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1 Einleitung

Die Industrialisierung und rasante wirtschaftliche Entwicklung Chinas innerhalb der letzten
zwei bis drei Jahrzehnte, flihren zu einem veranderten Konsumverhalten und einem steigen-
den Bedarf an Lebensmitteln tierischen Ursprungs. China ist global der grofte Schweinepro-
duzent. 2010 wurden ungefahr 60% des weltweiten Schweinebestands in China gehalten
und Uber die Halfte des Schweinefleisches erzeugt. Die Prognosen fir 2017 liegen bei ca.
53,8 Millionen Tonnen produziertem Schweinefleisch in China. Die Tierproduktion in China
konzentriert sich zunehmend in peri-urbanen Gebieten grof3er Metropolen wie Peking.

Lebensmittelassoziierte Erreger stellen eine Gefahr fir die Gesundheit von Mensch und Tier
dar. Salmonellen (13.823 Salmonellosen 2015 in Deutschland) gehdéren neben Campylobac-
ter (70.190 Campylobateriosen 2015 in Deutschland) zu den bedeutendsten bakteriellen,
zoonotischen Krankheitserregern und Verursachern lebensmittelbedingter Infektionen beim
Menschen. Dabei stehen Produkte, die unter Verwendung von Schweinefleisch hergestellt
werden mit im Vordergrund, ca. 20% bis 25% der lebensmittelbedingten Salmonellosen des
Menschen sind auf kontaminiertes Schweinefleisch zurtckzufihren. In China sind schat-
zungsweise 43% der jahrlichen Falle lebensmittelbedingter Infektionen im Zeitraum von 1994
bis 2005 durch bakterielle Erreger verursacht worden, davon ungefahr 22,2% durch Salmo-
nellen.

Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) spielen seit den 60er Jahren eine be-
deutende Rolle als Erreger nosokomialer Infektionen. Das Auftreten von nutztierassoziierten
sogenannten livestock-associated Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (laMRSA)
bei lebensmittelproduzierenden Nutztieren, insbesondere Schweinen, wird erstmalig 2005 in
den Niederlanden festgestellt. Deren Ubertragung auf den Menschen und der Eintrag in Ein-
richtungen des offentlichen Gesundheitswesens und damit verbundene nosokomiale Infekti-
onen werden zunehmend beobachtet. Eine Ubertragung zwischen Menschen ohne Nutztier-
kontakt wurde erstmalig 2007 beschrieben. Beruflich exponierte Personen (Schweinehalter,
Tierarzte, Schlachthofpersonal) besitzen im Vergleich zu anderen Bevdlkerungsgruppen ein
vielfach hoheres Risiko einer nasalen Besiedlung oder Infektion mit laMRSA. Dies sind deut-
liche Hinweise auf das vorhandene Potenzial einer wechselseitigen Ubertragung und de-
monstriert das vorhandene Risiko eines Eintrags von laMRSA Uber Tierkontakte und evtl.
Lebensmittel in die Gesellschaft und Einrichtungen des 6ffentlichen Gesundheitswesens.

Besorgniserregend ist die zunehmende Resistenzentwicklung verschiedener Erreger gegen-
Uber antimikrobiell wirksamen Substanzen sowie die in den nachsten Jahren absehbare be-
grenzte Entwicklung neuer Wirkstoffe. Das Vorkommen multiresistenter Zoonose-Erreger
sowie die Entwicklung neuartiger Resistenzen in Erregergruppen mit Zoonosepotenzial, z.B.
ESBL-bildender Enterobakterien wie Salmonellen oder Vancomycin-resistenter Staphylokok-
ken (VRSA, VRSP) und Enterokokken (VRE), stellen ein nicht zu unterschatzendes Risiko
fur die Therapie sowohl in Human- als auch in der Veterinarmedizin dar. Lebensmittel tieri-
scher Herkunft, u.a. Schweinefleisch, sind haufig mit Salmonellen kontaminiert und kdnnen
weltweit Quelle multiresistenter Salmonellen sein. Ein Eintrag multiresistenter Salmonellen
Uber tierische Ausscheidungen in die Umwelt, dortiges Uberleben und eine Ubertragung tiber
belebte Vektoren direkt oder indirekt auf Mensch und Tier sind aufgrund des breiten
Wirtsspektrums maoglich.
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Die Konzentration der Tierproduktion in peri-urbanen Gebieten grolRer Stadte fuhrt zu einer
fortschreitenden Entkopplung der Tierproduktion von landwirtschaftlichen Flachen. Aus der
Tierhaltung fallen in China jahrlich ca. drei Milliarden Tonnen organischer Abfélle an. Organi-
sche Abfélle, wie tierische Exkremente, enthalten auf der einen Seite groRe Nahrstoffmen-
gen. Auf der anderen Seite konnen sie eine Vielzahl an Mikroorganismen, darunter multire-
sistente Salmonellen, beinhalten. Durch die Verwertung auf landwirtschaftlichen Flachen
konnen Nahrstoffe recycelt und in den Stoffkreislauf zurickgefuhrt werden. Aus Sicht der
Hygiene birgt die Verwertung unbehandelter biologischer Abfélle in der Landwirtschaft je-
doch die Gefahr der Verbreitung dieser Erreger sowie von Resistenzgenen in der Umwelt.

Durch biotechnologische Behandlung der organischen Abfalle kann eine Unterbrechung epi-
demiologischer Ubertragungswege und demnach eine Risikominimierung erreicht werden.
Um dies zu gewahrleisten, mussen die Prozesse der biotechnologischen Behandlung opti-
miert sein, bedlrfen einer Prozesslberprifung und -Uberwachung sowie einer Endprodukt-
kontrolle. Somit kdnnen die produzierten Dingemittel ein Recycling der Nahrstoffe und einen
Nahrstoffaustrag aus Gebieten mit hoher Tierbesatzdichte in Regionen mit grof3en landwirt-
schaftlichen Nutzflachen sicherstellen.

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen eines deutsch-chinesischen, BMBF-geférderten
Verbundprojektes zum Thema ,Recycling organischer Reststoffe aus der Landwirtschaft und
dem stadtischen Bereich in China“ im Teilprojekt ,Hygienische Aspekte und Hygienisierung
der tierischen Abfalle sowie der Rickstande aus der intensiven Tierhaltung® durchgefiihrt.
Die Aufgabenstellung des Gesamtprojektes bestand in der Prozessoptimierung auf einem
exemplarischen chinesischen Schweinehaltungsbetrieb, um optimierte Stoffflisse zu ge-
wahrleisten. Im Vordergrund stand die Nutzung erneuerbarer Energien und die Optimierung
und Etablierung biotechnologischer Abfallbehandlungsmallinahmen auf Farmebene um
Treibhausgasemissionen und Nahrstoffverluste zu reduzieren und der Uberdiingung der Bo6-
den in Gebieten intensiver Schweineproduktion, der Schadstoffbelastung (Schwermetalle,
Mikroorganismen) sowie einer Umweltverschmutzung entgegenzuwirken.

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Erhéhung der Biosicherheit auf Farm-
ebene durch Verbesserung der Herdengesundheit und fortschrittliches Abfallmanagement
mittels biotechnologischer Behandlung der tierischen Ausscheidungen. Im Detail umfasste
die Arbeit folgende Untersuchungen:

o Erhebung des Gesundheitsstatus des Schweinebetriebs durch Untersuchungen von
Sammelkotproben und Futtermitteln auf Salmonellen sowie von Nasentupfern auf ei-
ne Kolonisation der Tiere mit MRSA.

Charakterisierung der isolierten Bakterien:

e Erarbeitung von Daten zur Resistenzsituation der isolierten Salmonellen und MRSA.
e Untersuchungen zur Tenazitat einer, auf dem Bestand isolierten Salmonella-Serovar
(Langzeitlagerung von Gille und Garresten; thermische Behandlung von Giille).

Uberpriifung der biotechnologischen Behandlung, der aus der intensiven Tierhaltung
anfallenden tierischen Ausscheidungen zur Beurteilung der Hygienisierungskapazitat:

e Input-/Output‘-Analyse der Beschickungssubstrate und der anaerob behandelten
Garreste, der an den Bestand angegliederten, mesophil gefahrenen Biogasanlage.

e Validierung verschiedener Kompostierungsvarianten von Schweinekot und Mais-
strohhackseln.
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2 Literaturubersicht

21 Charakterisierung der in den Untersuchungen erfassten Erreger

2.1.1 Gattung Salmonella

2.1.1.1 Gattungsmerkmale und Aufbau

Salmonellen sind gramnegative Stabchenbakterien aus der Familie der Enterobacteriaceae.
Sie besitzen eine Grofie von 0,7-1,5 x 2,0-5,0 um und wachsen fakultativ anaerob. Weltweit
gehdren sie zu den wichtigsten bakteriellen Infektionserregern bei Menschen und Tieren. Bis
auf wenige Ausnahmen sind sie durch peritriche Begei3elung beweglich (HOLT, 1994; HOF
UND DORRIES, 2009; SELBITZ, 2011, 2015).

2.1.1.2 Taxonomie

Die Gattungsbezeichnung Salmonella wurde 1900 fir den 1885 in den USA beschriebenen
Hogcholera Bacillus (Salmonella cholerasuis) von Lignieres vorgeschlagen, benannt nach
dem Erstentdecker Daniel Salmon einem amerikanischen Bakteriologen (SELBITZ, 2011,
2015). Die wichtigsten Salmonellen, ndmlich die Erreger des Typhus abdominalis beim Men-
schen, waren bereits 1880 von Eberth in Milz und Lymphknoten festgestellt und 1884 von
Theodor August Gaffky in Reinkultur geziichtet worden (GRIMONT et al., 2000; HOF UND
DORRIES, 2009).

Die Gattung Salmonella besteht aus den zwei Spezies Salmonella enterica und Salmonella
bongori und man kann uber 2.500 Serovare unterscheiden, die mit unterschiedlicher Wirts-
anpassung und Virulenz auftreten. Die Spezies Salmonella enterica wird in die sechs Sub-
spezies enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae und indica unterteilt. Diese Unter-
teilung basiert auf rRNA-Sequenzvergleichen (KOHLER, 2001). Es erfolgte eine Umbenen-
nung von Salmonella cholerasuis in Salmonella enterica durch LE MINOR und POPOFF (1986)
um Verwechslungen des prioritdren Speziesnamens ,cholerasuis® mit der gleichlautenden
Serovarenbezeichnung zu vermeiden. Diese Umbenennung wurde erst 2005 offiziell aner-
kannt. Urspringlich wurden fir neue Serovare Eigennamen gebildet. Ausschlielilich fir die
Serovaren von Salmonella enterica subsp. enterica werden eigene Namen, Ublicherweise
geographische Namen, verwendet. Fir alle Ubrigen werden die Antigenformeln angegeben.
Im Interesse einer Ubersichtlichen Schreibweise wird in der Regel nur der Gattungsname
Salmonella, gefolgt von der Serovarenbezeichnung, beginnend mit einem GrolRbuchstaben,
verwendet. Anstelle der eigentlich korrekten Bezeichnung Salmonella enterica subsp. enteri-
ca ser. Typhimurium wird Salmonella Typhimurium benutzt (GRIMONT et al., 2000; SELBITZ,
2011, 2015).

2.1.1.3 Anziichtung und Differenzierung

Salmonellen stellen keine besonderen Anspriiche an Nahrmedien. Nicht selektive Voranrei-
cherungen, z.B. in gepuffertem Peptonwasser, bewirken eine Erhéhung der Keimausbeute
durch Aktivierung subletal geschadigter Bakterien. Dieses Verfahren wird besonders bei der
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Untersuchung von Lebens- und Futtermittelproben angewendet. Flissige Anreicherungsme-
dien werden aus der Voranreicherung oder auch direkt beimpft. Am weitesten verbreitet sind
selektive Anreicherungsmedien auf der Basis von Tetrathionat und Selenit, die Bouillon nach
RAPPAPORT-VASSILIADIS sowie der halbfeste modifizierte Agar nach RAPPAPORT-VASSILIADIS.
Auf Universalnadhrbdden unterscheiden sich die Salmonellenkolonien nicht von denen ande-
rer Vertreter der Enterobacteriaceae. Eine Ausnahme bilden hamolysierende oder sehr stark
schleimige Enterobakterien. Auf Blutagar tritt niemals eine Hamolyse auf. Fur die Abgren-
zung von den anderen Arten werden Differenzialnahrboden eingesetzt bei denen charakte-
ristische Stoffwechselparameter der Salmonellen genutzt werden. Dazu gehdrt die Bildung
von H,S, in deren Folge Sulfide entstehen, die den Kolonien ein schwarzliches Aussehen
verleihen. AuRerdem wird die Unfahigkeit, Laktose zu spalten oder der Abbau von Propy-
lenglykol, bei dem Saure gebildet wird, genutzt. Die pH-Wert-Veranderung wird mithilfe un-
terschiedlicher Indikatorsysteme durch Farbumschlag angezeigt (SELBITZ, 2011, 2015).

2.1.1.4 Antigene Diversitat / Serologische Diagnostik

Die Serovare innerhalb der Familie der Enterobacteriaceae kénnen aufgrund verschiedener
Antigengruppen serologisch typisiert werden. Bei Salmonellen kénnen generell drei ver-
schiedene Antigenarten unterschieden werden. Diese sind ein somatisches Antigen (O-
Antigen), ein Flagellen- bzw. Geilelantigen (H-Antigen) und ein Oberflachenantigen (Vi-
Antigen) (GRIMONT et al., 2000; ROSLER, 2006). Bereits 1896 hatte Widal aufgrund der Fest-
stellung, dass das Serum eines immunisierten Tieres eine Agglutination des Typhus Erre-
gers bewirkt, den Begriff der Serodiagnostik gepragt (GRIMONT et al., 2000). Die Untersu-
chung der O- und H-Antigene, welche 1926 von White iniziiert und 1941 durch Kauffmann
erweitert wurde, fuhrte zu einer rasch anwachsenden Zahl neu entdeckter Salmonellen. Die
serologische Diagnostik und die Einordnung der Salmonellen in das WHITE-KAUFFMANN-LE-
MINOR-Schema basieren auf der Bestimmung der O- und H-Antigene und bilden die interna-
tional verbindliche Grundlage fir die Ordnung der Salmonellen (SELBITZ, 2011, 2015). Die
Serovaren-Diagnostik wird nach der Vordifferenzierung der Kolonien auf Differenzialnahrb6-
den bzw. der endgliltigen biochemischen Differenzierung mittels kommerziell erhaltlicher O-
und H-Antiseren in der Objekttrageragglutination vorgenommen. Bei Schwierigkeiten mit
dem Nachweis der zweiten H-Phase kann beispielsweise der Einsatz der Schwarmplatte
nach SVEN GARD Abhilfe schaffen, bei der die erste H-Phase durch ein Antiserum gehemmt
wird (SELBITZ, 2011, 2015).

Das O-Antigen (Oberflachenantigen, somatisches Antigen) ist ein, in der Zellwand bzw. in
der aulReren Membran, lokalisierter und fest verankerter, thermostabiler, formaldehydunbe-
standiger Lipopolysaccharid (LPS)-Protein—~Komplex, dessen Polysaccharidanteil die sero-
logische Spezifitdt bestimmt (KOHLER, 2001; ROSLER, 2006; HOF UND DORRIES, 2009). Das
LPS zeigt einen typischen dreiteiligen Aufbau. Die Fettsaure-Glucosamin-haltige Komponen-
te wird als Lipid A bezeichnet. Aufgrund ihrer toxischen Wirkung und der Verankerung in der
auBeren Membran wird sie auch als Endotoxin bezeichnet. Dem Lipid A schlie3t sich eine
wenig variable sog. Kernregion von Zuckerketten an, die weiter in eine innere und eine aule-
re Kernregion unterteilt ist. Die Kernregion wird von einer hochvariablen, aus 10 bis 20 repe-
titiven Oligosaccharideinheiten, aus jeweils drei bis acht Zuckern, zusammengesetzten Sei-
tenkette abgeschlossen. Diese bedingt die O-Antigenspezifitat und ist haufig stammspezi-
fisch (BURKHARDT, 1992; WRAY, 2000; KOHLER, 2001, HOF UND DORRIES, 2009). Kolonien
von Wildstdmmen weisen aufgrund des Vorhandenseins einer vollstandigen O-Seitenkette
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ein glattes Erscheinungsbild, die sogenannte S-Form (smooth), auf. Die spezifischen Gene
fir die Synthese des O-Antigens liegen im rfb-Gencluster. Mutationen in den LPS-
Biosynthesegenen kénnen zum Verlust der LPS-Seitenketten bzw. des O-Antigens flihren.
Kolonien mit verlorener O-Seitenkette zeigen auf dem Nahrboden Kolonien mit rauer Ober-
flachenerscheinung, der sogenannten Rauform (,R-Form®; rough) (BURKHARDT, 1992; WRAY,
2000; KOHLER, 2001; HOF UND DORREIS, 2009; HAUSER, 2012). Bei Salmonellen existieren
mehr als 60 Typen an O-Antigenen (HOF UND DORRIES, 2009). Die O-Antigene werden mit
arabischen Ziffern bezeichnet. Serovare mit gemeinsamen Haupt-O-Antigenen gehoéren zu
Gruppen, die mit Ziffern, friher Buchstaben, gekennzeichnet sind (ROSLER, 2006; SELBITZ,
2011, 2015).

Durch peritriche Begeil3elung sind die meisten Salmonellen beweglich. Die Salmonella ente-
rica Serovar Typhimurium besitzt je Zelle ca. 5(6)-10 Flagellen (BONIFIELD et al. 2003; YAMA-
MOTO et al., 2006). Die langen, proteinhaltigen Geil3eln bestehen aus drei Grundeinheiten,
einem Basalkorper, einem transmembranen Motor und dem Filament. Uber einen komplizier-
ten Halteapparat sind sie in der Zellwand und Zytoplasmamembran verankert. Eine propel-
lerartige Rotation der Flagellen ermdglicht es den Salmonellen sich in Flissigmedien oder
Weichagar fortzubewegen. Diese Motilitat, sich auf der Oberflache einer Agarplatte wie mit
einem Hauch, vergleichbar dem auf einer kalten Glasscheibe, ausbreiten zu kénnen, hat zu
der Bezeichnung als H-Antigene gefuhrt. Das H-Antigen (Geildelantigen) ist thermolabil und
formaldehydbestandig. Das Filament besteht aus ca. 20.000 repetitiven Proteineinheiten,
dem Flagellin. Dieses wird entweder als FIiC oder FI/jB exprimiert und besitzt eine Lange von
ca. 10 um. Die serologische Spezifitdt kann auf unterschiedliche Aminosauresequenzen zu-
rickgeflihrt werden (KOHLER, 2001; BONIFIELD et al., 2003; ROSLER, 2006; HOF UND DORRIES,
2009).

Viele Bakterien variieren die Oberflachenzellstrukturen durch stochastisches An- und Aus-
schalten von Genen, die fur alternative Strukturen kodieren. Die Flagellen-Phasen-Variation
bei Salmonella Typhimurium, welche zwischen zwei alternativen Flagellen-Typen wechselt,
ist ein Beispiel fir einen Wechsel der Antigenstrukturen (ALDRIDGE et al., 2006). H-Antigene
kénnen in zwei antigenetisch und serologisch unterscheidbaren Flagellentypen vorkommen
bzw. in zwei Phasen vorliegen. Die Kultur einer diphasischen Serovar besteht sowohl aus
Zellen mit der 1. als auch Zellen mit der 2. H-Phase. Die einzelne Zelle exprimiert aber je-
weils nur H-Antigen einer Phase (YAMAMOTO et al. 2006; KAYSER, 2010). Die Primarstruktu-
ren des Flagellins sind auf dem bakteriellen Chromosom auf zwei unterschiedlichen struktu-
rellen Flagellin-Genen, die alternativ exprimiert werden, kodiert. Das fliC-Gen kodiert fir das
Phase-1-Flagellin (H1-Antigen) und das fljB-Gen fiir das Phase-2-Flagellin (H2-Antigen)
(KAYSER, 2010). In Salmonella Typhimurium kodiert das fliC-Gen flir das Phase-1-Flagellin
H:i und das fjB-Gen flir das Phase-2-Flagellin H:1,2 (NGoI et al., 2013). H-Antigene der ers-
ten Phase werden mit kleinen lateinischen Buchstaben und die der zweiten Phase mit arabi-
schen Ziffern bezeichnet (HOF UND DORRIES, 2009, SELBITZ, 2011, 2015).
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FljB

Abbildung 1: Phasenwechsel bei Salmonella Typhimurium

Nach BONIFIELD et al. (2003); ALDRIGE et al. (2006); YAMAMOTO et al. (2006); ZAMPERINI et al. (2007); HAUSER (2012)

Der Phasenwechsel zwischen spezifischer und unspezifischer Phase, dem die H-Antigene
unterliegen, ist bedeutsam (ROSLER, 2006). Er wird durch eine reversible Inversion eines
996-bp langen DNA-Segments des Chromosoms mit dem Namen H-Segment kontrolliert,
welches den Promotor fiir das fliB-Gen enthalt. Das fjB-Gen bildet mit dem fljA-Gen, das
einen negativen Regulator fir die fliC-Expression kodiert, gemeinsam ein Operon (ALDRIDGE
et al., 2006; HAUSER, 2012). Das H-Segment ist flankiert durch umgekehrte repetitive Se-
quenzen, die Loci hixL und hixR (YAMAMOTO et al., 2006). Aufderdem befindet sich auf dem
H-Segment das Hin-Gen, welches flir eine DNA-Invertase (Hin-Rekombinase) kodiert. Durch
ortsspezifische Rekombination der Sequenz an den Loci hixL und hixR, mit Hilfe der Hin-
Invertase in Verbindung mit dem Verstarker Fis (Factor for inversion stimulation), kommt es
zu einer Inversion, sodass der Promotor flir das fjB-fljA-Operon in die umgekehrte Richtung
zeigt. Dies erfolgt in einer Frequenz von ungefahr 10 bis 10 pro Zellgeneration (BONIFIELD
et al., 2003, YAMAMOTO et al., 2006; ZINKERNAGEL, 2010, HAUSER, 2012). Wenn das H-
Segment sich in der ,an“ Orientierung befindet, werden sowohl fIjB als auch fljA transkribiert.
Es kommt zur Bildung des Phase-2-Flagellins, wie auch zur gleichzeitigen Repression des
fliC-Gens. Invertiert das H-Segment in die ,aus” Orientierung, werden weder fljB noch fljA
transkribiert. Dies hat zur Folge, dass es zur Phase-1-Flagellin-Ausbildung kommt (ALDRIDGE
et al., 2006; YAMAMOTO et al., 2006; HAUSER, 2012).

Die meisten Salmonella Serovare sind biphasisch. Es gibt jedoch auch Serovare, die durch
ein Fehlen der Expression der zweiten Phase des Flagellins ausschliellich monophasisch
sind, z.B. S. Typhi und S. Dublin (SELBITZ 2011, 2015, TRUPSCHUCH ET AL., 2012). Auf3erdem
existieren monophasische Varianten normalerweise biphasischer Serovare, z.B. der Serovar
Typhimurium. Bei diesen Varianten wird aufgrund von Mutationen oder Deletionen in den
verantwortlichen Genen entweder die erste oder die zweite Flagellen-Phase dauerhaft ex-
primiert (HAUSER, 2012). Eine Zunahme monophasischer Salmonella Serovare, insbesonde-
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re mit der Antigenformel O4,[5],12:i:-, konnte innerhalb der letzten 10-15 Jahre weltweit fest-
gestellt werden (HOPKINS et al., 2010; DARLINK, 2008; EFSA, 2010).

Vereinzelte Salmonellen-Serovare sind bekapselt. Es handelt sich um eine Polysaccharid-
Schleimkapsel (a-(1-4)-N-Acetyl-D-Galaktoaminouronsaure-Polymer), die der Oberflache der
Bakterienzelle aufsitzt (KOHLER, 2001; HOF UND DORRIES, 2009). Das Kapsel- bzw. Hillenan-
tigen (K-Antigen) kommt nur sehr selten vor, kennzeichnet jedoch die besonders humanpa-
thogenen Varietaten S. Typhi und S. Paratyphi (ROSLER, 2006; HOF UND DORRIES, 2009). Es
wurde 1934 entdeckt und wird aufgrund einer Assoziation mit Virulenz auch als Vi-Antigen
bezeichnet. Vi-Antigen-tragende Serovare sind durch das Vi-Antigen hinsichtlich einer Agglu-
tination mit O-Antiseren maskiert und erst nach einer vorherigen Erhitzung auf 100°C fir 60
Minuten agglutinierbar (WRAY, 2000).

2.1.1.5 Genetik, Pathogenitat und Virulenz

Beide Salmonellenspezies, Salmonella enterica und Salmonella bongori, sind pathogen fir
Tiere und Menschen. Serovare oder Stdmme dirfen erst nach entsprechender Prifung als
avirulent fir Menschen oder bestimmte Tierarten eingestuft werden. In diesem Sinn ist jedes
Salmonellenisolat von Tieren als potenzieller Zoonose-Erreger zu betrachten (ROSLER, 2006;
SELBITZ, 2011). Endotoxine kommen wie bei allen anderen Enterobacteriaceae auch bei
Salmonellen vor. Als Trager der Giftwirkung wird das Lipid A (Region lll des LPS) betrachtet.

Die Entwicklung der Genera Escherichia und Salmonella verlauft seit etwa 100-140 Millionen
Jahren getrennt. Salmonellen besitzen ein Genom mit einem Umfang von 4,3-5 Millionen
Basenpaaren und etwa 4.000 Genen. Im Chromosom liegen Pathogenitatsinseln (Salmonel-
la Pathogenicity Islands; SPI), von denen mehr als ein Dutzend bekannt sind und Genomin-
seln (Salmonella Genomic Islands; SGI). AuRerdem kodieren Plasmidgene Virulenz- und
Resistenzeigenschaften (SELBITZ, 2011, 2015). Die zuerst entdeckte SPI-1 tragt Gene fir
einen Typ lll-Protein-Sekretions-Translokationsapparat und fir Effektorproteine, die fir die
Darminvasivitat verantwortlich sind. In den Pathogenitatsinseln SPI-2, SPI-3 und SPI-4 sowie
dem Salmonella-Virulenzplasmid (SVP) besitzen die Salmonellen die Voraussetzungen fiir
eine Vermehrung im Phagosom warmblitiger Tieren und intrazelluldres Uberleben. Die SPI-
5 ist an der Chloridsekretion beteiligt und fir eine Mukosaentziindung verantwortlich (KOH-
LER, 2001). Eine Pathogenitatsinsel, die flir Multiresistenzen verantwortlich ist, wird als Sal-
monella Genomic Island 1 (SGI-1) bezeichnet. Zudem wird eine Plasmid-Herkunft aufgrund
von Homologien zwischen ORFs und Plasmid-verwandten Genen angenommen. Auf der
SGI 1 sind u.a. die Gene fir den phanotypischen Resitenztyp ACSSuT eines kanadischen
Isolates von S. Typhimurium kodiert. Die SGI 1 wurde ebenfalls in vielen multiresistenten
DT120 Stammen nachgewiesen (BOYD et al., 2001). Virulenzplasmide treten nur bei wenigen
Serovaren, z.B. Cholerasuis, Typhimurium oder Enteritidis auf. Sie tragen den hoch konser-
vierten spv (Salmonella Plasmid Virulence)-Locus (SELBITZ, 2011, 2015).

2.1.1.6 Epidemiologische Typisierung

Die epidemiologische Charakterisierung verschiedener Stamme bzw. Klone innerhalb einer
Serovar ist fiir die Aufdeckung von Infektketten und Ubertragungswegen wesentlich. Das ist
insbesondere bei nicht wirtsadaptierten Serovaren, die als Zoonose-Erreger auftreten, be-
deutsam. Im Rahmen der klassischen Methoden der biochemischen und serologischen Di-
agnostik sind nach wie vor die Lysotypie sowie die Resistenzbestimmung von besonderer
Bedeutung. Zur Bestimmung der Phagovaren (Lysotypen) von Salmonella Typhimurium wird
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besonders haufig das erweiterte Schema nach ANDERSON genutzt. Eine wesentliche Rolle
spielen molekularbiologische Methoden, z.B. Untersuchungen der Plasmid-DNA wie Restrik-
tionsanalysen oder der chromosomalen DNA wie Ribotyping, PFGE, MLST oder MLVA
(SELBITZ, 2011, 2015).

2.1.1.7 Einteilung der Salmonellen nach Pathogenitat, Wirtsadaptation, klinischer und
epidemiologischer Bedeutung

Das Habitat der Salmonellen ist der Darm von Tieren und Menschen. lhre hohe Tenazitat
ermoglicht ihnen ein langes Uberleben in der Umwelt. Das ganze Ausmaf der Umweltkon-
tamination ist wahrscheinlich unbekannt, da viele Salmonellen nur mit Spezialmethoden aus
derartigen Proben angezlchtet werden kénnen, ansonsten aber in nicht kultivierbaren Zu-
stand (Viable but not culturable - VBNC) Gberleben (SELBITZ, 2011, 2015). Dieser Zustand,
z.B. durch subletalen Stress in der Umwelt, wird auch als ,subletal geschadigt oder ,injury”
bezeichnet und kann sich in einer Unfahigkeit des Mikroorganismus manifestieren, Kolonien
auf einem definierten minimalen Medium zu bilden (KARUNIAWATI, 2001).

Die Infektion erfolgt in den meisten Fallen oral Uber Futtermittel, die direkt durch Ausschei-
dungen infizierter Tiere oder Uber Gille, Jauche, Dung bzw. Siedlungsabwasser mit Salmo-
nellen kontaminiert werden. Kontaktinfektionen sind im Vergleich dazu wesentlich seltener.
Salmonellentrager finden sich besonders unter den adulten Tieren, wohingegen es bei Jung-
tieren am ehesten zu Manifestationen kommt. Virulenz, Infektionsdosis und infektionsbe-
gunstigende Faktoren sind flr die Manifestation bestimmend. Hinsichtlich der Wirtsspezifitat
sind zwischen den Spezies und Subspezies gewisse Unterschiede auszumachen. Wahrend
S. enterica ssp. enterica bevorzugt bei warmblitigen Tieren auftritt, sind die Ubrigen Subspe-
zies vorrangig auf Kaltbltter (v.a. Reptilien) und die Umwelt beschrankt (SELBITZ, 2015).

Tabelle 1: Einteilung der Salmonellen nach Wirtsanpassung und Pathogenitatspotenzial

Wirtsspezifitat Salmonella- Bedeutung Bedeutung
Serovare Tier Mensch
Anpassung an den . Typhi, Keine Bedeutung Erreger von Ty-

Menschen

. Paratyphi A, B, C

phus und Paraty-
phus

Anpassung an be-
stimmte Tierarten

. Dublin (Rd.)

. Cholerasuis (Sw.)
. Gallinarum (H.)

. Abortusequi (Pfd.)
. Abortusovis (Sf.)

Ausgepragte Krank-
heitsbilder, seuchen-
hafte Krankheitsver-
laufe

Infektionen selten,
in Einzelfallen
schwere Erkran-
kungen (S. Dublin,
S. Cholerasuis)

Keine Anpassung an
bestimmte Tierarten;
aber invasive Stamme

. Enteritidis,

. Typhimurium

O OB L n u unu um n On

Schwere seuchenhaf-
te Krankheitsverlaufe
bis latente Infektionen

Haupterreger von
Zoonosen (Enteritis
infectiosa)

Keine Anpassung an
bestimmte Tierarten;
nicht invasiv

> 2.000 Serovare

Vorwiegend latente
Infektionen, Erkran-
kungen mdoglich

Punktuelle Bedeu-
tung als Zoonose-
Erreger

Nach ROSLER (2006) und SELBITZ (2011); Rd. = Rind; Sw. = Schwein; H. = Huhn; Pfd. = Pferd; Sf. = Schaf
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Nach HOF UND DORRIES (2009) ist in der Humanmedizin aufgrund der GréRe dieser Bakteri-
engattung eine Unterteilung in typhdse und enteritische Salmonellosen sinnvoll. Aus epide-
miologischer Sicht Iasst sich die Vielzahl der Serovare aufgrund ihres Infektionsspektrums,
ihres Anpassungsgrads an bestimmte Wirte und ihrer Relevanz als Krankheitserreger in vier
unterschiedliche Gruppen einteilen (ROSLER, 2006; SELBITZ, 2011). Die Einteilung ist in Ta-
belle 1 zu sehen.

Eine besondere Bedeutung aus lebensmittelhygienischer Sicht besitzen v.a. die Salmonella
Serovare der nicht-wirtsadaptierten Serovare, die sich durch eine hohe Virulenz auszeichnen
und sowohl beim Menschen als auch bei bestimmten Tierarten zu schweren Salmonella-
Infektionen, z.T. mit Todesfallen, fihren kénnen. In dieser Gruppe gehoéren die Salmonella
Serovaren Typhimurium und Enteritidis, als Haupterreger von Zoonosen, zu den
epidemiologisch bedeutendsten Serovaren (ROSLER, 2006).

2.1.1.7.1 Salmonelleninfektion des Schweines

Die Salmonellosen des Schweines lassen sich in zwei Gruppen einteilen. Die erste Gruppe
wird durch die wirts-adaptierten, an das Schwein angepassten Serovare Salmonella Chole-
rasuis und Salmonella Typhisuis verursacht. Bei der zweiten Gruppe handelt es sich um
nicht-wirtsadaptierte Serovare, u.a. Salmonella Typhimurium, die im Vergleich zum Rind viel
seltener manifeste Salmonellosen verursachen (FEDORKA-CRAY et al., 2000).

Salmonella Cholerasuis ist in Osteuropa, den USA und vielen asiatischen Landern verbreitet,
in Westeuropa einschlie3lich Deutschland ist die Bedeutung gering. Neben Hausschweinen
sind auch Wildschweine empfanglich. Infektionen anderer Tierarten sind bedeutungslos. Bei
Menschen werden Infektionen durch diese Serovar zwar selten nachgewiesen, kébnnen aber
letale Erkrankungen auslésen. Salmonella Typhisuis hat generell nur eine geringe Verbrei-
tung. Salmonella Derby hat mdglicherweise ebenfalls eine gewisse Anpassung an das
Schwein erreicht. Nicht speziell an das Schwein angepasste Serovare, allen voran Salmonel-
la Typhimurium, verursachen vorwiegend latente Infektionen mit lebensmittelhygienischer
Bedeutung. Es treten sowohl der Volltyp, die O5-Minusvariante und monophasische Stamme
(01,4,[5],12:i:-) auf (SELBITZ, 2011, 2015).

Die Ubertragung erfolgt hauptséchlich fakal-oral. Wahrend der akuten Phase der Infektion
scheiden erkrankte Schweine bis zu 10° bis 10’ Keime pro Gramm Kot aus. Die Infektions-
dosis liegt bei 10° bis 10" Keimen. Im Infektionsgeschehen spielen ebenfalls aerogene
Ubertragungswege sowie die Ubertragung tiber belebte und unbelebte Vektoren eine wichti-
ge Rolle. Als belebte Vektoren sind u.a. Schadnager, Insekten sowie der Mensch und als
unbelebte Vektoren u.a. kontaminierte Gegenstande und Futtermittel zu beachten (FEDORKA-
CRAY et al.,, 2000). Klinische Erkrankungen treten vorrangig bei Absetzferkeln und
Jungschweinen im Alter von sechs bis zwdlf Wochen und einem Gewicht bis zu etwa 60 kg
auf. Dagegen sind Saugferkel, aufgrund maternaler Antikérper, Zuchtschweine und altere
Mastschweine meist nur latente Keimtrager. Es treten perakute, akute, subakute und chroni-
sche Verlaufsformen in Erscheinung. Infektionen kénnen als septikdmische Allgemeiner-
krankungen, insbesondere bei Cholerasuis-Infektion, verlaufen. Dabei sind die erkrankten
Schweine inappetent, lethargisch und zeigen Fieber bis 41,7°C, feuchter Husten und Bauch-
atmung koénnen auftreten. Erstes Anzeichen sind meist perakut verendete Schweine mit zy-
anotischen Extremitaten und Abdomen. Infektionen mit nicht-adaptierten Serovaren, v.a.
durch S. Typhimurium, verlaufen mit starkerer Manifestation im Magen-Darm-Kanal. Die er-
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krankten Tiere weisen eine Enterocolitis mit Inappetenz, Lethargie, Fieber und v.a. wassri-
gem gelbem Durchfall auf. Bei Sauen sind Aborte mdglich (FEDORKA-CRAY et al., 2000;
SELBITZ, 2011).

2.1.1.7.2 Salmonelleninfektionen bei Menschen

Bei den Salmonellosen des Menschen wird zwischen den als Allgemeininfektion verlaufen-
den Krankheitsbildern des Typhus und Paratyphus und den Salmonellenenteritiden unter-
schieden (KOHLER, 2001; HOF UND DORRIES, 2009; SELBITZ, 2011). Salmonellen gehdren
nach wie vor zu den wichtigsten Verursachern lebensmittelbedingter Infektionen beim Men-
schen. Laut EFSA wurden in der Europaischen Union (EU) 2005 ca. 200.000 und 2010 ca.
100.000 Falle der Salmonellose beim Menschen gemeldet (EFSA, 2011a). In China sind
schatzungsweise 22,2% der Lebensmittelinfektionen durch Salmonellen verursacht (WANG et
al., 2007; SHAO et al., 2012; LI et al. ,2013). Etwa 20-25% der Salmonellosen des Menschen
werden auf vom Schwein stammende Erreger zurickgefuhrt (ROSLER, 2006, SELBITZ, 2011).

Die typhdsen Salmonellosen, Typhus abdominalis und Paratyphus (,Typhos® = griech. Ne-
bel, Rauch), werden durch die humanadaptierten Serovare Typhi und Paratyphi A, B und C
ausgelost. Der Mensch ist das entscheidende Erregerreservoir. Eine Infektion erfolgt oral
hauptsachlich Gber kontaminierte Lebensmittel und Trinkwasser. Die Infektionsdosis ist ge-
ring und liegt bei 100-1.000 Salmonellen. Die Erreger dringen durch das Epithel des Dinn-
darmes, vermehren sich dort und es erfolgt eine hamatogene Verteilung mit mdglicher Be-
siedlung praktisch aller Organe (HOF UND DORRIES, 2009). Es handelt sich um eine in Stadi-
en ablaufende generalisierte Allgemeininfektion mit zyklischem Charakter (KOHLER, 2001).
Diese Infektionskrankheiten sind in Deutschland und vielen anderen Industrielandern sehr
stark zuriickgedrangt worden. Die Einschleppung Uber den internationalen Reiseverkehr ist
aber ein nicht zu unterschatzendes Problem (SELBITZ, 2011). Krankheitsverdacht, Erkran-
kung und Tod sowie Ausscheidung sind nach dem Infektionsschutzgesetz (IfSG) melde-
pflichtig. Bei alteren und abwehrgeschwachten Patienten kénnen typhdse Salmonellosen
auch durch mehrere andere Salmonella-Varietaten wie S. Enteritidis, S. Typhimurium oder S.
Hadar verursacht werden (HOF UND DORRIES, 2009).

Die Enteritis-Salmonellose gehdrt zum Komplex der infektidsen Gastroenteritis und ist nach
dem Infektionsschutzgesetz (IfSG) unter mikrobiell bedingter Lebensmittelvergiftung bzw.
akuter infektidser Gastroenteritis meldepflichtig. Vorwiegend treten nicht-wirtsadaptierte Se-
rovare als Erreger auf, am haufigsten S. Typhimurium und S. Enteritidis. Obwohl direkte An-
steckungen an Tieren mdglich sind, haben Lebensmittelinfektionen die mit Abstand gréfte
Bedeutung. Rohes bzw. nicht ausreichend erhitztes Fleisch und daraus hergestellte Produk-
te sowie Eier und eihaltige Speisen sind die haufigsten Ursachen fir Lebensmittelinfektionen
mit Salmonellen. Fir den Ausbruch von Salmonellosen ist die Vermehrung und Anreicherung
der Erreger in den Lebensmitteln eine Voraussetzung. Die Infektion erfolgt oral durch Nah-
rungsmittel, seltener durch Trinkwasser. Bei gesunden Erwachsenen ist die Infektionsdosis
groR und liegt bei oraler Aufnahme bei 10> bis 10° bzw. (iber 10° bis 10° Salmonellen (KOH-
LER, 2001; HOF UND DORRIES, 2009; SELBITZ, 2011). Ein Teil der Erreger wird durch die Ma-
gensaure abgetotet. Diese unspezifische Abwehr kann bei alten Menschen und Kleinkindern
fehlen, wodurch die Infektionsdosis entsprechend niedriger ist. Die Enteritis entsteht durch
massive Invasion der Dinndarmschleimhaut mit den Salmonellen. Die Invasion erfolgt einer-
seits Uber ein Eindringen der Salmonellen in die M-Zellen der Peyer-Plaques, die nur eine
ganz hauchdinne Barriere darstellen, und anschlie@ende Phagozytose durch die darunter
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liegenden Makrophagen. Die pathogenen Salmonellen kénnen teilweise in den Makrophagen
Uberleben und sich sogar vermehren. Ein weiterer Weg geht direkt durch die Enterozyten.
Salmonellen binden an den EGF (Epidermal Growth Factor)-Rezeptor und diese Bindung
I6st eine dramatische Veranderung des Zytoskeletts dieser Epithelzelle aus. Die Epithelzelle
umschlingt die Salmonelle mit Ausldufern und verschlingt sie dann. Die Salmonellen wan-
dern dann transepithelial in die Submukosa, in der Makrophagen warten, die schon von der
Epithelzelle mittels Interleukin 8 (IL-8) angelockt wurden. Das Uberleben der Salmonellen in
den Wirtszellen ist Plasmid-gesteuert, wobei fir jede Salmonellen-Serovar ein typisches
Plasmid bekannt ist (HOF UND DORRIES, 2009).

Wahrend des gesamten Prozesses der Lebensmittelherstellung kann es von der Schlach-
tung bis zum Verzehr zur Kontamination durch andere tierische Produkte, Geratschaften,
Wasser, Menschen, Nagetiere, Arthropoden usw. kommen. Kihllagerung und ausreichende
Erhitzung von Lebensmitteln sind bewahrte MalRnahmen der Kichenhygiene. Nach einer
Inkubationszeit von meist nur wenigen Stunden bis einigen Tagen (5-72 Stunden) beginnen
die Erkrankungen mit wassrigen Durchfallen und kolikartigen Abdominalschmerzen. Fieber,
Ubelkeit, Erbrechen und Kopfschmerzen kénnen auftreten. In ca. 20% der Falle kommt es
zur hamatogenen Streuung der Erreger mit extraintestinalen Symptomen. Systemische, ty-
phoése Verlaufe sind mdglich, aber selten. Die Letalitdt der Salmonellosen ist unbehandelt
sehr gering. Die Erregerausscheidung mit dem Stuhl persistiert unterschiedlich lange, im
Durchschnitt circa sechs Wochen (HOF UND DORRIES, 2009; SELBITZ, 2011).

2.1.1.8 Tenazitit

Die Widerstandsfahigkeit von Mikroorganismen in der Umwelt wird als Tenazitat bezeichnet
und schwankt sehr stark zwischen verschiedenen Erregern und Umweltbedingungen. Den
Salmonellen erméglicht eine hohe Tenazitat ein wochen- bis monatelanges Uberleben in der
kontaminierten Umwelt (SELBITZ, 2011).

Sie kénnen Uber 200 Tage im Erdboden, zehn Monate in Staub, finf Monate in Fazes und
Uber vier Jahre in Trockeneipulver tberleben (KOHLER, 2001). PHILIPP et al. (1992) berichten
von Uberlebenszeiten in Rinderglille von fiinfeinhalb Monaten, in Hihnerglille von vier Mona-
ten und in Schweinegille von zweieinhalb Monaten. In Frischwasser Uberleben Salmonella
ssp. mindestens 56 Tage und im Sediment noch langer. S. Newport zeigt eine Tenazitat im
Boden auf Rinderweiden von Uber sechs Monaten. In gelagertem Tierfutter kbnnen Salmo-
nellen Gber Monate bis Jahre tiberleben (DAVIES et al., 2000). Die Uberlebenszeiten sind in
Tabelle 2 ersichtlich.

YILMAZ (2012) fuhrt in seiner Arbeit (hach Angaben von PIETSCH, 1981; BOHM, 1993; BOES et
al., 2005; JENSEN et al., 2006; ROSLER, 2006) an, dass Salmonellen in verschiedenen Mate-
rialien, wie z. B. Lebens- und Futtermitteln, Giber sehr lange Zeit infektionsfahig bleiben. lhre
Uberlebenszeit ist von Faktoren, wie der Art des Materials, der Temperatur, der Material- und
Luftfeuchte, dem pH-Wert, dem Sonnenlicht und der Salmonella-Art sowie der Ausgangs-
keimzahl abhangig. Dabei gibt er eine Nachweisbarkeit flir Salmonellen von 14 Tagen fir
glatte Metalloberflachen, 16 Tagen in/auf Insekten, 75 Tagen in gepdkeltem Fleisch, 291
Tagen in trockenem Schweinekot, 12 bzw. 16 Monaten in feuchter bzw. trockener Erde und
33 Monaten in Giille an.



22 2 LiteraturUbersicht

Tabelle 2: Tenazitat von Salmonellen in unterschiedlichen Materialien.

Material Serovar | Nachweisbarkeit Quellen
Schweinekot trocken/ Fazes n.a. 291d/5 Mo 5,4
Gulle n.a. 33 Mo 5
Schweinegulle/Flussigmist Schwein S. Typhim. | 2 Mo/39d 2;1
Rindergulle/Flussigmist Rind/Kalb S. Typhim. | 55Mo/177d/29d 2;1
Huhnergulle Flissigmist Huhn n.a. 4Mo/28d 1
Gelagertes Tierfutter n.a. Monate-Jahre 3
Frischwasser n.a. Mind. 56 d 3
Erdboden/Erde,trocken/feucht/Boden S. Newport | >200 d/16 Mo/12 Mo/6 Mo | 4;5; 3
Insekten n.a. 16 d 5
Staub n.a. 10 Mo 4
Glatte Metalloberflachen n.a. 14 d 5
Trockeneipulver n.a. >4 Jahre 4

Mo = Monate; d = Tage; n.a. = nicht angegeben

Quellen: 1 STRAUCH, 1991; 2 PHILIPP et al., 1992; 3 WRAY, 2000; 4 KOHLER, 2001; 5 YILMAZ, 2012

In den Untersuchungen von STRAUCH et al. (1991) zeigen sich Unterschiede in der Tenazitat
fur verschiedene Salmonella Serovare bei der Lagerung von Giille unterschiedlicher Herkunft
(Rind, Kalb, Schwein, Geflligel). Er zeigt Uberlebenszeiten in Rindergiille von 157 bis 210
Tagen, in Rinderjauche von 57 bis 84 Tagen, in Kalbergulle von 12 bis 33 Tagen, in Schwei-
negulle von 39 bis 47 Tagen und in Gefligelgllle von 8 bis 57 Tagen auf (siehe Tabelle 1).
Laut MITSCHERLICH und MARTH (1984) Uberlebt S. Senftenberg in Schweinegiille fir 14 Tage
bei 8°C, 8 Tage bei 20°C und <8 Tage bei 37°C.

Unterschiedliche Faktoren Uben einen Einfluss auf die Uberlebensfahigkeit von Bakterien
aus. Die Temperatur ist ein wichtiger Faktor. Dabei sind Bakterien empfindlicher gegentber
feuchter als gegentber trockener Hitze. Bei trockener Hitze beruht die Inaktivierung schein-
bar auf Oxidationsvorgangen. Bei feuchter Hitze spielen hauptsachlich Proteindenaturierung
und Zellwandschadigungen eine Rolle (SMELT, 2014). Tiefe Temperaturen wirken meist kon-
servierend (SELBITZ, 2011). Nicht vermehrungshemmend wirken Temperaturen zwischen
7°C und 46°C bei einem minimalen Nahrstoffangebot von ca. 60 mg Protein/Liter (BOHM,
1993; KOHLER, 2001, ROSLER, 2006, YILMAZ, 2012). Nach der Van't Hoffschen Regel verur-
sacht eine Temperatur-Erhéhung um 10°C eine Verdoppelung des Stoffwechsels (WAGNER,
1995). Die Uberlebensfahigkeit bei 4°C ist doppelt so hoch wie die bei 20°C (WRAY, 2000).

Die Resistenz gegeniiber Hitzeeinwirkungen kann bei den verschiedenen Salmonella Sero-
varen unterschiedlich sein. In Untersuchungen von SOLDIERER et al. (1991) zeigte sich, dass
eine hitzeresistentere Serovar Senftenberg W75, im Vergleich zu 12 anderen Salmonella-
Stammen, bei einer Haltetemperatur von 60°C nach 18 Minuten noch nachweisbar war, wo-
hingegen die Ubrigen Stamme bereits nach 2-7 Minuten nicht mehr nachweisbar waren. Die-
se Serovar ist aufgrund ihrer ausgepragten Thermotoleranz (HENRY et al., 1969) in der Bio-
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abfallverordnung (BioAbfVo) (ANONYM, 2010; 2012) als Testorganismus zur Validierung von
aeroben und anaeroben Prozessen vorgeschrieben.

Tabelle 3: Tenazitat von Salmonellen bei unterschiedlichen Temperatureinwirkungen.

Material Serovar Nachweisbarkeit Quellen
Gulle Rd. 4°C S. Typhimurium | D-W.: 164 d 7
Glulle Rd. 20°C S. Typhimurium | D-W.:12,7d 5
Gulle Sw./Rd. S. Typhimurium | D-W.:ca.2w 1
Gllle Rd. 37°C S. Typhimurium | D-W.:2,4d/2,5d (10d/4x10* KbE/ml) | 5,6
Glulle Rd. 50°C S. Senftenberg | D-W.: 49-63 min 3
Gulle Rd. 53-56°C S. Typhimurium | 24 h >7 log10 4
Gllle 55°C S. Typhimurium | N.n.<4h 2
Gille Rd. 55°C S. Senftenberg D-W.: 9,1-13,8 min 3
Puffer (pH 7) 55°C Salmonella spp. | D-W.: 222 s 8
Gulle Sw./Rd. 60°C S. Senftenberg | D-W.: 59-89 s/116-138 s 3
Puffer (pH 7) 60°C Salmonella spp. | D-W.: 24 s 8
Rindergiille 65°C S. Senftenberg | D-W.: 24-37 s 3
Puffer (pH 7) 65°C Salmonella spp. | D-W.:2,6 s 8
Puffer (pH 7) 72°C Salmonella spp. | D-W.: 0,1s 8

Sw. = Schwein; Rd. = Rind; D-W. = D-Wert; h = Stunden; d = Tage, min = Minuten, s = Sekunden; N.n. = nicht nachweisbar;
KbE/ml = Kolonie bildende Einheiten pro Milliliter

Quellen: 1: MUNCH et al., 1987; 2: SILVERS, 1990; 3: SOLDIERER & STRAUCH, 1991; 4: PLYM-FORSHELL, 1995; 5: HIMATHONGHAM
et al., 1999; 6: GADRE et al., 1999; 7: HOFERER, 2001; 8: SMELT et al., 2014

Der pH-Wert spielt neben der Temperatur eine wichtige Rolle bei der Inaktivierung (SMELT et
al., 2014). Die meisten Bakterien bevorzugen einen neutralen pH-Wert und sind gegen saure
und alkalische Bedingungen empfindlich (SELBITZ, 2011). Stark saure Verhaltnisse, d.h. pH-
Werte unter 4,5, sind fir pathogene Bakterien todlich. In einer Phagozytosevakuole entste-
hen durch die Wirkung von H*-Pumpen ebenfalls relativ schnell niedrige pH-Werte, was die
Abtétung internalisierter Bakterien beglinstigt. Dagegen haben Keime, welche das Ansauern
der Vakuole verzégern (Salmonella) bzw. verhindern (Legionella), eine Chance in der Vakuo-
le zu Uberleben (HOF UND DORRIES, 2009). Schwach saure Medien (bis pH 4,5) wirken auf
Salmonellen nicht vermehrungshemmend (KOHLER, 2001). WAGNER (1995) flhrt kirzere
Uberlebenszeiten im sauren Bereich (pH 3-5) an. Bakterien sind empfindlich gegeniiber UV-
Strahlung. Die Uberlebenszeit fiir Salmonellen ist an der Bodenoberflache kiirzer (WAGNER,
1995; HOF UND DORRIES, 2009). Zudem erméglicht organisches Material ein langeres Uber-
leben und eine Vermehrung. Bei geringem Nahrstoffangebot besteht eine Konkurrenz der
besser angepassten autochthonen Mikroorganismen-Flora. Diese Ubt antagonistische Wir-
kungen, u.a. durch Nahrstoffkonkurrenz oder durch Abgabe antibiotisch wirksamer Stoffe,
aus (WAGNER, 1995).
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2.1.2 Gattung Staphylococcus

Staphylokokken (griech. ,staphyle“ = die Traube; ,kokkos® = der Kern, das Korn) sind kugel-
formige, ca. 1,0 um grof3e grampositive Bakterien, die sich teilweise charakteristisch in Hau-
fen anordnen. Sie sind unbeweglich, bilden keine Sporen und wachsen fakultativ anaerob.
Einige Stdmme besitzen eine Polysaccharid-Kapsel, die jedoch unter Kulturbedingungen
rasch verloren geht. Sie sind Katalase-positiv und empfindlich gegenuber Lysostaphin. Ein
wichtiger Vertreter ist Staphylococcus aureus (griech. aureus = gold). Die Pigmentierung
(weil, elfenbeinfarben bis goldgelb) der Kolonien ist variabel. Die Pigmente gehéren zu den
Karotinoiden und werden als Schutzmechanismus gegen Licht und UV-Strahlung gebildet.
Staphylokokken sind relativ resistent gegen Hitze, Austrocknung, verschiedene Desinfekti-
onsmittel und UV-Strahlung. AuRerdem besitzen sie eine relativ hohe Salztoleranz, so dass
eine Vermehrung bei Salzgehalten von bis zu 10% und mehr moglich ist. Die Salztoleranz
kann zur selektiven Anzlchtung durch Unterdriickung der Begleitflora genutzt werden.
Wachstum ist im Temperaturbereich von 10 bis 45°C méglich (KOHLER, 2001; HOF UND DOR-
RIES, 2009; SELBITZ, 2011).

