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1 Einleitung

Die Tierhaltung im Freiland hat zur Folge, dass sich Krankheitserreger in den oberen
Bodenschichten anreichern kdnnen. Liegt ein Tierseuchenfall vor, muss der Boden grundsatzlich
desinfiziert werden. Bisher sind keine umweltfreundlichen und praktikablen Verfahren zur
Bodendesinfektion mit dem Ziel der Eliminierung von Krankheitserregern fur Mensch und Tier
bekannt. Erfahrungswerte liegen allerdings hinsichtlich der Bekadmpfung von Erregern fur
Pflanzenkrankheiten mit thermischen Verfahren vor.

Um Erkenntnisse zur Desinfektion von menschen- und tierpathogenen Erregern zu erhalten,
wurden zunachst Vorversuche zur exakten quantitativen Einmischung ausgewahlter
Bakterienarten in Sand und Boden im MaRstab durchgefiihrt. In einer halbtechnischen Anlage
zur thermischen Bodendesinfektion (Injektorbrenner) wurden damit erste Erkenntnisse zur
thermischen Einwirkung im Boden auf die Tenazitdt unterschiedlicher Mikroorganismen
gewonnen. In  Groliversuchen schlossen sich  Untersuchungen zur thermischen
Bodendesinfektion mit der sog. "Haubendampfung” und einem Injektorbrenner (,BVS*-System)
in Freilandversuchen an. Dabei wurden unterschiedliche Bdden bei verschiedenen
Wassergehalten berilcksichtigt.

Sporadisch wurde zuséatzlich der Einfluss der Sonneinstrahlung auf die Tenazitat von unter einer
Solarfolie im Boden lokalisierten Mikroorganismen untersucht. Die Gro3versuche wurden durch
den Einsatz von Kalk zur ,Bodendesinfektion® abgerundet.

Bei den Versuchen zur Desinfektion der Béden wurden diese artifiziell mit unterschiedlichen
Erregern kontaminiert. Dazu wurden Salmonellen, E. coli, Enterococcus faecalis sowie Parvo-

Viren und Eier des Schweinespulwurmes angewandt.

1.1 Ziele und Aufgabenstellung des Projekts

Das Ziel der durchgeflihrten Untersuchungen lag in der Erarbeitung von Daten zum Einsatz
alternativen bzw. praxisgerechten, wirtschaftlichen und umweltfreundlichen
BodenbehandlungsmafRnahmen zum Zwecke der moglichen Reduzierung bzw. Eliminierung
pathogener Mikroorganismen und Viren auf und im Boden. Die in den zurlickliegenden Jahren
durch AufstockungsmalRnahmen vermehrte Umstellung auf alternative Haltungsformen fir
Legehennen und die Zunahme der Freilandhaltung von Schweinen bringt auch Nachteile mit
sich. Eine zunehmende Konzentrierung von Tieren auf unbefestigten, gewachsenen
Bodenflachen kann zu einer Zunahme an flr das Tier pathogenen Mikroorganismen und damit

erhdhten Infektionsdruck flir den gesamten Tierbestand flihren. Andrerseits muss im



Tierseuchenfall fur die Freilandhaltung eine effiziente, umweltschonende Methode zur
Desinfektion kontaminierter, unbefestigter Auslaufflachen zur Verflgung stehen. Denn der
Einsatz von Chemikalien als klassische Desinfektionsmittel zur Bodendesinfektion kann im
Sinne einer dkologischen Bodenbewirtschaftung und alternativen Tierhaltung nicht zielfihrend
sein und muss daher auferst kritisch betrachtet bzw. bewertet werden. Letztendlich sollten die
erarbeiteten Ergebnisse und Erkenntnisse dazu dienen, sie in die Empfehlungen des BMVEL
zur Desinfektion bei Anzeigepflichtigen Tierseuchen aufnehmen zu kénnen. Die unteren
Verwaltungsbehérden (Landratsdmter/Veterinaramter) als Uberwachungsbehérden brauchen
dringend Informationen um im Tierseuchenfall (z. B. Schweinepest bei Auslaufschweinen,
Geflugelpest bei Freilandhiihnern) rasch, eng und streng und damit effizient handeln zu kénnen.
Die SchlieRung der wichtigen Liicke in der Vorbeuge und Bekampfung von Tierseuchen bei der
Freilandhaltung von landwirtschaftlichen Nutztieren durch eine umweltfreundliche,
wirkungsvollen Methode war daher das eigentliche Hauptziel der durchgefihrten

Untersuchungen.

Die Aufgabenstellung des Projektes um das angestrebte Ziel zu erreichen, lag zunachst in der
Erarbeitung von Daten zur Ermittlung der Tenazitat ausgewahlter Mikroorganismen bei der
Erwarmung von Boden und Sand im Wasserbad vergleichend mit einem sog. ,Injektorbrenner®
in einer halbtechnischen Versuchsanlage. Bei diesen Erhitzungsversuchen wurde in aller Regel
das Verhalten von Enterobacteriaceen, E. coli, Enterokokken, Salmonellen und
Parasitendauerstadien (Ascaris suum) sowie Bovines Parvo-Virus (BPV) untersucht. Sie sollten
erste Hinweise zum Uberlebensverhalten der ausgewahlten Mikroorganismen in Béden durch
externe Warmeeinwirkung geben. Die technische Umsetzung des Injektorbrenners als
halbtechnische Anlage zum Einsatz fur den praktischen Betrieb wurde in Form eines
schleppergezogenen Injektorbrenners als sog. ,thermisches Bodenverbesserungs und -
sanierungssystem BVS* realisiert. Neben der eigentlichen Hauptaufgabe der Reduzierung bzw.
Inaktivierung ausgewahlter Mikroorganismen und pathogenen Erregern im Boden stand
weiterhin die Ermittlung des Einsatzes dieses GroRRgerates bei unterschiedlichen
bodenphysikalischen Bedingungen (erhohte Feuchtigkeit des Bodens, hoher Steingehalt,
Bodenfrost) im Vordergrund. Im Hinblick der vielfach flachenmaRig klein ausgelegten
Auslaufhaltung von Freilandhiihnern war ein weiterer wichtiger Aspekt die Mandvrierfahigkeit
des ,BVS-System” beim praktischen Einsatz zu beurteilen um bei einer moglichen erfolgreichen
Bodendesinfektion den Einsatz des Gerates unter den vielfaltigsten in der landwirtschaftlichen

Praxis vorzufindenden Bedingungen uneingeschrankt empfehlen zu konnen.



Vergleichbare Fragestellungen mussten bei der Untersuchung bzw. des Einsatzes einer
.Haubendampfung“ beantwortet werden.

Mit der Erkenntnis des problematischen Einsatzes sowohl des ,BVS-Systems® als auch der
Haubendampfung beim Vorliegen von nassen und/oder gefrorenen Bdden wurden weitere
alternative Moglichkeiten zur ,Bodendesinfektion® unter praktischen Bedingungen untersucht.
Dabei wurde sporadisch der Einfluss der Sonneneinstrahlung auf die Tenazitat von unter
Solarfolien artifiziell auf Versuchsflachen ausgebrachten Mikroorganismen untersucht. Die dabei
erzielten Ergebnisse, obwohl in den Sommermonaten bei glinstigen duferen Bedingungen und
hoher Strahlungsintensitat der Sonne, waren die erzielten Ergebnisse uneinheitlich und nicht
zufriedenstellend.

Eine spezielle Bodenbehandlung mit Kalkhydrat (oberflachliches geringes Einarbeiten des
Kalkes von ca. 5 cm; nach erfolgter Desinfektionswirkung Umfrasen des Bodens bis zu 15 cm
Bodentiefe mit dem Effekt der ,Realkalisierung® des Bodens) sollten die bis zu diesem Zeitpunkt
in Erfahrung gebrachten Nachteile des ,BVS-Systems® und der Haubendampfung
kompensieren. Die Versuche des Kalkeinsatzes konnten nur im Ansatz und nur auf einer
Versuchsflache bei relativ trockenen Bodenbedingungen durchgefiihrt werden. Hier sollten

weitere Erkenntnisse erarbeitet werden

1.2 Darstellung des mit der Fragestellung verbundenen Entscheidungshilfe-
/Beratungsbedarfs im BMVEL"

Bisher liegen dem BMVEL keine aus der Praxis erhobenen Daten zum Einsatz alternativer bzw.
praxisgerechter, wirtschaftlicher und umweltfreundlicher Bodenbehandlungsmallinahmen zum
Zwecke der Eliminierung pathogener Mikroorganismen und Viren auf und im Boden vor.
Besonders bei der Freilandhaltung von Hihnern und Schweinen muss auf unbefestigten,
bewachsenen Bodenflachen bei zunehmender Beweidungsdauer mit einer Konzentrierung an
unerwinschten Mikroorganismen und Krankheitserregern gerechnet werden. Durch diesen
erhéhten ,Infektionsdruck® des Tierbestandes kann es zu Leistungsdepressionen kommen, die
in vielen Fallen eine wirtschaftliche, alternative Tierhaltungsform in Frage stellen konnen. Daher
braucht die o6kologische Tierhaltung im Rahmen praventiver Tiergesundheitskonzepte und
Hygienemanagementsystemen u.a. ein praktikables Instrumentarium zur Minderung bzw.
Verhinderung der Anreicherung unerwlnschter Erreger bzw. bakterieller und viraler

Krankheitserreger im Boden.

Im Zusammenhang der Bekampfung von ,Anzeigepflichtigen Tierseuchen® in der

konventionellen Tierhaltung ist der Einsatz von Chemikalien (chemische Desinfektionsmitteln)



zur Desinfektion des Stalles, deren Einrichtungen und der Gllle sowie des Festmistes das Mittel
der Wahl. Ein Einsatz von Chemikalien zur Desinfektion des Bodens bei der Freilandhaltung
(z.B. Formalin, Peressigsaure oder Natronlauge) scheidet neben den hohen Kosten vor allem
wegen seiner Umwelttoxizitdt von vornherein aus. Dem BMVEL als oberste
Fachaufsichtsbehoérde sollen damit Empfehlungen fur eine wirkungsvolle Bodendesinfektion zur
Verfugung gestellt werden, damit vor allem die unteren Verwaltungsbehérden
(Landratsdmter/Veterinaramter) als Uberwachungsbehérden im Tierseuchenfall (z. B.
Schweinepest bei Auslaufschweinen, Geflugelpest bei Freilandhiihnern) eindeutige

Handlungsanweisungen geben kdnnen.

2 Literatur

2.1 Allgemeine Bodenkunde (Begriffsbestimmungen)

"Boden ist das mit Wasser, Luft und Lebewesen durchsetzte, unter dem Einfluss der
Umweltfaktoren an der Erdoberflaiche entstandene und im Ablauf der Zeit sich
weiterentwickelnde Umwandlungsprodukt mineralischer und organischer Substanzen mit
eigener morphologischer Organisation, das in der Lage ist, hdheren Pflanzen als Standort zu
dienen und die Lebensgrundlage fur Tiere und Menschen bildet. Als Raum-Zeit-Struktur ist der
Boden ein vierdimensionales System" (SCHROEDER,1992).

Bdden stellen die belebte oberste Erdkruste des Festlandes dar. Sie bestehen aus

Mineralien unterschiedlichen Art und GroéRe sowie aus organischen Stoffen, dem Humus.
Minerale und Humus sind in bestimmter Weise im Raum eingeordnet, bilden miteinander das
Bodengefuge mit einem bestimmten Hohlraumsystem. Dieses besteht aus Poren
unterschiedlicher GréRe und Form, die mit der Bodenlésung, d.h. Wasser mit gelésten Stoffen
und der Bodenluft geflllt sind. Béden weisen charakteristische Horizonte auf. Béden sind
Naturkérper unterschiedlichen Alters, die je nach Art des Ausgangsgesteins und Reliefs unter
einem bestimmten Klima und damit einer bestimmten streuliefernden Vegetation mit
charakteristischen Lebensgemeinschaften (Biozénosen) durch bodenbildende Prozesse
entstanden sind (SCHEFFER et al., 2000). Boden selbst wird als eigener Naturkérper im
Durchdringungsbereich zwischen Atmosphare, Hydrosphare, Biosphare und Lithosphare im
weiteren Sinne verstanden." (KUNTZE et al., 1994).

Bdden haben sich in einem historischen Entwicklungsvorgang, das heildt in Jahrhunderten bis
Jahrtausenden, im Spannungsfeld der am jeweiligen Standort wirkenden geologischen,
klimatischen und biotischen Faktoren gebildet. Dazu zahlen die Art des Ausgangsgesteins, das

Relief und die Exposition, die Strahlung und der Wasserhaushalt ebenso wie Planzen-, Tier- und
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Mikroorganismengesellschaften. Auch der Mensch ist weltweit zu einem entscheidenden
bodenbildenden Faktor geworden" (BEESE, 1997).

2.1.1.  Anorganische Bodensubstanz

Das Material, aus dem der feste Teil der Erdoberflache besteht, liegt gewdhnlich nicht als
Kontinuum vor sondern ist kornig. Die Art der Kérner und ihre relative GroéRenverteilung
beeinflussen die Lagerungsverhaltnisse und damit auch Grélken und Formen der Korn-
zwischenrdume. Von letzteren hangt wiederum das Verhalten von Wasser, Luft und den mit
diesen transportierten Stoffen in Boden ab. SchlieBlich ist die Korngrofienverteilung diejenige
Eigenschaft, die sich im Boden als bestiandiges Merkmal erweist. Dies gilt vor allem fir die
mineralische Komponente, und deshalb bleibt die organische bei der Bestimmung der Kérnung
in der Regel unbertlicksichtigt. Das Ergebnis aller Belastungsvorgange beeinflusst das Verhalten
von Wasser und Luft mit ihren Inhaltsstoffen im Porenraum. Wasser- und Lufthaushalt sind
inrerseits teilweise von der Koérnung, teilweise von der Lagerung und dartber hinaus von
Umgebungsbedingungen abhéngig. Denn das Angebot von Wasser kann hinsichtlich der
Frequenz und Amplitude wechseln und damit das Angebot der Luft und deren Zusammen-
setzung im Boden beeinflussen. In Bewegung befindliches Wasser ist das weitaus wirksamste
Transportmittel fur Materie innerhalb des Bodenkorpers (HARTGE et al.,1999).

Die Einzelteilchen, aus denen die feste Phase des Bodens besteht, sind hinsichtlich ihrer
Grofen, Formen und Mischungen sehr unterschiedlich ausgebildet. Die auftretenden
Unterschiede sind jedoch nicht willkdrlich verteilt, sondern lassen sich nach verschiedenen
Gesichtspunkten ordnen, so dass Gesetzmaligkeiten erkennbar werden (HARTGE et al., 1999).
Die Grélen der in Boéden vorkommenden Kdérner variiert innerhalb eines sehr weiten Bereichs.
Die Verteilungen sind sowohl nach der Seite der Blocke als auch nach der Seite der feinsten
Teilchen von kolloidaler GroRRe hin offen. Diese weite Spanne wird in Fraktionen unterteilt, die
Kies, Sand, Schiuff und Ton genannt werden. Neben diesen in der heutigen deutschen
Bodenkunde gebrauchlichen existieren noch eine Anzahl anderer Bezeichnungen, die aber
meist einen Bezug zu einer Form oder einer genetisch bedingten Bildungsweise haben, wie z.B.
die Bezeichnungen Grus, Mehlsand oder Staubsand. Auch die Wahl der Grenzen fir die
genannten Fraktionen wird unterschiedlich gehandhabt. Die meisten Variationen treten dabei
innerhalb der Fraktionen Sand und Schluff auf. Die obere KorngréRengrenze des Sandes liegt
weitgehend einheitlich bei 2 mm. Die obere TeilchengréRe der Tonfraktion liegt auch noch

Uberwiegend einheitlich bei 0,002 (2 uym), jedoch tauchen hier schon Abweichungen auf. Es ist
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deshalb oft notwendig, die Grenzen einer Korngroflenbezeichnung direkt als Zahlwerte
anzugeben. In Deutschland ist seit etwa 1955 (HARTGE et al.,1999; BENZLER, J.H.,1986) die
in Tabelle 1 angegebene Einteilung der Kontraktionen Ublich. Sie ist in der DIN 4220 (1987)
verankert und geht auf das von ATTENBERG (1908) logarithmische System zurlck, bei dem
urspriinglich nur die Ziffer 2 als Klassengrenze angenommen wurde. Jeweils in der Mitte der so
entstandenen Klassen wurde spater eine weitere Unterteilung installiert, die wegen der
geometrischen Einteilung auf die Ziffernfolge 63 fallt. Bei der Wahl der Zahlenwerte fiir die
Fraktionsgrenzen orientierte sich ATTENBERG (1908) fiir die Sandfraktionsobergrenze an der
Korngrofle, oberhalb derer die Kérnung unter Freilandbedingungen keinen wesentlichen Einfluss
mehr auf die Wasserbewegung hat. Die Obergrenze der Tonfraktion wurde von ihm dort

eingesetzt, wo Bakterien nicht mehr zwischen dichtgelagerten Kérnern einzudringen vermaogen.

Tabelle 1: In Deutschland gebrauchliche Einteilung und Bezeichnung der Kérnungsklassen
sowie der verbreitesten Methoden zur KorngroRenbestimmung (f = fein, m =
mittel, g = grob)

Grofienklasse | Ton (T) Schluff (U) Sand (S) Kies (K) Steine (St) Blocke (BI)

Untergruppe |f M G |f m g |f M g |f m g

Aquivalent- 02 06 20 63 20 63 200 630 2000 6,3x10* 2x10° (in ym)

Durchmesser 2x107 6,3x107 2 63 20 63 200 (in mm)

Die Korngrofienverteilung ist das am weitesten bekannte und verwendete Charakteristikum des
Bodens. Es wird daher stets in die erste Ansprache miteingeschlossen und gehért in der Regel
zu den ersten Informationen, die fir die jegliche Arbeit mit oder an Boden erhaltlich sind. Dies ist
zum Teil eine Folge davon, dass eine Reihe von Bodeneigenschaften und Bodenmerkmalen eng
mit der Koérnung korrelieren. Es hat seinerseits aber zu Folge, dass diese Zusammenhange
wegen der relativ leichten Zugéanglichkeit von Aussagen Uber Kérnung besonders interessant
sind. Besonders auffallend und daher bekannt sind die Zusammenhange zwischen
KorngréRenverteilung und dem Wasserhaushalt (HARTGE et al., 1999).
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2.1.2 Organische Bodensubstanz

Das gesamte im Boden enthaltene tote organische Material wird als Humus (lateinisch:
"Erdboden") bezeichnet. Nach SCHRODER (1999) ist der Humus eine Gesamtheit der
abgestorbenen organischen Bodensubstanz. Die Produktion organischer Ausgangsstoffe, ihr
Entzug, Umwandlung durch Verwesung, Mineralisierung und Humifizierung bestimen in
Abhangigkeit von Umweltfaktoren den Humusspiegel eines Bodens (KUNTZE et al., 1994).
Zur organischen Substanz der Béden gehdren alle in und auf dem Mineralboden befindlichen
abgestorbenen pflanzlichen und tirischen Stoffe ~ und deren organischen
Umwandlungsprodukten. Die pflanzliche Streu bildet das Ausgansmaterial stabiler organischer
Substanz im Boden. Gelangen Pflanzreste auf oder in den Boden, so erfolgt zundchst eine
schnelle Mineralisierung zunehmend verlangsamt. Der Humusgehalt der Béden kann sowohl
direkt durch Zufuhr organischer Stoffe als auch indirekt durch anorganischer Diinger beeinflusst
werden. In Deutschland angewandete Stahlmistdingung erhoéht den Humusgehalt der Béden

im Vergleich zu den Bdden bei ausschliesender Mineralisierung (SCHEFFER et al., 2000).

2.1.3 Organismen im Boden

Die freilebende Komponente des Bodens stellen Bakterien, Pilze, Algi und Fauna dar (PAUL et
al.,1989).

2.1.4 Bodengefiige

Minerale und Humus sind in bestimmter Weise im Raum angeordnet, bilden miteinander das
Bodengefiige mit einem bestimmten Hohlraumsystem. Dieses besteht aus Poren unterschiedlicher
Grole und Form, die mit der Bodenlésung, d.h. Wasser mit gelésten Stoffen und der Bodenluft
gefiillt sind (SCHEFFER et al., 2002).

2.1.5 Bodenwasser

Als Bodenwasser bezeichnet man den Wasseranteil des Bodens, der durch Trocknung bei
105°C entfernt werden kann (WAGNER, 1993).

Die Wasserleitfahigkeit des Bodens ist eine Materialeigenschaft, die allerdings nicht immer
vollstandig gleichmalig ist, weil die Struktur des Bodens und damit der Verlauf der

FlieBpassagen veranderlich ist. In einem starren, pordsen Kérper hat die Wasserleitfahigkeit die
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Eigenschaft einer Materialkonstanten. Im Boden andert sich aber die Wasserleitfahigkeit infolge
der Auswirkungen des Stromungsdrucks, die ein Wasserdruckgefalle auf die festen
Bodenteilchen ausubt. Ein weiterer Grund ist die Tatsache, dass der Quellungszustand im
Boden oft nicht im Gleichgewicht mit dem Wassergehalt steht und sich daher bei
langanhaltendem hohem Wasserangebot andert. Dies gilt vor allem, wenn der Salzgehalt des
perkolierenden Wassers nicht mit der Zusammensetzung der austauschbaren Kationen und der
Dicke der elektrischen Doppelschicht im Gleichgewicht steht. Der Umstand, dass die Struktur
des Bodens bzw. die Stabilitat ein wesentlicher Faktor fur die Wasserleitfahigkeit ist, zeigt sich
auch darin, dass das Ausmall der Veranderung der Wasserleitfahigkeit als MalR fir die
Strukturstabilitdt verwendet werden kann. Da die Auspragung der Bodenstruktur oft starker
variiert als die Textur, verandert sich die Wasserleitfahigkeit im Boden mit ausgepragtem
Sekundarporensystem starker als im solchem mit vorherrschenden Primarporen. Sie variiert aus
dem gleichen Grund auch von Bodenhorizont zu Bodenhorizont sehr stark. Die Art der
Bodenstruktur — vor allem die Auspragung der Sekundarporen — ist also entscheidend, dass ein
aggregierter Ton-, Lehm- oder Schluffboden durchaus die Wasserleitfahigkeit eines Grobsandes
erreichen kann. Verkleinerungen des Porenvolumens wirken sich vor allem durch ihren Einfluss
auf die Wassergehaltsverteilungen aus, denn die feste Phase selbst enthélt stets
Diffusionspassagen, weil sie kornig ist (HARTGE et al., 1999). Durch die Adsorption gibt das
Wasser einen Teil seiner Bewegungsenergie ab, und zwar um so mehr, je dichter es an die
Oberflachen der festen Partikel herangetreten kann. Die freiwerdende Energie kann man als
Warme messen (Benetzungswarme). Der Betrag kann bei einem ofentrockenen (105°C) Ton
oder feinem Torf so grol3 sein, dass man die Erwarmung als Folge des Eingiel3ens weniger
Wassertropfen mit einem gewdhnlichen Quecksilberthermometer feststellen kann. Diese
Benetzungswarme wird fast ausschliellich durch den Vorgang der Hydratation frei. Die
Adsorption hat aber noch weitere Folgen fur das Wasser. Weil die einzelnen Molekile in ihrer
Bewegungsfreiheit gehemmt sind, kénnen sie nicht in dem gleichen MalRe weitere Energie
aufnehmen wie freie Wassermolekille. Dies wirkt sich in einer Verminderung der
Warmekapazitat des adsorbierten gegenlber des freien Wassers aus. Gleiches gilt flr den
Gefriervorgang. Auch hier ist das Wasser um so starker behindert, die molekulare Konfiguration
des Eises anzunehmen, je starker es adsorbiert, d.h. je naher es an der festen Grenzflache ist.
Dies wirkt sich nach aufien hin als Herabsetzung des Gefrierpunkts aus. Bezieht man dieses
Verhaltes auf die Kérnung eines Bodens, so kann man sagen, dass ein Boden bei gleichem
Wassergehaltbei um so tieferer Temperatur gefriert, je feinkérniger er ist (HARTGE et al.,
1999).Wenn ein trockener Boden mit Wasser in Beriihrung kommt, so flieRt es manchmal mehr

oder weniger schnell auseinander, es spreitet. Es kann jedoch auch vorkommen, dass es
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langere Zeit in Form von Tropfen auf der Bodenoberflache liegen bleibt. Hier liegt eine spezielle
Wechselwirkung zwischen dem Wasser und den festen Bodenteilchen vor, namlich eine
unterschiedliche Benetzung (FOWKES, 1964; zit. in HARTGE, 1999). Diese Wechselwirkung
isam starksten bei trockenen Bdden zu beobachten. Sie wirkt sich vor allem auf das Verhalten
des oberflachennahen Bodens sowie der unmittelbaren Bodenoberflache gegenlber Wasser
aus. Dabei ist insbesondere die Infiltration des Wassers in den Bdden betroffen und im
Zusammenhang damit die Stabilitat von Aggregaten (HARTGE et al., 1999).

2.1.6 Bodenluft

Die Zwischenraume den festen Bodenteilchen kdnnen nicht ,leer im engsten Sinne des Wortes
sein. Wenn sie kein Wasser enthalten, missen sie mit Gas gefullt sein. Unter
Freilandbedingungen sind alle Oberflachen von festen Bodenteilchen mit einem Wasserfilm
Uberzogen, die im Gleichgewicht mit dem Wasserdampfdruck der Luft stehen. Das bedeutet,
dass unter diesen Umstanden im Boden gar keine BerUhrung zwischen der Luft und den
Feststoffteilchen stattfindet, solange diese feucht bleiben (HARTGE et al., 1999).

2.1.7 Bodentemperatur

Ebenso wie das Verhalten von Wasser und Luft im Boden durch Untersuchung ihrer
Masseanteile bzw. deren Verteilung im Boden oder durch deren energetische Situation erfasst
werden kann, so gibt es auch fir die Warmeenergie zwei Aspekte der Betrachtung. Im
Gegensatz zum Wasser ist in diesem Fall aber der Potentialtherm (hier die Temperatur)
messtechnisch leichter zu erfassen als er der Mengentherm, was die Wasserkapazitat ware.
Deshalb wird bei der Untersuchung und Beschreibung der gesamten thermischen Situation
einschliellich ihrer periodischen oder einmaligen Veranderungen in der Regel vom Potential—
also von der Temperatur ausgegangen. Die Temperatur ist daher die bekannteste GréRe im
Bereich der thermischen Erscheinungen. Die Bodentemperatur ist ein Faktor, der fir alle
Vorgange im Boden sehr wichtig ist. Dies gilt sowohl fur die Entwicklung der Lebewesen als
auch fur die Vorgange der Bodenentwicklung, die als Folge der Organismentatigkeiten
beobachtet werden vor allem fir den Ab- und Umbau organischer Substanz im Boden. Es trifft
aber auch ganz allgemein fur den Ablauf aller chemischen und vieler physikalischen Vorgange

zu. Der Warmehausalt des Bodens wird in erheblichem Male von zwei Eigenschaften bestimmt:
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durch das Ausmal} der Temperaturerhdhung, die als Folge der Zufuhr thermischer Energie
auftritt, und durch das Ausmal, in dem derartige Zufuhren innerhalb des Bodens weitergegeben
werden (HARTGE et al., 1999).

Zwei Mechanismen bewirken im Boden Warmeausgleichsbewegungen, und zwar die
Warmeleitung und die Warmekonvektion. Wahrend die erste immer ablauft, ist die zweite an das
Vorhandensein eines beweglichen Tragers gebunden. Dieser Trager ist in der Regel das
Wasser. In der flissigen Phase ist es wegen seiner hohen Warmekapazitat ein wirksamer
Trager. In der Gasphase hat es zwar eine geringe Kapazitat, aber dies wird durch die hohe
Verdampfungs- bzw. Kondensationswarme wettgemacht. Im nicht wassergesattigten Boden
spielt daher der Wasserdampftransport als Warmetransportmechanismus eine erhebliche Rolle.
Die Warmeleitung ist stark vom Ausmal des leitenden Querschnitts im Boden abhangig. Dieser
Querschnitt ist wegen der geringen Warmeleitfahigkeit der Luft stark vom Wassergehalt
abhangig. Geringe Wassergehalte bewirken infolge ihrer meniskenartigen Verteilung im Boden
besonders starke Zunahmen des Fliessquerschnitts und fuhren damit zu gréReren
Transportmengen. Dies flhrt zum schnelleren Temperaturanstieg im gesamten Bodenkorper.
Da aber gleichzeitig die hohe Warmekapazitat des Wasser viel Energie zu dessen Erwarmung
verbraucht, gibt es ein Punkt, an dem die Transportzunahme infolge Zunahme des Fliess-
querschnitts und damit der Leitfahigkeit durch die Zunahme der Kapazitat kompensiert wird.
Letztere verhindert den fir ein Weitergehen des Transports notwendigen regionalen
Temperaturanstieg und so die Ausbildung starker Temperaturgradienten. Dies flihrt schlieRlich
zu der Abnahme der Temperaturleitfahigkeit (HARTGE 1999; zit. in SCHEFFER et al., 2000).

Die Konvektion ist von Menge, FlieRgeschwindigkeit und Kapazitat des transportierenden
Mediums abhangig. Als Transportmedien kommen das Wasser und die Gasphase im Boden in
Betracht. In den meisten Boden tritt der Warmetransport durch das Grundwasser weitgehend
zurtick, weil dieses sich nur relativ wenig bewegt und die Temperaturdifferenzen innerhalb des
von ihm passierten Raumes meist klein sind. GroRen Einfluss auf den Warmehaushalt im Boden
hat im allgemeinen der Wasserdampftransport, wenn ein solcher infolge hinreichend
zusammenhangender Luftvolumina zustande kommt. Er kann in den obersten 2 cm des Bodens
40 bis 60% des gesamten Warmetransportes ausmachen (KOOREVAAR et al.,1983; zit. in
HARTGE, 1999). Der Warmetransport kommt dadurch zustande, dass bei hoher
Wassersattigung der Bodenluft jede Temperaturdnderung relativ. eng mit einer
Dampfdruckanderung parallel l1auft. Die Folge davon ist die Kondensation von Wasserdampf zu
Wasser im Bereich der niedrigen Temperatur. Mit diesem konzentrationsbedingten

Wasserdampfstrom wird die Verdunstungswarme des Wassers transportiert. Dieser
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Mechanismus bleibt wirksam, solange die durch Kondensation freiwerdende Warmemenge vom
Ort der Kondensation so schnell abgefiihrt wird, dass dort die niedrige Temperatur erhalten
bleibt. Dies ist z. B. an einer Bodenoberflaiche wahrend der Nacht der Fall, im Unterboden
hingegen im Tagesverlauf. Die geringe Warmekapazitdt und die gleichzeitig geringe
Warmeleitfahigkeit des Hochmoortorfes erzeugt am Tage einen Warmeenergiestau nahe der
Oberflache. Daher steigen die Temperaturen dort und auch in der bodennahen Luft. Die
Weitergabe nach unten ist gering. Die nachtliche Abstrahlung beginnt mit relativ hoher Intensitat,
und daher geht ein besonders groRer Anteil der tagsliber eingestrahlten Energie verloren. Als
Folge der Abkiihlung der Bodenoberflache sinkt die Temperatur der angrenzenden Luftschicht
ebenfalls. Dieses Phanomen ist um so starker ausgepragt, je trockener der Torf ist. Es fuhrt
daher um so ofter zu niedrigen Temperaturen an der Bodenoberflache, je starker das Moor
gedrant ist und erklart die relative Haufigkeit von Nacht- und Spatfrésten solcher Lagen. Im
Geschiebesand sind die Temperaturunterschiede im Boden und daher auch im unmittelbar
angrenzenden Luftraum weit kleiner als im Moor, das tiefere Eindringen der Temperaturwelle in
den Boden hinein ist deutlich erkennbar. Der Unterschied zwischen Maximal- und Minimalwert
betragt hier in 50 cm Tiefe noch immer etwa 1°C. Dies ist eine Folge der im Vergleich zum
Hochmoor hoheren Warmekapazitat und Warmeleitfahigkeit. In dichten Materialien wie Granit
reicht die Temperaturschwankung wegen der Kombination von geringer Kapazitdt und hoher
Leitfahigkeit noch tiefer hinunter. Dieser Sachverhalt fuhrt unter anderem dazu, dass die
,Frosttiefe” im Boden unten Steinen groRer ist als in gleicher Bodentiefe daneben. Dies ist im
Zusammenhang mit dem Hochfrieren von Steinen wichtig. Warmetransporte werden in jeder
Richtung unterbunden, wenn Konvektionsstrome — d.h. sowohl Wasserdampf als auch nahe
dem Gefrierpunkt flieRendes Wasser und Leitungsmoglichkeiten abgeschnitten werden.
Lockerlagernde  Schichten aus organischem (Torf, Mulch) oder mineralischem
(Aggregatschichten) Material mit geringer Leitfahigkeit sind solche Transporthemmer. Durch
Lockern und Dranen kann man natlrlich auch eine Hemmung erreichen. Die Folge ist bei
niedriger Bodentemperatur im Frihjahr ein langsameres Erwarmen und unmittelbar an der
Oberflache Spatfrostgefahr (WIERENGA et al.,1982; zit. in HARTGE, 1999)
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2.2  Gesetzliche Grundlagen
2.2.1 Tierseuchengesetz (TierSG)

Dieses Gesetz regelt die Bekdmpfung von Seuchen, die bei Haustieren oder StuRwasserfischen
auftreten oder bei anderen Tieren auftreten und auf Haustiere oder Sif3wasserfische Ubertragen

werden konnen (Tierseuchen). § 79a bleibt unberuhrt.
(2) Im Sinne dieses Gesetzes sind

1. Haustiere:
von Menschen gehaltene Tiere einschlieRlich der Bienen, jedoch
ausschlie3lich der Fische;

2. Vieh:
folgende Haustiere: Pferde, Esel, Maulesel, Maultiere, Rinder, Schweine,
Schafe, Ziegen, Kaninchen, Ganse, Enten, Hiihner - einschlieBlich Perl- und
TruthUhner - und Tauben;

3. Schlachtvieh:
Vieh, von dem anzunehmen ist, dass es zur Verwendung des Fleisches zum
Genuss flr Menschen alsbald geschlachtet werden soll;

4. SuRwasserfische:
Fische in allen Entwicklungsstadien einschlief3lich der Eier und des
Spermas, die fischereilich genutzt werden und
a) standig oder zeitweise im StiRwasser leben oder
b) im Meerwasser oder Brackwasser gehalten werden;
als Fische in diesem Sinne gelten auch Neunaugen (Cyclostomata),
Zehnfulikrebse (Dekapoden) und Weichtiere;

5. verdachtige Tiere:
seuchenverdachtige und ansteckungsverdachtige Tiere;

6. seuchenverdachtige Tiere:
Tiere, an denen sich Erscheinungen zeigen, die den Ausbruch einer Seuche
beflirchten lassen;

7. ansteckungsverdachtige Tiere:
Tiere, die nicht seuchenverdachtig sind, von denen aber anzunehmen ist,
dass sie den Ansteckungsstoff aufgenommen haben;

8. Mitgliedstaat:

Staat, der der Europaischen Gemeinschaft angehort;
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9. Drittland:
Staat, der der Europaischen Gemeinschaft nicht angehort;

10. innergemeinschaftliches Verbringen:
jedes Verbringen aus einem anderen Mitgliedstaat und nach einem anderen
Mitgliedstaat sowie das Verbringen im Inland zum Zwecke des Verbringens
nach einem anderen Mitgliedstaat;

11. Einfuhr:
Verbringen aus einem Drittland in die Europaische Gemeinschaft;

12. Ausfuhr:

Verbringen aus dem Inland in ein Drittland.

2.2.2 Bundesnaturschutzgesetz (BNatSchG)

Die Ziele des Naturschutzes und der Landschaftspflege beinhalten, die Natur und Landschaft
auf Grund ihres eigenen Wertes und als Lebensgrundlagen des Menschen auch in
Verantwortung fur die kunftigen Generationen im besiedelten und unbesiedelten Bereich so zu

schitzen, zu pflegen, zu entwickeln und, soweit erforderlich, wiederherzustellen, dass
1. die Leistungs- und Funktionsfahigkeit des Naturhaushalts,
2. die Regenerationsfahigkeit und nachhaltige Nutzungsfahigkeit der Naturguter,
3. die Tier- und Pflanzenwelt einschlieBlich ihrer Lebensstatten und Lebensrdume sowie

4. die Vielfalt, Eigenart und Schonheit sowie der Erholungswert von Natur und Landschaft

auf Dauer gesichert sind.

