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Tabelle 1: Abkiirzungen der genutzten Matrizes

Nr. Kiirzel Kurzbeschreibung
1 K Ausgangsmatrix auf Rindergiillebasis
2 S Ausgangsmatrix auf Klarschlammbasis
3 KEM Rindergiillematrix mit zusétzlichen Lactobacillaceae (EM)
4 K(EM) Kontrolle zu Matrix KEM, EM autoklaviert, um den Einfluss der
a zusétzlichen Lactobacillaceae zu testen.
Kontrolle zu Matrix KEM, komplett autoklaviert, um den Einfluss
5 (KEM),
der Gesamtflora zu testen.
6 (K(EM),) Kontrolle zu Matrix K(EM), und (K(EM),),, um den Einfluss der
ara Gesamtflora und des Autoklavierens zu testen.
7 Spool Gepoolte Probe aus Matrix S, um die Probenzahl zu reduzieren.
Vergleichsmatrix zu Matrix Spee, um den Einfluss der Gesamtflora
8 (Spoo)a Zu testen
9 So. "Wk Ausgangsmatrix Speol, auf Kldrschlammbasis ohne Weizenkleie
Pool zum Test deren Einflusses.
Ausgangsmatrix Speel, Weizenkleie wurde mit Sdgespianen
10 Spoo-WK+Sp | substituiert (v/v), um eine vergleichbare Trockensubstanz zu
erhalten.
11 Fa+Wk Substitution aller Zusatze durch Weizenkleie

xvii






Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Tierische und menschliche Fékalien aus Landwirtschaft und Haushalten enthalten zahlreiche
obligat und opportunistisch pathogene Mikroorganismen, deren Konzentration u. a. je nach
Gesundheitszustand der betrachteten Gruppe schwankt. Neben den Krankheitserregern
enthalten Fékalien aber auch essentielle Pflanzenndhrstoffe (276) und dienen seit
Jahrtausenden (63) als Diinger fiir Feldfriichte. Mit der unbedarften Verwendung von
pathogenbelastetem Fikaldiinger steigt jedoch auch das Risiko einer Infektion von Mensch
und Tier. Diese Gefahr erhoht sich mit der globalen Vernetzung der Landwirtschaft, z. B.

durch den Import von kontaminierten Futter- bzw. Lebensmitteln (29).

Die vorliegende Arbeit stellt die milchsaure Fermentation von Rindergiille und Klarschlamm
als alternative Hygienisierungsmethode gegeniiber der Pasteurisation in Biogasanlagen bzw.

gebrauchlichen Kompostierung vor.

Dabei wird ein Abfall der Gram-negativen Bakterienflora sowie der Enterokokken,
Schimmel- und Hefepilze unter die Nachweisgrenze von 3 log;o)KbE/g beobachtet,
gleichzeitig steigt die Konzentration der Lactobacillaceae um das Tausendfache. Dariiber
hinaus wird gezeigt, dass pathogene Bakterien wie Staphylococcus aureus, Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes, EHEC O:157 und vegetative Clostridum perfringens-Zellen
innerhalb von 3 Tagen inaktiviert werden. Die Inaktivierung von ECBO-Viren und
Spulwurmeiern erfolgt innerhalb von 7 bzw. 56 Tagen. Zur Aufklirung der Ursache der
beobachteten Hygienisierung wurde das fermentierte Material auf fliichtige Fettsduren sowie
pH-Wertdanderungen untersucht. Es konnte festgestellt werden, dass die gemessenen Werte
nicht die alleinige Ursache fiir das Absterben der Erreger sind, vielmehr wird eine zusétzliche
bakterizide Wirkung durch eine mutmaBliche Bildung von Bakteriozinen in Betracht gezogen.
Die parasitizide Wirkung wird auf die physikalischen Bedingungen der Fermentation

zuriickgefiihrt.

Die methodischen Grundlagen basieren auf Analysen mittels zahlreicher klassisch-kultureller
Verfahren, wie z. B. der Lebendkeimzahlbestimmung. Dariiber hinaus findet die MALDI-
TOF-Massenspektrometrie und die klassische PCR in Kombination mit der Gradienten-
Gelelektrophorese Anwendung, um kultivierbare Bakterienfloren zu beschreiben bzw. nicht

kultivierbare Bakterienfloren stichprobenartig zu erfassen.

Neben den Aspekten der Hygienisierung wird zudem die Eignung der Methode fiir die

landwirtschaftliche Nutzung beriicksichtigt. Dies findet sich insbesondere in der Komposition
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des zu fermentierenden Materials wieder, welches fiir die verstarkte Humusakkumulation im
Ackerboden optimiert wurde. Dariiber hinaus wird die Masseverlustbilanz wéihrend der
milchsauren Fermentation mit denen der Kompostierung sowie der Verarbeitung in der
Biogasanlage verglichen und als positiv bewertet, da sie mit insgesamt 2,45 % sehr deutlich
unter den bisherigen Alternativen liegt (73, 138, 458). Weniger Verluste an organischem
Material wéahrend der Hygienisierung fiihren zu einer grofleren verwendbaren Diingermenge,
die auf Grund ihres organischen Ursprungs zu einer Verstirkung des Humusanteiles im

Ackerboden beitragen kann (56, 132).
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2. Einleitung

Neben der Einfiihrung zur Thematik gilt es in diesem Kapitel den derzeitigen Stand der
Wissenschaft und Technik darzustellen. Zwei Anliegen, wovon letzteres auf einem
wissenschaftlichen Feld, was in dieser Form noch nicht beschrieben ist, sehr kurz ausfillt. So
lasst sich trotz intensiver Recherche die Grundidee der Hygienisierung von Fékalien mittels
milchsaurer Fermentation in der verfiigbaren deutsch- und englischsprachigen Literatur nicht
finden. Eine fast 40 Jahre alte Arbeit von Hrubant (234) beschreibt die Fermentation von
Futtermittelresten, welche auf den Stallboden gefallen und fikal kontaminiert worden sind,
mit der Intention, diese wiederzuverwenden. Eine aktuellere Arbeit von 2009 beschreibt allein
die praktische Nichtexistenz alternativer Hygienisierungsmethoden nebst der Kompostierung
und Verarbeitung in Biogasanlagen (308). Demzufolge bleiben lediglich der Vergleich mit
dhnlichen Fermentationen, z. B. in der Lebensmittel- und Futtermittelkonservierung, sowie
die Abgrenzung zu den gingigen Hygienisierungsmethoden. Dariliber hinaus werden die
Zusammenhdnge von Landwirtschaft und anthropogen beeinflusster Boden- bzw.
Humusbildung herausgestellt, damit eine Einordnung der hier vorgestellten Abfallbehandlung

in ein nachhaltiges Ackerbodenkonzept erfolgen kann.
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2.1.  Bedeutung und Definition des Diingers

Pflanzen bendtigen neben Kohlenstoff (C), Sauerstoff (O) und Wasserstoff (H) auch
Stickstoff (N), Phosphor (P), Kalium (K), Schwefel (S), Calcium (Ca) und Magnesium (Mg)
zum Wachstum. Diese Elemente stellen deren Hauptndhrelemente (157) bzw. Makroelemente
(57) dar. Durch die Ernte von Feldfriichten sowie Auswaschung durch Niederschldge, Erosion
etc. kommt es zu einer Reduktion dieser Elemente in Ackerbdden. N, P und K sind die Basis
des nach ihnen bezeichneten mineralischen NPK-Diingers. Sie sind diingewirtschaftlich von
besonderer Bedeutung, da diese Elemente im Gegensatz zu C, H und O (CO, und H,0) nicht
in verwendbarer Form (NH4+ NO; °, H,PO, -, HPO, 7, K+) im Uberschuss vorhanden sind,
jedoch in relativ hohen Mengen von Pflanzen bendtigt werden (414). N, P und K werden
daher auch als Kernnéhrelemente bezeichnet (157). Das Fehlen eines einzelnen Hauptnéhr-
oder Spurenelementes kann bei Mangel einen limitierenden Einfluss auf das Wachstum der
Feldfriichte haben (Minimumgesetz) (3), jedoch wiirde ein Eingehen auf all diese Elemente
den Rahmen dieser Arbeit sprengen. Wichtig ist eine ausgewogene Verfiigbarkeit. So betont
Blume (57), dass auch fiir die Gesundheit des Konsumenten eine adédquate Versorgung der
Pflanzen essentiell sei. Es erscheint naheliegend, dass eine verbesserte Kreislaufwirtschaft der
Elemente N, P, K mittels Wirtschaftsdiinger gleichzeitig ein verbessertes Recycling aller
weiteren Néhr- und Spurenelemente mit sich bringen konnte, da auch diese in den Fékalien
enthalten sind. Die enorme Bedeutung der Diingung und des Humus fiir die
Bodenfruchtbarkeit wird auch durch den Gesetzgeber im Diingegesetz vom 9.1.2009
hervorgehoben. Dort hei3it es im §1 Abs. 2, Zweck des Gesetzes sei u. a.: ,,[...]die Erndhrung
von Nutzpflanzen sicherzustellen, die Fruchtbarkeit des Bodens, insbesondere den standort-
und nutzungstypischen Humusgehalt, zu erhalten oder nachhaltig zu verbessern, [...]*
Gleichzeitig finden auch potentielle Gefahren in Abs. 3 Beriicksichtigung, die mit der
Verwendung von Diinger einhergehen konnen. ,,[...] Gefahren flir die Gesundheit von
Menschen und Tieren sowie fiir den Naturhaushalt vorzubeugen oder abzuwenden, die durch
das Herstellen, Inverkehrbringen oder die Anwendung von Diingemitteln, Bodenhilfsstoffen,
Pflanzenhilfsmitteln sowie Kultursubstraten oder durch andere MaBnahmen des Diingens

entstehen konnen, [...]* (8)

2.1.1. Diingerformen im juristischen Kontext
Im organischen Diinger liegen die Pflanzen-Nihrelemente in leicht verfiigbarer Form, aber
auch in erheblichen Mengen in schwer verfligbarer Form vor, im Gegensatz zum

Mineraldiinger, wo die Néhrelemente in anorganischer Form zumeist mineralisch, gut
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wasserldslich und somit leicht verfiigbar vorliegen (56). Die Verordnung (EG) Nr. 1069/2009
definiert ,,organisches Diingemittel* und ,,Bodenverbesserungsmittel in Art. 3 Abs. 22 wie
folgt: ,,Materialien tierischen Ursprungs, die einzeln oder gemeinsam zur Erhaltung bzw. zur
Verbesserung der Pflanzenernédhrung und der physikalisch-chemischen Eigenschaften sowie
der biologischen Aktivitit des Bodens verwendet werden; [...]“(9). Im Diingegesetz wird der
Begriff ,,Wirtschaftsdiinger definiert, der die Begriffe ,,organisches Diingemittel und
»,Bodenverbesserungsmittel“ einschlieft und um ,,[...] pflanzliche Stoffe im Rahmen der
pflanzlichen Erzeugung oder in der Landwirtschaft [...]* erweitert wird. Ausnahme hierbei
bildet im rechtlichen Sinne der Harnstoff, der auch zu den Mineraldiingern gezihlt wird,
wenngleich er chemisch eine organische Substanz ist. Die Verordnung (EG) Nr. 2003/2003
definiert in Art. 2 Abs. e) ,,mineralisches Diingemittel* als ,,[...] ein Diingemittel, in welchem
die deklarierten Néhrstoffe in Form von Mineralien enthalten sind, die durch Extraktion oder
industrielle physikalische und/oder chemische Verfahren gewonnen werden. Kalkstickstoff,
Harnstoff und seine Kondensate und Anlagerungsverbindungen sowie Diingemittel, die
chelatisierte oder komplexierte Spurennéhrstoffe enthalten, konnen konventionellerweise als
mineralische Diingemittel eingeordnet werden; [...] (6). Da das organische Material aus
organischen Diingern mitunter erst durch chemisch-, biologische Zersetzungsprozesse
aufgespalten werden muss, bevor Verbindungen entstehen, die fiir die Pflanze nutzbar sind,
gilt diese Dilingung im Vergleich zur mineralischen Diingung zumeist in Handhabung und
Dosierung als schwieriger. Auf Grund der hohen Verfiigbarkeit als Beiprodukt der
Tierproduktion wird organischer Diinger hdufig in Form von Wirtschaftsdiinger verwendet
(56). Neben den genannten Vor- und Nachteilen fiihrt der erhohte Eintrag von organischem
Material in den Boden zu einem hoheren Humusgehalt sowie einer erhdhten biologischen
Aktivitdt (56). Als organischer Diinger wurden und werden vielfdltigste Substanzen genutzt.
Neben den mitunter seit Jahrtausenden verwendeten Diingemitteln wie Seetang, Mist (96),
Guano (480), Pflanzenreste, Heide- und Waldstreu (43) werden heute auch weitere
Diingemittel aus der Tierproduktion wie z. B. Knochen- (166), Horn-, Feder- und Haarmehl
(21) eingesetzt. Potentieller organischer Diinger féllt naturgemiB in hohen Mengen als

Fékalien an, daher lag und liegt deren Nutzung am néchsten.

Die Verwendung von Klirschlamm als Diinger wird in der Richtlinie 86/278 EWG des
Europiischen Rates geregelt und in der deutschen Klarschlammverordnung §3 konkretisiert.
So ist nach vorheriger Priifung des Kliarschlammes sowie der flir die Ausbringung gedachten

Flachen eine Nutzung als Diinger unter Auflagen moglich (4).
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Bodenhilfsstoffe sind nach §2 des Diingegesetzes ,[...] Stoffe ohne wesentlichen
Nahrstoffgehalt sowie Mikroorganismen, die dazu bestimmt sind, die biologischen,
chemischen oder physikalischen FEigenschaften des Bodens zu beeinflussen, um die

Wachstumsbedingungen fiir Nutzpflanzen zu verbessern [...] (8).

2.1.2. Historische Entwicklung von Fakaldiingern

Lange wurde davon ausgegangen, dass erst seit der Bronzezeit (2000 — 800 v. Chr.) auch in
der geméBigten Klimazone Europas eine aktive Viehdiingewirtschaft stattfand (96). Sie wurde
ca. 700 v. Chr. im Mittelmeerraum erstmals schriftlich erwéhnt (231). Lediglich in der
mediterranen, minoischen Kultur soll die Diingewirtschaft bereits seit der Kupfersteinzeit
(5500 — 2200 v. Chr.) angewendet worden sein. Seit Mitte 2013 jedoch geht man von einer
deutlich &lteren Geschichte des Diingers in Europa aus. Bogaard (63) konnte nachweisen, dass
bereits 5500 — 5000 v. Chr. im heutigen Deutschland eine aktive Diingewirtschaft bestand.
Die Ausbringung von Fikalien zur Erhaltung einer dauerhaften Bodenfruchtbarkeit gilt als
Schliisseltechnologie im Ubergang vom Wanderbauerntum zur permanenten Sesshaftigkeit
(311). Die wachsende Bedeutung von Nutztieren in der Jungsteinzeit bezeichnet Sherratt
(421) als ,,Revolution der Sekundérprodukte®. Dabei stand im Gegensatz zum Jiager und
Sammler nicht allein die Fleisch-, Fell- und Knochengewinnung im Vordergrund, sondern vor
allem die Nutzung tierischer Produkte ohne die Tiere zu téten. Dazu zdhlten Produkte wie
Wolle und Milch sowie nicht zuletzt die Transport- und Zugleistungen, die den Handel iiber
weite Strecken sowie die Pflugwirtschaft ermoglichten. Wenn auch nicht ausdriicklich bei
Sherratt erwihnt, scheint die Diingung der Felder mit dem Mist der frithen Viehherden fiir

Denevan als wahrscheinlich (117).

2.1.3. Heutige Bedeutung von Fakalien in der Landwirtschaft

Mit 60 % der erzielten Verkaufserlose in der deutschen Landwirtschaft misst Schultheif3 der
Tierhaltung eine groBe volkswirtschaftliche Bedeutung zu (417). Derzeit werden in
Deutschland iiber 150 Mio. t Wirtschaftsdiinger pro Jahr produziert (417) und damit z. B.
63 % des deutschen Stickstoffverbrauchs abgedeckt (411). Im Gegensatz zum Stickstoff, der
mit dem Haber-Bosch-Verfahren mit relativ hohem Energieaufwand produziert werden kann,
ist Phosphatdiinger nicht synthetisierbar und wird &hnlich wie Kalium mit Hilfe der montanen
Industrie gefordert. Insbesondere bei der Phosphorgewinnung scheinen schwermetallarme
Standorte weitestgehend erschopft, sodass mitunter sogar uranhaltiger Phosphordiinger
verwendet wird, wodurch sowohl Bdden als auch Acker kontaminiert werden (416). In

Tierfakalien hingegen ist die Schwermetallbelastung geringer, da EU-weite Grenzwerte fiir
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die Futtermittel bestehen (273). Neben der leichten Verfiigbarkeit und der limitierten
Schwermetallbelastung spricht gerade die hohe Konzentration von Pflanzennédhrstoffen fiir
eine Verwendung von Fékalien als Diingemittel. So enthélt z. B. eine Tonne Rindermist mit
25 % Trockensubstanz neben 5 kg Stickstoff 4,3 kg P,Os. 6,9 kg K,O und 2,0 kg MgO (276).
Auch Kléarschlamm besitzt hohe Konzentrationen an Pflanzennédhrstoffen, so liegen
Durchschnittswerte bei 4,5 kg Stickstoft, 6,5 kg P,Os, 0,8 kg K,O und 2,0 kg MgO pro Tonne
(276). 2006 wurden jedoch lediglich ~ 30 % der hiuslichen und kommunalen Kldrschlimme
in Landwirtschaft und Landschaftsbau eingesetzt. Der Grofteil hingegen wird zumeist
verbrannt bzw. auf Deponien gelagert (80). MaB3gebliche Ursachen hierflir sind einerseits
erhohte Schwermetallkonzentrationen in stadtischen Abwéssern, die durch die Einleitung von
Industrie- bzw. Gewerbeabwissern sowie Regenwasser mit Belastungen durch
StraBBenverkehr, Metallddcher und Regenrinnen zu denen der Haushalte hinzukommen (437).
Andererseits belasten auch organische Substanzen, wie z. B. biologisch nicht abbaubare
Medikamente  (199), die  Abwisser. Dietrich  forderte  bereits 2002  ein
Umweltvertraglichkeitsgutachten im Rahmen der Zulassung von Medikamenten (127). Mit
zunehmendem Bewusstsein dieser Belastungen kann die Qualitit von Kldrschlimmen und
damit ihre potentielle Einsetzbarkeit als Diinger erhoht werden, sodass nicht 70 % der
néhrstoffreichen Schlimme ungeniitzt bleiben miissen. Eine positive Tendenz ist bereits in der

Schwermetallvermeidung zu erkennen (81).

2.2.  Krankheitserreger in Fakalien

Neben negativen Effekten fiir Umwelt und Konsumenten durch Schwermetalle, Medikamente
und weitere toxische Verbindungen besitzen Fékalien sehr hohe Keimgehalte. Auch
Ackerbdden kénnen damit nachhaltig in ihrer Mikrodkologie beeinflusst werden (182). Neben
medizinisch unbedeutenden Keimen enthalten Fidkalien fakultative bzw. obligate
Krankheitserreger (Bakterien, Pilze, Protozoen, Viren, Wiirmer) in unterschiedlichen
Konzentrationen, je nach epidemiologischer Situation bei den Ausscheidern. Mit der
unkritischen Verwendung von Fikalien als Diinger steigt die Gefahr der Anreicherung der
pathogenen (Mikro-)Organismen in den Béden. Dort konnen sie mitunter Monate (181, 246)
oder Jahre (454) verweilen und Futter- sowie Nahrungspflanzen kontaminieren.
Enterobakterien wie Salmonella spp. und Escherichia coli (409, 468), Clostridien (320) sowie
Mykobakterien (103) konnen Pflanzen epi- und endophytisch besiedeln. Mit der Aufnahme
und anschlieBender Neu- bzw. Wiederinfektion von Mensch und Tier schlieen sich
Infektionszyklen. Als Fallbeispiel sei hier der Ausbruch eines Stammes von E. coli O104:H4
im Mai 2011 in Deutschland genannt. Der anfangs félschlich als EHEC bezeichnete
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shigatoxinbildende EAHEC (379) war Ausloser schwerer Durchfallerkrankungen, welche in
kurzer Zeit iiber 3800 registrierte, mitunter sehr dramatische Krankheitsverlaufe verursachte.
In 22 % der Félle kam es sogar zur Ausbildung eines Hédmolytisch-Urdmischen Syndroms
(163). Der durch horizontalen Gentransfer mit zusétzlichen Virulenzfaktoren und Resistenzen
ausgestattete Erreger (379) konnte bis zu einem Sprossenproduzenten zuriickverfolgt werden
(78). Appel (29) weist in diesem Zusammenhang explizit auf die Gefahr von Kontamination

mit Zoonoseerregern durch den Einsatz von Fikaldiingern in der Landwirtschaft hin.

Neben Bakteriensporen konnen auch Dauerstadien (Zysten, Eier) von pathogenen Einzellern
(Kokzidien, Giardien) und Wurmparasiten mit dem Kot ausgeschieden werden und sind in der
Umwelt mitunter sehr lange iiberlebensfdhig. Sie konnen 10 Monate (Kokzidien) oder bis 10
Jahre (Spulwurmeier) infektios bleiben (454). Ausgeschiedene Reo-, Picorna-, Adeno- und
Parvoviren sind ebenfalls auffallend umweltresistent und kénnen nach Ausbringung mit Mist
oder Giille Griinland, Grundwasser und Trinkwasser kontaminieren. Rotaviren kénnen z. B.

im Wasser bei niedrigen Temperaturen monatelang bis jahrelang infektios bleiben (486).

2.2.1. Zoonosen

Zoonosen sind Krankheiten, die von Tieren auf den Menschen und umgekehrt {ibertragen
werden konnen (389). Die Unterarten, Serovare oder Stimme weisen i. d. R. unterschiedliche,
wirtsspezifische Virulenz auf, wie z. B. bei der Spanischen Grippe (452, 466) oder dem
E. coli O157:H7 (334). Die Wahrscheinlichkeit der Ubertragung steigt mit der rdumlichen
Néhe von Mensch und Tier und eben auch der Diingung der Nahrungs- und Futtermittel mit

den jeweiligen Fakalien.

Der parasitierende Schweinespulwurm Ascaris suum, erstbeschrieben 1782 von Goez (187),
ist ein naher Verwandter des humanpathogenen Ascaris lumbricoides. Beide Nematoden-
Infektionen werden durch die orale Aufnahme von mit Spulwurmeiern fikal verunreinigten
Futter- bzw. Lebensmitteln iibertragen (60, 133). Mitunter kdnnen auch speziesiibergreifende
Infektionen stattfinden (336), sodass A. suum auch als Zoonoseerreger betrachtet wird. Im
Hinblick auf die starke Durchseuchung der europdischen Hausschweinbestinde, Nejsum gibt
sie mit 21,5 % an, wird die Schweinemast in Industriestaaten als die Hauptinfektionsquelle fiir
humane Askaridosen angesehen. Ascaris spp.-Infektionen verlaufen héaufig frei von

Symptomen und kénnen am ehesten durch den Einachweis im Kot diagnostiziert werden (79).
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Auf Grund der sehr hohen Tenazitit verschiedener Dauerstadien der Spulwiirmer iiber Jahre
hinweg (174, 248) wird A. suum hiufig als Modellorganismus zur Desinfektionsmittelpriifung

und auch in dieser Arbeit genutzt (7).

Clostridium perfringens, erstbeschrieben 1898 von Veillon und Zuber (120), ist ein Gram-
positives, sporenbildendes, anaerobes Stidbchenbakterium, welches in die Gruppen A bis E
eingeteilt werden kann. Die Einteilung basiert dabei auf dem Vermdgen, unterschiedliche
Toxine (Virulenzfaktoren) zu produzieren. Wiahrend der Typ A auch im Boden vorkommt,
findet man A bis E im Magen-Darmtrakt sowie in den Féazes von Mensch und Tier (375).
C. perfringens ist ein Gasbrand-, Enteritis- und Diarrhderreger bei zahlreichen Tierarten und
dem Menschen (431, 436). Der Erreger dient in dieser Arbeit als Modellorganismus fiir

Gram-positive, (sporenbildende), anaerobe Stabchenbakterien.

C. sporogenes, erstbeschriecben 1908 von Metchinkoff (372), sporuliert im Gegensatz zu
C. perfringens (55) deutlich besser in Standardmedien und unter optimalen Bedingungen
bereits nach 2 h (28). Daher, und auf Grund der sehr nahen Verwandtschaft (101) bei
gleichzeitiger deutlich geringerer Virulenz gegeniiber dem zoonotischen C. botulinum
(Toxovare A und F), wurde C. sporogenes in dieser Arbeit als Modellorganismus fiir Gram-
positive, sporenbildende, anaerobe Stidbchenbakterien verwendet. C. sporogenes ist ein

Bodenbewohner, kann in seltenen Fallen jedoch auch klinisch relevant sein (238).

Das als Enteric Cytopathogenic Bovine Orphan Virus oder auch als bovines Enterovirus
(BEV) bekannte, unbehiillte Virus wurde 1960 von Boegel und Mussgay (61) beschrieben. Es
verursacht Durchfall bei Kédlbern und ist kein Zoonoseerreger. Auf Grund seiner sehr hohen
Tenazitidt von mehreren Wochen bis Monaten aulerhalb des Wirts (335), wird es héufig fiir

Desinfektionsmittelpriifungen (7) sowie in dieser Arbeit als Modell fiir Viren genutzt.

Die enterohdmorrhagische Escherichia coli O157:H7 ist ein humanpathogenes Serovar des
Darmbakteriums E. coli (Escherich, 1886). Im natiirlichen Wirt, dem Rind, verursacht
O157:H7 keine Klinik, im menschlichen Verdauungstrakt ist dieses Serovar jedoch fiir
zahlreiche Infektionen mit zum Teil schweren Krankheitsverldufen aufgrund der Bildung von

Shigatoxinen (334) verantwortlich. Andere E. coli-Pathovare konnen auch andere
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Krankheitsbilder verursachen, um mit Septikdmien, Toxikdmien, Pneumonien, Mastitiden und
Urogenitaltrakt-Infektionen nur einige zu nennen (375). Nichtpathogene Stamme wie z. B. der
E. coli Nissle 1917 werden auch als Probiotikum eingesetzt (272). E. coli O157 dient in dieser
Arbeit als Modellorganismus fiir Gram-negative und fakultativ anaerobe Stdabchenbakterien

(48), welche im Gegensatz zu Salmonellen Laktose verstoffwechseln kdnnen.

Der Gram-positive, stibchenformige, fakultativ anaerobe und intrazelluldre, bakterielle
Erreger wurde das erste Mal 1926 von Murray in einem Tierheim gefunden und beschrieben
(328). Als natiirlicher Wirt des Krankheitserregers wurden Meerschweinchen und Kaninchen
erkannt (283). Listeria monocytogenes ist ein Zoonoseerreger (244) und kann Septikdmien,
Enzephalitiden sowie Aborte verursachen, der Keim infiziert Wiederkduer, Hunde, Katzen,
Schweine, Vogel und Menschen (250, 375). Auf Grund der Eigenschaft, bereits ab 1°C und
somit auch in gekiihlten Lebensmitteln, besonders in Milchprodukten, zu wachsen, sind
Listerien bedeutende Verursacher fiir Lebensmittelerkrankungen (172). L. monocytogenes
dient in dieser Arbeit als Modellorganismus fiir Gram-positive, aerobe, nicht sporenbildende

Stiabchen.

Der MO wurde auf Grund seiner héufigen Isolation aus der Umwelt lange Zeit ausschlieBlich
als Saprophyt betrachtet und zéhlt zu den schnell wachsenden Mykobakterien (464). Im
Gegensatz zu den obligat pathogenen Mykobakterien ist M. fortuitum in der Lage, auch in der
Umwelt zu wachsen und dieses zudem ohne Verlust seiner Pathogenitit (203, 210). Erst 2009
gelang Ghosh der Nachweis von Dauerstadien in Form von Sporen dieser seit iiber 100 Jahren
bekannten Gattung (175). Obligat pathogene Mykobakterien sind u. a. in Abwéssern
nachweisbar (210) und verursachen die hdufigste, todliche, bakterielle Infektionskrankheit in
Form von Tuberkulose (210). Der Zoonoseerreger Mycobacterium bovis kann neben
Tropfcheninfektion auch durch Milch iibertragen werden (401). M. fortuitum dient in dieser
Arbeit als Modellorganismus fiir Mykobakterien, die als duBlerst widerstandsfahige MO
gelten.

Bei der Spezies Salmonella enterica handelt es sich um Gram-negative, aerobe sowie
fakultativ anaerobe Stidbchenbakterien. Sie beinhaltet sechs Subspezies. Dabei besitzt
S. enterica subsp. enterica 2500 Serovare, welche nach dem Kauffmann-White-Schema (256)

tiber verschiedene Antigene (Oberflichen-, Kapsel-, Flagellenantigene) bestimmt werden
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konnen (375). Neben stark wirtsadaptierten Serovaren, wie z. B. an Mensch und Pferd
S. Typhi bzw. S. Arbotusequi, existieren nicht adaptierte Serovare mit hohem zoonotischen
Potential, wie z. B. S. Thyphimurium, S. Enteritidis, S. Anatum u. v. m. (209, 375).
Salmonellen verursachen typhoide Allgemeininfektionen und Enteritiden. S. Senftenberg ist
ein aullergewohnlich hitzebestindiger Serotyp (41) bei gleichzeitiger klinischer Relevanz
(385). Aus diesen Grinden wird dieser Erreger haufig als Testkeim fiir
Hygienisierungsprozesse in der Abfallwirtschaft genutzt (15, 309), so auch in dieser Arbeit.
S. Anatum sowie S. Senftenberg dienen dariiber hinaus als Modellorganismen fiir Gram-
negative und fakultativ anaerobe Stiabchen, welche im Gegensatz zu E. coli Laktose nicht

verstoffwechseln konnen.

S. aureus ist ein Katalase- und Gram-positiver kokkenformiger, bakterieller Erreger und dient
daher als Priiforganismus fiir Gram-positive, kokkenformige Krankheitserreger. Gram-
negative Kokken hingegen spielen veterinirmedizinisch und damit als Zoonoseerreger keine
wesentliche Rolle. Die hohe Siurebestidndigkeit (290) macht S. aureus zudem zu einem
idealen Testobjekt fiir Hygienisierungsversuche im sauren pH-Bereich. Staphylokokken sind
kommensale Haut und Schleimhautbewohner von Sdugern und Vogeln (262), wobei geschitzt
wird, dass 20 % der Menschen den pathogenen S. aureus auf ihrer Nasenschleimhaut tragen
(375). Als zoonotischer Erreger (490) ist er in der Lage, bei Mensch und Tier
gewebsschadigend zu wirken, dabei sind u. a. Haut-, Wund- und Knocheninfektionen,
Mastitiden, Endometritiden und Cystitiden als Krankheitsbilder beschrieben. Auch Exotoxine
konnen von S.aureus gebildet werden, woraus Lebensmittelvergiftungen resultieren konnen
(375). Popularwissenschaftlich als ,Killerkeim*“ (360) bezeichnet, ist der Erreger auf Grund
seiner Resistenzbildung (MRSA) und der Hiufigkeit bei nosokomialen Infektionen (190) in

den wissenschaftlichen und 6ffentlichen Fokus gertickt.
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Abbildung 1: angestrebte Unterbrechung des Infektionskreislaufes bei gleichzeitigem Schluss des
Stoffkreislaufes, * = milchsaure Fermentation zeichnung: Scheinemann / Winter

2.3. Aktuelle Abfall-Hygienisierungsmethoden

2.3.1. Kompostierung

Die Kompostierung ist eine weltweit verwendete Fakalien- und Abfallbehandlungsmethode.
Dabei kommt es zu einer Hygienisierung durch Selbsterhitzung (251), verursacht iiber die
Vermehrung von wiarmeproduzierenden und thermophilen Destruenten. Nichtsporenbildende
Bakterien werden dabei iiber Monate hinweg, mitunter aber unzuverldssig reduziert,
sporenbildende Krankheitserreger wie C. perfringens liberstehen diese Behandlung jedoch
ohne nennenswerte Reduktion in den ersten zwei bis drei Monaten (363). Auch Eier von
Ascaris sp. werden nur unzureichend abgebaut (260). Neben dieser begrenzten
Hygienisierungsleistung fiihrt die aerobe Kompostierung auch zu enormen Kohlen- und
Pflanzennéhrstoffverlusten: C (30 — 63 %), N (37 — 60 %), P (23 — 39 %) und K (20 — 52 %)
(458). Der absolute Masseverlust kann dabei zwischen 15 % (138) und 57 % (458)
schwanken. Dementsprechend steht ein Teil der urspriinglich enthaltenen Nihrstoffe des

Kompostes nicht mehr fiir die Diingung zur Verfiigung, sondern wird in Form von
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klimaschéddigenden Treibhausgasen wéhrend der Hygienisierung emittiert (434). Neben dem
erheblichen Verlust auf der Massenebene fiihrt die thermophile Kompostierung zugleich zu
einem starken Abbau von Ligninen, welche jedoch einen wichtigen Ausgangsstoff fiir die

Humusbildung darstellen (467).

2.3.2. Biogasanlagen

Im Zuge der Entwicklung der Energiepreise (72) und der Fordermittel nach dem Gesetz fiir
den Vorrang Erneuerbarer Energien (1) gewinnt die Energieproduktion als Einnahmequelle
fiir den Land- und Forstwirt eine immer groflere Bedeutung (496). Neben zahlreichen Vor-
und Nachteilen (301) der Biogasproduktion spielt die Hygienisierung bei der Nutzung von
Fékalien eine wichtige Rolle. Fikale Abfille, wie z. B. Giille, die frei von gefdhrlichen
Krankheitserregern sind (5), werden nach EU-Verordnung 1069/2009 in die (Risiko-)
Kategorie 2 eingeordnet, und konnen kompostiert oder ohne Vorbehandlung in Biogasanlagen
eingebracht (9) werden. Dort erfolgt in der Regel kein Pasteurisationsschritt, welcher zwar zu
einer deutlichen Reduktion der coliformen Keime fiihren konnte, jedoch mitunter weder
Enterokokken noch sporenbildende Krankheitserreger nachhaltig degradiert bzw. beeinflusst
(35). Bei fehlender Pasteurisation findet keine nennenswerte Reduktion von
Enterobacteriaceae bzw. Enterokokken statt. Wéahrend der Biogasgewinnung kommt es bei
Substraten wie Giille zu einem Masseverlust von 10 bis 15 % (73), welcher nahezu
ausschlieBlich aus Verlusten der Trockensubstanz (TS) herriihrt (208). Breitschuh betont
dabei die daraus resultierenden erhdhten, klimaschiddigenden Lachgasemissionen bei der
Verwendung von Substraten mit geringerem TS-Gehalt als Diinger (73). Auf Grund dieses
Masseverlustes steigt jedoch der relative Anteil von Ligninen (492), da sie unter anaeroben
Bedingungen weniger stark abgebaut werden. Unerwiinscht ist die Einstellung einer
milchsauren oder methanogenen Fermentationsflora bei der Gewinnung von Wasserstoff aus
(fdkalen) Abfallen, da die Gasausbeute durch diese Fehlfloren stark sinkt (346, 497). Auch in
methanproduzierenden Biogasanlagen ist eine starke milchsaure Flora nicht erwiinscht, da die

Mehrzahl der methanogenen Bakterien einen pH-Wert {iber 7 bevorzugt (491).

2.4. Milchsaure Fermentation

Als milchsaure Fermentation bezeichnet man die Vergirung von Zucker zu Laktat. Dabei
unterscheidet man in homofermentativ, die Glukoseverstoffwechslung (ein Molekiil) zu zwei
Laktatmolekiilen unter Gewinn von zwei Molekiilen Adenosintriphosphat (ATP), und
heterofermentativ, die Glukoseverstoffwechslung zu einem Laktatmolekiil und einem

Ethanolmolekiil bei dem Gewinn von einem Molekiill ATP. Bei der heterofermentativen
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Girung konnen zudem auch volatile Fettsduren (VFAs), wie z. B. Azetat und Formiat,
entstehen (304). Laktat sowie VFAs wirken besonders in ihrer nichtdissoziierten Form
bakteriostatisch bis bakterizid (265, 288, 290, 366) und sind folglich mit sinkendem pH-Wert
wirksamer (185, 366). Milchsdurebakterien wachsen anaerob bzw. mikroaerophil und sind in

der traditionellen Lebensmittelkonservierung haufig mit Hefen assoziiert (201).

2.4.1. Milchsaure Fermentation in der Lebensmittelkonservierung

Die milchsaure Fermentation in Form der Sauerteigherstellung ist seit der Jungsteinzeit vor
6000 bis 5000 Jahren bekannt und wird bis heute in dhnlicher Form angewendet (274). Aus
der babylonischen Kultur um Hammurabi (1750 v. Chr.) sind Tafeln bekannt, die die
Verwendung von Milch oder Joghurt fiir verschiedene Gerichte darstellen (40). Schriftlich
erwdhnt wurde fermentierte Milch als eine Art diinner Joghurt von Caelius Apicius in dem
antiken Kochbuch (ca. 1. - 4. Jhd. n. Chr.) ,,De re coquinaria“ (22). Jedoch wird dieses Werk
mehreren Autoren zugeschrieben und einige Teile scheinen
bereits aus der griechischen Antike zu stammen (137). Im
modernen westlichen Kulturkreis wurde die milchsaure
Fermentation von Sauerkraut, Gurken und Oliven auf Grund
threr hohen wirtschaftlichen Bedeutung besonders intensiv
erforscht und eine sukzessive Verdnderung der beteiligten
Bakterienflora beobachtet. Auf Grund der pH-wertsenkenden
und bakteriziden Wirkung der gebildeten VFAs werden
lebensmittelverderbende  Keime  verdringt wund das

fermentierte Lebensmittel konserviert. Zudem wird durch die

e o . o]
Anaerobiose eine Oxidation des Produktes verhindert (201). Abbildung 2: traditionelle
Sauerkrautherstellung Foto:

In der Medizin werden milchsauer vergorene Produkte >4Y
William H. DuBay (242)

erfolgreich als Probiotika genutzt, um Dysbiosen zu

behandeln (168). Bei der Bierherstellung und Fleischkonservierung konnen Laktobazillen

jedoch unerwiinschte Effekte wie Fehlgdrungen und EinbuBlen in der sensorischen Qualitét

verursachen (201).

2.4.2. Milchsaure Fermentation in der Silageherstellung

Ahnlichkeiten zur Lebensmittelkonservierung werden in der Futtermittelfermentation
deutlich. So verhindert bei der Silageproduktion eine vergleichbare Sukzession von
unterschiedlichen hetero- und homofermentativen Arten eine Etablierung von

Krankheitserregern wie Clostridien oder Listeria monocytogenes (201) sowie eine Oxidation
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des Pflanzenmaterials. Ahnlich der Haltbarmachung von Lebensmitteln ist die Silierung
ebenso ein altes Konzept, welches bereits seit iiber 3200 Jahren in den préhistorischen
Hochkulturen des Mittelmeerraumes Anwendung fand. In Deutschland hielt die Silierung erst
Mitte des 19. Jahrhunderts Einzug in die landwirtschaftliche Praxis, Jahrhunderte nach der
Sauerkrautherstellung (494). Heute werden auch in der Silageproduktion heterofermentative
Starterkulturen eingesetzt, die neben Laktat auch Azetat produzieren, welches die Stabilitét

der Silage bei spéterer Nutzung unter Sauerstoffeinfluss erhoht. Das Azetat verhindert eine

allzu schnelle Etablierung von thermophilen Hefen, die die Silage verderben konnten (491).

Abbildung 3: Grassilage im Fahrsilo Foto: Werner Willmann (214)

2.4.3. Milchsaure Fermentation in der Abfallverwertung

Obgleich die Betrachtung der Konservierungs- und Hygienisierungsmdglichkeiten der
milchsauren Fermentation den potentielle Nutzen in der Behandlung von Fékalien, die als
Diinger gebraucht werden sollen, nahe legt, ist in der verfiigbaren deutschen bzw. englischen
Literatur nur wenig Nutzbares hinterlegt. Eine fernostliche Methode der anaeroben
Fermentation ist der Bokashi (japanisch: ,verblassen®), der hdufig zur Verarbeitung von
Kiichenabfillen genutzt wird (297). Lediglich eine wissenschaftliche Arbeit (146) zu einem
Hygienisierungsversuch von Fdkalmatrizes mit Hilfe von Wurmkompostierung nach einer
milchsauren Fermentation konnte im Literaturstudium gefunden werden. In der Arbeit von

Factura wurden ,,Effektive Mikroorganismen® (EM) bzw. Sauerkrautsaft als Starterkultur
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eingesetzt. Ihr Ansatz dhnelt der Grundidee dieser Arbeit, Fékalien mit Hilfe von milchsaurer
Fermentation fiir eine anschlieBende Nutzung als Diinger zu behandeln. Die Fermentation
wurde jedoch in der beschriebenen Versuchsanordnung als Privention gegeniiber
Geruchsentwicklung vorgenommen. Uber die Verminderung der Emission von Schadgasen
und Féulnis durch EM und Bokashi sind einige Arbeiten zu finden (205, 206). Mit der
Entdeckung, Entwicklung und Vermarktung von EM von Teruo Higa (222) wird der Bokashi
fast ausschlieBlich mit EM in Verbindung gebracht. EM ist ein Konglomerat aus
Laktobazillen, Hefen, Photosynthesebakterien, Actinomyceten und anderen taxonomischen
Gruppen (222). Neben zuweilen tatsdchlichem, nachgewiesenem Nutzen in der
Landwirtschaft, z. B. durch die Unterdriickung von phytopathogenen Mikroorganismen (162),
werden den EM auch stark esoterisch anmutende, als “wissenschaftlich fundiert* bezeichnete
Eigenschaften zugeschrieben (313, 510). Einige Hersteller brennen diese Mikroorganismen in
Ton, um ihn dann als EM-Keramik mit besonderen energetischen Eigenschaften zu
vermarkten (142). Verquickt wird der EM-Nimbus nicht nur mit dem Bokashi oder Ton,
sondern auch mit Terra Preta (141, 463), welche ja tatsdchlich ein pediologisches Kuriosum

darstellt (siehe 2.5.3.1 Seiten: 18 f¥).