Staphylococcus aureus weist verschiedene Virulenzfaktoren auf. Beim Protein A handelt es
sich um ein, mit wenigen Ausnahmen, auf der Oberflache von Staphylococcus aureus-
Stammen vorkommendes Protein mit einem Molekulargewicht von 42 kD. Es besitzt an-
tiphagozytare Eigenschaften, u.a. durch die ,verkehrte® Bindung von Immunglobulinen Gber
deren Fc-Stick, und die dadurch bewirkte Verhinderung des Opsonierungseffektes (KOHLER,
2001, HOF UND DORRIES, 2009). Staphylococcus aureus exprimiert einerseits den Clumping-
Faktor und produziert und sezerniert andererseits die sogenannte freie Koagulase bzw.
Plasmakoagulase. Die Plasmakoagulase ist ein extrazellulares Enzym, das zu einer Ver-
klumpung von Blutplasma flhrt. Es verbindet sich im Serum mit dem Prothrombin zum soge-
nannten Staphthrombin und aktiviert die Bildung von Fibrin aus Fibrinogen. Die Bildung die-
ses Fibrin-Schutzwalls um die ins Gewebe eingedrungenen Staphylokokken-Zellen dient
ihrem Schutz gegenlber der Wirtsabwehr. Der Clumpingfaktor (Fibrinogenrezeptor) ist ein
an die Zelloberflache gebundenes Protein, das ahnliche Effekte wie die Plasmakoagulase
bewirkt, indem es zur Ausfallung von Fibrin flhrt. Plasmakoagulase und Clumping-Faktor
sind fir die Unterscheidung von pathogenen und weniger pathogenen Arten in der Praxis
von Bedeutung (KOHLER, 2001; HOF UND DORRIES, 2009). Einige Staphylococcus aureus-
Stamme (18-76%) bilden Enterotoxine. Dabei werden bislang die Enterotoxine A, B, C1-3, D,
E, G und H voneinander abgegrenzt, wobei flir den Menschen die Enterotoxine A und B am
gefahrlichsten sind. Enterotoxine sind sehr hitzeresistent und werden auch nach 30-
minttigem Erhitzen auf 100°C nicht vollig inaktiviert (KOHLER, 2001). Des Weiteren wird das
Enzym Penicillinase (Betalaktamase) von zahlreichen Stdmmen gebildet. Dieses zerstort
durch Spaltung des R-Laktamringes Benzylpenicillin, Ampicilin und Ureidopenicillin und
macht somit eine Therapie unwirksam (HOF UND DORRIES, 2009). Von besonderer Bedeu-
tung fir ihre Bekdmpfung ist ihre zunehmende Resistenz gegenliber antimikrobiellen Wirk-
stoffen.

Der kulturelle Nachweis ist meist problemlos moglich. Die typische Koloniemorphologie, das
,goldgelbe” meistens eher elfenbeinfarbene Pigment, und die vollstdndige Hamolyse auf Blu-
tagar sind keine zuverlassigen diagnostischen Kriterien. Beweisend ist der Nachweis der
Plasmakoagulase oder des Clumpingfaktors (HOF UND DORRIES, 2009).
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Staphylokokken gehdren zur natirlichen Haut- und Schleimhautflora und besiedeln Schleim-
hautoberflachen der Haut und des Oropharynx bei Mensch und Tier. Etwa 30% aller Men-
schen beherbergen Staphylococcus aureus permanent auf der Haut oder den Schleimhauten
und ca. 30% sind ab und zu passager besiedelt. Besonders haufig siedeln Staphylokokken
im Bereich von Nasenvorhof, Kopfhaar, Achseln und Rima ani. Als Verursacher lokaler und
systemischer eitriger Entzindungen sind sie wichtige Infektionserreger (GERMAP, 2008;
HOF UND DORRIES, 2009; SELBITZ, 2011). Die durch Staphylococcus aureus verursachten
Erkrankungen werden unterschieden in pyogene invasive Prozesse und Toxin-vermittelte
Erkrankungen. Der Ubergang ist flieBend. Bei den invasiven Prozessen kommt es nach In-
fektion und Vermehrung der Erreger zu fortschreitenden Schadigungen bedingt durch die
Gesamtaktivitat der Virulenz-Faktoren des jeweiligen Staphylococcus aureus-Stammes. Da-
bei wird die Schwere der Erkrankung durch Infektionsort, Abwehrlage des Patienten und Vi-
rulenz des Infektionsstammes bestimmt (KOHLER, 2001). Zu den invasiven Erkrankungen
gehodren lokale Infektionen der Haut und Schleimhaute, z.B. Abszess-Bildung mit gelbem,
rahmigem und geruchlosem Eiter, sowie Infektionen innerer Organe, z.B. Osteomyelitis oder
Endokarditis. Es existieren ebenfalls Ubergangsformen, z.B. das Staphylococcal Scaled Skin
Syndrome (SSS) oder das toxische Schocksyndrom (TSS). Bei den Toxin-vermittelten Er-
krankungen kommt einem bestimmten Toxin die entscheidende pathogenetische Bedeutung
zu. Hier spielen u.a. Lebensmittelinfektionen eine wichtige Rolle, bei denen die Toxin-
Produktion Uberwiegend aufierhalb des Patienten, also im Lebensmittel, stattfindet (KOHLER,
2001; HOF UND DORRIES, 2009). Bei Tieren spielt v.a. die Staphylokokkenmastitis der Wie-
derkauer eine grofl3e Rolle (SELBITZ, 2011). Eine besondere Bedeutung besitzen die Methcil-
lin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA), die als Erreger nosokomialer Infektionen vor
allem in der Humanmedizin in Erscheinung treten (SELBITZ, 2011, 2015).

2.1.2.1 Methicillin-Resistente Staphylococcus aureus (MRSA)

Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) sind Staphylococcus aureus-Stamme,
die durch Aufnahme eines mobilen, genetischen Elements, dem sogenannten Staphylococ-
cal cassette cromosome mec (SCCmec), in das Chromosom eine vollstandige Resistenz
gegenuber allen B-Laktam-Antibiotika, einschlieRlich der Cephalosporine und Carbapeneme,
aufweisen. Die Methicillin-Resistenzdeterminante (mec) besteht aus dem mecA-Gen und
regulatorischen Elementen (mecl/, mecR1). Das phanotypische Korrelat besteht in der Bil-
dung eines modifizierten Penicillinbindeproteins (PBP), bezeichnet als PBP2a, das eine er-
niedrigte Affinitat zu Penicillinen aufweist und die komplette Resistenz gegenuber allen -
Laktam-Antibiotika bedingt (BECKER, 2004).

2.1.2.1.1 Einteilung der MRSA

Bei den MRSA wird hinsichtlich deren Ursprungs zwischen sogenannten hospital-acquired
(ha)MRSA, community-acquired (ca)MRSA und livestock-associated (la)MRSA unterschie-
den, was aus klinisch-epidemiologischer Sicht sinnvoll ist (RKI, 2011). Die Einteilung ist in
Abbildung 2 gezeigt. Die haMRSA haben ihren Ursprung in Einrichtungen des Gesundheits-
wesens und wurden erstmals 1961 in einem Krankenhaus in GroRbritannien nachgewiesen
und haben sich seitdem weltweit ausgebreitet (VANDERHAEGHEN et al., 2010). Seit Mitte der
90er Jahre treten caMRSA, deren Ursprung dagegen nicht mit Einrichtungen des Gesund-
heitswesens verbunden ist, auf (RKI, 2011). Im Gegensatz zu haMRSA weisen sie in der
Regel die SCCmec-Typen IV oder V auf, sind seltener multiresistent und die Mehrzahl tragt
das Panton-Valentine Leukocidin-Gen (PVL) (PANTOSTI et al., 2012). Bei Tieren wurden
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MRSA erstmals 1972 in Belgien bei Kihen mit klinischer Mastitis nachgewiesen, bei denen
es sich allerdings um MRSA humanen Ursprungs handelte.

MRSA bei MRSA im Krankenhaus
. Nosokomiale MRSA
Menschen: (HA-VRSA)

MRSA In der
A Bevilkerung
st (CA-MRSA)
Dok 5> Nosokomiale MRSA ohine Risikorakoren
;e (hcaMRSA) A

] =
AN SN EE SIS S SN RIS NSNS EEE AN EEEEEEEEEP

A

MRSA bei Veterinérpersonal Landwirt
Tieren: 1\ J’ 1‘ ,l,

Nosokomiale MRSA Tiermast
{Tierklinken) Schweine
Pferde Mastbullen

kleine Haustiere LA-MRSA

Abbildung 2: Einteilung der MRS A nach Herkunft

Quelle: Prasentation Prof. Dr. Wolfgang Witte; RKI Fellow

Tiere spielten in der Folge keine wesentliche Rolle in der Geschichte der Entwicklung und
Verbreitung von MRSA. Wahrend der letzten Jahre war jedoch auch bei Tieren, v.a. bei
Haustieren, eine Zunahme der MRSA zu beobachten. Dabei handelt es sich jedoch Uberwie-
gend um MRSA humanen Ursprungs (VANDERHAEGHEN et al., 2010). LEONARD et al. (2008)
berichten von MRSA bei domestizierten Tieren, u.a. bei Hunden, Katzen, Pferden, Schafen,
Schweinen und Hihnern. Generell unterscheiden sich die bei Haustieren (Katze, Hund,
Pferd) und lebensmittelproduzierenden Nutztieren nachgewiesenen MRSA-Stdmme vonei-
nander. Bei Haustieren kommen normalerweise haMRSA, vergleichbar denen beim Men-
schen, und bei Nutztieren Uberwiegend tier-adaptierte laMRSA vor (PANTOSTI et al., 2012).
Seit 2005 konnte ein neuer MRSA-Stamm in Zusammenhang mit Schweinehaltungen in den
Niederlanden nachgewiesen werden, einem sogenannten laMRSA des klonalen Komplex
CC398 (VANDERHAEGHEN et al., 2010). PANTOSTI et al. (2012) berichten ebenfalls vom Vor-
kommen eines neuen aufkommenden MRSA-Stammes mit zoonotischem Potenzial, der bei
lebensmittelproduzierenden Tieren, in erster Linie bei Schweinen, mit zunehmender Fre-
quenz nachgewiesen und als laMRSA bezeichnet wird. Der erste Nachweis von laMRSA
beim Menschen in Europa erfolgte 2003. Das Vorkommen beim Menschen ist in erster Linie
auf Risikogruppen mit direktem Kontakt zu lebenden Tieren beschrankt, zu denen u.a.
Schweinehalter und Tierarzte zahlen. Innerhalb dieser Risikogruppen sind laMRSA-Trager
weit verbreitet, Infektionen dagegen selten. Die Infektionen reichen jedoch von leichten Infek-
tionen der Haut bis hin zu Endocarditis, Pneumonie oder nekrotisierender Fasziitis (STEFANI
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et al., 2012). Bei lebensmittelproduzierenden Tieren wird in Europa und Nordamerika v.a. der
laMRSA des klonalen Komplex CC398 nachgewiesen (GRAVELAND et al., 2011). DE NEELING
et al. (2007) erhalten in ihren Untersuchungen eine Pravalenz fiur MRSA von 39% in Na-
sentupfern bei Schweinen in den Niederlanden. Nachgewiesen werden konnte der aMRSA
CC398 uberwiegend bei Schweinen, es gibt jedoch ebenfalls Nachweise bei Kalbern und
Geflugel. Dagegen wird in Asien bei Schweinen Uberwiegend MRSA des klonalen Komplex
CC9 (ST9) nachgewiesen, der weit verbreitet und vermutlich porzinen Ursprungs ist (Cul et
al., 2009; GRAVELAND et al., 2011; GUARDABASSI et al., 2009; WAGENAAR et al., 2009). Eine
Ubertragung zwischen Menschen und Tieren, insbesondere Schweinen, wird sowohl fiir
[aMRSA CC398 als auch CC9 beschrieben. In der Literatur findet sich der erste Nachweis
der Ubertragung von MRSA ST398 ohne Kontakt der Patienten zu Nutztieren (Schweine,
Kalber) in einem niederlandischen Krankenhaus im Juni 2007 (WULF et al., 2008). Das sind
deutliche Hinweise auf die Méglichkeit der Ubertragung von Mensch zu Tier aber auch zwi-
schen Menschen und des damit verbundenen Risikos des Eintrags in Einrichtungen des Ge-
sundheitswesens und die Gesellschaft.

2.1.2.2 Nosokomiale Infektionen

Unter nosokomialen Infektionen werden sogenannte ,Krankenhausinfektionen* zusammen-
gefasst. Das sind Infektionen, die in zeitlichem, raumlichem und v.a. kausalem Zusammen-
hang mit einem Klinik- bzw. Krankenhausaufenthalt aufgetreten sind. Diese Definition um-
fasst nach heutigem Verstandnis auch Heime, Ambulanzen und Arztpraxen und ist mittler-
weile auf Tierarzt- und Arztpraxen sowie Ambulanzen, Tierheime und —pensionen ausge-
dehnt worden (KOHLER, 2001; SELBITZ, 2011). Epidemische Nosokomial-Infektionen mit dem
gleichen Erregerstamm sind besonders geflrchtet. Die Haufigkeit von Nosokomial-
Infektionen wird in den USA auf 5,5% aller Krankenhausaufenthalte geschatzt, was einer
absoluten Zahl von zwei Millionen Infektionen pro Jahr entsprechen wiirde. Die Verhaltnisse
sind in Deutschland sicher vergleichbar, wobei mit 500.000 bis zu einer Million Nosokomial-
Infektionen pro Jahr zu rechnen ist (KOHLER, 2001). Voraussetzung flr die Einstufung ge-
haufter Infektionen als zusammenhangende Nosokomial-Infektionen ist ein in allen Fallen
einheitlicher Erregertyp. Es genigt in diesen Fallen nicht nur die Artdiagnose, z.B. Staphy-
lococcus aureus, vielmehr muss eine Stammidentifizierung mit phanotypischen oder moleku-
laren Methoden vorgenommen werden (KOHLER, 2001).

Nach KOHLER (2001) und SELBITZ (2011) sind verschiedene Erregergruppen fur diese Infek-
tionen mit zunehmender Bedeutung verantwortlich. Die Erreger von Nosokomial-Infektionen
lassen sich in mindestens drei unterschiedliche Gruppen einteilen. Die erste Gruppe bilden
virulente Erreger, die mit hoher Kontagiositat zu Ausbriichen fihren und auch aufierhalb von
Krankenhausern epidemisch auftreten kénnen. Die zweite Gruppe wird durch weniger viru-
lente, meist fakultativ pathogene Erreger hervorgerufen. Bei geschwachten oder schwer-
kranken Patienten kdnnen sie nicht nur asymptomatische Besiedlungen, sondern schwere
Infektionen verursachen. Hier zu nennen sind v.a. multiresistente MRSA-Stamme, die bei
Mensch und Tier in zunehmenden Mal} gefunden werden. Sie spielen eine bedeutende Rolle
in Krankenhausern, in denen sie auf Intensivstationen hartnackige Epidemien auslésen kon-
nen. Von der Haut oder Schleimhaut asymptomatischer Trager kann der opportunistisch pa-
thogene Erreger Uber Handekontakt, direkt Gber Tropfchenemissionen oder indirekt tber
Staub verbreitet werden und nosokomiale Infektionen verursachen. Zwar sind heute ha-
MRSA noch am haufigsten, jedoch nimmt die Zahl der Infektionen mit ca-MRSA zu. Die
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caMRSA-Stamme bilden oft das Panton-Valentin Toxin und verursachen dadurch aggressive
Infektionen (HOF UND DORRIES, 2009). Die zunehmende Problematik des Auftretens multire-
sistenter Staphylokokken wie MRSA, die auch bei Nutz- und Heimtieren nachgewiesen wer-
den konnten, ist aufgrund des zoonotischen Potenzials dieser Erreger verstarkt in den Blick-
punkt des wissenschaftlichen Interesses gerlickt. Ein weiteres Beispiel sind sogenannte ,Ex-
tended-Spektrum-p-Laktamase® (ESBL)-produzierende Stdmme von Enterobacteriaceae
(SELBITZ, 2011). Die dritte Gruppe bilden fakultativ pathogene Erreger der normalen Oberfla-
chenflora der Haut und Schleimhaute des Menschen (KOHLER, 2001; SELBITZ, 2011).

2.1.3 Gattung Enterococcus (Fakalstreptokokken)

Enterokokken sind grampositive, meist paarweise gelagerte Kokken. Sie sind in der Natur
weit verbreitet und besiedeln als Bestandteil der Normalflora den Darm von Menschen und
Tieren und kommen in der Umwelt u.a. auf Pflanzen, im Wasser und im Erdboden vor (KOH-
LER, 2001). Gegenuber Temperatureinflissen und Gallensalzen sind sie weitgehend unemp-
findlich. Sie wachsen im Temperaturbereich von 10-45°C, bei pH-Werten von 9,6 und in An-
wesenheit von 6,5% Kochsalz und 40% Galle. Diese Wachstums- und Toleranzkriterien sind
fur die Abgrenzung von den Streptokokken wesentlich. Die meisten, insbesondere alle hu-
manpathogenen, Enterokokken besitzen das Gruppenantigen D und gehoéren der Lancefield-
Gruppe D an. Die Stoffwechselleistung der Askulin-Spaltung wird diagnostisch genutzt. Die
wichtigsten Vertreter sind E. faecalis und E. faecium.

In der Veterinarmedizin treten Enterokokken als Erreger von Mastitiden, Pneumonien, Uro-
genitalinfektionen, Endokarditiden und Septikdmien in Erscheinung, vorwiegend als sporadi-
sche, faktorenbeeinflusste Erkrankungen. Dabei lassen sich u.a. E. faecalis, E. faecium und
E. durans isolieren. Enterokokken sind nattrlicher Teil der Darmflora, endogene Infektionen
bei hospitalisierten Patienten sind haufig. Ubertragungen Giber medizinische Materialien und
Gerate sowie die Hande des Personals sind aufgrund der weiten Verbreitung und der Tena-
zitat in der unbelebten Umwelt ebenfalls moglich. Sie verursachen haufig Lokalinfektionen
und sind v.a. ursachlich bei Harnwegsinfektionen des Menschen beteiligt. Mehr als 50% aller
chronischen und 10-20% der akuten Harnwegsinfektionen sind Enterokokken-bedingt,
hauptsachlich solche, die nosokomialer Natur sind. Als Erreger nosokomialer Infektionen
treten in den USA haufig, in Deutschland nur vereinzelt, Vancomycin-resistente Enterokok-
ken (VRE) auf. Da die Wahrscheinlichkeit von Antibiotikaresistenzen hoher ist als bei Strep-
tokokken, sind Resistenzprifungen besonders wichtig (KOHLER, 2001; HOF UND DORRIES,
2009; SELBITZ, 2011).

2.1.4 Gattung Bacillus

Bakterien der Gattung Bacillus sind grampositive, gerade Stabchen mit abgerundeten oder
rechtwinkligen Enden, mit einer Grof3e von 0,5-2,5 x 1,2-10,0 um. Sie liegen oft in Paaren
oder in Ketten gelagert vor. Das Wachstum erfolgt aerob oder fakultativ anaerob und sie bil-
den unter unglnstigen Umgebungsbedingungen Sporen. Bakterielle Sporen oder En-
dosporen sind sehr umweltresistente Dauerformen einiger Bakterienspezies. Die Sporen
weisen eine erhebliche Resistenz gegenlber widriger duflerer Umgebungsbedingungen,
insbesondere hoher Temperatur und Trockenheit, auf und Gberleben im trockenen Zustand
Jahrzehnte. Bei trockener Hitze bei 150°C werden sie erst nach 60 Minuten, in feuchter Hitze
bei 100°C bereits nach 5-10 Minuten zerstort. Die Gattung Bacillus umfasst 34 Arten. Wich-
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tigste Vertreter sind Bacillus anthracis, der menschen- und tierpathogene Erreger des Milz-
brands, sowie Bacillus cereus und Bacillus subtilis, die bei Rindern Mastitiden und beim
Menschen gelegentlich selbst-limitierende Lebensmittelinfektionen verursachen kénnen. Die
Erkrankungen werden durch produzierte Toxine verursacht. Dabei handelt es sich einerseits
um das aus drei Komponenten bestehende Anthraxtoxin und andererseits um unterschiedli-
che Enterotoxine. Es existieren Bazillen, die fur Insekten pathogen sind, die Ubrigen Bazillen
sind Bodenbewohner (KOHLER, 2001; SELBITZ, 2011).

Bei Bacillus atrophaeus subsp. globigii handelt es sich um einen nicht-pathogenen Vertreter
der Gattung Bacillus, der u.a. in der Desinfektionsmittelprifung sowie in der Prozessprifung
von Anaerobanlagen als biologischer Tracer (BioAbfV, 2012; siehe Pkt. 1.3) Verwendung
findet.

2.2 Substanzen mit antimikrobieller Wirksamkeit

Substanzen mit antimikrobieller Wirksamkeit sind Stoffe, die mdglichst selektiv in den bakte-
riellen Stoffwechsel eingreifen und somit die Mikroorganismen abtdten oder schadigen ohne
die Zellen des infizierten Organismus in gleicher Weise anzugreifen (KOHLER, 2001). lhre
selektive Wirkung beruht einerseits darauf, dass sie Strukturen der Mikroorganismen angrei-
fen, die beim Menschen nicht oder nur in veranderter Form vorkommen. Andererseits erfolgt
sie aufgrund eines Eingreifens in Stoffwechselprozesse, die speziell in Bakterienzellen, nicht
aber in menschlichen Zellen, ablaufen. In der Therapie bakteriell bedingter Infektionen und
Erkrankungen besitzen sie eine herausragende Bedeutung sowohl in der Human- als auch
der Veterinarmedizin. Der Einsatz von Chemotherapeutika in der Veterindrmedizin ist vielfal-
tig und betragt ca. 30% des Gesamtumsatzes von Tierarzneimitteln. Vom Wirkungstyp un-
terscheidet man zwischen bakterizid und bakteriostatisch (LULLMANN, 2004; SCHMIDT, 2007;
FREY, 2010). Eine Unterteilung in Antibiotika-Stoffgruppen der antimikrobiell wirksamen Sub-
stanzen erfolgt anhand ihrer Angriffspunkte und chemischen Strukturen (siehe Tabelle 4).

Tabelle 4: Antibiotika: Wirkungs- und Hauptresistenzmechanismen

Antibiotika
Wirkungsmechanismus Haupt-Resistenzmechanismus
Stoffgruppe
B-Laktame Zellwand-Synthese B-Laktamasen, veranderte PBP,
Verminderung der Permeabilitat
Aminoglykoside Proteinsynthese 30S Modifizierung von Enzymen, Re-
duktion der Aufnahme
Tetrazykline Proteinsynthese 30S Ausschleusen
Quinolone DNA-Gyrase Verandertes Ziel
Chloramphenicol Proteinsynthese, 50S Acetyltransferase
Folatinhibitoren Hemmung Folsauremetabolismus | Verandertes Ziel

Nach WRraAY, 2000; YiLmaz, 2012
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2.2.1 Antibiotika-Stoffgruppen

Zu den B-Laktam-Antibiotika gehoéren die Penicilline, Cephalosporine und Carbapeneme.
Sie unterbrechen die Zellwandsynthese im Endstadium der Peptidoglykansynthese durch
Hemmung der Transpepdidase, eines Enzyms, das die VerknUpfung der Peptidketten be-
nachbarter Aminozuckerketten der N-Acetylmuraminsdure katalysiert. Die Bakterienzellen
schwellen an und aufgrund der Zellwanddefekte kommt es zur Lysis der Zellen. Zu den Ver-
tretern der Penicilline gehdren u.a. Benzylpenicillin, Isoxazolylpenicilline (z.B. Oxacillin) und
Aminopenicilline (Amoxicillin, Ampicillin), bei denen durch Substitutionen u.a. ein erweitertes
Wirkungsspektrum und eine Penicillinase-Festigkeit erreicht wird. Aufierdem existieren
Kombinationen mit dem Penicillinase-Hemmstoff Clavulansaure. Die Einteilung der Cepha-
losporine erfolgt anhand der Verabreichungsart oder nach Generationen. Man unterscheidet
parenteral und oral zu verabreichende Substanzen. Die Einteilung nach Generationen erfolgt
anhand ihres in-vitro Wirkungsspektrums. Zu den Vertretern der Cephalosporine gehdren
u.a. Cefalexin (1. Generation), Cefoxitin und Cefazolin (2. Generation), Ceftiofur und Cefope-
razon (3. Generation), Cefquinom (4. Generation) sowie Ceftobiprol oder Ceftaroline (5. Ge-
neration) (LULLMANN, 2004; SCHMIDT, 2007; FREY, 2010; BASSETTI et al., 2013).

Tetrazykline werden von Streptomyces-Arten gewonnen und bestehen aus vier linear kon-
densierten Sechserringen. Es handelt sich um Hemmstoffe der bakteriellen Proteinsynthese.
Der Angriffspunkt ist die 30S-Untereinheit der Ribosomen und die bakteriostatische Wirkung
wird durch die Hemmung der Elongationsphase durch Anlagerung der tRNA-Aminosauren-
Komplexe verursacht. Sie weisen ein breites Wirkungsspektrum auf. Durch die Bildung un-
I6slicher Komplexe mit mehrwertigen Kationen treten Verfarbungen der Zahne und reversible
Wachstumshemmung der Knochen auf. Daher sollten Tetrazykline nicht bei Jungtieren, Kin-
dern oder Schwangeren verabreicht werden. Es besteht haufig eine Plasmid-vermittelte
Mehrfachresistenz (LOSCHER, 2003; LULLMANN, 2004; SCHMIDT, 2007; FREY, 2010).

Aminoglykosid-Antibiotika stammen aus Streptomyces-Arten (,-mycin“) und Micromono-
spora-Arten (,-micin®). Den Angriffspunkt bildet die 30S-Untereinheit der Ribosomen, dabei
induzieren sie Ablesefehler an der mRNA, I6sen die Anlagerung falscher tRNA-Aminosaure-
Komplexe aus und flihren somit zur Synthese falscher Proteine (sog. ,Nonsense“-Proteine).
Dadurch wirken sie bakterizid. Vertreter sind u.a. Streptomycin und Kanamycin sowie
Gentamicin und Neomycin. Es handelt sich um auferordentlich polare und somit schlecht
membrangangige Substanzen. Sie sind nephro- und ototoxisch und verursachen z.T. irrever-
sible Schadigung der Sinneszellen im Gleichgewichts- und Hérorgan im Innenohr. Eine Re-
sistenzentwicklung geschieht Uber R-Faktoren, durch die eine Verminderung des Transports
in die Zelle bewirkt wird. Die Resistenzentwicklung ist vom ,One-step“-Typ (Streptomycin)
oder weist eine Mehrschritt-Resistenzentwicklung (Gentamicin) auf. Die Kreuzresistenz ge-
genuber anderen Aminoglykosiden ist meistens einseitig. Gentamicin-resistente Erreger sind
auch gegenuber anderen Aminoglykosiden resistent, jedoch nicht umgekehrt (LOSCHER,
2003; FRrEY, 2010).

Makrolide werden von Strepomyces-Arten gewonnen, halb- oder vollsynthetisch hergestellt.
Macrocyclische Lactone sind lipophile Substanzen mit einem zentralen 15- bis 16-gliedrigen
Lactonring. Der Angriffspunkt ist die ribosomale 50S-Untereinheit. Durch kovalente Bindung
an Proteine des Peptidyltransferase-Zentrums und der damit verbundenen Stérung der
Elongationsphase kommt es zur Unterdrickung des Weiterrlickens des Ribosoms. Sie wir-
ken bakteriostatisch, insbesondere auf grampositive Bakterien, aber auch auf intrazellulare
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Erreger. Ein Vertreter dieser Gruppe ist das Erythromycin. Die Resistenzentwicklung erfolgt
rasch, u.a. durch Methylierung des Bindungsortes an den Ribosomen, enzymatische Spal-
tung des Lactonringes oder aktive Ausschleusung. Sie kann Uber Plasmide vermittelt werden
(FREY, 2010).

Zu den Lincosamiden gehdren Lincomycin und dessen halbsynthetisches Chlor-Analogon
Clindamycin. Sie sind aus zwei Heterocyclen der substituierten Aminosaure Prolin und einem
schwefelhaltigen Aminozucker-Galacto-Octapyranring aufgebaut. Den Angriffspunkt bildet
die ribosomale 50S-Untereinheit. Durch Bindung wird die Aminoacyl-tRNA-Bindung an die
Peptidyltransferase gestort. Lincomycin wird bei Staphylokokken-Infektionen beim Vorliegen
von Resistenzen gegen R-Lactame oder Allergien verwendet. Die Resistenzentwicklung ist
Plasmid-codiert und erfolgt durch Methylierung des Adenins in der 50S Untereinheit der Ri-
bosomen. Es bestehen Kreuzresistenzen zueinander und partielle Kreuzresistenzen zu den
Makrolid-Antibiotika (LOSCHER, 2003; FREY, 2010).

Den Angriffspunkt der Fenicole (Chloramphenicol) stellt die ribosomale 50S-Untereinheit
dar. Durch Bindung an die Peptidyltransferase wird diese gehemmt. Dadurch wird die Bin-
dung zwischen Enzymkomplex und seinen Aminosauresubstraten beeinflusst und die Bil-
dung der Peptidketten gestort. Sie wirken bakteriostatisch auf ein breites Erreger-Spektrum.
Es besteht die Gefahr einer Knochenmarkschadigung und ein Verbot der Anwendung bei
lebensmittelproduzierenden Tieren. Die Resistenzsituation ist regional sehr unterschiedlich.
Bei Salmonellen bestehen z.T. hohe Resistenzraten, wohingegen grampositive Kokken in
der Regel sensibel sind. Dabei acetylieren R-Plasmid-induzierte Enzyme die freien Hydro-
xylgruppen (LOSCHER, 2003).

Der Azofarbstoff Prontosil, bei dem es sich um eine sogenannte ,Pro-Drug“ mit der aktiven
Komponente Sulfanilamid handelt, wurde 1935 von Domagk entdeckt. Sulfonamide hem-
men die Synthese der bakteriellen Tetrahydrolfolsaure, eines wichtigen Co-Enzyms bei der
Synthese von Purin-Kérpern und Thymidin. Somit greifen sie in die bakterielle DNA-, RNA-
und Proteinsynthese ein. Strukturell dhneln sie der para-Aminobenzoesaure und hemmen
durch Substratkonkurrenz kompetitiv die bakterielle Dihydropteroinsdure-Synthetase. Sulfo-
namide wirken bakteriostatisch und besitzen ein breites Wirkungsspektrum, jedoch sind nur
proliferierende Zellen empfindlich. Die Einteilung erfolgt anhand der Halbwertszeiten in Kurz-
zeit-Sulfonamide (bis 8h), Mittelzeit-Sulfonamide (8-16h) und Langzeit-Sulfonamide (>16h).
Resistenzen sind zahlreich. Natlrliche Resistenz besteht bei Bakterien, die Folsdure aus der
Umwelt aufnehmen kénnen (LOSCHER, 2003, FREY, 2010).

Trimethoprim hemmt die bakterielle Dihydrofolsaure (DHF)-Reduktase. Die Wirkung ist bak-
teriostatisch, insbesondere gegenliber Staphylokokken und Streptokokken. Zusatzlich exis-
tieren Kombinationen aus Sulfamethoxazole und Trimethoprim, z.B. das Cotrimoxazol. Dabei
wird der Sequentialeffekt, die synergistische Wirkung, durch die Hemmung der Folsauresyn-
these an zwei aufeinanderfolgenden Schritten genutzt (LOSCHER, 2003; FREY, 2010).

Der Wirkungsmechanismus der Gyrasehemmer (4-Chinolone) beruht auf der Hemmung
des bakteriellen Enzyms Gyrase, einer Topoisomerase Il. Bei der Gyrase handelt es sich um
ein Tetramer aus je zwei A- und B-Untereinheiten, welches die Verdrillung, das sogenannte
,Supercoiling“ des Chromosomenfadens (DNA) durch Offnung und Verschluss katalysiert.
Dadurch liegt die DNA in einer wesentlich kompakteren Form vor, das dient u.a. der Unter-
bringung in der Bakterienzelle und ist Grundlage fur Replikation, Transkription und Repara-
turvorgange. Strukturelle Voraussetzungen sind Stickstoff in Position 1, eine Carboxylgruppe
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in Position 3 und die Ketogruppe in Position 4 des Chinolons. Fluorchinolone binden vermut-
lich an die A-Untereinheit und hemmen den Wiederverschluss der DNA-Strange (LOSCHER,
2003; FRrREY, 2010). Es existieren Gyrasehemmer zweier Generationen. Ein Vertreter der ers-
ten Generation ist die Nalidixinsaure, ein Naphtyridinderivat. Sie ist gekennzeichnet durch
eine schnelle Entwicklung einer Einstufen-Resistenz. Zur zweiten Generation zahlen Cipro-
floxacin und Enrofloxacin, die durch Fluorsubstitution in Position 6 und Piperazinsubstitution
in Position 7 der 4-Chinoloncarbonsaure verandert sind. Sie besitzen ein breiteres Wirkungs-
spektrum und eine sehr geringe Resistenzentwicklung. AuRerdem erfolgt die Einteilung der
Fluorchinolone in vier Gruppen. In der ersten Gruppe sind orale Fluorchinolone gegen Harn-
wegsinfektionen (z.B. Norfloxacin) und in der zweiten Gruppe systemisch anwendbare Fluor-
chinolone mit breiter Indikation (z.B. Ciprofloxacin, Enrofloxacin). Die dritte Gruppe beinhaltet
Fluorchinolone mit verbesserter Aktivitat gegen grampositive Bakterien und atypische Erre-
ger wie Mykoplasmen, Legionellen und Chlamydien (z.B. Levofloxacin). Fluorchinolone mit
verbesserter Aktivitdt gegenlber grampositiver Bakterien, atypischer Erreger sowie Anaero-
biern (z.B. Trovafloxacin) gehdren der vierten Gruppe an. Die Resistenzsituation bei Fluor-
chinolonen der zweiten, dritten und vierten Gruppe ist gunstig. Die Resistenz ist Gberwiegend
chromosomal bedingt und z.T. plasmidinduziert. In der Regel handelt es sich um eine Mehr-
schritt-Resistenzentwicklung. Es bestehen Kreuzresistenzen innerhalb der gesamten Grup-
pe. Die Resistenzen sind wenig stabil und reversibel (LOSCHER, 2003; FREY, 2010).

Bei den Polypeptidantibiotika (Polymyxin B, Colistin) handelt es sich um verzweigte, cycli-
sche Dekapeptide mit einem langen hydrophoben Schwanz. Sie reagieren mit Phospholipid-
komponenten der Zellmembranen und erhéhen die Permeabilitdt, wodurch es zum Verlust
von essentiellen Plasmabestandteilen kommt. Die Wirkung ist bakterizid gegentber gramne-
gativen Keimen. Aufgrund cytotoxischer Wirkungen erfolgt die Anwendung nur nach genauer
Indikation. Die Resistenzrate ist niedrig und Resistenzen sind chromosomal determiniert
(LOSCHER, 2003; FREY, 2010, BASSETTI et al., 2013). Colistin (auch Polymyxin E) ist ein Re-
serve-Antibiotikum. Als Reserve-Antibiotikum weist es eine antimikrobielle Aktivitat gegen-
Uber ansonsten resistenten Keimen auf und ist deshalb fir therapieresistente Infektionen
vorbehalten (VENTER et al. 2017).

Linezolid und Tedizolid gehéren zur Gruppe der Oxazolinidone und bewirken durch Bin-
dung an die P-Seite der ribosomalen 50S-Untereinheit eine Hemmung des Beginns der Pep-
tidstrangsynthese und wirken bakteriostatisch auf multiresistente, grampositive Bakterien wie
MRSA und Vancomycin-resistente Staphylococcus aureus (VRSA) sowie Vancomycin-
resistente Enterokokken (VRE) (BASSETTI et al., 2013; VENTER et al 2017).

Vancomycin gehdrt zu den Glycopeptiden. Durch Bindung an Aminosauren (Acyl-D-Alanyl-
D-Alanine) innerhalb der Zellwand verhindern sie die Anlagerung weiterer Einheiten ans
Peptidoglycan und hemmen einen spaten Schritt in der Peptidoglycansynthese (Abbildung
3). Sie wirken ausschlieldlich gegen grampositive Erreger, v.a. Kokken. Neuere Vertreter,
sogenannte Vancomycin-Analoga, sind Telavacin, Oritavancin und Dalbavancin. Diese be-
sitzen eine Wirksamkeit gegen MRSA, VRSA und VRE (BASSETTI et al., 2013; VENTER et al.,
2017). VRSA haben die Vancomycin-Resistenz Uiber Konjugation erhalten. Dabei erfolgte die
Ubertragung des auf einem Plasmid-lokalisierten Transposon Tn1546 von Vancomycin-
resistenten Enterococcus faecalis (VENTER et al., 2017).

Nitroimidazol-Derivate (Metronidazol) verursachen Schadigung der DNA durch Komplex-
bildung oder Strangbriiche und sind wirksam gegenuber anaerober Bakterien, Protozoen,
Amoben (LULLMANN, 2004)
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Rifampicin gehoért zur Ansamycingruppe und wirkt bakterizid aufgrund einer Hemmung der
DNA-abhangigen RNA-Polymerase. Es wirkt gegen Mykobakterien, v.a. bei Tuberkulose und
Lepra, und wird zur Behandlung therapieresistenter Staphylokokkeninfektionen eingesetzt
(LOSCHER, 2003).

2.3 Antibiotika-Resistenz

Die Entwicklung von Resistenzen von Krankheitserregern gegentber antimikrobiell wirksa-
men Substanzen ist ein ernstzunehmendes Problem. Antibiotika-Resistenz erhéht die Morta-
litdt und die Kosten verbunden mit Erkrankungen. Sie stellt eines der Hauptprobleme in Hu-
man- und Veterinarmedizin dar. AuRerdem hat sie gewaltige soziale und 6konomische Kon-
sequenzen (WRAY, 2000; FREY UND LOSCHER, 2010; SCHUURMANS et al., 2014). In Deutsch-
land bzw. Europa sterben jahrlich ca. 6.000 bzw. 25.000 Menschen durch Infektionen mit
Antibiotika-resistenten Krankheitserregern, gegen die kein Antibiotikum mehr wirkt (VENTER
et al. 2017). O'NEILL (2014) prognostiziert, dass es ohne ein entsprechendes Handeln bzw.
des Ergreifens sinnvoller InterventionsmalRnahmen bis 2050 zu einem drastischen Anstieg
der durch Antibiotika-Resistenz-verursachten Todesfalle von derzeit jahrlich ca. 700.000 auf
10.000.000 Todesfalle kommt. Demzufolge wirden Antibiotika-Resistenz-bedingte Todesfal-
le Krebserkrankungen bis zum Jahr 2050 als Todesurasche Nummer eins ablésen (VENTER
et al., 2017). Die WHO warnt davor, dass sich Antibiotika-Resistenzen weltweit so stark ver-
breiten und demzufolge gewdhnliche Infektionen bald wieder tédlich enden kénnten. Resis-
tenzen entwickeln sich deutlich schneller, als dass neue Substanzen mit antimikrobieller Wir-
kung auf den Markt kommen. Durch die Zunahme von Antibiotika-Resistenzen entstehen
Kosten im Milliardenbereich fir die Gesellschaft und das Gesundheitssystem.

In der Veterindrmedizin bestehen durch Antibiotika-Resistenz von Mikroorganismen zwei
Problemkreise. Einerseits kann Therapieversagen bei der Behandlung erkrankter Tiere auf-
treten. Andererseits stellt die Entwicklung resistenter, zoonotischer Erreger ein ernstes Prob-
lem fur die 6ffentliche Gesundheit und die Humanmedizin dar. Stdmme mit erworbener Re-
sistenz und haufig mit Mehrfachresistenzen kommen gehauft u.a. bei Enterobacteriaceae
und Staphylokokken vor. Sie verursachen haufig nosokomiale, oft lebensbedrohliche, anti-
biotisch schwer zu therapierende Infektionen (KAYSER, 2010). Insbesondere die Zunahme
der Resistenzen gegenuber neuen Wirkstoffen bzw. einer groReren Gruppe von Antibiotika,
wie z.B. Extended-Spektrum Cephalosporin-resistenter (ESC-R) gramnegativer Erreger
durch Bildung von ESBLs, plasmidvermittelter AmpCs und/oder Carbapenemasen, ist be-
sorgniserregend. Nutztiere werden als Reservoir multiresistenter gramnegativer Keime be-
trachtet. Dabei hat die Anzahl der Tragertiere multiresistenter ESC-R Salmonellen in den
letzten Jahren deutlich zugenommen. Die Verbreitung von ESC-Rs stellt eine ernsthafte Ge-
fahr fir das Gesundheitswesen dar (SEIFFERT et al., 2013).
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Abbildung 3: Resistenzentwicklung

Quelle: Nach VENTER et al. (2017)

Zur Entwicklung von Antibiotika-Resistenzen und der Ausbreitung resistenter Bakterien ist
ein Selektionsdruck durch Anwendung entsprechender antimikrobiell wirksamer Substanzen,
sowohl beim Menschen als auch beim Tier, Voraussetzung. Es besteht eine Korrelation zwi-
schen der Antibiotika-Anwendung und der Entwicklung von Resistenzen. Der Gebrauch neu-
er Wirkstoffe in der Tierhaltung fihrt zu einem Anstieg der Resistenz gegenlber diesen
Wirkstoffen (Abbildung 3). In der Tierhaltung werden bzw. wurden Substanzen mit antimikro-
biellen Eigenschaften zu drei Zwecken eingesetzt: zur Therapie, Prophylaxe und als Wachs-
tumsforderer (WRAY 2000; KAYSER, 2010, SEIFFERT et al., 2013; VENTER et al., 2017). Der
Einsatz von Antibiotika als Wachstums- bzw. Leistungsférderer in der Tierhaltung wurde wei-
testgehend verboten. In China wurde die Verwendung von Colistin als Futterungsantibioti-
kum zum 01. November 2016 untersagt (VENTER er al., 2017). Dennoch flihren VENTER et al.
(2017) einen Verbrauch von 148 mg diverser Antibiotika je Kilogramm produziertem Nutztier
weltweit an. Auch die Verwendung von nicht humanmedizinisch-relevanten Antibiotika als
Leistungsférderer birgt die Gefahr einer vermehrten Auspragung von Efflux-Pumpen bei den
Bakterien. Das verschafft diesen Bakterien einen Selektionsvorteil bis spezifische Resitenz-
mechanismen ausgebildet werden. Bei Salmonellen besteht ein genereller Anstieg im Resis-
tenzlevel, insbesondere bestimmter Serovare, wie z.B. Salmonella Typhimurium, die mit der
Tierproduktion verbunden sind. AufRerdem ist ein genereller Anstieg an Multiresistenzen so-
wie an Resistenzdeterminanten, die ins Salmonella-Chromosom aufgenommen wurden,
festzustellen (WRAY, 2000). Multiresistenz ist definiert als Resistenz gegenlber einem oder
mehreren Antibiotika aus drei oder mehr Antibiotika-Stoffgruppen (BASSETTI et al., 2013).
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Zusatzlich gelangen Antibiotika-Ruckstande in die Umwelt. Antibiotika-Ruckstande in der
Umwelt oder im Fleisch sind nicht das eigentliche Problem, sondern vielmehr die dadurch
bedingte Selektion multiresistenter Keime. Bedeutsam fur die &ffentliche Gesundheit sind der
zunehmende Pool an Resistenzgenen und die Verbreitung von Resistenzgenen, die sich auf
Plasmiden oder anderen mobilen Gen-Elementen befinden. Demnach kdnnen Resistenzen
von apathogenen und pathogenen Mikroorganismen auf andere Mikroorgansimen Ubertra-
gen werden. AulRerdem konnen bereits multiresistente Erreger durch die Aufnahme weiterer
Resitenzgene zu Verursachern von Infektionen werden, gegen die kein Antibiotikum mehr
wirkt. Dies hat weitreichende Konsequenzen fir die Therapie in Human- und Vetreinarmedi-
zin.

2.3.1 Resistenziubertragung und Resistenzmechanismen

Resistente bzw. multiresistente Erreger (z.B. Salmonellen) kdénnen horizontal zwischen
Mensch und Tier Gibertragen werden. Auerdem kann eine Ubertragung der Resistenzeigen-
schaften (Gene) auf andere Mikroorganismen, Kommensalen und Pathogene erfolgen (SEIF-
FERT et al., 2013). Lebensmittelliefernde Nutztiere kdnnen als Reservoir resistenter Erreger
fungieren und maoglicherweise direkt oder Uber die Umwelt auf den Menschen Ubertragen
werden (VENTER et al, 2017). Eine bedeutende Rolle spielt dabei die Ubertragung multiresis-
tenter Erreger Uber die Lebensmittelkette. Die Ubertragungswege resistenter Bakterien wer-
den aus Abbildung 4 ersichtlich.

Grundsatzlich sind drei Hauptmechanismen an der Entwicklung von Resistenzen ursachlich
beteiligt. Neben der physiologischen Adaptation kommen genetische Mutationen und der
horizontale Transfer von Resistenzgenen vor (SCHUURMANS et al., 2014). Andere Autoren
unterscheiden dabei zwischen konstitutiven (passiven) und adaptiven Resistenzenzmecha-
nismen und somit zwischen einer ,natlrlichen® und einer ,erworbenen“ Resistenz (WRAY,
2000; KOHLER, 2001; LOSCHER, 2003; PAVANKUMAR et al., 2014). Die natiirliche, primare,
konstitutive oder intrinsische Resistenz beruht auf fehlendem Angriffspunkt oder Vor-
kommen intrinsischer Resistenzmechanismen. Dabei ist eine Mikroorganismen-Art aufgrund
ihrer inharenten Eigenschaften bzw. Stoffwechseleigenarten natirlicherweise gegeniber der
Substanz unempfindlich. (FREY, 2010). Sie ist in der Regel auch ohne Anwesenheit eines
Antibiotikums vorhanden. Sie beruht u.a. auf der elektrischen Ladung der Zellwan-
de/dusseren Membranen oder einer Kapselbildung, die ein Eindringen geladener Molekile
(Antibiotika) in die Zelle verhindern. AuRerdem nutzen manche Mikroorganismen Koérper-
Kompartimente (Nischen), in die Antibiotika nicht gelangen. Bei den adaptiven oder erwor-
benen Mechanismen kommt es zu Modifikationen auferer Zellstrukturen oder Zielstruktu-
ren innerhalb der Zelle, Zerstérung des Antibiotikums durch Expression von Enzymen (Pro-
teasen und Peptidasen) sowie Efflux-Mechanismen (PAVANKUMAR et al., 2014; VENTER et al.,
2017). Hierbei spielt der Besitz spezifischer Resistenzgene, die haufig innerhalb der Bakteri-
enpopulationen weitergegeben werden koénnen, eine grofe Rolle. Bei der ,erworbenen oder
Ubertragbaren Resistenz* kann unter der Einwirkung antibakterieller Substanzen aus einem
empfindlichen Stamm ein resistenter Keim hervorgehen. Ein Pool von resistenten Bakterien
bzw. Resistenzgenen ist vorhanden, der entweder direkt oder indirekt auf den Menschen
oder auf humanpathogene Erreger Ubertragen werden kann. Das mdgliche Auftreten resis-
tenter Zoonose-Erreger, wie Salmonellen und Campylobacter, sowie den Kommensalen,
Enterokokken und Escherichia coli, steht dabei im Vordergrund (FREY, 2010).
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Abbildung 4: Verbreitung der Ubertragbaren Antibiotikaresistenz zwischen verschiedenen
Okosytemen

Quelle: Prasentation Prof. Dr. Wolfgang Witte; RKI Fellow

Bei der Entstehung und Verbreitung von Resistenzgenen bestehen zwei grundsatzliche
Moglichkeiten. Die Erste besteht in der Weitergabe individueller Resistenzgene durch Trans-
formation und Transduktion Uber Prophagen und Phagen. Diese setzt DNA-Homologie
und Rekombination voraus (WRAY, 2000). Bei der Transformation treten Spontanmutationen
mit einer In-vitro-Frequenz von 10 bis 10" in chromosomalen Genen, die fiir die Zielse-
quenz kodieren, auf. Es handelt sich um eine vertikale Resistenzweitergabe, da diese Muta-
tionen nur bei der Zellteilung der Bakterien weitergegeben werden (FREY, 2010; KAYSER,
2010). Die zweite Moglichkeit stellt die Konjugation dar. Sie ist ein parasexueller, horizonta-
ler und selbstvermittelter Gentransfer Gber Zell-zu-Zell-Kontakte (lber Fertilitatspili) innerhalb
derselben oder zwischen verschiedenen Bakterienspezies. Bei der Konjugation kdnnen
Plasmide Ubertragen werden. Dies sind selbstreplizierende, extra-chromosomal lokalisierte,
ringformige DNA-Molekile. Dementsprechend erfolgt die Vermehrung ebenfalls unabhangig
von der Teilung der Bakterienzelle. Sie kbnnen anhand des Replikationkontrollsystems, einer
konstanten genetischen Eigenschaft, klassifiziert werden. Dazu werden sogenannte ,plasmid
incompatibility groups” (Inc) bestimmt. Diese beschreiben die Unfahigkeit eines gleichzeiti-
gen Vorkommens zweier Plasmide aus derselben Inc-Gruppe innerhalb derselben Bakteri-
enzelle (SEIFFERT et al, 2013). Resistenzgen-tragende Plasmide werden als R-Faktoren be-
zeichnet. Plasmide ermdglichen einen gleichzeitigen Transfer mehrerer Gene und kénnen
Mehrfachresistenzen Ubertragen (KOHLER, 2001; FREY, 2010). Plasmide und andere DNA-
Molekile kénnen Trager weiterer genetischer Strukturen sein, den Transposonen (,sprin-
genden Gene*), Insertionssequenzen (IS) oder Integronen. Dabei handelt es sich um beweg-
liche DNA-Elemente (Gene), die sich selbst von einem DNA-Molekil auf ein anderes, d.h.
zwischen Chromosomen und Plasmiden untereinander und wechselseitig, Ubertragen kon-
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nen. Eine Integration in nicht-homologe Abschnitte ist moglich (WRAY 2000; KOHLER, 2001;
LOSCHER, 2003; FREY, 2010).

Transposonen sind kleine, mobile DNA-Sequenzen, die sich selbst replizieren und inner-
halb des Chromosoms oder Plasmids inserieren kdnnen. Sie besitzen nahezu identische
Sequenzen in umgekehrter Abfolge (invertiert) an den Enden. Auflerdem enthalten sie En-
zyme (Transposasen, u.a. Excisasen und Integrasen), welche die Insertion katalysieren und
weitere Gene, die z.B. Antibiotika-Resistenzen vermitteln. Insertionssequenzen (IS) sind
kurze DNA-Sequenzen (z.B. 700-2.500 bp) die als einfache Ubertragbare Elemente ohne
weitere Gene fungieren. Sowohl Transposonen als auch IS kdénnen zwischen Chromosom
und Plasmiden und vice versa innerhalb derselben Zelle Ubertragen werden. Einige Trans-
posonen sind konjugativ, wohingegen andere Transposonen mobile Elemente (z.B. Plasmi-
de) bendtigen um zwischen verschiedenen Zellen Ubertragen zu werden. Integrone sind
genetische Elemente, die sich in drei Klassen (Klasse |, 1l und lll) unterteilen lassen. Sie
kommen in Plasmiden und/oder Chromosomen vor. Sie beinhalten einzelne Gene und sind
in der Lage diese in Resistenz-Kassetten zu integrieren (WRAY 2000; SEIFFERT et al., 2013).
Die bla-Gene, die eine Resistenz gegeniber B-Laktamantibiotika vermitteln, werden in der
Regel mit mobilen genetischen Elementen, wie Transposonen, Insertionssequenzen, In-
tegronen und Plasmiden Ubertragen (SEIFFERT et al., 2013).