2.2.3 Bundes-Bodenschutzgesetz ( BBodSchG)

Zweck dieses Gesetzes ist es, nachhaltig die Funktionen des Bodens zu sichern oder
wiederherzustellen. Hierzu sind schadliche Bodenveranderungen abzuwehren, der Boden und
Altlasten sowie hierdurch verursachte Gewasserverunreinigungen zu sanieren und Vorsorge
gegen nachteilige Einwirkungen auf den Boden zu treffen. Bei Einwirkungen auf den Boden
sollen Beeintrachtigungen seiner natirlichen Funktionen sowie seiner Funktion als Archiv der

Natur- und Kulturgeschichte soweit wie mdglich vermieden werden.
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2.2.4 Wasserhaushaltsgesetz (WHG)

(1) Die Gewasser sind als Bestandteil des Naturhaushalts und als Lebensraum

fur Tiere und Pflanzen zu sichern. Sie sind so zu bewirtschaften, dass sie dem Wohl der
Allgemeinheit und im Einklang mit ihm auch dem Nutzen Einzelner dienen, vermeidbare
Beeintrachtigungen ihrer 6kologischen Funktionen und der direkt von ihnen abhangenden
Landdkosysteme und Feuchtgebiete im Hinblick auf deren Wasserhaushalt unterbleiben und
damit insgesamt eine nachhaltige Entwicklung gewahrleistet wird. Dabei sind insbesondere
mogliche Verlagerungen von nachteiligen Auswirkungen von einem Schutzgut auf ein anderes
zu bericksichtigen; ein hohes Schutzniveau fur die Umwelt insgesamt, unter Bertcksichtigung

der Erfordernisse des Klimaschutzes, ist zu gewahrleisten.

(2) Jedermann ist verpflichtet, bei MalRnahmen, mit denen Einwirkungen auf ein Gewasser
verbunden sein kdnnen, die nach den Umstanden erforderliche Sorgfalt anzuwenden, um eine
Verunreinigung des Wassers oder eine sonstige nachteilige Veranderung seiner Eigenschaften
zu verhiten, um eine mit Rucksicht auf den Wasserhaushalt gebotene sparsame Verwendung
des Wassers zu erzielen um die Leistungsfahigkeit des Wasserhaushalts zu erhalten und um

eine Vergrolierung und Beschleunigung des Wasserabflusses zu vermeiden.

(3) Durch Landesrecht wird bestimmt, dass der Wasserbedarf der 6ffentlichen
Wasserversorgung vorrangig aus ortsnahen Wasservorkommen zu decken ist, soweit

Uberwiegende Grinde des Wohls der Allgemeinheit nicht entgegenstehen.

(4) Das Grundeigentum berechtigt nicht
1. zu einer Gewasserbenutzung, die nach diesem Gesetz oder nach den
Landeswassergesetzen einer Erlaubnis oder Bewilligung bedarf,

2. zum Ausbau eines oberirdischen Gewassers.
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2.2.5 Pflanzenschutzgesetz (PflISchG)

Zweck dieses Gesetzes ist, Pflanzen, insbesondere Kulturpflanzen vor Schadorganismen und
nichtparasitaren Beeintrachtigungen zu schitzen. Im Sinne dieses Gesetzes sind
Schadorganismen: Tiere, Pflanzen und Mikroorganismen in allen Entwicklungsstadien, die
erhebliche Schaden an Pflanzen oder Pflanzenerzeugnissen verursachen kénnen. Viren und
ahnliche Krankheitserreger werden den Mikroorganismen, nicht durch Schadorganismen

verursachte Krankheiten werden den Schadorganismen gleichgestellt (§ 2 PfISchG).

2.3  Problematik der Kontamination des Bodens mit Mikroorganismen in Freilandhaltung

In einer konzentrierten Tierhaltung, wie sie in aller Regel eine 6konomisch zu betreibende
Schweinehaltung darstellt (FRIES, 2000) oder auch die Masthahnchenhaltung (BANDICK et al.,
1998) koénnen Salmonellen zu einem grolken Bestandsproblem werden. Salmonellen sind
Erreger von Tierseuchen und sie stellen als Erreger einer Zoonose eine besondere Gefahr flr
den Menschen dar. Hinzu kommen fékalcoliforme Keime, Enterobacteriaceen, Campylobacter
spp. und Clostridium perfringens, die in sehr unterschiedlichen Konzentration z.B. bei eigenen
Untersuchungen in der Einstreu von Liegeboxen von Milchkihen nachgewiesen werden konnten
(BOHM et al., 2004). In der Freilandhaltung halten sich diese Erreger unterschiedlich lange im
Boden mit der Gefahr der oberflachlichen Abschwemmung bei Starkregenereignissen oder der
Tiefenverlagerung bei entsprechenden bodengeologischen und bodenphysikalischen
Voraussetzungen. Viele Infektionskrankheiten verlaufen mit Beteiligung des Verdauungs-
und/oder des Urogenital- und Respirationstraktes. Die Erreger dieser Krankheiten werden von
den erkrankten Tieren entweder direkt ausgeschieden (z.B. Nasen-, Pharynx-, Vaginal-,
Plazenta- oder Lochialsekrete, Fazes, Urin, Milch ,Sperma, Hautteile) oder gelangen indirekt
Uber Tierkorper, Blut, Schlachtabfalle und —produkte, Eier und Eiprodukte, Milch und
Milchprodukte oder Wirtschaftsdinger in die Umwelt. Bei Stallhaltung enden die pathogenen
Agentien in aller Regel auf dem StallfuBboden, auch wenn sie nicht tber tber den Verdauungs-
oder Urogenitaltrakt emittiert werden. In der Freilandshaltung gelangen sie auf die
Bodenobeflache und werden bei gewaschenem Boden eingebracht. Dort mischen sie sich mit
Stallmist, Jauche und Gille und gelangen bei deren Entfernung aus dem Stall ebenfalls in die
Lagerstatten flr Fest- und Flissigmist. Durch die Diingung von landwirtschaftlichen Nutzflachen
mit Wirtschaftsdiingern tierischer Herkunft (Gllle, Jauche, Festmist) gelangen fakale

Indikatorbakterien und gegebenenfalls pathogene Keime auf die Bodenoberflache (STRAUCH,



21

1992). Wenn infizierte Wirtschaftsdinger landwirtschaftlich verwendet werden, besteht somit die
Gefahr einer z.T. weitrdumigen Verschleppung von Seuchenerregern oder der Erreger von
Ubertragbaren Faktorenkrankheiten (STRAUCH, 1991). In der Liste einer EG-Arbeitsgruppe
werden folgende bakteriellen Infektionserreger besonders erwahnt, die Probleme fir die
tierische und menschliche Gesundheit verursachen kdnnen, wenn sie mit Fazes auftreten:
Salmonellen, Leptospiren, Treponemen, Rotlauf-, Myko- und Milzbrandbakterien, Bruzellen
enteropathogene E. coli, Rikettsien und Chlamydien (KELLY, 1978; zit. in STRAUCH, 1991).
Auch samtliche Viren, die aus dem infizierten Tierkorper in die Umwelt gelangen, kdnnen in den
Wirtschaftsdiingern vorhanden sein. Uber die Konzentration dieser Viren in den Fazes gibt es
nur wenig Informationen. Nach SELLERS (1981); zit. in STRAUCH (1991) betragen die
maximalen Virustiter in Fazes bei Maul- und Klauenseuche bei Rind, Schaf bzw. Schwein 5,5,
2,7 bzw. 2,9 log. IDsy je Gramm, bei der vesikularen Schweinekrankheit 6,0 und bei Rinderpest

ebenfalls 6,0 log D5, je Gramm Fézes.

Die Viruskonzentrationen z.B. menschlicher Ausscheidungen kdnnen durchaus 10° infektiose
Einheiten von Enteroviren pro Gramm Stuhl (SABIN et al., 1955) und 10° infektidse Einheiten
von Reoviren pro Gramm Stuhl enthalten (KONNO et al., 1977).

In Schweinehaltungen kénnen in vielen Fallen Wirtschaftsdinger als Reservoir fur Infektionen
mit Toxoplasma gondii, Sarcocystisarten und Ascaris suum angesehen werden. In Rinder-
haltungen besitzen Wirtschaftsdinger als Vektor fir Eimeria-Arten, Cryptosporidium parvum,
Sarcocystis-Spezies, Taenia saginata und Fasciola hepatica eine gewisse Bedeutung (HIEPE et
al.,1991).

2.3.1 Vorkommen und Tenazitat von Mkroorganismen im Boden und anderen Medien

ADE-KAPPELMANN (2004) hat unterschiedliche Mikroorganismen auf Keimtrager in

eine Pasteurisierungsanlage (Laborpasteur) fur Gille eingebracht um deren Tenazitat bei
verschiedenen Temperaturen und Aufenthaltszeiten zu Uberprifen.

Die verwendeten Keimtrager entsprechen aufgrund ihrer Bauart verschiedenen praxis-

nahen Anforderungen (HOFERER, 2001).

Im Laborpasteur, an dem ADE-KAPPELMANN (2004) ihre Versuche zur Hygienisierung
durchgefiihrt hat, wurde ein Temperaturbereich von 70-90 °C erzeugt, bei groftechnischen
Untersuchungen maximal 70 °C fir eine Stunde.

Bei den Untersuchungen in der Praxis wurden Salmonellen in einer Stunde bei 70 °C in der

Gulle inaktiviert. Enterococcus faecalis war nach 30 min bei 70°C im Laborpasteur noch
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nachweisbar. Erst nach 90 min bei 70 °C konnte Enterococcus faecalis eliminiert werden. Bei
einer Tempratur von 80 °C wurde Enterococcus faecalis nach 20 min vollstandig eliminiert
(ADE-KAPPELMANN, 2004).

SOLDIERER (1991) konnte deutliche Unterschiede in der Hitzeresistenz zwischen
verschiedenen Fllssigmistproben erarbeiten. Wahrend der Nachweis von Salmonellen

in Schweinegdlle bereits nach 20 min bei 60 °C nicht mehr gelang, konnten

Fakalstreptokokken aus anderen Proben (Rinder- oder Schweinegulle) noch nach 150 min bei
60°C nachgewiesen werden. Die Fakalstreptokokken haben sich als warmeresistenter erwiesen.
Eine deutsche Arbeitgruppe (zit. in SOLDIERER, 1991) empfiehlt zur Entseuchung von
Klarschlamm folgende Temperatur-Zeit-Kombinationen: 70 °C/25 min.

Nach HAVELAAR (1984), zit. in SOLDIERER (1991) wird dabei meist die Temperatur-Zeit-
Kombination 70 °C/30 min zur Pasteurisierung angewandt. Auch flr die Pasteurisierung von
Flussigmist (Trockensubstanz unter 10%) wird die Kombination 70 °C/30 min empfohlen
(EKESBO, 1985; WHO, 1988, zit. in SOLDIERER, 1991). PHILIPP (2004) empfiehlt die
Pasteurisierung des Bioabfalls bei einer Temperatur von 70°C bei einer 1 Stunde.

SOLDIERER (1991) ermittelte die Zeit, in der es zur Inaktivierung von Salmonella
Senftenbergs in Flissigmist bei verschiedenen Temperaturen kam: bei 50 °C — 56,7 min; bei
55 °C - 11,5 min; bei 60 °C — 2,3 min und bei 65 °C - 0,47min.

Auch dieser Beispiel zeigt, dass niedrige Temperaturen um 50 °C fast 1 Stunde

Zeit der Warmewirkung erfordern, um Salmonellen zu inaktivieren.

Seit langem ist bekannt, dass feuchte Hitze Mikroorganismen wesentlich starker schadigt als
trockene Hitze bei gleicher Temperatur. Eine Erkenntnis, die in der Sterilisations-

praxis breite Anwendung findet (JOSLAYN, 1983; WALLHAUSSER, 1988; zit. in SOLDIERER,
1991).

Eine Bodendesinfektion kann mit Einwirkung von Hitze grundsatzlich durchgeflhrt werden. Die
Frage stellt sich, welche Temperaturen werden Uber welche Zeitspannen beim Einsatz
unterschiedlicher technischer Einrichtungen zur Bodenerwarmung erreicht.

Nach HOF et al. (2000) ist die Desinfektion eine gezielte Entkeimung bestimmter,
unerwiinschter Mikroben mit dem Zweck, die Ubertragung von Krankheitserregern zu
verhindern, bzw. eine Reduktion der Anzahl der Mikroorganismen auf dem Objekt um
mindestens 5 log-Stufen zu bewirken, so dass von dort keine Infektion mehr ausgehen kann.
Nach Wagner (1993) Uberlebten Salmonellen zwischen 1 Tag und 13 Monaten, im gefrorenen
feuchten Boden Uber 2 Jahre PIOCH (1989); zit. in WAGNER (1993), in trockener Erde bis 500
Tage (HESS et al., zit. in WAGNER, 1993), in geschlossenen Wassergefallen sogar bis 16
Jahren (ALTHAUS, zit. in Wagner, 1993).
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Nach KOHLER (1993) kann Bovines Parvovirus (Stamm Haden) in verschiedenen Bdden bei
Lagerungstemperaturen von 4 °C uber einen einheitlich langen Zeitraum, bis zur 44 Woche
Uberleben bei einer Temperatur von 20 °C bis 28 Wochen. Bei Rotaviren betrug die langste
Zeitspanne des Virusnachweises bei 4 °C 60 Wochen und bei 20 °C 28 Wochen. Bei ECBO-
Viren waren es 52 Wochen bei Temperaturen von 4 °C und 28 Wochen bei Temperaturen von
20 °C.

Fakalstreptokokken kénnen im Boden nach 4 Wochen bei einer Temperatur von 20 °C noch
nachgewiesen werden und bei der Temperatur von 4 °C bis zur 54. Woche.

Uberlebenszeiten von Fakalkeimen in sandigen Béden unter Laborbedingungen sind in den
meisten Fallen bei Lagerungstemperaturen zwischen 20 °C und 25 °C ermittelt worden und
reichen von einigen wenigen Wochen bis zu 64 Wochen (WAGNER,1993).

Nach SOLDIERER (1991) werden bei 65 °C 30 Minuten benétigt um Flissigmist zu pasteuri-
sieren. Bei 75 °C sind es 20 min und bei 80 °C entsprechend 10 min.

SOLDIERER (1991) macht die Aussage, Flissigmist bei 70 °C iber 25 Minuten sicher unter der
Voraussetzung pasteurisieren zu koénnen, wenn eine vorausgehende Zerkleinerung der
Bestandteile kleiner als 5 mm Durchmesser gegeben ist.

Nach MOCE-LLIVINA (2003) reduzierten sich E. coli bei Temperaturen von 80 °C nach 30 min
um mehr als 3,6 Zehnerpotenzen im Schlamm. Im Vergleich dazu reduzierten sich E. coli bei
einer Temperatur von 60 °C und 30 min um 6 Zehnerpotenzen im Abwasser.
Nach 30 min wurde Enterococcus faecalis bei einer Temperatur von 80°C Uber 1,4
Zehnerpotenzen im Schlamm reduziert. Zum Vergleich wurde die Zahl von Enterococcus
faecalis nach 30 min einer Temperatur von 60 °C Uber 3,4 Zehnerpotenzen im Abwasser
reduziert.

Die Inaktivierungsrate von pathogenen Mikroorganismen steigt mit zunehmender Temperatur
(DUNHAM, 1977; MARTENS, 1999; WELLINGER 1991; zit. in HOFERER, 2001).

Nach VAN DONSEL et al. (1967; zit. in MITSCHERLICH, 1984) Uberlebten Enterococcus
faecalis 70 Tage in schattigen und in ungeschitzten Stellen in 8 cm Bodentiefe in der Zeit von
Marz bis April. Die Versuchsstelle war mit Gras bewachsen.

Nach SPYNU et al. (1998) Uberlebten Polioviren im Boden und an Tomatenpflanzen 60 Tage.
Nach YEAGER et al. (1979) wurde bei Enteroviren (Polioviren), die im trockenen Boden
(unabhangig von Temperatur, Bodentyp) 12 Tage bei 37 °C gelagert wurden keine Infektiositat
mehr festgestellt. BITTON et al. (1984) haben beobachtet, dass Viren (Poliovirus und
Echovirus) wahrend einer warmen und trockenen Saison schneller inaktiviert werden als

wahrend einer warmen und feuchten Saison.
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Nach GUO et al. (2002) Gberlebten Salmonellen (S. Montevideo, S. Poona und S. Michigan) 45
Tage im feuchten Boden bei 20 °C.

Nach BEST (1971) ist die Tenazitdt von Salmonellen in Flussigmist von ihrer
Spezieszugehdrigkeit abhangig. In Rindergllle Gberlebten bei einer Temperatur zwischen 4,5 °C
bis 15,4 °C Salmonella Dublin 49 Tage und Salmonella Thyphimurium 177 Tage. STRAUCH
(1991) qgibt ein Beispiel der Tenazitdt von Salmonella Senftenberg im Boden in Abhangigkeit
von der Jahreszeit in welcher es bei einmaliger Ausbringung eines Klarschlamm auf Waldboden
kam. Im Sommer Uberlebten die Salmonellen bis 820 Tage und im Winter bis 350 Tage.

Es wird dabei eine Erklarung gegeben, warum die Salmonellen bei der Sommerausbringung
langer Uberlebt haben als bei der Winterausbringung des Klarschlammes.

Nach KNOP (1997) konnten Salmonellen noch am 2. Tag bei Temperaturen von bis 65 °C im
Kompost nachgewiesen werden. Salmonella Senftenberg dagegen 420 min bei 55 °C.

Die hitzeresistente Fraktion Uberlebt wesentlich langer als der Rest (MOAST et al., 1971 ;zit. in
KNOP,1997).

Bei Untersuchungen zur Bioabfallkompostierung benutzte GIER (1992; zit. in KNOP, 1997)
Salmonella SchleiBheim und S. Senftenbergszsw als Testorganismen und konnte nach 24 Tagen
trotz Maximaltemperaturen von 70°C noch Salmonellen nachweisen.

KNOP (1997) berichtet, dass S. Senftenbergzzsw mit dem hochstem TS-Gehalt des Aus-
gangsmaterials am langsten nachweisbar war.

In der Literatur wird fir Salmonellen und andere Bakterien das Phdnomen der Erlangung einer
erhdhten Hitzeresistenz durch Adaptation beschrieben (HUMPHREY, 1990; KATSUI et al.,
1982; KIM et al., 1989; zit. in KNOP, 1997).

Die Anzuchtung von Mikroorganismen oberhalb ihres Wachstumsoptimums soll zu erworbener
Thermoresistenz fihren kénnen (NEIDHARDT und VAN BOGELEN, 1987; YAMAMORI und
YURA, 1982; zit in KNOP, 1997).

MACKEY und DERRICK (1986) beobachteten, dass sich die Inaktivierungszeit von S.
Typhimurium bei 55 °C bzw. 59 °C nach 30 min Vorerwarmung bei 48°C um das 2 bis 7-fache
verlangerte.

Die mdgliche Erklarung fir eine Thermoresistenz wird durch die Bildung sogenannter
hitzeresistenter Hitzeschockproteine (,heat shock proteins“) gegeben (MACKEY und DERRICK,
1986; zit in KNOP, 1997). Nach LEMAUX et al. (1978; zit. in KNOP, 1997) werden solche
Proteine gebildet, wenn Bakterienzellen innerhalb ihres Wachstumsbereichs von niederen auf
hoéhere Temperaturen erwarmt werden. Fur E. coli ist eine voribergehende Expression solcher
Hitzeproteine belegt (YAMAMORI und YURA ,1982; zit. in KNOP, 1997)

MITSCHERLICH und MARTH (1984) zitieren Beispiele verschiedener Wissenschattler,
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die Uberlebenszeiten unterschiedlicher Mikroorganismen im Boden bei verschiedenen
Temperaturen beinhalten:

Nach VAN DONSEL et al. (1967) Uberlebte E. coli 28 Tage an einer schattigen Stelle von Marz
bis zum April in 8cm Bodentiefe. Auf einer ungeschitzten Stelle sind es 40 Tage. Zwischen den
Monaten Juni bis August Uberlebten E. coli 43 Tage an einer schattigen Stelle und 20 Tage auf
einer ungeschitzten Stelle. Dazu sind die Uberlebenszeiten in den Monaten September-
Oktober: 70 Tage im Schatten und 40 Tage auf einer ungeschitzten Stelle. In den Monaten
November-Januar- 65 Tage im Schatten und 62 Tage auf einer ungeschitzten Stelle. Der
Boden wurde nach VAN DONSEL (1967) mit einer Keimsuspension von E. coli beaufschlagt, die
auf Basis einer ,brain-heart infusion® hergestellt war. Escherichia coli Gberlebte von Marz bis
zum April kirzer auf schattigen Stellen als in ungeschitzten Stellen. In den Monaten Juni bis
August Uberlebten die Mikroorganismen langer auf schattigen Stellen, wo es feuchter war im
Vergleich zu den ungeschiitzen Stellen. Die Sonne hat den Boden auf den geschutzten Stellen
nicht so stark erhitzt als auf den ungeschiitzten Stellen.

Die Mikroorganismen konnen auch mittels chemischen Methoden, z.B. Alkalisierung durch
Kalkung, mit CaO (Branntkalk) oder Ca(OH), (L6schkalk) reduziert werden.

Zur Schneckenbekampfung wurde 0,5-1 kg CaO/m? auf landwirtschaftlichen Bdden ausgebracht
(ANONYM, 2003).

Untersuchungen von LANG (1987), zit. in SCHIRM (2003) belegen, dass beim Einsatz von
Ca(OH), eine Inaktivierungszeit von drei Stunden angesetzt werden muss um E. coli bei einem
pH von 12,6 ausreichend reduzieren zu kénnen.

Nach SCHIRM (2003) kann mit einer Kalkmenge von 0,2 kg CaO/kg TS bei Bioabféllen ein
pH>12,5 eingestellt werden. Bei einer Lagerung von 24 Stunden bei pH>12,5 kann von einer
ausreichenden Reduzierung des ECBO-Virus, Salmonella Senftenberg und E. coli ausgegangen
werden.

Bei der Verwendung von 0,3 kg CaO/kg TS kann S. Senftenberg und E. coli innerhalb von einer
Stunde und Fakalstreptokokken nach 3-5 Stunden unabhangig vom eingesetzten Substrat um

5 Zehnerpotenzen reduziert werden (SCHIRM, 2003).

Das Bovine Parvovirus kann bei Freisetzung von Ammoniak in kirzer Zeitspannen inaktiviert
werden. Im Praxisbetrieb wurde beim Einsatz von 0,9 kg CaO/kg TS im Substrat Garriickstand
eine ausreichende Reduzierung innerhalb von 30 Minuten erreicht. Klarschlamm sollte nach der
Einmischung von 0,9 kg CaO/kg TS 24 Stunden gelagert werden, bevor von einer Inaktivierung
des BPV ausgegangen werden kann SCHIRM (2003).

Nach PALUSZAK et al. (2003) Gberlebten Salmonellen, E. coli und Streptokkoken der D-
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Gruppe 28 Wochen, 24,6 Wochen und 16,5 Wochen bei 20°C im Boden der nicht mit
Flussigmist gedingt wurde. Die Tenazitat der untersuchten Mikroorganismen betragt bei 20°C
und zusatzlicher Flissigmistdiingung 34,5 Wochen, 26,8 Wochen und 24,8 Wochen.
Nach Wagner (1993) Uberlebten Salmonellen zwischen 1 Tag und 13 Monaten, im gefrorenen
feuchten Boden Uber 2 Jahre (PIOCH et al., 1989; zit. in WAGNER, 1993), in trockener Erde bis
500 Tage (HESS et al., 1974; zit. in WAGNER, 1993), in geschlossenen Wassergefalien sogar
bis 16 Jahre (ALTHAUS, 1983; zit. in Wagner, 1993).

Die Fakalstreptokokken kénnen im Boden nach 4 Wochen bei einer Temperatur von 20°C noch
nachgewiesen werden und bei der Temperatur von 4 °C bis zur 54. Woche.

Uberlebenszeiten von Fakalkeimen in sandigen Béden unter Laborbedingungen sind in den
meisten Fallen bei Lagerungstemperaturen zwischen 20 °C und 25 °C ermittelt worden und
reichen von wenigen Wochen bis zu 64 Wochen (WAGNER,1993).

Manche Mikroorganismen sind im trockenen Boden durch die Hitze schwerer zu inaktivieren als
in einem feuchten Boden. Sclerotia sclerotiorum wird in trockenem Zustand bei einer
Temperatur von z.B. 80 °C inaktiviert. In einem befeuchteten Boden genligt eine Temperatur
von 60 °C um sie in der gleichen Zeit abzutoten (MARISKA et al., 2002).

Tabak-Mosaik-Virus (TMV) gehért zu den stabilsten Pflanzenviren, welche in getrockneten
Tabakblattern Temperaturen von 120 °C bis 150 °C uberstehen kann (BODE, 1958; zit in
LORENZ, 2001). TMV uberlebten 21 Tage in einer Anaerobanlage bei Temperaturen von 70 °C
mit noch einer schwach ausgepragten Virulenz. Im feuchtem Pflanzenmaterial wurde TMV
zwischen 10 bis 20 Minuten bei Temperaturen von 90°C inaktiviert (BROADBEND et al., 1965;
zit. in LORENZ, 2001). Die Thermoresistenz von TMV ist im getrockneten Pflanzenmaterial
héher. Bei Temperaturen von 150 °C ist das TMV in wenigen Minuten inaktiviert (SCHMELZER
et al., 1977; zit in LORENZ, 2001). In 10 Minuten kommt es im getrockneten Pflanzenmaterial
bei Temperatur von 150 °C zur vollstandiger Reduktion der Infektiositat des TMV (BODE et al.,
1968; zit in LORENZ, 2004). In einer Pasteurisierungsanlage bei der Erhitzung von Bioabfallen
kam es innerhalb 1 Stunde bei der Temperatur von 90 °C zur vollstandigen Inaktivierung des
TMV (LORENZ, 2004).

Plasmodiophora brassicae ist als obligater Endoparasit bei Kohlpflanzen ein phytopathologisch
bedeutsammer Erreger. P. brassicae bildet sehr widerstandsfahige Dauersporen, welche
mehrere Jahre im Boden Uberleben kénnen (BRUNS et al., 1989; zit. in LORENZ, 2001).

Feuchte Hitze inaktiviert Tomatensamen in 10 Minuten bei Temperaturen von 65 °C in

Laborversuchen. Trockene  Tomatensamen zeigen dagegen eine viel hdhere
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Wiederstandsfahigkeit. Sie verlieren diese nach 15 Tagen bei einer Temperatur von 80 °C, nach
5 Tagen bei einer Temperatur von 90 °C und nach 24 Stunden bei 100 °C (HERMANN et al.,
1994; zit in LORENZ, 2001). Gequollene Tomatensamen verlieren nach 24 Stunden ihre
Lebensfahigkeit bei einer Temperatur von 60 °C. In Versuchen von POLLMANN (1995) waren
die in den Bioabfall eingelegten Tomatensamen mit 45 % Feuchte eingequollen. Es reichte das
Einwirken von Temperaturen von Uber 50 °C 5 Tage lang aus, um Tomatensamen vollstandig zu
inaktivieren. Waren die Tomatensamen dagegen mit geringerer Feuchte umgeben, reichten
diese Tempraturen nicht aus um alle eingelegten Tomatensamen vollstandig zu inaktivieren
(POLLMANN, 1995). HERMANN et al. (1994), zit. in POLLMANN (1995) haben festgestellt,
dass Tomatensamen in groRen Kompostierungsanlagen bereits abgetétet waren, bevor die fiir
eine ausreichende Hygienisierung vorgeschriebene Temperatur von 55 °C und die Zeitdauer
von 14 Tage einwirkte, sofern die Tomatensamen bei einem Wassergehalt von 45-50 %
weitestgehenst eingequollen vorlagen. Hatten die Tomatensamen einen geringeren
Feuchtegehalt, so wurden sie auch bei Temperaturen von Utber 55 °C innerhalb 8 Tage nicht
vollstandig abgetotet. In Reagenzglasversuchen, bei der Hygienisierung von Bioabfall wurde
nachgewiesen, dass je geringer der Feuchtegehalt war, desto héhere Temperaturen konnten
einwirken ohne zu einem Rickgang der Keimfahigkeit der Tomatensamen zu fiihren. Bei 100°C
und 1 % Feuchte waren Tomatensamen nach 5 Tagen, bei 60 °C und 8 % Feuchte nach 12
Tagen, bei 50 °C und 50 % Feuchte nach 12 Tagen abgetttet. Bei hherem Feuchtegehalt ab
etwa 20 % laufen durch den bereits aktivierten Stoffwechsel in Samen aber auch solche
Stoffwechselprozesse ab, die die eingetretenen Schaden je nach der Hohe der Temperatur
vollstandig oder teilweise reparieren kénnen. Ab 60 °C Uberwiegt wiederum der schadigende
Einflu®@ der Temperatur (POLLMANN, 1995). Bei Temperaturen von 70 °C werden
Tomatensamen nach 1 Stunde wahrend der Pasteurisierung des Bioabfalls vollstandig
inaktiviert. Nach Angaben von LORENZ (2004) kommt es bei der Pasteurisierung des Bioabfalls
in 1 Stunde bei Temperaturen von 90°C zur vollstandigen Inactivierung des TMV. Bei 70 °C wird
in dieser Zeit Plasmodiophora brassicae inaktiviert. Salmonella senftenberg, E. coli,
Fakalstreptokokken werden sowohl durch die Erhitzung vor der Faulung (,Vorpasteurisierung®)
als auch durch die Erhitzung nach dem Faulprozess (,Nachpasteurisierung®) bei diesen
Parametern inaktiviert. Bei dem Bovinen Parvovirus wird in 1 Stunde bei Temperatur von 70 °C

der Ausgangstiter bei 10°KIDso/ml um max. 5 Zehnerpotenzen reduziert.
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Schwarz (2003) macht eine Zusammenstellung von unterschiedlichen Faktoren, die alleine oder
im gegenseitigen Zusammenwirken unterschiedliche Einflisse auf Mikroorganismen im Boden

und damit auf inre Uberlebensfahigkeit (Tenazitat) ausiben.

Tab. 2: Auswirkung von Umwelteinfliissen auf die Tenazitat von Bakterien im Boden
(nach SCHWARZ, 2003, modifiziert)

UMELTEINFLUSSE AUSWIRKUNG

Temperatur >  Sieist der wesentliche Uberlebensfaktor

»  Bei kuhlen Wetterlagen ist die Tenazitat erheblich groRer als bei warmen.

»  Deutliche Abhangigkeit von Temperaturen fir Leptospiren, Salmonellen (Glille,Mist,Boden)
»  Ein entgegengesetztes Verhalten, d.h. ein schnelleres Absterben im Winter fur coliforme

Bakterien in schlammgediingten Waldbdden

Bodenfeuchtigkeit In feuchten Béden und wihrend Regenperioden léngere Uberlebenszeiten
Bodenwasser >  Bei hoher Wasserspeicherkapazitat langere Uberlebenszeiten als in geringerer (z.B.
Speicherkapazitat Sandbdden)

Gehalt an organischen Ein hoher organischer Gehalt fordert das Uberleben

Stoffen Fazes im Boden vergrossern die Tenazitat

pH-Wert Bei niedrigem pH-Wert ist die Tenazitat geringer

Sonnenlicht (UV) Verkilirzung der Tenazitat auf der Oberflache

Bakterienkonkurrenz Konkurrenz beschleunigt das Absterben von Magen-Darm Bakterien im Klarschlamm

Leptospiren werden stark durch die Fakalkeimflora reduziert

Einflisse durch limnische Limnische Makrophyten (Glyceria maxima, Schoenoplectus lacustris, Alisma plantago)

Makrophyten beschleunigen das Absterben von E. coli

Die Uberlebensfahigkeit von Mikroorganismen im Boden hangt insgesamt von biotischen und
abiotischen Gegebenheiten am Mikrostandort ab, wobei sich diese Faktoren in Abhangigkeit von
der Bodentiefe verandern (STRAUCH, 1992). Neben den physiologischen Eigenschaften der
fakalen Mikroorganismen beeinflussen die Tenazitdt auch andere Faktoren: pH-Wert,
Nahrstoffverfigbarkeit, Korngrofe, Porenvolumen und —verteilung. Ebenso spielen
Witterungseinflisse wie Temperatur, Sonneneinstrahlung und Niederschlage eine Rolle.

Weiterhin ist die antagonistische Wirkung der autochthonen Bodenflora wie auch die Konkurrenz
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dieser bodenburtigen Mikroorganismen um Nahrstoffe von Bedeutung (CRANE et al., 1986, zit.
in STRAUCH, 1992). Es handelt sich somit um ein multifaktorielles standortabhangiges System,
welches die Tenazitat der untersuchten Mikroorganismen bestimmt. Dies ist sicher ein Grund fur
die in der Literatur zum Teil widersprichlichen Aussagen zur vertikalen Verlagerung und
Uberlebensfahigkeiten von fakalen Indikatorbakterien und Pathogene im Boden (STRAUCH,
1992).

Die maximale Konzentrationen von E. coli nach 6 bis 12 Tagen nach einer Gllledlingung lagen
bei 10° KBE/100g TS und bei Fakalstreptokokken bei 10° und 10° KBE/100g TS.

Fir Salmonellen wird von SCHOMBURG (1987), zit. in SCHWARZ (2003), eine Tenazitat
beschrieben, die je nach Spezies, Medium und Umweltbedingungen von wenigen Tagen bis zu
mehreren Monaten dauern kann.

Salmonella Anatum Uberlebte in Schweinegllle 56 Tage bei einer Temperatur von 4 °C und
einem pH-Wert von 7 (AJARIYAKHAJORN et al., 1997).

Die Ausscheidung von Reo- und Picornaviren, aber auch von Adeno- und eventuell Parvoviren
Uber Kot und Harn der infizierten Tiere beinhaltet in der Tierhaltung vor allem die Gefahr der
Grundwasserkontamination sowie die Verseuchung von Weidegebieten. Eine Anwendung von
nicht entseuchtem Klarschlamm in der Landwirtschaft sowie die heutzutage nicht mehr Ubliche
und erlaubte Klarschlammentsorgung auf Milldeponien sind bzw. waren die hauptsachlichen

Kontaminationsquellen fiir Grundwasser mit pathogenen Mikroorganismen.

Den Viren ist gemeinsam, dass sie zu den potenziellen Durchfallerregern gehéren und sehr
umweltresistent sind. Dies hangt im Wasser von verschiedenen Faktoren, wie z.B. der
Temperatur, der Lichteinstrahlung und dem Vorhandensein mikrobieller Enzyme ab. Rotaviren

kénnen z.B. im Wasser bei niedrigen Temperaturen monate- bis jahrelang infektios bleiben.

Der Pseudorabiesvirus Uberlebt 8 Tage und der Porcine Reproductive Respiratory Syndrom
Virus (PRRS) Uberlebt 14 Tage in Schweinegiille bei einer Temperatur von 4 °C und pH 7
(AJARIYAKHAJORN et al., 1997).

Im Boden koénnen Viren von Bakterien (Bakteriophagen) sowie virale Krankheitserreger von
Pflanzen (pflanzenpathogene Viren) und Tieren (tierpathogene Viren) sowie vom Menschen

(humanpathogene Viren) vorkommen.

Untersuchungen Uber humanpathogene Viren im Boden standen meist im Zusammenhang mit
der Versickerung von Abwassern. Viren werden hauptsachlich in den oberflachennahen

Bodenschichten, d.h. in den oberen 10 cm zuriickgehalten. Die Virusgehalte kdnnen in diesem
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Bereich in Sand- und sandigen Lehmboden zwischen 0,5 bis 9,1x10®> PFU/100g schwanken.
Auch Spielsand aus von Kleinkindern stark frequentierten Sand- oder Buddelkasten kann
gelegentlich Viren enthalten. Die hdchste bisher festgestellte Konzentration betrug 60,4
MPNCU/100g Feinsand (WALTER et al.,2000).

Die Hauptquellen fiir die Verseuchung des Bodens mit Darmviren sind das Auf- oder Einbringen
von menschlichen Fakalien, rohen Abwassern, nicht hygienisietem Abwasserschlamm sowie
Abfallen. Besonders in Landern mit angespanntem Wasserhaushalt spielt das Recycling-Prinzip
eine wichtige Rolle. Die Abwasserlandbehandlung stellt eine Form der biologischen Reinigung
dar, bei welcher der naturlich gewachsene Boden als biologisches Filtersystem genutzt wird und
wobei es gleichzeitig zur Grundwasseranreicherung kommt. Dieses Filtersystem kann sich
erschopfen, so dass dann mit einem Viruseintritt in das Grundwasser zu rechnen ist. So kénnen
in Grundwasser aus 30 bis 40 m Tiefe, das offenbar von einem 3 km entfernten Rieselfeld
beeinflusst war, Viren in einer Konzentration bis zu 14 MPNCU/10 | nachgewiesen werden
(Walter et al.,2000). Abwasser und Abwasserschlamme konnen vor allem auf Waldbdden,
Golfplatzen, Weideflachen und Feldern fir die Tierfutterproduktion mittels Verregnung oder
Uberstauung auf oder in die Furche eingebracht werden. Weitere Quellen fir die
Viruskontamination des Bodens sind undichte Abwasserkandle, Fakalgruben oder
Abwassertanks. Nach SANTAMARIA et al., (2003) sind viele pathogene Mikroorganismen, die
im Boden vorkommen mit Abwassern assoziert, z.B.: Enterobacteriaceae (Salmonella sp.,
Vibrio cholere, Shigella sp., Campylobacter jejuni, Yersinia sp., Escherichia coli O 157:H7),
Enteroviren (Hepatitis A, Hepatitis E, Enteroadenovirus, Poliovirus Typ 1 und 2, Echoviren,
Coxackievirus) und Protozoen (Entamoeba histolytica, Giardie intestinalis und Cryptosporidium

parvum).