In der historischen landwirtschaftlichen Praxis Deutschlands sind Erfahrungen der
urgrofelterlichen Generation von mutmaBlichen milchsauren Fermentationen von Kuhmist
miindlich {iberliefert. Die Uberlieferung lautet: “Schicht* ihn gut, halt‘ ihn feucht, tritt ihn
fest, das ist fiir den Mist das Allerbest’.” Uber die gezielte Nutzung einer milchsauren
Fermentation zur Bekdmpfung von Krankheitserregern in Fakalien konnte in der verfiigbaren
Literatur nichts gefunden werden. Auch in dem von Martens und Bohm im Jahre 2009
verdffentlichten Uberblick iiber die verschiedenen Behandlungsmethoden zur Erreger-

Inaktivierung fand eine milchsaure Fermentation keine Erwahnung (308).

2.5. Bodenparameter

Die nun folgenden Definitionen und Ausarbeitungen stellen die Wichtigkeit der Erhaltung
bzw. der Erhdhung des Humusanteils im Ackerboden dar. Sie erkldren die Komposition der
im Material- und Methoden-Teil vorgestellten Fermentationsmatrizes mit ihren
Zuschlagstoffen, insbesondere der Holzkohle, und erméglichen die spdtere Beurteilung der

Bedeutsamkeit des Masseerhalts des organischen Materials wahrend der Hygienisierung.

2.5.1. Bodenhorizonte
In der Bodenkunde (Pedologie) teilt man verschiedene Erdschichten in Horizonte ein. Dabei

unterscheidet man grob (von oben nach unten) in Auflagehorizonte (L und O) sowie in
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Mineralbodenhorizonte (A bis C). Die Feindifferenzierung erfolgt dann durch die
Kombination der Buchstaben bzw. durch zusitzliche kleingeschriebene Buchstaben, die
zusitzliche Eigenschaften beschreiben (132). So wird z. B. der Ap-Horizont als der Teil des
A-Horizonts von Ackerbdden beschrieben, der eine regelméfige Bearbeitung erfiahrt. Zudem
schliet er den Ahk-Horizont mit ein, welcher durch wiederkehrende Diingung nachhaltig in

Basen- und Néhrstoffverhiltnissen beeinflusst wurde. (132)

2.5.2. Humus

Mit Humus wird das gesamte tote organische Material (TOM) im Boden bezeichnet. Dieses
besteht vorwiegend aus Ausscheidungen lebender und den Riickstdnden toter Organismen. Je
nach Artenzusammensetzung der Bodenorganismen, dem Polymerisationsgrad der
Humusstoffe sowie der organischen Auflage wird zwischen Mull, Moder und Rohhumus
unterschieden (132). Auf Grund der umfangreichen Polymerstruktur besitzt Humus
mannigfaltige, fiir das Pflanzenwachstum positive Eigenschaften. Bedingt durch seine
Ionenaustausch- und Pufferkapazititen ist der Diingerbedarf bei hoherem Anteil deutlich
geringer (57). Auch im Wasserhaushalt des Bodens spielt Humus eine entscheidende Rolle.
Neben den direkten Vorteilen fiir die Ackerpflanze in der Wasserverfiigbarkeit (nutzbare
Feldkapazitdt) (132) wirkt sich eine hohe Wasserspeicherfahigkeit (Feldkapazitit) auch auf
eine verminderte Néhrstoffauswaschung sowie Wassererosion bei Starkregenereignissen aus

(57). Der Gehalt an Humus wird in Masseprozent ermittelt und mit Kurzzeichen ausgedriickt.

2.5.3. Schwarzerde

Schwarzerde ist ein Bodentyp, welcher in der Bodenkunde eine besondere Stellung besitzt
und ausnahmslos als Hochertragsboden gilt (26, 173). Mit einem 40 bis 80 cm méchtigen
humosen Oberboden, der auf Grund seiner dunkelbraunen bis schwarzen Farbe
namensgebend ist (132), und einem hohen Anteil bioturbat eingearbeiteter organischer
Substanz, stellt dieser Bodentyp mit 3 % Fldchenanteil eine nationale aber auch weltweite
Seltenheit dar (26). In der Ursprungsform existiert kein B-Horizont, sodass der A(Axh) -
Horizont direkt an den C-Horizont anschlie3t. Der Axh-Horizont besitzt eine hohe Kationen-
Austauschkapazitit mit einer Basensittigung von > 50 % und ein stabiles Aggregatgefiige
(132). Unter letzterem versteht man ursdchlich die Besiedelung von anorganischen
Bodenbestandteilen wie Tone, Oxide und Hydroxide durch Mikroorganismen. Essentiell fiir
die Besiedelung und damit verbundene Aggregation sind organische Substanzen. Die
Aggregation fiihrt zur Stabilisierung, da die Verschlammungsneigung und somit die Erosion

verringert wird (59). Mit zunehmender Degradierung der Bdden kommt es zu einer
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Ausbildung eines B- und einer Abnahme des A-Horizontes. Die Entstehung von
Schwarzerden in Deutschland gilt heute als umstritten. Wéhrend Hohenstein 1919 (228) von
einer bodenbildenden friihholozdnen Steppenvegetation (Tschernosem) ausging, stellte Firbas
1949 (160) fest, dass die zum Neolithikum in Deutschland vorherrschende Vegetationsform
der Eichenmischwald war, obgleich Wald nach Hohenstein eine Degradation von
Schwarzerden durch die Steigerung der Bodenfeuchte bewirkt hitte. Hingegen wiirde in
Steppengebieten das kontinentale und aride Klima den vollstdndigen mikrobiellen Abbau des
TOM verhindern. Firbas erorterte zwar die theoretische Moglichkeit gehdlzarmer
Vegetationen in trockeneren Bereichen Zentraleuropas, wie z. B. im Regenschatten des
Harzes, der Magdeburger Borde, betont jedoch gleichzeitig, dass seine Pollenanalysen einen
solchen Riickschluss nicht zulieBen. Neben den Erkenntnissen Firbas geht Gerlach (173) auf
die Arbeit von Scheffer & Meyer (404) ein, welche besagt, dass eine Schwarzerdenbildung
auch unter Wildern moglich sei, sofern eine rasche Entkalkung durch zu viel Niederschlag
ausbliebe, denn ein hoher Kalkgehalt verbessere die Bildung von Ton-Humus-Komplexen.
Folglich wére wenig Niederschlag, egal ob in Steppe oder Wald, ein hinreichendes Kriterium
fiir die natiirliche Entstehung von Schwarzerden. Zudem wurde in der Vergangenheit davon
ausgegangen, dass Schwarzerde sich bevorzugt auf kalkhaltigem Ldss bzw. Losssediment
ausbildet. Jiingere Ergebnisse lassen jedoch darauf schlieBen, dass Lossstandorte nicht
zwangsldufig fiir die Bildung notwendig sind, sondern vielmehr sowohl sandige als auch
lehmige Bdden in Frage kommen (173). Eher scheint nun der Einfluss von Pflanzenkohle als
pedogenetischer Faktor immer mehr in das Blickfeld zu riicken (173, 179, 412, 427), denn in
Steppen sind natiirliche Briande noch durchaus denkbar und weitaus héaufiger (173) als in
zentral-europdischen Wiéldern (457) Umso mehr stellt sich daher die Frage nach der

anthropogenen Beeinflussung der Schwarzerden durch Brénde.

Bereits 1929 wurde von Childe (92) die Hypothese aufgestellt, dass die jungsteinzeitliche
(Linien-)bandkeramische Kultur als &lteste bduerliche Gesellschaft Mitteldeutschlands ihre
Umwelt aktiv durch (Brand-)Rodung, aber ohne Diingewirtschaft formte. Aufgrund des daher
vermuteten Wanderfeldbaus und félschlich angenommener Souterrainhiitten schloss Childe
auf eine nur tempordre Sesshaftigkeit der Bandkeramiker. Nach Gehrt (171) verwarf man
jedoch diese Idee 1971 auf Grund der Arbeit von Modderman (322), welcher die
Siedlungsstruktur und die enorme Fruchtbarkeit von Schwarzerdebdden als Argumente fiir
eine permanente Sesshaftigkeit anfiihrt. Gleichzeitig wurde allerdings mit dieser Erkenntnis

auch die Annahme der Nutzung von Brandrodung abgelegt (171). Analysen von Pollen und
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Holzkohle in Seesedimenten legen jedoch nahe, dass zum einen eine wiederkehrende
Bewirtschaftung der Regionen und zum anderen bereits 3500 — 3000 v. Chr. eine massive
menschliche Beeinflussung der Landschaft und somit auch der Bodenbildung durch
Brandrodung stattfand (97). Skjemstad (427) beschrieb 1996 den protektiven Charakter von
Pflanzenkohle fiir organische Kohlenstoffverbindungen in australischen Boden. So seien diese
vor chemisch-physikalischen Zersetzungsprozessen besser geschiitzt und konnten auch unter
Bedingungen existieren, die normalerweise zu einem Abbau des TOMs fithren wiirden.
Besonders deutlich scheint die Protektivitit unter den vollhumiden tropischen
Klimaverhiltnissen des Amazonasbeckens zu werden. Wihrend bei der klassischen
Entstehungshypothese des Tschernosems stets eine notwendige Ariditdt betont wurde, fithren
die extremen Witterungsbedingungen im immergriinen Regenwald i. d. R. zur Bildung von
sehr armen Boden, den dort vorherrschenden Oxisolen, mit fehlendem A-Horizont. Jedoch
konnten punktuell im Amazonasbecken durchschnittlich 21,2 ha (118) grofe, humusreiche
Schwarzerden mit mehreren Dezimetern méchtigen A-Horizonten entdeckt werden, die so
genannte ,,Terra Preta® (portugiesisch: schwarze Erde) (179). Terra Preta kann im Gegensatz
zu den groflen mitteleuropédischen Schwarzerdegebieten klar als anthropogen bezeichnet
werden, da in dem A-Horizont zum einen sehr hdufig Tonscherben zu finden sind und zum
anderen viele Holzkohlestiickchen aus unterschiedlichen Jahrtausenden fiir eine lange bzw.
hdufige Besiedlung sprechen (119). Im tropischen Oxisol hingegen verwittern Tongefédl3e
relativ rasch und entziehen sich zumeist der archédologischen Befundung. Eden (135) gibt
1984 das Alter der éltesten Terra Preta mit 450 v. Chr. an, jedoch betont er die Einzigartigkeit
dieses Fundortes bei Manaus (Brasilien). Deutlich hdufiger wurden Terra Preta-Gebiete
gefunden, deren Entstehungen mit 200 v. Chr. bis 100 n. Chr. datiert wurden. Eden vermutet
zudem, dass die Terra Preta anfangs eher zufillig in den Siedlungen entstand, mit der
Entdeckung der Fruchtbarkeit dieser Boden jedoch dann zum Anbau von Nahrungsmitteln auf
Grund ihrer Fruchtbarkeit (286) bevorzugt genutzt wurde. Heute wird davon ausgegangen
(178), dass die Kombination von Holzkohle zusammen mit ndhrstoffreichen, organischem
Abfall zur Entstehung der Terra Preta fiihrte. Obgleich Glaser (178) von einem zundchst
zufdlligen und dann selbstorganisierenden Prozess der Hausgirten mit Komposthaufen
ausgeht, legt die Arbeit von Steiner (441) durchaus eine gezielte Landwirtschaft der indigenen
Bevolkerung nahe. Auf den Boden mit einem ,,Terra Preta-Horizont™ konnte erfolgreicher
Ackerbau  betrieben werden, sodass die Entstehung groBerer préhistorischer
Amazonaskulturen ermoglicht wurde. Denevan (118) stellte 1996 ein Bewirtschaftungsmodell

der indigenen Bevdlkerung der vergangenen Jahrtausende dar, das neben den gediingten Terra
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Preta-Flichen auch Fischfang sowie extensiv genutzte Flichen und ein Handelsnetz zur
Lebensmittelversorgung mit einbezog. Die von Smith (432) untersuchten 0,3 — 5 ha groflen
Terra Preta-Flichen beherbergten nach seinen Schitzungen Siedlungen von 100 — 2000
Einwohnern. Grofere Flichen wie die bei Manacapuru (Brasilien) sollen sogar
Einwohnerzahlen von 18.000 ermdglicht haben. Selbst heute gelten diese Gebiete noch als
besonders fruchtbar (179). Steiner (440) konnte 2007 experimentell nachweisen, dass eine
regelméBige organische Diingung bei Vorhandensein von Holzkohle die Bodenfruchtbarkeit

auch unter vollhumiden Bedingungen langfristig verbessert.

Abbildung 4: Tropisches Oxisol Foto: Bruno Glaser Abbildung 5: Terra preta Foto: Bruno Glaser (136)

Schwarzerden konnten ebenso punktuell im Rheinland gefunden werden. Nach Gerlach (173)
sind sie anthropogener Natur und hatten neben mesolithischen Funden ihren Ursprung im
Jung- bis Endneolithikum. Demnach sei die Besiedlung nicht auf Grund von Schwarzerden
erfolgt, sondern vielmehr seien (dhnlich der Terra Preta im Amazonas) die Schwarzerden
Resultat der Besiedlung durch neolithische Kulturen mit einer noch nicht erforschten
,orandwirtschaftlichen Praxis®“ (173). Ursache und Wirkung stehen hier im klaren
Widerspruch zu der urspriinglichen Annahme der Bildung von Schwarzerden. Zwar lisst auch
Gerlach eine intentionale Bodenbildung offen, jedoch ist dies Forschungsfeld der
Archdologie/Pedologie. Bedeutend fiir die anwendungsorientierte Forschung scheint

vielmehr, dass eine Schwarzerde liberhaupt anthropogenen Ursprungs sein kann.
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Schwarzerden gelten als Referenzackerbdden. So ist ihre Bodenzahl (auch Ackerzahl) 100 die
hochste und bezieht sich auf die Boden der Magdeburger Borde. Eine Fliche mit der
Bodenzahl 35 konnte nur einen 35%igen Reinertrag im direkten Vergleich zur Magdeburger
Borde erbringen (58). Wire es also mdglich, Ackerflichen mit niedriger Bodenzahl durch
Applikationen von Holzkohle und organischem Diinger zu restaurieren, um ihre Fruchtbarkeit
dauerhaft zu erhohen oder gar schwarzerdendhnliche Bdden klimazonenunabhingig zu

erzeugen, konnte die Lebensmittelproduktion weltweit erhoht werden.

Die Degradierung von so komplexen Systemen wie Ackerbdden kann von verschiedensten
Faktoren, wie z. B. einer strukturellen Schadigung der Bodenbeschaffenheit, sowie daraus
resultierenden Anderungen in den physikalischen Eigenschaften und der Biosphire herriihren.
Haufig wird damit jedoch der Austrag von Niahrstoffen beschrieben. Dieser erfolgt zum einen
durch die Emnte von Feldfriichten, zum anderen aber auch durch Erosion und
Verstoffwechselung durch Mikroorganismen (57). Die Probleme werden bereits seit
Jahrzehnten erforscht (367). So wurde auch ein EU-einheitliches ,,Monitoring-Konzept*
erarbeitet, um Risiken fiir die Boden in der EU zu kartographieren (131). An erster Stelle der
Risiken steht dabei der Verlust von organischer Substanz (Humus) in den Bdden. Ein

besonderes Augenmerk wird hierbei auch auf den Humusgehalt des Ap-Horizonts gelegt.

Eine Abnahme der Humuskonzentration fiihrt neben dem Wegfall der positiven Effekte des
Humus auch zu einer bedeutenden positiven Nettobilanz in der CO, Freisetzung, wie Sleutel
(429) in einer Langzeitstudie mit Blick auf die CO,-Reduktionsverpflichtungen der Kyoto-
Protokolle darstellen konnte. Sleutel schitzt die Emission allein der belgischen Acker auf
2.203.000 Tonnen CO, pro Jahr, was gerundet 1,64 % des Gesamt CO,-Ausstofles Belgiens
ausmacht. Im Umkehrschluss wiirde dies jedoch auch bedeuten, dass bei einer erfolgreichen
Humusrestauration Ackerbdden als CO,-Senke betrachtet werden kdnnen — bei gleichzeitiger
Bodenverbesserung. Eine Restauration mit Hilfe von pyrolysierten biogenen Reststoffen wirkt
folglich in zweierlei Hinsicht als CO,-Senke, zum einen durch die Biostabilitit der verkokten
Materialien (180) und zum anderen durch den Schutz der Humuspartikel im Boden. Generell
ist jedoch die Bio-/Holzkohleapplikation noch unzureichend erforscht und benétigt vor allem

Langzeitstudien (478).
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2.6. Zusammenfassung und Einordnung in ein nachhaltiges Ackerbodenkonzept
Das angedachte Gesamtkonzept, in dem die Hygienisierung einen Teilbereich abdeckt, besitzt
eine potentielle Relevanz in der zukiinftigen Ackerbodenbearbeitung. Die Attraktivitit des

Konzeptes wird deutlich bei der Betrachtung der wichtigsten Vorteile:

e Der generelle Vorteil bei der Verwendung von Wirtschaftsdiinger: Die Reduktion der
CO,-Produktion aufgrund der Verwendung von anfallenden organischen Abfillen
anstelle von z. B. grof3technisch produzierten NO;3™ oder die Vermeidung der
potentiellen Gefahr ausgehend von schwermetallhaltigem, montan gefordertem PO4>
etc. (416).

e Die Reduktion der CO,-Freisetzung durch eine Verringerung des Humusabbaus und
eine Absenkung des CO,-Gehaltes der Atmosphére durch die Verwendung von
verkoktem, biogenen Kohlenstoff und einer Erh6hung des Humusanteils (180, 427,
429).

e Die Verbesserung der Bodenqualitét fiir die Feldfrucht durch die Erhéhung des
Humusanteils (26, 57, 132, 173).

o Die Hygienisierung der fikalen Abfélle zur Unterbrechung von Infektionskreislaufen
soll die Sicherheit des Diingers im Vergleich zu bisherigem Wirtschaftsdiinger
erhohen (diese Arbeit).

e Die Reduktion der Masseverluste in Form von Treibhausgasen (434) wihrend der
Hygienisierung, und damit einhergehend die Erh6hung des vorhandenen organischen

Materials zur Diingung (diese Arbeit).
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2.7.  Zielstellung

Das Ziel dieser Arbeit ist es, durch die milchsaure Fermentation fiakaler Abfille darin
enthaltene Krankheitserreger zu inaktivieren. Um die Wirksamkeit der Hygienisierung des fiir
die Diingung bestimmten Substrates zu testen, werden die unter 2.2.1.1 (Seite 8 ff.)
beschriebenen Modellorganismen (bzw. das Modellvirus) wihrend der Fermentation
verwendet und dariiber hinaus die fdakalinhdrenten pathogenen MO beobachtet. Mit dem
Schwerpunkt, der auf die bakteriologischen Untersuchungen gelegt wird, soll nicht allein der
Hygienisierungseffekt beschrieben, sondern auch nach Hinweisen fiir dessen Ursachen
gesucht werden. Dafiir wird die Fikalflora auf Verdnderungen gepriift, um zum einen zeigen
zu konnen, dass eine milchsaure Fermentation stattfindet und zum anderen, um potentielle
Indikatorkeime benennen zu konnen. Der Einfluss verschiedener Komponenten des zu
fermentierenden Materials sowie einer Lactobacillaceae-Starterkultur werden dariiber hinaus
untersucht. Parallel zum bakteriologischen Nachweis der milchsauren Fermentation werden
die Konzentrationen der volatilen Fettsduren sowie der pH-Wert bestimmt. Mit den
gemessenen Parametern werden Bioassayexperimente durchgefiihrt, um deren Wirksamkeit

als mogliche Ursache fiir die Hygienisierung zu zeigen.

Um die Bakterienfloradnderungen wihrend der Fermentation der kultivierbaren sowie nicht
kultivierbaren Spezies zu detektieren, wird die Gradientengelelektrophorese zur Analyse der

amplifizierten 16S-rDNS genutzt.

Zudem soll die Messung der Masseverluste wihrend der milchsauren Fermentation mit den in
der Literatur hinterlegten Verlusten wéhrend der Kompostierung bzw. Biogasgewinnung
verglichen werden, um dann die nachfolgend zum Diingen bzw. zum Humusaufbau

verfligbare Menge bewerten zu koénnen.
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3. Material und Methoden

In diesem Kapitel werden die verwendeten Materialien aufgezihlt sowie das experimentelle
Design dargestellt. Details zu den Rezepturen sowie zu den Arbeitsprotokollen sind im

Anhang zu finden.

Grundsitzlich ldsst sich die Analytik in zwei grof8e Bereiche einteilen: die Ermittlung und
Quantifizierung der kultivierbaren und die Bestimmung der nicht-kultivierbaren
Bakterienspezies. Erstere erfolgen durch verschiedene klassische Kulturverfahren,
beispielsweise die Lebendkeimzahlbestimmung und Stoffwechseltests sowie die
anschlieBende Spezifizierung mittels MALDI-TOF. Die Ermittlung der nicht-kultivierbaren
Spezies erfolgt mit Hilfe der 16S-rDNS-Amplifikation in Anwesenheit eines Universal-
Primerpaars, der Auftrennung mittels der Gradientengelelektrophorese und daran
anschlieBender stichprobenhafter Sequenzierung. Uber die Analyse der bakteriellen Parameter
hinaus wurden die Konzentrationen von Viren, Spulwiirmern, Gérsduren, Hydroniumionen

sowie Massednderungen betrachtet.

3.1. Matrixzusammensetzung
F
a
k ~ar e
a [} (-]
Oo Oo
1 %0 % s
1 N ahA )
e H é ""ﬂ . ===_ ——
v V i TN I]l]l]" Fermentation I]I]I]I]
e — [l — —
Hk 50 ml Gefille Anaerocult Topfe
™
,::a Starterkultur "EM" * pathogene MO
e, Dampfsterilisation Option == Standard

Wk: Weizenkleie, Bn: Bentonit, Gm: Gesteinsmehl, Hk: Holzkohle, Sp: Sagespane

Abbildung 6: Skizze des experimentellen Designs, Balken proportional zur Zusammensetzung (m/m)

Die Fékalmatrizes setzen sich, wie in Abbildung 6 skizzenhaft und auf Seite 103 im Detail
dargestellt, aus wenigen Komponenten zusammen. Es sollte ein iiblicher Tierklinik-Abfall

simuliert werden, unter gleichzeitiger Beriicksichtigung der spdteren Diinge- und
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Bodenverbesserungswirkung. Die Matrizes enthielten Rindergiille (Lehr- und Versuchsgut
Oberholz, GroBposna, Deutschland) sowie Weizenkleie (LHG, Schmolln, Deutschland),
Holzkohle (Kohlerei, Tornau, Deutschland) Sédgespine (HVT, Dittersdorf, Deutschland),
Bentonit (Beckmann und Brehm, Beckeln, Deutschland) und Basaltgesteinsmehl (Allgemeine
Baustoff-Handels-Contor,  Erfurt, = Deutschland). = Optional =~ wurden  “Effektive
Mikroorganismen” (EMa, Multikraft, Pichl/Wels, Osterreich) den Matrizes hinzugefiigt. In
weiteren Untersuchungen wurde anstelle von Rindergiille Klarschlamm-Filterkuchen (AZV
Leisnig, Leisnig, Deutschland) von Kleinkldranlagen verwendet, um ein weiteres
Anwendungsgebiet der milchsauren Fermentation zu testen. Folglich sind die in dieser Arbeit
verwendeten Substrate auf Rindergiillebasis Wirtschaftsdiinger mit Bodenhilfsstoffen sowie
Substrate auf  Kldrschlammbasis, Klirschlimme mit  Wirtschaftsdiinger sowie
Bodenhilfsstoffe (vgl. 2.1.) Wihrend die Verwendung von Wirtschaftsdiingern rechtlich
relativ unbedenklich ist, ist die Verwendung von Kléirschlimmen als Diingemittel
problematischer. So sind z. B. grundsitzlich eine behordliche Genehmigung sowie

Bodenuntersuchungen vorgeschrieben (4).

Nach der Vermischung der verschiedenen Zuschlagstoffe wurden 27 g der Matrizes in 50 ml
Reaktionsgefde (TPP, Trasadingen, Schweiz) portioniert, bei -18°C tiefgefroren und mit
Versuchsbeginn bei 37°C anaerob bebriitet (Anaerocult Kits und Topfe, Merck, Darmstadt,
Deutschland). Der Deckel der ReaktionsgefdBe wurde wéhrend der Bebriitung nur locker
angeschraubt, um einen Gasaustausch zu ermoglichen. Der Bebriitungszeitraum wurde den
jeweiligen Fragestellungen angepasst und variierte von 1 bis 56 Tagen. Nach der Bebriitung

wurden die Proben erneut tiefgefroren und darauthin analysiert.

3.1.1. Einzelkomponenten

Der simulierte Klinikabfall enthielt Rindergiille als fikale Komponente. Die Ségespéne
entsprachen gingiger Tiefstreu und stellen gleichzeitig eine mikrobiologisch schwerer
verfiigbare Kohlenstoffquelle dar. Zudem wurde Weizenkleie als Modell fiir Futterreste bzw.
Futterabfdlle hinzugegeben, welches vorrangig als leicht verfiigbare Kohlenstoffquelle fiir
Mikroorganismen (MO) dienen soll. Bentonit und Basaltgesteinsmehl dienten als
mineralische Komponenten, die die Diingewirkung und Bildung von Ton-Humuskomplexen
verbessern sollten (217, 404). Ebenso sollte die Holzkohle, die bereits im Literaturteil als
Humusprotektor und Katalysator diskutiert wurde (179, 412, 427), einen bodenverbessernden

Effekt haben. Die Verwendung von Klirschlimmen anstelle der Rindergiille als fakale
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Komponente sollte das Anwendungsspektrum der Hygienisierungsmethode iiber die

landwirtschaftliche Verwendung hinaus erweitern.
3.2.  Mikrobiologische Methodik

3.2.1. Kulturelle mikrobiologische Methoden

Zur Bestimmung der quantitativen und qualitativen bakteriologischen Parameter wurden 0,5 g
der Probe eingewogen und in 4,5 ml PBS aufgenommen. Fiir die quantitativen Bestimmungen
wurden Verdiinnungsreihen um den Faktor 10 bis zur Verdiinnung 10° angelegt und auf
folgenden Néhrboden ausplattiert und ausgezihlt. Die Nachweisgrenze lag bei ca. 3,00
log10KbE/g bzw. 2,00 log;0KbE/g, je nach Menge der ausplattierten Suspension (10 oder 100

ul).

e Columbia-Blutagar (Schafblutagar, Oxoid, Wesel, Deutschland) zur Bestimmung der
aeroben bzw. anaeroben Gesamtkeimzahl, Inkubationszeit 24 bzw. 48 h

e Gassner Agar (Wasserblau-Metachromgelb-Agar nach Gassner, mod., Sifin, Berlin,
Deutschland) zur Bestimmung der Gram-negativen Bakterienzahl, Inkubationszeit
24 h

e MRS-Agar (Laktobazillen-Agar nach De Man, Rogosa und Sharpe, Oxoid) zur
Bestimmung der Lactobacillaceae, Inkubationszeit 48h

e Sabouraud-Agar (Oxoid) zur Bestimmung von Hefen, Schimmel- und
Schwirzepilzen, Inkubationszeit 72 h

e CATC-Agar (Citrat-Azid-Tween-Carbonat Agar, Oxoid) zur Bestimmung der
Enterokokkenzahl, Inkubationszeit 72 h

e Neomycin (200 mg/l, Roth, Karlsruhe, Deutschland)/Polymyxin B (100mg/l, Fluka,
Basel, Schweiz)-Blut (Rind 10 %ig)-Glukose (5 g/l)-Nédhragar 1 (Sifin) zur

Bestimmung von Clostridien, bes. Clostridium perfringens, Inkubationszeit 48 h

Fiir den Nachweis von Salmonellen wurde das Anreicherungsverfahren nach Preuss
angewendet (Tetrathionat-Kristallviolett-Anreicherungsbouillon nach Preuss, Merck). Die
Nachweisgrenze liegt deutlich unter 2,00 log;o)KbE/g. Die Differenzierung fand mittels
biochemischer Methoden statt (Harnstoff-Indol-Beweglichkeitsmedium, Sifin; Eisen-

Zweifachzucker-Agar nach Kligler, Sifin) sowie mittels MALDI-TOF-MS (siehe 3.2.3).

Die Bestimmung der sporenbildenden Sulfitreduzierer erfolgte mittels des semiquantitativen

MPN-Verfahrens (102, 315, 493). Dafiir wurden die Proben in einer 1:9 Verdiinnung bei
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80°C 10 min lang zur Inaktivierung der vegetativen Bakterienformen im Wasserbad erhitzt
(428), 20 pl davon in 96er-Kavitdten Mikrotiterplatten (TPP) a drei Wiederholungen um 10er
Faktoren ausverdiinnt (bis 10'8) und fiinf Tage lang anaerob in den vorgelegten 180 pl (je
Kavitidt) DRCM (Clostridien-Differential-Bouillon, Sifin) bebriitet. Die Nachweisgrenze lag
bei ca. 2,00 log;o Sporen/g.

3.2.2. Inter- und Intraassayvarianzen der Lebendkeimzahlbestimmung

Um die Varianzen der Methode zu bestimmen, wurden S. aureus in NB1 kultiviert, zu 1 ml in
1,5 ml Reaktionsgefdf3e aliquotiert und bei -18°C eingefroren, um an unterschiedlichen Tagen
die Lebendkeimzahl in einem 12-fach-Ansatz zu bestimmen. Aus den Mittelwerten und

Standardabweichungen wurden die Variationskoeffizienten berechnet:
(Intraassayv.: Stabw. x 100 / Mittelwert;  Interassayv.: Mittelwert der Intraassayv.)

3.2.3. Gattungs-/ Artbestimmung mittels MALDI-TOF-MS

Mittels MALDI-TOF-MS (Bruker, USA, Billerica) konnen Mikroorganismen bis zur Spezies
differenziert werden. Dafiir wird die Bakterienmasse in einer definierten Matrix (o-Cyan-4-
hydroxyzimtsdure, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) mit einem Laser beschossen und
die frei werdenden (iiberwiegend ribosomalen) Proteine in einem Massenspektrometer
flugzeitabhidngig gemessen. Anhand des gemessenen Spektrums ist eine gattungs-
/artspezifische Zuordnung moglich, sofern das gemessene Spektrum in einer Datenbank
existiert. Potentielle Leitkeime und qualitative Unterschiede in der Bakterienflora in den
Fermentationsansidtzen wurden mittels MALDI-TOF-MS ermittelt. Das Hersteller-Protokoll
wurde dahingehend abgedndert, dass sdmtliche Reagenzien halbiert wurden, um eine
moglichst hohe Proteinkonzentration zu erzielen. Fiir die Messung wurden ein oder mehrere
Kolonien derselben Morphologie in 150 pl Aqgest. Aufgenommen und mit 450 pl reinem
Ethanol (Roth) versetzt. Nach dem Vermischen und Zentrifugieren (2 min 10.000 g) der
Probe wurde der Uberstand verworfen. Das Sediment wurde mit 25 pl Ameisensiure (Roth)
und 25 pl Acetonitril (Roth) versetzt, erneut gemischt und zentrifugiert. Im Anschluss wurde
1 ul des Uberstandes auf eine Kavitiit der polierten Stahlplatte (MALDI-Target) pipettiert und

gemessen.

3.2.4. Mikroorganismen-Populationsanalyse mittels Temperaturgradientengelelektro-
phorese (TGGE)

Mit Hilfe der Gradientengelelektrophorese ist es moglich, komplexe MO-Populationen zu

charakterisieren (330). Der Vorteil bei diesem 1993 von Muyzer vorgestellten Verfahren liegt
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in der Detektion von nicht durch klassische Methoden kultivierbaren Spezies. Die aus dem zu
untersuchenden Material isolierten und in der PCR amplifizierten DNS-Fragmente
unterscheiden sich dabei nicht in der Liange, sondern lediglich in der Sequenz, je nachdem
von welcher Spezies aus dem Speziesgemisch der Probe sie gewonnen wurden (329). Da die
Paarung von Adenosin (A) und Thymin (T) mit 2 Wasserstoffbriickenbindungen nicht so
stark assoziiert sind wie eine Paarung von Cytosin (C) und Guanin (G) mit 3
Wasserstoffbriicken, fithrt ein hoher GC-Anteil zu einem hoéheren Schmelzpunkt der
doppelstringigen DNS als bei einem niedrigeren GC-Anteil. Je nach Sequenz kann es nun
entlang des Gradienten frither zur Blasenbildung durch lokales Schmelzen in einem GC-
armeren Teil des DNS-Fragmentes kommen, was die Laufgeschwindigkeit beeinflusst.
Zudem trennt sich das Fragment mit steigender Temperatur vollstindig auf. Um eine
vollstindige Auftrennung zu verhindern, wurde am 5°‘-Ende des Forward-Primers eine GC-
Klammer (330) angebracht, die ein beidseitiges Aufschmelzen verhindert und anstelle dessen
eine Y-formige Aufschmelzung ermdglicht. Je nach Sequenz kommt es zu einer fritheren oder
spateren Y-Aufgabelung entlang des Temperaturgradienten. Ab einer bestimmten Spreizung
ist die Weiterwanderung im Gel faktisch unmoéglich, und die Bande, aus ggf. einem

spezifischen Fragment bestehend, migriert nicht mehr weiter.

3.2.5. Polymerase-Kettenreaktion PCR

Das hier verwendete universale Primerpaar U968-GC-f (5-CGC CCG GGG CGC GCC CCG
GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GAA CGC GAA GAA CCT TAC-3°) und L1401-r
(5°-CGG TGT GTA CAA GAC CC-39) ist ein in der Literatur sehr haufig (51, 342, 343, 488,
509) verwendetes Werkzeug, um mikrobiologische Populationen zu untersuchen. Es handelt
sich bei diesen Primersequenzen um zwei hochkonservierte Regionen, die in der gesamten
Domine der Bacteria nahezu identisch sind. Als Teilstiicke eines Operons kodiert die
insgesamt 433 bp lange Sequenz (Nukleotid 968 bis 1401) nur einen Teil der 16 S-RNS,
welche wiederum nur ein Teil der kleinen Untereinheit des bakteriellen Ribosomens ist.
Zwischen diesen hochkonservierten Regionen der Primer befinden sich die variablen und
hiufig gattungs- bzw. speziesspezifischen Regionen V6 bis V8 (Nummerierung nach E.coli

(76)), die das Schmelzverhalten und somit die Bandenauftrennung maf3geblich beeinflussen.

Aus der zur Analyse vorgesehenen Probe wurde die Template-rDNS mit Hilfe des PowerSoil-

Kits (MoBio, Carlsbad, USA (CA)) gemidll dem Herstellerprotokoll extrahiert. Zur
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Untersuchung wurden jeweils Proben aus der unfermentierten und der fermentierten Matrix

gewonnen und bei -18°C gelagert.

Der Mastermix fiir die Reaktionsansétze ist in Tabelle 7 (Anhang) auf Seite 105 dargestellt.
Die Reaktionsgefdle wurden nach Zugabe der Template-rDNS direkt in den Thermocycler
(Biometra, Analytik Jena, Jena, Deutschland) gegeben und geméll dem Protokoll der Tabelle
8 (S. 106) amplifiziert. Der Erfolg der PCR wurde anschlieBend im horizontalen Agarosegel
iberpriift. Das Gel wurde aus 2,7 g Agarose (Peqlab, Deutschland, Erlangen) und 150 ml
TBE-Puffer (Tabelle 10, S. 106) hergestellt und wihrend der Herstellung mit 6 pl
Ethidiumbromidlésung (1 %ig, Roth) versehen. 10ul PCR-Produkt wurden mit 2 pl
Stopplosung Tabelle 9 (S. 106) vermischt und in die Geltaschen pipettiert. Die
Elektrophorese fand in einer TBE-Puffer-Wanne (BioRad, Miinchen, Deutschland) bei 80 V
fiir 50 min statt. Parallel zu den Proben wurden ein Standard (GenRuler 100 — 3000 bp,
Fermentas, ThermoScientific, Waltham, USA (MA)) und eine Negativkontrolle als
Mastermix mit Aqqgest anstelle des Templates mitgefiihrt. Lagen die Proben in dem Bereich
von 430 bp und war die Negativkontrolle negativ, wurde die PCR als erfolgreich gewertet und

das Produkt im Acrylamidgel der TGGE aufgetrennt.

Das Gel wurde wie in Tabelle 12 (S. 108) dargestellt, gemischt und im Wasserbad (54°C)
erwarmt und regelméBig geschiittelt. Nach der Abkiihlung des Gemisches wurden 40 pl einer
20 %igen APS-Losung (Roth) sowie 45 pul TEMED (Roth) hinzugegeben, um die
Polymerisation zu starten. Sofort nach der Zugabe der Katalysatoren wurde das Gel tiber
einem Sterilfilter (Porengrofle 0,44 pm, TPP) in die Gelkassette hineingespritzt, um dort
innerhalb von 3 h zu polymerisieren. Nach der Polymerisation wurde das Gel pro
Applikatortasche mit 5ul Amplifikat und Ladungspuffer im Verhédltnis 5:2 beladen. Die
Gelelektrophorese wurde bei 350 V iiber 20 h mit dem TGGE ,Maxi“ (Biometra)
durchgefiihrt. Der Temperaturgradient ging dabei von 31 bis 49°C. Die Silberfirbung
(Tabelle 11) entsprach der Anweisung aus dem Handbuch des TGGEs, wurde jedoch an
einigen Punkten modifiziert, wie z. B. in der Dauer der Waschschritte bzw. der Temperatur

der Entwickler- und Stopplosung (schrdggedruckt dargestellt).

Um Bandenmuster iiber unterschiedliche Gelelektrophoresen hinweg vergleichen zu kénnen,

bedurfte ~es eines  Standardbandenmusters, = welches fiir die  spezifischen

29




Material und Methoden

Gelelektrophoreseparameter entwickelt werden musste. Dafiir wurden aus S. aureus, E. coli,
E. faecalis, C. perfringens und N. asteroides der laborinternen Stammsammlung die DNS
isoliert, mit dem o. g. Primer amplifiziert und mit Hilfe der TGGE aufgetrennt. Je nach
Bandenzahl, Wiedererkennung und Praktikabilitit wurde dann ein Standardmuster

ausgewahlt.

Nach der Entwicklung wurde das Gel mit einem Flachbettscanner (Canon Lide 110, Japan,
Tokio) eingescannt, mit Gelcompare II (Applied Maths, Belgien, Sint-Martens-Latem)
korrigiert und ausgewertet. Als Clusteranalyse wurde die UPGMA-Methode (237) gewdhlt.
Die Bandenmustervergleichsanalyse erfolgte mit Hilfe des Koeffizienten nach Dice (125) mit

einer Toleranz von 0,9 %.

Nach dem Ausschneiden der Banden mittels Skalpell wurden diese Sequenzen der 16S-rDNS
erneut in der PCR amplifiziert. Die DNS-Konzentration wurde mit Hilfe eines
Spektralphotometers (Nanodrop 1000, ThermoScientific) bestimmt und im Anschluss daran
die Amplifikate durch IZKF der Universitit Leipzig sequenziert. Die ermittelten Sequenzen
wurden mit Hilfe der Programme Chromas (Technelysium, Australien, South Brisbane)
ausgewertet sowie mit BLAST (NCBI, Bethesda, USA (MD)) mit den Sequenzdatenbanken
abgeglichen.

3.2.6. Untersuchungen zum Absterbeverhalten ausgesuchter pathogener Bakterien

Um die Hygienisierungsleistung der milchsauren Fermentation genauer zu untersuchen,
wurden Rindergiille und Klarschlamm-Gemische mit Krankheitserregern beimpft. Wie in 3.1.
beschrieben, wurden verschiedene Matrizes (KEM, K(EM),, (KEM),, (K(EM),), und Speor)
hergestellt, zu 27 g in 50 ml-Gefdfle eingewogen, mit 3 ml Erregersuspension versetzt und bei
37°C 3 Tage fermentiert. Jeder Ansatz hatte mindestens 3 parallele Wiederholungen. Dabei
wurden die Matrizes mit Einzel-Erregern und mit verschiedenen Erregerkombinationen
gleichzeitig beimpft. Die Erregerkonzentrationen, Stammnummern etc. sind im Ergebnisteil
bzw. im Anhang in Tabelle 13 (S. 108) dargestellt. Um die fiir die Tenazitdtsuntersuchungen
vorgesehenen Modellkeime besser von der Begleitflora abgrenzen zu kénnen, wurden gegen
Rifampicin und Streptomycin resistente Mutanten selektiert (291, 292). Dazu wurde
Standard-Glukose-Nahragar 1 (Sifin) mit Schafblut (5 % ig v/v Oxoid), Rifampicin (300 mg/1
Eremfat, Fatol, Deutschland, Schiffweiler) und Streptomycinsulfat (400 wtfmg/l Roth) zur

selektiven Anzilichtung bzw. spdteren Differenzierung dieser Erreger kombiniert. Der
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Nachweis der selektierten Salmonellen sowie E. coli erfolgte mittels Gassner-Agar, der
zusétzlich zum enthaltenen Metachromgelb mit Rifampicin und Streptomycin versehen
wurde, die Anreicherung erfolgte mittels Preuss-Medium. Die Anzucht von Mycobacterium
fortuitum erfolgte auf festem CBA-Ndhrboden, die Kolonien wurden mit 5 ml PBS
abgeschwemmt, in 15 ml PBS gegeben und kriftig geschiittelt. Die Suspension wurde bei
3000 g zentrifugiert, das Zentrifugat verworfen und das Sediment in PBS resuspendiert.
Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt, um Agarreste zu entfernen. Fiir den
Nachweis von Mycobacterium fortuitum gegeniiber der Begleitflora wurde ein
antibiotikahaltiger Nahrboden zusammengestellt (siche Tabelle 16 (S. 116) im Anhang). Die
Probenentnahme erfolgte drei Tage nach der Beimpfung. Hierbei wurden je 0,5 g aus dem
Gefdll entnommen, in 4,5 ml PBS aufgenommen und mit Hilfe von Verdiinnungsreihen in

10er Schritten die Keimzahl bestimmt.

