadische Verdiinnungsreihe
angefertigt in dem 1 ml der Vorverdiinnung in 9 ml sterile 0,9%ige Kochsalzlosung pipettiert und anschlie-
Rend auf dem Reagenzglasschiittler vermischt wurde. Aus dieser zweiten Verdiinnungsstufe (10%) wurde
wiederum 1 ml in 9 ml sterile 0,9%ige Kochsalzlosung pipettiert um die dritte Verdiinnungsstufe (10 3) zu
erhalten. Diesem Prinzip folgend wurden die Proben weiter verdiinnt bis die gewiinschte Endverdiinnungs-
stufe erreicht war.

Most Probable Number (MPN)-Verfahren

Die Herstellung einer dekadischen Verdiunnungsreihe war dem MPN-Verfahren vorangestellt, die wie oben
beschrieben, bis zur gewlinschten Verdiinnungsstufe hergestellt wurde. Anschliefend wurden aus jeder
Verdiinnungsstufe je ein Milliliter in drei parallele Reagenzglaser mit der, dem jeweiligen Bakterium (E-
AHEC 0104:H4, Escherichia coli, Salmonella ssp.) entsprechenden, Anreicherungsbouillon tUiberimpft und
geschittelt. Im Anschluss erfolgte die Inkubation, je nach Bakterienart, aerob bei 36 °C (+/-1 °C) bzw.
42 °C (+/-1 °C) fur 24 Stunden bzw. 48 Stunden. Daran schloss sich je nach Erreger die Auswertung bzw.
die Uberimpfung auf einen oder mehrere Selektiv-Nahrboden an. Die Nahrboden wurden fiir jede Verdiin-
nungsstufe gedrittelt und aus jedem Parallelrohrchen wurde mit einer sterilen Impfose auf einem Drittel
der Platte ausgestrichen. Die Agarplatten wurden aerob bei 36 °C (+/-1 °C) fur 24 Stunden bzw. 48 Stun-
den bebrutet.

Die Auswertung erfolgte nach der Bebriitung in dem jedes Drittel beurteilt und anhand eines Farbumschla-
ges des Nahrbodens bzw. des typischen Koloniewachstums als positiv bzw. als negativ bewertet wurde. Bei
nicht eindeutigem Wachstum wurde das Ergebnis durch eine weitere Testung, z.B. durch spezifische sero-
logische oder biochemische Nachweise je nach Erreger, verifiziert. Auf diese Weise wurde ein dreistelliger
MPN-Code erhalten und mithilfe der korrigierten Tabelle nach De Man (1983) ausgewertet. Die MPN-
Methode ermoglichte eine direkte Konzentrationsbestimmung von Bakterien, auch beim Vorliegen nur
geringer Konzentrationen.

Nachweis von EAHEC 0104:H4

Der quantitative Nachweis fur EAHEC O104:H4 wurde in Anlehnung an die, nach Beutin et al. (2011) be-

schriebene Methode, mittels MPN-Verfahren durchgefiihrt. Zunachst wurde eine dekadische Verdiinnungs-
reihe angefertigt und von dieser jeweils ein Milliliter der entsprechenden Verdiinnungsstufe in drei paral-
lele Rohrchen mit neun Milliliter BRILA-Bouillon gegeben, gevortext und anschliefend bei 36 °C (+/-1 °C)
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fur 24 Stunden inkubiert. Die verdachtigen Rohrchen, die eine Triibung zeigten, wurden anschlieBend auf
gedrittelten chromogenen STEC 0104:H4-Spezialnahrboden (Fa. Mast Diagnostika) fiir jede Verdiinnungs-
stufe ausgestrichen. Die Beurteilung erfolgte anhand der Koloniemorphologie, insbesondere der typischen
malvenfarbigen Farbung der Kolonien, sowie evtl. durch biochemische Bestatigung. Das Wachstum anderer
Bakterien, u.a. auch anderer STEC, wurde weitestgehend durch eine Antibiotikasupplementierung der
Spezialnahrboden unterdriickt. Auf diese Weise erhielt man einen dreistelligen MPN-Code der anhand der
korrigierten Tabelle nach De Man (1983) ausgewertet wurde.

Nachweis von Escherichia col/iDSM 682

Bei dem Nachweis von Escherichia coli DSM 682 fand ebenfalls das MPN-Verfahren Anwendung. Wie bereits
erwahnt, bildete die Herstellung einer dekadischen Verdiinnungsreihe die Grundlage. Von der jeweiligen
Verdiinnungsstufe wurden je ein Milliliter in drei parallele Rohrchen mit neun Milliliter MacConkey-Bouillon
gegeben, gevortext und anschlieBend bei 36 °C (+/-1 °C) fur 24-48 Stunden aerob inkubiert. Verdachtige
Rohrchen zeigten sich durch einen Farbumschlag von lila zu gelb und wurden anschlieBend auf gedrittel-
tem MacConkey-Nahrboden fiir jede verdachtige Verdiinnungsstufe ausgestrichen. Die Beurteilung erfolgte
anhand der Koloniemorphologie, dabei zeigten sich typische Kolonien als rosa bis rote Kolonien, die einen
rosa Trilbungshof im Bereich des Koloniewachstums des urspriinglich klaren Nahrbodens hervorriefen. Auf
diese Weise erhielt man einen dreistelligen MPN-Code der anhand der korrigierten Tabelle nach De Man
(1983) ausgewertet wurde.

Nachweis von Sa/monella ssp. (monophasische Variante der Serovar Typhimurium)

Das MPN-Verfahren wurde ebenfalls fur den quantitativen Nachweis von Salmonella ssp. verwendet. Dazu
wurde von der Probe eine dekadische Verdiinnungsreihe in 0,9%iger Kochsalzlosung bis zur benotigten Ver-
dinnungsstufe angefertigt. Aus diesen Verdiinnungsstufen wurde je Verdiinnungsstufe jeweils ein Milliliter
in drei parallele Reagenzglaser mit neun Milliliter gepuffertem Peptonwasser pipettiert. Eine aerobe Inku-
bation schloss sich bei +36 °C (+/-1 °C) fur 24 Stunden an. Danach wurde aus der Voranreicherung je
Rohrchen 100 pl in 10 ml Anreicherungsbouillon nach Rappaport-Vassiliadis pipettiert und aerob +42 °C
(+/-1 °C) fur 24 Stunden bebritet.

AnschlieBend wurde auf Xylose-Lysin-Desoxycholat (XLD)- und Brilliantgrun-Phenolrot-Laktose-Saccharose-
(BPLS)-Agar auf jeweils gedrittelten Platten ausgestrichen. Die Bebriitung erfolgte aerob bei 36 °C (+/-1 °C)
fur 24 Stunden. Im Anschluss wurden die Drittel der Platten anhand der typischen Koloniemorphologie und
des typischen Erscheinungsbildes auf den Spezialnahrboden ausgewertet. Salmonellen erschienen auf dem
BPLS-Agar als blassrosafarbene, durchsichtige Kolonien in deren Umgebung es zusatzlich durch pH-Wert-
Anderung zu einem Farbumschlag des Nahragars nach rosa bis pink kam. Das in XLD-Agar enthaltene Natri-
umdesoxycholat diente der Unterdriickung des Wachstums der gramnegativen Begleitflora. Eine Schwefel-
wasserstoffbildung wurde durch die Ausfallung von schwarzem Eisensulfid aus Thiosulfat und Eisen-llI-
Sulfat gezeigt, durch das die durchsichtigen Kolonien ein schwarzes Zentrum in den Kolonien aufwiesen,
woran auch Salmonellen zu erkennen waren.

Beim Vorhandensein verdachtiger Kolonien wurde mittels steriler Impfose eine verdachtige Kolonie abge-
nommen und ein Dreidsenausstrich auf Standard I-Agar angefertigt und aerob bei 36 °C (+/-1 °C) fir 24
Stunden bebritet. Dies diente der Anfertigung von Reinkulturen zur weiteren Charakterisierung. Von den
Reinkulturen wurde eine Kolonie abgenommen und mit Hilfe der Objekttrageragglutination mit speziellen
Anti-Salmonella-Testseren auf das Vorhandensein salmonellenspezifischer Oberflachenantigene getestet.

Nachweis von Bovinem Parvovirus (BPV)

Der Nachweis des Bovinen Parvovirus (BPV) erfolgte durch Aufarbeitung und Auswertung der Sandwich-
Virentrager. Die hergestellten Virentrager wurden vor der thermischen Behandlung, sowie nach der jewei-
ligen Hitzeeinwirkung aufgearbeitet und der Virustiter (in log KIDsg) bestimmt.
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Jeder Virentrager wurde in ein vorbereitetes Reagenzglas mit einem Milliliter Fleischextrakt (,,beef*)-
Losung (pH 8,5) gegeben und auf Eis ins Ultraschallbad verbracht, 5 Minuten beschallt (eluiert), anschlie-
Rend bei 3000 Umdrehungen pro Minute fiir 15 Minuten zentrifugiert, titriert und ausgewertet. Im An-
schluss an die Beschallung im Ultraschallbad wurde zunachst eine dekadische Verdiinnungsreihe bis zur
gewunschten Verdiinnungsstufe angefertigt. Hierzu wurden 100 ul des Eluats in 900 ul des DMEM-Mediums
pipettiert und anschlieBend weiter verdiinnt. Von der jeweiligen Verdiinnungsstufe wurden jeweils 100 pul
in vier parallele Locher (Wells) einer 96-Lochplatte, in die am Tag zuvor BEL-Zellen (bovine embryonale
Lungenzellen) zur Herstellung eines einschichtigen (Monolayer) Zellrasens eingesat wurden, gegeben. Die
Inkubation erfolgte bei +36 °C (+/-1 °C) und 5% CO,-Spannung fiir zehn Tage.

Die Beurteilung der BEL-Zellen (bovine embryonale Lungenzellen) in den beimpften 96-Lochplatten erfolg-
te durch mikroskopische Beurteilung anhand eines cytopathischen Effekts (CPE) alle zwei Tage flir insge-
samt zehn Tage. Die Auswertung wurde nach der zehntagigen Inkubation durch die Berechnung des Virusti-
ters als Kulturinfektiose Dosis 50 (KIDso/ml bzw. log KIDso/ml) nach Spearman und Karber.

Formel: logg KIDsg = (Xo - d/2 +d Z r/n) in 100 ul bzw. KIDso/ml = 10

e Xo = Dek. Logarithmus der hochsten Verdiinnung in der noch in allen Lochern (Wells) ein CPE sichtbar ist.
e d = logyo des Verdiinnungsfaktors (hier logig 10 = 1)
e r = Anzahl der positiven Locher pro Verdiinnungsstufe

e n = Anzahl der Ansatze pro Verdiinnungsstufe

Nachweis von Bacillus globigii (Sporen)

Der Nachweis von Bacillus globigii erfolgte nach dem Prinzip des KocH schen Oberflachenverfahrens. Dazu
wurde eine dekadische Verdinnungsreihe bis zur gewlinschten Verdiinnungsstufe hergestellt. Hierzu wur-
den zunachst 20 g bzw. 20 ml des Probenmaterials in 180ml einer 0,9%igen physiologischen Kochsalzlosung
gegeben und bei +4 °C fir 4 Stunden geschiittelt. Aus dieser ersten Verdunnungsstufe wurde eine dekadi-
sche Verdunnungsreihe angefertigt. Von den letzten drei aufeinander folgenden Verdunnungsstufen, unter
denen die zu erwartende Konzentration zu vermuten war, wurden jeweils 100 ul auf zwei parallele Caso-
Agarplatten (Fa. Oxoid) pipettiert und mit Hilfe eines sterilen Drigalski-Spatels gleichmaRBig auf der Nahr-
bodenoberflache verteilt, und anschlieBend bei 36 °C (+/-1 °C) flr 24 Stunden bebriitet und ausgezahlt.
Die auszuzahlenden Kolonien wurden anhand ihres typischen morphologischen Erscheinungsbildes beurteilt
und nur diese gezahlt. Zum Auszahlen wurden die Caso-Agarplatten ausgewahlt auf denen die Koloniezahl
der gesuchten Kolonien von Bacillus globigii zwischen 15 und 300 lag. Es wurden jeweils zwei parallele
Platten pro Verdinnungsstufe ausgezahlt, der arithmetische Mittelwert gebildet und auf ein Milliliter bzw.
ein Gramm der Probe bezogen.

Nachweis von Clostridium sporogenes (Sporen)

Der Nachweis von Clostridium sporogenes erfolgte ebenfalls nach dem Prinzip des KOCH schen Oberfla-
chenverfahrens. Zunachst wurde eine dekadische Verdiinnungsreihe bis zu der angestrebten Verdiinnungs-
stufe angefertigt. Von den letzten drei aufeinander folgenden Verdiunnungsstufen, unter denen die zu
erwartenden Konzentrationen zu vermuten waren, wurden jeweils 100 ul auf zwei parallele Columbia Blu-
tagarplatten (Fa. Oxoid) pipettiert und mit Hilfe eines sterilen Drigalski-Spatel gleichmaBig auf der Agar-
oberflache verteilt. Die beimpften Columbia Blutagarplatten wurden bei 36 °C (+/-1 °C) fir 48 Stunden
anaerob in einem Anaerobiertopf bebriitet und anschliefend ausgezahlt. Die auszuzahlenden Kolonien
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wurden anhand ihres typischen morphologischen Erscheinungsbildes und der von ihnen verursachten Hamo-
lyse beurteilt und nur diese ausgezahlt. Zum Auszahlen wurden die Columbia-Blutagarplatten ausgewahlt
auf denen die Koloniezahl der gesuchten Kolonien von Clostridium sporogenes zwischen 15 und 300 lag. Es
wurden jeweils zwei parallele Platten pro Verdunnungsstufe ausgezahlt, der arithmetische Mittelwert
gebildet und auf ein Milliliter bzw. ein Gramm der Probe bezogen.

4.1.3 Ergebnisse

4.1.3.1 Ergebnisse der Untersuchungen der unbehandelten Substrate

In Tabelle 1 sind die Ergebnisse der Untersuchungen der in den Versuchen verwendeten Ausgangsmateria-
lien Klarschlamm, Giille und Garriickstande fur den Nachweis auf Salmonella ssp. (qualitativ und quantita-
tiv) und Escherichia coli (quantitativ) dargestellt.

Tabelle 1: Konzentrationen (mpn) von Escherichia coliund Saimonella ssp. in den Ausgansmaterialien Kldrschlamm, Giille und
Garprodukten. n.n.: nicht nachweisbar

Probe E. coli (mpn) Salmonella (qualitativ / Serovar) Salmonella (MPN)
Klarschlamm 1 4,3x10* n.n.
2 9,3x10* Pos. S. Albany / S. subsp. I, rauh 0,3
Giille 1 9,3x10* n.n.
2 2,3x10° n.n.
Garriickstande 1 2,3x10' n.n.
2 7,5x10' n.n.

In einer Klarschlammprobe waren Salmonellen nachweisbar. Dabei handelte es sich um zwei unterschiedli-
che Salmonella-Serovare, einerseits um Salmonella Albany und andererseits um Salmonella subspezies 1
(02), serologisch rauh. In den Proben der Giille und der Garrickstande wurden keine Salmonellen nachge-
wiesen. Die Konzentrationen fiir Escherichia coli lagen im Klarschlamm bei 4,3x10* bis 9,3x10* KbE/ml, in
der Giille bei 9,3x10* bis 2,3x10° KbE/ml und in den Garprodukten bei 2,3x10" bis 7,5x10" KbE/mL.

4.1.3.2 Erhitzungsversuche mit Vertretern der Enterobacteriaceae

Enteroaggregative hdmorrhagische Escherichia coli(EAHEC)-Serovar 0104:H4
Erhitzungsversuch bei 50 °C (+/-2 °C)

Die Konzentrationen flir den Nachweis von EAHEC 0104:H4 fur die Erhitzungsversuche bei 50 °C (+/-2 °C)
sind in Tabelle 2 dargestellt. Die Tabelle zeigt die Einzelwerte des ersten und zweiten Versuchsdurchgangs
sowie deren geometrische Mittelwerte fur die beimpften Substrate physiologische Kochsalzlosung (0,9%ig),
Klarschlamm und Giille zu Beginn des Versuchs, den Testproben nach Behandlung bei 50 °C (+/-2 °C) fur
vier Stunden sowie achtzehn Stunden, und in den bei 6 °C (+/-2 °C) gelagerten Kontrollproben. Die mittle-
ren Konzentrationen in den beimpften Ausgangssubstraten lagen im Bereich zwischen 1,6x10® KbE/ml und
2,3x10® KbE/ml und nach Erhitzung bei 50 °C (+/-2 °C) fiir vier Stunden im Bereich zwischen 3,8x10”
KbE/ml und 9,3x10” KbE/ml und nach achtzehn Stunden bei 8,4x10% KbE/ml in Giille, bei 1,5x10° KbE/ml
in Klarschlamm und 5,3x10* KbE/ml in physiologischer Kochsalzlosung (0,9%ig). In den Kontrollproben la-
gen die Konzentrationen nach dem Versuch bei 1,2x1 0® bis 2,3x10® KbE/ml.
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Tabelle 2: Konzentrationen (KbE/ml) von EAHEC 0104:H4 in den beimpften Ausgangssubstraten zu Beginn des Versuchs, in
den Testproben nach Erhitzung auf 50 °C (+/-2 °C) fiir vier bzw. achtzehn Stunden, sowie in den Kontrollproben, ge-
lagert bei 6 °C (+/-2 °C). n.d.: nicht durchgefiihrt

Start +50 °Cfiir4h +50 °Cfiir 18 h Kontrolle +6 °C

Kochsalzldsung | 1 1,6x10° 6,3x10’ 3,0x10° 1,2x108

(0,9%) 2 n.d. 2,3x107 9,3x10? n.d.
Mittelwert 3,8x10’ 5,3x10*

Klarschlamm 1 2,3x10° 9,3x10’ 9,3x10° 2,3x10°
2 n.d. 9,3x10’ 2,3x10" n.d.
Mittelwert 9,3x10’ 1,5x10°

Giille 1 2,3x10° 9,3x10’ 7,5x10° 2,3x10°
2 n.d. 4,3x10’ 9,3x10’ n.d.
Mittelwert 6,3x10’ 8,4x10%

Aus Tabelle 3 sind die Reduktionswerte R (log) flir EAHEC 0104:H4 in den beimpften Substraten nach
Behandlung bei 50 °C (+/-2 °C) fir vier bzw. achtzehn Stunden, sowie der Kontrollproben (6 °C), im Ver-
gleich zur Ausgangsprobe ersichtlich. Die Tabelle 3 zeigt die Einzelwerte fiir die zwei Versuchsdurchgange
sowie die jeweiligen Mittelwerte. Die mittleren Reduktionswerte lagen nach vier Stunden Erhitzung auf
50 °C (+/-2 °C) bei 0,3 bzw. 0,5 bzw. 0,6 logo-Stufen und nach achtzehn Stunden bei 3,20 bzw. 3,4 bzw.
5,4 logyo-Stufen fur Klarschlamm bzw. Kochsalzlosung bzw. Giille. In den Kontrollproben bei 6 °C wurde
nur fiur Gllle eine Reduktion um 1,0 logio-Stufen nachgewiesen, in Kochsalzlosung und Klarschlamm blie-
ben die Konzentrationen unverandert. (Tabelle 3).

Tabelle 3: Reduktionswerte R (log1o) fiir EAHEC 0104:H4 in den Testproben nach Behandlung bei 50 °C (+/-2 °C) fiir vier bzw.
achtzehn Stunden, sowie in den Kontrollproben (6 °C) im Vergleich zu den Ausgangsproben. n.d.: nicht durchgefiihrt

EHAEC ‘ Versuch 50 °C*fiir4 h 50 °C*fiir 18 h Kontrolle 4 °C

Kochsalzlosung (0,9%) | 1 0,4 1,7 0,1
2 0,8 5,2 n.d.
Mittelwert 0,6 3,4

Klarschlamm 1 0,3 2,3 0
2 0,3 4 n.d.
Mittelwert 0,3 3,2

Giille 1 0,3 4,4 1
2 0,7 6,3 n.d.
Mittelwert 0,5 5,4

Erhitzungsversuch bei 53 °C (+/-2 °C):

Die Ergebnisse fur den Nachweis von EAHEC 0104:H4 nach Erhitzung der Testproben auf 53 °C (+/-2 °C)
fur vier bzw. achtzehn Stunden sind in Tabelle 4 zu sehen. Die Tabelle zeigt die Konzentrationen, dabei
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die Einzelwerte des ersten und zweiten Versuchsdurchgangs sowie deren geometrische Mittelwerte, fir
den Nachweis von EAHEC 0104:H4 in den beimpften Ausgangssubtraten (physiologische Kochsalzlosung
(0,9%ig), Klarschlamm und Giille) vor der Erhitzung, in den Testproben nach Erhitzung bei 53 °C (+/-2 °C)
fur vier Stunden bzw. achtzehn Stunden, und in den bei 6 °C (+/-2 °C) gelagerten Kontrollproben. Die
Konzentrationen (Mittelwerte) in den beimpften Ausgangssubstraten lagen im Bereich zwischen 1,7x108
KbE/ml und 3,0x10® KbE/ml und nach Erhitzung bei 53 °C (+/-2 °C) fiir vier Stunden bei 9,3x10° KbE/ml in
Kochsalzldsung, 9,9x10° KbE/ml in Klarschlamm und 1,5x10” KbE/ml in Giille. Nach achtzehn Stunden bei
53 °C (+/-2 °C) lagen die Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze von 3,0 KbE/ml in allen drei
Substraten. Die Konzentrationen in den Kontrollproben bei 6 °C lagen bei 2,3x10° bis 4,3x10® KbE/ml (Ta-
belle 4).

Tabelle 4: Konzentrationen (KbE/ml) von EAHEC 0104:H4 in den beimpften Ausgangssubstraten zu Beginn des Versuchs, in
den Testproben nach Erhitzung auf 53 °C (+/-2 °C) fiir vier bzw. achtzehn Stunden, sowie in den Kontrollproben
(6 °C). n.d.: nicht durchgefiihrt

Versuch Start 53 °Cfiir4h 53 °Cfiir 18 h | Kontrolle 4 °C

Kochsalzldsung | 1 9,3x10’ 9,3x10° <3,0 2,3x108
(0,9%) 2 2,3x10° 9,3x10° <3,0 n.d.
Mittelwert 1,7x10° 9,3x10° <3,0
Klarschlamm 1 4,3x10° 2,3x10° <3,0 4,3x10°
2 1,5x10° 4,3x10’ <3,0 n.d.
Mittelwert 3,0x10° 9,9x10° <3,0

Giille 1 2,3x10° 2,3x10’ <3,0 4,3x10°
2 4,3x10° 9,3x10° <3,0 n.d.
Mittelwert 2,5x10° 1,5x10’ <3,0

Die Reduktionswerte R (logo) fur EAHEC 0104:H4 in den Testproben nach Erhitzung auf 53 °C (+/-2 °C) fur
vier bzw. achtzehn Stunden, sowie in den Kontrollproben (+6°C), im Vergleich zur Ausgangsprobe sind aus
Tabelle 5 ersichtlich. Die Tabelle 5 zeigt die Einzelwerte fir die zwei Versuchsdurchgange sowie die je-
weiligen arithmetischen Mittelwerte. Die mittleren Reduktionswerte lagen nach vier Stunden Erhitzung auf
53 °C (+/-2 °C) bei 1,4 bzw. 2,2 bzw. 4,6 logo-Stufen und nach achtzehn Stunden bei 8,4 bzw. 8,1 bzw.
8,5 logyo-Stufen fur Klarschlamm bzw. Kochsalzlosung bzw. Giille. In den Kontrollproben bei 6 °C blieben
die Konzentrationen mehr oder weniger unverandert (Tabelle 5).

Erhitzungsversuch bei 60 °C (+/-2°C):

Die Tabelle 6 veranschaulicht die Ergebnisse fur den Nachweis von EAHEC 0104:H4 in den Ausgangsproben,
den Testproben nach Erhitzung auf 60 °C (+/-2 °C) fur ein, zwei bzw. vier Stunden und in den Kontrollpro-
ben. Dabei zeigt die Tabelle 6 die Konzentrationen, sowohl die Einzelwerte des ersten, zweiten und drit-
ten Versuchsdurchgangs als auch deren geometrische Mittelwerte. Die Mittelwerte der Konzentrationen in
den Ausgangssubstraten lagen im Bereich zwischen 3,7x10® KbE/ml und 1,3x10° KbE/ml. Nach Erhitzung
bei 60 °C (+/-2 °C) fiir eine Stunde befanden sich die Konzentrationen bei 6,0x10? KbE/ml in Gille,
6,1x10° KbE/ml in Kochsalzlésung und in Kldrschlamm bei 9,7x10* KbE/ml. Nach zwei Stunden bei

60 °C(+/-2 °C) lagen die Konzentrationen bei 4,8x10" KbE/ml in Kochsalzlosung, bei 9,6x10" KbE/ml in
Klarschlamm und unterhalb der Nachweisgrenze von 3,0 KbE/ml in Giille. Nach vier Stunden Erhitzung
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lagen die Konzentrationen in allen Substraten unterhalb der Nachweisgrenze. Die Konzentrationen in den

Kontrollproben bei 6 °C lagen bei 2,3x10® bis 4,3x10® KbE/ml (Tabelle 6).

Tabelle 5:

bzw. achtzehn Stunden, sowie den Kontrollproben (6 °C). n.d.: nicht durchgefiihrt

Reduktionswerte R (log1o) in den Ausgangsproben, den Testproben nach Behandlung bei 53 °C (+/-2 °C) fiir vier

+53° C (+/-2 °C) fiir 4 h

53 °C (+/-2 °C) fiir 18 h

Kontrolle +6 °C

Kochsalzlo- 1 2,0 7,9 -0,4
sung (0,9%) ) 2.3 8,3 0
Mittelwert 2,2 8,1 -0,2
Klarschlamm 1 2,2 8,6 0
2 0,5 8,1 -0,5
Mittelwert 1,4 8,4 -0,2
Gille 1 1,0 8,3 -0,3
2 1,6 8,6 0
Mittelwert 1,3 8,5 -0,1
Tabelle 6: Konzentrationen (KbE/ml) von EAHEC 0104:H4 in den beimpften Ausgangssubstraten zu Beginn des Versuchs, in

den Testproben nach Erhitzung auf 60 °C (+/-2 °C) fiir 4 bzw. 18 Stunden, sowie in den Kontrollproben (6 °C). n.d.:
nicht durchgefiihrt. n.d.: nicht durchgefiihrt

‘ Versuch Start

+60 °C fiir th  +60 °Cfir2h +60 °Cfir4h Kontrolle4 °C
Kochsalz- | 1 4,3x10° 2,3x10* n.d. <3,0 2,1x10°
tgsgjf’ 2 9,3x10° 2,3x10" 2,3x10° <3,0 n.d.
3 4,3x10% 4,3x10% <3,0 <3,0 n.d.

Mittelwert | 1,2x10° 6,1x10° 4,8x10' <3,0
Klar- 1 2,3x10° 2,3x10° n.d. <3,0 2,3x10°
schlamm |, 9,3x107 9,3x10* 9,3x10° <3,0 n.d.
3 2,3x108 4,3x10* <3,0 <3,0 n.d.

Mittelwert | 3,7x108 9,7x10* 9,6x10' <3,0
Giille 1 2,3x10° 2,3x10* n.d. <3,0 2,3x10°
2 9,3x10” <3,0 <3,0 <3,0 n.d.
3 2,3x108 9,3x10° <3,0 <3,0 n.d.

Mittelwert | 3,7x108 6,0x10? <3,0 <3,0

In Tabelle 7 werden die Reduktionswerte R (logyo), sowohl die Einzelwerte fur die drei Versuchsdurchgange
als auch die jeweiligen arithmetischen Mittelwerte fuir EAHEC 0104:H4 nach Behandlung bei 60 °C (+/-2 °C)
gezeigt. Die Reduktionswerte R (logyo) in den Testproben nach Erhitzung auf 60 °C (+/-2 °C) fur eine Stun-
de lagen bei 3,5 logqo-Stufen fur Klarschlamm, 5,2 logqo-Stufen fiir Kochsalzlosung und 5,7 logqo-Stufen fur
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Gille. Die mittleren Reduktionswerte nach zwei Stunden Erhitzung sind 6,1 bzw. 7,1 bzw. 8,1 fur Klar-
schlamm bzw. Kochsalzlosung bzw. Giille und nach vier Stunden 8,5 logqo-Stufen fir Klarschlamm und Gul-
le bzw. 9,0 logqo-Stufen fiir Kochsalzlosung. Fiir die Kontrollproben bei 6 °C sind Reduktionswerte von 1,0
bis 1,3 logo-Stufe in allen Substraten ersichtlich. Die Tabelle verdeutlicht, dass bereits nach einer Stunde
Erhitzung bei 60 °C (+/-2 °C) in Gllle und Kochsalzlosung eine Reduktion um mehr als fiinf logo-Stufen
erreicht wird. Nach zwei Stunden wurde in allen Substraten eine Reduktion von mindestens sechs logo-
Stufen erreicht (Tabelle 7).

Erhitzungsversuch bei 70 °C (+/-2 °C)

In den Erhitzungsversuchen bei 70 °C (+/-2 °C) fir eine Stunde lagen die Konzentrationen in allen drei
Wiederholungen nach der Erhitzung unterhalb der Nachweisgrenze von 3,0 KbE/ml. Es wurden Redukti-
onswerte von 8,1 logyo-Stufen in Klarschlamm und Giille und 8,2 logso-Stufen in Kochsalzlosung erreicht
(Abbildung 1).

Tabelle 7: Reduktionswerte R (log1o) fiir die Ausgangsproben, die Testproben nach Behandlung bei 60 °C (+/-2 °C) fiir eine,
zwei bzw. vier Stunden, sowie die Kontrollproben (6 °C). n.d.: nicht durchgefiihrt

60 °C fiir 1h 60 °Cfir2h 60 °Cfiir 4 h | Kontrolle 4 °C

Kochsalzlosung | 1 5,3 n.d. 9,6 1,3

(0,9%) 2 4,6 5,6 9,0 n.d.
3 6,0 8,6 8,6 n.d
Mittelwert 5,3 7,1 9,1

Klarschlamm 1 4,0 n.d. 9,4 1,0
2 3,0 4,0 8,0 n.d.
3 3,7 8,4 8,4 n.d.
Mittelwert 3,6 6,2 8,6

Giille 1 5,0 n.d. 9,4 1,0
2 8,0 8,0 8,0 n.d.
3 4,4 8,4 8,4 n.d.
Mittelwert 5,8 8,2 8,6
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Abbildung 1: Mittlere Reduktionswerte R (log1o) fiir EAHEC 0104:H4 in Klarschlamm, Giille und physiologischer Kochsalzlosung
nach Erhitzung bei unterschiedlichen Temperatur-/Zeitkombinationen aus allen Versuchsdurchgangen.

Zusammenfassung

In Abbildung 1 sind die mittleren (arithmetischer Mittelwert) Reduktionswerte R (logyo) in Bezug auf die
Ausgangskonzentrationen fir EAHEC 0104:H4 in den beimpften Substraten, physiologische Kochsalzlosung,
Klarschlamm und Giille, nach thermischer Behandlung bei 50 °C (+/-2 °C) fur vier und achtzehn Stunden,
bei 53 °C (+/-2 °C) fur vier und achtzehn Stunden, bei 60 °C (+/-2 °C) fur ein, zwei und vier Stunden und
bei 70 °C (+/-2 °C) fur eine Stunde dargestellt. Bei 50 °C (+/-2 °C) fur vier Stunden wurde nur eine gerin-
ge Reduktion von ca. 0,5 logo-Stufen in den drei Substraten erreicht. Eine Behandlung bei 53 °C (+/-2 °C)
fur vier Stunden ergab eine etwas hohere Reduktion von ca. 1,5 bis 2 logqo-Stufen. Fur eine Behandlungs-
dauer von 18 Stunden wurde bei 50 °C (+/-2 °C) eine Reduktion von ca. 3 logqo-Stufen in Kochsalzlosung
und Klarschlamm sowie von 5 logqo-Stufen in Giille erreicht und bei 53 °C (+/-2 °C) eine hohere Reduktion
um 8 logyo-Stufen in allen Substraten. Bei 60 °C (+/-2 °C) wurden durch eine einstiindige Behandlung Re-
duktionen von 3 bis 6 logo-Stufen und bei einer zweistiindiger Behandlung Reduktionen von 6 bis 8 logq-
Stufen nachgewiesen. Nach einer Erhitzung auf 60 °C (+/-2 °C) fir vier Stunden und auf 70 °C (+/-1 °C)
fur eine Stunde wurden Reduktionswerte von mehr als 8,0 logo-Stufen in allen Substraten erreicht (Abbil-
dung 1).

Escherichia co/i DSM-Stamm 682:

Erhitzungsversuch bei 50 C ° (+/-2 °C):

Die Konzentrationen flir den Nachweis von Escherichia coli DSM 682 fur die Erhitzungsversuche bei 50 °C
(+/-2 °C) sind in Tabelle 8, sowohl als Einzelwerte des ersten und zweiten Versuchsdurchgangs als auch
deren geometrische Mittelwerte, fur die beimpften Ausgangssubstrate Klarschlamm, Giille und physiologi-
sche Kochsalzlosung (0,9%ig) dargestellt. Die Konzentrationen (Mittelwerte) in den beimpften Ausgangssub-
straten liegen im Bereich zwischen 1,6x10® KbE/ml und 2,3x108 KbE/ml. Nach Erhitzung bei 50 °C (+/-2 °C) fiir
vier Stunden sind Konzentrationen von 2,8x10° KbE/ml in Kochsalzlosung, 6,3x10” KbE/ml in Giille und
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1,5x10® KbE/ml in Klarschlamm ersichtlich. Nach achtzehn Stunden Erhitzung lagen die Konzentrationen
bei 5,3x10* KbE/ml in Kochsalzlosung (0,9%ig), bei 2,9x10" KbE/ml in Kldrschlamm und 3,1x10? KbE/ml in
Giille. Konzentrationen von 1,5x10® KbE/ml in Klarschlamm, 4,3x10” KbE/ml in Giille sowie von 1,2x10®
KbE/ml sind in den Kontrollproben bei 6 °C nach dem Versuch festzustellen (Tabelle 8).

Tabelle 8:

Konzentrationen (KbE/ml) von Escherichia coliDSM 682 in den beimpften Ausgangssubstraten zu Beginn des Ver-

suchs, in den Testproben nach Erhitzung auf 50 °C (+/-2 °C) fiir vier bzw. achtzehn Stunden, sowie in den Kontroll-

proben (6 °C). n.d.: nicht durchgefiihrt

—

Versuch Start 50 °Cfiir4h 50 °Cfiir 18 h | Kontrolle 6 °C

Kochsalzlosung | 1 1,6x10° 8,5x10° 3,0x10° 1,2x108

(0,9%) 2 n.d. 9,3x10° 9,3x10’ n.d.
Mittelwert 1,6x10° 2,8x10° 5,3x10*

Klarschlamm 1 2,3x10° 9,3x10’ 9,3x10’ 1,5x10°
2 n.d. 2,3x10° 9,2 n.d.
Mittelwert 2,3x10° 1,5x10° 2,9x10’

Giille 1 2,3x10° 4,3x10’ 2,3x10° 4,3x10’
2 n.d. 9,3x10’ 4,3x10' n.d.
Mittelwert 2,3x10° 6,3x10’ 3,1x10?

Die Reduktionswerte R (logqo), sowohl die Einzelwerte der zwei Versuchsdurchgange als auch die jeweili-
gen Mittelwerte, sind in Tabelle 9 fiir Escherichia coli DSM 682 dargestellt. Die Mittelwerte fiir die beimpf-
ten Substrate nach Behandlung bei 50 °C (+/-2 °C) fur vier Stunden lagen bei 0,2 bzw. 0,5 logo-Stufen in
Klarschlamm bzw. Giille und bei 1,7 logo-Stufen in Kochsalzlosung. Nach der Behandlung bei 50 °C (+/-2 °C)
uber achtzehn Stunden sind Konzentrationen von 6,3 logyo-Stufen in Kochsalzlosung, 6,9 log-Stufen in
Klarschlamm und 5,8 logo-Stufen in Glille feststellbar. In den Kontrollproben bei 6 °C liegen Reduktions-
werte von 0,1 bis 0,7 log-Stufen vor (Tabelle 9).

Tabelle 9:

Reduktionswerte R (log1o) fiir Escherichia coliDSM 682 in den Ausgangsproben, den Testproben nach Behandlung

bei 50 °C (+/-2 °C) fiir vier bzw. achtzehn Stunden, sowie in den Kontrollproben (6 °C). n.d.: nicht durchgefiihrt

E. coli Versuch ‘

50 °C*fiir4 h

50 °C*fiir 18 h

Kontrolle 6 °C

Kochsalzlosung | 1 1,2 4,5 0,5

(0,9%) 2 2,2 8,2 n.d.
Mittelwert 1,7 6,3

Klarschlamm 1 0,3 6,3 0,1
2 0 7,4 n.d.
Mittelwert 0,2 6,9

Giille 1 0,7 5,0 0,7
2 0,3 6,7 n.d,
Mittelwert 0,5 5,8
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Erhitzungsversuch bei 53 °C (+/-2 °C):

Die Ergebnisse, sowohl die Einzelwerte des ersten und zweiten Versuchsdurchgangs als auch deren Mittel-
werte, fur den Nachweis von Escherichia coli DSM 682 nach Erhitzung der Testproben auf 53 °C (+/-2 °C)
fur vier bzw. achtzehn Stunden sind in Tabelle 10 dargestellt. Die Konzentrationen (Mittelwerte) in den
beimpften Ausgangssubstraten lagen im Bereich zwischen 1,6x10® KbE/ml und 5,2x10® KbE/ml in den drei
Substraten. Nach der Erhitzung auf 53 °C (+/-2 °C) fiir vier Stunden lagen die Konzentrationen bei 4,8x10'
KbE/ml in Klarschlamm, 4,8 KbE/ml in Giille und 9,9x10* KbE/ml in Kochsalzldsung. Aus der Tabelle 10 ist
ersichtlich, dass die Konzentrationen nach achtzehn Stunden bei 53 °C (+/-2 °C) unterhalb der Nachweis-
grenze von 3,0 KbE/ml in allen drei Substraten lagen. Die Konzentrationen in den Kontrollproben liegen im
Bereich zwischen 9,3x10” und 1,5x10% KbE/ml (Tabelle 10).

Tabelle 10:  Konzentrationen (KbE/ml) von Escherichia coliDSM 682 in den beimpften Ausgangssubstraten zu Beginn des Ver-
suchs, in den Testproben nach Erhitzung auf 53 °C (+/-2 °C) fiir vier bzw. achtzehn Stunden, sowie in den Kontroll-
proben (6 °C). n.d.: nicht durchgefiihrt

Versuch Start 53 °Cfiir4h 53 °Cfiir 18 h | Kontrolle 4 °C

Kochsalzlésung | 1 4,3x10° 4,3x10° <3,0 9,3x10’
(0,9%) 2 7,5x10° 2,3x10? <3,0 n.d.
Mittelwert 5,2x10° 9,9x10° <3,0
Klarschlamm 1 4,3x10° 2,3x10° <3,0 1,5x10°
2 4,3x10’ <3,0 <3,0 n.d.
Mittelwert 1,6x10° 4,8x10' <3,0

Giille 1 9,3x10’ 2,3x10" <3,0 9,3x10’
2 9,3x10° <3,0 <3,0 n.d.
Mittelwert 2,4x10° 4,8 <3,0

Die Reduktionswerte R (log) fur Escherichia coli DSM 682 in den Testproben nach Erhitzung auf 53 °C (+/-
2 °C) fur vier bzw. achtzehn Stunden, sowie in den Kontrollproben (4 °C), im Vergleich zur Ausgangsprobe
sind aus Tabelle 11 ersichtlich. Die Tabelle zeigt die Einzelwerte fiir die zwei Versuchsdurchgange sowie
die jeweiligen Mittelwerte. Die mittleren Reduktionswerte lagen nach vier Stunden Erhitzung bei 6,5 bzw.
5,7 bzw. 7,7 logo-Stufen und nach achtzehn Stunden bei 8,2 bzw. 8,7 bzw. 8,3 logo-Stufen fur Klar-
schlamm bzw. Kochsalzlosung bzw. Gulle. In den Kontrollproben sind Reduktionswerte im Bereich zwi-
schen 0 bis 0,66 logyo-Stufe fir die drei getesteten Substrate zu sehen (Tabelle 11).

Erhitzungsversuch bei 60 °C (+/-2 °C):

Die Tabelle 12 veranschaulicht die Ergebnisse, die Einzelwerte des ersten, zweiten und dritten Versuchs-
durchgangs sowie deren Mittelwerte, fir den Nachweis von Escherichia coli DSM 682 in den Testproben
nach Erhitzung auf 60 °C (+/-1 °C) fur ein, zwei bzw. vier Stunden. Die geometrischen Mittelwerte der
Konzentrationen in den Ausgangssubstraten lagen im Bereich zwischen 9,3x10” KbE/ml und

1,1x10® KbE/ml. Die Tabelle zeigt fiir die Testproben nach Erhitzung auf 60 °C (+/-2 °C) fiir eine Stunde
Konzentrationen von 1,7x10" KbE/ml in Klarschlamm, 8,4x10" KbE/ml in Kochsalzlosung und in Giille von
3,2 KbE/ml. Nach zwei bzw. vier Stunden Erhitzung lagen die Konzentrationen in allen Substraten unter-
halb der Nachweisgrenze. Die Konzentrationen in den Kontrollproben bei 6 °C lagen bei 9,3x107 bis
2,3x108 KbE/ml (Tabelle 12).