Auch jene Hausmiilldeponien, die nicht vorschriftsmalig gegen den Untergrund abgedichtet
sind, koénnen zur Viruskontamination des Bodens beitragen. Seit der Einfiihrung von
Werfwegwindeln sowie von Katzen- und Hundestreu stellt Hausmiill eine Kontaminationsquelle
fir human- bzw. tierpathogene Viren dar. So kénnen (ber das Sickerwasser Viren in den Boden
gelangen (WALTER, 2000). Erst nach einer Verweildauer von mehr als 2 Jahren ist mit einer
Virusinaktivierung zu rechnen (HUBER et al., 1994; zit. in WALTER, 2000).

Von infizierten Nutz-, Haus- und freilebenden Tieren koénnen enterale Viren Uber Kot und
Sekrete ausgeschieden werden. Problematisch dirfen vor allem Mist und Gille aus grof3en
Tierhaltungen sowie Abwasser aus Schlachthofen sein. Gille kann trotz 200-tatiger Lagerung

hinsichtlich boviner Rotaviren noch ein Infektionspotenzial besitzen (PESARO et al., 1995; zit. in
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WALTER 2000). Porcine Enteroviren wurden im Fluss- und Grundwasser in der Nahe einer
Schweinezuchtanlage nachgewiesen (PAVMENT, 1989; zit. in WALTER, 2000).

Unter Freilandbedingungen konnten Polioviren bei winterlichen Temperaturen noch 96 Tage
nach Beendigung der Abwasserversickerung nachgewiesen werden, wahrend dies im Sommer
nur bis zum 11. Tag gelang (LARKIN et al., 1976; TIERNEY et al.,1997; zit. in WALTER, 2000).
Viruspersistenz ist von einer Bodenart abhangig (YEAGER, et al., 1979).

Tonhaltige Béden haben eine protektive Wirkung. Hepatitisvirus A wurde im Zeitraum von 84
Tagen in Bentonit um weniger als 90% und lehmigem Sand oder Kies zwischen 90 und 99%
inaktiviert. Poliovirus 1 und Echovirus 1 hielten sich zwar ebenfalls am besten in Bentonit und
Kaolinit, wurden aber in kiirzerer Zeit, d.h. innerhalb von 70 bzw. 77 Tagen, um 99 % vermindert
(WALTER et al., 2000).

Der obere Bodenhorizont, wo das Pflanzenmaterial abgebaut wird, ist reich an Humus. Die
Huminsauren beginstigen die Virusaggregation was einen protektiven Effekt erzeugen und
damit Viren gegeniber Umwelteinflissen stabilisieren kann (BITTON et al.,, 1984; zit. in
WALTER 2000). Eine zunehmende Belastung mit organischen Verbindungen, z.B. uber
Abwassereinbringung, kann die Desorption bereits adsorbierter Viren bewirken und so die
Virusmigration in das Bodenwasser ermdglichen. Proteinhaltige Pflanzenextrakte konnen Viren
vollstandig mit einer Kolloidschicht umgeben und sie von Umwelteinflissen schitzen (Walter,
zit. in KONOWALCHUK et al., 1974, zit. in WALTER 2000). Da diese Pflanzenextrakte bei pH
4,5 unloslich werden und ausflocken, und erst bei pH 7,5 wieder in Losung gehen, ist ein
protektiver Effekt der umhillten Viren im sauren Milieu denkbar (WALTER et al., 2000).
Klaranlagenablaufe sind seuchenhygienisch bedenklich insbesondere dann, wenn der Vorfluter
fur Badezwecke genutzt wird bzw. wenn er nach relativ kurzer FlieRstrecke in ein Badegewasser
mundet (LEISSNER, 1988).

Die Bodenfeuchte beeinflusst ebenfalls die Viruspersistenz. Die Virusinaktivierung geht im
warmen und trockenen Boden schneller vonstatten als in einem warmen und feuchten (BITTON
et al., 1984, zit. in WALTER, 2000). Unter Feldbedingungen waren Poliovirus1 und Echovirus1
wahrend einer Trockenperiode bei Temperaturen zwischen 18 und 27 °C bis zu 8 Tage
nachweisbar und wahrend einer feuchtwarmen Periode mit mehreren Regenfallen bei
Temperaturen zwischen 23,5 °C und 29 °C sogar bis zu 35 Tage. Die Bodenfeuchtigkeit
begilnstigt die Quellung der organischen und anorganischen Bodenbestandteile, verbessert
damit die Virusadsorption durch Vergréfierung der aktiven Oberflachen und wirkt auf diese

Weise protektiv gegenliber einer Thermoinaktivierung. Bei gleicher Bodenfeuchtigkeit ist die
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Virusinaktivierung im feintextuierten tonigen Lehm geringer als in dem gréberen sandigen Lehm.
Dieses Phanomen wurde auf einen protektiven Effekt der gréReren Wasserbindungskapazitat
des Ton im Vergleich zum Sand zurtckgefuhrt. Je hdher der Wassergehalt wird, umso langer ist
die Persistenz. Bei 23 °C und 50 °C Sattigung des Bodens kam es nach 10 Tagen zu einer tber
99,9% igen Virusinaktivierung, wahrend bei gleicher Temperatur und 100 % Séattigung nach 15
Tagen nur eine 99,9 % ige Inaktivierung zu beobachten war. Hepatitisvirus A und Poliovirus 1
waren unter diesen Bedingungen nach 20 Tagen nicht bzw. nur um 1,5 log-Stufen inaktiviert
(BLANC und NASSER, 1996; zit. in WALTER, 2000).

Bei Untersuchungen im Freiland bei einer Bodenfeuchtigkeit unterhalb von 5% wurde die
Inaktivierung hauptsachlich von der Temperatur bestimmt, der Virustyp spielte dabei eine
untergeordnete Rolle: bei 15°C wurden diverse Virustypen innerhalb von 7, bei 27°C binnen 3
und bei 40 °C in 2 Tagen vollstandig zerstért (WALTER et al., 2000).

Auch bei pflanzenpathogenen Viren besitzt die Adsorption an Tonpartikel einen protektiven
Effekt. Pflanzenpathogene Viren kdnnen einige Jahre im Boden infektids bleiben (FARRACH
und BITTON, 1990; zit. in WALTER, 2000). Das Tabakmosaikvirus verlor nach 2 Wochen bei 25
°C ca. 80 % seiner Infektiositat. Niedrige Temperaturen (5 °C), ein schwaches saures Milieu und
ein biologisch nur schwach aktiver Boden beginstigten seine Stabilitdt (KEGLER et al., 1991;
zit. in WALTER, 2000). Neben der Temperatur ist zumindest beim Tabakmosaikvirus die
biologische Aktivitdt des Bodens wichtig. Die Infektiositdt geht nach 5 Wochen in biologisch
hochaktiven Boden zu mehr als 80%, im biologisch schwach oder nicht aktivem dagegen zu

weniger als 40% verloren.

Nach KOHLER (1993) ist der Nachweis des Bovinen Parvovirus (Stamm Haden) in
verschiedenen Boden bei einer Lagerungstemperatur von 4°C Uber einen Zeitraum von 44
Wochen mdglich. Bei der Temperatur von 20°C bis 28 Wochen. Bei Rotaviren betrug die langste
Zeitspanne des Virusnachweises 60 Wochen bei Temperaturen von 4 °C und 28 Wochen bei
Temperaturen von 20 °C. Bei ECBO-Virus waren es 52 Wochen bei 4 °C und 28 Wochen bei
20 °C.

Die Teanazitat, die immer in Zusammenhang mit der Virusadsorption an Bodenpartikel gesehen
werden mul}, hing dabei im wesentlichen von der Temperatur ab. Bei einer Temperatur von 20
°C beeinflussten Bodenzusatze wie Rindergille und Kalberfestmist die verschiedenen
Testagenzien hinsichlich ihrer Nachweisdauer im Boden teilweise unterschiedlich stark. Die
Tenazitat unabhangig von der Bodenart ist im wesentlichen von der Temperatur abhangig. Die

Untersuchungen von KOHLER (1993) ergaben Unterschiede in der Tenazitdt der untersuchten
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Testagenzien im Boden wenn Gulle vorhanden war. Bei ECBO-Virus war eine Erhohung der
Tenazitat, bei Rotavirus und Bovinem Parvovirus kein Einflull bzw. nur eine geringe Tenazitat
bei einer Lagerungstemperatur von 20 °C zu verzeichnen. Da bei den Untersuchungen zum
Boden zusatzlich Kalberfestmist verwendet wurde, ist nicht auszuschliessen, dass sich der hohe
Proteingehalt im Kalberkot gerade bei einer Lagerungstemperatur von 20°C sowohl bei ECBO-
Virus als bei Rotavirus positiv auf die Wiederstandsfahigkeit bzw. des Adsorptionsverhalten
auswirkte. Zahlreiche Labor und Feldstudien weisen darauf hin, dass das Uberleben der Viren in
der Umwelt in Zusammenhang damit steht, ob sie von Partikel umhillt werden oder an Partikel
adsorbiert sind (GEBRA et al.,1975). Nach SOBSEY et al. (1987) ist die Temperatur der
Hauptfaktor, der die Viruspersistenz beeinflusst, wobei eine steigende Ubelebensrate der Viren
bei tieferen Temperaturen vorhanden ist. Zudem beeinflusst nach deren Meinung die
Bodenfeuchtigkeit das Uberleben der Viren mit sinkender Uberlebensrate im trockenen oder

trocknenden Boden.

2.4 Enterobacteriaceae

Die Famlie der Enterobacteriaceae bilden eine grof’e Gruppe von fakultativ anaeroben, nicht
sporenbildenden, gramnegativen, geraden Stabchen. Sie sind 2-3um lang und 0,5um breit. Manche
sind begeilelt und somit beweglich. Enterobacteriaceae besiedeln vorwiegend den Darmtrakt von
Menschen und warmbliitigen Tieren (SCHWARZ, 2003).

2.4.1 Escherichia coli

Entsprechend der Beschreibung von ROLLE et al.(1993) handelt es sich bei Escherichia coli um
ein grammnegatives nicht sporenbildendes Stabchen mit abgerundeten Enden. Es weist eine
Lange von 2.6um und eine Breite von 1-1,5um auf. Die meisten Keime haben eine Kapsel und
sind begeilelt. Die Keime besiedeln hauptsachlich den Darmtrakt von Mensch und Tier. Sie
kommen nach Untersuchungen von WEIGEL (1995); zit. in SCHWARZ (2000) im Festmist und
in Giille in einer Anzahl von 10° bis 10° KBE/g und nach KOWAL (1985); zit. in SCHWARZ
(2003) mit mehr als10® KBE/g in menschlichen Fakalien vor.

Nach HOFERER (2001) reduzierte sich die Zahl von Escherichia (EHEC) in Wasserbadversuch
innerhalb 30 min von 10" KBE/ml auf 10° um 1 Zehnerpotenz. Bei Enterococcus faecium kam
es innerhalb 30 Minuten in 55 °C bei einer Ausgangszahl 10° KBE/ml nicht zur
Keimzahlreduktion, wahrend die Zahl von S. senftenberg sich in dieser Zeitspanne um Uber eine
Zehnerpotenz reduzierte.

Nach HOFERER (2001) kam es in einer Rindergulle innerhalb von 20 min bei 55 °C zu einer
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Keimzahlreduktion bei EHEC um ca. 5 Zehnerpotenzen. In einer Schweinegille waren bereits
nach 15 min in 3 von 4 Proben keine EHEC mehr nachweisbar. In Schweinegllle bei einem
kleineren TS-Gehalt erfolgte die Reduktion der Zahl von EHEC schneller als in Rindergulle bei
einem grofReren TS-Gehalt.

Nach TURNER (2002) reichen 2 Stunden fur die Inaktivierung von E. coli im Stroh und Abfallen
von Schwein bei 55 °C aus.

Im Boden liegt die Tenazitat bei weniger als 10 Wochen, wobei innerhalb der ersten 10 Tagen
eine Keimreduktion von bis zu 90% stattfinden kann. Bei kuhler und humider Umgebung ist ein
Uberleben von mehreren Monaten beschrieben. Bei heiler Witterung sterben Escherichia coli
nach LEISSNER (1988), zit in SCHWARZ (2003) innerhalb kurzer Zeit vollstandig ab.
Epidemiologisch gesehen kdénnen E. coli -Stamme sowohl Enteropathien als auch Septikdmien
auslosen. Eine Infektion kann tber Vektoren, wie kontaminierte Nahrungsmittel oder direkt von
Mensch zu Mensch erfolgen. Bei Erwachsenen treten haufiger Harnwegsinfektionen auf. Meist
handelt es sich um Faktorenkrankheiten. Enterohdmorrhagische Escherichia coli (EHEC) aus
nicht hitzebehandelter Vorzugsmilch, die durch tierische Fakalien kontaminiert wurde, sind nach
BEUTIN (1995,1996), zit. in SCHWARZ (2003) vermehrt Ursache flir schwere

Nierenerkrankungen bei Kindern.

2.4.2 Fakalstreptokokken

Fakalstreptokokken gehoéren zur Familie der Enterococcaceae und zur Gattung Enterococcus. Es
handelt sich um grampositive, unbewegliche Bakterien, deren runde bis ovoide Zellen meist diploid,
in Kettenform oder als Tetraeden vorkommen. lhr Durchmesser betragt ca. 2um.
Fakalstreptokokken gehoéren ebenfalls zur natirlichen Darmflora von Mensch und Tier.
Charakteristisch ist das Vorhandensein des Lancefield-GruppeD —Antigens, weshalb auch
oftmals die Bezeichnung D-Streptokokken verwendet wird. Die Bezeichnung Enterokokken steht
als Synonym fir Fakalstreptokokken.

Hinsichtlich der Hygiene nehmen Enterococcus faecalis und ahnliche Enterokokken eine
besondere Stellung ein, da sie im Darm und den Ausscheidungen von Mensch und Tier
vorkommen. lhnen kommt nach TISLER (1987), zit. in SCHWARZ (2003) durch ihre besondere
pH-Wert und Hitzeresistenz lebensmittelhygienische Bedeutung zu. Dort gelten sie als
Indikatoren  fur fékalen Verunreinigungen und sind Ursache fur unspezifische
Nahrungsvergiftungen. Beim Tier werden sie nach ROLLE (1993), zit. in SCHWARZ (2003)

primar bei unspezifischen Infektionen nachgewiesen.
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Im Gegensatz zu anderen Streptokokken weisen die Fakalstreptokokken eine hohe Tenazitat in
der anaeroben Faulung, der Kompostierung, der Kalkbehandlung, der Gammabestrahlung oder
der Desinfektion mit Peresssigsaure auf. Auch wahrend verschiedener Klarschlamm-
behandlungsverfahren haben sie sich als sehr resistent erwiesen. Nach LAMBERT (2003) liegt
eine Inaktivierung von Enterococcus faecalis bei 60 °C.

Nach HOFERER (2001) kam es bei Enterococcus faecium in einer Rindergulle in 24 Stunden
bei 55 °C bei einem Augangswert von 10’ KBE/ml zu einer Keimzahlreduktion von 6 bis 7
Zehnerpotenzen. In einer von vier Proben war nach dieser Zeit noch ein Nachweis von
Enterococcus faecium maoglich. In einer Schweinegllle waren bereits nach 12 Stunden nur noch
in zwei von vier Proben Enterococcus faecium nachweisbar.

Fakalstreptokokken dienen nach LANG (1987), zit. in SCHWARZ (2003), als Indikatoren flr
fakale Verunreinigungen von Trink-, Brauch- und Meerwasser. Sie sind als Indikatorkeime
besonders geeignet, da sie in relativ grolRer Anzahl in menschlichen und tierischen
Ausscheidungen vorkommen. Sie sind nach SLANETZ (1964), zit. in SCHWARZ (2003), im
Abwasser und Klarschlamm immer vorhanden, dirfen jedoch in reinem Trinkwasser, auf nicht
gedingtem Boden und an Standorten ohne menschlichen und tierischen Kontakt nicht
anzutreffen sein. Sie Uberleben aulerhalb des Korpers, ohne sich zu vermehren. Sie sind im
Allgemeinen gegenuber toxischen und chemischen Verunreinigungen resistenter als koliforme
Keime. Wegen ihrer hohen Resistenz gegenuber Chlor sind sie gute Indikatoren fur
Abwasserverunreinigungen in chloriertem Wasser wie z.B. Leitungswasser. Werden sie dort
nachgewiesen, kann von einer fakalen Verunreinigung ausgegangen werden. Da sie in weitaus
héherer Konzentration als pathogene Organismen vergleichbarer Tenazitat vorkommen, kann
bei einer Elimination von Fakalstreptokokken erst recht von der Elimination dieser pathogenen
Organismen ausgegangen werden.

Nachgewiesen werden mit dem beschriebenen Verfahren Enterokokken der Lancefield-Gruppe
D, dabei exakter Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium. Werden diese in Abwasser

nachgewiesen, kann man davon ausgehen, dass diese fakalen Ursprungs sind.

2.4.3 Salmonellen

Salmonellen zahlen weltweit zu den wichtigsten bakteriellen Infektionserregerh bei Menschen
und Tieren ROLLE et al. (2002). Die Gattung Salmonella wird reprasentiert durch eine einzige
Art Salmonella enterica. Die Salmonellen sind 2-3 um lange, plumpe, gramnegative, sporenlose,
mit einer Ausnahme. in (Serovar Galinarum), bewegliche, peritrich begeif3elte Stabchen ROLLE

et al. (1993). Sie sind morphologisch von anderen Darmbakterien wie E. coli nicht zu
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unterscheiden. Mehr als 2000 verschiedene Salmonellenserovare konnen weiter nach ihrer

Antigenstruktur unterschieden werden.

Im Bereich der Abwasserentsorgung gehoéren Salmonellen daher zu den am besten
untersuchten Krankheitserregern. Sie kommen FEACHEM (1983), zit. in SCHWARZ (2003),
weltweit ubiquitar in Ab- und Oberflachengewasser vor. SILLI (1990) und SCHINDLER (1991),
zit. in SCHWARZ (2003), beschreiben umfangreich die Salmonellenvielfalt in Vorflutern und in
kleinen Oberflachengewassern. Nach SCHMIDT (1960), zit. in SCHWARZ (2003), spiegelt das
Vorkommen von Salmonellen im Abwasser die Seuchenlage der jeweiligen Bevdlkerung
wieder. MULLER (1981), zit. in SCHWARZ (2003), stellte fest, dass ab einer Siedlungsdichte von
4 000 Einwohnern regelmaflig Salmonellen im Abwasser nachgewiesen werden kdénnen. Mit
Hilfe eines neuen, sensibleren Nachweisverfahrens konnte KARUNIAWATI (2000) sogar in Gber

70% der Abwasserproben einer konventionellen Klaranlage Salmonellen nachweisen.

Salmonellen sind aulBerhalb des tierischen (und menschlichen) Organismus lange lebensfahig.
In offenen Gewaser, im Abwasser, in Jauchengruben, im Brunnenschlamm und auf gediingtem
Boden kdnnen sie sich wochenlang am leben halten. In feuchtem Rinderkot waren Salmonellen
10-11 Monate, in getrocknetem Kot sogar 2 Jahre und 7 monate, in Gulle Uber 33 Monate lang
nachweisbar, in feuchter Erde blieben sie 12 Monate, in trockener Erde 16 Monate lebensfahig.

Je trockener das Material ist, desto groRRer ist die Tenazitat. Gegen Kalte sind sie resistent. Die
Wiederstandsfahigkeit gegen trockene Warmre ist groRer als gegen feuchte Warme (Rolle et al.
1984). Fir den Temperaturbereich, in dem sich Salmonellen vermehren kénnen, werden meist
47 °C als obere und 5 °C als untere Grenze genannt. Das Optimum liegt bei 35-37 °C (SELBITZ
et al., 1995; zit in KNOP, 1997). Die Hitzeempfindlichkeit von Salmonellen ist abhangig von
Serovar und Substrat. Salmonellen sterben in der Regel bei 60 °C innerhalb weniger Minuten,
bei 70 °C innerhalb weniger Sekunden ab (DEDIE et al., 1993; zit in KNOP, 1997). Nach ROLLE
et al. (1993) sterben die Erreger bei 55 °C nach 1 Stunde, bei 60 °C nach 30 Minuten ab in
Bouillonkultur bei 80°C nach 10 Minuten. Nach LAMBERT (2003) liegt die thermische
Inaktivierung bei Salmonella Anatum bei 55°C und bei Salmonella Bedford bei Uber 50 °C-58 °C.
Nach HOFERER (2001) kam es in einer Rindergulle innerhalb von 30 min bei 55 °C zu einer
Keimzahlreduktion bei Salmonella Senftenberg um ca. 4 bis 5 Zehnerpotenzen. In einer
Schweinegille waren bereits nach 30 min in 3 von 4 Proben keine Salmonellen mehr

nachweisbar.

Die weltweite seuchenhygienische Bedeutung der Salmonellose liegt in der Eigenschaft der

Ubertragbarkeit zwischen Mensch und Tier.



37

Bei diesen pathogenen Mikroorganismen erfolgt in der veterindrmedizinischen Bakteriologie eine
Unterscheidung in 3 Gruppen: Salmonella Durans, Salmonella Bovis und Salmonella Equinus.

Sie sind in der Lage, Hadmolysin, Bakteriozine und autolytische Enzyme zu produzieren.

Die Verbreitung von Salmonellen in der AuRenwelt findet haufig durch den Kot von Kleintieren
und Vogeln statt. Die Gefahrdung des Menschen besteht nach ROLLE et al.(1993), weniger in
der direkten Ansteckung durch das Tier, sondern eher in der Kontamination von
Nahrungsmitteln und der anschlieRenden Vermehrung von Salmonellen bei mangelnder
Kichenhygiene. Ein interessantes Beispiel dazu ist die von HARMSEN (1954), zit. in
SCHWARZ (2003), untersuchte Typhusepidemie in Stuttgart und Wien, die ihren Unsprung in
der Dingung von Gemuise mit Abwasser hatte. PAHEN (1979), zit. in SCHWARZ (2003),
bestimmt die minimale Infektionsdosis je nach Salmonellenspezies mit Keimzahlen zwischen

10° bis 10" KBE/ml, wobei diese in Einzelfillen auch geringer liegen kénnten.

Als klinische Erscheinung kommt es bei Menschen zu fieberhaften Brechdurchféllen, die bei
Personen mit einer Immunsuppression zum Tode fuhren kdnnen. Nach KIST (1991, 1992), zit. in
SCHWARZ (2003), sind fir die Erkrankungen beim Mensch hauptsachlich Salmonella
Typhimurium und Salmonella Enteritidis verantwortlich, wobei von FEACHEM (1983) und
TSCHAPE (1996), zit. in SCHWARZ (2003), eine jahreszeitliche Spitze im Sommer und Herbst
festzustellen ist. Salmonella Thyphi und Salmonella Paratyphi kommen hingegen auferst selten

vor.

Die klinische Erscheinungen zeigen sich bei Tieren je nach Serovar entweder als Aborte
(Salmonella  Abortus  Equi, Salmonella  Abortus  Ovis),  Durchfallerkrankungen,
Organerkrankungen oder fieberhafte Septikdmien. Im Vordergrund des Infektionsgeschehens
stehen immer die latenten Infektionen mit anschlie®ender, monatelanger unregelmaliger
Erregerausscheidung als standige Kontaminationsquelle. Obwohl die wirtschaftliche Bedeutung
im Allgemeinem nicht so grof} ist, wie es bei dem Durchseuchungsgrad mancher Tierbestande
und der Verbreitung der Erreger in Futtermittel anzunehmen ware, kénnen Salmonellen bei
mangelndem Hygienemanagement im Einzelfall zu erheblichen wirtschaftlichen Verlusten fir
den Tierhalter fihren. Unter anderem deshalb, weil die Rindersalmonellose bei amtlicher
Feststellung als anzeigepflichtige Tierseuche behdrdlicherseits bekampft werden muss. Hier
kénnen neben kostenintensiven Entseuchungsmalnahmen auch Zwangstétungen von
wertvollen Zuchttieren angeordnet werden. Die Bekampfung der Enteritis-Salmonellosen des

Menschen beruht auf die Senkung des Infektionsdrucks in den Haustierbestanden und die
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Vermeidung der Kontaminationin Verbindung mit der Verhinderung der vVermehrung und

Anreicherung der Salmonellen im Lebensmittel (ROLLE et al., 2002).

2.5 Bovines Parvovirus (BPV)

Die Familie der Parvoviridae ist in drei Genera unergliedert: Parvovirus , Dependovirus und
Densovirus. Alle Virusarten dieser Familie enthalten lineare, einstrangige DNS. Parvoviren
(parvus = klein) gehdren zu den kleinsten bekannten Viren (18 bis 26nm). Sie sind
aulerordentlich resistent gegen aufere Einflisse und Detergentien. Entweder haben sie ein
enges Wirtsspektrum und einen ausgepragten Tropismus flir die Infektion von sich teilenden
Zellen eines bestimmten Differenzierungsstadiums (Genus Parvovirus), oder ihre
Vermehrungsfahigkeit ist von der Anwesenheit von Helferviren abhangig (BACHMANN et al.,
1984; LIEBERMANN, 1992; MODROW et al., 1998, zit. in HOFERER, 2001).

Werden Tiere wahrend des letzten Drittels der Trachtigkeit mit dem bovinen Parvovirus infiziert,
Uberleben Feten in der Regel die Infektion und bilden einen aktiven Immunschutz aus. Bei
alteren Rindern verursachen bovine Parvoviren dagegen meist inapparente Infektionen. Sie sind
weltweit verbreitet. Antikérper gegen BPV lassen sich bei einem hohen Prozentsatz von Rindern
nachweisen. Da nur wenige Untersuchungen Uber Infektionen mit bovinen Parvoviren vorliegen,
lasst sich ihre Bedeutung derzeit allerdings nur schwer abschatzen. Bei Kalbern findet man
Parvoviren haufig im Zusammenhang mit Mischinfektionen von Rotaviren, Coronaviren und E.
coli, die sich als schwere Diarrhoen manifestieren BACHMANN et al., 1984; zit. nach
HOFERER, 2001).

Infektionen mit bovinen Parvoviren flihren vor allem bei neugeborenen Kalbern sowie bei Feten
wahrend der ersten zwei Drittel der Trachtigkeit zur Erkrankungen bzw. Schaden. Neugeborene
Kalber entwickeln schwere, wassrige Diarrhoen. In den Feten vermehrt sich das Virus in allen
Organen. Bei schweren Verlaufsformen kommt es zum intrauterinen Fruchttod mit Abort
(BACHMANN et al., 1984; LIEBERMANN, 1992; zit. in HOFERER, 2001)

Das bovine Parvovirus (BPV) hat einen Durchmesser von 23-25 nm und eine mittlere Dichte im
CsCL-Gradienten von 1,39 g/cm®. Erythrozyten von einer Reihe verschiedener Spezies werden
durch das Virus hamagglutiniert (Mensch, Meerschweinchen, Hamster, Katze). BPV vermehrt
sich in schnell wachsenden Zellkulturen boviner Herkunft mit einem gut ausgepragten cpE
(BACHMANN et al., 1984; zit. in HOFERER, 2001).
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Parvoviren besitzen eine grolRe Stabilitdt gegeniiber Chloroform- und Atherbehandlungen sowie
Hitze (56°C) und Saure (pH 3-9) (ABINATI et al.,, 1961; BACHMANN et al., 1984;
LIEBERMANN, 1992; zit. in HOFERER, 2001). Nach BRAUNIGER (2000) ist das Bovine
Parvovirus sehr resistent gegenuber trockener Hitze bei 100°C. BRAUNIGER (1994) hat die
thermische Stabilitdt des Bovinen Parvovirus Stamm Haden bei feuchter Hitze im Wasser mit
standardisierter Harte bei 75 °C bis 90 °C bestimmt. Nach MONTEITH et al. (1986) wird Bovines
Parvovirus in Ziegengulle bei 70 °C in 30 min nicht inaktiviert. Bei Versuchen zur
Temperaturstabilitdt von bovinem Parvovirus gegenliber feuchter Warme im Temperaturbereich
von 75 °C bis 90 °C wurde festgestellt, dass die Resistenz sehr stark von dem Milieu (Aqua
dest., Wasser standarisierter Harte (WSH), Plasma) abhangt, in dem die Viren beim Erhitzen
suspendiert sind (BRAUNINGER, 1994; zit in HOFERER, 2001). Nach ROBERTS et al. (2000)
liegt die Inaktivierung des Bovinen Parvovirus bei konzentriertem Factor VIII in trockener Hitze
und 80 °C bei 72 Stunden. ROBERTS (2000) meint, dass eine Resistenz des Bovinen
Parvovirus vom Virustyp und vom Medium abhangig ist. SPILMANN et al (1987) haben bei der
Pasteurisierung von tierischen Abfallen eine Inaktivierung des Parvoviruses bei 70 °C in 30 min
um 0,72 Zehnerpotenz (0,72 log o) erzielt. Nach MARTENS (2003) wurde Tabak-Mosaik-Virus

in Bioabfallen bei 70 °C und 60 min Einwirkzeit nicht inaktiviert.

2.6 Ascaris suum

Ein Weibchen des Schweinespulwurms kann nach der Beschreibung von BOCH (1992), zit. in
SCHWARZ (2003), bis zu 1,6x10° Eier taglich ausscheiden. Die Eier sind 65-85um x 40-60um
grof3, dickschalig und haben mikroskopisch betrachtet eine braune Farbe. Charakteristisch fiir

Askariden sind hellbraune bis gelbe, glasige Buckel an der Oberflache der Eihille.

Die Embryonalentwicklung im Freien endet bei optimalen Bedingungen nach ca. 24 Tagen mit
der Bildung des zweiten Larvenstadiums im Ei. Bereits wenige Stunden nach der oralen
Aufnahme entwicklungsfahiger Eier schlipfen die Larven im Didnndarm, bohren sich in die
Mesenterialvenen ein und gelangen durch Pfortader, Leber, Lebervene, Hohlvene und rechtes
Herz in die Lunge. Im Kapillargebiet der Lunge bohren sie sich durch die Alveolen, gelangen mit
dem Bronchialsekret Uber Bronchien und Trachea zum Pharynx, werden abgeschluckt und

siedeln sich endgultig im Dinndarm an.

Uber die ausgepragte Tenazitdt der Askarideneier hinsichtlich hoher pH-Werte berichten
SCHUH (1984) und WASMUS (1986), zit. in SCHWARZ (2003).
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Weitere Autoren wie MICHELS (1986) und POHLIG (1987) fuhrten Untersuchungen zur
chemischen und thermischen Resistenz der Eier von Ascaris suum durch. Fur die Eliminierung
der Testmikroorganismen wurde ein Zusammenhang zwischen Temperatur und pH-Wert
festgestellt. Die Inaktivierung erfolgte bei niedrigen Temperaturen um 37 °C und bei pH-Werten
von 12,5.

BLACK (1982), zit. in SCHWARZ (2003) stellte fest, dass die Infektionsfahigkeit von Ascaris
suum Eiern bei mesophiler, anaerober Schlammfaulung nicht beeintrachtig wird. In einem
Versuch nach O’'DONNEL (1984), zit. in SCHWARZ (2003) war auch nach zweijahriger

Lagerung von Faulschldammen keine ausreichende Inaktivierung zu erreichen.

Spulwurmeier haben im Temperaturbereich von 46 °C — 48 °C erst nach einer Einwirkungszeit
von mehreren Tagen ihre Entwicklungsfahigkeit verloren, bei Temperaturen > 50 °C sterben sie

jedoch innerhalb kurzer Zeit ab.

Diese hohe Widerstandsfahigkeit macht sie nach Erfahrungen von LANG (1987), LEWIS (1984)
und FORSTNER (1970), zit. in SCHWARZ (2003) zu idealen Indikatororganismen, um die

Effizienz verschiedener Verfahren zu Abtotung parasitarer Dauerstadien zu Uberprifen.

2.7  Physikalische Methoden der Bodendesinfektion

Bei der Anwendung von Hitze zur Bodenentseuchung bestimmen die Temperatur und ihre
Einwirkungsdauer den Erfolg der Verminderung unerwiinschten Mikroorganismen im Boden.
Abtétungstemperaturen sind fir einzelne Krankheitserreger zu ermitteln. Dabei schwanken die
Angaben (ber die ebenso wichtige Einwirkungsdauer der Hitze sehr stark oder fehlen ganz. Der
Erfolg einer Entseuchung ist innerhalb gewisser Grenzen proportional dem Produkt aus
Temperatur und Zeit. Das bedeutet, dass bei einer niedrigen Temperatur und langer
Einwirkungsdauer das gleiche Abtoétungsergebnis erzielt werden kann, wie bei hoher
Temperatur und kurzer Einwirkungsdauer. So verlieren Angaben Uber Abtoétungstemperaturen
an Bedeutung, wenn nichts uUber die Eiwirkungsdauer ausgesagt ist (HEGE et al., 1972).

Leider fehlen in der Literatur Daten bezuglich Absterbetemperaturen von Bodenorganismen bei
einer bestimmten Einwirkungsdauer. Eine enger abgegrenzte Darstellung von Absterbetempera-
turen einiger Bodenorganismen gibt BOLLEN (1969), zit. in HEGE et al.(1972), der eine
Behandlungsdauer mit der jeweiligen Temperatur von 30 min zugrunde legt. Beim Vergleich

zeigen sich Pflanzenkrankheitserreger empfindlicher als ein Teil der Saprophyten. Innerhalb der
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pilzlichen Krankheitserreger treten groRe Unterschiede in der Hitzeresistenz auf. Die Faulnis
verursachenden Arten von Phytium, Rhizoctonia und Botrytis sind nach dreiBigminitiger
Einwirkung von 55 °C abgetbtet. Auch die morphologische Form der Pilze kann fur die
Absterbetemperatur mitbestimmend sein. Verticillium dahliae unterscheidet sich zum Beispiel
von Verticillium albo-atrum durch das Ausbilden kleiner schwarzen Sclerotiten. Die Differenz in
der Absterbetemperatur beider Formen betragt wenigstens 5 °C. Rhizoctonia kann dagegen,
trotz vorhandener Sklerotienformen, nur 52 °C aushalten. Penicillium und Aspergillusarten, von
denen viele als Antagonisten zu pathogenen Pilzen auftreten, sind ziemlich hitzeresistent.
Parasitare und saprophage Nematoden sterben bei Temperaturen unten 50 °C ab, nur ein Teil
von Pratylenchus konnte 55 °C Uberleben. Sporenbildende Bakterien sind ausgesprochen
resistent gegeniiber Hitze und koénnen Temperaturen bis 100 °C ertragen. Darunter ist
besonders Bacillus subtilis von Bedeutung, bei dem nachgewiesen werden konnte, dass
bestimmte Stamme gute Voraussetzungen fir die biologische Bekampfung von Rhizoctonia
bieten. Phytopathogene Bakterien, die eine Behandlung bei 70 °C fir die Dauer von 30 min
Uberleben, sind bisher nicht bekannt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der grollte Teil der Erreger von
Pflanzenkrankheiten bei 70 °C abgetotet wird, vorausgesetzt, dass die Behandlungsdauer
ausreichend ist. Das ist auch der Grund fur Bestrebungen, bei der Bodenentseuchung mit
Temperaturen unter 95 °C-98 °C auszukommen. Dann bliebe ein Teil der saprophytischen
Organismen am Leben und kénnte den Pflanzen durch Antagonismen zu neu eingedrungenen
Krankheitserregern einen gewissen naturlichen Schutz geben. Ebenso blieben die biologischen
Wirkungen der Mikroflora weitgehend erhalten. Ein Problem stellen allerdings die Viren dar, die
zum Teil erst bei sehr hohen Temperaturen absterben, z.B. Tomatenmosaikvirus — bei tber 80

°C und Tabakmosaikvirus — bei Uber 90 °C.

2.7.1 Bodendampfung

Die Anwendung von Dampf flr die Sterilisation des Bodens ist die wirksamste Methode zur
Vernichtung von Schadlingen und Krankheiten, gleichgliltig, ob es sich dabei um tierische oder
pilzliche Schadlinge oder um Viren handelt. Allerdings ist es zugleich die kostspieligste Methode
(MORRIS, 1956).