3.2.7. Untersuchung zur Tenazitat von ECBO-Viren

Die Tenazitit von ECBO-Viren wurde in den Matrizes KEM und K(EM), getestet. Dafiir
wurden 1 cm? grofe Lindenholzkeimtrager mit je 100 ul Virensuspension beimpft, iiber Nacht
inkubiert und in die Matrizes (3 pro 50 ml Reaktionsgefaf3) plus 3 ml PBS gegeben, gemischt
und anaerob bei 37°C fermentiert. Am 1., 3., 7., 14., und 21. Tag wurden zwei 50 ml-
Reaktionsgefiae je Matrix entnommen und die drei Keimtragerplédttchen daraus entfernt. Die
Keimtrager wurden dann bei -80°C eingefroren. Mit Hilfe von Ultraschallwellen wurden die
Viruspartikel vom Triger getrennt, steril filtriert und der Virustiter bestimmt. Dafiir wurden
Faktor-10-Verdiinnungsreihen in mit FKL-Zellen (fetale Kélberlungenzellen) beschichteten
96er-Kavitdten-Mikroplatten angelegt. Anhand des zytopathischen Effekts konnte der
Virustiter mit Hilfe des 2-reihigen MPN-Verfahrens (vgl. 3.2.1 Seite 26) semiquantitativ

ermittelt werden.

3.2.8. Untersuchung zur Tenazitat von Ascaris suum-Eiern

Die Tenazitdt von Ascaris suum — Eiern wurde in den Matrizes KEM und K(EM), getestet.
Dafiir wurden 3 ml einer Eisuspension mit einer Konzentration von 27.000 Eiern pro ml
Leitungswasser in die jeweilige Matrix eingebracht und geriihrt. Am 1., 7., 21., und 56. Tag
wurden jeweils 3 Proben pro Matrix und Zeitschritt mittels Flotationstechnik untersucht (7).
Zu diesem Zwecke wurden die Eier in Leitungswasser resuspendiert, in 6er-Kavitéten-
Zellkulturplatten iibertragen und bei 25°C fiir 20 Tage bebriitet. Alle 2 Tage wurden die
Platten beliiftet und am 20. Tag wurde die Embryonierungsrate mikroskopisch ermittelt.

Dafiir wurden 300 Eier pro Probe analysiert.
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3.2.9. Untersuchung zur Ursache des Absterbeverhaltens bakterieller Erreger

Um den Effekt der mikrobiellen Flora der Matrizes zu priifen, wurde die Keimsuspension
(Mix 1 und 2) zum einen in die nativen Matrizes KEM, K(EM), und Spee gegeben und zum
anderen (Mix 3) in dieselben, jedoch zuvor autoklavierten Matrizes (KEM),, (K(EM),), und
(Spoor)a. Zeitgleich konnte mit dem Versuchsdesign getestet werden, ob fiir die Inaktivierung
der Erreger die Startkonzentration der Laktobazillen ausschlaggebend ist. Dafiir wurden zum
in 3.1 beschriecbenen Ansatz je 95 ml ,Effektive Mikroorganismen* nativ KEM und
autoklaviert K(EM), hinzugegeben. Die Laktobazillenkonzentration vom eingesetzten EM

betrug 7 logioKbE/g und somit verdiinnt im Substrat 6 log;(KbE/g.

Auf Grundlage dieser Ergebnisse aus den Rindergiilleexperimenten (406) und der Ergebnisse
der Experimente der 10 verschiedenen Kldrschlamme (407) wurden die Folgeexperimente fiir
die Untersuchung des Erregerabbaus in Klarschlimmen angepasst. Dabei wurde eine
Klarschlammmatrix Speer mit einer Erregerkonzentration von 7,93 logoKbE/g Salmonella
Senftenberg, 8,44 logioKbE/g Listeria monocytogenes, 8,28 logioKbE/g Staphylococcus
aureus und 8,17 log;oKbE/g E. coli O:157 wie in 3.1 beschrieben hergestellt und fiir 3 Tage

fermentiert. Als Kontrolle fungierte die autoklavierte Matrix (Spool)a-
3.3.  Untersuchungen zum Hygienisierungsprinzip fiir bakterielle Krankheitserreger

3.3.1. Garsauren- und Laktatbestimmung

Um die Ursachen der Hygienisierung der Matrizes bewerten zu konnen, wurden folgende
Parameter im Labor fiir Veterindrdiagnostik und Umwelthygiene GmbH Leipzig-Holzhausen,
BioCheck, untersucht: Milchsdure, Essigsdure, Propionsdure, i/n-Buttersdure, i/n-
Valeriansdure, n-Capronsiure, Ethanol, Propanol, Butanol, 2,3 Butandiol, 1,2 Propandiol nach
(2) sowie Milchsdure nach (197). Die Probenmenge umfasste 25 g pro Probe, die Beprobung
der Matrix Spoo1 fand nach 0 h, 20 h, 47 h 15° sowie 88 h statt.

3.3.2. pH-Wert-Messung (407)

Zur Einschitzung des Fermentationsfortschrittes wurde eine pH-Wert-Bestimmung nach der
DIN ISO 10390 durchgefiihrt. Zur Herstellung der Suspension wurden 20 ml 1M KCl-
Loésung verwendet, in die 5 ml des Fermentationsproduktes gegeben wurden. Die Mischung
wurde eine Stunde geschiittelt und dann mit dem pH-Meter (Geisinger electronic GPH14)
gemessen. Zur Eichung wurden Eichlosungen mit den pH-Werten 4 und 7 verwendet (HI

7004, HI 7007, Hanna Instruments, Kehl, Deutschland).
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3.3.3. Eliminierungs- und Substitutionsexperimente der Matrixzusammensetzung

Um die Ursache fiir den Wechsel der Bakterienflora zu untersuchen, wurden Experimente
durchgefiihrt, in denen Komponenten der unter 3.1 beschriebenen Matrix Spe Weggelassen
bzw. substituiert wurden. Im ersten Schritt wurde die Weizenkleie gepriift. Dabei gab es eine
Kontrollgruppe (Matrix Speor), die Matrix Speer 0hne Weizenkleie (Matrix Speoi-WK) sowie
anstelle der Weizenkleie im selben Volumen Sigespane (Matrix Speo-Wk+Sp). Dabei wurden
zu Beginn, nach 3 und nach 7 Tagen die Bakterienpopulationen qualitativ und quantitativ
untersucht. Jede Gruppe besal 4 Ansidtze. Nach diesem Experiment wurde ein
Umkehrexperiment erstellt, bei dem anstelle aller anderen Zuschlagstoffe (Sdgespéne,
Gesteinsmehl, Bentonit, Holzkohle) lediglich Weizenkleie in dem gesamten Volumen aller
Zuschlagstoffe zu den Fékalien gegeben (Fi+WK) wurde. Nach 7 Tagen Fermentation
wurden die Enterokokkenzahl, die Gram-negative Keimzahl und die Hefen- und

Schimmelpilzzahlen bestimmt.

3.3.4. Bioassay zum Nachweis der bakteriziden Effekte der Milch- und fliichtigen
Fettsauren.

Nach den Ergebnissen der Gér- und Milchsdureanalytik (3.3.1) wurden im ersten Versuch die

ermittelten Sdurekonzentrationen separat und als Gemisch in einer Standard-N&hrbouillon 1

(NBI1) hinsichtlich Wachstumshemmung von S. aureus getestet. Der pH-Wert wurde auf 5,3

eingestellt und die jeweilige NB1 + Additiv zu 5 ml in Reagenzglaser gefiillt (4fach-Ansatz).

Die Ausgangskonzentration von S. aureus wurde im Doppelansatz bestimmt. Die

Sdurekonzentrationen sind in Tabelle 14 (S. 109) im Anhang dargestellt.

In einer weiteren Untersuchung wurde der Einfluss von einer zusitzlichen
Ethanolkonzentration von 0,15 % getestet. Die 4990 ul wurden dann mit 10 pl einer S.
aureus-Suspension (5,79 log;o)KbE/g) beimpft. Pro Versuchsgruppe wurden 6 parallele
Wiederholungen durchgefiihrt, die Ausgangskonzentration wurde mit einer vierfachen

Bestimmung ermittelt.

3.4. Messung der Gewichtsverdnderungen wiahrend der Fermentation
Um eventuelle Gewichtsverdnderungen wéhrend der Fermentationen zu verfolgen, wurden
die 50-ml-Reaktionsgefidle mit 27 g Matrix Spee in einem 6-fach Ansatz vor und nach der

Fermentation gewogen (Kern EMB 200-2 +0,01g).
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3.5. Statistische Analysen

Die jeweiligen Tests sind mit den jeweiligen Stichprobenzahlen im Ergebnisteil angegeben.
Fiir die Berechnungen wurde das Programm ,,SPSS Statistics 20“ (IBM, Deutschland,
Ehningen) genutzt. Bei Werten unter der Nachweisgrenze von 2,00 bis 3,00 log;o KbE/g
wurde stets mit exakt 2 bzw. 3 logjo KbE/g gerechnet, daher konnte im Test auf
Normalverteilung nach Kolmogorov-Smirnov nie eine exakte Signifikanz (2-seitig) von p < a
(o = 0,4) erreicht werden. Daher konnte kein t-Test verwendet werden. Bei nicht-
normalverteilten, verbundenen Stichproben sowie Stichprobenzahlen mit n > 6, wurde der
Wilcoxon-Test fiir die Berechnung der signifikanten Unterschiede verwendet (siche 4.2.2, 4.4
und 4.7). Dariiber hinaus wurde bei nicht-verbundenen, nicht-normalverteilten Stichproben

der Mann-Whitney-U-Test verwendet (4.6.).

3.6. Fehlerfortpflanzung

Bei dem Vergleich zweier Mittelwerte sollte neben der Standardabweichung der
verschiedenen Wiederholungen auch die Intraassayvarianz beriicksichtigt werden. Beide
Fehler (Standardabweichungen und Assayvarianzen) fiir einen Wert kdnnen néherungsweise
mit der GauB’schen Fehlerfortpflanzung als die Wurzel aus der Summe der beiden
quadrierten Fehler betrachtet werden. Vergleicht man im Folgenden zwei Werte
untereinander, wurden dementsprechend 4 Summanden addiert, sofern keine anderen
statistischen Verfahren, wie z. B. Wilcoxon- oder Mann-Whitney-U-Test, Anwendung
fanden. War der Gesamtfehler aus den 4 Summanden dann grof3er als die Differenz der beiden

gezéhlten Werte, wird davon ausgegangen, dass keine Unterschiede bestehen.

Waihrend der Diskussion wird fiir die im Plattenzidhlverfahren ermittelten Werte stets von der

hochsten Intraassayvarianz ausgegangen (0,18 log;oKbE/g, siche 4.1).
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4. Ergebnisse

Die Ergebnisse zeigen eine sehr deutliche quantitative und qualitative Verdnderung der
bakteriellen Flora wihrend der Fermentation der Matrizes. Den Fikalien zugegebene sowie
inhdrente Krankheitserreger wurden hiufig inaktiviert. Die gemessenen pH-Werte sowie die
VFA-Konzentrationen fiihren allein zu einem bakteriostatischen Effekt, jedoch nicht zu einem
bakteriziden. Dafiir sind jedoch die Fikalflora sowie das Vorhandensein von Weizenkleie
essentiell fiir die Inaktivierung von pathogenen Bakterien. Auch die molekularbiologischen
Analysen zeigen einen Wechsel der Mikroflora der nicht kultivierten Spezies an, die

Heterogenitit der Floren nimmt wihrend der Fermentation ab.

4.1. Inter- und Intraassay-Varianzen der Lebendkeimzahlbestimmung

Das haufigste Verfahren zur Ermittlung der quantitativen Daten war die
Lebendkeimzahlbestimmung. Aus diesem Grunde wurden die Varianzen der Methode zu
verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. Die Standardabweichung bei der Ermittlung der
koloniebildenden Einheiten betrug zwischen 0,15 und 0,18 log;oKbE. Das entspricht einem
Variationskoeffizient von 33,11 % bis 70,79 %. Die Interassayvarianz betrug 47,86 %.

4.2. Populationsanalysen im Verlauf der Fermentation

4.2.1. Quantitative Bakteriologische Untersuchungen

Abbildung 7 stellt die Mittelwerte der quantitativen mikrobiologischen Parameter der
Rindergiillematrix K von Tag 21 dar. Die aerobe Gesamtkeimzahl (GKZ) sinkt nach 3
Wochen Fermentation deutlich um iiber 90 %. Gram-negative MO sind nach 3 Wochen
Fermentation nicht mehr nachweisbar. Ahnlich verhilt es sich bei den Enterokokken. Die
anaerobe GKZ unterliegt starken Schwankungen, was sich in der Standardabweichung
niederschldgt. Im Mittel jedoch sinkt die Konzentration innerhalb der 3 Wochen, wenngleich
auch nicht so stark wie die aerobe GKZ. Die Konzentration der Lactobacillaceae hingegen
steigt stark an und liegt nach drei Wochen nahezu gleichauf mit der anaeroben GKZ bei
gleichzeitig &dhnlichen Standardabweichungen. Die Konzentration der Hefe- bzw.

Schimmelpilze sowie Clostridien liegt unter der Nachweisgrenze von 3,00 log;oKbE/g.
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Abbildung 8 und Abbildung 9 stellen die Mittelwerte der quantitativen mikrobiologischen
Parameter der Matrizes KEM und K(EM), zu Beginn, nach 21 und 56 Tagen dar. Damit
sollen Unterschiede und Gemeinsamkeiten in Abhédngigkeit einer zusétzlichen
Laktobazillienquelle gezeigt werden. Die aeroben Gesamtkeimzahlen (GKZ) fallen nach den
ersten 3 Wochen Fermentation sehr stark ab und sinken nach weiteren 5 Wochen etwas
weiter, jedoch deutlich geringer als im ersten und kiirzeren Zeitabschnitt. Gram-negative MO
sind bereits nach 3 Wochen in keiner der beiden Matrizes nachweisbar. Ahnlich verhilt es
sich bei den Enterokokken sowie bei den Hefe- bzw. Schimmelpilzen. Die anaeroben GKZ
sinken in den ersten 3 Wochen der Fermentation sehr stark und in den nachfolgenden 5
Wochen geringfiigig weiter. Die Konzentration der Lactobacillaceae sank wihrend der ersten
3 Wochen Fermentation sehr stark, in KEM sogar stirker als in K(EM),. Nach 5 weiteren
Wochen stieg sie in Matrix KEM wieder und in Matrix K(EM), fiel sie leicht auf eine

insgesamt vergleichbare Konzentration.
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4.2.2. Klarschlammmatrizes S

Abbildung 10 stellt die Mittelwerte der quantitativen mikrobiologischen Parameter aller 10
Klarschlamme (Matrix S) im Verlauf von 7 Tagen dar. Die Werte der einzelnen Schlimme
sind im Anhang ab Seite 116 dargestellt. Die aerobe Gesamtkeimzahl steigt nach dreitdgiger
Fermentation leicht, um dann zu Tag 7 stirker zu sinken. Dabei unterscheidet sich die GKZ
von Tag 7 signifikant von Tag 3 und Tag 0. Tag 0 und Tag 3 hingegen unterscheiden sich
nicht signifikant in der GKZ. Die Gram-negative GKZ sinkt bereits nach 3 Tagen signifikant
auf 3,02 (0,12) log;o KbE/g, um dann nach 7 Tagen unter die Nachweisgrenze zu sinken.
Dabei fiihrte ein Einzelfund am Tag 3 zu einem Mittelwert der iiber der Nachweisgrenze liegt,
Tag 7 und Tag 3 hingegen unterscheiden sich dabei nicht signifikant voneinander. Die
Konzentration der Enterokokken steigt nach 3 Tagen im Durchschnitt nur leicht, jedoch steigt
die Standardabweichung enorm im Zuge der sehr unterschiedlichen Ergebnisse der jeweiligen
Schlamme. Nach 7 Tagen sinkt sie stark bei einer sich deutlich verringernden
Standardabweichung.  Diese  starke =~ Dynamik  konnte  erst —mit  kiirzeren
Probeentnahmeintervallen entdeckt werden. Die kiirzeren Intervalle wurden auf Grund der
iiberraschend kurzen Uberlebenszeit der pathogenen Bakterien (4.3, Seite 41 ff.) gewihlt. Die
Enterokokkenkonzentration unterscheidet sich an Tag 7 signifikant von Tag 3 und Tag 0. Tag
0 und Tag 3 hingegen unterscheiden sich nicht signifikant. Die mittlere anaerobe

Gesamtkeimzahl (GKZ) steigt wahrend der drei Tage Fermentation an, um dann zu Tag 7
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wieder zu sinken. Dabei unterscheiden sich die anaeroben Gesamtkeimzahlen an allen Tagen
signifikant voneinander. Ahnliches lisst sich bei den Lactobacillaceae beobachten, nach drei
Tagen Fermentation steigt die Konzentration sehr stark an, um dann zu Tag 7 wieder zu
sinken. Dabei unterscheidet sich auch die Konzentration der Lactobacillaceae an allen Tagen
signifikant voneinander. Deutlich hoher sind aber zu Beginn und nach 7 Tagen die
Standardabweichungen im Vergleich zur anaeroben GKZ. Ahnlich wie bei den Enterokokken
ist eine starke Dynamik der Konzentrationen in den ersten 7 Tagen der Fermentation zu
beobachten. Nach 3 Tagen sinkt die Konzentration der Clostridien signifikant sowie nach 7
Tagen etwas weiter, jedoch unterscheiden sich die beiden letzteren Zéhlungen nicht
signifikant voneinander. Die Konzentration der Hefe- und Schimmelpilze sinkt bereits nach 3
Tagen sehr stark unter die Nachweisgrenze von 3,00 log;o KbE/g. Nach 7 Tagen wurde eine
Probe positiv getestet mit einer Konzentration von 4,46 log;o KbE/g, was eine
Gesamtkonzentration von 3,04(0,24) log;o KbE/g ergab. Dabei unterscheidet sich die Hefen-
und Schimmelpilzkonzentration von Tag 7 und Tag 3 signifikant von Tag 0. Tag 7 und Tag 3
hingegen unterscheiden sich nicht signifikant voneinander in der Pilzkonzentration. Parallel
zur Clostridienzahl sinkt die Konzentration der sporenbildenden Sulfitreduzierer bereits nach
3 Tagen signifikant sowie nach 7 Tagen leicht, nicht signifikant, weiter. Das
Signifikanzniveau lag bei allen angegebenen signifikanten Unterschieden bei p < 0.01, die

Stichprobenzahl betrug nogs=40, n3¢=36, n;3=36.
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** = p<0.01, npe=40. n35=36. n7¢=36, (Wilcoxon test).
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Abbildung 10: Mittelwerte der quantitativen mikrobiologischen Parameter aller 10 Klarschlamme
(Matrix S), im Verlauf von 7 Tagen. ** = p < 0,01, ngg = 40, n3q = 36, nyq = 36, (Wilcoxon-Test). SSR
= sporenbildende Sulfitreduzierer; GKZ: Gesamtkeimzahl.

4.2.3. Qualitative bakteriologische Untersuchung

Nach der Bestimmung der quantiativen Parameter wurden die qualitativen auf Speziesebenen
erfasst. Abbildung 11 sowie Abbildung 12 stellen exemplarisch die aeroben GKZ der Matrix
K vor und nach 3-wochiger Fermentation dar. Die Sektoren entsprechen den im
Uhrzeigersinn aufsteigenden Verdiinnungsstufen (Faktor 10). Auf 9 Uhr befindet sich die
Verdiinnungsstufe 107, auf 12 Uhr 10™ etc. Neben dem Absinken der GKZ um eine
Logarithmusstufe fillt insbesondere auch die Verdnderung im Keimspektrum auf, wie auch
aus Tabelle 2 ersichtlich wird. Das gesamte ermittelte Keimspektrum vor und nach 3-
wochiger Fermentation von Matrix 1 ist im Anhang ab Seite 125 in Tabelle 17 zu finden.
Dabei ist festzustellen, dass alle nicht sporenbildenden Mikroorganismen mit Ausnahme der

Lactobacillaceae nach der Fermentation nicht mehr nachweisbar sind. Potentielle,
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fakalinhdrente Krankheitserreger wie z. B. Aerococcus viridans (14), E. coli, Enterobacter
amnigenus (106), Pantoea agglomerans (109), Providencia rettgeri (502) werden im Zuge
der Fermentation degradiert. Generell nimmt die ermittelte Spezieszahl ab, die der Familie

Lactobacillaceae hingegen nimmt zu.

Tabelle 2: aerobe Keimspektren von Matrix K vor und nach Fermentation

Bakterienspezies Bakterienspezies
vor Fermentation nach 3-wochiger Fermentation
1.) Corynebacterium casei 1.) Bacillus licheniformes
2.) Staphylococcus fleurettii 2.) Bacillus pumilus
3.) Aerococcus spp. 3.) Brevibacillus agri
4.) Bacillus pumilus 4.) Bacillus pumilus (ohne B-Hamolyse)
5.) Bacillus licheniformes
6.) E. coli
7.) Mucor spp.

Abbildung 11: Blutagarplatte, aerobe Abbildung 12: Blutagarplatte, aerobe
Gesamtkeimzahl, Matrix K vor Fermentation Gesamtkeimzahl, Matrix K nach 3 Wochen
Fermentation

Dieser Abschnitt stellt die qualtitativen Daten der Kldrschlammmatrizes auf Gattungsebene

dar. Die Spezies im Detail bewertet sind im Anhang in Tabelle 19 auf Seite 127 f zu finden.

Parallel zu der Beobachtung aus Matrix K (siche 4.2.3.1) nimmt die absolute Spezieszahl
wiahrend der Fermentation ab. Alle ermittelten Arten der Gattung Acinetobacter, Candida,

Citrobacter, Pseudomonas, Saccharomyces und Staphylococcus sowie der Familie der
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Enterobacteriaceae werden innerhalb der ersten drei Tage bis unter die Nachweisgrenze
reduziert. Die Artenzahl bzw. die Keimzahl der Gattung Enferococcus nimmt ebenso bereits
zum 3. Fermentationstag deutlich ab. Die einzige Ausnahme jedoch bildet Enterococcus
faecium, die Konzentration dieser Enterokokkenspezies nimmt in nahezu allen gemessenen
Proben stark zu, mit Ausnahme der Klarschlamme (KS) 5 und 7, dort sinkt sie leicht bzw. bis
unter die Nachweisgrenze. Zum 7. Fermentationstag sinkt die Konzentration in allen
Klarschldammen, in KS 1, 5 und 6 auch unter die Nachweisgrenze von 3 log;o KBE/g. Die
Keimzahlen der beiden Arten der Gattung Pediococcus nehmen stark zum 3.
Fermentationstag zu, um zum 7. Tag wieder abzusinken. Die nachweisbare Artenzahl der
Gattung Lactobacillus steigt von zu Beginn 8 Arten auf 11 bzw. 12 Arten an, nach 3 bzw.7
Tagen Fermentation. Parallel zu den Keimzahlen der Gattung Pediococcus steigen bzw.
sinken die Keimzahlen der Gattung Lactobacillus zum 3. bzw. 7. Tag, wie auch in Abbildung
10 fiir alle Lactobacillaceae dargestellt. Wéahrend die Keimzahl der Clostridien generell
wihrend der Fermentation sinkt, kann ein Anstieg von C. bifermentans in einer Probe sowie
von C. clostridioforme in 2 Proben festgestellt werden. Clostridium paraputrificum konnte
besonders hdufig am 3. Fermentationstag nachgewiesen werden. Fiir KS 1 liegen keine

Befunde fiir den 3. Tag vor.
4.3. Hygienisierung von pathogenen Bakterien in den verschiedenen Matrizes

4.3.1. Hygienisierung von pathogenen Bakterien in den Rindergiille-Matrizes KEM und
K(EM)a

Zum Startzeitpunkt der Untersuchungen zur Inaktivierung bakterieller Krankheitserreger in
Rindergiille konnte eine pathogene Gesamtkeimzahl von 8,27 log;oKbE/g gezdhlt werden.
Diese setzte sich zusammen aus 7,99 log;o KbE/g Listeria monocytogenes, 7,74 log;o KbE/g
Staphylococcus aureus, 7,40 logo KbE/g E. coli O:157 und 6,86 log;o KbE/g Salmonella
Anatum. Bereits nach 72 h Stunden sanken die Keimzahlen unter die Nachweisgrenze von
3,00 log;o KbE/g, wie es in Abbildung 13 zu erkennen ist. Auch im Direktausstrich konnten
keine pathogenen Erreger gefunden werden. Zudem konnten keine wesentlichen Unterschiede
in den Einflissen auf die Erreger zwischen den unterschiedlichen Matrizes KEM und
K(EM), festgestellt werden, daher wurde auf eine gesonderte Darstellung verzichtet (406).
Als Nebenbefund konnte festgestellt werden, dass sdmtliche Gram-negativen Bakterien sowie
Hefe- und Schimmelpilze innerhalb von 3 Tagen unter die Nachweisgrenze degradiert

wurden. Wie in Abbildung 14 dargestellt, ist ein Absterben von S. Senftenberg von den
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anfanglich 7,98 log;oKbE/g bis unter die Nachweisgrenze nach 3 Tagen Fermentation zu
beobachten. Der Erreger konnte auch mittels Anreicherung nach Preuss nicht mehr

nachgewiesen werden.

Die Animpfmenge von Mycobacterium fortuitum wurde mit einer Konzentration von 7,93
(0,06) logio KbE/g ermittelt, wie in Abbildung 15 dargestellt. Die Differenz derselben
Suspension auf dem speziell supplementierten Mykobakterienndhrboden betrug 0,64 (0,15)
logip KbE/g, was auf einen suppressiven Effekt der Antibiotika deutet. Die
Wiederfindungsrate konnte auf Grund des starken Konkurrenzdruckes der Begleitflora am
Tag 0 auch mit dem supplementierten Ndhrboden nicht bestimmt werden. Mit dem Abfall des
Konkurrenzdruckes konnte die Nachweisgrenze bereits nach 3 Tagen fiir den Mykobakterien-
NB auf die methodische Nachweisgrenze von 3,00 log;o KbE/g reduziert werden. Der
unsupplementierte CBA hingegen hatte weiterhin eine recht hohe Nachweisgrenze mit
abnehmender Standardabweichung von 5,60(0,89 bzw. 0,55) logio KbE/g. Die Konzentration

von Mycobacterium fortuitum lag stets unter der jeweiligen abgebildeten Nachweisgrenze.
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In Abbildung 16 werden die Tenazititen von Erregern in den Matrizes KEM und (KEM),
gegeniibergestellt, um Unterschiede und Gemeinsamkeiten in Abhingigkeit einer zusétzlichen
Laktobazillenquelle zu zeigen.. Wiahrend zu Beginn die mittlere Konzentration von
L. monocytogenes in Matrix KEM bzw. (KEM), dhnlich ist, fillt sie in Matrix KEM nach 3
Tagen Fermentation unter die Nachweisgrenze von 2,00 log;o KbE/g. In Matrix (KEM), steigt
sie jedoch an. Wéhrend zu Beginn die mittlere Konzentration von E. coli O:157 in den beiden

Matrizes dhnlich hoch ist, sinkt sie widhrend der Fermentation in Matrix KEM unter die
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Nachweisgrenze von 2,00 log;oKbE/g, wohingegen sie in Matrix (KEM), nahezu unverindert
hoch bleibt. Anders verhélt es sich bei den mittleren Konzentrationen von C. perfringens, die
in Matrix KEM bzw. (KEM), zu Beginn der Fermentation noch relativ dhnlich sind. Nach drei
Tagen jedoch sinkt sie in Matrix KEM unter die Nachweisgrenze von 2,00 log;o KbE/g. Auch
in (KEM), sinkt die Konzentration, wenngleich stark, nicht unter die Nachweisgrenze. Bei
gleicher Animpfmenge sinkt die Konzentration in Matrix (K(EM),), jedoch wesentlich
weniger und unterscheidet sich in lediglich diesem Parameter deutlich von Matrix (KEM),;
hingegen verhalten sich alle anderen Erreger in Matrix (KEM), und (K(EM),), dhnlich.
Wihrend zu Beginn die mittleren Konzentrationen von Salmonella Senftenberg in Matrix
KEM bzw. (KEM), einander relativ dhnlich sind, fallen sie in Matrix KEM nach 3 Tage
Fermentation unter die Nachweisgrenze bzw. sinken sie in Matrix (KEM), nur unwesentlich.
Vor der Fermentation waren sich die mittleren Konzentrationen von Staphylococcus aureus in
den Matrizes KEM bzw. (KEM), sehr dhnlich, nach 3 Tagen Fermentation dhnelten die
Konzentrationen jedoch eher denen von C. perfringens. Wiahrend die Erreger in der
Fiakalflora-Matrix inaktiviert werden, sinkt die Konzentration in der autoklavierten Matrix
lediglich. Vollkommen unabhingig von der Matrix verhdlt sich jedoch Clostridium
sporogenes. Die Konzentration des Modellorganismus bleibt unveridndert wihrend der

milchsauren Fermentation.

B Listeria monocytogenes

mE.coli O:157

~

u Clostridium perfringens

log,, KbE/g
(@)

B Salmonella Senftenberg

9]

B Staphylococcus aureus

u Clostridium sporogenes
KEM (0d) (KEM)a (0d) KEM (3d) (KEM)a (3d)

Abbildung 16: Tenazitdt von pathogenen Bakterien in den Matrizes KEM und (KEM)a im Verlauf
von 3 Tagen

Die Tenazitat von ECBO wéhrend der Fermentation in den Matrizes KEM und (KEM), wird
in Abbildung 17 dargestellt. Zu Beginn der Fermentation konnte ein Virustiter von 5,49 logo

CPE/ml auf den Keimtrigern nachgewiesen werden. Dieselbe Konzentration konnte auch
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nach dem Mischen der Keimtrdger in der jeweiligen Matrix quantifiziert werden. Nach drei
Tagen sank die Konzentration der Partikel auf den Keimtridgern aus KEM deutlich schwécher
als in der Matrix K(EM),. Nach 7 Tagen lag die Konzentration auf den Keimtrigern in
Matrix KEM knapp iiber der Nachweisgrenze, in der Matrix K(EM), bereits unter der
Nachweisgrenze von 3,00 log;o CPE/ml. Nach insgesamt 14 Tagen lag in beiden Matrizes der

Virustiter unter der Nachweisgrenze.
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Abbildung 17: Tenazitit von ECBO-Viren in Abbildung 18: Tenazitit von Ascaris suum Eiern in
den Matrizes KEM und K(EM), im Verlauf den Matrizes KEM und K(EM), und Wasser im
von 14 Tagen Verlauf von 56 Tagen
(* = extrapolierte Daten, fiir Wasser sind keine
Daten fiir Tag 21 verfiigbar)

Die Ergebnisse der Untersuchung zur Tenazitit von Ascaris suum Eiern zeigt Abbildung 18.
Zu Beginn betrdgt die Embryonierungsrate 97,2 (1,17) %. Wiahrend die Embryonierungsrate
am Tag 21 in Matrix KEM und K(EM), nahezu unverindert bleibt, fallt sie innerhalb von 56

Tagen Bebriitung in beiden Matrizes sowie in Leitungswasser auf eine Rate von 0 % ab.

4.3.2. Hygienisierung von pathogenen Bakterien in Klarschlammmatrizes

Abbildung 19 stellt die Tenazitét von bakteriellen Erregern in den Klarschlammnatrizes Spool
und (Speo1)a gegeniiber. Dabei lassen sich Parallelen zu den Versuchen unter 4.3.1.2 auf Seite
43 entdecken. Alle unversporten pathogenen Bakterien werden in der unbehandelten Matrix
inaktiviert, wohingegen die gleichen MO in der sterilisierten Matrix weit oberhalb der
Nachweisgrenze verweilen. Auf Grund des kliarschlamminhérenten Clostridium perfringens
(siche Abbildung 10 S. 39 und Tabelle 19 S. 127 ff) wurden keine zusédtzlichen Clostridien

in die Matrizes gegeben.
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Abbildung 19: Tenazitit von pathogenen Bakterien in den Matrizes Spoo Und (Spoo1)a im Verlauf von 3
Tagen

4.4. pH-Wert Messungen

Um naheliegende Ursachen fiir den Hygienisierungsprozess zu finden, wurde unter anderem
der pH-Wert bestimmt. Wie in Abbildung 20 zu erkennen, sinkt wihrend der Fermentation
der Matrizes KEM und K(EM), der pH-Wert deutlich nach 21 Tagen, in KEM sogar stirker.
Nach insgesamt 56-tdgiger Fermentation liegt er in beiden Matrizes auf dhnlichem Niveau.
Abbildung 21 hingegen stellt die pH-Werte nach 3 Tagen dar. Zudem wurden die pH-
Wertdnderungen der autoklavierten Matrizes miterfasst. Zu Beginn der Fermentation waren
die pH-Werte der Matrizes KEM, K(EM), (KEM), und (K(EM),), nahezu identisch. Nach
der Fermentation sanken die pH-Werte in den Matrizes KEM, K(EM), deutlich und erneut
starker bei KEM, jedoch nicht in (KEM), und (K(EM),),. In Abbildung 22 hingegen ist die
Verianderung des pH-Wertes von Matrix S nach 7 Tagen dargestellt. Die dargestellten
Mittelwerte wurden aus allen 10 Schlammen bestimmt. Vor der Fermentation liegt der pH-
Wert der Kldrschlammmatrizes auf dhnlichem Niveau wie alle Matrizes auf Rindergiillebasis,
nach der 7-tdgigen Fermentation hingegen auf dhnlichem Niveau wie K(EM), nach 3 tdgiger

Fermentation.
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Abbildung 22: pH-Wert, Matrix S an Tag 0 und 7
p <0.01, ngs=40, n,4=36, (Wilcoxon- Test)

4.5. Giérsduren- und Laktatbestimmungen

Neben dem pH-Wert wurden auch VFA und Laktatkonzentrationen zur Ursachenfindung

analysiert. Tabelle 3 stellt die mittleren Konzentrationsverdnderungen der Milch- und

Girsduren liber 3 Tage und 16 Stunden in Matrix Speo dar. Dabei nehmen alle Werte bis auf

die Propionsdure, die i-Buttersdure sowie die Valeriansdure stark zu, wihrend die zuletzt

genannten Sduren leicht in ihrer Konzentration abnehmen. Die n-Capronséure bleibt {iber den

gesamten Beobachtungszeitraum unter der Nachweisgrenze.
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Tabelle 3: Mittlere Konzentrationen (Standardabweichungen) der Milch- und Gir-
sdureanalytik in Matrix SPool zu unterschiedlichen Zeitpunkten

Zeitpunkt 0h 20 h 47h,15° 88 h
Siuren in g/kg in g/kg in g/kg in g/kg
Essigsiaure 0,860 (0,122) 3,823 (0,170) 4,170 (0,131) 4,603 (0,424)
Propionsiure 1,320 (0,139) 1,120 (0,046) 1,083 (0,061) 1,033 (0,136)

i-Buttersiure

0,071 (0,002)

0,067 (0,001)

0,066 (0,001)

0,064 (0,004)

n-Buttersaure

0,105 (0,014)

1,250 (0,164)

1,187 (0,120)

1,173 (0,138)

i-Valeriansiure

0,091 (0,003)

0,083 (0,003)

0,083 (0,001)

0,078 (0,007)

n-Valeriansiaure

0,073 (0,007)

0,074 (0,002)

0,068 (0,004)

0,064 (0,006)

n-Capronsiure

<0,05

<0,05

<0,05

<0,05

Milchsaure

4,900 (1,658)

9,833 (0,404)

12,167 (0,058)

12,467 (0,709)

4.6. Bioassay zum bakteriziden Effekt der Milch- und fliichtigen Fettsduren (VFA)

Um den Effekt der gemessenen chemischen Parameter zu bewerten, wurden Bioassays
durchgefiihrt. Abbildung 23 stellt die mittlere Konzentration von S. aureus in Abhingigkeit
der verschiedenen Supplemente nach 3-tdgiger Bebriitung dar. Wihrend zu Beginn des
Versuches die Konzentration von S. aureus im Mittel bei 3,09 log;(KbE/g lag, stieg sie nach 3
Tagen Bebriitung in fast allen Nahrlosungen enorm an. Deutlich geringer fiel der
Konzentrationsanstieg bei dem Supplement Essigsdure aus und auch das VFA Gemisch 1 aus
allen Supplementen fiihrte zu einem geringeren Konzentrationsanstieg. Dabei unterschied sich
die NB1 mit dem VFA Supplementgemisch von der Essigsdure nicht signifikant, obgleich
eine deutliche Tendenz erkennbar war. (Mann-Whitney-U-Test, p = 0,057, n = 4)
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Abbildung 23: Mittlere Konzentration von Abbildung 24: Mittlere Konzentration von

S. aureus in Abhingigkeit der Supplemente zu S. aureus in Abhédngigkeit der Supplemente zu
Beginn (t0) und nach 3-tigiger Inkubation (t1) Beginn (t0) und nach 3-tigiger Inkubation (t1)

Abbildung 24 stellt die mittlere Konzentration von S. aureus in Abhdngigkeit der
verschiedenen Supplemente nach 3-tigiger Bebriitung dar. Nach der Inkubation sank sie
signifikant mit den Supplementen VFA-Gemisch 2 sowie mit dem VFA-Gemisch 2 in
Kombination mit 0,15 % Ethanol. (Mann-Whitney-U-Test, p = 0,019 bzw. p = 0,010, no),= 4,

ni1y) = 6). Ohne Supplement hingegen steigt die Konzentration des Erregers sehr deutlich.

4.7.  Untersuchungen zum Masseverlust wihrend der Fermentation

Nach 21-tdgiger Fermentation betrug der signifikante Masseverlust der fermentierten Matrix
Spoo1 0,66 g (StAbw.: 0,052 g), was 2,44 % der Gesamtmasse von 27 g entspricht (p = 0,031;
n = 6; Wilcoxon-Test).

4.8. Eliminierungs- und Substitutionsexperimente der Matrixzusammensetzung

4.8.1. Quantitative bakterielle Untersuchungen

In den Eleminierungs- und Substitutionsexperimenten sollten die fiir die Hygienisierung
notwendigen Matrixkomponenten ndher bestimmt werden. Wie in Abbildung 25, Abbildung
26 und Abbildung 27 dargestellt, unterscheiden sich die bakteriologischen Parameter in den
Matrizes Speol, Spooi- WK und Spee-Wk+Sp ab dem 3. Tag. Wihrend in Matrix Spoo die Gram-
negativen GKZ bereits unter die Nachweisgrenze von 3,00 log;o KbE/g sinkt, steigt sie in den

Matrizes Spoo-Wk bzw. Spooi-Wk+Sp. Am Tag 7 sinkt die Gram-negative GKZ in Matrix
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Spoo-Wk auf etwas weniger als das Ausgangsniveau und steigt in Matrix Spoo-Wk+Sp noch
weiter, wihrend sie in Matrix Spoo unter der Nachweisgrenze bleibt. Zudem sinkt auch die
Konzentration der Hefe- und Schimmelpilze in Matrix Spoo unter die Nachweisgrenze nach 3
Tagen Fermentation. In Matrix Spyo-Wk und Speo-Wk+Sp hingegen steigt die Konzentration
leicht. Nach 7 Tagen sind Schimmel- oder Hefepilze in keiner der Matrizes nachweisbar.
Deutliche Unterschiede sind auch in den Enterokokkenkonzentrationen im Verlauf der 7 Tage
zu sehen. Zu Beginn des Versuches ist sie noch recht einheitlich in den Matrizes Speo1, Spool-
Wk und Speo-Wk+Sp. Nach 3 Tagen Fermentation sinkt die Konzentration in der Matrix
Spool, in den anderen jedoch steigt sie sehr stark. Nach 7 Tagen Fermentation sinkt die
Enterokokkenkonzentration in allen Matrizes, in Matrix Spoo unter die Nachweisgrenze, in
den Matrizes Spooi-Wk und Speo-Wk+Sp hingegen auf etwas unter bzw. immer noch stark
tiber der Ausgangskonzentration. Wihrend der ersten 3 Tage Fermentation steigt die aerobe
GKZ in allen Matrizes sehr stark an, in der Matrix ohne Weizenkleie mit zusitzlichen
Sagespéanen sogar noch deutlich stirker. Nach 7 Tagen Fermentation sinkt die aerobe GKZ in
allen Matrizes wieder sehr stark ab, jedoch mit sehr groBen Standardabweichungen in den
Matrizes ohne Weizenkleie. Die Dynamik der anaeroben GKZ ist relativ dhnlich, wenngleich
die Konzentrationsanstiege und -abfélle deutlich geringer ausfallen. Nach drei Tagen
Fermentation steigen die Konzentrationen der Lactobacillaceae in allen Matrizes deutlich an,
nach 4 weiteren Tagen Fermentation sinkt die Konzentration in allen Matrizes wieder, jedoch
in Matrix Speo-Wk und Speo-Wk+Sp wesentlich stirker. Die Konzentration der Clostridien
sinkt nach 3 Tagen Fermentation in Matrix Sp,o deutlich, hingegen steigt sie in den anderen
beiden Matrizes. Nach dem 7. Tag Fermentation steigt die Konzentration in Sp,o; Wieder auf
den Ausgangswert und sinkt in den Matrizes Spoo-Wk und Speo-Wk+Sp auf etwas mehr als
den Ausgangswert. Wenngleich sich die Konzentration der SSR am 3. Tag allein in Spoq
extrem stark von der Dynamik der Clostridien unterscheidet, ist sie in vielen anderen Punkten
dhnlich. Die hohen Standardabweichungen der SSR sind methodenbedingt, da das MPN-

Verfahren semiquantitativ ist.