56



Klarschlammbhygiene

Tabelle 11:  Reduktionswerte R (log1o) fiir £scherichia co/iDSM 682 in den Ausgangsproben, den Testproben nach Behandlung
bei 53 °C (+/-2 °C) fiir vier bzw. achtzehn Stunden, sowie in den Kontrollproben (6 °C). n.d.: nicht durchgefiihrt

‘ Versuch ‘ 53 °C (+/-1 °C)fir4h 53 °C (+/-1 °C)fiir 18 h  Kontrolle 6 °C

Kochsalzlosung | 1 5,0 8,6 0,7
(0,9%) 2 6,5 9,0 n.d.
Mittelwert 5,7 8,7
Klarschlamm 1 5,3 8,6 0,5
2 7,6 7,6 n.d.
Mittelwert 6,5 8,2

Giille 1 6,6 8,0 0
2 9,0 9,0 n.d.
Mittelwert 7,7 8,4

Tabelle 12:  Konzentrationen (KbE/ml) von Escherichia co/iDSM 682 in den beimpften Ausgangssubstraten zu Beginn des Ver-
suchs, in den Testproben nach Erhitzung auf 60 °C (+/-2 °C) fiir vier bzw. achtzehn Stunden, sowie in den Kontroll-
proben (6 °C). n.d.: nicht durchgefiihrt

Versuch Start 60 °Cfiirth 60 °Cfir2h 60 °Cfir4h Kontrolle 6 °C

Kochsalz- | 1 1,2x10° 2,3x10° n.d. <3,0 9,3x10’

t‘(’)s;:f 2 7,2x107 1,4x10° <3,0 <3,0 n.d.
3 1,5x10° <3,0 <3,0 <3,0 n.d.
Mittelwert 1,1x10° 8,4x10" <3,0 <3,0

Klar- 1 9,3x10’ 3,6 n.d. <3,0 2,3x10®

schlamm | 3,8x107 4,3x10% <3,0 <3,0 n.d.
3 1,5x10° 3,6 <3,0 <3,0 n.d.
Mittelwert 9,3x10’ 1,7x10’ <3,0 <3,0

Giille 1 1,5x10° 3,6 n.d. <3,0 2,1x10°
2 4,3x10’ 9,2 <3,0 <3,0 n.d.
3 2,3x10° <3,0 <3,0 <3,0 n.d.
Mittelwert 1,1x10° 3,2 <3,0 <3,0
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Tabelle 13:  Reduktionswerte R (log1o) fiir £scherichia co/iDSM 682 in den Ausgangsproben, den Testproben nach Behandlung
bei 60 °C (+/-2 °C) fiir vier bzw. achtzehn Stunden, sowie den Kontrollproben (6 °C). n.d.: nicht durchgefiihrt

Versuch 60 °Cfirth 60 °Cfir4h 60 °Cfiir 18 h | Kontrolle 6 °C

Kochsalzlosung | 1 5,4 n.d. 8,0 0,1

(0,9%) 2 4,7 7,8 7,8 n.d.
3 8,1 8,1 8,1 n.d
Mittelwert 6,1 8,0 8,0

Klarschlamm 1 7,4 n.d. 7,9 -0,4
2 4,9 7,5 7,5 n.d.
3 7,8 8,3 8,3 n.d.
Mittelwert 6,7 7,9 7,9

Giille 1 7,6 n.d. 8,1 -0,2
2 6,6 7,6 7,6 n.d.
3 8,3 8,3 8,3 n.d.
Mittelwert 7,5 8,1 8,1

Erhitzungsversuch bei 70 °C (+/-2 °C):

In den Erhitzungsversuchen bei 70 °C (+/-2 °C) wurden die Testproben der Temperatur eine Stunde ausge-
setzt. In allen drei Wiederholungen waren die Konzentrationen nach der Erhitzung unterhalb der Nach-
weisgrenze von 3,0 KbE/ml. Aus Abbildung 2 geht hervor, dass Reduktionswerte von 8,0 logqo-Stufen in
Klarschlamm, 8,4 logo-Stufen in Gllle und 7,9 logo-Stufen in Kochsalzlosung erreicht werden.

Zusammenfassung

In Abbildung 2 sind die mittleren Reduktionswerte R (logyo) flir Escherichia coli DSM 682 in Bezug auf die
Ausgangskonzentrationen der beimpften Substrate (physiologische Kochsalzlosung, Klarschlamm und Giille)
nach thermischer Behandlung bei 50 °C (+/-2 °C) bzw. 53 °C (+/-2 °C) fur vier bzw. achtzehn Stunden, bei
60 °C (+/-2 °C) fur ein, zwei und vier Stunden und bei 70 °C (+/-2 °C) fur eine Stunde dargestellt (Abbil-
dung 2).

Escherichia coli DSM 682 erwies sich als weniger hitzeresistent als EAHEC 0104:H4. Nach vier Stunden Be-
handlungsdauer bei 50 °C (+/-2 °C) wurde nur eine geringe Reduktion von 50 erreicht. Bereits bei 50 °C
(+/-2 °C) fur 18 Stunden und 53 °C (+/-2 °C) fur vier Stunden wurden relativ hohe Reduktionen von ca. 6
bis 8 logo-Stufen nachgewiesen. Bei achtzehnstundiger Behandlung bei 53 °C (+/-2 °C) lag eine Reduktion
um mehr als 8 log-Stufen in allen Substraten vor. Bei der Erhitzung auf 60 °C (+/-2 °C) fuhrte eine ein-
stundige Behandlung zu Reduktionen von ca. 6 bis 7,5 logqo-Stufen; bei zweistundiger oder vierstiindiger
Behandlung zu Reduktionen von ca. 8 log-Stufen in allen Substraten. Auch nach Erhitzung auf 70 °C (+/-
2 °C) fur eine Stunde wurden Reduktionen von ca. 8 logqo-Stufen in allen Substraten erreicht (Abbildung
2).
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Abbildung 2:  Mittlere Reduktionswerte R (loguo) filr Escherichia co/iDSM 682 in Klarschlamm, Giille und physiologischer Koch-
salzlosung nach Erhitzung bei unterschiedlichen Temperatur-/Zeitkombinationen aus allen Versuchsdurchgangen

Monophasische Variante (04;[5],12:i:-) der Sa/monella Serovar Typhimurium DT120

Erhitzungsversuch bei 50 °C (+/-2 °C):

Die Konzentrationen fiir den Nachweis von Salmonella Typhim. DT120 (monoph.) fir die Erhitzungsversu-
che bei 50 °C (+/-2 °C) sind in Tabelle 14 als Einzelwerte des ersten und zweiten Versuchsdurchgangs so-
wie deren Mittelwerte dargestellt. Die mittleren Konzentrationen in den beimpften Ausgangssubstraten
lagen im Bereich zwischen 1,7x10% KbE/ml und 4,3x10® KbE/ml. Nach Erhitzung bei 50 °C (+/-2 °C) fiir vier
Stunden zeigt die Tabelle Konzentrationen im Bereich zwischen 2,2x10” KbE/ml und 4,3x10” KbE/ml und
nach achtzehn Stunden von 9,3x10? KbE/ml in Giille, von 9,4x10° KbE/ml in Klarschlamm und 1,5x10°
KbE/ml in Kochsalzlosung (0,9%ig). Konzentrationen von 2,3x10” KbE/ml in Klarschlamm, 9,3x10” KbE/ml
in Giille sowie von 7,4x10® KbE/ml waren in den Kontrollproben nach dem Versuch festzustellen (Tabelle
14).

Die Reduktionswerte R (logo), sowohl die Einzelwerte der zwei Versuchsdurchgange als auch die jeweili-
gen Mittelwerte, sind in Tabelle 15 fur S. Typhimurium DT120 (monoph.) dargestellt. Die Mittelwerte fir
die beimpften Substrate nach Behandlung bei 50 °C (+/-2 °C) fur vier Stunden lagen bei 0,8 bis 0,9 logo-
Stufen und nach Behandlung fur achtzehn Stunden bei 3,0 logqo-Stufen in Kochsalzlosung, 4,6 log-Stufen
in Klarschlamm und 5,6 logqo-Stufen in Gille. Demgegeniiber zeigten die Kontrollproben Reduktionswerte
von -0,6 logyo-Stufen in Kochsalzlosung, 1,2 logqo-Stufen fur Klarschlamm und 0,6 log,o-Stufen fur Gille
(Tabelle 15).
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Tabelle 14:  Konzentrationen (KbE/ml) von Sal/monel/aTyphim. DT120 (monoph.) in den beimpften Ausgangssubstraten zu Be-
ginn des Versuchs, in den Testproben nach Erhitzung auf 50 °C (+/-2 °C) fiir vier bzw. achtzehn Stunden, sowie in
den Kontrollproben (6 °C). n.d.: nicht durchgefiihrt

S. Typhim. DT  Versuch Start 50 °Cfir4h 50 °Cfiir 18 h | Kontrolle 6 °C

120

Kochsalzlgsung | 1 1,7x10° 6,2x10’ 5,0x10° 7,4x10°

(0,9%) 2 n.d. 7,5x10° 4,3x10* n.d.
Mittelwert 1,7x10° 2,2x10’ 1,5x10°

Klarschlamm 1 4,3x10° 9,3x10’ 3,8x10° 2,3x107
2 n.d. 4,3x10’ 2,3x10° n.d.
Mittelwert 4,3x10° 4,6x10’ 9,4x10°

Giille 1 4,3x10° 9,3x10’ 9,3x10* 9,3x10’
2 n.d. 2,3x10’ 9,2 n.d.
Mittelwert 4,3x10° 4,6x10’ 9,3x10?

Tabelle 15:  Reduktionswerte R (logo) fiir Sa/monellaTyphim. DT120 (monoph.) in den Ausgangsproben, den Testproben nach
Behandlung bei 50 °C (+/-2 °C) fiir 4 bzw. 18 Stunden, sowie in den Kontrollproben (6 °C). n.d.: nicht durchgefiihrt

S. Typhim. DT120 Versuch 50 °C* fiir 4 h 50 °C* fiir 18 h Kontrolle 6 °C
Kochsalzlosung 1 0,4 2,5 -0,6
(0,9%) 2 1,4 3,6 n.d.
Mittel 0.9 3.0
wert
Klarschlamm 1 0,7 3,0 1,3
2 1,0 6,3 n.d.
Mittel 0.8 47
wert
Giille 1 0,7 3,7 0,7
2 1,3 7,7 n.d,
Mittel- 1.0 5.7
wert

Erhitzungsversuch bei 53 °C

Die Ergebnisse der Konzentrationen fiir den Nachweis von Salmonella Typhim. DT120 (monoph.) nach Er-
hitzung der Testproben auf 53 °C (+/-2 °C) fur vier bzw. achtzehn Stunden sind in Tabelle 16 in Form der
Einzelwerte des ersten und zweiten Versuchsdurchgangs sowie als deren Mittelwerte dargestellt. Die Kon-
zentrationen (Mittelwerte) in den beimpften Ausgangssubstraten lagen im Bereich zwischen

9,3x10” KbE/ml und 1,7x10® KbE/ml fiir die drei Substrate. Aus der Tabelle werden Konzentrationen zwi-
schen 2,0x10° KbE/ml und 4,3x10° KbE/ml fiir die Testproben nach Erhitzung bei 53 °C (+/-2 °C) fiir vier
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Stunden ersichtlich. Nach achtzehnstindiger Erhitzung lagen die Konzentrationen unterhalb der Nachweis-
grenze von 3,0 KbE/ml in allen drei Substraten. Die Konzentrationen in den Kontrollproben bei 6 °C lagen
im Bereich zwischen 2,3x10 und 4,3x10% KbE/ml (Tabelle 16).

Die Reduktionswerte R (logq) fuir Salmonella Typhim. DT120 (monoph.) in den Testproben nach Erhitzung
auf 53 °C (+/-2 °C) fir vier bzw. achtzehn Stunden, sowie in den Kontrollproben (6 °C), im Vergleich zur
Ausgangsprobe sind in Tabelle 17 als Einzelwerte sowie deren Mittelwerte dargestellt. Die mittleren Re-
duktionswerte lagen nach vier Stunden Erhitzung auf 53 °C(+/-2 °C) zwischen 4,6 und 4,8 logo-Stufen und
nach achtzehn Stunden bei 7,9 und 8,2 log,-Stufen in allen drei Substraten. In den Kontrollproben bei 6 °C
blieben die Konzentrationen mehr oder weniger konstant (Tabelle 17).

Tabelle 16:  Konzentrationen (KbE/ml) von Sa/monel/aTyphim. DT120 (monoph.) in den beimpften Ausgangssubstraten zu Be-
ginn des Versuchs, in den Testproben nach Erhitzung auf 53 °C (+/-2 °C) fiir 4 bzw. 18 Stunden, sowie in den Kon-
trollproben (6 °C). n.d.: nicht durchgefiihrt

Start 53 °Cfiir4h 53 °Cfiir 18 h | Kontrolle 6 °C

Kochsalzlésung | 1 2,3x10° 9,3x10’ <3,0 2,3x10°
(0,9%) 2 9,3x10’ 4,3x10" <3,0 n.d.
Mittelwert 1,7x10° 2,0x10° <3,0
Klarschlamm 1 1,5x10° 4,3x10° <3,0 4,3x10°
2 2,3x10° 4,3x10° <3,0 n.d.
Mittelwert 1,9x10° 4,4x10° <3,0

Giille 1 9,3x10’ 4,3x10* <3,0 9,3x10’
2 9,3x10’ 9,3x10" <3,0 n.d.
Mittelwert 9,3x10’ 2,3x10° <3,0

Tabelle 17:  Reduktionswerte R (log1o) fiir Sa/monellaTyphim. DT120 (monoph.) in den Ausgangsproben, den Testproben nach
Behandlung bei 53 °C (+/-2 °C) fiir vier bzw. achtzehn Stunden, sowie den Kontrollproben (6 °C). n.d.: nicht durch-

gefiihrt

S. Typhim. | Versuch 53 °C (+/-1 °C)fir4h 53 °C (+/-1 °C) fiir 18 h Kontrolle 6 °C

DT120

Kochsalz- 1 6,4 8,4 0

tgsgjf’ 2 3,3 8,0 n.d.
Mittelwert 4,9 8,2

Klar- 1 4,5 8,2 -0,5

schlamm | , 4,7 8,4 n.d.
Mittelwert 4,6 8,3

Giille 1 3,3 8,0 0
2 6,0 8,0 n.d.
Mittelwert 4,7 8,0
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Erhitzungsversuch bei 60 °C (+/-2 °C):

Die Konzentrationen, sowohl die Einzelwerte des ersten, zweiten und dritten Versuchsdurchgangs als auch
deren Mittelwerte, fur den Nachweis von Salmonella Typhim. DT120 (monoph.) in den Erhitzungsversuchen
bei 60 °C (+/-2 °C) sind in Tabelle 18 dargestellt. Dabei zeigt die Tabelle 18 die Konzentrationen in den
Ausgangssubtraten vor der Erhitzung, in den Testproben nach Behandlung bei 60 °C (+/-2 °C) fir eine
Stunde, zwei Stunden bzw. vier Stunden, und in den Kontrollproben (6 °C). Die Mittelwerte der Konzentra-
tionen in den Ausgangssubstraten lagen im Bereich zwischen 1,5x10® KbE/ml und 2,1x10® KbE/ml. Nach
Erhitzung bei +60 °C (+/-2 °C) fiir eine Stunde befanden sich die Konzentrationen bei 2,0x10° KbE/ml in
Kochsalzldsung, 1,3x10? KbE/ml in Klarschlamm und bei 2,2x10" KbE/ml in Giille. Nach Erhitzung auf 60 °C
(+/-2 °C) fur zwei bzw. vier Stunden lagen die Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze von

3,0 KbE/ml in allen drei Substraten. Die Konzentrationen in den Kontrollproben lagen bei 2,3x10 bis
4,3x10” KbE/ml (Tabelle 18).

Tabelle 18:  Konzentrationen (KbE/ml) von Sa/monel/aTyphim. DT120 (monoph.) in den beimpften Ausgangssubstraten zu Be-
ginn des Versuchs, in den Testproben nach Erhitzung auf 60 °C (+/-2 °C) fiir vier bzw. achtzehn Stunden, sowie in
den Kontrollproben (+6 °C). n.d.: nicht durchgefiihrt

60 °Cfir2h 60 °Cfiir4h | Kontrolle 6 °C

Kochsalz- 1 4,3x10’ 9,3x10° <3,0 <3,0 4,3x10’

tgsgjf 2 9,3x10° 4,3x10° <3,0 <3,0 n.d.
3 2,3x108 2,3x10? <3,0 <3,0 n.d.
Mittelwert | 2,1x10® 2,0x10° <3,0 <3,0

Klar- 1 9,3x10” 4,3x10% <3,0 <3,0 2,3x10’

schlamm | 1,5x10° 2,3x10° <3,0 <3,0 n.d.
3 2,3x108 <3,0 <3,0 <3,0 n.d.
Mittelwert | 1,5x108 1,3x10% <3,0 <3,0

Giille 1 1,5x108 2,3x10? <3,0 <3,0 4,3x10’
2 9,3x10” 2,3x10' <3,0 <3,0 n.d.
3 4,3x10% <3,0 <3,0 <3,0 n.d.
Mittelwert | 1,8x10® 2,2x10' <3,0 <3,0

In Tabelle 19 sind die Reduktionswerte R (logyg), sowohl die Einzelwerte fir die drei Versuchsdurchgange
als auch die jeweiligen Mittelwerte, fur Salmonella Typhim. DT120 (monoph.) nach Behandlung bei 60 °C
(+/-2 °C) gezeigt. Die Reduktionswerte R (logqo) in den Testproben nach Erhitzung auf 60 °C (+/-2 °C) fur
eine Stunde lagen bei 5,0 logqo-Stufen in Kochsalzlosung, 6,1 logqe-Stufen fir Klarschlamm und 7,0 logqo-
Stufen fur Giille. Die mittleren Reduktionswerte nach zweistiindiger Erhitzung lagen bei 8,2 bzw. 8,6 bzw.
8,3 logjo-Stufen fur Klarschlamm bzw. Kochsalzlosung bzw. Gllle und nach vier Stunden 8,3 logqo-Stufen
fur Kochsalzlosung, 8,1 logo-Stufen fur Klarschlamm und 8,2 logy,-Stufen fur Gille. Fur die Kontrollproben
wurden Reduktionswerte zwischen 0 und 0,6 logo-Stufen fur die Substrate festgestellt. Die Tabelle 19
zeigt, dass bereits nach eine Stunde bei 60 °C (+/-2 °C) in allen Substraten eine Reduktion um 5 log;,-
Stufen oder mehr erreicht wird. Nach zwei bzw. vier Stunden ist in allen Substraten eine Reduktion von
mindestens 8 logo-Stufen erreicht (Tabelle 19).
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Erhitzungsversuch bei 70 °C

Aus Abbildung 3 geht hervor, dass in den Erhitzungsversuchen bei 70 °C (+/-2 °C) fiir eine Stunde in allen
drei Wiederholungen die Konzentrationen fiir den Nachweis von Salmonella Typhim. DT120 (monoph.)
nach der Erhitzung unterhalb der Nachweisgrenze von 3,0 KbE/ml lagen und Reduktionswerte von

8,1 logo-Stufen in Klarschlamm und Gulle und 8,2 logyo-Stufen in Kochsalzlosung erreicht wurden.

Zusammenfassung

Die mittleren Reduktionswerte R (logyo) fur Salmonella Typhim. DT120 (monoph.) in Bezug auf die Aus-
gangskonzentrationen flr die beimpften Substrate nach thermischer Behandlung bei 50 °C (+/-2 °C) bzw.
53 °C (+/-2 °C) fur vier und achtzehn Stunden, bei 60 °C (+/-2 °C) fir ein, zwei und vier Stunden und bei
70 °C (+/-2 °C) fur eine Stunde sind in Abbildung 3 zusammengefasst.

Bei 50 °C (+/-2 °C) fiir vier Stunden wurde nur eine geringe Reduktion von ca. 1 logyo-Stufe erreicht. Bei

50 °C (+/-2 °C) fur 18 Stunden und 53 °C (+/-2 °C) fiir vier Stunden wurden vergleichbare Reduktionen
von ca. 3 bis 5 logyo-Stufen nachgewiesen. Die Reduktionen bei +60 °C (+/-2 °C) fir eine Stunde betrugen
5 bis 8 logo-Stufen. Bei allen anderen Behandlungen (53 °C fiir 18 h, 60 °C fir 2 und 4 h, 70 °C fiir 1 h)
Reduktionen von ca. 8 logqo-Stufen in allen Substraten erreicht (Abbildung 3).

Tabelle 19:  Reduktionswerte R (log1o) fiir Sa/monellaTyphim. DT120 (monoph.) in den Ausgangsproben, den Testproben nach
Behandlung bei 60 °C (+/-2 °C) fiir vier bzw. achtzehn Stunden, sowie den Kontrollproben (6 °C). n.d.: nicht durch-

gefiihrt

S. Typhim. DT120 Versuch 60 °Cfir1th 60 °Cfir2h 60 °Cfiir4 h | Kontrolle 6 °C

Kochsalzlosung 1 3,7 n.d. 7,6 0

©.9%) 2 5,3 9,0 9,0 n.d.
3 6,0 8,4 8,4 n.d
Mittelwert 5,0 8,7 8,3

Klarschlamm 1 5,3 n.d. 8,0 0,6
2 4,8 8,2 8,2 n.d.
3 8,4 8,4 8,4 n.d.
Mittelwert 6,2 8,3 8,2

Gille 1 5,8 n.d. 8,2 0,5
2 6,6 8,0 8,0 n.d.
3 8,6 8,6 8,6 n.d.
Mittelwert 7,0 8,3 8,3
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Abbildung 3: Mittlere Reduktionswerte R (log1o) fiir Sa/monella Serovar Typhimurium DT120 (monophasische) in Klarschlamm,
Giille und physiologischer Kochsalzlésung nach Erhitzung bei unterschiedlichen Temperatur-/Zeitkombinationen aus
allen Versuchsdurchgangen.

Zusammenfassung der Ergebnisse der Erhitzungsversuche mit den Vertretern der £nterobacteriaceae.

Die Tabelle 20 zeigt zusammenfassend die mittleren Reduktionswerte (logyo) fiir die untersuchten Erreger
EAHEC 0104:H4, Escherichia coli DSM 682 und die monophasische Variante der Salmonella Serovar Ty-
phimurium in Klarschlamm, Giille und physiologischer Kochsalzlosung nach Erhitzung bei unterschiedlichen
Temperatur-/Zeit-Kombinationen. Die starkste Reduktion wurde fir Escherichia coli DSM 682 erhalten,
gefolgt von Salmonella Serovar Typhimurium. Der Erreger EAHEC O104:H4 zeigte die geringste Reduktion.

Tabelle 20:  Ubersicht: Mittlere Reduktionswerte (log1o) fiir EAHEC, Escherichia coliDSM 682 und die monophasische Variante
der Salmonella Serovar Typhimurium DT120 in Klarschlamm, Giille und Kochsalzlosung nach Erhitzung bei unter-
schiedlichen Temperatur-/Zeitkombinationen.

Klarschlamm Glle Kochsalzlosung

Salm. EAHEC E. coli Salm. EAHEC E. coli Salm.

18h 3,2 6,9 4,6 5,4 5,8 5,6 3,4 6,3 3,0
53 °C | 4h 1,4 6,5 4,6 1,3 7,7 4,6 2,2 5,7 4,8
18h 8,4 8,2 8,2 8,5 8,3 7,9 8,1 8,7 8,1
60 °C | 1h 3,5 6,7 6,1 5,7 7,5 7,0 5,2 6,1 5,6
2h 6,1 7,9 8,2 8,1 8,1 8,3 7,1 8,0 8,6
4h 8,5 7,9 8,1 8,5 8,1 8,2 9,0 8,0 8,3
70 °C | 1h 8,1 8,0 8,1 8,1 8,4 8,1 8,2 7,9 8,2
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4.1.3.3 Erhitzungsversuche mit thermoresistenten Parvoviren (Bovines Parvovirus, BPV)

Die Konzentrationen (Titer KIDso/ ml) sowie die Reduktionswerte (logyo) fur das bovine Parvovirus (BPV) in
den Kontrollproben (6 °C) und nach der Erhitzung auf 70 °C (+/-2 °C) in Klarschlamm und Giille fur die
erste und zweite Wiederholung des Versuchs sind in Tabelle 21 dargestellt. Die Mittelwerte der Virustiter
lagen in den Kontrollen bei 6,2 bzw. 6,5 log KIDso/ml und nach Erhitzung fiir eine Stunde bei 70 °C (+/-2 °C)
im Klarschlamm bei 4,0 bzw. 5,1 log KIDso/ml und in Giille bei 3,4 bzw. 5,0 log KIDso/ml. Die Reduktions-
werte betrugen 2,2 bzw. 1.3 logqo-Stufen in Klarschlamm und 2,8 bzw. 1,4 log-Stufen in der Giille (Tabel-
le 21).

Die Ergebnisse flir den Erhitzungsversuch bei 80 °C (+/-2 °C) fiir den Nachweis (Titer log KIDso/ml) sowie
die Reduktionswerte (logio) fiir das bovine Parvovirus (BPV) in den Kontrollproben (6 °C) und nach der
Erhitzung in Klarschlamm und Giille fiir die zwei Versuchswiederholungen sowie die Mittelwerte sind in
Tabelle 22 dargestellt. Die Mittelwerte der Virustiter lagen in den Kontrollen bei 6,1 bzw. 6,5 log KIDso/ml
und nach Erhitzung fiir eine Stunde bei 80 °C (+/-2 °C) im Klarschlamm bei 3,7 bzw. 4,1 log KIDso/ml und
in Gllle bei 2,5 bzw. 3,3 log KIDso/ml. Die Reduktionswerte betrugen 2,4 bzw. 2,3 logo-Stufen im Klar-
schlamm und 3,6 bzw. 3,1 logso-Stufen in der Giille (Tabelle 22).

Tabelle 21:  Konzentrationen (log Titer KIDso/ml) sowie Reduktionswerte R (log1o) fiir das bovine Parvovirus (BPV) in den Kontroll-
(6 °C) und den Testproben in Klarschlamm und Giille bei 70 °C (+/-2 °C) fiir eine Stunde.

Klarschlamm 70 °C 1h Giille 70 °C1h

Kontrollen 4 °C

Versuch
1.Wdh. | 2.Wdh. 1.Wdh. 2.Wdh. 1.Wdh. 2.Wdh.
Virustiter 1 6,0 6,5 4,0 5,25 3,5 5,5
2 6,5 6,5 4,0 5,25 3,75 4,75
3 / 6,5 4,0 5,0 3,0 5,0
Mittelwert 6,25 6,5 4,0 5,2 3,4 5,1
Reduktion (logo) / / 2,2 1,3 2,8 1,4

Tabelle 22:

Kontrollen 4 °C

Konzentrationen (log Titer KIDso/ ml) sowie Reduktionswerte R (log1o) fiir das bovine Parvovirus (BPV) in den Kontroll-
(6 °C) und den Testproben in Klarschlamm und Giille bei 80 °C (+/-2 °C) fiir eine Stunde.

Klarschlamm 80 °C 1h Giille 80 °C1h

Versuch
1.Wdh. 2.Wdh. 1.Wdh.
Virustiter 1 5,7 6,5 4,2 4,7 2,5 4,2
2 5,7 6,5 3,7 4,0 2,7 2,2
3 6,2 6,5 3,2 3,7 2,5 3,5
4 7,0 / / / / /
Mittelwert 6,1 6,5 3,7 4,1 2,5 3,3
Reduktion (logio) / / 2,4 2,3 3,6 3,1
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Zusammenfassung der Erhitzungsversuche mit bovinem Parvovirus (BPV):

Die Ergebnisse der Erhitzungsversuche mit bovinem Parvovirus (BPV) in Klarschlamm und Giille sind zu-
sammenfassend fur die Erhitzung bei 70 °C (+/-2 °C) und 80 °C (+/-2 °C) fur jeweils eine Stunde als Virus-
titer und Reduktionswerte (dargestellt als Negativwert von log,o) in Abbildung 4 dargestellt. Die Redukti-
onswerte flr BPV lagen im Klarschlamm nach Erhitzung auf 70 °C (+/-2 °C) fir eine Stunde bei ca.

1,8 logyo-Stufen und bei 80 °C (+/-2 °C) fiir eine Stunde bei ca. 2,4 logqo-Stufen. In der Giille zeigten sich
Reduktionswerte von 2,1 logo-Stufen bei 70 °C und 3,4 log;o-Stufen bei 80 °C nach einer Stunde Erhitzung
(Abbildung 4). Damit war das bovine Parvovirus wie erwartet sehr viel hitzeresistenter als die getesteten
Enterobacteriaceen.

Virustiter / Reduktionswert nach Behandlung

M Klarschlamm

M Gulle

Virustiter in log KID50/ml / Reduktionswert R
(Negativwertlogl0)
o

-2

4

-6
Virustiter Virustiter  Reduktion  Virustiter Virustiter  Reduktion
Kontrolle 70°C 70°C Kontrolle 80°C 80°C

Abbildung 4: Nachweis (Virustiter in log KIDso/ml) von BPV und Reduktionswerte R (als Negativwert log10) in den Kontrollproben
sowie in Klarschlamm und Giille nach Erhitzung auf 70 °C (+/-2 °C) bzw. 80 °C (+/-2 °C) fiir eine Stunde.

4.1.3.4 Erhitzungsversuche mit Vertretern der Sporenbildner

Bacillus globigif

In Tabelle 23 sind die Konzentrationen fiir den Nachweis von Bacillus globigii in der Sporensuspension und
den beimpften Substraten Klarschlamm und Gulle zu Versuchsbeginn ohne Behandlung und nach Erhitzung
auf 90 °C (+/-2 °C) fur eine Stunde, 98 °C (+/-2 °C) fur 30 Minuten, 110 °C (+/-2 °C) fur 30 Minuten und
133 °C (+/-2 °C) fur 20 Minuten dargestellt. Aus der Tabelle geht hervor, dass die mittleren Konzentratio-
nen zu Beginn des Versuchs in der Sporensuspension bei 3,9x10° KbE/ml, im Kldrschlamm bei

3,2x10” KbE/ml und in Giille bei 4,6x10” KbE/ml lagen. Nach Erhitzung auf 90°C fiir eine Stunde bzw.

98 °C fiir 30 Minuten lagen die Konzentrationen bei 2,1x10° KbE/ml bzw. 1,1x10° KbE/ml in der Sporensus-
pension, bei 3,9x10” KbE/ml bzw. 2,9x10” KbE/ml im Klarschlamm und bei 6,8x10” KbE/ml bzw. 6,2x10’
KbE/ml in der Gulle. Nach Erhitzung auf 110 °C fiir 30 Minuten bzw. auf 133 °C fur 20 Minuten konnte kein
Wachstum von Bacillus globigii sowohl in der Sporensuspension, als auch im Klarschlamm und in der Gille
nachgewiesen werden (Tabelle 23).
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Tabelle 23:

Konzentrationen (KbE/ml) von Bacillus globigiiin der Sporensuspension und den beimpften Ausgangssubstraten zu

Beginn des Versuchs, in den Testproben nach Erhitzung auf 90 °C (+/-2 °C) fiir eine Stunde, 98 °C (+/-2 °C) fiir 30 Minuten,
110 °C (+/-1 °C) fiir 30 Minuten, sowie 133 °C (+/-1 °C) fiir 20 Minuten. n.d.: nicht durchgefiihrt

‘ B. globigii ‘ Versuch

Start 90 °Cfiirth 98 °C30Min 110 °C 30 Min 133 °C 20 Min

Sporen- 1 1,4x10'"° 4,5x10° n.d. | Kein Wachstum | Kein Wachstum
suspension 1 5 2,0x10° 1,4x10° 1,1x10° | Kein Wachstum | Kein Wachstum
3 2,0x10° 1,4x10° 1,1x10° | Kein Wachstum | Kein Wachstum

Mittelwert |  3,9x10° 2,1x10° 1,1x10° | Kein Wachstum | Kein Wachstum

Klar- 1 5,8x10’ 4,8x10’ n.d. | Kein Wachstum | Kein Wachstum
schlamm 2 1,8x107 3,3x10’ 4,1x10’ | Kein Wachstum | Kein Wachstum
3 1,8x107 3,6x10’ 2,0x10’ | Kein Wachstum | Kein Wachstum

Mittelwert 3,2x10’ 3,9x10’ 2,9x10” | Kein Wachstum | Kein Wachstum

Giille 1 5,7x107 5,4x10’ n.d. | Kein Wachstum | Kein Wachstum
2 3,7x10’ 8,1x10’ 5,7x10” | Kein Wachstum | Kein Wachstum

3 3,7x10’ 7,2x107 6,8x10’ | Kein Wachstum | Kein Wachstum

Mittelwert 4,6x10’ 6,8x10’ 6,2x10” | Kein Wachstum | Kein Wachstum

Tabelle 24:  Reduktionswerte (log1o) filr Bacillus globigiiin der Sporensuspension, den beimpften Ausgangssubstraten und in den

Testproben nach Erhitzung auf 90 °C (+/-2 °C) fiir eine Stunde, 98 °C (+/-2 °C) fiir 30 Minuten, 110 °C (+/-2 °C) fiir 30 Minuten,
sowie 133 °C (+/-2 °C) fiir 20 Minuten.

B. globigii

Versuch 90 °Cfiir th | 98 °C30Min 110 °C 30 Min | 133 °C 20 Min
Sporensuspen- | 1 0,5 n.d. 10,2 10,2
sion 2 0,1 0,2 9,3 9,3
3 0,1 0,2 9,3 9,3
Mittelwert 0,2 0,5 9,5 9,5
Klarschlamm 1 0,0 n.d. 7,7 7,7
2 -0,2 -0,3 7,2 7,2
3 -0,3 -0,0 7,2 7,2
Mittelwert -0,1 -0,1 7,4 7,4
Giille 1 0,0 n.d. 7,7 7,7
2 -0,3 -0,1 7,5 7,5
3 -0,2 -0,2 7,5 7,5
Mittelwert -0,2 -0,1 7,6 7,6

Die Reduktionswerte R (logq) fur Bacillus globigii sind in Tabelle 25 (Einzelwerte und Mittelwerte) darge-
stellt. Es zeigt sich, dass die Reduktionswerte fir die Erhitzung bei 90 °C (+/-2°C) fur eine Stunde bzw.
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98 °C (+/-2 °C) fiir 30 Minuten in der Sporensuspension bei 0,2 bzw. 0,3 logo-Stufen, in Klarschlamm bei
ca. -0,1 -Stufen und in Giille bei -ca. 0,20 logso-Stufen lagen. Nach Erhitzung auf 110 °C (+/-1 °C) fur 30
Minuten bzw. 133 °C (+/-2 °C) fir 20 Minuten wird aus der Tabelle 22 und der Abbildung 4 eine Reduktion
von 9,6 bzw. 7,4 bzw. 7,6 log-Stufen in der Sporensuspension bzw. im Klarschlamm bzw. in der Giille
ersichtlich (Tabelle 24).

Clostridium sporogenes

Die Konzentrationen fiir den Nachweis von Clostridium sporogenes in der Sporensuspension und den be-
impften Substraten Klarschlamm und Giille zu Versuchsbeginn ohne Behandlung und nach Erhitzung auf

90 °C fir eine Stunde, 98 °C fur 30 Minuten, 110 °C fir 30 Minuten und 133 °C fir 20 Minuten sind aus
Tabelle 25 ersichtlich. Die Tabelle 25 zeigt zu Beginn des Versuchs mittlere Konzentrationen von 2,3x10”
KbE/ml in der Sporensuspension, von 1,0x10° KbE/ml in Klarschlamm und 9,2x10° KbE/ml in Giille. Nach
Erhitzung auf 90 °C (+/-2 °C) fur eine Stunde bzw. 99 °C (+/-2 °C) fur 30 Minuten lagen die Konzentratio-
nen bei 8,9x10° KbE/ml bzw. 5,5x10® KbE/ml in der Sporensuspension, bei 1,8x10° KbE/ml bzw. 6,8x10*
KbE/ml im Klarschlamm und bei 2,3x10°> KbE/ml bzw. 2,0x10°> KbE/ml in der Giille. Nach Erhitzung auf

110 °C (+/-2 °C) fur 30 Minuten bzw. auf 133 °C (+/-2 °C) fur 20 Minuten konnte Clostridium sporogenes
nicht mehr in der Sporensuspension, im Klarschlamm und in der Giille nachgewiesen werden (Tabelle 25).
Aus Tabelle 26 und Abbildung 5 sind die Reduktionswerte R (logqo) (Einzelwerte und Mittelwerte) fiir Clos-
tridium sporogenes ersichtlich. Es zeigt sich, dass die Reduktionswerte fiir die Erhitzung bei 90 °C (+/-2
°C) fur eine Stunde bzw. 98 °C (+/-2 °C) fir 30 Minuten in der Sporensuspension bei 0,4 bzw. 0,7 logo-
Stufen, in Klarschlamm bei 0,6 bzw. 1,4 logqo-Stufen und in Giille bei 0,6 bzw. 0,9 logo-Stufen lagen. Nach
Erhitzung auf 110 °C (+/-2 °C) fir 30 Minuten und 133 °C (+/-2 °C) fiir 20 Minuten wird aus Tabelle 26 und
der Abbildung 5 eine Reduktion von 7,3 bzw. 6,0 bzw. 5,9 logo-Stufen in der Sporensuspension bzw. im
Klarschlamm bzw. in der Gilille ersichtlich (Tabelle 26).

Tabelle 25:  Konzentrationen (KbE/ml) von Clostridium sporogenesin der Sporensuspension und den beimpften Ausgangssub-
straten zu Beginn des Versuchs, in den Testproben nach Erhitzung auf 90 °C (+/-2 °C) fiir eine Stunde, +98 °C (+/-2 °C) fiir 30
Minuten, 110 °C (+/-2 °C) fiir 30 Minuten, sowie 133 °C (+/-1 °C) fiir 20 Minuten. n.d.: nicht durchgefiihrt

C. sporo- | Versuch Start 90 °Cfiir th 98 °C30Min 110 °C 30 Min | 133 °C 20 Min
genes
Sporen- 1 1,4x10’ 1,1x10 n.d. | Kein Wachstum | Kein Wachstum
suspension | 5 3,0x107 8,0x10° 5,5x10° | Kein Wachstum | Kein Wachstum
3 3,0x10’ 8,0x10° 5,5x10° | Kein Wachstum | Kein Wachstum
Mittelwert | 2,3x10’ 8,9x10° 5,5x10° | Kein Wachstum | Kein Wachstum
Klar- 1 1,7x10° 5,9x10* n.d. | Kein Wachstum | Kein Wachstum
schlamm 2 2,5x10° 2,6x10° 6,5x10* | Kein Wachstum | Kein Wachstum
3 2,5x10° 4,0x10° 7,0x10* | Kein Wachstum | Kein Wachstum
Mittelwert | 1,0x10° 1,8x10° 6,8x10* | Kein Wachstum | Kein Wachstum
Giille 1 1,0x10° 8,0x10* n.d. | Kein Wachstum | Kein Wachstum
2 2,8x10° 4,0x10° 2,0x10° | Kein Wachstum | Kein Wachstum
3 2,8x10° 3,6x10° 2,0x10° | Kein Wachstum | Kein Wachstum
Mittelwert | 9,2x10° 2,3x10° 2,0x10° | Kein Wachstum | Kein Wachstum
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Tabelle 26:  Reduktionswerte (log1o) von Clostridium sporogenesin der Sporensuspension und den beimpften Ausgangssubstra-
ten in den Testproben nach Erhitzung auf 90 °C (+/-2 °C) fiir 1 Stunde, 98 °C (+/-2 °C) fiir 30 Minuten, 110 °C
(+/-2 °C) fiir 30 Minuten, sowie 133 °C (+/-2 °C) fiir 20 Minuten. n.d.: nicht durchgefiihrt

C. sporogenes Versuch 90 °C fiir 1h 98 °C 30 Min 110 °C 30 Min | 133 °C 20 Min
Sporensuspen- | 1 0,1 n.d. 7,1 7,1
sion 2 0,5 0,7 7,4 7,4
3 0,5 0,7 7,4 7,4
Mittelwert 0,4 0,7 7,3 7,3
Klarschlamm 1 0,4 n.d. 5,2 5,2
2 0,9 1,5 6,4 6,4
3 0,8 1,5 6,4 6,4
Mittelwert 0,6 1,4 6,0 6,0
Giille 1 0,1 n.d. 5,0 5,0
2 0,8 1,1 6,4 6,4
3 0,8 1,1 6,4 6,4
Mittelwert 0,6 0,9 5,9 5,9

In Abbildung 5 sind die Reduktionswerte fiir Bacillus globigii und Clostridium sporogenes in der Sporensus-
pension und den zwei Substraten Klarschlamm und Giille nach Behandlung bei 90 °C fir 60 Minuten, 98 °C
fur 30 Minuten, 110 °C fur 30 Minuten und 133 °C fur 20 Minuten zusammenfassend dargestellt (Abbil-
dung 5). Erst ab einer Temperatur von 110 °C wurde eine nennenswerte Reduktion erreicht.
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Abbildung 5: Reduktionswerte R (log1o) filr Bacillus globigiiund Clostridium sporogenesin der Sporensuspension, im Klarschlamm
und Giille nach Erhitzung bei 90 °C (+/-2 °C), 98 °C (+/-2 °C), 110 °C (+/-2 °C) und 133 °C (+/-2 °C).
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4.1.3.5 Lagerungsversuche

EAHEC 0104:H4

Die Ergebnisse (Mittelwerte) fur den Nachweis von EAHEC 0104:H4 (Konzentrationen in KbE/ml) in den
drei Substraten Klarschlamm, Giille und Garprodukten bei der Lagerung bei 10 °C (+/-2 °C), sowie die
Konzentrationen in den bei 6 °C (+/-2 °C) gelagerten Bakteriensuspensionen zu Versuchsbeginn an Tag 0,
sowie nach zwei, vier, acht, zwolf, sechzehn, zwanzig, vierundzwanzig und sechsunddreiBig Wochen Lage-
rungsdauer sind in Tabelle 28 aufgelistet. Die Konzentrationen fir EAHEC 0104:H4 blieben in der Bakteri-
ensuspension (6 °C) uber die gesamten sechsunddreiBig Wochen Lagerungsdauer relativ konstant im Be-
reich zwischen 3,6x10® KbE/ml bis 1,7x10° KbE/mL. Im Klarschlamm lagen die Konzentrationen zu Beginn
des Versuchs an Tag 0 bzw. nach zwei Wochen bei 9,3x10” KbE/ml bzw. 1,9x10® KbE/ml. Daran anschlie-
Bend erfolgte ein Absinken der Konzentrationen von 2,9x10® KbE/ml nach vier Wochen iiber

5,9x10° KbE/ml nach zwolf Wochen, 7,3x10* KbE/ml nach vierundzwanzig Wochen und 3,1x10? KbE/ml
nach sechsunddreiBig Wochen. Fiir Giille waren am Tag 0 Konzentrationen von 2,3x10® KbE/ml festzustel-
len und es kam bereits nach zwei Wochen zu einer Reduktion auf Werte von 2,2x10° KbE/ml und ein steti-
ges Absinken der Konzentrationen iiber 8,0x10* KbE/ml nach zwolf Wochen, 2,6x10" KbE/ml nach vierund-
zwanzig Wochen auf 7,0 KbE/ml nach sechsunddreiBig Wochen. Im Garrickstand lagen die Konzentratio-
nen zu Beginn bei 4,3x10” KbE/g und blieben die ersten zwolf Wochen konstant bei Konzentrationen zwi-
schen 1,5x10” KbE/g und 6,3x10” KbE/g. Nach sechzehn Wochen lagen die Konzentrationen bei

7,3x10° KbE/g, nach zwanzig Wochen bei 3,2x10° KbE/g, nach vierundzwanzig Wochen bei 9,3x10° und am
Ende des Versuchs nach sechsunddreiBig Wochen bei 1,4x10? KbE/g (Tabelle 27).