Man wendet Wasserdampf an, der durch Sieden von Wasser in einem geschlossenen
Dampfkessel erzeugt wird. Es bildet sich Uber der Flissigkeit eine Dampfstmosphare, deren
Dichte zunimmt, bis ein Gleichgewicht zwischen dem Druck des Dampfes und dem Dampfdruck

des Wassers herrscht. Dann kann kein weiteres Wasser mehr Verdampfen. Jeder Dampf, der
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mit dem Wasser in Verbindung bleibt, ist bei Erreichen des Gleichgewichtszustandes Sattdampf.
Bei zunehmendem Druck steigt die Sattdampftemperatur. Enthalt ein Raum weniger Dampf als
er bei gegebener Temperatur aufnehmen koénnte, entsteht ungesattigter Dampf, der aber nur
ungesattigt bleibt, wenn er nicht mehr mit seiner Flissigkeit in Verbindung steht. HeiRdampf
oder Uberhitzter Dampf, wie er bei der Bodendampfung verwendet wird, ist ungesattigter Dampf.
Der grofte Teil der Pflanzenkrankheiten wird durch pilzliche Erreger verursacht (HEGE et al.

1972). Man dampft daher Boden um sie von Pilzen frei zu machen.

2.7.2 Bodenerhitzung mit Propangas

Die Bekampfung der bodenburtiger Pflanzenkrankheiten und Schadlinge durch Erhitzen des
Bodens ist keine neue Erfindung. Schon Ende des 19. Jahrhunders wurde in den USA von
dieser Mallnahme zur Entseuchung von Kulturbéden berichtet. Es entwickelten sich parallel
zwei Verfahren um dem Boden die entsprechende Warme zuzufiihren: das Abbrennen von
Pflanzenrickstanden auf dem Boden und das Rdsten des Bodens in einer offenen Flamme oder
in einer Pfanne, in die der Boden geschaufelt wurde oder durch das Dampfen des Bodens mit
Wasserdampf.

Um 1920 entstanden interessante Bauarten von Bodenrdstern, die den Boden auf
verschiedenste Arten erhitzten. Bei einem Apparat wurde die Erde in einer rotierenden Trommel
einer offenen Flamme ausgesetzt, wobei sie eine Tempertatur von 80 °C erreichte.

Bei allen Rost- und Direktbefeuerungsverfahren schiitzt die Bodenfeuchte vor Uberhitzung und
Zerstérung der organischen Masse (HEGE, 1972). Die Nachteile des Abflammens bestehen in
einem relativ hohen Energieverbrauch und CO-Ausstoss und einer Gefahrdung derbodenbewo-
hnenden Nutzlinge ist nicht auszuschliel3en.

Aulerdem ist im Umgang mit Gas besondere Vorsicht geboten.

2.7.3 Bodenerhitzung mit Sonnenenergie unter Anwendung der Solarfolien

Die Bodensolarisation ist das Abdecken der Bodenflachen mit einer schwarzen Plastikfolie,
wobei Temperaturen bis auf 60 °C ansteigen kénnen. In der Folge trieben aus Samen junge
Cotoneaster dammeri aus, die aber leicht zu entfernen waren. Es wurde eine schwarze PE-Folie
100 MY benutzt. Die Male der Folie betrugen: 50 x 3 Meter, Dicke: 0,1 mm. Zur Befestigung am
Boden dienten Drathhaken und mit Kies gefiillte Silosacke. Letztere sorgten fiir eine llickenlose
Abdichtung. Um ein Abrutschen der Sacke an der steilen Boschung zu vermeiden, mussten sie

mit einem Seil angebunden werden. Die Temperatur unter der Folie und in 10 cm Bodentiefe
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wurde mit je einer Messsonde Uberwacht (Datenlogger OPUS) und mit Sonden ausserhalb der
Folie verglichen. Bei Beschadigungen (Marderbi3, Umwetter) wurde die beschadigte Stelle mit
einer neuen Folie Uberdeckt, der Zeitaufwand daflr war gering, weil das Befestigungsmaterial
bereits am Ort war. Unter der Folie wurden an Sommertagen Temperaturwerte bis 60 °C
erreicht. Die Bodensolarisation ist eine kostengiinstige Methode um den Wiederaustrieb von
Cotoneaster dammeri zu verhindern. Nachteilig ist die verhaltnismassig lange Dauer der
Anwendung der Folien. Sie ist ungeeignet fur sehr schattige Standorte und B&schungen mit
Hindernissen (Baume, Busche). Die Bodensolarisation ist eine Bodenentwesungsmethode, die
zuerst von KATAN (1976) fir steuernde ,Soilborne“-Krankheitserreger und Unkrauter
beschrieben wurde. Die Solarisation des Bodens hat einen geringen negativen Einfluss auf
chemische, physikalische oder mikrobielle Eigenschaften des Bodens (CHEN et al., 1991; zit. in
MARISKA C.A. VAN LOENEN, 2002). Diese relativ neue Desinfektionstechnik wurde als nicht
chemische Alternative zu Methylbromid betrachtet (UNEP, 1998; zit in MARISKA C.A. VAN
LOENEN, 2002). Erfahrungen der Solarisisation des Bodens zur moéglichen Inaktivierung von

Fakalkeimen und Krankheitserregern tierischer Herkunft liegen bisher in der Literatur nicht vor.

2.7.4 Bodenerhitzung mit Mikrowellen

Unter Mikrowellen wird eine elektromagnetische Strahlung verstanden, deren Wellenldnge im
Zentimeter- und Milimeterbereich liegt.

Die Mikrowellenerwarmung setzt sich aus Generatoren, Leitungen Hohlleitern und
Energielbertragern zusammen. Die flr den Erwarmungsprozess notwendige Energie wird von
einem RoOhrengenerator geliefert. Das Mikrowellengerat besteht in der Regel aus einer
abgeschlossenen Bestrahlungskammer, in welcher sich das zu erwarmende Gut befindet
(BUTZ, 1993).

Eine Mdglichkeit der Pasteurisierung von Flissigmist besteht (auer der direkten Erhitzug) in
der Anwendung von Mikrowellen. In einer Versuchsanlage (11 kW, 2450 MHz) konnten von
BOHM et al.(1984) sowie von NIEDERWOHRMEIER et al. (1986), zit. in SOLDIERER (1991)
bakterielle, parasitare und virale Krankheitserreger zuverlassig inaktiviert werden.

Mikrowellen wurden benutzt zur Inaktivierung von Viren im Flissigmist (KUHLMANN, 1982).
Mikrowellen wurden auch zur Abtétung von Krankheitserreger im Klarschlamm verwendet
(BUTZ, 1993).

Nach MOOSMANN et al., 1986 (zit. in BUTZ, 1993) werden freilebende Erdnematoden nach
einer Mikrowellenbehandlung des Erdreichs, wobei Temperaturen zwischen 75 °C und 90 °C

erreicht werden, abgetotet.
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Nach VELA et al., 1976; KOCH et al., 1982; HOESCHLE, 1984; BENZ, 1986, zit. in BUTZ
(1993) wird ein weiteres Anwendungsgebiet fur Mikrowellen in der Landwirtschaft gesehen. Hier
sollen die Mikrowellen durch direkte Bestrahlung des Ackerbodens Unkraut und Unkrautsamen
sowie tierische Schadlinge und deren Dauerformen vernichten.

Es ist wahrscheinlich, dass durch die direkte Bestrahlung des Bodens auch tierpathogenne
Keime abgetdtet werden. Bisher fehlen allerdings wissenschaftliche Veréffentlichungen zu
dieser Problematik.

LECHOWICH et al., (1969), zit. in KUHLMANN (1982) kommen in ihren Untersuchungen zu
dem Ergebnis, dass durch Mikrowellen allein keine Abtétung von Streptococcus faecalis oder
Saccharomyces cerevisiae in einer Suspension herbeigefihrt werden kann. Sie sei allein auf die
Hitze zuriickzuflihren, die durch die Mikrowellen in der Suspension erzeugt wird.

MAHNEL et al., (1981) zit. in KUHLMANN (1982) flhrten Untersuchungen zur
Thermoinaktivierung von Virus mit Mikrowellen durch und stellten fest, dass bei Erwarmung auf
45-50°C bei keiner der mit Mikrowellen behandelten Virusarten deutliche Verluste auftreten. Im
einzelnen werden nach diesen Angaben die vorgegebenen Virustiter von Paramyxovirus bei
Temperaturen um und bis Uber 60 °C, Reo- und Sindbis-Virus sowie Picornavirus, vor allem
aber das Herpesvirus bei der Erhitzung auf Temperaturen von 54-57 °C und bovinem Parvovirus

bei einer vergleichweise hohen Temperatur von 95 °C (Einwirkungsdauer 60 s) reduziert.

3 Eigene Untersuchungen
3.1 Material und Methoden

3.1.1 Beschreibung der Laboranlage
Anwendung des Injektorbrenners in einer halbtechnischen Versuchsanlage

Prinzipieller Aufbau

Die manuell zu betatigende Anlage besteht aus einer Thermokammer, zwei Laufschienen, zwei

Transportketten, einer Stahlwanne und einem Tragergestell.

Thermobox

An einem Stahlprofilrahmen, geschweil3t und verzinkt, ist der Injektorbrenner angebracht und
gegen die Umgebung mit hitzebestdandigem Material isoliert. Als AufRenverkleidung dient
verzinktes Stahlblech. Beide Injektorbrenner sind mit Schnellanschliissen ausgestattet und

werden mit handelsiblichem Propangas sowie einem Kompressor betrieben.
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Tragergestell mit Laufschienen
In einem Tragergestell mit Transportketten ist eine sog. ,Testwanne“ integriert. Uber eine Kurbel
fir den manuellen Antrieb kann die ,Testwanne” durch die Propangasflamme des

Injektorbrenners gezogen werden.

Testwanne

Die Stahlblechwanne wurde in verzinkter Ausfiihrung (700 x 700 x 30mm) zur Aufnahme des zu
erhitzenden Bodens hergestellt.

Zum Betrieb der Anlage wird eine handelstibliche Propangasflasche (Fillmenge 33 kg) und ein
Kompressor mit einem Luftvolumen von mind. 600 I/min bei einem Druck von ca. 4,0 bar

bendtigt.

Funktionsprinzip:

Das Bodenmaterial wird in einer Testbodenwanne dem Injektorbrenner zugefiihrt und erhitzt
(Heizung mit Propangas).

Die Eindringtiefe der Hitze und damit die Erwarmung der Bodenpartikel wird Uber die Laufge-
schwindigkeit der Transportketten manuell reguliert.

In Tabelle 3 sind die Versuchsvarianten aufgelistet.
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Tabelle 3: Versuchsvarianten des halbtechnischen Versuches:

1. Biologische

Salmonellen

(mittelschwer)

Escherichia coli

Enterococcus faecalis
Gehalt)

Konzentration:
108 KBE/g Boden
10* KBE/g Boden

Parvo-Viren
Ascaris suum mit

.Keimtragern®

2.Technische Parameter
Parameter

Injektorbrenner:

-Variation der Schichth6he
-Variation der Durchlauf -
Geschwindigkeit

-Variation der Temperatur

3. Bodenphysikalische
Parameter Parameter

Sandiger Lehm

Sandboden (leicht)
Variation des TS-Gehaltes
(hoher und geringer TS-
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3.1.2 Beschreibung des ,BVS-Gerates*

Im Rahmen der Erarbeitung einer praktikablen und zuverldssigen Methode zur
Bodendesinfektion wurde das ,BVS*-System unter praktischen Bedingungen im Feld
(Ackerboden) untersucht. Das Gerat wurde urspriinglich zur Sanierung von Bdden bzw. zur

Eliminierung von Unkrautern, Samen und Nematoden entwickelt (Abb.1).

Abb. 1: ,BVS-Bodensanierungsgerat mit Zugmaschine in Vorbereitung zum praktischen
Einsatz

In wieweit die Fakalflora und andere Mikroorganismen durch die Hitzeeinwirkung bei Einsatzes
dieses Systems beeinflusst werden, galt es in den nachfolgend beschriebenen Untersuchungen
zu erarbeiten.

Der Erfolg des ,Hygienisierungseffektes* durch das ,BVS-System* wurde anhand der
Reduzierung bzw. Inaktivierung ausgewahlter Bakterien und Viren Gberprift.

In insgesamt 4 Untersuchungsreihen wurden zu unterschiedlichen Terminen und den dabei
jeweilig vorherrschenden Witterungsbedingungen die praktischen Untersuchungen auf einem
Feld am Stadtrand einer siddeutschen GroRstadt durchgefihrt. Das Feld wird von einer
Staudengartnerei bewirtschaftet. Dementsprechend werden dort neben Rosen und Stauden eine
Vielzahl der unterschiedlichsten Baume und Straucher herangezogen.

Wahrend der Versuche zur Ermittlung des Einflusses des ,BVS-Systems auf in den Boden
eingebrachter Fakalkeime wurde zu Beginn der Untersuchungen ein Versuchsfeld von ca.1,40
m Breite und ca. 30 m Lange vorbereitet, indem diese Flache mit einer Ublichen Ackerfrase
aufgelockert wurde (Abb. 2).
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Abb. 2: Mit einer Ackerfrase zur ,Bodendesinfektion“ vorbereitetes Feld.

Das Bodenverbesserungs- und Sanierungssystem (“BVS-Gerat) wurde von der Firma
.Pedosan” entwickelt. Es ist ein mobiles Fahrzeug mit 1,4 m Breite und zunachst konzipiert fir
den Einsatz im Freiland. Die Arbeitsweise des ,BVS* ist rationell, sehr umweltfreundlich. Es

gliedert sich in folgende Arbeitsschritte:

1 Von groRer Bedeutung fiur den erfolgreichen Einsatz des thermischen
Bodenverbesserungs- und Sanierungssystem ist das Lockern des zu behandelten
Bodens. Dies erfolgt durch 3 am Gerat angebrachte schnell laufende Umkehr-

Bodenfrasen mit variabler Tiefeinstellung von 0-20 cm (Abb. 3).
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Abb. 3: Umkehrbodenfrase mit Rotation gegen die Arbeitsrichtung zur
besseren Zerkleinerung der Bodenpartikel bei variabler Tiefeneinstellung

2 der feinkriimelige Boden wird durch die Schneidmesser der Umkehr-Bodenfrase auf
ein geschlossenes Edelstahlscharnier-Transportband geschleudert und iber eine
Abzieheinrichtung in gleichmafliger Héhe verteilt.

3 danach durchlauft der Boden eine Thermokammer in der er in nur wenige Sekunden auf

eine durchschnittliche Temperatur von ca. 70 °C und mehr erhitzt wird.

Abb. 4:  Thermokammer, in der die Bodenpartikel mit Hilfe der Umkehrfrasen geschleudert
werden und somit hohen Temperaturwerten ausgesetzt sind
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4 Die Thermokammer kann von einer auf die Aufnahmebreite abgestimmten Anzahl von
Injektorbrennern auf eine Temperatur von ca. 800 °C — 1000 °C erhitzt werden. Als
Brennstoff dient umweltfreundliches und auf dem Markt erhaltliches Propangas.

5 Nach dem Verlassen der Thermokammer fallt der erhitzte Boden ,auf den Ruicken®, so
dass ein nochmaliges Durchdringen der Hitze erfolgt und zu einem hohen Abtétungsgrad

der Mikroorganismen beitragen kann.

Abb. 5: Erhitzter Boden mit starker Rauchentwicklung

Abb. 6: Temperaturwerte in den oberen Bodenhorizonten (1-15 cm) bis 90 °C

Mit der Anlage ist eine Flachenleistung, je nach Bodenbeschaffenheit (trockener, lockerer
Boden) von ca. 2000 m%*Tag mdglich. Dabei wird vom Einschichtbetrieb und einer

Bearbeitungstiefe von 10 cm ausgegangen.
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Abb. 7: Uberpriifung der Eindringtiefe der Bodenfrase und der
Bodentemperaturwerte

3.2  Bakteriologische Untersuchungen
3.2.1 Gesamtbakterienzahl bei 37 °C (GBZ)

Zur Vorverdunnung wurde 20g Probe in 180 ml Natriumchlorid (0,9 %-ige Kochsalzl6sung)
eingewogen und ca. 20h bei 4 °C auf den Schuttler gebracht. Nach ausreichender
Durchmischung wurde je 1ml der Probe in geometrischer Reihe bis zur Verdiinnungsstufe 10’
jeweils 9 ml NaCl-Lésung pipettiert. Anschlielend wurde jeweils 0,1 ml jeder Verdunnungsstufe
auf zwei parallele Standard-l1-Agarplatten (Merck, Art. Nr. 7881) pipettiert und mit einem
ausgegluhten Drahtspatel bzw. Drigalski-Spatel gleichmaRig verteilt, bei 37 °C 24 h bebritet
(Koch’sches Oberflachenverfahren).

Augezahlt wurden die Platten, auf denen 50 - 250 (mindestens 30 - 40) Kolonien gewachsen
sind. Aus beiden parallelen Platten wird der Mittelwert errechnet und auf 1g (0,1 ml) der Probe

bezogen.

3.2.2 Escherichia coli

Probenaufbereitung (20 g) und Vorverdiinnung wie unter Pkt. 3.2.1

Der Nachweis der E. coli bzw. Fakalcoliformen erfolgt quantitativ mit Hilfe des "Most-Probable-
Number” (MPN)-Verfahrens. Dazu wird eine Verdinnungsreihe (1 ml der Vorverdinnung in 9 ml
0,9 %-ige NaCl-Lésung in geometrischer Reihe bis zur Verdiinnungsstufe 10° bzw. 107)

angesetzt. AnschlieBend erfolgt zur Anreicherung aus jeder Verdiinnungsstufe die Uberimpfung
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von je 1 ml in drei parallele Rohrchen MUG-Laurylsulfat-Bouillon (Merck, Art. Nr. 12588). Die
Inkubation erfolgt 48 h bei 37 °C. MUG-Spaltung unter Fluoreszenzentwicklung (erkennbar an
einer hellblauen Fluoreszenz unter langwelligen UV-Licht bei 366nm) sowie Indolbildung erfolgt
bei positivem Nachweis.

Zur Fluoreszenzablesung werden alle positiven "Gasbildner-Réhrchen” mit 0,5 % 1 n NaOH
realkalisiert (dies ist notwendig, da einige Stamme von E. coli aufgrund starkerer Saurebildung
die Fluoreszenzintensitat mindern). Zum Indolnachweis werden die MUG-positiven Ansatze mit
0,5 ml Kovac’'s Reagenz (Merck, Art. Nr. 9293) Uberschichtet. Rotfarbung des Kovac’s Reagenz
aufgrund der Indolbildung gilt bei E. coli als positiv.

Die Auswertung erfolgt mit Hilfe der MPN-Tabelle.

3.2.3 Enterococcus faecalis

Probenaufbereitung (20 g) und Vorverdiinnung wie bei den Mikroorgansimen zuvor beschrieben.
Der Nachweis der Fakalstreptokokken erfolgte auch hier quantitativ mit Hilfe des ,Most-
Propable-Number‘(MPN)-Verfahrens. Dazu wurde wie bei dem quantitativen Nachweis von ,E.
coli“ (siehe oben) eine Verdlinnungsreihe (1 ml der Vorverdinnung in 9 ml 0,9 %-ige-NaCl-
Lésung in geometrischer Reihe bis zur Verdiinnungsstufe 10° bzw. 107.) angesetzt. Zur
Anreicherung der Fakalstreptokokken erfolgte dann aus jeder Stufe der Verdiinnungsreihe die
Uberimpfung von jeweils 1 ml jeder Verdiinnungsstufe parallel in drei Rohrchen Azid-Glukose
(AD)-Bouillon (Merck, Art. Nr. 1590) a 9 ml, Inkubation 37 °C fur 48 h. Die enthaltene
Konzentration von Natriumazid unterdrickt das Wachstum von gramnegativen Bakterien. Es
kommt somit zur selektiven Vermehrung der grampositiven Fakalstreptokokken, was durch eine
Tribung der sonst klaren, gelblichen Bouillon deutlich wird. Aus jeder hergestellten
Verdiinnungsstufe (3 Parallelen) der bebriteten AD-Bouillon wurde eine Ose auf Kanamycin-
Asculin-Azid (KAA)-Agar (Merck, Art. Nr. 5222) ausgestrichen Die Agarplatten werden auf den
Ruckseiten so markiert, dass auf jeder Platte drei Felder zu erkennen sind. Beim Ausstreichen
werden dann jeweils die drei parallelen Ansatze einer Verdiinnungsstufe auf je eines der drei
Felder der gleichen Platte ausgestrichen und 48-72 h bei 37°C inkubiert. Stichprobenweise
wurde von den gewachsenen Kolonien Reinkulturen angeziichtet und es erfolgte die
Agglutination mit Phadebact Strep D Test (Innogenetics GmbH, Art. Nr. 5586-12) als
serologischer Nachweis. Die Anzahl der im Grenzbereich des Wachstums nachweisbaren
positiven Parallelansatze von drei aufeinanderfolgenden Verdinnungsstufen wurden zum
Erstellen eines 3-stelligen MPN-Codes herangezogen.

Die Auswertung erfolgte anhand der korrigierten MPN-Tabelle nach J. C. d Man.
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3.2.4. Salmonella Senftenberg

3.241 Qualitative Bestimmung

Zur Voranreicherung wurden 50 g Erde in 450 g gepuffertes Peptonwasser eingewogen und
Uber Nacht bei 37 °C geschuttelt. 0,1 ml dieser Voranreicherung wurden anschlieend in 10 ml
Rappaport-Vassiliadis-Selektivbouillon Uberfihrt, 24 h bei 37 °C und 43 °C inkubiert. Am
nachsten Tag erfolgte das Ausstreichen der Rappaport-Vassiliadis-Selektivbouillons auf
Brilliantgriin-Phenolrot-Laktose-Saccharose-Agar (BPLS-Agar) und Xylose-Lysin-Desoxycholat-
Agar (XLD-Agar) und bei 37 °C Uber 24 h inkubiert. Auf dem BPLS-Agar bilden sich
blassrosafarbene und durchscheinende Kolonien. Die Bakterienkolonien, die auf dem XLD-Agar
schwarzlich erscheinen, gelten als “verdachtig” fir Salmonellen. Diese verdachtigen
Bakterienkolonien werden auf Standard I-Agar, BPLS- und XLD-Agar mittels eines Drei-Osen-
Ausstrichs vereinzelt und anschlieRend erneut bei 37 °C 24 h lang bebritet. Bestatigt sich der
Verdacht auf Salmonellen durch die morphologische Auswertung der Bakterienkolonien, erfolgt
die Verifizierung des Befundes durch Bestimmung der Antigenstruktur des Salmonellen-

Serovars mittels Objekttrageragglutination.

3.24.2 Quantitative Bestimmung

Probenaufbereitung (20 g) und Vorverdiinnung wie bei den Mikroorganismen zuvor beschrieben.
Bei den ,Keimtragerversuchen® wurden die jeweiligen Keimtrager in 9 ml Natriumchlorid (0,9 %-ige
Kochsalzlésung) verbracht und ca. 20 h bei 4 °C geschittelt. AnschlieBend erfolgte beim
quantitativen Nachweis der Salmonellen mittels der MPN-Technik die Herstellung einer
VerdUnnungsreihe, als Nahrbouillon wurde gepuffertes Peptonwasser (9 ml) verwendet wobei die
drei Parallelen in doppelter Ausfiihrung angefertigt wurden um sie bei 37 °C und bei 43 °C 24
Stunden bebriten zu kénnen. Aus dieser sog. ,Voranreicherung® wurden jeweils 0,1 ml in eine sterile
Rappaport-Vassiliadis-Selektivbouillon pipettiert. Das in Rappaport-Bouillon enthaltene Malachitgriin
und Magnesiumchlorid sowie die Inkubation bei 43 °C hemmen das Wachstum der normalen
Darmflora und erlauben Salmonellen eine ungehinderte Vermehrung. Bakterienwachstum ist in der
sonst klaren, blauen Lésung durch eine Tribung zu erkennen.

Aus der Selektivanreicherung wurden anschlieRend von allen Verdlinnungsstufen bei den
mindestens eines der drei Reagenzglaser trib gefarbt war, Parallelausstriche angefertigt, wobei
die Agarplatten zu diesem Zweck in je drei gleich grofde Abschnitte unterteilt wurden. Diese
erfolgten auf XLD-und BPLS-Agar. Die Inkubation der Selektivplatten erfolgte 24 Stunden bei

37°C. Ergaben sich daraus salmonellenverdachtige Kolonien (blassrosa auf BPLS-Agar,
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schwarze Kolonien auf XLD), wurde von einer verdachtigen Kolonie ein ,Drei-Osen-Ausstrich®
auf Standard-I-Agar angelegt, um damit eine Reinkultur zu erhalten. Danach erfolgte eine
weitere Inkubation 24 Stunden bei 37 °C. Der Befund kann 20-24 Stunden spater verifiziert
werden, indem die Antigenstruktur des Salmonellen-Serovar durch Objekttrageragglutination
bestimmt wird.

Die Anzahl der im Grenzbereich des Wachstums nachweisbaren positiven Parallelansatze von
drei aufeinanderfolgenden Verdinnungsstufen wurden zum Erstellen eines 3-stelligen MPN-
Codes herangezogen.

Die Auswertung erfolgte anhand der korrigierten MPN-Tabelle nach J. C. d Man.

3.3 Virologische Methoden

3.3.1 Zellkulturen

BPV' wurde auf bovinen embryonalen Lungenzellkulturen (BEL) im Kultivierungsmedium DMEM
+ 10 % FBS gezichtet.

2und ® (seh Seite 62)

Wasserbad (37 °C)

Zentrifuge®

Mikroskop®

Brutschrank®

Zentrifugenréhrchen (50 ml)’

Dulbeccos modifiziertes Eagle’s Medium (DMEM, siehe Anhang)®
Foetales Kalberserum (FBS 126L)°

nichtessentielle Aminosauren (NEA) "°

Zellkulturflaschen (50 ml/24 cm? "' + 200 ml/80 cm? '?)

Versen -Tripsin-Ldsung (0,125 %, 37 °C, siehe Anhang)

Das Auftauen erfolgte jeweils méglich rasch bei 37 °C im Wasserbad. Nachdem die gefrorene
Zellsuspension auf ein erbsengrofRes Stlick zusammengeschmolzen war, wurde der gesamte
Inhalt des Einfriercups in ein 50 ml-Zentrifugenréhrchen mit 30 ml Dulbeccos modifiziertes
Eagle’s Medium (DMEM) und einem Zusatz von 10% foetalem Kalberserum gegeben. Nachdem
die Zellsuspension vollstandig geschmolzen war, schloss sich eine Zentrifugation bei 175 g / 25
°C flr 7 min an. Das Medium wurde nun mdoglichst vollstandig abgezogen und das Zellpellet in 5

ml DMEM mit einem Zusatz von 10% FBS vorsichtich resuspendiert. Diese Virussuspension
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wurde nun in eine kleine Zellkulturflasche (50 ml) verbracht und im Brutschrank (37 °C, 4,5 %
CO,) bis zur Entstehung eines konfluenten Zellrasens bebritet. Die Zellen wurden fir die
spatere Verwendung zur Virusvermehrung und -titration in mittlere Zellkulturflaschen (200 ml)
umgesetzt. Dazu wurde das Zellkulturmedium aus der Flasche entfernt, der Zellrasen mit 2 ml
Versen-Trypsin-Losung (0,125 %, 37 °C) gespult und erneut 1 ml Versen-Trypsin-Lésung (0,125
%, 37 °C) auf die Zelle gegeben. Nun erfolgte eine Inkubation von 5 bis 20 min im Brutschrank
bis zum Abkugeln und Ldsen der Zellen. Die abgeldsten Zellen wurden in 15 ml des
entsprechenden Mediums (siehe unten) vorsichtig suspendiert und in mittlere Zellkulturflaschen
Uberimpft. Die weitere Verwendung der Zellen fand dann statt, wenn eine Konfluenz des

Zellrasens erreicht war.

3.3.2 Virusvermehrung

Die Vermehrung von Bovinem Parvovirus' (Stamm Haden) erfolgte auf primaren bovinem
embryonalen Lungenzellkulturen (BEL-Zellen). Das Anzuchtmedium flir diese Zellen bestand
aus DMEM mit 10% FBS.

Far die Virusvermehrung wurde folgendes bendtigt:

DMEM (37 °C)

FBS (37 °C, siehe Anhang)
Gewebekulturschalen™
Brutschrank (37 °C, 4,5 % COy,)
Zentrifuge™

Zenrifugenrdhrchen (50 ml + 15 mi'®)

Zur Virusvermehrung wurden die BEL-Zellen zunachst in Gewebekulturschalen mit oben
beschriebenem Medium bis zur Konfluenz vermehrt. Nach dem Absaugen des Kulturmediums
wurden die Zellrasen jeweils mit 5 ml einer auf 37 °C vorgewarmten phosphatgepufferten
Kochsalzlésung (PBS) zweimal vorsichtig gewaschen. Nun wurde jeweils 1 ml Virussuspension
auf die Zellen gegeben, die Kulturschalen geschwenkt und fir eine Stunde im Brutschrank (37
°C, 5 % CO,) gelagert. Wahrend dieser Zeit, in der es zur Adsorption von Viren an die Zellen
kam, wurden die Kulturschalen weiterhin regelmaflig geschwenkt, um ein Austrocknen des

Zellrasens zu verhindern.
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Nach einer Stunde wurde die Suspension wieder abgesaugt, der Zellrasen ein weiteres Mal
vorsichtig mit PBS (37 °C) gespult und anschlielend mit 25 ml eines Erhaltungsmediums
(DMEM + 2% FBS) Uberschichtet. Es folgte nun eine weitere Bebritung im Brutschrank bei 37
°C sowie die tagliche Kontrolle des Zellrasens. Die Virusernte erfolgte erst dann, wenn 2/3 des
Zellrasens einen cytopathischen Effekt (CPE) zeigten. Dies dauerte beim Bovinen Parvovirus 36
bis 48 Stunden. Das Medium mit den zerstérten Zellen wurde nun einem dreimaligen Gefrier- (-
80 °C) Tau- (25°C) Zyklus unterzogen. Nach dem Auftauen wurden die Suspensionen zur
Separierung und Entfernung der Zellreste in 50 ml-Zentrifugenréhrchen 20 min bei 2800-3000
U/min 20min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand stellte nun die Ausgangssuspension fiir
weitere Untersuchungen und wurde bis zur weiteren Verwendung portionsweise in 15 ml-

Zentrifugenréhrchen bei -80 °C tiefgefroren.

Die Keimtrager wurden aus ZETA — PLUS Membranen mit einer Stanze ausgestanzt und
autoklaviert.

Beladen der Keimtrager

Fir das Beladen der Keimtrager wurde folgendes benétigt

Virussuspension 1:10 verdlnnt

ein Zetapor (bzw. Virosorb) — Blattchen?
Filtervorsatz

Dichtungsring

Pinzette

Erlenmeyerkolben

Spritzen 2ml

Pertrischale

Pipetten

1 ml Virussuspension wurde vorsichtig durch die Filter gegeben. Die mit Virussuspension
durchtrankte Keimtrager wurden sofort in die  Tuatchen aus Polycarbonat-Membranen3
eingeschweildt.

Aufbereitung der Proben

Die Elution der Viren erfolgte in Beef-Extract-Losung (siehe Anhang) bei pH 8,5 im

Ultraschallbad in 5min um die Viren in die LOsung zu bringen.
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Entsprechend der Anzahl der Keimtrager wurden Schraubgldschen vorbereitet, die mit jeweils
1ml Beef-Extract-Losung befillt und beschriftet wurden. Die PC-Briefchen wurden mit einer
Pinzette am Rand gehalten, mit einer Schere aufgeschnitten und die im Briefchen sich
befindenden Keimtrager wurden in das bereitgestellte Schraubglaschen gegeben. Die Glaschen
wurden anschlieRend auf Eis im Ultraschall fur Smin beschallt (eluiert).

Nach der Elution wurde die Beef-Extrakt-Losung mit BPV aus den Schraubgldschen mit einer
Pipette abgesaugt, in Eppendorfréhrchen Uberfihrt und bei -80 °C eingefroren.

Vor der Titration wurden die eluierten Proben aufgetaut und bei ca. 3000 U/min 20 min

zentrifugiert.
3.3.3 Virusnachweis

Die Virustitration diente der quantitativen Bestimmung der Infektiositat des Virus vor und nach
der Hitzeeinwirkung.
Far die Titration nach der Endpunktverdinnungsmethode in R&éhrchen wurden folgende

Materialien bendtigt:

Eppendorfrohrchen mit Virussuspension
Zellkultur (Flasche mit Monolayer) BEL
DMEM

Penicillin-Lésung®
Streptomycinsulfat-Lésung'’
Amphotericin-Lésung'®

FBS

sterile Glasréhrchen'®
96-well-Mikrotiterplatte®

Mikroskop

Zur Herstellung einer dekadischen Verdinnungsreihe wurden 0,2 ml der zu untersuchenden
Virussuspension in ein steriles Glasréhrchen Uberfihrt, in  welches zuvor 1,8 mi
Zellkulturmedium (DMEM mit einem Zusatz von 0,4 % Gentamycinsulfat-Losung, 0,4%
Penicillin-G-Lésung, 0,4 % Streptomycinsulfat-Lésung, 0,8 % Amphotericin-Lésung und 5 %
FBS) vorgelegt wurden. Es schlossen sich weitere Verdlnnungsschritte (jeweils 1:10 bis zu
einer Verdiinnungsstufe 10" bei Viren) an, bei denen jeweils 0,2 ml der vorherigen Suspension

in 1,8 ml vorgelegtes Zellkulturmedium weiterpipetiert wurden. Je 100 pl jeder Verdiinnungsstufe



58

wurden nun in jeweils vier parallele Kavitaten einer 96-well-Mikroplatte Uberefuhrt. In diese 96-
well-Mikroplatte wurde Kulturmedium (siehe oben bei Zellkulturen) zugegeben. Auflerdem
wurden in die erste Reihe der Platte pro Kavitat 100 pl Titrationsmedium ohne Virus Pipetiert.
Die Kavitaten dieser Rehe dienten bei der Spateren Auswertung als Zellkontrolle.

Die Zellen wurden 1 Tag vor der Titration in die Platten angesat, wobei in jede Kavitat der
Mikrotiterplatte jeweils 100 ul einer Verdinnungsrate der Zellsuspension pipettiert wurde. Die
Dichte der Zellsuspension wurde dabei so bemessen, dass sich die Zellen zum Zeitpunkt der
Titration bereits am Plattenboden angeheftet und einen noch nicht ganzgeschlossenen Zellrasen
gebildet haben. Nach Zugabe der Proben aus den jeweiligen Verdinnungsstufen folgte eine
Inkubation der Mikrotiterplatte 5 bis 7 Tage bei 37 °C im Brutschrank (5 % CO.).

Die Zellrasen in der Mikrotiterplatte wurde taglich lichtmikroskopisch kontrolliert. Als infiziert galt
eine Vertiefung, wenn mindestens ein Herd mit cytopathisch veranderten Zellen erkennbar war.
Die Endablesung erfolgte erst dann, wenn keine Veranderung des Zellrasens mehr zu erwarten
war. Als Titer wird der positive dekadische Logarithmus derjenigen Verdinnung bezeichnet, bei
welcher statistisch die Halfte der Einsatze reagiert (Angabe in log1o KIDso/Testvolumen).

Ermittelt wurde dieser Wert nach dem Schatzverfahren von SPEARMAN und KAERBER
(KAERBER,1931).

Der Titer wird es berechnet nach Spearman und Karbel Formel:

KIDsp = (Xo- d/2 + d Zr/n)

Berlcksichtigt werden die positiven Wells ab der hochsten
Verdlnnungsstufe, in der alle Ansatze positiv sind.

Xo = dek. Logarithmus der héchsten Verdiunnung in alle Wells
einen CPE sichtbar ist

d = logo des Verdiinnungsfaktor (hier: logso 10 =1)

r = Anzahl der positiven Wells pro Stufe

n = Anzahl der Ansatze pro Stufe

Die Ermittelte Virusmenge in 100 ul wurde auf 1 ml umgerechnet.
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3.4  Parasitologische Untersuchung

Spulwurmeier wurden in den Laborversuchen bzw. in den grof3technischen Versuchen mit Hilfe
von speziell angefertigten Keimtragern in den Boden eingebracht und deren Uberlebensfahigkeit

nach der Hitzeeinwirkung Uberprift.

1. Gazeblatt 2. Falten 3. Schweif’en 4. Schneiden
(10 cm?) T
-/ 7000 - O
- \
Schnittlinie Schweillnaht

Abb.8: Herstellung der Gazekeimtrager fur die Spulwurmeier (SCHWARZ, 2003)

Fir die Herstellung der Gaze-Keimtrager werden folgende Materialien bendtigt:
a) eine Bogen Seidegaze
b) Schere

c) Zangenférmiges Folienschweilgerat mit variabler Temperatureinstellung

Zur Herstellung der Gazekeimtréger wird ein Bogen Seidengaze in ca. 10 cm? groRe Bléatter
geschnitten (Abb. 8) und anschlielend in der Mitte gefaltet. Mit einem Folienschweildgerat
werden die Rander verschweillt. Das Gerat wird dazu auf eine mittlere Temperaturstufe
eingestellt und anhand von Probeschweilungen wird die optimale Schweilzeit ermittelt. Eine
gute Schweilinaht ist durchgehend geschlossen und darf sich bei leichtem Ziehen nicht ablésen.
Durch weitere Schweillndhte im Abstand von 3 cm ergeben sich aus einem Blatt drei
Keimtragertaschen, die einzeln ausgeschnitten werden. Jede Schweil3naht ist durch Ziehen auf
Festigkeit zu Uberprifen.

