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Nachweis von Bacillus und Clostridium spp. in
verschiedenen Substraten
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Clostridium spp.
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Figure 2 Mean values of the quantities of bacteria representing

Bacillus spp. Lysinobacillus spp. and Paenibacillus spp. in the different Figure 3 Mean values of the quantities of bacteria representing
sampling materials. SH, slaughterhouse waste from slaughterhouses U Clostridium spp. in different sampling materials. SH, slaughterhouse
and K; BG, biogas plants K and L; BP, before pasteurization; AP, after waste from slaughterhouses U and K; BG, biogas plants K and L; BP,
pasteurization; AD, after digestion. before pasteurization; AP, after pasteurization; AD, after digestion.

(Bagge et al. 2010)



Clostridiendichte zu unterschiedlichen Phasen des
Biogasprozesses
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Studie zum mikrobiologischen Risikopotenzial
von Biogasanlagen

Projektnehmer:

ePhysiologisches Institut, Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover in Kooperation mit
dem RIPAC — Labor, Potsdam-Golm

Forderung:

eNiedersachsisches Ministerium fir Ernahrung, Landwirtschaft, Verbraucherschutz und
Landesentwicklung

Studiendesign:

* 15 niedersachsische Biogasanlagen

e Je 5 Anlagen aus Milchvieh-, Ackerbau- und Veredelungsregionen

e Beprobung jeder Anlage: Garsubstrate an vier aufeinanderfolgenden Tagen;
e Garreste an drei aufeinanderfolgenden Tagen

e Nach Entnahme der Proben Kihlung bei+4 C

e Transport der Proben zum Ripac-Labor (Potsdam)
Mikrobiologische Analytik in Garsubstraten und Garresten:

e Gesamtkeimzahl der Anaerobier und Aerobier

e Spezielle Untersuchungen auf: pathogene Clostridien, Clostridium botulinum inkl.
Toxinnachweis, Salmonellen, pathogene E. coli und andere



Ubersicht Anlagentyp und Girsubstrate

Anlagentyp Input

Al 100% Mais

A2 100% Mais

A3 100% NaWaRo

A4 100% Mais

A5 100% NaWaRo

Bl 70% Rindergtille, Futterreste

B2 30% Rindergtille, Rest Mais

B3 >80% Graseinsatz, Rest Rindergiille

B4 >70% Rinderfestmist, Kuh- & Schweinegtille, Rest Mais

B5 mind. 30% Rindergiille, Rest Mais
70% Mais, ZR, 30% Schweinegiille
70% Mais, 30% Sauen-Ferkel & Mastschweinegtlle
50% Mais, Rest Griinroggen, Zuckerhirse, Schweinegiille
70% Mais, 30% Mastschweinegiille, teilw. Hihner-
trockenkot
70% Mais, 30% Gllle
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Gesamtkeimzahlen (aerob/anaerob) in
Garsubstraten und Garresten

B Anlagen A1-A5 OO Anlagen B1-B5 O Anlagen C1-C5

1.00E+08 -

1.00E+07 1
1.00E+06
1.00E+05
1.00E+04 -
1.00E+03 1
1.00E+02 1

durchschnittliche
Gesamtkeimzahl (KBE/Q)

1.00E+01 1

Garsubstrate ‘ Garreste ‘ Garsubstrate ‘ Garreste ‘

aerob aerob anaerob anaerob



@ Bacillus spp.

O Micrococcus spp.

B Clostridium perfringens
@ Alcaligenes faecalis

B Clostridium bifermentans

B Clostridium butyricum

O Hefen

O Bifidobacterium spp.

B Enterococcus spp.

O Scopulariopsis brevicaulis

B Aneurinibacillus spp.

@ Bacillus pumilus

B Enterobacter asburiae

B Escherichia coli

B Paenibacillus spp.

O Streptococcus infantarius/lutetiensis

Garsubstrate

B unbekannter Erreger
B Streptococcus spp.
O Enterococcus spp.
O Bacillus cereus group

B Clostridium tertium

@ Enterococcus cecorum

O Pichia fermentans

O Clostridium sporogenes

@ Escherichia coli

@ Staphylococcus spp.

@ Bacillus spp.

B Clostridium D11-0088-1-1-16
B Enterobacter spp.

B Lactobacillus cunvatus

@ Proteus mirabilis

1%

11%

R0A )

5%

10%

6%

O Streptococcus bovis/equinus

@ Bacillus licheniformis

B Schimmelpilze

O Clostridium baratii

B Staphylococcus spp. 1%
O Geotrichum candidum/klebahnii

O Pseudomonas spp.

O Clostridium spp.

@ Proteus wilgaris

@ Absidia corymbifera

B Bacillus lentus

B Clostridium tyrobutyricum

B Enterococcus faecium

O Lysinibacillus fusiformis/sphaericus
B Raoultella omithinolytica

5% 13%

7%
7%

9%

8%

O Bacillus spp.