Tabelle 28 und Abbildung 6 zeigen die Reduktionswerte R (logqo) bei der Lagerung der EAHEC-
Bakteriensuspension bei 6 °C (+/-2 °C) und den beimpften Substraten bei 10 °C (+/-2 °C) nach zwei, vier,
acht, zwolf, sechzehn, zwanzig, vierundzwanzig und sechsunddreifig Wochen. In der Bakteriensuspension
zeigte sich Uber die gesamten sechsunddreiBig Wochen der Lagerung nur eine sehr geringe Reduktion von
ca. einer halben logyo-Stufe. In den Garprodukten ergab sich eine starkere Reduktion von 1,8 log;o-Stufen
nach sechzehn Wochen, und uber 5 log-Stufen am Ende des Versuchs nach sechsunddreiBig Wochen. Im
Klarschlamm wurde eine schnellere Reduktion von 1,5 logo-Stufen nach vier Wochen und uber 5 logo-
Stufen nach sechsunddreiBig Wochen erreicht. In Giille zeigte sich die hochste Reduktion mit 3 logo-Stufen
bereits nach zwei Wochen und von uber 7 logo-Stufen nach sechsunddreiBig Wochen. (Tabelle 28 und Ab-
bildung 6).

Tabelle 27:  Konzentrationen (KbE/ml bzw. KbE/ g) fiir den Nachweis von EAHEC 0104:H4 in der Bakteriensuspension (+6 °C)
und in Klarschlamm, Giille und Garprodukten an Tag 0 und nach 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24 und 36 Wochen Lagerungs-
zeit bei +10 °C (+/-2 °C).

Tag O 2Wo. 4Wo. 8Wo. 12Wo. 16 Wo. 20 Wo. | 24 Wo. 36 Wo.

Bakteriensus-
pension

Klgrschlamm 9,3x107 | 1,9x10% | 2,6x10° | 9,9x10° | 5,9x10° | 1,0x10° | 7,3x10* | 7,3x10% | 3,1x10?

1,3x10° | 1,3x10° | 1,7x10° | 1,4x10° | 1,1x10° | 1,3x10° | 8,8x10® | 8,5x10® | 3,6x10°

Giille 2,3x10° | 2,2x10° | 7,3x10* | 3,0x10° | 8,0x10° | 7,3x10? | 3,1x10% | 2,6x10' | 7,0

Garriickstand | 4,3x107 | 4,3x107 | 6,3x107 | 3,0x107 | 1,5x107 | 7,3x10° | 3,2x10°* | 9,3x10° | 1,4x10?
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Tabelle 28:

Reduktionswerte R (log1o) fiir EAHEC in der Bakteriensuspension (bei 6 °C) und in Klarschlamm, Giille und Garpro-
dukten nach 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24 und 36 Wochen Lagerungszeit bei 10 °C (+/-2 °C).

2 Wo. ‘ 4 Wo.

8 Wo. 12 Wo. 16 Wo. 20 Wo. 24 Wo. 36 Wo.
Bakteriensus- 0 0,1 -0,03 0,07 0 0,2 0,2 0,6
pension
Klarschlamm -0,3 1,5 1,9 2,2 2,9 3,1 3,1 5,4
Giille 3,0 3,5 4,8 4,4 5,5 5,8 5,9 7,5
Garriickstand -0,1 0,1 0,4 1,7 41 1,6 5,4
8
- 7
o
= 6
k)
E‘ 5
o 4
3
2 3
]
2 2
=]
E 1
0
1 2 4 8 12 16 20 24 36
Lagerungsdauer in Wochen

M Keimsuspension 6°C M Klirschlamm M Gille M Garriickstand

Abbildung 6: Reduktionswerte R (log1o) fiir EAHEC in der Bakteriensuspension (bei 6 °C) und in Klarschlamm, Giille und Gérpro-
dukten nach 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24 und 36 Wochen Lagerungszeit bei 10 °C (+/-2 °C).

Monophasische Variante der Sa/monel/a Serovar Typhimurium DT120

Die Tabelle 29 zeigt die Konzentrationen in KbE/ml (Mittelwerte) fir den Nachweis von Salmonella Ty-
phimurium DT120 (monophasisch) in den Substraten Klarschlamm, Giille und Garresten bei der Lagerung
bei 10 °C (+/-2 °C), sowie in den bei 4 °C gelagerten Bakteriensuspensionen zu Versuchsbeginn an Tag 0,
sowie nach zwei, vier, acht, zwolf, sechzehn, zwanzig, vierundzwanzig und sechsunddreiBig Wochen Lage-
rungsdauer. In der Bakteriensuspension blieben die Konzentrationen Uber den gesamten Zeitraum der La-
gerung von sechsunddreiBig Wochen relativ konstant und schwankten im Bereich zwischen 1,2x10% KbE/ml
und 3,5x10° KbE/ml. Im Kldrschlamm lagen die Konzentrationen zu Beginn des Versuchs an Tag 0 bei
9,3x10” KbE/ml bzw. nach zwei Wochen bei 1,7x10’ KbE/ml bzw. nach vier Wochen bei 1,5x10’ KbE/mL.
Nach acht bzw. zw6lf Wochen zeigt die Tabelle Konzentrationen von 6,3x10° KbE/ml bzw. 1,3x10® KbE/ml.
AnschlieRend war ein Absinken der Konzentrationen auf Konzentrationen von 1,9x10°> KbE/ml nach sech-
zehn Wochen, 1,1x10* KbE/ml nach zwanzig Wochen, 2,0x10* KbE/ml nach vierundzwanzig Wochen und
1,4x10" KbE/ml nach sechsunddreiBig Wochen ersichtlich. Fiir Giille lagen zu Versuchsbeginn Konzentrati-
onen von 1,8x10® KbE/ml vor und es war eine stete Abnahme der Konzentrationen wahrend der Lagerung
zu beobachten. Die Konzentrationen sanken tiber 5,9x10” KbE/ml nach zwei Wochen, 6,3x10% KbE/ml bzw.
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3,2x10% KbE/ml nach vier bzw. acht Wochen, 2,3x10° KbE/ml bzw. 3,2x10°> KbE/ml nach zwdlf bzw. sech-
zehn Wochen, 1,2x10* KbE/ml bzw. 1,4x10* KbE/ml nach zwanzig bzw. vierundzwanzig Wochen auf
2,3x10" KbE/ml nach sechsunddreiRig Wochen zu sehen. In den Garprodukten wurden zu Versuchsstart
Konzentrationen von 4,6x10® KbE/g und nach vierzehn Tagen von 1,3x10® KbE/ml festgestellt. Nach vier
bzw. acht Wochen lagen die Konzentrationen bei 2,0x10” KbE/g bzw. 2,3x10’ KbE/g. Danach sanken die
Konzentrationen auf 1,5x10° KbE/g nach zwolf Wochen, 2,5x10* KbE/g nach sechzehn Wochen,

3,2x10° KbE/g nach zwanzig Wochen, 2,3x10" KbE/g nach vierundzwanzig Wochen und nach 36 Wochen
lagen sie unterhalb der Nachweisgrenze von 3,0 KbE/g (Tabelle 29).

Tabelle 29:  Konzentrationen (KbE/ml bzw. g) fiir den Nachweis von Sa/monella Typhimurium DT120 (monoph.) in der Bakterien-
suspension (6 °C) und in Klarschlamm, Giille und Garprodukten an Tag 0, nach 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24 und 36 Wo-
chen Lagerungszeit bei 10 °C (+/-2 °C).

Tag 0 2Wo. 4Wo. 8Wo. 12 Wo. 16Wo.‘20Wo.‘24Wo.

Bakteriensus- 1,9x10° | 1,9x10° | 3,5x10° | 1,2x10° | 1,1x10° | 1,4x10° | 1,2x10® | 9,3x10® | 3,9x10°
pension

Klarschlamm 9,3x10” | 1,7x107 | 1,5x107 | 6,3x10° | 1,3x10° | 1,9x10° | 1,1x10* | 2,0x10* | 1,4x10’

Giille 1,8x10% | 5,9x107 | 6,3x10° | 3,2x10° | 2,3x10° | 3,2x10° | 1,2x10* | 1,4x10* | 2,3x10’

Garriickstand 4,6x10°% | 1,3x10% | 2,0x107 | 2,3x107 | 1,2x10° | 2,5x10* | 3,2x10° | 2,3x10" | < 3,0

Die Reduktionswerte R (logqo) fur Salmonella Typhimurium DT120 (monophasisch) bei der Lagerung in der
Bakteriensuspension bei 6 °C (+/-2 °C) und den beimpften Substraten bei 10 °C (+/-2 °C) nach zwei, vier,
acht, zwolf, sechzehn, zwanzig, vierundzwanzig und sechsunddreifig Wochen Lagerungsdauer sind in Ta-
belle 30 und Abbildung 7 aufgezeigt. In der Bakteriensuspension zeigte sich uber die gesamten sechsund-
dreiBig Wochen der Lagerung eine geringe Reduktion von 0,7 logo-Stufen. Im Klarschlamm wird eine hohe-
re Reduktion von 0,8 log-Stufen nach vier Wochen und fast 7 logqo-Stufen nach sechsunddreiBig Wochen
erreicht. In Gllle zeigte sich eine etwas schnellere Reduktion von 1,5 logyo-Stufen nach vier Wochen und
ebenfalls fast 7 logqo-Stufen nach sechsunddreiBBig Wochen. In den Garresten ergab sich die hochste Reduk-
tion mit ca. 1,5 logo-Stufen nach 4 Wochen Lagerungsdaueriber 8 logo-Stufen am Versuchsende nach
sechsunddreiBig Wochen (Tabelle 30 und Abbildung 7).

Tabelle 30:  Reduktionswerte R (log1?) fiir Sa/monel/aTyphimurium DT120 (monophasisch) in der Bakteriensuspension (6 °C)
und in Klarschlamm, Giille und Garprodukten nach 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24 und 36 Wochen Lagerungszeit bei 10 °C

(+/-2 °C).
2 Wo. 4 Wo. ‘ 8 Wo. 12Wo. 16Wo. 20Wo. | 24 Wo. 36 Wo.
Bakteriensus- 0 0,3 0,2 0,2 0,1 0,2 0,3 0,7
pension
Klirschlamm 0,7 0,7 1,1 1,8 2,6 3,9 3,6 6,8
Giille 0,4 1,4 1,7 2,8 2,7 4.1 4.1 6,8
Garriickstand 0,5 1,3 1,3 3,5 4,2 5,1 7,3 8,6
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Abbildung 7:  Reduktionswerte R (log1o) fiir SalmonellaTyphimurium DT120 (monophasisch) in der Bakteriensuspension (6 °C)
und in Klarschlamm, Giille und Garprodukten nach 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24 und 36 Wochen Lagerungszeit bei 10 °C
(+/-2 °C).

Bacillus globigif

Die Konzentrationen (KbE/ml bzw. KbE/g) fiir den Nachweis von Bacillus globigii im Klarschlamm, in der
Giille und den Garresten wahrend der Lagerung bei 10 °C (+/-2 °C), sowie in der bei 6 °C (+/-2 °C) gela-
gerten Sporensuspension, beim Versuchsstart an Tag 0, sowie nach zwei, vier, acht, zwolf, sechzehn,
zwanzig, vierundzwanzig und sechsunddreifig Wochen Lagerungsdauer sind aus Tabelle 31 zusehen. Die
Tabelle zeigt, dass die Konzentrationen in der Sporensuspension uber den gesamten Versuchszeitraum von
sechsunddreiRig Wochen relativ konstant blieben und zwischen 3,8x10° KbE/g und 1,2x10" KbE/g schwank-
ten. In den Substraten stellte sich die Situation ahnlich dar, die Konzentrationen lagen im Klarschlamm
zwischen 3,1x10” KbE/g und 1,2x10® KbE/g, in der Giille zwischen 3,6x10” KbE/g und 1,3x108 KbE/g, und in
den Garprodukten zwischen 7,4x10” KbE/g und 1,4x10® KbE/g (Tabelle 31). Die Reduktionswerte R (logio)
fur Bacillus globigii in den Lagerungsversuchen gehen aus Tabelle 32 hervor.

Tabelle 31:  Konzentrationen (KbE/ml bzw. g) fiir den Nachweis von Bacillus globigiiin der Bakteriensuspension (+6 °C) und im
Klarschlamm, in Giille und Garprodukten an Tag O und nach 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24 und 36 Wochen Lagerungszeit bei
+10 °C (+/-2 °C).

Sporen-

suspen- 4,5x10° 1,2x10" 7,5x10° 4,2x10° 8,0x10° 7,5x10° 1,0x10"° 3,8x10° 5,7x10°
sion

Klar- 8,5x107 3,1x107 5,9x107 4,9x107 5,0x107 7,1x107 1,2x108 3,3x107 3,4x107
schlamm

Giille 8,3x107 3,6x107 1,3x108 1,1x108 1,0x108 1,3x108 1,1x108 6,3x10” 1,0x108

Garrlck- | 7 4x107 | 1,0x10% | 1,4x10° | 8,6x107 | 1,2x10° | 1,2x10° | 1,4x10° | 7,7x107 | 9,0x107
stand
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Die Konzentrationen von Bacillus globigii waren in allen Substraten sowie in der Sporensuspension Uber die
sechsunddreiBig Wochen Versuchsdauer relativ konstant (Tabelle 31) d.h. es erfolgte keine Reduktion von
Bacillus globigii bei der Lagerung (Tabelle 32).

Tabelle 32:  Reduktionswerte R (log10) Bacillus globigiiin der Bakteriensuspension (6 °C) und im Klarschlamm, in Giille und
Garprodukten nach 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24 und 36 Wochen Lagerungszeit bei 10 °C (+/-2 °C).

‘ 2 Wo. 4 Wo. ‘ 8 Wo. 12Wo. 16Wo. 20Wo.|, 24 Wo. 36 Wo.

Bakteriensus- -0,4 -0,2 0,03 -0,2 -0,2 -0,3 0,1 -0,0
pension

Klsrschlamm 0,4 0,1 0,2 0,2 0,1 -0,1 0,4 0,4
Giille 0,3 0,2 -0,1 -0,1 0,2 -0,1 0,1 -0,1
Gérriickstand -0,1 0,2 -0,0 0,2 0,2 -0,2 -0,02 -0,1

4.1.3.6 Versuche an der Hochdrucktemperatur-Pelletierungsanlage (HTP-Anlage)

In Vorversuchen wurde einerseits die Tenazitat der, aus arbeitsschutztechnischen Griinden, verwendeten
Erreger Escherichia coli K12 und des Impfstammes Salmonella Typhimurium Zoosaloral im Vergleich zu den
in den Ubrigen Versuchen verwendeten Erreger Escherichia coli DSM 682 und Salmonella Typhimurium
DT120 (monophasisch) gegeniiber Temperatureinwirkungen und andererseits der Einfluss der verwendeten
Holzspane auf die Uberlebensfiahigkeit der Erreger untersucht. In den Versuchen hat sich gezeigt, dass die
nicht pathogenen bzw. attenuierten Erreger Escherichia coli K12 und der Impfstamm Salmonella Typhimu-
rium Zoosaloral reprasentativ fur die in den iibrigen Versuchen untersuchten Erreger verwendet werden
kénnen. In den Vorversuchen ist jedoch ein negativer Einfluss der Holzspane auf das Uberleben der vege-
tativen Keime (Escherichia coli K12 und Salmonella Typhimurium Zoosaloral) sichtbar. Auf die Sporen von
Bacillus globigii ist kein negativer Einfluss auf die Uberlebensfihigkeit feststellbar. Die Ergebnisse der
Vorversuche sind nicht im Detail dargestellt.

Hauptversuch

Im Hauptversuch wurde der Einfluss des Pelletierungsprozesses auf die Uberlebensfahigkeit der untersuch-
ten Erreger in einer Versuchsanlage der Angaben der Hochschule fiir Forstwirtschaft Rottenburg unter-
sucht. Die Ergebnisse, Einzelwerte und deren Mittelwerte, fir den Nachweis (Konzentrationen in KbE/ml
bzw. KbE/g) der verwendeten Erreger Escherichia coli K12, Salmonella Typhimurium Zoosaloral und der
als biologischer Tracer verwendeten Sporen von Bacillus globigii sind in Tabelle 34 gezeigt.

Die mittleren Konzentrationen fur Escherichia coli K12 bzw. Salmonella Typhimurium Zoosaloral in den
beimpften Holzspanen lagen zu Beginn des Versuchs bei 3,2x10* KbE/ml bzw. 5,3x10* KbE/ml und nach
dem Versuch bei 4,6x10" KbE/ml bzw. 3,1x10* KbE/ml. In den Pellets und den Staub-Pelletgemischproben
waren die Konzentrationen fur beide Erreger nach dem Pelletierungsprozess unterhalb der Nachweisgrenze
von 3,0 KbE/ml. Im Gegensatz dazu lagen die Konzentrationen fiir Bacillus globigii bei 1,0x10® KbE/ml in
den beimpften Holzspanen zu Beginn des Versuchs und bei 9,3x10°> KbE/ml am Ende des Versuchs. Die
Konzentrationen fir Bacillus globigii lagen in den Pellets bei mittleren Konzentrationen von

3,6x10* KbE/ml und in den Staub-Pelletgemischproben bei mittleren Konzentrationen von 1,8x10° KbE/ml
nach der Pelletierung (Tabelle 33).
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Tabelle 33: Konzentrationen (KbE/ml) von Escherichia coliK12, SalmonellaTyphimurium Zoosaloral und Bacillus globigiiin der
Keim- bzw. Sporensuspension, den beimpften Holzspanen zu Beginn des Versuchs, in den Pellets, dem Staub-Pellet-

Gemisch und in den Holzspdnen am Ende des Versuchs in der Hochdrucktemperatur-Pelletierungsanlage. n.d.: nicht

durchgefiihrt
Versuch Suspension Holzspane Pellets Staub / Pel- Holzspane
Start let Ende
E. coli 1 1,8x10° 2,3x10* <3,0 <3,0 9,3x10"
K12 2 4,3x108 4,3x10" <3,0 <3,0 2,3x10"
Mittelwert 2,8x10° 3,2x10" <3,0 <3,0 4,6x10'
S. Zoosa- | 1 2,5x10° 6,4x10* <3,0 <3,0 2,3x10°
loral 2 9,3x10° 4,3x10" <3,0 <3,0 4,3x10'
Mittelwert 4,8x10° 5,3x10" <3,0 <3,0 3,1x10°
B. glob- |1 4,0x10° 9,9x10° 2,3x10* 1,6x10° 7,8x10°
igi 2 1,0x10° 9,2x10* 2,1x10° 1,1x10°
3 n.d. 2,8x10* n.d. n.d.
4 n.d. 3,9x10* n.d. n.d.
5 n.d. 2,7x10* n.d. n.d.
Mittelwert 1,0x10° 3,6x10" 1,8x10° 9,3x10°
Tabelle 34:  Reduktionswerte (log1o) fiir £scherichia coliK12, SalmonellaTyphimurium Zoosaloral und Bacillus globigiiin den

Pellets, dem Staub-Pellet-Gemisch nach der Pelletierung und in den unbehandelten Holzspéanen (beimpft) am Ende
des Versuchs. n.d.: nicht durchgefiihrt

‘ Versuch

Pellets Staub / Pellet Holzspane Ende

Escherichia coli K12 1 4,3 4,3 2,3
2 4,6 4,6 3,2

MW 4,5 4,5 2,8

S. Typhimurium Zoosalo- | 1 4,8 4,8 1,4
ral 2 4,6 4,3 3,0
MW 4,7 4,7 2,2

Bacillus globigii 1 1,6 0,8 0,1
2 1,0 0,6 -0,04

3 1,5 n.d. n.d.

4 1,4 n.d. n.d.

5 1,5 n.d. n.d.

MW 1,4 0,7 0,03
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Die Reduktionswerte R (logy) fur die untersuchten Erreger in den Pellets, den Staubgemischproben, sowie
den beimpften Holzspanen (Kontrolle) nach der Pelletierung sind in Tabelle 35 und Abbildung 8 darge-
stellt. Escherichia coli K12 bzw. Salmonella Typhimurium Zoosaloral wurden fur in den Pellets sowie den
Staubgemischproben um 4 bis 5 logqo-Stufen reduziert. In den beimpften Holzspanen, die nicht dem Pelle-
tierungsprozess ausgesetzt wurden, fand bereits eine Reduktion um 2,8 bzw. 2,2 log,,-Stufen fir E-
scherichia coli K12 bzw. Salmonella Typhimurium Zoosaloral wahrend der Versuchslaufzeit statt. Fur Bacil-
lus globigii wurde eine geringere Reduktion von 1,4 bzw. 0,7 logqo-Stufen in den Pellets bzw. den Pellet-
Staubgemischproben erreicht. In den beimpften Holzspanen wurde keine Reduktion am Ende des Versuchs
festgestellt (Tabelle 34 und Abbildung 8).

Reduktionswerte R (log10)

Pellets Pellet-Staub-Gemisch Holzspdne Ende

Proben

M Escherichia coli K12 H Salmonella Typhimurium Zoosaloral H Bacillus globigii

Abbildung 8: Reduktionswerte R (logio) Escherichia coliK12, SalmonellaTyphimurium Zoosaloral und Bacillus globigii in den
Pellets, dem Staub-Pellet-Gemisch nach der Pelletierung und in den unbehandelten Holzspéanen (beimpft) am Ende
des Versuchs.

4.1.4 Diskussion

4.1.4.1 Auswahl der Erreger

Die Durchfiihrung der Versuche war laut Projektantrag anhand der tier- bzw. humanpathogene Clostridium
botulinum, Clostridium butyricum, Clostridium perfringens, der humanpathogenen EAHEC-Serovar
0:104:H4 und EHEC-Serovar 0:157:H7 sowie thermoresistenten Parvoviren geplant.

Hinsichtlich der verwendeten Erreger ergaben sich im Bereich der Seuchenhygiene Abweichungen. Die
Abweichungen im Bereich der Sporenbildner (Gattung Clostridium) beruhten darauf, dass das Labor, das
bei der Produktion entsprechender Sporensuspensionen und der anschlieBenden Diagnostik Unterstiitzung
zugesagt hatte, schlussendlich leider nicht in der Lage war, die entsprechenden Leistungen zu erbringen.
Aus diesem Grund gab es auch gewisse Verzogerungen bei der Versuchsdurchfiihrung. Als Alternative dazu
wurden dann Endosporen von Clostridium sporogenes, als Reprasentant der Gattung Clostridium (anaero-
be Sporenbildner), angewandt und zusatzlich als aerob wachsender Sporenbildner Bacillus globigii, repra-
sentativ fur die Gattung Bacillus, verwendet. Clostridium sporogenes ist ein nicht-toxigener Stellvertreter
fur proteolytische Clostrium botulinum-Stamme, der in der Uberpriifung (Validierung) thermischer Prozes-
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se in der Lebensmittelproduktion, der Herleitung von Temperatur-Zeitverlaufen und als Modellorganismus
fur proteolytische Clostridium botulinum-Stamme Verwendung findet (Brown et al., 2012; Bradbury et al.,
2012; Basaran-Akgul et al., 2013). Bei Bacillus globigii handelt es sich um einen fiir den Menschen nicht-
pathogenen Vertreter der Gattung Bacillus, u.a. als Stellvertreter fiir B. anthracis (Hosni et al., 2009), der
in der Desinfektionsmittelpriifung verwendet wird. Der Sporenbildner Bacillus globigii ist u.a. als ,,biologi-
scher Tracer® zur Bestimmung der Mindestverweilzeit in Biogasanlagen in der BioAbfV (2012) definiert und
findet zudem Verwendung in der Desinfektionsmittelpriifung. Neben dem enteroaggregativen hamorrhagi-
schen Escherichia coli (EAHEC)-Stamm 0104:H4 aus dem Ausbruchsgeschehen im Mai/Juni 2011 in Deutsch-
land und Frankreich wurde anstelle des EHEC-Stammes 0157:H7 eine monophasische Variante der Serovar
Typhimurium DT120 aus der Gattung Salmonella untersucht. Hierbei handelt es sich um einen human- und
tierpathogenen klassischen Infektionserreger, der nach wie vor eine groBe Bedeutung hat. Nach Angaben
verschiedener Autoren traten in zunehmendem MaBe monophasische Salmonella Serovare, insbesondere
mit der Antigenformel 04, [5],12:i:- sowie Multiresistenzen, innerhalb der letzten 10 Jahre in Europa und
weltweit auf (EFSA, 2009; Hopkins et al., 2012; Triipschuch, 2013) und waren verantwortlich fur verschie-
dene Ausbriiche von Lebensmittelinfektionen. Aufgrund ihrer relativ hohen Tenazitat, dem wochen- bis
monatelangen Uberleben in der Umwelt, und nicht zuletzt wegen ihres Vorkommens in Abwasser und Klar-
schlamm, sind sie fur die Untersuchungen von groBRem Interesse. Sahlstrom (2003) berichtet von Salmonel-
len-Nachweisen in iber 50% behandelter Klarschlamme in Schweden.

4.1.4.2 Bewertung der durchgefiihrten Untersuchungen

Die Untersuchungen wurden in Form von Tenazitatsversuchen hinsichtlich der Uberlebensfihigkeit der
oben angeflihrten Erreger wahrend der Erhitzung bei unterschiedlichen Temperatur-/Zeitkombinationen
und der Langzeitlagerung von Klarschlamm, Giille und Garprodukten durchgefiihrt. Des Weiteren erfolgten
Untersuchungen zum Einfluss der Hochdrucktemperatur-Pelletierung (HTP) in einer Pelletierungsanlage
der Hochschule fiir Forstwirtschaft in Rottenburg auf das Uberleben der Erreger. Die Untersuchungen dien-
ten dazu Daten und Informationen uber die Tenazitat der verschiedenen Erreger im Klarschlamm zu sam-
meln um eine Risikobewertung der Klarschlammverwertung aus Sicht der Seuchenhygiene sowie die Eig-
nung des Hochdrucktemperatur-Pelletierungsprozess als hygienisierende Behandlung im Sinne des An-
hang 2 der AbfklarV (2010) zur Novellierung der derzeit gultigen Klarschlammverordnung (AbfKlarV, 1992)
machen zu konnen. Wesentliche Neuerungen werden die strengeren zulassigen Grenzwerte fur Schwerme-
talle und organische Schadstoffe sowie die Einflihrung von moglichen Grenzwerten fir die seuchenhygie-
nisch relevanten Salmonellen sein. Diese MaBnahmen sollen die Schadstoffanreicherung im Boden begren-
zen und die von der Klarschlammdingung ausgehenden seuchenhygienischen Risiken minimieren. Demzu-
folge diirfen nur noch Klarschlamme abgegeben oder ausgebracht werden, die einer hygienisierenden Be-
handlung unterzogen wurden und bei denen in 50 g Nasssubstanz keine Salmonellen (Salmonella spp.)
nachweisbar sind. Die Behandlungsverfahren und entsprechenden Kriterien, die zur Erzielung der seuchen-
hygienischen Unbedenklichkeit des Endproduktes filhren, werden im Anhang 2 AbfKlarV (2010) vorgege-
ben.

In der Verordnung (EU) Nr. 142/2011 (Anonym, 2011) zur Durchfihrung der Verordnung (EU) Nr. 1069/2009
mit Hygienevorschriften fur tierische Nebenprodukte, die nicht fur den menschlichen Verzehr geeignet
sind, werden aus Sicht der Seuchenhygiene im Rahmen einer direkten Prozesspriifung Anforderungen an
die ,,hygienisierende Wirksamkeit“ der biotechnologischen Behandlungsmoglichkeiten gestellt und dabei
eine Mindestreduktion der verwendeten Testkeime gefordert. Salmonella Senftenberg (W775, H,S negativ)
bzw. Enterococcus faecalis mussen um funf log-Stufen reduziert werden. Des Weiteren sieht die Verord-
nung (EU) Nr. 142/2011 die Verwendung von thermoresistenten Viren, z.B. thermoresistenten Parvoviren,
sowie eine Reduktion des Infektiositatstiters um drei logo-Stufen vor, wenn sie als relevante Gefahr ermit-
telt werden.
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In der Bioabfallverordnung (BioAbfVO) (Anonym, 2012), die fur Bioabfalle gilt, wird zur Validierung von
Aerob- und Anaerobanlagen (Kompostierungs- und Biogasanlagen) das Einbringen von Testkeimen (Salmo-
nella Senftenberg W75, H,S negativ) und deren Inaktivierung gefordert. Des Weiteren besteht die Forde-
rung, dass im fertigen Endprodukt in 50 g Probenmaterial keine Salmonellen nachweisbar sein diirfen

4.1.4.3 Bewertung der Ergebnisse der Erhitzungsversuche

Die Untersuchungen zur Tenazitat der Erreger wahrend der Erhitzung wurden als separate Versuche fiir die
drei, anhand der zu erwartenden Tenazitat der Erreger, festgelegten Versuchsgruppen bei unterschiedli-
chen Temperatur-/Zeitkombinationen vergleichend in den Substraten Klarschlamm und Giille, sowie in
physiologischer Kochsalzlosung durchgefiihrt (siehe Punkt 4.2.2.1).

Legt man in den vorliegenden Untersuchungen die Forderung einer Reduktion der Erreger um flinf log,-
Stufen zugrunde, wie sie in der Verordnung (EU) Nr. 142/2011 (Anonym, 2011) definiert ist, ist diese bei
den untersuchten Erregern aus der Familie der Enterobacteriaceae, dem enteroaggregativen hamorrhagi-
schen Escherichia coli (EAHEC) 0104:H4-Stamm, dem Escherichia coli DSM(682)-Stamm und der monopha-
sischen Variante der Salmonella Serovar Typhimurium DT120, bei den Temperatur-/Zeit-Kombinationen
53 °C (+/-2 °C) fur achtzehn Stunden, 60 °C (+/-2 °C) fir ein bzw. zwei Stunden und 70 °C (+/-2 °C) fur
eine Stunde in allen Substraten erfiillt. Einer Forderung beziiglich einer Inaktivierung der Erreger bis unter
die Nachweisgrenze von 0,3 KbE/ml bei Ausgangskonzentrationen im Bereich von 108 bis 10° KbE/ml wer-
den die Temperatur-/Zeit-Kombinationen 53 °C (+/-2 °C) fur achtzehn Stunden, 60 °C (+/-2 °C) fir zwei
Stunden und 70 °C (+/-2 °C) fiir eine Stunde in allen getesteten Substraten gerecht (siehe Tabelle 20 und
Abbildungen 1, 2 und 3). Die Versuche zeigen ebenfalls einen gewissen Unterschied in der Tenazitat zwi-
schen dem enteroaggregativen hamorrhagischen Escherichia coli (EAHEC) Serovar 0104:H4 und dem E-
scherichia coli DSM-Stamm 682 (bzw. nativ vorhandener E. coli), wobei sich der EAHEC-Stamm 0104:H4 als
widerstandsfahiger erwiesen hat. Fir Escherichia coli konnte eine Reduktion um fiinf logo-Stufen bereits
bei 50 °C (+/-2 °C) fir achtzehn Stunden und bei 53 °C (+/-2 °C) fir vier Stunden erreicht werden (siehe
Abbildung 2).

Diese Feststellung steht in Ubereinstimmung mit den Aussagen von Paluszak et al. (2003), die dargelegt
haben, dass enterohamorrhagische Escherichia coli (EHEC) im Vergleich zu Escherichia coli im Allgemeinen
als sehr resistent gegenuber Stressfaktoren (insbesondere niedriger pH-Werte) gelten und wesentlich wi-
derstandsfahiger gegenuiber geringer Feuchtigkeit sind. Dazu im Kontrast stehen die Ergebnisse bei
Czajkowska et al. (2008) in denen der, aus Umweltmaterial isolierte, Escherichia coli-Stamm langere
Uberlebenszeiten als der Escherichia coli 0157:H7 (EHEC) gezeigt hat. Nach Appel et al. (2011) und Beutin
et al. (2011) kann der Erregerstamm 0104:H4 unter extrem widrigen Umweltbedingungen Uberleben. So
gibt es z.B. Hinweise darauf, dass der Erreger 0157:H7 eine hohe Saureresistenz besitzt und bei pH 1,5
uberlebt. Schlundt et al. (2004) haben postuliert, dass EHEC in gesauerten Lebensmitteln bis zu pH 4,4
wachsen konnen.

Die vorliegenden Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen von Mitscherlich und Marth (1984) Uiberein, die
angeben, dass Salmonella ssp., nach einer Pasteurisierung von Klarschlamm bei 70 °C fur mindestens funf
Minuten, nicht mehr nachweisbar sind. Hoferer (2001) stellte in seinen Versuchen eine etwas schnellere
Inaktivierung der Erreger EHEC und Salmonella Senftenberg als in den vorliegenden Untersuchungen fest.
Er gibt fur EHEC in seinen Versuchen im Wasserbad bei 50 °C D-Werte von 1,5 Stunden (reine Suspension)
an, im Vergleich zu den Werten aus den Versuchen in der Biogasanlage bei der Kofermentation von Speise-
resten mit Schweinegiille bzw. Rindergulle von 0,4 bzw. 0,4 Stunden. In den Versuchen bei 55 °C erhalt er
im Wasserbad D-Werte von 0,3 Stunden (reine Suspension) und in der Biogasanlage von 0,03 bzw. 0,08
Stunden. In den entsprechenden Untersuchungen fur Salmonella Senftenberg, gibt er in seinen Versuchen
im Wasserbad bei 50 °C D-Werte von 1,7 Stunden und in Rindergulle bzw. Schweinegulle D-Werte von 0,6
bzw. 0,5 Stunden an. Bei 55 °C ergeben sich D-Werte von 0,4 Stunden, im Vergleich zu den Untersuchun-
gen in der Biogasanlage von 0,06 bzw. 0,1 Stunden in Schweinegille bzw. Rindergiille. In seinen Untersu-
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chungen wird deutlich, dass eine wesentlich schnellere Inaktivierung in den Versuchen in der Biogasanlage
als in denen im Wasserbad stattfindet. Beim Vergleich mit den vorliegenden Ergebnissen muss berticksich-
tigt werden, dass Unterschiede im Versuchsaufbau hinsichtlich der verwendeten Substrate, der Tempera-
turen, der Einwirkungszeit und insbesondere der Versuchsbedingungen (im Wasserbad bzw. in der Biogas-
anlage) bestehen. Zudem handelt es sich bei Hoferer (2001) um Studien zur Absterbekinetik mit errechne-
ten D-Werten, die sich nur bedingt mit den vorliegenden Untersuchungen, in denen festgelegte Tempera-
tur-Zeit-Kombinationen getestet und Reduktionswerte ermittelt wurden, vergleichen lassen.

In den Versuchen zur Inaktivierung thermoresistenter Parvoviren wurde das bovine Parvovirus (BPV) Stamm
Haden verwendet und die Versuche mittels Sandwich-Keimtragern in den Substraten Klarschlamm und
Giille bei 70 °C (+/-2 °C) und 80 °C (+/-2 °C) durchgefiihrt (siehe Punkt 5.2.2.1).

Die Erhitzungsversuche der thermoresistenten bovinen Parvoviren (BPV) ergaben bei Erhitzung auf 70 °C
(+/-2 °C) fur eine Stunde mittlere Reduktionswerte des Infektiositatstiters (KIDsp) im Bereich von 1,8 bzw.
2,1 logo-Stufen im Klarschlamm bzw. der Giille (Tabelle 21 und Abbildung 4). Nach Erhitzung auf 80 °C
(+/-2 °C) fur eine Stunde war eine Verminderung des Infektiositatstiters (KIDsp) um 2,4 bzw. 3,4 logo-
Stufen fur Klarschlamm bzw. Giille in den Untersuchungen ersichtlich (Tabelle 22 und Abbildung 4). In den
Versuchen zeigte sich eine etwas starkere Verminderung des Infektiositatstiters (KIDso) in der Giille gegen-
uber dem Klarschlamm.

Die vorliegenden Ergebnisse sind vergleichbar mit denen von Spillmann et al. (1987), die mittels Sandwich-
Keimtrager-Versuchen fiir BPV innerhalb von 30 Minuten bei 70 °C eine Reduktion um 0,72log;,-Stufen in
Klarschlamm nachweisen konnten. Vergleichbare Ergebnisse nach Erhitzung auf 80 °C mit einer etwas
schnelleren Reduktion gibt Hoferer (2001) fiir Untersuchungen von Brauninger et al. (1994) an, die eine
Reduktion um 4 logo-Stufen innerhalb von 99 Minuten (D-Wert = 23,6 Min.) in Wasser nachweisen und von
Srivastava und Lund (1979), die eine Reduktion um ca. 4 logqo-Stufen (D-Wert von 16 Minuten) innerhalb
einer Stunde in Hank 's Medium angeben. Im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen stellen Monteith
et al. (1986) in ihren Versuchen fiir das BPV keine Inaktivierung wahrend der Erhitzung kontaminierter
Rindergiille auf 70 °C fur 30 Minuten fest. Eine geringere Reduktion stellen ebenfalls Srivastava und Lund
(1979) nach Angaben bei Hoferer (2001) fest, die eine Reduktion um eine logo-Stufe (D-Wert von 72 Minu-
ten) innerhalb von 72 Minuten in Hank s Medium angeben. Beim Vergleich sollte jedoch beriicksichtigt
werden, dass es sich um ein Nahrmedium handelte und die Methodik nicht ersichtlich ist. Einen schnellere
Inaktivierung gibt Hoferer (2001) aus Untersuchungen von Brauninger et al. (1994) an, die eine Reduktion
um 4 logo-Stufen innerhalb von 24 Minuten (D-Wert = 7,5 Minuten) in destilliertem Wasser (Aqua dest.)
feststellen. In den Untersuchungen von Hoferer (2001) weist er fiir das bovine Parvovirus (BPV) bei Erhit-
zung auf 55 °C im Wasserbad D-Werte von 20,4 Stunden und in den Keimtragern in der Biogasanlage fur
Schweinegiille D-Werte von 6,1 (Volumenkeimtrager) bzw. 5,4 (Sandwichkeimtrager) und fir Rindergulle
von 7,8 (Volumenkeimtrager) bzw. 4,6 (Sandwichkeimtrager) nach. In den Untersuchungen von Sauerbrei
et al. (2009) stellt sich das bovine Parvovirus (BPV) Stamm Haden als sehr resistent gegenuber trockener
Hitze dar, nach Erhitzung auf 95 °C fur zwei Stunden ist eine Reduktion von circa 1 logqo-Stufe feststell-
bar. Sie postulieren, dass Parvoviren generell gegeniiber trockener Hitze eine hohere Resistenz als gegen-
uber feuchter Hitze aufweisen.

Die Versuche hinsichtlich der Inaktivierung bakterieller (Endo-) Sporen wahrend der Erhitzung wurden mit
Sporen des aeroben Sporenbildners Bacillus globigii und des anaeroben Sporenbildners Clostridium sporo-
genes bei Temperaturen von 90 °C (+/-2 °C), 98 °C (+/-2 °C), 110°C und 133°C in Klarschlamm, Giille und
in der Sporensuspension durchgefihrt (siehe Punkt 5.2.2.1).

In den vorliegenden Untersuchungen war bei 90 °C (+/-2 °C) bzw. 98 °C (+/-2 °C) keine bzw. nur eine
geringe Reduktion der Konzentrationen um 0,5 logso-Stufen nachweisbar. Demgegeniiber lagen die Kon-
zentrationen nach der Behandlung bei 110 °C fir 30 Minuten und 133 °C fur 20 Minuten unterhalb der
Nachweisgrenze und somit sind keine lebenden Erreger mehr nachweisbar (Tabelle 24 und 26). Somit ge-
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wabhrleisten die beiden Temperatur- / Zeit-kombinationen eine Reduktion um ca. neun bzw. sieben logo-
Stufen fur Bacillus globigii (Tabelle 25 Abbildung 5) bzw. Clostridium sporogenes (Tabelle 27 und Abbil-
dung 5).

Die Ergebnisse entsprechen in etwa den Ergebnissen der Untersuchungen von Basaran-Akgul et al. (2013),
in denen fir die Inaktivierung der Sporen bei Erhitzung auf 115,6 °C bzw. 118,3 °C bzw. 121,1 °C D-Werte
von 2,6 bzw. 1,1 bzw. 0,54 Minuten in Phosphatpuffer angegeben werden. Mitscherlich und Marth (1984)
geben Absterbezeiten von Sporen von Bacillus anthracis unter Verwendung feuchter Hitze bei 90 °C von 15
bis 45 Minuten, bei 95 °C von 10 bis 25 Minuten, bei 100°C von 2 bis 15 bzw. unter 5 bis 10 Minuten und
bei 120°C im Autoklaven von 10 Minuten an. Fir trockene Hitze geben sie bei 140 °C bzw. 150 °C Abster-
bezeiten von drei bzw. einer Stunde an. Reddy et al. (2013) untersuchten in ihren Versuchen den Einfluss
der Kombination von hohem Druck und hoher Temperatur auf die Inaktivierung von Sporen von Clostridium
botulinum Typ A und Typ B-Stammen sowie von Clostridium sporogenes. Bei der Behandlung bei 700 MPa
bei 105 °C fur 2, 4 und 6 Minuten erhalten sie D-Werte von 0,5 bis 2,2 Minuten fur die unterschiedlichen
C. botulinum-Stamme und von 1,4 Minuten fiir C. sporogenes. Die D-Werte fir C. sporogenes bei 600 bzw.
700 bzw. 750 MPa bei 105°C liegen bei 2,3 bzw. 1,4 bzw. 1,2 Minuten. Es erfolgte aber innerhalb der
sechsminiitigen Behandlung keine vollstandige Inaktivierung ausgehend von Konzentrationen von 7,6 log
und eine Reduktion um 5,6 logo-Stufen. Byun et al. (2011) wiesen in ihren Untersuchungen fiir C. sporoge-
nes D-Werte von 1071,5 bei 90 °C bzw. 110,1 bei 100 °C bzw. 5,2 bei 113 °C bzw. 4,1 bei 115 °C bzw. 1,8
bei 118 °C bzw. 0,9 Minuten bei 121 °C nach. Die Ergebnisse der unterschiedlichen Untersuchungen sind
nur bedingt mit den vorliegenden Ergebnissen vergleichbar, da z.T. erhebliche Unterschiede hinsichtlich
des Versuchsaufbaus bestehen. Dabei bestehen u.a. Unterschiede in Bezug auf einwirkende Temperatur
und Druck.