Frische Askarideneier werden in einzelne Gazesackchen verfrachtet und diese durch

Kabelbinder verschlossen. Die Abbildung 9 zeigt die fertigen ,Askaridenkeimtrager®.
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Abb. 9: Fertige ,Gazesackchenkeimtragerzum Einbringen der Askarideneier in den
Boden (SCHWARZ, 2003)
Nach einer weiteren Verpackung zum mechanischen Schutz werden die Keimtrager in den
Boden eingebracht.
Nach jedem Versuch wurden die Keimtrager entleert und unmittelbar mikroskopisch auf sich
entwickelnde Stadien (Larve Il) kontrolliert. Nach einer Inkubationszeit von ca. drei Wochen bei
29°C erfolgt eine zweite Kontrolle sowie die Bewertung der prozentualen Entwicklungsfahigkeit

der Spulwurmeier.

Gewinnung der Eier aus den weiblichen Spulwirmern

Zur Gewinnung von Spulwurmern werden insgesamt folgende Materialien bendtigt:
a) Praparationsbesteck zur Spulwurmsektion: eine kleine Schere, zwei Pinzetten
b) groRRe Schere

c) ca. zehn Petrischalen

d) zwei Erlenmeyerkolben (fir Aufbewahrung der Eisuspension)

e) Trinkwasser

Als effektivste Methode zum Erhalt weiblicher Spulwirmer hat sich das manuelle Sammeln von
Dinndarmen frisch geschlachteter Schweine im Schlachthof bewahrt. Weibliche Spulwirmer
unterscheiden sich von mannlichen im Wesentlichen durch ihre Grofle. Erst Spulwirmer ab
einer Lange von 15 cm lohnen flr eine weitere Praparation. Kleinere Spulwirmer sind oft
unbefruchtet und enthalten keine entwicklungsfahigen Eier. Die entnommenen Spulwurmeier

kdnnen gekuhlt - nicht gefroren - bis zur Praparation nur wenige Tage aufbewahrt werden.
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Autolytische Prozesse zersetzen den Uterus und erschweren danach die Praparation der Eier
erheblich.

Abb. 10:Praparation der Spulwurmeier aus dem Uterus weiblicher Askariden
(SCHWARZ, 2003)

Zunachst werden die Spulwirmer langs geteilt (Abb. 10). Der Hauptteil des Inneren besteht aus
unterschiedlich starken Uterusschlingen. Nach dem Auffinden der Bifurkation, welche sich im
ersten Drittel des Wurmes befindet, werden beide Uterusschlingen nur in einer Lange von 3cm
abgesetzt, um eine moglichst hohe Zahl von befruchteten Eiern zu gewinnen.

In einer Petrischale wird ein ca. 3mm hoher Wasserfilm geflllt. Die Eier werden anschlielend
mit dem stumpfen Ende einer Pinzette aus dem Uterusstlick herausgestrichen. Die so
gewonnene Eisuspension wird durch eine Gazemembran filtriert. Uterusreste bleiben in der
Gaze zuriick und die ausgewaschenen Spulwurmeier werden in Wasser resuspendiert.

Die Suspension wird abschlieRend 24 h bei 4 °C geschdittelt um eine gleiche Verteilung der Eier
aus verschiedenen Spulwlirmern zu erhalten. Die auf diese Weise gewonnene Eisuspension

kann bei 4°C gekuhlt ein Jahr fur die Herstellung von Keimtragern aufbewahrt werden.

Befillung der Gaze - Keimtrager

Zur Befillung der Gaze - Keimtrager werden folgende Materialien benétigt:

a) Gaze - Sackchen
b) Pipette mit Pipettierhilfe
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c) 2 Petrischalen als Unterlage

d) Kabelbinder in kleiner Starke

e) Kabelbinder - Pistole

f) Erlenmeyerkolben mit der Eisuspension

g) Folienschweildgerat mit variabler Temperatureinstellung

Die hergestellte Suspension wird aufgeschittelt und so weit verdiinnt, bis sie eine errechnete
Konzentration nach mikroskopischer Auszahlung von ca. 1 Million Eiern/ml Suspension enthalt.
Von dieser Suspension wird 1ml in die ,Gaze-Keimtrager® verfrachtet. Das Wasser lauft durch
die Maschenweite der Gaze und wird in den Petrischalen aufgefangen.

Mit Kabelbindern wird die Tasche oben geschlossen und ergibt so die Form eines Sackchens.

Offnung und Auswertung der Gaze - Keimtrager

Fir die Offnung der Gaze - Keimtrager werden folgende Materialien benétigt:
a) grolRe Schere

b) Spritzflasche mit Trinkwasser

c) Petrischalen (jeweils eine pro Keimtrager)

d) Inkubationsschrank mit 29 °C konstanter Temperatur

e) Mikroskop mit 40-facher VergréRerung

f) Elektronische Zahlhilfe

Nach dem Spulen der Gazetaschen unter klarem Wasser werden die Keimtrager unterhalb des
Kabelbinders, anschliefend die seitlichen Schweilndhte abgeschnitten, so dass die Tasche
aufgefaltet werden kann. Mit einem schwachen Wasserstrahl aus einer Spritzflasche kénnen
nun die Eier in eine Petrischale ausgespult werden.

Unter einem Mikroskop werden die Eier bei 40 x facher VergroRerung direkt nach dem
Ausspulen auf ihre Entwicklung durchgemustert. Als positiv gelten dabei die potentiell
entwicklungsfahigen Eier, die das zweite Larvenstadium erreicht haben.

Als negativ gelten alle anderen Eier, unabhangig davon, ob sie sich noch nicht entwickelt haben
oder als zerstorte Reste erkennbar sind.

AnschlieBend werden die Eier in den sténdig feucht zu halten Petrischalen bei 29 ° fir 4

Wochen inkubiert und danach erneut Uberprift.
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3.5  Versuche zur "Beimpfung” des Bodens (Einmischverfahren)

Dazu wurden zunachst ausgewahlte und definierte Bodenarten mit den o. g. Mikroorganismen
gleichmaRig kontaminiert, so dass pro Gramm Boden eine definierte Anzahl der zu
Uberprifenden Mikroorganismen vorhanden war.

Begonnen wurden die Versuche mit einer hohen Mikroorganismenkonzentration eines Bodens
bzw. reinen Sandes, um einen Reduktionserfolg durch die Hitzeeinwirkung eindeutig
nachweisen zu kdénnen.

Als unbedingte Voraussetzung zur quantitativen Aussage der Versuche muss das optimale und
gleichmalige Einmischen der verschiedenen Mikroorgansimen in den Boden bzw. Sand
gegeben sein.

Vorversuche haben gezeigt, dass dies mit entsprechendem Aufwand durch den Einsatz eines
handelsublichen Betonmischers erfolgreich praktiziert werden kann.

Zum Versuch wurden die nachstehenden ,Indikatororganismen® verwendet: Escherichia coli,
Salmonella senftenberg w 7775 und Enterococcus faecalis.

Kolonienmaterial von jeder obengenannten Bakterienart wurde in Standard-I-Bouillon 24 h bei
37 °C geziuchtet und anschliefend mit dem Sand vermischt. Jede Mischung enthielt etwa 15
Liter Sand und 0,33 Liter Bakteriensuspension der obengenannten Bakterienarten. Es wurden
insgesamt 3 vergleichbare Mischungen angesetzt. Jeder Mischungsvorgang dauerte 20 min.

Es wurden die Ausgangszahlen der ,Indikatororganismen® im Boden nach der griindlichen
Einmischung im Betonmischer ermittelt. Jede Mischung wurde auf das Blech des Gerates
gebracht und mit verschiedenen Geschwindigkeiten unter der Flamme des Injektorbrenners
durchgezogen. Bei der Probenahme wurde differenziert nach oberen (0 bis 0,5 cm) und unteren
(1,5 bis 2 cm) Bodenschichten (siehe Tab.1). Von jeder Schicht wurden 3 Proben entnommen.
Es wurde die Tenazitat der untersuchten Mikroorganismen nach den in Pkt. 2.2 beschriebenen

Methoden untersucht.

3.6  Versuche mit Keimtragern

Metallkeimtragertechnik fiir Bakterien

Als Metallkeimtrager wurden rostfreie Stahlblattchen mit einem Durchmesser von 20 mm
verwendet. Vor Gebrauch wurden die Metallkeimtrager mit 70 % Ethanol 2-3 Stunden gereinigt,
mit Aqua dest. gespllt, auf eine Glasperlenschicht in einer Petrischale horizontal gelagert und
hitzesterilisiert. Die Metallkeimtrager wurden mit je 0,05 ml (50 ul) bakterieller Suspension

beimpft und bei 37 °C 1 Stunde getrocknet. Fir die Nullproben wurde jeder Keimtrager mit der
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kontaminierten Oberflache nach unten in eine Schottflasche gegeben, die 6 g Glasperlen und 10
ml Trypton-NaCl enthielt.

Zur Durchfuhrung der GrofRRversuche wurde die sog. ,Plattchenkeimtragertechnik® mit ,offenen®
und ,geschlossenen® Keimtrdgern angewandt. Die Keimtrager sind aus Aluminium, 1 cm breit, 5
cm lang und 1 mm dick.

Fir die Nullproben wurde je Keimtrager in einem Glasrohrchen mit 10 ml Trypton-NaCl-Lésung
versenkt und auf einem Rundschuttler Gber Nacht geschittelt, um die an der Oberflache der KT
haftende Mikroorganismen in die Losung zu bringen. AnschlieRend erfolgte die quantitative
Bestimmung der abgeschwemmten Mikroorganismen.

Vor der Hitzebehandlung wurden ,offene“ und ,geschlossene“ Keimtrager in den Boden
zwischen 5 — 10 cm Tiefe eingebracht. Geschlossene Keimtrager bedeutet, umwickelt mit einer

Aluminiumfolie. 50 % der beimpften KT wurden mit Alufolie umwickelt, und 50 % offen gelassen.
Holzkeimtragertechnik flr Bakterien

Als Holzkeimtrager dienten 20 x 10mm groRe Pappelholzstreifen, die vor Gebrauch im
Trockensterilisator sterilisiert wurden. Die Holzkeimtrager wurden in Petrischalen auf einer
Glasperlenschicht ausgelegt, mit je 0,1 ml Keimsuspension beimpft und flir 60 min bei 37 °C in

einem Brutschrank getrocknet.

Bei dem Versuch zur Bodendesinfektion wurden die mit bakterieller Suspension kontaminierten
Metall- und Holzkeimtrager (jede bakterielle Suspension enthielt nur eine Bakterienart; jeder
Keimtrager wurde nur mit einer Bakterienart kontaminiert) der Hitze bzw. der
Temperaturentwicklung im Boden unterschiedlichen Zeiten ausgesetzt und danach mit einer
sterilisierten Pinzette in eine Petrischale gebracht um die noch abschwemmbaren bzw.
vermehrungsfahigen Mikroorganismen nachzuweisen.

Die Holzkeimtrager wurden zum quantitativen Nachwis der noch lebensfahigen
»Indiaktororganismen*® in die fir die einzelnen Bakterienarten entsprechenden Réhrchen a 9ml
gebracht und kurz gevortext. Anschliefend wurden sie im Ultraschallbad zum Ablésen der

Bakterien flr 5min beschallt. Dann folgte der libliche MPN - Arbeitsgang.

Keimtragertechnik fir Viren

Eine definierte Menge des Indikatorvirus Bovines Parvovirus (BPV)1 wurde an ZETA- PLUS

(Virosorb1- MDS, AMF, Cuno Div., Meriden, Conneticut)- Membranen? adsorbiert und so in
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Tatchen aus Poncarbonat-Membranen3 (Kantenldange 25 mm) eingeschweil3t, sog. Sandwich-
Keimtrager. Die Polycarbonatmembranen wiesen Poren einer definierten GréRe von 10 nm auf
(Infiltec, Speyer).

Aufgrund dieser geringen PorengrofRe kann kein Virus aus dem System entweichen und die
Umgebungserde kontaminieren. Um die empfindlichen Prifkérper im Boden vor mechanischen
Beschadigungen durch die Fraswerkzeuge zu schiitzen, wurden sie mit einer Alufolie umwickelt.
Der Virustiter in der Ausgangssuspension betrug 10" KIDso/ml.

Die beladenen Keimtrager wurden mit der sie umhillenden Aluminiumfolie ca. 5 cm tief in die
Erde eingelegt bevor die Hitzebehandlung durch das BVS-System erfolgte. Nach Beendigung
des jeweiligen Versuches erfolgte die Entnahme der virologischen Keimtrager zur Untersuchung

des Virustiters im Laboratorium der Universitat Hohenheim.
3.7  Beschreibung der Anwendung von Mikroorganismen in ,freier Suspension®

Zusatzlich erfolgte in den GroRRversuchen 2-4 die Anwendung einer Mikroorganismensuspension
(ca. 1 m? Bodenfliche wurde mit je einem Liter einer Suspension von E. coli Typ 63/K12,
Salmonella Typhimurium (Typ Zoosal) und Enterococcus faecalis Typ 13, KBE>10%/ml
kontaminiert).

Vor dem eigentlichen Erhitzungsversuch wurden von jeder mit den drei Mikroorganismenarten
kontaminierten Bodenflache 5 Proben (,Nullproben®) gezogen und qualitativ auf Salmonellen, E.
coli und Fakalstreptokokken untersucht. Zur Untersuchung der Salmonellen gelangten 50 g
Boden in 450 ml Peptonwasser. Die weiteren Identifizierungsschritte erfolgten wie in Pkt. 3.2.4
beschrieben. Zum Nachweis der E. coli wurden 10 g Erde in 9 ml Fluorocult-Bouillon Gberflihrt;
zum Nachweis der Fakalstreptokokken 10 g Erde in 9 ml AD Bouillon. Die weitere Identifizierung

erfolgte wie unter den Punkten 3.2.2 bzw. 3.2.3 beschrieben.
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4 Durchgefiihrte Untersuchungen
4.1 Vorversuche

4.1.1 Tenazitatsversuche zum Absterbeverhalten von Bakterien im Wasserbad

Es wurde das Absterbeverhalten von Bakterien (Escherichia coli, Salmonella Senftenberg und
Enterococcus faecalis) im Wasserbad bei verschiedenen Temperaturen und Einwirkungszeiten
untersucht. In einer Anzahl der Mikroorganismen zwischen 10% und 10° KBE/ml wurden diese in
einem Wasserbad Temperaturen von 55 °C, 60 °C, 65 °C und 70 °C unterschiedlichen Zeiten
ausgesetzt.

Bei den Wasserbadversuchen mit Erde wurden solche Aluminiumkeimtrager angewandt, wie sie
auch bei den groRtechnischen Versuchen bei der Bodenerhitzung mit dem Injektorbrenner zum
Einsatz kamen (siehe Pkt. 4.3). Nachdem die Keimtrdger mit den entsprechenden
Mikroorganismen kontaminiert waren, wurden sie in mit Erde angefullten Schottflaschen
vorgewarmt in ein Wasserbad verbracht. Nach verschiedenen Zeiten wurden die Keimtrager aus
den Schottflaschen entnommen und quantitativ die Anzahl von E. coli, Salmonella Senftenberg
und Enterococcus faecalis bestimmt. Die Nullproben gelangten ohne Hitzewirkung in Trypton-

NaCL zur quantitativen Untersuchung.

4.1.2 Wasserbadversuche mit autoklavierter und nicht autoklavierter Erde bei gleichen

Trockensubstanzgehalten

13 mit Enteroccocus faecalis beimpfte Alu-Keimtrager wurden zusammen mit Erde mit gleichen
Trockensubstanzgehalten verbracht und im Wasserbad einer Temperatur von 65 °C
unterschiedlichen Zeiten ausgesetzt. Danach wurden die Keimtrager aus dem Wasserbad

entnommen , in Trypton-NaCL-L&sung gebracht und quantitativ untersucht.

4.1.3 Wasserbadversuche mit Erde bei verschiedenen Trockensubstanzgehalten

Mit Enterococcus faecalis, Salmonella Typhimurium Typ ,Zoosa“ und E. coli 63;Typ K/12
beimpfte Alu-Keimtrager wurden in Schottflaschen mit Erde bei verschiedenen
Trockensubstanzgehalten verbracht und im Wasserbad Temperaturen von 50 °C, 57 °C, 65 °C,
67 °C und 70 °C ausgesetzt. Nach verschieden langen Zeiten der Erwdrmung wurden die
Keimtrager aus dem Wasserbad entnommen, in Trypton-NaCL gebracht und quantitativ

untersucht.
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4.1.4 Tenazitatsversuche bei Zimmertemperatur

Mit E. coli 63/K12 und Salmonella typhimurium Typ ,Zoosal“ beimpfte Keimtrager wurden bei
Zimmertemperatur bis18 h in Trypton-NaCL-Ldsung verbracht. Nach jeder Stunde bis insgesamt
18 Stunden wurde ein Keimtrager aus der Lésung entnommen und quantitativ auf E. coli und

Salmonella typhimurium untersucht.

4.1.5 Versuche zur thermischen Desinfektion von Sand mit dem Einmischverfahren

Zunachst wurden Versuche durchgefiihrt, bei denen Salmonella Senftenberg und Escherichia
coli in einem Betonmischer in Sand eingemischt wurden. Das gleichmalfige Einmischen von
Mikroorganismen in Boden- und Sandproben ist sehr wichtig, um eindeutige Aussagen zur
Reduktionsleistung auf die ,Indikatororganismen machen zu kénnen. Die Einmischzeit von 10
Minuten reichte nicht aus, um ein homogenes Gemisch herzustellen. Erst nach 20 min war das
Ergebnis zufriedenstellend.

Der erste Versuch zur Bodendesinfektion mit Sand mittels Injektorbrenner wurde am 06.06.2002
durchgefiihrt. Am 19.06.02 erfolgte der zweite Versuch mit Sand. Fir beide Versuche wurde ein

Geréat der Firma "Pedosan” eingesetzt.

4.2. Vorversuche zur thermischen Desinfektion von Boden

4.2.1 Versuche zur thermischen Desinfektion von Boden mit dem Einmischverfahren

Am 27.07.02 wurde ein Versuch zur Bodendesinfektion durchgefthrt. Fir diesen Versuch wurde
Erde (Ackerboden, Lehm) verwendet. Der Versuchsaufbau ist vergleichbar mit dem
Sandversuch (siehe Pkt. 4.1.5). Allerdings wurden hierbei zwei unterschiedliche Wassergehalte
des Bodens berlcksichtigt.

Am 18.10.02 wurde der zweite Versuch zur Bodendesinfektion durchgefiihrt. Fir diesen Versuch
wurde Erde (Ackerboden) verwendet.

Fir die Versuche wurden die nachstehenden ,Indikatororganismen verwendet : Escherichia coli,

Salmonella senftenberg und Enterococcus faecalis.
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4.2.2 Versuche zur thermischen Desinfektion von Boden mit der Keimtragertechnik

Am 25.11.02 wurde der erste Versuch zur Bodendesinfektion mit Keimtragern durchgeflinrt. Fir
diesen Versuch wurde Erde (Ackerboden) verwendet. Die Proben wurden etwa 5 mm tief in die
Erde gelegt. Am 12.12.02 wurde der zweite Versuch zur Bodendesinfektion mit Keimtragern
durchgefthrt. In diesem Versuch kam Ackerboden von Flachen des Versuchsgutes der

Universitat Hohenheim zur Anwendung.

4.3 GrofRversuche
4.3.1 Mikrobiologische Untersuchungen wahrend des Einsatzes des ,BVS*- Systems

mit dem Injektorbrenner zur Bodendesinfektion

In einem 1. Versuch, der als ,Vorversuch® zur Uberpriifung der Keimtragertechnik und vor allem
der ,Wiederfindungsrate* der Keimtrager unter Praxisbedingungen galt, wurden 10 Keimtrager
(beimpft mit Enterococcus faecalis) in 5-10 cm Bodentiefe eingebracht.

Bei den Versuchen 2-4 wurden neben ,offenen® Keimtragern, sog. ,geschlossene® (mit
Aluminiumfolie umwickelte) Keimtrager parallel eingesetzt. Diese dienten dazu, einen moglichen
beschitzenden Effekt auf die Mikroorganismen mit zu erfassen. Denn die in diesen Versuchen
zusatzlich auf speziellen Keimtragern eingebrachten Parvoviren konnten nur in Aluminium
eingewickelt angewandt werden. Bei einem gleichgeschalteten Einsatz der ,Keimtragertechnik —
geschlossen® war somit ein direkter Vergleich der Tenazitat der untersuchten Bakterien und
Viren gegeben.

Aulerdem wurden in den Versuchen 2 bis 4 jeweils auf ,offenen“ und ,geschlossenen”
Keimtragern, die mit E. coli (63/K12), S. Thyphimurium (Typ Zoosal) und Enterococcus faecalis
beaufschlagt waren, zusatzlich diese 3 Mikroorganismen mit je einem Liter in freier Suspension

auf ca. 1 m?auf der Versuchsflache ausgebracht

4.3.2 Solarfolienversuche

Auf einem freien Wiesengelande der Universitat Hohenheim wurden Versuche mit Solarfolien
durchgefuhrt um die Tenazitaten unterschiedlicher Mikroorganismen zu Uberprufen.

Es wurden Keimtrager aus Aluminium 1 cm x 5 cm beimpft mit Enterococcus faecalis, E. coli 63,
Typ K-12 und Salmonella Thyphimurium Typ ,Zoosal“ in 2 cm und 5 cm Bodentiefe auf drei

unterschiedlichen Flachen ausgebracht. Das Bovine Parvovirus wurde an speziellen
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Keimtragern absorbiert, zum mechanischen Schutz in Plastiksédckchen gepackt und ca. 2-5 cm
unter die Erdoberflache eingebracht.

Eine der drei Versuchsflachen wurde mit schwarzer Folie abgedeckt, die zweite mit weiller
Folie. Als Kontrollflache diente eine nicht abgedeckte Wiesenflache direkt neben den beiden
Versuchsflachen. Zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns war ein ca. 5 cm hoher Grasbestand
vorhanden. Die Vorbereitung der Keimtrager als auch die Auswertung erfolgte analog den
Groversuchen bei der Bodenerhitzung.

Ein erster Versuch wurde mit Salmonellen und Fakalstreptokokken (Enterococcus faecalis)
durchgefihrt.

In einem zweiten Versuch wurde das Uberlebensverhalten von Enterococcus faecalis,
Salmonella Typhimurium, E. coli und Parvoviren Uberprift.

In einem dritten Versuch wurden nochmals Salmonella Typhimurium eingesetzt.

4.3.3 Dampfungsversuche

Am 17.09.2003 wurde ein Grof3versuch zur Bodendampfung mit einem Dampfgerat in der Nahe
von Stuttgart durchgefiihrt. Der Versuch hat auf einem Feld mit leichtem Boden (L6R-Lehm)
stattgefunden. Die untersuchten biologischen Parameter, der Versuchsansatz und die Art der
Probenahmen in diesem Versuch waren identisch mit den Versuchen des Injektorbrenners
(siehe Versuch Pkt. 4.3.1).

Der Versuch wurde bei guten Witterungsbedingungen mit Lufttemperaturen um 25 °C
durchgeflihrt. Vor der Hitzebehandlung wurde neben der Bestimmung des Wassergehaltes des
Bodens, die Bodentemperatur in verschiedenen Zeitabstanden wahrend und nach der
Hitzeeinwirkung in verschiedenen Bodentiefen untersucht Uber eine Zeitspanne von insgesamt
40 Minuten (Versuchsende).

In dem Versuch wurden Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella Thyphimurium und
Parvoviren (BPV-Bovine Parvovirus) als Indikatororganismen eingesetzt.

In den Boden wurden ,offene“ und ,geschlossene Keimtrager eingebracht. Zusatzlich

erfolgte die Anwendung einer Keimsuspension.

4.3.4 Kalkungsversuche

In Untersuchungen wurde der Einfluss einer Kalkbehandlung des Bodens (pro m? Boden wurden

in parallelen Versuchsansatzen 0,8 und 1,6 kg Ca(OH), ausgebracht) auf relevante
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Mikroorganismen untersucht. Abbildung 11 zeigt die mit unterschiedlichen Kalkmengen

beaufschlagten Versuchsflachen.

Abb. 11: 6 Versuchsflachen mit Kalk (im Vordergrund 0,8 kg CaOH,/m?; im
Hintergrund 1,6 kg CaOH./m?)

AnschlieRend wurde die Bodenoberfliche (je 1 m?) mit einem Liter Keimsuspension von E. coli,
Enterococcus faecalis sowie einem apathogenen Salmonellen-Serovar kontaminiert und danach
bis 5 cm Bodentiefe mit einer Ackerfrdse eingearbeitet. Gleichzeitig wurden die 3
unterschiedlichen Mikroorganismen auf ,Keimtragern“ (jeweils 5 pro Erregerart) in die oberen 5
cm Bodentiefe eingelegt, um dem Einfluss des Kalkes auf die Mikroorganismen auf den
Keimtragern zu untersuchen (Abb. 12). Vor dem Versuch wurden Bodenproben enthommen um
den pH-Wert des Bodens zu messen und auf den nativen Gehalt jener Mikroorganismen zu
untersuchen, die in freier Suspension bei der Kalkanwendung auf die Bodenoberflache der

Versuchsparzellen ausgebracht wurden.



Abb. 12: Einbringung der mit den ,Prufkeimen® kontaminierten Keimtragern in ca. 5
cm Bodentiefe der jeweils gekalkten Versuchsflachen

Primares Ziel war es, in Erfahrung zu bringen, ob relevante Mikroorganismen, die stellvertretend
fur pathogenen Erreger angewandt wurden, durch die Kalkung der Versuchsbdden reduziert
bzw. inaktiviert werden kénnen. Ein weiteres Ziel lag darin zu ermitteln, ob nach Versuchsende
durch ein Frasen des Bodens bis 15 cm Bodentiefe der Kalk soweit mit Bodenmaterial verdinnt
wird, damit der pH-Wert des Bodens vom stark alkalischen Bereich wieder zum Neutralpunkt
gesenkt werden kann. Daher wurden sechs Tage nach Versuchsbeginn die gekalkten Flachen
mit der Bodenfrase 15 cm tief gefrast. (Abb. 13).
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Abb. 13: Frasen der Versuchsflachen bis ca. 15 cm Bodentiefe zur

.Realkalisierung“ des Bodens

Diese Untersuchungen waren urspringlich im Projekt nicht vorgesehen. Sie wurden deshalb
zusatzlich durchgefihrt, weil sich die Versuchsansteller mit dieser Art der Bodenbehandlung
eine fur die Praxis erfolgreiche Bodenbehandlung zum Zwecke der Desinfektion versprachen
und sie unter den verschiedensten Gegebenheiten der unterschiedlichsten Betriebsarten als

erfolgreiche, praktikable und 6konomisch machbare Methode erschien.
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Ergebnisse

5.1 Ergebnisse der Tenazitatsversuche zum Absterbeverhalten von Bakterien
im Wasserbad

5.1.1 Ergebnisse der Tenazitdtsversuche zum Absterbeverhalten von Bakterien
im Wasserbad bei 55 °C

Bei 55 °C reduzierte sich die Anzahl von Escherichia coli innerhalb 30 Minuten um 1-2
Zehnerpotenzen.
Enterococcus faecalis zeigten nach 30 min keine Reduktion, wahrend sich die Anzahl von S.

senftenberg in dieser Zeitspanne um eine Zehnerpotenz reduzierte (Tab. 4).

Tabelle 4: Zeitdauer des Uberlebens von E. coli, Enterococcus faecalis und Salmonella
Senftenberg im Wasserbad bei 55 °C (Angaben in KBE/ml)

Dauer der “Indikatororganismen”

Warmebehandlung Escherichia coli Enterococcus Salmonella
faecalis Senftenberg

Ausgangswert 2,1 x 10° 6,6 x 10° 3,0x10°

1,6 x 10° 9,5x 108 3,1 x 10°

10 min 2,4 x 10° 9,6 x 10° 1,2x10°

1,4 x 10® 9,4 x 108 9,9 x 10°

20 min 5,9 x 108 9,3x 108 6,8 x 10°

4,3 x 108 9,3x 108 1,1 x 10°

30 min 9,5x 10’ 3,5x10° 2,5x10°

1,3 x 108 n.d. n.d.

KBE: Kolioniebildende Einheiten
n.d.: nicht durchgefiihrt

5.1.2 Ergebnisse der Tenazitatsversuche zum Absterbeverhalten von Bakterien
im Wasserbad bei 60 °C

Bei einer Temperatureinwirkung von 60 °C reduzierte sich die Zahl der Escherichia coli
innerhalb einer Zeitspanne von 30min von 10® auf 10" und damit um sieben Zehnerpotenzen.
Die Zahl der Enterococcus faecalis reduzierte sich innerhalb 30min allerdings nur um zwei
Zehnerpotenzen von 102 auf 10° KBE/ml.

Bei der Anzahl der Salmonella Senftenberg konnte eine Reduktion von 10° KBE/ml innerhalb
von 30min auf 10° KBE/ml festgestellt werden (Tab. 5).
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Tabelle 5: Zeitdauer des Uberlebens von E. coli, Enterococcus faecalis und Salmonella
Senftenberg im Wasserbad bei 60 °C (Angaben in KBE/ml)
Dauer der “Indikatororganismen”

Warmebehandlung Escherichia coli Enterococcus Salmonella
faecalis senftenberg

Ausgangswert 7,1x 108 7,3 x 108 2,0x 10°

10 min 6,8 x 10* 5,0 x 108 4,2 x 10®

20 min 4,0 x 10 3,3x 108 2,6 x 10°

30 min 9,0 x 10’ 2,5 x 10° 6,0 x 10°

KBE: Kolioniebildende Einheiten

5.1.3 Ergebnisse der Tenazitatsversuche zum Absterbeverhalten von Bakterien
im Wasserbad bei 65 °C

Bei der Temperatureinwirkung von 65 °C konnten nach 10 min keine E. coli mehr nachgewiesen

werden. Innerhalb dieser kurzen Zeitspanne fand damit eine Keimreduktion um 9
Zehnerpotenzen statt.

Enterococcus faecalis reduzierte sich innerhalb von 30 min um 5 Zehnerpotenzen von 10°
KBE/ml auf 10° KBE/ml.

Salmonella Senftenberg waren nach 10 min noch in einer Konzentration von 10° KBE/ml

nachweisbar. Nach 20 min konnte kein Nachweis mehr geflihrt werden (Tab. 6).

Tabelle 6: Zeitdauer des Uberlebens von E. coli, Enterococcus faecalis und Salmonella
Senftenberg im Wasserbad bei 65 °C (Angaben in KBE/ml)
Dauer der “Indikatororganismen”
Warmebehandlung Escherichia coli Enterococcus Salmonella
faecalis senftenberg
Ausgangswert 1,4 x 10° 6,0 x 10® 3,4x10°
1,6 x 10° 8,2 x 10° 2,9 x 10°
10 min n. n. 8,2 x 10° 1,8 x 10
20 min n. n. 7,1x10° n.n
30 min n. n. 2,3x10° n.n

KBE: Kolioniebildende Einheiten n. n.: nicht nachweisbar
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5.1.4 Ergebnisse der Tenazitatsversuche zum Absterbeverhalten von Bakterien
im Wasserbad bei 70 °C

Wahrend die Zahl an Enterococcus faecalis innerhalb von 10 min von 10° auf

10* abnahm und diese Mikroorganismen nach 20 min nicht mehr nachgewiesen werden
konnten, waren S. Senftenberg bereits nach 10 min Warmeeinwirkung nicht mehr anzichtbar.
Versuche mit E. coli wurden bei 70 °C nicht durchgefiihrt, weil die vorhergehenden
Tenazitatsstudien mit E. coli eine geringere Temperaturbestandigkeit bescheinigten als wie sie
bei Enterococcus faecalis und S.senftenberg nachgewiesen werden konnte (Tab. 7).

Tabelle 7: Zeitdauer des Uberlebens von Enterococcus faecalis und Salmonella Senftenberg

im Wasserbad bei 70 °C (Angaben in KBE/ml)

“Indikatororganismen”
Dauer der Warmebehandlung Enterococcus faecalis Salmonella Senftenberg
Ausgangswert 6,5 x 10® 1,4 x 10°
10 min 3,1x 10* n.n.
20 min n. n. n. n.
30 min n. n. n. n.

KBE: Kolioniebildende Einheiten n. n.: nicht nachweisbar

5.2  Ergebnisse der Wasserbadversuche mit Erde
5.2.1 Ergebnisse der Tenazitatsversuche zum Absterbeverhalten von Bakterien

im Wasserbad mit autoklavierter und nicht autoklavierter Erde

Die Versuche an der halbtechnischen Anlage zur Bodendesinfektion haben zwar gezeigt, dass
kein groBer Unterschied im Uberlebensverhalten der untersuchten Mikroorganismen besteht
wenn man autoklavierte und nicht autoklavierte Erde erhitzt. Aus der Tabelle 8 wird ersichtlich,
dass bei 65 °C Enterococcus faecalis in nicht autoklavierter Erde einer schnelleren Reduktion
unterliegt als in autoklavierter Erde. Das lasst zunachst den Schluss zu, fiur die weiteren
Tenazitatsversuche gewachsene Erde zu verwenden, weil davon auszugehen ist, dass sich
durch den Wasserbadversuch keine Hinweise auf mdgliche Interaktionen zwischen der
vielfaltigen Mikroorganismenpopulation in gewachsener Erde ergeben haben. Andrerseits
werden durch die angewandte Methodik zum Nachweis von Enterococcus faecalis auch andere
Enterokokken, mdglicherweise hitzeresistentere erfasst, wodurch sich die héhere Zahl der

Enterokokken bei 65 °C und 30 minutiger Erhitzung ergeben kdnnte. Eine klare Abgrenzung der
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molekularbiologische Differenzierung bewerkstelligen.

Tabelle 8: Ergebnisse zur Tenazitat von Enterococcus faecalis bei verschiedenen
Uberlebenszeiten im Wasserbad bei 65 °C mit autoklavierter und nicht
autoklavierter Erde, Ausgangskonzentration: 2,4 x 10° KBE/ml

Substrat Temperatur | TS-Gehalt Konzentration nach verschiedenen Zeiten
10 min 20 min 30 min

autoklavierte Erde 65 °C 850% | 2,4x10° 4,3 x 10* 2,4 x10*

nicht autoklavierte 65 °C 855% | 8,6x10° 1,8 x 10’ 1,8 x 10’

KBE: Kolioniebildende Einheiten

TS: Trockensubstanz

5.2.2 Ergebnisse der Tenazitatsversuche zum Absterbeverhalten von Bakterien

im Wasserbad in Schottflaschen mit Erde bei verschiedenen Trockensubstanzgehalten

Die Tabelle 9 zeigt, dass bei einer im Wasserbad bei 70 °C der

Trockensubstanzgehalt bzw. dessen Unterschied von ca. 10 % im Uberlebensverhalten von

Erhitzung

Enterococcus faecalis kaum einen Unterschied ausmacht, wahrend bei nur 3 Grad weniger (bei
67 °C) die Uberlebensrate von Enterococcus faecalis sehr hoch ist und nach 30 Minuten
Einwirkzeit noch 1,5 x 10* bzw. 4,8 x 10* KBE/ml an Enterococcus faecalis nachgewiesen
werden kénnen. Der verschiedene TS-Gehalt der Bodenproben scheint keinen Einfluss auf die

Tenazitat der untersuchten Enterococcus faecalis auszutben (Tab. 10).

Tabelle 9: Ergebnisse zur Tenazitat von Enterococcus faecalis bei verschiedenen
Uberlebenszeiten im Wasserbad bei 70 °C bei unterschiedlichem TS-Gehalt

der Erde, Ausgangskonzentration: 2,4 x 10° KBE/m

TS-Gehalt der Erde | Temperatur Konzentration nach verschiedenen Zeiten
10 min 20 min 30 min
75 % 70 °C n.n. n. n. n. n.
86 % 70 °C 2,3x10° n. n. n. n.

KBE: Kolioniebildende Einheiten
TS: Trockensubstanz

n.n.: nicht nachweisbar
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Tabelle 10: Ergebnisse zur Tenazitat von Enterococcus faecalis bei verschiedenen
Uberlebenszeiten im Wasserbad bei 67 °C bei unterschiedlichem TS-Gehalt

der Erde, Ausgangskonzentration: 3,0 x 102 KBE/m

TS-Gehalt der Erde | Temperatur Konzentration nach verschiedenen Zeiten
10 min 20 min 30 min
77 % 67 °C 4,6 x 10° 3,0x10° 1,5 x 10*
86 % 67 °C 8,6 x 10° 8,6 x 10° 4,8 x10*

KBE: Kolioniebildende Einheiten

TS: Trockensubstanz

Im Boden mit geringerem Trockensubstanzgehalt wurde die Keimzahl nach 30 min mehr
reduziert als im Boden mit hoherem TS-Gehalt, dabei waren die Unterschiede in der Anzahl der

Mikroorgansimen nach 30 min bei 77% und 86% TS-Gehalt der Erde gering.