B unbekannter Erreger

O Enterococcus spp.

O Streptococcus spp.

B Micrococcus spp.

O Schimmelpilze

B Streptococcus bovis/equinus
O Clostridium perfringens
B Bacillus cereus group

M Clostridium bifermentans

[ Clostridium sporogenes

O Alcaligenes faecalis

M Bacillus pumilus

B Pseudomonas spp.

B Bacillus lentus

B Clostridium baratii

[ Clostridium tyrobutyricum

O Lysinibacillus fusiformis/sphaericus



O Clostridium perfringens

O Streptococcus bovis/equinus
B Streptococcus spp.

B Pichia membranifaciens

B unbekannter Erreger Gruppe L

W Bacillus spp.

O Bacillus lentus

O Riemerella M2878

B Clostridium perfringens

O Coliforme

Garsubstrate

W Bacillus spp.

B Bacillus licheniformis
O Proteus mirabilis

O Clostridium bifermentans

B Alcaligenes faecalis

@ Micrococcus spp.

O Bacillus subtilis

O Bacillus spp.

@ Clostridium butyricum

1%

/ 12%

O unbekannter Erreger
@ Micrococcus spp.

W Hefen

O Escherichia coli

W Bacillus cereus group

O Schimmelpilze

O Proteus spp.

O Bacillus pumilus

@ Clostridium sporogenes

2%
2%

10%
2%

3%
3%
3%

10%
3%

3%

8% 8%

Garreste

@ Clostridium perfringens
O Micrococcus spp.

B Clostridium bifermentans
B Schimmelpilze

W Bacillus spp.

B Unbekannter Erreger
O Bacillus pumilus

O Clostridium butyricum

B Hefen B Proteus mirabilis
M unbekannter Erreger Gruppe K

O Bacillus circulans

O Clostridium D11-0088-1-1-16

@ Coliforme

O Pseudallescheria angusta/boydii Komplex

1%

@ unbekannter Erreger Gruppe L
O Bacillus lentus

O Clostridium sporogenes

@ Enterococcus spp.

O Streptococcus bovis/equinus
@ Bacillus licheniformis

M Pichia membranifaciens

O Escherichia coli

W Streptococcus spp.

O Bacillus cereus group

O Bacillus spp.

O Clostridium tyrobutyricum

@ Micrococcus  spp.




Spektrum der Mikroflora; Anlagen C1-C5

Garsubstrate Garreste

1%
3% 194.%L%
3%

@ Bacillus spp. 20%
B Clostridium perfringens 4%
O Streptococcus bovis/equinus

O Bacillus cereus group 4%
W Bacillus licheniformis

o Ur\bekannter Erreger 4%
B Micrococcus spp.

0O Schimmelpilze

W Aspergillus fumigatus 4%
M Clostridium bifermentans

5%

S — 18%
B Streptococcus spp. %
B Clostridium perfringens

7% W Clostridium baratii

B Clostridium butyricum

@ Clostridium D11-0088-1-1-16

O Clostridium spp.

O Proteus wilgaris 12%

9%

8%

@ Bacillus spp.

B Clostridium perfringens
O Streptococcus bovis/equinus
O Micrococcus spp.

B Unbekannter Erreger

O Streptococcus spp.

W Bacillus cereus group

O Bacillus licheniformis

B Clostridium bifermentans

B Clostridium butyricum

O Clostridium D11-0088-1-1-16

O unbekannter Erreger Gruppe G
B Alcaligenes faecalis

B Bacillus pumilus

B Schimmelpilze
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Gesamtkeimzahlen fiir verschiedene Clostridien-
Spezies in Garsubstraten und Garresten

Il Anlagen A1-A5 []Anlagen B1-B5 [ Anlagen C1-C5
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Clostridien Garsubstrate und Garreste

Anlagen A1-A5

Garsubstrate

Cl. limosum
Cl. tyrobutyricum 0%
4% Cl. septicum
Cl. tertium 6 Cl. baratii

17% 16%

Cl. spp.
4£p Cl. bifermentans
13%
Cl. sporogenes _
8% Cl. butyricum
Cl. sordellii / 13%

0% /

Cl. perfringens
17%

\CI. newspecies
4%

Cl. glycolicum
4%

Garreste
_Cl. limosum
Cl. tyrobutyricum 0%
10% | Cl. septicum
Cl. tertium 0%
5% Cl. baratii