4.1.4.4 Bewertung der Ergebnisse der Lagerungsversuche:

Die Untersuchungen zur Inaktivierung des enteroaggregativen hamorrhagischen Escherichia coli (EAHEC)
0104:H4-Stamms, der monophasischen Variante der Salmonella Serovar Typhimurium sowie der Sporen
von Bacillus globigii wahrend der Langzeitlagerung bei konstanten Temperaturen von 10 °C (+/-2 °C) wur-
den vergleichend in den Substraten Klarschlamm, Giille und Garprodukten iiber einen Zeitraum von sechs-
unddreiBig Wochen durchgefiihrt (siehe Punkt 5.2.2.2).

In den Lagerungsversuchen zur Tenazitat der untersuchten Bakterien und Sporen wahrend der Langzeitla-
gerung von Klarschlamm, Giille und Garprodukten bei 10 °C (+/-2 °C) zeigte sich eine relativ lange Uber-
lebensfahigkeit der Erreger. Aus den Ergebnissen der Versuche mit der enteroaggregativen hamorrhagi-
schen Escherichia coli (EAHEC) Serovar 0104:H4 sind gewisse Unterschiede hinsichtlich der Substrate zu
erkennen. In den vorliegenden Versuchen zeigte sich im Klarschlamm eine relativ konstante Reduktion des
Erregers um ca. 0,5 log-Stufen innerhalb von vier Wochen und eine Reduktion um flinf logqo-Stufen wurde
erst nach sechsunddreiBig Wochen erreicht. Im Vergleich dazu erfolgte in Giille bereits innerhalb der ers-
ten vier Wochen eine starke Abnahme um 3,5 logo-Stufen und bereits nach sechzehn Wochen konnte eine
Reduktion um funf log-Stufen nachgewiesen werden. In den Garprodukten blieben die Konzentrationen
zunachst relativ konstant und eine Reduktion von ca. 0,5 logo-Stufen war in den ersten zwolf Wochen zu
beobachten. Eine Reduktion um flnf logo-Stufen wurde wie im Klarschlamm erst nach sechsunddreifig
Wochen Lagerung nachweisbar (siehe Tabelle 28 und 29, sowie Abbildung 6). Fur die monophasische Vari-
ante der Salmonella Serovar Typhimurium DT120 konnte eine relativ konstante Reduktion des Erregers in
allen drei Substraten uber den gesamten Zeitraum der Lagerung festgestellt werden. Im Klarschlamm und
in der Giulle war eine Reduktion von funf logo-Stufen erst nach sechsunddreifigwochiger Lagerung nach-
weisbar, in den Garprodukten hingegen bereits nach zwanzig Wochen und nach sechsunddreiBig Wochen
unterhalb der Nachweisgrenze von 3,0 KbE/g (siehe Tabelle 30 und 31, und Abbildung 7). Die vorliegenden
Ergebnisse zeigen, dass die Konzentrationen fur Bacillus globigii Uber die gesamten sechsunddreiffig Wo-
chen Lagerung bei 10 °C (+/-2 °C) relativ konstant waren und um maximal 0,5 log,-Stufen schwankten,
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und die Lagerung demnach keine Auswirkungen auf die Reduktion bzw. Inaktivierung der Sporen des aero-
ben Sporenbildners Bacillus globigii hatte (siehe Tabelle 32 und 33).

Tenazitatsstudien fiir die enteroaggregative hamorrhagische Escherichia coli (EAHEC) O104:H4 Serovar zur
Langzeitlagerung von Klarschlamm, Gille und Garprodukten wurden wahrend der Literaturrecherche nicht
gefunden. Vergleichbare Untersuchungen zum Uberleben bzw. der Inaktivierung von Escherichia coli
0157:H7 wahrend der Langzeitlagerung von Klarschlamm und Rindergiille bei 10 °C sind von Avery et al.
(2005) durchgefiihrt worden, deren Ergebnisse etwas kiirzeren Uberlebenszeiten im Vergleich zu den im
Projekt erhaltenen Ergebnissen ergeben haben. Sie stellen ein Uberleben der Escherichia coli 0157:H7
Serovar in organischen Abfallen, u.a. Abwasser, Klarschlamm, Schlachthofabfallen und Rindergiille, tiber
mindestens zwei Monate in 21 der 27 Proben, dabei in sieben von acht der Abwasser- und in drei von funf
Klarschlammproben, fest. Dabei ist die Abnahme in unbehandelten flissigen Abwassern groBer als in be-
handelten Abwassern. Sie stellen ebenfalls in Giille eine schnellere Inaktivierung von EHEC fest, mit einer
Reduktion um zwei log-Stufen (mittlere Too-Werte) innerhalb von 12 +/-4 Tagen. Czaijkowska et al. (2008)
weisen in ihren Untersuchungen ebenfalls Uberlebenszeiten fiir Escherichia coli 0157:H7 und einen E-
scherichia coli-Stamm aus der Umwelt (bei Ausganskonzentrationen von 10® KbE/ml) im Kldrschlamm von
21-28 Tagen bei 24 °C und von 65-78 Tagen bei 6 °C nach. Himathongkham et al. (1999) stellten in ihren
Untersuchungen in frischer Gille und insbesondere in alter Giille fiir EHEC 0157:H7 (D-Werte von 3,18 bei
37 °C, 14,75 bei 20 °C und 21,51 (38,76) Tagen bei 4 °C) bei niedrigen Temperaturen (4 °C, 20 °C) D-
Werte von ca. 15 bis zu 39 Tagen fest. Dies entspricht bei entsprechend hohen Ausgangskonzentrationen
einem Uberleben der Erreger iiber mehrere Monate bei niedrigeren Temperaturen. Im Gegensatz zu den
vorliegenden Ergebnissen stellen Nicholson et al. (2005) etwas kiirzere Uberlebenszeiten fiir Escherichia
coli 0157:H7 in Rinderglille und Abwasser von bis zu 3 Monaten bei Temperaturen unter 20 °C fest.
Skowron et al. (2013) stellen in ihren Untersuchungen Uberlebenszeiten von ca. 75 bis 200 Tagen fiir E-
scherichia coli in Rindergiille (TS-Gehalt 2, 6 und 14%) wahrend der Lagerung bei 4 °C und 20 °C fest. Die
z.T. kiirzeren Uberlebenszeiten in den Studien im Vergleich zu den vorliegenden Ergebnissen sind vorsich-
tig zu beurteilen. Beim Vergleich der Studien muss beriicksichtigt werden, dass Unterschiede hinsichtlich
der untersuchten Erreger, der Herkunft der Substrate sowie des Versuchsaufbaus bestehen. Avery et al.
(2005) stellen bereits in ihren Untersuchungen fest, dass sich die Abfalle gleicher Herkunft beziiglich der
Persistenz von Escherichia coli 0157 deutlich unterscheiden. Im Versuchsaufbau liegen die Unterschiede
u.a. bei abweichenden Untersuchungsterminen und Lagerungstemperaturen. Insbesondere die Lagerungs-
temperatur (Himathongkham et al., 1999) und der pH-Wert der Substrate sind wichtige Faktoren in Hin-
blick auf die Uberlebenszeiten von Erregern.

Die festgestellten langen Uberlebenszeiten fiir die monophasische Variante der Salmonella Serovar Ty-
phimurium DT120 sind in Ubereinstimmung mit Angaben von Mitscherlich und Marth (1984), die ein tempe-
raturabhingiges Uberleben von Salmonellen in Klarschlamm von max. 344 Tagen bei 10 - 18 °C und weni-
ger als 10 Tagen bei 30 - 34 °C feststellen. Etwas geringere Uberlebenszeiten im Vergleich zu den vorlie-
genden Ergebnissen stellt Haible (1989) in ihren Untersuchungen fest. Sie kann Salmonellen wahrend der
Langzeitlagerung von Klarschlamm maximal funf Monate (ca. 150 Tage) lang nachweisen, und Untersu-
chungen an halbtechnischen Anlagen ergaben eine Reduktion um sieben Zehnerpotenzen innerhalb der
funf Monate. Nicholson et al. (2005) berichten, dass Salmonella ssp. in Rinderglille und Abwasser bei Tem-
peraturen unter 20 °C bis zu drei Monate Uberleben konnen. Himathongkham et al. 1999 stellten in ihren
Untersuchungen in frischer Giille, insbesondere in alter Giille, Salmonella Typhimurium (D-Werte von 3,1
bzw. 2,3 bei 37 °C, 14,7 bzw. 12,6 bei 20 °C und 21,5 bzw. 16,4 (65,7) Tagen bei 4 °C). Dies entspricht
bei hoheren Ausgangskonzentrationen auch einem Uberleben iiber mehrere Wochen bis Monate bei niedri-
geren Temperaturen. Philipp et al. (1992) stellten in ihren Untersuchungen bereits Uberlebenszeiten in
Mischgiille (2/3 Rindergille + 1/3 Schweinegiille) bei schwankenden Temperaturen von bis zu 106 Tagen
fiir S. Derby und S. SchleiBheim fest (bei Ausgangskonzentrationen von 10° bzw. 10’ KbE/ml). Mitscherlich
und Marth (1984) beschreiben ein Uberleben von Salmonellen in Giille von mehr als 77 Tagen, und ein
Wachstum in Temperaturbereichen zwischen 6 °C und 47 °C. Niedrigere Uberlebenszeiten fiir Salmonella
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Typhimurium stellen Mannion et al. (2007) in Schweinegiille fest bei denen ein Uberleben von 58 bzw. 24
Tagen im Winter und 34 bzw. 19 Tagen im Sommer bei Ausgangskonzentrationen von 10° bzw. 10? KbE/ml
nachweisbar waren. Skowron et al. (2013) stellen in ihren Untersuchungen Uberlebenszeiten von ca. 82 bis
220 Tagen fur S. Dublin und ca. 75 bis 200 Tagen fur E. coli in Rindergiille (TS-Gehalt 2, 6 und 14%) wah-
rend der Lagerung bei 4 °C und 20 °C fest.

Avery et al. (2005) weisen ebenfalls darauf hin, dass die Nachweisbarkeit grundsatzlich sehr starken
Schwankungen auch innerhalb eines Substrates der gleichen Herkunft unterworfen ist.

Schlussfolgern lasst sich aus den vorliegenden Ergebnissen sowie Untersuchungen anderer Autoren (Avery
et al. (2005); Himathongkham et al. (1999, 2000); Mannion et al. 2007) dass eine Reduktion der Konzent-
rationen hinsichtlich der Erreger EAHEC und Salmonella durch eine Langzeitlagerung gewahrleistet werden
kann, eine vollstandige Inaktivierung pathogener Erreger aber nicht zu garantieren ist. Fiir eine Reduktion
um mehr als flnf log-Stufen, wie sie z.B. als Forderung fiir biotechnologische Behandlungsmoglichkeiten
in der Verordnung (EU) 142/2011 (Anonym, 2011) uber Hygieneanforderungen fiir tierische Nebenproduk-
te, die nicht fur den menschlichen Verzehr geeignet sind, gefordert wird, oder einer Inaktivierung einge-
brachter Testkeime wie in der Prozesspriufung laut Bioabfallverordnung (BioAbfV, 2012) vorgesehen, soll-
ten entsprechend lange Lagerungszeiten eingehalten und demnach ausreichende Lagerungsmoglichkeiten
vorhanden sein. Himathongkham et al. (1999) errechnet fiir Rindermist bzw. Rindergiille in ihren Untersu-
chungen temperaturabhangig eine Lagerung fiir mindestens 105 Tage bei 4 °C oder 45 Tage bei 37 °C und
fur Geflugelgulle von 6 Wochen bei 20 °C. Grundsatzlich wird die Inaktivierung von mehreren Faktoren
beeinflusst, darunter spielen die Ausgangskonzentrationen, die Temperatur, der pH-Wert, der Ammoniak-
gehalt sowie die Zeit und antagonistische Wirkungen der Begleitflora eine entscheidende Rolle. Die groBte
Bedeutung diirften hinsichtlich der Langzeitlagerung der Temperatur und der Dauer beigemessen werden.

Auf die Inaktivierung der Sporen des aeroben Sporenbildners Bacillus globigii hatte die Lagerung keine
Auswirkungen, die Konzentrationen waren liber die gesamten 36 Wochen relativ konstant und schwankten
um maximal 0,5 logo-Stufen (siehe Tabelle 32 und 33). Bei den bakteriellen Sporen handelt es sich um
sehr umweltresistente Dauerformen, die jahre- bis jahrzehntelang in der Umwelt Uberleben Mitscherlich
und Marth (1984) geben fiir Sporen von Bacillus anthracis in Bodenproben Uberlebenszeiten von 9 bis

60 Jahren an. Des Weiteren wir aufgefiihrt, das diese Sporen bei Aufbewahrung im Labor bei diffusem
Licht 22 Jahre uberlebensfahig bleiben. In Giille konnten sie, nach drei tagiger Sporulation, mindestens
150 Tage bei Temperaturen von 18 °C bzw. 37 °C Uberdauern und in Kotproben von an Anthrax gestorbe-
ner Schweinen 1 bis 75 Tage bei Temperaturen von 25-30 °C. Fur Klarschlamm geben Mitscherlich und
Math (1984) Uberlebenszeiten der vegetativen Keime von mindestens 35 Tagen bei Raumtemperatur an.

Grundsatzlich ist festzuhalten, dass eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse aus den unterschiedlichen Stu-
dien nur bedingt moglich ist, aufgrund unterschiedlicher Versuchsbedingungen hinsichtlich der Substrate,
Temperatur, Lagerungsbedingungen, Ausgangskonzentrationen usw., sowie verschiedener Nachweismetho-
den.

4.1.4.5 Bewertung der Versuche an der Hochdrucktemperatur-Pelletierungsanlage (HTP-Anlage)

Die Versuche in einer Hochdrucktemperatur-Pelletierungsanlage (HTP-Anlage) zum Einfluss der Hoch-
drucktemperaturpelletierung auf die Uberlebensfahigkeit der Erreger mussten aufgrund arbeitstechnischer
sowie arbeitsschutzrechtlicher Griinde anstatt mit Klarschlamm als Substrat mit Holzspanen durchgefiihrt
werden (siehe Punkt 4.2.2.3).

In den Vorversuchen wurde deutlich, dass bereits die Holzspane sowie deren Trocknung nach Beimpfung
inaktivierend auf die Testkeime Escherichia coli K12 und Salmonella Typhimurium Zoosaloral wirken, je-
doch keinerlei Wirkung auf die Sporen von Bacillus globigii hatten. Die Sporen von Bacillus globigii waren
somit sehr gut geeignet um als biologischer Tracer, sowie als Vertreter sporenbildender Bakterien verwen-
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det zu werden. Aus den oben genannten Grinden musste das Beimpfen der Holzspane vor Ort, moglichst
unmittelbar vor Beginn der Pelletierung, erfolgen.

In den Versuchen zeigte sich, dass eine vollstandige Inaktivierung bzw. eine Reduktion um 4,5 bzw.

4,7 logo-Stufen der Bakterien E. coli K12 bzw. S. Zoosaloral wahrend der Pelletierung erreicht wurde, die
Konzentrationen in den unbehandelten beimpften Holzspanen jedoch ebenfalls Uber die Versuchslaufzeit
um 2,8 bzw. 2,2 logqo-Stufen absanken. Hinsichtlich der Sporen von Bacillus globigii konnte eine Reduktion
um ca. 1,5 log-Stufen in den Pellets, 0,7 logo-Stufen im Staub-Pellet-Gemisch im Vergleich zu den bei-
mpften Holzspanen zu Beginn und am Ende des Versuchs erreicht werden (siehe Tabelle 34 und Abbil-
dung 8). Die Ergebnisse deuten an, dass durch die erzeugten Presskanaldriicke von bis zu 250 MPa (= 2500
bar) sowie die dabei erreichten Temperaturen zwischen 90 °C und 150 °C, eine Inaktivierung von Salmo-
nella ssp. und Escherichia coli, inklusive des enteroaggregativen hamorrhagischen Escherichia coli (EAHEC)
Serovar 0104:H4, um 2 bis 3 logso-Stufen erreicht wurde. Die Konzentration von Bacillus globigii war in
den Pellets etwas niedriger als im Staub-Pellet-Gemisch. Dies deutet auf eine gewisse Inaktivierung (ca.
0,7 logo-Stufen) von Bacillus globigii wahrend des Pelletierens hin. Weitere Untersuchungen zur Beurtei-
lung dieser weitergehenden Klarschlammbehandlung hinsichtlich der Inaktivierung bakterieller Sporen sind
notwendig. In den im Projekt durchgefiihrten Erhitzungsversuchen zeigten sich die getesteten Clostridien
als hitzeresistenter als Bacillus globigii, so dass keine Aussage zum Verhalten von Clostridien wahrend des
Pelletiervorgangs abgeleitet werden kann. Vergleichbare Untersuchungen zur Inaktivierung von Krank-
heitserregern wahrend des Pelletierens wurden wahrend der Literaturrecherche nicht gefunden.

4.2 Phytohygiene

4.2.1 Einleitung

Widerstandsfahige Schadorganismen von Pflanzen konnen insbesondere bei der industriellen Verarbeitung
landwirtschaftlicher bzw. gartenbaulicher Erzeugnisse vor allem in Wasch- und Sortieranlagen in groReren
Mengen anfallen und ins Abwasser gelangen. Untersuchungen zur Uberlebensfihigkeit solcher Organismen
sind bisher nur in begrenztem MaBe durchgefiihrt worden. Daher liegen nur flir wenige Schadorganismen
von Pflanzen bzw. Unkrautern wissenschaftliche Daten vor, wonach diese im Klarschlamm Uiberdauern. Das
Verhalten vieler anderer relevanter Schadorganismen muss erst noch untersucht werden. Bei dem derzei-
tigen Kenntnisstand muss von einem grundsatzlichen Hygienerisiko fur die Pflanzengesundheit ausgegan-
gen werden, wenn Klarschlamme auf landwirtschaftlich genutzten Flachen ohne vorherige Hygienisierung
ausgebracht werden. Der Forschungsbericht ,,Anforderungen an die Novellierung der Klarschlammverord-
nung unter besonderer Bericksichtigung von Hygieneparametern* (Klages et al., 2009) gibt an, mit wel-
chen Schaderregern der Phyto- und Seuchenhygiene in Klarschlammen zu rechnen ist. Es wird hervorgeho-
ben, dass Quarantaneschadorganismen (QSO) flir die Phytohygiene von besonderer Bedeutung sind, da
diese in der Regel nicht durch PflanzenschutzmaBnahmen eingedammt werden konnen.

Die im Rahmen dieses Forschungsprojektes durchgefiihrten Untersuchungen zur Phytohygiene beschrank-
ten sich auf den Erreger des Kartoffelkrebses (Synchytrium endobioticum (Schilbersky) Percival). Dieser
pflanzenpathogene Quarantineschadorganismus ist fiir seine auBerordentliche Uberlebensfihigkeit be-
kannt und kann somit eine Art Referenzstatus flir andere persistente phytopathogene Organismen einneh-
men.

Der obligat biotrophe Pilz ist einer der bedeutendsten Schadorganismen im Kartoffelanbau (Langerfeld,
1984). Eine Bekampfung ist derzeit nur Uber phytosanitare Mafnahmen moglich (Niepold & Stachewicz,
2004). Die European and Mediterranean Plant Protection Organisation (EPPO) listet ihn als Pathogen, das
in Europa in lokal begrenzten Gebieten vorkommt, dessen Einschleppung und Verbreitung in allen Mit-
gliedsstaaten aber verboten ist (EPPO, 2013). In der Europaischen Union ist S. endobioticum als Quaranta-
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neschadorganismus in Anhang | A Il der Richtlinie 2000/29/EG gelistet. Damit unterliegt S. endobioticum
amtlichen KontrollmaBnahmen. Wird der Erreger in einem Kartoffelbestand nachgewiesen, fiihrt das zu
einer umfangreichen Reglementierung. So ist der Anbau von Kartoffeln im Befallsgebiet, bis zur Flachen-
freigabe durch die dafiir zustandige Behorde, untersagt. Auf Grund der von S. endobioticum ausgebildeten
persistenten Dauersori bleiben nachgewiesene Befallsflachen fir Jahrzehnte fur den Kartoffelanbau ge-
sperrt. Die Freigabe ehemaliger Befallsflachen ist im EPPO Standard PM 3/59 (2) (OEPP/EPPO, 1999) gere-
gelt. Demnach konnen Befallsflachen friihestens nach 20 Jahren freigegeben werden. Voraussetzung ist
allerdings, dass bei der Bodenuntersuchung keine Dauersori mehr nachgewiesen werden konnen. Des Wei-
teren ist ein 300 m breiter Sicherheitsstreifen um die Befallsflache anzulegen, in dem nur Kartoffelsorten
angebaut werden diirfen, die gegen den diagnostizierten Pathotyp resistent sind. Ein nachgewiesener Be-
fall kann fir kleinere, auf den Anbau von Kartoffeln spezialisierte Betriebe durchaus existenzbedrohende
Auswirkungen haben. Aber auch GroBbetriebe, die in der Regel als Zulieferer der kartoffelverarbeitenden
Industrie fungieren, haben bei Nachweis eines Befallsherdes mit hohen EinbuBen zu rechnen. Laut Richtli-
nie 69/464/EWG Artikel 2 (2)’ des Rates der Europaischen Union gilt eine Fliche als befallen, wenn min-
destens eine Pflanze/Knolle Symptome eines Befalles mit S. endobioticum aufweist. Lasst sich die Her-
kunft befallener Pflanzenteile nicht mehr feststellen, muss die gesamte Partie, in der diese Pflanzenteile
gefunden wurden, vernichtet werden (Artikel 3, Richtlinie 69/464/EWG).

Ein Eintrag von S. endobioticum in den Prozess der Abwasserreinigung kann nicht ausgeschlossen werden.
Der Erreger kann mit Anhangerde an Kartoffeln verbracht werden und liber Reinigungs- und Waschprozesse
in Resterden und Abwasser gelangen (Steinmoller et al., 2012). Da die Verwertung von Klarschlammen als
Dlingemittel in der Landwirtschaft v.a. im Hinblick auf die schwindenden Phosphorreserven angestrebt
wird, ist es notwendig die hygienisierende Wirkung von Klarschlammbehandlungsverfahren auf den Qua-
rantaneerreger S. endobioticum zu untersuchen. Zu priifen ist dabei deren Wirkung auf die persistenten
Dauersori, die dieser Erreger im Verlauf seiner Entwicklung bildet und mit denen er in der Lage ist, auch
ohne Wirt jahrzehntelang im Boden zu iiberdauern und neue Infektionen hervorzurufen.

4.2.2 Methodenvalidierung

Fur die Untersuchungen mit S. endobioticum standen nur bedingt etablierte, standardisierte Methoden zur
Verfugung, da dieser Schadorganismus eher selten Gegenstand von Forschungsvorhaben ist. Im Vorfeld der
Untersuchungen mussten folgende Aspekte geklart werden:

1) Welches Material ist fur die Kontamination von Klarschlamm geeignet, wenn eine quantitative Er-
gebnisauswertung angestrebt wird?

2) Ist eine moglichst verlustfreie Riickisolierung der Dauersori aus Klarschlamm moglich?
3) Wie hat die Bonitur (Bewertung des Zustandes der Dauersori) zu erfolgen?

4) Wie kann die Vitalitat der Dauersori vor und nach der Behandlung uberpriift werden?
4.2.2.1 Das Ausgangsmaterial

Bereitstellung des Tragermaterials (Klarschlamm, Kldrschlammpellets)

Die Bereitstellung des Klarschlammes erfolgte wahrend des gesamten Versuchszeitraumes durch das Insti-
tut fur Umwelt- und Tierhygiene der Universitat Hohenheim. Die Untersuchungen wurden mit Klarschlam-

3 Richtlinie 69/464/EWG zur Bekampfung des Kartoffelkrebses, Rat der Européischen Gemeinschaften, Stand
8.Dezember 1969http://pflanzengesundheit.jki.bund.de/dokumente/upload/06efd_rl1969-464-kons.pdf
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men aus den Klarwerken Plieningen-Kemnat (Plie), Miihlhausen bei Stuttgart (MH), Mohringen (MR), und
der Universitat Stuttgart (Uni) durchgefuhrt.

Bereitstellung des Erregers

Die Kenntnis Uber die Erregerkonzentration im zu untersuchenden Medium ist Grundvoraussetzung fur
quantitative Aussagen zur reduzierenden Wirkung von Behandlungsmethoden. Das Anreichern von Mikroor-
ganismen auf Nahrmedien ist eine gangige Methode, um diese in ausreichender Menge und vor allem in
bekannter Konzentration fiir Untersuchungen zur Verfligung zu stellen. Da S. endobioticum ein obligat
biotropher Erreger ist, konnte diese Methode nicht angewendet werden. Fiir die Untersuchungen sollten
Dauersori als Ausgangsmaterial verwendet werden. Das bedeutete, dass die in den Gewebewucherungen
fest eingebundenen Dauersori aus dem Gewebe isoliert werden mussten. Das ist Uber die Herstellung von
sogenanntem Krebskompost moglich.

Dauersori aus verrotteten Krebswucherungen (Krebskompost)

Krebskompost, ein mit Dauersori kontaminierter Quarzsand, wird am Institut fur Pflanzenschutz in Acker-
bau und Griinland (JKI) als Inokulum fiir die Erzeugung von Gewebewucherungen benctigt und regelmabig
uber eine gefiihrte Rotte der Gewebewucherungen hergestellt. Er besitzt eine bekannte Menge an Dauer-
sori, die bestimmt wird, indem eine Isolierung der Dauersori aus 40 g Krebskompost durchgefiihrt wird.
AnschlieBend werden die Dauersori am Durchlichtmikroskop gezahlt, wobei die Konzentration der Dauer-
sori dem Mittelwert aus drei Wiederholungen entspricht. Eine direkte Verwendung des Krebskompostes als
Inokulum bzw. als Kontaminationsmaterial fiir die Untersuchungen mit Klarschlamm sollte also moglich
sein. Allerdings wurde auf Grund des Herstellungsverfahrens vermutet, dass ein Teil der Dauersori in nicht
vollstandig aufgeschlossenen Gewebeteilen gebunden bleibt. Werden Behandlungsverfahren gepriift, bei
denen mit einer Zersetzung oder einem anderweitigen Aufschluss organischen Materials zu rechnen ist,
werden diese Dauersori freigelegt, was zu einer Ergebnisverfalschung fiihrt. Durch mehrfache Isolierung
von Dauersori aus ein und demselben Material konnte diese Annahme bestatigt werden. In Anhang | sind
die Einzelheiten des Untersuchungsprotokolls aufgefiihrt. Fir das Zahlen der Dauersori wurden 25 pl
Sporensuspension auf einen Objekttrager pipettiert, mit einem Deckglaschen (22 x 22 mm) abgedeckt und
am Durchlichtmikroskop bei 100-facher VergroBerung ausgezahlt. Je Wiederholung und Isolation wurden 10
Zahlungen durchgefiihrt. Uber den Mittelwert wurde dann auf die Anzahl Dauersori in 35 ml Sporensuspen-
sion geschlossen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 35 dargestellt und zeigen, dass auch bei der Durchfiihrung
einer dritten Isolierung noch Dauersori aus dem Krebskompost herausgelost werden konnten, wodurch die
oben genannte Annahme bestatigt wird. Die Ergebnisse zeigen aber auch, dass die Anzahl isolierter Dauer-
sori innerhalb der Wiederholungen stark variiert. Das trifft vor allem auf die erste Wiederholung zu. Fur
eine quantitative Ergebniserhebung ist Krebskompost somit nicht geeignet.

Tabelle 35:  Anzahl Dauersori in 35 ml Sporensuspension bei nacheinander durchgefiihrten Isolierungen aus ein und demselben
Ausgangsmaterial (40 g Krebskompost)

1. Wiederholung 2. Wiederholung 3. Wiederholung

(40 g Krebskompost) (40 g Krebskompost) | (40 g Krebskompost)

Geziahlte 1. Isolierung 123.433
Dauersori —

in 35 ml 2. Isolierung 8.867 14.000 13.300

Sporen-
suspension 3. Isolierung 7.467 5.040 5.600
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Isolierte Dauersori

Als Alternative fir die Kontamination von Klarschlamm wurde die Verwendung von Dauersori, die aus
Krebskompost isoliert wurden und dann in Form einer Sporensuspension vorliegen, gepriift. Die Sporensus-
pension enthalt dann nur frei vorliegende Dauersori und einen verschwindend geringen Anteil an Fremd-
stoffen, die gut von den Dauersori unterschieden werden konnen. Dadurch wird es moglich, die Konzentra-
tion der Dauersori im Vorfeld der Untersuchungen, durch stichprobenartiges Auszahlen der Sporensuspen-
sion, zu erfassen. Die Erfahrungen beim Auszahlen der Suspension haben jedoch gezeigt, dass die mit der
Pipette aufgenommene Menge Dauersori stark variieren kann. Hinzu kommt, dass sich durch das Einpipet-
tieren der Sporensuspension der Wassergehalt des Klarschlammes erhoht, wodurch sich die Wirkung der
Behandlungsmethode verandern konnte. Das ist vor allem bei thermischen Behandlungsverfahren von Be-
deutung, da Wasser hier als Warmeiibertrager fungiert. Deshalb wurde gepriift, ob es moglich ist, die aus
dem Krebskompost isolierten Dauersori ohne Vitalitatsverlust zu trocknen. Durch eine Gewichtsbestim-
mung ware es dann moglich, die Dauersori in die zu untersuchenden Klarschlamme einzuwiegen. Abbildung
9 zeigt die moglichen Ausgangsmaterialien.

Abbildung 9: magliche Ausgangsmaterialien fiir die Untersuchungen mit dem Erreger Synchytrium endobioticunr,
(A) Duran-Flasche mit Krebskompost
(B) Zentrifugenrohrchen mit Dauersori-Suspension
(C) Glaspetrischale mit aus Krebskompost isolierten und anschlief3end getrockneten Dauersori

Trocknung der Dauersori

Fir die Trocknung der Dauersori wurde die Sporensuspension fiir 5 min bei 3000 rpm zentrifugiert, damit
sich die Sori am Boden des Zentrifugenrohrchens absetzen. AnschlieBend wurde die Flissigkeitsmenge
durch vorsichtiges Abpipettieren auf 5 ml reduziert. Diese 5 ml wurden vollstandig in eine Glaspetrischale
uberfuihrt, Uber Nacht in einem Trockenschrank bei ca. 40 °C getrocknet. Anschliefend wurde uberpriift,
ob der Trocknungsprozess Auswirkungen auf die Vitalitat der Dauersori hatte. Die Vitalitatsprufung erfolg-
te nach EPPO Standard PM 3/59 (2) (OEPP/EPPO, 1999) durch visuelle Bonitur am Durchlichtmikroskop und
ergab keinen Vitalitatsverlust. Vitalitat und Virulenz der Dauersori nach der Trocknung konnten durch
einen Biotest bestitigt werden (siehe Abschnitt 4.2.4.3, Uberpriifen der Virulenz riickisolierter Dauersori
mittels Pathogenitatstest)

Bestimmung des Gewichtes der Dauersori

Um das Gewicht der getrockneten Dauersori bestimmen zu konnen, wurde eine Zahlreihe durchgefiihrt.
Hierfur wurden getrocknete Dauersori mit einer Impfose auf einen Objekttrager gegeben, das Gewicht
erfasst und die Dauersori am Mikroskop ausgezahlt. Um die Dauersori besser zahlen zu konnen wurden 25
pl Leitungswasser zugegeben (aufpipettiert) und alles mit einem Deckglaschen (22 x 22 mm) abgedeckt.
Die so erhobenen Daten dienten als Grundlage fir das Ermitteln der Anzahl Dauersori bezogen auf ein Ge-
wicht von 0,01 mg. Die Datenanalyse erfolgte mit der Statistiksoftware JMP 10. Der Auswertung lagen 50
Zahlungen zugrunde. Abbildung 10 zeigt, dass ein enger Zusammenhang zwischen dem eingewogenem
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Gewicht und der gezahlten Menge an Dauersori besteht. Ein Milligramm getrocknete Dauersori, isoliert aus
Krebskompost 2006/2/P1 (Jahr/Charge/Pathotyp), enthalt durchschnittlich 5.167 Dauersori, wobei die
konkrete Zahl mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % im Bereich 4.964 bis 5.370 Dauersori liegt. Das ent-
spricht einer Abweichung von 400 Dauersori. Damit ist das Einwiegen der Dauersori die genaueste Metho-
de, Klarschlamme zu kontaminieren. Durch die Verwendung getrockneter Dauersori sind Einflusse auf den
Erreger sehr gut nachvollziehbar und der Wassergehalt des Klarschlammes wird nicht beeinflusst. Daher
wurde diese Art des Inokulums fir die Untersuchungen ausgewahlt.

4= Verteilungen
4/+/DS/0,00001 g

90
80
70+
— \
40 "]
304
| 204
4 Quantile
100.0 % Maximum 815
995% 815
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90.0 % 57,16
75.0% Quartil 54

50.0% Median 51,3
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10.0% 46,94
25% 31,42
05% 30,1

0.0%  Minimum 301
41~ Statistische Kenngrofen

[ Witlelwert 51,672549 |
old-ADW [ 227128062
Abbildung 10: Ergebnis der Datenanalyse zur Ermittlung eines Zusammenhanges Std-Fehler Mittelwert  1.0120643
zwischen dem Gewicht und der Anzahl getrockneter Dauersori iso- 95% Kl oben Mittelwert  53,705341
liert aus 40 g Quarzsandpraparat 2006/2/P1; dargestellt ist die 95% Kl unten Mittelwert 49,639757
Anzahl Dauersori bei einem Gewicht von 0,00001 g (0,01 mg). N 31 |

Fur die Untersuchungen zur thermischen Behandlung und zur Lagerung von Klarschlamm wurden getrock-
nete Dauersori aus Krebskompost 2009/1/P1 (Jahr/Charge/Pathotyp) verwendet. Der Krebskompost wird,
wie bereits beschrieben, durch das gefuhrte Verrotten frischer Krebswucherungen gewonnen. Es war da-
von auszugehen, dass die Menge und GroBe der darin befindlichen Dauersori stark variiert. Deshalb wurde
fur diesen Krebskompost ebenfalls eine Zahlreihe durchgefihrt, bei der ein ahnlich enger Zusammenhang
zwischen dem eingewogenen Gewicht getrockneter Dauersori und der Anzahl Dauersori in einem Milli-
gramm festgestellt werden konnte. Allerding enthielt dieser Krebskompost, mit 8.500 Dauersori (+ 700
Dauersori), wesentlich mehr Dauersori als der Krebskompost 2006/2/P1. Dass zeigt, dass bei Untersuchun-
gen mit getrockneten Dauersori aus unterschiedlichen Krebskomposten jeweils eine Zahlreihe durchge-
fuhrt werden muss, um die tatsachlich vorhandene Anzahl Dauersori in einem Milligramm getrockneter
Dauersori zu erfassen.

Fur die Untersuchungen ware es eine wesentliche Erleichterung, wenn die Anzahl der im Klarschlamm
befindlichen Dauersori nach erfolgter Behandlung, ebenfalls durch isolieren der Dauersori, trocknen der so
gewonnenen Sporensuspension (Isolat) und wiegen des getrockneten Isolates, erfolgen konnte. Deshalb
wurde diese Methode auf ihre Eignung fur die Auswertung der Proben nach erfolgter Klarschlammbehand-
lung gepriift. Bereits wahrend des Mikroskopierens wurde allerdings deutlich, dass sich im Isolat aus Klar-
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schlamm ein wesentlich hoherer Anteil an Fremdstoffen befand, als das beim Isolat aus Krebskompost der
Fall war. Damit war es nicht moglich, durch Wiegen einen Rickschluss auf die Anzahl der im Isolat befind-
lichen Dauersori zu ziehen.

Die Riickisolierung der Dauersori

Die Riickisolierung der Dauersori erfolgte wahrend des gesamten Versuchszeitraumes unter Zuhilfenahme

einer Siebmaschine der Firma Retsch. Die verwendete Siebkombination umfasste Siebe mit folgenden Ma-
schenweiten: 210 ym, 125 pm, 75 pm, 25 pm und 20 pm, wobei die Dauersori auf dem 25 pm aufgefangen
wurden. Durch den Einsatz des 20 pm Siebes konnte ausgeschlossen werden, dass moglicherweise kleinere
Dauersori in den Abfluss gelangen.

Fir die Rickisolierung der Dauersori stand das in Anhang | aufgefiihrte Protokoll fur eine Nasssiebung zur
Verfligung. Nach diesem Protokoll werden Uiblicherweise Dauersori aus Boden, Erden oder Quarzsand iso-
liert und es lagen Erfahrungen aus Untersuchungen mit Garresten vor, wo Dauersori nach diesem Protokoll
erfolgreich aus zuvor kontaminierten Garresten zurlickisoliert werden konnten (Schleusner, unveroffent-
licht). Deshalb wurde davon ausgegangen, dass dieses Protokoll auch fiir die Riickisolierung von Dauersori
aus Klarschlamm geeignet ist. Im Rahmen der Autoklavierversuche bei 133 °C konnten allerdings nur ca.
40 % der in den Klarschlamm eingebrachten Dauersori zuriickisoliert werden (siehe Abschnitt 4.2.4.1). Eine
Ursache hierfiir konnte die Anlagerung von Dauersori an Komponenten im Klarschlamm sein. Um dies zu
uberprifen wurden 50 ml Klarschlamm unterschiedlicher Herkunft mit jeweils ca. 1 mg Dauersori konta-
miniert und diese nach Lagerung fiir eine Stunde bei Raumtemperatur zuriickisoliert. Die Konzentration
der Dauersori in der aufgefangen Sporensuspension wurde ermittelt, indem 10 Zahlungen durchgefiihrt
wurden, wobei jeweils 20 pl Sporensuspension am Durchlichtmikroskop ausgezahlt wurden. Durch Verdop-
peln der Wassermenge im ersten Schritt des Protokolls fiir die Riickisolierung (200 ml anstelle von 100 ml),
konnten Dauersori aus den Klarschlammen Mohringen und Plieningen-Kemnat Dauersori verlustfrei zuriick-
isoliert werden (Tabelle 36). Beim Klarschlamm aus Miihlhausen, konnten 82,7 % der Dauersori zurtickiso-
liert werden. Damit verringerte sich der Verlust von ca. 60 % der Dauersori auf ca. 17 %. Eine Riickisolie-
rung der Dauersori aus Klarschlamm der Uni Stuttgart mit tolerierbaren Verlusten, konnte nur durch Ver-
wenden von 400 ml Wasser erreicht werden. Aus dem, im Vergleich zu allen anderen Klarschlammen, we-
sentlich dickflussigeren Klarschlamm, konnten 88,8 % der Dauersori zuriickisoliert werden. Fur Klar-
schlamm aus Muhlhausen wurden auch Isolierungsversuche mit 0,1 M Kalium-Phosphatpuffer unternom-
men. Bei Verwendung von 200 ml Puffer anstelle von 200 ml Wasser konnten alle in den Klarschlamm ein-
gebrachten Dauersori nach einer Stunde zuriickisoliert werden. Aus zeitlichen Grinden und weil ein Ver-
lust von 11,2 % der Dauersori tolerierbar ist, wurde auf eine Verwendung von Puffer fir die Ruckisolierung
verzichtet.

Tabelle 36:  Vergleich der Anzahl in Klarschlamm eingebrachter Dauersori mit der Zahl zuriickisolierter Dauersori, bei Verwen-
dung von 200 ml Wasser bzw. Kalium-Phosphat-Puffer zur Isolierung; *Isolierung der Dauersori mit 400 ml Wasser

Herkunft des Klarschlammes Input | nach 1 Stunde zuriickisolierte Dau-

(Dauersori in 20 pl) ersori in 20 pl Suspension
Mohringen 9,1 10,3
Plieningen-Kemnat 8,2 9,6
Mihlhausen (Wasser) 9,4 7,8
Mihlhausen (0,1 M K-P-Puffer) 11,0 10,7
Uni Stuttgart® 9,5 8,4
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4.2.2.2 Die Durchfiihrung der Bonitur

Die Bonitur der Dauersori erfolgte wahrend des Auszahlens der Sporensuspension durch visuelle Beurtei-
lung des Zustandes der Dauersori bei 100facher bis 200facher VergroBerung am Durchlichtmikroskop. Beim
Zahlen der Dauersori wurde in volle, teilentleerte und leere Dauersori unterschieden. Die Beurteilung der
Vitalitat erfolgte nach EPPO Standard PM 3/59 (2) (OEPP/EPPO, 1999). Demnach gelten volle Dauersori,
mit grau granuliertem Inhalt und leicht abgerundetem Zytoplasma, als vital. Leere Dauersori bzw. Dauer-
sori mit dauerhafter Plasmolyse gelten als nicht vital. Im Rahmen der Methodenvalidierung wurde ein Bo-
niturschema fir die Beurteilung des Zustandes der Dauersori erarbeitet (Tabelle 37).

Tabelle 37:  Boniturschema fiir die Beurteilung des Zustandes der Dauersori; Aufnahme bei 200facher Vergrofierung; Grofie der
Dauersori: 25 - 75 pm; Grofe von Gelbrostsporen: 14-30 x 13-23 pm (Fotos: Yvonne Schleusner, JKI)

Zustand der Dauersori Beispielfotos

volle, vitale Dauersori

volle, denaturierte Dauersori

teilentleerte Dauersori

leere Dauersori

Gelbrostsporen

(Verwechslung maoglich)

Teilentleerte Dauersori missen als potentiell vital angesehen werden, da die Vitalitat optisch nicht ein-
deutig beurteilt werden kann. Aus den Sori entlassene Zoosporen, sind nur 1-2 Stunden lebensfahig (CBA
international, 2014; Curtis, 1921; S. 454;), danach zerfallen sie. Es ist aber unklar, wie lange Zoosporen in
der geschutzten Umgebung des Sorus lebensfahig bleiben. Daruber sind in der Literatur keine Angaben zu
finden. Im Rahmen der Untersuchungen wurden teilentleerte Dauersori als nicht vital gewertet, um erfas-
sen zu konnen, wie hoch der Anteil eindeutig vitaler Dauersori ist. Eine Herausforderung wahrend der Bo-
nituren, war die Unterscheidung von Gelbrostsporen und Dauersori. Wahrend der Untersuchungen wurden
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immer wieder Gelbrostsporen gefunden. Im Gegensatz zu den Dauersori des Erregers S. endobioticum be-
sitzen Gelbrostsporen besitzen keine dicke, doppelte Chitin-Wand und konnten somit eindeutig unter-
schieden werden.