5.2.3 Ergebnisse der Versuche zur Tenazitat von Bakterien auf Keimtragern im Wasserbad

Die Tabellen 11 und 12 zeigen die Ergebnisse von S. Typhimurium, die auf ,Keimtrdgern®
zusammen mit Erde bei einem TS-Gehalt von 76 (77) bzw. 86 (87) % in ein Wasserbad
gebracht und bei 50 °C 50 Minuten bzw. bei 55-57 °C 60 Minuten lang erhitzt wurden. Es wird
ersichtlich, dass bei 50 °C sich die Anzahl der Salmonellen innerhalb 50 Minuten reduziert,
allerdings nur zwischen 1-2 Zehnerpotenzen. In Proben mit dem héhren TS-Gehalt in den
Erdproben ist der Keimgehalt hoher (Tab. 11). Bei Temperaturwerten in den Bereichen zwischen
55-57 ° kann eine weitergehende Keimreduktion erreicht werden, wobei in den Proben mit dem
hoheren TS-Gehalt eine um ca. 1 Zehnerpotenz héherer Wert nach einstlindiger Erhitzung zu

verzeichnen ist als bei einem TS-Gehalt von 77 % (Tab. 12).
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Tabelle 11:  Konzentration von Salmonella Typhimurium in KBE/ml bei veschiedenen
Uberlebenszeiten im Wasserbad bei 50 °C

Zeit (min) Konzentration bei TS 87 % Konzentration bei TS 76 %
0 4,6 x 10’ 46x10’
10 4,6 x10° 46x10’
20 4,6 x10’ 46x10’
30 4,6 x 107 4,6 x 10°
40 4,6 x10° 8,6 x 10°
50 4,6 x 10° 8,6 x 10°

KBE: Kolioniebildende Einheiten

TS: Trockensubstanz

Tabelle 12: Konzentration von Salmonella Typhimurium in KBE/ml bei verschiedenen
TS-Gehalten im Wasserbad bei 55-57 °C.

Zeit (min) Konzentration bei TS 88 % Konzentration bei TS 77 %
0 8,6 x 107 8,6 x 107
10 4,6 x 10° 46x10°
20 8,6 x 10° 3,0x 10°
30 8,6 x 10* 3,0 x 10°
45 46x10° 8,6 x 10*
60 4,6 x 10 8,6 x 10°

KBE: Kolioniebildende Einheiten

TS: Trockensubstanz

Die Tabellen 13, 14 und 15 zeigen die Tenazitat von Enterococcus faecalis im Wasserbad bei

verschiedenen Temperaturen und TS-Gehalten der Bodenproben, in das die Keimtrager zur

Uberpriifung der Uberlebensféahigkeit von Enterococcus faecalis eingelegt wurden. Bei 65 °C

und 67 °C sind die Unterschiede im Uberlebensverhalten gering, es wurden vergleichbare

Ergebnisse dokumentiert. Nach 30 Minuten reduziert sich die Zahl von Enterococcus faecalis

um 4-5 Zehnerpotenzen, diese Werte wurden auch bei einer Erhitzung Uber eine Stunde

festgestellt (Tab. 13).
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Tabelle 13: Konzentration von Enterococcus faecalis (KBE/ml) bei verschiedenen TS-
Gehalten im Wasserbad bei 65 °C

Zeit (min) Konzentration bei TS 87 % Konzentration bei TS 76 %
0 8,6 x 10’ 8,6 x 10’
10 8,6 x 10° 8,6 x 10°
20 1,8 x 10* 4,6 x10*
30 8,6 x 10° 8,6 x 10°
45 1,8 x 10° 8,6 x 10*
60 4,6 x 10* 8,6 x 10*

KBE: Kolioniebildende Einheiten

TS: Trockensubstanz

Tabelle 14: Konzentration von Enterococcus faecalis (KBE/ml) bei verschiedenen TS-
Gehalten im Wasserbad bei 67 °C
Zeit (min) Konzentration bei TS 88 % Konzentration bei TS 77 %
0 3,0 x 10° 3,0 x 10°
10 8,6 x 10° 2,3x10°
20 8,6 x 10° 3,0x 10°
30 4,8 x 10* 1,5 x 10*

KBE: Kolioniebildende Einheiten

TS: Trockensubstanz

Steigen die Temperaturwerte auf 70-75 °C ist innerhalb von 10 Minuten eine Keimreduktion um

6 Zehnerpotenzen zu erreichen (Tab. 15).

Tabelle 15: Konzentration von Enterococcus faecalis (KBE/ml) bei veschiedenen TS-
Gehalten im Wasserbad bei 70-75 °C
Zeit (min) Temp. Konzentration bei TS 88 % Konzentration bei TS 75 %
0 70 °C-75 °C 2,4 x10° 2,4 x10°
10 n. n. 2,3x10°
20 n. n. n. n.
30 n. n. n. n.

KBE: Kolioniebildende Einheiten
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TS: Trockensubstanz
n. d.: nicht durchgefuhrt

Die Tabelle 16 dokumentiert die Ergebnisse des Verhaltens von E. coli bei 50 °C im Wasserbad
Uber eine Zeitspanne von 50 Minuten bei TS-gehalten von 75 bzw. 86 %.

Wahrend bei hohen TS-Gehalten innerhalb der Erhitzungsphase von 50 Minuten keine
Reduktion an E. coli zu verzeichnen ist, wird innerhalb dieser Zeitspanne von 50 Minuten bei

TS-Gehalten von 75 % eine Reduktion um 2 Zehnerpotenzen deutlich (Tab. 16).

Tabelle 16: Konzentration von E. coli (KBE/ml) bei veschiedenen TS-Gehalten im Wasserbad
bei 50°C. Angaben der Konzentration der Mikroorganismen in KBE/ml

Zeit (min) Konzentration bei TS 86 % Konzentration bei TS 75 %
0 8,6 x 10° 8,6 x 10°
10 8,6 x 10° 8,6 x 10°
20 1,8 x 10° 8,6 x 10°
30 8,6 x 10° 46x10*
40 4,6 x 10° 8,6 x 10°
50 4,6 x 10° 8,6 x 10°

KBE: Kolioniebildende Einheiten

TS: Trockensubstanz

Die Tabelle 17 zeigt das Verhalten von E. coli und Salmonella Typhimurium wahrend einer
Lagerzeit von 18 Monaten bei Zimmertemperatur. Ausgehend von einer Keimzahl von
10° KBE/ml zu Beginn des Versuches ist innerhalb den 18 Stunden bei beiden Mikroorganismen
eine Reduktion in ihrer Anzahl um 3 Zehnerpotenzen festzustellen. Die Ergebnisse waren
entscheidend fur die Vorbereitung der ,Keimtragerversuche® und den Transport zu den

Beprobungsstellen der grof3technischen Versuche.




81

Tabelle 17:  Verhalten von E. coli und Salmonella Typhimurium bei Zimmertemperatur

Ausgangswerte: 10° KBE /ml Keimsuspension)

Mikroorganismen Zimmertemperatur | Konzentration der Mikrorganismen nach 18 h
E. coli 30 °C 7,0x 10° 8,0 x 10°
Salmonella Typhimurium 30 °C 2,0x10° 3,0x10°

KBE: Kolioniebildende Einheiten

5.3 Ergebnisse zur thermischen Desinfektion von Sand mit dem Einmischverfahren
5.3.1 Ergebnisse zur thermischen Desinfektion von Sand mit dem Einmischverfahren des
Versuches vom 06.06.2002

Bei diesem Versuch wurden Escherichia coli, Salmonella Senftenberg und Enterococcus
faecalis mittels eines Betonmischers in Sand eingemischt. Die Zeiten der Warmeeinwirkung
waren wie folgt: 15 s, 20 s, 25 s. Die Anzahl an E. coli lag nach dem Einmischen in die
Sandproben vor der Erhitzung bei > 10° KBE/g; S. Senftenberg bei > 10° KBE/g und
Enterococcus faecalis bei >10” KBE/g.

Bei dem ersten Versuch mit dem Injektorbrenner sollten zunachst die Handhabung und
Funktionalitat des Gerates gepruft werden. Die erreichten Temperaturen waren niedrig, weil nur
ein kurzer Hitzekontakt mit dem Sand gegeben war. Folglich konnten nur geringe

Reduktionsleistungen der untersuchten Mikroorganismen erzielt werden.

Es werden einige Ergebnisse beispielhaft zu den Keimzahlen bei unterschiedlichen

Kontaktzeiten dargestellt.

Proben mit Escherichia coli bei 15 s Warmeeinwirkung

Probe 1: 10° KBE/g Sand
Probe 2: 10° KBE/g Sand
Probe 3: 10° KBE/g Sand
Probe 4: 10° KBE/g Sand
Probe 5: 10° KBE/g Sand
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Proben mit Escherichia coli bei 20 s Warmeeinwirkung:

Probe 1: 10° KBE/g Sand
Probe 2: 10° KBE/g Sand
Probe 3: 10° KBE/g Sand
Probe 4: 10° KBE/g Sand
Probe 5: 10° KBE/g Sand

Proben mit Escherichia coli bei 25 s Warmeeinwirkung:

Probe 1: 10° KBE/g Sand
Probe 2: 10° KBE/g Sand
Probe 3: 10° KBE/g Sand
Probe 4: 10° KBE/g Sand
Probe 5: 10° KBE/g Sand

Proben mit Enterococcus faecalis bei 15 s Warmeeinwirkung:

Probe 1: 10° KBE/g Sand
Probe 2: 10° KBE/g Sand
Probe 3: 10° KBE/g Sand
Probe 4: 10° KBE/g Sand
Probe 5: 10° KBE/g Sand

Proben mit Enterococcus faecalis bei 20 s Warmeeinwirkung:

Probe 1: 10° KBE/g Sand
Probe 2: 10’ KBE/g Sand
Probe 3: 10° KBE/g Sand
Probe 4: 10° KBE/g Sand
Probe 5: 10° KBE/g Sand
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Proben mit Enterococcus faecalis bei 25 s Warmeeinwirkung:

Probe 1: 10° KBE/g Sand
Probe 2: 10° KBE/g Sand
Probe 3: 10° KBE/g Sand
Probe 4: 10° KBE/g Sand
Probe 5: 10* KBE/g Sand

Die Untersuchungen mit Salmonella Senftenberg brachten folgende Ergebnisse:

In Proben bei 15 s Warmeeinwirkung wurden folgende Salmonellenkonzentrationen erzielt:

Probe 1: >10° KBE/g Sand
Probe 2: >10° KBE/g Sand
Probe 3: >10° KBE/g Sand
Probe 4: >10° KBE/g Sand
Probe 5: >10° KBE/g Sand

In Proben bei 20 s Warmeeinwirkung wurden folgende Salmonellenkonzentrationen erzielt:

Probe 1:>10° KBE/g Sand
Probe 2: 10° KBE/g Sand
Probe3:>10° KBE/g Sand
Probe4:>10° KBE/g Sand
Probe 5: 10° KBE/g Sand

In Proben bei 25 s Warmeeinwirkungszeit wurden folgende Salmonellenkonzentrationen

erzielt:

Probe 1: 10° KBE/g Sand
Probe 2: (nicht auswertbar)
Probe 3 >10° KBE/g Sand
Probe 4: 10° KBE/g Sand
Probe 5 >10° KBE/g Sand
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Aus den dargestellten Untersuchungsergebnissen wird deutlich, dass durch die geringen
Kontaktzeiten der Flamme mit dem Injektorbrenner die Temperaturwerte nicht entscheidend
hoch genug waren um die untersuchten Mikroorganismen auch nur anndherungsweise zu

reduzieren.

5.3.2 Ergebnisse zur thermischen Desinfektion von Sand mit dem Einmischverfahren des
Versuches vom 19.06.2002

Die Tabelle 18 zeigt den Ausgangskeimgehalt nach dem Mischen im Betonmischer ohne
Hitzeeinwirkung und die Reduktionsrate der Keime nach der Warmebehandlung in einer Zeit von
25, 35 und 50 sek. Die Anzahl an E. coli, S. Senftenberg und Enterococcus faecalis nach dem
Einmischen ist starken Schwankungen unterworfen (s. Tab. 18). Die Konzentrationen
schwanken zwischen 10* und 10" KBE/g (E. coli); 10°-10® KBE/g (Salmonellen) und zwischen
10° und 10° KBE/g (Enterococcus faecalis).

Nach einer Hitzeinwirkung von 25 s kénnen aus den Proben, die von der Oberflache (0,5 - 1
cm) des Sandes genommen wurden keine Escherichia coli mehr nachgewiesen werden. Im
Gegensatz dazu reichte die Zeit der Warmeeinwirkung von 25 s bei Proben aus der Tiefe (1,5 -
2 cm) nicht aus, um die Keime in den unteren Sandschichten abzutoten.

Salmonellen konnten in 2 von 3 der aus der oberen Schicht enthommenen Proben nicht mehr
nachgewiesen werden. Bei einer Probe wurde nur eine geringe Anzahl an Mikroorganismen
nachgewiesen. Die Konzentration betrug lediglich 10* KBE/g. In den unteren Sandschichten

waren alle drei Proben positiv bei einer Keimzahl von > 10° KBE/g Sand.
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Tabelle 18:  Anzahl an Mikroorganismen in Sandproben vor und nach der Behandlung mit

dem Injektorbrenner (Angaben in KBE/g Sand; 3 Parallelproben)

Einwirkzeit Proben Proben - Escherichia Salmonella Enterococcus
ins Nr. coli Senftenberg faecalis
1 9,3 x 10° 4,3x 107 23x10°
0 nach Mischen 2 4,3x 10’ 2,3x 108 2,3x10°
3 7,5x 10* 1,5x 10° 23x10°
1 3,0x10" 9,3x 10’ 1,5x 104
25 Oberflache 2 3,0x10" 3,0x10" 9,2 x 10°
3 3,0 x 10 3,0 x 10 2,4 x 10*
1 9,3 x 10° 2,4 x 10° 4,3 x 10*
25 Tiefe 1,5 -2 cm 2 2,4 x 107 4,6 x 10° 1,6 x 10*
3 4,3 x10° 1,1 x 10° 4,3x10°
1 3,0x 10 3,0x 10 3,0 x 10™
35s Oberflache 2 3,0x10" 3,0x10" 3,0x10"
3 3,0x10" 3,0x10" 3,0x10"
1 9,3 x10° 1,1x 10" 2,3 x10*
35 Tiefe 1,5 -2 cm 2 4,3 x 10° 4,6 x 10° 25x10°
3 3,0x 10 1,1 x 10° 4,3 x 10*
1 3,0x 10 3,0x 10 3,0 x 10
50 Oberflache 2 3,0x 10 3,0x 10 3,0 x 10™
3 3,0x10" 3,0x10" 3,0x10"
1 3,0 x 10 3,0 x 10 2,3x10°
50 Tiefe 1,5 -2 cm 2 3,0 x 10 3,0x 10 4,3x10*
3 3,0x 10 3,0x 10 9,3 x 10*

KBE = Koloniebildende Einheiten

Die Konzentration von Enterococcus faecalis reduzierte sich bei zwei oberflachlich
entnommenen Proben von 10° auf 10* um zwei Zehnerpotenzen und von 10* auf 102 KBE/qg.

Bei Proben aus der tiefen Schicht lag die Konzentration der Keime in zwei Proben bei 10* KBE/g
Sand, in einer Probe bei 10° KBE/g.

Nach einer Warmeeinwirkung ber 35 s werden in Proben aus der Oberflache Escherichia coli,
Salmonellen und Enterokokken in einer Konzentration von 3,0 x 10™ KBE/g nachgewiesen (Tab.
18).

Bei Proben aus der tieferen Sandschicht waren sehr uneinheitliche Reduktionsraten zu
verzeichnen. Wahrend in zwei Proben die Keimzahlen fiir E. coli unverandert bei 10° registriert

werden konnten, lieen sich in einer Probe keine E. coli mehr nachweisen.
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Salmonellen und Enterococcus faecalis wurden um max. 2 Zehnerpotenzen gegeniber den
Ausgangswerten reduziert und konnten in den GréRenordnungen zwischen 10* bis 10° KBE/g
Boden nachgewiesen werden (Tab. 18).

Nach 50 s Warmeeinwirkung zeigen alle oberflachlich enthommenen Proben kein Wachstum
mehr, d.h. die zugegebenen Bakterienarten wurden bis unter die Nachweisgrenze reduziert. Ein
in etwa vergleichbares Ergebnis lieferten die Proben aus den tiefen Schichten. Wahrend E. coli
und Salmonellen nicht mehr nachgewiesen werden konnten, war bei Enterococcus faecalis
lediglich eine Reduktion um zwei bis drei Zehnerpotenzen zu erreichen.

Es lasst sich somit zusammenfassen, dass eine Warmeeinwirkzeit von 50 s ausreicht, um E. coli
und Salmonellen deutlich zu vermindern, wahrend die Einwirkzeit von 50 s bei Enterococcus

faecalis nicht ausreicht, um eine ausreichende Desinfektionswirkung zu erzielen.

5.4.  Ergebnisse zur thermischen Desinfektion von Boden

5.4.1. Ergebnisse zur thermischen Desinfektion von Boden mit dem Einmischverfahren

5.4.1.1Ergebnisse zur thermischen Desinfektion von Boden mit dem Einmischverfahren
des Versuches vom 27.07.2002

Die Tabelle 19 zeigt den Ausgangswert nach dem Mischen im Betonmischer ohne
Warmeeinwirkung und die Reduktionsrate der Mikroorganismen nach der Warmeeinwirkung von
25, 35 und 45sek bei einem Trockensubstanzgehalt von 80% und 50%.

Bei der Probenahme wurde differenziert zwischen Proben der oberen Erdschicht (0 bis 0,5cm)
und den Proben der unteren Erdschicht (1,5 bis 2cm).

Von jeder Bodenschicht wurden zwei Parallelproben entnommen und untersucht.
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Tabelle 19:  Konzentrationen unterschiedlicher Mikroorganismen in Bodenproben vor und
nach der Behandlung mit dem Injektorbrenner (Angaben in KBE/g Boden)
(Versuch vom 27.07.2002)

Einwirkzeit |Probenentnahmestelle| TS- |Proben-|Escherichia|Enterococcus| Salmonella
Gehalt Nr. coli faecalis Senftenberg

nach dem | 7,5x 10° 7,5x 10° 9,2x10°

Os Mischen n.d. I 9,3 x 10° 2,3x10° 2,4 x10

im Betonmischer 1 9,3 x 10* 43x10° 9,2x 10°

Oben 1 1 3,6 x 10° 9,3x10° 4,3x 10

Oben 2 80 % 2 3,0x 10" 4,3x10° 2,3x 10*

Unten 1 3 9,2 x 10° 4,3x10° 2,4 x 10*

25s Unten 2 4 1,5 x 10° 43x10° 4,3 x10*

Oben 1 5 1,5 x 10 2,0 x 10* 2,1x10°

Oben 2 50 % 6 9,3 x 10° 9,3 x 10° 2,3 x10°

Unten 1 7 7,5x10° 1,5 x 10° 2,3x 10°

Unten 2 8 4,3x10° 7,5x10° 9,3x10°

Oben 1 9 2,3x10* 2,1x10° 2,3x10°

Oben 2 80 % 10 1,5x 10° 9,3 x 10° 1,5 x 10°

Unten 1 11 4,3 x10° 7,5x10° 2,3x10°

35s Unten 2 12 9,3x 10° 2,3x 10° 1,5 x 10’

Oben 1 13 3,0x 10 9,3x10° 7,5x10°

Oben 2 50 % 14 3,0x 10" 4,3x10° 9,3 x 10*

Unten 1 15 3,6 x 10° 9,3x10° 4,3x10°

Unten 2 16 2,1x10* 7,5x10° 9,3x 10°

Oben 1 17 9,3x10° 4,3x10* 9,3x10°

Oben 2 80 % 18 1,5x 10° 2,3x 10* 2,3x10°

Unten 1 19 2,1x 10* 9,3x 10° 9,3x 10°

45s Unten 2 20 3,6 x 10° 9,3 x 10* 4,3 x10°

Oben 1 21 3,0x 10" 2,1x10° 4,3x 10’

Oben 2 50 % 22 3,0x 10 4,3x10* 2,4 x10°

Unten 1 23 1,5x10° 3,8x10° 43x10°

Unten 2 24 4,3x10° 4,6 x 10 2,4x10°

Kontrolle (24 h nach dem Einmischen) n. d. v 9,3 x 10° 2.3 x 10° 7.5 x 10°

Ballchen aus Erde n.d. V] 2.4 x 104 2.4 x 10° 4,3 x 104

KBE: = Koloniebildende Einheiten
TS: = Trockensubstanzgehalt

Bei einer Warmeeinwirkung von 25 s und einem Trockensubstanzgehalt von 80 % kdnnen aus
Proben, die von der Oberflache der "Keimtragerwanne” genommen wurden, keine Escherichia

coli mehr nachgewiesen werden.
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Bei den Proben aus der Tiefe reicht die Zeit der Warmeeinwirkung von 25 s nicht aus, um die
Mikroorganismen abzutbten. Eine von zwei untersuchten Proben zeigt eine Reduktionsrate um

drei Zehnerpotenzen von 10° auf 10° KBE/g Boden.

Escherichia coli zeigen insgesamt ein undeutliches Bild in den unteren Erdschichten bei der
Warmeeinwirkung von 25 s und einem TS von 80 % im Vergleich zur Reduktion bei einer

Warmeeinwirkung von 35 s und einem TS-Gehalt von 80 %.

Enterococcus faecalis wurden in den oberen und unteren Erdschichten in gleichen

Konzentrationen (10°) nachgewiesen, bei einer Reduktionsrate von ca. einer Zehnerpotenz.

Salmonellen wurden in den oberen und unteren Erdschichten nachgewiesen.
In einer Probe aus der oberen Schicht des Sandes ist geringes Wachstum bei einer

Konzentration von lediglich 10" KBE/g zu verzeichnen.

Bei einer Warmeeinwirkung von 25 s und einem TS-Gehalt von 50 % lag die Anzahl insgesamt
hoéher als bei einem TS-Gehalt von 80 %. Besonders deutlich zeigt sich dieser Trend in den

Proben von E. coli.

Bei einer Warmeeinwirkung von 35 s und einem TS-Gehalt von 80 % werden diese
Mikroorganismen mit gewissen Schwankungen vergleichbar in der Hohe der Ausgangswerte
nachgewiesen.

Nach einer Warmeeinwirkung von 35 s und einem TS-Gehalt von 50 % zeigen sich in 3 von 4
Proben bei den nachgewiesenen E. coli deutliche Reduktionen. In einer Probe aus der unteren

Schicht wurden allerdings noch Werte an E. coli von >10* KBE/g Erde nachgewiesen (Tab. 19).

Die Konzentration an Enterococcus faecalis bei den Proben aus der Oberflache wurde bei einer
Probe von 10° auf 10®° um drei Zehnerpotenzen und bei der zweiten Probe um eine

Zehnerpotenz von 10° auf 10° reduziert.

Die Konzentration der Salmonellen in einer der Proben aus der Oberflache lag bei 10? und
wurde damit um drei Zehnerpotenzen reduziert, bei der zweiten Probe um eine Zehnerpotenz.

Die Anzahl der Mikroorganismen in den Proben aus der Tiefe blieb unverandert bei 10° KBE/g.
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Nach einer Warmeeinwirkung 45 s und einem TS-Gehalt von 80 % ist bei beiden Proben aus
der Oberflache die Zahl an Escherichia coli von 10° auf 10° um drei Zehnerpotenzen gesunken.

Bei einer Probe aus der unteren Erdschicht wurde die Konzentration von 10° auf 10* um zwei
Zehnerpotenzen reduziert. Bei der Parallelprobe reduzierte sich E. coli von 10° auf 10°, folglich

um sechs Zehnerpotenzen.

Die Konzentration der Enterococcus faecalis wurde bei beiden Proben der Oberflache um zwei
Zehnerpotenzen von 10° auf 10* reduziert.
Bei einer Probe aus der Tiefe hat die Anzahl um eine Zehnerpotenz von 108 auf 10°, bei der

anderen Probe um zwei Zehnerpotenzen von 10° auf 10* abgenommen.

Bei Salmonella Senftenberg ist die Anzahl der Mikroorganismen in den Proben aus der
Oberflache in einer Probe von 10° auf 10° um zwei Zehnerpotenzen gesunken. Bei der anderen
Probe ist sie bei 10° geblieben.

Bei den Proben aus der Tiefe ist keine Reduktion in der Anzahl der Mikroroganismen zu

verzeichnen.

Nach einer Warmeeinwirkung von 45 s und bei einem TS-Gehalt von 50 % kdnnen aus Proben,
die von der Oberflache stammen, keine Escherichia coli mehr nachgewiesen werden. Dagegen
reicht die Zeit der Warmeeinwirkung von 45 s bei TS-Gehalt von 50 % nicht aus, um die in
tiefere Bodenschichten eingelegte E. coli zu inaktivieren.

Das gleiche Ergebnis wurde mit Enterococcus faecalis und Salmonellen erzielt. Bei 45 s
Warmeeinwirkung und bei einem TS-Gehalt von 50 % wurden diese Mikroroganismen noch in

allen Erdschichten nachgewiesen.

5.4.1.2.Ergebnisse zur thermischen Desinfektion von Boden mit dem Einmischverfahren
des Versuches vom 18.10.2002

Die Tabelle 20 zeigt den Ausgangswert nach dem Mischen im Betonmischer ohne
Warmeeinwirkung und die Reduktionsrate der Mikroorganismen nach der Warmeeinwirkung von
40, 50 und 60 s bei der Trockensubstanzwerten von 78 %.

Bei der Probennahme wurde differenziert zwischen Proben der oberen Erdschicht (0 bis 0,5cm)
und den Proben der unteren Erdschicht (1,5 bis 2 cm).

Von jeder Bodenschicht wurden zwei Parallelproben entnommen und untersucht.
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Zum Versuch wurden die nachstehenden Mikroorganismen verwendet: Escherichia coli,

Salmonella Senftenberg und Enterococcus faecalis.

Tabelle 20: Konzentrationen unterschiedlicher Mikroorganismen in Bodenproben vor und nach

der Behandlung mit dem Injektorbrenner (Angaben in KBE/g Boden und in

KIDso/ml) (Versuch vom 18.10.02 — ,Einmischverfahren®)

Einwirk- | Temperatur- Probe- Proben- | Escherichia | Enterococcus | Salmonella | Proben- | Parvo-Virus
zeit spanne nahmestelle Nr. coli faecalis Senftenberg Nr. (Keimtrager)

nach dem I 1,5x10° 4,3x10° 2,3x10° I 10°°

Os Mischen I 1,5x10° 2,3x10° 9,3x 10° I 1050

(Betonmischer) 1l 9,3x 10* 9,3x10° 2,0x10°

oben: Oberflache 1 2,3 x10? 2,9x10° 2,3x10° 1 10°

45-50 °C 2 9,2x10° 3,6x10° 7,2x10° 2 10*5

3 n. d.
40 s 4 10%%
unten: Tiefe: 3 2,3x10° 2,3x10° 9,3x10° 5 1055

50-60 °C 1,5-2 cm 4 2,3x10' 4,3x10° 2,3x10° 6 10°°

7 n. d.

8 n. d.
oben: Oberflache 5 43x10' 2,9x10° 43x10° 9 1037

60 °C 6 n. n. 4,3x10* 2,3 x10* 10 10°

11 10°

50s 12 n.d.
unten: Tiefe: 7 4,3x 10" 1,5x 10° 43x10° 13 10*5

55 °C 1,5-2 cm 8 n.n. 2,3x10* 9,2 x 10* 14 1055
15 10378

16 n.d.

oben: Oberflache 9 2,3x10° 2,9x10° 9,3x10° 17 10°
45-70 °C 10 9,3x10° 2,9x10° >1,1x 108 18 10%7°

60s 19 10*5
20 10%7

unten: Tiefe: 11 7.4 x10* 2,3x10° 2,1x10° 21 n. d.

45-60°C 1,5-2 cm 12 4,3x10* 2,3x10° 2,3x10° 22 n. d.

n. d.: nicht durchgefuhrt

n. n.: nicht nachweisbar

KBE: Koloniebildende Einheiten

KID: Kultur Infektiose Dosis
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Bei einer Warmeeinwirkung von 40 s und einem Trockensubstanzgehalt von 78 % bei einer
Probe aus der oberen Erdschicht wurde die Konzentration der E. coli von 10° auf 10° KBE/g um
fiinf Zehnerpotenzen reduziert. Bei der Parallelprobe reduzierte sich die Konzentration von 10°
auf 102 KBE/g um drei Zehnerpotenzen.

Bei den Proben aus der Tiefe zeigt eine von zwei untersuchten Proben eine Reduktionsrate um
zwei Zehnerpotenzen von 10° auf 10®° KBE/g Boden. Bei der anderen Probe hat die
Konzentration der Mikroorganismen von 10° auf 10" um vier Zehnerpotenzen abgenommen.
Escherichia coli zeigen insgesamt ein undeutliches Bild in ihrer Reduktion in Proben der oberen
wie auch der unteren Erdschichten bei einer Warmeeinwirkung von 40 s und einem TS von
78 %.

Enterococcus faecalis-Proben, die aus den oberen Erdeschichten genommen wurden, zeigen
Reduktionsraten: von 10° auf 10° um eine Zehnerpotenz und von 10° auf 10° um drei
Zehnerpotenzen. Bei Proben aus tieferen Schichten hat die Konzentration der Mikroorganismen
nur bei einer Probe um eine Zehnerpotenz von 10° auf 10° abgenommen. Bei der anderen
Probe blieb sie unverandert bei 10° KBE/g. Es zeigt sich insgesamt ein unlogisches Bild

bezlglich der festgestellten Reduktionsraten.

Salmonellen wurden in den oberen und unteren Erdschichten ohne bedeutsame Reduktion
nachgewiesen. In einer Probe der Oberflache ist Uppiges Wachstum zu verzeichnen, bei einer
Konzentration von 10° KBE/g. Eine Reduktion der Salmonellen ist nicht eingetreten. Bei der
anderen Probe ist ihre Konzentration von 10° auf 10°, um fiinf Zehnerpotenzen gesunken. Die
Konzentration bei zwei Proben, die in der Tiefe genommen wurden, blieb unverandert bei 10°
KBE/g Erde.

Parvoviren zeigen ein undeutliches Bild in den Reduktionsraten, z. B. in den Proben, die
oberflachlich genommen wurden, wo die Temperatur nach 60 s Hitzeeinwirkung 70 °C erreichte.
Die Reduktion der Viruskonzentration war kleiner als bei den oberflachlich genommenen
Proben, bei denen die Temperatur nach 50 s Hitzeeinwirkung 65° C erreichte.

Bei einer Warmeeinwirkung von 50 s und einem TS-Gehalt von 78 % wurde die Konzentration
von Escherichia coli bei den Proben aus der Oberfliche von 10° auf 10" um vier
Zehnerpotenzen, bei einer Probe um fiinf Zehnerpotenzen von 10° auf 10° reduziert. In den
Proben aus der Tiefe waren die Befunde im Vergleich zu den oberen Erdschichten identisch.

Die Anzahl von Enterococcus faecalis bei den Proben aus der Oberflache wurde bei einer Probe

von 10° auf 10° um eine Zehnerpotenz, und bei der zweiten Probe um zwei Zehnerpotenzen von
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10° auf 10* KBE/g reduziert. Die Anzahl an Enterococcus faecalis bei einer von zwei aus der
Tiefe genommenen Probe blieb unverandert. Bei der zweiten Probe wurde sie um zwei
Zehnerpotenzen reduziert.

Die Konzentration der Salmonellen in einer Probe aus der Oberflache lag bei 10° KBE/g und
wurde damit von 10° auf 10* um eine Zehnerpotenz reduziert. Bei der zweiten Probe blieb sie
unverandert bei 10° KBE/g. Bei Proben aus den tieferen Erdschichten haben sich vergleichbare
Ergebnisse mit den Proben aus der Erdoberflache ergeben.

Nach einer Warmeeinwirkung von 60 s und einem TS-Gehalt von 78 % ist die Zahl der
Escherichia coli bei einer aus der Oberfliche genommenen Probe von 10* auf 10° um eine
Zehnerpotenz gesunken. Bei der Parallelprobe wurde keine Reduktion in der Zahl der E. coli
nachgewiesen. Die Konzentration von zwei Proben aus der Tiefe blieb unverdndert bei 10*
KBE/g Erde.

Bei Enterococcus faecalis wurde keine Reduktion in der Zahl dieser Mikroorganismen
beobachtet.

Bei Salmonellen wurde ebenfalls keine Reduktion dieser Erreger nachgewiesen,

Aufgrund der starken Klumpenbildung des Erdbodens beim Einmischen der bakteriellen
Suspension mit dem Betonmischer war eine homogene Verteilung der Bakterien nicht mehr
gegeben. Bei hdherem Wassergehalt verstarkt sich diese Problematik noch mehr. Dies war
auch ein wichtiger Anlass, in den weiter durchgeflhrten Versuchen, das Einbringen der zu

untersuchenden Mikroorganismen mit Hilfe der ,Keimtragertechnik® zu gewahrleisten.

5.4.2 Ergebnisse zur thermischen Desinfektion von Boden mit der Keimtragertechnik
5.4.2.1 Ergebnisse zur thermischen Desinfektion von Boden mit der Keimtragertechnik
des Versuches vom 25.11.2002

Die Tabelle 21 zeigt den Ausgangswert ohne Hitzeeinwirkung bei 50 % Trockensubstanz, und
die Reduktionsrate der Mikroorganismen nach der Hitzeeinwirkung von 30, 45 und 60 s bei
einem TS-Gehalt von 50 %. Neben der Untersuchung der Tenazitat von E. coli, Enterococcus
faecalis und S. Senftenberg wurde auch die Tenazitat von Parvo-Viren bei der Hitzebehandlung

von Boden untersucht (Tab. 21).
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Tabelle 21:  Konzentrationen unterschiedlicher Mikroorganismen und Parvo-Viren in
Bodenproben vor und nach der Behandlung mit dem Injektorbrenner (Angaben in
KBE/ml bzw. KIDso/ml) (Versuch vom 25.11.2002 — ,Keimtragertechnik®)
Zeit der Trocken- | Temperatur | Parvoviren | Escherichia | Enterococcus| Salmonella
Hitzeein- | substanz coli faecalis Senftenberg
wirkung
Virenkeim- Holzkeimtrager
trager
ohne 50 % 10°° 2,1x10° 6,7 x 10° 3,9 x 10°
10%° 3,9x10° 8,4 x 107 3,9x 10
30s 56 % oben: 10%° 2,1x10° 3,9x 10’ 3,9 x 10°
64 °C 10%° 8,3x 10’ 2,1x10° 2,1x10°
unten: 10%5
50 °C 10%°
54 °C 10*°
45 s 56 % oben: 10%7° 2,1x10’ n. n. n. n.
60 °C 10*° 2,1x10° 3,2 x 10° n.n
64 °C 10%%°
unten: 10*
54 °C 10*°
60 s 56 % oben: 102 2,1x10° 3,9 x 107 2,1 x10°
45 °C 107 2,1x10° 8,4 x 10° 1,4 x 10°
unten: 1025
40 °C 10%°
105,5
Metallkeimtrager
ohne 50 % s. 0. n. d. 1,9 x 10° 3,0 x 10° 8,6 x 10°
n. d. 4,6 x 10° 3,0x 108 4,6 x 10°
30s 56 % s. 0. n. d. 4,8 x 10* 4,6 x 10° 8,6 x 10*
n. d. 8,6 x 10° 8,6 x 10° 2,1 x10*
45 s 56 % s. 0. n.d. 8,4 x 10* 8,6 x 10° n. n.
n. d. 4.2 x10° n. n. n. n.
60 s 56 % s. 0. n.d. 4,6 x 10° 3,0 x 10° 8,6 x 10*
n. d. 4,8 x 10* 4,6 x 10° 8,6 x 10°
n. n.: unter Nachweisgrenze KBE: Koloniebildende Einheiten
n. d.: nicht durchgefuhrt KID50: Kulturinfektiose Dosis
TS: Trockensubstanzgehalt
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Bei den Ergebnissen, erzielt mit der Anwendung von Holzkeimtragern zeigt sich, dass sich
Escherichia coli nach einer Hitzeeinwirkung von 30 s und einem Trockensubstanzgehalt von 56
% um eine Zehnerpotenz von 10° auf 10® reduzierte. In einer zweiten Probe von 10® auf 10’
KBE/m.

Bei Enterococcus faecalis wurde nach einer Hitzeeinwirkung von 30 s und einem TS-Gehalt von
50% keine Reduktion beobachtet. Die Konzentrationen der Mikroorganismen blieben
unveréandert bei 10% bzw. 10" KBE/ml.