In einem weiteren Experiment mit Matrix Fa+Wk wurde festgestellt, dass Fikalien allein mit
Weizenkleie fermentiert zu einer Inaktivierung der Gram-negativen GKZ, Enterokokken
sowie Schimmel- und Hefepilze bis unter die Nachweisgrenze von 2,00 log;oKbE/g innerhalb

von 3 Tagen fiihren.
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4.8.2. Qualitative bakterielle Untersuchung

Abbildung 26: Quantitative Auswertung
bakteriologischer Parameter im
Substitutionsexperiment zum Tag 3

Abbildung 27: Quantitative = Auswertung
bakteriologischer Parameter im
Substitutionsexperiment zum Tag 7

Neben den quantitativen Unterschieden in den Enterokokkenpopulationen gibt es auch

zahlreiche qualitative Unterschiede festzustellen (Tabelle 26, Seite 142). So wird in allen

Proben aller drei Matrizes vor der Fermentation E. faecalis nachgewiesen, nach 3 Tagen

Fermentation zudem in allen Proben der Matrizes Spooi-WKk und Speo-Wk+Sp, jedoch nicht in
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Matrix Speor. E. avium und E. casseliflavus konnen wéhrend der Fermentation auch lediglich
in den Matrizes Spooi-Wk und Spooi-Wk+Sp ermittelt werden. Wie in Tabelle 26 dargestellt,
wird der anaerobe Erreger Eggerthella lenta in allen Proben der Matrizes Spoo-Wk und Speol-
Wk+Sp am 3. Tag der Fermentation nachgewiesen, jedoch nicht mehr nach 7 Tagen
Fermentation bzw. nie in Matrix Spoo. Auch E. coli wird in allen Matrizes ohne Weizenkleie
gefunden. Erst in der qualitativen Untersuchung werden die Unterschiede in den
Lactobacillaceae-Population besonders deutlich, L. amylovorus, L. crispatus, L. gasseri,
L. johnsonii, L. kitasatonis, L. reuteri und Pediococcus acidilactici werden nach bzw.
wihrend der Fermentation in nahezu allen Proben der Matrix Sp,, gefunden, jedoch nie in den

Matrizes Spooi-Wk und Spooi-Wk+Sp.
4.9. Molekularbiologische Untersuchungen

4.9.1. Erstellung eines Standardbandenmuster fiir die TGGE

Um verschiedene Gele miteinander vergleichen zu konnen, bedurfte es eines einheitlichen
Standards. Um diesen zu erstellen, wurden Amplifikate von bekannten Spezies
(Markerstimme) zuerst auf das Agarosegel und dann auf das Temperaturgradientengel
(Acrylamidgel) aufgetragen. Wie in Abbildung 28 zu sehen, konnte ein positives Signal im
Bereich zwischen 400 und 500 bp bei allen Amplifikaten ermittelt werden. Zum einen
bestitigt dies die Funktion des Universalprimers und zum anderen entspricht die erwartete
Linge von 433 bp (+ GC-Klammer ~40bp) der Laufstrecke. Die Negativkontrolle erzeugte
keine Bande. Die stirkste Bande stammt von Clostridium perfringens. Nocardia asteroides
und Enterococcus faecalis erzeugten jeweils nur eine schwache Bande. Das Gemisch aus
Templates, das vor der Amplifikation erstellt wurde, fiihrte zu einer mittelstarken Bande. Die
PCR-Produkte, die die drei kontrastreichsten Banden im Agarosegel erzeugten, wurden nun
im Acrylamidgel aufgetrennt. Wie in Abbildung 29 dargestellt, stammt auch dort das
kontraststérkste Bandenmuster von der 16S-rDNS von C. perfringens. In dem Gemisch der
Amplifikate kommt es zu einer Abschwichung der Kontraste aller Banden, zudem sind die
Banden von C. perfringens und S. aureus nur schwer voneinander differenzierbar. E. coli
Nissle hat die am weitesten migrierenden Banden der verglichenen Stimme, wenngleich auch
die kontrastirmsten. Daher wurde als zukiinftiger Standard fiir alle TGGE-Gele das
Amplifikat von C. perfringens verwendet, um Streckungen und Stauchungen sowie andere
Interassayvarianzen auszugleichen und unterschiedliche Gele miteinander vergleichbar zu

machen.
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E. coli Enterococcus C Vocardi Mix vor PCR  Negativ-
Nissle Jfaecalis pel steraides Fontralle

EXEIRY:

Abbildung 28: Standard-Banden im Agarosegel, Uberpriifung des Abbildung 29: Standard-
PCR-Produktes der 16S-rDNS fiir verschiedene Markerstimme Banden der 16S-rDNS im
TGGE-Acrylamid-Gel,
1: S. aureus
2: C. perfringens
3: E. coli Nissle
4: Gemisch der Stimme

4.9.2. TGGE-Bandenmuster der unterschiedlichen Klarschlamme

Abbildung 30 zeigt die Bandenmuster von Matrix S mit den Kldrschlimmen verschiedener
Kleinkldranlagen vor der Fermentation. Die mittlere Ahnlichkeit der Bandenmuster liegt bei
38 %. Wie in Abbildung 31 offensichtlich wird, unterscheidet sich das Bandenmuster nach
der 7-tigigen Fermentation mit einer mittleren Ahnlichkeit von ca. 50 % deutlich von dem
vorherigen. Die Bandenmuster vor und nach der Fermentation aller Schlamme befinden sich
in verschiedensten Ansichten und Gegeniiberstellungen im Anhang ab Seite 147. Eine starke
Anderung in den Bandenmustern vor und nach der jeweiligen Fermentation konnte im
direkten Einzelvergleich bei allen Kldrschlimmen gefunden werden, auch nahm die

Heterogenitét der Banden mit der Fermentation ab.
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Abbildung 30: Reprisentative TGGE-Bandenmuster vor der Fermentation der Matrix S auf Basis
verschiedener Klarschlimme aus 10 verschiedenen Kleinkldranlagen (KS 1 — 10), Anordnung nach
Ahnlichkeit der 16S-rDNS

in %

20
40
60
80

41,1 78,3 | . KS5
[ 674 LI LTI KS 10

|
- 86,7 | | | | || BT
36,6 : | LI |||||||| | "

05— LI T KS 9
71 || ||

KS8

NN
RINRARRIANY Ks 6
.

KS2

Abbildung 31: Reprisentative TGGE-Bandenmuster nach der Fermentation der Matrix S auf Basis
verschiedener Klarschlimme aus 10 verschiedenen Kleinkldranlagen (KS 1 — 10), Anordnung nach
Ahnlichkeit der 16S-rDNS

4.9.3. Vergleich der Bandenmuster von Matrix Spool

Abbildung 32 stellt die Bandenmuster vor und nach 3-wochiger Fermentation von Matrix
Speor dar. Bei Betrachtung der Bandenmuster féllt auf, dass die Banden vor der Fermentation
(BvF) 1 bis 3 wihrend der Fermentation verschwinden, die Banden nach der Fermentation

(BnF) 1 bis 4 hingegen erhalten bleiben, wobei BnF 3 an Kontrastintensitét stark zunimmt.
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Abbildung 32: TGGE-Bandenmuster der 16S-rDNS vor und nach Fermentation von Matrix Speel

4.9.4. Sequenzierung ausgewdahlter Banden

Insgesamt konnten 7 Banden aufgereinigt und sequenziert werden: K2 und 7, BvF 1 und 2
sowie BnF 4 lieferten dabei verwertbare Sequenzen. Bei diesen 5 Sequenzen wurden
Homologien von 100 % ermittelt und in Tabelle 4 dargestellt, die Sequenzen im Detail sind
im Anhang auf Seite 152 zu finden. Dariiber hinaus werden die in der Datenbank erwéhnten
taxonomischen Einheiten der nidchstgenannten Sequenzen bis zu einer Sequenzhomologie von

95 % angegeben.
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Tabelle 4: Sequenzierungsergebnisse der TGGE-Banden, (BLAST325, 507).

Banden- Datenbank- Basenpaar- Art Beschreibung
bezeichnung referenz- Homologie o des Datenbank-
nummer . (ahnlichstes eintrages durch
BLAST (néchst- bekanntes Taxon) den Ersteller
genanntes
(nichst- Taxon)
genanntes
Taxon)
. - Clostridium sp
BnF 4 IN381505.1 | 171/171 (100%) | Mehthkultivierte | pip7 65 rDNS
Clostridium sp. .
Teilsequenz
241/241 (100%) md]lgt ll((ltlltl.VleI'teS clone C9.53
BvF 1 GU559776.1 akterum ]
(238/241 (99%)) 165-rDNS
(Lachnospiraceae) Teilsequenz
nicht kultiviertes
Bakterium clone E42
0
BvVF 2 EUS864478.1 361/361 (100%) - 16'S-rDNS,
(kein Treffer > Teilsequenz
95%)
strain E060
Clostridium
K2 JX267089.1 366/366 (100%) perfringens 16S-rDNS Gene,
Teilsequenz
strain 13 16S
Clostridium
o
K7 NR 074482.1 | 361/361 (100%) perfringens 16S-rDNSS,
Teilsequenz
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S. Diskussion
Es konnte gezeigt werden, dass die deutliche Mehrzahl der zugegebenen sowie der inhdrenten
Krankheitserreger inaktiviert wurde, lediglich versporte Bakterien sowie Spulwurmeier

iiberdauern den hygienisierenden Effekt der milchsauren Fermentation.

Die kulturell ermittelten Daten weisen deutlich auf die milchsaure Fermentation als Ursache
fiir den Hygienisierungsprozess hin. Gleichzeitig wird dargestellt, dass die gemessenen
volatilen Fettsduren, die Milchsdure, der pH-Wert und auch das Ethanol allein und in
Kombination nicht zu dem beobachteten bakteriziden Effekt fiihren. Weitere Faktoren wie

Bakteriozine werden nun als (weitere) wirksame Reagenzien in Betracht gezogen.

Eine ,lebendige” Fékalflora sowie eine fermentierbare Kohlenstoffquelle werden als
essentiell fiir den Hygienisierungsprozess dargestellt, im Gegensatz zu der gewihlten

Starterkultur.

Eine sinkende Heterogenitit der Flora konnte sowohl kulturell als auch mittels
molekularbiologischer Methoden nachgewiesen werden. Jedoch wirft auch die
molekularbiologische Methodik neue Fragen auf, da die dort stichprobenhaft ermittelten
Spezies andere sind und deren Einfluss auf das Fermentationssystem im Rahmen dieser

Arbeit nicht weiter geklart werden kann.

Der Masseverlust der hier vorgestellten milchsauren Fermentation ist im Vergleich zu den in
der Literatur hinterlegten Verlusten alternativer Methoden verschwindend gering. Somit steht
effektiv mehr organische Substanz bei gleichzeitig umfassenderer Hygienisierung von
bakteriellen Krankheitserregern zur Diingung und zum zukiinftigen Humusaufbau zur

Verfligung.
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5.1. Material- und Methodendiskussion

5.1.1. Matrixzusammensetzung

Bereits die Herstellung der verschiedenen Matrizes stellte sich als fehleranfillig dar. Da die
Keimbelastungen aller anderen Zusitze mit < 3,0 bis 3,6 log;)KBE/g deutlich geringer
ausfielen als die der Fékalien mit rund 6 bis 8 log;()KBE/g, waren sie hinsichtlich des
quantitativen bakteriellen Eintrags als vernachldssigbar einzustufen. Umso entscheidender
war eine sorgfiltige Vermischung aller Komponenten, zumal bei einer Holzkohleru3-
Kornung von <1 bis 10 mm eine nicht selektive Probenentnahme von 0,5 g nicht immer
gelang. Mitunter mussten daher Holzkohlestiickchen bei einer zu groen Kérnung (> 3 mm)
ausgeschlossen werden. Wihrend alle anderen Zusétze einer Charge entsprachen, war die
Rindergiille stets frisch und somit natiirlichen Schwankungen unterworfen. Auf eine Lagerung
der Giille wurde verzichtet, da sich mit der Lagerung das Keimspektrum von Fikalien

reduziert (308).

Die Rindergiille stammte mitunter von unterschiedlichen Rindern, unterschiedlichen
Zeitpunkten und/oder unterschiedlichen Fiitterungen, da die Tiere sich im Stall frei bewegen
konnten und eine Zuordnung somit nicht moglich war. Die Giille unterliegt somit natiirlichen
Schwankungen in Keimspektrum und Keimkonzentration. So sind die Ausgangskeimzahlen
zum Startzeitpunkt von Matrix K in Abbildung 7 (S. 36) nicht mit denen aus Matrix KEM
und K(EM), aus Abbildung 8 und Abbildung 9 (S. 37) zu vergleichen, wihrend die beiden
letzteren untereinander vergleichbar sind. Generell wurde die Anordnung der Abbildungen so
gewdhlt, dass sie in einem Diagramm bzw. in einer gemeinsamen Anordnung derselben
Fékalcharge entsprechen, sofern sie sich nicht generell hinsichtlich Klirschlamm oder
Rindergiille unterschieden. Heterogen verhielt sich auch die Ausgangskeimkonzentration
sowie die Keimflora der Kldrschldimme unterschiedlicher Herkunft (Tabelle 18, S. 126). Der
Keimgehalt und die Keimzusammensetzung von Schldmmen aus Kleinkldranlagen hdngt von
Nutzer, Nutzerzahl, Entnahmezeitpunkt, Verdiinnung, Entnahmepunkt sowie zahlreichen
anderen Faktoren, wie z. B. dem Eintrag von Haushaltschemikalien, Essensresten oder
Medikamenten ab (243, 485). Die Heterogenitdt zeigt sich zum einen im Keimspektrum, wie
in Tabelle 19 (S. 127) im Anhang zu sehen ist, zum anderen auch in den quantitativen
Parametern, ebenfalls im Anhang in Abbildung 41 (S .116) bis Abbildung 48 (S. 123)
dargestellt. Die daraus gebildeten Mittelwerte, die in Abbildung 10 (S. 39) dargestellt sind,
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weisen dementsprechend hohe Standardabweichungen auf. Nichtsdestotrotz konnten
signifikante Unterschiede in den Keimzahlen zwischen den einzelnen Zeitpunkten ermittelt

werden.

5.1.2. Lebendkeimzahlbestimmung (Plattenzahlverfahren)

Das Plattenzdhlverfahren besitzt zahlreiche mogliche Fehlerquellen. Neben der Selektivitat
der Inkubationsbedingungen (Medium, Temperatur, Sauerstoffspannung, Dauer) sowie dem
moglichen Ubersehen kleiner Kolonien (304) besteht auch die Moglichkeit von Interaktionen
der Kolonien auf der Platte. Langsam wachsende Kolonien werden iliberwachsen, andere
durch die rdumliche Ndhe zu anderen im Wachstum gehemmt. Zudem wurde die natiirliche
Anordnung der Mikroorganismen in der Matrix durch das Suspendieren aufgeldst. Auch das
Angebot und die Konkurrenz um Néhrstoffe des Nahrbodens stellen sich in-vitro anders als
in-situ dar. Amann (27) restimiert, dass je nach Ursprungshabitat lediglich 0,001 bis 15 % der
Mikroflora kultivierbar sei. Folglich kénnen diese hier verwendeten kulturellen Methoden nur
einen sehr kleinen Ausschnitt der in-situ ,,Black Box* beleuchten. Sie bieten jedoch den
Vorteil, Aussagen iiber die Vitalitdt und potentielle Infektiositét der Erreger zu treffen. So
kann ein geschédigter Erreger zwar molekularbiologisch nachgewiesen werden, jedoch sind

Aussagen liber seine Lebensfahigkeit nicht moglich.

5.1.3. Inter- und Intraassay-Varianzen der Kulturverfahren

Ein Variationskoeffizient der Intraassay-Varianz von bis zu ~70 % sowie der Interassay-
Varianz von bis zu ~48 % deuten auf eine ungenaue Methodik hin. Vergleicht man die
Standardabweichungen von 0,15 bis 0,18 log;o KbE/g mit den im selben Labor ermittelten
Standardabweichungen von Stinder (438) mit 0,05 bis 0,42 log;o KbE/g, so liegen sie in
diesem Varianzbereich. Obgleich die Methode an sich recht ungenau ist, gilt sie immerhin als

die genaueste bei der Bestimmung der Lebendkeimzahl (304).
5.2.  Populationsanalysen im Verlauf der Fermentation

5.2.1. Quantitative bakteriologische Untersuchungen

Bei der Betrachtung von Abbildung 7 (S. 36) fallen sofort die massiven Anderungen in der
Gram-negativen GKZ sowie der Konzentration der Enterokokken auf. Sie sanken unter die

Nachweisgrenze, das entspricht nahezu drei dekadischen Logarithmusstufen. Allein anhand
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dieser Parameter kann man jedoch noch nicht schlieen, dass alle Gram-negativen Erreger
bzw. Enterokokken tatsdchlich inaktiviert worden sind, da die Nahrboden mitunter bestimmte
Erreger diskriminieren. Anspruchsvolle MO wie z. B. die Gram-negative Pasteurella
multocida wachsen nicht auf dem Metachromgelb-Wasserblau-Lactoseagar nach Gassner.
Auch filhren die Hemmstoffe der verschiedenen Ndhrboden zu einer Einschrinkung des
Wachstums. Wéhrend Enterokokken auf dem Columbia-Blood-Agar (CBA) innerhalb von
24h wachsen, benétigen sie auf dem CATC-Agar 72 h. Neben der
Wachstumsgeschwindigkeit kann auch eine quantitative Einschrankung erfolgen, so wuchs
z. B. Mycobacterium fortuitum auf dem mit Antibiotika supplementierten Nahrboden nicht
nur langsamer, sondern auch deutlich schlechter. Dies zeigte sich in einer um 0,75 log;(KbE
verringerten Keimzahl im Vergleich zum CBA. Erst die qualitative Betrachtung dieser
Organismengruppen untermauert die Aussage: Enterokokken und Gram-negative Erreger
wurden unter die Nachweisgrenze inaktiviert. Einen weiteren starken Hinweis auf eine
Floraidnderung erlaubt die Betrachtung der GKZ — sie sank um iiber eine Log)(-Stufe. Dieser
Abfall der GKZ ist auch unter Einbeziehung der Standardabweichungen sowie des
methodischen Fehlers (Gesamt: 0,35 logoKbE) als gesichert anzunehmen. Anders jedoch
verhélt es sich bei der Betrachtung der anaeroben GKZ. Bei einem Gesamtfehler von 0,66
log10KbE erscheint der Unterschied zwischen den Werten vor und nach der Fermentation als
nicht gesichert. Betrachtet man parallel dazu den Anstieg von 1,71 log;oKbE bei den
Lactobacillaceae mit einem Gesamtfehler von 0,85 log;oKbE, liegt die Vermutung nahe, dass
die anaerobe Flora nunmehr von den Lactobacillaceae dominiert wurde. Dass weder Hefe-
oder Schimmelpilze noch Clostridien detektiert werden konnten, liegt vermutlich zum einen
an dem adulten sowie klinisch unauffilligen Tier (389), welches sich nicht in der Laktation
befand, und zum anderen auch an der direkten, rektalen Kotentnahme, was eine
Kontamination mit anderen Darmfloren und der Bodenflora ausschliet. Die rektale

Entnahme fand statt, da der Stallboden am Tage der Beschaffung frisch gereinigt war.

Die Versuche mit den Matrizes KEM und K(EM), wurden zu Beginn der praktischen
Arbeiten durchgefiihrt. Der methodische Ansatz weist deutliche Méngel auf, so wurde zum
Startzeitpunkt lediglich eine Stichprobe entnommen. Somit konnte eine Standardabweichung
nicht errechnet werden, und auch Verdiinnungsfehler kdnnen nicht ausgeschlossen werden.
Die Unterschiede der Keimzahlen im Vergleich zum Startzeitpunkt von Matrix K sind enorm.
Dies konnte zum einen an der Methode der Fikaliengewinnung liegen, die durch das Auflesen

vom Stallboden erfolgte und somit sicherlich zu Fremdkontaminationen fiihrte, zum anderen
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handelte es sich bei diesen Rindern um laktierende Tiere des Milchviehbestandes des Lehr-
und Versuchsgutes Oberholz, die wihrend der Laktation in gédngiger Praxis ein anderes
Futtergemisch erhielten als nicht laktierende Rinder (318). Es erklirt jedoch nicht die hohe
Konzentration der Anaerobier, da diese sich unter aeroben Bedingungen auf dem Stallboden
nicht vermehren. Die Ursache hierfiir ist vermutlich in der Methodik zu finden und wird im
Vergleich mit Matrix K diskutiert. Vergleicht man die jeweiligen Parameter zum Zeitpunkt 0
der Matrizes KEM und K(EM), miteinander, so lagen die Unterschiede innerhalb von 0,7
logioKbE. Bei einer angenommenen Standardabweichung von 0,5 logio KbE muss dieser
Unterschied als nicht maligeblich gewertet werden. Auch nach 3 bzw. 8 Wochen
Fermentation unterschieden sich die unterschiedlichen Behandlungen nicht in der GKZ
(Gesamtfehler: 0,30 bzw. 0,68 log;o KbE). Ahnlich verhilt es sich zudem mit der anaeroben
Gesamtkeimzahl, nach 3 bzw. 8 Wochen Fermentation unterschieden sich die
unterschiedlichen Behandlungen nicht (Gesamtfehler: 0,36 bzw. 0,39 log;y KbE). Die
Unterschiede zwischen den aeroben und anaeroben GKZ nach 3 (Gesamtfehler 0,34 logio
KbE) bzw. 8 (0,37 log;)KbE) Wochen Fermentation fielen in Matrix KEM verschwindend
gering aus bzw. waren in Matrix K(EM), gar nicht als Unterschiede erkennbar. Im Vergleich
zu den Experimenten mit Matrix K fillt auf, dass die anaerobe GKZ nach 3-wdochiger
Fermentation in den Matrizes KEM und K(EM), tendenziell geringer war als die aerobe
GKZ, wihrend sie in Matrix K (Gesamtfehler 0,63 log;oKbE) leicht stieg. Es scheint vielmehr
schliissig, dass bei einer anaeroben Fermentation die anaerobe GKZ hoher liegt als die aerobe.
Die abweichenden Ergebnisse sind vermutlich in der Sauerstoffspannung der
unterschiedlichen Bebriitungsarten der Platten zu suchen. Wéhrend die Platten der Matrizes
KEM und K(EM), noch in einem Anaerobbrutschrank (DW Scientific, Shipley, UK) bebrtitet
wurden, wurden alle weiteren in Topfen mit den Anaerocult-Kits (Merck) bebriitet. Im
Gegensatz zu den in Topfen bebriiteten Platten, wuchsen auf denen im Anaerobbrutschrank
auch Bazillen sehr iippig, mitunter schwirmend, was auf eine Anwesenheit von Sauerstoff
hinwies. Dies fiihrte zu einer massiven Konkurrenz auf der Platte und ist zudem Hinweis
darauf, dass evtl. Wachstumsbedingungen fiir strikte Anaerobier nicht gegeben waren. Auf
Grund dessen wurde die anaerobe Bebriitungsmethode generell auf das Anaerocult-System
umgestellt. Anders jedoch verhilt es sich bei den Lactobacillaceae. Da die Supplemente
(Abbildung 38, S. 113) das Wachstum von Bazillen verhinderten und Laktobazillen zumeist
auch bei geringer Sauerstoffspannung am besten wachsen (201), sind diese Daten weniger mit
methodischen Fehlern behaftet. Besonders auffillig sind hier die Konzentrationsunterschiede

der Lactobacillaceae am Tag 21 zwischen Matrix KEM und K(EM), (Gesamtfehler 0,60
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logio)KbE). Da sich zu Beginn der Fermentation die Ausgangskonzentrationen der
Lactobacillaceae trotz Zugabe von EM nicht quantitativ unterschieden und es
nichtsdestoweniger zu einer unterschiedlichen Keimzahl am 21. Tag kam, lag mutmaBlich ein
qualitativer Unterschied in der Lactobacillaceae-Population vor. In diesem Zeitraum konnte
eine qualitativ andere Laktobazillenflora zu einer anderen Populationsentwicklung fiihren. Es
erscheint zudem naheliegend, dass die kotinhdrenten Laktobazillen eine deutlich besser
adaptierte Population darstellen als die EM-inhdrenten Laktobazillen, die in einer Suspension
auf Melasse-Basis vermehrt wurden. Nach 56 Tagen konnten keine quantitativen
Unterschiede ermittelt werden, und es hat sich vermutlich eine dhnliche Klimaxpopulation
eingestellt, sodass friiher oder spdter die Giille-inhdrente Laktobazillenpopulation die
Keimzahl bestimmte. Das Autoklavieren der EM-Suspension diirfte sowohl Bakterien als
auch darin enthaltene bakterizide Substanzen in Mitleidenschaft gezogen haben, sodass sich
Verbindungen wie volatile Fettsduren verfliichtigten bzw. Bakteriozine auf Peptidbasis
denaturierten. Schneider (413) konnte nachweisen, dass selbst hitzeresistente Bakteriozine
unter einer 20 miniitigen 120°C-Drucksterilisation zerstdrt werden konnen. Sollte es durch die
Hitzesterilisation dazu gekommen sein, konnte auch dies zu einem weniger starken Abfall der
kot-typischen Lactobacillaceae in Matrix K(EM), gefithrt haben. Da die Gruppe der
Lactobacillaceae besonders betroffen schien, konnte es sich bei den vermuteten Peptiden um
Bakteriozine mit einer schmalen Wirkbandbreite handeln, die nur bestimmte Taxa angreifen
(387). In beiden Matrizes KEM und K(EM), wurden Gram-negativen Erreger, Enterokokken
und Hefe- und Schimmelpilze reduziert sowie eine generelle Reduktion der Keimfracht
beobachtet. Aufgrund der lediglich geringen Unterschiede zwischen KEM und K(EM), kann
davon ausgegangen werden, dass eine zusitzliche Laktobazillenzugabe in Form von EM fiir
die untersuchten Parameter nicht notwendig ist, wie es jedoch in der EM- und Bokashiszene
hiufig kommuniziert wird (222, 297, 313). Trotz unterschiedlicher Ausgangsfakalien fallen
zudem die Gemeinsamkeiten mit dem Fermentationsversuch der Matrix K auf. Gram-negative
und Enterokokken wurden inaktiviert und auch alle Keimkonzentrationen mit Ausnahme der
Lactobacillaceae  reduziert. Diese  Ausnahme ist fiir die Beurteilung der
Hygienisierungsleistung als positiv zu bewerten, da diese Familie keine Krankheitserreger
enthélt, vielmehr jedoch zahlreiche Antagonisten von pathogenen MOs (128, 201, 387). Ob
die hohere Konzentration der Lactobacillaceae in Matrix K nach 21 d auf die Abwesenheit
von der EM-Suspension bzw. der autoklavierten EM-Suspension zuriickzufiihren ist oder
allein daher resultiert, dass die Abwesenheit der Suspensionen einen fiir diese

Milchséduregirung besseren TS-Gehalt darstellte, kann durch diesen Versuchsautbau jedoch
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nicht untersucht werden. Wéhrend bei der (Gras-)Silageherstellung ein TS-Gehalt im Bereich
von 30 — 40 % als Optimalbereich fiir eine Milchsduregirung beschrieben wird (192),
scheinen Schwankungen im TS-Gehalt zwischen Matrix K sowie KEM und K(EM), keinen
Einfluss auf die generelle Reduktion von Gram-negativen bzw. Enterokokken gehabt zu
haben. Somit scheint die milchsaure Fermentation als Hygienisierungsmethode eine recht
hohe Toleranz gegeniiber TS-Gehaltsschwankungen zu besitzen. Auch scheinen noch geringe
TS-Gehalte eine Milchséuregirung nicht zu verhindern, dies verdeutlicht die Joghurt-, Kefir-
oder Sauerkrautproduktion mit TS-Gehalten von 10 % — 12 %. (462). Einige Parallelen
konnen zu der Fermentation von Futterabfillen nach Hrubant gezogen werden (234), die auch
Enterobakterien inaktivierte. Jedoch stieg dort die Hefenpopulation deutlich an.
Moglicherweise lag dies an der dortigen niedrigeren Fermentationstemperatur und einem

Eintrag von Sauerstoff.

Aus den Erfahrungen der Experimente mit den Matrizes K, KEM und K(EM), wurde bei der
klarschlammbhaltigen Matrix S auf den Zusatz von EM verzichtet. Da chronologisch die
Experimente zur Hygienisierung von pathogenen Bakterien in Rindergiille vor den
Experimenten mit Kldrschlimmen erfolgten, wurde auch hier an Hand der zuvor gewonnen
Erfahrungen das Beobachtungszeitfenster auf 7 Tage reduziert. Es konnte darin als
Nebenbefund festgestellt werden, dass innerhalb der ersten 3 Tage die qualitativ und
quantitativ groften Verdnderungen auftraten (siche 4.3.1.1 S. 41). Weitere zeitliche
Auflosungen der quantitative Untersuchungen (Abbildung 49 S. 124) zeigten ebenso, dass
eine besonders starke Verdnderung in der Bakterienzahl in den ersten 7 Tagen stattfand.
Durch die Zusammenfassung aller Klarschlimme konnten eine hohe Gesamtprobenzahl
realisiert und daraufhin mittels Wilcoxon-Test Untersuchungen auf signifikante Unterschiede
vorgenommen werden. Innerhalb der ersten 3 Tage kam es zwar zu einem Anstieg der
aeroben GKZ, dieser war jedoch nicht signifikant. Das Gros der gezédhlten Kolonien nahm
dabei die Familie der Lactobacillaceae ein. Das erscheint zwar widerspriichlich, da die
Lactobacillaceae speziesabhingig eher unter mikroaerophilen Bedingungen wachsen(201).
Trotz alledem dominierten sie die Matrix so stark, und zusitzlich fiihrte ihre Saureproduktion
auf dem CBA zu einer gut sichtbaren a-Hamolyse, dass sie selbst bei aerober Bebriitung zwar
unscheinbar waren, aber dennoch sichtbar wurden, obgleich auch in einer deutlich geringeren
Konzentration als bei anaerober Bebriitung. Moglich ist aber auch, dass diese eher
sauerstofftolerante Spezies auf der anaerob bebriiteten Platte von MO derselben Familie

verdrdangt wurde. Zusitzlich konnten auch Enterokokken in hoheren Konzentrationen auf dem
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CBA-Agar gezihlt werden. So wird in Tabelle 19 die Abundanz von E. faecium deutlich. Die
Konzentration fiel geringer auf dem CATC-Agar aus, was auf die hemmende Wirkung der
Supplemente auch auf Enterokokken zuriickzufiihren ist, wie im Datenblatt des CATC-Agars
(Abbildung 35 S. 110) beschrieben. Ein dhnliches Phidnomen konnte ebenso bei dem
antibiotikasupplementierten Agar fiir Mycobacterium fortuitum beobachtet werden. Nach 7
Tagen Fermentation sank die GKZ stark und war nun nicht mehr durch Laktobazillen oder
Enterokokken dominiert, vielmehr waren nahezu ausschlieBlich aerobe Sporenbildner zéhlbar.
Anhand dieser Beobachtung wird bereits deutlich, dass sporenbildende Bakterien den {iber 3
Tage hinausgehenden Fermentationsvorgang besser iiberdauerten als andere Bakterien. Im
Gegensatz zur sporenbildenden Bakterienflora wurde die Gram-negative Flora innerhalb von
3 Tagen unter die Nachweisgrenze (3 log;oKbE/g) inaktiviert, lediglich eine einzelne Probe
wies nach 3 Tagen noch einen positiven Befund auf, was jedoch hochstwahrscheinlich eine
Kontamination war. In der Regel wurden die Gram-negativen Erreger auch noch unter eine
herabgesetzte Nachweisgrenze von 2 log;o)KbE/g reduziert. Eine besonders hohe
Standardabweichung konnte bei den Keimzahlen der Enterokokken festgestellt werden. Dies
deutet darauf hin, dass in diesem Zeitraum ganz besonders starke Schwankungen in den
Konzentrationen auftraten. Dadurch waren keine signifikanten Anderungen von Tag 0 zu Tag
3 bestimmbar, und auch eine separate Betrachtung der Enterokokkenkonzentrationen der
einzelnen Klirschlimme (Abbildung 44 S. 119) ermoglichte keine generalisierbaren
Aussagen in diesem Zeitfenster. In 4 von 9 Schlimmen kam es zu einem Anstieg der
Enterokokkenkonzentration, in den restlichen 5 Schlimmen zu einem Abfall. Zum Tag 7
jedoch fielen im Vergleich zu Tag 0 und 3 alle Enterokokkenkonzentrationen, was auf sich
verschlechternde Lebensbedingungen fiir die Enterokokken schlieBen ldsst. Ob, wie in
Abbildung 10 (S. 39) angedeutet, eine klassische exponentielle Wachstumskurve (303) mit
exponentieller Absterbephase auf Grund exponentiell anwachsender Antagonisten (z. B.
Lactobacillaceae) und/oder Niahrstoffmangel vorliegt, ist mit der geringen zeitlichen
Auflosung schwer einschitzbar. Die quantitative Betrachtung allein ermdglicht jedoch keine
zuverldssige Aussage, so hatten die Schlimme 5 und 8 (Abbildung 44) sowie 3 und 9 eine
nahezu identische Ausgangskonzentration, jedoch vollig andere Enterokokkengehalte an Tag
3 und 7. Die enormen Abweichungen in den Schldmmen 2, 4 und 9 geben einen Hinweis
darauf, dass die Populationskurven ggf. phasenverschoben auftreten oder in Bezug zum
Nutzer der Kldranlage die Tenazititen der MOs unterschiedlich sind. Bei einer tiglichen
Beprobung hitten vielleicht Phasenverschiebungen beobachtet werden konnen. Die anaerobe

Gesamtkeimzahl wurde zu Beginn von dhnlichen Spezies dominiert wie die aerobe GKZ, und
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zwar von fakultativen Anaerobiern wie Enterobacteriaceae und Enterokokken. Nach drei
Tagen jedoch war die Konzentration von Lactobacillaceae so sehr gestiegen, dass sie die
vorherrschende Flora auf dem anaerob bebriiteten CBA darstellten. Auch noch nach 7 Tagen
dominierten sie die CBA-Platte. Untermauern ldsst sich diese Beobachtung mit den
Konzentrationen der Lactobacillaceae, die sich ab dem dritten Tage relativ deckungsgleich
verhielten, wie auch in Abbildung 42 und Abbildung 45 (S. 117 und S. 120) fiir die
Einzelschlimme dargestellt ist. Lediglich die Konzentrationen in Klarschlamm 6 wichen von
diesem Schema ab. Wie in Tabelle 19 (S. 127) dargestellt, konnte lediglich in diesem
Schlamm zu diesem Zeitpunkt C. clostridioforme in sehr hoher Konzentration festgestellt
werden, was flir eine atypische Fermentation spricht. Generell fiel im Mittel jedoch die
Konzentration der Clostridien im Verlauf von 3 Tagen Fermentation. Das erscheint in
Anbetracht der bisherigen Beobachtungen erstaunlich, waren es doch gerade die
Sporenbildner, die nach der Fermentation erhalten blieben und auf Grund der starken
Inaktivierung aller nicht versporten Mikroorganismen (mit Ausnahme der Lactobacillaceae)
besonders ins Auge fielen. Auch der in Matrix KEM und (KEM)a getestete sporenbildende
Mikroorganismus C. sporogenes (Abbildung 16, S. 44) wurde durch den
Fermentationsvorgang nicht reduziert, im Gegensatz zu dem unter Laborbedingungen
schlecht versporenden C. perfringens. Betrachtet man dazu die SSR in Abbildung 10 ( S. 39),
so scheinen auch Sporen angegriffen zu werden, da ihre Konzentration ebenso in den ersten 3
Fermentationstagen sank. Dabei kann nicht geklirt werden, ob die Reduktion auf Grund einer
subletalen Schadigung der Sporen erfolgte, die darauf eine hohere Hitzesensitivitdt wihrend
der Aufbereitung fiir das MPN-Verfahren aufwiesen, oder aber eine letale Schidigung durch
die Fermentation verursacht wurde. Sugiyama (445) beschrieb eine erhohte Hitzeresistenz bei
C. botulinum-Sporen in der Gegenwart von Zucker, Essig- oder Buttersdure. Cameron und
Mafart hingegen beschrieben eine verringerte Hitzeresistenz von Sporen durch das Absenken
des pH-Wertes (83, 305). Sporen konnen jedoch auch durch Bakteriozine reduziert werden,
wie Vandebergh anhand des Bakteriozins Nisin beschrieb (474).

Bei den Hefen- und Schimmelpilzen konnte man &hnliches wie bei der Gram-negativen GKZ
beobachten. Nach drei Tagen waren sie bis unter die Nachweisgrenze inaktiviert. Lediglich in
einer Probe wurde nach sieben Tagen ein positiver Einzelbefund erhoben, welcher
offensichtlich fiir eine Kontamination sprach, da die Hefe zum einen auf dem Neomycin-Agar
wuchs und zum anderen nicht der Verdiinnungsreihe entsprechend verdiinnt wurde.
Zusammenfassend kann man feststellen, dass alle Gram-negativen, Hefe- und Schimmelpilze

sowie augenscheinlich auch alle weiteren Bakterien, die nicht zu den milieustabilen
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Lactobacillaceae gehorten oder die Dauerform Spore rechtzeitig ausbilden konnten, unter die
Nachweisgrenze inaktiviert wurden. Einige der beobachteten Daten dhneln den Daten, die
Hrubant bei der Fermentation von Futterresten erhob, mit Ausnahme der bei Hrubant nicht
stattfindenden Reduktion der Hefen (234). Bei der Fermentation von Lebensmitteln kommt es
ebenfalls zur Reduktionen von Enterokokken bzw. Enterobakterien (88). Um diese aus den
Untersuchungsergebnissen entstandene These zu untermauern, wurde eine Betrachtung der

Vorginge auf Spezies-Ebene notwendig.

5.2.2. Qualitative bakteriologische Untersuchungen

Die qualitativen Untersuchungen unterlagen gleich zwei Einschrankungen, der der
Kultivierungsverfahren, welche bereits oben (siehe 5.1.2 und 5.2.1.1.1) diskutiert wurden,
sowie der notwendigen Hinterlegung in der Datenbank der Auswertesoftware des MALDI-
TOFs. Im Jahr 2011 waren {iber 2.000 Spezies (iiber 3.900 Stimme) hinterlegt (184), mit dem
Schwerpunkt auf klinisch relevanten, bakteriellen Erregern sowie Hefen (420). Trotz dieser
Einschridnkungen bietet das System zahlreiche Vorteile in Bezug auf den Probendurchsatz,
Bearbeitungsaufwand, Geschwindigkeit und laufende Kosten. Zudem war fiir die
Fragestellung der Hygienisierung von pathogenen MO die Schwerpunktsetzung der
Datenbank ausreichend. Die Legende zur Sicherheit der Identifikation in Tabelle 17 (S. 125)
ist fiir humanmedizinische diagnostische Zwecke konzipiert und geht von einer sehr hohen
Ubereinstimmungsnotwendigkeit bei dem Vergleich der gemessenen Spektren mit der
Datenbank aus (Irrtumswahrscheinlichkeit < 1 %). Da fiir die hier untersuchten Stdmme eine
so hohe Genauigkeit nicht unbedingt nétig ist, werden in den folgenden Abschnitten auch
Mikroorganismen mit einer ,,wahrscheinlichen Gattungsidentifikation* als Spezies diskutiert.
Dariiber hinaus werden Spezies als pathogen diskutiert, bei denen ggf. nur bestimmte
Serovare oder Stimme in der Literatur als virulent beschrieben sind. Die Quantifizierung
erfolgte aus den bereits angesprochenen Konkurrenzbedingungen auf dem Nahrboden gerade
in den Verdiinnungsstufen mit zahlreichen KbE lediglich semiquantitativ. Die jeweilige
hochste Verdliinnungsstufe, in der die jeweiligen Bakterien noch auffindbar waren, wurde als
Konzentrationsangabe genutzt. Wie es sich bereits wihrend der quantitativen Auswertung der
Matrizes angedeutet hatte, wird auch in der Betrachtung der qualitativen Untersuchungen
deutlich, dass viele Arten inaktiviert wurden. Im Zuge dessen ldsst sich die Flora in 4
Gruppen aufteilen: die Gram-negative, die Gram-positive, die Gram-positive

Fermentationsflora sowie die Gram-positiven Sporenbildner. Dabei &dhnelten die
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Beobachtungen der Matrizes K und S einander so stark, dass sie in einer Ubersicht

(Abbildung 33) auf Seite 70 zusammengefasst werden konnten.
Gruppe der Gram-negativen MO

Wie bereits unter 4.2.1. auf S. 35 auffiel, wurden alle Gram-negativen Bakterien inaktiviert.
Die Auflosung auf Spezies-Ebene erbrachte dahingehend wenig Erkenntnisgewinn, jedoch
konnte verdeutlicht werden, welche (potentiell) pathogenen MO auf Grund der milchsauren
Fermentation inaktiviert wurden. In Tabelle 20 auf Seite 134 wird ersichtlich, dass 80 % der

gefundenen Gram-negativen MO eine klinische Relevanz aufweisen.

E. coli ist der bedeutendste Vertreter dieser Gruppe. Einige der sehr zahlreichen
Krankheitsbilder des MO wurden bereits in der Einleitung auf S. 9 beschrieben. Dariiber
hinaus dient er u. a. in der Trinkwasserverordnung als Indikatorkeim (134). Insofern kann
man festhalten, dass die Inaktivierung dieser Erregergruppe ein deutlicher

Hygienisierungserfolg ist.
Gruppe der Gram-positiven MO

Wie sich bereits unter 4.2.1 auf S. 35 zeigte, wurden eine bedeutende Teilpopulation der
Gram-positiven Bakterien inaktiviert. Die Auflésung auf Spezies-Ebene auf S. 135 erbrachte
dahingehend einen nennenswerten Erkenntnisgewinn. Es konnte verdeutlicht werden, welche
(potentiell) pathogenen MO auf Grund der milchsauren Fermentation inaktiviert wurden. Es
fallt im Besonderen auf, dass gerade neben klinisch nicht relevanten, z. T. sogar als
Therapeutikum oder in der Lebensmittelproduktion eingesetzten MO, wie Bifidobacterium
pseudolongum, Lactobacillus plantarum und L. salivarius, auch (potentiell) pathogene MO
wie Enterococcus faecium inaktiviert wurden. Bei dem Vergleich der Matrizes K und S fallt
zudem auf, dass die Anzahl insbesondere der pathogenen Gram-positiven Arten in Matrix K
deutlich geringer ausfiel. Dariiber hinaus waren alle Staphylococcus-Arten nach der
Fermentation nicht mehr nachweisbar, obgleich Sie zu den sdurestabileren MO zdhlen (290).
Dieser Aspekt wird in der nachfolgenden Diskussion der Matrix S noch weiter vertieft. Trotz
der Pathogenitdt der hier und auf S. 135 aufgezéhlten Spezies existieren auch unter jenen
einige wenige Stdmme, die als Probiotikum eingesetzt werden, wie z. B. Streptococcus
thermophilus, Enterococcus faecium, E. faecalis und E. coli (168). Dies verdeutlicht einmal
mehr, dass die Virulenz einer Spezies stammabhingig sein kann. Nichtsdestotrotz ist die
Inaktivierung der besagten Gruppe der Gram-positiven Flora als positiv im Sinne der

Hygienisierung zu werten.
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Gruppe der Gram-positiven Fermentationsflora

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Matrix S kann lediglich eine Start- bzw.
Klimaxpopulation der Matrix K auf Grund von nur zwei Probenentnahmezeitpunkten
diskutiert werden. Drei Vertreter der Familie der Lactobacillaceae sowie ein Vertreter der
Gattung Pediococcus konnten nach der Fermentation in relativ hohen Konzentrationen
bestimmt werden. Lactobacillus buchneri und L. harbinensis konnten lediglich in der
Rindergiillematrix gefunden werden. Ob das nun ein matrixspezifischer Effekt ist oder in der
3-wochigen Fermentationszeit begriindet liegt, ldsst sich auf Grund des unterschiedlichen
experimentellen Designs nicht feststellen. Grundsétzlich werden Laktobazillen als niitzliche
Gattung betrachtet und sie erfahren als Probiotikum (399) eine hidufige Anwendung, so auch
L. plantarum und L. salivarius (168, 201). Cannon beschreibt jedoch auch klinisch relevante
Lactobacillus-Infektionen bei immunsupprimierten Patienten (84), obgleich Bifidobakterien
sowie Laktobazillen prinzipiell als Mikroorganismen mit geringer Virulenz beschrieben
werden (338). Generell wird der Anteil an Endokarditiden sowie Bakteridmien, die durch
Laktobazillen verursacht wurden, auf 0,05 — 0,48 % geschitzt. Dies belegt fiir Hammes,
gerade bei Betrachtung des geringen Anteils im Verhiltnis zu der Aufnahme von hohen
Konzentrationen und Artenzahlen iiber fermentierte Nahrungsmittel, die Unbedenklichkeit der

Laktobazillen (202).