Cl. spp.
0%

Cl. sporogenes
20%

Cl. sordellii )
0%

Cl. perfringens j

20%

10%

Cl. bifermentans
25%

/ Cl. butyricum

5%
Cl. newspecies
0%

Cl. glycolicum
5%



Clostridien Garsubstrate und Garreste
Anlagen B1-B5

Garsubstrate Garreste

Cl. tyrobutyricum
3%

Cl. septicum

Cl. tertium 0%

0%

Cl. spp.
3%

Cl. septicum
0%

Cl. limosum
0%

Cl. tyrobutyricu
Cl. baratii 8%

3% Cl. tertium
0%

Cl. spp.
0%

Cl. baratii
0%

Cl. sporogenes
6%

Cl. bifermentans

17% Cl. sporogenes
8%

Cl. bifermentans

Cl. sordellii - 21%
0% Cl. sordellii
0%
Cl. butyricum
6%
Cl. new species Cl. butyricum
~—
13%

3%

Cl. glycolicum
0, .
0% (_Cl. new species

8%

Cl. perfringens \CI. glycolicum
59% 0%

Cl. perfringens
42%



Clostridien Garsubstrate und Garreste

Anlagen C1-C5

Garsubstrate

Cl. septicum
Cl. limosum 3%
Cl. tyrobutyricum 3%
3%
Cl. sporogenes
0,
0&1. spp.
0%

Cl. baratii
6%

Cl. tertium
0% Cl. bifermentans
Cl. sordellii 15%

3%

Cl. butyricum
6%

[__Cl. new species
6%

Cl. glycolicum
0%

Cl. perfringens
55%

Garreste

_Cl. limosum
Cl. tyrobutyricum 0%

4% | Cl. septicum

Cl. tertium 0%

0%

Cl. sporogenes

Cl. spp(.)%
0%

Cl. sordellii
4%

| Cl. baratii
0%

Cl. bifermentans
12%

Cl. butyricum
12%

Cl. new species
12%

Cl. glycolicum
0%

Cl. perfringens
56%
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Untersuchung auf Neurotoxin-bildende Stamme
von Clostridium botulinum

ALZAY Yy
g Yy

Probenmaterial Toxintypen von Clostridium botulinum
BGA Typ Anzahl der Proben gesamt N?g:;:g:;’:gﬂ?' -I;?:t_iigﬁo[rlz;?}-

Rohstoffe Garriickstande A B C D E A/BICIDIE
r| A ' . 3 : : :
2 | A ' . 5 : : :
| o ' . 3 ; : :
¢ ] A ' x 5 : : :
5 A * . 3 ; ] i
6 B x . : : ] ]
7 | B X . 3 ; ] ]
8 B X . 3 ; ] ]
9 = * . 3 ; ] i
10 | B x . 2 ; i i
11 | ¢ X . 3 ; ] ]
12 | ¢ X . 3 ; ] ]
13 | ¢ * . 3 ; ] ]
4 | c X . 3 : i i
5 | ¢ X . 3 ; ] ]

2 15 Anlagen dawvon G0x Ruhstlgsund 45x Garreste 0

1) Mittels 7 tAgiger Anreicherungin einem Spezialndhboden zur Meuretoxin - Produktion mit nachfolgendem Toxinnachweis im Maus-Bioassay einschlieltlich Toxintypisierung
(DIm = Dosis letalis minima fiir ca. 25g schwere Mause)
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Vorkommen und Toxizitat von Clostridium
perfringens in Garsubstraten und Garresten

Multiplex PCR a-Toxin
; Nagler-Einheiten
Cl. Majorletale Toxine Ml.:.‘or.l etale (NE)
perfrin- | lso- 24l
An- Pro-
i ben N gens late H-
positivin (N) a-' B1- | B2- NetB- Epsi- Jota- o Theta- | <8 16- 264
% Toxi | Tox | Tox . lon- . Hyalu- . 32
. . Toxin . Toxin . Toxin NE NE
n in in Toxin roni- NE
dase
G.sub- 1 20,0 4 4 0 1 0 0 0 k. A. 4 4 - -
strate
A ..
Gar- | g 26,4 4 4 0 1 0 0 0 k. A. 4 4 - -
reste
G.sub- 1 90,0 18 | 18| o | o 0 0 0 k. A. 18 |11 ] 7 -
strate
B ..
Gar- | g 66,6 10 | 10| o | o 0 0 0 k. A. 10 3 6 1
reste
G.sub- 1 g 95,0 19 | 19| o | 6 0 0 0 k. A. 19 |15 ] 1 3
strate
C ..
Gar- | g 86,6 14 | 14 | o | s 0 0 0 k. A. 14 |12] 1 1
reste




Zusammenfassung

Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen:

* Kein Nachweis von Neurotoxin produzierendem Cl. botulinum in
Garsubstraten und Garresten

* Kein Nachweis von Salmonellen und pathogenen E. coli in
Garsubstraten und Garresten

* Kein Hinweis auf mikrobielle Anreicherungen wahrend des
Fermentationsprozesses
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