Die Konzentration der Salmonella Senftenberg hat nach einer Warmeeinwirkung von 30 s und
einem TS-Gehalt von 50% bei zwei Proben um zwei Zehnerpotenzen von 10% auf 10°
abgenommen.

Die Konzentration von Escherichia coli reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung von 45 s
und einem TS-Gehalt von 56 % bei einer Probe von 10° auf 10" um zwei Zehnerpotenzen und
bei der zweiten Probe von 102 auf 10° KBE/ ml um drei Zehnerpotenzen.

Enterococcus faecalis reduzierten sich nach einer Warmeeinwirkung von 45 s und einem TS-
Gehalt von 56 % bei einer Probe von 10® auf 102 um sechs Zehnerpotenzen. Bei der zweiten

Probe konnten keine Enterococcus faecalis mehr nachgewiesen werden.

Nach einer Warmeeinwirkung von 45 s und bei einem TS-Gehalt von 56 % kdnnen aus zwei

Proben keine Salmonella Senftenberg mehr nachgewiesen werden.

Die Konzentration von Escherichia coli verminderte sich in einer Probe nach einer
Warmeeinwirkung von 60 s und einem TS-Gehalt von 56 % um eine Zehnerpotenz von 10° auf
108 KBE/ ml. In der zweiten Probe konnte eine Reduktion der Escherichia coli von 108 auf 10°,

also um drei Zehnerpotenzen festgestellt werden.

Bei Enterococcus faecalis wurde nach einer Warmeeinwirkung von 60 s und einem TS-Gehalt
von 56 % keine Reduktion beobachtet. Die Konzentrationen dieser Mikroorganismen blieb
unverandert bei 10° und 10" KBE/ ml.

Salmonella Senftenberg reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung von 60 s und einem TS-
Gehalt von 56 % bei einer Probe von 10° auf 10° um zwei Zehnerpotenzen. Bei der zweiten
Probe blieb die Anzahl unverandert bei 10® KBE/ ml.

E. coli verminderten sich bei einer Warmeeinwirkung von 30 s und 45 s nur gering. Bei einer
Warmeeinwirkung von 60 s waren die erreichten Temperaturen zu niedrig, um diese

Mikroorganismen zu eliminieren.
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Bei Enterococcus faecalis hat die Zeit von 60 s Hitzeeinwirkung nicht ausgereicht, um diese
Mikroorganismen abzutoten.

Salmonellen zeigen bei einer Warmeeinwirkung von 60 sek eine groRere Reduktionen als bei
der Warmeeinwirkung von 30 s.

Die Dauer der Warmeeinwirkung bis zu 60 Sekunden hat jedoch nicht zu den erwarteten
Temperaturwerten gefiihrt. Insgesamt hat sich die Bodenmatrix in dieser Zeitspanne zu gering
erwarmt, so dass nur unzureichende Reduktionen in der Zahl der untersuchten
Mikroorganismen erzielt werden konnten.

Dieselbe Problematik trifft fur die Parvoviren zu.

Bei den Ergebnissen mit den Metallkeimtragern konnte kein grundlegend anderes Bild
festgestellt werden.

Die Konzentration von Escherichia coli reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung von 30 s
und einem TS-Gehalt von 56 % von 10% auf 10* um vier Zehnerpotenzen. Bei einer anderen
Probe von 102 auf 10° um fiinf Zehnerpotenzen.

Die Konzentration von Enterococcus faecalis wurde nach einer Warmeeinwirkung von 30 s und
einem TS-Gehalt von 56 % in beiden Proben von 10® auf 10° um zwei Zehnerpotenzen reduziert.
Die Konzentration von Salmonella Senftenberg reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung von
30 s und einem TS-Gehalt von 56 % bei beiden Proben von 10° auf 10* um zwei
Zehnerpotenzen.

Die Konzentration von Escherichia coli reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung von 45 s
und einem TS-Gehalt von 56 % bei einer Probe von 108 auf 10* um vier Zehnerpotenzen, bei

der zweiten Probe von 10® auf 10° KBE/ ml um fiinf Zehnerpotenzen.

Die Konzentration von Enterococcus faecalis reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung von
45 s und einem TS-Gehalt von 56 % bei einer Probe von 10® auf 10° um zwei Zehnerpotenzen.

In der zweiten Probe konnten keine Enterococcus faecalis mehr nachgewiesen werden.

Bei Salmonella Senftenberg konnten nach einer Warmeeinwirkung von 45 s und einem TS-

Gehalt von 56 % diese Erreger ebenfalls nicht mehr nachgewiesen werden.

Die Konzentration von Escherichia coli reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung von 60 s
und einem TS-Gehalt von 56 % bei einer Probe von 10° auf 10* um vier Zehnerpotenzen und bei

der zweiten Probe von 102 auf 10° um fiinf Zehnerpotenzen.
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Die Konzentration von Enterococcus faecalis reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung von
60 s und einem TS-Gehalt von 56 % bei einer Probe von 10® auf 10° um zwei Zehnerpotenzen.

Bei der zweiten Probe blieb sie unverandert bei 108 KBE/ ml.

Die Konzentration von Salmonella Senftenberg reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung
von 60 s und einem TS-Gehalt von 56 % bei einer Probe von 10° auf 10* um zwei

Zehnerpotenzen, und bei der zweiten Probe von 10° auf 10° um drei Zehnerpotenzen.

Zusammenfassend lasst sich deutlich feststellen, dass eine Hitzeeinwirkungszeit von 60 s bei
einem Trockensubstanzgehalt von 56 % nicht ausreichte um E. coli, Enterococcus faecalis und
Salmonella Senftenberg merklich zu reduzieren. Unerklarlich sind jedoch die starken
Reduktionen von Enterococcus faecalis bei einem TS-gehalt von 56 % und einer
Warmeinwirkungszeit von 45 s.

Die mit Hilfe der Propangasbrenner auf den in den Bodenblechen liegenden Versuchsboden
eingebrachte Hitze hat nicht ausgereicht, Temperaturwerte zu erzielen, die eine merkliche
Reduktion in der Anzahl der untersuchten ,Indikatororganismen® hatte bewerkstelligen kénnen.
Eine technische UberprUfung, insbesondere der ,Brennereinheit® an der halbtechnischen

Anlage, sollte bei einem weiteren Versuch bessere Eliminationsraten bringen.

5.4.2.2Ergebnisse zur thermischen Desinfektion von Boden mit der Keimtragertechnik
des Versuches vom 12.12.2002

Fir diesen Versuch wurde Ackerboden angewandt.
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Tabelle 22:  Konzentrationen unterschiedlicher Mikroorganismen in Bodenproben vor und
nach der Behandlung mit dem Injektorbrenner (Angaben in KBE/ml) Versuch vom
12.12.02 ,Keimtragertechnik®
Keim- | Hitzeein- Temperatur Trocken- | Escherichia | Enterococcus | Salmonella
trager | wirkung substanz- coli faecalis Senftenberg
gehalt
ohne 3,9x10° 3,9x 10’ 2,1x10°
8,4 x 10° 3,9x 107 1,4 x 10°
25s oben: 60 °C 85 % 2,1x10° 3,9x 10 2,1x10°
unten: 40 °C n. n. 2,1x10° 8,4 x 10*
Holz 50 s oben: 60 °C 85 % 8,4 x 10° 2,1x10° 8,4 x 10*
unten: 50 °C n. d. 3,2 x 102 n. n.
25s oben: 40 °C 70 % 2,1x10° 8,4 x 10° 1,4 x 10°
unten: 33 °C
50s |oben:55-60°C| 70% 8,4 x 10° 8,4 x 10* 3,9 x 10
unten 40 °C 3,9x 10* 2,1x10° 8,4 x 10*
ohne 46x10° 1,9 x 10° 4,6 x10°
1,9 x 10° 8,6 x 10° 1,9 x 10°
25s oben: 60 °C 85 % 4,6 x 10° 8,6 x 10° 1,9 x 10*
unten: 40 °C 46x10° n.n. 46x10°
Metall 50 s oben: 60 °C 85 % 8,4 x 10* 1,9 x 10* 42 x10*
unten: 50 °C 42x10° 1,9 x 10* n. n.
25s oben: 40 °C 70 % 46x10* 8,6 x 10° 1,9x 10°
unten: 33 °C
50 s oben: 55-60 °C 70 % 1,9x 10° 1,9 x 10° 46x10°
unten: 40 °C 1,8 x 10° 46x10° 8,6 x 10°
KBE = Koloniebildende Einheiten

n.n

= nicht nachweisbar

Bei den Ergebnissen mit den Holzkeimtragern zeigt die Konzentration von Escherichia coli nach

einer Warmeeinwirkung von 25 s und einem TS-Gehalt von 85 % eine Reduktion bei einer

Probe von 10° auf 10° um drei Zehnerpotenzen. Bei der zweiten Probe konnten keine

Escherichia coli mehr nachgewiesen werden.

Die Konzentration von Enterococcus faecalis reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung von

25 s und einem TS-Gehalt von 85 % bei einer Probe von 10" auf 10° um eine Zehnerpotenz. Bei

der zweiten Probe blieb sie unverandert bei 10” KBE/m.
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Die Konzentration von Salmonella Senftenberg reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung von
25 s und einem TS-Gehalt von 85 % bei einer Probe von 10° auf 10°, und bei der zweiten Probe

von 10° auf 10* um je eine Zehnerpotenz.

Die Konzentration von Escherichia coli reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung tber 50 s
und einem TS-Gehalt von 85 % bei einer Probe von 10° auf 10° um drei Zehnerpotenzen. Die

zweite Probe war nicht auswertbar, da die Metallkeimtrager nicht wieder auffindbar waren.

Die Konzentration von Enterococcus faecalis reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung von
50 s und einem TS-Gehalt von 85 % bei einer Probe von 10" auf 10° um eine Zehnerpotenz und

bei der zweiten Probe von 10" auf 10° um zwei Zehnerpotenzen.

Die Konzentration von Salmonella Senftenberg reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung
von 50 s und einem TS-Gehalt von 85 % bei einer Probe von 10° auf 10* um zwei

Zehnerpotenzen. Bei der zweiten Probe wurden keine Salmonella Senftenberg nachgewiesen.

Die Konzentration von Escherichia coli reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung von 25 s

und einem TS-Gehalt von 70 % von 10° auf 10° um eine Zehnerpotenz.

Die Konzentration von Enterococcus faecalis reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung von

25 s und einem TS-Gehalt von 70 % von 10’ auf 10° um zwei Zehnerpotenzen.

Die Konzentration von Salmonella Senftenberg reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung von
25 s und einem TS-Gehalt von 70 % bei der angesetzten Probe von 10° auf 10° um eine

Zehnerpotenz.

Die Konzentration von Escherichia coli reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung von 50 s
und einem TS-Gehalt von 70 % bei einer Probe von 10° auf 10° um eine Zehnerpotenz, und bei

der zweiten Probe von 10° auf 10* um zwei Zehnerpotenzen.

Die Konzentration von Enterococcus faecalis reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung von
50 s und einem TS-Gehalt von 70 % bei einer Probe von 107 auf 10* um drei Zehnerpotenzen

und bei der zweiten Probe von 107 auf 10 um vier Zehnerpotenzen.



99

Die Konzentration von Salmonella Senftenberg reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung
von 50 s und einem TS-Gehalt von 70 % bei einer Probe von 10° auf 10* um zwei

Zehnerpotenzen und bei der zweiten Probe von 10° auf 10* um eine Zehnerpotenz.

Auch nach einer Uberprifung des Durchflusses bzw. des Austritts der Gasflamme aus dem
Injektorbrenner erweist sich die Temperaturentwicklung in den erhitzten Bodenproben als
unzureichend fur eine merkliche Reduktion der untersuchten Mikroorganismen. Sowohl nach
25 s und nach 50 s Hitzeeinwirkung bei gleichem TS -Gehalt von 85 % betrug die Temperatur
der Erdoberflache im Durchschnitt nur je 60°C.

Insgesamt betrachtet waren daher die erzielten Reduktionsraten sowohl bei Enterococcus

faecalis als auch den Salmonellen erwartungsgemaf gering.

Die Ergebnisse, die mit der Anwendung von Metallkeimtragern erzielt wurden, zeigen bei den
Escherichia coli nach einer Warmeeinwirkung von 25 s und einem TS-Gehalt von 85 % bei einer
Probe eine Reduktion von 108 auf 10* KBE/ml, um zwei Zehnerpotenzen. Die Konzentration an

Escherichia coli bei der zweiten Probe erwies sich als konstant bei 10* KBE/ ml.

Die Konzentration von Enterococcus faecalis reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung von
25 s und einem TS-Gehalt von 85 % bei einer Probe von 10° auf 10° um drei Zehnerpotenzen

Bei der zweiten Probe konnten keine Enterococcus faecalis mehr nachgewiesen werden.

Die Konzentration von Salmonella Senftenberg reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung von
25 sek und einem TS-Gehalt von 85 % bei einer Probe von 10° auf 10* um zwei
Zehnerpotenzen und bei der zweiten Probe von 10° auf 10° KBE/ml um drei

Zehnerpotenzen.

Die Konzentration von Escherichia coli reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung von 50sek
und einem TS-Gehalt von 85 % bei einer Probe von 10° auf 10° KBE/ml um drei

Zehnerpotenzen. In der zweiten Probe konnte das gleiche Ergebnis erzielt werden.

Die Konzentration von Enterococcus faecalis reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung von
50 s und einem TS-Gehalt von 85 % bei einer Probe von 10° auf 10* um zwei Zehnerpotenzen

und bei der zweiten Probe von 10° auf 10* KBE/mlum eine Zehnerpotenz.
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Die Konzentration von Escherichia coli reduzierte sich bei einem TS-Gehalt von 85 % bei einer
Probe von 10° auf 10* KBE/ml um zwei Zehnerpotenzen. Bei der zweiten Probe konnten keine

Escherichia coli mehr nachgewiesen werden.

Die Konzentration von Escherichia coli reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung von 25 s
und einem TS-Gehalt von 70 % bei der angesetzten Probe von 10° auf 10* KBE/ml um zwei

Zehnerpotenzen.

Die Konzentration von Enterococcus faecalis reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung von
25 s und einem TS-Gehalt von 70 % bei der angesetzten Probe von 10° auf 10° um eine

Zehnerpotenz.

Die gleiche Situation zeigte sich bei Salmonella Senftenberg.

Die Konzentration von Escherichia coli reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung von 50 s
und einem TS-Gehalt von 70 % bei zwei Proben von 10° auf 10° um drei Zehnerpotenzen. Bei
der zweiten Probe blieb die Konzentration dieser Mikroorganismen ebenso bei 10° KBE/ml

nachweisbar.

Die Konzentration von Enterococcus faecalis reduzierte sich nach einer Warmeeinwirkung von
50 s und einem TS-Gehalt von 70 % bei einer Probe von 10° auf 10° um drei Zehnerpotenzen

und bei der zweiten Probe von 10° auf 10° KBE/ml um zwei Zehnerpotenzen.

Die Konzentration von Salmonella Senftenberg wurde nach einer Warmeeinwirkung von 50s und
einem TS-Gehalt von 70 % bei beiden Proben von 10° auf 10° KBE/ ml um drei Zehnerpotenzen

reduziert.

Bei dem Versuch mit Metallkeimtragern haben sich Enterococcus faecalis bei einer
Hitzeeinwirkung von 50 s weniger reduziert als bei 25 s bei gleichem Trockensubstanzgehalt
von 85 %. Ein vergleichbares Bild zeigt das Ergebnis der Untersuchungen von Salmonellen. Bei
der Hitzeeinwirkung von 50 s haben sich diese Mikroorganismen bei einer Probe weniger
reduziert als bei der Hitzeeinwirkung von 25 s und einem TS-Gehalt von jeweils 85 %.

Bei weniger Trockensubstanz (um 70 %) und einer Hitzeeinwirkung von 50 s war die
Reduktionsrate bei den drei untersuchten Bakterienarten in etwa identisch und betrug 10°
KBE/m.
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5.5 Ergebnisse zu mikrobiologischen Untersuchungen wahrend der Bodenerhitzung in
GrolRversuchen

5.5.1 Ergebnisse zu mikrobiologischen Untersuchungen wahrend des Einsatzes des
Injektorbrenners (BVS-System)

5.5.1.1Ergebnisse zum 1. Versuch mit dem Injektorbrenner

Der Versuch wurde bei hochsommerlichen &dufderen Witterungsbedingungen mit
Lufttemperaturen um 27°C durchgefiihrt. Insgesamt gelangten dabei 20 ,Metallkeimtrager®, die
mit Enterococcus faecalis ,beladen” waren, in ca. 5 cm Bodentiefe. Vor der Hitzebehandlung
wurde neben der Bestimmung des Wassergehaltes des Bodens die Bodentemperatur vor und in
verschiedenen Zeitabstanden wahrend und nach der Hitzeeinwirkung in verschiedenen
Bodentiefen untersucht Uber eine Zeitspanne von insgesamt 40 Minuten (Versuchsende). Die
Bodentemperatur betrug vor dem Versuch in 12cm Tiefe an einer Stelle 30°C, an einer zweiten

Stelle 38°C. Die Daten zum Temperaturverhalten im Boden nach dessen Hitzebehandlung sind
aus der Tabelle 23 zu entnehmen.

Trockensubstanzgehalt:
Vor der Hitzebehandlung: 89 % (Wassergehalt: 11 %)
Nach der Hitzebehandlung: 97 % (Wassergehalt: 3 %)

Bodenanalyse — Untersuchungsbefund des Bodens fir ,BVS“-System

Untersuchungsparameter:

KorngréReanalyse nach DIN 19683:

Ton (<2 um) 31,10 %
Feinschluff (2-6,3 pm) 18,90 %
Mittelschluff (6,3-20 ym) 8,10 %
Grobschluff (20-63 pm) 8,80 %
Schluff (2- 63 pm) 35,80 %
Feinsand (63-200um) 13,20 %
Mittelsand (200-630um) 13,90 %
Grobsand (630-2000um) 6,00 %
Sand (63-2000um) 33,10 %

Humus, Elementaranalyse 7,69 %
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Tabelle 23: Temperaturdaten in unterschiedlichen Bodentiefen und in Zeitabstanden von 1,
15 und 40 Minuten nach der Hitzebehandlung durch das ,BVS-System*

Bodentiefe Temperaturhdhen in °C nach unterschiedlicher Zeitdauer der Hitzebehandlung
1min 15min 40min
80 80 50
Oberflache 82 80 n. d.
93 80 n. d.
94 n. d. n. d.
73 n. d. n. d.
2cm 78 n.d. n. d.
90 n. d. n. d.
90 n. d. n. d.
74 n. d. 60
5cm 90 n. d. n.d.
n. d. n. d. n. d.
n. d. n. d. n. d.

n. d.: nicht durchgefiihrt

An Nullproben wurden 3 Keimtrager ausgewertet. Diese wurden in gekuhltem Zustand zu dem

Versuch gefahren und mit den Bodenproben aus dem Erhitzungsversuch zeitgleich ausgewertet.

Die Suspension mit Enterococcus faecalis zum Beimpfen der Keimtrager hatte eine

Konzentration von 10° KBE/ml

In der Tabelle 24 sind die bakteriologischen Ergebnisse dargestellt. Sie dokumentieren die
Anzahl der an Enterococcus faecalis von den Keimtragern zurtickgewonnen Kolonien pro ml
Abschuttelflissigkeit (KBE/ml).




103

Tabelle 24:  Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtragern zur Tenazitat
von Enterocoocus faecalis im Boden nach der Hitzeeinwirkung mit dem BVS-
System (1. Versuch)
Probenart Von Keimtragern riickgewonnene Enterococcus faecalis (KBE/ml)
1 2 3 4 5 6 7 8
Nullproben (vor | 4 6x 10® | 86x10°| 1,8x10°| n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Erhitzung)
nach Erhitzung ) 5
(in Trypton- n.n n.n n.n n.n n.n n.n 2,6 x10° | 4,6x10
NaCL)
24h nach ) )
Erhitzung (in n.n n.n n.n n.n 1,8x10°|1,8x10 n.d. n.d.
Trypton-NaCL)

KBE: Koloniebildende Einheiten
n.d.: nicht durchgefihrt
n.n nicht nachweisbar

Wahrend fir die Nullproben 3 Keimtrager zur Untersuchung gelangten, konnten 8 Keimtrager
direkt nach der Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-L6sung (Erhaltungsmedium) gegeben werden.
Die Zahlen der Nullproben bewegten sich dabei zwischen 10® und 10° KBE/ml. In 6 von
insgesamt 8 Keimtragern, die direkt nach der Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-Lésung
verbracht wurden, war die Zahl von Enterococcus faecalis bis unter die Nachweisgrenze
reduziert. Im Vergleich zu den Nullproben damit um 8 bzw. 9 Zehnerpotenzen. Von 2
Keimtragern, die sofort nach der Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-L&sung verbracht wurden,
konnte Enterococcus faecalis noch zwischen 10 und 10® KBE/ml nachgewiesen werden.

6 Keimtrager gelangten erst 24h nach der Hitzeeinwirkung in das Erhaltungsmedium. Wahrend
auf 4 Keimtragern kein Wachstum mehr nachweisbar war, betrug die Zahl auf 2 Keimtragern
1,8 x 102KBE/ml (Tab. 24).

Von den urspringlich in den Boden eingebrachten 20 Keimtrdgern konnten nach der
Hitzebehandlung des Bodens mit dem ,BVS-System* nur noch 14 Keimtrager riickgewonnen

bzw. im Boden aufgefunden werden.
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5.5.1.2Ergebnisse zum 2. Versuch mit dem Injektorbrenner

In diesem Versuch wurden neben Fakalstreptokokken weitere Mikroorganismen in freier*
Suspension angewandt: Escherichia coli, Salmonella Typhimurium und Parvoviren (BPV-
Bovines Parvovirus). Dazu erfolgte zusatzlich deren gleichmaRige Ausbringung von je einem
Liter Suspension auf je einen Qudratmeter Boden (mit Ausnahme des BPV).

Anzahl der Mikroroganismen (KBE/ml) in den Suspensionen:

E. coli: 5,9 x 108
Salmonellen: 2,0 x 10°
FKS.: 1,4 x 108

Aulerdem wurden in den Boden ,offene“ und ,geschlossene® Keimtréager eingebracht.
Nachdem mit dem ,BVS-System® der Boden bearbeitet bzw. erhitzt wurde, erfolgte die

Probenahme 90 Minuten nach der Hitzebehandlung.

Tabelle 25:  Darstellung der Trockensubstanzgehalte (TS) des Bodens vor und nach der

Behandlung

Substrat TS (in %)
Boden im Standort Minchen

vor Erhitzung 82,8
Boden +E:coli-Suspension ohne Erhitzung 81
Boden + Salmonellen-Suspension ohne Erhitzung 78,6
Boden + Fakalstreptokokken-Suspension ohne 78,1
Erhitzung

Boden + E. coli-Suspension nach Erhitzung 89,3
Boden + Salmonellen-Suspension nach Erhitzung 88,8
Boden + Fakalstreptokokken-Suspension nach 87,8
Erhitzung

TS: = Trockensubstanzgehalt
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Tabelle 26:  Temperaturdaten in unterschiedlichen Bodentiefen und Zeitabstanden von 0,
1, 10, 25 und 90 Minuten nach der Hitzebehandlung durch das ,BVS-System®.

Bodentiefe Temperaturhdhen in °C nach unterschiedlicher Zeitdauer der Hitzebehandlung

0 min 1min 10 min 25 min 90 min
79,6 87,8 84,7 62,4 471

2cm 89,3 88,2 86,5 62,5 47,4
n. d. 88,5 86,6 63,7 47,9
n.d. 88,7 n. d. 64,4 48,0
n.d. n.d. n. d. n. d. 48,3
n. d. n. d. n.d n. d 46,7

5cm n. d. n. d. n.d n.d 46,9
n. d. n. d. n.d n. d 47,5
n.d. n.d. n.d n.d 48,0
n. d. n. d. n.d n.d 48,2

n. d.: nicht durchgefuhrt

In der Tabelle 27 sind die bakteriologischen Ergebnisse dargestellt. Sie dokumentieren die
Anzahl der an Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Enterococcus faecalis von den
Keimtragern zurickgewonnen Kolonien pro ml Abschuttelflissigkeit (KBE/ml) bzw. Bovines
Parvovirus in KIDsg in 100 pl.

An Nullproben wurde 2 Keimtrager je angewandten ,Indikatorkeim® ausgewertet. Eine der
Nullproben verblieb in geklhltem Zustand im Labor. Die zweite Nullprobe wurde ohne Kihlung

mit zum Versuch gefahren.
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Tabelle 27:  Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtragern zur
Tenazitat von Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella Typhimurium
und Bovinem Parvovirus im Boden nach der Hitzeeinwirkung mit dem BVS-
System (2. Versuch), (Angaben in KBE/ml; Parvo-Virus in KIDsq in 100 pl)

Mikroorganismus Nullproben Ruckgewinnung aus den Keimtragern Qualitativer
qualitativ/quantitativ Nachweis aus
Bodenproben
offene geschlossene
n. n. n.n. n. n.
n. n. n.n. n. n.
n. n. n.n. n. n.
E. coli 4,6 x 10° n.n. n.n. n. n.
8,6 x 10° n. n. n. n. n.n.
n.n. n. n. n. d.
n.n. n. n. n. d.
n.n. n. n. n. d.
n.n. n. n. n. d.
n.n. n. n. n. d.
n. n. n. n. n. n.
n. n. n. n. n. n.
n. n. n. n. n. n.
Salmonella Typhymurium 3,0x 10* n.n. n.n. n.n.
4,6 x 10° n. n. n. n. n.n.
n.n. n. n. n. d.
n.n. n. n. n. d.
n.n. n. n. n. d.
n.n. n. n. n. d.
n.n. 7,2x 10" n.d.
n. n. n. n. n. n.
n. n. n. n. n. n.
n. n. n. n. n. n.
Enterococcus faecalis 4,6 x 10’ n. n. n.n. n. n.
4,3 x 10° n. n. n. n. n.n.
n.n. n. n. n. d.
n.n. n. n. n. d.
n.n. n. n. n. d.
n.n. n. n. n. d.
n.n. n. n. n. d.
n. d. n. n. n. d.
n. d. n. n. n. d.
n. d. n. n. n. d.
Bovines Parvovirus 10>% n. d. n. n. n. d.
10%° n. d. n. n. n. d.
n. d. n. n. n. d.
n. d. n. n. n. d.
n. d. n. n. n. d.

n.n.: nicht nachweisbar

n.d.: nicht durchgefihrt

KBE: Koloniebildende Einheiten
KID: Kultur Infektiose Dosis
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Wahrend als Nullproben 2 Keimtrager je Bakterienart zur Untersuchung gelangten, konnten 20
Keimtrager direkt nach der Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-Losung (Erhaltungsmedium)
gegeben werden. Die Zahl der Nullproben bewegte sich dabei bei E. coli zwischen 10° und 10°
KBE/m.

In 20 von insgesamt 24 Keimtragern beimpft mit E. coli, die direkt nach der Hitzeeinwirkung in
Trypton-NaCL-Lésung verbracht wurden, war deren Anzahl bei ,offenen® und ,geschlossenen®
Keimtragern bis unter die Nachweisgrenze reduziert. Im Vergleich zu den Nullproben damit um 5
bzw. 6 Zehnerpotenzen.

Die Zahlen der Nullproben bewegten sich bei S. Typhimurium zwischen 10 und 10* KBE/m.

In 20 von insgesamt 24 Keimtragern beimpft mit Salmonellen, die direkt nach der
Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-Lésung verbracht wurden, war die Anzahl bei ,offenen® und
.geschlossenen® Keimtragern bis unter die Nachweisgrenze reduziert. Im Vergleich zu den
Nullproben damit um 4 bzw. 3 Zehnerpotenzen. Gegeniuber den Ausgangswerten allerdings um
8- bzw. 9 Zehnerpotenzen. Lediglich bei einer Probe der ,geschlossenen“ Keimtrager waren
noch eine Anzahl von 10" KBE an S. Typhimurium pro ml Schiittelfliissigkeit nachweisbar.

Die Zahl der Nullproben bewegten sich bei Enterococcus faecalis zwischen 10°und 10" KBE/ml.
In 20 von insgesamt 24 Keimtragern beimpft mit Enterococcus faecalis, die direkt nach der
Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-L&ésung verbracht wurden, war deren Anzahl bei ,offenen“ und
~.geschlossenen® Keimtragern bis unter die Nachweisgrenze reduziert.

Im Vergleich zu den Nullproben damit um 6 bzw. 7 Zehnerpotenzen.

Die Zahlen der Nullproben bewegten sich bei Bovinem Parvovirus zwischen 10°?° und 10*°
KIDsg pro 100 pl.

In 8 von insgesamt 12 Keimtragern, beimpft mit Bovinem Parvovirus, war deren Anzahl bis unter

die Nachweisgrenze reduziert.

Ergebnis der qualitativen Untersuchung des Bodens:

In Bodenproben aus der Bodenflache, die mit den 3 Keimarten (Escherichia coli, Salmonella
Typhimurium und Enterococcus faecalis) kontaminiert wurde, war nach der Hitzebehandlung

des Bodens keins dieser Mikroorganismen mehr nachweisbar (Tab. 27).

Die Konzentration der Mikroorganismen im Boden (nach Einmischung der Mikroorganismen)

betrug:
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E. coli: 2,3 x 10* KBE/g
Salmonellen: 2,3 x 108 KBE/g
FKS: 2,3 x 10’ KBE/g

5.5.1.3  Ergebnisse zum 3. Versuch mit dem Injektorbrenner

Dieser Versuch war in der Durchfiihrung mit dem Versuch 2 identisch. Allerdings herrschten
andere auliere Bedingungen mit hohen Temperaturwerten von etwa 35°C. Nachdem der
Behandlungsvorgang des Bodens mit dem ,BVS-System*® beendet war, erfolgte die Probenahme

60 Minuten nach Ende der Erhitzung des Bodens.

Anzahl der Mikroorganismen KBE/ml in den Suspensionen:
E. coli 2,6 x 10° KBE/m

Salmonellen 2,3 x 10° KBE/m

FKS 1,8 x 108 KBE/m

TS (Trockensubstanz) Erde gemischt mit der Suspension der Mikroorganismen
Vor der Hitzbehandlung: 84,2%
Nach der Hitzbehandlung: 88%

Vor der Probenahme wurde die Temperatur in 2-5 cm Tiefe gemessen.

Die Tabelle 28 zeigt die Temperaturdaten wahrend des 3. Versuches.
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Tabelle 28: Temperaturdaten in unterschiedlichen Bodentiefen und verschiedenen
Zeitabstanden von 0, 5,10, 20, 30, 45 und 60 Minuten nach der Hitzebehandlung
durch das ,BVS-System®.

Bodentiefe Temperaturhéhen in °C nach unterschiedlicher Zeitdauer der Hitzebehandlung
0 min 5min 10 min 20 min 30 min 45 min 60 min

80 80 75 70 70,8 67 64

87 n. d. 78 71,7 72 67 64
2 bis 5cm 90 n. d. n. d. 75 68

90 n. d. n. d. n. d.

92 n. d. n. d. n. d.

n. d.: nicht durchgefiihrt

In der Tabelle 29 sind die bakteriologischen Ergebnisse dargestellt. Sie dokumentieren die

Anzahl der an Escherichia coli, Salmonella Typhimurium und Enterococcus faecalis von den

Keimtragern zurtickgewonnen Kolonien pro ml Abschuttelfliissigkeit (KBE/ml) bzw. Bovines

Parvovirus in KIDsg in 100 pl.

An Nullproben wurde 2 Keimtrager je ,Indikatorkeim“ausgewertet. Eine der Nullproben wurde in

geklhltem Zustand im Labor belassen und die zweite Nullprobe ist ohne Kiihlung zum Versuch

gefahren. Die beiden Proben wurden parallel ausgewertet.
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Tabelle 29: Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtragern zur

Tenazitat von Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella

Typhimurium und Bovinen Parvovirus im Boden nach der Hitzeeinwirkung mit
dem BVS-System (3. Versuch)
(Angaben in KBE/ml; Parvo-Virus KIDsg in 100 pl)

Mikroorganismus

Nullproben

Ruckgewinnung aus den Keimtragern
qualitativ/quantitativ

offene

geschlossene

Qualitativer
Nachweis aus
Bodenproben

E. coli

8,6 x 10°
<3 KBE/ml

n. n.

n. n.

Salmonella Typhymurium

3,2x10°
8,6x10°

Enterococcus faecalis

8,6x10°
1,9x10*
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o: offene (Keimtrager) + Nachweis moglich
g: geschlossene (Keimtrager) n.d.: nicht durchgefiihrt
n.n.:  nicht nachgewiesen

KBE: Koloniebildende Einheiten
KID: Kultur Infektiose Dosis

Wahrend als Nullproben 2 Keimtrager je ,Indikatorkeim® zur Untersuchung gelangten, konnten 8
,offene® und 8 ,geschlossene” Keimtrager direkt nach der Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-
Lésung (Erhaltungsmedium) gegeben werden. Die Zahlen der Nullproben bewegte sich bei E.
coli zwischen 10° und <3 KBE/m.

In 16 von insgesamt 24 Keimtragern beimpft mit E. coli, die direkt nach der Hitzeeinwirkung in
Trypton-NaCL-Ldsung verbracht wurden, war die Anzahl bei ,offenen“ und ,geschlossenen®
Keimtragern bis unter die Nachweisgrenze reduziert. Im Vergleich zu den Nullproben damit um 5

Zehnerpotenzen.

Die Zahl der Nullproben bewegte sich bei S. Typhimurium zwischen 10%und 10°KBE/m.

In 16 von insgesamt 24 Keimtragern beimpft mit S. Typhimurium, die direkt nach der
Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-L6sung verbracht wurden, war die Anzahl bei ,offenen® und
.geschlossenen® Keimtragern bis unter die Nachweisgrenze reduziert. Im Vergleich zu den
Nullproben damit um 6 bzw. 3 Zehnerpotenzen.

Die Zahlen der Nullproben bewegten sich bei Enterococcus faecalis zwischen 10* und 10°
KBE/m.

In 16 von insgesamt 24 Keimtragern beimpft mit Enterococcus faecalis, die direkt nach der
Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-Losung verbracht wurden, war deren Anzahl bei ,,offenen“ und
»-geschlossenen” Keimtragern bis unter die Nachweisgrenze reduziert.

Im Vergleich zu den Nullproben damit um 5 bzw. 4 Zehnerpotenzen.

Die Anzahl der Nullproben bewegte sich bei Bovinem Parvovirus zwischen 10°% und 10*°
KIDsg

In 9 von insgesamt 12 Keimtragern, beimpft mit Bovinem Parvovirus, war die Anzahl bis 10'°,
10", 10°,10"%,10%°,10"%°,10"°,10"°, 10"° und damit um 3 bis 5 Zehnerpotenzen reduziert.

Ergebnis der qualitativen Untersuchung des Bodens:

S. Typhimurium wurde qualitativ nicht nachgewiesen.

Enterococcus faecalis wurde qualitativ in einer von 5 untersuchten Proben nachgewiesen.
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Die Konzentration der Suspensionen (abgeschittelt von den Keimtragern der ,Nullproben®) hatte

folgende Werte:

E. coli: 8,6 x 10° KBE/ml (kahl gelagert
0 KBE/ml und <3KBE/ml in Minchen (nicht kahl gelagert)

Salmonellen: 3,2 x 10° KBE/ml (kuhl gelagert)
8,6 x 10° KBE/ml und 8,6 x 10® KBE/ml in Miinchen (nicht kahl

gelagert)

FKS: 8,6 x 10° KBE/ml, 4,6 x 10" KBE/ml (kiihl gelagert)
1,9 x 10* KBE/ml in Miinchen (nicht kahl

gelagert)

BPV-Titer:

Virus pur: 107

Virus 1:10 verdiinnt: 10%7

Nullwert: 105%,10%" kiihl gelagert

10*°,10%*° in Miinchen
5.5.1.4Ergebnisse zum 4. Versuch mit dem Injektorbrenner

Im Herbst 2003 wurde der vierte GroRversuch zur Bodendesinfektion mit dem Injektorbrenner
durchgefuhrt. Der Versuch wurde auf dem gleichen Feld wie vorher durchgefihrt. Allerdings auf
einer anderen Versuchsflache als die Versuche 1 bis 3 zuvor. Die zu erfassenden biologischen
Parameter und die Art der Probenahme waren identisch mit dem 3. Versuch. Allerdings war der
Boden war jedoch zu diesem Termin im Gegensatz zu den Versuchen zuvor in oberflachlich
sehr nassem Zustand, so dass das schleppergezogene bzw. mit einem Unimog gezogene
“BVS-System® nur mit Unterstlitzung einer Seilwinde Uber die Versuchsflache zur Erhitzung des
Bodens gezogen werden konnte.