Das Vermdgen von Pediococcus acidilactici und L. paracasei, Breitbandbakteriozine zu
bilden, wird in Tabelle 22, S. 135 und Tabelle 24, S. 138 dargestellt sowie detaillierter in der
hier nachfolgenden Diskussion von Matrix S ausgefiihrt. Lactobacillus buchneri produziert
Bakteriozine (501), die Gram-positive MO wie Enterococcus angreifen, nicht jedoch
Angehorige der Fermentationsflora, wie z. B. Pediococcus. Er kommt damit als ein
Mitverursacher fiir die Hygienisierung in Betracht. Ahnliches gilt fiir Lactobacillus

harbinensis, der Hefen antagonisiert (113).

Die Auflosung auf Spezies-Ebene erbrachte insgesamt einen relativ hohen Erkenntnisgewinn
und bestitigt die Hypothese, dass eine milchsaure Fermentation stattfand und ermdglicht es
dariiber hinaus, eine weitere aufzustellen. Demnach konnten Bakteriozine als weiterer Faktor,
neben den gemessenen chemisch-bakteriostatischen Parametern, fiir die Inaktivierung der

zahlreichen pathogenen MO in Frage kommen.
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Gruppe der Gram-positiven sporenbildenden MO

Besonders deutlich wird der Unterschied der Rindergiillematrizes zu den
Klarschlammmatrizes bei der Betrachtung der Gram-positiven Sporenbildner. Es konnten
keinerlei anaerobe Sporenbildner oberhalb der Nachweisgrenze nachgewiesen werden. Auch
konnte gezeigt werden, dass die aeroben sporenbildenden MO verhidltnismiBig wenig
beeinflusst werden. So scheint den Daten zufolge allein Brevibacillus agri stark zu wachsen,
obgleich das eine schwer erkliarbare Ausnahme wére. Néher liegt jedoch eine Verwechslung.
Zudem wuchs B. agri nur auf dem aerob bebriiteten CBA, nicht auf dem anaerob bebriiteten
CBA, was gegen ein Wachstum unter anaeroben Bedingungen wihrend der Fermentation
spricht. Auch in der Erstbeschreibung von Laubach wird B. agri als aerob klassifiziert (279).
Da B. agri auf dem CBA nur sehr zart und erhaben wéchst und dem zehnfach hoher
konzentrierten Corynebacterium casei morphologisch stark dhnelt, besteht eine relativ hohe
Wahrscheinlichkeit, dass wahrend der Zéhlung zum Startzeitpunkt B. agri als C. casei gezéhlt
wurde. Erst nach der Inaktivierung von C. casei war lediglich B. agri noch auffind- und somit
differenzierbar. Die Konzentration der Vertreter der Gattung Bacillus blieb nahezu
unverdndert. Daher erscheint es als naheliegend, dass versporte Mikroorganismen generell die
Behandlung besser iiberdauern. Neben den zahlreichen bodengebiirtigen, medizinisch weniger
relevanten Bacillus-Arten existierten auch bedeutendere Arten. So ist B. anthracis ein
Zoonoseerreger (149, 204) und B. cereus ein typischer lebensmittelvergiftender

Mikroorganismus (149).

Es konnte beobachtet werden, dass alle nachweisbaren, nichtsporenbildenden Bakterien, mit
Ausnahme der Lactobacillaceae, degradiert wurden. Zusammenfassend kann festgestellt
werden, dass die verbleibende Flora zwar ein Infektionsrisiko fiir immunsupprimierte
Menschen darstellen kann, jedoch in einem wesentlich geringerem Malle (202, 338) als das

bei iiblicher Rindergiille zu erwarten wire.
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Abbildung 33: Schematische Ubersicht der Florenentwicklung

Die Daten der Analyse der Kldrschlammmatrices bestétigen die bereits unter 4.2.2 auf S. 37
gezeigten Daten und erlauben dariiber hinaus eine Spezifikation. Generell ldsst sich auch hier
die Fékalflora in vier Gruppen einteilen, wie in Abbildung 33 schematisch dargestellt. Die
Gram-negativen MO werden innerhalb von 3 Tagen inaktiviert, ebenso die Gram-positiven,
nicht sporenbildenden MO. Lediglich die sporenbildenden MO bzw. die ,Klimax-
Fermentations-MO* iiberdauern die Fermentation. Nach den sehr weit auseinander liegenden
Probeentnahmezeitpunkten der Matrix K ermdglichte die engere Beprobung gerade in der
ersten Woche neue Einblicke. So konnte anhand der Daten z. B. die Pionierleistung der
Enterokokkenspezies E. faecium zu Fermentationsbeginn erkannt werden. Sicherlich ist eine
Ubertragung der Daten auf die unterschiedlichen Matrizes experimentell nicht gesichert,
obgleich viele Gemeinsamkeiten, insbesondere in den Klimaxpopulationen, offensichtlich
sind. In den folgenden Abschnitten sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit lediglich einige
Gattungen und Spezies der vier Gruppen diskutiert, vorrangig jene, welche einen potentiellen,
in der Literatur hinterlegten Effekt auf Tiere, Menschen, Pflanzen oder das
Fermentationssystem ausiiben konnten. Eine Tabelle zur Bedeutung jeder ermittelten Spezies
und deren Bewertung im Allgemeinen sowie in Bezug auf die milchsaure Fermentation ist

daritiber hinaus im Anhang auf S. 134 ff. zu finden.
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Gruppe der Gram-negativen MO

Auch hier bestdtigten sich die Beobachtungen, die bei der quantitativen Analyse von Matrix S
gemacht werden konnten: Es wurden alle Gram-negativen Bakterien inaktiviert. Die
Auflosung auf Spezies-Ebene erbrachte ebenso nur bedingten Erkenntnisgewinn, jedoch
konnte auch hier verdeutlicht werden, welche (potentiell) pathogenen MO auf Grund der

milchsauren Fermentation inaktiviert wurden.

Dabei sind Gemeinsamkeiten zu der Fermentation von Rindergiille offensichtlich. So wurden
alle gefundenen Acinetobacter-Arten innerhalb von 3 Tagen inaktiviert. Acinetobacter spp.
erlangen zunehmende klinische Bedeutung als nosokomialer Infektionserreger mit einem
Anteil von ~ 9 % (249). Auf Grund des Infektionsortes, der schweren Krankheitsverldufe und
seines breiten Resistenzspektrums spricht Rello (384) sogar von 4. baumannii als ,,Gram-
negativem MRSA®. Zahlreiche Krankheiten des ubiquitdren Darmbewohners E. coli wurden
bereits auf Seite 9 aufgezdhlt, daher wird an dieser Stelle darauf verzichtet. Bei der
semiquantitativen Betrachtung wurde deutlich, dass auch E. coli, wie alle anderen
Enterobacteriaceae, innerhalb von 3 Tagen Fermentation inaktiviert wurde. Die alleinige
Ausnahme (KS 3/3), mit einem Einzelfund zum 3. Tag in mittlerer Konzentration, konnte als
Fehler gewertet werden. Gleichzeitig fallt jedoch auch auf, dass allein zu diesem Zeitpunkt in
dieser Probe auch Clostridium disporicum nachweisbar war. Dies kann ein Zufallsbefund sein
oder jedoch beides ein Hinweis auf eine Fehlgdrung. Dariiber hinaus lédsst sich feststellen,
dass apathogene Pseudomonaden in den KS gefunden werden konnten. Pathogene Arten wie
Pseudomonas aeruginosa (355) wiren wahrscheinlich ebenso wie alle anderen
Pseudomonaden bzw. Vertreter der sehr nahe verwandten Gattung Burkholderia (500) in 3
Tagen inaktiviert worden. Aus diesem Grunde stellt diese Methode offensichtlich eine
zuverldssige Inaktivierung von Pseudomonaden dar. Yersinia enterocolitica ist ein
zoonotischer Erreger, dessen Reservoir-Wirt das Schwein ist. Der psychrophile
Durchfallerreger verursacht mitunter schwere Darmentziindungen, aber auch Septikédmien,
Meningitiden, Pneumonien etc. In der Umwelt sowie im humanen Stuhl kommen jedoch auch
zahlreiche avirulente Biovare vor (108). Die Biovare der avirulenten Gruppe 1A lassen sich
mit Hilfe des positiven Askulintestes relativ einfach von den virulenten Stimmen
unterscheiden (69). Der in dieser Arbeit gefundene MO gehort zur Gruppe 1A. Da es sich
hierbei um einen darmbewohnenden bzw. Umwelt-MO handelt, ist ein Fund in
Klérschlimmen nicht unwahrscheinlich. Wie alle Gram-negativen Erreger bzw.

Enterobakterien wurde dieser Erreger innerhalb von 3 Tagen Fermentation inaktiviert.
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Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Gruppe der fikalen Gram-negativen MO
zahlreiche (potentiell) (phyto-)pathogene MO enthilt, die erfolgreich innerhalb von 3 Tagen
inaktiviert werden konnten. Dariiber hinaus wurden aber auch potentiell pflanzenforderliche
MO, wie z. B. Pseudomonas chlororaphis, inaktiviert. Trotz der Inaktivierung von niitzlichen
Gram-negativen MO kann das Ergebnis als sehr positiv im Sinne der Anwendung als
Hygienisierung gewertet werden. Pflanzenféordernde MO werden im Ackerboden zu finden
sein und das hygienisierte, als Diinger verwendete Substrat wiederbesiedeln konnen.
Ahnliches gilt fiir potentielle und ubiquitire Krankheitserreger, jedoch ist die
Vermehrungsfahigkeit von obligaten und/oder hochvirulenten Pathogenen in der Umwelt
seltener, haufig wird eine s. g. ,,Lauerstellung® eingenommen und somit ist insbesondere eine
hohe Tenazitit fiir Krankheitserreger von Bedeutung (487). Eine Ansteckung durch adaptierte
Krankheitserreger erfolgt i. d. R. von Wirt zu Wirt. Umso entscheidender ist dementsprechend
die Unterbrechung des fakal-oralen Kreislaufs. Die Umwelt-MO infizieren hingegen i. d. R.
immunsupprimierte Individuen und sind nicht auf {iblichem Wege von Wirt zu Wirt
iibertragbar. Einige Virulenzfaktoren sichern dabei gleichzeitig das Uberleben in der Umwelt.
Diese Pathogenese stellt lediglich eine alternative Variante dar. Vormals als apathogen
beschriebene Stimme kdnnen laut Casadevall auch durch eine Wirtspassage Virulenzfaktoren
(wieder)erlangen (86). Insofern erscheint auch auf Grund der Feststellungen Casadevalls eine

Unterbrechung dieses Infektionskreislaufs als erstrebenswert.
Gruppe der Gram-positiven MO

Auch bei dieser Gruppe waren die Gemeinsamkeiten zur Matrix K offensichtlich. Eine
bedeutende Teilpopulation der Gram-positiven Bakterien wurde inaktiviert. Die Auflosung
auf Spezies-Ebene (S. 134 ff.) zeigte deutlich, welche (potentiell) pathogenen MO auf Grund
der milchsauren Fermentation inaktiviert wurden bzw. welchen FEinfluss sie auf die
Fermentation nahmen. Es féllt im Besonderen auf, dass gerade neben klinisch nicht
relevanten, z. T. sogar als Therapeutikum oder in der Lebensmittelproduktion eingesetzten
MO, wie Bifidobacterium bifidum, Lactococcus lactis und Lactobacillus plantarum,
(potentiell) pathogene MO inaktiviert wurden. So waren alle Staphylococcus-Arten nach der
Fermentation nicht mehr nachweisbar, obgleich sie zu den sdurestabileren MO zihlen, so ist
z. B. S. aureus in der Lage, pH 2,5 zu iiberleben (290). Da sowohl die gemessenen pH-Werte
als auch die gemessenen VFAs-Konzentrationen weder in der Literatur (290) noch im

Experiment (S. 48) fiir eine Bakterizidie ausreichten, scheinen weitere Effekte in Betracht zu
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kommen. Bei der spdteren Betrachtung der fermentationsrelevanten Lactobacillaceae wird

daher verstarkt auf die Bakteriozinbildung eingegangen.

Enterokokken werden in der Regel zumeist ebenso schnell inaktiviert. Eine bedeutende
Stellung jedoch, auf Grund des obligaten Vorhandenseins in den Klarschlimmen sowie ihrer
bedeutenden klinischen Relevanz, nehmen zwei Arten ein. Der Anteil von E. faecalis an
Enterokokkeninfektionen betrdgt rund 80% (236). Sie nehmen zudem unter nosokomialen
Infektionserregern auf Grund ihrer breiten Resistenzspektren sowie ihres haufigen Auftretens
im menschlichen Darm einen folgenschweren Platz ein. Insbesondere virulente Stdmme
produzieren hdufig Zytolysine. Zu den iiblichen Krankheitsbildern z&hlen Bakteridmien,
Wund- und Harnwegsinfektionen. Septikdmien enden in 7 — 50 % der Fille todlich (245). Da
fir die Darmflora typisch, ist die Haiufigkeit und Konzentration der Funde nicht
verwunderlich. Das punktuelle Auftreten in einer Probe von KS 2 und KS 7 weist auf
Schwichen des Plattenzdhlverfahrens in der Konkurrenzsituation hin. Bereits nach 3 Tagen
sank die Konzentration des Erregers mindestens um den Faktor 10 bzw. unter die
Nachweisgrenze. Nach 7 Tagen war der Erreger nicht mehr nachweisbar. (nicht so in
Abwesenheit von Weizenkleie, vgl. hierzu S. 142). E. faecium ist nach E. faecalis der
zweitbedeutendste humanpathogene Erreger unter den Enterokokken, der nahezu die
restlichen 20% der Infektionen ausmacht (236). Zwar sind keine zytolysinbildenden Stimme
bekannt (236, 475), jedoch besitzt E. faecium ein noch breiteres Resistenzspektrum (236).
Wie zu erwarten war, findet sich in nahezu allen Schldmmen das Darmbakterium. Dabei fallt
zudem zweierlei im Vergleich zu E. faecalis auf. Zum einen war E. faecium in jedem
Schlamm vorhanden (KS 1 wurde zum 3. Tag nicht untersucht), zum anderen wuchs die
Population innerhalb der ersten 3 Tage der Fermentation, um darauthin zum 7. Tag wieder
stark abzufallen, wihrend die E. faecalis-Population bereits zum 3. Tag hin deutlich sank
bzw. spdtestens bis zum 7. Tag komplett inaktiviert war. Nach 14 — 21 Tagen Fermentation
konnten in keiner Untersuchung Enterokokken nachgewiesen werden. Zwar sind unter
Abbildung 7 (S .36) und Abbildung 9 lediglich Matrizes auf Rindergiillebasis dargestellt,
jedoch handelte es sich bei der dominierenden Enterokokkenspezies auch bei den Rindern um
E. faecium. Sicherlich setzt sich ein Klarschlamm anders zusammen als Rindergiille, sodass
EiweiBe oder Detergenzien einen protektiven oder destruktiven Effekt ausiiben konnten,
jedoch ist die Tendenz des Konzentrationsabfalls bereits zum 7. Tag deutlich in Richtung
untere Nachweisgrenze erkennbar. Dass es zum 3. Tag hin zu einem massiven Wachstum von
E. faecium kam, ist vielleicht auf die besonders breite enzymatische Ausstattung

zurlickzufiihren. So ist diese Spezies zum Abbau von Gluconsdure und dhnlicher organischer
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Sduren zur Energiegewinnung befdhigt (281). Der nach den beiden Entdeckern benannte
Entner-Doudoroff-Weg ist unter Gram-positiven Mikroorganismen ginzlich uniiblich (303)
und konnte somit einen Vorteil (53) gegeniiber E. faecalis in diesem begrenzten Zeitfenster
der Fermentation darstellen. Zudem ist E. faecium in der Lage, potente Breitbandbakteriozine
zu bilden, die zum einen E. faecalis, Listerien und Staphylokokken stark hemmen, und zum
anderen Laktobazillen sowie Pediokokken und Laktokokken kaum bis gar nicht beeinflussen
(94). Somit konnte dies ein Indiz dafiir sein, dass E. faecium eine Art Pionierspezies darstellt,
die die milchsaure Fermentation sowie die Etablierung von Lactobacillaceae tordert. Denn
dhnlich den verwandten Lactobacillaceae (121) (gleiche Ordnung), produzieren

Enterokokken im Allgemeinen fermentativ Laktat sowie Azetat, Ethanol und Formiat (281).

Wenngleich taxonomisch sehr weit auseinanderliegend (unterschiedliche Doménen!), werden
die Hefen auf Grund ihres Absterbe- und Gram-Verhaltens ebenfalls in der Gruppe der Gram-
positiven MO aufgezéhlt. Sie scheinen fiir die Fermentation keine Bedeutung zu haben, da
unabhingig von ihrer Anwesenheit die Fermentation stattfand. Die klinische Bedeutung der

Sprosspilze nimmt jedoch zu (156, 489), daher ist deren Inaktivierung positiv zu werten.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Gruppe der fikalen Gram-positiven MO
zahlreiche (potentiell) pathogene MO enthilt, die erfolgreich innerhalb von 3 — 7+ Tagen
inaktiviert werden konnten. Dariiber hinaus wurden aber auch klinisch unbedenkliche MO
wie z. B. Bifidobacterium spp. inaktiviert. Trotz der linger dauernden Inaktivierung von
Gram-positiven MO kann das Ergebnis als sehr positiv im Sinne der Anwendung als

Hygienisierung gewertet werden.

Da die Inaktivierung der Enterokokken z. T. deutlich langer dauerte als die Inaktivierung von
Gram-negativen MO, erscheint die Verwendung von FEnterococcus (faecium) als
Indikatorgattung(-spezies) fiir den Fermentationserfolg, vergleichbar mit den Coliformen

bzw. E. coli fiir die Trinkwasserverordnung (134), sinnvoll.
Gruppe der Gram-positiven Fermentationsflora

Wie bereits unter 4.2.2 auf S. 37 und bei Matrix K beobachtet, war die Population der Familie
der Lactobacillaceae dynamisch. So konnen neben der zuvor diskutierten Spezies E. faecium
mehrere Vertreter der Gattung Lactobacillus sowie zwei Vertreter der Gattung Pediococcus
als fermentationsrelevante Flora auf Grund ihrer Dynamik benannt werden. Die Auflosung
auf Spezies-Ebene erbrachte dahingehend hohen Erkenntnisgewinn und warf neue

Fragestellungen auf. Es konnte verdeutlicht werden, welche Lactobacillaceae zu welchem
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Zeitpunkt dominierten und welche Interaktionen potentiell moglich erscheinen (Tabelle 24, S.
138). Als besonders relevant neben den potentiell relevanten Lactobacillus-Spezies konnten
L. amylovorus, L. brevis, L. crispatus, L. fermentum, L. kitasatonis, L. mucosae, L. paracasei

und L. reuteri ausgemacht werden.

Mit Blick auf Tabelle 24 lédsst sich feststellen: Laktobazillen werden als ungefihrlich
eingestuft bzw. in vielen Féllen als gesundheitsférdernde Probiotika eingesetzt (46, 202).
Einige auch in 5.2.2.1 diskutierte Ausnahmen klinischer Isolate relativieren geringfiigig diese
generelle Aussage fiir immungeschwichte Patienten. Auf Grund ihrer stark zunehmenden,
zum Teil auch sehr dynamischen Abundanz (vgl. L. paracasei und L. reuteri) wihrend der
Fermentation, ihrer bakteriziden Stoffwechselendprodukte und ihrer weitverbreiteten
Fahigkeit, (Breitband-)Bakteriozine zu bilden, haben sie vermutlich nebst den Pediokokken

eine herausragende Bedeutung bei der Inaktivierung der Fakalflora.

Bei den Pediokokken sind viele Ahnlichkeiten zu den Lactobacillaceae zu erkennen. Als
besonders relevant konnen beide Spezies, Pediococcus acidilactici und P. pentosaceus,
bewertet werden. Pediokokken werden ebenso wie Lactobacillaceae hiufig als Probiotika
bzw. bei der Fermentation von Lebensmitteln eingesetzt (124, 161, 326). Zudem wurden auch
in dieser Gattung sehr seltene Félle von potentiell virulenten, klinische Isolate beschrieben
(38, 104, 188, 400). Diese ebenso bakteriozid wie bakteriozinbildende Gattung (50, 95, 361)
hat vermutlich, auf Grund der hohen festgestellten Konzentration der einzelnen Vertreter,
einen vergleichbar hohen Einfluss auf den Florenwechsel wie die Lactobacillaceae. Dabei
weisen beide Spezies eine deutliche Dynamik auf: Schnell wachsende und wieder z. T.
langsam absinkende Konzentrationen konnten wihrend der Fermentation beobachtet werden.

Dabei scheinen auch beide Gattungen derselben Familie in hdufiger Interaktion zu stehen.

So wirkt das ,,Pediocin AcH* gegen Lactobacillus plantarum (49), was in KS 2 zu der
Reduktion von ebendiesen gefiihrt haben kann. Beide MO wurden nie zum gleichen Zeitpunkt
nachgewiesen, L. plantarum tauchte in Probe 4 sogar alternierend auf. P. pentosaceus ist in
der Lage, Bakteriozine gegen Gram-positive MO zu bilden (361). Dabei konnte Okereke
(347) sogar eine sporozide Wirkung gegeniiber Clostridium botulinum (Typ A und B)
nachweisen. Dies kdnnte einen Hinweis darauf geben, warum auch die Konzentration der
versporten Clostridien abnahm. Der Omnipréisenz von P. pentosaceus steht die Abwesenheit
des MO in KS 6 und 9 gegeniiber. Da fiir KS1 keine Daten am Tag 3 vorliegen, kann eine
Anwesenheit zum Tag 3 nicht ausgeschlossen werden, zum 7. Tag hin nahm die

Konzentration in den meisten KS bereits wieder ab, sodass auch in KS1 ggf. eine vorhandene
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Population unter die Nachweisgrenze gefallen sein konnte, wie bei KS 4 und 7. Dass in KS 6
kein P. pentosaceus gefunden wurde, wurde bereits im Zusammenhang mit dem potentiellen
Antagonismus von L. crispatus in Tabelle 24 angezeigt. Auch fillt bei dem Vergleich der
Daten von P. pentosaceus und L. reuteri auf, dass bei KS 4, 6 und 9 auf die Probe genau kein
paralleles Auftreten beider MO stattfand. Bei KS 4 wird es besonders deutlich, da in den
Proben 1 bis 3 L. reuteri gefunden wurde, jedoch nicht P. pentosaceus, bei KS 4/4 war es
genau umgekehrt. Lediglich die Daten von KS 2 der Proben 3 und 4 widersprechen dieser
Vermutung, was ggf. auf einen anderen Stamm mit einer anderen Bakteriozin-Ausstattung
zuriickgefiihrt werden kann oder auf weitere Interaktionen mit z. B. L. amylovorans, wie in
Tabelle 24 zu sehen ist. Auf Grund der Abundanz des MO scheint P. pentosaceus eine
herausragende Rolle wihrend der Hygienisierung zuzufallen. Dariiber hinaus scheint diese
okologische Nische auch von anderen MO besetzt werden zu konnen, wie die Abwesenheit
des MO in einigen Schldmmen zeigt. Moglichweise konnen in zukiinftigen Untersuchungen
funktionelle Cluster ermittelt werden, in denen unterschiedliche Spezies &hnliche
Mikrohabitatsanspriiche haben und sich daher gegenseitig stiarker antagonisieren. Gleichzeitig
konnten sie auch dhnliche Fermentationsleistungen gegeniiber der Fékalflora erbringen, wie
die Bildung von VFAs sowie Bakteriozinen. Fiir eine zukiinftige Prozesssteuerung erscheint
aber auch eine Starterkultur sinnvoll, sollte es eine unterschiedliche Sporozidie der

Bakteriozine der verschiedenen Spezies geben.

Anhand von P. pentosaceus wird im besonderen Mal3e deutlich, wie komplex und vage die
dargestellten Zusammenhénge sind. Umso wichtiger scheint zukiinftig eine genauere zeitliche
Auflésung und eine Untersuchung auf bekannte und unbekannte Bakteriozine bzw. deren

kodierende DNS.

Fiir einen kumulativen Effekt verschiedener Faktoren wihrend des Fermentationsprozesses
spricht die Beobachtung von Kalchayanand. Die Arbeitsgruppe konnte anhand des Beispiels
Pediocin zeigen, dass kélte-, hitze- oder sduregestresste MO sensibler auf Bakteriozine
reagieren konnen. Dabei variierte die Reaktion von keiner bis hin zu einer sehr stark erhdhten
Sensibilitdt gegeniiber dem Bakteriozin. Zuweilen reagierten nun auch Gram-negative MO,
die ohne Stress keine Reaktion zeigten (253). Da die verschiedenen Matrizes vor dem
Versuch eingefroren waren, konnte hier durchaus eine Kiltestressschiddigung vorliegen.
Jedoch erfolgte das Auftauen schonend bei Zimmertemperatur und die Bebriitung erst im
Anschluss bei 37°C. Zudem wurden die darin enthaltenen potenziellen Bakteriozinbildner

ebenso gefroren. Auch bei ihnen wird mit Sicherheit eine Kélteschddigung vorgelegen haben,
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sodass wihrend der Adaptionszeit Bakteriozinbildner sowie deren Adressaten subletale
Kiélteschdden behoben haben konnten. Der Séurestress nahm hingegen wéhrend der
Fermentation zu. Insofern konnte mit dem Absinken des pH-Wertes neben der Wirksamkeit

der VFAs auch die Wirksamkeit einiger Bakteriozine erhoht worden sein.
Gruppe der Gram-positiven sporenbildenden MO

Wie sich bereits in anderen Experimenten zeigte, wurden sporenbildende MO verhéltnisméBig
wenig beeinflusst. Die Auflosung auf Spezies-Ebene erbrachte dahingehend Einblicke, dass
es zwar zu einem Abfall der Konzentration der (hitzebestindigen) Sporen kam, jedoch
vereinzelt Spezies existierten, die unter Fermentationsbedingungen wachsen konnen. Generell
bleibt dabei zu betonen, dass vermeintliche Populationszuwéchse, die mittels Keimzdhlung
bestimmt worden sind, artifiziell sein konnen. Wéhrend es im Zuge der Fermentation zu
einem Wegfall ganzer Gruppen an Keimen kam, entfiel auch beim Plattenzdhlverfahren ein
hohes Konkurrenzpotential, wahrscheinlich auch eine starke quorum sensing/quenching-
Interaktion. Konnten vor der Fermentation mitunter nur B. cereus oder C. perfringens auf
Grund ihrer markanten Hdmolyse unter dem Bakterienrasen festgestellt werden, wuchsen sie
nach der Fermentation vereinzelt. Folglich sollten geringe Zuwéchse vorsichtig bewertet
werden, wohingegen geringe Abnahmen weniger fehlerbehaftet erscheinen. Starke Abnahmen
hingegen scheinen ebenso unrealistisch, da die Sporenpersistenz mehrfach (z. B. unter 4.3.1.2
S. 43) experimentell nachgewiesen wurde. Generell kann die Gruppe der sporenbildenden
MO in aerobe und anaerobe Sporenbildner, die Gattungen Bacillus und Clostridium eingeteilt
werden. Auch die vormals zu Bacillus gehdrend gezéhlten Gattungen Lysinibacillus und
Paenibacillus werden der Ubersicht halber zur Bacillus-Untergruppe gehorend gezihlt.
Wihrend jene i. d. R. nicht anaerob vermehrungsfahig sind, wachsen Clostridien i. d. R. nicht
aerob. Folglich wire eine Vermehrung der Anaerobier bei einer anaeroben Fermentation
wahrscheinlicher. Die klinische Relevanz der Gattungen ist ebenfalls sehr unterschiedlich.
Wihrend Bacillus lediglich die pathogene Spezies B. antracis sowie einige weniger
pathogene Arten und Lebensmittelverderber ( z.B. B. cereus) enthélt, gibt es zahlreiche
pathogene Clostridium-Spezies (z.B. C. perfringens, C. sordellii, C. septicum) sowie
neurotoxinbildende Spezies (C. tetani, C. botulinum). Bacillus cereus wurde in nahezu allen
Proben gefunden, was fiir einen ubiquitiren Bodenbewohner auch nicht uniiblich erscheint.
Medizinisch ist er als Lebensmittelverderber relevant (149). Im Rahmen der semiquantitativen
Betrachtung der Spezies muss man feststellen, dass dhnlich den Bacilli in der Rindergiille die

Population auf gleichem Niveau bleibt. Auf Grund der sehr nahen Verwandtschaft (216) von
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B. cereus zu B. anthracis kann er auch durchaus als Modellorganismus fiir den
Milzbranderreger betrachtet werden. Folglich wire eine Dekontamination von
milzbrandhaltigem Fikalabfall mit dieser Methode nicht realisierbar. Zusammenfassend lasst
sich unter der semiquantitativen Betrachtung der Konzentrationsverdnderungen der Spezies
feststellen, dass sich die Gattung Bacillus von dem Fermentationsvorgang kaum beeinflussen
lasst. Wie in der Tabelle 25, S. 140, sowie auch in den quantitativen Ergebnissen auf S. 37
dargestellt, kam es zwar zu einer signifikanten, geringen Reduktion der Clostridien, jedoch
nicht unter die Nachweisgrenze. Wahrend nahezu die meisten Spezies in der Spore
iiberdauerten, bzw. deren Konzentration sank, konnte bei wenigen Spezies ein dynamischer
Populationsverlauf beobachtet werden. Dazu zéhlen C. celerecrescens, C. bifermentans und
C. clostridioforme. Wihrend die Virulenz von C. celerecrescens als dullerst gering
eingeschatzt werden kann, da erst 2004 der erste klinische Fall beschrieben wurde, ist die von
C. bifermentans und C. clostridioforme als umstritten und potentiell krankheitserregend zu
werten. C. perfringens kommt nahezu obligatorisch im Darm von homoiothermen Omnivoren
sowie Carnivoren vor. Die verschiedenen durch diesen Erreger hervorgerufenen Krankheiten
sind auf S. 9 genauer beschrieben. Die Omnipridsenz dieses Erregers spiegelte sich auch in
den Funden wieder, nicht zuletzt auch durch die gute Differenzierbarkeit auf Grund der sehr
gut sichtbaren Doppelzonenhdmolyse, die selbst bei sehr starker Konkurrenz durch andere
KbE meist erkennbar blieb. Da es sich hierbei um die abundante Clostridienspezies handelt,
mit Ausnahme der oben genannten mutmallichen Fehlfermentationen (vgl. C. bifermentans,
C. celerecrescens sowie C. clostridioforme), ist das Absinken der C. perfringens
Konzentration im Verlauf der Fermentation auch mafigeblich fiir den signifikanten Abfall der
Clostridienzahl, wie auf S. 37 gezeigt. Wie bereits zuvor diskutiert, kann nicht zweifelsfrei
bestimmt werden, ob lediglich die vegetativen Zellen oder auch die Sporen der C. perfringens
Population inaktiviert wurden. Die quantitative Untersuchung der SSR im MPN-Verfahren
deutet ebenso auf eine Reduktion der Sporen bzw. zumindest auf eine eingeschrénkte

Hitzebestandigkeit der Spore hin (vgl. S. 37).

Generell kann man im Anbetracht der quantitativen Ergebnisse sowie der Betrachtung auf der
Speziesebene mit semiquantitativen Angaben feststellen, dass es in den meisten Féllen zu
einer Reduktion auch der pathogenen Clostridienlast in den KS-Matrizes kam. Jedoch muss
zudem festgestellt werden, dass in wenigen Proben eine Vermehrung von potentiellen
pathogenen Clostridien auftrat. Dies erscheint im Hinblick auf das anaerobe Milieu durchaus
realistisch, bleibt aber die Ausnahme. Die Ursachen fiir diese Ausnahmen bediirfen dagegen

noch einer Kliarung, bevor die milchsaure Fermentation als unbedingt empfehlenswert fiir die
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biologische Dekontamination von Fékalien erklart werden kann. Eventuell kdnnte bereits eine
Umstellung des leicht fermentierbaren Materials bereits Erfolg versprechen, da Weizenkleie
einen hohen Anteil an Proteinen enthélt (~15 %) (285), der das Wachstum von
proteolytischen Erregern wie Clostridien wahrscheinlich begiinstigt. Zudem sollte eine
Alternative gefunden werden, da Weizenkleie ein Lebens- bzw. Futtermittel darstellt. Ein
spaterer Anstieg der Clostridienzahl innerhalb von 21. Fermentationstagen konnte in einem

weiteren Experiment (Abbildung 49, S. 124) nicht nachgewiesen werden.

Zusammenfassend lassen sich bei der Betrachtung der qualitativen Fermentations-
Ergebnisse die quantitativen Ergebnisse bestitigen. Gram-negative und Enterokokken (t >
7 d) sowie Hefen wurden inaktiviert. Enterokokken und Lactobacillaceae hatten eine hohe
auf- und absteigende, phasenverschobene Dynamik und werden als Hauptursache fiir die
Fermentation sowie der Floraverschiebung identifiziert. Die Flora enthielt nach der
Fermentation weitaus weniger potentiell pathogene Erreger als zuvor, und kann damit als
deutlich weniger gefdhrlich bewertet werden. In 6 von 37 Fillen (16,2 %) kam es trotz des
generell signifikanten Abfalls des Medians der Keimzahl der Clostridien zu einem Anstieg
von bestimmten Clostridienspezies (vgl. C. bifermentans, C. celerescrescens sowie
C. clostridioforme), die mit Ausnahme von C. celerescrescens als kritisch betrachtet werden
miissen (3 von 37, 8,2 %). Die Ursachen dafiir sollten in zukiinftigen Arbeiten genau
untersucht werden. Eventuell ist es mit einfachen Prozesssteuerungseingriffen moglich, die
Entwicklung von Clostridien noch weiter zu unterdriicken. So erscheint Kleie auf Grund ihres
hohen Proteingehaltes (318) als geeignetes Substrat fiir eine proteolytische Gattung wie
Clostridium. Generell wurden versporte MO weniger stark beeinflusst als nicht
sporenbildende MO. Folglich erscheint diese Hygienisierungsmethode niitzlich bei der
Dekontamination von unversporten MO in fidkalen Abfillen. Die generelle Inaktivierung von
Enterobakterien sowie Enterokokken (t > 7d) stellt einen deutlichen Vorteil gegeniiber
alternativen Hygienisierungen dar. Im Vergleich zu einer herkdmmlichen Pasteurisierung in
einer Biogasanlage, bei der es spétestens wihrend der Lagerung zu einer Wiederausbreitung
von Coliformen und Enterokokken kommen kann (35) bzw. im Vergleich zur Kompostierung,
bei der es zwar zu einer Reduktion beider Taxa kommt, jedoch dauert dieser Vorgang
Wochen bis Monate. Zudem verblieb eine nicht unerhebliche, mittlere Restkonzentration (4
logio KbE/g) an Fikalbakterien im Kompost erhalten (363). Sporenbildende MO iiberstanden

alle drei Methoden relativ unbehelligt. Dass eine Wiederbesiedlung mit Fikalkeimen in keiner
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der milchsauer fermentierten Matrizes beobachtet werden konnte, ist mit groBer
Wahrscheinlichkeit auf den konservierenden Charakter der Methode zuriickzufiihren (201).
Es ist daher davon auszugehen, dass, solange das fermentierte Gut unter Sauerstoffabschluss
verbleibt, eine Wiederbesiedlung mit Fékalkeimen nicht stattfindet. Abschlieend kann man
unter der qualitativen und quantitativen Betrachtung der milchsauren Fermentation
Enterokokken als Indikatorkeimgruppe vorschlagen. Sie gehdren zu den obligaten
Darmbesiedlern und konnten in jedem KS gefunden werden, zudem zihlen sie zu den MO,

die als letzte inaktiviert wurden.

5.2.3. Hygienisierung von pathogenen MO in Rindergtille Matrizes

Die Ergebnisse der hygienisierungsexperimente verdeutlichen, dass eine Inaktivierung der
jeweils inokulierten Erreger unabhidngig von der Zugabe der Laktobazillensuspension EM
erfolgt. Dies hat zum einen den monetiren Vorteil, dass eine finanziell bedeutsame
Komponente entfallen kann, und zudem auch die Notwendigkeit einer Starterkultur in Frage
gestellt ist, sofern die Sporozidie besonderer Bakteriozinbildner nicht notwendig erscheint.
Die rindergiille-inhdrenten Milchsdurebildner sind an das Milieu wohl deutlich besser
angepasst als die hinzugegebenen MO aus der EM-Suspension. Deutlich wird auch, dass die
Ergebnisse der quantitativen und qualitativen Erhebungen aus 4.2.1.1.1 auf Seite 35 sowie aus
4.2.3.1 auf Seite 39 einige Parallelen aufweisen. Unversporte MO, auch in sehr hohen
Konzentrationen, die nicht zu den Lactobacillaceae gehoren, wurden inaktiviert.
Nichtsdestoweniger ist das experimentelle Design dieser Erhebung suboptimal und hatte eher
Vorexperiment-Charakter. Zwar wurde die Animpfmenge mit einer Doppelbestimmung
erhoben und dann die Verdiinnung errechnet, jedoch weder Wiederfindungsrate bestimmit,
noch eine ausreichende Menge zu Beginn der Messung ausgezédhlt, um eine
Standardabweichung darstellen zu konnen. Es wurden nach drei Tagen Fermentation alle
Proben ausgezihlt. Die Aussage iiber eine generelle Inaktivierung, unabhéngig vom Zusatz
von Laktobazillen, kann getroffen werden. Diese entspricht den qualitativ und quantitativ
erhobenen Daten (4.2.1.1.1 und 4.2.1.1.2 sowie 4.2.3.1). Jedoch kénnen ungleichméBige
Verteilungen der pathogenen MO oder Wiederfindungsraten nach der Zugabe und
Vermischung nicht angegeben werden. Auf Grund dessen wurde das experimentelle Design
fiir die weiteren Untersuchungen verbessert. Trotz alledem konnte aus diesem Experiment
eine neue These aufgestellt werden, ndmlich, dass die bzw. Teile der inhdrenten Fikalflora zu

einer Inaktivierung der pathogenen Bakterien fiihrt. Deutlich spiter wurden die Experimente

80




Diskussion

mit M. fortuitum durchgefiihrt. Gut erkennbar ist in Abbildung 15 (S. 43) die Inhibition des
MO auf dem supplementierten NB, dies liegt mutmaBlich an den Antibiotika. So dauerte das
Wachstum deutlich ldnger (4 vs. 9 Tage), um dhnlich grofle Kolonien zu erhalten, obgleich
der NB wachstumsfordernde Supplemente wie Glucose und Glycerol enthélt (165, 377, 393).
Zudem zeigte sich, dass die Bebriitungstemperatur von 37°C zu hoch gewihlt war. Nach der
erneuten Betrachtung von nicht sofort nach der Erstablesung entsorgten Platten zeigte sich ein
besseres Wachstum bei 25°C. Aus diesem Grunde wurden alle Platten nach der 37°C-
Inkubation noch weitere 3 Tage bei 25°C bebriitet. Das énderte zwar nichts an der Zahl der
KbE, jedoch war die koloniemorphologische Differenzierung deutlich einfacher. Trotz
verzogerten Wachstums konnte mit Hilfe des supplementierten NB die Nachweisgrenze ab
dem dritten Fermentationstag deutlich reduziert werden, und es konnten keine Mykobakterien
nachgewiesen werden, woraus sich schlieen lésst, dass die Mykobakterien die Fermentation
nicht tiberstehen. Nach Ziehl-Neelsen und Rakette gefarbte Préparate der Animpfkultur
zeigten keine Sporen, was eine Sporenkonzentration von < 5 log;o KbE/g impliziert. Insofern
ist es durchaus moglich, dass es sich mit der Animpfsuspension &hnlich wie bei
C. perfringens (vgl. 5.2.3.2) verhdlt und die Sporenkonzentration der potentiellen
Sporenbildner unter Laborbedingungen unter der Nachweisgrenze liegt. Die Arbeit von
Ghosh (175) zeigt, dass die Sporen der Mykobakterien durchaus in der Lage wiren, extreme
Stressbedingungen zu iiberdauern, welche die vegetativen Zellen nicht iliberleben wiirden.
Insofern kann mit diesen Ergebnissen keine Aussage zu versporten Mykobakterien getroffen
werden. Neben dem Test der Tenazitdt einzelner MO stellt sich die Frage, ob auch ein Mix an
Erregern sowie versporte MO inaktiviert werden konnen, so wie sie in Fikalien (von [Tier-

JKliniken) wahrscheinlich sind.