Generell bestehen drei Hauptmechanismen der Resistenz, ersichtlich aus Tabelle 4. Erstens
fuhrt die enzymatische Inaktivierung durch Hydrolyse (Zerstérung) oder Modifikation (Ver-
anderung) des Antibiotikums zu einem Verlust der Wirkung gegen die Mikroorganismen. Ein
Beispiel dafir sind die p-Lactamasen, die den p-Lactam-Ring spalten und das Antibiotikum
unwirksam machen. Die Ubertragung erfolgt tiber R-Faktoren oder Plasmide. Die Resistenz-
entwicklung erfolgt nach dem ,Multiple-step“-Typ. Den zweiten Mechanismus stellen Perme-
abilititsmechanismen dar, die den Eintritt des Antibiotikums in die Zelle (reduzierter Influx,
z.B. durch veranderte Porine) bzw. den Zugang zum Angriffspunkt verhindern oder zusatzli-
che Ausschleusungs-Mechanismen (gesteigerter Efflux) durch Membranpumpen. Die Resis-
tenz z.B. gegenuber Tetrazyklinen, wird durch ein Transportsystem, das bereits aufgenom-
mene Tetrazyklin-Moleklle aktiv aus der Zelle beférdert, vermittelt. Der dritte Mechanismus
besteht in der Veranderung der Zielstruktur. Diese Veranderungen beruhen einerseits auf
Mutationen in den Genen, die fir die Zielstruktur codieren. Ein Beispiel stellt die gegenliber
Fluorchinolonen resistente Untereinheit A der DNA-Gyrase dar. Andererseits erfolgen sie
durch Erwerb entsprechender Gene, die flr ein Zielmolekul mit niedriger Affinitat codieren,
oder eines Enzym-Gens. Bei den MRSA kodiert das mecA-Gen flr ein modifiziertes Penicil-
lin-bindendes Protein PBP2a, das eine verminderte Affinitat zu p-Laktamantibiotika aufweist.
Die Veranderung bzw. Modifizierung der Angriffspunkte (z.B. Trimethoprim, Fluorchinolone)
fuhrt zur Resistenz gegeniber dem Antibiotikum (WRAY 2000; LULLMANN, 2004; SCHMIDT,
2007; FREY, 2010; KAYSER, 2010; VENTER et al. 2017).

2.4 Schweinehaltung/-produktion, Abfallmanagement in China 2010

Die zunehmende Industrialisierung und das ausgepragte jahrliche Wirtschaftswachstum Chi-
nas von 5-10% haben zu einem steigenden Konsum an Fleisch, Eiern und anderen Nah-
rungsmitteln gefthrt. Der Pro-Kopf-Verbrauch fur Fleisch lag im Jahr 2007 in China bei 52 kg
(ZHANG et al., 2008). China ist weltweit der grofite Schweineproduzent. Im Jahr 2010 wurden
annahernd 60% des weltweiten Schweinebestandes in China gehalten und Uber die Halfte
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des Schweinefleisches erzeugt (LfL, 2013; FNL, 2013). Die Prognosen fur 2017 liegen bei
ca. 53,8 Millionen Tonnen produziertem Schweinefleisch in China (DLG Mitteilungen 7/16).
Durch fortschreitende Urbanisierung und Ansiedlung groRer Schweineproduktionsbetriebe in
der Nahe groler Stadte, dominiert die Tierproduktion in den Kistenregionen und den peri-
urbanen Gebieten grofler Metropolen ohne grof3e landwirtschaftliche Flachen wie Peking,
Tianjin, Zhejian, Fujian und Hainan (JU et al., 2005; ANONYM, 2007).

Es bestehen strukturelle Unterschiede hinsichtlich der Schweinehaltung in Deutschland und
in China. Dabei halt ein Schweinehalter in Deutschland dreimal mehr Tiere als einer in Chi-
na. In China existieren viele Haltungen mit weniger als 50 Schweinen. Die Schweinehaltung
gliedert sich in peri-urbanen Gebieten in zwei grundsatzliche Haltungssysteme. Auf der einen
Seite existieren traditionelle Haltungen in der Hand privater Kleinbauern und auf der anderen
Seite erfolgt die Haltung in modernen GroRbetrieben. Die Entwicklung geht hin zu diesen
modernen Haltungssystemen ohne groRRe landwirtschaftliche Nutzflachen (LU et al., 2013).
Laut DLG-Mitteilung (5/2016) werden heute noch ca. 40-50% der Schweine in Hinterhof-
Landwirtschaften gehalten werden, 30-40% auf Familienbetrieben stehen und 20 bis 30% in
grol3en Industriebetrieben gemastet werden. In China werden die Schweine Uberwiegend in
offenen Stallen ohne Spaltenbéden oder Bellftungssystem gehalten (SCHUCHARDT et al.,
2009). Die traditionelle Haltung erfolgt in sogenannten ,Ecological feeding gardens®, beste-
hend aus zwei Reihen an Tierstallen. Dabei werden kleinere Tierzahlen von 30 bis 50 (ma-
ximal 300) Schweinen gehalten und jahrlich durchschnittlich 140 Schweine mit einem Kor-
pergewicht von 80-90 kg vermarktet. Zur Fltterung finden Kiichenabfalle, Getreidespelzen
und ahnliches Verwendung (ANONYM, 2007). Die Betriebe verfligen Uber landwirtschaftliche
Nutzflachen von 0,20 bis 0,33 ha, auf denen Gemiuise (z.B. Chinakohl) zu Verkaufszwecken
angebaut wird.

Im Shunyi Distrikt bestehen fir diese Haltungsform Kapazitaten fir die Haltung von ca.
20.000-25.000 Schweinen. Jahrlich werden insgesamt 40.000-50.000 Schweine geschlach-
tet und 1.800 Zuchtsauen erzeugt. Auf der anderen Seite erfolgt eine intensive Tierhaltung
und -produktion in modernen GroRbetrieben mit groRen Tierzahlen und Uber 20.000 produ-
zierten Schweinen je Betrieb und Jahr. Im Shunyi Distrikt befinden sich 42 solcher Grol3be-
triebe. Bei der Fitterung kommen kommerzielle Fertigfuttermittel zum Einsatz (ANONYM,
2007; Marco Roelcke, personliche Mitteilung).

Bei den vorkommenden, geziichteten Rassen Uberwiegen Large White (Yorkshire), Duroc,
Pietrain und Hybridschweine wie Pietrain-Duroc aufgrund des héheren Magerfleischanteils.
Diese Rassen haben urspriingliche chinesische Schweinerassen, wie das “Taihu Meishan”,
welches einen kurzen Koérper und dickes Rickenfett aufweist, verdrangt.

.Large White“ (Yorkshire): Diese Rasse entstand im 19ten Jahrhundert durch Kreuzung ei-
ner kleinen, fleischigen chinesischen Schweinerasse aus Canton mit einer weillen Schwei-
nerasse aus Yorkshire und benachbarten Regionen. Dies hat zur Zichtung der Rassen
»~small White“, ,Middle White“ und ,Large White“ gefiihrt. Die Eber erreichen 169-199 kg, die
Sauen 159-169 kg. Es ist eine robuste, unter verschiedenen Klimabedingungen widerstands-
fahige Rasse. Die Sauen zeigen grolRe Wiirfe (11,4 Ferkel), eine gute Milchleistung und gute
Muttereigenschaften (MENDOZA-HUITALLA et al., 2010).

Die Landrasse ist amerikanischer Herkunft und stammt von der danischen Landrasse ab.
Die Eber erreichen Kérpergewichte von 169-179 kg und die Sauen von 147-158 kg. Sie lalt
sich gut mit anderen Rassen kreuzen und zeichnet sich durch Schnellwichsigkeit und hohe
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Absetzgewichte aus. Die Schlachtkérper besitzen groRe Schinken- und Magerfleischanteile.
Die Sauen haben eine gute Milchleistung (MENDOZA-HUITALLA et al., 2010).

Die genaue Herkunft der Duroc-Rasse ist unbekannt. Die Eber erreichen ein Gewicht von
140-149 kg und die Sauen von 131-140 kg. Die Sauen haben keine guten Muttereigenschaf-
ten, zeigen kleinere Wirfe im Vergleich zu ,Large White“ und der Landrasse. Duroc-Eber
sind teilweise aggressiv. Die Duroc-Rasse zeichnet sich durch gute Fleischqualitat, schnelles
Wachstum und einen hohen Magerfleischanteil aus (MENDOZA-HUITALLA et al., 2010).

Die Pietrain-Rasse stammt aus dem gleichnamigen Ort in Belgien. Es ist eine Kreuzung aus
englischen und franzdsischen Pietrain-Rassen. Eber weisen Korpergewichte von 258-287 kg
und Sauen von 229-258 kg auf. Diese Rasse ist nicht sehr robust und stressempfindlich.
Unter den aufgefuhrten Rassen weisen sie die kleinsten WurfgréRen auf (MENDOZA-HUITALLA
et al., 2010).

In China existieren nach SCHUCHARDT et al. (2009) drei verschiedene Entmistungssysteme
in der Schweinehaltung:

Im ersten Entmistungssystem nach der ,,Shui chong fen“ ("use water to wash the manure")-
Methode werden die tierischen Ausscheidungen aus den Schweinestéllen in einen Kanal
aulerhalb der Stalle gespult. Hierbei besteht ein hoher Wasserverbrauch von 23 bis 40 Li-
tern je Schwein und Tag. Die Gille weist geringe Trockensubstanz (TS)- und Nahrstoffgehal-
te auf. Diese Methode ist in China weitverbreitet, insbesondere im Siden des Landes.

Die zweite Methode ist die ,,Shui pao fen“ ("manure dunk in water")-Entmistung. Sie ist eine
Weiterentwicklung der shui chong fen-Methode. Dabei werden die tierischen Ausscheidun-
gen in einen Kanal unterhalb des Bodens gespiilt und verbleiben ein bis zwei Monate im
Stall bis der Kanal voll ist. Der Wasserverbrauch betragt pro Schwein zwischen 14 bis 25
Liter pro Tag.

Die dritte Entmistungsmethode ist die ,,Gan qing fen“ (,dry manure cleaning“)-Methode. Der
Schweinekot bzw. Festmist wird manuell gesammelt und die Stalle anschliellend mit Wasser
ausgespritzt. Dabei werden pro Schwein 8 bis 15 Liter Wasser pro Tag verbraucht
(SCHUCHARDT et al., 2009). Die Gan ging fen-Methode ist eine haufig verwendete Entmis-
tungsmethode in China. Sie findet insbesondere im trockenen Norden des Landes Anwen-
dung um den Wasserbedarf zu reduzieren. Durch die manuelle Entmistung entstehen zwei
Fraktionen: der Festmist und eine flissige Fraktion, die Gille. Die anfallende Glille besteht
aus dem Schweineurin, Kotpartikeln, Futterbestandteilen und groRen Mengen Abspritzwas-
ser. Daher weist sie geringe Trockensubstanzgehalte auf. Das ,Gan qing fen“- System wurde
in den 90er Jahren aufgrund fehlender Lagerungskapazitaten fir Giulle sowie aus kommerzi-
ellen Grinden eingeflihrt. Es findet v.a. in GroRbetrieben Anwendung um hohe Stickstoff-,
Phosphor- und Kaliumgehalte im Festmist fur die Kompostierung zu erhalten. Die fllissige
Fraktion wird weder behandelt noch recycled und stellt dementsprechend eine Hauptursache
von Umweltverschmutzungen dar. Teilweise wird die Giille in groRen, offenen Lagerungsbe-
cken im Freien aufbewahrt. Dabei kann eine Versickerung in den Boden und demzufolge
schwere Verschmutzungen des Bodens, des oberflachennahen Grundwassers und anderer
Grundwasserleiter verursacht werden (JU et al., 2005; SCHUCHARDT et al., 2009; MENDOZA-
HUAITALLA et al., 2011).

In allen drei Systemen wird das Wasser nicht ausschliellich zur Reinigung der Stalle ver-
wendet, sondern auch zur Abkuhlung der Schweine in der heiRen Jahreszeit innerhalb der
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offenen Stalle ohne Bellftungssystem. Bezogen auf 100 Haltungsplatze der Schweine, be-
tragt die absolute Menge anfallender Exkremente (Urin, Kot, Wasser) jahrlich 925 t bei der
,shui chong fen“-Methode, 597 t bei der ,shui pao fen“-Entmistung und 378 t bei der ,gan
ging fen“-Entmistung sowie 272 t Gllle (TS 5 %) und 104 t Giille (TS 10 %) (SCHUCHARDT et
al., 2009).

Die Konzentration der Schweineproduktion in peri-urbanen Ballungszentren flhrt zu einer
fortschreitenden Entkopplung von Tierproduktion und landwirtschaftlichen Flachen, auf de-
nen organische Abfélle, wie tierische Ausscheidungen, verwertet werden kénnen. Aus der
Tierhaltung in China fallen jahrlich circa zwei bis vier Milliarden Tonnen organischer Abfalle
und ca. 490-800 Millionen Tonnen Getreidestroh an (LI UND LI, 2002; BAO et al., 2003; CAU,
2004; Ju et al., 2005; HUANG et al., 2008). Daraus resultieren in den Regionen intensiver
Tierhaltung sehr hohe Schweinebesatzdichten von Uber 50 Schweinen, entsprechend 15
Grolyvieheinheiten, je Hektar landwirtschaftlicher Flache. Das entspricht einer jahrlichen Bo-
denbelastung von 50-60 t/ha organischer Diingemittel. Dies flihrt zu einer Uberversorgung
der Flachen mit Nahrstoffen sowie organischen und anorganischen Schadstoffen (ANONYM,
2007). Schweine produzieren mehr organische Abfalle (Exkremente) in Bezug auf das Le-
bendgewicht als jegliches andere Nutztier (MENDOZA-HUAITALLA et al., 2010).

2.5 Biotechnologische Behandlung organischer Abfille

2.5.1 Kompostierung und anaerobe Fermentation

Grundsatzlich kdnnen organische Substanzen auf zweierlei Wegen biochemisch/mikrobiell
abgebaut werden, auf aerobem (mit Luftzufuhr) und auf anaerobem (ohne Luftzufuhr) Weg
(BIDLINGMAIER, 2000; ADE-KAPPELMANN, 2008). Aerobier wandeln ca. 50% der abgebauten
Trockensubstanz in CO, und Wasser um. Die anderen 50% des Substrates werden flir den
Aufbau von Zellsubstanz genutzt. Im Anaerobprozess werden hierfur lediglich 4% verwendet
und der Rest kann fir die Umwandlung in Biogas genutzt werden (ADE-KAPPELMANN, 2008).

Bei der Kompostierung handelt es sich um einen biologischen Abbau bzw. Umbau biogener
Abfalle unter aeroben Bedingungen durch Mikroorganismen, zu denen heterotrophe Bakte-
rien, Aktinomyceten (Strahlenpilze), Pilze und Protozoen gehdren, die ihr jeweiliges Optimum
entweder im psychrotoleranten, mesophilen oder thermophilen Bereich besitzen. Der Kom-
postierungsprozess wird durch unterschiedliche Faktoren beeinfluf3t, u.a. der Bellftung, dem
Wassergehalt, des Luftporenvolumens, des pH-Wertes sowie der Art des Ausgangssubstra-
tes und dem Kohlenstoff-/Stickstoffverhaltnis (C/N-Verhaltnis) (BIDLINGMAIER, 2000). Bei der
Kompostierung wird Warmeenergie freigesetzt, die sich als Temperaturerhbhung nachwei-
sen lasst und den wichtigsten Faktor in Bezug auf eine Hygienisierung des Ausgangsmateri-
als darstellt. Ein Einfluss auf die Temperaturentwicklung wird u.a. durch den vorhandenen
Sauerstoff und somit durch das Umsetzen ausgeubt (ELVING et al., 2010). Die Kompostie-
rung &Rt sich in drei Phasen einteilen, die Anlauf- und Abbauphase, die Umbauphase und
die Aufbauphase (Reifung) in der Nachrotte (BIDLINGMAIER, 2000) bzw. bezlglich der Tem-
peraturentwicklung in eine mesophile Phase, eine thermophile Phase sowie eine Abklh-
lungsphase (HASSEN et al., 2001). Neben den Bakterien, die Uber 80% des Abbaus der or-
ganischen Substanz bewirken, spielen die Aktinomyceten (Strahlenpilze), besonders begin-
nend mit der thermophilen Phase, eine bedeutende Rolle. Sie veratmen auch schwer ab-
baubare Stoffe, wie z.B. Lignin, und leisten durch Bildung antibiotischer Produkte einen we-
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sentlichen Beitrag bei der Hygienisierung des Rottegutes. Entscheidenden Einfluss auf die
Entseuchung hat die Temperatur des Rottegutes (BIDLINGMAIER, 2000).

Bei der Entstehung von Biogas findet ein Abbauprozess organischer Substanzen in vier
Phasen statt. Diese finden grundsatzlich in einem einstufigen Prozess zeitlich parallel durch
verschiedene Bakteriengruppen unter Ausschluss von Sauerstoff (anaerob) statt. Das gebil-
dete Gasgemisch besteht Uberwiegend aus Methan (50-75 Vol.%) und Kohlendioxid (25-50
Vol.%). Daneben befinden sich im Biogas noch geringe Mengen an Wasserstoff, Schwefel-
wasserstoff, Ammoniak und anderen Spurengasen. Der Abbau der organischen Substanzen
erfolgt in vier Schritten, der ,Hydrolyse®, der ,Versauerungsphase®, der acetogenen Phase
sowie der methanogenen Phase (BIDLINGMAIER, 2000; DRCA, 2007; ADE-KAPPELMANN, 2008;
FNR, 2010). Im ersten Schritt, der ,Hydrolyse“, werden die komplexen Verbindungen des
Ausgangsmaterials (z.B. Kohlenhydrate, EiweilRe, Fette) in einfachere orangische Verbin-
dungen (z.B. Aminosauren, Zucker, Fettsduren) gespalten. Die gebildeten Zwischenprodukte
werden dann in der sogenannten ,Versauerungsphase“ (Acidogenese) durch fermentative
(saurebildende) Bakterien weiter zu niederen Fettsduren (z.B. Essig-, Propion-, Buttersaure)
sowie Kohlendioxid und Wasserstoff abgebaut. In der Acetogenese, der ,Essigsaurebildung®,
werden diese Produkte anschlieRend durch acetogene Bakterien zu Vorlaufersubstanzen
(Essigsaure, Wasserstoff und Kohlendioxid) des Biogases umgesetzt. In der anschlieldenden
,Methanogenese® werden v.a. Essigsaure sowie Wasserstoff und Kohlendioxid von strikt
anaeroben methanogenen Archaeen zu Methan umgewandelt. Die hydrogenotrophen Me-
thanogenen produzieren aus Wasserstoff und Kohlendioxid das Methan, wohingegen die
acetoclastischen Methanbildner durch Essigsaurespaltung Methan bilden (FNR, 2010). Es
existieren einstufige, zweistufige und mehrstufige Verfahren, Nassfermentation oder Tro-
ckenfermentation, diskontinuierliche und kontinuierliche Betriebsweise sowie mesophile (35-
37°C) und thermophile (55-60°C) Methanisierung (BIDLINGMAIER, 2000).

2.5.2 Hygienische Aspekte bei der biotechnologischen Behandlung

Organische Abfalle wie tierische Ausscheidungen kdnnen eine Vielzahl an Mikroorganismen,
darunter Vertreter pathogener Bakterien und Viren, beinhalten (MARTENS et al., 2009). Die
Verwertung unbehandelter biologischer Abfalle in der Landwirtschaft birgt die Gefahr der
Verbreitung dieser Erreger in der Umwelt (BOHM, 1995; STRAUCH, 1997). Einen weiteren
Nutzen der biotechnologischen Behandlung stellt die Mdglichkeit der Inaktivierung pathoge-
ner Mikroorganismen dar. Dabei spielt die Temperatur die wichtigste Rolle (MARTENS et al.,
2009). In der Verordnung (EU) 142/2011 (ANONYM, 2011) und der Bioabfallverordnung
(ANONYM, 2010; 2012) sind sowohl die aerobe Kompostierung als auch die anaerobe Fer-
mentation als biotechnologische Behandlungsmadglichkeit zur Hygienisierung aufgefiihrt.

Bei der Kompostierung wird durch metabolische Aktivitat der indigenen Mikroorganismenflo-
ra Hitze erzeugt, die zur Inaktivierung pathogener Mikroorganismen fihrt, definiert als soge-
nannte Desinfektion bzw. Hygienisierung (TIQUIA et al., 1998; CEUSTERMANS et al., 2007;
SZALA et al., 2008; ERICKSON et al., 2009; SINGH et al., 2012), wobei der Temperaturbereich
Uber 55°C die héchsten Hygienisierungskapazitaten aufweist (HASSEN et al. (2001). Nach
MARTENS et al. (2009) wird durch die aerobe thermophile Kompostierung, wenn Temperatu-
ren von 55°C fur mindestens zwei Wochen bzw. 65°C (60°C bei geschlossenen Behaltern)
fur mindestens eine Woche erreicht werden und mindestens einmaligem Umsetzen, eine
sichere Inaktivierung von vegetativen Bakterien, Viren moderater Hitzeresistenz sowie infek-
tiosen Parasitenstadien gewahrleistet. Weitere wichtige Faktoren fir eine Hygienisierung
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durch die Kompostierung sind das Umsetzen, ein passendes Kohlenstoff:Stickstoff (C:N)-
Verhaltnis, der Feuchtegehalt, der pH-Wert und die indigene Keimflora, z.B. durch Antibiose
und Nahrungskonkurrenz, des Kompostmaterials (SIDHU et al., 2001; CEUSTERMANS et al.,
2007; SINGH et al., 2010).

Hinsichtlich der hygienisierenden Eigenschaften fuhrt eine mesophile anaerobe Fermentation
nicht zu einer sicheren Inaktivierung von pathogenen Mikroorganismen (MARTENS et al.,
2009). Zur Unterbrechung von Infektionskreislaufen ist deshalb eine Hygienisierung auch
von Garresten, die ausschlieBlich aus Wirtschaftsdiingern tierischer Herkunft erzeugt wur-
den, von Vorteil, insbesondere bei deren Inverkehrbringen (FNR, 2010). Im Gegensatz dazu
kann eine thermophile Fermentation bei entsprechenden Temperaturen (mindestens 50°C
bzw. 53°C bzw. 55°C) bei einer entsprechenden Mindestaufenthaltsdauer nach MafRRgaben
der BioAbfVO (ANONYM, 2010; 2012) fir Anaerobanlagen, eine Inaktivierung vegetativer
Bakterien, Viren mit moderater Thermoresistenz sowie infektidser Parasitenstadien gewahr-
leisten (MARTENS et al., 2009). Um sichere Endprodukte zu erhalten sollte bei niedrigeren
Betriebstemperaturen (mesophile Fermentation) oder kirzeren Einwirkungszeiten eine Vor-
behandlung der Inputmaterialien bzw. Nachbehandlung der Produkte mittels Pasteurisierung
(70°C fur eine Stunde) bzw. eine aerobe Nachrotte (Kompostierung) der separierten festen
Garreste durchgefihrt werden (MARTENS et al., 2009). Eine aktuelle Zusammenstellung der
hygienischen Anforderungen im Zusammenhang mit der anaeroben Behandlung von Bioab-
fallen und Wirtschaftsdiingern geben PHILIPP et al. (2016).

2.6 Rechtliche Grundlagen

2.6.1 Diingegesetz (DuUG)

Das Diingegesetz (DUG) (ANONYM, 2009; ANONYM, 2012) regelt die Anwendung, das Inver-
kehrbringen, die Haftung und Uberwachung von Diingemitteln. Es dient dazu die Ernahrung
von Nutzpflanzen sicherzustellen und die Fruchtbarkeit des Bodens, insbesondere den
standort- und nutzungstypischen Humusgehalt, zu erhalten oder nachhaltig zu verbessern.
AuRerdem dient es dazu Gefahren fur die Gesundheit von Menschen und Tieren sowie fur
den Naturhaushalt vorzubeugen oder abzuwenden, die durch das Herstellen, Inverkehrbrin-
gen oder die Anwendung von Dingemitteln, Bodenbhilfsstoffen, Pflanzenhilfsmitteln sowie
Kultursubstraten oder durch andere MalRnahmen des Dingens entstehen kdnnen. Wirt-
schaftsdlinger sind Diingemittel, die als tierische Ausscheidungen bei der Haltung von Tieren
zur Erzeugung von Lebensmitteln oder bei der sonstigen Haltung von Tieren in der Landwirt-
schaft erzeugt werden. Des Weiteren gelten pflanzliche Stoffe, die im Rahmen der pflanzli-
chen Erzeugung oder in der Landwirtschaft, auch in Mischungen untereinander oder nach
aerober oder anaerober Behandlung, anfallen oder erzeugt werden als Wirtschaftsdiinger.
Die Wirtschaftsdiinger durfen nur nach guter fachlicher Praxis angewandt werden. Das Bun-
desministerium wird ermachtigt, Vorschriften zu erlassen lber Zeitrdume mit Ausbringungs-
verboten, flachenbezogene Obergrenzen, spezielle Anforderungen u.a. an das Aufbringen
auf geneigten Flachen, Flachen in der Nahe von Wasserlaufen, zur Technik der Ausbringung
sowie zu Lagerkapazitaten.
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2.6.2 Diingemittelverordnung (DiiMV)

Die Dungemittelverordnung (ANONYM, 2012, 2015) gilt fur das Inverkehrbringen, die Kenn-
zeichnung und die Zulassung von Dingemitteltypen. Sie regelt die Anforderungen an Dun-
gemittel, Bodenhilfsstoffe, Kultursubstrate und Pflanzenhilfsstoffe. Unter aerober bzw. anae-
rober Aufbereitung definiert sie biotechnologische Behandlungen durch gesteuerten Abbau
organischer Substanz unter Luftzufuhr bzw. Luftabschluss mit dem Ziel der Hygienisierung,
Stabilisierung, Anderung der Nahrstoffverfligbarkeit und Verbesserung der physikalischen
Eigenschaften. Die Hygienisierung hat das Ziel, die Konzentration an Krankheitserregern so
weit zu reduzieren, dass das Risiko einer Verbreitung von Krankheiten der Menschen, Tiere
oder Pflanzen sowie der Eintrag von Organismen mit unerwlinschten Eigenschaften in die
Umwelt weitmoglichst vermindert wird. Hinsichtlich der Seuchen- und Phytohygiene fordert
sie, dass keine Krankheitserreger, Toxine oder Schaderreger enthalten sind, von denen Ge-
fahren flr die Gesundheit von Menschen, Haustieren und Nutzpflanzen ausgehen. Diese
gelten als nicht eingehalten wenn in 50g Probenmaterial Salmonella spp. nachgewiesen
werden. Ausnahmen hinsichtlich der Seuchenhygiene bestehen je nach Nutzung des Acker-
landes sowie bei der Verwendung von Wirtschaftsdiingern auf den eigenen Betriebsflachen.

2.6.3 Dingeverordnung (DuV)

Die Dungeverordnung (ANONYM, 2007, geplant fur 2017) regelt die gute fachliche Praxis bei
der Anwendung von Diingemitteln, Bodenhilfsstoffen, Kultursubstraten und Pflanzenhilfsmit-
teln auf landwirtschaftlich genutzten Flachen sowie das Vermindern von stofflichen Risiken
durch deren Anwendung auf landwirtschaftlich genutzten Flachen und auf anderen Flachen,
soweit diese Verordnung dies ausdriicklich bestimmt. Die Dingeverordnung gibt Ausbrin-
gungsbeschrankungen und Abstandsregelungen zu Gewassern vor. Diese beziehen sich auf
die wesentlichen Nahrstoffmengen an Stickstoff und Phosphor.

Die Dlngeverordnung (DuV) ist in der Kabinettsvorlage vom 15.02.2017 den Bundeslandern
zur abschlieRenden Beschlussfassung im Bundesrat zugestellt worden und soll am
31.03.2017 verabschiedet werden. Gegentber der urspriinglichen Fassung des Entwurfes
haben sich v.a. fliir Komposte und andere Humusdlinger Verbesserungen ergeben.

2.6.4 Verordnung (EG) 2003/2003

Die Verordnung (EG) 2003/2003 (ANONYM, 2003) findet Anwendung fir Dingemittel, die mit
der Bezeichnung ,EG-Dingemittel“ in den Verkehr gebracht werden. Die Verordnung gilt fir
Mineralstoffdiingemittel sowie Ammoniumnitritdiingemittel und regelt die Kennzeichnung
sowie die Anforderungen an die Diingemittel, die Inhaltsstoffe und die Verpackung.

2.6.5 Verordnung (EG) Nr. 1069/2009

Mit der Verordnung (EG) Nr. 1069/2009 (ANONYM, 2009) werden Hygiene- und Tiergesund-
heitsvorschriften fir tierische Nebenprodukte und ihre Folgeprodukte festgelegt, mit deren
Hilfe die Risiken, die sich aus diesen Produkten fir die Gesundheit von Mensch und Tier
ergeben, verhindert beziehungsweise madglichst gering gehalten werden sollen. Insbesonde-
re soll die Sicherheit der Lebensmittel- und Futtermittelkette geschitzt werden. Sie gilt fur
tierische Nebenprodukte und ihre Folgeprodukte, die vom Verzehr ausgeschlossen sind,
sowie fur Produkte, die aufgrund einer Entscheidung eines Unternehmers, die unwiderruflich
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ist, von der Lebensmittelkette ausgeschlossen sind und fir andere Zwecke als zum mensch-
lichem Verzehr bestimmt sind. Die Verordnung teilt die Materialien nach dem Grad der von
ihnen ausgehenden Gefahr fur die Gesundheit von Mensch und Tier auf Grundlage einer
Risikobewertung in drei spezifische Kategorien ein. Von Materialien der Kategorie 1 gehen
die hochsten Gefahren, d. h. nicht abschatzbare Risiken, aus. Die Verordnung regelt die zu
ergreifenden Behandlungsmaflinahmen und die Verwendung. In Kategorie 2 sind u.a. Gulle
sowie Magen- und Darminhalt beinhaltet. Es werden Regelungen zur Verwendung und Be-
seitigung von Gulle mittels Drucksterilisation, Umwandlung in Biogas oder Kompost, Aus-
bringen auf Flachen wenn keine Ubertragbaren Krankheiten vorhanden sind, getroffen.

2.6.6 Verordnung (EU) Nr. 142/2011

In der Verordnung (EU) Nr. 142/2011 (ANONYM, 2011) werden detaillierte Vorgaben zur An-
wendung der Verordnung (EG) Nr. 1069/2009 gemacht, wie Behandlungsmethoden, Ver-
und Bearbeitung, Probenahme und Grenzwerte. Sie enthalt DurchfihrungsmaRnahmen, Hy-
giene- und Tiergesundheitsvorschriften fur nicht fir den menschlichen Verzehr bestimmte
tierische Nebenprodukte und Folgeprodukte. Sie macht Vorgaben zur Durchfihrung der
Richtlinie 97/78/EG des Rates hinsichtlich bestimmter, gemal der genannten Richtlinie, von
Veterinarkontrollen an der Grenze befreiter Proben und Waren. In Anhang V macht die Ver-
ordnung Vorgaben fir die Umwandlung tierischer Nebenprodukte sowie deren Folgeproduk-
te in Biogas und fur die Kompostierung. Sie macht ebenfalls Angaben zu alternativen Um-
wandlungsparametern, die u.a. durch eine Validierung zu Uberprifen sind. Bei thermischer
Umwandlung muss durch die Validierung eine Risikoverminderung durch Verminderung ein-
gebrachter Testbakterien (Enterococcus faecalis oder Salmonella Senftenberg W775 H.S ne-
gativ) um funf log,-Stufen und evtl. thermoresistenter Viren, z.B. Parvoviren, um drei log+o-
Stufen, falls diese als Gefahr erkannt werden, nachgewiesen werden.

2.6.7 Bioabfallverordnung (BioAbfV)

Die Bioabfallverordnung (ANONYM, 2012) gilt fir unbehandelte und behandelte Bioabfalle
und Gemische, die zur Verwertung als Dingemittel auf landwirtschaftlich, forstwirtschaftlich
oder gartnerisch genutzte Béden aufgebracht oder zum Zweck der Aufbringung abgegeben
werden. Aulierdem regelt sie die Behandlung und Untersuchung solcher Bioabfalle und Ge-
mische. Sie macht Angaben zur Uberprifung der seuchen- und phytohygienischen Unbe-
denklichkeit, welche mithilfe von direkten und indirekten Prozesskontrollen sowie Produktpru-
fungen erbracht werden muss. Diese ist gegeben, wenn keine Beeintrachtigung der Ge-
sundheit von Mensch oder Tier durch Freisetzung oder Ubertragung von Krankheitserregern
und keine Schaden an Pflanzen, Pflanzenerzeugnissen oder Béden durch die Verbreitung
von Schadorganismen zu besorgen sind. Die Vorgaben fir die hygienisierende Behandlung
der Bioabfalle sind in Anhang 2 festgelegt. Die Einhaltung der erforderlichen Temperatur
Uber die notwendige Dauer wahrend der hygienisierenden Behandlung muss durch Prozess-
Uberwachung dokumentiert werden. Die Einhaltung der hoéchstzulassigen Grenzwerte fir
Krankheitserreger, keimfahige Samen und austriebfahige Pflanzenteile erfolgt durch Prifun-
gen am abgabefertigen Endprodukt. Der biologische Behandlungsprozess wird bei der Pas-
teurisierung Uber den Temperaturverlauf, bei der thermophilen Kompostierung tber den
Temperaturverlauf und die Umsetzungszeitpunkte und bei der thermophilen Vergéarung tber
den Temperaturverlauf und die Beschickungs- und Entnahmeintervalle Uberwacht und do-
kumentiert. Die seuchenhygienische Prozessprifung wird Gber Einlegeproben mit dem Test-
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keim Salmonella Senftenberg W75 (H.S negativ) durchgefihrt. Sie ist erfolgreich abge-
schlossen, wenn in zwei aufeinanderfolgenden Untersuchungsgangen jeweils nach dem fir
die Hygienisierung relevanten Verfahrensschritt in keiner Probe Salmonellen nachweisbar
sind. Seuchenhygienisch unbedenklich sind behandelte Bioabfalle, wenn in 50 g Material
keine Salmonellen nachgewiesen werden. In der Bioabfallverordnung wird fur die anaerobe,
thermophile Fermentation eine Einwirkung von mindestens 50°C auf das gesamte Material
Uber eine Mindestverweilzeit gefordert. Die Mindestverweilzeit wird im Rahmen einer erfolg-
reichen Prozessprifung nachgewiesen. Bei niedrigeren Betriebstemperaturen oder kirzeren
Einwirkungszeiten wird eine Vorbehandlung der Inputmaterialien oder eine Nachbehandlung
der Produkte bei 70°C flr eine Stunde bzw. eine aerobe Nachrotte der separierten Garrick-
stdnde vorgeschrieben.

2.6.8 Verordnung NY 525-2011

Die Verordnung NY-525-2011 (ANONYM, 2011) vom Chinesischen Ministerium fur Landwirt-
schaft stellt den Chinesischen Standard fir organische Dingemittel dar. In der Verordnung
werden organische Dingemittel als von Pflanzen und Tieren stammende, kohlenstoffhaltige
Materialien, die zur Dingung von Boéden und Nahrstoffbereitstellung fur Pflanzen verwendet
werden, definiert. Des Weiteren werden Produktstandards fur organische Dungemittel hin-
sichtlich deren Beschaffenheit vorgegeben. Diingemittel sollten braun bis staub-farben, als
Granulat oder Puder vorliegen und frei von mechanischen Bestandteilen und schlechten Ge-
richen sein. Aulerdem werden Mindestanforderungen an die einzuhaltende Temperatur von
Uber 55°C fur mindestens funf bis sieben Tage wahrend des Kompostierungsvorgangs sowie
an das Endprodukt beziglich des Trockenmassegehaltes (> 70%), des Gehaltes an organi-
scher Trockenmasse (> 45%) sowie den pH-Wert (5,5-8,5) gestellt.
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3 Eigene Untersuchungen

3.1  Ziele der Arbeit / Arbeitskonzept

Die Zielstellung der vorliegenden Arbeit bestand in der hygienisch-mikrobiologischen Be-
trachtung der intensiven Schweinehaltung im peri-urbanen Bereich Pekings. Dies sollte zur
Beurteilung der Tiergesundheit und den von der Tierhaltung ausgehenden Risiken der Ver-
breitung pathogener Erreger und deren Resistenzgenen in der Umwelt dienen. Dabei sollte
das Abfallmanagement Uberpruft und in Bezug auf eine Risikominimierung und Unterbre-
chung epidemiologischer Ubertragungswege bei der Verwertung organischer Abfallstoffe
optimiert werden.

Zu diesem Zweck gliedert sich die vorliegende Arbeit in zwei zentrale Themenkomplexe,
ersichtlich aus Abbildung 5. Die Zielsetzung des ersten Themenkomplex bestand in der
Erhebung des mikrobiologisch-hygienischen Status des Beispielbetriebs (Status Quo) sowie
der weitergehenden Charakterisierung der isolierten Bakterien aus den Tierhaltungen zur
epidemiologischen Betrachtung. Die Feststellung des Status Quo umfasste Untersuchungen
zur Salmonellen-Pravalenz in Futtermitteln und Sammelkotproben sowie zur nasalen Koloni-
sation der Schweine mit Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA).

Themenkomplex 1

,=Erhebung des Status Quo sowie Charakterisierung der Salmonellen- und MRSA-Isolate®

Status Quo: Charakterisierung Charakterisierung
Salmonellen: MRSA:
Salmonellenpravalenz in Serotypisierung Molekularbiologische Typisie-

Futtermitteln und Sammel-
kotproben

rung (mecA-Gen, spa-Typ,
SCCmec-Typ, MLST)

Empfindlichkeitstestung

Empfindlichkeitstestung

Untersuchungen zur Tenazi-
tat (gegenlber Temperatur,
wahrend der Lagerung)

Nasale Kolonisation mit
MRSA

Themenkomplex 2

.,Malnahmen zur Risikominimierung durch biotechnologische Behandlung der tierischen
Ausscheidungen vor der Verwertung*

Anaerobe Fermentation: Kompostierung:
»Input-/Output-Analyse* Validierung nach BioAbfVO (2010)

Abbildung 5: Darstellung der Themenkomplexe
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Zur Beurteilung der epidemiologischen Bedeutung wurden die isolierten Salmonellen serolo-
gisch typisiert und die MRSA molekularbiologisch auf das resistenzvermitteinde mecA-Gen,
den Spa-Typ, den SCCmec-Typ und den Multilocus-Sequenztyp (MLST) untersucht. Des
Weiteren wurden die Bakterien-Isolate auf deren Empfindlichkeit gegenuber antimikrobiell
wirksamen Substanzen getestet. Dies diente dem Zweck einen Uberblick tber die Resis-
tenzsituation zu erhalten. AuRerdem sollte die Gefahr eines mdglichen Eintrags resistenter
Krankheitserreger sowie der damit verbundenen Resistenzgene aus der intensiven Tierhal-
tung in die Umwelt betrachtet werden. Und dementsprechend sollte das Risiko einer weite-
ren Ubertragung in Futtermittel, in die Lebensmittelkette und in das Gesundheitswesen ab-
geschatzt werden. Um Erkenntnisse zur Tenazitdt der isolierten Salmonellen zu erhalten,
wurden Untersuchungen zur Inaktivierung durch thermische Behandlung und wahrend der
Langzeitlagerung von Wirtschaftsdiingern in Laborversuchen durchgeftihrt (Abbildung 5).

Der zweite Themenkomplex widmete sich der Uberpriifung der biotechnologischen Be-
handlung der tierischen Exkremente hinsichtlich der Erzeugung seuchenhygienisch unbe-
denklicher Endprodukte. Dies diente der Unterbrechung méglicher Infektionskreislaufe und
einer hygienisch sicheren Verwertung auf landwirtschaftlichen Flachen. Eine Fragestellung
befasste sich mit der Beurteilung der Risikominimierung bezuglich eines Eintrags pathogener
Erreger in die Umwelt durch den Prozess der anaeroben Fermentation. Zu diesem Zweck
wurde die mesophil betriebene Biogasanlage auf dem Schweinehaltungsbetrieb in Form ei-
ner ,Input-/Output-Analyse” durch mikrobiologische Untersuchung der Beschickungssubstra-
te und der Garreste Uberprift. Ein weiteres Ziel bestand in der Prozessprifung verschiede-
ner Varianten der Kompostierung von Schweinekot und Maisstrohhacksel in speziellen Rot-
teboxen in einem halb-technischen Versuchsaufbau. Dies erfolgte als Validierung in Anleh-
nung an die Bioabfallverordnung (BioAbfV; ANONYM, 2010) mit dem Testkeim Salmonella
Senftenberg W75 (H2S negativ) und der Dokumentation des Temperaturverlaufs. Dadurch
sollte die Kompostierung im Hinblick auf die Hygienisierungskapazitat sowie die Verfah-
rensoptimierung aus hygienischer Sicht beurteilt werden (Abbildung 5).

Beide Themenkomplexe sind eng miteinander verknlpft. Dabei stellt die Erhebung des Sta-
tus Quo eine Voraussetzung zur Optimierung der biotechnologischen Behandlung der tieri-
schen Exkremente dar. Zudem liefern die Untersuchungen Daten Uber die Tenazitat einer
ausgewahlten Salmonellen-Serovar gegeniber Temperatureinwirkungen und wahrend der
Langzeitlagerung. Diese Daten kénnen hilfreich bei der Beurteilung sowie Optimierung der
biotechnologischen Behandlung sein.

3.2 Allgemeiner Versuchsaufbau

3.2.1 Erhebungen des Gesundheitsstatus (Status Quo)

Ziel dieser Untersuchungen war es, die Salmonellenpravalenz sowie die Pravalenz einer
nasalen Kolonisation der Schweine mit Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus
(MRSA) zu erheben. Hierzu wurden, entsprechend des Beprobungsplans (Tabelle 5), Sam-
melkotproben, Proben der Futtermittel und Nasentupfer der Tiere aus unterschiedlichen Stal-
len, Stallabteilen und Boxen der Mastschweine und Sauen genommen. Dies erfolgte im
Mai/Juni 2010 an vier Terminen Uber einen Zeitraum von ca. vier Wochen. Die Probennah-
men erfolgten aus vier unterschiedlichen Mastschweinestéllen von Mastschweinen mit Kor-
pergewichten von 30 bis 60 kg. Die Proben stammten jeweils aus Gruppen von sechs bis
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acht Tieren. Bei den Sauen erfolgte die Probenentnahme aus Stallen der tragenden Sauen
und der Muttersauen jeweils aus Stallboxen mit zwei oder drei Tieren. Aus denen der Jungs-
auen erfolgte sie aus Gruppen mit sechs Tieren. Bei den Futtermitteln handelte es sich um
Sauenfutter, Ferkelfutter, Lauferfutter sowie Mastschweinefutter. Zu den untersuchten Ein-
zelkomponenten der Futtermittel gehdrten Mais, Weizenschrot, Fischmehl, Bohnen sowie
Sojamehl.

Tabelle 5: Probenahmen der untersuchten Sammelkotproben und Nasentupfer

Probenahme Herkunft Stall-Nr. Sammelkotproben Nasentupfer
1 Mast 10 + 18 25 25
2 Sauen 1+4+7/9 25 25
3 Mast 22 + 26 25 19
4 Sauen 1+4+7/9 17 -

Es erfolgte eine kulturelle Untersuchung von Sammelkotproben und Futtermittelproben auf
Salmonellen sowie von Nasentupfern auf MRSA. Diese Untersuchungen sollten einerseits
Daten zum Vorkommen von Salmonellen in Futtermitteln als mdgliche Eintragsquelle in den
Bestand sowie als Infektions- und Ubertragungsméglichkeit fiir die Tiere liefern. Andererseits
sollte die Salmonellenpravalenz in den Sammelkotproben festgestellt werden, um ein von
der Schweineproduktion ausgehendes Infektionsrisiko fiir Verbraucher Gber den Eintrag von
Salmonellen in die Lebensmittelkette und eine mdégliche Umweltkontamination einzuschat-
zen. Des Weiteren sollten die Untersuchungen Aufschluss dartiber geben, ob eine nasale
Besiedlung der Schweine mit MRSA vorliegt, um letztendlich eine Ubertragung auf das
Farmpersonal und einen mdéglichen Eintrag dieser Erreger in Einrichtungen des 6ffentlichen
Gesundheitswesens abzuschatzen.

3.2.2 Weitergehende Charakterisierung der Bakterien-Isolate

Das Ziel der weiterfihrenden Charakterisierung der nachgewiesenen Erreger bestand in der
Feststellung der vorkommenden Salmonellen-Serovare sowie der Erfassung von deren Re-
sistenzsituation. Hierzu wurden die isolierten Salmonellen-Stamme serotypisiert und auf ihre
Empfindlichkeit gegenliber verschiedener antimikrobiell wirksamer Substanzen getestet.
Damit sollte die epidemiologische Bedeutung der vorkommenden Salmonellen-Serovare und
deren Bedeutung aus Sicht des Verbraucherschutzes eingeschatzt werden.

Aullerdem wurden Daten zur Tenazitat einer ausgewahlten, im Schweinebestand dominie-
renden, Salmonellen-Serovar gegentber Temperaturen und dem Einfluss der Lagerungs-
dauer erarbeitet. Die Zielsetzung bestand in der Erfassung von Daten zur Tenazitat um aus
epidemiologischer Sicht Unterbrechungsméglichkeiten von Infektionskreislaufen zu beurtei-
len. In den Untersuchungen sollten Erkenntnisse (iber die Uberlebensfahigkeit der isolierten
Salmonellen wahrend der Langzeitlagerung von Wirtschaftsdlingern und zur Inaktivierung
bei unterschiedlichen Temperatureinwirkungen gesammelt werden. Hintergrund war dabei
die Bedeutung der Faktoren Zeit und Temperatur im Hinblick auf die Hygienisierung tieri-
scher Ausscheidungen durch biotechnologische Behandlungsmaflinahmen. Der Fokus lag in



3 Eigene Untersuchungen 49

den Untersuchungen auf einer, auf dem Bestand isolierten, dominierenden monophasischen
Variante der Salmonella Typhimurium DT120. Die Untersuchungen dienten zur Beurteilung
der umwelthygienischen Relevanz dieser Serovar sowie zur Beurteilung méglicher Hygieni-
sierungsmaflnahmen. Die Auswahl dieser monophasischen, multiresistenten Salmonella
Typhimurium DT120-Serovar erfolgte aufgrund der epidemiologischen Situation. Hierzu wur-
den einerseits Laborversuche zur Inaktivierung dieser Serovar wahrend einer Lagerung ge-
spikter Wirtschaftsdiinger (Gullle und Garreste) bei +10°C Uber einen Zeitraum von 48 Wo-
chen durchgeflihrt. Diese Untersuchungen sollten die Frage klaren, ob eine Langzeitlage-
rung von Wirtschaftsdlingern eine sichere Hygienisierung gewahrleisten kann. In den Versu-
chen wurden zudem Proben, gespiked mit Bacillus globigii-Sporen, untersucht. In weiteren
Laborversuchen sollten Erkenntnisse Uber die Tenazitat gegenlber Temperatureinwirkungen
gesammelt werden. Hierfir wurden gespikte Gllleproben und physiologische Kochsalzlé-
sung unterschiedlichen Temperatur/Zeit-Kombinationen ausgesetzt. Hiermit sollte geklart
werden, welche Temperatur/Zeit-Kombinationen eine sichere Inaktivierung der verwendeten
Erreger gewahrleisten. Dies diente dazu, sich der Fragestellung eines moglichen Eintrags in
die Umwelt, der Uberlebensfahigkeit sowie der Inaktivierung durch thermische Einflisse und
wahrend der Langzeitlagerung zu widmen.

Die weiterfihrende Charakterisierung der MRSA-Isolate diente dazu, eine aus epidemiologi-
scher Sicht sinnvolle Einordnung in haMRSA, caMRSA oder laMRSA zu ermdglichen. Zu-
dem sollte deren Resistenzsituation anhand der Empfindlichkeit gegenuber antimikrobiell
wirksamer Substanzen erfasst werden. Hierzu sollte molekularbiologisch der Nachweis des
Methicillin-Resistenz vermitteinden mecA-Gens und die Bestimmung des SpA-, SCCmec-
sowie des MLST-Typs durchgefihrt werden.

3.2.3 Validierung der biotechnologischen Prozesse

Das Ziel dieser Untersuchungen bestand darin festzustellen, ob durch die anaerobe Fermen-
tation in der, an den Schweinhaltungsbetrieb angegliederten Biogasanlage eine Hygienisie-
rung der tierischen Ausscheidungen unter den dortigen Bedingungen gewahrleistet wird.
Dabei sollte geklart werden, ob ein Eintrag pathogener, evtl. multiresistenter Erreger in die
Umwelt verhindert werden kann und sich die biotechnologischen Behandlungsméglichkeiten
somit eignen, eine Risikominimierung bei der Verwertung organischer Abfalle zu gewahrleis-
ten. Durch hygienisch-mikrobiologische Untersuchungen der Inputmaterialien (Substrate)
und Garprodukte auf Salmonellen sollten Schwachpunkte erkannt werden, um exakte Vor-
gaben zur Effizienzsteigerung hinsichtlich des Erhalts seuchenhygienisch unbedenklicher
Endprodukte zu machen. Hierzu erfolgte eine ,Input-/Output-Analyse” an der Biogasanlage
mit Untersuchungen der festen und fliissigen Beschickungssubstrate und Garprodukte. Ta-
belle 6 zeigt die Termine sowie die Anzahl der jeweiligen Proben.

Aullerdem erfolgte eine Untersuchung der Hygienisierungskapazitat verschiedener Kompos-
tierungsvarianten. Dazu wurde in einem halb-technischen Versuchsaufbau in Rotteboxen die
Kompostierung von Schweinekot und Maisstrohhacksel tberprift. Dies erfolgte in Form einer
Prozessprifung in Anlehnung an die Bioabfallverordnung (BioAbfVO; ANONYM, 2010) mit
dem Testkeim Salmonella Senftenberg W75 (H.S negativ) und durch Kontrolle des Tempera-
turverlaufs sowie der Endprodukte. Zusatzlich wurde der Einfluss des Kompostierungspro-
zesses auf die Verminderung im Kompostmaterial vorhandener Enterokokken untersucht.
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Tabelle 6: Probenentnahmen der Substrate und der Garreste der Biogasanlage

Proben Substrat fliissig Substrat fest Garrest fliissig Garrest fest

enthahme

1. 1 - 1 -

2. 1 1 1 -

3. 1 1 1 -

4. 1 1 1 1

5. 1 1 1 1
Insgesamt: 5 4 5 2

Die Untersuchungen wurden mit Hilfe an unterschiedlichen Stellen der Rotteboxen einge-
brachter, mit dem Testkeim gespiketer Testproben, durchgeflihrt. Die Probenentnahme und -
bearbeitung erfolgte zu Beginn des Versuchs, nach zwei, sieben und zehn Wochen am Ende
des Versuchs (Tabelle 7). Der Versuch umfasste drei verschiedene Varianten der Kompostie-
rung. Diese wurden im Doppelansatz durchgefuhrt und unterschieden sich hinsichtlich des
Umsetzintervalls. Jeweils zwei Rotteboxen wurden zweimal wdchentlich, zwei Boxen wo-
chentlich und zwei Boxen Uberhaupt nicht umgesetzt. Der jeweilige Zeitpunkt fir das Umset-
zen wurde, soweit mdglich, unter Bericksichtigung der herrschenden AulRentemperaturen
gewahlt. Wahrend des Versuchs erfolgte keine zusatzliche kinstliche Beluftung, lediglich das
Umsetzen der entsprechenden Varianten diente der Bellftung der Kompostmieten. Es sollte
Uberprift werden, ob die Kompostierung von Schweinemist in Verbindung mit Maisstroh-
hacksel eine aus umwelt- und tierhygienischer Sicht sichere Moglichkeit der Diingemittelher-
stellung darstellt.

Tabelle 7: Varianten der Kompostierung und Zeitpunkte der Probenentnahmen

Variante | Umsetzintervall Box-Nr. Zeitpunkt der Probenahmen
Kein Umsetzen 1+2
zweiwodchentlich 3+4 Start Tag 14 Tag 49 Tag 70
woOchentlich 5+6
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3.3 Beispielbetrieb

3.3.1 Beschreibung des Schweinehaltungsbetriebs im Shunyi-Distrikt

Die Untersuchungen wurden auf einem Schweinehaltungsbetrieb in China durchgefihrt. Der
Schweinebestand war im norddstlich von Peking gelegenen Shunyi Distrikt (zwischen 40°00’
und 40°18'N; 116°28' und 116°58'0) in einem Dorf lokalisiert.