4.2.2.3 Vorbereitung der Untersuchungen in der Hochdrucktemperaturpelletieranlage (HTP)

Im Rahmen dieses Forschungsvorhabens waren auch Untersuchungen zur Wirksamkeit der Hochdrucktem-
peraturpelletierung vorgesehen. Die Untersuchungen sollten an einer Versuchsanlage der Hochschule fiir
Forstwirtschaft in Rottenburg durchgefiihrt werden. Im Vorfeld der Untersuchungen sollte sichergestellt
werden, dass sich Dauersori des Erregers S. endobioticum aus dem Tragermaterial zuriickisolieren lassen.
Hierfiir wurden 10 g Klarschlammpellets der Firma Agro Energie Hohenlohe GmbH und CO. KG mit 100 ml
Leitungswasser und 1 mg Dauersori in eine Duran-Flasche gegeben und fir eine Stunde auf einen Mag-
netriihrer gestellt. Nachdem sich die Pellets aufgelost hatten, blieb die Duran-Flasche uber Nacht bei
Raumtemperatur stehen, um abschatzen zu konnen, ob sich Dauersori bei langerem Kontakt an die Be-
standteile der Klarschlammpellets anlagern. AnschlieBend wurde die Ruckisolierung vorgenommen (Proto-
koll Anhang |) und die Anzahl riickisolierter Dauersori durch Auszahlen von 10 x 25 pl Sporensuspension
ermittelt. Der Versuch wurde drei Mal wiederholt. Aus den aufgelosten Klarschlammpellets lieBen sich
durchschnittlich 60,4 % der urspringlich zugegebenen Dauersori zuriickisolieren.

Aus arbeitsschutzrechtlichen Griinden wurde auf die Verwendung von Klarschlamm als Pelletiermaterial
verzichtet. Die Untersuchungen sollten stattdessen mit Holzspanen durchgefiihrt werden (siehe hierzu
auch Abschnitt 4.1.2.3.). Der Erreger sollte dem Pelletierprozess in Form von eingefarbter Sporensuspen-
sion zugeflihrt werden. Durch das Einfarben der Sporensuspension konnten die mit S. endobioticum kon-
taminierten Holzpellets von den nicht kontaminierten gut unterschieden werden, wodurch sich der an-
schlieBend zu untersuchende Stichprobenumfang enorm eingegrenzt lasst. Im Rahmen von Vorversuchen
wurde abgesichert, dass die Verwendung von blauen Farbpigmenten zu einer guten Einfarbung der
Holzpellets fiihrt (Abbildung 12). Allerdings war es nicht moglich, die Bestimmungen zur Durchfiihrung von
Untersuchungen mit Quarantaneschadorganismen einzuhalten, sodass die geplanten Untersuchungen nicht
durchgefiuihrt werden konnten.

Wissenschaftliche Arbeiten mit QSO bedirfen der Genehmigung des zustandigen Pflanzenschutzdienstes.
Grundvoraussetzung ist, dass die Anlage bzw. die Raume, in denen die Untersuchungen stattfinden, ver-
schlieBbar sind und wahrend der Arbeiten geschlossen bleiben. Wahrend der Pelletierung kommt es zu
einer sehr starken Staubentwicklung, weshalb die Anlage nur mit gedffnetem Tor betrieben werden konn-
te, um einer Staubexplosion entgegen zu wirken. Es wurde versucht, Teile der Pelletieranlage, aus denen
der Erreger austreten kann, mit einem Filterflies der Maschenweite 20 pm abzuschirmen (Abbildung 11).
Damit ware gewahrleistet gewesen, dass der Erreger nicht ins Freiland gelangt und trotzdem ein Luftaus-
tausch stattfinden kann. Die angebrachten Abschirmungen zeigten jedoch keine ausreichende Schutzwir-
kung. Des Weiteren hatten Teile der Maschine nach erfolgter Pelletierung desinfiziert werden missen.
Durch das Einfarben der Holzspane war es moglich die Verteilung dieser innerhalb der Maschine nachzu-
vollziehen. In Abbildung (12) ist deutlich zu sehen, dass eine Desinfektion nicht moglich gewesen ware, da
die Maschine eine Vielzahl unzuganglicher Stellen aufwies (Abbildung 13). Damit konnte eine Genehmigung
der Untersuchungen Seitens des Pflanzenschutzdienstes nicht erfolgen.
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Abbildung 11: Frontalansicht der Pelletieranlage, die im vorderen Bereich mit einem Kafig (D) versehen ist, um das Austreten von S.
endobioticum mit den bei der Pelletierung entstehenden Stauben zu verhindern. Im Kafig befindet sich die Vorrich-
tung fiir die Zufuhr der Sporensuspension zum Presskanal und der Matrize, wie auch die Vorrichtungen zum Trennen
der Pellets vom nicht pelletierten Material. Des Weiteren zu sehen sind der Trichter (A) iiber den die Holzspane fiir die
Pelletierung zugefiihrt werden, Motor (B), Kanal(C) zum Befeuchten und vermischen der Holzspéne (Foto: Yvonne
Schleusner, JKI)
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Abbildung 12: Blau eingefarbte Holzpellets aus dem Vorversuch zu den Untersuchungen in der Hochdrucktemperaturpelletieranlage
mit S. endobioticum (Foto: Yvonne Schleusner, JKI)

Abbildung 13: Foto des vorderen Teils der Pelletieranlage nach erfolgter Pelletierung blau eingefarbter Holzspane. Abgebildet sind
der Presskanal (A), die Matrize (B) und die Vorrichtung zum Abtrennen der Pellets von der Matrize (C) der Pelletieran-
lage. Die Pfeile markieren unzugéngliche Stellen, die eine Desinfektion der Maschine unméglich machen; (Foto:
Yvonne Schleusner, JKI)
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4.2.2.4 Zusammenfassung

Im Rahmen der Methodenvalidierung wurden standardisierte Methoden fur die Versuchsdurchfiihrung erar-
beitet. Eine besondere Herausforderung war die Bereitstellung des Erregers S. endobioticum. Der Erreger
sollte in einer Form vorliegen, die eine quantitative Ergebnisauswertung zulasst. Dabei wurde nachgewie-
sen, dass hierfur aus Krebskompost isolierte und anschlieBend getrocknete Dauersori am besten geeignet
sind. Es konnte ein enger Zusammenhang zwischen dem eingewogenen Gewicht getrockneter Dauersori
und Anzahl Dauersori nachgewiesen werden. Dadurch war es moglich, Dauersori in die Klarschlamme ein-
zuwiegen. Durch Anpassen des Protokolls fiir die Isolierung der Dauersori aus Klarschlamm, konnte ein
nahezu verlustfreies Zurlickisolieren der in den Klarschlamm eingebrachten Dauersori gewahrleistet wer-
den. Allerdings war es, nach dem Riickisolieren der Dauersori aus Klarschlamm, nicht moglich, vom Ge-
wicht des getrockneten Isolates auf die Anzahl der darin befindlichen Dauersori zu schlieBen, weil neben
den Dauersori zu viele Fremdstoffe enthalten waren. Die Beurteilung der Wirkung der Klarschlammbehand-
lungsmethoden erfolgte daher durch Auszahlen der Sporensuspension. Fiir die Beurteilung der Vitalitat der
Dauersori wurde ein Boniturschema erarbeitet. Durch einen Pathogenitatstest konnte die Vitalitat der
Dauersori zu Versuchsbeginn nachgewiesen werden. Die Untersuchungen mit S. endobioticum an einer
Anlage zur Hochdrucktemperaturpelletierung mussten leider entfallen, da es an der Versuchsanlage Hoch-
schule fur Forstwirtschaft in Rottenburg nicht moglich war, die Sicherheitsbestimmungen zum Arbeiten
mit Quarantaneschadorganismen einzuhalten.

4.2.3 Material und Methoden

4.2.3.1 Thermische Behandlung

Es sollte untersucht werden, welchen Einfluss eine thermische Behandlung von Klarschlammen auf Dauer-
sori des Erregers S. endobioticum hat. Dafur wurden aus Krebskompost 2009/1/P1 isolierte und getrockne-
te Dauersori verwendet. Die Autoklavierversuche wurden sowohl mit Wasser, als auch mit Klarschlammen
aus den Klarwerken in Mithlhausen und der Uni Stuttgart durchgefiihrt. Fiir die Untersuchungen wurden je
Temperaturvariante 5 Duranflaschen mit jeweils 50 ml Klarschlamm und ca. 1 mg Dauersori befullt. Zwei
Duranflaschen dienten als Kontrolle und wurden bis zur Riickisolierung der Dauersori (zwei Tage nach Kon-
tamination) bei Raumtemperatur gelagert. Die Ubrigen drei Duranflaschen wurden zum Autoklavieren an
die Uni Hohenheim geschickt. Um mogliche Abbauprozesse zu stoppen, erfolgte der Transport jeweils ge-
kiihlt. Zusatzlich zur thermischen Behandlung wurde untersucht, ob eine Lagerung der behandelten Klar-
schlamme einen Einfluss auf die Vitalitat der Dauersori hatte. Hierfur wurden die thermisch behandelten
Klarschlamme und die unbehandelten Kontrollen 6 Monate dunkel bei Raumtemperatur gelagert. Tabelle
38 zeigt den generellen Versuchsaufbau. Dem Versuchsaufbau ist zu entnehmen, dass in der Regel mit drei
parallelen Proben gearbeitet wurde.

Die Ruckisolierung der Dauersori wurde am JKI durchgefiihrt und erfolgte fur die Proben der Kontrolle und
die behandelten Proben zeitgleich per Nasssiebung. Dabei wurde die erste Wiederholung laut Protokoll
durchgefihrt (siehe Anhang |). Fiir die zweite Wiederholung wurden anstelle von 100 ml Wasser im ersten
Schritt des Protokolls, 200 ml Wasser verwendet, um Verlusten durch Anlagerung von Dauersori an Kompo-
nenten des Klarschlammes entgegen zu wirken (siehe Abschnitt 4.2.2.1, Riickisolierung der Dauersori). In
den Behandlungsvarianten traten diese Verluste nicht auf. Die aufgefangene Sporensuspension wurde bis
zur Auswertung bei 4 °C gelagert.
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Tabelle 38:  Versuchsaufbau der Autoklavierversuche

Temperatur Zeit Druck Lagerung Medium Probenumfang Wieder-
holungen
133 °C 20 min 3 bar keine Klarschlamm aus 3 parallele Proben 2
Mihlhausen
140 °C 2h 4 bar keine Klarschlamm aus 3 parallele Proben 2

Muhlhausen und
der Uni Stuttgart

Wasser 4 Parallele Proben 1
133 °C 20 min 3 bar 6 Monate | Klarschlamm aus 3 parallele Proben 1
Mihlhausen
140 °C 2h 4 bar 6 Monate | Klarschlamm  aus | 3 parallele Proben 2
Mihlhausen

Die Konzentration der Dauersori in der Sporensuspension wurde durch Auszahlen von 10 x 20 pl Sporensus-
pension ermittelt. Die Zahlung wurde an einem Durchlichtmikroskop bei 100facher bis 200facher VergroBe-
rung vorgenommen. Wahrend des Zahlens wurde auch der Zustand der Dauersori beurteilt. Dabei wurde in
volle, teilentleerte und leere Dauersori unterschieden. Des Weiteren wurde erfasst, ob Dauersori geplatzt
waren oder der Inhalt denaturiert, wobei unter Denaturierung eine deutliche Abweichung von der norma-
lerweise gleichmaligen, graulichen Granulierung zu verstehen ist. Laut EPPO Standard PM 3/59 (2)
(OEPP/EPPO, 1999) sind unversehrte, vollstandig gefiillte, graulich granulierte Dauersori als vital einzustu-
fen. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden solche Dauersori und Dauersori, die nur leicht davon abwi-
chen als vital eingestuft. Die Virulenz der rlickisolierten Dauersori wurde durch einen Pathogenitatstest
uberprift (siehe Abschnitt 4.2.2.3, Durchfuhrung der Bonitur).

4.2.3.2 Lagerung von Klarschlamm

Untersuchungen zum Einfluss einer Lagerung auf Dauersori des Erregers S. endobioticum, wurden sowohl
als reine Lagerungsversuche, als auch als Lagerung nach erfolgter thermischer Behandlung durchgefuhrt.
Dabei wurden die thermisch behandelten Klarschlamme fiir sechs Monate gelagert.

Die reinen Lagerungsversuche wurden mit Klarschlammen aus den Klarwerken Muhlhausen bei Stuttgart,
Mohringen, Plieningen-Kemnat sowie der Uni Stuttgart durchgefuhrt. Da sich diese Klarschlamme in ihrer
Zusammensetzung und z.T. bei der hydraulischen Verweilzeit unterscheiden, wurde vermutet, dass es zu
unterschiedlichen Einfliissen wahrend der Lagerung kommt. Untersucht wurden Lagerungszeiten von einem
Tag, drei Tagen, sieben Tagen, vier Wochen, zwolf Wochen und funf Monaten. Fur die Untersuchungen
wurden Duranflaschen mit 50 ml des jeweiligen Klarschlammes befiillt und ca. 1 mg Dauersori eingewo-
gen. Die Klarschlamme wurden bis zur Riickisolierung dunkel bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die Lage-
rungszeiten 1 - 7 Tage wurden mit zwei Wiederholungen und die Lagerungszeiten 4 Wochen bis 5 Monate
in drei Wiederholungen gepruft. Die Wiederholungen wurden im Abstand von einer Woche angesetzt. Als
Kontrolle zum Einfluss der Klarschlamme wurden Dauersori in Wasser gelagert. Hierfiir wurden 2 parallele
Proben angesetzt, denen nach entsprechender Lagerungszeit eine Teilproben enthommen wurden (8 x

20 pl Sporensuspension), um die darin befindlichen Dauersori zu zahlen und deren Zustand zu bewerten.
Die restliche Suspension wurde einer weiteren Lagerung ausgesetzt, sodass ein und dieselben Proben im-
mer wieder bewertet wurden. Diese Vorgehensweise war fir die Bewertung des Einflusses der Klar-
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schlamme nicht moglich. Hier wurden fiir jeden Versuchsansatz Einzelproben angesetzt, die nach erfolgter
Lagerung vollstandig ausgewertet wurden.

4.2.3.3 Uberpriifung der Pathogenitt

Die Pathogenitat der Dauersori wurde sowohl vor Versuchsbeginn, sowie nach erfolgter Behandlung ge-
priift. Der Tube-Test nach Potocek (Abbildung 14) ist die z.Z. zuverlassigste Methode dafiir (Protokoll im
Anhang Il), da hier optimale Infektionsbedingungen herrschen. Der Test wird mit einer fur S. endobioticum
anfalligen Kartoffelsorte durchgefiihrt. Zu Beginn des Testes werden alle Kartoffeltriebe entfernt und
miissen erst wieder nachwachsen. Damit hat der Erreger genug Zeit zum Keimen und findet, wenn die
Zoosporen entlassen wurden, junge Triebe flir die Infektion. Durch das Kompost-Quarzsandgemisch kann
sowohl eine optimale Feuchtigkeit aber auch eine gute Beliiftung gewahrleistet werden. Der Tube-Test
wird erst 12 Wochen nach Infektion ausgewertet. In dieser Zeit werden die Kartoffeltriebe regelmahig
zurlickgeschnitten, um die Triebbildung an der Basis zu fordern. Damit stehen dann wieder junge Triebe
fur die Infektion zur Verfuigung. Die Bonitur erfolgt anhand des von Stachewicz in Bartels und Backhaus
(2000) veroffentlichten Boniturschliissels, der in Tabelle 39 abgebildet ist. In Abbildung 15 ist die Symp-
tomauspragung entsprechend der Boniturnoten beispielhaft abgebildet.

Abbildung 14: Kartoffeln im Tuben-Test zur Uberpriifung der Vitalitat bzw. Virulenz der Dauersori. Die Kartoffeln sind iiber ein
schwarzes Gummiband fest an den Tuben fixiert. Die Tuben (weif e, leicht konisch zulaufende Plastik-Zylinder) sind
mit einem Gemisch aus gedampfter Komposterde und Krebskompost befiillt. (Foto: Yvonne Schleusner, JKI)

95



Klarschlammbhygiene

Tabelle 39:  Boniturschliissel nach Stachewicz (Bartels und Backhaus, 2000) unter Angabe der Boniturnote und Symptomaus-
pragung

Boniturnote Symptome am Kartoffeltrieb

0 e keine Symptome

1 o dunkelbraune Schuppen langs Uiber den infizierten Keim/Trieb verteilt
o keine Sorusbildung erkennbar

2 o Nekrosen grofRer als bei Boniturnote 1
¢ einzelne helle, nichtausgereifte oder dunkelbraune, vorzeitig nekrotisierte
Sori sind moglich

3 e Einzelsori oder kleinere Sorusfelder sind von nekrotisierten Epidermiszellen
umgeben

e Sori und Wirtszellen sind nur zum Teil abgestorben

e im Uberwiegenden Bereich der Infektionsstellen sind Abwehrnekrosen vorhan-
den, die jedoch nicht in jedem Falle der Reifung von Einzelsori und Sorusfel-
dern zuvorkommen

e bis zu 5 teilweise oder nicht nekrotisierte Sori pro Trieb konnen toleriert wer-
den

4 o reife, nicht nekrotisierte Sori und Sorusfelder Giberwiegen
e Nekrosen (auch am gleichen Trieb) konnen reichlich vorhanden sein
e vereinzelt sind auch Wucherungen moglich

5 e nicht nekrotisierte Infektionsfelder und Wucherungen tberwiegen

e dicht nebeneinanderliegende Sommer- oder Dauersori ohne Wucherungsbil-
dung sind moglich

e vereinzelt konnen sehr spate Nekrosen vorkommen

Abbildung 15: Bewertung der Reaktion von Kartoffelsorten oder -genotypen auf den Erreger S. endobioticum an Hand der Sympto-
me am Kartoffeltrieb (Fotos: Dr. K. Flath, JKI, Institut fiir Pflanzenschutz in Ackerbau und Griinland);

A =Boniturnote 1, B = Boniturnote 2, C = Boniturnote 3, D = Boniturnote 4, E = Boniturnote 5
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4.2.4 Ergebnisse und Diskussion

4.2.4.1 Untersuchungen zum Einfluss von Temperatur und Druck auf den Erreger Synchytrium endobioticum

Die Untersuchungen zur thermischen Behandlung von Klarschlamm sind mit dem Ziel durchgefiihrt worden,
die Wirkung dieser Behandlungsart auf Dauersori des Erregers S. endobioticum zu beleuchten. Die Bewer-
tung des Einflusses einer thermischen Behandlung von Klarschlamm erfolgt im Weiteren durch Betrachten
des prozentualen Anteils zurlickisolierter bzw. vitaler Dauersori.

Thermische Behandlung bei 133 °C

Die thermische Behandlung bei 133 °C fiur 20 Minuten und einem Druck von 3 bar wurde ausschlieBlich mit
Klarschlamm aus Miihlhausen durchgefuhrt. In Abbildung 16 sind die Ergebnisse dargestellt. Ein Vergleich
beider Wiederholungen zeigt, dass durch Anpassen des Protokolls in der zweiten Wiederholung (siehe auch
Abschnitt 4.2.3.1) hohe Verluste bei der Riickisolierung der Dauersori vermieden werden konnten. In der
Kontrolle der ersten Wiederholung konnten 42,3 % der zu Versuchsbeginn in den Klarschlamm eingebrach-
ten Dauersori zurickisoliert werden. Davon waren 23,4 % vital. Demgegeniiber konnten in der Kontrolle
der zweiten Wiederholung durchschnittlich 79,3 % zuriickisoliert werden, wovon 64,9 % vital nachgewiesen
werden konnten.

Die Beurteilung des Effektes der thermischen Behandlung wird nur anhand der zweiten Wiederholung vor-
genommen, da nur hier die Riickisolierung nach dem angepassten Protokoll erfolgte. Es ist deutlich zu
sehen, dass die thermische Behandlung bei 133 °C weder zu einer nennenswerten Erregerreduktion, noch
zu einem vollstandigen Vitalitatsverlust der Dauersori fiihrte. Nach erfolgter thermischer Behandlung
konnten durchschnittlich 40,9 % der urspriinglich eingebrachten Menge an Dauersori vital nachgewiesen
werden. Damit reduzierte sich der Anteil vitaler Dauersori im Vergleich zur Kontrolle nur um 24,0 %.

1. Wiederholung 2. Wiederholung
100 100
90
R :
£ 80 £
8 70 2
i [+
% 60 z
8 gg M rickisolierte Dauersori % M riickisolierte Dauersori
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a 40 —
S m rickisolierte vitale E M riickisolierte vitale
ﬁ 30 Dauersori % Dauersori
‘U — 3
3 20 x
10
0 - * Ri].ckisolierung * Rickisolierung
Kontrolle  behandelt bei mit Kontrolle  behandelt bei mit
20°C 133°C 100 ml Wasser 20°C 133°C 200 ml Wasser

Abbildung 16: Einfluss einer thermischen Behandlung von Klarschlamm aus Miihlhausen bei 133 °C und einem Druck von 3 bar fiir
20 Minuten auf Dauersori des Erregers Synchytrium endobioticum, dargestellt ist der Anteil riickisolierter Dauersori
in Prozent fiir beide Wiederholungen, je Wiederholung wurden 8 x 20 ul Sporensuspension ausgezahlt

Thermische Behandlung bei 140 °C

Untersuchungen zum Einfluss einer thermischen Behandlung bei 140 °C wurden sowohl mit Klarschlamm
aus Mihlhausen, Klarschlamm der Uni Stuttgart, als auch mit Wasser durchgefuhrt. Um im Autoklaven eine
Temperatur von 140 °C erreichen zu konnen, musste ein Druck von ca. 4 bar aufgebaut werden. Die Be-
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handlungsdauer betrug zwei Stunden. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt im Folgenden getrennt fur die
Behandlung von Wasser, Klarschlamm aus Mihlhausen und Klarschlamm der Uni Stuttgart.

Untersuchungen mit Wasser

Die Wasservariante diente als Kontrolle zum Klarschlamm und sollte Einflusse aufdecken, die ausschlieB-
lich auf die Wirkung der Klarschlamme zurlickzufuihren sind. Die Ergebnisse der Untersuchungen der Was-
servariante sind in Abbildung 17 dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass eine thermische Behandlung
bei 140 °C kaum eine Wirkung auf die Vitalitat der Dauersori hatte (Abbildung 18, rechts). In der Kontrolle
konnten durchschnittlich 91,7 % der eingebrachten Dauersori zuriickisoliert werden. Davon waren durch-
schnittlich 78,5 % vital. Nach erfolgter thermischer Behandlung konnten noch 70,9 % vital nachgewiesen
werden. Damit reduzierte sich der Anteil vitaler Dauersori lediglich um 7,6 %.

100
W —mwr———
80 -
70 -
60 |
50 -
40 |
30
20 -
10

riickisolierte Dauersori
insgesamt

m riickisolierte vitale
Dauersori

Riickisolierte Dauersori in %

Kontrolle  behandelt bei
20°C 140°C

Abbildung 17: Einfluss einer thermischen Behandlung von Wasser 140 °C fiir 2 Stunden und einem Druck von 4 bar auf Dauersori
des Erregers S. endobioticum, dargestellt ist der Anteil riickisolierter Dauersori in Prozent

Untersuchungen mit Klarschlamm aus Mihlhausen

In Abbildung 18 sind die Ergebnisse der ersten und zweiten Wiederholung einer thermischen Behandlung
von Klarschlamm aus Muhlhausen bei 140 °C dargestellt. Wie schon in der 133 °C-Behandlung, erfolgte
auch hier die Ruckisolierung der Dauersori in der zweiten Wiederholung nach dem angepassten Protokoll.
Das erklart die unterschiedlichen Ergebnisse in beiden Wiederholungen. Der Anteil insgesamt zuriickisolier-
ter Dauersori ist mit 81,2 % in der ersten Wiederholung und 79,3 % in der zweiten Wiederholung zwar etwa
gleich hoch, der Anteil vitaler Dauersori unterscheidet sich allerdings deutlich. So konnten in der Kontrolle
der ersten Wiederholung lediglich 28,8 % vitale Dauersori nachgewiesen werden. Demgegeniiber waren in
der zweiten Wiederholung 64,9 % der rickisolierten Dauersori vital.

Die Beurteilung des Effektes der thermischen Behandlung wird auch hier nur anhand der zweiten Wieder-
holung vorgenommen, da nur hier die Ruckisolierung nach dem angepassten Protokoll erfolgte. In der Kon-
trolle der zweiten Wiederholung waren 64,9 % der Dauersori vital. Nach erfolgter thermischer Behandlung
waren 33,1 % der zurickisolierten Dauersori vital. Der Anteil vitaler Dauersori wurde durch die thermische
Behandlung um 31,8 % reduziert.

Untersuchungen mit Klarschlamm der Uni Stuttgart

Die Ergebnisse zu den Untersuchungen mit Klarschlamm der Uni Stuttgart sind in Abbildung 19 dargestellt.
Die Anzahl insgesamt zurlickisolierter Dauersori ist in beiden Wiederholungen etwa gleich gro3. Auch die
Anzahl vitaler Dauersori unterscheidet sich kaum voneinander.
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Abbildung 18: Einfluss einer thermischen Behandlung von Klarschlamm aus Miihlhausen bei 140 °C und einem Druck von 4 bar fiir
2 Stunden auf Dauersori des Erregers Synchytrium endobioticum, dargestellt ist der Anteil riickisolierter Dauersori in
Prozent fiir beide Wiederholungen, je Wiederholung wurden 8 x 20 ul Sporensuspension ausgezahlt
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Abbildung 19: Einfluss einer thermischen Behandlung von Klarschlamm der Uni Stuttgart bei 140°C und einem Druck von 4 bar fiir
2 Stunden auf Dauersori des Erregers Synchytrium endobioticum,; dargestellt ist der Anteil riickisolierter Dauersori in
Prozent fiir beide Wiederholungen, je Wiederholung wurden 8 x 20 ul Sporensuspension ausgezahlt

Auffallig ist jedoch die geringe Menge insgesamt zuriickisolierter Dauersori in den Kontrollen, die in beiden
Wiederholungen jeweils unter den Werten der zurtickisolierten Dauersori aus den thermisch behandelten
Proben lag. So konnten aus den Proben der Kontrolle der ersten Wiederholung durchschnittlich 32,9 % der
eingebrachten Dauersori zurlickisoliert, wahrend aus den thermisch behandelten Proben 38,5 % und somit
5,6 % mehr Dauersori zuruckisoliert werden konnten. In der zweiten Wiederholung konnten aus den Proben
der Kontrolle durchschnittlich 28,8 % der urspriinglich eingebrachten Menge an Dauersori zuriickisoliert
werden, aus den thermisch behandelten Proben aber durchschnittlich 46,6 % und somit 17,8 % mehr Dau-
ersori als in der Kontrolle.

Diese Ergebnisse lassen sich nur schwer interpretieren. Moglicherweise haben Komponenten im Klar-
schlamm (Mikroflora, Schwermetalle) einen Einfluss auf die Dauersori und es kommt zu einer tatsachlichen
Erregerreduktion. Da die Klarschlammproben fiir die thermische Behandlung von Kleinmachnow nach Ho-
henheim transportiert werden mussten, waren die darin befindlichen Dauersori der Mikroflora des Klar-
schlammes fur mindestens 24 Stunden ausgesetzt. Der Transport erfolgte zwar gekuhlt, um die mikrobielle
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Aktivitat des Klarschlammes auf ein Minimum zu begrenzen, ein mikrobieller Aufschluss kann aber nicht
ausgeschlossen werden. Demgegeniiber wurden die Proben der Kontrolle bis zur Riickisolierung dunkel, bei
Raumtemperatur, also nicht gekiihlt gelagert. Diese Proben waren der Aktivitat der Mikroflora, die nicht
durch eine Kuhlung eingeschrankt wurde, mindestens 48 Stunden lang ausgesetzt. Eine andere Erklarung
konnte die Anlagerung von Dauersori an Komponenten im Klarschlamm sein, die sich erst nach einem lan-
geren Zeitraum aufbaut, denn die in den Klarschlamm eingebrachten Dauersori lieBen nach nur einer
Stunde Einwirkzeit/Verweildauer nahezu verlustfrei zurlickisolieren, wie die Untersuchungen zur Metho-
denvalidierung gezeigt haben (siehe Abschnitt 4.2.2.1; Riickisolierung der Dauersori).

Da nicht eindeutig bestimmt werden kann, ob sich die geringe Anzahl zurlickisolierter Dauersori auf eine
Erregerreduktion zurlickzufiihren lasst, oder ob es sich um eine Anlagerung von Dauersori an Komponenten
im Klarschlamm handelt, ist eine Beurteilung der Wirkung der thermischen Behandlung bei 140 °C fir den
Klarschlamm der Uni Stuttgart nicht moglich.

Vergleich der Behandlung bei 133 °C mit der Behandlung bei 140 °C

Dieser Vergleich ist nur fur die Untersuchungen mit Klarschlamm aus Mihlhausen moglich, da nur diese
Klarschlammart in beiden Temperaturvarianten gepriift wurde. Um die Wirkung einer thermischen Be-
handlung bei unterschiedlichen Temperaturen einschatzen zu konnen, wird die Anzahl zurlickisolierter
vitaler Dauersori beider Behandlungsvarianten miteinander verglichen (Abbildung 20). Dieser Vergleich
zeigt, dass in beiden Behandlungsvarianten der Anteil vitaler Dauersori in der ersten Wiederholung gerin-
ger als in der Zweiten. Interessant ist, dass die hohere Behandlungstemperatur, die mit einer Erhohung
des Druckes um 1 bar verbunden ist, in beiden Wiederholungen zu einem geringeren Anteil vitaler Dauer-
sori fiihrt, wobei der erzielte Effekt gleich groB und somit reproduzierbar war. So konnten in der ersten
Wiederholung der 133°C-Behandlung 25,2 % vitale Dauersori nachgewiesen werden, nach thermischer Be-
handlung bei 140 °C waren es 17,6 %. Damit reduzierte sich der Anteil vitaler Dauersori durch die Behand-
lung bei 140 °C um 7,6 %. Dieses Ergebnis lieB sich mit der zweiten Wiederholung reproduzieren. Hier lag
der Anteil vitaler Dauersori nach der Behandlung bei 133 °C bei 40,9 % wahrend in der 140 °C-Variante
33,1 % vitale Dauersori nachgewiesen werden konnten. Damit reduzierte sich der Anteil vitaler Dauersori
hier um 7,8 %.

m vitale Dauersori

40,88

25,15
17,55
133°C 140°C 133°C 140°C
1. Wiederholung 2. Wiederholung

Abbildung 20: Vergleich des Anteils riickisolierter vitaler Dauersori des Erregers Synchytrium endobioticum aus Klarschlamm aus
Miihlhausen nach einer thermischen Behandlung bei 133 °C bzw. bei 140 °C

Kombination von thermischer Behandlung und Lagerung fiir 6 Monate

Die bisher vorgestellten Untersuchungen zeigten, dass der Einfluss der thermischen Behandlung auf Dauer-
sori des Erregers S. endobioticum eher gering war. In Abbildung 21 werden die Ergebnisse einer Kombina-
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tionsbehandlung aus thermischer Behandlung bei 133 °C bzw. 140 °C und einer nachgeschalteten sechs-
monatigen Lagerung von Klarschlamm aus Miihlhausen im Vergleich zur nicht thermisch behandelten Kon-
trolle gezeigt. Die sechsmonatige Lagerung fuhrte in beiden Temperaturvarianten zu einer weiteren Re-
duktion vitaler Dauersori, nicht jedoch zu einer vollstandigen Inaktivierung.

Vitale Dauersori in %

64,88
40,88
33,11
25,06
Kontrolle Kontrolle behandelt behandelt behandelt behandelt
20°C 20°C 133°C 133°C 140 °C 140°C
nicht gelager 6 Monate nicht gelagert 6 Monate nicht gelagert 6 Monate
gelagert gelagert gelagert

Abbildung 21: Riickisolierungsrate vitaler Dauersori des Erregers S. endobioticum aus unbehandeltem und bei 133 °C bzw. 140 °C
behandeltem Klarschlamm aus Miihlhausen im Vergleich zu unbehandeltem bzw. bei 133 °C behandeltem Klar-
schlamm, der fiir 6 Monate gelagert wurde

Hochtemperaturmpelletierung

Die Untersuchungen zur thermischen Behandlungen im Autoklaven waren auch als Vorversuche zu den
Untersuchungen in einer Hochdrucktemperaturpelletieranlage (HTP) gedacht. Die vorgestellten Ergebnisse
zeigen, dass Driicke von 3 bzw. 4 bar keinen entscheidenden Einfluss auf Dauersori des Erregers S. endobi-
oticum hatten. Fur die Untersuchungen in der HTP wurde eine Pelletpresse RMP 250 der Firma Munch mit
einer Ringmatrize 6x39 mit einem Pressverhaltnis von 1:6,5 (zylindrische Presskanale) verwendet. Bei die-
ser Matrize entstehen nach Angaben der Hochschule flir Forstwirtschaft in Rottenburg Presskanaldriicke bis
Zu ca. 250 MPa (=2500 bar) und Temperaturen von 90 °C bis 180 °C. Leider war es nicht moglich die not-
wendigen Sicherheitsvorschriften zum Arbeiten mit Quarantaneschadorganismen am Standort der Anlage
einzuhalten, weshalb die Untersuchungen mit S. endobioticum nicht durchgefuhrt werden konnten. An-
hand der Ergebnisse der Uni Hohenheim kann dennoch eine Wirkung abgeleitet werden. Endosporen von
Bacillus globigii sind ahnlich bestandig, wie die Dauersori von S. endobioticum. Da Bacillus globigii nach
der Pelletierung vital nachgewiesen werden konnte (siehe Abschnitt 4.1.3.6), kann davon ausgegangen
werden, dass auch S. endobioticum die Pelletierung Uberdauert hatte.

Diskussion

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass in allen gepriiften Varianten vitale Dauersori nachweisbar waren.
Damit ist weder eine Behandlung bei 133 °C fiir zwanzig Minuten, noch eine Behandlung bei 140 °C
fiir zwei Stunden fiir eine Hygienisierung von Klarschlammen, die mit Dauersori des Erregers S. endo-
bioticum kontaminiert sind, geeignet. Das gilt auch fiir die Kombination von thermischer Behandlung
und anschlieBender sechsmonatiger Lagerung. Die von der Uni Hohenheim durchgefuihrten Untersuchun-
gen in der Pelletieranlage lassen die Vermutung zu, dass S. endobioticum auch den Prozess der Pelletie-
rung uberdauern kann. Die Ergebnisse haben ferner gezeigt, dass Klarschlamme unterschiedlicher Herkunft
die Vitalitat der Dauersori unterschiedlich beeinflussen konnen. Deshalb wurden die Untersuchungen im
Rahmen dieses Projektes auf Lagerungsversuche mit Klarschlammen verschiedener Herkunft ausgedehnt.
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Thermische Verfahren gelten als sehr zuverlassig, was deren hygienisierende Wirkung angeht. Die Untersu-
chungen haben aber gezeigt, dass der QSO Synchytrium endobioticum durch seine Dauersori in der Lage
ist, extreme Bedingungen zu uberstehen. Die hohe Temperatur- und Druckbelastbarkeit lasst sich moglich-
erweise durch den besonderen Aufbau der Dauersori erklaren. Der Zoosporensack, der sich im Inneren des
Dauersorus befindet ist nach AuBen durch eine doppelte Chitinwand geschuitzt. Laut Ruiz-Herrera (2012)
ist a-Chitin die wichtigste strukturelle Komponente in Zellwanden von Pilzen. Es ist extrem unloslich und
besitzt eine hohere Festigkeit als kiinstliche Mikrofasern aus Stahl, Carbon oder Boron. Die Chitinwande
der Dauersori werden im Verlauf der Entwicklung aus Mikrofibrillen gebildet, die sich zu lammelenartig
angeordneten Chitinschichten verdichten (Murphy et al., 1982). Die charakteristische Struktur ahnelt da-
bei den Chitin-Mikrofibrillen, die in Insektenpanzern vorkommen (Murphy et al., 1982). Dort erhoht Chitin
allerdings nicht die Festigkeit des Panzers, sondern deren Flexibilitat, was letztendlich zu einer hoheren
Stabilitat filhrt. Murphy et al. (1982) fiihrt die Uberlebensfahigkeit der Dauersori auf die in kompakten
Lagen angeordneten Chitin-Mikrofibrillen zuriick.

4.2.4.2 Untersuchungen zur Inaktivierung von Synchytrium endobioticum wahrend der Lagerung

Die Untersuchungen zur Lagerung von Klarschlamm wurden durchgefiihrt, um erfassen zu konnen, ob eine
alleinige Lagerung im Klarschlamm befindliche Dauersori des Erregers S. endobioticum beeinflusst. Da sich
Klarschlamme in Abhangigkeit vom Einzugsgebiet der Abwasseraufbereitungsanlage in ihrer Zusammenset-
zung unterscheiden, wurden die Untersuchungen mit vier Klarschlammen unterschiedlicher Herkunft
durchgefiihrt. Die Klarschlamme stammten aus den Klarwerken Miihlhausen bei Stuttgart, Mohringen, Plie-
ningen-Kemnat und Briisnau, wobei das Klarwerk in Briisnau ausschlieBlich Abwasser der Uni Stuttgart
reinigt. Zusatzlich wurden Dauersori in Wasser gelagert, um eine Kontrolle zur Wirkung der Klarschlamme
zu haben.

Lagerung in Wasser

Fir die Untersuchungen mit Wasser wurden zwei Zentrifugenrohrchen mit 20 ml Leitungswasser befiillt
und ca. 1 mg isolierte, getrocknete Dauersori dazugegeben. Die so gewonnene Sporensuspension wurde
homogenisiert und ebenso wie die kontaminierten Klarschlamme, dunkel bei Raumtemperatur (ca. 20 °C)
aufbewahrt. Nach Erreichen der jeweiligen Lagerungszeiten wurde die Sporensuspension wiederum homo-
genisiert, acht Mal 20 pl Sporensuspension abpipettiert und die darin befindlichen Dauersori gezahlt.
Gleichzeitig wurde der Zustand der Dauersori visuell beurteilt, wobei in volle, teilentleerte und leere
Dauersori unterschieden wurde. Volle Dauersori wurden in vital bzw. denaturiert unterschieden (siehe
Abschnitt 4.2.2.2 Durchfihrung der Bonitur).

Die Ergebnisse beider Wiederholungen sind in Abbildung 22 dargestellt. Ein Vergleich beider Grafiken lasst
erkennen, dass sich beide Wiederholungen kaum voneinander unterscheiden. Die Anzahl rickisolierter
Dauersori blieb wahrend des gesamten Versuchszeitraumes nahezu gleich. Bemerkenswert ist allerdings,
dass die Anzahl der insgesamt zuriickisolierten Dauersori deutlich Uber der Anzahl urspriinglich einge-
brachter Dauersori lag. In der ersten Wiederholung wurden vor Versuchsbeginn 1,1 mg getrocknete Dauer-
sori eingewogen. Das entspricht einer Menge von durchschnittlich 9.300 Dauersori in 20 ml Wasser (+ 700
Dauersori) bzw. 9,3 Dauersori in 20 ul Wasser (+ 0,7 Dauersori). Gezahlt wurden in der ersten Wiederho-
lung durchschnittlich 13 Dauersori in 20 yl Wasser. In der zweiten Wiederholung wurden 1,3 mg Dauersori
eingewogen, was einer Menge von 11.050 Dauersori in 20 ml Wasser (+ 700 Dauersori) bzw. 11,0 Dauersori
in 20 pl Wasser (+ 0,7 Dauersori) entspricht. Beim Auszahlen der Sporensuspension wurden hier durch-
schnittlich 15,3 Dauersori erfasst. Damit wurden in beiden Wiederholungen durchschnittlich 4 Dauersori
mehr gezahlt, als urspringlich eingewogen wurden, was einer Abweichung von ca. 40 % entspricht. Die
Abweichung ist sehr konstant, was fur einen methodischen Fehler spricht. Hierfur kann es zwei Ursachen
geben. Zum einen konnen mit der eingewogenen Menge getrockneter Dauersori mehr als die durchschnitt-
lich angegeben 8.500 Dauersori je Milligramm zugegeben worden sein. Sehr viel wahrscheinlicher ist aber,
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dass die unterschiedliche Vorgehensweise bei der Erhebung der Anzahl Dauersori die Ursache fir die Ab-
weichung ist.

Die Anzahl der zu Versuchsbeginn eingewogenen Dauersori, also der Menge Dauersori, die den 20 ml Was-
ser zugegeben wurde, entspricht einem Mittelwert, der im Rahmen der Methodenvalidierung durch Zahlen
getrockneter Dauersori ermittelt wurde (Zahlung ohne Tragermedium; siehe Abschnitt 4.2.2.1, Bestim-
mung des Gewichtes der Dauersori). Wahrend der Versuchsphase wird die Anzahl Dauersori in der so ent-
standenen Sporensuspension aber stichprobenartig durch Auszahlen von 8 x 20 ul Sporensuspension erho-
ben. Das allein kann bereits zu einer Verschiebung der Werte fiihren. Da die Menge der gezahlten Dauer-
sori in beiden Wiederholungen iiber den gesamten Versuchszeitraum nahezu konstant bleibt, kann davon
ausgegangen werden, dass mit der gewahlten Vorgehensweise die urspringlich eingebrachte Menge Dauer-
sori vollstandig erfasst wurde. Ein Vergleich beider Wiederholungen in Abbildung 22 lasst gut erkennen,
dass sich die Ergebnisse generell sehr gleichen und damit reproduzierbar sind.
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Abbildung 22: Einfluss einer Lagerung in Wasser auf Dauersori des Erregers Synchytrium endobioticun, dargestellt sind die Mittel-
werte aus jeweils 8 Zahlungen und die STABW; d = Tag, W = Woche, M = Monat

In den Ergebnissen findet sich ein typisches Verhalten des Erregers wieder. In Anwesenheit von Wasser
beginnen die Dauersori mit der Keimung. Durch die Aufnahme von Wasser schwellen die im Dauersorus
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befindlichen Zoosporen an. Damit steigt der Druck innerhalb des Sorus. Wird der Druck zu grof3, werden
Zoosporen entlassen, wodurch dann mehr teilentleerte bzw. leere Dauersori zu finden sind, was in Abbil-
dung 23 deutlich zu erkennen ist. Dieser Abbildung kann auch entnommen werden, dass der Anteil vitaler
Dauersori blieb in den ersten vier Wochen nahezu konstant blieb und erst ab der 12. Woche zugunsten
teilentleerter und leerer Dauersori abnahm. Demgegeniber blieb die Anzahl denaturierter Dauersori tiber
den gesamten Versuchszeitraum nahezu konstant.