Diese und weitere Fragestellungen (5.2.3.1) sollten in diesem Versuch beantwortet werden.
Die Experimente wurden urspriinglich ebenfalls mit und ohne EM, also Matrizes KEM und
K(EM), sowie (KEM), und (K(EM)),, entwickelt. Auf Grund der auch hier sehr dhnlichen
Ergebnisse wird auf eine gesonderte Darstellung verzichtet und werden lediglich Matrix KEM
und (KEM), diskutiert. Es zeigte sich, dass sich die Technik von Linde (292) zur Selektion
von resistenten Stoffwechseldriftmutanten bewéhrte und den Nachweis erleichterte. Die
Wiederfindungsrate entsprach der Animpfdosis, zudem ermdglichte das Versuchs- und
Néhrbodendesign eine schnelle Differenzierung und Auszdhlung der pathogenen MO trotz
Begleitflora ohne zeitaufwendigere Differentialdiagnostik. Die Verwendung von

Stoffwechseldriftmutanten  kénnte  zu  einer  gleichzeitigen  Verringerung  der
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Umweltstresstoleranz des Testorganismus fithren. Linde konnte jedoch darstellen, dass diese
Mutationen auch zur Stresstoleranzerhohung im Vergleich zu den Elternstimmen beitragen
konnen (293). Bakterien sind in der Lage, auf verschiedenste Umweltstressoren zu reagieren.
So stabilisieren sie z. B. Zellwinde mittels Oligosacchariden, um auf osmotischen Stress zu
reagieren (110). Auch eine hyper- bzw. hypotone Bebriitung der Bakterien vor der
Einbringung in die Matrizes konnte keine verbesserte Tenazitit der Erreger in dem
beobachteten Zeitraum mit sich bringen. Wie zuvor die einzeln getesteten pathogenen
Bakterien, werden diese auch als Gemische in nicht autoklavierten Matrizes inaktiviert. Dass
auch C. perfringens inaktiviert wurde, verdeutlicht, dass auch vegetative Formen von
Sporenbildnern inaktiviert werden. Wie Gram-Priparate zeigten, sporulierte C. perfringens
nicht im RCM-Medium, und auch das MPN-Verfahren konnte keine Sporenkonzentrationen
tiber der Nachweisgrenze ermitteln. C. sporogenes hingegen hatte eine Sporulationsrate von
~50% und wurde nicht inaktiviert. Verglichen mit den SSR und der Clostridienzahl in
Abbildung 10 (S. 39) sowie den Daten von C. perfringens in Tabelle 19 (S. 46) fillt auf, dass
dort der Erreger nicht so stark inaktiviert wurde, was auf eine Versporung des MO im KS
riickschlief3en ldsst. Es wird deutlich, dass eine autoklavierte Matrix keinen bzw. nur einen
schwachen inaktivierenden Effekt auf die Pathogene ausiibte. Vielmehr scheint die Interaktion
der Pathogene miteinander in autoklavierten Matrizes ausschlaggebend zu sein. So war die
gemeinsame Inkubation von C. perfringens und C. sporogenes nicht moglich, da letzterer
Erregerstamm vom ersteren inhibiert wurde. Hemmungen von Clostridien untereinander
wurden bereits 1975 beschrieben (430). Generell werden Bakteriozine nicht nur von
Lactobacillaceae gebildet, sondern von vielen verschiedenen Taxa (386, 448). Obgleich sich
einige Erreger wihrend der Fermentation vermehrten bzw. in ihrer Konzentration abnahmen,
wurde jedoch kein Pathogen in der autoklavierten Matrix unter die Nachweisgrenze
inaktiviert. Folglich scheint die gesamte Kotflora oder zumindest ein Teil davon notwendig
fiir die Hygienisierung. Andererseits stellt die Dampfsterilisation eine nicht unerhebliche
Manipulation der Matrix dar, z. B. durch die Denaturierung von Eiweilen. Somit wére auch
eine Denaturierung von Bakteriozinen auf Eiweifbasis denkbar. Eine Gammasterilisation
wire gegebenenfalls eine schonendere und damit bessere Methode gewesen, da die Gamma-
sterilisierte Matrix ggf. besser mit der Ausgangsmatrix vergleichbar gewesen wire. Der
erwahnte Unterschied der C. perfringens-Population in den Matrizes (KEM), und (K(EM),),
konnte auf eine stirkere Hitzeinaktivierung von Bakteriozinen der nunmehr doppel-

sterilisierten EM-Suspension hinweisen, die gegen C. perfringens wirksam sind.
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Da der Virustiter pro Probe und Zeitschritt mit Hilfe einer Titration (MPN) auf Zellkulturen
bestimmt wurde, brauchte es bereits 3 Keimtrdger pro Einzelwert. Folglich war die Anzahl
der Bestimmungen stark begrenzt und eine Beschrankung auf 2 Wiederholungen pro Variante
und Zeitschritt erschien als kleinster gemeinsamer Nenner, um mdglichst viele Informationen
mit einer gewissen Aussagekraft zu erhalten. Aus diesem und auf Grund des obligatorischen
Vorhandenseins einer Fékalflora fiir die Inaktivierung von pathogenen Bakterien wurde auf
Varianten mit komplett autoklavierter Matrix verzichtet. In Folge der Uber-Nacht-Inkubation
schienen die Viruspartikel so stark mit den Keimtrdgern assoziiert zu sein, dass das
Einbringen in die Matrix sowie das Mischen der Matrix zu keiner nennenswerten Reduktion
des Titers fiihrte. Im Zuge der lediglich zwei erhobenen Werte pro Zeitpunkt und Variante
erlaubt der Vergleich der Abbaugeschwindigkeiten in den beiden Matrizes keinen gesicherten
statistischen Riickschluss, jedoch scheint es eine Tendenz zu einem langsameren Abbau in der
Anwesenheit von EM zu geben. Ob dies mit dem niedrigeren pH-Wert zusammenhéngt (vgl.
Abbildung 21 S. 47) oder ggf. mit protektiven Proteinen, die bei dem autoklavierten EM-
Zusatz bereits denaturiert wurden, ist ungewiss. Relativ sicher scheint aber die Inaktivierung
des Virus innerhalb einer 14-tigigen Fermentation. Dass eine temperaturabhidngige
Inaktivierung erfolgen kann, ist bereits von Boegel beschrieben worden, der einen Abfall von
0,5 logio CpE/g je Tag bei 37°C beobachtete (61). Zudem sind neben Temperatur- auch
Matrixeffekte essentiell, wie Nazir darstellen konnte (335). Ahnliches beschrieb Lund, der
eine Titerreduktion um 4 log;o CpE/g bei 35°C innerhalb von 219 h in physiologischer
Kochsalzlosung beobachtete, jedoch innerhalb von 23 h in einer Mist-Bentonit-Mischung
unter anaeroben Bedingungen bei einem pH von 8. Im Gegensatz dazu stellte Biermann eine
sehr hohe Tenazitit von ECBO-Viren in Rindergiille dar. Er beobachtete bei 20°C
Lagertemperatur einen Abfall von lediglich 2 log;oCpE/g in 26 Wochen. Eine zukiinftige
Moglichkeit, um Matrixeffekte zu spezifizieren, wéren weitere Untersuchungen mit den
Keimtragern lediglich in einer feuchten, anaeroben Kammer. Darauf aufbauend sollten
weitere Versuche bei niedrigeren Temperaturen vorgenommen werden, um eine

Praxisrelevanz unter Feldbedingungen zu untersuchen.

Auf eine Untersuchung der unbehandelten Rindergiille auf Ascaris sp.- Eier wurde verzichtet,
da bovine Askaridosen zwar moglich, aber eher selten sind (169), und die Rinder keinerlei
Klinik aufwiesen. Die Ascaris-Eier blieben wiahrend der ersten 21 Fermentationstage nahezu

unbeeinflusst. Jedoch konnte ein negativer Effekt auf die Embryonierungsrate im weiteren
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Zeitraum von 5 Wochen beobachtet werden, der mutmaBlich auf die Temperatur
zuriickzufiihren ist. Germans konnte einen schadigenden Effekt von Temperaturen von 37°C
iber einen ldngeren Zeitraum fiir den sehr nah verwandten (12) 4. lumbricoides nachweisen
(174). Seamster beschrieb die optimale Embryonierungstemperatur fiir 4. suum mit 31,3°C
und steigende Temperaturen als hemmend. Bei 34,4°C lag die Embryonierungsrate nur noch
bei lediglich 10 %. Temperaturen zwischen 35,6 bis 37,8°C und dariiber waren fatal (419).
Bereits 32°C scheinen fiir die spitere Entwicklung suboptimal, wie Boisvenue darstellen
konnte (64). In einem anaeroben, mesophilen (35°C) Faulschlammbehilter konnte jedoch von
Johnson (248) im Gegenzug auch noch nach 5 Wochen eine Embryonierungsrate von 50 %
festgestellt werden, was auf einen gewissen protektiven Effekt der Matrix oder
unterschiedliche Temperaturtoleranzen der unterschiedlichen Stimme hinweist. Maya testete
die Uberlebensfihigkeit der Eier unter verschiedensten Bedingungen und stellte ebenfalls eine
abnehmende Uberlebensfihigkeit mit zunehmender Temperatur fest (314). O’Donnell fand
ebenso heraus, dass die Temperatur den wichtigsten Faktor wihrend der Lagerung ausmachte
(344), wahrend andere Faktoren wie Lagermilieu etc. eine nur untergeordnete Rolle spielten.
Der Verlust ihrer Embryonierungsfahigkeit und damit ihrer Pathogenitit wird auch in der
vorliegenden Arbeit hochstwahrscheinlich auf die Temperatur zuriickzufiihren sein, wie auch
das Absterben der Eier bei 37°C in reinem Leitungswasser zeigte. Die Daten fiir die Matrizes
zum Beginn der Fermentation sind anhand der Leitungswasserdaten extrapoliert worden, da
sich die unfermentierte Bakterien- und Pilzflora als so stark sauerstoffzehrend darstellte, dass
sie eine Entwicklung der Eier wihrend der parasitologischen Untersuchung beeintrichtigte.
Die Daten fiir Tag 21 der Leitungswasserproben liegen nicht vor, da die Probenzahl aus
Kostengriinden auf ein Minimum reduziert werden musste. In Anbetracht aller Daten sowie
der Literatur scheint die milchsaure Fermentation unter Feldbedingungen (T < 30°C) nicht
geeignet fir die Hygienisierung von Parasitendauerstadien. Demgegeniiber ist die
Kerntemperatur von 60 — 70 °C, die bei der acroben Kompostierung entsteht, hoch genug, um
Parasitendauerstadien innerhalb weniger Stunden zu inaktivieren (174, 458). Nichtsdestotrotz
wurde auch wihrend einer mehrmonatigen Kompostierung das Uberleben von Ascaris-Eiern
beobachtet (260), was vermutlich auf die unterschiedlichen Temperaturzonen der
Komposthaufen zuriickfiihrbar ist. Bei einer Kombination von Entwisserung und
anschliefender Kompostierung von Klirschlimmen konnte Koné eine weitaus effektivere
Inaktivierung von Ascaris-Eiern demonstrieren, eine Reduktion auf 1 Ei pro Gramm Kompost
(269). Dazu muss jedoch betont werden, dass die Dosis der Eier pro Gramm deutlich geringer

war, als die hier verwendete (< 60 Eier/g vs. 2700 Eier/g). Unter der Betrachtung der
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Ergebnisse scheint eine thermische Inaktivierung daher die bessere Alternative fiir die
Hygienisierung von Parasitendauerstadien. Die milchsaure Fermentation allein st6Bt hier an

ihre Grenzen.

5.2.4. Hygienisierung von bakteriellen Erregern in der Klarschlamm-Matrix

Diesem Experiment liegen einige Erfahrungen der Vorgidngerexperimente (4.3.1.2) sowie die
der qualitativen und quantitativen Untersuchungen der Klidrschlammmatrizes zu Grunde. Die
Wiederfindungsrate der pathogenen MO entsprach der entsprechenden Verdiinnung der
Animpfmenge und unterschied sich nicht in Abhéngigkeit von der Sterilisation der Matrix,
daher wurde auf eine gesonderte Auszdhlung und Darstellung in Abbildung 19 (S. 46)
verzichtet. Die Werte von S. aureus haben in (Speo)a keine Standardabweichung, da die KbE
bei der hohen Konzentration der Konkurrenzflora nicht gezihlt werden konnten, lediglich
anhand ihrer Doppelzonenhdmolyse war eine Identifikation mdglich. Daher wurde die
Konzentration auf die entsprechende Verdiinnungsstufe 5 log;o KbE gerundet. Zudem zeigten
die Daten in Abbildung 10 sowie Tabelle 19 (S. 39 sowie S. 127), dass eine Inaktivierung
von Clostridien (vorrangig C .perfringens) z. T. nur im sehr geringen Umfang im Vergleich
zu den anderen MO-Gruppen stattfand. So liegt die Schlussfolgerung nahe, dass diese
schlamminhédrenten C. perfringens, im Gegensatz zu den im Labor kultivierten, in versporter
Form vorlagen. Diese Annahme wurde zudem durch die 80°C-Behandlung der SSR bestétigt.
Aus der Beobachtung der inhdrenten, nur leicht inaktivierten Wildstimme folgernd, wurde auf
eine experimentelle Uberpriifung zur Degradierung von Sporenbildnern verzichtet, da das
Modell der Realitit nicht niherkommen konnte. Ahnlich der Inaktivierung der bakteriellen
Pathogene in Rindergiillematrizes (4.3.1.2) konnte auch bei Kldrschlammmatrizes festgestellt
werden, dass eine autoklavierte Matrix nicht zu einer vollstindigen Inaktivierung der
zugegebenen Erreger fiihrte. Die nicht autoklavierte Matrix hingegen inaktivierte die
zugegebenen MO innerhalb von 3 Tagen, wie es auch anhand der qualitativen und
quantitativen Daten der nahe verwandten MO bzw. MO-Gruppen zu erwarten war. Die Matrix
ist damit vergleichbar mit den bereits mehrfach diskutierten Arbeiten von Hrubant und Catro
(88, 234). Bemerkenswert scheint im Vergleich dieser Daten mit denen aus 4.3.1.2, S. 43,
dass auch hier S. aureus am schlechtesten mit den Konkurrenzbedingungen gegeniiber den
anderen anwesenden Bakterien zurechtkam, was sich anhand der geringen Keimzahl zeigt.
Wie bereits in 5.2.3.2 (S. 81), ausfiihrlicher diskutiert, werden Interaktionen unter den
Pathogenen dafiir als ursdchlich betrachtet. Moglich jedoch bleibt auch ein Matrix-Effekt, der
von der autoklavierten Matrix ausging, wie diskutiert. Die nicht vorhandenen

Standardabweichungen der Werte von S. aureus resultiert aus der Extrapolation der Werte.
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Die fir S. aureus typische SchieBscheiben-Himolyse war in den entsprechenden
Plattensektoren sichtbar, auf Grund der Dichte der anderen MO jedoch nicht genauer
auflosbar als der Verdiinnungsstufe entsprechend. Insgesamt stellen die Daten heraus, dass die
milchsaure Fermentation im Vergleich zu den in 2.3 (S. 12) beschriebenen alternativen

MafBnahmen die umfangreichste Hygienisierung fiir pathogene Bakterien darstellt (35, 363).

5.3. pH-Wert-Messungen

Um die mogliche Ursache fiir die Inaktivierung der Pathogene nidher zu beschreiben, wurden
pH-Wert-Messungen vorgenommen. Bereits die ersten Messungen zu Beginn der Versuche
konnten das bestitigen, was die olfaktorischen Wahrnehmungen vermuten lieBen — eine
Ansduerung des Fermentationsproduktes. Auf Grund der wenigen Messwerte und, daraus
resultierend, der fehlenden Standardabweichung ist dies zumindest in Abbildung 20 (S. 47)
lediglich als Tendenz wertbar. So sank der pH-Wert in den ersten Tagen bereits am stirksten
(ApH > 1,2), jedoch tendenziell noch deutlich weiter bis zum 56. Tag (ApH > 1,7). Die
weiteren Messungen in Abbildung 21 (S. 47) zeigen zudem, dass die Zugabe von EM zu
einer stirkeren pH-Wert-Absenkung fiihrt als die Zugabe von autoklavierten EM. Dies
konnte, parallel zu der Diskussion betreffs der Hygienisierung der autoklavierten Matrizes,
entweder an dem manipulativen Effekt durch die Sterilisation des Additivs (EM) liegen oder
eben an der Stoffwechselleistung der lebenden MO in EM. Deutlich wird in Abbildung 21
auch, dass in den autoklavierten Matrizes keine Absenkung des pH-Wertes stattfand, was fiir
eine stark reduzierte bakterielle Umsetzung der Matrizes spricht. Diese resultiert vermutlich
daraus, dass die fiakalinhdrente Flora sterilisiert wurde und anwesende Pathogene das
sterilisierte Substrat nicht so stark oder ggf. nur unter schwicherer Sdurebildung umsetzten.
Unabhédngig von den Ursachen und den geringfiigigen pH-Wert-Unterschieden fand die
Inaktivierung der Pathogene innerhalb der ersten Tage der Fermentation statt, sowohl in
Klérschlamm- (ApH < 1,3), als auch in Rindergiillematrizes (ApH > 1,2). Dabei ist dieser
geringe Abfall des pH-Wertes wohl nicht bzw. nicht allein ursdchlich fiir die Inaktivierung
der Pathogene. So beschreibt Back ein Wachstum von E. coli sowie Salmonella bei einem pH

von 4,5 (33) und Lind sogar ein Uberleben von S. aureus bei einem pH von 2,5 (290).

5.4. Girsduren und Laktatbestimmungen

Da der nur geringfiigig verringerte pH-Wert nicht allein ursdchlich fiir die Hygienisierung in
Frage kommt, wurde nach volatilen Fettsduren (VFAs) gesucht. VFAs wirken in
Abhingigkeit ihrer Dissoziationsform unterschiedlich bakterizid, und mit zunehmender

Aziditdt nimmt ihre bakterizide Wirkung zu (288). Auf Grund der dichtesten Datenlage in
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Bezug auf die qualitativen sowie quantitativen bakteriologischen Befunde wurde die
Klarschlammmatrix auf VFAs ndher untersucht. Da die stirksten Verdnderungen wihrend der
ersten Tage der Fermentation auftraten, wurde dieser Zeitraum fiir die Probenentnahme
gewdhlt. Knarreborg berichtet in einem relativ vergleichbaren Modell (Darmsimulator,
anaerob, pH 5,5; 37°C) von einer Reduktion von Coliformen von 6 % pro Stunde in
Anwesenheit von 100 mM Buttersidure (265). Diese Konzentration (mmol-Angaben Tabelle
15 S. 109) wurde nicht erreicht. Selbst wenn sie erreicht worden wire, lige nach diesem
Modell die Konzentration der Salmonellen deutlich {iber der Nachweisgrenze nach dreitdgiger
Fermentation. In Summe lag die Konzentration aller VFAs ab dem 2. Tag leicht iiber 100
mM. Essigsdure war die hochstkonzentrierte VFA (~70 mM) und ist laut Gopfert auch die
VFA mit der hochsten Bakterizidie (185). Gopfert beschreibt einen bakteriziden Effekt von
jeweils 0,5%iger Essig-, Propion-, und Buttersidure innerhalb weniger Stunden bis zu 2 Tagen
bei 37°C und einem pH-Wert von 5,0 bis 5,5 (185). Die Essigsdurekonzentration betrug in
den eigenen Untersuchungen 0,46 % am letzten Messtag, in Summe mit der Propion- und
Buttersdure sogar 0,70 %. Dies hitte zumindest zu einer Reduktion der Coliformen fiihren
sollen, jedoch nach jener Literatur nicht zu einer vollstindigen Inaktivierung, wie sie hier
beobachtet wurde. Auch Laktat besitzt bei einem pH-Wert um 5,3 nur eine sehr geringe
Bakteriziditit (471) und ist ohnehin kaum bis gar nicht wirksam gegeniiber Gram-positiven
Erregern (474). Lind beschrieb in seiner Dissertation (290) einen bakteriostatischen Effekt
von 0,3 — 0,5 %iger Essigsdure auf den extrem sduretoleranten Erreger S. aureus unter
aeroben Bedingungen innerhalb von 2 Tagen. Kontrir dazu benétigte es eine 0,5 — 1%ige
Essigsdurekonzentration und einen pH-Wert von 2,5 — 3,5, um einen &hnlichen Effekt in
Anwesenheit von offensichtlich protektiven Proteinen zu erzielen. Auf Grund der
Komplexitidt der Matrix ist eine protektiver oder gar synergistischer Effekt durch z. B.
Detergenzien in Wasch- und Spiilmitteln nicht auszuschlieBen, wobei zu bedenken ist, dass
sich alle individuellen MO, nicht nur die pathogenen, mit diesen Matrixeinfliissen auseinander
setzen miissen. Wichtig bei der Untersuchung von fliichtigen Fettsduren ist eine ziigige
Probenentnahme sowie luftdichter Transport und Lagerung. So wurde diese Versuchsreihe
ausschlieBlich auf die VFAs hin untersucht, um ein Offnen des Gefiles oder eine Beliiftung
der Matrix durch Probenentnahme auf ein Minimum zu reduzieren. Vermutlich ist dies der
Grund dafiir, dass im Vergleich zu den bisherigen Messungen (406, 407) eine hohere
Ausbeute erzielt werden konnte. Noch giinstiger fiir die Ausbeute wire vermutlich eine

sofortige Bedeckung des Fermentationsgutes mit Losungs- bzw. Extraktionsmitteln.
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5.5. Bioassay zum bakteriziden Effekt der Milchsdure und fliichtiger Fettsduren
(VFA)
Auf den ersten Blick wird in Abbildung 23 (S. 49) deutlich, dass es zu keiner vollstindigen
Inaktivierung des Test-MO kommt, wie es in-vivo der Fall war. Im Vergleich zur NB1 konnte
die Essigsdure den starksten Effekt erzielen, der lediglich von dem Gemisch aller VFAs und
Milchséure tlbertroffen wurde. Die Unterschiede zwischen NB 1 und den anderen separaten
Sduren waren vernachldssigbar klein, von einer wirksamen Hemmung kann in den
Konzentrationen nicht die Rede sein. Auf Grund der starken Tendenz zu einem
synergistischen Effekt des Gemisches wurde noch eine Ethanolmenge in einem weiteren
Experiment hinzugegeben. Dabei wurde eine 0,15 %ige Konzentration gewéhlt, da diese nach
einer dreitdgigen Fermentation in-vivo gemessen werden konnte (407). In diesem Experiment
wurde mit einer hdheren Animpfmenge gearbeitet, da eine Erregerkonzentration entlang der
Nachweisgrenze als ungiinstig erachtet wurde, um ggf. einen Konzentrationsabfall zu
betrachten. Deutlich wird hierbei, dass erneut eine vollstindige Inaktivierung nicht
stattgefunden =~ hat. Zwar gab es  hier rechnerisch  signifikante, leichte
Konzentrationsverringerungen, und diese widersprechen den Ergebnissen aus dem ersten
Versuch, jedoch liegt der Unterschied im Versuchsdetail. Es wurde ndmlich die Bebriitung bei
37°C erst nach einer Nacht Inkubation im Kiihlschrank gestartet, sodass die Gemische erst bei
4°C auf den Erreger einwirkten und sich erst spéter auf 37°C erwédrmten, wohingegen im
ersten Versuch die Medientemperatur und die der Animpfkultur bei 21°C lag.
Nichtsdestoweniger bleibt die Hauptaussage bestehen: Es kommt unter aerober Inkubation auf
Grundlage der gemessenen chemisch-physikalischen Grofen zu keiner vollstdndigen
Inaktivierung des Erregers. Jedoch sind VFAs auch unter anaeroben Bedingungen in den
gemessenen Konzentrationen nur bedingt bakterizid (265). Die These, dass die Inaktivierung
auf Grund der VFAs bzw. der Milchsédure stattfindet, ist somit fraglich. Es besteht durchaus
die Moglichkeit, dass diese bakteriziden Stoffe in ortlich hoherer Konzentration auftraten,
sich jedoch auf Grund von Matrixeffekten wie z. B. der Adsorption an Holzkohle dem
Nachweis entzogen haben. Auch das synergistische Wirken weiterer Parameter und Stoffe,
die nicht bestimmt wurden, ist denkbar. Da es, wie in 5.2.1 bis 5.2.2 umfanglich beschrieben
wurde, zu einer Zunahme von potentiellen Bakteriozinbildnern kam, sind Bakteriozine als
moglicher antibakterieller Faktor in Betracht zu ziehen. Man kann also von einer Synthese aus
bakteriostatischem Milieu, erzeugt von pH, VFAs und Milchsdure, sowie mutmallich

bakteriziden Effekten durch gebildete Bakteriozine ausgehen.
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5.6.  Untersuchungen zum Masseverlust wahrend der Fermentation

Der Gewichtsverlust von 2,44 % innerhalb der ersten 21 Tage ist deutlich geringer im
Vergleich zu dem wiéhrend einer Kompostierung. Dieser ist in der Literatur mit 15 % (138)
bis 57 % (458) iiber einen Zeitraum von 42 bzw. 132 Tagen angegeben. Diese Zeitrdume sind
zwar deutlich ladnger als die hier beobachteten, jedoch findet die hochste CO,-(45), NH3- und
Wirmeemission (434) innerhalb der ersten 21 Tage statt, was ein klarer Hinweis fiir den
starksten Stoffumsatz in diesem Zeitfenster ist. Es konnten nun Einwédnde bestehen, dass es
sich bei den Anaerobier-Topfen um geschlossene Systeme handelte und z. B. ein Stoffumsatz
drucklimitiert gewesen sein konnte. Das Volumen des Topfes betrug 2400 cm?® im Vergleich
zu ~ 165 cm® Matrix, und beim Offnen des Behilters konnte kein Uberdruck festgestellt
werden. Selbst nach dem Losen der Klammern kam es zu keiner Selbstoffnung des Topfes,
vielmehr erzeugte der abkiihlende Topf eher einen Unterdruck. Folglich ist der Stoffumsatz
wihrend der milchsauren Fermentation im Vergleich zur Kompostierung methodenbedingt
geringer und stellt damit im besonderen Malle den Vorteil der Fermentation gegeniiber der

Kompostierung dar.

5.7.  Zur Einordnung in ein nachhaltiges Ackerbodenkonzept

Somit konnte das so fermentierte Substrat, unabhéngig ob auf Rindergiille oder Klarschlamm
basierend, im Vergleich zu Gérresten, unbehandelten oder kompostierten Substraten
desselben Ursprungs, als virologisch und bakteriologisch unbedenklicher betrachtet werden.
Sicherlich findet im Zuge des Verweilens des milchsauer fermentierten Substrats auf dem
Feld eine aerobe Umsetzung ebendieses durch zahlreiche Organismen statt, jedoch deutlich
langsamer als wéhrend der exothermen Kompostierung. So scheint das ausgebrachte
fermentierte Substrat die Biodiversitdt von Wirbellosen stark zu erh6hen, wie Abbildung 66
(S. 155) vermuten lisst. Okosysteme mit einer hoheren Biodiversitit werden nicht nur als die
stabileren diskutiert, sondern auch als die produktiveren (456). So besteht fiir die Feldfriichte
iiber einen ldngeren Zeitraum die Moglichkeit, die langsam umgesetzten Nihrstoffe
aufzunehmen. Dabei ist die Gefahr von Auswaschung der in geringerem Mal3e zur Verfiigung
stehenden wasserloslichen Néhrstoffe kleiner, da stets ein Reservoir in Form von nicht
mineralisierten organischen Verbindungen zur Verfiigung steht (57). Die Reservoirfunktion
sowie der Schutz vor Auswaschung soll durch Holzkohle, Ton und Gesteinsmehl verstéarkt
werden und zum Aufbau eines hoheren Humusanteiles beitragen. Wie in 2.5.3 und 2.5.3.1
beschrieben, scheinen Kalk, Holzkohle und Ton wichtig fiir die Bildung von hohen
Humusanteilen und Schwarzerden zu sein. Diese ackerbaulichen Zusammenhédnge erscheinen

naheliegend, die experimentellen Beweise fiir eine langfristige Bodenverbesserung stehen
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aber noch aus. Erste Feldstudien zeigen jedoch bereits positive Auswirkungen durch die
Ausbringung von Kompost in Kombination mit Holzkohle (294). Um die Verluste an
organischem Material, die mit der Kompostierung einhergehen, zu verringern, erscheint es

sinnvoll, in zukiinftigen Experimenten kompostierte Abfille durch fermentierte zu ersetzen.

Ankniipfungspunkte zur Biogasgewinnung scheinen dariiber hinaus zu bestehen. So konnte
Herrmann darstellen, dass die Biogasausbeute bei milchsauer vergorenem Substrat erhoht ist
(217a). Die Nutzung der milchsauren Fermentation vor der Vergasung konnte die bisherige
mangelnde Hygienisierung (35) verbessern. Dagegen steht aber die derzeitig in Deutschland
gingige Biogaspraxis im krassen Widerspruch zu einer guten und nachhaltigen
landwirtschaftlichen Praxis. Stehte Monokulturen des starken Humuszehrer Mais zerstoren
kurz-, mittel- und langfristig den Humusanteil im Boden (286a) und erhdhen somit die CO,
Produktion (429). Neben den ackerbaulichen und klimatischen Nachteilen der Monokulturen
bleibt nicht zuletzt das ethische Problem bestehen, Nahrungsmittel als Energiequelle zu
nutzen. Im Hinblick auf die Mangel- und Untererndhrung von tiber 800 Millionen Menschen
weltweit (147a), ist der Anbau von Energiepflanzen aus humanistischer Weltsicht schwer
vertretbar. Vielmehr ist ein weltweit einsetzbares, infrastruktur unabhéngiges, nachhaltiges
Ackerbodenkonzept notwendig, das auch Infektionszyklen unterbricht. Die milchsaure

Fermentation konnte dabei ein Schliisselverfahren darstellen.
5.8.  Eliminierungs- und Substitutionsexperimente der Matrixzusammensetzung

5.8.1. Quantitative bakterielle Untersuchung

Auf Grund der Komplexitit der Matrix war es fiir eine weitere Eingrenzung der
Hygienisierungsursachen notwendig, die verschiedenen Komponenten in ihrer Wirkung zu
untersuchen. Da von vornherein die Weizenkleie als Hauptursache fiir die Hygienisierung in
Frage kam, wurde sie in diesen Experimenten entweder weggelassen oder durch Ségespéne
substituiert. Es stellte sich heraus, dass die zuvor beobachteten quantitativen Ergebnisse sich
ausschlieBlich in der Matrix Spee Widerspiegelten. Die Inaktivierung von Gram-negativen
Bakterien, Hefen und Schimmelpilzen sowie Enterokokken wurde nur dort innerhalb der
ersten 3 Tage beobachtet. Dass zumindest die Hefe- und Schimmelpilze in allen anderen
Varianten innerhalb von 7 Tagen inaktiviert wurden, ist vermutlich dem anaeroben Milieu
geschuldet, in dem zelluloseabbauende Bakterien gegeniiber Pilzen einen Vorteil besitzen
(62). Uberraschend erschienen zudem die relativ geringen Unterschiede in der Quantitit der
Laktobazillen am dritten Fermentationstag, die bisher in dieser Arbeit als essentiell fiir die

Hygienisierung betrachtet wurden. Am siebten Tag jedoch sah man einen sehr viel stirkeren
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Abfall der Lactobacillaceae in den Matrizes Spooi-WK und Speo-WKk+Sp. Ein methodischer
Fehler wurde am 3. Fermentationstag begangen. Bei der Bestimmung der SSR entfiel die
Hitzebehandlung der Probe bei 80°C, sodass die extrem niedrige SSR-Konzentration in
Matrix 2 als unrealistisch zu betrachten ist. Jedoch lassen sich dadurch weitere
Zusammenhinge erkennen. So fand in dem DRCM (Medium) eine sehr stark verringerte
Schwirzung, also sehr stark verringerte Sulfitreduktion statt. Da sich DRCM und M.R.S.-
Agar relativ stark in der Zusammensetzung dhneln (siehe Seite 112), ist ein Wachstum von
Laktobazillen sowie Enterokokken und der damit verbundenen Verdringung der SSR in
DRCM als moglich zu erachten (271). Die Konzentration der Enterokokken lag unter der
Konzentration der Clostridien. Somit hitte spétestens in den hohen Verdiinnungen eine
Schwirzung auftreten miissen. Daher scheint die Verdringung der Clostridien zumindest im
Medium von den Lactobacillaceae ausgegangen zu sein. Dabei fillt insbesondere auf, dass in
Matrix Spoo-Wk und Spooi-Wk+Sp die durch die Clostridien verursachte Schwérzung und
folglich deren Konzentrationen deutlich hoher lagen. Als realistischer sind daher die Werte
des Neomycin/Polymyxin-Agars fiir Matrix Spo, zu betrachten, da jener die Laktobazillen
unterdriickt. Jedoch sind auch diese Werte deutlich niedriger als die von Matrix Spoo-Wk und
Spooi-Wk+Sp, zudem auch geringer als die Werte von Tag 0 und 7. Dies konnte auf einen
Zeitpunkt zurlickzufiihren sein, in dem besonders viele wachstumshemmende Stoffe in der
Matrix vorhanden und somit auch in der ausplattierten Verdiinnung wirksam waren. Der
beobachtete Moment konnte dahingehend auBergewdhnlich sein, dass sich einige
Bakteriozinbildner gerade im exponentiellen Wachstum befanden, da eine Bakteriozinbildung
hiufig an das Wachstum bzw. an Stress- und Konkurrenzsituationen gebunden ist (10) sowie
hdufig am Ende der exponentiellen Wachstumsphase abfillt (482). Generell scheint die
Erhohung des Sdgespdneanteils zu einer Erhdhung der Keimzahlen beizutragen und auch zu
dem hochsten Clostridienanteil. Dies wirkt nicht verwunderlich, da viele Clostridien in der
Lage sind, Zellulose abzubauen und in Interaktionen mit anderen Bakterien als
Kohlenstoffquelle zu nutzen (62). Generell waren Standardabweichungen bei den Matrizes
Spooi-Wk und Spooi-Wk+Sp am 7. Fermentationstag extrem hoch und sprechen fiir eine sehr
dynamische Florenveridnderung in diesem Zeitraum. Die quantitativen Ergebnisse weisen auf
eine gesundheitlich bedenklichere Flora in den Matrizes Spooi-Wk und Spoo-Wk+Sp als in
Matrix Sp,, hin, die sich in Abwesenheit von Weizenkleie etabliert. Das rudimentire
Umkehrexperiment zeigt ebenso die Wichtigkeit dieser Kohlenstoffquelle, obgleich der hohe
Einsatz von Weizenkleie, um im vergleichbaren Trockensubstanzbereich zu bleiben, im

Verhiltnis zur Fikalmenge absolut utopisch ist. Generell gilt es in Zukunft, Weizenkleie als
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Lebens-/Futtermittel mit Abfallstoffen, wie z. B. Griinschnitt oder verdorbene Futtermitteln,
zu substituieren. Weizenkleie wurde fiir die Versuche im Labormallstab gewéhlt, da sie im
Vergleich zu Griinschnitt leichter homogenisierbar ist. Zudem ist Weizenkleie im Gegensatz
zum Griinschnitt auch standardisiert. Auch das gesamte Mengenverhéltnis ist noch
optimierbar. Festzuhalten bleibt jedoch, dass das Vorhandensein eines Substrates, das fiir die
Fermentationsflora besser zu verwerten ist als fiir die Fiakalflora, essentiell fiir die

Hygienisierung ist.

5.8.2. Qualitative bakterielle Untersuchung

Die in Tabelle 26 (S. 142) dargestellten Ergebnisse unterstreichen die quantitativen
Ergebnisse. So wurde der in der Trinkwasserverordnung als Indikatorkeim genutzte E. coli
(134) in allen Matrizes ohne Weizenkleie zu jedem Zeitpunkt gefunden. Nicht so in Matrix
Spea. Dort fand der sehr dhnliche und bereits in aller Ausfiihrlichkeit in 5.2.2.2 diskutierte
Florawechsel statt. In den Matrizes Speo-WK und Speo-Wk+Sp hingegen konnte ein ganz
anderer Florawechsel beschrieben werden, wie besonders an dem Beispiel von Eggerthella
lenta, welche als pathogen beschrieben ist (278, 455), deutlich wird. Auch die zuvor
dhnlichen quantitativen Daten der Lactobacillaceae an Fermentationstag 3 unterscheiden sich
bei qualitativer Analyse sehr deutlich. Dies gibt einen Hinweis darauf, dass ggf. die jeweilige
Spezies eine wichtige Rolle wihrend der Hygienisierung spielt, was die Bakteriozinthese
weiter unterstreicht. Darliber hinaus wird auch nahegelegt, dass die verwertbare
Kohlenstoffquelle, in diesem Falle die Weizenkleie, fiir die Spezieszusammensetzung
essentiell ist. Zusammenfassend kann man feststellen, dass nach 7-tdgiger Fermentation die
Risikopotentiale der Matrizes Spoo-Wk und Spoo-Wk+Sp hoher lagen als das von Matrix Spo.
Dies ldsst sich vorrangig an den sich entwickelnden bzw. persistierenden Gram-negativen

Spezies festmachen, aber auch an den Staphylokokken sowie Enterokokken.
5.9.  Molekularbiologische Untersuchungen

5.9.1. Erstellung eines Standards fiir die TGGE

Das Agarosegel in Abbildung 28 (S. 53) demonstriert vordergriindig die Funktionalitét des
Universalprimerpaars. Die negative Kontrolle macht deutlich, dass es zu keiner
nennenswerten Verunreinigung kam. Die unterschiedliche Stirke der Banden konnte bereits
auf eine Selektivitit des Primers hinweisen, die auch Watanabe (488) als schwach, aber
vorhanden beschrieb, oder auf eine grob unterschiedliche Templatemenge zu Beginn der
PCR. Letztere konnte aus unterschiedlicher Ausgangskonzentration der MO oder

unterschiedlicher Aufschlussausbeute resultieren aufgrund speziesspezifischer
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Widerstandsfahigkeit gegeniiber der DNS-Gewinnung. Die Auftrennung der kriftigsten
Einzelbanden aus dem Agarosegel im Acrylamidgel ist in Abbildung 29 (S. 53) dargestellt.
Hierbei wird deutlich, dass es in dem Gemisch der 3 Stimme zu Kontrastverlusten und, was
wesentlich schwerer wiegt, zu sehr engliegenden und damit schwer differenzierbare Banden
kommt. Aus diesem Grunde und den zahlreichen gut differenzierbaren Banden wurde das
Bandenmuster von C. perfringens als Standard gewihlt, um zukiinftig die unterschiedlichen

Gelldufe miteinander vergleichen zu konnen.

5.9.2. TGGE-Bandenmuster (Fingerprints) der unterschiedlichen Klarschlamme

Anhand Abbildung 32 (S. 55) konnen stellvertretend Stirken und Schwichen der Methode
bzw. der Kontrollbanden diskutiert werden: Zum einen ist die Inter- und Intraassayvarianz
sehr gering. Die Abweichung der Kontroll-Bandenmuster betrug < 1 % iiber alle Gele
hinweg. Die Intrassayvarianz war ebenso gering. Bei Verzerrungen konnten die Banden durch
Extrapolationen (GelCompare II, Applied Math NV, Sint-Martens-Latem, Belgien) anhand
der Kontrollbanden entzerrt werden. Varianzverringernd wirkte zudem der &uBerst prizise
regulierte Thermogradient des TGGEs. Lediglich an den Randbereichen des Gels (siche
Abbildung 32: Standard, links) kam es zu erhdhten Temperaturen, was zum einen die
Schréiglage und zum anderen die kiirzere Laufstrecke deutlich zeigt. Die Schwiche der sonst
sehr unkomplizierten Kontrollbande lag vor allem darin, dass sie nur einen bestimmten
Gelbereich abdeckte und dementsprechend nur in diesem Bereich Verzerrungen des Gels
extrapoliert werden konnten. Geschickter wire es wohl gewesen, die beiden spit
schmelzenden Banden aus E.coli Nissle (schwach auf Abbildung 29 (S.53) erkennbar, kurz
vor der einzelstrangigen 16S-rDNS Bande [oberster Pfeil]) zusédtzlich mit in den Standard
aufzunehmen. Ggf. hitte man zudem mit Hilfe einer erneuten PCR die DNS-Konzentration
variieren und somit die Kontraststirke verbessern sollen. AuBerdem hétten mehr
Kontrollbanden pro Gel, z. B. jede 5. Tasche, zu einer noch préziseren Extrapolation fiihren
konnen. So scheinen in Abbildung 56, (S. 148) einige Stauchungs- und Streckungseffekte
vorzuliegen, die nur schlecht extrapoliert wurden, so dass die Banden recht undhnlich
erscheinen. Trotz dieser Schwichen, der Kontrollbandendichte und der Kontrollbanden an
sich, war die Ubereinstimmung der Banden in den iiberwiegenden Fillen sehr hoch, obgleich
nur eine Abweichung von 0,9 % als Toleranz der Dice-Analyse akzeptiert wurde. Bei einer
Verbesserung der Abdeckung (Migrationsspanne) der Kontrollbanden sowie der
Kontrollbandendichte hétte diese Toleranz vermutlich noch weiter verringert werden kénnen
bzw. giibe es hohere Ubereinstimmungen. Dass es wihrend der Fermentation zu einer starken

Verdnderung der kultivierbaren MO kam, machten bereits die bisherigen Ergebnisse deutlich.
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Daher wurde auch davon ausgegangen, dass die Floraverdnderung im Acrylamidgel
offensichtlich werden wiirde, was sich als korrekt herausstellte. Die Unterschiede vor und
nach der Fermentation waren erheblich. So dhnelten sich die Bandenmuster nach der
Fermentation stirker als zuvor, wie in Abbildung 30 und Abbildung 31 (S. 54) sowie im
Anhang in Abbildung 60 und Abbildung 61 (S. 149 f.) auch im Detail deutlich wird. Mit
dem relativ dhnlichen Cluster, welcher in Abbildung 62 (S. 151) griin umrandet ist, wird die
Frage nach einer sich einstellenden &hnlichen Fermentationsflora nicht ausreichend
beantwortet. Es ist zwar naheliegend, dass sich bei gleichen Zuschlagsstoffen sowie einigen
identischen physikalischen Umweltbedingungen (Sauerstoffgehalt, Temperatur etc.) dhnliche
MO-Floren ausbilden, jedoch beinhaltet der Cluster nur 6 von 10 fermentierten Schlammen.
Insofern bedarf es noch weiterer Untersuchungen, um dieser Fragestellung nachzugehen. Die
oben angesprochenen Verbesserungen des Standards und dessen Anordnung sowie die in
5.9.5 (S. 99) diskutierten alternativen Methoden sollten dabei beriicksichtigt werden. Bei der
Zusammenfassung aller Daten in Abbildung 62, (S. 151) wird zudem offensichtlich, dass
gerade die Bandenmuster mit nur einer oder zwei Banden die Ahnlichkeit stark beeinflussen,
was mit Sicherheit auch der Informationsarmut dieser Muster geschuldet ist. Dabei sind hier
wohl hauptséchlich die Matrix-, weniger die Verdiinnungseffekte als ursidchlich anzusehen. In
einer beispielhaften Untersuchung anhand einiger reiner Kldrschlimme konnten deutlich
feingliedrigere Bandenmuster ermittelt werden, wie Abbildung 63 (S. 152) zeigt.
Verdiinnungseffekte erscheinen auf Grund der hohen PCR-Zyklenzahl eher unerheblich, wie
auch noch nachfolgend diskutiert wird. Das Auftauchen zusétzlicher Banden durch andere
Zuschlagstoffe nebst des KS kann ebenso als dullerst unwahrscheinlich betrachtet werden, da
zumindest die Konzentration der kultivierbaren MO auf den Zuschlagstoffen um ca. 5 log;-
Stufen geringer war als die des KS. Heuer beschreibt eine Abnahme der Komplexitéit der
Bandenmuster, sofern wenige Spezies sehr abundant sind (219). In diesem Falle wiirden
kompetative Effekte wihrend der PCR eine spitere Auflosung auf dem Gradientengel
erschweren. Boon beschreibt zwar eine zumindest semiquantitative Darstellung der Template-
DNS durch die Bandenstirke im TGGE, stellt aber dariiber hinaus eine Maskierung der
weniger abundanten Spezies bei groBen Konzentrationsunterschieden der Templates fest (67).
Dies konnte eine mogliche Ursache sein, jedoch gaben die kulturell ermittelten Daten
keinerlei Hinweise darauf. Umso mehr scheinen Matrixeffekte in Betracht zu kommen. Zwar
ist auf Grund der Komplexitit der Matrizes und dem Versuchsaufbau keine Kldrung dieser
Effekte moglich, jedoch fullt eine Erkldrung auf einer hohen Konzentration von zweifach

geladenen Kationen wihrend der Template-DNS-Aufreinigung. Die Konzentration des
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kalkhaltigen und somit potentiell Schwarzerde begiinstigenden (404) Gesteinsmehls betrigt
8,02 % (m/m), was eine zusitzliche Mg”" bzw. Ca®" Konzentration von 0,31 % bzw. 0,69 %
bedeutet. Hartes Wasser erhoht zudem klarschlammspezifisch den Ionengehalt. Beide Ionen
sind in der Lage, DNasen vor einer Verdauung durch Proteinkinasen zu schiitzen (298, 465).
Somit bestiinde die Moglichkeit, dass vorhandene DNasen verstidrkt die Template-DNS
zerstoren. Zwar enthalten die DNS-Aufreinigungskits zuweilen Chelatoren wie EDTA, sodass
Ca’'und Mg”" chelatiert werden konnten, jedoch sind diese ab einer bestimmten
Konzentration gesittigt. Auch schaffen Wasserenthirter (Zeolithe) in den Kldrschlimmen ein
,Maskierungs“-Reservoir, was ebenfalls kliarschlammspezifisch ist. Unwahrscheinlicher
erscheinen methodische Fehler in der Farbung bzw. wihrend der TGGE, da benachbarte
Banden sowie Kontrollbanden gut sichtbar waren. Auch sind methodische Fehler wihrend der
PCR unwahrscheinlich, da eine bzw. zwei Banden mittels TGGE nachgewiesen werden
konnten und die vorhergehenden Agarose-Gel-Banden unauffillig waren. Gegebenenfalls
hétte eine hot-start PCR vorhandene DNAsen denaturieren konnnen und zu mehreren Banden
gefiihrt. Erwéhnenswert scheint zudem auch die theoretische, wenn auch unwahrscheinliche
Moglichkeit einer besonders hohen Konzentration der Template-DNS dieser nachgewiesenen
Banden durch eine inhomogene Verteilung in der Matrix, sodass alle anderen Banden
aufgrund der Abundanz eines bis zweier Templates nicht ausreichend in der PCR amplifiziert
wurden und somit nicht nachweisbar waren. Mit zunehmender Zyklenzahl nimmt somit die
Genauigkeit ab. Diese Mdglichkeit wurde in der Literatur mehrfach beschrieben, u. a. bei
Zhang und Briiggemann (77, 506). Briiggemann konnte zwischen 20 und 35 Zyklen
speziesabhingig die besten Kontraste ermitteln. Die Wahl fiel in dieser Arbeit auf 35 Zyklen,
da diese auch in der Literatur fiir Stuhlproben genutzt wurden (153, 342) und somit ebenso als
passend fiir Klidrschlimme gelten konnten. Auffillig ist zudem, dass 15 der 18 Banden mit
jeweils nur 1 bis 2 Banden von den Proben vor der Fermentation stammen. Dies konnte am
pH-Wert liegen, da z. B. die extrazellulire Nukleaseaktivitidt von S. aureus stark vom pH-
Wert abhéngig ist (111). Zudem konnten auch andere Proteasen die DNasen verdaut haben
sowie protektive Erdalkaliionen anderweitig gebunden worden sein. Dies alles bleibt jedoch

auf Grund der Komplexitét der Matrix reine Spekulation.