Der Shunyi Distrikt gehort zum Verwaltungsgebiet Peking und befindet sich in der nérdlichen
Ecke der Nordchinesischen Ebene (Abbildung 6). Wahrend des Untersuchungszeitraumes
lebten im Shunyi Distrikt im Jahr 2009 etwa 732.000 Menschen, von denen 578.000 perma-
nent und 154.000 temporar dort lebten (HOU et al., 2012). Diese Region wurde bereits 15-20
Jahre zuvor von der Stadtverwaltung in Peking zur intensiven Schweineproduktion ausge-
wahlt. Die Gesamtflache der Region betragt 1.020 km?. Sie liegt 35 m (iber dem Meeres-
spiegel und die Jahresdurchschnittstemperatur betragt 11,5°C, mit Temperaturen von 4,9°C
im Januar und 25,7°C im Juli (KAMPHUIS et al., 2004). Die durchschnittliche relative Luft-
feuchtigkeit liegt bei 50% und die jahrliche Niederschlagsmenge betragt 625 mm, von denen
75% im Sommer fallen (MENDOZA-HUAITALLA et al., 2010). Im Jahr 2010 umfasste die land-
wirtschaftliche Flache ca. 48.500 ha. Das typische Anpflanzungssystem beinhaltete Gemuse
(z.B. Lauch, Aubergine, Chinakohl), Getreide (z.B. Mais, Weizen) und Baume (z.B. Pappeln,
Pflaumen, Aprikosen, Birnen) (XUE et al., 2013). Hinsichtlich der Schweineproduktion waren
dort wahrend des Projektzeitraumes ca. 42 gro3e Schweineproduktionsbetriebe, die jahrlich
jeweils uber 20.000 Schweine produzieren, lokalisiert. Den Ubrigen Anteil der Schweinehal-
tungen stellten Kleinhaltungen mit geringen Tierzahlen von 30-50 (max. 300) Schweinen in
familiar organisierter Haltung dar (ANONYM, 2007). Die Schweinebesatzdichte lag im Shunyi-
Bezirk bei ca. 50 Schweinen je Hektar landwirtschaftlicher Flache. Dies entspricht annahernd
10,6 (2007) bzw. 15 GroRvieheinheiten (GV) je Hektar und einer Bodenbelastung durch die
Gulle-Ausbringung von ca. 60 t/ha und Jahr (VAN DIEPEN et al. 2003; ROELCKE et al.; 2013
aus Shunyi Statitical Yearbook 2008).
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Abbildung 6: Lage des Shunyi Distrikts in China (KAMPHUIS et al., 2004).

Das Dorf in dem der untersuchte Schweinehaltungsbetrieb lokalisiert war, hatte eine Bevdl-
kerung von ungefahr 1.500 Einwohnern in ca. 450 Haushalten. Die Gesamtflache des Dorfes
betrug 440 ha, von denen ca. 320 ha (73%) auf Ackerflachen entfielen. Die landwirtschaftli-
chen Flachen wurden, ahnlich wie im Ubrigen Shunyi Distrikt, zum Anbau von Getreide (200
ha), Blumen (66,7 ha), Luzerne (Futterpflanze) (53,3 ha) und Gemiuse (20,0-33,3 ha) sowie
fur Baumschulen (13,3-20,0 ha) und Obstgarten (33.3 ha) genutzt (ANONYM, 2007). Innerhalb
des Dorfes befanden sich neben dem untersuchten GroRRbetrieb weitere Schweinehaltungen
in traditioneller Form in der Hand von ca. 160 Schweinehaltern. Diese hielten insgesamt
1.712 Sauen und produzierten 2.562 Ferkel und Mastschweine pro Jahr (2009). Jeder dieser
Kleinbetriebe verfligte Uber ca. 0,2 ha Ackerland mit einer Gesamtflache von 25,3 ha (RoO-
ELCKE et al., 2013). Nach Angaben von LU et al. (2013) besal das Dorf 2008 eine landwirt-
schaftliche Nutzflache von 133,33 ha und zudem weitere 66,7 ha Flache in sog. ,Eco-farming
zones", von denen 26,67 ha Ackerland waren.

Der exemplarisch untersuchte Schweinehaltungsbetrieb (Abbildungen 7 und 8) wurde 1994
gegriundet und ist seitdem stetig gewachsen. Die Farm stellte einen Multiproduktionsbetrieb
dar. Es wurden Schweine, Biogas und Kompost produziert. Die Hauptproduktion bestand in
der Zucht von qualitativ hochwertigen Pietrain-Duroc-Zuchtschweinen. Es handelte sich um
einen Bestand mit einer jahrlich angestrebten Produktion von ca. 80.000 Mastschweinen und
5.000 Zuchtschweinen (Sauen- und Eberhaltung), der in den nachsten Jahren auf eine Pro-
duktion von 120.000 Schweinen erweitert werden soll. Der Betrieb gliederte sich in zwei se-
parate Haltungseinheiten, von denen eine Einheit Gegenstand der vorliegenden Untersu-
chungen war. Die untersuchte Haltungseinheit untergliederte sich wiederum in getrennte
Bereiche fur die Schweinezucht und die Mastschweinehaltung und umfasste Platze fir ca.
10.000 (15.000) bis 20.000 Schweine (ANONYM, 2007; MENDOZA-HUAITALLA et al., 2011).
Insgesamt befanden sich ca. 50-60 (56) Stalleinheiten mit jeweils 200-300 Platzen auf dem
Gelande. Die unterschiedlichen Haltungsbereiche fir die Mastschweinehaltung und die
Zucht waren durch separate Eingange Uber Desinfektionsschleusen erreichbar. Laut Anga-
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ben des Betriebsleiters und der Tierarzte besal die untersuchte Haltungseinheit zum Zeit-
punkt der Untersuchungen einen Schweinebestand von ca. 1.370 Zuchtsauen und ca. 2.500
Mastschweinen. Nach Angaben von LUO et al. (2014) hatte die Farm einen Bestand von
1.037 GV (1 GV = 500 kg KGW) und produzierte jahrlich 1.957 GV. Im Jahr 2008 wurden
3.300 Sauen und 44.680 geschlachtete Schweine vermarktet (ROELCKE et al., 2013).

Image © 2009 DigitalGlobe:

Abbildung 7: Ubersichtsplan des Abbildung 8: Schweinestall mit Jungsauen-Box.
Schweinehaltungsbetriebs

Die Mortalitatsrate lag nach Angaben des Bestandsbuches bei ca. 15%. Die wirtschaftlich
bedeutsamsten Tierkrankheiten umfassten die klassische Schweinepest (KSP), Maul- und
Klauenseuche (MKS), Porzines Respiratory and Reproductive Syndrome (PRRS)-Virus, En-
teritiden und Durchfallerkrankungen sowie Rhinitis atrophicans. Des Weiteren spielten weite-
re Viruserkrankungen wie die Japanische Encephalitis, Parvovirusinfektionen und die Aujes-
zky-Krankheit sowie bakterielle Erkrankungen durch Haemophilus parasuis eine Rolle. Be-
standslbergreifend wurde nach Angaben der Bestands-Tierarzte ein entsprechendes Impf-
programm, welches die wichtigsten Erkrankungen beinhaltete, angewendet. Hierbei wurden
lokal-produzierte, teilweise stammspezifische Vakzinen verwendet (MENDOZA-HUAITALLA et
al., 2010).

Der Betrieb verfiigte Uber eine Futtermittelfabrik zur Herstellung des Schweinefutters fir die
unterschiedlichen Altersstufen der Schweine. In der Fabrik wurden die angelieferten einzel-
nen Futtermittelkomponenten zu Mischfuttermitteln verarbeitet, pelletiert und in Futtersacke
abgesackt. Die Fltterung erfolgte wie die Trankwasserversorgung ad libitum.

Zur landwirtschaftlichen Nutzung standen dem Betrieb ca. 15 ha Ackerland zur Verfliigung
auf denen die anfallenden organischen Abfallstoffe verwertet werden mussten.

Die Entmistung der Stalle auf dem Betrieb erfolgte nach ublicher chinesischer Praxis mit
dem ,Gan qing fen“-System (,dry manure cleaning®). Durch die manuelle Entmistung wurden
Festmist und eine flissige Fraktion erhalten. Bei der flissigen Fraktion handelte es sich um
eine Art Gllle mit sehr geringen Trockensubstanzgehalten. Diese bestand aus Schweineurin,
Kotpartikeln, Futterbestandteilen und grofden Mengen Abspritzwasser. Die Entmistung erfolg-
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te zweimal taglich. Auf der Farm fielen jahrlich 39.000 t bzw. 50.000 t organische Abfalle und
taglich 150 m® (im Sommer bis zu 250 m®) Schweinegiille an (ANONYM, 2007; LU et al.,
2013). Nach Angaben von LU et al. (2013) betrug die anfallende Menge an Festmist jahrlich
13.120,53 t und an Abwasser 40.115,72 m® auf dem Bestand. Als Diinger wurden 7.424,93 t
Festmist auf den bestandseigenen Anbauflachen ausgebracht. Die Ausbringemenge flur den
Festmist sollte unter Berlcksichtigung der Bodenbeschaffenheit und des Nahrstoffbedarfs
der Pflanzen in der Region bei 25t/ha liegen, um keine Umweltverschmutzungen/-gefahren
fur Boden und Grundwasser darzustellen. Sie lag 2008 bei 278t/ha (LU et al., 2013).

Ein Teil der anfallenden Gille wurde zur biotechnologischen Behandlung in der angeglieder-
ten Biogasanlage als Beschickungssubstrat energetisch verwertet. Die Ubrige Gille wurde in
einer offenen Lagune im Freien gelagert oder teilweise direkt unbehandelt zur Bewasserung
benutzt. Durch das ,Gan qing fen“-Entmistungssystem wurden hohe Stickstoff-, Phosphor-
und Kaliumgehalte im Festmist erhalten, die glnstig fur eine Kompostierung waren. Nach
Luo et al. (2014) wurden jahrlich ca. 260 t Festmist kompostiert. In den Sommermonaten von
Juni bis August erfolgte Uberwiegend eine Kompostierung des Festmists mit Sdgemehl. Ne-
ben dem Festmist wurden die Feststoffe aus dem Sedimentationsbecken und die festen
Garprodukte kompostiert. Jahrlich wurden ca. 112,50 t (aus Abwasserrickstanden 31,25 t
und Festmist 81,25 t) Kompost produziert. Der Kompost wurde zur Dingung des Ackerlan-
des, z.B. von Obstgarten und Baumschulen verwendet. Ubriger Kompost wurde vermarktet.

3.3.2 Beschreibung der Biogasanlage

Insgesamt befanden sich in dem Dorf drei Fermentationsbehalter mit einem Gesamtvolumen
von 2.200 m®, die ganzjahrig betrieben wurden. Die untersuchte Biogasanlage (Abbildung 9)
befindet sich auf der Rickseite des Schweinhaltungsbetriebs, direkt angrenzend, aufderhalb
des Betriebsgelandes. Sie wurde im Jahr 2002 zur Behandlung der anfallenden tierischen
Ausscheidungen und Abwasser errichtet (LU et al., 2013). Die Biogasanlage besal} einen
Fermentationsbehalter mit einem Arbeitsvolumen von 800 m*® (Gesamtvolumen: 1.000 m?)
bzw. 500m?® (ANONYM, 2007; LU et al., 2013).

Der Betrieb der Anlage erfolgte mesophil bei 28°C mit geringen organischen Beschickungs-
raten von <15 kg organischer Trockensubstanz/m® und Tag (ROELCKE et al., 2013). Nach
Angaben der Betreiber wurde die Anlage temperaturabhangig nur wahrend ausreichend
warmer Monate in Betrieb genommen. Den Angaben von LUO et al. (2014) zufolge wurde sie
von September bis Mai mesophil bei 35°C betrieben. Wahrend des Untersuchungszeitrau-
mes konnten Temperaturen zwischen 23°C und 26°C gemessen werden. Die Beschickung
erfolgte nach Angaben des Anlagenbetreibers und LUO et al. (2014) ganzjahrig mit der Giille,
dem Abwasser und geringeren Mengen des Festmists.

Auf der Farm fielen taglich ca. 150 m® (bis 250 m®im Sommer) Giille und insgesamt 200 bis
300 m® Abwasser an, von denen 150 m® (bis 200 m®) anaerob behandelt wurden. Zur Bio-
gasproduktion wurden des Weiteren 5.435,60 t Festmist verwendet (LU et al., 2013). In der
kalten Jahreszeit wurde zusatzlich Geflligelgille/-mist eines weiteren Betriebs erganzend als
Substrat verwendet.



3 Eigene Untersuchungen 55

Abbildung 9: Biogasanlage auf dem Schweinebetrieb Abbildung 10: flussiges Gar-
produkt

In dem Fermenter wurden ca. 80% der organischen Substanz abgebaut. Anschliel3end er-
folgte eine Separierung in fliissige Garprodukte (Abbildung 10), Biogas (CH?) und feste Gér-
produkte. Die durchschnittliche Aufenthaltszeit im Fermenter betrug vier Tage. Die fliissigen
Garprodukte wurden zum weiteren Abbau der organischen Substanz unter aeroben Bedin-
gungen in einen Tank (100 m®) gepumpt. AnschlieRend erfolgte die Lagerung der fliissigen
Garprodukte (von Marz bis November) in einem Beliftungs- und Sedimentationsbecken
(3.000 m®). Danach wurden die fliissigen Garreste in einen offenen ,Giillesee und von dort
in einen Vorfluter eingeleitet. Im Winter gelangten die flissigen Garreste direkt in den Gul-
lesee und von dort in den Vorfluter. Die Gbrige nicht behandelte Giille und ein Teil der fllssi-
gen Garreste wurden teilweise unbehandelt zur Bewasserung landwirtschaftlicher Ackerfla-
chen mit Blumen, Gemiise oder Obstbdumen benutzt. Die festen Garreste wurden entweder
direkt auf den bestandseigenen Ackerflachen als Diingemittel verwendet oder getrocknet
und als Dingemittel verkauft. Die restlichen Garreste wurden gemeinsam mit dem Festmist
und Sagemehl kompostiert. Der Kompost wurde seinerseits zur Dlingung auf die betriebsei-
genen Ackerflachen ausgebracht oder vermarktet.

Die Biogasproduktion belief sich auf tiglich ca. 100-120 m® bzw. jahrlich 257.310,11 m® Bio-
gas (Methangas). Das produzierte Biogas wurde gespeichert und fir Heizzwecke und zum
Kochen in der Kantine des Schweinebetriebs sowie in den Haushalten des Dorfes verwen-
det. Es deckte ca. 40% des lokalen Energiebedarfes des Dorfes. Biogas wurde nicht zur
Stromerzeugung genutzt (MENDOZA-HUAITALLA et al., 2010; LU et al., 2013; LUO et al., 2014).

3.3.3 Beschreibung der Kompostierungsanlage

Die Kompostierungsversuche wurden auf einer Versuchsfarm der China Agricultural Univer-
sity (CAU) in der Nahe von Peking im Zeitraum von November 2009 bis Februar 2010
durchgefuhrt. Die Rotteboxen, in denen die Kompostierung durchgefihrt wurde, waren in
einer Art Carport installiert. Dieses wurde auf einer Seite durch ein Gebaude, auf der ande-
ren Seite und der Rickseite durch eine etwa 1,50 Meter hohe Mauer, entsprechend der H6-
he der Rotteboxenwéande, und auf der Vorderseite durch einen Maschendrahtzaun begrenzt.
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Die Rotteboxen waren aus Beton (Abbildung 11) und wiesen ein Fullungsvolumen von ca.
1,2 Kubikmeter (m?®) auf. Die Bodenplatte war aus Beton und der Platz (iberdacht.

Abbildung 11: Rotteboxen Kompostierung Abbildung 12: Einlage der Testproben

Wahrend des Versuchs wurden die Bereiche oberhalb der Mauer bis zum Dach mit Styro-
porplatten ausgekleidet, um einen Schutz vor Wind und Kalte zu gewahrleisten. Als Substrat
wurde Schweinemist in Verbindung mit Maisstrohhacksel in einem Verhaltnis von eins zu
sieben (1:7) in Bezug auf das Feuchtgewicht eingesetzt, um ein Kohlenstoff/Stickstoff-
Verhaltnis (C:N-Verhaltnis) von ca. 1:20 bis 1:25 zu erhalten. Der Feuchtegehalt des Kom-
postmaterials betrug 64% zu Beginn des Versuchs. Unterschiedliche Kompostierungs-
Varianten wurden hinsichtlich einer Inaktivierung von pathogenen Mikroorganismen tGberpuft.
Dabei handelte es sich um eine direkte Prozesspriifung, eine sogenannte Validierung, in An-
lehnung an die MalRgaben der Bioabfallverordnung (BioAbfV) (ANONYM, 2010; 2012).
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4 Material und Methoden

4.1 Untersuchungen des mikrobiologisch-hygienischen Status des Beispielbetriebs
(Status quo)

4.1.1 Probenentnahme

4.1.1.1 Futtermittelproben

Die Proben der Mischfuttermittel wurden teilweise aus geschlossenen Futtersacken inner-
halb der Tierstalle der Sauen und der Mastschweine durch Anstechen der Sacke entnom-
men. AuRerdem wurden Proben des Mischfutters und der einzelnen Futterkomponenten (So-
jamehl, Bohnen, Fischmehl, geschrotetes Getreide, Mais) aus der bestandseigenen Futter-
mittelfabrik gezogen. Die Futtermittelproben wurden in sterile Plastiktiiten gegeben und bis
zur bakteriologischen Untersuchung kuihl transportiert und bei +6°C (+/- 2°C) aufbewahrt.

4.1.1.2 Sammelkotproben der Schweine

Die Sammelkotproben wurden in Stallen der Mastschweine und Sauen entnommen. Aus
betriebstechnischen sowie seuchenhygienischen Griinden erfolgte die Probenentnahme an
den jeweiligen Probenentnahmeterminen entweder bei den Mastschweinen oder Sauen. Ei-
ne Sammelkotprobe wurde je nach Altersstufe aus Boxen mit jeweils zwei bis acht Schwei-
nen gezogen. Die Probenentnahmen erfolgten an vier Terminen in unterschiedlichen Stallen
sowie verschiedenen Stallabteilen und Boxen. Termine, Herkunft und Anzahl der genomme-
nen Proben werden aus Tabelle 6 ersichtlich.

4.1.1.3 Nasentupfer der Schweine

Mit einem sterilen Tupfer wurden jeweils beide Nasenlécher von Einzeltieren beprobt. Die
Nasentupfer wurden umgehend zur Anreicherung in Muller-Hinton Bouillon mit einem Zusatz
von 6,5% Kochsalz gegeben und wahrend der Probenahme, des Transports und bis zur bak-
teriologischen Untersuchung gekuhlt bei +6°C (+/-2°C) aufbewahrt.

4.1.1.4 Wirtschaftsdiingerproben und Umweltproben

Im Rahmen der ,Input-/Output-Analyse“ der anaeroben Fermentation (siehe Punkt 3.2.3)
wurden Proben der flissigen und festen Beschickungssubstrate und Garreste der Biogasan-
lage enthommen. Die Probeentnahme und Untersuchung erfolgte an vier Terminen. Zudem
wurden Proben der Gullelagune, des Vorfluters sowie Bodenproben einer angrenzenden
Ackerflache einmalig untersucht.
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4.1.2 Herstellung einer dekadischen Verdiinnungsreihe

Material:
e Natriumchlorid EMSURE, Merck Millipor, VWR, Art.-Nr.: 1.06404.0500

Die quantitative Untersuchung einer Probe erforderte als ersten Schritt die Anfertigung einer
dekadischen Verdinnungsreihe. Hierzu wurden 20 g bzw. 20 ml des Probenmaterials in 180
ml einer sterilen physiologischen (0,9%ig) Kochsalzlésung (NaCl-Lésung) eingewogen bzw.
pipettiert und fir mindestens vier Stunden im Kihlraum bei +4°C auf den Schuttler gestellt.

Aus dieser ersten Verdiinnungsstufe (10™"), der Vorverdiinnung, wurde eine dekadische Ver-
dinnungsreihe angefertigt, indem ein Milliliter der Vorverdiinnung in neun Milliliter sterile
NaCl-Lésung pipettiert und anschliellend auf dem Reagenzglasschittler (Vortexer) vermischt
wurde. Diesem Prinzip folgend wurde die Probe weiter herunterverdiinnt bis die gewiinschte
Endverdinnungsstufe erreicht war.

4.1.3 Bestimmung der aeroben Gesamtbakterienzahl

Material:

e Natriumchlorid EMSURE, Merck Millipor, VWR, Art.-Nr.: 1.06404.0500
e TSA-Agar (CASO), Oxoid Deutschland GmbH, Wesel, Art.-Nr.: CM0131

Die Bestimmung der aeroben Gesamtbakterienzahl erfolgte mit Hilfe des KOCH schen Ober-
flachenverfahrens. 20 g bzw. 20 ml des Probenmaterials wurden zur Herstellung einer Ver-
dinnungsreihe in 180 ml physiologische NaCl-Lésung gegeben und bei +4°C flr vier Stun-
den geschiittelt. Aus dieser ersten Verdinnungsstufe wurde eine dekadische Verdiinnungs-
reihe, wie oben beschrieben, bis zur bendtigten Verdiinnungsstufe angefertigt. Von den letz-
ten drei aufeinander folgenden Verdinnungsstufen, unter denen die zu erwartende Keimzahl
zu vermuten war, wurden jeweils 100 ul auf zwei parallele TSA (Caso)-Agarplatten pipettiert
und mit einem sterilen Drigalski-Spatel gleichmaRig auf der Agaroberflache verteilt. Die bei-
mpften TSA (Caso)-Agarplatten wurden bei 36°C (+/-1°C) flr 24 Stunden bebritet und an-
schliellend ausgezahlt. Zum Auszahlen wurden die TSA (Caso)-Agarplatten ausgewahlt auf
denen die Koloniezahl zwischen 15 und 300 lag. Es wurden jeweils zwei parallele Platten pro
Verdiinnungsstufe ausgezahlt, der arithmetische Mittelwert gebildet und auf ein Milliliter bzw.
ein Gramm der Probe bezogen.

4.1.4 Nachweis von Bacillus globigii

Material:

e Natriumchlorid EMSURE, Merck Millipor, VWR, Art.-Nr.: 1.06404.0500
e TSA-Agar (Caso), Oxoid Deutschland GmbH, Wesel, Art.-Nr.: CM0131

Zum Nachweis von Bacillus globigii wurde das KOCH sche Oberflachenverfahren angewen-
det. Den ersten Schritt bildete die Herstellung einer dekadischen Verdiinnungsreihe bis zur
gewunschten Verdinnungsstufe. Von den letzten drei aufeinander folgenden Verdinnungs-
stufen, unter denen die zu erwartende Keimzahl zu vermuten war, wurden jeweils 100 ul auf
zwei parallele TSA (Caso)-Agarplatten pipettiert und mit Hilfe eines sterilen Drigalski-Spatel
gleichmaRig auf der Agaroberflache verteilt. Die beimpften TSA (Caso)-Agarplatten wurden
bei 36°C (+/-1°C) flr 24 Stunden bebrutet und anschlieRend ausgezahlt. Die auszuzahlen-
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den Kolonien wurden anhand ihres typischen morphologischen Erscheinungsbildes beurteilt
und lediglich Kolonien dieser Art gezahlt. Zum Auszahlen wurden die Platten ausgewahlt auf
denen die Koloniezahl der gesuchten Kolonien zwischen 15 und 300 lag. Es wurden jeweils
zwei parallele Platten pro Verdinnungsstufe ausgezahlt, der arithmetische Mittelwert gebil-
det und auf ein Milliliter bzw. ein Gramm der Probe bezogen.

4.1.5 Most Probable Number-Verfahren

Der Most Probable Number (MPN)-Methode zur Bestimmung der wahrscheinlichsten Keim-
zahl war die Herstellung einer dekadischen Verdiinnungsreihe bis zur gewiinschten Verdin-
nungsstufe, wie oben beschrieben, vorangestellt. AnschlieBend wurden aus jeder Verdin-
nungsstufe je ein Milliliter in drei parallele Reagenzglaser mit der, dem jeweiligen Bakterium
(Salmonella spp., Enterococcus spp., Escherichia coli) entsprechenden, Anreicherungsbouil-
lon Uberimpft und geschuttelt. Im Anschluss erfolgte die Inkubation je nach Bakterienart ae-
rob bei +36°C (+/-1°C) bzw. +42°C (+/-1°C) fur 24 Stunden bzw. 48 Stunden. Darauf folgend
wurde in Abhéngigkeit des jeweiligen Erregers die Auswertung bzw. die Uberimpfung auf
einen oder mehrere Selektiv-Nahrbéden durchgefihrt. Die Nahrbéden wurden flr jede Ver-
dinnungsstufe gedrittelt und aus jedem Parallelrdhrchen wurde mit einer sterilen Impfose auf
einem Dirittel der Platte ausgestrichen. Die Nahrbéden wurden je nach Erreger aerob bei
+36°C (+/-1°C) flr 24 Stunden bzw. 48 Stunden bebriitet. Nach der Bebritung konnte an-
hand des Koloniewachstums, ersichtlich am Farbumschlage des Nahrbodens, beurteilt wer-
den welche Dirittel als positiv und welche als negativ zu bewerten waren. Bei einem nicht
eindeutigen Wachstum musste durch eine weitere Testung, in Abhangigkeit des gesuchten
Erregers, z.B. durch spezifische serologische oder biochemische Nachweise, das Ergebnis
verifiziert werden. Man begutachtete jeweils die Drittel einer Verdlinnungsstufe gemeinsam.
Dabei wurden jedes Drittel mit typischem Koloniewachstum mit ,1“ und jedes ohne Wachs-
tum mit ,0“ bewertet und die drei Zahlen anschliel3end addiert. So erhielt man eine Zahl zwi-
schen 0 und 3 flr jede Verdlnnungsstufe. Auf diese Weise erhielt man einen dreistelligen
MPN-Code der anhand der korrigierten Tabelle nach DE MAN (1983) ausgewertet und auf
ein Milliliter bzw. ein Gramm der Probe umgerechnet wurde. Auch beim Vorliegen von gerin-
gen Keimzahlen ermdglichte das MPN-Verfahren eine direkte Zahlung der Keimzahlen.

4.1.6 Nachweis von Salmonella spp.

Material:

e Natriumchlorid EMSURE, Merck Millipor, Art.-Nr.: 1.06404.0500

o Gepuffertes Peptonwasser, Merck Millipor, Art.-Nr.: 1.07228.0500

¢ Novobiocin sodium salt, Sigma-Aldrich, Art.-Nr.: N1628

e Anreicherungsbouillon RAPPAPORT-VASSILIADIS, Merck Millipor, Art.-Nr.: 1.07666.0500

¢ Brillantgrin-Phenolrot-Lactose-Saccharose-Agar, Merck Millipor, Art.-Nr.: 1.10747.0500

e Xylose-Lysin-Desoxycholat (XLD)-Agar, Oxoid Deutschland GmbH, Art.-Nr.: CM0469

e TSA-Agar (Caso), Oxoid Deutschland GmbH, Wesel, Art.-Nr.: CM0131

e Anti-Salmonella Testserum Polyvalent | + Il, (Siemens), Diagonal, 48161 Minster, Art.-Nr.:
ORMT11, ORMU11, ORNBO03, ORNLO03
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4.1.6.1 Qualitativer Nachweis:

Der qualitative Nachweis von Salmonella ssp. erfolgte in Anlehnung an die Norm CEN/TR
15215-3:2006 und die ISO-Norm 6579:2002.

Flnfzig Gramm des Probenmaterials wurden zur nicht-selektiven Voranreicherung in 450 ml
gepuffertes Peptonwasser eingewogen und fir 24 Stunden aerob bei +36°C (+/-1°C) auf
einem Schuttler inkubiert. Durch Zugabe von 180 ul Novobiocin (40 mg/l) wurde die Begleit-
flora gehemmt. Diese nicht-selektive Voranreicherung diente dazu geschadigte und nicht
kultivierbare Salmonellen (,viable but not culturable®) anziichtbar zu machen. Danach erfolg-
te eine selektive Voranreicherung in der Selektivanreicherungsbouillon nach RAPPAPORT-
VASSILIADIS (RV). 100 ul wurden in 10 ml RV-Bouillon pipettiert und fur 24 Stunden aerob bei
+42°C (+/-1°C) inkubiert. Dabei wurde die Resistenz von Salmonellen gegenuber Malachit-
grin sowie deren Fahigkeit, sich bei 42°C, einem hohem osmotischen Druck und einem
niedrigen pH-Wert vermehren zu kdnnen, genutzt. Der Anreicherung in RV-Medium musste
jedoch in jedem Fall eine nicht selektive Voranreicherung vorausgehen. Um den Vorteil der
hohen Selektivitdt und Spezifitdt dieses Mediums nicht herabzusetzen, konnte man aller-
dings nur geringe Volumina im Verhaltnis 1:100 inokulieren (ROSLER, 2006). Anschlie3end
wurde ein Verdinnungsausstrich mittels steriler Impfése auf Xylose-Lysin-Desoxycholat
(XLD)- und Brilliantgriin-Phenolrot-Laktose-Saccharose (BPLS)-Agar angefertigt und fir 24
Stunden aerob bei +36°C (+/-1°C) bebritet. Die Selektivitdt des BPLS-Agar basiert auf dem
Vorhandensein von Brilliantgriin, das weitestgehend das Wachstum von Begleitkeimen ver-
hindert, und von Laktose und Saccharose (ROSLER, 2006). Die Laktose- und Saccharose-
negativen Salmonellen erscheinen als rosarote, durchscheinende Kolonien mit einem, durch
pH-Wert-Anderung bedingten, roten Hof. Das im XLD-Agar enthaltene Natriumdesoxycholat
unterdriickt das Wachstum der gramnegativen Begleitflora, u.a. auch das coliformer Keime.
Der Nahrboden enthalt drei Zucker (Saccharose, Xylose, Laktose), die bei der Metabolisie-
rung zur Ansauerung fihren. AuRerdem ist Lysin enthalten, das bei Decarboxylierung zu
Kadaverin und dadurch zur Alkalisierung flihrt. Bei Salmonellen wird die Ansduerung durch
Abbau von Xylose durch die gleichzeitige Decarboxylierung von Lysin kompensiert, so dass
eine Alkalisierung bzw. durch Farbumschlag des Indikators Phenolrot eine Rotfarbung der
Kolonien entsteht. Zum Nachweis der Schwefelwasserstoff (H,S)-Bildung, das von den meis-
ten Salmonellen produziert wird, enthdlt der Agar zudem Natriumthiosul-
fat/Ammoniumeisenzitrat, das durch Uberflihren in schwarzes, unlésliches Eisensulfid ange-
zeigt wird (KOHLER, 2001; ROSLER, 2006). Beim Vorhandensein verdachtiger Kolonien wur-
den von diesen Reinkulturen auf TSA (Caso)-Agar angefertigt. Zur endgultigen Bestatigung
des Salmonella-Nachweises erfolgte die serologische Typisierung. Hierzu wurden von einer
angerfertigten Reinkultur eine typische Kolonie abgenommen und mit Hilfe der Objekttra-
geragglutination mit speziellen Salmonella-Antiseren auf das Vorhandensein salmonellen-
spezifischer Oberflachenantigene getestet. Dabei wurde zunachst getestet, ob es zu einer
Agglutinationsreaktion mit Polyvalentem Testserum kommt. Bei einer positiven Reaktion mit
dem Testserum Polyvalent | wurde eine weitere Bestimmung des Gruppenspezifischen O-
Antigens durchgefiihrt. Die Bestimmung der Geilelantigene (H-Antigene), der ersten und
zweiten Phase, mittels Anti-H-Testseren und Schwarmverfahren erfolgte im Landesgesund-
heitsamt (LGA) Stuttgart. Bei nicht eindeutigen Ergebnissen erfolgte eine Bestimmung der
Phagentypen durch Lysotypie durch das Robert-Koch-Institut (RKI). Die Einordnung der
Salmonella-Isolate erfolgte anhand der O-Antigene und der GeilRelantigene mithilfe des
KAUFFMANN-WHITE-LE-MINOR-Schemas.
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4.1.6.2 Quantitativer Nachweis:

Hierzu wurde das MPN-Verfahren, entsprechend des oben beschriebenen Vorgehens, an-
gewendet. Aus der angefertigten Verdinnungsreihe wurde je Verdinnungsstufe jeweils ein
Milliliter in drei parallele Reagenzglaser mit neun Millilitern gepuffertem Peptonwasser pipet-
tiert und flr 24 Stunden aerob bei +36°C (+/-1°C) inkubiert. Im Anschluss wurden jeweils
100 pl in 10 ml RV-Bouillon pipettiert und aerob bei +42°C (+/-1°C) fir 24 Stunden bebritet.
Es erfolgte ein Ausstrich auf jeweils gedrittelten Platten XLD- und BPLS-Agar. Die Bebrutung
erfolgte aerob bei +36°C (+/-1°C) fur 24 Stunden. Im Anschluss wurden die Drittel der Plat-
ten, der Auswertung des qualitativen Nachweises entsprechend, ausgewertet und ein
dreistelliger MPN-Code generiert, der anhand der korrigierten Tabelle nach DE MAN abgele-
sen wurde.

4.1.7 Nachweis von Enterococcus spp.

Material:

e Natriumchlorid EMSURE, Merck Millipor, VWR, Art.-Nr.: 1.06404.0500
e Azid-Dextrose (AD)-Bouillon, Merck Millipor Art.-Nr.: 1.01590.0500
e Kanamycin-Azid-Aesculin (KAA)-Agar, Merck Millipor, Art.-Nr.: 1.05222.0500

Die quantitative Bestimmung von Enterokokken erfolgte ebenfalls mittels MPN-Methode.
Den Beginn des Nachweises stellte wiederum die Herstellung einer dekadischen Verdiin-
nungsreihe der Probe bis zur bendtigten Verdiinnungsstufe dar. Aus den Verdiinnungsstufen
wurde je Verdinnungsstufe jeweils ein Milliliter in drei parallele Reagenzglaser mit neun Milli-
litern Azid-Dextrose (AD)-Bouillon pipettiert und fir 48 Stunden aerob bei 36°C (+/-1°C) in-
kubiert. AnschlieRend wurde mit einer sterilen Impfése aus jedem Reagenzglas der beimpf-
ten AD-Bouillon auf ein Drittel einer Kanamycin-Asculin-Azid (KAA)-Platte ausgestrichen und
diese bei 36°C (+/-1°C) flr 48 oder evtl. 72 Stunden bebritet. Das Antibiotikum Kanamycin
und Azid hemmen weitgehend das Wachstum der Begleitflora, wahrend Enterokokken fast
ungehindert wachsen kénnen. Sie sind in der Lage das Glucosid Askulin zu Askuletin und
Glukose zu hydrolisieren. Die Bildung von Askuletin fiihrt zu einer olivgriinen bis schwarzen
Farbung der Kolonien und des Nahrbodens im Bereich des Koloniewachstums.

Die Auswertung erfolgte anhand des typischen Koloniewachstums und in fraglichen Fallen
durch biochemische Bestatigung. Der generierte dreistelige MPN-Code wurde mit der korri-
gierten Tabelle nach DE MAN (1983) ausgewertet.

4.1.8 Nachweis thermophiler Escherichia coli

4.1.8.1 Nachweis mittels Fluorocult-Laurylsulfat-Bouillon

Material:

e Natriumchlorid EMSURE, Merck Millipor, VWR, Art.-Nr.: 1.06404.0500

¢  Fluorocult-Laurylsulfat-Bouillon, Merck Millipor, Art.-Nr. 1.12588.0500

e Natronlauge, c(NaOH) = 1 mol/l (1N) Merck Millipor, Art.-Nr. 1.09956.0001
e KovAcs’ Indolreagenz, Merck Millipor, Art.-Nr. 1.09293.0100

Der quantitative Nachweis von Escherichia coli erfolgte mit Hilfe des MPN-Verfahrens mit der
Fluorocult-Laurylsulfat-Bouillon. Zunachst wurde eine dekadische Verdinnungsreihe der
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Probe bis zur bendtigten Verdinnungsstufe angefertigt. Aus flnf aufeinander folgenden Ver-
dinnungsstufen wurde je Verdinnungsstufe jeweils ein Milliliter in drei parallele Reagenz-
glaser mit neun Millilitern Fluorocult-Laurylsulfat-Bouillon pipettiert und fir 24 bis 48 Stunden
aerob bei +42°C (+/-1°C) inkubiert. In den Roéhrchen befanden sich zusatzlich DURHAM-
Rohrchen mit deren Hilfe eine Gasbildung abgelesen werden konnte. Der Nachweis basierte
auf drei typischen biochemischen Reaktionen, und zwar der Gasbildung, der Fluoreszenz
und der Indol-Bildung, die schrittweise nacheinander getestet und beurteilt wurden. E-
scherichia coli vergart Laktose zu Saure und Gas. Als gasféormige Produkte treten dabei
Wasserstoff und Kohlenstoff auf. Die Gasbildung wurde anhand der DURHAM-R&hrchen ab-
gelesen. Als positiv gewertet wurden jene Proberdhrchen, deren DURHAM-ROhrchen mindes-
tens zu einem Drittel mit Gas gefillt waren. Das Enzym Umbelliferyl-3-D-Glucuronidase wird
von Escherichia coli produziert und stellt einen sicheren Indikator fir dessen Anwesenheit
dar. Durch die Umbelliferyl-R-D-Glucuronidase wird das in der Bouillon enthaltene 4-
Methylumbelliferyl-R-D-glucuronid (MUG) in Glucuronsdure und das fluoreszierende 4-
Methylumbelliferon gespalten. Die blaue Fluoreszenz zeigte sich unter alkalischen Bedin-
gungen im UV-Licht. Im Anschluss an die Beurteilung der Gasbildung wurde in jedes gaspo-
sitive Reagenzglas 0,5 Milliliter einmolare Natronlauge (NaOH) hinzugegeben, um ein alkali-
sches Medium zu erreichen. Die Fluoreszenz wurde unter UV-Licht (Wood'sche Lampe) bei
einer Wellenlange von 366 nm beurteilt und stellte sich hellblau dar. Zur Bestatigung des
positiven Befundes wurden die gas- und fluoreszenzpositiven Reagenzglaser anschlielend
mit ca. 200 ul mit KOVACZ'-Indolreagenz Uberschichtet. Hiermit wurde die Bildung von Indol
aus Tryptophan nachgewiesen. Eine positive Indol-Reaktion zeigte sich durch eine kirschrote
Farbung an der Suspensionsoberflache, die z.T. umgehend bzw. ein bis zwei Minuten nach
der Zugabe sichtbar war. Escherichia coli galt als nachgewiesen, wenn alle drei oben ge-
nannten Kriterien erflllt waren. Die Ergebnisse wurden mit Hilfe der korrigierten Tabelle nach
DE MAN (1983) ausgewertet.

4.1.9 Nachweis von Methicillin-Resistenten Staphylococcus aureus

4.1.9.1 Kultureller Nachweis:

Material:

e Muller-Hinton (MH)-Bouillon, Oxoid, Art.-Nr.: CM0405

e Natriumchlorid EMSURE, Merck Millipor, VWR, Art.-Nr.: 1.06404.0500

e Trypton-Soja (Caso)-Bouillon (TSB), Heipha

e Cefoxitin sodium salt, Sigma-Aldrich, Art.-Nr.: C4786

e Aztreonam, Sigma-Aldrich, Art.-Nr.: A6848

e Brilliance™ MRSA-Agar, Oxoid, Art.-Nr.: PO5196A

e Columbia-Blutagar, Oxoid, Art.-Nr.: PB0123

e Baird-Parker Agar (Basis), Oxoid, Art.-Nr.: CM0961

¢ Rabbit Plasminogen Fibrinogen (RPF)-Supplement, Oxoid, Art.-Nr.: SR0122

Die Nasentupfer der Schweine wurden entnommen und in funf Milliliter Muller-Hinton (MH)-
Bouillon mit einem Zusatz von 6,5 % Kochsalz (NaCl) verbracht. Diese Voranreicherung
wurde fur 16-20 Stunden aerob bei +36°C (+/-1°C) bebrutet. AnschlieRend erfolgte eine se-
lektive Anreicherung in 9 ml Trypton-Soja-Bouillon (TSB), mit einem Zusatz von 3,5 mg/l Ce-
foxitin und 75 mg/l Aztreonam, durch Uberpipettieren von einem Milliliter der Voranreicherung
und Inkubation bei +36°C (+/-1°C) fur 16-20 Stunden. Aus der Selektivanreicherung wurde
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mittels steriler Impfése (10pul) ein Verdiinnungsausstrich auf chromogenem Brilliance™
MRSA-Selektivagar angefertigt und aerob bei +36°C (+/-1°C) fur 24 Stunden inkubiert. Typi-
sche Kolonien waren ein bis zwei Millimeter grof3 und jeansblau. Ein Verdinnungsausstrich
wurde von jeweils funf verdachtigen Kolonien auf Columbia-Blut-Agar und Rabbit-
Plasminogen-Fibrinogen-(RPF-)-Agar angefertigt und flr 24 Stunden bei +36°C (+/-1°C) in-
kubiert. Typische Kolonien zeigten in der Regel eine vollstdndige Hamolyse auf Columbia-
Blut-Agar. Auf dem Rabbit-Plasminogen-Fibrinogen-(RPF-)-Agar erschienen sie als graue
bis schwarze Kolonien, die von einem Tribungshof umgeben waren.

4.1.9.2 Differentialfarbung nach GRAM

Material:

e Carbol-Gentianaviolett-Lésung Gram, Waldeck, Art.-Nr.: 2E-028

e Lugols Lésung, Merck Millipor, Art.-Nr.: 1.09261.1000

e Safraninrot, Merck Millipor, Art.-Nr.:1.09217.0500

e Immersionsol fur die Mikroskopie, Merck Millipor, Art.-Nr.: 1.04699.0100

Einzelkolonien einer Reinkultur vom Columbia-Blutagar wurden mit einer Impfése auf einem
Objekttrager in einen Tropfen physiologischer Kochsalzlésung aufgebracht, luftgetrocknet
und anschlieflend hitzefixiert durch dreimaliges kurzes Durchfiihren durch die Flamme eines
Bunsenbrenners. Zum Farben des Praparates wurde der vorbereitete Objekttrager vollstan-
dig mit Carbol-Gentianaviolett tUberschichtet und drei Minuten gefarbt. Der Farbstoff wurde
abgeschittet und der Objekttrager vollstandig mit Lugol’scher Lésung bedeckt und flr zwei
Minuten gefarbt. Danach wurde der Farbstoff abgeschuttet und der Objekttrager in 96%igem
Alkohol so lange entfarbt bis keine Farbwolken mehr abgingen und anschlieRend mit destil-
liertem Wasser abgespiilt. Darauf folgte ein Nachfarben durch vollstdndige Uberschichtung
des Objekttragers mit Safraninrot fir finfzehn Sekunden. Das Praparat wurde mit destillier-
tem Wasser abgesplilt, abtrocknen gelassen und unter dem Lichtmikroskop bei 400facher
VergrofRerung mit Immersionsdl beurteilt. Die Beurteilung und Einteilung erfolgte anhand der
Farbbarkeit sowie der Form in grampositive (violett) oder gramnegative (rot) Stabchen oder
Kokken.

4.1.9.3 Nachweis der Katalase

Material:
e Wasserstoffperoxid (H,02)-Losung (30%), Merck Millipor, Art.-Nr.: 1.07209.1000

Fir den Nachweis der Katalase wurde ein wenig Koloniematerial einer Einzelkolonie (Rein-
kultur) mit einer Platinimpfose auf einem Objekttrager in einem Tropfen einer 3%igen Was-
serstoffperoxid-Lésung verteilt. Die Katalase, ein von allen Staphylokokken produziertes,
eisenporphyrinhaltiges Enzym, katalysiert die Spaltung des Wasserstoffperoxids zu Wasser
und Sauerstoff. Die positive Reaktion zeigte sich in Form der Gasbildung.

4.1.9.4 Nachweis der freien Koagulase
Material:

¢ Koagulase Plasma (Kaninchen-Plasma), Oxoid (Remel), Art.-Nr.: R21052

Zum Nachweis der freien Koagulase wurde Koloniematerial einer Reinkultur mittels Impfose
in ein Eppendorfgefal® mit 0,5 Milliliter Koagulaseplasma gegeben und fir 24 Stunden bei
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+36°C (+/-1°C) inkubiert. Die freie Koagulase ist ein von Staphylococcus aureus produziertes
Enzym, das ahnlich der Thrombokinase die Umwandlung von Prothrombin zu Thrombin ka-
talysiert. Dieses bewirkt seinerseits die Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin und damit eine
Gerinnung. Die Beurteilung der Koagulase-Reaktion erfolgte in den ersten vier Stunden der
Inkubation alle 30 Minuten und abschlieRend nach 24 Stunden. Eine positive Reaktion zeigte
sich durch ein Koagulieren des Koagulaseplasmas. Im negativen Fall blieb das Koagulase-
plasma flissig. Zur Qualitatskontrolle wurde der Staphylococcus aureus (DSM 2569)-Stamm
(Positivkontrolle) und ein Staphylococcus epidermidis (DSM 1798)-Stamm (Negativkontrolle)
in jedem Versuchsdurchgang mitgefihrt.

Als prasumptive MRSA wurden Bakterien angesehen, die typische Kolonien auf MRSA-,
Blut- und RPF-Agar bildeten, sich in der Farbung nach GRAM als grampositive Kokken dar-
stellten und sowohl eine positive Katalase- als auch Koagulase-Reaktion zeigten. Die pra-
sumptiven MRSA-Isolate wurden molekularbiologisch weiter charakterisiert.

4.1.9.5 Molekularbiologische Untersuchungsmethoden

4.1.9.5.1 Nachweis des mecA-Gens mittels PCR
Material:

e Sure MRSA PLUS V, CoNGEN Biotechnology GmbH Berlin, Art.-Nr.: C7111V
e Destilliertes Wasser (Millipore)

Zur DNA-Extraktion wurde Koloniematerial mit einer sterilen Einmalimpfése (1ul) in 200 pl
steriles destilliertes Wasser gegeben und gemischt, mit sterilem Paraffindl Gberschichtet und
fur 15 Minuten bei 100°C in einem Thermoblock gekocht. Danach wurde fir drei Minuten bei
14.000 g zentrigugiert und der DNA-haltige Uberstand in der folgenden PCR als Template
verwendet.

Tabelle 8: PCR-Ansatz zum mecA-Gen-/ S. aureus-Nachweis

Menge Reaktionsansatz
19,9 ul S. aureus PLUS V Rektions-Mix bzw. mecA PLUS V Reaktions-Mix*
0,1 ul Taq Polymerase
5ul DNA-Probe (template)
25 ul (gesamt)

S. aureus PLUS V Rektions-Mix bzw. mecA PLUS V Reaktions-Mix = MRSA PLUS V-Testkit (Firma CONGEN)

Die PCR wurde mit einem kommerziell erhaltlichen PCR-Testkit (Sure MRSA plus) durchge-
fuhrt. Dabei wurde eine Staphylococcus aureus-spezifische DNA-Sequenz (S. aureus PLUS
V Reaktions-Mix) und parallel in einem zweiten Ansatz die resistenzspezifische DNA-
Sequenz des mecA-Gens (mecA PLUS V Reaktions-Mix) amplifiziert und nachgewiesen. Die
PCR erfolgte in einem StepOne™-Systems PCR-Gerét (Applied Biosystems). Der Reakti-
onsansatz und die PCR-Reaktionsbedingungen sind in Tabelle 8 und 9 gezeigt.
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Tabelle 9: Reaktionsbedingungen PCR (mecA-Gen-Nachweis)

Reaktionsbedingungen
Initiale Denaturierung (HOLD) 95°C fur 5 Minuten
Zyklen 45
Denaturierung 95°C fur 15 Sekunden
Annealing / Extension (CYCLE) 60°C fur 30 Sekunden

Die Interpretation der Ergebnisse erfolgte durch Berechnung des Kalibrierfaktors K sowie
des Prifwerts P nach Angaben des Herstellers. Fir den Kalibrierfaktor K wurden die mittle-
ren Ct-Werte (Threshold value) der Positivkontroll-DNA’s (PK) des S. aureus PLUS-Systems
und des mecA PLUS-Systems voneinander abgezogen.

o K=MW ciwerts. aureus Pk — MW crwert meca Pk

Zur Berechnung des Priufwertes P wurden die mittleren Ct-Werte der S. aureus-PCR und der
mecA-PCR voneinander abgezogen und durch das Subtrahieren von K das endglltige Er-
gebnis ermittelt.

b P =MW Ct-Wert S. aureus PCR Probe — MW Ct-Wert mecA PCR Probe — K

Ein Prifwert P zwischen -3,0 und 3,0 zeigt ein positives PCR-Ergebniss und den molekular-
biologischen Nachweis von MRSA an.

4.1.9.5.2 Staphylococcal Protein A (Spa)-Typisierung:

Material:

e Sauregewaschene Glasperlen

e TE-Puffer

¢ QIAamp DNA Blood Mini Kit, Qiagen, Art.-Nr.:

e Geneladder (100bp + 1,5kb) Genaxxon Bio Science, Art.-Nr.:
¢ High Pure PCR Product Purification Kit, Firma Roche, Art.-Nr.
e TAE-Puffer

e Agaragar

e Ethidiumbromid

Bei der Spa-Typisierung erfolgte der Nachweis von Gensequenzen aus dem Bereich der
polymorphen Region x des Gens, welches fir das Staphylokokken Protein A (Spa) kodiert.
Die Typisierung beruht auf dem Polymorphismus dieser Chromosomen-Region und dort vor-
handener ,Repeats“ (Nukleotidfolgen), deren Anzahl, Abfolge und Sequenz jeden Spa-Typ
charakterisiert. Sie wurde durch das nationale Referenzzentrum fiur Koagulasepositive
Staphylokokken am Bundesinstitut fir Risikobewertung (BfR) sowie parallel durch eigenene
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Untersuchungen einer reprasentativen Anzahl an Isolaten am Institut fir Umwelt- und Tier-
hygiene der Universitat Hohenheim nach der Methode von SHOPSIN et al. (1999) durchge-
flhrt.

Tabelle 10: Basensequenz der PCR-Primer fur die SpA-Typisierung

Primer Basensequenz in 3'-5"-Richtung
Spa-1095 F (forward) AGA CGATCCTCC GGT GAG C
Spa-1517 R (reverse) GCTTTT GCAATG TCATTTACT G

Die DNA-Extraktion erfolgte in Anlehnung an das Arbeitsprotokoll des BfR und das Protokoll
der RIDOM Bioinformatics. Mehrere Impfésen Koloniematerial einer Ubernacht-Kultur wur-
den in 500 pl steriles destilliertes Wasser gegeben, griindlich gevortext und finf Minuten bei
14.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 500 ul TE-Puffer
resuspendiert und fur zehn Minuten bei 100°C in einem Thermoblock gekocht. Anschlie3end
wurden ca. 150 ug saduregewaschene Glasperlen dazu gegeben, zur mechanischen DNA-
Freisetzung fur sieben Minuten gevortext und bei 12.000 g fur zehn Minuten zentrifugiert.
200 pl des Uberstands wurden nach Herstellerangaben mit dem QIAamp DNA Blood Mini Kit
nach Anweisungen des Blood and Body Fluid Spin Protocols aufgereinigt. Nach der Aufreini-
gung wurde das Eluat bei —20°C aufbewahrt und 5 pl in der PCR zur Amplifikation einge-
setzt.

Tabelle 11: PCR-Ansatz zur SpA-Typisierung

Menge Reaktionsansatz
5 ul 10 x PCR-Puffer
5 ul Desoxyribonukleinsauretriphosphate (dNTPs) (2mM)
5ul Forward-Primer Spa-1095F
5 ul Reverse-Primer Spa-1517R
24 ul Millipore
1ul Hotstart-Polymerase (2U / pl)
5 ul Proben-DNA (template)
50 pl (gesamt)

Die PCR wurde mit einem PCR-Ansatz von 50 pul (Tabelle 11) und den Reaktionsbedingun-
gen in Tabelle 12 durchgefiihrt. Der Mastermix wurde fir alle Proben und Kontrollen ange-
setzt, gut gemischt und jeweils 45 ul in die Reaktionsgefalie vorgelegt. Jeweils 5 ul der auf-
gereinigten DNA dienten in der PCR als Template.
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Tabelle 12: Reaktionsbedingungen fiir die PCR zum Nachweis des spa-Typs

Reaktionsbedingungen
Initiale Denaturierung 94°C fur 5 Minuten
Zyklen 30
Denaturierung 94°C fur 30 Sekunden
Annealing / Extension 60°C fur 30 Sekunden / 72°C fur 30 Sekunden
Elongation 72°C fur 5 Minuten

Zum Nachweis des PCR-Produkts wurde eine Gelelektrophorese in einem 1,5%igen Agaro-
segel mit Ethidiumbromid (EB) durchgefihrt. 10 ul des jeweiligen PCR-Produkts wurden mit
2 ul Ladepuffer (5 x) gemischt und in die Gel-Taschen aufgetragen. Das Gel lief fur 10 Minu-
ten bei 44 mA und anschlielend bei 55 mA. Eine Geneladder (100bp + 1,5kb) diente als
DNA-GroRenstandard. Das PCR-Amplifikat musste als klare Einzelbande zu sehen sein. Das
ubrige Amplifikat wurde mit einem DNA-Aufreinigungs-Kit (High Pure PCR Product Purificati-
on Kit) nach Herstelleranweisungen aufgereinigt. Nach Vorgaben des Sequenzierungslabors
wurden 6,8 ul des gereinigten PCR-Produktes mit 0,2 ul des Sequenzierungs-Primers (Spa-
1095F) vermischt und durch das Sequenzierungslabor sequenziert. Zur Auswertung der Se-
quenzen wurde die Software Ridom StaphType verwendet.