Kontrolle (Lagerung in Wasser)
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Abbildung 23: Riickisolierungsrate vitaler, teilentleerter, leerer und denaturierter Dauersori des Erregers S. endobioticum nach
Lagerung in Wasser; dargestellt ist der Mittelwert aus zwei Wiederholungen fiir die Lagerzeiten 1 -7 Tagen bzw. aus
drei Wiederholungen fiir die Lagerzeiten 4 Wochen bis 5 Monate; je Wiederholung wurden 8 x 20 pl Sporensuspen-
sion ausgezahlt

Lagerung in Kldrschlamm

Die Ergebnisse zu den Lagerungsversuchen mit den verschieden Klarschlammen sind in Abbildung 24 darge-
stellt. Der Einfluss der Klarschlamme auf Dauersori des Erregers S. endobioticum ist deutlich zu erkennen.
Wahrend in der Kontrolle der Anteil zuriickisolierter Dauersori im Laufe der finfmonatigen Lagerung nahe-
zu gleich blieb, zeichnete sich bei Lagerung in Klarschlamm aus Mohringen und Muhlhausen ein klarer Ne-
gativtrend ab. Demgegeniiber nahm der Anteil insgesamt zurtickisolierter Dauersori in den Klarschlammen
aus Plieningen-Kemnat und der Uni Stuttgart am Anfang der Lagerung und bei langerer Lagerung eher zu,
was eine Anlagerung von Dauersori an Komponenten im Klarschlamm vermuten lasst und weiter unten
naher betrachtet werden soll.

Der Anteil vitaler Dauersori reduzierte sich in der Kontrolle ab einer Lagerungszeit von 12 Wochen eindeu-
tig zugunsten teilentleerter und leerer Dauersori. Der Anteil denaturierter Dauersori reduziert sich zu Be-
ginn der Lagerungsversuche leicht, um dann ab einer Lagerungszeit von 7 Tagen in etwa gleich zu bleiben.
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Abbildung 24: Riickisolierungsrate vitaler, teilentleerter, leerer und denaturierter Dauersori des Erregers S. endobioticum nach Lagerung in Klarschlammen unterschiedlicher Herkunft; darge-
stellt ist der Mittelwert aus zwei Wiederholungen fiir die Lagerzeiten 1 - 7 Tagen bzw. aus drei Wiederholungen fiir die Lagerzeiten 4 Wochen bis 5 Monate; je Wiederholung wur-
den 8 x 20 ul Sporensuspension ausgezahlt
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In drei Klarschlammen ergab sich eine kontinuierliche Reduktion der Dauersori wahrend der ersten 12 Wo-
chen Lagerung. Nach 5 Monaten Lagerung wurde dann wieder eine etwas erhohte Konzentration vitaler
Dauersori nachgewiesen (siehe Diskussion). Demgegeniiber nahm die Anzahl vitaler Dauersori bei Klar-
schlamm der Uni Stuttgart mit steigender Lagerungszeit zunachst eher zu, was auf eine Anlagerung von
Dauersori an Komponenten im Klarschlamm schlieBen lasst.

Diskussion der Ergebnisse der Lagerungsversuche

Obwohl die Lagerung der Klarschlamme nicht zu einer vollstandigen Eliminierung der Dauersori fihrte,
lohnt sich eine Diskussion der Ergebnisse, da die Dauersori des Erregers wahrend der Lagerung teilweise
deutlich reduziert werden konnten.

In Abbildung 25 ist dargestellt, wie viele Dauersori insgesamt sowohl aus Wasser, als auch aus den ver-
schiedenen Klarschlammen zurlickisoliert werden konnten. Es ist gut zu sehen, dass eine vollstandige Ru-
ckisolierung der Dauersori iiber den gesamten Versuchszeitraum nur bei Lagerung von Wasser moglich war.
Aus den Klarschlammvarianten konnten deutlich weniger Dauersori zuriickisoliert werden und es zeigten
sich groBe Unterschiede bei den verschiedenen Klarschlammen. So lieBen sich bei den Klarschlammen
Mohringen und Miihlhausen weitaus mehr Dauersori zuriickisolieren, als aus den beiden anderen Klar-
schlammen.

riickisolierte Dauersori insgesamt in %

M1Tag mW3Tage MW7Tage M4 Wochen 12 Wochen 5 Monate

994987984984

779755
61,4
50,7 52,7 52,0 4
45,1 41,2432%64
34,833,6 0,7
I I I ‘N I24 |

Mohringen Mdihlhausen Plieningen-Kemnat Uni Stuttgart

Kontrolle

Wasser Kldrschlamm

Abbildung 25: Riickisolierungsrate von Dauersori des Erregers S. endobioticumnach Lagerung aus Klarschlammen unterschiedli-
cher Herkunft; dargestellt ist der Mittelwert aus zwei Wiederholungen fiir die Lagerzeiten 1 - 7 Tagen bzw. aus drei
Wiederholungen fiir die Lagerzeiten 4 Wochen bis 5 Monate; je Wiederholung wurden 8 x 20 ul Sporensuspension
ausgezahlt

Auffallig sind die Werte bei einer Lagerung fur 5 Monate. Die Anzahl insgesamt zurlickisolierter Dauersori
ist hier hoher, als bei einer Lagerung fur vier oder zwolf Wochen. Die Gesamtzahl riickisolierter Dauersori
nimmt zum Ende der Lagerungsversuche wieder zu. Eine Erklarung hierfiir konnte sein, dass die Proben fir
die funfmonatige Lagerung mit einer anderen Klarschlammcharge angesetzt wurden, als alle anderen La-
gerungsvarianten. Die Proben fir die finfmonatige Lagerung wurden mit den zuerst gelieferten Klar-
schlammen angesetzt, wobei der Ansatz der Proben zu den Lagerungsversuchen erst erfolgte, nachdem die
Methodenvalidierung und die ersten Autoklavierversuche abgeschlossen waren. Die Klarschlamme wurden
zwar uber den gesamten Zeitraum im Kiihlschrank bei 4 °C aufbewahrt, die Lagerung konnte sich aber auf
die mikrobielle Aktivitat der Klarschlamme ausgewirkt haben. Alle anderen Lagerungsvarianten wurden
mit frisch gelieferten Klarschlammen angesetzt. Die Ergebnisse zur funfmonatigen Lagerung sollten des-
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halb vorsichtig interpretiert werden, oder ganz aus der Betrachtung herausgenommen werden. Sie werden
aber der Vollstandigkeit halber stets mit aufgefiihrt.

Vitale Dauersori

In Abbildung 26 ist dargestellt, welchen Einfluss die Klarschlammlagerung auf den Anteil vitaler Dauersori
hatte. Die Ergebnisse der Klarschlammvarianten unterschieden sich deutlich von der Kontrolle. Wahrend in
der Kontrolle die Anzahl vitaler Dauersori erst nach einer Lagerungszeit von 12 Wochen zuriickging, nahm
ihre Anzahl bei den Klarschlammen aus Mohringen, Milhlhausen und Plieningen-Kemnat bereits ab dem
ersten Tag Lagerung ab. Dabei war die Reduktion vitaler Dauersori bei Klarschlamm aus Mohringen und bei
Klarschlamm aus Miihlhausen ahnlich ausgepragt. Beim Klarschlamm aus Plieningen Kemnat fiel die Reduk-
tion vitaler Dauersori starker aus.

Der Riickgang vitaler Dauersori in Abhangigkeit von der Lagerungszeit lasst bei diesen drei Klarschlammen
einen mikrobiellen Abbau von Dauersori wahrend der Lagerung vermuten. Allerdings kann eine abschlie-
Rende Aussage hierzu erst getroffen werden, wenn der Anteil teilentleerter, leerer und denaturierter
Dauersori betrachtet wird. Bei einem mikrobiellen Abbau duirfte der Anteil teilentleerter und leerer Dau-
ersori nicht zunehmen, da davon ausgegangen werden kann, dass diese von den Mikroorganismen leichter
aufgeschlossen werden. Da bei Klarschlamm aus Plieningen-Kemnat bereits nach einem Tag Lagerung
deutlich weniger Dauersori (insgesamt) zurickisoliert werden konnten, kann hier eine Anlagerung von
Dauersori nicht vollstandig ausgeschlossen werden.

Beim Klarschlamm der Uni Stuttgart war der Anteil vitaler Dauersori wahrend des gesamten Lagerversuchs
sehr niedrig (6 % bis 20 %), was die Annahme bestatigt, dass es bei diesem Klarschlamm zu einer Anlage-
rung der Dauersori gekommen ist.

Uber die Betrachtung teilentleerter, leerer und denaturierter Dauersori kdnnen zusitzliche Informationen
gewonnen werden.

vitale Dauersoriin %

M1Tag M3Tage M7Tage 4 Wochen 12 Wochen 5 Monate

53,0 51,3 51,7

85 92 ¢

Kontrolle (Wasser) Mdohringen Miihlhausen Plieningen-Kemnat Uni Stuttgart

Abbildung 26: Riickisolierungsrate vitaler Dauersori des Erregers S. endobioticum nach Lagerung aus Klarschlammen unterschied-
licher Herkunft; dargestellt ist der Mittelwert aus zwei Wiederholungen fiir die Lagerzeiten 1 - 7 Tagen bzw. aus drei
Wiederholungen fiir die Lagerzeiten 4 Wochen bis 5 Monate; je Wiederholung wurden 8 x 20 ul Sporensuspension
ausgezahlt
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Teilentleerte Dauersori

In Abbildung 27 ist der Anteil teilentleerter Dauersori an der Menge der insgesamt zurlickisolierten Dauer-
sori dargestellt. Der Anteil teilentleerter Dauersori nahm in der Kontrolle mit langerer Lagerungszeit deut-
lich zu. In den Klarschlammvarianten war dagegen kein Trend erkennbar und die Konzentration der teil-
entleerter Dauersori blieb auf niedrigem Niveau konstant.

teilentleerte Dauersoriin %

1Tag 3Tage 7 Tage 4 Wochen 12 Wochen 5 Monate
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Abbildung 27: Riickisolierungsrate teilentleerter Dauersori des Erregers S. endobioticum nach Lagerung in Klarschlammen unter-
schiedlicher Herkunft dargestellt ist der Mittelwert aus zwei Wiederholungen fiir die Lagerzeiten 1 - 7 Tagen bzw. aus
drei Wiederholungen fiir die Lagerzeiten 4 Wochen bis 5 Monate; je Wiederholung wurden 8 x 20 pyl Sporensuspensi-
on ausgezahlt

Der bereits beschriebene Prozess der Keimung der Dauersori bei Anwesenheit von Wasser kann auch fiir
Dauersori in Klarschlamm vermutet werden, da alle gepriften Klarschlamme einen Wassergehalt von min-
destens 97 % aufwiesen (Tabelle 40). Im Vergleich zur Kontrolle, sind Dauersori in Klarschlamm aber dem
Einfluss der Mikroflora ausgesetzt und somit einem potentiellen Abbauprozess. Geht man davon aus, dass
ein mikrobieller Aufschluss und somit eine Deformierung oder Zersetzung der Dauersori stattgefunden hat,
mussten in den untersuchten Proben auch Teilstlicke von Dauersori zu finden sein, was nicht der Fall war.
Hier zeigt sich ein wesentlicher Nachteil der gewahlten Isolierungsmethode. Das verwendete Protokoll,
wird fur die Isolierung von Dauersori aus Bodenproben im Rahmen der Freigabe von Befallsherden genutzt,
um zu uUberprufen, ob sich im Boden noch vitale Dauersori befinden. Die Isolierungsmethode (dabei insbe-
sondere die beiden Zentrifugationsschritte) ist deshalb auf die Isolierung intakter Dauersori ausgerichtet.
Teilstiicke von Dauersori lassen sich daher nicht nachweisen. Damit kann ein wesentliches Merkmal, durch
das sich ein mikrobieller Abbau und damit die beobachtete Reduktion von Dauersori bestatigen lieBe,
nicht beobachtet werden.

Leere Dauersori

Leere Dauersori traten in der Kontrolle erstmalig nach einer Lagerungszeit von 12 Wochen in groBerer Zahl
auf (Abbildung 28). Demgegeniiber waren leere Dauersori in den unterschiedlichen Klarschlammen bereits
nach einer Lagerungszeit von sieben Tagen nachweisbar. Der Anteil leerer Dauersori war insgesamt sehr
gering und variierte uiber den Lagerungszeitraum von einem Tag bis 12 Wochen nur geringfligig. Das konnte
ein Hinweis darauf sein, dass leere Dauersori von den im Klarschlamm befindlichen Mikroorganismen auf-
geschlossen und als Grundlage fir den eigenen Stoffwechsel genutzt wurden. Fir die Klarschlammproben
der funfmonatigen Lagerungszeit wurde bereits vermutet, dass die mikrobielle Aktivitat herabgesetzt war,
weil die Klarschlamme bereits zu Versuchsbeginn alter waren, als bei allen anderen Versuchsansatzen.
Diese Vermutung deckt sich mit der Tatsache, dass in den Klarschlammproben, die fur finf Monate gela-
gert wurden, ein hoherer Anteil an leeren Dauersori nachweisbar war.
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leere Dauersoriin %

m1Tag 3 Tage 7 Tage 4 Wochen 12 Wochen 5 Monate
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Abbildung 28: Riickisolierungsrate leerer Dauersori des Erregers S. endobioticumnach Lagerung in Klarschldmmen unterschiedli-
cher Herkunft dargestellt ist der Mittelwert aus zwei Wiederholungen fiir die Lagerzeiten 1 - 7 Tagen bzw. aus drei
Wiederholungen fiir die Lagerzeiten 4 Wochen bis 5 Monate; je Wiederholung wurden 8 x 20 pl Sporensuspension
ausgezahlt

Denaturierte Dauersori

Abbildung 29 zeigt den Anteil denaturierter Dauersori an der Menge insgesamt zuriickisolierter Dauersori.
Der Anteil denaturierter Dauersori war in der Kontrolle insgesamt gering. Da sich im Wasser keine Substan-
zen befinden, die eine Denaturierung hervorrufen konnen, waren diese geringen Konzentrationen zu er-
warten.

In den Klarschlammvarianten war der Anteil denaturierter Dauersori insgesamt wesentlich hoher als in der
Kontrolle. Lasst man bei der Betrachtung des Anteiles denaturierter Dauersori die Lagerung fiir flinf Mona-
te auBer Acht (siehe Diskussion zu insgesamt zuriickisolierten Dauersori), fallt auf, dass sich, mit Ausnah-
me des Klarschlamms der Uni Stuttgart, der Anteil denaturierter Dauersori erst erhoht, um dann wieder
abzufallen. Dabei ist der Hohepunkt bei den unterschiedlichen Klarschlammen jeweils zu einem anderen
Zeitpunkt zu finden. Auch hier lasst sich vermuten, dass denaturierte Dauersori leichter mikrobiell abge-
baut werden, als vitale Dauersori und daher nicht bis zum Versuchsende erhalten bleiben.

denaturierte Dauersoriin %

1Tag MW3Tage MW7Tage M4 Wochen 12 Wochen 5 Monate
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Abbildung 29: Riickisolierungsrate denaturierter Dauersori des Erregers S. endobioticum nach Lagerung in Klarschlammen unter-
schiedlicher Herkunft; dargestellt ist der Mittelwert aus zwei Wiederholungen fiir die Lagerzeiten 1 - 7 Tagen bzw. aus
drei Wiederholungen fiir die Lagerzeiten 4 Wochen bis 5 Monate; je Wiederholung wurden 8 x 20 yl Sporensuspensi-
on ausgezahlt
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Die Denaturierung von Dauersori ist sehr wahrscheinlich nicht auf die mikrobielle Aktivitat der Klar-
schlamme, sondern eher auf die Wirkung der im Klarschlamm befindlichen Schwermetalle und/oder orga-
nischer Schadstoffe zurickzufiihren. Wie Tabelle 40 zeigt, waren in allen gepriiften Klarschlammen die
gleichen Schwermetalle vorhanden. Dabei waren die Konzentrationen der Schwermetalle und insbesondere
die Konzentration an Quecksilber bei den einzelnen Klarschlammen unterschiedlich, lagen aber jeweils
unterhalb der mit der neuen Novellierung der Klarschlammverordnung (AbfallKlarV, 2010 und 2013) vorge-
sehenen Grenzwerte. Zur Konzentration organischer Schadstoffe in den gepriften Klarschlammen liegen
keine Werte vor.

Welche Wirkung Schwermetalle auf Dauersori haben konnten, kann im Rahmen dieser Untersuchungen nur
uber allgemeingiiltige Aussagen beurteilt werden. Es ist bekannt, dass Blei, Cadmium, Zink und Kupfer auf
Mikroorganismen toxisch wirken. Schwermetallbelastungen der Bodenmikroflora flihren zu funktionellen
Storungen, zur Denaturierung von Proteinen und zur Storungen der Integritat der Zellmembran. So wirkt
die Chromverbindung Chromat (CrO,*) bereits in geringen Konzentrationen zytotoxisch und karzinogen
(Florez & Perez, 1999). Laut Kawanishi et al. (1986), Zhitkovich et al. (1998) und Sudgen & Stearns (2000)
in Juhnke (2004) spielen Cr(V)-Intermediate eine Schlisselrolle bei der Initiation von DNA-Schaden.

Auch organische Schadstoffe konnten einen Einfluss auf die Dauersori haben. Laut Sikkema et al. (1995)
konnen hydrophobe organische Schadstoffe, wie Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) und
Polychlorierte Biphenyle (PCB), die Permeabilitat der Cytoplasmamembran von Mikroorganismen veran-
dern, wodurch sowohl die Nahrstoff- aber auch die Schadstoffaufnahme in die Zelle erhoht werden kann.
Die Betrachtung organischer Schadstoffe ist laut Christian-Bickelhaupt et al. (2008) insofern schwierig,
weil die Anzahl Einzelverbindungen sehr grob ist, und weil die Wirkung vieler organischer Verbindungen
auf die Umwelt und auf Lebewesen noch nicht tiefgreifend erforscht ist, sodass Wirkungsabschatzungen,
gerade von sehr niedrigen Konzentrationen, schwierig sind. Koch & Wilke (1998), die sowohl die Einzelwir-
kung von PAK und PCB aber auch die Wirkung dieser beiden organischen Schadstoffe in Verbindung mit den
Schwermetallen Kupfer und Zink untersucht haben, konnten feststellen, dass die Bodenmikroorganismen
durch die organischen Schadstoffe kaum beeintrachtigt wurden. Toxische Wirkungen auf Mikroorganismen
bzw. die Beeinflussung mikrobieller Umsetzungsprozesse wurden auf die Wirkung der Schwermetalle zu-
rickgefiihrt. Bei lhren Untersuchungen konnten sie auBerdem feststellen, dass sich die Aufnahme von Zink
in die untersuchten Pflanzen erhohte, wenn organische Schadstoffe anwesend waren, was sich mit der
Aussage von Sikkema et al. (1995) am Anfang dieses Absatzes deckt.
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Tabelle 40:  Zusammensetzung der untersuchten Klarschlamme

Mohringen Miihlhausen Plie;::ﬁﬁ:; uni (Ztrtit:::;
TS-Gehalt 2,6-3,2% 2,8-3,2% 8,54 % 49 (3-6,5)%
pH-Wert 7,0 7,1 7,2 k.a.
Methangehalt 58 % Vol. ca. 60% Vol. 59 % Vol. 66 % Vol.
CO,-Konzentration 39,8 % Vol. k.a. 39 % Vol. k.a.
basisches CaO 0,7 %* 0,14 %* 1,12 %* k.a.
Nges. 1,18 %* 0,39 %* 1,05 %* 0,045 %*
NH, 0,17 %* 0,07 %* 0,23 %* k.a.
P,0s 2,21 %* 0,20 %* 1,52 %* 0,046 %*
K,0 0,06 %* 0,02 %* 0,07 %* k.a.
Pb 33,1 mg/kg' 36,6 mg/kg' 35,8 mg/kg' 27 mg/kg'
cd 1,55 mg/kg' 1,08 mg/kg' 1,36 mg/kg' <1,2 mg/kg'
Cr 32,5 mg/kg' 43,5 mg/kg' 40,6 mg/kg' 27 mg/kg’
Cu 438 mg/kg' 401 mg/kg' 445 mg/kg' 327 mg/kg'
Ni 21,2 mg/kg' 26,5 mg/kg' 31,3 mg/kg’ 28,7 mg/kg'
Hg 0,64 mg/kg' 1,27 mg/kg' 0,39 mg/kg' 3,45 mg/kg'
Zn 1010 mg/kg' 1140 mg/kg' 1130 mg/kg’ 676 mg/kg'
AL, 05 160 mg/kg' k.a. 222 mg/kg' k.a.

3-S-Chemica
Flockungsmittel (,,Fediflock 880 Polychemie CP66 k.a. | Reiflock FHM S1/F
CH“)

hydraulische Ver- 15 - 20 Tage
weilzeit im Faul- 20 Tage 10 Tage (genaue Angabe 50 Tage
turm nicht moglich)

(*) Gehalt der Frischsubstanz

(1) Gehalt der Trockensubstanz
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4.2.4.3 Uberpriifen der Virulenz riickisolierter Dauersori mittels Pathogenitétstest

Die Virulenz der aus den Klarschlammen zurlickisolierten Dauersori wurde mittels Tube-Test nach Potocek
gepruft. Insgesamt wurden zwei Tests durchgefuhrt. Fiir die Untersuchungen wurde die gegenuber S. en-
dobioticum Pathotyp 1 hochanfillige Kartoffelsorte “Tomensa“ verwendet. Uberpriift wurde die Virulenz
von Dauersori aus Klarschlammen nach erfolgter rein thermischer Behandlung, nach thermischer Behand-
lung und einer zusatzlichen sechsmonatigen Lagerung, sowie aus Klarschlammen die ohne vorherige ther-
mische Behandlung fiir 4 und 12 Wochen sowie fiir 5 Monate gelagert wurden. Die Bonitur wurde anhand
des Boniturschlissels nach Stachewicz durchgefiihrt (Tabelle 37).

Die Tuben wurden mit dem entsprechenden Substratgemisch so beflillt, dass ein ca. 2 cm hoher GieBrand
bestehen blieb. Fiir die Negativ-Kontrolle wurde die entsprechende Anzahl Tuben mit einem 1:1 Gemisch
aus gedampftem Kompost und Quarzsand befiillt. In der Positiv-Kontrolle wurden die Tuben mit einem 1:1
Gemisch aus gedampftem Kompost und Krebskompost* befiillt. Den Tuben der Positiv- und Negativ-
Kontrolle wurden anschlieBend jeweils 5 ml Leitungswasser zugegeben. In allen anderen Prifvarianten
wurden die Tuben mit einem 1:1 Gemisch aus gedampftem Kompost und Quarzsand befiillt und mit 5 ml
Sporensuspension® inokuliert. Nach dem Aufhéngen der Tuben in der Klimazelle wurde der 2 cm hohe
GieBrand mit vollentmineralisiertem Wasser (VE-Wasser) aufgefiillt. Die Auswertung erfolgte 12 Wochen
nach Infektion. Dafiir wurden die Tuben entfernt, die gewachsenen Triebe fiir die Bonitur freigelegt und
von dem Kompost-Quarzsandgemisch befreit. Die Bonitur der Symptome an den Kartoffeltrieben erfolgte
an einem Stereomikroskop bei 10-18facher VergroBerung.

Tabelle 41 und 42 zeigen den genauen Versuchsaufbau fir den ersten und zweiten Pathogenitatstest inklu-
sive der vergebenen Boniturnoten. Den Tabellen ist zu entnehmen, dass erregertypische Gewebewuche-
rungen nur in den Positiv-Kontrollen und bei der Uberpriifung der Vitalitit isolierter, getrockneter Dauer-
sori beobachtet werden konnten (siehe auch Abbildung 30). Wurden aus Klarschlamm isolierte Dauersori
als Inokulum verwendet, konnten maximal Abwehrreaktionen in Form von nekrotisierten Zellen beobach-
tet werden (Abbildung 31 bis 35), die eindeutig den Boniturklassen 1 und 2 zugeordnet werden konnten. In
folgenden Prifvarianten konnten keine nekrotisierten Zellen beobachtet werden: Klarschlamm aus Plie-
ningen-Kemnat gelagert fur 4 Wochen, 12 Wochen bzw. 5 Monate, Klarschlamm aus Mohringen gelagert flr
5 Monate und Klarschlamm der Uni Stuttgart gelagert fur 5 Monate.

Bei Klarschlamm aus Plieningen-Kemnat, der fir 4 bzw. 12 Wochen gelagert wurde, lasst sich das Fehlen
nekrotisierter Zellen an den Kartoffeltrieben auf die vergleichsweise geringe Anzahl vitaler Dauersori im
Inokulum zurtickfuhren. Bei den Klarschlammen aus Mohringen, Muhlhausen und der Uni Stuttgart die fur 4
bzw. 12 Wochen gelagert wurden, lag die Anzahl vitaler Dauersori im Inokulum zwischen 85 - 150 Dauer-
sori. Im Vergleich dazu lagen beim Klarschlamm aus Plieningen-Kemnat jeweils nur 46 vitale Dauersori im
Inokulum vor.

Bei drei von vier gepruften Klarschlammen, die fur funf Monate gelagert wurden, konnten im Biotest keine
nekrotisierten Zellen an den Kartoffeltrieben nachgewiesen werden, was den Schluss nahe legt, dass die
Dauersori durch die Lagerung weniger vital waren. Gegen eine solche Aussage spricht aber die Tatsache,
dass die Keimung der Dauersori nur schwer zu steuern ist. Es ist sehr viel wahrscheinlicher, dass die Dau-
ersori aufgrund der unglinstigen Umweltbedingungen in eine Art Keimruhe libergegangen waren (personli-
ches Gesprach mit Fr. Dr. Flath, JKI, Institut flr Pflanzenschutz in Ackerbau und Griinland).

In den mitgefiihrten Negativ-Kontrollen konnten keine nekrotisierten Zellen beobachtet werden. Die beo-
bachteten Nekrosen lassen sich somit eindeutig auf die Anwesenheit von S. endobioticum zuruckfihren,

“ mit Dauersori kontaminierter Quarzsand

> In Suspension vorliegende, aus Klarschlamm zuriickisolierte Dauersori
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was beweist, dass in den untersuchten Proben noch vitale, also keimfahige Dauersori vorlagen, deren ent-
lassene Zoosporen Zellen der Kartoffeltriebe attackiert haben. Damit deckt sich das Ergebnis des Pathoge-
nitatstestes mit der der Einschatzung der Vitalitat der Dauersori durch die visuelle Begutachtung am Mi-
kroskop.

4.2.4.4 Fazit

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass:

a. Erhitzung und hoher Druck nicht ausreichen, um mit Se kontaminierte Klarschlamme zu hygienisie-
ren.

b. auch die Kombination aus Hitze/Druck und Lagerung nicht zu einer vollstandigen Inaktivierung der
Dauersori fiihrt.

c. die Effekte wahrend der Lagerung sehr wahrscheinlich primar auf die Aktivitat der Mikroflora im
Klarschlamm zurtickgefiihrt werden konnen.
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Tabelle 41:  Versuchsaufbau und Boniturergebnisse des ersten Biotestes zur Uberpriifung der Pathogenitat nach erfolgter thermischer Behandlung von Klarschlamm aus Miihlhausen
(K=Kontrolle, B= behandelt, DS=Dauersori)

Kiirzel der Priifvariante Zugegebenes Inokulum @ Anzahl @ Anzahl vita-  Anzahl Erzielte
Priifvariante je Kartoffel Dauersori im  ler Dauersori inokulierter Boniturnoten je
Inokulum im Inokulum Kartoffeln Kartoffelknolle
K-negativ Unbehandelte Kontrolle 5 ml Leitungswasser 0 0 3
K-positiv Positiv-Kontrolle 5 ml Sporensuspension; isolier- 3.000 unbekannt 2
te Dauersori aus Krebskompost
2009/1/P1 1.000 unbekannt 3
DS-getrocknet | isolierte, getrocknete 5 ml Sporensuspension mit 3.000 unbekannt 2
Dauersori isolierten, getrockneten Dau-
. 1.000 unbekannt 3
ersori aus Krebskompost
2009/1/P1
K-MH-20 °C Kontrolle zur thermischen | 5 ml Sporensuspension 3.000 700 5 0 1 0
Behandlung bei 133 °C; KS
aus Mihlhausen
B-MH-133 °C Behandlung bei 133 °C fur | 5 ml Sporensuspension 3.000 750 2 2 2
20 Minuten
1.000 250 3 2 1 1
K-MH-20 °C Kontrolle zur thermischen | 5 ml Sporensuspension 3.000 860 5 1 0 0
Behandlung bei 140 °C; KS
aus Mihlhausen
B-MH-140 °C Behandlung bei 140 °C fur | 5 ml Sporensuspension 3.000 540 2 1 0
2 Stunden;
1.000 180 3 0 1 0
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Tabelle 42:

Kiirzel Priif-
variante

Priifvariante

Zugegebenes Inokulum
je Kartoffel

@ Anzahl
Dauersori
im Inoku-

@ Anzahl
vitaler
Dauersori
im Inoku-
lum

Kartof-

Versuchsaufbau des zweiten Biotestes zur Uberpriifung der Pathogenitéit nach erfolgter thermischer Behandlung von Klarschlamm der Uni Stuttgart bzw. nach erfolgter Lagerung
unterschiedlicher Klarschlamme fiir 4 Wochen, 12 Wochen und 5 Monate; (K=Kontrolle, B= behandelt, DS=Dauersori, M=Monate, W= Wochen)

Erzielte
Boniturnoten
je Kartoffel-

knolle

K-negativ Unbehandelte Kontrolle 5 ml Leitungswasser 0 0 3 nnn
K-positiv Positiv-Kontrolle 5 ml Sporensuspension mit
isolierten Dauersori aus 3.000 | unbekannt 3 () 5 5
Krebskompost 2009/1/P1
K-Uni-20 °C Kontrolle zur thermischen Behandlung bei .
140 °C; KS der Uni Stuttgart 5 ml Sporensuspension 3.000 390 31 0 1 0
B - Uni140 °C Be.handlung bei 13;’: C fir 20 Minuten; 5 ml Sporensuspension 3.000 480 3| 1 0 0
Klarschlamm der Uni Stuttgart
B - MH 133 °C | Behandlung bei 133 °C fiir 20 Minuten, 6
-6 M Monate gelagert; Klarschlamm aus Muhl- | 5 ml Sporensuspension 1.000 320 51 1 2 1
hausen
B - MH 140 °C | Behandlung bei 140 °C fur 2 Stunden; 6
-6 M Monate gelagert; Klarschlamm aus Muhl- | 5 ml Sporensuspension 3.000 190 51 1 1 0
hausen
MH - 4 W 4"Wochen gelagerter Klarschlamm aus 5 ml Sporensuspension 1.000 140 3 2 ’ 0
Muhlhausen
MH - 12 W 12" Wochen gelagerter Klarschlamm aus 5 ml Sporensuspension 1.000 100 3| o ) 0
Muhlhausen
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Kiirzel Priif- Priifvariante Zugegebenes Inokulum @ Anzahl @ Anzahl Anzahl Erzielte
variante je Kartoffel Dauersori  vitaler inokulier- Boniturnoten
im Inoku-  Dauersori | ter Kartof- | je Kartoffel-
lum im Inoku-  feln knolle
lum (GEX))

MH-5M 5 ) Monate gelagerter Klarschlamm aus 5 ml Sporensuspension 1.000 190 3] 2 0 0
Muhlhausen

MR - 4 W 4 “Wf)chen gelagerter Klarschlamm aus 5 ml Sporensuspension 1.000 150 3l o 1 0
Mohringen

MR -12W 12“ \A{ochen gelagerter Klarschlamm aus 5 ml Sporensuspension 1.000 120 3l o 0 1
Mohringen

MR-5M 5 ) M(.)nate gelagerter Klarschlamm aus 5 ml Sporensuspension 1.000 170 3| o 0 0
Mohringen

Plie - 4 W 4 .Wf)chen gelagerter Klarschlamm aus 5 ml Sporensuspension 1.000 46 3l o 0 0
Plieningen-Kemnat

Plie - 12 W 12. \A(ochen gelagerter Klarschlamm aus 5 ml Sporensuspension 1.000 46 3| o 0 0
Plieningen-Kemnat

Plie-5M 5 Monate gelagerter Klarschlamm aus Pli- 5 ml Sporensuspension 1.000 110 3| o 0 0
eningen-Kemnat

Uni-4W 4 Wochen gelagerter Klarschlamm der Uni 5 ml Sporensuspension 1.000 85 3| 2 0 0
Stuttgart

Uni-12W 12. Wochen gelagerter Klarschlamm der 5 ml Sporensuspension 1.000 90 3| o 1 1
Uni Stuttgart

Uni-5M tsitlrj\tcg::te gelagerter Klarschlamm der Uni 5 ml Sporensuspension 1.000 60 3| o 0 0
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Abbildung 30: Tuben der Negativ-Kontrolle (links), der Positiv-Kontrolle (mitte) und der Infektion mit getrockneten Dauersori (rechts)
12 Wochen nach Infektion; in der Positiv-Kontrolle und bei Infektion mit getrockneten Dauersori sind bereits oberir-
disch Gewebewucherungen zu sehen. (Foto: Yvonne Schleusner, JKI)

Abbildung 31: Kartoffeltrieb mit nekrotisierten Zellen (rot markiert) als Reaktion auf eine Infektion mit S. endobioticum. Aufnahme
bei 10facher Vergrofierung, 12 Wochen nach Infektion mit Dauersori, die aus behandeltem Klarschlamm (20 Minu-
ten bei 133 °C autoklaviert); Symptome entsprechen der Boniturnote 1 (Foto: Yvonne Schleusner, JKI)

Abbildung 32: Kartoffeltrieb mit nekrotisierten Zellen als Reaktion auf eine Infektion mit S. endobioticum. Aufnahme bei 10facher
Vergrofierung, 12 Wochen nach Infektion mit Dauersori, aus Klarschlamm, behandelt bei 140 °C fiir 2 Stunden;
Symptom entspricht der Boniturnote 1 (Foto: Yvonne Schleusner, JKI)
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Abbildung 33: Kartoffeltrieb mit nekrotisierten Zellen markiert durch rote Pfeile, als Reaktion auf eine Infektion mit S. endobioti-
cum. Aufnahme bei 18facher Vergroflerung, 12 Wochen nach Infektion mit Dauersori, die 12 Wochen in Klarschlamm
der Uni Stuttgart gelagert wurden; Symptome entsprechen der Boniturnote 1 (Foto: Yvonne Schleusner, JKI)

Abbildung 34: Kartoffeltrieb mit nekrotisierten Zellen in Form einer Linie (roter Pfeil) als Reaktion auf eine Infektion mit S. endobio-
ticum. Aufnahme bei 10facher Vergroferung, 12 Wochen nach Infektion mit Dauersori, die 4 Wochen in Klarschlamm
aus Mohringen gelagert wurden; Symptom entspricht der Boniturnote 1 (Foto: Yvonne Schleusner, JKI)

Abbildung 35: Kartoffeltrieb mit nekrotisierten Zellen als Reaktion (markiert durch roten Pfeil) auf eine Infektion mit S. endobioti-
cum. Aufnahme bei 10facher Vergroferung, 12 Wochen nach Infektion mit Dauersori, die 4 Wochen in Kldrschlamm
aus Mohringen gelagert wurden; Symptom entspricht der Boniturnote 2 (Foto: Yvonne Schleusner, JKI)
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Hygieneanforderungen hinsichtlich Umgang und Verwertung von Klarschlammen

4.3 Literaturbasierte Bewertung von weitergehenden Klarschlammbehandlungsverfahren
hinsichtlich ihrer reduzierenden Wirkung auf Krankheitserreger und Schadorganismen

In Anlage 2 des Entwurfes zur Novellierung der AbfKlarV (2010 bzw. 2013) werden weitergehende Klar-
schlammbehandlungsverfahren aufgefiihrt, die bei Beachtung aller Vorgaben der AbfKlarV eine seuchenhy-
gienische Unbedenklichkeit bei der Klarschlammausbringung gewahrleisten sollen. Aufgrund der nur be-
grenzt zur Verfiigung stehenden wissenschaftlichen Daten zu phytopathogenen Erregern, ist Anlage 2 des
Entwurfs der Novellierung der Klarschlammverordnung derzeit nicht fiir die Phytohygiene vorgesehen. Die
Phytohygiene soll trotzdem in die literaturbasierte Bewertung einbezogen werden, um einen umfassenden
Uberblick iiber seuchen- und phytohygienische Erfordernisse zu erlangen und synergistische Effekte nutzen
zu konnen.

Klarschlammbehandlungsverfahren unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Wirkung auf unterschiedliche
Krankheitserreger und Schadorganismen. Sie konnten in Zukunft eine breitere Anwendung von Klar-
schlamm ermoglichen, wenn Infektionsrisiken zuverlassig ausgeschlossen werden konnen. Im Folgenden
wird die Wirkung der Behandlungsverfahren auf relevante Schadorganismen der Seuchen- und Phytohygie-
ne auf der Basis einer Literaturrecherche bewertet.

4.3.1 Thermische Verfahren

Die Anwendung von Hitze zur Inaktivierung von Mikroorganismen ist wohl das alteste und verbreitetste
Verfahren. Laut Hartwig et al. (2009) spielt Wasser bei der Ubertragung der letalen Energie eine groBe
Rolle. Es ist das Leitmedium bei der Ubertragung der Warmeenergie, die letztendlich zu einer heftigen
Bewegung der Wassermolekiile fuhrt. Die in der Zellmembran und im Zytoplasma vorhandenen Wassermo-
lekile beginnen so stark zu schwingen, dass zwischenmolekulare Bindungen in beispielsweise Eiweifen und
Nukleinsauren geschwacht bis zerstort werden, was letztendlich zu einer Denaturierung der nativen Mole-
kile fuhrt. Das erklart die hohere Wirksamkeit feuchter Hitze im Vergleich zu trockener Hitze. Die meis-
ten potentiell pathogenen, vegetativen Bakterien und Pilze bzw. Schadorganismen von Pflanzen tolerieren
einen Temperaturbereich von 5 °C bis 40 °C, maximal 45 °C. Temperaturen Uber 40-45 °C fuhren zu einer
Denaturierung der Proteine, zum Zusammenbruch der Struktur der Membran und unter Umstanden zu ei-
ner thermisch bedingten Lyse.

Einige Mikroorganismen bilden Dauerstadien, um ungiinstige Lebensbedingungen zu uberbriicken. Sie ent-
halten im Vergleich zu vegetativen Zellen wesentlich weniger Wasser. Laut Hartwig et al. (2009) enthalten
Endosporen der Gattungen Bacillus und Clostridium 70 % bis 90 % weniger Wasser, als deren vegetative
Zellen, wodurch die Warmelbertragung und somit die Zerstorung lebenswichtiger Strukturen erschwert
wird. Dies erklart u.a. auch, warum fir das Abtoten der Dauerstadien, meist hohere Temperaturen not-
wendig sind bzw. langere Einwirkzeiten.

Welche Temperaturen fur ein sicheres Eliminieren von Mikroorganismen notig sind und wie lang der Zeit-
raum sein muss, Uber den diese Temperaturen wirken mussen, ist auch von der Erregerart abhangig. Mit
Ausnahme thermoresistenter Viren, verlieren nicht durch Zellmaterial geschiitzt vorliegende Viren, ihre
Infektiositat innerhalb weniger Minuten, wenn feuchte Hitze mit Temperaturen zwischen 55 °Cund 70 °C
auf sie einwirken. Temperaturen von 75 °C bis 80 °C sind ausreichend, um vegetative Pilz- und Bakterien-
zellen rasch abzutoten, wobei sich die Einwirkzeit verlangert, wenn diese in organische Materialien schiit-
zend eingebettet sind. Nach dem Modell von Bohm (2007), welches Hitzeresistenzstufen von Schadorga-
nismen aufzeigt, erfolgt die Inaktivierung der Dauerstadien aerober und anaerober Sporenbildner erst bei
Temperaturen ab 100 °C (Abbildung 36).
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Stufe IV:

100 °C || Inaktivierungvon Sporen aerober und
anaerober Sporenbildner

Einwirkzeit:
1 Stunde

Stufe lil:

Inaktivierung von thermoresistenten Viren

90 °C

Stufe Il:

Inaktivierung von vegetativen Bakterien und Viren von
geringer oder mittlerer Thermoresistenz

Inaktivierung von parasitaren Dauerstadien

Abbildung 36: Stufen der Widerstandsféahigkeit von Krankheitserregern und Priiforganismen im Hinblick auf ihre Inaktivierung bei
thermischer Behandlung nach Bohm (2007); entnommen aus: KTBL-Schrift 453, ,,Perspektiven der Klarschlamm-
verwertung”

Demnach kann davon ausgegangen werden, dass thermische Behandlungsverfahren ein sehr zuverlassiges
Mittel zur Abtotung von Mikroorganismen sind. Thermische Behandlungsverfahren sollten laut Philipp
(1981) vor oder wahrend der biologischen Stabilisierung angewendet werden. Die Inaktivierungsrate hangt
dabei sowohl von der Hohe der Temperatur, als auch von der Dauer des Einwirkens der Temperatur ab. Mit
niedrigen Temperaturen, die liber einen langeren Zeitraum wirken, kann oft ein ahnliches Ergebnis erzielt
werden, wie bei der Anwendung hoherer Temperaturen fiir einen kiirzeren Zeitraum (Wasiak, 2009).