5.9.3. Detailvergleich der Bandenmuster von Matrix Spool

Um das Probenvolumen weiter zu reduzieren, wurde ein Klarschlamm gepoolt und als Matrix
Sroot  zusammengefasst. Von dieser ausgehend sollten nun unterschiedliche Banden
sequenziert werden. Die Schwichen des Standards wurden bereits zuvor diskutiert, jedoch

wird trotz der unterschiedlichen Kontraststirke entlang des Gels deutlich, wie wesentlich sich
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die Bandenmuster in BvF 1 — 3 durch das Verschwinden unterscheiden bzw. die BnF 1 — 4 an
Kontrast stark zunehmen. Zudem tauchten auch keine Banden spontan auf, was fiir eine
Vermehrung von vorher kaum detektierbaren DNS-Konzentrationen gesprochen hitte,
sondern es kam zu einem Wegfall von Banden und einer Verstirkung vorhandener. Dies lie3
sich so nicht aus den klassischen kulturellen Ergebnissen herauslesen. Zwar konnten bei den
qualitativen kulturellen Erhebungen auch Spezies vor der Fermentation nachgewiesen
werden, die mit der Fermentation verschwanden (z. B. Enterobakterien), und auch Spezies,
die die Fermentation iiberdauerten (z. B. Sporenbildner), jedoch keine Spezies, die in
nennenswerter Konzentration zu Beginn der Fermentation und in deutlich hoherer Menge
nach der Fermentation gefunden werden konnten. Mit Sicherheit lassen sich mit Hilfe der
klassischen PCR in Verbindung mit der TGGE keine quantitativen Aussagen treffen, jedoch
konnte es sich um eine tendenzielle Aussage handeln. Relativierend konnen auch
unterschiedliche Sequenzen einen &hnlichen Schmelzpunkt besitzen und somit zur
Uberlappungen von Banden fiihren, was als Kontrastverstirkung wahrgenommen werden
wiirde. Zudem stellte sich das Ausschneiden der Banden mitunter als sehr schwierig dar. So
konnte folgende Beobachtung gemacht werden: Wie in Abbildung 64 (S. 152) zu sehen,
konnte trotz vielfachen Ausschneidens keine Einzelbande von dem Kontrollbandenmuster
isoliert werden. Beim Ausschneiden von Bande 1 und 2 konnte zwar eine Abschwichung des
Kontrastes der Bande 5 und 7 und das Auftauchen von Bande ,,3,5 beobachtet werden,
jedoch wurde keine Einzelbande wie z. B. bei SekB1 produziert. Es konnten sich natiirlich bei
den unteren Banden noch Spuren der anderen Banden befinden, die bei einer weiteren PCR
erneut auftraten. Ein &hnliches Phdnomen trat jedoch auch bei Bande 7 auf. Obgleich dort alle
anderen Banden bis auf Bande 5 verschwanden, ist eine ,,Verunreinigung® der 7. Bande durch
andere Banden eher unwahrscheinlich. Interessanterweise erhielt man dasselbe Muster beim
Ausschneiden von Bande 5. Eine ,,Verunreinigung® durch Einzelstrang DNS wird ebenso
moglich sein, da diese in der gesamten Laufstrecke in Spuren vorhanden sein kann, dennoch
sollte die Aufkonzentrierung einer Einzelbande theoretisch moglich sein. Eine Erkldrung
konnte sein, dass es sich hierbei um zwei Cistrons handelt, die verschiedene
Sekundérstrukturen, s. g. Hairpins einnehmen. Ein Cistron wére demnach fiir Bande 7 und 5
verantwortlich gewesen, wohingegen die Banden 6, 4, 3, 2 und 1 vom zweiten Cistron
verursacht worden wiren. Mehrere GGE-Banden durch Cistrons sind bereits durch Niibel
beschrieben (343). Unterschiede in der Gel-Migration von Nukleinsduren, verursacht durch
Hairpins, wurden von Chadalavada (90) verdffentlicht. Unter anderem aufgrund dieser

zusitzlichen Banden, die zwar die Genauigkeit der Methode unterstreichen, jedoch die
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qualitative Populationsanalyse erschweren, wird in 5.9.5 (S. 99) auf Alternativen

eingegangen.

5.9.4. Sequenzierung ausgewahlter Banden.
Die Bandenbestimmung besal Vorversuchscharakter und sollte lediglich einen Ausblick
darauf erlauben, ob diese Methode sich fiir eine Analyse der nicht kultivierbaren Bakterien in

dieser Matrix anbietet.

Nach der Sequenzierung erwiesen sich mit der Analyse durch Chromas (Technelysium Pty
Ltd., South Brisbane, Australia) lediglich 5 der 7 Sequenzen als auswertbar. Die weiteren 2
Sequenzen variierten dabei so stark, dass eine weitere Auftrennung dieser mutmallich
iiberlappenden Banden notwendig erscheint. Dies konnte zukiinftig mittels einer feineren
Temperaturgadientenabstufung im entsprechenden Bereich gelingen oder mittels Klonierung

durch Vektoren.

Bei dem Vergleich der isolierten DNS aus den Kontrollbanden konnten drei unterschiedliche
Basenpaare ermittelt werden, wie in Abbildung 65 (S. 121)zu sehen ist, was ein Indiz fiir ein
Cistron sein konnte. Analysen, inwieweit sich diese Unterschiede auf die Sekundirstruktur
auswirken, konnten mit Oilgo Calc (258) vorgenommen werden. Jedoch miissten dafiir
verldssliche Daten filir das gesamte Fragment vorliegen, was im Rahmen der Versuche mit
dem Stichprobencharakter nicht weiter verfolgt wurde. Die Fragmentlénge reicht zwar bei >
350 BP fiir eine verlédssliche Speziesidentifikation, jedoch nimmt die Verlésslichkeit mit
zunehmender Kiirze der Fragmente ab (vgl. BvF1 bzw. BnF4, Tabelle 4, (S. 56) (325, 507)).
Trotz alledem ist der Aussagewert der Sequenzierung als gering einzuschitzen, da die
Datenbankeintrige nur wenig verwertbare FErgebnisse lieferten. Somit gelang eine
Speziesidentifikation lediglich bei den Kontrollbanden, was zwar das Funktionieren der
Methodik bestétigt, jedoch keinen Aufschluss iiber sich etablierenden Spezies ermdglicht. Die
Information dariiber, dass es sich bei den Spezies um nicht kultivierte Umwelt-Spezies
handelt, bestédrkt jedoch die Hypothese, dass nicht kultivierbare Spezies eine wichtige Rolle
spielen konnten, soweit ihre Abundanz mit dem Vorhandensein ihrer Banden korreliert (506).
Bei der Betrachtung der in der Datenbank néchstgenannten taxonomischen Einheiten
tiberrascht, dass, sofern man lediglich eine Sequenz vor und nach der Fermentation als
Anbhaltspunkt in Betracht ziehen will, die Ordnung der Clostridiales eine nicht unerhebliche
Rolle spielt. Auch Lachnospiraceae antagonisieren mitunter pathogene Erreger, wie von
Reeves festgestellt werden konnte (381). Der Fund von Lachnospiraceae mag ob der

anaeroben Fermentationsbedingungen nicht verwundern, jedoch widerspricht dies unter den
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eben genannten Einschriankungen der Einzelwerte den kulturell ermittelten Spezies. Heuer
betont jedoch in seiner Arbeit, dass die abundanten Spezies nicht automatisch die
ausschlaggebenden eines Okosystems sein miissen und Boon weist auf Maskierungseffekte

von abundanten Spezies gegeniiber weniger dominanten hin (67, 218).

Auf Grund der scheinbar widerspriichlichen Ergebnisse der kulturellen und genetischen
Versuche wurden die Sequenzen des Primerpaares mit allen Sequenzen verglichen, die in der
Datenbank des ribosomalen Databankprojektes RDP hinterlegten sind (99). (Suchmodus:
,Probe Match®, [Parameter: Strain: Both, Source: Both, Size: Both; Quality: Good] Stand:
28.08.2014)

Tabelle S: Datenbankeintrige mit gleichen oder sehr &hnlichen Sequenzen des

Universalprimerpaares
0 BP 1BP 2 BP
Toleranz Toleranz Toleranz
Taxonomische Einheit Da?enlia nk- Treffer | in% | Treffer | in % | Treffer | in %
eintrage
Lactobacillales 175844 4172 2,37 37876 | 21,54 | 43594 | 24,79
Lactobacillaceae 38839 19 0,05 12823 | 33,02 | 14448 | 37,20
Lactobacillus 37392 19 0,05 12270 | 32,81 | 13877 | 37,11
Pediococcus 1035 0 0,00 468 4522 485 46,86
Clostridiales 256406 42074 | 16,41 | 86063 | 33,57 | 98886 | 38,57
Lachnospiraceae 120127 30516 | 25,40 | 41324 | 34,40 | 46959 | 39,09

Anhand des Datenbankabgleiches, der in

Tabelle S5 dargestellt ist, konnte festgestellt werden, dass der Primer eine bessere
Ubereinstimmung mit den einzelnen, molekularbiologisch nachgewiesenen Spezies aufweist
als mit den kulturell ermittelten. Daraus konnte eine geringere Affinitdt der Primer zu der
Ziel-DNS der Lactobacillales, insbesondere der Spezies Lactobacillus und Pediococcus, im
Vergleich zu den Clostridiales und Lachnospiraceae interpretiert werden, jedoch lésst dies die
Datenlage nicht sicher zu. Dass eine ungleichméafige Affinitét eines Universalprimers zu einer
ungleichméfigen und somit weniger repriasentativen Speziesaufschliisselung fiihren kann,
stellten auch von Wintzingerode sowie Watanabe dar (488, 495). Die Mitfiihrung eines

Standard-Primers fiir die jeweiligen ermittelten taxonomischen Gruppen erscheint bei
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zukiinftigen Untersuchungen als sinnvoll, um auch deren potentielle Relevanz zumindest

semiquantitativ darstellen zu kénnen (67, 330).

5.9.5. Alternative molekularbiologische Methoden

Die Methoden der Kultivierung haben fiir die Darmflora eine Speziesabdeckung von 20 —
40 % (444) und damit im Vergleich zu anderen Habitaten wie Meereswasser oder Erdboden
(27) eine relativ hohe Aussagekraft. Dennoch kann der grofite Teil der MO lediglich mit
molekularbiologischen Methoden erfasst werden und macht es erforderlich, bei zukiinftigen

Untersuchungen dies zu vertiefen.

In diesen Untersuchungen sollten weitere Primer verwendet werden, die die Gattungen
Pediococcus sowie Lactobacillus spezifischer erfassen. In Kombination mit einer Realtime-
PCR konnten im Anschluss an TGGE und/oder Metagenomanalyse auch quantitative
Aussagen zu ggf. nicht kultivierbaren MO moglich sein. Zudem konnten die immer giinstiger
werdende Metagenomanalyse und ,,next generation sequencing“-Technologie effektivere
Communityanalysen ermdglichen (352, 443). Der entscheidende Nachteil bei der Arbeit mit
Nukleinsduren liegt jedoch in der Bewertung der Hygienisierungsleistung, da der Nachweis
von DNS allein keine Aussage tiber das infektiose Potential ermdglicht. So erscheint bei einer
Zugabe von pathogenen Bakterien mit einer Konzentration von 8 log;o KbE/g ein Nachweis
derer DNS auch nach 3-tdgiger Fermentation als wahrscheinlich, obgleich keine
anzuchtfahigen Erreger nachgewiesen werden konnten. Die Fluoreszenz-In-Situ-
Hybridisierung (FISH) mag dahingehend eine Alternative darstellen (27), jedoch liegt die
Nachweisgrenze mit 4 bis 5 log;o KbE/g relativ hoch, und auf Grund der tonmineralischen

Anteile der Matrix ist die Sonden-Farbstoff-Auswahl eingeschrinkt (261, 406).
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6. Fazit

Die Inaktivierung von unversporten pathogenen Bakterien mittels der hier vorgestellten
milchsauren Fermentation konnte nachgewiesen werden. Sie ist beim Vergleich mit der
entsprechenden Literatur zudem deutlich effektiver als die beiden anderen derzeitigen
Abfallbehandlungsmethoden (Kompostierung, Biogasgewinnung). Im Hinblick auf die von
Scheinemann getestete Fermentation bei 27°C (406) sowie die traditionelle Herstellung von
milchsauer vergorenen Lebens- sowie Futtermitteln scheint eine Inaktivierung bei
Temperaturen unter Feldbedingungen als sehr wahrscheinlich. Eine Inaktivierung von Viren
kann anhand der Datenlage als tendenziell moglich, jedoch nicht gesichert angesehen werden.
Die Inaktivierung von Parasiten-Dauerstadien scheint unter Feldbedingungen
unwahrscheinlich. Folglich ist diese Methode vorerst nur fiir die Unterbrechung von
Infektionszyklen bakteriellen und viralen Ursprungs interessant. Zudem ist der technische
Aufwand der Fermentation im Vergleich zur professionellen Kompostierung bzw. der
Installation und dem Betrieb einer Biogasanlage z. T. deutlich geringer. So wére theoretisch
jeder Landwirt, der Silage selbst herstellt, auch in der Lage, seine fikalen Abfille zu
fermentieren. Ein Kompostwender, der fiir eine sachgerechte Kompostierung notwendig ist,
bzw. eine Biogasanlage miissten weder beschafft noch installiert und betrieben werden.
Ebenso ist der Masseverlust gegeniiber der Kompostierung sehr viel geringer und die

potenzielle Diingewirkung mutmaBlich hoher.

6.1. Zukiinftige Forschung und Verbesserungen des Verfahrens

Als Nebenbefund konnte eine thermische Inaktivierung der Parasitendauerstadien bei 37°C
festgestellt werden - eine Temperatur, die im Vergleich zu Pasteurisationstemperatur unter
méfBigem technischen Aufwand erreichbar ist (Sonneneinstrahlung auf schwarze Behilter,
Wiérmepumpen etc.). Insofern scheint eine bakterielle Hygienisierung bei gleichzeitiger
Konservierung und einem anschlieBendem Erwédrmen auf z. B. 45°C als realisierbar. Die
sofortige Erwdrmung auf 45°C bei Umgehung der milchsauren Fermentation wiirde

vermutlich zu einer methanogenen Fermentation fiihren.
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8. Anhang

8.1. Matrizes

Tabelle 6: Inhaltsangaben der genutzten Matrizes 1 bis 11

Anhang

Nr. Kiirzel Zusammensetzung Kurzbeschreibung
1 K 500 g Rindergiille Ausgangsmatrix auf
Rindergiillebasis
94 g Weizenkleie, 38,5 g Holzkohle, 12 ¢
Sdgespane, 61 g Bentonit, und 61,5 g
Basaltgesteinsmehl
2 S 500 g Filterkuchen von jeweils 10 Schlimmen | Ausgangsmatrix auf
verschiedener Kleinkldranlagen Klarschlammbasis
94 g Weizenkleie, 38,5 g Holzkohle, 12 ¢
Sagespane, 61 g Bentonit, and 61,5 ¢
Basaltgesteinsmehl
3 KEM 384 g von Matrix K Rindergiillematrix mit zusétzlichen
Lactobacillaceae
125 ml EM = Effektive Mikroorganismen*
4 K(EM), 384 g von Matrix K Kontrolle zu Matrix KEM, um den
. Einfluss der zusitzlichen
125 ml autoklavierte EM Lactobacillaceae zu testen
5 (KEM), Matrix KEM autoklaviert Kontrolle zu Matrix KEM, um den
Einfluss der Gesamtflora zu testen
6 (K(EM),), | Matrix K(EM), autoklaviert Kontrolle zu Matrix K(EM),, um den
Einfluss der Gesamtflora zu testen
7 Spool Matrix S, gepoolter Filterkuchen von 5 Anlagen gepoolte Probe aus Matrix S, um die
Probenzahl zu reduzieren
8 (Spool)a Matrix Spoe autoklaviert Vergleichsmatrix zu Matrix Spy,, Um
den Einfluss der Gesamtflora zu
testen
9 Spoo-Wk Matrix S ohne Weizenkleie Ausgangsmatrix Spools auf
Kldrschlammbasis ohne Weizenkleie
zum Test deren Einflusses
10 Spool- Matrix Spoe ohne Weizenkleie jedoch mit 36 g | Ausgangsmatrix Spy,, Weizenkleie
Wk+Sp zusétzlichen Sigespédnen wurde mit Sédgespdnen substituiert
(v/v), um eine vergleichbare
Trockensubstanz zu erhalten.
11 Fi+Wk 500 g Fikalien plus 190g Weizenkleie Substitution aller Zusdtze durch

Weizenkleie
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Chemische Feststoffanalyse
der Basalt und Diabas Gesteinsmehle der NHW

. Nesselgrund  Seifersdorf oss03 Oelberg

Produktionsstandort 98593 Schnellbach GroBschirma 37235
Hessisch-Lichtenau

Gesteinsart Diabas Diabas Basalt
Hauptelemente Ma. %
SiO2  Silicium 49,77 37,10 40,38
Alb03  Tonerde 13,89 11,90 12,00
CaO Calcium 7,10 17,20 12,10
MgO Magnesium 4.44 4,20 6,35
Fe2O4 Eisen 16,13 12,90 17:52
NayO Natrium 3,47 2,14 2,83
P205 Phosphor 1,08 0,08 3,20
MnO  Mangan 0,26 0,30 0,20
K20  Kalium 1,74 0,90 2,80
S0O3;  Schwefel 0,15 0,10 0,00
TiO>  Titan 1,95 2,30 2,73

Durchschnittliche Korngréfe: 95% kleiner 0,09 mm

Allgemeine Baustoff-Handels-Contor GmbH Thomas Hérmer

Abbildung 34: Zusammensetzung des Gesteinsmehls
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Molekularbiologie: Protokolle, Puffer, Losungen - Anhang

8.1.  Molekularbiologie: Protokolle, Puffer, Losungen

Tabelle 7: Reaktionsansatz fiir die PCR

Mastermi
X,
Reagenzien
einfach
Menge in
ul
Forward Primer U968-GC-f (30 pmol/ul TIB MolBiol, Berlin, Deutschland) 0,75
Reverse Primer L1401-r (30 pmol/ul TIB MolBiol) 0,75
NHs-Puffer (10x, Invitek, STRATEC, Berlin, Deutschland) 5
MgCl,-Puffer (50 mM, Invitek) 5
BSA(0,5 mg/ml Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) - Aqua dest. 36,5
dNTPs (10 mM/ml) 0,75
Tag-Polymerase (5 U/ul, Invitek) 0,75
Gesamt 49,5
Template rDNS 2,5
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Tabelle 8: PCR-Protokoll (153, 342)

Anzahl Schritt Temperatur Zeit
Ix Denaturierung 94°C 5 min
Denaturierung 94°C 30s
35x Anlagerung 56°C 20s
Verldngerung 68°C 40 s
Ix Verldngerung 68°C 7 min
Ix Pause 15°C bis Entnahme

Tabelle 9: Zusammensetzung der Stopplosung

Reagenzien Menge
Glyzerin (Roth) 5 ml 98 %ig
Bromphenolblau (Roth) 15 mg
EDTA pH 8 (Roth) 2ml0,5M
1 M TrisHCL pH 8 (Serva, Heidelberg, Deutschland) 0,1 ml

Tabelle 10: Zusammensetzung der 10-fach konzentrierten Stammldsung, TBE-Puffer

Reagenzien Menge
TRIS Base (Roth) 108 g
Borséure (Roth) 55¢g
EDTA (Roth) T4g
mit Aqge auffiillen auf 11
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Tabelle 11: Silberfarbeprotokoll (54), modifiziert nach (407)

Schritt Zeit wissrige Losung
Fixierung 30 min 500 ml 10 %ig Eisessig (Roth)
30 % EtOH
Sensitivierung 2x 30 min 500 ml 30 %ig EtOH
Waschen 30 sec  Gel  abspiilen | frisches Aqgest
(Spritzflasche)
dann 5x10 min Wasserbad
Silberbindung 30 min 500 ml Aqest 0,8 g AgNO; (VEB
Feinchemie Sebnitz, Sebnitz,
Deutschland)
500 pl Formaldehyd (37% Roth)
Waschen 10 s Gel abspiilen frisches Aqgest
30 s Wasserbad
10 s Gel abspiilen
Entwicklung Bis zum Erscheinen der | Losung 1: 2 g Na;S,03; (Merck) in 10ml
Banden. Lésung 2 auf 45°C | AQdest
erhitzt )
Losung 2: 12g Na,CO;3 (Merck) in 500
ml Aqdest
500 pl von Losung 1 in 2 geben
sowie 500 pl Formaldehyd(37%)
Entwicklungsstopp | 30 min Lésung auf 45°C | 7,3 g EDTA (Natriumsalz, Roth) und

erhitzt

10 g Glyzin in 500 ml Aqgest
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Tabelle 12: Gelzusammensetzung (54) modifiziert nach (407)

Stoff (Endkonzentration) Stammlosung Menge
Acrylamid (6 %ig, Fluka) 40 % (0,4 % Bisacrylamid, Roth)* 7,5 ml
Harnstoff (8 M, Fluka) Feststoff 24 ¢
TAE-Puffer (1 fach) 10-fache Stammlosung 5ml
Glycerol (2 %ig, Roth) 40 % 2,5 ml
Formamid (20 %, Roth) ~100 % 10 ml
mit Aqgest auffiillen auf 50 ml

* urspriingliches Verhiltnis 37,5:1

8.2. Konzentrationen pathogener Animpfkulturen

Tabelle 13: Stimme und Animpfkonzentrationen fiir 3.2.6

Mix (* = ausfpzrzlftiets)io tika- Konzentration Herkunft
resistenz selektierte MO) in logio KbE/g
Salmonella Anatum* 6,78 Lab Nr. 12602/2
Mix 1 Listeria monocytogenes* 6,88 Lab Nr. 12602/5
E. coli O:157* 6,89 Lab Nr. 12602/3
Clostridium perfringens 6,74 Wildstamm
Salmonella Senftenberg 7,82 DSMZ Nr. 10062
Mix 2 Staphylococcus aureus * 6,96 Lab Nr. 12602/4
Clostridium sporogenes 7,39 ATCC3584
Salmonella Senftenberg 7,52 DSMZ Nr. 10062
Listeria monocytogenes * 6,71 Lab Nr. 12602/5
Mix 3 Staphylococcus aureus * 6,66 Lab Nr. 12602/4
E.coli O:157 * 6,71 Lab Nr. 12602/3
Clostridium perfringens 6,56 Wildstamm
Clostridium sporogenes 7,09 ATCC3584

108



Konzentrationen fliichtiger Fettsduren (VFAs) — Anhang R

8.3. Konzentrationen fliichtiger Fettsduren (VFAs)

Tabelle 14: Milchsdure- und Géarsdurenkonzentrationen

n_
Buttersiure
(Roth)
Essigsdure | Milchsidure | Propionsidure | Siduregemisch Kontrolle
. (Roth) (Roth) (Merck) (VFA) (NB1)
l-
Buttersaure
(Alfa Aesar®)
0,12 % (Alle Séi}lren in
0,46 % 1% 0.1 % den links (“ohne
angegebenen Sauren)
0,01 % Konzentrationen)

*(USA, WardHill, MA)

Tabelle 15: Umrechnung von Tabelle 3 in mmol, Mittelwerte der Milch- und

Girsdurenanalytik in Matrix 7 im Verlauf der Zeit

Einheit: mmol Oh 20h 47 h, 15 min 88h
Essigsidure 14,32 63,66 69,44 76,65
Propionséiure 17,82 15,12 14,62 13,94
i-Buttersiure 0,81 0,76 0,75 0,73
n-Buttersiure 1,19 14,19 13,47 13,31
i-Valeriansiure 0,89 0,81 0,81 0,76
n-Valeriansiure 0,71 0,72 0,67 0,63
n-Capronsiure <043 <043 <043 <043
Milchséure 54,40 109,16 135,07 138,40
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8.4. Naihrboden

CATC-Agar (Basis)
(Citrat-Azid-Tween-Carbonat-Agar)
TN1273 500g

Néhrbdden - Anhang

IFl

Zweckbestimmung und Anwendungsgebiet

Zur Isolierung von Enterokokken aus Lebensmitteln.

Form

Pulver

Farbe
Beige

Lagerung

Trocken, verschlossen, bei 10...25 °C.

Haltbarkeit
3 Jahre

Zubereitung

54,5 g in 1 Liter Aqua dest. suspendieren und 1 ml
Tween 80 pro Liter Nahrboden zufiigen. Vorsichtig
unter Rihren bis zum vollstdndigen Losen erhitzen
und sofort rasch abkihlen. Nicht autoklavieren! Gut
mischen und Platten gielen.

Typische Zusammensetzung in g pro 1 Liter
Nahrmedium

Caseinpepton 16,0
Hefeextrakt 5,0
Kaliumdihydrogenphosphat 5,0
Natriumcitrat 15,0
Natriumcarbonat 2,0
2.,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid {TTC) 0.1
Natriumazid 0.4
Agar 12,0
Gesamtmenge 54,5
pH-Wert

des fertigen Mediums bei 25 °C: 7,0 £ 0,2

Mikrobiologische Qualitatskontrolle

CATC-Agar (Basis) (Citrat-Azid-Tween-Carbonat-Agar) wird aerob 22-48 Stunden bei 36 = 1 °C inkubiert.

Teststamm ATCC-Nr. KBE/Platte
Enterococcus faecalis 19433 10-100
Enterococcus faecalis 29212 10-100
Enterococcus faecalis 49542 10-100
Enterococcus hirae 8043 10-100
Enterococcus faecium 27270 10-100
Enterococcus faecium 35667 10-100
Enterococcus faecium 6569 10-100
Staphylococcus aureus 25923 ca. 1000
Escherichia coli 26922 ca. 1000

Lactobacillus lactis Laborstamm ca. 1000

Wachstum, Koloniemorphologie

gutes Wachstum, mittelgrosse rote Kolonien

gutes Wachstum, mittelgrosse rote Kolonien

gutes Wachstum, mittelgrosse rote Kolonien
teilweise gehermmtes Wachstum, kleine, rosa bis rote
Kolonien

teilweise gehemmtes Wachstum, kleine farblose bis
rosa Kolonien mit rotem Zentrum

teilweise gehemmtes Wachstum, kleine farblose bis
rosa Kolonien mit rotem Zentrum

teilweise gehemmtes Wachstum, kleine farblose bis
rosa Kolonien mit rotem Zentrum

kein Wachstum
kein Wachstum

kein Wachstum

Harsteller: SIFIN Institut fir Immunpréparate und Nahrmedien GmbH Berlin - Berliner Allee 317-321 + 13088 Berlin -
Deutschland - Fon +49-30-92 70 30-0 - Fax +49-30-92 70 30-30 - info@sifin.de - www.sifin.de

Abbildung 35: Datenblatt CATC-Agar
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Néhrboden - Anhang

PRODUKT SPEZIFIKATION Ce

Artikel-Bezeichnung | Columbia Agar mit Schafblut "-Y$

Artikel-Nummer PB5039A
Produktaufmachung  Fertigplatte Typische Zusammensetzung gl
Lagenng ezt Spezialpepton 23,0
Flllgewicht 17g+5% Starke 1,0
? : Natriumchlorid 50
Abpackung 10 Platten verpackt in Folie Agar 10.0
pH 73402 Defibriniertes Schafblut 50,0 ml
Farbe Verkehrsrot, opak
Haltbarkeit 8 Wochen
Verwendungszweck  Hochwertiges, universelles Medium
zum Wachstum anspruchsvoller Keime
mit deutlich ausgepragten Hamolyse-
formen.
Nur fir den Laborgebrauch bestimmt
und von  erfahrenem Personal
einzusetzen.
Anwendung Abhangig  von unterschiedlichen
Untersuchungsmethoden.
Zur Information siehe Oxoid [CM331.
Qualitatskontrolle
1. Pritfung der allgemeinen Produktmerkmale
Etikettierung und Schalendruck
2. Sterilitatskontrolle
=72h bei 25 + 1°C, aerob
>72h bei 36 + 1°C, aerob
3. Biologische Priifung
Inokulum fir Produktivitat: 10 - 100 KBE
Inokulum fir Spezifitat: <10 000 KBE
Inkubationsbedingungen: 18 — 24 h bei 36 + 1°C, aerab
Kontrollstamm Wachstum
Streptococcus pyogenes ATCC® 12344 1 — 2 mm, heligraue Kolonien mit B-Hamolyse.
Staphylococcus aureus ATCC" 25023 Gutes Wachstum, weille Kolonien.
Staphylococecus aureus ATCC® 6538 Gutes Wachstum, gelbe glanzende Kolonien mit Hamolyse.
Streptococcus pneumoniae ATCC® 6305 Gutes Wachstum, dunkelgraue Kolonien mit a-Hémolyse.
Pseudomonas aeruginosa ATCC" 9027 Gutes Wachstum, graue glanzende Kolonien.
Escherichia coli ATCC® 8739 Gutes Wachstum, dunkelgraue Kolonien.
ATCC" is a registered trademark of American Type Culture Collection.
27.01.09 PB5039Adev07

[ T PR Y | Bmm U bl & P AS AR VAT aaal

Abbildung 36: Datenblatt Columbia Agar
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Néhrboden - Anhang

Nihrboden

DRCM-Bouillon
(Differential Reinforced Clostridial Medium)

Art.-Nr. CM 927

Zum Nachweis Sulfit-reduzierender, sporenbildender
Anaerobier (Clostridien) nach DIN 38411 (DEV)' und
dem § 35 LMBG? sowie zur Koloniezahlbestimmung
nach der MPN-Methode.

Typische Zusammensetzung  (
Pepton 10,0
Fleischextrakt 'Lab-Lemco’ 10,0
Hefeextrakt 1,5
Starke 1,0
Glucose 1,0
L-Cystein 0,5
Matriumacetat 5,0
Natriumdisulfit 0,4
Eisen(lil)-ammoniumcitrat 0,7
Resazurin 0,002
pH 7.1+ 0,1

Zubereitung
30,1 g DRCM-Bouillon in 1 | Aqua dest. I6sen und in
Rahrchen abfiillen. 15 Minuten bei 121°C autoklavieren.

Beschreibung

DRCM-Bouillon wurde von Freame und Fitzpatrick® sowie
von Gibbs* zur Isolierung und Koloniezahlbestimmung
von Clostridien eingesetzt. Das Institut fir Lebensmittel-
technologie und Verpackung der Fraunhofer-Gesellschaft®
empfiehlt den Nahrboden zur Untersuchung von Ver-
packungsmaterialien. Die DRCM-Bouillon ist als Weiter-
entwicklun; nach Hirsch und Grinsted® sowie nach Gibbs
und Hirsch” aus dem Clostridien-Nihrboden {(RCM) her-
vorgegangen.

Im Gegensatz zum Clostridien-Agar bzw. -Ndhrboden,
halbfest (RCM) sind Clostridien in der DRCM-Bouillon
anhand einer Schwarzfarbung direkt feststellbar. Clostri-
dien reduzieren das in der Bouillon enthaltene Sulfit zu Sul-
fid, das als Eisensulfid den Nihrboden schwarz farbt. Da
auch andere Bakterien Sulfid bilden kéinnen, sollte das
Untersuchungsmaterial entsprechend vorbehandelt (z.B.
pasteurisiert) werden, so daB vegetative Formen abgetd-
tet werden. Danach wird der Nachweis anaerober Spo-
renbildner durchgefiihrt. Der Redoxindikator Resazurin
dient zur Kontrolle der Anaerobiose.

Gibbs und Freame® konnten durch den Zusatz von Poly-
myxin B (70 1E/ml) zur DRCM-Bouillon das Wachstum
der meisten Nicht-Sporenbildner verhindern.

@ OXOID Handbuch 125

Abbildung 37: Datenblatt DRCM Bouillon
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Néhrboden - Anhang

PRODUKT SPEZIFIKATION ce
Artikel-Bezeichnung |M.R.S. Agar
Artikel-Nummer POS5047A
Produktaufmachung  Fertigplatte Typische Zusammensetzung gl
Lagerung 6-12°C Pepton 10.0
Fullgewicht 179g+5% Fleischextrakt 'Lab-Lemco’ 8.0
Abpackung 10 Platten verpackt in Folie glejecgg'gakt ;bDU
pH 57+02 Sorbitolmonooleat 1,0 mi
: Dikaliumhydrogenphosphat 2.0
Farbe Elfenbeinfarben, transparent Natriumacetat 5.0
Haltbarkeit 26 Wochen Triammoniumcitrat 20
: - . Magnesiumsulfat 0,2
Verwendungszweck  Ein Nahrboden zur Anzucht, Isolierung Mﬁgan (Il) - sulfat 0.05
und Koloniezahlbestimmung von Lacto- Agar 1EJ 0
bazillen. :
Nur flr den Laborgebrauch bestimmt
und wvon  erfahrenem  Personal
einzusetzen.
Anwendung Abhangig von unterschiedlichen
Untersuchungsmethoden.

Zur Information siehe Oxoid _

Qualitatskontrolle

1. Prifung der allgemeinen Produktmerkmale
Etikettierung und Schalendruck

2. Sterilitatskontrolle
=72hbei 25 + 1°C, aerob
>72hbei 36 £ 1°C, aerob

3. Biologische Priifung
Inokulum fiir Produktivitat:
Inckulum fiir Selektivitat:

10 - 100 KBE
10*- 10° KBE

Inkubationsbedingungen: 72 h bei 30 + 1°C, aerob

Kentrollstamm

Wachstum

Lactobacillus sakei ATCC 15521
Lactococcus factis ATCC 19435
Pediococcus pentosaceus ATCC 33316
Escherichia coli ATCC 25922

Bacillus cereus ATCC 11778
Staphylococcus aureus ATCC 25923

0.5 - 2 mm, weil} gldnzende Kolonien.

1 =3 mm, cremefarben gldnzende Kolonien.
0.5 -2 mm, weils glanzende Kolonien.

Kein Wachstum.

Kein Wachstum.

Inhibiertes bis kein Wachstum.

Getestet gemal CEN ISO/TS 11133-2.

23.05.07

PS-PO5S04T Adev0s

OXO0ID GmbH - Am Lippeglacis 4-8 - D-46483 Wesel

Abbildung 38: Datenblatt M.R.S. Agar
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Néhrboden - Anhang

PRODUKT SPEZIFIKATION

g3

Artikel-Bezeichnung

Sabouraud Glucose Selektivagar mit Chloramphenicol

Artikel-Nummer

POS070A

Produktaufmachung
Lagerung
Fillgewicht
Abpackung

pH

Farbe

Haltbarkeit
Verwendungszweck

Anwendung

Qualitdtskontrolle

Fertigplatte Typische Zusammensetzung g/l
a=r @

SR Mykologisches Pepton 10,0

17g+5% Glucose 40,0
. ; Chloramphenicol 0.1

10 Platten verpackt in Folie Agar 20.0

56+0,2

Elfenbein, transparent

26 Wochen

Ein Medium zur Isolierung von Pilzen.
Nur fir den Laborgebrauch bestimmt

und  von  erfahrenem Personal
einzusetzen.

Abhangig von unterschiedlichen
Untersuchungsmethoden.

Fur Informationen siehe Oxoid CM41]

1. Priifung der allgemeinen Produktmerkmale
Etikettierung und Schalendruck

2. Sterilitdtskontrolle

=72h bei 25 + 1°C, aerob
>72h bei 36 + 1°C, aerob

3. Biologische Priifung
Inokulum fir Produktivitat:
Inokulum fir Selektivitat:

10— 100 KBE
10" — 10° KBE

Inkubationsbedingungen:
Bis zu 5 Tagen bei 20-25°C, aerob

Kontrollstamm

Wachstum

Candida albicans ATCC 10231
Escherichia coli ATCC 8739
Aspergillus niger ATCC 16404

2 — 3 mm, weiflte Kolonien.
Komplette Hemmung (<10 Kolonien).
10 — 20 mm, weiltes Myzel, schwarze Sporen.

In Ubereinstimmung mit der Européischen Pharmacopoeia, 4. Ausgabe 2002 und der US Pharmacopoeia 25 NF
20, 2002 getestet. Gepriift wird auf deutlich sichtbares Wachstum in parallelen Tests.

13.06.07

PS-PO5070Adev06

OXO0ID GmbH - Am Lippeglacis 4-8 - D-45483 Wesel

Abbildung 39: Datenblatt Sabouraud Agar
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Néhrboden - Anhang

W asserblau-Metachromgelb-Agar nach Gassner,

modifiziert
TN1194 500g
TN1195 kg

Zweckbestimmung und Anwendungsgebiet Zubereitung
Zum Nachweis und zur Isolierung von 47,7 g in 1 Liter Aqua dest. suspendieren und bis
Enterobacteriaceae aus Lebensmitteln (besonders zum vollstandigen Losen aufkochen. Gut mischen
Fleisch) und anderen Untersuchungsmaterialien. und Platten gielien.
Form Typische Zusammensetzung in g pro 1 Liter
Pulvsr Néhrmedium
Fleischpepton 4,4
Farbe Caseinpepton 4,4
) Hefeextrakt 2,7
Grin Lactose 10,0
Saccharose 10,0
Lagerung Natriumchlorid 5,0
Trocken, verschlossen, bei 10...25 °C, Metachromgelb 0,8
Wasserblau 0.4
. Agar 10,0
Haltbarkeit '
PRI Gesamtmenge 47,7
5 Jahre
pH-Wert

des fertigen Mediums bei 25 °C: 7,0 = 0,2

Mikrobiologische Qualitatskontrolle
Wasserblau-Metachromgelb-Agar nach Gassner, mod. wird aerob 18-22 Stunden bei 36 £ 1 °C inkubiert.