4.1.9.5.3 Bestimmung des Staphylococcal Cassette Chromosome mec-Typs

Die Bestimmung des Staphylococcal Cassette Chromosome mec-Typs (SCCmec) erfolgte
durch das nationale Referenzzentrum fur Staphylokokken am BfR nach der Methode von
ZHANG et al. (2005).

4.1.9.5.4 Bestimmung des Sequenztyps mittels Multilocus Sequenz Typisierung

Die Bestimmung des Multilocus-Sequenztyps (MLST) der MRSA-Isolate erfolgte nach der
Methode von ENRIGHT et al. (2000) durch das nationale Referenzzentrum fiir koagulaseposi-
tive Staphylokokken am Bundesinstitut fir Risikobewertung (BfR).

4.1.10 Empfindlichkeitstestung gegeniiber Substanzen mit antimikrobieller Wirkung

4.1.10.1 Agardisk-Diffusions-Methode
Material:

¢ Natriumchlorid EMSURE, Merck Millipor, VWR, Art.-Nr.: 1.06404.0500
¢ Miller-Hinton-Agar, Oxoid, Art.-Nr.: PO0152
¢ Antibiotikaplattchen

Die in den vorliegenden Untersuchungen nachgewiesenen Salmonella-Stamme wurden auf
ihre Empfindlichkeit gegenuber ausgewahlten antimikrobiell wirksamen Stoffen (Tabelle 13)
mittels der Agardisk-Diffusions-Methode nach DIN-Norm 58940 getestet.

Zunachst wurde mittels direkter Kolonie-Suspensions-Methode eine Suspension, einer
Ubernacht-Kultur (18h) der Reinkulturen der Salmonella-Stamme, in steriler NaCl-Ldsung
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hergestellt. Hierflir wurde etwas Koloniematerial von einer bis zu mehreren morphologisch
identischen Kolonien der Reinkultur mit einer sterilen Impfose in sterile NaCl-Lésung gege-
ben und grindlich auf dem Reagenzglasschittler gemischt. Die Keimkonzentration von
5,0x10° KbE/ml in der Suspension wurde photometrisch (bei 540 nm) eingestellt. Die Sus-
pension wurde innerhalb von funfzehn Minuten, jedoch maximal binnen 60 Minuten nach
Herstellung, zur Beimpfung der Miller-Hinton-Agarplatten verwendet. Ein bis zwei Milliliter
der Suspension wurden auf die Agarplatte gegeben, durch Schwenken gleichmalig Uber die
gesamte Agaroberflache verteilt und anschlielend wurde die Uberflissige Suspension ent-
fernt. Das Aufbringen der Antibiotikaplattchen erfolgte auf die beimpften und trockenen Aga-
roberflachen mit einem Plattchen-Dispensier-Stempel (Fa. Oxoid) innerhalb von 15 Minuten
nach Beimpfung des Nahrbodens. Es wurde darauf geachtet, dass die Plattichen fest aufge-
bracht wurden, der Kontakt der Plattchen zur Agaroberflache dicht und gleichmafig war und
sie nicht mehr bewegt wurden. AnschlieRend erfolgte eine aerobe Inkubation bei +36°C (+/-
1°C) fur 16-20 Stunden. Zur Qualitatskontrolle wurde der DSMZ-Stamm Escherichia coli
(DSM 1103) verwendet und bei jedem Testdurchgang mitgefihrt.

Tabelle 13: Hemmhofdurchmesser: Substanzen mit antimikrobiellen Eigenschaften

Stoffe mit antimikrobieller Wirkung Sensibel Intermediar Resistent
Ampicillin AM -10 > 22 15-21 <14
Amoxicillin AMX — 25 > 27 21-26 <20
Amoxicillin-Clavulansdure | AMC — 30 > 18 14-17 <13
Cefalexin CN - 30 >18 15-17 <14
Cephalotin CF-30 > 18 15-17 <14
Sulfamethoxazole SMX - 25 > 16 11-15 <10
Triple Sulfa SSS -25 > 17 13-16 <12
Cotrimoxazole SXT - 25 > 16 11-15 <10
Trimethoprim TMP — 5 > 16 11-15 <10
Tetrazyklin TE - 30 > 22 17-21 <16
Doxycyclin D-30 > 16 13-15 <12
Ciprofloxacin CIP -5 > 21 16-20 <15
Enrofloxacin ENR -5 > 22 18-21 <17
Gentamicin GM-10 > 21 15-20 <14
Neomycin N - 30 > 17 13-16 <12
Streptomycin S-10 > 15 12-14 <11
Colistin CL-25 > 11 9-10 <8
Polymyxin B PB — 300 > 12 9-11 <8
Chloramphenicol C-30 > 21 20 <19

Hemmhofdurchmesser nach Norm: CLSI; DIN; EUCAST
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Das Auswerten des Antibiogramms erfolgte durch millimetergenaues Ausmessen der
HemmhofgréRen (gesamten Hemmhofdurchmesser). Die Beurteilung der Isolate als resistent
oder sensibel gegenuber der jeweiligen Substanz mit antimikrobieller Wirkung bzw. dessen
intermediarer Wirksamkeit gegenuber des untersuchtne Erregers erfolgte anhand einer Wer-
tetabelle (Tabelle 13).

4.1.10.2 Mikrodilutionsmethode
Material:

e Natriumchlorid EMSURE, Merck Millipor, VWR, Art.-Nr.: 1.06404.0500
e Trypton-Soja-Bouillon (TSB)

e Muller-Hinton-Agar, Oxoid, Art.-Nr.: PO0152

e Muller-Hinton-Bouillon, Oxoid, Art.-Nr.: CM0405

e Oxacillin, Sigma Aldrich, Art.-Nr.: 01002

Die phanotypische Methicillin-Resistenz der MRSA-Isolate wurde durch die Bestimmung der
minimalen Hemmstoffkonzentration (MHK-Wert) gegenuber Oxacillin getestet. Die Empfind-
lichkeitsprufung der isolierten MRSA gegenuber weiteren antimikrobiell wirksamen Substan-
zen wurde am nationalen Referenzzentrum fur koagulasepositive Staphylokokken am BfR
nach Maligaben des Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) mit individuell gefer-
tigten Mikrotiterplatten (TREK Diagnostic Systems, Magellan Biosciences, West Sussex, UK)
durchgeflhrt.

Herstellung der Keimsuspension

Eine typische Kolonie einer Ubernacht-Kultur der isolierten MRSA wurde in 50 ml Trypton-
Soja-Bouillon (TSB) Uberfihrt und fir 24 Stunden aerob bei +36°C (+/-1°C) bebrttet (1. Pas-
sage). 100 ul dieser Suspension wurden in 50 ml TSB gegeben und erneut aerob fir 24
Stunden bei +36°C (+/-1°C) inkubiert (2. Passage). Anschlieliend wurden 50 ul der zweiten
Passage in 10 ml Muller-Hinton-Bouillon pipettiert, um eine Keimkonzentration von ca.
5,0x10° KbE/ml zu erhalten.

Herstellung der Antibiotika-Verdiinnungsreihe

Zunachst wurde die bendtigte Menge des Antibiotikums berechnet, die zur Herstelllung einer
Antibiotika-Stammlésung (Konzentration: 2000 pg/ml) benétigt wurde. Dies erfolgte in Ab-
hangigkeit der vom Hersteller angegebenen Aktivitat des Antibiotikums. Die berechnete
Menge wurde in ein steriles Reagenzglas eingewogen und anschlieRend in zehn Milliliter
eines geeigneten Lésungsmittels, in diesem Fall in sterilem destilliertem Wasser geldst. Zwei
Milliliter der frisch hergestellten Antibiotika-Stammlésung wurden in 13,62 Milliliter Maller-
Hinton (MH)-Bouillon gegeben, um eine Gebrauchslésung mit einer Antibiotikakonzentration
von 256 ug/ml zu erhalten. Ausgehend von der Gebrauchslésung wurde eine Verdinnungs-
reihe hergestellt, bei der sich die Antibiotika-Konzentration jeweils halbiert. Dazu wurden
zwei bzw. je ein Milliliter der Gebrauchslésung in Reagenzglaser mit zwei bzw. drei bzw. sie-
ben Millilitern MH-Bouillon pipettiert. Auf diese Weise wurde ausgehend von der letzten Ver-
dinnungsstufe der vorherigen Reihe noch weitere dreimal verdinnt, so dass letztendlich
zwolf bzw. dreizehn Verdiinnungsstufen vorhanden waren. Diese Verdinnungsstufen besa-
Ren Antibiotika-Konzentrationen zwischen 256 pg/ml und 0,125 pg/ml.
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Beimpfung der Mikrotiterplatten

Jeweils 50 pl der hergestellten Keimsuspension und der jeweiligen Verdunnungsstufe der
Antibiotikaldsung wurden im Verhaltnis 1:1 in die Lochvertiefungen einer 96-Loch-
Mikrotiterplatte (Fa. Nunc) mit abgerundetem Boden pipettiert, sorgfaltig vermischt und fur 24
Stunden aerob bei +36°C (+/-1°C) inkubiert. Dadurch halbierte sich die Antibiotika-
Konzentration, so dass schlussendlich Konzentrationen zwischen 128 pg/ml und 0,0625
ug/ml getestet wurden. Die beimpften Mikrotiterplatten wurden im Anschluss idealerweise vor
einem dunklen Hintergrund von oben ausgewertet. Eine Tribung/Ablagerungen in den Loch-
vertiefungen zeigte ein Wachstum an.

Als minimale Hemmstoffkonzentration (MHK-Wert) galt die héchste Verdinnungsstufe in der
die Losung klar geblieben war. Die Angabe des MHK-Wertes erfolgte in pg/ml. Die
Breakpoints zur MHK-Bestimmung flr Oxacillin fir MRSA sind nach Angaben des CLSI wie
folgt festgelegt: < 2 ug/ml (sensibel) und >4 ug/ml (resistent).

4.1.11 Weitergehende Charakterisierung der isolierten Bakterien aus den
Tierhaltungen und den Umweltproben

4.1.11.1 Empfindlichkeitstestung der Bakterien-Isolate gegeniiber antimikrobiell
wirksamer Substanzen

Die in den Untersuchungen isolierten Salmonellen wurden auf ihre Empfindlichkeit gegen-
Uber neunzehn verschiedenen antimikrobiell wirksamen Substanzen (siehe Tabelle 13) mit-
hilfe der Agardisk-Diffusionsmethode getestet (siehe Punkt 4.1.10.1).

Die MRSA-Isolate wurden zunachst auf die phanotypische Auspragung der Methicillin- bzw.
Oxacillinresistenz mittels Mikrodilutionsmethode untersucht. AnschlieRend erfolgte die Be-
stimmung der minimalen Hemmstoffkonzentration (MHK-Wert) fir achtzehn weitere antimik-
robiell wirksame Stoffe am nationalen Referenzzentrum flir koagulasepositive Staphylokok-
ken am BfR. Die Methodik wird unter Punkt 4.1.10.2 beschrieben.

4.1.11.2 Untersuchungen zur Tenazitat der isolierten Salmonellen gegeniiber
Temperatureinwirkungen

Die Laborversuche wurden durchgefihrt, um zusatzliche Informationen Uber die Tenazitat
der auf dem Schweinehaltungsbetrieb in China nachgewiesenen, monophasischen Variante
(Antigenformel: 04,[5],12:i:-) von Salmonella Typhimurium Lysotyp DT120 gegenlber unter-
schiedlicher Temperatureinwirkungen zu erhalten. In den Versuchen dienten Gille und phy-
siologische Kochsalzlésung als Substrate. Die Erhitzungsversuche wurden im Wasserbad
bei +50°C (+/-1°C) bzw. +53°C (+/-1°C) flr vier und achtzehn Stunden, bei +60°C (+/-1°C)
fur eine, zwei und vier Stunden und bei +70°C (+/-1°C) flr eine Stunde durchgefiihrt. In je-
dem Versuchsdurchgang wurden die Keimzahlen in den Ausgangsproben und den Testpro-
ben nach entsprechender Einwirkungsdauer bestimmt sowie eine Kontroll-Probe, die bei
+4°C (+/-2°C) fur die Versuchsdauer gelagert wurde, untersucht.

Vor Versuchsbeginn wurden die jeweiligen Substrate zunachst auf Raumtemperatur erwarmt
und mit der entsprechenden Keimsuspension gespiked. Im Wasserbad wurde die Tempera-
turangleichung innerhalb einer Zeitspanne von maximal finf Minuten in den Substraten er-
reicht. Die Temperatur des Wasserbades und in den Substraten wurde wahrend jedem Ver-
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suchsdurchgang gemessen und schwankte in einem Bereich von ungefahr einem Grad Cel-
sius. Die angegebenen Temperaturen sind somit grundsatzlich mit einem Schwankungsbe-
reich von einem Grad Celsius nach oben oder unten anzusehen.

Herstellung der Keimsuspension

Zur Herstellung der Keimsuspension von der monophasischen Variante von Salmonella
Typhimurium DT120 wurde eine morphologisch typische Kolonie von einer frischen
Reinkultur in 50mlI CASO-Bouillon Uberimpft und bei +36°C (+/-1°C) fur 24 Stunden inkubiert.
Aus der ersten Passage wurden am folgenden Tag 100 pl in 50 ml Muller-Hinton Bouillon
Uberimpft und erneut flr 24 Stunden bei +36°C (+/-1°C) bebritet. Dabei handelte es sich um
die zweite Passage mit relativ konstanten Keimzahlen. Diese Keimsuspension wurde
anschliefend zur Beimpfung der Testproben verwendet. Fir jeden Versuchsdurchgang
wurde eine frische Keimsuspension hergestellt.

Herstellung der Testproben

Die Testproben wurden durch Zugabe eines Milliliters einer frisch hergestellten Keimsuspen-
sion zu neun Millilitern des jeweiligen Substrates erzeugt. AnschlieBend wurden die Testpro-
ben gut vermischt und in den Versuchen verwendet.

4.1.11.3 Untersuchungen zur Tenazitat der isolierten Salmonellen wahrend der
Lagerung

In Laborversuchen sollte die Tenazitat der auf der Farm in Kotproben, Futtermittelproben
sowie Proben der Substrate der Biogasanlage (Festmist und Gllle) nachgewiesenen, mo-
nophasischen Variante (Antigenformel: 04,[5],12:i:-) von S. Typhimurium DT120 und Sporen
des aeroben Sporenbildners Bacillus globigii wahrend der Langzeitlagerung von Giille und
Garresten untersucht werden. Fir die Lagerungsversuche wurden Gille und Garreste von
der Versuchsstation ,Unterer Lindenhof* der Universitat Hohenheim verwendet. Die Lage-
rung erfolgte bei einer Lagerungstemperatur von +10°C (*/.1°C) lber einen Lagerungszeit-
raum von achtundvierzig Wochen. Die Lagerungstemperatur wurde in Anlehnung an die Jah-
resdurchschnittstemperatur in Deutschland und Nordchina ausgewahlt. Die Untersuchungen
erfolgten zu Beginn des Versuchs (Tag 0) und nach zwei, vier, acht, zwolf, 16, 20, 24 und 36
Wochen sowie am Ende des Versuchs nach achtundvierzig Wochen. Dies erfolgte jeweils im
Doppelansatz. Zur Herstellung der Testproben wurde jeweils die Gille bzw. die Garrick-
stande in entsprechender Anzahl der Probenahmetermine im Doppelansatz als Aliquote zu
90 Gramm in Plastikgefalle abgewogen, mit zehn Milliliter der jeweiligen Keim- bzw. Sporen-
suspension (1:10 verdiinnt) gespiked, gut gemischt und anschliel3end zur Lagerung in einen
Kiihlschrank bei +10°C (*/.1°C) verbracht.

Herstellung der Keimsuspension

Eine typische Kolonie einer frischen Reinkultur der monophasischen Variante von Salmonella
Typhimurium DT120 wurde in 50 ml CASO-Bouillon tberimpft und bei +36°C (+/-1°C) flir 18
bis 24 Stunden inkubiert (1. Passage). Daraus wurden jeweils 100 ul in die entsprechende
Anzahl mit Schottflaschen zu je 50 ml CASO-Bouillon tberimpft, bei +36°C (+/-1°C) fur 18
bis 24 Stunden inkubiert (2. Passage). Diese zweite Passage wurde anschliefiend zum Bei-
mpfen der Testproben verwendet.
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Herstellung der Sporensuspension

Zunachst wurde eine Keimsuspension von Bacillus globigii angefertigt. Hierzu wurde eine
morphologisch typische Kolonie in CASO-Bouillon tberimpft und bei +36°C (+/-1°C) 24
Stunden inkubiert (1. Passage). AnschlieRend wurden daraus 100 ul in CASO-Bouillon tber-
impft und 24 Stunden bei +36°C (+/-1°C) bebritet (2. Passage). Die so hergestellte zweite
Passage der Keimsuspension von Bacillus globigii wurde zur Beimpfung mehrerer Kulturfla-
schen nach Roux (mit Hefeextrakt-Agar - MYA) verwendet. Hierzu wurden 5-10 ml der
Keimsuspension in die ROUX-Flasche gegeben und mit Hilfe von sterilen Glasperlen durch
Schwenken gleichmafig auf der Nahrbodenoberflache verteilt. Die Gberschiissige Suspensi-
on wurde anschlieBend abgesaugt. Die beimpften Roux-Flaschen wurden zunachst fur 48
Stunden bei +36°C (+/-1°C) und anschliel3end fur weitere 14 Tage bei +30°C (+/-1°C) bebri-
tet. Der Versporungsgrad wurde wahrenddessen regelmafRig durch die Herstellung eines
nach RAQUETTE gefarbten Objekttragerpraparates und anschlieRender lichtmikroskopischer
Betrachtung beurteilt und kontrolliert. Nach der zweiwdchigen Inkubation wurden die Sporen
abgeschwemmt und gesammelt. Hierzu wurden ca. zehn bis flinfzehn Milliliter steriles, destil-
liertes Wasser in die Roux-Flasche gegeben. Durch vorsichtiges hin und her schwenken der
Flasche wurden mit Hilfe der Glasperlen die Sporen vom Nahrboden abgelést und in die
Flussigkeit aufgenommen. Die gewonnene Flussigkeit wurde durch mehrere Waschschritte
gereinigt. Dazu wurde die Sporensuspension zentrifugiert (3.000 Umdrehungen pro Minute
fur 30 Minuten bei +4°C). Der Uberstand wurde verworfen. Zur Inaktivierung vegetativer Zel-
len wurde das die Sporen enthaltende Pellet in ca. 20 Milliliter Propanol (65%) geldst, grind-
lich gemischt und drei Stunden bei Raumtemperatur (+20°C) einwirken gelassen. Danach
wurden ca. 20 Milliliter steriles, destilliertes Wasser dazu gegeben und zentrifugiert (3.000
Umdrehungen pro Minute fiir 30 Minuten bei +4°C). Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in 20 bis 30 Milliliter sterilem, destilliertem Wasser resuspendiert und erneut zentrifu-
giert. Dieser Waschvorgang wurde wiederholt (mindestens flinfmal) bis die gewilinschte Rei-
nigung der Sporen erreicht wurde. AnschlielRend wurde die Sporensuspension bei +4°C ge-
lagert und in den Versuchen verwendet.

4.1.12 Validierung der biotechnologischen Prozesse

4.1.12.1 ,Input/Output-Analyse‘ der Biogasanlage

Zur Untersuchung der an den Schweinebestand angegliederten Biogasanlage wurden Pro-
ben der flissigen Substrate und Garprodukte genommen und in sterile Schottflaschen gege-
ben, Proben der festen Substrate und Garprodukte in sterile Plastikbeutel geflillt. Die Sub-
strat- und Garproduktproben wurden in regelmaligen Abstanden an flinf Terminen genom-
men und bis zur mikrobiologischen kulturellen Untersuchung auf Salmonella spp.,
Enterococcus spp. (fakale Streptokokken) und Escherichia coli bei +6°C aufbewahrt.

4.1.12.2 Validierung der Kompostierung

Herstellung der Inokulationskulturen

Zum Beimpfen (,Spiken®) der einzubringenden Testproben wurde eine Keimsuspension her-
gestellt. Dazu wurde eine morphologisch typische Kolonie einer Reinkultur des Testkeims
Salmonella Senftenberg W75 (H.S-negativ) in 50 ml Standard-I-Bouillon Gberimpft und bei
+36°C (+/-1°C) fir 18 bis 24 Stunden inkubiert (1. Passage). Daraus wurden jeweils 100 pl in
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die entsprechende Anzahl Schottflaschen mit je 500 ml Standard-I-Bouillon tberimpft und bei
+36°C (+/-1°C) fUr 18 bis 24 Stunden inkubiert (2. Passage). Die so hergestellte zweite Pas-
sage mit einer zu erwartenden konstanten Salmonellenkonzentration von ca. 10® bis 10°
KbE/ml, wurde anschliellend zum Beimpfen der Testproben verwendet.

Herstellung der Testproben und der Kontrollen

Jeweils 300 g des frischen, homogenisierten und zerkleinerten Ausgangsmaterials
(Schweinemist/Maisstrohhacksel) wurden mit je 30 ml der Keimsuspension gespiked und
anschlieBend in sterile Zwiebelsédckchen verpackt. Zur Kontrolle der Uberlebensfahigkeit des
Testkeims Salmonella Senftenberg W75 (H.S-negativ) wurden parallel zur Prozessflihrung
Kontrollproben hergestellt. Diese wurden nicht in den Rottekorper eingebracht, sondern in
feuchtem, autoklaviertem Quarzsand im Labor bei Raumtemperatur gelagert. Sie wurden
analog der Zeitpunkte der Probenahme der Testproben sowie nach Abbruch der
Prozessprifung aufgearbeitet. Des Weiteren dienten Testproben, die in Form der oben
beschriebenen Probensackchen hergestellt und bei +4°C im Kihischrank bzw. bei
Raumtemperatur gelagert wurden, als Vergleich zu den Testproben aus der Kompostierung.

Einlage der Testproben

Die Einlage der Testproben in das Kompostiergut in den Rotteboxen (Abbildung 12) erfolgte
an drei reprasentativen Stellen. Dabei handelte es sich um drei Positionen in der Rottebox
mit unterschiedlichen Risiken hinsichtlich der Hygienisierungskapazitat. Dazu wurden jeweils
drei parallele Proben im Bereich der Basis (in der Ecke im unteren Bereich der Rottebox),
des Zentrums (im mittleren Bereich der Rottebox) und dem oberen Rand (in der Ecke im
oberen Bereich der Rottebox) eingebracht. Zum Probenahmezeitpunkt wurde jeweils eine
dieser drei Proben aus den drei Bereichen zur Untersuchung enthommen. Die Testproben,
die zur Enthahme am Ende des Versuchs vorgesehen waren, enthielten zusatzlich einen
Daten-Logger (Fa. Gemini TinyTag) zur Temperaturmessung. Damit wurde die
Temperaturentwicklung Uber den gesamten Zeitraum des Kompostierungsprozesses an den
jeweiligen Positionen der Testproben in den Rotteboxen dokumentiert.
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5 Ergebnisse

5.1 Untersuchungen des mikrobiologisch-hygienischen Status des Beispielbetriebs
(Status Quo)

Zur Erhebung des mikrobiologisch-hygienischen Status (Status Quo) des Schweinebestands
auf dem Beispielbetrieb in China und der Identifikation epidemiologischer Kreislaufe wurden
im Mai/Juni 2010 insgesamt 37 Proben der Futtermittel und 92 Sammelkotproben aus den
Tierstallen mikrobiologisch auf Salmonellen sowie 69 Nasentupfer auf Methicillin-resistente
Staphylococcus aureus (MRSA) untersucht. Die Futtermittelproben wurden zur Beurteilung
der mikrobiologisch-hygienischen Beschaffenheit zusatzlich auf Escherichia coli und Entero-
kokken untersucht und die aerobe Gesamtbakterienzahl bestimmt.

5.1.1 Untersuchung der Futtermittel

Zur Beurteilung des mikrobiologischen Zustands der im Schweinehaltungsbetrieb verwende-
ten Futtermittel wurden insgesamt 37 Futtermittelproben auf Salmonellen, Escherichia coli
und Enterokokken untersucht sowie die aerobe Gesamtbakterienzahl (aGBZ) bestimmt. Da-
bei handelte es sich einerseits um Proben der unterschiedlichen Futtereinzelkomponenten,
deren Untersuchung nur einmalig erfolgte. Andererseits wurden Proben der Mischfuttermittel
fur Sauen, Ferkel, Laufer und Mastschweine wiederholt an drei Terminen genommen und
mikrobiologisch untersucht.

Tabelle 14: Mikrobiologische Untersuchung der Futtermittelproben auf Salmonellen

Futtermittel Salmonellen- Serovar- Anzahl Proben
Nachweis Bestimmung
Einzelfutter n.n. - 5
Sauenfutter 1 S. Senftenberg 8
Ferkelfutter n.n. - 8
Laufer 2 S. Typhim. DT120 8
Mastfutter 1 S. Typhim. DT120 8
Insgesamt: 4 37

n.n. = nicht nachweisbar in 50g des Probenmaterials;

Einzelfutter = Sojamehl, Bohnen, Fischmehl, geschrotetes Getreide, Mais (jeweils eine Probe);

S. Typhim.DT120 = monophasische Variante von Salmonella Typhimurium DT120

Die Ergebnisse flir Salmonellen und die jeweils nachgewiesene Serovar sind in Tabelle 14
dargestellt. Salmonellen waren in vier der 37 (ca. 11%) untersuchten Futtermittelproben
nachweisbar. Darunter konnten Salmonellen in einer Probe des Mastschweinefutters, in zwei
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Proben des Lauferfutters sowie in einer Probe des Sauenfutters festgestellt werden. In den
Einzelkomponenten der Futtermittel konnten keine Salmonellen nachgewiesen werden. Die
Bestimmung der Serovare ergab in drei Proben eine monophasische Variante (Seroformel:
04,[5],12:i:-) von Salmonella Typhimurium mit dem Phagentyp DT120 und in einer Probe
des Sauenfutters ein Isolat der Serovar Salmonella Senftenberg.

Tabelle 15: Mikrobiologische Untersuchung der Futtermittelproben auf der Farm.

Futtermittel Escherichia Enterococcus aGBz Anzahl Proben
coli spp.

Einzelfutter n.u. n.u. n.u. 5

Sauenfutter 2,3x10%" 1,6x10%" 2,0x108" 8

Ferkelfutter 3,6x10%" 3,1x10%" 1,4x10°% 8

Laufer 8,9x10"" 3,2x10%" 5,7x10°" 8

Mastfutter 5,2x10" 5,8x10%" 1,1x10°% 8

n.n. = nicht nachweisbar in 50g des Probenmaterials;
* = geometrischer Mittelwert;
aGBZ = aerobe Gesamtbakterienzahl;

Einzelfutter = Sojamehl, Bohnen, Fischmehl, geschrotetes Getreide, Mais (jeweils eine Probe);

Escherichia coli und Enterococcus spp. waren in allen 32 untersuchten Futtermittelproben
nachweisbar. Die Mittelwerte fiir Escherichia coli lagen dabei zwischen 5,2x10" KbE/g im
Mastschweinefutter und 3,6x10? KbE/g im Ferkelfutter. Fiir Enterococcus spp. wurden Keim-
zahlen zwischen 3,2x10? KbE/g im Lauferfutter und 3,1x10° KbE/g im Ferkelfutter festge-
stellt. Die mittleren Werte der aeroben Gesamtbakterienzahl (aGBZ) befanden sich innerhalb
eines Bereichs zwischen 5,7x10° KbE/g und 2,0x10° KbE/g. Die Ergebnisse sind aus Tabelle
15 ersichtlich.

5.1.2 Untersuchung von Sammelkotproben auf Salmonellen

Um die Salmonellenpravalenz in Sammelkotproben aus den Tierhaltungen zu erfassen, wur-
den insgesamt 92 Sammelkotproben aus Stallen der Mastschweine und der Sauen kulturell
auf Salmonellen untersucht. Um epidemiologische Zusammenhange und die Bedeutung der
isolierten Salmonellen zu beurteilen, wurden diese weiter charakterisiert (sieche Punkt 3.2.2).

Salmonellen waren in 46 von insgesamt 92 (50%) der untersuchten Sammelkotproben
nachweisbar. In Sammelkotproben der Mastschweine wurden Salmonellen in 31 von 50
(62%) und in denen von Sauen in 15 von 42 (35,7%) Proben gefunden. Dabei konnte eine
unterschiedlich hohe Nachweisrate in den verschiedenen Stallen festgestellt werden. Bei der
Typisierung der 46 Salmonellen-Isolate wurden insgesamt vier verschiedene Serovare ge-
funden. Die 31 Isolate aus den Mastschweinestallen gehdrten ausschlie3lich einer mo-
nophasischen Variante der Serovar Typhimurium DT120 an (Tabelle 16 und Abbildung 13).
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Tabelle 16: Salmonellen-Nachweis in den Sammelkotproben

Stall- Anzahl Salmonellen- Nachgewiesene Serovar
Nr. Proben Nachweis
Anzahl %-Anteil Serovar Anzahl
Isolate
10 12 4 33,3% S. Typhim. DT120* 4
18 13 38,5% S. Typhim. DT120* 5
Mast
22 10 90% S. Typhim. DT120* 9
26 15 13 86,7% S. Typhim. DT120* 13
4 8 4 50% S. Typhim. DT120* 4
S. Typhim. DT120* 1
1 12 3 25% S. Derby 1
S. Senftenberg 1
Sauen
S. Typhim. DT120* 2
7/9 12 5 41,7%
S. Derby 3
S. Derby 2
1 10 3 30%
S. Havana 1
S. Typhim. DT120* 38
S. Derby 6
Insgesamt 92 46 50%
S. Senftenberg
S. Havana 1
S. Typhim. DT120* = monophasische Variante von Salmonella Typhimurium (04,[5],12:i:-) Lysotyp DT120;

Mast = Mastschweinestélle: Stall Nr. 18, 10, 26, 22;

Sauen = Sauenstalle: Stall 1 (Muttersauen), Stall 4 (tragende Sauen), Stall 7/9 Jungsauen

Bei den 15 Salmonellen-Isolaten aus den 42 Sammelkotproben der Sauen wurde ebenfalls
eine monophasische Variante der Serovar Typhimurium DT120 in sieben Proben (17%) so-
wie die Serovare Derby in sechs (14%), Senftenberg und Havana in jeweils einer der Sam-
melkotproben der Sauen nachgewiesen (Tabelle 16 und Abbildung 14).
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HS. Typhim. DT 120 M negativ

Abbildung 13: Salmonellen-Nachweis/Serovar in Sammelkotproben der Mastschweine

S. Typhim. DT120 = monophasische Variante von Salmonella Typhimurium DT120
Anzahl der Proben n = 50

Negativ = kein qualitativer Nachweis von Salmonellen in 50g Probenmaterial

HS. Typhim. DT 120 = S. Derby
| S. Senftenberg B S. Havana

M negativ

Abbildung 14: Salmonellen-Nachweis/Serovar in Sammelkotproben der Sauen

S. Typhim. DT120 = monophasische Variante von Salmonella Typhimurium DT120

Anzahl der untersuchten Proben n =42

Negativ = kein qualitativer Nachweis von Salmonellen in 50g Probenmaterial
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5.1.3 Untersuchung von Nasentupferproben auf MRSA

Um eine mogliche nasale Besiedlung der Schweine mit Methcillin-resistenten Staphylococ-
cus aureus (MRSA) zu beurteilen und das Risiko einer mdglichen Ubertragung auf den Men-
schen abzuschatzen, wurden insgesamt 69 Tupferproben aus den Nasenldchern der
Schweine untersucht. MRSA wurden in 62 der 69 (ca. 90%) untersuchten Nasentupfer nach-
gewiesen. Dabei waren in 42 von 43 Nasentupfern von Mastschweinen (ca. 98%) und in 20
von 26 Nasentupfern der Sauen (ca. 80%) MRSA kulturell nachweisbar (Abbildung 15).
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Abbildung 15: MRSA-Nachweis in Nasentupferproben der Mastschweine / Sauen

Mast = Mastschweinestélle: Stall Nr. 18, 10, 26, 22;

Sauen = Sauenstalle: Stall 1 (Muttersauen), Stall 4 (tragende Sauen), Stall 7/9 Jungsauen

5.1.4 Untersuchung von Wirtschaftsdiingerproben und Umweltproben

Um den moglichen Eintrag von Salmonellen Uber Wirtschaftsdinger in die Umwelt und das
Vorkommen dieser Bakterien in der Umwelt einzuschatzen, wurden die Beschickungssub-
strate und die produzierten Garreste sowie vereinzelt Umweltproben auf Salmonellen unter-
sucht. Die Untersuchungen erfolgten zudem zur Beurteilung der Hygienisierungkapazitat der
betriebseigenen Biogasanlage sowie der damit verbundenen Maoglichkeit der Unterbrechung
epidemiologischer Infektketten.

In allen sechzehn untersuchten Proben der Beschickungssubstrate und Garreste konnten
Salmonellen nachgewiesen werden. In den Substraten wurde ausschliel3lich eine monopha-
sische Variante von S. Typhimurium DT120 und in den Garresten die Serovare Derby,
Meleagridis, Mbandaka, Hoboken und London nachgewiesen. Aus Proben des ,Glllesees®
bzw. der ,Gillelagune“ und dem Vorfluter waren jeweils zwei verschiedene Serovare inner-
halb einer Probe nachweisbar. In der Probe aus dem ,Giillesee” waren zum einen die mo-
nophasische Variante von S. Typhimurium DT120 und zum anderen die Serovar London
nachweisbar. Die Serovare Infantis und Newport wurden dagegen in der Probe aus dem Vor-
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fluter festgestellt. In Bodenproben konnten in drei der acht Proben Salmonellen, und zwar die
Serovare Derby und London, festgestellt werden (Tabelle 17).

Tabelle 17: Nachweis von Salmonellen/Serovar in Beschickungs-Substraten und Garresten
der betriebseigenen Biogasanlage

Proben Anzahl | Salmonellen-Nachweis Nachgewiesene Serovar
LSBT Serovar Anzahl
Isolate

Substrat flissig 5 5(9) S. Typhim. DT120 9
Substrat fest 4 4 (7) S. Typhim. DT120 7

S. Derby 2
Garrest flussig 5 5(10) S. Mbandaka 1

S. Meleagridis 7

S. Derby 1
Garrest fest 2 2 (4) S. Hoboken 1

S. London 2

) S. Typhim. DT120 1

,Gillesee* 1 1(2)

S. London 1

S. Infantis 1
Vorfluter 1 1(2)

S. Newport 1

S. Derby 1
Bodenproben 8 3

S. London 2
Insgesamt: 26 21 (37)

S. Typhim. DT120 = Monophasische Variante von S. Typhimurium Lysotyp DT 120

5.2 Weitergehende Charakterisierung der Bakterienisolate aus den Tierhaltungen
und den Umweltproben

5.2.1 Charakterisierung der Salmonellen-Serovare

Zur Beurteilung der epidemiologischen Bedeutung der nachgewiesenen Salmonellen wurde
eine weiterfihrende Charakterisierung der Isolate durchgefuhrt. Insgesamt wurden 87 Sal-
monellen-Isolate in den Proben aus den Tierhaltungen sowie den Umweltproben nachgewie-
sen. Die Isolate wurden serotypisiert und auf ihre Empfindlichkeit gegentber antimikrobiell
wirksamer Substanzen untersucht. Die Herkunft der nachgewiesenen Salmonellen-Isolate
wird aus den Tabellen 15 - 17 sowie aus den Abbildungen 13, 14, 16 und 17 ersichtlich.

Mit 57 Isolaten stellte eine monophasische Variante von S. Typhimurium Lysotyp DT120
(Abbildung 13) die haufigste Serovar dar, gefolgt von der Serovar Derby mit elf Isolaten (Ab-
bildung 14), den Serovaren Meleagridis bzw. London mit sechs bzw. flnf Isolaten (Tabelle
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17), der Serovar Senftenberg (Tabelle 14 und 15) mit zwei Isolaten und jeweils einem Isolat

der Serovaren Havana (Tabelle 15), Hoboken, Anderlecht, Mbandaka, Infantis und Newport
(Tabelle 17).

Glllesee
1 Futter

\ 2

Substrat fIUssTg__N___ﬁ

Kotproben
Mastschweine
31

Kotproben
Sauen
7

Abbildung 16: Herkunft der 57 Salmonella Typhimurium DT120-Isolate.

Bodenproben
2

Kotproben
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Abbildung 17: Herkunft der elf Salmonella Derby-Isolate
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5 Ergebnisse 81

5.2.1.1 Empfindlichkeitstestung gegeniiber antimikrobiell wirksamer Substanzen

Zur Beurteilung der Resistenzsituation der Salmonellen aus den Tierhaltungen und den Um-
weltproben sowie deren epidemiologischer Typisierung wurden insgesamt 87 verschiedene
Salmonellen-Isolate mittels Agar-Disk-Diffusionsmethode auf ihre Empfindlichkeit gegeniber
19 Substanzen mit antimikrobieller Wirkung untersucht. Bei den getesteten Substanzen han-
delt es sich um die Aminopenicilline Amoxicillin, Ampicillin sowie die Kombination Amoxicillin-
Clavulansaure, die Cephalosporine Cefoxitin und Cefalexin, die Sulfonamide Sulfametho-
xazole, Triple Sulfa (Sulfamerazin, Sulfamethazin, Sulfathiazol), sowie die Kombination Sul-
fomethoxazole-Trimethoprim (Cotrimoxazol?), Trimethoprim, die Tetrazykline Doxycyclin und
Tetrazyklin, die Aminoglykosidantibiotika Gentamicin, Neomycin und Streptomycin, die Flu-
orchinolone Enrofloxacin und Ciprofloxacin, sowie um Chloramphenicol und die Polypeptid-
antibiotika Polymyxin B und Colistin. Die Auswahl der Substanzen erfolgte aus verschiede-
nen Wirkstoffgruppen und unter besonderer Beriicksichtigung der Anwendung und der Ver-
brauchsmengen innerhalb der letzten Jahrzehnte in Human- und Veterinarmedizin.
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Abbildung 18: Empfindlichkeit der S. Typhimurium DT120-Isolate (n=57)

AMX = Amoxicillin, AM = Ampicillin; AMC = Amoxicillin / Clavulansaure; CN = Cefalexin; CF = Cefoxitin; TET = Tetrazyklin; D =
Doxycyclin; SSS = Triple Sulfa; SMX = Sulfamethoxazole; SXT = Sulfamethoxazole / Trimethoprim; TMP = Trimethoprim; GM =
Gentamicin; N = Neomycin; S = Streptomycin; C = Chloramphenicol; CIP = Ciprofloxacin; ENR = Enrofloxacin; PB = Polymyxin
B; CL = Colistin

Die 57 Isolate der monophasischen Variante der Salmonella-Serovar Typhimurium DT120
waren alle resistent gegenlber Chloramphenicol und zu Uber 95% resistent gegenuber Sul-
fonamiden (Sulfamethoxazole 100%, Triple Sulfa 98%), Tetrazyklinen (Tetrazyklin, Doxycyc-
lin 98%), Aminopenicillinen (Amoxicillin, Ampicillin zu 96%), Amnioglykosidantibiotika
(Gentamicin, Neomycin und Streptomycin zu 94%) sowie zu 78% gegenuber Cotrimoxazol.
Eine intermediare Wirksamkeit wurde fir die Fluorchinolone festgestellt, wobei zu 20% bzw.
1,4% Resistenzen gegen Enrofloxacin bzw. Ciprofloxacin vorlagen. 30% der Isolate waren
resistent gegenuber Trimethoprim und bei 10% bestand eine intermediare Wirksamkeit. Alle
57 untersuchten Isolate waren sensibel gegenuber den Cephalosporinen Cefoxitin und Cefa-
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lexin, sowie gegenuber den Polypeptidantibiotika Polymyxin B und Colistin (Abbildung 18
und Tabelle 18).
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Abbildung 19: Empfindlichkeit der S. Derby-Isolate (n=11)

AMX = Amoxicillin, AM = Ampicillin; AMC = Amoxicillin / Clavulansaure; CN = Cefalexin; CF = Cefoxitin; TET = Tetrazyklin; D =
Doxycyclin; SSS = Triple Sulfa; SMX = Sulfamethoxazole; SXT = Sulfamethoxazole / Trimethoprim; TMP = Trimethoprim; GM =
Gentamicin; N = Neomycin; S = Streptomycin; C = Chloramphenicol; CIP = Ciprofloxacin; ENR = Enrofloxacin; PB = Polymyxin
B; CL = Colistin
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Abbildung 20: Empfindlichkeit der S. London-Isolate (n = 5)

AMX = Amoxicillin, AM = Ampicillin; AMC = Amoxicillin / Clavulansaure; CN = Cefalexin; CF = Cefoxitin; TET = Tetrazyklin; D =
Doxycyclin; SSS = Triple Sulfa; SMX = Sulfamethoxazole; SXT = Sulfamethoxazole / Trimethoprim; TMP = Trimethoprim; GM =
Gentamicin; N = Neomycin; S = Streptomycin; C = Chloramphenicol; CIP = Ciprofloxacin; ENR = Enrofloxacin; PB = Polymyxin
B; CL = Colistin
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Uber 95% der elf Isolate der Serovar Derby waren gegeniiber Tetrazyklinen (TET, D) und
Sulfonamiden (SMZ, SSS) resistent. Eine intermediare Wirksamkeit wurde fir die Aminope-
nicilline sowie Gentamicin festgestellt. Alle Isolate waren sensibel gegenlber den restlichen
untersuchten antimikrobiell wirksamen Substanzen. Ein Isolat war resistent gegeniber Chlo-
ramphenicol (Tabelle 18 und Abbildung 19).

Alle finf Isolate der Serovar London waren resistent gegentiber Aminopenicillinen, Tetrazyk-
linen, Sulfonamiden, Sulfomethoxazole/Trimethoprim (Cotrimoxazol) und Trimethoprim, Ami-
noglykosiden (Gentamicin und Streptomycin) sowie Chloramphenicol. Drei der funf Isolate
waren zudem resistent gegenlber Enrofloxacin und es zeigte sich eine intermediare Wirk-
samkeit fur Enrofloxacin bei den Ubrigen zwei und fur Ciprofloxacin bei allen Isolaten. Auffal-
lig war zudem die Resistenz eines Isolates gegen Cefoxitin und eine intermediare Wirksam-
keit dieses Antibiotikums bei drei weiteren Isolaten. Alle Isolate waren sensibel gegentber
Cefalexin, Polymyxin B und Colistin. Zwei bzw. drei der Isolate waren sensibel gegenlber
Neomycin bzw. Amoxiciclin/Clavulansdure. Bei den Ubrigen Isolaten zeigte sich eine inter-
mediare Wirksamkeit dieser Wirkstoffe (Tabelle 18 und Abbildung 20)
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Abbildung 21: Empfindlichkeit der S. Meleagridis-Isolate (n=6)

AMX = Amoxicillin, AM = Ampicillin; AMC = Amoxicillin / Clavulansaure; CN = Cefalexin; CF = Cefoxitin; TET = Tetrazyklin; D =
Doxycyclin; SSS = Triple Sulfa; SMX = Sulfamethoxazole; SXT = Sulfamethoxazole / Trimethoprim; TMP = Trimethoprim; GM =
Gentamicin; N = Neomycin; S = Streptomycin; C = Chloramphenicol; CIP = Ciprofloxacin; ENR = Enrofloxacin; PB = Polymyxin
B; CL = Colistin

Die sechs Isolate der Serovar Meleagridis waren resistent gegeniiber Sulfamethoxazole und
die Halfte der Isolate zudem gegen Triple Sulfa. Eine intermedidre Wirksamkeit zeigte sich
fur die Aminopenicilline (AMX, AM) und Gentamicin sowie bei 50% bzw. 30% der Isolate fur
Tetrazyklin bzw. Doxycyclin. Alle Isolate der Serovar Meleagridis waren sensibel gegenulber
den ubrigen antimikrobiell wirksamen Substanzen (Tabelle 18 und Abbildung 21).
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Tabelle 18: Resistenzraten (in %) der Salmonella-Isolate nach Serovaren

8 o

E. é c E s| £ § t =
2 E| | 8| §| &| E| &| 2| 5| & £| ¢
8| 5| | 5| 5| 5| 5| & 2| 5| £/ 8
: | &) £/ 3 4) 2| 2 B 2) 2 = 3
(/2] 2] 2] 2] 2] 2] 2] 2] (2] (2] (2] (2] £
Anzahl n 57 11 6 5 2 1 1 1 1 1 1 87

Antibiotikum %-Anteil resistenter Stamme der jeweiligen Serovare
AMX 96,5 0 0| 100 0 0 0 0| 100 0 0| 701
AM 96,5 0 0| 100 0 0 0 0| 100 0 0| 701
AMC 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 4,6
CN 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CF 0 0 0 20 0 0 0 0 0 0 0| 1,2
TET 98,2 | 90,9 0| 100 0 0 0 0| 100 0 0| 82,8
D 98,2 | 90,9 0| 100 0 0 0 0| 100 0 0| 82,8
SSS 98,2 | 81,8 50 | 100 50 0 0| 100 | 100 | 100 | 100 | 86,2
SMz 100 | 90,9 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 98,9
SXT 78,9 0 0| 100 0 0 0 0| 100 0 0| 58,6
TMP 31,6 0 0| 100 0 0 0 0| 100 0 0| 27,6
GM 94,2 0 0| 100 0 0 0 0| 100 0 0| 671
N 94,7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 62,1
S 35,1 0 0| 100 0 0 0 0| 100 0 0] 29,9
C 100 | 9,1 0| 100 0 0 0 0| 100 0 0| 73,6
ENR 21,1 0 0 60 0 0 0 0 0 0 0| 17,2
CIP 1,8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 12
PB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CL 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

S. Typhim. DT120 = monophasische Variante von Salmonella Typhimurium DT120;
Insgesamt = Untersuchte Salmonellen-Isolate (n = 87) und %-Anteil resistenter Isolate

AMX = Amoxicillin, AM = Ampicillin; AMC = Amoxicillin / Clavulansaure; CN = Cefalexin; CF = Cefoxitin; TET = Tetrazyklin; D =
Doxycyclin; SSS = Triple Sulfa; SMX = Sulfamethoxazole; SXT = Sulfamethoxazole / Trimethoprim; TMP = Trimethoprim; GM =
Gentamicin; N = Neomycin; S = Streptomycin; C = Chloramphenicol; CIP = Ciprofloxacin; ENR = Enrofloxacin; PB = Polymyxin
B; CL = Colistin

Die Resistenzraten der 87 Salmonellen-Isolate unter Berticksichtigung der unterschiedlichen
Salmonella-Serovare sind in Tabelle 18 dargestellt. Die Serovar Anderlecht wiel3 ein, der
Serovar London vergleichbares, Resistenzspektrum auf und war dementsprechend ebenfalls
multiresistent. Die Ubrigen Serovare Infantis, Newport und Senftenberg waren resistent ge-
genuber den getesteten Sulfonamiden (SMZ und SSS) und die Serovare Havana, Hoboken
und Mbandaka ausschlielich gegenuber Sulfamethoxazole.
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5.2.1.2 Untersuchungen zur Tenazitat

Ein weiteres Ziel aus umwelt- und tierhygienischer Sicht bestand in Untersuchungen zur
Tenazitdt einer ausgewahlten Salmonellen-Serovar gegenuber Temperatureinwirkungen
sowie wahrend der Langzeitlagerung von Wirtschaftsdiingern. Hierfir wurde ein auf dem
Schweinbestand dominierendes Salmonellen-Isolat, eine monophasische Variante von Sal-
monella Typhimurium DT120, verwendet und in Laborversuchen untersucht.

5.2.1.2.1 Mikrobiologische Untersuchung der verwendeten Wirtschaftsdiinger

Zur mikrobiologischen Beurteilung der in den Versuchen als Substrat verwendeten Wirt-
schaftsdiinger (Gllle und Garreste) wurden jeweils drei Proben auf vorhandene Salmonellen
und Escherichia coli untersucht.

Tabelle 19: Nachweis von Escherichia coli und Salmonellen in Substraten

Escherichia coli Salmonella spp.
1. 2. 3. 1. 2. 3.
Gillle 4,3x10° 9,3x10* 2,3x10° n.n. n.n. n.n.
Garreste 2,3x10" 9,3x10" 2,3x10’ n.n. n.n. n.n.

n.n. = nicht nachweisbar in 50g des Probenmaterials

Salmonellen waren weder qualitativ in 50g des Probenmaterials noch quantitativ in keiner
der untersuchten Proben nachweisbar. Die Keimzahlen fir Escherichia coli lagen in den Gul-
leproben zwischen 9,3x10* KbE/ml und 4,3x10° KbE/ml und in den Garrestproben bei
2,3x10" KbE/g bis 9,3x10" KbE/g (Tabelle 19).

5.2.1.2.2 Versuche zur Tenazitit wahrend der Langzeitlagerung

Zur Beurteilung des Einflusses einer Langzeitlagerung von Wirtschaftsdiingern auf die Uber-
lebensfahigkeit bzw. Inaktivierung einer monophasischen Variante von Salmonella Typhimu-
rium DT120 sowie der Sporen von Bacillus globigii wurden Laborversuche durchgefiihrt. Da-
zu wurden Proben mit gespikter Giille und Garresten lber einen Zeitraum von 48 Wochen
bei +10°C (+/-1°C) gelagert und regelmaRig untersucht. Im Vergleich wurde die Keim- bzw.
Sporensuspension, die zur Beimpfung der Testproben verwendet wurde, bei +4°C aufbe-
wahrt und parallel an den Terminen der Beprobung untersucht.

5.2.1.2.2.1 Salmonella Typhimurium DT120 (monophasisch)

Fir die monophasische Salmonella Typhimurium DT120-Serovar lagen die Keimzahlen zu
Versuchsbeginn in der Keimsuspension bei 1,9x10° KbE/ml und in den gespikten Giille- bzw.
Garrestproben bei 1,8x10% KbE/ml bzw. 4,6x108 KbE/g. In der Keimsuspension waren die
Werte Uber den gesamten Versuchszeitraum relativ konstant mit Schwankungen zwischen
1,2x10® KbE/ml und 3,5x10° KbE/ml und lagen nach 48 Wochen bei 1,3x10% KbE/m.

In der Giille lagen die Keimzahlen zu Beginn des Versuchs (Start) bei 1,8x10® KbE/ml und
wahrend der Lagerung wurde eine stetige Abnahme der Keimzahlen beobachtet. Dabei san-
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ken die Keimzahlen auf 5,9x10” KbE/ml nach zwei Wochen, 6,3x10° KbE/ml bzw. 3,2x10°
KbE/ml nach vier bzw. acht Wochen, 2,3x10° KbE/ml bzw. 3,2x10° KbE/ml nach zwolf bzw.
16 Wochen, 1,2x10* KbE/ml bzw. 1,4x10* KbE/ml nach 20 bzw. 24 Wochen und auf 2,3x10’
KbE/ml nach 36 Wochen. Nach 48 Wochen lagen sie unterhalb der Nachweisgrenze von 0,3
KbE/ml (Tabelle 20).

Tabelle 20: Verlauf der Keimzahlen fur S. Typhim. DT120 wahrend der Langzeitlagerung

Zeit- Keimsuspension (+4°C) Giille (+10°C) Garprodukt (+10°C)
L 1. 2. 1. 2. 1. 2.
Start 1,6x10°" 2,2x10%" 7,5x107" 4.3x10% 9,3x10" " 2,3x10°”
a * * *k
Mittelwert: 1,9x10° Mittelwert: 1,8x108 Mittelwert: 4,6x108
oW 1,7x10°%" 2,1x10%" 4,7x10"" 7,5x107" 7,5x107" 2,3x108 ™
O. * * *
Mittelwert: 1,9x1 0° Mittelwert: 5,9x107 Mittelwert: 1,3x1 08
AW 3,6x10°%° 3,4x10%" 9,3x10°%" 4,3x10%" 9,3x10%™ 4,3x10""
O. * * *
Mittelwert: 3,5x10° Mittelwert: 6,3x10° Mittelwert: 2,0x107
8 W 1,5x10°" 9,8x108" 2,3x108" 4,3x10%" 2,3x10" " 2,3x10" "
o' * * *k
Mittelwert: 1,2x10° Mittelwert: 3,2x10° Mittelwert: 2,3x107
12 W 1,3x10°" 8,6x108" 2,3x10%" 2,3x10%" 1,5x10°% " 9,3x10*”
0. * * *k
Mittelwert: 1,1x10° Mittelwert: 2,3x10° Mittelwert: 1,2x10°
6 W 1,3x10°" 1,4x10°" 4,3x10%" 2,3x10%" 4,3x10*” 1,5x10*"
o' * * *%
Mittelwert: 1,4x10° Mittelwert: 3,2x10° Mittelwert: 2,5x10*
20 W 1,0x10%" 1,4x10%" 9,3x10°%" 1,5x10*" 2,3x10%" 4,3x10°”
o' * * *%
Mittelwert: 1,2x10° Mittelwert: 1,2x10* Mittelwert: 3,2x10°
9,3x10%" n.d. 4,3x10%" 4,3x10*" 2,3x10"" 2,3x10""
24 W
o' * * *%
Mittelwert: 9,3x10° Mittelwert: 1,4x10* Mittelwert: 2,3x10"
26 W 4,3x108" 3,6x108° 2,3x10"" 2,3x10"" <30" <30"
o' * * *%
Mittelwert: 3,9x10° Mittelwert: 2,3x10" Mittelwert: < 3,0
48 W 1,3x10%" n.d. <0,30° <0,30° <30 <30"
o' * * *%
Mittelwert: 1,3x102 Mittelwert: < 0,30 Mittelwert: < 3,0

S. Typhim. DT120 = Monophasische Variante (O4,[5],12:i:-) von Salmonella Typhimurium DT 120;
* = Keimzahlen in KbE/ml; ** = Keimzahlen in KbE/g;
1./ 2. = erste / zweite Parallelprobe; Mittelwert = geometrischer Mittelwert; n.d. = nicht durchgefihrt

Keimsuspension: Reinkultur von S.. Typhim. DT120 in Flussigkultur (2. Passage)

In den Garresten waren zu Versuchsbeginn Keimzahlen von 4,6x10% KbE/g und nach zwei
Wochen von 1,3x10% KbE/mI nachweisbar. Nach vier bzw. acht Wochen lagen die Werte bei
2,0x10” KbE/g bzw. 2,3x10” KbE/g. Danach sanken die Werte auf 1,5x10° KbE/g nach zwolf
Wochen, 2,5x10* KbE/g nach 16 Wochen, 3,2x10° KbE/g nach 20 Wochen und 2,3x10’
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KbE/g nach 24 Wochen. Nach 36 sowie 48 Wochen waren Salmonellen nicht mehr nach-
weisbar und die Werte lagen unterhalb der Nachweisgrenze von 3,0 KbE/g (Tabelle 20).