Tabelle 43 zeigt u.a. eine Ubersicht jener Verfahren aus Anlage 2 des Entwurfes zur Novellierung der Abf-
KlarV, bei denen die Temperatur eine Rolle bei der Inaktivierung von Schadorganismen spielt. Auf Grund
der obigen Informationen, kann davon ausgegangen werden, dass die Schlammpasteurisierung, die Thermi-
sche Konditionierung, die Kompostierung bei 65 °C sowie die Hochtemperaturtrocknung auf Grund der
Temperaturwirkung geeignet sind, vegetative Zellen von im Klarschlamm befindlichen Krankheitserregern
und Schadorganismen ausreichend zu reduzieren. Die Hochtemperaturtrocknung hatte sogar einen, wenn
auch geringen, Effekt auf die Sporen von Bacillus globigii und ware damit evtl. sogar geeignet Dauerstadi-
en bildende Schadorganismen zu reduzieren, was allerdings durch weitere Untersuchungen tiberpruft wer-
den misste. Die Inaktivierung von Dauersori von Synchytrium endobioticum ist auch bei dieser Methode
eher unwahrscheinlich, da sich die Dauerstadien als auBerst temperaturresistent erwiesen haben (siehe
Abschnitt 4.2.4.1)

HygienisierungsmaBnahmen zur Abtotung von tier- und humanpathogenen Erregern sollten auf die im Klar-
schlamm moglicherweise vorhandenen Erregern ausgerichtet sein. Sie sollten zudem eine Sicherheit mit
einbeziehen, um das unterschiedliche Verhalten von Organismen einer Erregergruppe zu berlicksichtigen,
z. B. durch Verlangerung der Behandlungszeit oder einer Temperaturerhohung. Durch Validierungsverfah-
ren konnen Rahmenbedingungen fiir eine zuverlassige weitergehende Klarschlammbehandlung konkreti-
siert werden.
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4.3.2 pH-Wirkung im alkalischen Bereich

Die desinfizierende Wirkung von Kalk beruht auf einer extremen Erhohung des pH-Wertes auf einen Wert
von mindestens 12,8 gleich zu Beginn der Behandlung. Mikroorganismen konnen in der Regel nur in dem
pH-Wert-Bereich leben, an den sie sich angepasst haben. Die meisten Bodenbakterien entwickeln sich in
einem pH-Wert-Bereich von 4,5 bis 10 (Husson, 2013). Bei pH-Werten iber 10 sind nur spezialisierte Mik-
roorganismen, z.B. alkaliphile Bakterien lebensfahig, wobei die Obergrenze hier bei pH 12 liegt. Beim
Einsatz von Branntkalk kommt eine thermische Wirkung hinzu. So kann der Schlamm infolge der exother-
men Loschreaktion auf 60 °C und mehr erwarmt werden. Die Kombination beider Effekte verstarkt die
Wirkung (Capizzi-Banas, 2004). Der Effekt hangt aber von der Einhaltung bestimmter Bedingungen ab.
Dazu gehort eine partielle Entwasserung des zu kalkenden Klarschlammes auf einen TS-Gehalt von ca. 28
%, wie auch eine ziigige Vermischung von Klarschlamm und Kalk. Bei Erreichen von Temperaturen uber
50 °C kann eine bessere Reduktion der Mikroorganismen erreicht werden. Dokumentiert ist die Inaktivie-
rung von Salmonellen und E.coli durch Bauer (2006). Laut Strauch und Berg (1980) werden bei pH-Werten
zwischen 11 und 13 auch bei niedrigen Temperaturen Salmonellen innerhalb von 24 bis 48 Stunden sicher
abgetotet. Koch und Strauch (1981) geben an, dass Branntkalk zur Desinfektion von im Klarschlamm ent-
haltenen Viren geeignet ist. Laut Schirm (2005) wirkt eine Kalkung auf pH-Werte uber 12 auch gegen den
Schweinespulwurm (Ascaris suum). Ein moglicher Einfluss auf Clostridien bzw. eine Inaktivierung von Clos-
tridien-Sporen durch pH-Werte > 12 ist kurzzeitig nicht zu erwarten.

Durch pH-Wert-Erhohung konnen auch Phytopathogene inaktiviert werden. Allerdings existieren fiir rele-
vante Schadorganismen noch keine ausreichenden wissenschaftlichen Untersuchungen, so dass zu dieser
Thematik nach wie vor Forschungsbedarf besteht. Aus dem Bereich der Phytohygiene ist lediglich die Inak-
tivierung von Ralstonia solanacearum dokumentiert. Laut Elphinstone (2001) wird Ralstonia solanacearum
inaktiviert, wenn ein pH uber 12 fiir mindestens 24 h auf den Erreger einwirkt. Auf den Erreger Synchytri-
um endobioticum hat eine Behandlung mit Kalk allerdings keine Wirkung. Langerfeld (1984) konnte be-
obachten, dass ein pH von 12,38 nur geringen Einfluss auf Dauersori des Erregers hatte. Auch Zysten der
Kartoffelzystennematoden iiberleben laut Spaull et al. (1989) eine derart extreme pH-Wert-Verschiebung.

4.3.3 Kompostierung

Die hygienisierende Wirkung der Kompostierung beruht auf einer thermischen Wirkung, auf der Bildung
toxisch bzw. antibiotisch wirkender Substanzen durch die Mikroflora und durch mikrobiellen Abbau. Die
Kompostierung von Klarschlamm erfolgt unter Zugabe von Strukturmaterial. Zucker et al. (2011) beschrei-
ben die Kompostierung als einen Uberwiegend aerob-thermophilen Prozess bei dem Temperaturen

von50 °C bis 55 °C erreicht werden. Fir eine optimale Kompostierung sind laut Bauer (2006) ein Feuchtig-
keitsgehalt von 50 %- 60 %, eine ausreichende Sauerstoffzufuhr und ein neutraler pH-Wert Voraussetzung.
Der erzielte Effekt im Stapelkompost ist laut Bauer (2006) aus bakteriologischer Sicht ausreichend, wenn
fur eine Woche eine Temperatur von 55 °C erreicht wird oder die Kompostierung im Bioreaktor fiir 10
Tage bei einer Mindesttemperatur von 55 °C erfolgt. Laut Bioabfallverordnung (BioAbfV, 2013) muss die
Kompostierung so erfolgen, dass Uber mehrere Wochen Temperaturen im thermophilen Bereich herr-
schen(Temperaturen von mindestens 55 °C iiber einen Zeitraum von mindestens 2 Wochen, von 60 °C fur 6
Tage oder von 65 °C fur 3 Tage). Des Weiteren ist eine hohe biologische Aktivitat bei giinstigen Feuchte-
und Nahrstoffverhaltnissen zu gewahrleisten, wie auch eine optimale Struktur und Luftfuhrung. Dem wird
im Entwurf zur Novellierung der Klarschlammverordnung (AbfKlarV, -2010 bzw. 2013) Rechnung getragen,
indem die Kompostierung von Klarschlamm unter Zugabe von Strukturmaterial zu erfolgen hat. Der An-
fangsfeuchtegehalt soll mindesten 40-60 % betragen und es ist fur eine ausreichende Beluftung zu sorgen.
Die Kompostierung muss so gestaltet werden, dass in allen Teilen des Kompostes die fir einen Hygienisie-
rungseffekt notwendigen Temperaturen fur die erforderliche Mindestzeit erreicht werden. Diese Tempera-
turvorgaben entsprechen somit denen der BioAbfV (2013). Hinsichtlich der Clostridienspezies ist davon
auszugehen, dass die Sporen Kompostierungstemperaturen zwischen 60 - 70 °C iber Wochen ohne Beein-
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trachtigung uberstehen. Da das natirliche Reservoir der Clostridien der Boden ist, muss auch im Kompost
mit dem Vorkommen der verschiedensten Clostridienspezies als auch dem toxinbildenden Clostridium-
botulinum-gerechnet werden. Laut Quinn et al. (2001) konnen Sporen von Clostridium perfringens im Bo-
den mehrere Monate Uberleben.

Das Vogelgrippevirus hat auf inerten Medien (z.B. Kunststoff, Holz etc.) eine Uberlebensfahigkeit von 1 - 2
Tagen in Abhangigkeit von Temperatur und Feuchtigkeit belegt. Speziell fir das humane Influenzavirus
werden 2 - 8 Stunden angegeben. In organischem Material wie Korpersekret, Kot, etc. kann das Virus aber,
v.a. bei niedrigen Temperaturen, einige Monate iiberstehen. Die Uberlebenszeit in organischem Material
(Kot, Geflugelfleisch und Eier) betragt bei 4 °C 30 Tage, bei 20 °C zwischen 3 und 7 Tagen, bei 22 °C

4 Tage. In Flussigmist kann das Virus bis zu 105 Tage infektionsfahig bleiben. In gefrorenem Material ist
die Haltbarkeit unbegrenzt. Temperaturen tiber 60 °C toten das Virus in 5 Minuten sicher ab. Es ist emp-
findlich gegen Hitze, Trockenheit, extreme pH-Werte (pH < 5 und > 11) und Desinfektionsmittel. Direktes
Sonnenlicht inaktiviert das Virus ebenfalls. Desinfektionsmedien wie Formaldehyd oder Peressigsaure wir-
ken zuverlassig.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass trotz nur geringer Haltbarkeit in der AuBenwelt, bei Vorliegen
des Virus in organischem Material bezogen auf die Wintermonate von einer langeren Infektionsfahigkeit
ausgegangen werden kann. Nach den aus der Literatur entnommenen Angaben zur Tenazitat reichen Pro-
zesseinflusse von Temperaturen > 55 °C in 2 Wochen in einer offenen Mietenkompostierung bzw. 65 °C
uber eine Woche in einer geschlossenen Anlage (Boxen- oder Containerkompostierung), wie sie nach der
Bioabfallverordnung vorgeschrieben sind aus, um Gefliigelpestviren zu eliminieren. Praktische Untersu-
chungen zum Uberlebensverhalten von Gefliigelpestviren in der Mietenkompostierung liegen bisher aber
nicht vor.

Zu den als temperaturresistent bekannten Parvo-Viren sind in der Literatur D-Werte bei Temperaturen um
55 °C in Anaerobanlagen zwischen 4 und 20 h angegeben (Hoferer, 2001). Unter der Voraussetzung, dass
bei einer sachgerechten Kompostierung in aller Regel Temperaturwerte um 60 °C und hoher iiber zwei bis
drei Wochen einwirken, ist davon auszugehen, dass dadurch alle bisher bekannten Viren inaktiviert wer-
den.

Bei vorschriftsgemaBer Kompostierung werden auch zahlreiche pflanzenpathogene Erreger inaktiviert. So
wird z.B. Fusarium oxysporum f. sp. melonis vollstandig inaktiviert, wenn infiziertes Gewebe fur 4 Stun-
den bei Temperaturen um 55 °C verkompostiert wird (Suarez-Estrella et al., 2003). Steinmoller et al.
(2012) berichten das Zysten von Globodera rostochchiensis wahrend einer Kompostierung von 7 Tagen bei
50 - 55 °C abgetotet werden. Suarez-Estrella et al. (2007) konnten in ihren Untersuchungen zur Kompos-
tierung Erwinia carotovora ssp. carotovora, Pseudomonas syringae ssp. syringae, Rhizoctonia solani und
Pythium ultimum in den ersten vier Stunden eliminieren. Auch Botrytis cinerea wird durch Kompostierung
zuverlassig abgetotet, wenn fur mindestens 48 Stunden thermophile Temperaturen herrschen. Noble et al.
(2009) geben an, dass die Phytopathogene Fusarium culmorum, Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotinia
rolfsi, Thielaviopsis basicola und Verticillium dahliae wahrend einer Kompostierung 7 Tage bei 52 °C inak-
tiviert wurden. Die Kompostierung fand unter definierten Bedingungen im Labor statt. Die Warmezufuhr
erfolgte von auBen uUber ein Wasserbad oder einen Inkubator und garantierte gleichbleibende Temperatu-
ren Uber den gesamten Prifzeitraum.

Bruns et al. (1993) haben die Uberlebensfahigkeit von Erwinia amylovora in kommerziellen Kompostieran-
lagen untersucht und festgestellt, dass Erwinia amylovora nur abgetotet wird, wenn Temperaturen von
mehr als 40 °C uUber einen Zeitraum von 7 Tagen auf das Kompostgut einwirken. Bei Temperaturen unter
40 °C uberlebt Erwinia amylovora den Behandlungsprozess.

Es gibt allerdings auch Erreger von Pflanzenkrankheiten, die den Kompostierungsprozess Uberdauern. So
stellten Bruns et al. fest, dass Plasmodiophora brassicae auch unter optimalen Kompostierungsbedingun-
gen (Temperaturen >60 °C, Feuchtegehalt 50 %) nicht abgetotet wird. Dieses Ergebnis deckt sich mit Un-
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tersuchungen von Noble et al. (2011). Macrophomia phaseolina, ein Pilz der in warmen Regionen Wurzel-
rotte an Bohnen und anderen Kulturpflanzen verursacht, Uberlebte ebenfalls den Kompostierungsprozess
bei Temperaturen von 48 ° bis 62 °C (Lodha et al., 2002). Auch die beiden Quarantaneschadorganismen S.
endobioticum und Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus konnen mittels Kompostierung nicht inakti-
viert werden (Steinmoller et al., 2012).

Bereits Bruns et al. (1993) regen den Einsatz von Indikatororganismen zur Uberpriifung des Hygienestatus
von Kompost an. Diesbezigliche Untersuchungen von Noble et al. (2011) belegen, dass Sclerotinia sclero-
tiorum, Microdochium nivale, Phytophthora cinnamomi und Phytophthora nicotianae aufgrund ihrer ge-
ringen Temperaturtoleranz nicht als Indikatororganismen geeignet sind. Die Autoren empfehlen Fusarium
oxysporum f. sp. cepae und f. sp. radicis-lycopersici und Tomatensamen fiir die Verwendung als geeignete
Indikatororganismen. Diese Organismen lassen Aussagen zur Wirkung der Temperatur wahrend des Kom-
postierprozesses in einem Zeitraum von zwei bis sechs Tagen zu und sind somit fiir eine Abschatzung des
erreichten Hygienezustands geeignet.

4.3.4 Langfristige Aufbewahrung

Unter langfristiger Lagerung wird in Anlage 2 der AbfKlarV die weitergehende Klarschlammbehandlung in
Pflanz- oder Vererdungsbeeten vorgegeben. Wichtig bei der Lagerung in Beeten ist der Schutz vor Zugang
von groBen Schadnagern und Wildtieren (Ratten, Fiichse Wildschweine). Die sehr lange Behandlungsdauer,
12 Monate nach der letzten Beschickung zuziiglich einer anschlieBRenden Lagerung des entwasserten, fes-
ten Materials fur 6 Monate, kann zum Absterben von Salmonellen, Enterokokken und Escherichia coli, fuh-
ren (Nielsen und Willoughby 2005). Aus den Ergebnissen der Untersuchungen zur Seuchenhygiene lasst sich
ableiten, dass eine Reduktion der Konzentrationen hinsichtlich der Erreger EAHEC und Salmonella durch
eine Langzeitlagerung wahrscheinlich erreicht wird, eine vollstandige Inaktivierung pathogener Erreger
aber nicht erreicht wird. Dies deckt sich mit Untersuchungen von Avery et al. (2005), Himathongkham et
al. (1999, 2000) und Mannion et al. (2007) (siehe Abschnitt und 4.1.3.5 und 4.1.1.4).

Fur die phytoptahogenen Erreger Synchytrium endobioticum und Polymyxa betae und auch die Zysten von
Globodera rostochiensis und G. pallida ist anzunehemen, dass eine langfristige Lagerung fur eine vollstan-
dige Inaktivierung ebenfalls nicht ausreicht. Durch die Bildung von Uberdauerungsorganen bleiben diese
Erreger im Boden mehr als 10 Jahre lebensfahig (Asher und Blunt, 1987; Heijbroek, 1987; Turner, 1996;
Stachewicz, 2003).

Eine langerfristige Lagerung von Klarschlamm in Schlammteichen bzw. -silos ist zwar kein in Anlage 2 Auf-
gefuhrtes Behandlungsverfahren zum Zwecke der Hygienisierung von Klarschlamm, soll an dieser Stelle
aber trotzdem angefiihrt werden, das eine derartige langerfristige Lagerung vor allem fur kleinere Anlagen
von Bedeutung ist. Hierbei werden sowohl Nassschlamm, aber auch entwasserte Schlamme in Schlammla-
gern fur eine langere Zeit zwischengelagert, um Ausbringungsbeschrankungen bei der landwirtschaftlichen
Verwertung zu Uiberbricken bzw. um bei externen Dienstleistern genugend groBRe Mengen fur eine wirt-
schaftliche Entwasserung bereit stellen zu konnen. Laut Klages et al. (2009) werden die Klarschlamme in
der Regel fiir mehrere Monate gelagert. Uber die fiir eine ausreichende Reduktion von Krankheitserregern
notwendige Dauer der Lagerung von Klarschlamm, liegen unterschiedliche Ergebnisse vor. Haible (1988)
gibt an, dass Lagerungszeiten von wenigen Monaten bis zu mehr als einem Jahr ausreichen um Erreger der
Seuchenhygiene abzutoten (Haible, 1988). Demnach waren bereits nach funfmonatiger Lagerungszeit kei-
ne Salmonellen mehr im Klarschlamm nachzuweisen. Enteroviren wurden innerhalb von 11 Monaten abge-
totet, Askarideneier waren zu diesem Zeitpunkt noch zu 14 % lebensfahig.

4.3.5 Hochtemperaturtrocknung

Das Verfahren der Hochtemperaturtrocknung dient in erster Linie einer Verbesserung der Transporteigen-
schaften von Klarschlamm. Durch die Verdunstung des Wassers verringern sich Gewicht und Volumen, was
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letztendlich Kosten reduziert. Des Weiteren verbessern sich die Lagerungs- und Transporteigenschaften,
sowie die Dosierbarkeit. In Veroffentlichungen zu diesem Verfahren wird immer auch die erreichbare hygi-
enische Unbedenklichkeit angegeben, (Wiechmann et al., 2012; MiRig, 2004; Mullhandbuch). Begriindet ist
dies durch die Annahme, dass die zur Anwendung gebrachte Temperatur diesen Effekt bewirkt. Laut Kla-
ges (2009) wird das Medium (Luft, Wasser, etc.) durch Zufuhr von Energie auf Temperaturen zwischen

100 °C und 450 °C erhitzt. Allerdings wird nicht angegeben fiir welchen Zeitraum. Es wird davon ausge-
gangen, dass Krankheitserreger ausreichend inaktiviert werden, wenn mindestens gleiche Bedingungen,
wie bei der Pasteurisierung erreicht werden (Moller, 1988).

Bisher fehlen allerdings Untersuchungen zur Wirksamkeit dieses Behandlungsverfahrens auf widerstandsfa-
hige pflanzenpathogene Erreger. Es kann aber davon ausgegangen werden, dass eine Wirksamkeit gegen-
uber Synchytrium endobioticum nicht gegeben ist, wenn der Trocknungsprozess nur wenige Minuten dau-
ert (siehe Abschnitt 4.2.4.1 Zusammenfassung und Diskussion). Dies lasst sich aus den Ergebnissen der
Untersuchungen zur Wirksamkeit der Hochtemperaturpelletierung ableiten (Abschnitt 4.1.3.6 und 4.1.4.5)
Das Verfahren der Hochtemperaturpelletierung, bei dem im Presskanal fir wenige Sekunden Temperatu-
ren zwischen 90 °C und 150 °C und ein Druck von etwa 250 MPa erreicht werden, fiihrte zu einer vollstan-
digen Inaktivierung bzw. einer Reduktion um 4,5 bzw. 4,7 log,-Stufen der Keime E. coli K12 bzw. S.
Zoosaloral. Des Weiteren kann von einer Inaktivierung von Salmonella ssp. und Escherichia coli, inklusive
des enteroaggregagtiven hamorrhagischen Escherichia coli (EAHEC) Serovar 0104:H4 ausgegangen werden.
Demgegenliber wurde der Sporenbildner Bacillus globigii, der fir die Untersuchungen als biologischer Tra-
cer fungierte, nicht vollstandig inaktiviert. Damit kann davon ausgegangen werden, dass Dauersori des
Erregers S. endobioticum ebenfalls nicht inaktiviert werden.

4.3.6 Diskussion

Die in Anhang 2 des Entwurfes zur Novellierung der AbfKlarV (2010 und 2013) aufgefiihrten weitergehen-
den Klarschlammbehandlungsverfahren, sind nach aktuellem Wissenstand geeignet, auBer sporenbildenden
Bakterien alle aus seuchenhygienischer Sicht relevanten Erreger im Klarschlamm zu inaktivieren. Dies
wurde bereits in der 80-er Jahren beschrieben und dokumentiert (ATV/VKS, 1986; ATV/VKS, 1988 a+b).
Dies verdeutlicht auch Tabelle 45, in der die in Anlage 2 (AbfKlarV, 2010 und 2013) aufgefuhrten weiter-
gehenden Behandlungsverfahren aufgelistet sind. Des Weiteren ist aufgefuhrt, welche Rahmenbedingun-
gen eingehalten werden mussen um eine ausreichende Inaktivierung zu gewahrleisten und flir welche Er-
reger der Seuchen- bzw. Phytohygiene eine Inaktivierung bzw. ein Uberleben in der Literatur belegt ist.
Die Tabelle erhebt keinen Anspruch auf Vollstandigkeit.

Bei Anwendung der Verfahren unter Einhaltung aller Vorgaben der Entwlirfe zur AbfKlarV (2010 und 2013)
kann weitgehend gewahrleistet werden, dass die landwirtschaftliche Klarschlammausbringung aus seu-
chenhygienischer Sicht unbedenklich ist. Dies schlieBt auch die in 2011 aufgetretene EAHEC-Variante
(enteroaggregative hamorrhagische Escherichia coli) mit ein. Auch die Mehrzahl der bekannten Viren, ins-
besondere das epidemiologisch interessante Afrikanische Schweinepest-Virus (ASFV), das sich momentan,
ausgehend von Russland uber WeiBrussland nach Litauen und Polen verbreitet, kann uber die beschriebe-
nen Behandlungsverfahren inaktiviert werden. Dieser Umstand ist aus seuchenprophylaktisch-
epidemiologischer Sicht in landlichen Raumen von enormer Bedeutung, da Wildschweine in aller Regel in
groBen Horden leben und durch ihre Neugier und den Bewegungsdrang auch in die Nahe von Klaranlagen
vorkommen. Damit ist ein Eintrag von ASFV Uber Wildschweine in die Abwasserkanalisation in befallenen
Regionen nicht auszuschlieBen.

Die Pasteurisierung (Vorpasteurisierung) bei Temperaturen von 70 °C/1h ist aus seuchenhygienischer Sicht
ein sicheres, einfaches und zuverlassiges Verfahren fur die Inaktivierung von Krankheitserregern in Klar-

schlammen (Philipp, 1981). Das Verfahren bzw. die Verfahrensprozesse sind einfach zu steuern und leicht
zu Uberwachen. Wichtig ist allerdings, dass sich dem Pasteurisierungsprozess eine Faulung anschlieBt. Bei
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Anlagengrofen zwischen 50.000 und 300.000 EW betragen die Kosten der Pasteurisierung etwa 2 bis 3 € je
angeschlossenem Einwohner. Durch den mit der Pasteurisierung verbundenen Zellaufschluss erhoht sich
allerdings auch der Gasertrag aus dem Behandlungsprozess, was bei entsprechender Verwertung wiederum
zu einer Verminderung der Behandlungskosten flihren wiirde (KTBL, 2008).

Es gibt aber auch Erreger, die aufgrund ihrer physiologischen Besonderheiten durch die genannten Verfah-
ren nicht oder nicht ausreichend inaktiviert werden konnen. In der Seuchenhygiene betrifft dies Clostri-
dium ssp., deren Sporen durch keines der Verfahren inaktiviert werden, was die im Rahmen dieses For-
schungsprojektes durchgefiihrten Untersuchungen belegen. Der Anspruch, auch sporenbildende Bakterien
(z. B. Clostridien) zu inaktivieren, stellt sich aber so auch nicht, da viele Vertreter dieser Gattung (apa-
thogene und pathogene Arten) normale ,,Umweltkeime* sind. Sie lassen sich in vielen organischen Substra-
ten und im Erdboden in unterschiedlichsten Konzentrationen nachweisen.

Auch bei den Phytopathogenen gibt es Vertreter, die sich durch keines der Verfahren inaktivieren lassen,
insbesondere der Erreger des Kartoffelkrebses, Synchytrium endobioticum. Steinmoller et al. (2012 und
2013) berichten, dass auch Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus die Schlammpasteurisierung iiber-
dauert. Fiir Samen der Samtpappel (Abutilon theophrasti) ist ein Uberdauern der Schlammpasteurisierung
ebenfalls sehr wahrscheinlich. Laut Bloemhard et al. (1992) konnen die Samen eine Erhitzung auf tiber
100 °C fir 15 min Uberdauern. Die Schlammpasteurisierung erfolgt bei 70 °C fur 60 Minuten.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Mehrzahl der seuchen- und phytopathogenen Erreger iber
die in Anlage 2 der AbfKlarV (2010 bzw. 2013) aufgefiihrten weitergehenden Behandlungsmethoden relativ
sicher inaktiviert werden. Ausnahmen bilden Organismen, die persistente Uberdauerungsorgane bilden,
wie Clostridien spp. bzw. S. endobioticum. In Abhangigkeit vom Behandlungsverfahren gehoren auch Zys-
ten der Kartoffelzystennematoden, thermoresistente Viren und hartschalige Unkrautsamen, wie z. B. die
Samen der Samtpappel, zu den nicht inaktivierbaren Organismen.
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Tabelle 43:

Behandlungsverfahren, die in Anlage 2 des Entwurfes zur Novellierung der AbfKIarV (2010 bzw. 2013) gelistet sind, als weitergehende Verfahren zur Hygienisierung von Klar-

schlamm, deren zugrundeliegende Wirkmechanismen, einzuhaltende Konditionen sowie deren Wirksamkeit gegeniiber Mikroorganismen

Behandlungs-
verfahren

Wirkmechanis-
men

Einzuhaltende
Konditionen

Inaktivierung gewahrleistet fiir

Beispiele phytopathogener Erreger, fiir
die keine Hygienisierung gewahrleistet
ist

(keine vollstandige Auflistung)

Schlamm- e Fremderhitzung | e Erhitzung auf mindestens e vegetative Pilze und Bakterien e Synchytrium endobioticum (siehe Ab-
pasteurisierung 70 °C fir mindestens 60 (Bohm, 2007); schnitt 4.2.4.1 und Steinmoller et al.
e Temperatur- .
Zeit- min e Seuchenhygienische Unbedenklich- 2012 und 2013)
Kombination Zusatzlich: keit gewahrleistet (auBer fir Clostri- | e Clavibacter michiganensis ssp. sepedo-
. . dien ssp.) nicus; Uberlebt 90 min bei 70 °C
e maschinelle Zerkleinerung oo
groberer Bestandteile vor e Viren (auBer Parvo-Viren) (Hoferer, (Steinmller 2013)
der Erhitzung (GroBRe darf 2001; Drca, 2007; Ade-Kappelmann, e Samen von Abutilon theophrasti (iber-
12 mm nicht liberschrei- 2008) leben laut Bloemhard et al. (1992) Er-
ten)  Parasiten (Zucker et.al. 2011) hitzung auf uber 100 °C fur 15 min)
e Zysten von Globodera rostochiensis; * Thermostabile Viren fraglich
abgetotet bei 70 °C fur 30 min
(Steinmoller et al., 2012)
Thermische e Fremderhitzung | e Druck: 15 bar e vegetative Pilze und Bakterien e Synchytrium endobioticum (siehe Ab-
Konditionie- « Temperatur- « Temperatur: 80 °C (Bohm, 2007); schnitt 4.2.4.1)
rung

Zeit-
Kombination

e Druck

e Zeitspanne: 45 min

¢ Seuchenhygienische Unbedenklich-

keit gewahrleistet (auBer fur Clostri-

dien ssp.)

e In Literatur keine Angaben zu Clavibac-
ter michiganensis ssp. sepedonicus vor-
handen, sollte Uberpriift werden

e Thermostabile Viren fraglich
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Behandlungs-
verfahren

Aerob-
thermophile
Schlammstabi-
lisierung

Wirkmechanis-
men

e Selbsterhitzung
und chemische
Reaktionswar-
me

e Temperatur-
Zeit-
Kombination

° pH-
Werterhohung
auf pH 8 (durch

exotherme mik-

robielle Abbau-
und Stoffwech-
selvorgange)

Einzuhaltende
Konditionen

o Aktive Luft- bzw. Sauer-
stoffzufuhr (Beglinstigung
aerober Mikroorganismen,
Forderung des mikrobiel-
len Abbaus, Bildung anta-
gonistisch wirkender
Stoffwechselprodukte)

¢ Richtige Bemessung der
Luftzufuhr

o Gute Warmedammung des
Reaktionsbehalters

e Ausreichender TS-Gehalt

e Semikontinuierlicher Be-

trieb, mindestens zweistu-

fig (zwei in Reihe geschal-
tete Reaktionsbehalter)

e Mindestens 55 °C fur 22
Stunden im zweiten Be-
halter

Inaktivierung gewahrleistet fiir

¢ vegetative Pilze und Bakterien
(Bohm, 2007);

¢ Seuchenhygienische Unbedenklich-

keit gewabhrleistet (auBer fur Clostri-

dien ssp.)

e Ralstonia solanacearum (laut Ter-
morshuizen (2003) nach 6 Wochen
bei 40 °C Reduktion des Erregers bis
in die Nahe der Nachweisgrenze,
aber kein vollstandiges abtoten

e Cryptosporidien spp. (Meyer, 2002)
e Ascaris suum (Bauer (2006)

e Zysten von Globodera spp. (Spaull
und McCormack, 1989; Spaull et al.
1989

Beispiele phytopathogener Erreger, fiir
die keine Hygienisierung gewahrleistet
ist

(keine vollstandige Auflistung)

¢ Synchytrium endobioticum (siehe Ab-
schnitt 4.2.4.1 und Steinmoller et al.
2012)

e Thermostabile Viren fraglich
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Behandlungs-
verfahren

Schlammkom-
postierung in
Mieten

sowie

Kompostierung
von Klar-
schlamm in
Reaktoren

Wirkmechanis-
men

e Temperatur-
Leit-
Kombination

 Bildung von
antibiotisch
wirkenden
Stoffwechsel-
produkten der
Mikroflora

e mikrobieller
Abbau

e Anreicherung

toxischer Kom-

ponenten (or-
ganische Sau-
ren, Ammoni-
ak)

o lytische Wir-

kung gebildeter

Enzyme

Einzuhaltende
Konditionen

e Zusatz von Strukturmate-
rial

¢ Anfangswassergehalt
mind. 40 - 60 %

¢ Belliftung des Mischgutes
(Umsetzen der Mieten,
Zwangsbeliftung)

o Wirksamer Temperaturbe-

reich muss fiir jeden Teil
des Mischgutes fiir die er-

forderliche Dauer gewahr-

leistet werden

einzuhaltende Tempera-
tur-Zeit-Kombinationen:

e 55 °C fur 2 Wochen

¢ 60 °C fur drei Tage (in
geschlossenen Anlagen;
z.B. in Containern)

e 65 °C fur drei Tage

Inaktivierung gewahrleistet fiir

¢ Salmonellen und E. coli (Strauch,
1980 a, 1980 b)

¢ Seuchenhygienische Unbedenklich-
keit gewabhrleistet (auBer fur Clostri-
dien ssp.)

e Globodera rostochiensis ; vollstandig
abgetotete Zysten bei mind. 50 °C
fir 8 Tage (Bezen et al. 2006, Stein-
moller et al. 2012)

e Erwinia carotovora ssp. carotovora,
Pseudomonas syringae ssp. syringae,
Rhizoctonis solani und Pyhtium ulti-
mum (Elorrieta et al. (2003), Suarez-
Estrella et al., 2007)

e Erwinia amylovora (Bruns et al.,
1993)

e Botrytis cinerea (Ghaly et al., 2006)

e Fusarium culmorum, Sclerotinia scle-

rotiorum, Sclerotinia rolfsi,
Thielaviopsis basicola und Verticilli-
um dahliae; Inaktivierung unter de-
finierter Kompostierung fiir 7 Tage
bei 52 °C im Labor (Noble et al.,
2009)

Beispiele phytopathogener Erreger, fiir
die keine Hygienisierung gewahrleistet
ist

(keine vollstandige Auflistung)

e Synchytrium endobioticum (Steinmoller
et al.,2012)

e Clavibacter michiganensis ssp. sepedo-
nicus, Uiberlebt Kompostierung flir 6
Tage mit max. 70 °C und 13 Tage mit
max. 55 °C (Steinmoller et. al., 2013)

e Macrophomina phaseolina (Lodha et
al., 2002)

¢ Plasmodiophora brassicae (Noble et.
al.,2011, Bruns et al., 1993, Idelmann,
2005)
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Beispiele phytopathogener Erreger, fiir

Einzuhaltende Inaktivierung gewahrleistet fiir

Konditionen

Wirkmechanis-
men

Behandlungs-
verfahren

die keine Hygienisierung gewahrleistet

ist

(keine vollstandige Auflistung)

Zugabe von e Erwarmung e mind. 55 °C
TR R i infolge o Anfangs-pH-Wert des Klar-
Branntkalk exothermer .
. ) schlamm-Kalk-Gemisches
zum Klar- Reaktion von .
; mind. 12,8
schlamm Ca0 mit noch
vorhandenem o Herstellung des Klar-
Wasser des zu- schlamm-Kalkgemisches
vor entwasser- mit Doppelwellenmischer o ]
ten KI&r- ¢ Seuchenhygienische Unbedenklich- o Synchytrium endobioticum (laut
schlammes keit gewabhrleistet (auBer fur Clostri- Langerfeld (1984) nur geringer Einfluss
dien ssp.) von pH 12,38 auf Dauersori des Erre-
o Extreme pH « Salmonellen, E.coli (Bauer, 2006) gers); keine Inaktivierung bei Tempera-
Wert-Erhohung tur von 55 °C (siehe Abschnitt 4.2.4.1.)
] e Ascaris suum (Schirm, 2005).
Zugabe von e Extreme pH' o Zugabe von Kalkmilch zu ) ° Zysten der Kartoffelzystennematoden
Kalkhydrat im Wert-Erhohung flissigem Klarschlamm * Ralstonia solanacearum (laut,.El- (Spaull et al.,1989)
Zuge der Zei (mind. 0,2 kg Ca(OH),/kg phinstone (2001) absterben bei pH
Schlammbe- o Zeit ™) iber 12 fiir mindestens 24 h)
Eap:lung (6 (5 e Anfangs-pH-Wert des Klar-
el der schlamm-Kalk-Gemisches
Schlammkondi- .
o mind. 12,8
tionierung)
¢ Einwirkzeit mind. 3 Mona-
te
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Behandlungs-
verfahren

Klarschlamm-
behandlung in
Pflanzenbee-

ten

Wirkmechanis-
men

e Langfristige
Aufbewahrung

¢ Mineralisierung
und Aufnahme
der organischen
Substanz durch
Schilf oder
Flechtbinsen

Einzuhaltende
Konditionen

o Gewahrleistung von Min-

destverweilzeiten und be-

schickungsfreien Zeiten

e Beete miissen mit Basis-

und Seitenabdichtung aus-

gestattet sein

e Durchgangig gleichmaRi-
ger Pflanzenbewuchs der
Beete

Voraussetzungen fiir Scha-

derregerreduzierung:

e Beet vor Raumung min-
destens 12 Monate lang
nicht mehr mit Klar-
schlamm oder Abwasser
beschicken

¢ Pflanzbeet anschlieBend
entwassern; festes Sub-
strat 6 Monate lang lagern

Inaktivierung gewahrleistet fiir

Beispiele phytopathogener Erreger, fiir
die keine Hygienisierung gewahrleistet
ist

(keine vollstandige Auflistung)

¢ Seuchenhygienische Unbedenklich-
keit gewabhrleistet (auBer fur Clostri-
dien ssp.)

¢ Synchytrium endobioticum, Polymyxa
betae, Zysten von Globodera rosto-
chiensis und G. pallida (Bildung von
Uberdauerungsorganen die im Boden
mehr als 10 Jahre lebensfahig bleiben)
(Asher und Blunt, 1987; Heijbroek,
1987; Turner, 1996; Stachewicz, 2003).

e Absterben von Enterokokken und E-
scherichia coli (Nielsen und Willoug-
hby, 2005)

e Reduktion von EAHEC und Salmonella
bis unter die Nachweisgrenze, aber kein
vollstandiges abtoten (siehe Abschnitt
4.1.3.5)
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Behandlungs-
verfahren

Hochtempera-
turtrocknung
(HTT)

Wirkmechanis-
men

e Temperatur

Einzuhaltende
Konditionen

¢ Erhitzung des Mediums
(Luft/Wasser etc.) auf
tber 100 °C (bis > 450 °C)*

¢ Volltrocknung auf TM-
Gehalt von 90-95% (Innen
und AuBen)

Inaktivierung gewahrleistet fiir

¢ vegetative Pilz- und Bakterienzellen

¢ seuchenhygienische Unbedenklichkeit
gegeben, wenn mindestens gleiche
Bedingungen wie bei Pasteurisierung
erreicht werden (Moller, 1988).

e Fiir sporenbildende Bakterien und
thermoresistente Schadorganismen
weitere Untersuchungen notwendig

Beispiele phytopathogener Erreger, fiir
die keine Hygienisierung gewahrleistet
ist

(keine vollstandige Auflistung)

¢ Synchytrium endobioticum (siehe Ab-
schnitt 4.2.4.1)

* Temperatur des Warmeiibertragenden Mediums (z.B. Wasser, Luft); Hohe vom Trocknungsverfahren abhéngig (Klages et al., 2009)
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4.4 Hygieneaspekte bei der Qualitatssicherung von Klarschlammprodukten

4.4.1 Einleitung

In Deutschland haben sich verschiedene Trager einer Qualitatssicherung fiir Klarschlammprodukte und
deren Verwertung etabliert, um Qualitat und Akzeptanz der Klarschlammanwendung in der Landwirtschaft
zu verbessern. Die bestehenden Qualitatssicherungssysteme, z.B. der Qualitatssicherung landbaulicher
Abfallverwertung e.V. (QLA) und des Verbandes zur Qualitatssicherung von Diingung und Substraten e.V.
(VQSD), unterstiitzen Klaranlagenbetreiber bzw. Verwerter von Klarschlammen bei der Einhaltung gesetz-
licher Vorgaben oder gehen in ihren inhaltlichen Anforderungen z.T. auch liber die gesetzlichen Vorgaben
hinaus.

Die Diingemittelverordnung (DUMV, 2012) honoriert bereits die Mitgliedschaft in einem Qualitatssiche-
rungssystem gemal § 5 Abs. 3 Nr. 2, indem auch die Uberregionale Aufbringung von Klarschlamm entspre-
chend den Anwendungsvorgaben in § 5 Abs. 3 Nr. 1 erlaubt ist, wenn die Abgabe an Personen erfolgt, die
den Klarschlamm im Rahmen ihrer beruflichen Tatigkeit anwenden. Die seuchenhygienischen Anforderun-
gen gelten als eingehalten, ohne dass eine Laboruntersuchung die Freiheit von Salmonellen in 50 g Boden
bestatigt hat. Die Novellierung der Klarschlammverordnung (AbfKlarV, 2010 bzw. 2013) sieht ebenfalls die
Einfihrung von Regelungen zur Qualitatssicherung vor und verbindet damit Erleichterungen im Bereich der
Hygiene. Diese Erleichterungen betreffen die Befreiung von den in Abschnitt 5.1 diskutierten weiterge-
henden Klarschlammbehandlungsverfahren und die Untersuchung des Klarschlamms auf Salmonellen.

Angesichts der bekannten seuchen- und phytohygienischen Risiken stellt sich die Frage, welches hygieni-
sche Schutzniveau mit GlitesicherungsmaBnahmen erreicht wird und welche Risikomanagementoptionen
Erleichterungen fiir glitegesicherte Klarschlamme im Bereich der Hygiene rechtfertigen.

4.4.2 Vorgesehene Mafinahmen der Qualitatssicherung in der Klarschlammverordnung

Das Hauptziel der AbfKlarV (1992) besteht darin, die mit der landwirtschaftlichen Klarschlammverwertung
verbundenen Schadstoffeintrage in den Boden sowie die seuchen- und phytohygienischen Risiken zu be-
grenzen. Zur Verbesserung des Hygienestatus von Klarschlamm sehen die Entwirfe zur Novellierung der
AbfKlarV (2010 bzw. 2013) zusatzlich zu den Anwendungsverboten und -vorgaben eine Behandlungspflicht
mit den in Kapitel 5.1 genannten Verfahren vor. Nach den Entwurfen der AbfKlarV von 2010 bzw. 2013
darf in Anlehnung an § 5 Absatz 1 und Absatz 2 der DUMV (2012) Klarschlamm zudem nur abgegeben wer-
den, wenn im Klarschlamm in 50 g keine Salmonellen nachweisbar sind. Ferner sind umfassende Anforde-
rungen an eine freiwillige Qualitatssicherung enthalten. Diese beinhalten Anforderungen an die Trager der
Qualitatssicherung und inhaltliche Aspekte von der Entstehung bis zur Aufbringung des Klarschlammes. Bei
Anwendung eines Qualitatssicherungssystems sind weitreichende Erleichterungen von den Hygieneanforde-
rungen bei der Klarschlammabgabe vorgesehen. So gelten die Anforderungen an die Hygiene auch ohne
Behandlungspflicht als eingehalten, wenn an einer Qualitatssicherung teilgenommen wird. Qualitatssiche-
rungssysteme, die ursprunglich fiir Komposte eingefiihrt wurden und inzwischen andere organische Diinger
abdecken, u.a. auch Garprodukte, sollen nach den Entwiirfen zur Novellierung der AbfKlarV (2010 bzw.
2013) bei der Anwendung im Klarschlammbereich nur die Gehalte von Schwermetallen und die Summe der
organischen Halogenverbindungen als adsorbierte organisch-gebundene Halogene sowie der organischen
Schadstoffe Benzo(a)pyren und perfluorierte Chemikalien mit den Einzelsubstanzen Perfluoroctansaure
und Perfluoroctansulfonsaure beriicksichtigen. Hygienisch-mikrobiologische Untersuchungen, wie sie bei
allen anderen organischen Diingern mit Qualitatszeichen durchgefuihrt werden, sind allerdings nicht vorge-
sehen.
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Daraus ergeben sich verschiedene Konsequenzen:

— beim Klarschlamm aus einem Qualitatssicherungssystem sind hygienische Gesichtspunkte nicht ge-
biihrend beriicksichtigt und die VerhaltnismaRigkeit zu den Qualitatszeichen anderer Produkte
bzw. organischen Diingern ist nicht gegeben und

— qualitatsgesicherte Klarschlamme weisen vermutlich ein hoheres seuchenhygienisches Risiko auf
als Klarschlamme, die einem weitergehenden Behandlungsverfahren und einer Untersuchung auf
Salmonellen unterzogen wurden, da bei richtiger Funktionsweise der weitergehenden Behand-
lungsverfahren fiir Klarschlamme davon ausgegangen werden kann, dass alle relevanten, nicht
sporenbildenden Bakterien und Viren sowie Parasitendauerstadien soweit reduziert bzw. inakti-
viert werden, dass von ihnen keine Infektionsgefahr mehr fir Mensch und Tier ausgeht.

— Aus seuchenhygienischer Sicht sind qualitatsgesicherte Klarschlamme und solche, die einem wei-
tergehenden Behandlungsverfahren unterzogen wurden nur dann in etwa gleichrangig zu beurtei-
len, wenn mikrobiologische Ergebnisse vorliegen und diese entsprechend interpretiert werden
konnen.

4.4.3 Bewertung hygienischer Risiken durch einen Trager der Qualitatssicherung

Die Bewertung von Gesundheitsrisiken erfolgt heute durch die so genannte Risikoanalyse. Nach Forsythe
(2010) besteht sie aus drei Komponenten:

— die Risikoeinschatzung: sie identifiziert das Risiko und Faktoren, die es beeinflussen
— das Risikomanagement: es zeigt, wie das Risiko kontrolliert oder verhindert werden kann;
— und die Risikokommunikation: sie informiert andere iiber das Risiko.