Teststamm ATCC- KBE je Wiederfindung Test  Koloniemorphologie
Mr. Platte zu Inokulum-
Kontrolle

Escherichia coli 25922 10-100 >50% blau mit blavem Hof
Escherichia coli 10536 10-100 >50% blau mit blavem Hof
Escherichia coli 8739 10-100 >50% blau mit blavem Hof
Enterobacter cloacae 13047 10-100 >50% blau mit blavem Hof
Salmonella Typhimurium 14028 10-100 =50% gelb mit gelbem Hof
Proteus mirabilis 29906 10-100 =50% gelb mit gelbem Hof, schwarmend
Shigella flexneri 29929 10-100 >50% gelb mit gelbem Hof
Enterococcus faecalis 29212 100-1000 <0,1% entfallt
Staphylococcus aureus 25923 100-1000 <0,1% entfallt

Hersteller: SIFIN Institut fir Immunpréaparate und Nahrmedien GmbH Berlin - Berliner Allee 317-321 - 132088 Berlin -
Deutschland - Fon +49-30-92 70 30-0 - Fax +49-30-92 70 30-30 - info@sifin.de - www.sifin.de

Abbildung 40: Datenblatt Gassner Agar
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Tabelle 16: Mykobakterien-Agar (pro 1)

Quantitative Daten, Matrix S - Anhang

Néhragar 1 (Sifin) 35¢g
Schafblut (Oxoid) 5-10 %ig
Glukose (Sifin) S5¢g
Glycerol (Roth) 20g
Polymyxin B (Fluka) 100 mg
Amphotericin B (Roth) S5 mg
Carbenicillin (Roth) 25 mg
Trimethoprim (Fluka) 2,5 mg
Schréiggedruckt in Anlehnung an MB REDOX (heipha Dr. Miiller GmbH, Eppelheim,
Deutschland)
8.5. Quantitative Daten, Matrix S
Schlamm
1 10 2 3 4 5 6 7 8 9
9,00
8,00
7,00
o ﬁ H 0 : 9 0
5 q 0 § 9 g
bg 6,00 : 7 ﬂ g
(=11]
; | |
5,00~ 0 u o G i
|
3,00
233 253 ES3 B33 #33 #353 #3533 923 £33 £33
“§E "8 8§ T8 "9 C8Y Ce8 88 Ceg tee
Zeit

Abbildung 41: Mediane der aecroben Gesamtkeimzahl der verschiedenen Klarschlamme 1 bis
10 (Matrix S) im Verlauf der 7-tdgigen Fermentation
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Quantitative Daten, Matrix S - Anhang

Schlamm

9,00
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Abbildung 42: Mediane der anaeroben Gesamtkeimzahl der verschiedenen Klirschlamme 1
bis 10 (Matrix S) im Verlauf der 7-tdgigen Fermentation

117




Quantitative Daten, Matrix S - Anhang

Schlamm
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Abbildung 43: Mediane der Gram-negativen Gesamtkeimzahl der verschiedenen
Klérschlimme 1 bis 10 (Matrix S) im Verlauf der 7-tdgigen Fermentation
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Quantitative Daten, Matrix S - Anhang
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Abbildung 44: Mediane der Konzentration der Enterokokken verschiedener Kldrschlamme 1
bis 10 (Matrix S) im Verlauf der 7-tdgigen Fermentation

119



Quantitative Daten, Matrix S - Anhang
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Abbildung 45: Mediane der Konzentration der Lactobacillaceae verschiedener
Klérschlimme 1 bis 10 (Matrix S) im Verlauf der 7-tdgigen Fermentation
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Quantitative Daten, Matrix S - Anhang

Schlamm
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Abbildung 46: Mediane der Konzentration der Clostridien verschiedener Kldrschlamme 1
bis 10 (Matrix S) im Verlauf der 7-tdgigen Fermentation
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Quantitative Daten, Matrix S - Anhang
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Abbildung 47: Mediane der Konzentration der Hefe- und Schimmelpilze verschiedener
Klarschlamme 1 bis 10 (Matrix S) im Verlauf der 7-tdgigen Fermentation
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Quantitative Daten, Matrix S - Anhang
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Abbildung 48: Mediane der Konzentration der sporenbildenden Sulfitreduzierer
verschiedener Klarschlimme 1 bis 10 (Matrix S) im Verlauf der 7-tdgigen Fermentation
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Qualitative Daten Matrix K - Anhang 022
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Abbildung 49: Mittelwerte der quantitativen mikrobiologischen Parameter von einer
Klarschlammatrix (dhnlich Matrix S, jedoch kam der Schlamm aus einer technisch sehr
unterschiedlichen Kleinklaranlage) im Verlauf von 21 Tagen Fermentation

8.6.  Qualitative Daten

8.6.1. Qualitative Daten Matrix K
Legende:

(+)  wabhrscheinliche Gattungsidentifikation
(++) sichere Gattungs-, wahrscheinliche Speziesidentifikation

(+++) hochstwahrscheinliche Speziesidentifikation
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Qualitative Daten Matrix K - Anhang

Tabelle 17: Mikroflora von Matrix K, vor und nach dreiwochiger Fermentation

Vor der Fermentation Nach 3 Wochen Fermentation

Aerococcus viridians (+) (10° KbE/, Bacillus licheniformis (+) (1 o — 10° KbE/g)
g

Bacillus licheniformis (+) (10° KbE/g) Bacillus pumilus (++) (10° KbE/g)

Bacillus pumilus (++) (10° KbE/g) Brevibacillus agri (++) (10° = 10° KbE/g)
p

Bifidobacterium pseudolongum (+) (10° = 10° KbE/g) Lactobacillus buchneri (+) (10°— 10° KbE/g)

Corynebacterium casei (++) (10° — 10° KbE/g) Lactobacillus harbinensis (+++) (10° KbE/g)

E. coli (++) (10° — 10° KDbE/, Lactobacillus paracasei (+++) (10° — 10° KbE/g
g

Enterobacter amnigenus (+++) (10° KbE/g) Pediococcus acidilactici (++) (10° KbE/g)

Enterococcus faecium (+++) (10° KbE/g)

Enterococcus hirae (++) (10° KbE/g)

Lactobacillus plantarum (++) (1 0 KbE/g)

Lactobacillus salivarius (+++) (10° — 10° KbE/g)

Pantoea agglomerans (+++) (10° KbE/g)

Providencia retigeri (+++) (10° KbE/g)

Pseudomonas flavescens (+) (10° KbE/g)

Staphylococcus fleurettii (+) (10° KbE/g)

Streptococcus lutetiensis (+) (10° KbE/g)
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Charakterisierung der Klarschlimme 845

Tabelle 18: Charakterisierung der Kldrschlimme nach Einleitern

Einwohnerzahl
bzw. Bemerkung Abkiirzung
Einwohnergleichwerte

64 Seniorenheim KS1

144 Anwohner KS2

35 EGW Anwohner, Krippe, Kita KS3

31 Seniorenheim KS4

16 Anwohner KS5

20 EGW Anwohner + Sporthallennutzung KS6

50 EGW Anwohner + Schulungsteilnehmer KS7

8 Anwohner KS8

4 Anwohner KS9
2 Gewerbe KS10
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8.6.2. Qualitative Daten Matrix S

Qualitative Daten Matrix S - Anhang

Tabelle 19: Mikroflorenverdnderung der verschiedenen Klarschlimme der Matrix S, zu
unterschiedlichen Fermentationszeitpunkten

Vor der
Fermentation

Nach 3 Tagen
Fermentation

Nach 7 Tagen
Fermentation

Bakterienart

Gefunden in

Gefunden in

Gefunden in

Acinetobacter johnsonii (++)

KS3/1,2 (10%)
KS6/1 (10%

KS7/3,4 (10*10°%)

Acinetobacter junii (++)

KS1/1,3 (10°-10°%)

Acinetobacter parvus (++)

KS5/3 (10%)

Acinetobacter tandoii (+)

KS4/2,4 (10°-10%)

Acinetobacter towneri (+)

KS1/1,2 (10%)

KS4/1,2,3,4(10>-10%

Aeromonas caviae (+)

KS5/2 (10%)

Aeromonas salmonicida (++)

KS7/1,4 (10°-10%

Aeromonas veronii (+)

KS10/1,2,3,4 (10%)

Bacillus arsenicus (+)

KS4/1,2,3 (10°-10%

Bacillus cereus (++)

KS1/1,2,3,4 (10%
KS2/1,2,3,4 (10%
KS3/2,3,4 (10°%)
KS4/1,2,3,4 (10%-10%)
KS5/1,2,3,4 (10°)
KS7/3,4 (10%
KS8/1,2,3 (10%)
KS9/1,2,3.4 (10%)

KS10/1,3 (10°-10%

KS2/1,3,4 (10*-10%)
KS3/2,3,4 (10°-10%
KS4/1,2,3,4 (10°-10%

KS5/1,3,4 (10%

KS6/1,2,3,4 (10*10%)
KS7/2,3,4 (10%)
KS8/1,3,4 (10%

KS9/1 (10%)

KS10/3,4 (10*10°)

KS1/1,2,3,4 (10°-10%
KS2/1,4 (10%)
KS3/1,3,4(10°-10%
KS4/1,3,4 (10%
KS5/1,2,3,4 (10*-10%)
KS6/1,2,3,4 (10°-10%
KS7/1,2,3,4(10%)
KS8/1,2,3,4 (10%)
KS9/1,2,4(10*-10%

KS10/1,2,3,4 (10*-10°%)

Bacillus flexus (+++)

KS6/1,2,3,4 (10*-10%

KS7/4 (10%

KS5/2 (10%

KS6/1,2,3,4 (10*10%)

KS7/1,2,3,4 (10*-10%

KS9/4 (10%)
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B. licheniformis (+)

KS2/3 (10%)
KS3/1,3 (10%)
KS4/4 (10%)

KS10/1,3 (10%

KS2/1(10%)
KS5/2 (10%
KS7/3,4 (10%)
KS8/1,3,4 (10%)

KS10/2(10%

KS1/1,3 (10°-10%
KS4/1,3,4 (10%
KS6/3(10%)
KS7/1,2 (10%)
KS8/1,2,3,4 (10*-10%)

KS10/2,3,4 (10%

Bacillus megaterium (+)

KS2/1,2,3,4 (10%

KS7/4 (10%

Bacillus muralis (+)

KS3/3,4 (10°-10%)

KS2/3(10%

Bacillus mycoides (++)

KS6/2 (10°)

KS9/3 (>10%)

KS3/1 (10%
KS4/4 (10%)
KS8/1,2,3,4 (10%)

KS10/2 (10%

Bacillus pseudomycoides (++)

KS2/1,2,4 (10°-10%)

KS4/3 (10%)

KS2/2,3,4 (10%)

KS4/1,3 (10°-10%

KS2/1,4(10°-10%

Bacillus pumilus (+)

KS2/1,3 (10%)

Bacillus simplex (+)

KS7/1,4 (10%)

Bacillus subtilis (++)

KS5/1,2,3,4(10%)
KS71,2,3,4 (10%)
KS8 1,2,3,4 (10%

KS9 1,2,3,4 (10°-10%

KS7/2,3,4 (10%)
KS8/1,2, (10*10%)

KS10/1,3,4 (10%)

KS4/1,3,4 (10%
KS5/1,2,3,4 (10*10%)

KS6/4 (10%

Bacillus thuringiensis (++)

KS2/3 (10%)

KS10/3,4 (10*10°)

Bacillus weihenstephanensis (++)

KS3/1,2,4 (10°-10%

KS6/1,2,3,4(10%)

Bifidobacterium bifidum (+)

KS3/1 (10%

Bifidobacterium thermophilum (+++)

KS7/1,2,3,4 (10*10%)

KS9/1,3,4(10*10%)

Candida glabrata (+++)

KS3/3(10°)
KS4/1(10%)

KS6/2,4 (10%)

Candida parapsilosis (++)

KS2/1 (10%)

Comamonas testosteroni (++)

KS1/1 (10°

Citrobacter braakii (+++)

KS5/2 (>10%)

KS6/2 (10%)
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Citrobacter freundii (++)

KS1/1,3,4 (10%)
KS5/1,2,3,4 (10°)

KS7/2,3,4 (10%

KS9/2,3,4 (10°-10%)

Citrobacter gillenii (+++)

KS3/4 (10%)

Clostridium baratii (++)

KS7/2,3,4 (10%)

Clostridium bifermentans (+) KS7/1 (10% KS10/4 (10°) KS10/4 (10%)
Clostridium bolteae (+++) KS10/3 (10°)
KS1/1,2 (10%
Clostridium butyricum (+++) KS4/4 (10%)
KS3/3 (10%)
Clostridium celerecrescens (+) KS8 (>1*10%) KS5/2,3,4 (10°)

Clostridium clostridioforme (++)

KS6/1,4 (10°>-10°%)

Clostridium cochlearium (+++)

KS10/1 (10°)

Clostridium colicanis (++)

KS5/1,2,4 (10%)

KS5/1,2,3,4 (10°-10%

KS5/1,2,3,4(10%)

Clostridium disporicum (+)

KS2/2(10%)

KS3/3 (10%

Clostridium paraputrificum (++)

KS10/2 (10°%)

KS2/3 (10%)
KS3/3(10%)
KS4/1(10%)
KS5/1,2,3,4 (10°-10%
KS7/1,2,3,4 (10%

KS10/1,2 (10°-10%

KS5/2,4 (10%
KS7/1,2,3,4 (10%

KS8/1,2,4(10°-10%

Clostridium perfringens (+++)

KS1/1,2,3,4 (10°)
KS2/1,2,3,4 (10%
KS3/1,2,3,4 (10*-10%

KS4/1,2,3,4 (10°)
KS5/1,2,3,4 (10°)

KS6/1,2,3,4(10%
KS7/1,2,3,4 (10%)

KS8/1,2,3,4 (10%
KS9/1,2,3 (10°-10%

KS10/1,2,3,4 (10%

KS2/1,2,3,4 (10%
KS3/1,2,4 (10%)
KS4/1,2,3,4 (10%)
KS5/1,2,3 (10%)
KS6/1,2,3,4(10%
KS7/1,2,3,4 (10%)
KS8/1,2,3,4 (10°-10%

KS10/1,4 (10°)

KS1/1,2,3,4 (10°-10%
KS2/1,3,4(10%)
KS4/1,3,4 (10%

KS5/1,2,3,4(10*-10%

KS6/1,2,3,4(10*10%)

KS7/1,2,3,4(10%)
KS8/1,2,3,4 (10°%)

KS10/3 (10%)

Clostridium sordellii (+++)

KS9/2 (10%)

KS5/1 (10°)

KS10/4 (10%

KS6/3 (10%)

Clostridium sporogenes (++)

KS10/2 (10%)

Enterobacter cloacae (++)

KS4/1,2,3,4 (10*10°)

Enterobacter ludwigii (+)

KS6/1,2,3,4 (10%)
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Enterococcus aquimarinus (+)

KS4/2 (10°

Enterococcus avium (++)

KS4/1,2,3,4 (10°)

KS4/3 (10%)

Enterococcus faecalis (++)

KS1/1,2,3,4 (10%-10°)
KS2/4 (10%)
KS4/1,2,3,4(10%
KS6/1,2,3,4 (10°-10°%)
KS7/3(10%)

KS10/1,2,3,4(10%)

KS6/1,2,3,4 (10°-10%

KS7/1,2,3 (10%)

Enterococcus faecium (++)

KS1/1,2,3,4 (10%
KS3/4 (10%)

KS4/2,3,4 (10%)
KS5/1,2,3,4(10%

KS7/1,2,3,4 (10°-10%)
KS8/1,2,3,4 (10%
KS9/1,2,4 (10%)

KS10/2,3,4 (10%)

KS2/1,3(10%)
KS3/1,2,3 (10*-10%)
KS4/2,3,4 (10°-10%

KS5/1,2,3,4 (10°-10%
KS6/1,2,3,4 (10*10%)
KS8/1,2,3,4 (10°-10%
KS9/1,2,3,4 (10°-10%)

KS10/1,2,3,4(10%-10%)

KS2/1(10%)
KS3/4(10%
KS4/1,3 (10%)
KS8/1,3,4 (10%)
KS9/1,2,3,4(10%

KS10/1,2,3(10%)

Enterococcus casseliflavus (+)

KS8 (10°-10°

Enterococcus haemoperoxidus (+)

KS1/1,4 (10*-10%

Enterococcus hirae (+++)

KS2/1,2,4 (10°%)
KS3/1,2,3,4 (10*-10%

KS4/1,2 (10*-10%)

Enterococcus thailandicus (+)

KS1 (10%
KS2/3 (10%)
KS3/1,2,3,4 (10%)
KS4/3 (10%)
KS6/1,2,3.4 (10°-10%
KS7/1,2,3,4 (10%

KS8/1,2,3,4 (10%

KS6/1,2,3,4 (10°-10%

E.coli (+++)

KS1/1,2,3,4 (10%10°)
KS2/1,2,4 (10°-10%)
KS3/1,2,3,4 (10%)
KS4/1,2,3,4(10%
KS6/1,2,3,4 (10°-10%)

KS7/(10%-10%)

KS3/3 (10%)
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Klebsiella oxytoca (++)

KS1/4 (10%)
KS4/1,2,3,4 (10%
KS7/1,2,3,4 (10*10°)

KS10/1,2,3 (10%)

Klebsiella pneumoniae (+++)

KS1/1,3 (10%

Lactobacillus amylovorus (+)

KS2/1,2 (107
KS3/1,2,3,4 (10°-107)
KS4/2,3,4 (107

KS7/1,2,3,4 (10°-107)

KS2/1,3,4 (10%

KS7/2,3,4(10*10%)

Lactobacillus brevis (++)

KS8/1,2,3,4 (10°-10%

KS9/2(10%)

KS5/2,3 (10%)

KS8/1,2,3,4 (10*-10%)

Lactobacillus casei (+)

KS4/2,4 (10%)

Lactobacillus crispatus (+++)

KS6/1,2,3 (10%)

Lactobacillus delbrueckii (+++)

KS1/4(10°%)

Lactobacillus fermentum (+)

KS4/1,3 (10%)

KS7/3 (10%

KS10/1,2,4 (10%)

KS10/1,2,4(10%-107)

Lactobacillus gasseri (++)

KS1/2,3,4 (10°-10%
KS7/1,2,3,4 (10*10%)

KS8/1,2,3 (10%)

KS7/1,2,3,4(10°-107)

KS1/3(10%
KS3/1,3,4(10°-10%)
KS4/1,3,4 (10%
KS7/1,2,3,4(10*10%)

KS8/1(10%

Lactobacillus kitasatonis (++)

KS6/1,2,3,4 (10°-107)

KS3/1,3,4(10°-107)

KS6/1,2,3,4 (10°-10%

Lactococcus lactis (++)

KS9/1,2,3,4 (10%

KS3/1,2,3 (10%)

KS2/2 (10°)

Lactobacillus mucosae (++) KS3/1,4(10%)
KS4/1,4 (105
Lactobacillus oris (++) KS6/4 (107

Lactobacillus paracasei (+++)

KS2/1,2,3 (10°-10%)
KS7/1,2,3,4 (10%
KS8/3,4 (10%)

KS10/2,3 (10%)

KS7/1,2,3,4 (10°-10%

KS9/3 (10%)

KS6/1,3,4(10°)
KS8/1,2,3,4 (10°-10%)
KS9/1,2,3 (10*-10%)

KS10/1,2,3,4 (10%

Lactobacillus parabuchner i(+)

KS8/1 (10%)
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KS1/1,2,3,4 (10° -10%)

Lactobacillus plantarum (+++) KS2/1,2,3,4 (10%) KS2/4 (10%)
KS4/1,2,3,4 (10%)
KS2/3,4 (10°-107)
KS2/1,2,3,4 (10%)
KS4/1,2,3 (10°-107)
Lactobacillus reuteri (++) KS4/1,2,3,4(10%) KS9/1,2 (10%)

KS6/1,2,3,4(10%)

KS6/1,2,3,4 (10%)

KS9/1,2,3,4(10°-107)

Lactobacillus rhamnosus (++)

KS1/1,2,4 (10%

KS4/3,4 (10°>-10%)

KS6/1,2,3,4 (10%)

Lactobacillus zeae (+)

KS7/1,2,3,4 (10°-10%

Lysinibacillus fusiformis (++) KS3/4(10%
KS3/1,2 (10%)

KS4/3(10%
Micrococcus luteus (++) KS1/1,2 (10%
Ochrobactrum anthropi (++) KS10/1,2,4 (10°)

KS2/2 (10°)
Paenibacillus amylolyticus (+)
Paenibacillus glucanolyticus (++) KS4/2 (10% KS1/1,2,4 (10°-10%
KS2/4 (10%)

Paenibacillus lactis (++)

KS4/1 (10%)

KS4/1,4 (10%

Paenibacillus lautus (+)

KS2/2 (10%)

Pandoraea sputorum (+)

KSXX/1,2 (10%)

Pediococcus acidilactici (++)

KS2/1,2,3 (10°-107)

KS3/1,2,3,4 (10°-10%)

KS3/1,3,4 (10°-10%
KS8/3,4 (10%)

KS9/3,4(10°-10°%)

Pediococcus pentosaceus (+++)

KS5/2 (10%)

KS2/3,4 (107)
KS3/3,4(10°-107)
KS4/1 (10%)
KS5/1,2,3,4(10%
KS7/1 (10°)
KS8/1,2,3,4 (10°-10°)

KS10/1,2,3,4 (10*-10%)

KS2/1,3,4(10°%)
KS3/1(10°%)
KS5/1,2,3,4 (10*-10%)
KS8/2,4(10*10%)

KS10/1,2,3 (10*-10%)

Pseudomonas alcaligenes (+)

KS9/1,2,4 (10°)

Pseudomonas chlororaphis (++)

KS3/1,2 (10%)

KS4/1,2,3,4 (10%) KS5/2

(10%
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Pseudomonas corrugata (+)

KS1/1,2,3,4 (10%

Pseudomonas monteilii (+++)

KS5/2,3 (10°)

Pseudomonas nitroreducens (++)

KS1/3 (10%)

Pseudomonas stutzeri (+)

KS5/1,3,4 (10%)

KS8 (10%)

Pseudomonas veronii (++)

KS6/1,2,3,4 (10%-10°)

Raoultella ornithinolytica (++)

KS3/1,3,4 (10%

KS10/2 (10%)

Saccharomyces cerevisiae (++)

KS4/4 (10%)

Serratia fonticola (++)

KS6/2,3 (10*10%)

KS9/2,3,4 (10%)

Serratia liquefaciens (+)

KS4/2,4(10°)
KS5/1(10%)
KS7/1 (10%)

KS8/1,2,3,4 (10°-10%)

Serratia marcescens (+++)

KS1/1,2,4 (10°)

Staphylococcus epidermidis (+)

KS7/1,3 (10%)

Staphylococcus haemolyticus (++)

KS6/2 (107)

Stahpylococcus hominis (++)

KS1/2,3 (10°-10%)
KS2/1 (10%)

KS4/1(10%

Yersinia enterocolitica (++)

KS7/1,2,3,4 (10°)
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8.6.3. Qualitative Daten Matrizes Spoo1; Spool-WK; Spooi-Wk+Sp

Legende:

(+)  wabhrscheinliche Gattungsidentifikation

(++) sichere Gattungs-, wahrscheinliche Speziesidentifikation

(+++) hochstwahrscheinliche Speziesidentifikation

Tabelle 26: Mikroflorenverdnderung der Matrizes Spool, Spoo-WK und Speo-Wk+Sp zu
unterschiedlichen Fermentationszeitpunkten

Vor der Fermentation Nach 3 Tagen Nach 7 Tagen
Fermentation Fermentation
Bakterienart Gefunden in Gefunden in Gefunden in

Acinetobacter bouvetii (++)

Spoo-Wk+Sp /3

Acinetobactergerneri (+) Spoo-Wk 1/1
Acinetobacter guillouiae S. /1
( + ) Pool
Spoo-Wk /1,4

Acinetobacter johnsonii
(+++)

Spoo-Wk+Sp /3,4

SPool /3

Acinetobacter sp. (+)

SPOOI-WkJ"Sp /1 ,2,4

SPool 2
Acinetobacter tandoii (+) Spoo-Wk /2,3
Bacillus amyloquefaciens Spoot- Wk /1,2
) Spoo /34

Bacillus arsenicus (+)

Spoo- WK+Sp /3

SPOOI /1 52’3

Bacillus cereus (+++)

Spoo-Wk /1,2,3,4

Spoor-Wk+Sp /4

Spoo-Wk /1,2,3,4

Spoo-Wk+Sp /1,2,3,4

Spoo-Wk 1,2,4

Spoo-Wk+Sp /1,3

SPOO[ /1327334 SPOO[ /1327334 SPOOI /153
Bacillus flexus (++) Spooi-Wk /2 Spooi-Wk /2
Bacillus galactosidilyticus
(++) SPool/la3
Bacillus idriensis (+++) Spoo-Wk /1 Spoot /1,2,3,4 Spool 12




Qualitative Daten Matrizes SPool; SPool-Wk; SPool-Wk+Sp

SPool /1 74

Bacillus mycoides (++)

Spoo- WK /2,3
Spoo-Wk+Sp /1,2,3,4

SPool /3

Spoo-Wk+Sp /3

SPool 2

Bacillus pseudomycoides

+)

Spooi-Wk+Sp /4

Bacillus pumilus (+)

Spoo- WK+Sp /3

Bacillus sp. (+)

SPOOI-WkJ"Sp /4

Spoo-Wk /2,3
Bacillus subtilis (+) Spool /4 Spoo-Wk /1
SPool /1
Bacillus S, Wk /134 Spoo-Wk /3
thermoamylovorans (++) Pool = Spoo-Wk+Sp /4
Spooi-Wk /1,2,4
Spoo-Wk /1
Bacillus thuringiensis (+) Spooi-Wk+Sp /3
SPool /4
SPool /1
Spoo-Wk /3
Bacteroides ovatus (+++)
SPool /2

Bifidobacterium longum

(++)

Spoo-Wk /1,2,3,4
SPOOI-WkJ"Sp /1 ,2,4

SPool /172,4

Candida lusitaniae (+)

Spoo- Wk+Sp /4

Citrobacter freundii (+++)

Spoo-Wk /3

Clostridium baratii (++)

Sroo-WK /3.4
Spool-WkJ"Sp /4

SPool /1’2

Spoo-Wk+Sp /1,2,3

SPool /1 »3

Clostridium bifermentans

(++)

Spoor-Wk /2,4
Spoo-Wk+Sp /2,3

SPool /4

Spoo-Wk /1,2,3

Spool-Wk /1,2,3,4
Spoo-Wk+Sp /1,3,4

Spoot /1,2,3

Clostridium glycolicum (+)

Spoo-Wk /1,2

Clostridium innocuum (++)

SPool /1

Clostridium paraputrificum

(++)

SPool /173,4

SPool /1

Clostridium perfringens
(+++)

Spoo-Wk /1,2,3,4
Spool-Wk+Sp /1,2,3,4

SPool /172,3,4

Spoo-Wk /1,2,3,4
Spool-Wk+Sp /1,2,3,4

SPool /172,3,4

Spoo-Wk /1,2,3,4
Spoo-Wk+Sp /1,2,3,4

SPool /1 »273
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Qualitative Daten Matrizes SPool; SPool-Wk; SPool-Wk+Sp

Spoo-Wk /2,3
Spool-Wk+Sp /1
Clostridium sordellii (++) Spoo-Wk+Sp /1 Spooi-Wk /4
SPool /1
Spoot /3,4
Spoo-Wk /1,2,3
Spoo-Wk /3 Spoo-Wk /1,2,3,4

Clostridium tertium (+++)

Spoo-Wk+Sp /1

Spoo-Wk+Sp /1,34

Spoo-Wk+Sp /1,2,4

SPool 2

Clostridium tetani (+++)

Spoo-Wk+Sp /3

Eggerthella lenta (++)

Spoo-Wk /1,2,3.4

Spoo- Wk+Sp /1,2,3,4

Enterobacter cloacae (+)

SPool /1

Enterococcus avium (+++)

Spoo-Wk /1,2,3,4

Spoo-Wk+Sp /1,2,3,4

Spoo-Wk+Sp /1,4

Enterococcus casseliflavus

Spoo-Wk /1,2,3,4

Spool-Wk+Sp /2

(++) Spoo-WkSp /1,2,3.4
Spoo-Wk /1,2,3.4
. Spoo-Wk /1,2,3,4
E”’e”’c(offf )f aecalis Spoo-Wk+Sp /1,2,3,4 Spooi-Wk+Sp /3
Spoo-Wk+Sp /1,2,3,4
SPool /1729394
Spoo-Wk /1,2,3.4 Spoo-Wk /1,2,3.4 Spoo WK /1,2,3.,4
E”’emc;fi”j)f aectum Shoo-Wk+Sp /1,2,3,4 Shoo-Wk+Sp /1,2,3,4 Spoo-Wk+Sp /1,2,3,4
WK/1,2,3,4 WK/1,2,3,4 WK/1
Spoo-Wk /1,2,3.4
Enterococcus gallinarum So Wk /4 Spoe-WK--Sp /1.2,3.4 Spoo-Wk /1,2,3.4
Pool™ Pool™ 945

(+++)

SPool /1’3

Spoo-Wk+Sp /1,2,3,4

Enterococcus malodoratus

(++)

Spoo- Wk /1,2,3,4
Spoo-Wk+Sp /2,34

SPool /1,2

Enterococcus pseudoavium

+)

Spool-Wk /2

Escherichia coli (+++)

Spoo-Wk /1,2,3.4
Spoo-Wk+Sp /1,2,3,4

SPool /172,3,4

Spoo-Wk /1,2,3,4

Spoo-Wk+Sp /1,2,3,4

Spoo-Wk /1,2,3,4

Spoo-Wk+Sp /1,2,3,4

Eubacterium limosum (++)

Spoo-Wk /1,3.4
Spoo-Wk+Sp /1,4

SPool /1 ,2

Eubacterium sp. (+)

Spool-Wk /3
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Qualitative Daten Matrizes SPool; SPool-Wk; SPool-Wk+Sp

Klebsiella oxytoca (++)

Spoo- WK /4

SPool /3

Klebsiella pneumoniae
(+++)

Spoo-Wk+Sp /2,4

Lactobacillus amylovorus

+)

SPool /1729394

Lactobacillus crispatus
(+++)

SPOOI /1 ’2’3

Lactobacillus gasseri
(+++)

SPOOI-WkJ"Sp /1

SPool /1729394

SPOOI /1 ’2’3

Lactobacillus johnsonii
(+++)

SPool /1729394

SPOOI /1 ’2’3

Lactobacillus kitasatonis

(++)

SPOOI /1 ’2’3

Lactobacillus mucosae

(++)

Spoo- WK /3
Spoo-Wk+Sp /2,3

SPool /2’3’4

Spoo-Wk /1,2,3,4
Spoo-Wk+Sp /2,3,4

SPool /3’4

Spooi-Wk /1,3,4
Spoo-Wk+Sp /1,2,3

SPool /1 >2

Lactobacillus paracasei

Spoo-Wk /1,2

Spoo-Wk+Sp /1

(++)
Spool /1,2
Lactobacillus reuteri (+) Spoo1 /1,2,3,4 Spoor /1,2,3
Lactbacillus rhamnosus (+) Spooi-Wk+Sp /3,4
Spool-Wk /4

Lactobacillus sp. (+)

Spoo-Wk+Sp /4

Spoo-Wk+Sp /1

Lysinibacillus fusiformis

(++)

Spoo-Wk+Sp /1

SPool 12

Microbacterium
maritypicum (+)

SPOOI-WkJ"Sp /1 ,3

Microbacterium sp. (+)

Spoo-Wk /2,3,4
Spoo-Wk+Sp /1,2,3,4

SPool /1’3’4

Moraxella osloensis (+)

Spoo-Wk /3,4

Spoo-Wk+Sp /1

Morganella morganii (+)

SPool /3

Pediococcus acidilactici (+)

Spoo- WK /3
Spoo-Wk+Sp /1,2,3,4

SPool /1

SPool /1729394

SPOOI /1 ’2’3

Pediococcus pentosaceus

Spoo-Wk /2,4

Spoo-Wk+Sp /1,2,3
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Qualitative Daten Matrizes SPool; SPool-Wk; SPool-Wk+Sp - Anhang

(++4) Spoo-Wk+Sp /1,2,3,4 Spoot /1,2,3,4

SPool 7 927374

Pseudomonas chlororaphis

o Spoor- Wk /1

Spoo-Wk /1,2,3,4

Pseudomonas oleovorans

(++) Spool-WkJ"Sp /1

SPool /3

SPool'Wk+Sp /2’3
Pseudomonas sp. (+)
SPool / 172’4

Sroor-Wk /1,3

Raoultella ornithinolytica

(+++) Spool-Wk"FSp /2

SPOO[ /23334

Spool-WkJ"Sp /1
Serratia marcescens (++)

SPool 2

Staphylococcus epidermidis Spoa-Wk /2,4

(++) Spoo-Wk+Sp /2

Spoo- Wk /4
Staphylococcus hominis (+) Spooi-Wk+Sp /4
Spool-WkJ"Sp /1
Streptococcus lutetiensis Spoo-Wk 1
++
( ) SPool /1
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TGGE-Dendrogramme

2 =)

nach Fermentation

vor Fermentation

Abbildung 50: TGGE-Bandenmuster, vor und nach Fermentation von Matrix S auf Basis von
Kléarschlamm 1

nach
Fermentation

vor Fermentation

Abbildung 51: TGGE-Bandenmuster, vor und nach Fermentation von Matrix S auf Basis von
Kléarschlamm 2

8 vor
Fermentation

76,16%

nach
Fermentation

Abbildung 52: TGGE-Bandenmuster, vor und nach Fermentation von Matrix S auf Basis von
Klarschlamm 3

nach
Fermentation

23,15%

vor
Fermentation

—— 4 L

Abbildung 53: TGGE-Bandenmuster, vor und nach Fermentation von Matrix S auf Basis von
Klarschlamm 4
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vor
Fermentation

39,07%

nach
Fermentation

Abbildung 54: TGGE-Bandenmuster, vor und nach Fermentation von Matrix S auf Basis von
Kléarschlamm 5

nach
Fermentation

14,43%

Abbildung 55: TGGE-Bandenmuster, vor und nach Fermentation von Matrix S auf Basis von
Klarschlamm 6

vor
Fermentation

42,93%

nach
Fermentation

o7,62%

Abbildung 56: TGGE-Bandenmuster, vor und nach Fermentation von Matrix S auf Basis von
Kléarschlamm 7

.....................................

nach
Fermentation

25,00%

Fermentation

Abbildung 57: TGGE-Bandenmuster, vor und nach Fermentation von Matrix S auf Basis von
Kléarschlamm 8

nach
Fermentation

12,5%

vor
Fermentation

Abbildung 58: TGGE-Bandenmuster, vor und nach Fermentation von Matrix S auf Basis von
Klérschlamm 9
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nach
Fermentation

2309 %

vor
Fermentation

Abbildung 59: TGGE-Bandenmuster, vor und nach Fermentation von Matrix S auf Basis von
Klarschlamm 10

224

12,1

Abbildung 60: TGGE-Bandenmuster aller Kldrschlammmatrizes (S) vor der Fermentation
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42,6

383

6,7 49,9

50,0

Abbildung 61: TGGE-Bandenmuster aller Kldrschlammmatrizes (S) nach der Fermentation
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KS10 Start

KS1 3Wochen

KS1 Start

KS2 Start

KS6 Start

| KS4 3Wochen

KS 10 3 Wochen

KS5 3 Wochen

KS7 3 Wochen

KS4 3 Wochen

KS8 3 Wochen

KS9 3 Wochen

| KS7 Start

| KS4 Start

| KS5 Start

KS6 3 Wochen

KS3 Start

KS3 3 Wochen

| KS5 Start

KS8 Start

| KS2 3 Wochen

KS9 Start

| KS2 3 Wochen

|KS7 Start

Abbildung 62: TGGE-Bandenmuster aller Kldrschlammmatrizes (S) zu beiden Zeitpunkten

151



Sequenzen - Anhang

=]
g = 8

Abbildung 63: TGGE-Bandenmuster einiger unbehandelter Klarschlamme

Ks2

KS6
KS4
KS5
K87
KS10
KS9

8.7.  TGGE-Bandenmuster Isolation von Einzelbanden

Abbildung 64: TGGE-Bandenmuster nach Isolation von Einzelbanden

8.8.  Sequenzen

Sequenz K2 366/366 BP (906-1271) C. perfringens Stamm E060 Ginseleber (369)

TCCAGCTTCGGGTAGGCGAGTTTCAGCCTACAATCCGAACTGAGACTGGTTTTAA
AGTTTGGCTCCACCTCGCGGTATTGCATCTCTCTGTACCAGCCATTGTAGCACGTG
TGTAGCCCTACACATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCTG
GTTAACCCAGGCAGTCTCGCTAGAGTCCTCAACTTAATGGTAGTAACTAACGACA
AGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGAC
AACCATGCACCACCTGTCACCTTGTCCCCGAAGGGATTTCCTCGATTAAGAGTAA
TGCAAGGGATGTCAAGTGTAGGTAAGGTTCTTC
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Sequenz BvF 2 361/361 BP nichtkultivierter Umwelt-MO Biogasanlagen(388), Fluss (289)

TCATGTAGGCGAGTTTCAGCCTACAATCCGAACTGGGGTCGGTTTTGAAGATTTG
CTCCACGTCACCGTATTGCGTCTCTCTGTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCC
CAGGACATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGAGTTATC
CCCGGCAGTCTCATTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAACAATAAGGGTT
GCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCAT
GCACCACCTGTCACCTCTGCTCCGAAGAGAGTACCCGATTAAGGGTAGGTCAGAG
GGATGTCAAGTCCTGGTAAGGTTCTTCGC

Sequenz K7 361 BP 360(361)/361 C .perfringens (423)

TCATGTAGGCGAGTTTCAGGCTAC(g/a)ATCCGAACTGAGACTGGTTTTTAAGTTTG
GCTCCACCTCGCGGTATTGCATCTCTCTGTACCAGCCATTGTAGCACGTGTGTAGC
CCTACACATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCTGGTTAAC
CCAGGCAGTCTCGCTAGAGTCCTCAACTTAATGGTAGTAACTAACGACAAGGGTT
GCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCAT
GCACCACCTGTCACCTTGTCCCCGAAGGGATTTCCTCGATTAAGAGTAATGCAAG
GGATGTCAAGTGTAGGTAAGGTTCTTCGCG

Sequenz BvF 1 241/241 (962-1201) nicht kultivierter Umwelt-MO Siilwasser (498)

TCCAGATCGCTCTTTCGCTTCCCTCTGTTCACGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCC
AAGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGGTTCACC
CCGGCAGTCTCCCTAGAGTGCCCATCTTACTGCTGGCTACTAAGGATAAGGGTTG
CGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATG
CACCACCTGTCACTTCTGCC

Sequenz BnF 4 171/171 (929-1099) Clostridum sp. 1isoliert aus Rattendarm
(unver6ffentlichte Daten) GenBank: JN381505.1

TGCCCAACTTAATGCTGGCAACTAAAGGCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTA
ACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTCTG
TCCCCGAAGGGAAAGATGCGATTAGGCATCGGTCAAAAGGATGTCAAGCTTAGG
TAAGGTT

153



Sequenzen - Anhang

Sequence ID: Icl|44901 Length: 361 Number of Matches: 1

Range 1: 5 to 358 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
638 bits(345) 0.0 351/354(99%) 0/354(0%) Plus/Plus

Query 12 GTAGGCGAGTTTCAGCCTACAATCCGAACTGAGACTGGTTTTARAGTTTGGCTCCACCTC 71

CEEEEErre e cerr rer et et e et
shjet 8 GTAGGCGAGTTTCAGGCTACGATCCGAACTGAGACTGGTTTTTAAGTTTGGCTCCACCTC 64

Query 72 GCGGTATTGCATCTCTCTGTACCAGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACACATAAGGG 131

Frrrrrrrrrrrrrrr et e e et et et
Sbjct 65 GCGGTATTGCATCTCTCTGTACCAGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACACATAAGGG 124

Query 132 GCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCTGGTTAACCCAGGCAGTCTCGCTAGA 191

|I|I||IIIl|II|I|I|IIllIIII|I||l|lIIll||||lll||lI|IIIIII|I|||
Sbjct 125 GCATGATGA CACCTTCCTCCTGGTTAACCCAGGCAGTCTCGCTAGA 184

Query 192 GTCCTCAACTTAATGGTAGTAACTAACGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCC 251
CEEETEErr et e e e e et et r e e e e el
Sbjct 185 GTCCTCAACTTAATGGTAGTAACTAACGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCC 244

Query 252 AACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACCTTGTCCCCGAAGG 311

PLLLL LT ey e by L) L bt L g Ll L L L p pmy gl
Sbjct 245 AACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACCTTGTCCCCGAAGG 304

Query 312 GATTTCCTCGATTAAGAGTAATGCAAGGGATGTCAAGTGTAGGTAAGGTTCTITC 365
CEErrrrrrrrerrrr e e et e e e
Sbjct 305 GATTTCCTCGATTAAGAGTAATGCAAGGGATGTCAAGTGTAGGTAAGGTTCTTC 358

Abbildung 65: Sequenzvergleich der Banden K 2 und K 7 (erstellt mit BLAST(507))
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8.9.  Fotografien

Abbildung 66: Springschwinze, Milben, Ameisen u.v.m. (1:25) auf der fermentierten Matrix K
wihrend des Vererdungsprozesses

Im Vergleich dazu waren auf dem umgebenden Ackerboden in dhnlicher Probenmenge (~15

g) keine Bodentiere zu sehen.

In Abbildung 67 und Abbildung 68 sind Versuchsbeete dargestellt, diese wurden angelegt um
den Vererdungsprozess von Matrix K zu beobachten sowie anwendungsorientierte
Vorversuche durchzufiihren (406). Der Zusatz von Holzkohle fiihrte dazu, dass sich die Farbe
der entstehenden Erde stark verdnderte. Dies flihrte u. a. zu einer stirkeren Erwdrmung im

Friihjahr und einer fritheren Keimung.
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Abbildung 68: Versuchsbeet mit Holzkohle nach Ernte
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Hinweise zur Diagrammbeschriftung sowie der Matrixbezeichnung:

Den Limitationen des Programmes Excel (Microsoft, Redmond, USA) unterworfen, war es
leider nicht moéglich, in Diagrammen gleichzeitig kursive und nichtkursive Zeichen in einer
Beschriftungszeile zu verwenden. Aus diesem Grunde bittet der Autor um Entschuldigung fiir
die abweichende Schreibweise bei Serovaren (z. B. S. Anatum, oder E. coli O:157) bzw.

Familiennamen in der X-Achse.

Dariiber hinaus erschien es dem Autor sinnvoll, die Namen der Matrizes bei jeder

Erstverwendung in einem Abschnitt fett zu drucken, um Suchvorgénge zu erleichtern.
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