Tabelle 21: Reduktionswerte fur S. Typhim. DT120 wahrend der Langzeitlagerung

Lagerungsdauer in Wochen
2 4 8 12 16 20 24 36 48
Keimsuspension o* |-0,27*| 0,20* | 0,24* | 0,13* | 0,20* | 0,31* | 0,68* | 1,17*
Glle 0,48* | 1,46* | 1,75* | 2,89* | 2,75* | 4,18* | 4,11* | 6,89* | 8,78*
Garreste 0,55 | 1,36* | 1,30* | 3,58* | 4,27* | 5,16* | 7,30* | 8,66* | 8,66*

* = Reduktionswerte in log1o-Stufen

Keimsuspension: Reinkultur von S. Typhim. DT120 in Flissigkultur (2. Passage)

Es wurden die Reduktionswerte (log.o) flr die monophasische Variante von S. Typhimurium
DT120 in der Keimsuspension, Gulle und den Garresten errechnet. In der Keimsuspension
zeigte sich nach 24wdchiger Lagerung eine Reduktion von 0,31 logqo-Stufen. Uber den Lage-
rungszeitraum von 48 Wochen wurde eine Reduktion von 1,17 log1o-Stufen festgestellt (Ta-
belle 21 und Abbildung 22).

10

Reduktionswert R (log10)
N

2 4 8 12 16 20 24 36 48

Lagerungsdauer in Wochen

H Keimsuspension 4°C H Gille 10°C H Garruckstand 10°C

Abbildung 22: Reduktionswerte fir S. Typhim. DT120 wahrend der Langzeitlagerung

S. Typhim. DT120 = monophasische Variante von Salmonella Typhimurium DT120
Keimsuspension: Reinkultur von S. Typhim. DT120 in FlUssigkultur (2. Passage), gelagert bei 4°C

In den gespikten Giilleproben lagen die Reduktionswerte bei 1,46 logo-Stufen nach vierwo-
chiger Lagerung, bei 2,89 logo-Stufen nach zwolf Wochen, bei 4,11 log.-Stufen nach 24
Wochen, bei 6,89 logso-Stufen nach 36 Wochen und bei 8,78 log+o-Stufen nach 48 Wochen
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(Tabelle 21 und Abbildung 22). In den Garresten waren Reduktionswerte von 1,36 logo-
Stufen nach vier Wochen, von 3,58 log,-Stufen nach zwdlf Wochen, 5,16 log1o-Stufen nach
20 Wochen, 7,30 log1o-Stufen nach 24 Wochen und 8,66 log,-Stufen nach 36 bzw. 48 Wo-
chen zu sehen (Tabelle 21 und Abbildung 22).

5.2.1.2.3 Bacillus globigii

Zur Bestimmung der Tenazitat von bakteriellen Dauerformen wahrend der Langzeitlagerung
von Wirtschaftsdlingern (Gille und Garreste) wurden Sporen von Bacillus globigii verwendet.

Tabelle 22: Verlauf der Keimzahlen fur B. globigii wahrend der Langzeitlagerung

Zeit- Sporensuspension Giille (+10°C) Garreste (+10°C)
punkt (+4°C)
1. 2. 1. 2. 1. 2.
Start 4,2x10°%" 4,9x10%" 8,8x10"" 7,9x107" 9,4x107" 5,8x107 "
a * * ¥k
Mittelwert = 4,5x10° Mittelwert = 8,3x10’ Mittelwert = 7,4x107
oW 8,9x10°%" 1,6x10"" 1,2x107" 1,0x108" 1,2x108 ™ 9,1x107"
O. * * *k
Mittelwert = 1,2x10"° Mittelwert = 3,6x10” Mittelwert = 1,0x108
AW 1,2x10"°" 4,8x10°%" 1,2x108" 1,5x108" 1,3x108 ™ 1,4x108"
O. * * *k
Mittelwert = 7,5x10° Mittelwert = 1,3x108 Mittelwert = 1,4x108
8 W 6,7x10°%" 2,7x108" 1,1x108" 1,1x108" 6,8x107 " 1,1x108 ™
o' * * *k
Mittelwert = 4,2x10° Mittelwert = 1,1x108 Mittelwert = 8,6x10”
12 W 7,3x10°%" 8,9x108" 9,3x107" 1,1x108" 1,1x108 ™ 1,2x108 ™
o' * * *%
Mittelwert = 8,0x10° Mittelwert = 1,0x108 Mittelwert = 1,2x108
6 W 6,6x10° 8,6x10°%" 1,2x108" 1,3x108" 1,1x108 ™ 1,2x108 ™
O. * * *k
Mittelwert = 7,5x10° Mittelwert = 1,3x108 Mittelwert = 1,2x108
20 W 8,8x10°%" 1,2x10"°" 1,3x108 1,0x108 1,3x108 ™ 1,5x108 ™
O. * * %
Mittelwert = 1,0x10"° Mittelwert = 1,1x108 Mittelwert = 1,4x108
a W 2,8x10%" 5,2x10%" 6,0x107" 6,7x107" 7,3x107" 8,1x107 "
O. * * %
Mittelwert = 3,8x10° Mittelwert = 6,3x10” Mittelwert = 7,7x107
26 W 7,5x10%" 4,3x10%" 9,9x107" 1,1x108" 8,5x107 " 9,6x107 "
0. . . o+
Mittelwert = 5,7x10° Mittelwert = 1,0x108 Mittelwert = 9,0x10”
48 W 4.6x10°" n.d. 1,0x10%" 1,1x10%" 1,2x10%™ 1,0x10%™
0. . . o+
Mittelwert = 4,6x10° Mittelwert = 1,0x108 Mittelwert = 1,1x108

B. globigii = Bacillus atrophaeus ssp. globigii; Sporensuspension = gelagert bei 4°C,

* = Keimzahlen in KbE/ml; ** = Keimzahlen in KbE/g;

1./ 2. = erste / zweite Parallelprobe; Mittelwert = geometrischer Mittelwert; n.d. = nicht durchgefihrt
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Die Reduktionswerte R (log.o) flr Bacillus globigii in der Sporensuspension (4°C) betrugen
zwischen -0,43 und 0,07 log+o-Stufen Uber die gesamte Versuchslaufzeit. In den gespikten
Gulleproben bzw. Garrestproben lagen die Werte zwischen -0,20 und 0,36 log1o-Stufen bzw.
-0,28 und -0,02 logso-Stufen wahrend der Lagerung bei +10°C (+/-1°C). Dementsprechend
waren Schwankungen der Reduktionswerte in den untersuchten Substraten und der Sporen-
suspension von maximal einer halben (0,5) logo-Stufe Uber die 48 Wochen festzustellen und
als konstant anzusehen (Tabelle 23).

Die Keimzahlen fir Bacillus globigii in der Sporensuspension (4°C) waren Uber den gesam-
ten Zeitraum von 48 Wochen relativ konstant und schwankten zwischen 3,8x10° KbE/ml und
1,2x10"° KbE/ml. In den gespikten Giille- und Garrestproben stellte sich die Situation wéh-
rend der Langzeitlagerung bei +10°C (+/-1°C) ahnlich dar. In der Gille lagen die Keimzahlen
zwischen 3,6x10” KbE/ml und 1,3x10% KbE/ml und in den Garresten zwischen 7,4x10” KbE/g
und 1,4x10° KbE/g (Tabelle 22).

Tabelle 23: Reduktionswerte R flr B. globigii wahrend der Langzeitlagerung

Lagerungsdauer in Wochen
Substrat
2 4 8 12 16 20 24 36 48
Sporensusp. -0,43* | -0,22* | 0,03* | -0,25* | -0,22* | -0,35* | 0,07 | -0,10* | -0,01*
Gille 0,36* | -0,20* | -0,12* | -0,08* | -0,20* | -0,12* | 0,12* | -0,08" | -0,08*
Garreste -0,13* | -0,28* | -0,07* | -0,21* | -0,21* | -0,28* | -0,02* | -0,09* | -0,17*

* = Reduktionswert in log1o-Stufen

Mit den Untersuchungen sollten Vergleichswerte zur Uberlebensfahigkeit von Dauerformen
im Vergleich zu vegetativen Keimen (S. Typhimurium DT120) gewonnen werden. Bacillus
globigii findet als biologischer Tracer in der Prozesslberprifung von Anaerobanlagen (Bio-
gasanlagen) nach BioAbfV Verwendung.

5.2.1.3 Erhitzungsversuche zur Tenazitat der isolierten Salmonellen

In den Untesuchungen sollte geklart werden, ob und unter welchen Bedingungen biotechnol-
gische Mallnahmen (thermischer Natur) zur Inaktivierung von Krankheitserregern und damit
zur Unterberchung von Infektionsketten beitragen kénnen. Zu diesem Zweck wurden Labor-
versuche durchgeflihrt, in denen unterschiedlicher Temperatur/Zeit-Kombinationen auf deren
Wirksamkeit auf die Uberlebensfahigkeit einer monophasischen Salmonella Typhimurium
DT120-Serovar und eines Escherichia coli DSM-Stammes in Gille untersucht wurden.

Die Versuche erfolgten mit gespikter Giille bzw. physiologische Kochsalzlésung. Die geteste-
ten einwirkenden Temperaturen betrugen +50°C (+/- 1°C), +53°C (+/- 1°C), +60°C (+/- 1°C)
und +70°C (+/- 1°C) und wirkten fiir unterschiedliche Zeit auf die Proben ein.

5.2.1.3.1 Tenazitat von Salmonella Typhimurium DT120 (monoph.) bei +50°C

Die mittleren Keimzahlen flr Salmonella Typhimurium DT120 (monophasisch) in der gespik-
ten Gulle lagen bei 4,3x10% KbE/ml und in der Kochsalzlésung bei 1,7x108 KbE/ml. Nach
vierstiindiger Temperatureinwirkung von +50°C wurden Werte im Bereich von 4,6x10’
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KbE/ml bzw. 2,2x10” KbE/ml in Giille bzw. Kochsalzlésung festgestellt. Nach achtzehnstiin-
diger Erhitzung lagen die Keimzahlen bei 9,3x10? KbE/ml in Giille und 1,5x10° KbE/ml in
Kochsalzldsung. In den, wahrend des Versuchs bei +4°C aufbewahrten, Kontrollproben wa-
ren Keimzahlen von 9,3x10” KbE/ml bzw. 7,4x10® KbE/ml in Giille bzw. Kochsalzldsung fest-
stellbar (Tabelle 24).

Tabelle 24: Keimzahlen fur S. Typhim. DT120 nach Erhitzung bei +50°C

Substrat Versuch Start TO 50°C 4h 50°C 18h Kontrolle
4°C
Kochsalzlésung 1. 1,7x10%" 6,2x107" 5,0x10°" 7,4x10%"
2. n.d. 7,5x10° 4,3x10*" n.d.
Mittelwert 1,7x10%" 2,2x10"" 1,5x10°" 7,4x10%
Giille 1. 4,3x10%" 9,3x10”" 9,3x10*" 9,3x10”"
2. n.d. 2,3x10"" 92" n.d.
Mittelwert 4,3x10%" 4,6x10"" 9,3x10%" 9,3x107"
S.Typhim. DT120 = Monophasische Variante von S. Typhimurium Phagentyp DT 120;
* =in KbE/ml;

1./ 2. = erster / zweiter Versuchsdurchgang;

Mittelwert = geometrischer Mittelwert; n.d. = nicht durchgefiihrt

Tabelle 25: Reduktionswerte R fir S. Typhim. DT 120 nach Erhitzung bei +50°C

Substrat Versuch 50°C 4h 50°C 18h Kontrolle 4°C
Kochsalzlésung 1. 0,44 2,5 -0,64
2. 1,36 3,6 n.d.
Mittelwert 0,9 3,05 -0,64
Gulle 1. 0,67 3,67 0,67
2. 1,27 7,67 n.d,
Mittelwert 0,97 5,67 0,67

S.Typhim. DT120 = Monophasische Variante von S. Typhimurium Phagentyp DT 120;
R = Reduktionswert in log1o;
1./ 2. = erster / zweiter Versuchsdurchgang;

Mittelwert = arithmetischer Mittelwert; n.d. = nicht durchgefihrt

Fur Salmonella Typhimurium DT120 (monophasisch) lagen Reduktionswerte R fir die bei-
mpften Substrate nach vierstiindiger Behandlung bei +50°C von 0,90 bzw. 0,97 log1o-Stufen
in Kochsalzlésung bzw. Giille und nach achtzehnstiindiger Behandlung bei +50°C von 3,06
logo-Stufen in der Kochsalzlésung und 5,67 logo-Stufen in der Gllle vor. Demgegenuber
zeigten sich fir die Kontrollproben (4°C) Reduktionswerte von -0,64 log1o-Stufen in Kochsalz-
[6sung und 0,67 log+o-Stufe in Gulle (Abbildung 23 und Tabelle 25).
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Abbildung 23: Reduktionswerte R fur S. Typhim. DT120 nach Erhitzung bei +50°C

S.Typhim. DT120 = Monophasische Variante von S. Typhimurium DT 120;

R = Reduktionswert in log+o;

5.2.1.3.2 Tenazitat von Salmonella Typhimurium DT120 (monoph.) bei +53°C

In den beimpften Ausgangssubstraten lagen die mittleren Keimzahlen fir Salmonella Ty-
phimurium DT120 (monophasisch) bei 9,3x10” KbE/ml in der gespikten Giille und bei 1,7x10°
KbE/ml in der beimpften Kochsalzlésung.

Tabelle 26: Keimzahlen fir S. Typhim. DT120 nach Erhitzung bei +53°C

Substrat Versuch Start 53°C 4h 53°C 18h Kontrolle
4°C

Kochsalzlésung 1. 2,3x10%" 9,3x10"" <30’ 2,3x10%"
2. 9,3x10”" 4.3x10* <30 n.d.

Mittelwert 1,7x10%" 2,0x10%" <30 2,3x10%"

Gillle 1. 9,3x10”" 4,3x10* <30 9,3x10”"
2. 9,3x10"" 9,3x10"" <30’ n.d.

Mittelwert 9,3x10"" 2,3x10°" <3.0° 9,3x10""

S.Typhim. DT120 = Monophasische Variante von S. Typhimurium Phagentyp DT 120;
1./ 2. = erster / zweiter Versuchsdurchgang;
Mittelwert = geometrischer Mittelwert; n.d. = nicht durchgefihrt

* = in KbE/ml

Nach vierstindiger Behandlung bei +53°C lagen die Werte fir die monophasische Salmonel-
la Typhimurium DT120-Serovar in der Kochsalzlésung bei 2,0x10° KbE/ml und in der Giille
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bei 2,3x10°® KbE/ml. Nach 18stiindiger Temperatureinwirkung von +53°C wurden Werte un-
terhalb der Nachweisgrenze von 3,0 KbE/ml in beiden untersuchten Substraten festgestellt.
Keimzahlen von 9,3x10” in Giille und von 4,3x10® KbE/ml in Kochsalzlésung wurden dage-
gen in den Kontrollproben (4°C) festgestellt. Die Ergebnisse zeigt Tabelle 26.

Tabelle 27: Reduktionswerte R fur S. Typhim. DT 120 nach Erhitzung bei +53°C

Substrat Versuch 53°C 4h 53°C 18h Kontrolle 4°C
Kochsalzlésung 1. 6,39 8,36 0
2. 3,34 7,97 n.d.
Mittelwert 4,87 8,17 0
Gulle 1. 3,34 7,97 0
2. 6 7,97 n.d.
Mittelwert 4,67 7,97 0

S.Typhim. DT120 = Monophasische Variante von S. Typhimurium DT 120;
1./ 2. = erster / zweiter Versuchsdurchgang; R = Reduktionswert in log+o;;

Mittelwert = arithmetischer Mittelwert; n.d. = nicht durchgefihrt

Gegenuber den Ausgangswerten in den Nullproben fand eine Reduktion flr Salmonella Ty-
phimurium DT120 (monophasisch) nach vierstiindiger Behandliung bei +53°C in den Test-
proben mit mittleren Reduktionswerten von 4,67 bzw. 4,87 logso-Stufen in Kochsalzlésung
bzw. Gllle statt. Nach 18 stindiger Temperatureinwirkung wurde eine Reduktion um 7,97
bzw. 8,27 log+o-Stufen in Gille bzw. Kochsalzldsung festgestellt. In den Kontrollproben war in
beiden Substraten keine Reduktion zu sehen (Abbildung 24 und Tabelle 27).
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Abbildung 24: Reduktionswerte R fur S. Typhim. DT 120 nach Erhitzung bei +53°C

S.Typhim. DT120 = Monophasische Variante von S. Typhimurium DT120;

R = Reduktionswert in log1o;
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5.2.1.3.3 Tenazitiat von Salmonella Typhimurium DT120 (monoph.) bei +60°C

Die Mittelwerte der Keimzahlen fur Salmonella Typhimurium DT120 (monophasisch) in den
gespikten Ausgangssubstraten lagen im Bereich zwischen 1,8x10® KbE/ml in Giille und
2,1x10® KbE/ml in der Kochsalzlésung. Nach einstiindiger thermischer Behandlung bei
+60°C befanden sich die Werte bei 2,0x10° KbE/ml in der Kochsalzlésung und bei 2,2x10’
KbE/ml in der Gllle. Nach zwei- bzw. vierstiindiger Erhitzung auf +60°C lagen die Werte un-
terhalb der Nachweisgrenze von 3,0 KbE/ml. Demnach war der untersuchte Erreger in bei-
den Substraten nicht mehr nachweisbar. In den Kontrollproben lagen die Keimzahlen bei
4,3x10” KbE/ml (Tabelle 28).

Tabelle 28: Keimzahlen fur S. Typhim. DT 120 nach Erhitzung bei +60°C

Substrat Versuch Start 60°C 1h 60°C 2h 60°C 4h K 4°C
Kochsalzlésung 1. 4,3x10°" | 9,3x10%" <30’ <30’ 4,3x107"
2. 9,3x108" | 4,3x10%" <30 <30 n.d.
3. 2,3x108" | 2,3x10%" <30 <30 n.d.
Mittelwert | 2,1x10%" | 2,0x10%" <30 <30 4,3x10""
Glille 1. 1,5x108" | 2,3x10%" <30 <30 4,3x10""
2. 9,3x10"" | 2,3x10"" <30 <30 n.d.
3. 4,3x108" <30 <30 <30 n.d.
Mittelwert | 1,8x10%" | 2,2x10"" <30 <30 4,3x10""

S.Typhim. DT120 = Monophasische Variante von S. Typhimurium DT120;
* = in KbE/ml;
1./2. /3. = erster / zweiter / dritter Versuchsdurchgang;

Mittelwert = geometrischer Mittelwert; n.d. = nicht durchgefihrt

In Bezug auf die Ausgangswerte wurde fiir Salmonella Typhimurium DT120 (monophasisch)
nach einstindiger Behandlung der gespikten Substrate bei +60°C eine Reduktion um 5,0
log1o-Stufen in der Kochsalzlésung und 7,02 log+o-Stufen in der Gllle festgestellt. Die mittle-
ren Reduktionswerte nach zwei- bzw. vierstliindiger Erhitzung auf +60°C waren 8,68 bzw.
8,33 log+o-Stufen in der Kochsalzlésung und bei 8,30 bzw. 8,26 log,-Stufen in der Gillle. In
den Kontrollproben lagen die Reduktionswerte bei 0 bzw. 0,54 log1o-Stufen fir die untersuch-
ten Substrate Kochsalzlésung bzw. Giille. Es wurde deutlich, dass bereits nach einer Stunde
bei +60°C in allen Substraten eine Reduktion um mindestens 5,0 logi-Stufen oder mehr
erreicht wurde (Tabelle 29 und Abbildung 25).
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Tabelle 29: Reduktionswerte R fur S. Typhim

. DT 120 nach Erhitzung bei +60°C

Substrat Versuch 60°C 1h 60°C 2h 60°C 4h Kontrolle
4°C
Kochsalzlésung 1. 3,67 n.d. 7,63 0
2. 5,34 9,0 9,0 n.d.
3 6,0 8,36 8,36 n.d.
Mittelwert 5,0 8,68 8,33 0
Gulle 1 5,81 n.d. 8,18 0,54
2 6,61 7,97 7,97 n.d.
3 8,63 8,63 8,63 n.d.
Mittelwert 7,02 8,30 8,26 0,54

S.Typhim. DT120 = Monophasische Variante von S. Typhimurium DT120;

1./ 2./ 3. = erster / zweiter / dritter Versuchsdurchgang;

Mittelwert = arithmetischer Mittelwert; n.d. = nicht durchgefihrt

R = Reduktionswert in log+o;

10

Reduktionswert K (log10)

60°C 1h

60°C 2h

Temperatur / Dauer der Erhitzung

H Physiologische Kochsalzlosung  ®Gllle

60°C 4h

Abbildung 25: Reduktionswerte R fiir S. Typhim. DT120 nach Erhitzung bei +60°C

S.Typhim. DT120 = Monophasische Variante von S. Typhimurium DT 120

R = Reduktionswert in log1o;
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5.2.1.3.4 Tenazitiat von Salmonella Typhimurium DT120 (monoph.) bei +70°C

Nach thermischer Behandlung bei +70°C fir eine Stunde war Salmonella Typhimurium
DT120 (monophasisch) in den gespikten Substratproben nicht mehr nachweisbar. Die Werte
lagen unterhalb der Nachweisgrenze von 3,0 KbE/ml. In Bezug auf die Ausgangskeimzahlen
zeigten sich in der Gulle bzw. Kochsalzldsung Reduktionswerte von 7,87 bzw. 8,27 log1o-
Stufen (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Ubersicht: Reduktionswerte R fiir S. Typhim. DT120 nach Erhitzung

S.Typhim. DT120 = Monophasische Variante von S. Typhimurium Phagentyp DT 120; R = Reduktionswerte in log1o

Tabelle 30: Ubersicht: Reduktionswerte R fir S. Typhimurium DT120

Temperatur Einwirkungsdauer Gille Kochsalzlé6sung
4h 0,97 0,90*
50°C (+/-1°C)
18h 5,67* 3,05*
4h 4,67* 4,87*
53°C (+/-1°C)
18h 7,97 8,17*
1h 7,02* 5,60*
60°C (+/-1°C) 2h 8,30* 8,68*
4h 8,26 8,33*
70°C (+/-1°C) 1h 8,17 8,26

S.Typhim. DT120 = Monophasische Variante von S. Serovar Typhimurium DT120;
R = Reduktionswerte in log1o; h = in Stunden

* = arithmetischer Mittelwert
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In Abbildung 26 und Tabelle 30 sind die zusammengefassten Ergebnisse der mittleren Re-
duktionswerte (log1o-Stufen) fur Salmonella Typhimurium DT120 (monophasisch) nach Erhit-
zung bei +50°C (+/-1°), +53°C (+/-1°), +60°C (+/-1°) und +70°C (+/-1°) mit unterschiedlicher
Einwirkungsdauer vergleichend fur physiologische Kochsalzlésung und Giille dargestellt.

5.2.2 Charakterisierung der Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus-lsolate

Zur weiterfGhrenden Charakterisierung der MRSA-Isolate sowie deren epidemiologischen
Beurteilung und Einordnung wurden diese molekularbiologisch auf das Methicillinresistenz-
vermittelnde mecA-Gen, deren SCCmec-Typ, SpA-Typ und Multilocus-Sequenztyp (MLST)
untersucht. Um die Resistenzsituation im Bestand und das mdgliche Risiko einer Verbreitung
von Resistenzen/Resistenzgenen zu beurteilen, wurden die MRSA-Isolate auf ihre Empfind-
lichkeit gegenlber Stoffen mit antimikrobieller Wirkung getestet.

5.2.2.1 Molekularbiologische Untersuchung

Zur Bestatigung kulturell und biochemisch prasumptiver Methicillin-resistenten Staphylococ-
cus aureus (MRSA) erfolgte der Nachweis des resistenzvermittelnden mecA-Gens und einer
Staphylococcus aureus-spezifischen Gensequenz mithilfe der PCR bei 62 MRSA-Isolaten.
Um die epidemiologische Bedeutung der isolierten MRSA zu beurteilen, wurden 22 repra-
sentativ ausgewahlte MRSA-Isolate weiterfihrend untersucht. Hierzu wurde mittels moleku-
larbiologischer Methoden der Staphylococcal Protein A (spa)-Typ, der Staphylococcal Chro-
mosom Cassette (SCCmec)-Typ sowie der Multilocus-Sequenztyp (MLST) bestimmt. Das
Ziel der Untersuchungen bestand zudem in der Zuordnung der MRSA-Isolate zu haMRSA,
caMRSA oder laMRSA.

Tabelle 31: Nachweis/Typisierung von MRSA in den Nasentupferproben der Schweine

Stall- Anzahl | Anzahl mecA | SCCmec Spa- MLST
Nummer | proben | MRSA Typ
Mastschweine 18 13 12 12 IVb t899 ST2136
10 13 13 13 IVb t899 ST2136
26 15 15 15 IVb t899 ST2136
22 2 2 2 IVb t899 ST2136
Jungsauen 7/9 3 3 3 IVb t899 ST2136
Muttersauen 1 20 14 14 IVb t899 ST2136
Tragende 4 3 3 3 IVb t899 ST2136
Sauen
Insgesamt 69 62 62 IVb t899 ST2136

mecA = Nachweis des mecA-Gen (untersuchte Isolate, n=62);

SCCmec-Typ = Staphylococcal Chromosome Cassette mec-Typ (untersuchte Isolate, n=22);
Spa-Typ = Staphylococcal Protein A-Typ (untersuchte Isolate, n=22);

MLST = Multilocus Sequenztyp (untersuchte Isolate, n=22)
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Das mecA-Gen und die Staphylococcus aureus spezifische Gensequenz wurden in den 62
MRSA-Isolaten nachgewiesen. In den 22 reprasentativ ausgewahlten MRSA-Isolaten wurden
ausschlieRlich der SCCmec-Typ Vb, der spa-Typ t899 sowie der Multilocus-Sequenztyp
ST2136 (klonaler Komplex CC9) durch das nationale Referenzzentrum fur koagulasepositive
Staphylokokken am Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR) nachgewiesen (Tabelle 30).

5.2.2.2 Empfindlichkeitstestung gegeniiber antimikrobiell wirksamer Substanzen

Zur epidemiologischen Typisierung und Beurteilung der Resistenzsituation der isolierten
MRSA wurden 22 reprasentativ ausgewahlte MRSA-Isolate auf deren Empfindlichkeit ge-
genuber neunzehn antimikrobiell wirksamen Substanzen mittels Mikrodilutions-Methode
durch das nationale Referenzlabor fur Koagulase-positive Staphylokokken am BfR getestet.
Um zunachst die phanotypische Auspragung der Methicillin-Resistenz zu erfassen, wurde fir
insgesamt 62 mecA-Gen-positive MRSA-Isolate der MHK-Wert fur Oxacillin bestimmt. An-
schlieRend erfolgte die Auswahl der 22 reprasentativen MRSA-Isolate, deren weitere Typi-
sierung und Empfindlichkeitstestung am BfR durchgefuhrt wurde.
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Abbildung 27: Empfindlichkeit der MRSA-ST 2136-Isolate (n=22)

OX = Oxacillin (n=62 untersuchte Isolate), P = Penicillin; CF = Cefoxitin; TET = Tetrazyklin; SMX = Sulfamethoxazole; SXT =
Sulfamethoxazole / Trimethoprim; TMP = Trimethoprim; GM = Gentamicin; S = Streptomycin; CLI = Clindamycin; ERY = Eryth-
romycin; VAN = Vancomycin; MUP = Mupirocin; KANA = Kanamycin; FUS = Fusidinsaure; RIF = Rifampicin; TIA = Tiamulin;
LZD = Linezolid; CIP = Ciprofloxacin; C = Chloramphenicol

Resistenz gegeniliber Oxacillin zeigten alle 62 isolierten MRSA. Es bestand bei allen unter-
suchten MRSA-Isolaten ST 2136 (n=22) zu 100% eine Resistenz gegenuber Penicillin, Oxa-
cillin (n=62), Cefoxitin, Tetrazyklin, Ciprofloxacin, Clindamycin, Gentamicin, Erythromycin,
Kanamycin, Streptomycin, Sulfamethoxzole/Trimethoprim, Trimethoprim, Tiamulin und Chlo-
ramphenicol. Demgegenuber waren alle getesteten Isolate sensibel gegentber Vancomycin,
Linezolid, Mupirocin und Rifampicin. Ein Isolat (4,5%) zeigte Resistenz gegen Fusidinsaure
und drei Isolate (13,6%) gegenuber Sulfamethoxazole. Die Ergebnisse der Empfindlichkeits-
testung der isolierten MRSA (n=22 bzw. n=62 bei Oxacillin) sind in Abbildung 27 gezeigt.
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5.3 Validierung der biotechnologischen Prozesse

5.3.1 Untersuchung der Substrate und Garreste der Biogasanlage

Zur Beurteilung der Hygienisierungskapazitat der anaeroben Fermentation wurde eine ,In-
put/Output-Analyse” durchgefihrt. Ziel der Untersuchungen war es zu Uberprifen, ob durch
die biotechnologische Behandlung in der mesophil gefahrenen Biogasanlage eine Inkativie-
rung von Krankeitserregern erreicht und somit eine Unterbrechung von Infektketten gewahr-
leistet wird. Hierzu wurden Uber einen Zeitraum von drei Wochen an vier Terminen insge-
samt sechzehn Proben der Beschickungssubstrate und der behandelten Garreste der Bio-
gasanlage mikrobiologisch auf Salmonellen untersucht. Die Salmonellen-Isolate wurden an-
schliel3end serotypisiert und weiterfihrend charakterisiert.

Tabelle 32: Nachweis von Salmonella ssp. in Substraten und Garresten

Anzahl Salmonellen- Salmonella spp.
Herkunft Proben Nachweis in n Proben
Proben Serovar Anzahl n
(Isolate)
Substrat flissig 5 5(9) S.Typhim. DT120 9
Substrat fest 4 4 (7) S.Typhim. DT120 7
S.Derby 2
Garrest flussig 5 5(10) S.Meleagridis 7
S.Mbandaka 1
S.Derby 1
Garrest fest 2 2(4) S.London 2
S.Hoboken 1
) S.Typhim. DT120 1
,GUlllesee” 1 1(2)
S.London 1
S.Infantis 1
LVorfluter® 1 1(2)
S.Newport 1
S. Typhim. DT120 17
S. Derby 3
S. Meleagridis 7
S. Mbandaka 1
Insgesamt: 18 18 (34)
S. London 2
S. Hoboken 1
S. Infantis 1
S. Newport 1

S. Typhim. DT120 = Monophasische Variante von Salmonella Typhimurium DT 120;

n = Anzahl der Proben (je Probe mit Salmonellen-Nachweis — jeweils 1 Isolat vom BPLS; 1 Isolat von XLD-Agar)
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Bei den untersuchten Proben handelte es sich um fiunf flissige und vier feste Substratproben
sowie um funf fliissige und zwei feste Garreste aus der Biogasanlage. Aulterdem wurden
einmalig Umweltproben des ,Gullesees“ und des sich anschlielenden Vorfluters auf Salmo-
nellen untersucht. Um die mikrobiologische Beschaffenheit der Substrate und Garreste zu
erfassen wurden zusatzliche Untersuchungen der Proben auf Escherichia coli und
Enterococcus spp. durchgefuhrt und die aerobe Gesamtbakterienzahl (aGBZ) bestimmt.

Salmonellen waren in allen untersuchten Proben (n=18) nachweisbar. Dabei wurden teilwei-
se verschiedene Salmonellen-Serovare innerhalb einer Probe festgestellt. Die Isolate (n=17)
der monophasischen Variante von Salmonella Typhimurium DT120 wurden ausschlief3lich
aus Proben der Beschickungssubstrate und einer Probe des ,Gullesee” isoliert. Im Gegen-
satz dazu wurden die Isolate der Serovare Meleagridis (n=7) und Mbandaka (n=1) aus Pro-
ben flissiger Garreste, die der Serovar Hoboken (n=1) aus festen Garresten, die der Serovar
London (n=3) aus festen Garresten sowie aus einer Probe des ,Glllesee” isoliert. Die Isolate
der Serovar Derby stammten aus flissigen (n=1) bzw. festen Garresten (n=2). Im ange-
schlossenen Vorfluter wurden die Serovare Infantis und Newport festgestellt (Tabelle 32 und
Abbildung 26).

- M S. Typhim. DT120
. L1S.Derby

M S. Meleagridis
HS. London

Anzahl der Isolate

B S. Mbandaka
M S. Hoboken
i S. Newport

i S. Infantis

Herkunft der Proben

Abbildung 28: Herkunft der Proben und Zuteilung der Salmonella-Isolate

S.Typhim. DT120 = Monophasische Variante von Salmonella Typhimurium DT 120

Die mittleren Keimgehalte fiir Salmonellen lagen zwischen 1,3x10? KbE/g und 2,3x102
KbE/ml in den Beschickungssubstraten, sowie bei 3,1 KbE/ml im flissigen Garrest und un-
terhalb der Nachweisgrenze von 3,0 KbE/g im festen Garrest, ersichtlich aus Tabelle 33.
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Tabelle 33: Mikrobiologische Untersuchungen der Substrate und Garreste

Proben Salmonella | Escherichia | Enterococ- aGBZ"™ | Anzahl
spp."W coli™ cus spp."" Proben
Substrat (fliissig) 2,3x10% * 9,8x10* * 3,0x10° * 5,1x108 * 5
Substrat (fest) 1,3x10% ** 4,5x10° ** 3,7x10° ** 6,2x108 ** 4
Garrest (fliissig) 3,1* 6,8x10°* 1,3x10° * 4,0x10" * 5
Garrest (fest) n.n, 4,6x10%** 57x10°* | 52x107 ** 2

n.n. = nicht nachweisbar (unterhalb der Nachweisgrenze von 3,0 KbE/g) in 50g des Probenmaterials;
MW = geometrischer Mittelwert;
aGBZ = aerobe Gesamtbakterienzahl;

* = in KbE/ml; ** = in KbE/g

Fiir den Nachweis von Escherichia coli wurden Keimzahlen von 9,8x10* KbE/ml im fliissigen
Substrat, 4,5x10° KbE/g im festen Substrat sowie von 6,8x10° KbE/ml bzw. 4,6x10? KbE/g in
den flissigen bzw. festen Garresten festgestellt. Flr Enterococcus ssp. sind Keimzahlen im
Bereich zwischen 1,3x10° KbE/ml und 3,0x10° KbE/ml in den Substrat- und Garrestproben
ersichtlich. Die aerobe Gesamtbakterienzahl lag bei ca. 5,5x10® KbE/ml bzw. KbE/g in den
Substraten und 4,5x10” KbE/ml bzw. KbE/g in den Garresten (siehe Tabelle 33).

5.3.2 Validierung der Kompostierung

Um das Hygienisierungsvermoégen der aeroben Kompostierung von Schweinekot und Mais-
strohhacksel unter Winterbedingungen in China zu beurteilen, wurde eine direkte Prozess-
prifung (Validierung) in Anlehnung an die Bioabfallverordnung (ANONYM, 2012) mit dem
Testkeim Salmonella Senftenberg W75 (H.S negativ) durchgefihrt. Damit sollte die Eignung
der Kompostierung als Methode zur Inaktivierung von Krankheitserregern Uberprift und be-
urteilt werden, ob und inweifern sie zur Risikominimierung bei der Verwertung von tierischen
Ausscheidungen beitragen kann. Zu diesem Zweck wurden auf der Versuchsfarm in der Na-
he von Peking drei hinsichtlich des Umsetzintervalls verschiedene Varianten der Kompostie-
rung durchgefiihrt. Die Untersuchung fand im Doppelansatz in sechs 1,2 m® groRen Rottebo-
xen in einem halb-technischen Versuchsaufbau statt. Hierzu erfolgte die Einlage gespikter
Testproben an unterschiedlichen Positionen in den Kompostierungsprozess. Die Probenent-
nahme und -untersuchung auf Salmonellen und Enterokokken wurden zu Versuchsbeginn in
den Ausgangssubstraten und den mit dem Testorganismus gespikten Testproben und Kon-
trollproben durchgefiihrt. Nach zwei und sieben Wochen sowie am Ende der Kompostierung
erfolgten weitere Untersuchungen. Zur Prozessliberwachung wurde zusatzlich die Tempera-
tur an den Positionen der Einlegeproben lber die gesamte Versuchslaufzeit gemessen und
dokumentiert.

5.3.2.1 Untersuchungen des Ausgangsmaterials

Zur mikrobiologischen Beurteilung des zu kompostierenden Materials wurden zu Versuchs-
beginn jeweils drei Proben des Schweinefestmists und der Maisstrohhacksel und sechs Pro-
ben des gemischten Kompostmaterials auf Salmonellen und Enterokokken untersucht. Die
physikalisch-chemischen Eigenschaften (Feuchtegehalt, pH-Wert, organische Masse) des zu
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kompostierenden Materials wurden zu Beginn und des fertigen Komposts (Endprodukt) nach
Abbruch der Kompostierung bestimmt. Salmonellen waren in keiner der untersuchten Proben
weder qualitativ in 50 g des Probenmaterials noch quantitativ nachweisbar. Zu Beginn des
Versuchs lagen die Mittelwerte fiir Enterokokken im Schweinemist bei 1,5x10” KbE/g (n=3),
in den Maisstrohhéckseln bei 4,3x10* KbE/g (n=3) und im gemischten Kompostmaterial bei
9,3x10° KbE/g bis 9,3x10° KbE/g (Tabelle 34 und Tabelle 38).

Tabelle 34: Mikrobiologische Untersuchung der Ausgangsmaterialien

Probenmaterial Salmonella spp. Enterococcus Anzahl
spp."™W Proben
Schweinemist n.n. 1,5x10" * 3
Maisstrohhé&cksel n.n. 4,3x10* 3
Gemischtes Kompostmaterial n.n. 4,3x10% * 6

n.n. = nicht nachweisbar (unterhalb der Nachweisgrenze von 3,0 KbE/g) in 50g des Probenmaterials;
MW = geometrischer Mittelwert;

*in KbE/g;

Der Feuchtegehalt des zu kompostierenden Materials betrug ca. 64% zu Beginn des Ver-
suchs. Wahrend des Kompostierungsprozesses kam es zu einer Abnahme der Feuchtegeh-
alte auf Werte zwischen 56% und 60% im fertigen Kompost der unterschiedlichen Varianten
nach Abbruch des Versuchs. Der pH-Wert lag zu Beginn bei pH 7,39 und stieg auf Werte
zwischen pH 8,53 und 8,89 im Endprodukt (Tabelle 35).

Tabelle 35: Physikalisch-chemische Untersuchungen des Kompostmaterials

pH-Wert Feuchtegehalt (%) Organische Masse
Kompostmaterial (kg)
Tag 0 Tag 70 Tag 0 Tag 70 Tag 0 Tag 70
Variante 1 Box 1 7,39 8,53 64,41% 60,32% 161,05 76,67
Box 2 7,39 8,59 64,41% 59,49% 153,03 71,19
_ Box 3 7,39 8,82 64,41% 57,36% 155,37 56,74
Varante 2 Box 4 7,39 8,89 64,41% 56,07% 145,09 52,10
Variante 3 Box 5 7,39 8,78 64,41% 56,92% 144,45 47,81
Box 6 7,39 8,59 64,41% 58,30% 155,66 54,41

5.3.2.2 Salmonella Senftenberg W7;5s H,S negativ (Testorganismus)

Um die Hygienisierungskapazitat des Kompostierungsprozesses der drei Kompostierungsva-
rianten zu bewerten, wurden die mit dem Testorganismus Salmonella Senftenberg W75 (H2S
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negativ) gespikten Testproben an drei Positionen (Basis, Zentrum und Rand) in jede Rotte-
box eingebracht nach Vorgaben der BioAbfV. Die Untersuchungen der Testproben auf den
Testkeim und Salmonellen erfolgten zu Beginn des Versuchs sowie nach zwei, sieben und
zehn Wochen. Gespikte Kontrollproben in Quarzsand wurden zur Uberprifung der Tenazitat
des verwendeten Testorganismus parallel an den Probenahmeterminen untersucht. Aul3er-
dem diente die Untersuchung gespikter Testproben, die nicht dem Kompostierungsprozess
in den Rotteboxen ausgesetzt und stattdessen bei +4°C, Raumtemperatur und auf der Farm
unter AulRenbedingungen gelagert wurden, als Vergleich.

Tabelle 36: Nachweis von S. Senftenberg W75 H,S negativ wahrend der Kompostierung

Tag 0 Tag 14 Tag 49 Tag 70
Qant. Ql. Qant. Ql. Qant. Ql. Qant. Ql.
Kontrolle Quarzsand | 2,3x10” | + | 4,3x10° | + | 4,3x10° | + | 1,5x10" | +
Lagerung Raumt. 43x10" | + | 1,5x10° | + <3,0 + <30 +
Lagerung (+4°C) 43x10° | + | 23x10° | + <3,0 + <3,0 +
Lagerung Farm 4,3x10’ + n.u. n.u n.u. n.u <3,0 -
Variante 1 Box1 4,3x10’ + <30* - <3,0* - <30~ -
Box2 4,3x10’ + <30* - <3,0* - <3,0* -
Variante 2 Box3 4,3x10’ + <3,0* - <3,0* - <30~ -
Box4 4,3x10’ + <30* - <3,0* - <3,0* -
Variante 3 Box5 4,3x10’ + <30* - <30* - <30~ -
Box6 4,3x10’ + <30* - <30* - <3,0* -

S. Senftenberg = Salmonella Senftenberg W75 (H.S-negativ) — Testorganismus nach BioAbfV;

Variante 1, 2, 3 = Varianten der Kompostierung hinsichtlich der Umsetzintervalle

Qant. = Quantitativer Nachweis mittels MPN-Methode (in KbE/g);

Ql. = Qualitativer Nachweis von S. Senftenberg W7sin 50g des Probenmaterials;

* = Ergebnis aus jeweils drei parallelen Proben sowie an drei Positionen (Basis, Zentrum, Rand) einer Rottebox), in KbE/g;
n.u. = nicht untersucht;

+ = positiver qualitativer Salmonella-Nachweis in 50g des Probenmaterials;

- = negativer qualitativer Salmonella-Nachweis in 50g des Probenmaterials

Die Keimzahlen fiir den Testkeim lagen in den gespikten Testproben zu Versuchsbeginn bei
4,3x10” KbE/g und in den Kontrollproben im Quarzsand bei 2,3x10” KbE/g. Nach zwei und
sieben Wochen sowie nach Abbruch der Kompostierung (zehn Wochen) konnten keine Sal-
monellen in den untersuchten Testproben der verschiedenen Rotteboxen nachgewiesen
werden. In den Kontrollproben im Quarzsand wurden relativ konstante Keimzahlen festge-
stellt. Die Werte schwankten von 1,5x10’ KbE/g zu Versuchsstart, Uber 4,3x10°8 KbE/g an
Tag 14, 4,3x10° KbE/g an Tag 49 bis 2,3x10” KbE/g am Ende des Versuchs. Im Vergleich
dazu lagen die Keimzahlen in den beimpften Kompostproben, gelagert bei +4°C bzw. bei
Raumtemperatur, zu Beginn bei 4,3x10’ KbE/g, nach 14 Tagen bei 1,5x10° KbE/g bzw.
2,3x10° KbE/g, jedoch bereits an Tag 49 in beiden Proben unterhalb der Nachweisgrenze
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von 3,0 KbE/g. Der qualitative Nachweis des Testkeims war in den gelagerten Testproben zu
jedem Probenahmezeitpunkt bis Tag 49 und zusatzlich bis zum Ende der Kompostierung in
den bei Raumtemperatur gelagerten Proben maglich. In den Lagerungsproben auf der Farm,
die unter den gleichen duReren Bedingungen wie die Rotteboxen gelagert wurden, war der
Testkeim weder qualitativ noch quantitativ nach Abschluss des Versuchs nachweisbar (Ta-
belle 36).

Um die Reduktion bzw. Inaktivierung des Testkeims durch die Behandlung und in den Kon-
trollproben zu beurteilen, wurden die Reduktionswerte R (logo) berechnet. Hierzu wurden die
Ausgangskeimzahlen ins Verhaltnis zu den Nachweisen an den Probenahmeterminen ge-
setzt. Nach zwei Wochen konnte noch keine Reduktion in den Kontrollproben im Quarzsand
nachgewiesen werden. Die Reduktionswerte lagen bei 0,73 logso-Stufen nach sieben und bei
0,19 log+e-Stufen zehn Wochen. In den Testproben der drei Varianten, sowohl im Bereich der
Basis, des Zentrums, als auch des Randbereiches, wurden Reduktionswerte von 7,63 log1o-
Stufen bereits nach 14 Tagen und ebenfalls nach 49 und 70 Tagen nachgewiesen. In den
Lagerungsproben (bei +4°C bzw. bei Raumtemperatur gelagert) lag nach zweiwdchiger La-
gerung eine Reduktion um 1,27 bzw. 2,46 log4o-Stufen und nach sieben Wochen eine Re-
duktion um 7,63 log+o-Stufen vor, jedoch war der Testorganismus weiterhin qualitativ in 50g
des Probenmaterials nachweisbar (Tabelle 37).

Tabelle 37: Reduktionswerte flr S. Senftenberg W75 wahrend der Kompostierung

Tag 14 Tag 49 Tag 70
Kontrollproben in Quarzsand 0 0,73 0,19
Lagerungsproben Raumtemperatur 2,46 7,63* 7,63*
Lagerungsproben 4°C 1,27 7,63 7,63
Testproben Variante 1 (Basis, Zentrum, Rand) 7,63 7,63 7,63
Testproben Variante 2 (Basis, Zentrum, Rand) 7,63 7,63 7,63
Testproben Variante 3 (Basis, Zentrum, Rand) 7,63 7,63 7,63

S. Senftenberg = Salmonella Senftenberg W75 (H.S-negativ) — Testorganismus nach BioAbfV;
R = Reduktionswert in log+o-Stufen;

* = Qualitativer Nachweis von S. Senftenberg W75, quantitativ unterhalb der Nachweisgrenze von 3,0 KbE/g.

5.3.2.3 Untersuchung auf native Enterokokken (Indikatororganismen)

Zur mikrobiologischen Beurteilung des Kompostierungsprozesses wurden die Ausgangsma-
terialien und die Testproben ebenfalls auf Enterokokken untersucht. Aufgrund des begrenz-
ten Platzangebotes innerhalb der Rotteboxen in einem halb-technischen Versuchsaufbau
wurde auf die Einlage weiterer Testproben mit zusatzlichen Testorganismen (Enterococcus
faecalis) verzichtet und stattdessen Untersuchungen auf im Kompostmaterial vorhandener
Enterokokken durchgefihrt.

Im Schweinemist lagen die Keimzahlen bei 1,5x10" KbE/g, in Maisstrohhackseln bei 4,3x10*
KbE/g. In den, aulerhalb des Kompostierungsprozess gelagerten Kompostproben wurden
zu Beginn Mittelwerte von 9,3x10° KbE/g festgestellt. In den, bei +4°C gelagerten Kompost-




104 5 Ergebnisse

proben waren die Keimzahlen Uber die gesamte Versuchslaufzeit relativ konstant und lagen
an Tag 14 bei 2,3x10° KbE/g, an Tag 49 bei 9,3x10° KbE/g und an Tag 70 bei 4,3x10°
KbE/g. In den, bei Raumtemperatur gelagerten Kontrollproben lagen die Werte an Tag 14 bei
4,3x10° KbE/g und sanken an Tag 49 bzw. Tag 70 auf Werte von 2,3x10* KbE/g bzw.
9,3x10* KbE/g ab. Die, auf der Farm unter den AuRenbedingungen der Rotteboxen gelager-

ten, Kontrollproben zeigten nach 70 Tagen Keimzahlen von 9,3x10° KbE/g (Tabelle 38).

Tabelle 38: Keimzahlen fur Enterokokken in den Ausgangssubstraten und Kompostproben

Probenmaterial Tag 0 Tag 14 Tag 49 Tag 70
Schweinemist 1,5x10"" n.u. n.u. n.u.
Maisstrohhacksel 4,3x10*" n.u. n.u. n.u.
Lagerung Kompost 6°C (+/-2°C) 9,3x10°" 2,3x10°%" 9,3x10°" 4,3x10°"
Lagerung Kompost Raumtemperatur | 9,3x10°" 4,3x10°%" 2,3x10*" 9,3x10*
Lagerung Kompost Farm 9,3x10°%" n.u. n.u. 9,3x10°"

* = Keimzahlen in KbE/g;

n.u. = nicht untersucht

In den Testproben lagen die Keimzahlen fir Enterokokken zu Versuchsbeginn im Bereich
zwischen 9,3x10° KbE/g und 9,3x10° KbE/g in allen untersuchten Proben. Nach zweiwdchi-
ger Kompostierung lagen die Werte im Bereich zwischen 3,6 KbE/g und 9,2x10? KbE/g. Die
geringsten Keimzahlen wurden an Tag 14 im Zentrum und vereinzelt in Proben aus dem Be-
reich der Basis und des Randes der Varianten zwei und drei nachgewiesen. Die Keimzahlen
lagen zwischen 3,6 und 9,2 KbE/g. Nach 49 und 70 Tagen der Kompostierung waren die
Keimzahlen angestiegen und schwankten, je nach Variante und Position in der Rottebox, im
Bereich zwischen 10° und 10° KbE/g (Tabelle 39).