Die Risiko-Abschatzung in der modernen Risikoforschung erfordert die Erstellung ,,begriindbarer* Risi-
koprognosen, da es ein ,,Null-Risiko* nicht geben kann. Sie beinhaltet die Gefahren-Erkennung, in Form
einer qualitativen Einschatzung des Risikos. Zur Erkennung mikrobiologischer Gefahren werden vor allem
epidemiologische Daten sowie Daten der phanotypischen und genotypischen Merkmale der Mikroorganis-
men verwendet.

Bei der Gefahren-Charakterisierung soll das AusmaB der gesundheitlichen Schaden erfasst werden (quanti-
tative Schatzung). Bei mikrobiologischen Risiken spielt die Abschatzung der minimalen Infektionsdosis eine
zentrale Rolle (Dosis-Wirkungsbeziehung). Diese ist wiederum abhangig von der Pathogenitat und Virulenz
des Erregers, sowie der Abwehrkraft des Menschen (Disposition). Als Grundlage dienen gezielte Untersu-
chungen sowie Daten aus Uberwachungsprogrammen (z. B. aus Lebensmittelvergiftungen), Bevélkerungs-
charakteristiken und Tierversuchen. Die Expositionsabschatzung beinhaltet eine qualitative und quantita-
tive Auswertung der moglichen Aufnahme des Erregers. Aufgrund der Ergebnisse der Gefahren-
Identifizierung, Gefahren-Charakterisierung und Expositionsabschatzung (Eigenschaften des Erregers, Dis-
position des Menschen, Exposition des Menschen), wird ein quantitativer Schatzwert ermittelt, der die
Erkrankungshaufigkeit pro 100.000 Einwohner beschreibt. Neben der Wahrscheinlichkeit des Auftretens
einer Erkrankung in der Bevolkerung, soll auch die Schwere der daraus resultierenden gesundheitlichen
Beeintrachtigungen beschrieben werden. Wesentlich ist die Abschatzung des Risikos fur bestimmte Bevol-
kerungsgruppen, z. B. immungeschwachte Personen, inklusive der Angabe Uber gegebene Unsicherheiten
der Schatzung. Die Ergebnisse der Risikoabschatzung stellen Entscheidungshilfen bei der Auswahl von ge-
eigneten MaBnahmen zur Minimierung eines Risikos dar.

Das Risiko-Management liegt in erster Linie in der Verwaltungsebene bzw. bei den politischen Entschei-
dungstragern. Im Rahmen der Risiko-Handhabung sollen Sicherheitsziele definiert werden, um ein ange-
messenes Gesundheitsschutzniveau festzulegen. Sicherheitsziele sind definiert als ,,die maximale Haufig-
keit und/oder Konzentration einer mikrobiologischen Gefahrdung, die das fur den Gesundheitsschutz an-
gemessene Niveau gewahrleistet®. Im Rahmen der Risiko-Vermittlung soll es zu einem Austausch von In-
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formationen Uber bestehende Risiken kommen und zwar zwischen Personen, die die Risiken einschatzen
und denen, die sie handhaben, sowie interessierte Gruppen (Zangerl, 2007).

Es ist inzwischen unbestritten, dass pathogene Erreger aus organischen Diingern sowohl iiber die Blattober-
flache als auch iiber den Wurzelpfad das Innere einer wachsenden Pflanze besiedeln konnen. Die Mecha-
nismen, mit denen sich enterale Pathogene an die Oberflache von Pflanzenblattern und -wurzeln anheften
konnen, wie auch die Pathogenitatsfaktoren, die von den Pathogenen fur die Adharenz an die Pflanze
verwendet werden, sind denen der Phytopathogene ahnlich. Die molekularen Mechanismen sind allerdings
weitestgehend unklar (Garcia et al., 2013; Kroupitski et al., 2009). Der Infektionsweg Uber den Boden, der
gesamten Infektionszyklus von Salmonellen und E. coli unter Einbeziehung des Lebensraumes Boden-
Pflanze-Umwelt und die Bedeutung dieses alternativen Habitats/Reservoirs fiir human- und tierpathogene
Erreger, sind bisher nur in Ansatzen untersucht. Damit lasst sich das Infektionsrisiko fiir Mensch und Tier
und somit die Infektionsdosis unter Feldbedingungen schwer bestimmen. Wahrend z. B. die Infektionsdosis
bei Salmonellen fiir Menschen bei 10° KbE/g Lebensmittel liegt, ist die Infektionsdosis fiir EHEC-Bakterien
sehr gering und wird mit 10 - 100 KbE/g Lebensmittel angegeben. Somit besteht nach wie vor eine relativ
hohe Unsicherheit fiir die Risikobewertung zur Kontamination von Pflanzen mit pathogenen Bakterien,
insbesondere im Zusammenhang mit organischen Diingemitteln.

Im Bereich der Pflanzengesundheit existieren Vorgaben fiir die Risikobewertung von Quarantaneschador-
ganismen und Verbreitungswege (z.B. organische Diingemittel) auf der Grundlage eines internationalen
FAO-Standards, der sich auf das Internationale Pflanzenschutziibereinkommen IPPC (1997) stiitzt. Bei die-
ser Risikoanalyse nach ISPM 11 (2013) handelt es sich ebenfalls um einen dreistufigen Prozess, in dem zu-
nachst die Risikofaktoren analysiert und das daraus resultierende Risiko bewertet wird. Im dritten Schritt
werden Managementoptionen zur Risikominderung ermittelt.

4.4 3.1 Aligemeine Bewertung von Risikofaktoren der Seuchen- und Phytohygiene

Laut § 17 Abs. 1 Nr. 4 des Entwurfes zur Novellierung der AbfKlarV von 2010 ist vorgesehen, dass die An-
forderungen an die Seuchenhygiene ohne weitergehende Behandlung bzw. ohne den Nachweis der Freiheit
an Salmonellen in 50 g Klarschlamm als eingehalten gelten, wenn bei der Bewertung hygienischer Risiken
durch einen Trager der Qualitatssicherung festgestellt wurde, dass die hygienisierende Behandlung ent-
behrlich ist. Spezifische Mindestanforderungen sind nicht festgelegt, aber § 13 Abs. 4 fordert vom Trager
der Qualitatssicherung, dass er die fachgerechte Anwendung, sowie die hygienischen Risiken auf der
Grundlage eines Konzeptes bewertet. Es stellt sich daher die Frage, welche Daten der Trager einer Quali-
tatssicherung fur die Risikobewertung heranziehen kann bzw. soll und unter welchen Bedingungen der
Schluss gezogen werden kann, dass eine hygienisierende Behandlung entbehrlich ist. Im Entwurf zur Novel-
lierung der AbfKlarV von 2013, ist die Risikobewertung nicht mehr ausdrlicklich gefordert. Allerdings sieht
§ 16 Abs. 1 dieses Entwurfes weiterhin vor, dass ein Trager der Gitesicherung ein Konzept zur Minderung
von hygienischen Risiken im Vorfeld der Klarschlammentstehung zu erstellen hat. Das Konzept der Risiko-
bewertung durch den Trager einer Qualitatssicherung wird im Folgenden in Hinblick auf seine Eignung zur
Sicherung der Hygieneanforderungen gepriift.

Anhand des internationalen Standards fir pflanzengesundheitliche MaBnahmen ISPM Nr. 11 (2013) kann
u.a. der Frage nachgegangen werden, welches pflanzengesundheitliche Risiko von einem organischen Diin-
ger unter praxisublichen Bedingungen ausgeht. Nach Pietsch und Unger (2002) sollte die Bewertung von
pflanzengesundheitlichen Risiken bezogen auf die Kreislaufwirtschaft die folgenden Aspekte beinhalten:

— Risiko des Eintrags von Schadorganismen der Ausgangsstoffe;
— Wirksamkeit durchgefuihrter Behandlungen;
— Anwendungsrisiken fur Zielorganismen (Mensch, Tier, Pflanze):

Da dieser Ansatz auch auf seuchenhygienische Risiken anwendbar ist, sollen die drei vorgenannten Aspekte
beispielhaft fur die Risikobewertung durch einen Trager der Qualitatssicherung herangezogen werden.
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4.4.3.2 Risiko des Eintrags von Schadorganismen der Seuchen- und Phytohygiene mit den Ausgangsstoffen

In der Einleitung (Kapitel 3) sind die vielfaltigen Krankheitserreger und Parasiten von Mensch, Tier und
Pflanze sowie die Unkrauter aufgefiihrt, die in unterschiedlicher Konzentration im Abwasser bzw. im Klar-
schlamm enthalten sein konnen. Aufgrund des Eintrags dieser Organismen ist ein permanentes seuchen-
und phytohygienisches Risiko anzunehmen. Der Trager der Gutesicherung hat unter den gegenwartigen
Bedingungen kaum Moglichkeiten, auf den Eintrag von Schadorganismen ins Abwasser Einfluss zu nehmen.
Ublicherweise ins kommunale Abwasser gelangende Schadorganismen der Seuchen- und Phytohygiene miis-
sen als Basisrisiko hingenommen werden, da ihr Eintrag auf der Grundlage des bestehenden Abwasserma-
nagements nicht beeinflussbar ist. Ein Verbot der Einleitung hygienisch problematischer Abwasser kann
sinnvoll sein und wiirde eine hohe Effektivitat besitzen. Es ist jedoch fraglich, ob die Trager der Qualitats-
sicherung den Eintrag beeinflussen konnen.

Hygienische Wirksamkeit von Abwasserbehandlungsverfahren

Auch wenn keines der unter 5.1 genannten weitergehenden Klarschlammbehandlungsverfahren zum Ein-
satz kommt, kann zumindest davon ausgegangen werden, dass die Klaranlagen aerobe und anaerobe Stabi-
lisierungsverfahren anwenden. Die hygienisierende Wirkung dieser Verfahren ist aber gering. Steinmoller
(2008) bewertet auf der Grundlage einer Literaturstudie die Wirkung der aeroben Stabilisierung bei AuBen-
temperatur als unzureichend fir die Inaktivierung von Quarantaneschadorganismen der Kartoffel (Clavi-
bacter michiganensis ssp. sepedonicus, Synchytrium endobioticum, Kartoffelzystennematoden (Globodera
spp.), Ralstonia solanacearum sowie von Polymyxa betae (Vektor fiir das Beet necrotic yellow vein virus
an Riiben). Eine etwas bessere Wirkung erzielte die mesophile anaerobe Stabilisierung. Die Wirkung war
zwar fur die Inaktivierung von C. michiganensis ssp. sepedonicus, S. endobioticum und Kartoffelzystenne-
matoden nicht ausreichend, aber es ist kein Risiko mehr anzunehmen im Hinblick auf Ralstonia solanacea-
rum und Polymyxa betae. Anhand von vielfaltigen Untersuchungen mit pflanzlichen Ausgangsstoffen konn-
te gezeigt werden, dass viele phytopathogene Nicht-Quarantaneschadorganismen, mit Ausnahme des
thermostabilen Tabakmosaikvirus, durch die mesophile Vergarung innerhalb weniger Tage hinreichend
reduziert werden (Haumacher et al, 2012). Hartschalige Unkrauter konnen langer uiberdauern (Weinhappel
2011). Chytil (1986) stellte fest, dass Klarschlamme aus Klaranlagen mit mechanischer Reinigung und Fau-
lung oder mechanischer und biologischer Reinigung und Faulung bzw. mit ausschlieBlich biologischer Reini-
gung, eine grofe Anzahl von keimfahigen Samen enthalten konnen. Unkraut-, Kirbis- und Tomatensamen
uberlebten nach Leist und GieBler (1998) die mesophile, jedoch nicht die thermophile anaerobe Schlamm-
stabilisierung. Die vorgenannten Abwasserbehandlungsverfahren reichen auch zur Inaktivierung von rele-
vanten Infektionserregern der Seuchenhygiene nicht aus (Haible, 1989; Gmelin, 2009).

Nach Klages et al. (2009) ist in mehr als 2/3 der 10.000 Klaranlagen in Deutschland die simultane aerobe
Stabilisierung vorherrschend. Der Uberwiegende Anteil des Klarschlamms hieraus wird als Nassschlamm
verwertet. In weiteren 20 % der Anlagen erfolgt eine nachgeschaltete einstufige, mesophile Faulung, de-
ren Klarschlamm nach weiterer Aufbereitung zum Teil landwirtschaftlich verwertet wird. Diese Zahlen
machen deutlich, dass die uberwiegende Mehrheit der Klaranlagen auf einem sehr niedrigen Hygieneni-
veau arbeitet. Der Trager einer Gutesicherung wird daher im Regelfall davon ausgehen konnen/missen,
dass der landwirtschaftlich zu verwertende Klarschlamm hygienische Risiken birgt.

Anwendungsrisiken fiir Zielorganismen

GutesicherungsmaBnahmen beziehen sich auch auf die Verwertung der Klarschlamme. Es stellt sich daher
die Frage, ob der Trager einer Gutesicherung risikoarmere Verwertungsformen vorgeben kann, um eine
Befreiung von der Behandlungspflicht zu rechtfertigen.

In der z.Z. geltenden Klarschlammverordnung (AbfKlarV, 1992) wird der Hygiene im Wesentlichen durch
Anwendungsverbote und -vorgaben Rechnung getragen. Aufbringungsverbote auf Gemuse- und Obstbauan-
bauflachen, Dauergriinland, forstwirtschaftliche Boden, Natur- und Wasserschutzgebiete sowie Anwen-
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dungsbeschrankungen in Feldgemiuse-, im Feldfutter- und Zuckerribenanbau (sofern das Rubenblatt ver-
futtert werden soll), verfolgen vorrangig das Ziel, ein Zusammentreffen von Seuchenhygieneerregern und
ihren Zielorganismen (Mensch und Tier) zu verhindern. Die Anwendungsverbote und -beschrankungen stel-
len sehr effektive und strenge RisikominderungsmafBnahmen dar. Im Hinblick auf eine Reduzierung des
Anwendungsrisikos konnte die Giitesicherung einzelne Anwendungsbeschrankungen ggf. strenger vorgeben,
wie z.B. langere zeitliche Abstande zwischen Klarschlammaufbringung und Anbau bzw. Nutzung.

Aus Vorsorgegriinden schlieit die QLA (2013) Schlamme, die aus der Abwasserreinigung von Betrieben mit
industrieller Verarbeitung von Kartoffeln und Tabak kommen aufgrund der phytohygienischen Risiken von

der Qualitatssicherung aus, sofern keine Hygienisierung erfolgt. Dies ist ein alternativer, risikomindernder
Ansatz und ein gutes Beispiel fiir positive Gestaltungsmoglichkeiten einer Qualitatssicherung.

Eine Qualitatssicherung ist im Grundsatz zu beflirworten, da im Rahmen der Fremdiiberwachung eine zu-
verlassige Kontrolle der Klarschlammverwertung bzw. der Einhaltung der Anwendungsverbote und -
beschrankungen erfolgt. Allerdings hat ein Trager der Giitesicherung bei der Verwertung nur geringfiigige
Spielraume fur zusatzliche RisikominderungsmafBnahmen im Bereich Seuchen- und Phytohygiene, auf deren
Basis sich ein Verzicht auf eine weitergehende Behandlung rechtfertigen lieRe.

4.4.3.3 Risikobewertung durch Bestimmung von Indikatororganismen

Unter dem Blickwinkel der landwirtschaftlichen Klarschlammverwertung, wurden mogliche Verbreitungs-
wege von EHEC, u.a. auch durch Klarschlamme, als mogliches Hygienerisiko in Erwagung gezogen, da an-
genommen wird, dass der EHEC-Epidemiestamm menschlicher Herkunft ist. Obwohl bereits stringente
gesetzliche Vorgaben der Klarschlammverordnung bestehen, um den Ubergang von Krankheitserregern in
die menschliche Nahrung oder das Tierfutter zu verhindern, wird nachfolgend der Versuch unternommen,
die hygienische Relevanz der Diingung mit Klarschlammen hinsichtlich EHEC und auch beziiglich anderer
Krankheitserreger zu bewerten. In Anbetracht der Tatsache, dass seit Jahren insbesondere das Problem
der antibiotikaresistenten Bakterien bei der landwirtschaftlichen Verwertung des Klarschlammes eine be-
sondere hygienische und umweltrelevante Bedeutung hat, sollten in einer novellierten Klarschlammver-
ordnung nur noch weitergehend behandelte Klarschlamme landwirtschaftlich und landbaulich, sowie auf
Rekultivierungsflachen angewandt werden.

Das Risiko eines Eintrags von EHEC und von anderen Krankheitserregern fakalen Ursprungs, z. B. Salmonel-
len, E. coli, Campylobacter, Listerien, ESBL-Erreger etc., in die Nahrungskette des Menschen oder von
Tieren, ist zwar reduziert, wenn Klarschlamm bestimmungsgemal verwertet und unter Beachtung der
Ausbringungsverbote und der Wartezeiten angewandt wird. Um das hygienische Risiko allerdings auf ein
verantwortbares bzw. vertretbares MaB zu reduzieren, ist die Anwendung von Behandlungsverfahren fir
Klarschlamme unverzichtbar. Aus hygienischer Sicht kann die Vergabe eines Qualitatszeichens nicht den
Verzicht auf eine Behandlung des Klarschlammes bedeuten oder rechtfertigen, da beide MaBnahmen in-
haltlich verschieden sind und somit nicht miteinander verglichen werden konnen.

Eine sinnvolle Risikobewertung flir Klarschlamme bei Verzicht auf die Klarschlammbehandlungsverfahren
konnte anhand mikrobiologischer Untersuchungen im Rahmen der regelmaBigen Qualitatsuberwachung
erreicht werden. Nachweise uber die Einhaltung der vorgegebenen mikrobiologischen Richtwerte konnten
die Vergabe eines Qualitatszeichens ermoglichen.

Da Klarschlamme aus finanziellen und organisatorischen Griunden nicht auf alle, theoretisch vorkommen-
den Pathogene untersucht werden konnen, bedient man sich eines ,,Indikatorsystems®. In der Wasserhygi-
ene sind dies mikrobiologische Untersuchungen, u.a. auf Escherichia coli und intestinale Enterokokken. In
der EU-VERORDNUNG Nr. 142/2011 (,,Hygieneverordnung®) sind neben Salmonellen auch E. coli und/oder
Enterokokken genannt. Salmonellen sind klassische Infektionserreger (Zoonoseerreger) und gelten als ,,Le-
bensmittelvergifter. E. coli sind ebenfalls Infektionserreger bei Mensch und Tieren. Als Fakalkeime kom-
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men sie in Klarschlammen in relativ hoher Anzahl vor. Daher erscheinen Salmonellen und E. coli als Indika-
torkeime in Klarschlammen geeignete bakteriologische Parameter zu sein.

Zur Festlegung mikrobiologischer Grenzwerte soll die Osterreichische Diingemittelverordnung (DiUMV,
2004) und Deutsche Diingemittelverordnung (DUMV, 2012) herangezogen werden. Dort werden Vorgaben zu
Hygieneparametern gemacht (siehe Anlage 2-Grenzwerte, Nr. 4 (Hygienische Parameter)), wobei in je-
weils 50 g Probenmaterial keine Escherichia coli 0157:H7 (EHEC), Salmonella sp., Campylobacter sp.,
Yersinien sp., Listeria monocytogenes und Clostridum perfringens nachweisbar sein sollen. Das bedeutet,
dass zur Inaktivierung fur die genannten Erreger (mit Ausnahme von Clostridium perfringens) zumindest
die Pasteurisierung der organischen Diinger (70 °C/1h) erfolgen muss. Zur Inaktivierung von Clostridium
perfringens wire eine Drucksterilisation (133 °C / 3 bar / 20 min) unumgénglich. Die in der Osterreichi-
schen Diungemittelverordnung definierten Mikroorganismengrenzwerte sind nur durch strikte Behand-
lungsmaBnahmen fiir die organischen Diinger zu erreichen, wobei Parameter wie Clostridium perfringens
ihre Berechtigung als ,,Priifkeime“ nur dort haben, wo hoch kontaminiertes Ausgangsmaterial ,,keimfrei*
gemacht werden muss. Sinnvoll war dieser Parameter daher im alten Tierkorperbeseitigungsgesetz bei der
Herstellung von Tiermehl zu Verfiitterungszwecken. Fiir eine generelle Anwendung bei Klarschlammen
werden diese Anforderungen als zu streng angesehen.

Als mikrobiologische Richtwerte fiir Klarschlamme und alle anderen organischen Diingemittel wird fiir
Salmonellen ein Richtwert von 1x10? KbE/g und fiir E. coli ein Richtwert von 1x10° KbE/g, bezogen
auf das Feuchtgewicht, vorgeschlagen.

Die mikrobiologischen Richtwerte sind solange aufrechtzuerhalten, bis Ergebnisse aus weiteren For-
schungsprojekten moglicherweise Korrekturen erforderlich machen. In einem Projekt werden Faktoren,
die die Aufnahme von Salmonellen und E. coli liber die Wurzel in die Pflanze beeinflussen bzw. bewirken,
erarbeitet. Hierbei spielen Interaktionen zwischen Pflanze, Boden und Bakterien, wie auch pflanzliche und
bakterielle Faktoren eine wichtige Rolle. Ein wichtiger Faktor in der Problematik der Aufnahme von Sal-
monellen und E. coli in Nutzpflanzen und Gemiise liber die Wurzeln, ist die Quantitat der in organischen
Dungern und in Klarschlammen vorkommenden pathogenen Erreger.

Unter Einbeziehung von Richt- und Warnwerten fur pathogene Mikroorganismen in Mischsalaten, die die
DGHM in 2007 veroffentlicht und u.a. fiir E. coli Richtwerte von 1x10* KbE/g festgelegt hat, ist der vorge-
schlagene Richtwert fiir E.coli in organischen Diingern von 1x10° KbE/g realistisch und vertretbar. Im Jahr
2010 hat die DGHM die Richt- und Warnwerte fir Keimlinge und Sprossen zur Abgabe an den Verbraucher
erganzt und um koagulase-positive Staphylokokken und prasumtive Bacillus cereus erweitert, wobei fir
beide Erreger ein Richtwert von 1x10? KbE/g gilt. Hierbei handelt es sich um Lebensmittel, die in rohem
Zustand verzehrt werden.

Die organischen Dunger (insbesondere Giille und Garreste) werden in aller Regel nach Guter Fachlicher
Praxis als Dunger zu Zeitpunkten angewandt, in denen die Pflanzen, die darin enthaltenen Nahrstoffe
dringend benotigen. Bis Futtermittel nach einer Diingung zur Verfiitterung an landwirtschaftliche Nutztie-
re gelangen, vergehen oftmals mehrere Wochen, so dass dadurch zumindest theoretische Sicherheitsspan-
ne bezuglich der Infektionsgefahr fir Tiere, die durch moglicherweise urspriinglich mit den Diingern an die
Pflanze gelangten Infektionserreger bestehen kann, eingebaut ist.

Dabei gilt bei einer quantitativen Untersuchung auf Salmonellen und E. coli als mikrobiologischer Richt-
wert fiir Klarschlammen und alle anderen organischen Diingemitteln bei Salmonellen ein Wert von 1x10?
(< 100) KbE/g und fiir E. coli 1x10° (1 000) KbE/g.

Werden die Richtwerte um 50 % Uberschritten (Warnwert), ist den Anweisungen der zustandigen Behorde
Folge zu leisten und MaBnahmen zur Erregerreduktion zu ergreifen. Mit diesem Vorgehen kann ein wichti-
ger Beitrag zur Risikominderung moglicher futter- und lebensmittelhygienischer, sowie seuchen- und um-
welthygienischer Gefahren auf ein vertretbares MaB geleistet werden.
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Untersuchungen zum Gehalt von Seuchenhygieneerregern im Klarschlamm lassen keine direkten Riick-
schlusse auf den Hygienestatus bzgl. der Phytohygiene zu, da es in der Regel keinen ursachlichen Zusam-
menhang zwischen dem Vorhandensein von Organismen der Seuchen- und Phytohygiene gibt. Des Weiteren
lasst die Feststellung eines geringen Gehaltes an Infektionserregern der Seuchenhygiene nicht zwangslau-
fig auf eine ausreichende Reduktion durch die Behandlung schlieBen, sondern kann auch auf einem gerin-
gen Ausgangsgehalt im Abwasser beruhen (z. B. hoherer Anteil industriellen Abwassers). Fur die Phytohy-
giene ist das Konzept der Uberpriifung des Hygienestatus mittels Indikatororganismen nicht geeignet, da
dies die Kenntnis geeigneter Indikatoren voraussetzt. Es ist zu vermuten, dass relevante Phytopathogene
im Klarschlamm nur selten Kontaminationsgrade erreichen, die durch eine Laboruntersuchung mit vertret-
barem Aufwand nachweisbar sind, was den Erregernachweis zusatzlich erschwert. Hinzu kommt, dass der-
zeit fur viele phytopathogene Schadorganismen, die eine gewisse Relevanz zur Thematik besitzen, keine
Untersuchungsmethoden zum Nachweis im Klarschlamm existieren.

Als geeigneter Indikator fiir die Phytohygiene konnen Samen und austriebsfahige Pflanzenteile herangezo-
gen werden. Entsprechende Priifungen sind nach § 3 Abs. 7 der BioAbfV (2013) fir hygienisierte Bioabfalle
bereits etabliert und konnten auch fiir Klarschlamm durchgefiihrt werden. Eine Prifmethodik steht sowohl
fur feste als auch flussige Proben zur Verfligung. Nach BioAbfV (2013) liegt der Grenzwert fir die hygieni-
sche Unbedenklichkeit bei 2 keimfahigen Samen und austriebsfahigen Pflanzenteilen/Liter Substrat.

Insbesondere Tomatensamen konnen nach der menschlichen Darmpassage iiber das Abwasser in groBer
Menge in den Klarschlamm gelangen. Tomatensamen sind nach Idelmann (2005) gut als Indikatoren fiir die
Wirksamkeit von warmebedingten BehandlungsmaBnahmen geeignet, da sie ein ahnliches Inaktivierungs-
verhalten zeigen, wie viele Schadorganismen von Pflanzen. Fiir das Tabak mosaic virus trifft dies jedoch
nachweislich nicht zu. Die Erkenntnisse von Idelmann (2005) beziehen sich allerdings auf Tomatensamen,
die nicht bereits den menschlichen Verdauungstrakt passiert haben. Die Testung auf Samen und austriebs-
fahige Pflanzenteile sollte bei der Klarschlammverwertung eingefiihrt werden, um zusatzliche Informatio-
nen Uber den Hygienestatus eines Klarschlamms aus Sicht der Phytohygiene zu erlangen. AuBerdem konnte
hierdurch auch die Verschleppung von Unkrautern mit Klarschlamm begrenzt werden, wie von Leist und
GieBler (1998) sowie Chytil (1984) gefordert. Aufgrund der Arbeiten der zuvor genannten Autoren ist aller-
dings mit dem Uberleben von Tomatensamen zu rechnen, wenn Kldrschlamm nicht weitergehend behan-
delt worden ist.

4.4.4 Schlussfolgerungen und Empfehlungen

Werden die Risikomanagementoptionen fur Klarschlamm insgesamt betrachtet, sollten die in Anlage 2 der
Entwiirfe zur Novelle der Klarschlammverordnung (AbfKlarV, 2010 und 2013) beschriebenen Behandlungs-
verfahren aus seuchen- und umwelthygienischer Sicht zur Anwendung kommen. Es ist davon auszugehen,
dass durch die Verwertung von unbehandeltem Klarschlamm auf landwirtschaftlichen Flachen Infektionser-
reger mit zum Teil mehrfacher Antibiotikaresistenz verbreitet werden. Das ,,EHEC-Geschehen* im Jahre
2011 hat deutlich vor Augen gefuhrt, dass die theoretische Moglichkeit der Verbreitung von human- und
tierpathogenen Infektionserregern, insbesondere bei der landwirtschaftlichen Verwertung von unbehan-
deltem Klarschlamm, permanent besteht.

Zum Schutz der Umwelt vor vermeidbaren Kontaminationen mit Schaderregern sollten die Forderungen der
,»Hygiene fur alle organischen Diinger umgesetzt und rechtliche Bedingungen einheitlich gestaltet wer-
den. In der Konsequenz ist es unerheblich, ob pathogene Erreger Uber Klarschlamme, Giille, Garreste oder
Bioabfalle in die Umwelt verfrachtet werden.

Die landwirtschaftliche Verwertung von Klarschlammen sollte daher nur dann erfolgen, wenn zuvor eine
ausreichende Reduzierung der Schadorganismen in Klarschlamm stattgefunden hat. Diese Forderung hat
vor dem Hintergrund der Problematik des moglichen Eindringens von Salmonellen Uber die Wurzelharchen
in die Pflanze seine Berechtigung, weil auf und in verschiedenen landwirtschaftlichen Kulturpflanzen und
Gemiuse Salmonellen und E. coli nachgewiesen werden konnten (Paungfoo-Lonhienne et al., 2010, Tobi et
al., 2009, Schikora et al., 2008). Es kann angenommen werden, dass auch andere human- und tierpatho-
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gene Erreger bei entsprechenden bodenphysikalischen und bodenchemischen Voraussetzungen uber die
Wurzeln aus den unbehandelten Klarschlammen und organischen Diingern bzw. dem Boden aufgenommen
werden und somit die Pflanzen bzw. die Pflanzenzellen endophytisch kontaminieren.

Bei einer Behandlungspflicht nach den in Anlage 2 der Novellierung der AbfKlarV (2010 bzw. 2013) aufge-
fuhrten Verfahren, ist zumindest davon auszugehen, dass alle relevanten human- und tierpathogenen,
nicht sporenbildende Bakterien und auch die Mehrzahl der Viren reduziert bzw. soweit inaktiviert werden,
dass von ihnen keine Infektionsgefahrdung mehr ausgeht, sondern nur noch eine unvermeidbare Kontami-
nation des Bodens durch Aufbringung des behandelten Klarschlammes zu erwarten ist.

Bei Inanspruchnahme eines Qualitatssicherungssystems, sehen die Vorschlage zur Novellierung der Abf-
KlarV aus 2010 und 2013 einen Verzicht auf die weitergehende Behandlung vor. Die Qualitatssicherung soll
dem Qualitatszeichennehmer eine schriftliche Rechtfertigung liefern, wonach eine hygienisierende Be-
handlung des Klarschlammes verzichtbar ist. Damit wird die Verantwortung im Rahmen der Vorsorge auf
die Qualitatssicherung iibertragen, die eine mehr oder weniger qualifizierte und dokumentierte Risikoab-
schatzung durchfuhren soll. Die nahere Priifung dieses Konzeptes hat gezeigt, dass die Trager der Quali-
tatssicherung nur einen sehr begrenzten risikomindernden Einfluss austiben konnen, der in der Regel nicht
zu einem verbesserten bzw. aquivalenten Hygieneniveau, wie eine zusatzliche Klarschlammbehandlung,
fuhrt. Bei dem Klarschlamm der vorhandenen Klaranlagen muss von einem Hygienerisiko ausgegangen
werden. Die Qualitatssicherung verfiigt bei diesem Ansatz nicht Uber effektive und quantitativ messbare
hygieneverbessernde MaBnahmen, die eine hygienisierende Behandlung entbehrlich machen konnten.

Eine Befreiung von der Behandlungspflicht im Rahmen der Gitesicherung ohne aquivalente HygienemaR-
nahmen wird nicht befurwortet. Im Ergebnis wiirde das giitegesicherte Produkt ein geringeres Hygieneni-
veau aufweisen, als das nicht giitegesicherte, aber behandelte und untersuchte Produkt. Dies wiirde dem
Sinn der Giitesicherung nicht gerecht und ware aus mikrobiologisch-hygienischer Sicht irrefiihrend. Zudem
ist zu beachten, dass die Qualitatssicherungen in Deutschland (QLA, VQSD) fur organische Produkte (z. B.
Komposte, Garreste, Klarschlammkomposte etc.) bereits jetzt u.a. qualitative und quantitative mikrobio-
logische Untersuchungen des abgabebereiten Materials auf Salmonellen und E. coli beinhalten. Sofern eine
weitergehende Behandlung insgesamt nicht mehr angestrebt wird, weil z.B. die Politik das Ende der Klar-
schlammverwertung zu Dingezwecken verfolgt (Koalitionsvertrag, 2013), sollten die Anwendungsbe-
schrankungen und -verbote fortgefiihrt werden. Ferner sollten alle Klarschlamme auf Indikatorkeime un-
tersucht und bei Uberschreiten von Grenzwerten einer Behandlung zugefiihrt werden.

Eine Risikobewertung- bzw. -abschatzung bei Verzicht auf die weitergehende Behandlung konnte sich zu-
nachst auf den quantitativen Gehalt ausgewahlter Infektionserreger, wie z.B. Salmonellen und Escherichia
coli begrenzen (1 x 10* KbE/g fiir Salmonellen und fiir E. coli 1 x 10° KbE/g), bis weitere Erkenntnisse aus
Forschungsprojekten zur moglichen Aufnahme von Infektionserregern fiir Mensch und Tier uber die Wur-
zeln in die Pflanzen vorliegen. In der novellierten Klarschlammverordnung muss daher die Berlicksichti-
gung von quantitativen mikrobiologischen Untersuchungen ein essentieller Bestandteil der Gutesicherung
sein.

Werden die Grenzwerte um eine Zehnerpotenz uberschritten, werden MaBnahmen zur Reduzierung der
Keimgehalte erforderlich. Wird z.B. der Klarschlamm uber 2-3 Monate kontaminationsfrei gelagert, be-
steht eine groBe Chance, dass sich die Anzahl an Salmonellen und E. coli bis unter die Nachweisgrenze
reduziert.

Vor dem Hintergrund langjahriger Erfahrungen mit der Klarschlammverwertung haben die bisher prakti-
zierten VorsorgemaBnahmen den Ausbruch schlimmerer Gesundheitsschaden offensichtlich wirkungsvoll
unterdrickt. Bei einem Klarschlamm, in dem Salmonellen nur in geringer Konzentration vorkommen
(<10%/g < 100 KbE/g) und der nur auf Ackerland verwendet wird, ist nach Einschitzung der Bearbeiter des
Berichtes nur mit einem relativ geringen Gefahrdungspotential hinsichtlich zu bertcksichtigender Gesund-
heitsgefahren zu rechnen. Ein Nichthnachweis von Salmonellen in 50 g Schlamm hat seine Berechtigung nur
dann, wenn Klarschlamme vor ihrer landwirtschaftlichen Verwertung einem in Anlage 2 genannten Be-
handlungsverfahren unterzogen wurden. Denn nach Untersuchungen von Gmelin (2009) sind in mindestens
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70 % aller nicht weitergehend behandelter Klarschlamme Salmonellen in 50 g nachweisbar. Das wiirde
bedeuten, dass nur maximal 30 % der fur die landwirtschaftliche Verwertung vorgesehenen Schlamme
verwertet werden durfen. Wenn fiir mikrobiologische Parameter wie z. B. E. coli und Enterokokken Richt-
bzw. Grenzwerte angegeben werden, ist nicht nachvollziehbar, warum dies nicht auch fur Salmonellen
seine Berechtigung hat, zumindest in Substraten wie Klarschlammen und generell in organischen Diingern,
die nicht als Futter- oder Lebensmittel direkt zum Tier bzw. zum Menschen gelangen.

Die Einhaltung vertretbarer Grenzwerte fiir Salmonellen und E. coli im abgabefertigen, qualitatsgesicher-
ten Klarschlamm muss aus Sicht der Seuchenhygiene unbedingt gefordert werden, ansonsten sind Behand-
lungsverfahren fiir die Klarschlamme unverzichtbar.

Spezifisch fiir die Phytohygiene kann geschlossen werden, dass die Behandlungsverfahren nach Anhang 2
der Novellierung der AbfKlarV in der Regel bei Schadorganismen von Pflanzen mit ,,normaler Widerstands-
fahigkeit“ wirksam sein dirften. Zweifel bestehen bei der Langzeitlagerung hinsichtlich einer Inaktivie-
rung von langjahrig im Boden uberdauerungsfahigen Organismen insbesondere bei den Quarantaneschador-
ganismen der Kartoffel sowie Polymyxa betae (Steinmoller, 2008). Da gezielte Behandlungsverfahren zur
Reduktion dieser widerstandsfahigen Quarantaneschadorganismen der Kartoffel nicht zur Verfiigung ste-
hen, sollten die besonders risikoreichen Abwasser aus der gewerblichen Kartoffel- und Ribenver- und -
bearbeitung vom Eintrag in die Klaranlage bzw. der spateren Verwertung in der Landwirtschaft ausge-
nommen werden. Dies betrifft neben der verarbeitenden Industrie auch Abwasser aus Gewerbebetrieben
fur das Waschen, die Sortierung und sonstige Verarbeitung von Kartoffeln bzw. Zuckerriiben. Die Riibenbe-
und -verarbeitung sollte einbezogen werden, da groBe Mengen risikoreicher Anhangerde ins Abwasser ge-
langen und zudem eine weitere Verbreitung des Beet necrotic yellow vein virus mit dem Vektor Polymyxa
betae erfolgen kann. Wenn ein Einleitungsverbot flir Abwasser aus dem Kartoffel und Riiben verarbeiten-
den Gewerbe ausgesprochen wird, fiihrt dies zu einer wesentlichen Reduzierung des Eintrags der wider-
standsfahigen Schadorganismen von Kartoffeln und Riiben. Unter diesen Bedingungen konnen die Behand-
lungsverfahren nach Anlage 2 auch als wirksam fiir die Phytohygiene angesehen werden.

Sollte die AbfKlarV zukiinftig keine Pflicht zur weitergehenden Klarschlammbehandlung vorschreiben,
miissen die bestehenden Anwendungsverbote und -beschrankungen weiterhin zur Risikominderung beitra-
gen. Aus dem Blickwinkel der Phytohygiene ist aber zu beachten, dass die aktuellen Anwendungsbeschran-
kungen hinsichtlich der Seuchenhygiene wirksam sein mogen, wie z.B. tiefwendende Einarbeitung des
Klarschlamms vor der Aussaat, aber dass hierbei keine Risikominderung fur Schadorganismen von Pflanzen
erreicht wird. Es ist davon auszugehen, dass widerstandsfahige, potentielle Pflanzenpathogene bei tief-
wendender Einarbeitung im Wurzelraum ihrer Wirtspflanzen giinstige Infektions- und Uberdauerungsbedin-
gungen vorfinden werden. Es ist daher von einem nicht naher einschatzbaren Risiko auszugehen.

Ein zeitlicher Abstand zwischen Aufbringung des Klarschlamms und dem Anbau ist aus Sicht der Phytohygi-
ene zu befuirworten, um das Risiko von langjahrig im Boden uUberdauerungsfahigen Schadorganismen zu
minimieren. Zum Schutz des Kartoffelanbaus wird empfohlen, nach der Ausbringung von Klarschlamm eine
mindestens zweijahrige Anbaupause vor einem Kartoffelanbau vorzusehen. Diese Anbaupause ist zusatzlich
zu dem Einleitungsverbot fur Abwasser aus der gewerblichen Bearbeitung von Kartoffeln und Riiben erfor-
derlich, da das Verbot nicht alle Einleitungsmoglichen, wie z.B. Abwasser aus Privathaushalten, abdeckt.
Speziell der Kartoffelkrebs ist in vielen Fallen in Haus- und Kleingarten festgestellt worden und die bakte-
rielle Ringfaule der Kartoffel wird inaktiviert, wenn eine Anbaupause von mindestens zwei Jahren einge-
halten wird.

Eine quantitative Bestimmung von Indikatororganismen im Klarschlamm vor der Verwertung wird beflir-
wortet. Aus dem Bereich der Phytohygiene waren Samen und austriebsfahige Pflanzenteile fir eine Tes-
tung geeignet. Die Untersuchung auf Samen und austriebsfahige Pflanzenteile konnte zusatzliche Informa-
tionen Uber den Hygienestatus des Klarschlamms aus phytohygienischer Sicht bereitstellen und Belastun-
gen des Klarschlamms mit Unkrautsamen verhindern. Hinsichtlich Grenzwert und Methode konnten die
Vorgaben der BioAbfV herangezogen werden.
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Anhang |

Protokoll zur Isolierung von Dauersori aus Krebskompost (Krebskompost)

40 g Krebskompost und 100 ml Leitungswasser im Becherglas 1 h riihren

(Magnetrihrer)
!

Probe durch Siebkombination geben

(Maschenweite: 210 pm, 125 pm, 75 pm, 25um)
!
im 25 pm Sieb aufgefangenes Material in ein Becherglas Uberfiihren

l

Aufgefangene Probe in zwei Zentrifugenrohrchen verteilen und

mit Leitungswasser auf 25 ml auffiillen
!
in jedes Zentrifugenrohrchen 2 g Kaolin geben
!
10 Sek. homogenisieren und anschliefen 5 min bei 1050 g zentrifugieren

l

Uberstand verwerfen, Pellet mit

15 ml gesattigter Kalziumchloridlosung je Zentrifugenrohrchenresuspendieren
l
10 Sek. homogenisieren und anschlieBend 5 min bei 1050 g zentrifugieren

l

Uberstand in 25 pm Sieb iiberfiihren, sofort gut durchspiilen und

mit ca. 50 ml Wasser in Becherglas tberfihren
l

Dauersori-Suspension bis zum Auszahlen im Kihlschrank bei 4 °C aufbewahren
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Anhang |

Protokoll Tube-Test nach Potocek (OEPP/EPPO, 1999)

2 Tage vor Versuchsansatz:

von allen Kartoffelknollen Keime bzw. Triebe entfernen
!
Tube an der Kartoffel so ansetzen, dass er eine Keimanlage am Kronenende umhiillt
!
die praparierten Kartoffelknollen bei 4 °C aufbewahren

l

Konzentration der Dauersori im Quarzsandpraparat ermitteln (durch Isolation und Auszahlen der Dauersori)

Tag des Versuchsansatzes:

Quarzsandpraparat mit Komposterde im Verhatnis 1:1 mischen
!
Kompostgemisch in die Tuben einfiillen, dabei leicht andriicken, 2 cm GieBrand belassen
!

Tuben in Klimakammer aufhangen (16 °C + 2 °C/ 12 h Licht) und GieBrand mit VE-Wasser fiillen

!
in den ersten 4 - 6 Wochen gut feucht halten (ca. 3x wochentlich gieBen)
!
ab der 7. Woche 2x wochentlich gieBen

l

Wahrend der ganzen Zeit durchgewachsene Triebe regelmalig abschneiden,

um die Bildung neuer Triebe an der Basis anzuregen
l

Bonitur nach 10 -12 Wochen
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