Tabelle 39: Keimzahlen flir Enterokokken im Kompostierungsversuch

Tag 0 Tag 14 Tag 49 Tag 70
Start Basis Mitte Rand Basis Mitte Rand Basis Mitte Rand

V1 | 93x10° | 9,3x10 k.P. 4,3x10* | 9,3x10* | k.P. 2,3x10" | 1,5x10° | 4,3x10* | 4,3x10°

4,3x10° | k.P. k.P. k.P. 7,3x10° | 4,3x10* | 5,8x10° | 9,3x10% | 4,3x10° | 9,2x10°
V2 | 1,5x10° | 4,3x10° 9,2 2,3x10" | 2,3x10* | 2,3x10° | 2,3x10° | 2,3x10" | 1,5x10° | 4,3x10°

9,3x10° 7.4 3,6 1,5x10" | 4,3x10* | 2,3x10° | 4,3x10° | 9,3x10* | 4,3x10° | 4,3x10°
V3 | 9,3x10° | 9,2x10° 3,6 7.4 2,3x10% | 4,3x10° | 9,3x10° | 4,3x10* | 4,3x10° | 9,2x10*

4,3x10° | 9,2x10' 9,2 7,5x10" | 2,3x10* | 7,5x10° | 4,3x10% | 2,3x10° | 1,5x10* | 9,3x10°

V1 — V3 = Varianten 1 bis 3 der Kompostierung; unterschiedlich hinsichtlich der Umsetzintervalle
Keimzahlen = in KbE/g;

k.P. = es konnte keine Probe erhalten und untersucht werden
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5.3.2.4 Temperaturverlauf wahrend der Kompostierung

Zur Prozessuberwachung und Beurteilung des Kompostierungsprozess wurde in jeder Rot-
tebox die Temperatur mithilfe von Daten-Loggern (Fa. TiniTag) Uber die gesamte Versuchs-
laufzeit von Ende November 2009 bis Anfang Februar 2010 gemessen und aufgezeichnet.
Die Daten-Logger wurden zu diesem Zweck an den drei Einlegepositionen der eingebrach-
ten Testproben (Basis, Zentrum, Rand) positioniert. Zusatzlich wurden die Auldentemperatu-
ren auf der Versuchsfarm (Abbildung 29) und im Labor (Abbildung 30) gemessen.
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Abbildung 29: Verlauf der Au3entemperaturen auf der Kompostierungsfarm
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Abbildung 30: Temperaturverlauf Kontrollproben (Quarzsand)

Die Aussentemperaturen auf der Kompostierungsfarm schwankten zu Versuchsbeginn zwi-
schen -2°C und +10°C (Tag-/Nachtrhythmus) und sanken wahrend des Kompostierungsver-
laufs bis auf Temperaturen von bis zu -18°C ab (Abbildung 29). Die Temperaturen in der

Umgebung der gelagerten Kontrollproben im Quarzsand variierten Uber den Versuchszeit-
raum zwischen 13°C und 21°C (Abbildung 30).
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Abbildung 31: Temperaturverlauf Variante 1 (Box 2; Basis)
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Abbildung 32: Temperaturverlauf Variante 1 (Box 2; Zentrum)
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Abbildung 33: Temperaturverlauf Variante 1 (Box 2; Randbereich).
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Abbildung 34: Temperaturverlauf Variante 2 (Box 4; Basis)
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Abbildung 35: Temperaturverlauf Variante 2 (Box 4; Zentrum)

FiH
B+
=5
[}
LR
L 4o
=
2
a2 30
j
=
g%
1H
o
A s s s L s
= = = = =
[t} [} (a1} [t} [}
5] ] & 5 -2
[ - - - [l
— Lo — o —
2010

Abbildung 36: Temperaturverlauf Variante 2 (Box 4; Randbereich)
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Die Temperaturprofile fur die erste Kompostierungsvariante (exemplarisch Box 2), die wah-
rend des Versuchszeitraumes nicht umgesetzt wurde, zeigten im Bereich der Basis bzw. im
Randbereich nach zwei Tagen Maximaltemperaturen von +45°C bzw. +50°C flr ca. funf Ta-
ge. AnschlieRend sanken die Temperaturen mehr oder weniger kontinuierlich ab und erreich-
ten nach finf Wochen Temperaturen im Bereich von 0°C bzw. +5°C, die bis zum Versuchs-
ende konstant blieben (Abbildungen 31 und 33). Im Zentrum erreichten die Temperaturen
innerhalb der ersten funf Tage Maximaltemperaturen von uber +65°C und blieben fur einen
Zeitraum von mindestens vier Wochen konstant Uber +60°C. Im Anschluss sanken sie lang-
sam bis zum Versuchsabbruch ab (Abbildung 31).

Die Temperaturentwicklung in der zweiten Kompostierungsvariante (exemplarisch Box 4),
bei der das Umsetzen einmal wochentlich erfolgte, zeigte im Basisbereich innerhalb der ers-
ten sieben Tage zunachst ansteigende Temperaturen auf ca. +40°C und erreichte nach ca.
14 Tagen Maximaltemperaturen von +55°C bis +60°C flr zwei bis drei Tage. Daran an-
schlielend sank die Temperatur auf ca. +25°C ab mit einem erneuten Anstieg/Peak auf
+40°C. Danach fiel die Temperatur bis unterhalb des Nullpunktes ab (Abbildung 34). Im
Zentrum der Rottebox wurden innerhalb der ersten Woche Temperaturen von Uber +70°C,
mit Maximaltemperaturen von +75°C, fir mindestens drei Wochen erreicht. Im Anschluss fiel
die Temperatur rapide ab und blieb bei ca. +5°C bis zum Ende der Kompostierung (Abbil-
dung 35). Im Randbereich wurden bereits nach zwei bis drei Tagen Temperaturen von
+60°C erreicht. Dabei blieben die Temperaturen fiir ca. vier Wochen Uber +50°C mit einzel-
nen Peaks auf +65°C und +70°C, sowie Ausschlagen nach unten auf ca. +40°C wahrend
des Umsetzzeitpunktes (Abbildung 36).

Die Temperaturprofile fir die dritte Kompostierungsvariante (exemplarisch Box 5), bei der ein
Umsetzen zweimal wéchentlich durchgefihrt wurde, zeigten innerhalb der ersten Woche im
Bereich der Basis steigende Temperaturen. Diese stiegen zunachst auf +55°C (max. +60°C)
fur ca. sechs Tage und danach auf +65°C (max. +70°C) flr weitere flinf Tage. Anschliel3end
sanken die Temperaturen auf +40°C bis +50°C fur eine Woche. Die Temperatur stieg erneut
auf +60°C an und fiel anschlieRend Uber zwei Wochen nach und nach bis unter 0°C ab. Sie
blieb bis zum Ende des Versuchs unterhalb des Gefrierpunktes (Abbildung 37). Innerhalb der
ersten Woche wurden im Zentrum Temperaturen von Uber 70°C fir drei Wochen erreicht.
Innerhalb der nachsten zwei Wochen fiel die Temperatur bis auf 0°C und verblieb dort bis
zum Ende des Versuchs (Abbildung 38). Im Randbereich stieg die Temperatur zunachst
nach zwei bis drei Tagen auf +60°C an. Danach wechselten sich Peaks von +40°C nach
unten und +60°C nach oben ab, bis Temperaturen oberhalb von +70°C erreicht wurden und
fur eine Woche konstant Gber +65°C blieben. Im Anschluss folgte ein Absinken der Tempera-
tur bis unterhalb des Gefrierpunktes. Der Kompost der gesamten Rottebox blieb bis Ver-
suchsende eingefroren (Abbildung 39).
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Abbildung 37: Temperaturverlauf Variante 3 (Box 5; Basis)
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Abbildung 39: Temperaturverlauf Variante 3 (Box 5; Randbereich)
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6 Diskussion

6.1 Vorbemerkungen

Die vorliegenden hygienisch-mikrobiologischen Untersuchungen und Versuche wurden in-
nerhalb eines deutsch-chinesischen Kooperationsprojektes unter Praxisbedingungen auf
einem chinesischen Schweinehaltungsbetrieb norddstlich von Peking durchgefuhrt. Die
durchgeflihrten Probenentnahmen, Untersuchungen sowie Versuche erfolgten jeweils inner-
halb eines sehr eng begrenzten Zeitraums wahrend der jeweiligen Aufenthalte von vier bis
finf Wochen. Neben den eigenverantwortlich durchgefuhrten Probenentnahmen und der
Probenaufarbeitung mussten die Nahrmedien organisiert und hergestellt und die Abfalle si-
cher entsorgt werden. Dies war unter Berucksichtigung eingeschrankter Laborkapazitaten
und sprachlicher sowie kultureller Barrieren mit erheblichem logistischem und organisatori-
schem Aufwand verbunden. Zudem bedurfte der jeweilige Zutritt zum Schweinebestand, zur
Biogasanlage und zur Kompostierungsanlage der Unterstlitzung der chinesischen Projekt-
partner, der Zustimmung und Kooperation des Betriebsleiters, der Veterinarmediziner des
Schweinebestandes sowie des Managers der Biogasanlage. Die Versuche wurden zum Tell
in Kooperation und Abstimmung mit anderen Teilprojekten und dementsprechend unter Be-
rucksichtigung der verschiedenen Bedirfnisse der Kooperationspartner geplant und durch-
gefuhrt. Aus den oben angefuhrten Grunden war die Durchfihrung der Untersuchungen nur
mit entsprechenden Kompromissen in Bezug auf Versuchsaufbau, -umfang und -zeitraum
mdglich. Somit waren die Versuche in der Regel nur einmalig durchflhrbar. Innerhalb dieser
begrenzten Zeitrdume vor Ort, unter Berlcksichtigung der Organisation und der zeitaufwen-
digen Herstellung der Nahrmedien, der z.T. limitierten Laborausstattung sowie einer hohen
Arbeitsbelastung war trotz hoher Flexibilitdt nur eine begrenzte Probenanzahl zu bearbeiten.
Daraus resultierend stellen die vorliegenden Ergebnisse in erster Linie eine Beschreibung
der Situation, exemplarisch fir diesen untersuchten Schweinebestand in China, sowie der
dort angeschlossenen Biogasanlage und der in dieser Art und Weise Uberpriften Kompostie-
rung dar. Diese und die weiterfihrenden Untersuchungen zur Charakterisierung der Erreger
sowie die Inaktivierungsversuche im Labor erheben nicht den Anspruch statistisch abgesi-
cherte Daten zu liefern, da dies aus zeitlichen, finanziellen sowie organisatorischen Ge-
sichtspunkten nicht moéglich war. Dementsprechend bestehen gewisse Einschrankungen
einer Ubertragung der erlangten Erkenntnisse auf andere Betriebe und Anlagen sowie gene-
rell bzw. allgemein gultige Aussagen. Dennoch liefern die Ergebnisse eine gute Beschrei-
bung der Situation auf dem in der vorliegenden Arbeit untersuchten Schweinehaltungsbetrieb
sowie wichtige Erkenntnisse zu den nachgewiesenen Erregern.
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6.2 Bewertung der epidemiologischen Situation auf dem Schweinehaltungsbetrieb

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der mikrobiologisch-hygienischen Situati-
on auf einem chinesischen Schweinehaltungsbetrieb norddstlich von Peking. Damit sollten
mogliche bzw. bestehende epidemiologische Infektionskreislaufe aufgezeigt sowie Mdglich-
keiten zu deren Unterbrechung erarbeitet werden. Zur Beurteilung der epidemiologischen
Situation wurde der Status Quo bezlglich der Salmonellenpravalenz in den Tierhaltungen
durch Untersuchungen von Futtermitteln und Sammelkotproben der Schweine auf Salmonel-
len erhoben. Zudem wurden Erkenntnisse hinsichtlich der Pravalenz einer nasalen Kolonisa-
tion mit Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) bei den Schweinen durch
Untersuchungen von Nasentupferproben gesammelt. Um einen Uberblick iber die epidemio-
logische Bedeutung und die Resistenzsituation im Bestand zu gewinnen, sollten die nach-
gewiesenen Salmonellen-Isolate und MRSA-Stdmme naher charakterisiert und deren Emp-
findlichkeit gegenuber Substanzen mit antimikrobieller Wirkung bestimmt werden. Die Pro-
benentnahmen und Untersuchungen erfolgten in der warmeren Jahreszeit im Mai/Juni 2010
Uber einen Zeitraum von ca. drei bis vier Wochen in wochentlichen Abstanden, jeweils ab-
wechselnd in Mastschweine- und Sauenstallen. Futtermittelproben wurden teilweise bereits
im Vorfeld durch andere Projektpartner sowie zeitgleich an den Probenentnahmeterminen
gezogen. Es sollte geklart werden, ob Futtermittel als Eintragsquelle in den Bestand und als
Infektions- und Ubertragungsmdglichkeit bedeutsam sind und somit zur Aufrechterhaltung
epidemiologischer Infektionsketten beitragen. Die vorliegenden Untersuchungen zeigten,
dass Salmonellen mit einer Nachweisrate von ca. 11% in den Futtermittelproben auf dem
chinesischen Schweinehaltungsbetrieb festgestellt wurden. Dabei wurden sowohl eine mo-
nophasischen Variante (Seroformel: 04,[5],12:i:-) von Salmonella Typhimurium mit dem
Lysotyp DT120 als auch S. Senftenberg nachgewiesen. Die Ergebnisse bestatigen das mdg-
liche Vorkommen von Salmonellen in Futtermitteln, darunter auch humanmedizinisch rele-
vante Serovare wie Typhimurium oder Enteritidis (DAVIES et al., 2000). Der Nachweis von
Salmonellen in Futtermitteln in der vorliegenden Arbeit kann einerseits eine Eintragsquelle
fur Salmonellen in den Schweinehaltungsbetrieb und in die Schweinestalle darstellen. Ande-
rerseits ist mdglich, dass es sich um eine Kontamination der Futtermittel innerhalb der Stalle
durch die tierischen Ausscheidungen handelt. Mit Salmonellen kontaminiertes Tierfutter kann
generell einen Haupt-Eintragsweg neuer Salmonelleninfektionen in Tierhaltungen darstellen
und eine mogliche Infektionsquelle fiir Tiere, die zur Lebensmittelerzeugung genutzt werden
und aus diesen hergestellten Lebensmitteln, sein (DAVIES et al., 2000; EFSA, 2008). Die Er-
gebnisse in den vorliegenden Untersuchungen hinsichtlich des Nachweises von Salmonellen
in Futtermitteln missen kritisch diskutiert werden, da eine Kontamination aufgrund der Pro-
benentnahme innerhalb der Stalle nicht ausgeschlossen werden kann. Jedoch erfolgten die
Probenentahmen aus geschlossenen Futtersacken. Demnach stellt das Futter eine potenzi-
elle Ubertragungsmdglichkeit zwischen den Schweinen innerhalb der Stélle dar. Die festge-
stellte Pravalenz in den Futtermittelproben ist in Ubereinstimmung mit Angaben der EFSA
(2008a) nach denen Salmonellen in 8,3% bis 14,9% der Futterproben von Proteinen tieri-
schen Ursprungs (Tiermehl, Fischmehl) und ebenfalls in ca. 3 bis 30% in Proteinen pflanzli-
cher Herkunft (Sojamehl, Getreidesamen) festgestellt wurden. Hierbei handelte es sich je-
doch um einzelne Futtermittelkomponenten und nicht um Mischfuttermittel wie Gberwiegend
in den vorliegenden Untersuchungen. Im Gegensatz dazu konnten weder in den Untersu-
chungen von BALODA et al. (2001) auf einem Schweinebestand mit Salmonellenproblematik
in Danemark noch in denen von BARBER et al. (2002) auf zwoIf Schweinebetrieben in den
USA oder in denen von VISSCHER (2006) und OFFENBERG (2007) in Schweinehaltungsbetrie-
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ben in Deutschland in Futtermitteln Salmonellen nachgewiesen werden. Ebenfalls niedrigere
Nachweisraten stellten LiMm et al. (2011) fest, die ihrerseits Salmonella Typhimurium in 1,5%
der Futtermittelproben in Korea nachwiesen. In Untersuchungen der EFSA (2008) konnten
Nachweisraten zwischen 0% bis 1,7% in Fertigfuttermitteln festgestellt werden. Grundsatz-
lich sollte beim Vergleich dieser verschiedenen Studien berucksichtigt werden, dass sich
Pravalenzen von Salmonellen in Futtermitteln kaum zwischen den unterschiedlichen Studien
vergleichen lassen. Dies ist begrindet in Unterschieden hinsichtlich des Versuchsaufbaus,
der Art der untersuchten Betriebe, der verwendeten Futtermittelkomponenten, der Herstel-
lungsart sowie der Herkunft.

Die Bestandsuntersuchungen zum Vorkommen und zur Bedeutung von Salmonellen auf
dem chinesischen Schweinebestand ergaben eine Pravalenz von 50% fir Salmonellen in
allen untersuchten Sammelkotproben aus den Schweinestallen. Dabei lag die Nachweisra-
te fir Salmonellen in den Sammelkotproben aus den vier untersuchten Mastschweinestéllen
mit 62% deutlich Uber der von 35,7% aus den drei untersuchten Sauenstallen. Als vorherr-
schende Serovar wurde eine monophasische Variante (Seroformel O4,[5],12:i:-) von Salmo-
nella Typhimurium mit dem Lysotyp DT120 festgestellt. In den Sammelkotproben aus den
Mastschweinestallen wurde ausschliel3lich diese Serovar und in denen aus den Sauenstallen
in 17% der Proben nachgewiesen. In den Sammelkotproben der Sauen wurden zudem die
Salmonellen-Serovare Derby in 14% und vereinzelt Senftenberg und Havana in jeweils 2-3%
der Proben festgestellt. Die im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen festgestellten ho-
hen Nachweisraten weisen auf eine Salmonellenproblematik innerhalb der untersuchten
Stélle hin. Der Nachweis der monophasischen Variante von Salmonella Typhimurium DT120
in einzelnen Futtermittelproben und die hohe Nachweisrate dieser Serovar mit vergleichba-
rem Resistenzprofil in den Sammelkotproben der Tiere deutet darauf hin, dass ein epidemio-
logischer Zusammenhang besteht. Gestlitzt wird eine den Gesamtbestand betreffende Sal-
monellenproblematik zudem durch die Nachweise von Salmonellen in den Substraten und
Garresten der angegliederten Biogasanlage.

Die Ergebnisse sind in Einklang mit der Feststellung hoher Salmonellenpravalenzen auf ein-
zelnen Schweinebestanden in den Untersuchungen von VISSCHER (2006), der auf einem der
untersuchten Betriebe eine Salmonellenpravalenz von bis zu 80% in den Sammelkotproben
von Mastschweinen feststellte. Auch in der Pravalenzstudie des BfR (2009) konnte in einem
einzelnen Bestand eine 100%ige Nachweisrate festgestellt werden. Uber die Halfte der Gbri-
gen positiv-getesteten Betriebe zeigten Nachweisraten von 10-20% und ein Viertel der Be-
triebe von 30-40% auf. Im Gegensatz dazu stehen geringere Nachweisraten fir Salmonellen
in verschiedenen Studien (BARBER et al. 2002; VISSCHER, 2006; BFR, 2009; PAN et al., 2010;
Lim et al., 2011; LI et al., 2013). LI et al. (2013) wiesen Salmonellen in 16,4% der Rektaltup-
fer und Tupferproben der Stalle auf drei Schweinebestanden in Sichuan (China) nach. PAN et
al. (2010) stellten in 9,9% untersuchter Kotproben von Schweinen Salmonellen, darunter
neun verschiedene Serovare fest. Nachweisraten von 3,7% flr Salmonella Typhimurium in
Kotproben von Mastschweinen wiesen LIM et al. (2011) auf 6 von 16 Farmen in Korea nach.
VISSCHER (2006) fand in den untersuchten Betrieben geringere Salmonellenpravalenzen von
0% bis 13,6%. In einer Pravalenzstudie zum Vorkommen von Salmonellen bei Zuchtschwei-
nen in Deutschland zeigte sich eine Nachweisrate fur Salmonellen in Sammelkotproben von
6,2% in allen untersuchten Proben. Dabei waren 22,4% der Bestande positiv (BFR, 2009).
BARBER et al. (2002) fanden in ihren Untersuchungen auf 12 Farmen in den USA Salmonel-
len mit einer Pravalenz von 2% in den Kotproben. Bei dem Vergleich der unterschiedlichen
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Studien muss allerdings berlcksichtigt werden, dass Unterschiede hinsichtlich des grund-
satzlichen Versuchsaufbaus, der Probenart, Probenanzahl, Anzahl beprobter Betriebe bzw.
Stalle, der Alterstufen und der Nutzung bestanden. VISSCHER (2006) stellte in seinen Unter-
suchungen eine deutlich hdhere Pravalenz in Sammelkotproben gegenlber Rektaltupfern
fest. Eine haufig anzutreffende intermittierende Ausscheidung der Salmonellen kénnte dafur
verantwortlich gewesen sein. Des Weiteren spielt die Jahreszeit, in der die Untersuchungen
durchgefuhrt wurden eine Rolle. Die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit erfolgten
wahrend der warmeren Jahreszeit im Mai/Juni. Die héchste Nachweisrate stellt VISSCHER
(2006) wahrend der Sommermonate fest. YUN et al. (2016) bestatigten in lhren Untersu-
chungen eine Korrelation zwischen der Temperatur und dem gehauften Vorkommen von
Salmonellosen und Campylobacteriosen beim Menschen in der warmen Jahreszeit.

Aulderdem ist nicht auszuschliel3en, dass bei den vom Buchtenboden enthommenen Sam-
melkotproben der Boden selbst, dem der Kot anhaftet, trotz vorheriger Reinigung und Desin-
fektion mit Salmonellen belastet ist. Die hohere Nachweisrate in den Sammelkotproben der
Mastschweine gegenlber der in denen der Sauen kdnnte darin begrindet sein, dass es sich
um Sammelkotproben aus Boxen mit einer unterschiedlichen Anzahl von Tieren sowie um
Schweine unterschiedlicher Altersklassen handelt. Bei den Mastschweinen handelte es sich
um Jungtiere im Gegensatz zu den tragenden Sauen und den Muttersauen. Jungtiere sind
generell empfanglicher. MUELLER-DOBLIES et al. (2013) postulierten (nach DAVIES & WRAY,
1997) eine bestehende Assoziation zwischen Salmonella Typhimurium und Absetzferkeln
und eine Assoziation zwischen Jungtieren und monophasischen Salmonellen-Stammen.
Hinsichtlich der Uberwiegend nachgewiesenen Serovare bestanden Ubereinstimmungen
insofern, dass in verschiedenen Studien aus unterschiedlichen Landern bei Schweinen in
erster Linie die Serovare Derby und Typhimurium nachgewiesen wurden (BFR, 2009; PAN et
al., 2010; LI et al., 2013; MUELLER-DOBLIES et al., 2013). In den vorliegenden Untersuchun-
gen wurde die Serovar Derby bei den Sauen ebenfalls als zweithaufigste Serovar nachge-
wiesen. BARBER et al. (2002) wiesen in ihren Untersuchungen auf 12 Farmen in den USA
ebenfalls am haufigsten die Serovar Derby, jedoch zudem die Serovaren Agona, Worthing-
ton und Uganda nach. Es besteht jedoch ein eindeutiger Kontrast darin, dass in den vorlie-
genden Untersuchungen eine monophasische Variante von Salmonella Typhimurium mit
dem Lysotyp DT120 anstelle biphasischer Salmonella Typhimurium die dominierende Sero-
var darstellte. Die Nachweisrate lag bei den Mastschweinen mit 62% positiver Sammelkot-
proben, gegenlber 17% bei den Sauen, deutlich héher.

Das Vorkommen sowie die hohe Nachweisrate einer multiresistenten monophasischen Vari-
ante von S. Typhimurium DT120 in den vorliegenden Untersuchungen bestatigten die Er-
gebnisse und Feststellungen der EFSA (2010) und verschiedener Studien (SWITT et al.,
2009; HoPKINS et al., 2010; HAUSER et al., 2012; NGOl et al., 2013) hinsichtlich eines An-
stiegs monophasischer Salmonella-Serovare, insbesondere multiresistenter Serovare mit der
Antigenformel O4,[5],12:i:-, in den letzten Jahren in Europa sowie weltweit. Dabei stieg deren
prozentualer Anteil an S. Typhimurium-Isolaten innerhalb des Zeitraums von 2006 bis 2008
von 5,6% auf bis zu 32,5% (TRUPSCHUCH et al., 2010; BFR, 2010). Laut EFSA (2011) waren
monophasische S. Typhimurium die vierthaufigste beim Menschen und die zweithaufigste
beim Schwein nachgewiesene Serovar im Jahr 2010 in Europa. Der erste Nachweis einer
neuen Serovar mit der Antigenformel 4,[5],12:i:-, welche haufig mit dem Phagentyp DT U302
und Schweinen sowie Schweinefleisch assoziiert war, wurde 1997 in Spanien festgestellt
und nahm seitdem stetig zu (ECHEITA et al., 1999; TRUPSCHUCH et al. 2010; HAUSER et al.,
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2012). In Deutschland taucht erstmals 2006 eine Serovar 4,[5],12:i:- des Phagentyps DT193
auf (TRUPSCHUCH et al., 2010). Nachweise der in den vorliegenden Untersuchungen festge-
stellten monophasischen Variante bei Schweinen in China sind in der wissenschaftlichen
Literatur bislang nicht zu finden. YANG et al. (2015) wiesen jeodch bereits multiresistente
monophasische Salmonellen mit der Antigenformel (O1,4,[5],12:i:-) in Lebensmitteln tieri-
scher Herkunft (v.a. Schweinefleisch) nach. Sie fihrten auf, dass diese Serovor unter den
vier haufigsten Salmonellen-Serovaren, die als Verursacher von humanen Salmonellosen in
China in Erscheinung treten, zu finden war.

Die Bedeutung dieser Serovar aus Sicht des Verbraucherschutzes und der Gesundheit des
Menschen liegt im Verursachen lebensmittelbedingter Infektionen. Infektionen und gréRere
Salmonellose-Ausbriiche beim Menschen durch kontaminierte Lebensmittel wie Schwei-
nefleisch und Wurst mit multiresistenten, monophasischen Serovaren (04,[5],12:i:-) werden
u.a. 2006 in Luxemburg (MOSSONG et al. (2007), 2010 in Frankreich (BONE et al., 2010; RA-
GUENAUD et al., 2012), in Spanien (ECHEITA et al., 1999; DE LA TORRE et al. 2003), 2007 in
Griechenland (MANDILARA et al., 2013), in den USA (New York) (AGASAN et al. 2002; HOEL-
ZER et al. 2010), in Brasilien (TAVECHIO et al. 2009), in Thailand (AMAVISIT et al. 2005) und in
Taiwan (CHIU et al. 2006) beschrieben. In mehreren Studien postulierten die Autoren bezlg-
lich des Ursprungs der monophasischen Stamme O4,[5],12:i:- eine enge Verwandschaft mit
S. Typhimurium (ECHEITA et al., 1999; DE LA TORRE et al. 2003; ZAMPERINI, 2007; TAVECCHIO
et al. 2009; BUGAREL et al., 2011), die sich in unseren Untersuchungen ebenfalls bestatigte.
In Bezug auf den Phagentyp kommen weltweit unterschiedliche Typen bzw. klonale Linien
vor. Dabei kommen haufig die Typen DT U302, v.a. in Spanien (ECHEITA et al., 1999; DE LA
TORRE et al. 2003; LAORDEN et al., 2010), und DT193 und DT120, v.a. in Europa (HOPKINS et
al., 2010; HAUSER et al., 2012; EFSA, 2011) vor. Auch in China spielen Salmonellen als Ur-
sache lebensmittelbedingter Infektionen eine Rolle. Dies zeigten verschiedene Studien
(WANG et al., 2007; SHAO et al., 2011; LI et al., 2013, YANG et al., 2015), nach denen schat-
zungsweise 22% der lebensmittelbedingten Infektionen in China durch Salmonellen, darunter
die meisten Falle durch die Serovare Enteritidis und Typhimurium verursacht werden. QU et
al. (2012) stellen Salmonellen in 3,9% der Falle akuter Durchfélle in Krankenhausern in Pe-
king fest. Aus den vorliegenden Untersuchungen wird deutlich, dass auf dem Schweinebe-
stand klinisch relevante, multiresistente Salmonellen vorkommen und diesbeziiglich eine
Salmonellenproblematik besteht. Daraus lassen sich Gefahren hinsichtlich einer Kontamina-
tion der Umwelt sowie eines Eintrags in Futtermittel und die Lebensmittelkette mutmalien,
jedoch waren Untersuchungen von Lebensmitteln kein Bestandteil dieser Arbeit. Salmonel-
len-ausscheidende Schlachtschweine sind als Hauptursache flir die Kontamination von Kar-
kassen und Fleisch- und Wurstwaren anzusehen. Somit stellen die im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse hinsichtlich einer Salmonellenproblematik mit hu-
manmedizinisch relevanten Salmonellen eine potenzielle Gefahr fir die Gesundheit des
Menschen dar. In Deutschland wurden 13.823 Salmonellose-Falle und 70.190 Campylobac-
teriose-Falle fur das Jahr 2015 gemeldet (RKI, BfR, 2016). In Europa wurden 2013 ca.
85.000 Salmonellose und 213.000 Campylobacteriose-Falle amtlich gemeldet. Die Dunkelzif-
fer durfte jedoch deutlich héher liegen. ROSLER (2006) spricht von einer 10-100fachen Dun-
kelziffer.

Ein weiterer Schwerpunkt innerhalb des ersten Themenkomplex der vorliegenden Arbeit be-
stand in der Erfassung der Resistenzsituation der nachgewiesenen Salmonellen. Die Ziel-
stellung der durchgeflihrten Untersuchungen lag einerseits in der epidemiologischen Typisie-
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rung sowie der Beurteilung der Bedeutung der Salmonellen innerhalb des Schweinebe-
stands. Andererseits sollte dartiberhinaus das Vorkommen von Resistenzen und das Risiko
der Entstehung und Verbreitung von Resistenzgenen auf andere Krankheitserreger erfasst
und bewertet werden. Die Resistenzentwicklung pathogener, insbesondere zoonotischer
Erreger sowie deren Verbreitung und moglicher Eintrag in die Umwelt, in Futtermittel und die
Lebensmittelkette stellt eine aus Sicht des Verbraucherschutzes und der Allgemeingesund-
heit ernstzunehmende Gefahr dar. Die WHO warnt davor, dass sich Antibiotika-Resistenzen
weltweit so stark verbreiten und dass dadurch gewéhnliche Infektionen bald wieder tédlich
enden konnten. O'NEILL (nach VENTER et al., 2017) prognostiziert, dass durch Antibiotika-
Resistenz bedingte Todesfalle bis 2050 allein in den USA von 700.000 auf 10.000.000 Falle
pro Jahr ansteigen und somit Krebserkrankungen als Todesursache Nummer eins abldsen
wiarden. Laut WHO ist in China bis 2050 ebenfalls zu befurchten, dass es jahrlich ca.
1.000.000 vorzeitige Todesopfer durch Infektionen mit Antibiotika-resistenten Erregern ge-
ben wird. Dies verdeutlicht die immense globale Bedeutung der Entwicklung und Verbreitung
multiresistenter Keime. Das Vorhandensein von Antibiotikaresistenzgenen und ein entspre-
chender Antibiotika-Selektionsdruck sind Voraussetzungen flr die Verbreitung von resisten-
ten Bakterien oder ihrer auf Ubertragbaren genetischen Elementen lokalisierten Resistenz-
gene. Resistenzreservoire sind z. B. Krankenhduser mit ihrem hohen Antibiotikaeinsatz, aber
auch kommerzielle Tiermastanlagen, in denen Antibiotika ("Leistungsférderer") verflttert
werden (RKI) Laut GERMAP (2015)-Studie wurden in 2015 insgesamt 1.706 t und in 2014
insgesmat 1.238 t antimikrobiell wirksame Grundsubstanzen in der Veterindrmedizin abge-
ben. Die Empfindlichkeitstestung der isolierten Salmonella-Serovare gegentiber Substanzen
mit antimikrobiellen Eigenschaften sollte verdeutlichen, dass nicht die Salmonellen-
Problematik im Schweinebestand ein ausschlieRliches Problem aus Sicht der Hygiene dar-
stellt, sondern ebenfalls resistente und teilweise multiresistente Salmonellen und deren Re-
sistenzgene aus der Tierhaltung in die Umwelt gelangen kénnen. Bei den Tieren, insbeson-
dere den Mastschweinen, war eine multiresistente, monophasische Variante von Salmonella
Typhimurium DT120 vorherrschend. Diese Serovar wurde ebenfalls in Futtermittelproben, in
den Substraten der Biogasanlage und in einer einzelnen, sporadisch untersuchten Probe des
,Glllesees“ nachgewiesen. Dabei zeigten die Isolate dieser Serovar Multiresistenz und wa-
ren gegeniuber zehn der neunzehn getesteten Substanzen mit antimikrobieller Wirkung, u.a.
aus unterschiedlichen Antibiotika-Stoffgruppen, resistent. Resistenzen bestanden dabei ge-
genuber Aminopenicillinen, Sulfondamiden und Sulfamethoxazole/Trimethoprim, Tetrazyk-
linen, Aminoglykosiden und Chloramphenicol. Lediglich gegeniiber vier der untersuchten
Substanzen, darunter die Cepaholsporine sowie Colistin und Polymyxin B, waren die Isolate
sensibel. Ein Teil der Isolate wies zudem Resistenz gegenliber Enrofloxacin und Trime-
thoprim, seltener gegenuber Ciprofloxacin und Amoxicillin/Clavulansaure auf. Die Serovar
Derby wies Resistenzen gegenliber den getesteten Sulfonamiden und Tetrazyklinen auf. Die
Ubrigen Serovare (Senftenberg, Havana, Mbandaka, Meleagridis, Hoboken, Infantis und
Newport), die aus Sammelkotproben der Sauen, Futtermittelproben, den Substraten und
Garresten der Biogasanlage oder aus Umweltproben isoliert wurden, waren resistent gegen-
Uber Sulfamethoxazole und teilweise gegenliber einer Sulfonamidkombination. Ansonsten
waren sie sensibel gegenuber allen getesteten Wirkstoffen. Eine Ausnahme bildeten die Iso-
late der Serovare London und Anderlecht. Diese wiesen eine, der monophasischen Variante
von S. Typhimurium DT120 vergleichbare Multiresistenz gegeniber 11 der 19 getesteten
Stoffe mit antimikrobieller Wirkung auf. Sie waren ebenfalls zu 60% resistent gegenuber En-
rofloxacin, teilweise resistent gegentiber Cefalexin. Fur Ciprofloxacin wurde eine intermedia-
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re Wirksamkeit festgestellt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit verdeutlichen, dass mul-
tiresistente humanmedizinisch-relevante Salmonellen auf dem Schweinehaltungsbetrieb vor-
kommen und ein Bestandsproblem darstellen. Au3erdordentlich bemerkenswert und besorg-
niserregend ist zudem neben der hohen Pravalenz in Sammelkotproben der Schweine, de-
ren Vorkommen in Proben der Biogasanlage sowie der Umwelt. Dies verdeutlicht die Gefahr
eines Austrags multiresistenter Keime in die Umwelt und einer damit moglichen Verbreitung
resistenter Erreger sowie deren Resistenzgenen.

Die Unterschiede bezliglich der Resistenzsituation verschiedener Serovare stimmen mit Er-
gebnissen der DARLIink-Studie (BfR, 2010) in Deutschland Gberein. Im Kontrast dazu stehen
allerdings die hohen Resistenzraten der Serovar London in den vorliegenden Untersuchun-
gen im Vergleich zu den Ergebnissen in Deutschland (BfR, 2010). Der Nachweis multiresis-
tenter monophasischer Varianten von S. Typhimurium ist im Einklang mit zunehmenden
Nachweisen dieser Serovar mit dem typischen A(C)SSuT-Resistenzphanotyp in Europa und
weltweit (HOPKINS et al., 2010, TRUPSCHUCH et al., 2010). Die in den vorliegenden Untersu-
chungen festgestellten hohen Resistenzraten, insbesondere die der monophasischen S. Ty-
phimurium DT120-Serovar, gegenliber Sulfonamiden, Tetrazyklinen und Aminopenicillinen
sowie die niedrigen Resistenzraten gegentber Cephalosporinen und Ciprofloxacin stimmen
mit den Ergebnissen in Europa (GERMAP, 2008; BFR, 2008; GERMAP, 2010, BfR, 2010;
EFSA, 2011, ANTUNES et al., 2011, FERNANDES et al., 2012), in China (ZHANG et al., 2008;
PAN et al., 2010; LI et al., 2013) und weltweit (SWITT et al., 2009; HOPKINS et al., 2010; HAU-
SER et al., 2012; NGoI et al., 2013) Uberein. Jedoch handelte es sich in den Untersuchungen
von ZHANG et al. (2008) um Cephalosporin-resistente Salmonella-Isolate mit zusatzlichen
Resistenzen gegenlber Ciprofloxacin, Sulfamethoxazole/Trimethoprim und Amoxicillin/ Cla-
vulansaure. LI et al. (2013) wiesen gegenuber Ampicillin nur Resistenzraten von 25% nach.
YILMAZ (2012) stellte in seinen Untersuchungen auf deutschen Schweinehaltungsbetrieben
und Schlachthéfen ebenfalls hohe Resistenzraten der Salmonella-Serovare gegenuiber
Amoxicillin (97%) und Tetracyclin (58%) fest. Die Resistenzrate gegenltber Chloramphenicol
lag mit 73,6% deutlich hdher als in Europa (42-49%) (GERMAP, 2008, 2010) und in einem
Bestand in China (16,4%) (PAN et al., 2010). Die hohen Resistenzraten gegenuber Gentami-
cin sind in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von YILMAZ (2012) (Gentamicin 77,5%)
und von ANTUNES et al. (2011) bei monophasischen S. Typhimurium in Portugal. Im Gegen-
satz dazu stehen die Ergebnisse der DARLink-Studie, in denen niedrige Resistenzraten ge-
genuber Gentamicin und Neomycin flr Salmonella spp. inklusive der Serovare S. 4,[5],12:i:-
und S. Typhimurium festgestellt wurden (BFR, 2010). Hinsichtlich der Resistenz gegeniber
Sulfamethoxazole/Trimethoprim (Cotrimoxazole) (58,6%) der Serovare zeigten LI et al.
(2013) in ihren Untersuchungen von Salmonella-lsolaten von Schweinen in Sichuan ver-
gleichbare Ergebnisse (34%). Auch die hohe Rate an Multiresistenz stimmt mit Feststellun-
gen weiterer Studien in China (Pan et al., 2010; Li et al., 2013) iberein. In erster Linie geben
die vorliegenden Untersuchungen Auskunft tUber die Salmonellenpravalenz und die Resis-
tenzsituation innerhalb der untersuchten Stalle sowie auf die Situation auf dem untersuchten
Bestand. Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass auf diesem chinesischen Schweinehaltungs-
betrieb eine Salmonellen-Problematik besteht und dass hohe Resistenzraten der Salmonel-
la-Isolate gegeniber mehreren Substanzen mit antimikrobiellen Eigenschaften bestehen.
Dies zeigt, dass multiresistente und klinisch relevante Salmonellen in Schweinehaltungen in
China vorkommen. Das Vorkommen multiresistenter Keime, insbesondere zoonotischer Er-
reger wie Salmonellen, stellt ein ernstzunehmendes Problem fir die Tiergesundheit und die
Gesundheit des Menschen dar. Dabei besteht die globale Bedeutung aber weniger in den
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Salmonelleninfektionen der Schweine aus Sicht der Tiergesundheit, sondern vielmehr um ein
Problem aus Sicht des Verbraucherschutzes und des Gesundheitswesens. Den Problem-
kreis bilden einerseits Therapieversagen bei der Behandlung erkrankter Tiere und damit ver-
bundener wirtschaftlicher Verluste. Andererseits spielt der Eintrag dieser Erreger in die Um-
welt, in Futtermittel und in die Lebensmittelkette eine wichtige Rolle. Dabei kommt neben
dem zoonotischen Potenzial der Erreger insbesondere der moglichen Verbreitung multiresis-
tenter Erreger und von Resistenzgenen sowie deren Ubertragung auf andere pathogene Er-
reger eine herausragende Bedeutung zu. Durch entsprechenden Selektionsdruck und vor-
handene Ubertragbare Resistenzgene besteht die Mdglichkeit der Aufnahme weiterer Resis-
tenzgene durch bereits multiresistente Krankheitserreger. Infektionen mit diesen Erregern
stellen damit nicht-therapierbare Erkrankungen dar, in deren Folge es zu vielen Todesfallen
kommt.

Die teilweise héheren Resistenzraten in der vorliegenden Arbeit sind mitunter der Tatsache
geschuldet, dass die Resistenzraten stark durch den grof’en Anteil der Isolate (n=57) der
multiresistenten, monophasischen Variante von S. Typhimurium DT120 gepragt sind. Die
Resistenzrate innerhalb einer Studie wird entscheidend durch die Anteile der unterschiedli-
chen Serovare beeinfluf3t. Ein Grund fir die hohen Resistenzraten kann auf’erdem in der
Anwendung entsprechender Wirkstoffe in der Tierhaltung liegen. Resistenzen bestehen ins-
besondere gegeniber Wirkstoffen, die haufig Anwendung in der Schweinehaltung finden
(ZHANG et al, 2008; ANTUNES et al., 2011).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass das Vorkommen multiresistenter Salmonellen
sowohl eine Problematik fliir den Schweinebestand selbst, als auch Gefahren aus Sicht des
Verbraucherschutzes darstellt. Betriebswirtschaftliche Folgen entstehen auf dem Schweine-
haltungsbetrieb zum Beispiel aufgrund akuter oder chronischer Erkrankungen der Tiere. Er-
hohte Kosten kdnnen dabei u.a. durch schwer zu therapierende Infektionen, Tierverluste,
schlechte Futterverwertung und Tageszunahmen bei den Schweinen oder verminderte
Schlachterlése entstehen. Andererseits kdnnen Reingungs- und DesinfektionsmalRnahmen
sowie Mallnahmen zur Bestandsanierung aufwendig und kostspielig und trotzdem gegebe-
nenfalls erfolglos sein. Aus Sicht der Verbraucher und der Gesellschaft besteht die Gefahr
lebensmittelbedingter Erkrankungen und der damit verbundenen Folgen. Auflerdem kdnnen
Resistenzen auf andere Krankheitserreger Gbertragen werden und in Einrichtungen des Ge-
sundheitswesens gelangen. Dies kann schwerwiegende Folgen flr das Allgemeinwohl ha-
ben, u.a. infolge von gehauften Todesfallen aufgrund Therapieversagens bei Infektionen mit
multiresistenten Erregern gegen die kein Antibiotikum mehr wirksam ist. Einschrankend
muss gesagt werden, dass die Ubertragung der Ergebnisse der vorliegenden Untersuchun-
gen auf den Gesamtbestand und deren gesellschaftliche Bedeutung aufgrund des begrenz-
ten Probenumfangs und der Anzahl beprobter Stalle jedoch nur bedingt méglich ist.

Eine weitere Zielstellung innerhalb des ersten Themenkomplexes der vorliegenden Arbeit
beschaftigte sich mit dem Vorkommen und der Pravalenz einer nasalen Besiedlung der
Schweine mit Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) auf dem untersuch-
ten Bestand sowie der weiteren Charakterisierung der MRSA-Stamme zur Beurteilung deren
epidemiologischer Bedeutung. Hierzu wurden Nasentupferproben von Einzeltieren genom-
men und die vorkommenden MRSA-Stdmme weiter typisiert und auf deren Empfindlichkeit
gegenuber Stoffen mit antimikrobieller Wirkung getestet. Damit sollten einerseits Erkenntnis-
se Uber die epidemiologische Situation auf dem Bestand erarbeitet und andererseits mogli-
che Infektionsquellen fur das Personal aufgedeckt werden. Dies diente der Abschatzung ei-
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ner daraus resultierende Gefahrdung des Eintrags multiresistenter Erreger aus der Tierhal-
tung in die Gesellschaft und das Gesundheitswesen.

Es konnte in den vorliegenden Untersuchungen gezeigt werden, dass auf dem untersuchten
Schweinehaltungsbetrieb eine hohe Pravalenz von ca. 90% fur eine nasale Besiedlung der
Schweine mit MRSA besteht. Dabei konnte bei den Mastschweinen eine im Vergleich zu den
Sauen hohere Pravalenz von 97,7% zu 76,9% festgestellt werden. Bei den nachgewiesenen
MRSA-Isolaten wurde ausschlieBlich der SpA-Typ 1899, der SCCmec-Typ IVb und der
MLST-Typ ST2136 nachgewiesen. Die Sequenztypen ST2136 und ST9 sind eng verwandt
und unterscheiden sich nur in einem Allel. Sie werden beide dem klonalen Komplex CC9
zugeordnet. Der Nachweis des MRSA-Stammes ST2136 (spa-Typ t899) auf dem Schweine-
betrieb in den vorliegenden Untersuchungen ist im Konsenz mit Beobachtungen verschiede-
ner Autoren, die MRSA des klonalen Komplex CC9 als dominierenden MRSA-Typ bei
Schweinen in Asien (WAGENAAR et al., 2009; Cul et al., 2009; GRAVELAND et al., 2011) im
Gegensatz zu dem in Europa und Nordamerika bei Schweinen dominierendem MRSA-Typ
ST398 (CC398) (DE NEELING et al., 2007) feststellen. Durch die vorliegende Arbeit sollte zu-
dem die Frage geklart werden, ob einerseits MRSA bei Schweinen in China vorkommen und
welcher Herkunft sie sind. Andererseits sollte mit Hilfe der erarbeiteten Informationen eine
Abschatzung hinsichtlich der Bedeutung der Schweinehaltung als Reservoir fur multiresisten-
te MRSA sowie des Risikos eines Eintrags dieser Erreger in die Gesellschaft und in Einrich-
tungen des Gesundheitswesens erfolgen.

Die hohe Pravalenz einer nasalen Kolonisation der Schweine mit MRSA ist in Ubereinstim-
mung mit den Beobachtungen von LO et al. (2012) in Taiwan, die MRSA in 48,7% der unter-
suchten 150 Farmen nachwiesen und insgesamt bei allen Tieren eine Pravalenz von 42,5%
feststellten. Hohe Pravalenzen von 67-71% in den Niederlanden (DE NEELING et al., 2007,
VAN DUIJKEREN et al., 2008) und 52% in Deutschland (KOCK et al., 2009) fihrten TsSAI et al.
(2012) auf. Im Gegensatz dazu zeigten andere Studien niedrigere Pravalenzen von 11,4% in
China (Cul et al., 2009), 24,9% in Kanada (KHANNA et al., 2008), 3,2% in Korea (LIM et al.,
2011), 1,4% in Malaysia (NEELA et al. 2009) und 0,9% in Japan (TsSAl et al., 2012). Ein Ver-
gleich der vorliegenden Untersuchungen mit Ergebnissen aus den unterschiedlichen Studien
ist aber nur mit gewissen Einschrankungen mdéglich. Es handelte sich um die Nachweisrate
auf einem einzelnen Bestand, aus einer begrenzten Anzahl an Stallen und Tieren, im Ge-
gensatz zu den in landesweiten Studien oder mehreren Bestidnden erhobenen Pravalenzen.
Zudem unterscheiden sich die Studien teilweise hinsichtlich der untersuchten Probenart und
des Probenahmeplans.

Multiresistente MRSA ST2136 (spa-Typ t337, SCCmec-Elements 1X) wiesen VESTERGAARD
et al. (2012) in Nasentupfern von Schweinen und in Schweinefleischproben in Thailand nach.
GUARDABASSI et al. (2009) beschreiben in ihren Untersuchungen einen MRSA ST9 (spa-Typ
t899) der bei Schlachtschweinen in Hong Kong nachgewiesen wurde. In Untersuchungen in
Taiwan wiesen TSAl et al. (2012) bzw. LO et al. (2012) ebenfalls MRSA mit dem Spa-Typ
t899 sowie dem MLST ST9 in Nasentupfern von Schweinen in einer von drei Farmen und
einem Schlachthof bzw. in 48,7% der Bestande nach. ANUKOOL et al. (2011) stellten MRSA
ST9 auf einem Schweinebetrieb in Thailand in 40% (10%) der Proben fest.

Der auf der Schweinehaltungsfarm isolierte MRSA-Stamm ST2136 (CC9) war multiresistent
und zeigte ein breites Resistenzspektrum gegenlber verschiedener Antibiotika-
Stoffklassen. Die untersuchten, reprasentativ ausgewahlten Isolate waren multiresistent mit
Resistenzen gegenuber Penicillin, Oxacillin, Cefoxitin, Tetrazyklin, Chloramphenicol, Cipro-
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floxacin, Clindamycin, Gentamicin, Erythromycin, Kanamycin, Streptomycin, Sulfametho-
xazole/Trimethoprim, Trimethoprim und Tiamulin. Die Isolate waren allesamt empfindlich
gegenuber Vancomycin, Linezolid, Mupirocin, Rifampicin und mit einzelnen Ausnahmen ge-
genuber Fusidinsdure bzw. Sulfamethoxazole. Die Ergebnisse der Empfindlichkeitstestung
des MRSA-Stammes ST2136 (CC9) bestdtigen die Feststellung, dass [aMRSA CC9 bei
Schweinen in Asien im Gegensatz zu den laMRSA CC398 bei Schweinen in Europa und
Nordamerika ein breiteres Resistenzspektrum aufweisen (GUARDABASSI et al., 2009). Ver-
gleichbare Ergebnisse einer Multiresistenz finden auch VESTERGAARD et al. (2012) bei MRSA
ST2136-Isolaten in Thailand, ANNUKOOL et al. (2011) und LO et al. (2009) bei MRSA ST9 in
Thailand bzw. Taiwan und GUARDABASSI et al. (2009) bei laMRSA ST9 bei Schweinen in
Hong Kong. Die MRSA ST398 in der Studie von de NEELING et al. (2007) waren dagegen
empfindlich gegenuber Ciprofloxacin, Sulfonamid/Trimethoprim, Rifampicin und Chlora-
mphenicol. Insbesondere die Resistenz gegentber in der Humanmedizin wichtigen Antibioti-
ka stellt eine Gefahr fir die Therapie dar (VESTERGAARD et al., 2012). Die laMRSA der klona-
len Komplexe CC398 und CC9 kommen in erster Linie beim Schwein vor und besitzen ihr
Hauptreservoir in dieser Tierart. Sie kbnnen jedoch auch Menschen kolonisieren und infizie-
ren (KEHRENBERG et al, 2009, KOCK et al., 2009). Untersuchungen des Farmpersonals auf
eine nasale Kolonisation mit MRSA waren nicht Teil der vorliegenden Arbeit. Dennoch kann
aufgrund der hohen Pravalenz einer nasalen Besiedlung der Schweine mit MRSA eine Uber-
tragung auf das Personal nicht ausgeschlossen werden. Einige Autoren beschreiben Nach-
weise beim Menschen und weisen auf die Gefahr einer wechselseitigen Ubertragung zwi-
schen Schweinen und Menschen sowie des Eintrags in die Gesellschaft Uber Tierkontakt
und evtl. Uber Lebensmittel hin (WAGENAAR et al., 2009; Cul et al. 2009; VESTERGAARD et al.,
2012). Die Kolonisation und ebenfalls die Infektion des Menschen stehen in engem Zusam-
menhang mit der Exposition zu kolonisierten Nutztieren, v.a. dem Schwein. Beruflich expo-
nierte Personen (Schweinehalter, Tierarzte) besitzen ein deutlich erhdhtes (>760 Mal) Risiko
einer Besiedlung oder Infektion mit MRSA (VOSS et al., 2005; ARMAND-LEFEVRE et al. 2005;
VAN LOO et al., 2007). Nach Angaben von LIU et al. (2008) konnte ein MRSA ST9-Stamm
(spa-Typ t899) bei einer Infektion eines Menschen in Guangzhuo in China nachgewiesen
werden. Cul et al. (2009) dokumentierten erstmals das Vorkommen von MRSA ST9 (spa-Typ
t899) bei Schweinen und Farmpersonal in China in den Regionen ShanXi, HeBei, SiChuan
und HuBei. Bei Infektionen des Menschen in Krankenhausern in China tritt der Sequenztyp
ST9 (CC9) bislang sehr selten auf. In erster Linie kommen die Sequenztypen ST5 (CC5),
ST239 (CC8) und ST22 (CC22) vor (LIU et al., 2009; WAGENAAR et al., 2009; STEFANI et al.,
2012). Die vorliegende Arbeit sagt ausschlieldlich etwas Uber das Vorkommen von MRSA bei
den Schweinen im untersuchten Bestand aus. Untersuchungen des Farmpersonals waren
nicht Bestandteil der vorliegenden Arbeit. Dementsprechend kann nur auf Grundlage der
Feststellungen anderer Studien eine entsprechende Gefahr einer mdglichen Ubertragung
zwischen Mensch und Tier sowie des Eintrags in Einrichtungen des Gesundheitswesens von
laMRSA gemutmalt werden. Die hohe Pravalenz lasst jedoch eine mdgliche Kolonisation
der mit den Schweinen im engen Kontakt befindlichen Mitarbeiter vermuten. Somit besteht
die Moglichkeit des Eintrags multiresistenter laMRSA ST2136 Uber das Farmpersonal in die
Gesellschaft und damit auch in Einrichtungen des Gesundheitswesens. Besorgniserregend
ist zudem die Multiresistenz gegenlber Substanzen mit antimikrobiellen Eigenschaften aus
diversen Antibiotika-Stoffgruppen. Dies eréffnet einerseits die direkte Ubertragung multiresis-
tenter Erreger und anderseits die Ubertragung von Resistenzgenen auf andere Errerger.
Dies ist inbesondere vor dem Hintergrund der weiten Verbreitung von Staphylokkoken und
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des naturlichen Vorkommens innerhalb der Normalflora der Haut und Schleimhaut von Men-
schen kritisch zu betrachten. Da es bislang nur wenige Berichte der MRSA-Pravalenz bei
Schweinen und Schweinehaltern in China gibt, waren weitere Untersuchungen, die mehrere
Schweinehaltungen und ebenfalls das Personal beinhalten, flr die Zukunft winschenswert.

6.3 Bewertung der biotechnologischen Behandlung und der Tenazitatsversuche

Da auf dem Betrieb sowohl eine Biogasanlage als auch eine Kompostierungsanlage vor-
handen waren, die zum Zeitpunkt der Untersuchungen in erster Linie zur Energiegewinnung
und Aufwertung von Wirtschaftsdlinger verwendet wurden, bietet sich eine gleichzeitige Nut-
zung weiterer Eigenschaften der biotechnologischen Behandlung an. Auf dem Schweinehal-
tungsbetrieb fallen grole Mengen organischer Abfalle, insbesondere tierische Ausscheidun-
gen, an. Diese enthalten sowohl Nahrstoffe als auch pathogene Mikroorganismen. Durch die
Verwertung auf landwirtschaftlichen Flachen kdnnen Nahrstoffe recycelt und in den Stoff-
kreislauf zurtickgeflhrt werden. Aus Sicht der Hygiene birgt die Verwertung unbehandelter
biologischer Abfalle in der Landwirtschaft jedoch die Gefahr der Verbreitung dieser Erreger
sowie von Resistenzgenen in der Umwelt. Mit Hilfe einer biotechnologischen Behandlung
besteht die Moglichkeit einer ,Hygienisierung” der organischen Abfalle. Dementsprechend
kann die Behandlung als Malihahme zur Risikominimierung vor deren Verwertung als Wirt-
schaftsdunger auf landwirtschaftlichen Flachen fungieren. Zur Optimierung der Malinahmen
zur Risikominimierung sollten Informationen Uber die hygienisierenden Eigenschaften der
biotechnologischen Behandlungsmaéglichkeiten erhalten werden. Zudem sollten Daten zur
Inaktivierung einer im Tierbestand dominierenden Salmonellen-Serovar in ergadnzenden La-
borversuchen erarbeitet werden. Der Prozess der ,Hygienisierung® erfolgt aufgrund ver-
schiedener, insbesondere thermischer Faktoren und bedarf einer Uberpriifung. Dies kann
nach MalRgaben der Bioabfallverordnung (BioAbfV) in Form einer Validierung und zusatzli-
cher regelmafiger Produktprifungen erfolgen. Um die Hygienisierungskapazitat der ange-
gliederten, mesophil betriebenen Biogasanlage auf dem Schweinehaltungsbestrieb zu beur-
teilen, erfolgten Untersuchungen der Ausgangssubstrate und Garreste auf Salmonellen als
,Input-/Output‘-Analyse. Dagegen wurde die Uberpriifung der Hygienisierungskapazitat un-
terschiedlicher Varianten der Kompostierung von Schweinemist mit Maisstrohhéacksel in ei-
nem halb-technischen Versuchsaufbau mithilfe der direkten Prozessprifung (Validierung)
durchgefiihrt. Die Valdidierung erfolgte in Anlehnung an die Bioabfallverordnung (BioAbfV)
(ANONYM, 2012) mit dem Testorganimus Salmonella Senftenberg W75 (H.S negativ) und
gleichzeitigen Temperaturmessungen. Um optimal auf die spezifischen Bedingungen auf
dem untersuchten Schweinebestand eingehen zu kénnen, wurden die Inaktivierungsversu-
che mit einer, in den vorliegenden Untersuchungen auf dem Schweinebestand nachgewie-
senen monophasischen Variante von S. Typhimurium DT120 durchgefiihrt. Die Auswahl die-
ser Serovar erfolgte einerseits aufgrund der hohen Pravalenz innerhalb des untersuchten
chinesischen Schweinehaltungsbetriebs und andererseits wegen ihrer Bedeutung aus le-
bensmittelhygienischer Sicht fir die Gesundheit des Menschen. Da sowohl die Temperatur
als auch die Einwirkdauer entscheidende Faktoren bei der Inaktivierung von Krankheitserre-
gern darstellen und maRgeblich an der ,Hygienisierung“ wahrend einer biotechnologischen
Behandlung beteiligt sind, erfolgten die Untersuchungen in Laborversuchen wahrend der
Erhitzung von Gille und physiologischer Kochsalzlésung bei verschiedenen Temperatur-
[Zeit-Kombinationen und wahrend der Langzeitlagerung von Gulle und Garresten. Ziel der im
Rahmen des zweiten Themenkomplex durchgeflhrten Untersuchungen war es, die Eignung
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eingesetzter biotechnologischer BehandlungsmafRnahmen in Hinsicht auf inre Fahigkeit rele-
vante Krankheitserreger zu eliminieren zu uUberprifen. Damit sollte das Potenzial der bio-
technologischen Behandlung zur Unterbrechung epidemiologischer Kreislaufe innerhalb des
Schweinehaltungsbetriebs festgestellt werden. Zudem sollten die Erkenntnisse dazu dienen,
weitere Behandlungsmaoglichkeiten, die zur Risikominimierung bei der Verwertung organi-
scher Abfélle aus der intensiven Tierhaltung dienen, zu konstruieren. Dabei sollte die bio-
technologische Behandlung zur Vermeidung des Eintrags pathogener Erreger sowie deren
Resistenzgenen aus der intensiven Tierhaltung in die Umwelt und mdoglicherweise Uber
Pflanzen und Futtermittel in die Lebensmittelkette beitragen. Erkenntnisse zur Tenazitat ei-
ner auf dem Bestand weitverbreiteten monophasischen Variante von S. Typhimurium DT120
kénnten zudem helfen, um spezifische MalRnahmen zur Erreger-Elimination und Bestandsa-
nierung zu planen und umzusetzen.

Zur Beurteilung der Hygienisierungseffizienz der mesophil (bei 23-26°C) betriebenen, an
den Schweinehaltungsbetrieb angegliederten Biogasanlage, wurden mikrobiologische Unter-
suchungen der Substrate, Schweinefestmist und Gille, sowie der flissigen und festen Gar-
reste der Biogasanlage auf Salmonellen untersucht. Die Proben wurden in einem Zeitraum
von vierzehn Tagen in Abstanden von drei bis funf Tagen und erneut einmalig nach acht
Wochen gezogen. Aus betriebstechnischen Grinden konnten nicht bei jedem Probenahme-
termin alle unterschiedlichen Proben erhalten werden. Der Nachweis von Salmonellen, da-
runter unterschiedliche Serovare, in allen untersuchten Proben der Substrate und Garreste in
den vorliegenden Untersuchungen bestatigte, dass auf dem chinesischen Schweinehal-
tungsbetrieb eine permanente Salmonellenproblematik bestand. Es zeigte zudem, dass die
mesophile Betriebsweise der Biogasanlage als Mallhahme zur Hygienisierung nicht geeignet
ist. Dabei zeigte der ausschlieRliche Nachweis einer monophasischen Variante von S. Ty-
phimurium DT120 in den Beschickungssubstraten die zum Zeitpunkt der Untersuchungen im
Schweinebestand vorherrschende Serovar auf. Dies wurde auch durch die hohe Pravalenz
dieser Serovar in den Sammelkotproben und die vereinzelten Nachweise in den Futtermittel-
proben bekraftigt. Die Nachweise der Salmonella-Serovaren Derby, Meleagridis, Mbandaka,
London, Anderlecht und Hoboken in den flissigen und festen Garresten verdeutlichten, dass
Uber die Garreste bei deren Verwertung auf landwirtschaftlichen Flachen verschiedene Sal-
monellen in die Umwelt gelangen. Sollen die Endprodukte (flissige und feste Garreste) in
der Landwirtschaft als Wirtschaftsdiinger verwendet werden, muss die Forderung bestehen,
dass der Behandlungsprozess eine ausreichende Hygienisierung der Garreste sicherstellt.
Legt man die Anforderungen der BioAbfV (ANONYM, 2012) oder der Verordnung (EU) Nr.
142/2011 (ANONYM, 2011) an ein seuchenhygienisches und sicheres Endprodukt hinsichtlich
einer Salmonellen-Freiheit in 25 bzw. 50 Gramm des Probenmaterials zugrunde, dann be-
deutete der Nachweis von Salmonellen in allen Substraten und Garresten, unabhangig von
der jeweiligen Serovar, dass diese Anforderungen durch die Prozesseinfllisse in der Biogas-
anlage nicht erflllt wurden. Die mesophile Betriebsweise der Biogasanlage, bei Temperatu-
ren von 23 bis 26°C, in den vorliegenden Untersuchungen war demnach nicht zur Hygieni-
sierung der tierischen Ausscheidungen geeignet. Zwar unterschieden sich die festgestellten
Salmonellen-Serovare in den Substraten von denen in den Garresten, dennoch zeigte be-
reits der alleinige Nachweis von Salmonellen in allen Proben deutlich eine nicht ausreichen-
de Hygienisierung an. Diese Feststellung kann darauf beruhen, dass es sich bei den Pro-
bennahmen um Momentaufnahmen handelte und verweist viel mehr auf eine langere Persis-
tenz von unterschiedlichen Salmonella-Serovaren im Fermenter. Die Ergebnisse zeigen,
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dass Salmonella spp. in den Substraten vorhanden sind und somit die Gefahr einer Konta-
mination der Umwelt gegeben ist.

LiM und Mitarbeiter (2011) wiesen S. Typhimurium ebenfalls in 22,7% der Gulle-bzw. Fest-
mistproben auf Farmen in Korea nach. Die Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit den
Feststellungen von HOFERER (2001), DRCA (2007), ADE-KAPPELMANN (2008) und MARTENS et
al. (2009), die aus ihren Untersuchungen schlussfolgerten, dass die anaerobe Fermentation
im mesophilen Temperaturbereich allein keine ausreichend sichere Inaktivierung von patho-
genen Mikroorganismen und Tierseuchenerregern gewahrleisten kann. Die Erhéhung der
Temperatur ist der wichtigste Faktor flr eine Hygienisierung der verwendeten Substrate.
Demnach stellte ADE-KAPPELMANN (2008) wahrend der direkten Prozessprifung in mesophi-
len (44-47°C bzw. 46-48°C) Biogasanlagen Reduktionswerte von sieben bis acht logqo-
Stufen fest, konnte jedoch teilweise noch Salmonellen qualitativ und quantitativ in verschie-
denen Anlagen nachweisen. Zudem stellte sie eine vollstdndige Inaktivierung in einer Anlage
bei 38,5-40°C fest, die ihrer Aussage nach jedoch vorsichtig zu bewerten war. MASSE et al.
(2010) postulierten, das die anaerobe Fermentation bei 24°C (20-26°C) zur Reduktion der
Salmonellen um 1,2 bis 1,4 log-Stufen innerhalb von sieben Tagen flhrte. BAGGE et al.
(2005) stellten in ihren Untersuchungen an vier Biogasanlagen Salmonellen in 17% der Pro-
ben vor der Pasteurisierung sowie in 17% der Garreste fest. Als Ursachen beschrieben sie
eine moégliche Rekontamination wahrend des Transports bzw. in den Lagerungsbehaltern
oder eine evtl. Persistenz unterhalb der Nachweisgrenze. Die unterschiedlichen Studien sind
nicht ohne gewisse Einschrankungen vergleichbar. Die Untersuchungen unterschieden sich
grundsatzlich u.a. bezlglich des Versuchsaufbaus, der Anlagentechnik, der verwendeten
Substrate und der Betriebstemperaturen. Grundsatzlich kann aber fir die untersuchte Bio-
gasanlage auf dem Schweinebestand in China in Einklang mit den Feststellungen anderer
Autoren festgehalten werden, dass die mesophile Betriebsweise keine ausreichende Hygie-
nisierung der tierischen Ausscheidungen gewahrleistete. Die Bioabfallverordnung (BioAbf-
VO) (ANONYM, 2012) sieht vor, dass im Rahmen der Prozessprifung von Anaerobanlagen
Temperaturen von mindestens 55°C bzw. 50°C flr einen entsprechend langen, zusammen-
hangenden Zeitraum erreicht werden. Bei niedrigeren Betriebstemperaturen oder kirzeren
Einwirkungszeiten wird eine Vorbehandlung der Inputmaterialien oder eine Nachbehandlung
der Produkte bei 70°C fir eine Stunde bzw. eine aerobe Nachrotte (Kompostierung) der se-
parierten Garreste gefordert. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit verdeutlichen, dass
durch die tierischen Ausscheidungen Salmonellen in die Biogasanlage und lber die Garreste
in die Umwelt gelangen kénnten. Dadurch ist auch ein Eintrag multiresistenter Salmonellen
durch die Tierhaltung, wie von ANTUNES et al. (2011) beschrieben, mdéglich.

Dementsprechend sollte auf dem Bestand eine thermophile Betriebsweise der Anlage in Be-
tracht gezogen werden, um eine Hygienisierung der Substrate und eine Risikominimierung
bei der Verwertung der Garreste auf landwirtschaftlichen Flachen zu gewahrleisten. Der Er-
folg einer Hygienisierung muss durch eine Prozessprifung (Validierung) der Anlage Uber-
pruft werden. Alternativ bestehen die Mdglichkeiten einer thermischen Behandlung der Be-
schickungssubstrate sowie der Garreste vor der Verwertung oder eine Separierung der Gar-
reste, wobei die flissige Phase in die Biogasanlage rickgefuhrt und die feste Phase einer
Kompostierung unterzogen wird.

In Laborversuchen sollten Daten zur Inaktivierung der monophasischen Variante von Sal-
monella Typhimurium DT120 wahrend der Langzeitlagerung in Gulle und Garresten erar-
beitet werden. Aulterdem wurden Sporen des aeroben Sporenbildners Bacillus atrophaeus
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ssp. globigii (Bacillus globigii) getestet. Die Untersuchungen wurden tber einen Zeitraum von
achtundvierzig Wochen bei einer Lagerungstemperatur von +10°C, orientiert an den Jahres-
durchschnittstemperaturen in Deutschland und Nordchina, durchgefuhrt. Ziel der Versuche
war es, Informationen Uber die Tenazitat einer auf dem Bestand vorkommenden, aus le-
bensmittelhygienischer Sicht bedeutsamen Salmonellen-Serovar zu generieren. Aufderdem
sollte die Eignung einer Langzeitlagerung von Wirtschaftsdingern als Mal3inahme zur Erre-
gerreduktion und Risikominimierung vor der Verwertung auf landwirtschaftlichen Flachen
Uberpruft und daraus Empfehlungen abgeleitet werden. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich
fur die monophasische Variante von S. Typhimurium DT120 eine relativ konstante Keimzahl-
reduktion in beiden untersuchten Substraten Uber den gesamten Zeitraum der Lagerung.
Eine Reduktion um finf logo-Stufen konnte in der Gllle erst nach 36wdchiger Lagerung
nachgewiesen werden. In den Garresten hingegen wurde sie bereits nach 20 Wochen er-
reicht. Die Keimzahlen lagen in den Garresten nach 36 Wochen sowie in der Giille nach 48
Wochen unterhalb der Nachweisgrenze von 3,0 KbE/g. Eine Reduktion der Sporen von Ba-
cillus globigii war Uber die gesamte Versuchslaufzeit nicht festzustellen. Die relativ langen
Uberlebenszeiten (von mindestens 168 bzw. 252 Tagen) in den Gérresten bzw. der Giille
sind in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen und Feststellungen eines wochen- bis mona-
telangen Uberlebens von Salmonellen in anderen Studien (PHILIPP et al, 1991, PHILIPP et al.
1992; BOHM, 1993; RAPP, 1995; HIMATHONGKHAM et al., 1999; NICHOLSON et al., 2005;
SKOWRON et al., 2013). Es bestanden jedoch Unterschiede, u.a. bei den verwendeten Sal-
monella-Serovaren und deren Ausgangskeimzahlen, den Substraten und den Lagerungs-
temperaturen, die einen Vergleich nur bedingt zulassen. SKOWRON et al. (2013) stellten in
ihren Untersuchungen Uberlebenszeiten fir S. Dublin von ca. 82 bis 220 Tagen in Rinderguil-
le in Abhangigkeit vom Trockensubstanzgehalt und der Lagerungstemperatur (bei 4°C und
20°C) fest. Auch RAPP (1995) hat in seiner Arbeit fir den Testkeim S. Schlei3heim eine Re-
duktion um sechs bzw. sieben Zehnerpotenzen nach einer 149-tagigen bzw. 183-tagigen
Lagerung von Glille angegeben. BOHM (1993) fand Uberlebenszeiten fir S. Typhimurium in
Rindergtille von 177 Tagen. NICHOLSON et al. (2005) berichteten, dass Salmonellen in Rin-
dergulle bei Temperaturen unter 20°C bis zu drei Monate Uberlebten. HIMATHONGKHAM et al.
(1999) wiesen in ihren Untersuchungen bei niedrigen Temperaturen niedrige Reduktionswer-
te und demnach lange Uberlebenszeiten fir S. Typhimurium in frischer Glille, jedoch insbe-
sondere in alter Giille, nach. Dies entsprach bei héheren Ausgangskeimzahlen einem Uber-
leben lGber mehrere Wochen bis Monate bei niedrigeren Temperaturen. PHILIPP et al. (1991)
konnten Salmonellen in Rinderglille flinfeinhalb Monate, in Hihnergiille vier Monate und in
Schweinegllle zweieinhalb Monate nachweisen. In weiteren Untersuchungen stellten sie
Uberlebenszeiten von bis zu 106 Tagen fiir S. Derby und S. SchleiRheim in Mischgiille bei
schwankenden Temperaturen fest (PHILIPP et al., 1992). Im Gegensatz zu den vorliegenden
Ergebnissen stellten MANNION et al. (2007) geringere Uberlebenszeiten fir S. Typhimurium
in Schweinegiille fest. Uberlebenszeiten von 58 bzw. 24 Tagen im Winter und 34 bzw. 19
Tagen im Sommer bei Ausgangskeimzahlen von 10° bzw. 102 KbE/ml waren nachweisbar.
STRAUCH (1987) bzw. BOHM (1993) gaben Uberlebenszeiten fiir unterschiedliche Salmonel-
len Serovare in Glille unterschiedlicher Herkunft an. Dabei wiesen sie Uberlebenszeiten fiir
S. Typhimurium in Huhnergulle von 28, in Kalbergille von 29 und in Schweinegille von 39
Tagen nach. Laut MITSCHERLICH UND MARTH (1984) Uberlebten Salmonellen in Gille mehr
als 77 Tage. Grundsatzlich sollte bertcksichtigt werden, dass die Ergebnisse der unter-
schiedlichen Studien nur mit gewissen Einschrankungen vergleichbar sind. Die Untersu-
chungen unterscheiden sich hinsichtlich des generellen Versuchsaufbaus und der Darstel-
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lung der Ergebnisse. AuRerdem bestanden Unterschiede in Bezug auf die untersuchten Se-
rovare, die Ausgangskeimzahlen, die Art und Herkunft der verwendeten Substrate, die Tro-
ckensubstanzgehalte und nicht zuletzt die Lagerungstemperaturen. Dadurch waren ebenfalls
Einflussfaktoren auf die Uberlebensfahigkeit pathogener Erreger, wie der pH-Wert, die aut-
hochtone Mikroorganismenflora oder Nahrstoffgehalte, in jedem Versuch (Substrat) ver-
schieden. Zudem muss bericksichtigt werden, dass die ermittelten Daten aufgrund weniger
Wiederholungen der jeweiligen Versuchsanordnung zwar zu einer vergleichenden Betrach-
tung herangezogen werden konnen, nicht aber als statistisch signifikante Daten zu bewerten
sind. Schlussfolgern Iasst sich aus den vorliegenden Ergebnissen sowie den Ergebnissen
anderer Untersuchungen (HIMATHONGKHAM et al., 1999, 2000; AVERY et al., 2005; MANNION
et al.,, 2007), dass eine Langzeitlagerung mit entsprechend langen Lagerungszeiten eine
Reduktion der Keimzahlen fiur Salmonella spp. gewahrleisten kann. Eine Garantie einer si-
cheren und vollstandigen Inaktivierung pathogener Erreger besteht dadurch jedoch nicht. Um
der Forderung einer Reduktion um mehr als funf logso-Stufen nachzukommen wie sie z.B. in
der Prozessprufung biotechnologischer Behandlungsmdglichkeiten in der Verordnung (EU)
Nr. 142 (ANONYM, 2011) verlangt wird, sollten entsprechend lange Lagerungszeiten eingehal-
ten und demnach ausreichende Lagerungsmdglichkeiten vorhanden sein. In den Versuchen
wurden Gulle und Garreste von der Versuchsstation der Universitat Hohenheim am Unteren
Lindenhof verwendet. Die Ergebnisse gelten somit in erster Linie fir diese getestete Serovar
in der Gille und den Garresten dieser Herkunft. Eine allgemeinglltige Aussage lasst sich
demnach nicht daraus folgern, da die Inaktivierung grundsatzlich von mehreren Faktoren
beeinflusst wird. Darunter spielen die Ausgangskeimzahlen, die Temperatur, der pH-Wert,
der Ammoniakgehalt und der TS-Gehalt des Substrates (Herkunft) sowie die Lagerungszeit
und antagonistische Wirkungen der Begleitflora eine Rolle. Grundsatzlich ist die Nachweis-
barkeit sehr starken Schwankungen auch innerhalb eines Substrates der gleichen Herkunft
unterworfen (AVERY et al., 2005). Dennoch kann anhand der Ergebnisse geschlussfolgert
werden, dass durch eine Langzeitlagerung von Wirtschaftsdiingern eine Reduktion von
Krankheitserregern stattfindet. Somit stellt die Langzeitlagerung zumindest eine weitere Op-
tion zur Risikominimierung bei der Verwertung von organsichen Abfallen wie tierischen Aus-
scheidungen dar. Es bedarf jedoch weiterer Untersuchungen. zur Uberpriifung der Hygienie-
sierungeffizienz ware eine Art direkte Prozessprifung (Validierung) denkbar.

Ein weiterer Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit bestand in der Uberpriifung der Hygieni-
sierungskapazitat von drei verschiedenen Varianten der aerob-thermophilen Kompostie-
rung von Schweinekot und Maisstrohhacksel. Hierzu wurden Untersuchungen in einem halb-
technischen Versuchsaufbau auf einer Versuchsfarm der China Agricultural University (CAU)
in Peking unter Winterbedingungen durchgefiihrt. Die Untersuchungen erfolgten mittels einer
direkten Prozessprifung nach MalRRgaben der Bioabfallverordnung (BioAbfV, 2012) mit dem
Testkeim Salmonella Senftenberg W75 H,S negativ und zusatzlicher Untersuchungen auf
natlrlich vorhandene Enterococcus spp.. Der verwendete Testorganismus Salmonella Senf-
tenberg W75 (HoS-negativ) ist in der Bioabfallverordnung (BioAbfVO, 2012) und der Verord-
nung (EU) Nr. 142/2011, 2011) fur die Prozessprifung aerober und anerober Anlagen vor-
gesehen und aufgrund seiner ausgepragten Thermoresistenz (DAVIDSON et al. 1966; HENRY
et al. 1968; STRAUCH et al. 1991) sehr gut als Reprasentant der Gattung Salmonella geeig-
net. Der Forderung nach einer ausreichenden Hygienisierung kann aufgrund der Ergebnisse
der vorliegenden Untersuchungen anhand der vollstandigen Inaktivierung des Testorganis-
mus Salmonella Senftenberg W75 (H,S-negativ) entsprochen werden. Somit wurde eine Re-
duktion um mindestens sieben logo-Stufen innerhalb der ersten vierzehn Tage in den ver-
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schiedenen Rottezonen der drei getesteten Behandlungsvarianten erzielt. Die Kompostie-
rung von Schweinekot und Maisstrohhackseln in der durchgefuhrten Art und Weise ist dem-
zufolge zur Entseuchung dieser organischen Abfélle geeignet. Die in den eigenen Untersu-
chungen ermittelten Inaktivierungsraten von Salmonella Senftenberg W75 H,S negativ um
mehr als sieben Zehnerpotenzen (logq-Stufen) Ubertreffen damit die Forderungen der Ver-
ordnung (EU) Nr. 142/2011 (2011), die fur die Validierung des biotechnologischen Verfah-
rens der aerob-thermophilen Kompostierung eine Verminderung von funf log.-Stufen von
Salmonella Senftenberg W775 H,S negativ fordert. Sie erflllten aul3erdem die Vorgaben der
Bioabfallverordnung (BioAbfVO, 2012) hinsichtlich einer vollstandigen Inaktivierung des
Testkeims in allen getesteten Behandlungsvarianten der Kompostierung. Den Temperaturan-
forderungen bzw. —vorgaben der Bioabfallverordnung (BioAbfVO, 2012), der Chinesischen
Standards fur organische Dungemittel (NY 525-2002 draft-Version) (ANONYM, 2010), sowie
der kanadischen und amerikanischen Standards (USEPA) erflllten die Kompostierungsvari-
anten grofdtenteils und gewahrleisteten somit eine sichere Inaktivierung von vegetativen Bak-
terien, Viren moderater Hitzeresistenz sowie infektidsen Parasitenstadien (MARTENS et al.,
2009). Jedoch erflllten die Temperaturen in den Basis- und Randbereichen der nicht umge-
setzten Rotteboxen diese Kriterien nicht, weshalb aus seuchenhygienischer Betrachtung ein
Umsetzen empfehlenswert ware. Die Produktanforderungen der Chinesischen Standards flr
organische Dungemittel (NY 525-2002 draft-Version) (ANONYM, 2010) bezuglich des TS-
Gehaltes, des organischen TS-Gehalts sowie des pH-Wertes wurden in den produzierten
Komposten mit TS-Gehalten von ca. 71%, organischen TS-Gehalten von ca. 59% und einem
pH-Wert von 8,3 gewahrleistet.

Die Ergebnisse in den vorliegenden Untersuchungen sind in Ubereinstimmung mit den Er-
gebnissen von CEUSTERMANS et al. (2007), SINGH et al. (2012), ERICKSON et al. (2009) und
HASSEN et al. (2001). CEUSTERMANS et al. (2007) stellten fest, dass der Testkeim Salmonella
Senftenberg W75 in Kompost mit Feuchtegehalten von 60-65% bei Temperaturen von 60°C
innerhalb von zehn Stunden, bei Temperaturen zwischen 50 und 55°C innerhalb von sieben
Tagen und bei Temperaturen zwischen 40 und 45°C innerhalb von sieben bis vierzehn Ta-
gen inaktiviert wurde. SINGH et al. (2012) wiesen in ihren Kompostierungsversuchen mit Ge-
fligelkompost mit unterschiedlichen Feuchtegehalten von 50% und 40% eine schnellere In-
aktivierung bei optimalem Feuchtegehalt mit Uberlebenszeiten von 96, 72 bzw. 24 Stunden
bei 50°C, 55°C bzw. 60°C im Gegensatz zu 264, 144 bzw. 72 Stunden bei suboptimalem
Feuchtegehalt nach. Sie erreichten jedoch eine Inaktivierung spatestens nach 11 Tagen.
ERICKSON et al. (2009) stellten ebenfalls eine schnelle Inaktivierung der Salmonellen bereits
bei Temperaturen unterhalb von 50°C fest und wiesen einen Einfluss des C:N-Verhaltnis
nach. Dabei stellten sie eine schnellere Inaktivierung bei einem C:N-Verhaltnis von 20:1
(Nachweis 3 Tage) im Vergleich zu einem Verhaltnis von 30:1 (Nachweis 5 Tage) bzw. 40:1
(Nachweis 7 Tage) fest. HASSEN et al. (2001) konnten Salmonellen nach 25 Tagen bei Tem-
peraturen von bis zu 60°C nicht mehr nachweisen. In Kontrast zu den vorliegenden Ergeb-
nissen wiesen SZALA et al. (2008) langere Uberlebenszeiten fiir Salmonella Senftenberg
W75 wahrend der Kompostierung in ihren Versuchen jahreszeitabhangig nach. Sie stellten
eine Inaktivierung des Testkeims im Frihling nach 37 Tagen, im Sommer nach 15 Tagen
und im Herbst nach 38 Tagen und zusatzlich in Abhangigkeit der Position (Basis, Zentrum,
Rand) im Kompostkdrper fest. In den Untersuchungen von TIQUIA et al. (1998) waren Sal-
monellen nach zwei Wochen, aber nicht mehr nach drei Wochen der Kompostierung bei 64
bis 67°C nachweisbar. Nach DROFFNER UND BRINTON (1995) war S. Typhimurium zwischen
44 und 56 Tagen bei +60°C in industriellem Kompost mittels PCR nachweisbar. Einen wich-
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tigen Einfluss auf das Uberleben bzw. die Inaktivierung hat dabei die Temperatur (CEUSTER-
MANS et al., 2007; SzALA et al., 2008; TIQUIA et al., 1998). Weitere wichtige Faktoren flir eine
Hygienisierung durch die Kompostierung sind das Umsetzen, ein passendes Kohlen-
stoff:Stickstoff (C:N)-Verhaltnis, der Feuchtegehalt, der pH-Wert und die indigene Keimflora
(Antibiose, Nahrungskonkurrenz) des Kompostmaterials (SIDHU et al. (2001); CEUSTERMANS
et al., 2007; SINGH et al. 2010). SIDHU et al. (2001) stellten fest, dass die indigene Keimflora
einen negativen Einfluss auf das Uberleben und die Vermehrung von Salmonellen hat. Eben-
falls spielte die Lage innerhalb der Rotte eine Rolle, wobei der Bereich mit dem grofiten Risi-
ko die Basiszone ist (SzALA et al., 2008). Die Ergebnisse lassen sich jedoch nur bedingt mit
den oben angefluhrten Ergebnissen anderer Studien vergleichen, da Unterschiede hinsicht-
lich des generellen Versuchsaufbaus und verschiedener Faktoren bestanden. Einflussfakto-
ren kdénnen dabei das Ausgangsmaterials, die Umsetzintervalle, der Feuchtegehalts und das
Kohlenstoff- / Stickstoffverhaltnisses sein. Bei den vorliegenden Betrachtungen und der Be-
wertung muss zudem berticksichtigt werden, dass es sich um einen halb-technischen Ver-
suchsaufbau handelte. Demnach lassen sich die Ergebnisse nicht ohne Einschrankungen
auf andere Betriebe bzw. deren tierische Ausscheidungen ubertragen. Aul3erdem sollten die
Uberpriften Kompostierungsvarianten in weiteren Untersuchungen in gréRerem Malstab
durchgefiihrt und dementsprechend validiert werden. Die Durchfiihrung der Validierung der
drei Kompostierungsvarianten erfolgte im Winter, da die kalte Jahreszeit hinsichtlich der Be-
dingungen die flir einen thermophilen Prozess anspruchsvollere Jahreszeit darstellt. Somit
lassen sich die erarbeiteten Ergebnisse auf das ganze Jahr Ubertragen.

Hinsichtlich der Reduktion von natirlich im Kompostmaterial vorkommender Enterococcus
spp. war in den vorliegenden Untersuchungen innerhalb der ersten 14 Tage eine Reduktion
um ca. vier bis sechs logs,-Stufen (von Ausgangskeimzahlen von ca. 10° KbE/g auf 3,6 - 10°
KbE/g) je nach Variante festzustellen. Es kam jedoch zu keiner vollstandigen Inaktivierung.
Bei der Probenentnahme nach 49 bzw. 70 Tagen konnte in den Proben ein Anstieg der
Keimzahlen im Bereich zwischen 10° und 10° KbE/g im Verlauf der Abkiihlungsphase und
z.T. gefrorener Kompostrotten festgestellt werden. Eine mogliche Erklarung daflir ware eine
Reduktion wahrend der thermophilen Phase und ein anschlieRendes Wachstum der vorhan-
denen Uberlebenden Enterokokken wahrend der Abkuhlungsphase. Das Wachstum war
mdglicherweise aufgrund der im Kompost verbliebenen organischen Substanz moglich. Die
vorliegenden Ergebnisse entsprechen den Ergebnissen von HASSEN et al. (2001), die in ih-
ren Untersuchungen ebenfalls eine Reduktion um ca. vier log10-Stufen (107 auf 10° KbE/g)
wahrend der thermophilen Phase (60-65°C) der Kompostierung sowie ein leichtes Wachstum
im Anschluss auf 3,9x10* KbE/g in der Abkiihlungsphase feststellten. ELVING et al. (2010)
stellten eine mogliche Vermehrung von Salmonellen, Enterokokken und E. coli wahrend der
Kompostierung in psychrophilen und mesophilen Zonen (14°C, 24°C und 37°C) fest. Dabei
spielte der Reifegrad des Komposts eine Rolle, u.a. aufgrund der Verfligbarkeit abbaubarer
Nahrstoffe. In den Studien bestand eine signifikante Korrelation zwischen S. Typhimurium
und Enterococcus spp.. Andere Studien zeigten langere Uberlebenszeiten fiir Enterokokken
und stellten die Verwendung als Indikatororganismen in Frage.

Mit Hilfe von Laborversuchen sollten Daten Uber die Inaktivierung der auf dem chinesischen
Schweinebestand nachgewiesenen monophasischen Variante von S. Typhimurium DT120
wéahrend der Erhitzung in Gulle und physiologischer Kochsalzlésung bei unterschiedlichen
Temperaturen und Einwirkungszeiten erarbeitet werden. In den vorliegenden Untersuchun-
gen war eine vollstandige Inaktivierung, die einer Reduktion der Keimzahlen um acht bis
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neun Zehnerpotenzen (logo-Stufen) entspricht, flr die monophasische Variante von S. Ty-
phimurium DT120 bei +53°C nach achtzehn Stunden, bei +60°C nach zwei Stunden und bei
+70°C nach einer Stunde in Gulle und physiologischer Kochsalzlésung erreicht. Die Erho-
hung der Temperatur wahrend der Behandlung von Gille ist der wichtigste Faktor flr die
Hygienisierung des verwendeten Substrates. Je hoher die Temperatur desto kirzer muss die
Zeitspanne der Einwirkung sein, um einen gleichen reduzierenden Effekt auf die Population
der Mikroorganismen zu erhalten. Legt man die Forderung der Verordnung (EU) Nr.
142/2011 (ANONYM, 2011) nach einer Reduktion der Erreger um funf log4o-Stufen zugrunde,
wurde sie in den vorliegenden Untersuchungen flr den getesteten Erreger bei Temperaturen
von +53°C nach achtzehn Stunden, bei +60°C und bei +70°C nach einer Stunde in allen
Substraten erfiillt. Im Konsenz mit den vorliegenden Ergebnissen bei +53°C sind die Ergeb-
nisse aus den Studien von OLSEN et al. (1987) fir S. Typhimurium und BOHM et al. (1997).
Im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen wiesen SOLDIERER UND STRAUCH (1991) und
HOFERER (2001) eine schnellere Reduktion fur S. Senftenberg und SMELT et al. (2014) flr
Salmonellen in ihren Versuchen nach. SMELT et al. (2014) wiesen D-Werte fur Salmonellen
von 222s bei 55°C, 24s bei 60°C, 2,6s bei 65°C und 0,1s bei 72°C nach. HOFERER (2001)
stellte in seinen Versuchen im Wasserbad bei +50°C kiirzere Reduktionszeiten und in den
Versuchen mit Rinder- und Schweinegille in der Biogasanlage wesentlich kirzere Redukti-
onszeiten fest. Bei +55°C errechnete HOFERER D-Werte von 0,42 Stunden im Vergleich zu
den Untersuchungen in der Biogasanlage mit D-Werten von 0,06 bzw. 0,11 Stunden in
Schweine- bzw. Rindergille. In seinen Untersuchungen wurde deutlich, dass eine wesentlich
schnellere Inaktivierung in den Versuchen innerhalb der Biogasanlage gegeniber denen im
Wasserbad stattfand. SINGH et al. (2010) wiesen Reduktionswerte in Kompost von 4,5 logo-
Stufen bei +50°C innerhalb von vier Stunden, 5,6 logo-Stufen bei +55°C nach einer Stunde
und 4,8 log+o-Stufen bei +60°C in 14 Minuten nach. MITSCHERLICH UND MARTH (1984 ) gaben
an, dass Salmonella ssp. wahrend der mindestens finfminltigen Pasteurisierung von Klar-
schlamm bei +70°C nicht mehr nachweisbar waren. PLYM-FORSHELL et al. (1995) stellten
eine vollstandige Inaktivierung von S. Typhimurium und S. Senftenberg nach 24 Stunden bei
+55°C in Gille fest. Neben den methodisch bedingten Einfliissen und der Temperatur ist
weiterhin davon auszugehen, dass auch noch andere hier nicht erfasste Parameter einen
Einfluss auf die Keimreduktion haben. In den Untersuchungen von HOFERER (2001) wurde
deutlich, dass hinsichtlich der Inaktivierung der Erreger in den Biogasanlagen und im Was-
serbad deutliche Unterschiede bestanden. Einfluss auf die Inaktivierung hatte offensichtlich
der Ammoniakgehalt. Die langsameren Inaktivierungsraten in den vorliegenden Ergebnissen
sind evtl. auf niedrigere oder schwankende Temperaturen wahrend der Versuche innerhalb
der Substrate zurlickzufiihren. Zudem konnte kontaminiertes Substrat, das sich im Bereich
des Roéhrchendeckels an der Wasserbadoberflache befand und evtl. einer geringeren Tem-
peratur ausgesetzt war, eine Rekontaminationsmdglichkeit des Ubrigen Substrats nach der
Erhitzung darstellen. Die vorliegenden Ergebnisse sind auch nur eingeschrankt mit Ergeb-
nissen anderer Studien vergleichbar, da grundsatzliche Unterschiede im Versuchsaufbau
(Laborversuch, Anaerobanlage), der verwendeten Substrate und Salmonella-Serovare, der
einwirkenden Temperatur u.v.m. bestanden. Dennoch zeigten die Versuche deutlich, dass
durch eine thermische Behandlung eine Inaktivierung dieser monophasischen Variante von
S. Typhimurium DT120 gewahrleistet werden konnte. Dabei stellte die Temperatur-/Zeit-
Kombination 70°C fur eine Stunde, wie zu erwarten, eine sichere Inktivierungsmaglichkeit
dar. Die Ergebnisse zeigten ebenfalls, dass eine Temperatur von 60°C fur zwei Stunden
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oder 53°C uber einen entsprechend langen Zeitraum (z.B. achtzehn Stunden) eine Inaktivie-
rung gewahrleistet.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zei-
gen, dass die biotechnologische Behandlung inform der durchgefiihrten Kompostierung eine
Hygienisierung der organischen Abfalle (tiereischen Ausscheidungen) gewahrleisten kénnen.
Die Nachweise multiresistenter Salmonellen und MRSA verdeutlichen zudem die Notwen-
digkeit einer Behandlung zur Risikominimierung bei der Verwertung der Wirtschaftsdinger.
Die MaRRnahmen sollten zudem zur Unterbrechung von epidemiologischen Kreislaufen die-
nen, um einer Verscharfung der Problematik auf dem untersuchten Schweinehaltungsbetrieb
in China vorzubeugen. Das Auftreten multiresistenter, humanmedizinisch relevanter Erreger
stellt zudem eine Gefahrdung fir das Allgemeinwohl dar und ist dementsprechend eine Her-
ausforderung bei der Bekdmpfung. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erlangten Er-
kenntnisse sollten als Grundlage zur Entwicklung von Interventionsstrategien zur Salmonel-
lenreduktion in Schweinezucht- und Schweinemastbestanden in China dienen. AulRerdem
sollte durch eine Optimierung der biotechnologischen Behandlung organischer Abfalle die
sichere Verwertung dieser auf landwirtschaftlichen Flachen gewahrleistet werden. Damit soll-
te zudem ein Beitrag zur Unterbrechung von epidemiologischen Infektionskreislaufen geleis-
tet sowie der Entwicklung und Verbreitung resistenter Erreger und deren Resistenzgenen
entgegen gewirkt werden.
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Die vorliegende Arbeit zeigt, dass auf dem chinesischen Schweinehaltungsbetrieb eine Sal-
monellen-Problematik mit klinisch relevanten, multiresistenten Salmonella-Serovaren be-
steht. Die Salmonellen-Problematik stellt dabei nicht in erster Linie ein Problem von Erkran-
kungen der Tiere, sondern vielmehr ein Umwelt- und Verbraucherschutzproblem dar. Uber
infizierte Schweine besteht eine potenzielle Gefahr des Eintrags multiresistenter Salmonellen
Uber die Gille in die Umwelt. AuBerdem besteht Gber die kontaminierten tierischen Lebens-
mittel eine permanente orale Infektionsgefahr fir die Verbraucher.

Die Resistenzsituation der Salmonella-Serovare stellt sich mit hohen Resistenzraten ge-
genlUber Sulfonamiden und Tetrazyklinen dar. Zudem weisen die Salmonella-Serovare Ty-
phimurium DT120 (monophasisch) und London Multiresistenz gegeniiber Substanzen aus
mehreren Antibiotika-Klassen auf.

In Nasentupfern wird eine hohe Pravalenz einer nasalen Kolonisation der Schweine mit Me-
thicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) von fast 90% (Mastschweine ca.
98%; Sauen ca. 80%) festgestellt. Es handelt sich ausschlieRlich um multiresistente MRSA
mit dem Sequenztyp ST2136 (spa-Typ t899), die dem klonalen Komplex CC9 zugeordnet
werden. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass multiresistente, livestock-associated
MRSA bei Schweinen auf dem Betrieb in hoher Pravalenz vorkommen.

Die Untersuchungen verdeutlichen zudem, dass Uber die tierischen Abfalle Salmonellen in
die Biogasanlage gelangen. In den Substraten und Garriickstanden werden in allen unter-
suchten Proben Salmonellen, darunter verschiedene Salmonella-Serovare, nachgewiesen.
Die mesophile (23-26°C) Betriebsweise der Biogasanlage ist demnach nicht als Hygienisie-
rungsmafinahme flr die tierischen Ausscheidungen/organischen Abfalle geeignet. Eine Ver-
breitung von multiresistenten Salmonellen und deren Resistenzgenen Uber die tierischen
Ausscheidungen und Garreste in die Umwelt und auf landwirtschaftliche Flachen sowie ein
Eintrag in Futtermittel und die Lebensmittelkette kann nicht ausgeschlossen werden.

Die Kompostierung von Schweinekot und Maisstrohhackseln, in der durchgefiihrten Art und
Weise (Varianten 2 und 3), generiert Temperaturen, die eine sichere Inaktivierung pathoge-
ner Erreger bewirken. Dementsprechend wird eine Hygienisierung der Ausgangsstoffe ge-
wahrleistet und den Anforderungen nationaler und internationaler Standards und Verordnun-
gen (Bioabfallverordnung 2012, NY 525-draft 2010, Verordnung EU Nr. 142/2011) entspro-
chen.

Die Langzeitlagerung von Giille und Garresten Uber einen entsprechend langen Zeitraum
bewirkt eine Reduktion der monophasischen Variante von S. Typhimurium DT120, kann je-
doch keine sichere und vollstandige Inaktivierung gewahrleisten. Dementsprechend kann
eine Lagerungsdauer zwischen sechs und neun Monaten empfohlen werden, um eine Re-
duktion von Salmonellen um mindestens 4-5 log+-Stufen zu garantieren.

Eine thermophile Behandlung von Glille bei +53°C flir achtzehn Stunden, +60°C flr zwei
Stunden oder +70°C fir eine Stunde bewirkt eine vollstandige Inaktivierung der monophasi-
schen Variante der S. Typhimurium-Serovar DT120.
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MaBnahmen zur Salmonellenreduktion im Tierbestand und auf dem Betrieb sollten ergrif-
fen werden. Einerseits um Verluste in der Schweineproduktion zu reduzieren und anderer-
seits um den Eintrag in die Lebensmittelproduktion und die Umwelt zu verhindern. Dies bein-
haltet eine Verbesserung des Managements auf Bestandsebene sowie der Hygienisie-
rungsmalinahmen organischer Abfalle.

Zur Unterbrechung epidemiologischer Kreisldufe kénnen dabei verschiedene Maflinahmen
hilfreich sein. Dies kann einerseits durch Behandlung der tierischen Ausscheidungen /
organischen Abfélle mittels Kompostierung, thermophiler Betriebsweise der anaeroben
Fermentation sowie durch Pasteurisierung nach entsprechenden Vorgaben, z.B. europai-
schen oder deutschen, erreicht werden. Andererseits sollte ein besonderer Fokus auf die
Futtermittel- und Trankhygiene gelegt werden. Dazu sollten regelmaflige Futtermittelkon-
trollen durchgeflhrt werden, um einen Neueintrag von Salmonellen in den Tierbestand zu
verhindern. Auch Uber eine Behandlung des Futters, z.B. durch Warme, Dampfsterilisation,
Pelletierung, Zugabe von Sauren, oder die Struktur und Zusammensetzung des Futters so-
wie Uber Futterungssysteme kann Einfluss genommen werden.

Des Weiteren sollten die erwahnten MaRnahmen durch regelmaRige und effiziente Reini-
gungs- und Desinfektionsstrategien erganzt werden. Dabei kann das Rein-Raus-Prinzip
Verwendung finden, so dass eine effektive Reinigung und Desinfektion der langere Zeit leer-
stehenden Stélle ermdglicht wird. Anwendung hochwirksamer Desinfektionsmittel sowie zu-
satzlich eine laufende Desinfektion der Standplatze und der Geratschaften ist anzustreben.
Von Bedeutung ist auch die Entwesung in Form einer Schadnager- und Insektenbekamp-
fung sowie die Fernhaltung von frei- und wildlebenden Vogein.

Des Weiteren ist eine Sanierung des Bestands anzustreben, z.B. mithilfe regelmaRiger Kon-
trollen (Antikérper-Nachweis) und entsprechender Malinhahmen. Hierzu kann die Merzung
seuchenkranker Tiere und Dauerausscheider, Quarantane und Isoliermal3nahmen bei Neu-
zugangen und Zukaufsuntersuchungen hilfreich sein. Ein eingeschrankter Personenverkehr,
Desinfektionsmoglichkeiten an Zu- und Ausgangen, Vermeidung des Kontakts unterschiedli-
cher Gruppen, Vermeidung von Aerosolbildung und die Dekontamination von Produktions-
abwassern kdnnen von weiterem Nutzen sein. Die Abtrennung frisch abgesetzter Ferkel und
Muttersauen in dekontaminierte Stalle, sogenanntes ,strategic movement®, kann ebenfalls
sinnvoll sein. Auch die Schaffung Salmonellen-freier Elternbestande kann einen Beitrag zur
Unterbrechung des Kreislaufs leisten.

Bedeutsam in der Salmonellen-Bekampfung kénnen zudem veterindrmedizinische Interven-
tionsmalRnahmen in Form von Vakzinierungen oder auch unterstiitzende MalRnahmen wie
die ,competitive exclusion“ sein. Diese MalRhahmen dienen zur Verminderung bzw. Unter-
bindung der Erregerausscheidung und somit zur Unterbrechung von Infektionsketten.

Interventionsstrategien und -MaBnahmen zur Vermeidung der Entwicklung und Verbrei-
tung von resistenten Erregern sowie Resistenzgenen sollten entwickelt und umgesetzt wer-
den, um einer Gefahrdung der Tiergesundheit und noch vielmehr des Allgemeinwohls der
Gesellschaft durch multiresistente Erreger entgegenzuwirken.
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René Alexander Eling

Mikrobiologisch-hygienische Untersuchungen eines Schweinebestandes in China un-
ter Berucksichtigung von Salmonellen und Methicillin-resistenten Staphylococcus
aureus (MRSA)

In der vorliegenden Arbeit wurden Daten Uber die Pravalenz von Salmonella spp. in Futter-
mitteln und in Sammelkotproben auf einem chinesischen Schweinebestand erarbeitet sowie
die biotechnologischen Behandlungsmoglichkeiten (Kompostierung und Biogasanlage), ins-
besondere hinsichtlich ihrer Hygienisierungseffizienz, Uberprift. Erganzend wurden Tenazi-
tatsstudien zur Uberlebensfahigkeit einer auf der Farm isolierten und dominierenden mo-
nophasischen Variante von Salmonella Typhimurium DT120 im Labor durchgeflihrt. Des
Weiteren wurde die nasale Besiedlung der Schweine mit Methicillin-resistenten Staphylococ-
cus aureus (MRSA) untersucht. Zur Erfassung der Resistenzsituation in dem Schweinebe-
stand wurden Empfindlichkeitstests gegenlber Substanzen mit antimikrobiellen Eigenschaf-
ten der nachgewiesenen Salmonellen-Isolate und MRSA-Stdmme durchgefuhrt. In den
Sammelkotproben konnte flr Salmonella spp. eine hohe Pravalenz von insgesamt 50%, in
den Mastschweinestallen bzw. Sauenstallen von 62% bzw. 31,5%, festgestellt werden. Das
dominierende Serovar stellte eine multiresistente monophasische Variante von Salmonella
Typhimurium DT120 dar. Daneben konnten in den Sauenstélle zudem Salmonella Derby
sowie vereinzelt die Serovare Senftenberg und Havana festgestellt werden. Die Pravalenz
fur eine nasale Besiedlung der Schweine mit methicillin-resistenten Staphylococcus aureus
(MRSA) war ebenfalls hoch und lag bei ca. 90% in allen untersuchten Proben sowie bei ca.
98% bzw. 77% bei den Mastschweinen bzw. Sauen. Es wurde ausschlieBlich ein multiresis-
tenter MRSA-Stamm mit dem spa-Typ t899, dem SCCmec-Typ IVb und dem MLST-Typ
ST2136 festgestellt. Dieser wurde dem klonalen Komplex CC9 zugeordnet. Die mesophil bei
23°C bis 26°C betriebene Biogasanlage gewahrleistete aus Sicht der Seuchenhygiene keine
ausreichende Entseuchung der tierischen Exkremente des Schweinebestandes, da in den
Substraten und den Garresten verschiedene Salmonellen-Serovare in allen untersuchten
Proben nachgewiesen wurden. In erganzenden Laborversuchen zur Inkativierung der mo-
nophasischen Salmonella Typhimurium DT120 Serovar zeigten sich wahrend der Langzeit-
lagerung (10°C) lange Uberlebenszeiten in der Giille und den Gérresten. Die aerob-
thermophile Kompostierung von Schweinekot und Maisstrohhackseln stellt in China hinsicht-
lich der Inaktivierung des Testkeims Salmonella Senftenberg W75 (H.S negativ) sowie der
erreichten Temperaturen in Anlehnung an die Bioabfallverordnung (BioAbV, 2012) eine ada-
quate biotechnologische Behandlungsmaoglichkeit aus Sicht der Seuchenhygiene dar. In er-
ganzenden Erhitzungsversuchen im Labor zeigte sich eine vollstandige Inkativierung bzw.
Reduktion um funf log+o-Stufen flr die monophasische Variante von Salmonella Typhimurium
DT120 nach 18 stindiger Erhitzung bei +53°C, zweistiindiger Erhitzung bei +60°C und ein-
stiindiger Erhitzung bei +70°C. AufRerdem wurde die Inaktivierung bereits nach einer 18
stiindigen Erhitzung bei +50°C in Gllle sowie einer vierstindigen Erhitzung bei +53°C und
einer einstlindigen Erhitzung bei +60°C in Gille und physiologischer Kochsalzldsung er-
reicht.
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René Alexander Eling

Microbiological-hygienic Investigations on a Pig (Hog) Raising farm in China in Con-
sideration of Salmonella and Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA)

In this study data about the prevalence of Salmonella spp. in animal food and fecal samples
on a Chinese pig farm was collected, and biotechnological treatments (composting and an-
aerobic fermentation in biogas plant) with a strong focus on hygienisation capacity were in-
vastigated. Additionaly studies about the tenacity of a monophasic serovar of Salmonella
Typhimurium DT120, isolated as dominating strain on the pig farm, were performed by the
means of laboratory work. Furthermore the nasal colonization with methicillin-resistent
Staphylococcus aureus (mrsa) of pigs was invastigated. Susceptibility testing for isolated
strains of Salmonella spp. and mrsa to antimicrobial agents were examined in order to gain
information about the situation of resistances of these pathogens on a farm level. There was
a high prevalence for Salmonella spp. of 50.0% in all fecal pool samples, with 62.0% for
samples of fattening pigs and 31.5% for samples of sows. As dominating strain a multire-
sistent monophasic variant of Salmonella Typhimurium DT120 was identified. In addition,
with lower prevalence the serovar Salmonella Derby and sporadicly the serovar Senftenberg
and Havana were found in fecal samples of sows. For nasal colonization of pigs with methi-
cillin-resistent Staphylococcus aureus (mrsa) the prevalence found in this study was very
high with around 90% in total, around 98% in fattening pigs and 77% in sows. All isolated
strains of mrsa were multiresistent and belonged to the spa-type 899, SCCmec-type IVb and
mist ST2136, belonging to the clonal complex 9. The mesophilic (23°C to 26°C) anaerobic
treatment (biogas plant) of animal wastes on the pig farm did not guarantee a sufficient hy-
gienisation under modern microbiologic-hygienic aspects in accordance to the German Bio-
Waste Ordinance (BioAbV, 2012) to achieve safe fertilizer for use in agriculture. In all sam-
ples of substrates and residues after anaerobic treatment diverse serovars of Salmonella
spp. were detected. Additionally laboratory studies about the inactivation of the monophasic
strain of Salmonella Typhimurium DT120 in pig slurry and residues of anaerobic fermentation
during long time storage for 48 weeks at 10°C showed long survival times. A complete inacti-
vation respectively a reduction over five logq, for tested Salmonella Typimurium DT120 was
achieved in stored residues of anaerobic fermentation after 36 weeks respectively 20 weeks
and in pig slurry after 48 weeks respectively 36 weeks. Half technical experiments of aerobic
thermophilic treatment (composting) of pig manure with corn stalks was tested in small rot-
ting Boxes (1m?) in a farm building under roof during winter in China. Results showed the
possibility of using this technic as an adequate biotechnological treatment to achieve an im-
provement of hygienic conditions in organic wastes for safe use as fertilizer. The abilitiy of
hygienisation through high temperature treatment in accordance with the German Bio-Waste
Ordinance (BioAbV, 2012) was shown by the inactivation of the test organism Salmonella
Senftenberg W75 H,S negative. In additional studies under laboratory conditions a complete
inactivation respectively a reduction of five log+o for the monophasic Salmonella Typhimurium
DT120 was achieved by a treatment of eighteen hours at 53°C, two hours at 60°C, and one
hour at 70°C. For pig slurry results show the necessity of a treatment of eighteen hours at
50C° or four hours at 53C°.
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