Angabe zum Trockensubstanzgehalt des Bodens gemischt mit den Suspensionen der 3

Mikoorganismen in Versuch 4:

Vor der Hitzbehandlung: 65 %
Nach der Hitzbehandlung: 81,5 %



113

Acker vor dem Versuch, ohne Suspension 81 %

60 Minuten nachdem der Boden mit dem Injektorbrenner behandelt bzw. erhitzt worden war,
erfolgte die Probenahme zur Uberpriifung der vor der Erhitzung mit den Keimtragern
ausgebrachten Indikatorkeime und Parvo-Viren.

Bodentemperatur vor dem Versuch:13,5°C

Tabelle 30:  Temperaturdaten in unterschiedlichen Bodentiefen und verschiedenen
Zeitabstanden von 0, 5,10, 20, 30 und 60 Minuten nach der Hitzebehandlung
durch das ,BVS-System®.

Bodentiefe Temperaturhdhen in °C nach unterschiedlicher Zeitdauer der Hitzebehandlung

0 min 5min 10 min 20 min 30 min 60 min

75 68 70 52 60 45

75 70 72 55 60 48

5cm 75 73 73 55 60 48

76 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.

77 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.

77 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.

78 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.

70 n. d. 69 n. d. n. d. n. d.

70 n. d. 70 n. d. n. d. n. d.

10 cm 72 n.d. 70 n.d. n.d. n.d.

72 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.

n.d n.d n. d. n. d. n. d. n. d.

n.d n.d n. d. n. d. n. d. n. d.

n.d n.d n. d. n. d. n. d. n. d.

n.d n.d 56 n.d. n.d. n. d.

n.d n.d n.d n. d. n. d. n. d.

15cm n.d n.d n. d. n. d. n. d. n. d.

n.d n.d n. d. n. d. n. d. n. d.

n.d n.d n. d. n. d. n. d. n. d.

n.d n.d n. d. n. d. n. d. n. d.

n.d n.d n. d. n. d. n. d. n. d.

n.d.: nicht durchgefihrt
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Tabelle 31:  Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtragern zur

Tenazitat von Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella

Typhimurium und Bovinen Parvovirus im Boden nach der Hitzeeinwirkung mit
dem BVS-System (4. Versuch)
(Angaben in KBE/ml; Parvo-Virus KlDs in 100 pl)

Mikroorganismus Nullproben Ruckgewinnung aus den Keimtragern Qualitativer
qualitativ/quantitativ Nachweis aus
Bodenproben
offene geschlossene
n.n. n. n. n.n.
4,6 x10° n.n. n.n. n.
E. coli 4.6 x10* n.n. n. n. .n.
n. n. n. n. +
n. n. n.n. n.d.
<3 n. n. n.n. n.d.
n. n. n.n. n.d.
n. n. n.n. n.d.
n. d. n. d. n.d.
n. d. n. d. n.d.
n. d. n. d. n.d.
1,8x10* 4,6 x10° +
n. n. 4.6 x10° +
n. n. 4,6x10* +
n. n. 8,6 x10° +
Salmonella Typhymurium 1,8 x108 n.n. n.n. n. d.
4.6 x107 n. n. n. n. n. d.
n. n. n. n. n. d.
n. n. n. n. n. d.
n. d. n. d. n. d.
n. d. n. d. n. d.
n. d. n. d. n. d.
7,2x10" 4,6x10° +
n. n. 4,6x10° +
n. n. 1,8x10° +
8,6 x10° n.n. 4.6 x10° "
Enterococcus faecalis 8,6 x107 n. n. 1,8x10° n. d.
n. n. 8,6 x10° n. d.
n.n. 1,8 x10* n. d.
n. n. n.n. n.d.
n. d. n. d. n.d.
n. d. n. d. n.d.
n. d. n. d. n.d.
n.d. 10"2° n.d.
n.d. 1050 n.d.
n.d. 10190 n. d.
Bovines Parvovirus 10*° n.d. 100 n.d.
10*° n.d. 107 n. d.
n.d. 10%7 n.d.
n. d. n. d. n.d.
n. d. n. d. n.d.
n.d. n. d. n.d.
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offene (Keimtrager)
geschlossene (Keimtrager)
unter Nachweisgrenze

+ Nachweis mdglich

n.d.: nicht durchgefihrt

n.n: nicht nachgewiesen

KBE: Koloniebildende Einheiten
KID:  Kultur Infektidse Dosis

1@ o

Wahrend fur die Nullproben 3 Keimtrager je Keimart zur Untersuchung gelangten, konnten 16
Keimtrager direkt nach der Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-Losung (Erhaltungsmedium)
gegeben werden. Die Anzahl der Nullproben bewegte sich bei E. coli zwischen 10° und <3
KBE/ml.

In 16 von insgesamt 24 Keimtragern beimpft mit E. coli, die direkt nach der Hitzeeinwirkung in
Trypton-NaCL-Lésung verbracht wurden, war die Anzahl bei ,offenen und ,geschlossenen®
Keimtragern bis unter die Nachweisgrenze reduziert. Im Vergleich zu den Nullproben hat damit

eine Reduktion um 5 Zehnerpotenzen stattgefunden..

Die Zahlen der Nullproben bewegten sich bei S. Typhimurium zwischen 10" und 108 KBE/m.

In 16 von insgesamt 24 Keimtragern beimpft mit S. Typhimurium, die direkt nach der
Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-Lésung verbracht wurden, war deren Anzahl bei ,offenen®
Keimtragern bis unter die Nachweisgrenze reduziert. Im Vergleich zu den Nullproben damit um 8
bzw. 7 Zehnerpotenzen reduziert. Lediglich bei einer der 8 untersuchten ,offenen® Keimtragern
waren die Salmonellen bei einer Konzentration von 10* nachweisbar. Die Reduktion betrug
damit 4 Zehnerpotenzen. Bei den ,geschlossenen® Keimtragern bewegte sich deren Anzahl bei
4 von 8 untersuchten Proben zwischen 10% und 10* KBE/ml und ist damit im Vergleich zu den

Nullproben um 4 bis 6 Zehnerpotenzen gesunken.

Die Zahl der Nullproben bewegte sich bei Enterococcus faecalis zwischen und 10” und 10°
KBE/m.

In 16 von insgesamt 24 Keimtragern beimpft mit Enterococcus faecalis, die direkt nach der
Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-LOsung verbracht wurden, war deren Anzahl bei 7 der 8
untersuchten ,offenen“ Keimtragern bis unter die Nachweisgrenze reduziert. Ein Keimtrager
hatte eine Anzahl von10' KBE/ml und war damit um 7 Zehnerpotenzen reduziert. Bei den
.geschlossenen® Keimtragern bewegte sich die Anzahl bei 7 von 8 untersuchten Proben
zwischen 10% und 10* KBE/ml und wurde damit im Vergleich zu den Nullproben um 4 bis 6

Zehnerpotenzen reduziert. Nur bei einem von 8 untersuchten ,geschlossenen® Keimtragern war
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deren Zahl bis unter die Nachweisgrenze reduziert. Im Vergleich zu den Nullproben hat die
Anzahl der Mikroorganismen damit um 5 Zehnerpotenzen abgenommen.

Die Anzahl der Nullproben bei Bovine Parvovirus betrug 10*°. In 6 von insgesamt 12
Keimtragern beimpft mit Bovine Parvovirus , betrug der Titer 10"?° 10"%;10"°, 10"%, 10°%7,
10%"°KIDs, in 100 pl. Um etwa 3 Zehnerpotenzen hat sich der Titer bei Parvo-Viren damit
gegenlber den Nullproben reduziert.

Die Konzentration der Suspensionen (abgeschiittelt von den Keimtragern der ,Nullproben®) hatte

folgende Werte:

E. coli: 1,2 x 108 KBE/ml

Salmonellen: 1,1 x 108 KBE/ml

FKS: 9,5 x 10" KBE/ml

BPV-Titer:

Virus pur: 107

Virus 1:10 verdiinnt: 1057°

Nullwert: 10*%,10*°  (kiihl gelagert und im Labor belassen)

10*° (zum Versuch im einer Kuhlbox gefahren)

Ergebnis der qualitativen Untersuchung des Bodens:

S. Typhimurium wurde in allen 5 unersuchten Proben qualitativ nachgewiesen.

Enterococcus faecalis wurde in allen 5 untersuchten Proben qualitativ nachgewiesen.

Quantitative Untersuchung des Bodens:

Bei der Untersuchung des Bodens, der nicht artifiziell mit E. coli und Fakalstreptokokken

kontaminiert wurde, wurden folgende Konzentrationen als Eigenflora des Bodens ermittelt:

E. coli: neg; andere Enterobacteriaceae: 1,1 x 102 KBE/g Boden
Salmonellen neg.

Enterococcus faecalis 0,92 x 10" KBE/g Boden
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5.5.2 Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen wahrend des Einsatzes der
Solarfolien

5.5.2.1Ergebnisse zum 1. Versuch mit Solarfolien

Am 14.04.2003 wurde auf dem Gelande der Universitdt Hohenheim der erste Versuch mit
Solarfolien durchgefihrt um die Tenazititdten der angewandten Mikroorganismen zu Uberprifen.
Es wurden Keimtrager aus Aluminium 1cm x 5cm beimpft mit Enterococcus faecalis und
Salmonella Typhimurium Typ ,Zoosal* in 5cm Bodentiefe auf drei Versuchsflachen einer
Wiesenflache eingebracht.

Eine der drei Flachen wurde mit einer schwarzen Folie abgedeckt, die andere Versuchsflache
mit einer weilen Folie. Als Kontrollflache diente eine Wiese ohne Folienabdeckung. Die
Keimtrager wurden vorbereitet und verarbeitet wie zuvor in den GrofRversuchen beschrieben
(siehe Pkt. 5.5)
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Tabelle 32: Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtragern zur
Tenazitat von Enterococcus faecalis im Boden mit Folienabdeckung (1. Versuch)
Anzahl der Mikroorganismen in der Suspension: 10° KBE/ml
(TS-Gehalt des Bodens ohne Folienabdeckung=76,8 %; mit Folie=80,2%)
Temp. Temp. Temp. Null- KBE/mlI KBE/mlI KBE/mlI
Versuchs-
o. Folie w. Folie s. Folie proben o. Folie | w. Folie s. Folie
tage
nach 43x10% | 1,5x10%|2,3x10° ]
o o o n.da.
13Tagen | 1€ 13°C 14°C 23x10° | 1,5x 10°
nach 41°C 42°C 44°C g 2,3x10°|9,3x10° | 0,4x 10
n.
22 Tagen | Oberflache | Oberflache | Oberflache 9,3x10° | 2,9x10° | 4,3x10*
n. n. 7,5x10°
nach 39°C (5¢cm) | 47°C (5¢cm) [ 49°C (5cm) | 2 3 x 10° n.d 5
’ 3 h 2,4x10
28 Tagen | 37°C 10cm | 33°C 10cm | 44°C 10cm 9,3x10
37°C (5cm) 1 A 4,3 x 10
nach 40°C (5¢cm) | 4,3x10° | 4,3x10 n.d )
35°C n.d ] 5 T 4,3x10
35 Tagen h 37°C10cm | 2,3x10 1,5x10
(10cm)
s | 2.3x10° q n.n.
nach 42°C, 46°C 50°C, 50°C | 9,2x 10 . n.d. )
_ n.d . s | 9:3x10 9,2x10
41 Tagen 5cm tief h 5cm tief 2,3x10
n.n.: nicht nachgewiesen o. Folie: ohne Folienabdeckung
n.d.: nicht durchgeflhrt w.Folie: weilte Folienabdeckung

KBE: Koloniebildende Einheiten s.Folie:

Nach 13 Tagen betrug die Zahl von Enterococcus faecalis zwischen 10° und 10° KBE/m.

schwarze Folienabdeckung

Es war der erste Versuch dieser Art und es sollte zunachst in Erfahrung gebracht werden, ob

durch die Folienabdeckung im Vergleich zu nicht folieabgedeckten Versuchsflache sich die dort

ausgebrachten Mikroorganismen in ihren Uberlebenszeiten unterscheiden.

Bei Temperaturen von 11°C (ohne Folie) und 13°C (unter der weil’en Folie) waren nach 13

Tagen keine Unterschiede in der Reduktion der Anzahl der Enterococcus faecalis zu

verzeichnen. 22 Tage spater waren bei 41°C (ohne Folie) und bei 42°C (weile Folie) ebenfalls

keine Unterschiede zu sehen. Unter der schwarzen Folie war jedoch bei Temperaturwerten von
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44°C die Reduktion der Enterococcus faecalis von 10° auf 10' bis10° um 1 bis 5
Zehnerpotenzen grofRer als bei 41°C und 42°C

Nach 28 Tagen hat man bei Temperaturwerten von 49°C eine Zunahme von Enterococcus
faecalis in Bodenproben unter der schwarzen Folie beobachten kdnnen. Im Vergleich zur
Vorwoche stieg die Anzahl der Enterococcus faecalis von 10" bzw. 10* auf 10° und 10° KBE/g.
Nach 35 Tagen wurden bei 40°C unter der schwarzen Folie in 5 cm Bodentiefe Werte von 4,3 x
102 in den beiden Parallelproben registriert. Auf der Versuchsflache ohne Folienabdeckung
hingegen variierte die Anzahl der Enterococcus faecalis nach 35 Tagen bei 37°C in 5 cm
Bodentiefe zwischen 10* und10° KBE/g Boden. 41 Tage nach Versuchsbeginn wurden bei 50 °C
unter der schwarzen Folie in 5 cm Bodentiefe 9,2 x 10° KBE/g in einer Probe nachgewiesen. In
der Parallelprobe konnten keine Enterococcus faecalis mehr festgestellt werden. Ohne
Folienabdeckung hingegen wurden bei 42°C bis 46°C in 5 cm Bodentiefe 10> bzw. 10* KBE/g
Boden nachgewiesen.

Innerhalb 41 Tage hat sich die Anzahl der Enterococcus faecalis unter der schwarzen Folie im
Vergleich zu den Ausgangswerten von 10° auf 10? um 4 Zehnerpotenzen reduziert. In der
Parallelprobe reduzierten sich Enterococcus faecalis von 10° KBE/g bis unter die
Nachweisgrenze und damit um 6 Zehnerpotenzen. Auf der nicht folienabgedeckien
Vergleichsflache reduzierten sich Enterococcus faecalis innerhalb von 41 Tagen von 10° auf 10*

und 10? und damit um 2 bis 4 Zehnerpotenzen.
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Tabelle 33: Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtragern
zur Tenazitat von Salmonella Typhimurium Typ “Zoosal” im Boden mit
Folienabdeckung (1. Versuch)
Anzahl der Mikroorganismen in der Suspension: 10° KBE/ml
(TS-Gehalt des Bodens ohe Folienabdeckung=76,8 %; mit Folie=80,2%)
Versuchstage Nullproben Salmonella Salmonella Salmonella
Typhimurium Typhimurium Typhimurium
KBE/ml KBE/mI KBE/ml
ohne Folie weil3e Folie schwarze Folie
13 Tage <10° 9,3x 10’ n. n. n. d.
0,92 x 10 4,3 x10'
22 Tage 2,4 x 10° 2,1x10’ n.d. 2,3x 10’
4,6 x 10° 0,9 x 10° 4,3x10'
28 Tage n. n. n. d. n. d. n. n.
1,5 x 10 n. n.
35Tage 43x10’ n. d. n. d. n.n.
2,3x10' 4,3x 10

n.n.: nicht nachweisbar
n.d.: nicht durchgeflhrt
KBE: Koloniebildende Einheiten

Nach 13 Tagen konnten in der Nullprobe noch <10° KBE/ml Salmonella Typhimurium
nachgewiesen werden. Auf der nicht folienabgedeckten Wiesenflache betrug die Anzahl von
Salmonella Typhimurium noch 10" KBE/ml. Das gleiche Ergebnis konnte in einer Probe der mit
weiller Folie abgedeckten Flache erzielt werden, wahrend in der Prallelprobe kein Nachweis
mehr gelang.

22 Tage nach Versuchsbeginn bewegten sich die Zahlen fir Salmonella Typhimurium in den
Nullproben zwischen 102 und 10° KBE/ml. Die Proben aus der nicht abgedeckten Flache wiesen
Zahlen zwischen 10" und 10°KBE/ml auf, auf der mit schwarze Folie abgedeckten
Versuchsfliche halten die Zahlen einen Wert von 10" KBE/ml. Sie waren damit im Vergleich zu
den Nullproben um 1 bis 2 Zehnerpotenzen reduziert.

Am 28. Tag bewegten sich die Zahlen der Nullproben zwischen 0 und 10" KBE/ml, wobei unter
der schwarzenen Folie bei zwei untersuchten Proben keine Salmonellen nachgewiesen werden

konnten.
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Am 35. Tag nach Versuchsbegin betrug die Anzahl der Salmonellen in der Nullprobe noch > 10’
KBE/mI und waren damit in der gleichen Gré3enordnung wie die Anzahl der Salmonellen auf der
mit schwarzer Folie abgedeckten Versuchsflache (Tab. 33).

Bei zwei Proben aus der Flache mit der schwarzen Folie war die Keimzahl 0 und 10" KBE/ml.

Tabelle 34: Temperaturdaten in  unterschiedlichen Bodentiefen und verschiedenen
Zeitabstanden bei den Folienversuchen

Folie Bodentiefe Datum der Temperaturmessung
15.04.03 | 17.04.03 | 05.05.03 | 06.05.03 | 12.05.03 | 20.05.03 | 26.05.03
oberflachlich| 23 °C 22 °C 40 °C 41 °C n. d. n. d. n. d.
26 °C 23°C
2cm 16 °C 19 °C n.d. n.d. n.d. n. d. n. d.
ohne 16 °C
19 °C
5cm 13°C 12°C n. d. n. d. 39 °C 37 °C 42 °C
13°C
10 cm n. d. n. d. n. d. n. d. 37 °C 35°C n. d.
oberflachlich| 18 °C 22 °C 50 °C 42 °C n. d. n. d. n. d.
weiss 2cm 16 °C 16°C n.d. n.d. n.d. n. d. n. d.
5cm 14 °C 13°C n. d. n. d. n.d. n. d. n. d.
10 cm n. d. n. d. n. d. n.d. n.d. n. d. n. d.
oberflachlich| 14 °C 14 °C 56 °C 44 °C n. d. n. d. n. d.
schwarz 2cm 10 °C 10 °cm n. d. n.d. n.d. n. d. n. d.
5cm 9°C 9°C n. d. n. d. 49 °C 40 °C 50°C
10 cm n. d. n. d. n. d. n. d. 44 °C 37 °C 50 °C

n. d.: nicht durchgefiihrt

ab dem 05.05.03 wurden die Temperaturen mit Maximalthermometer gemessen

5.5.2.2 Ergebnisse zum 2. Versuch mit Solarfolien

Am 23.06.2003 wurde auf dem Gelande der Universitat Hohenheim ein 2. Versuch mit
Solarfolien durchgefihrt, um die Tenazititaten ausgewahlter Mikroorganismen zu Uberprifen.
Es wurden Keimtrager aus Aluminium 1cm x 5cm beimpft mit Enterococcus faecium 13,
Salmonella Typhimurium Typ ,Zosal“, E. coli 63; Typ k12 und Parvoviren in Plastikhtitchen 5 cm
tief in den Boden auf zwei Versuchsflachen einer Wiese gebracht. Die Keimtrager wurden so

vorbereitet, beimpft und untersucht wie Pkt. 3.6 beschrieben.
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Tabelle 35: Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtragern
zur Tenazitat von Salmonella Typhimurium Typ “Zoosal” im Boden unter
Solarfolien (2. Versuch)
Versuchs- Temperatur Temperatur Salmonella Salmonella Salmonella
tage ohne Folie |schwarze Folie | Typhimurium | Typhimurium | Typhimurium
KBE/ml KBE/mlI KBE/mI
Nullproben ohne Folie |schwarze Folie
7 Tage 39°C 35°C n. n. 9,2x10° n. n.
3,0x 10°
14 Tage 53°C 40°C 1,8 x 10° n.n. n. n.
1,8 x 10°
21 Tage >50°C >53°C n.n. n.n. n. n.
n. n. n. n. n. n.
28 Tage 45°C 53°C 1,8 x 10?
7,2 x 10’ + +
n.n.: nicht nachgewiesen + nur qualitativ nachweisbar
n.d.: nicht durchgefihrt KBE: Koloniebildende Einheiten

In einer von zwei Parallelproben der Nullprobe konnten nach 7 Tagen Lagerungszeit im Labor

keine Salmonellen mehr nachgewiesen werden. In der anderen Probe betrug die Zahl von
Salmonella Typhimurium 10°KBE/ml (Tab. 35).

Wahrend die Temperaturwerte im Verlaufe der Untersuchungen Gber 50 C anstiegen konnten

nach 14 und 21 Tagen Untersuchungszeitraum keine Salmonellen mehr nachgewiesen werden.

Am 28. Tag wurden S. Typhimurium dann wieder in beiden Parallelproben qualitativ

nachgewiesen (Tab. 35).

Aus Tabelle 36 wird das Ergebnis der Versuche zum Einsatz der Solarfolien hinsichtlich der

Tenazitat von Enterococcus faecalis ersichtlich. 7 Tage nach Versuchsbeginn betrug die Anzahl

an Enterococcus faecalis in den Nullproben 10°KBE/ml (Tab. 36).
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Tabelle 36: Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtragern
zur Tenazitat von Enterococcus faecalis im Boden unter Solarfolien (2. Versuch)

Enterococcus | Enterococcus Enterococcus
Temperatur _ _
Versuchs- | Temperatur faecalis faecalis faecalis
schwarze
Tage ohne Folie Foli KBE/ml KBE/ml KBE/ml
olie
Nullproben ohne Folie schwarze Folie
7 Tage 39°C 35°C 3,0x10° 9,2 x 10* 2,2 x 10°
30x10° 6.2 x 10° 9,2 10°
14 Tage 53°C 40°C 8,6 x 10° <10° <10°
21 Tage >50°C >53°C 4,6x 107 2,3x10* 8,6 x 10°
n. n. 4,6 x 10° 8,6 x10°
28 Tage 45°C 53°C 2,3x10° 0,7 x 10? 1,8 x 10°
4.6 x 107 8,6 x 10°
n.n.: nicht nachgewiesen
n.d.: nicht durchgefihrt
+ nur qualitativ nachweisbar KBE: Koloniebildende Einheiten

Wahrend der insgesamt 28 Tage Untersuchungszeitraum haben sie die Zahlen der
Enterococcus faecalis nur geringrgradig verandert. Auf der nicht mit Folie abgedeckten
Versuchsfliche reduzierte sich Enterococcus faecalis nach 14 Tagen unter 10° KBE/ml. Am 14.
Tag war eine Zunahme erkennbar wobei am 28. Tag noch Enterococcus faecalis in der
GroéRenordnung von 102 KBE/ml nachgewiesen werden konnten. Die Anzahl der Enterococcus
faecalis haben sich dagegen auf der Versuchsflache mit der schwarzen Folie gegenuber den
Ausgangswerten bis zum Versuchsende nur unwesentlich verandert (Tab. 36).

Tabelle 37 dokumentiert die Ergebnisse der Tenazitdt von E. coli im Boden im 2.
Solarfolienversuch. Auffalllend ist das negative Resultat von E. coli in den Nullproben ab dem 7.
bis zum 35 Untersuchungstag. Auf der nicht folienabgedeckten Flache findet bis zum 14. Tag
zunachst eine Abnahme der E. coli auf den Keimtragern statt. Am 21. Tag kann dann eine
GroRenordnung von 7,2 x 10° KBE/ml nachgewiesen werden. Am 28. und 35. Tag nach
Versuchbeginn war dann allerdings E. coli auf beiden Keimtragern jeweils nicht mehr
nachweisbar. Die mit schwarzer Folie abgedeckte Flache zeigt auf den Keimtragern zunachst

eine Zunahme der auf den Keimtragern befindlichen E. coli bis zum 21. Tag. Am 28. und 35.
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Tag konnten dann jeweils keine E. coli mehr von den Keimtragern rickgewonnen werden (Tab.
37).

Tabelle 37: Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtragern
zur Tenazitat von E. coli 63; Typ k12 im Boden unter Solarfolien (2. Versuch)

E. coli 63 E. coli 63 E. coli 6
Versuchs- Temperatur Temperatur Typ K12 Typ K12 Typ K12
Tage ohne Folie |schwarze Folie KBE/ml KBE/ml KBE/mI
Nullproben ohne Folie schwarze Folie
n. n.
7 Tage 39°C 35°C - 4,8 x 10 4,8 x 102
14 Tage 53°C 40°C n. d. 4,3 x 10 8.6 x 10°
21 Tage >50°C >53°C n.d. 7.2x10° 4,6 x 10*
28 Tage 45°C 53°C n.d. n.d. n.d.
35 Tage 44°C 52°C n.d. n. d. n. d.
n.n.: nicht nachgewiesen
n.d.: nicht durchgefiihrt
+ nur qualitativ nachweisbar KBE: Koloniebildende Einheiten

Der Titer von den zwei eluierten Nullproben bewegte sich zwischen 10*?° und 10*° KIDsg in 100
M.

Am 7. Tag wurden hdhere Werte registriert wahrend dann am 21. Tag nur ein Titer von

10%% gemessen wurde (Tab. 38). Auf den folienabgedeckten Versuchsflache hat sich bis zum
21. Tag BPV reduziert, wobei in zwei Parallelproben Titer von 10™° und 10?° registriert werden

konnten. Vom 28. und 35. Untersuchungstag liegen keine Ergebnisse vor.
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Tabelle 38: Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtragern
zur Tenazitat von Bovinem Parvovirus (BPV) im Boden unter Solarfolien (2.
Versuch) Parvo-Virus KlDsy in 100 pl
Bovi Bovi Bovines
Temperatur ovInes OVINeS Parvovirus
Versuchs- Temperatur Parvovirus Parvovirus ohne ;
. schwarze . schwarze Folie
Tage ohne Folie Folie Nullproben Folie KID= in 100 ml
KIDso in 100 ml | KIDso in 100 ml %
Virus pur: 1087
0 Tage 0-Probe: 10*2°
10*°
7 Tage 39°C 35°C 10%° 10275 1048
104,75
14 Tage 53°C 40°C 105 1030 1035
1,5

21 Tage >50°C >53°C 1022 n. d. 102

28 Tage 45°C 53°C n.d. n. d. n. d.

35 Tage n.d n. d. n. d. n. d. n. d.
n.d.: nicht durchgeflhrt
KID:  Kultur Infektiése Dosis

55.2.3

Ergebnisse zum 3. Versuch mit Solarfolien

Es wurde ein 3. Versuch mit Salmonellen zur Uberprifung deren Tenazititdt durchgefiihrt. Die

Versuchsanstellung als auch dessen Durchfuhrung waren identisch mit dem Versuch 2. Die

Keimtrager wurden in wochentlichen Abstand aus dem Boden entnommen und untersucht (Tab.

39).




Tabelle 39:

Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtragern
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zur Tenazitat von Salmonella Typhimurium Typ “Zoosal” im Boden unter
Solarfolien. 3. Versuch.

Temperatur Salmonella Salmonella Salmonella
Versuchs- | Temperatur schwarze Typhimurium Typhimurium Typhimurium
Tage ohne Folie Folic KBE/ml KBE/ml KBE/ml
Nullproben ohne Folie schwarze Folie
o 9,2 x 10° g g
- a e o o n . n .
1,8 x 10° 8,6 x 10* 4,6 x 10°
7 Tage 52°C 55°C 4 6 5
4,6 x 10 4,6 x 10 8,6 x 10
“T 1,8 x 10° 8,6 x 10° 8,6 x 10°
a e o o
g 52,5°C >55°C 8.6 x 10° 8.6 x 10 46 x 10°
o T 4,6 x 10° 4.6 x 10* 4.6 x 102
a e o o
g 50°C >50°C 8.6 x 10° 4,6 x 10* 8,6 x 10°
1,8 x 103 4,6 x 10° 8,6 x10°
28 Tage 50°C >50°C n. n. 46 x10° n. d.
- n. n. 1,8 x 10° 8,6 x 10*
age o °
g 43°C >50°C n. n. 4.6 x10° 1.8x10°

A+ 52
Qo

nicht nachgewiesen
nicht durchgefuhrt

nur qualitativ nachweisbar
BE: Koloniebildende Einheiten
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Ausgehend von > 10° KBE/ml an Salmonellen in der Nullprobe zu Versuchsbeginn fand bis zum 28.
Untersuchungstag eine Abnahme bis ca. 10° KBE/ml statt. Salmonellen haben sowohl! auf der
folienabgedeckten als auch nicht abgedeckten Flache bei relativ hoher Anzahl von > 10° KBE/ml bis
zum 28. Tag uberlebt (Tab. 39).

5.5.3 Ergebnisse zu den mikrobiologischen Untersuchungen wahrend des Einsatzes eines

Dampfungsgerates

Am 17.09.2003 wurde der erste Grolversuch zur Bodendampfung mit einem Dampfungsgerat in
der Nahe von Stuttgart durchgefiihrt. Der Versuch hat auf einem Feld mit leichtem Boden (L6M3-
Lehm) stattgefunden. Die untersuchten biologischen Parameter, der Versuchsansatz und die
Art der Probenahmen in diesem Versuch waren identisch mit den Versuchen des
Injektorbrenners (siehe Pkt. 4.3.1).

Der Versuch wurde bei guten Witterungsbedingungen mit Lufttemperaturen um 25°C
durchgefihrt. Vor der Hitzebehandlung wurde neben der Bestimmung des Wassergehaltes des
Bodens, die Bodentemperatur in verschiedenen Zeitabstanden wahrend und nach der
Hitzeeinwirkung in verschiedenen Bodentiefen untersucht Uber eine Zeitspanne von insgesamt
40 Minuten (Versuchsende). Die Bodentemperaturen sind aus der nachfolgenden Tabelle 40 zu
entnehmen.

In dem Versuch wurden neben den Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella
Typhimurium und Parvoviren (BPV-Bovine Parvovirus) als Indikatororganismen eingesetzt.

In den Boden wurden ,offene“ und ,geschlossene” Keimtrager eingebracht. Zusatzlich erfolgte

die Anwendung einer Suspension der 3 Mikroorganismenarten.

TS (Trockensubstanz) Erde gemischt mit der Keimsuspension

Vor der Hitzebehandlung: 82%
Nach der Hitzebehandlung: 88,%

Acker vor dem Versuch, ohne Suspension 93%
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Tabelle 40: Temperaturschema nach 20 minitigem Dampfen, die Temperaturen wurden erst
nach dem Ende des Dampfungsvorgangs gemessen
Bodentiefe Temperaturhdéhen in °C nach unterschiedlicher Zeitdauer der Hitzebehandlung
0 min 15 min 30 min 45 min
96 88,8 82 67
5cm 97 90 83 78
97 93 86 83,7
97 n. d. n. d. n. d.
98 n. d. n. d. n. d.
95 n. d. n. d. n. d.
10 cm 95 n. d. n. d. n. d.
96 n.d. n.d. n.d.
96 n. d. n. d. n. d.
n. d. n. d. n. d. n. d.
92 73 77 60
15 cm 97,8 84 78 73
n.d. 91,9 81 82
n. d. n. d. n. d. n. d.
n. d. n. d. n. d. n. d.

n. d.: nicht durchgeflhrt
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Tabelle 41: Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtragern zur

Tenazitat von Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella

Typhimurium und Bovinem-Parvovirus im Boden nach der Hitzeeinwirkung

mit dem Dampfungsgerat

Mikroorganismus Nullproben Ruckgewinnung aus den Keimtragern Qualitativer
qualitativ/quantitativ Nachweis aus
Bodenproben
offene geschlossene

n.n. n. n. n.n.
n.n. n. n. n.n.
n.n. n. n. n.n.
4.6 x 10* n.n. n.n. n.n.
E. coli 8,6 x 10* n.n. n.n. n.d.
4,6 x 10* n.n. n.n. n.d.
n. n. n. n. n. d.
n. n. n. n. n. d.
n. d. n. d. n. d.
n. d. n. d. n. d.
n. d. n. d. n. d.
n. d. n. n. n. n.
n.n. n.n. n.n.
n.n. n.n. n.n.
n.n. n.n. n.n.
1,8 x10° n.n. n. n. n.d.
Salmonella Typhymurium 4,6 x10’ n.n. n.n. n. d.
1,8 x108 n.n. n.n. n. d.
n. n. n.n. n. d.
n. d. n. d. n. d.
n. d. n. d. n. d.
n. d. n. d. n. d.

n. d. n.n. +
n.n. n.n. n.n.
n.n. n.n. n.n.
Enterococcus faecalis 8,6 x10’ n. n. n. n. n. n.
1,8 x10° n.n. n.n. n.d.

8,6 x10’

n. n. n.n. n. d.
n. n. n.n. n. d.
n. n. n.n. n. d.
n. d. n. d. n. d.
n. d. n. d. n. d.
n. d. n. d. n. d.
n. d. 10" n. d.
n.d. 10"%° n. d.
n.d. 10"%° n. d.
n.d. 10"%° n.d.
Bovines Parvovirus 105 n.d. 10" n. d.
10*5 n. d. 10"%0 n. d.
n.d. 10"%0 n.d.
n.d. 1090 n. d.
n.d. 1090 n.d.
n. d. * n. d.
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o: offene (Keimtrager)

g: geschlossene (Keimtrager)
* nicht auswertbar

+ Nachweis mdglich

n.d.: nicht durchgefihrt

n.n.. nicht nachgewiesen

KID: Kultur Infektidse Dosis

KBE: Koloniebildende Einheiten

Wahrend fur die Nullproben 3 Keimtrager je Mikroorganismenart zur Untersuchung gelangten,
konnten 8 Keimtrdger direkt nach der Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-Losung
(Erhaltungsmedium) gegeben werden. Die Zahl der Nullproben bewegte sich dabei bei E. coli
um 10* KBE/m.

In 20 von insgesamt 24 Keimtragern beimpft mit E. coli, die direkt nach der Hitzeeinwirkung in
Trypton-NaCL-Lésung verbracht wurden, war die Anzahl bei ,offenen® und ,geschlossenen®
Keimtragern bis unter die Nachweisgrenze reduziert. Im Vergleich zu den Nullproben damit um 4
Zehnerpotenzen.

Die Zahl der Nullproben bewegte sich bei S. Typhimurium zwischen 10®und 10" KBE/ml.

In 16 von insgesamt 24 Keimtragern beimpft mit S. Typhimurium, die direkt nach der
Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-Lésung verbracht wurden, war die Anzahl bei ,offenen und
,geschlossenen® Keimtragern bis unter die Nachweisgrenze reduziert. Im Vergleich zu den
Nullproben damit um 8 bzw. 7 Zehnerpotenzen.

Die Zahlen der Nullproben bewegten sich bei Enterococcus faecalis zwischen 10" und 10°
KBE/m.

In 16 von insgesamt 24 Keimtragern beimpft mit Enterococcus faecalis, die direkt nach der
Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-Ldsung verbracht wurden, war die Keimzahl bei ,offenen® und
~.geschlossenen® Keimtragern bis unter die Nachweisgrenze reduziert.

Im Vergleich zu den Nullproben damit um 8 bzw. 7 Zehnerpotenzen.

Der Titer der zwei Nullproben war bei Bovinem Parvovirus 10*°

Bei 4 von 9 untersuchten Proben war der Titer 10"% nach der Hitzebehandlung und bei 2 von 8
untersuchten Proben war der Titer 10"° nach der Hitzebehandlung und damit um 3
Zehnerpotenzen reduziert. Bei zwei untersuchten Proben zegte sich der Titer10%° und eine
Probe war nicht auswertbar.

Konzentration der Mikroorganismen in 1 L Suspension:

E. coli: 8,5 x 10° KBE/ml

Salmonellen: 7,6 x 10° KBE/m

FKS.: 4,6 x 10° KBE/ml
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Die Konzentration der Keimsuspension (abgeschittelt von den Keimtrdgern der ,Nullproben®)

hatte folgende Werte:

E. coli: 8,6 x 10* KBE/m
Salmonellen: 1,8 x 108 KBE/ml
FKS: 8,6 x 10" KBE/ml
BPV-Titer:

Virus pur: 1087

Virus 1:10 verdiinnt: 10%7°

Nullwert: 10*°, 10*° (kiihl gelagert und im Labor belassen)
Ergebnis der qualitativen Untersuchung des Bodens:

Nach der Hitzebehandlung mit Suspensionen sind Escherichia coli, Salmonella Typhimurium
und Enterococcus faecalis unter die Nachweisgrenze reduziert. Lediglich in einer von 5

untersuchten Proben war Enterococcus faecalis in geringer Anzahl nachweibar.

5.5.4 Ergebnisse zu den mikrobiologischen Untersuchungen bei der Kalkanwendung

Die Ergebnisse der Kalkanwendung zum Zwecke der Inaktivierung von ausgewahlten
Mikroorganismen sind am Beispiel des ,Keimtragerversuches” (Tab. 42) sowie am Beispiel des
~ouspensionsversuches” (Tab. 43) dargestellt.

Auf jeweils genau einem Quadratmeter Fliche wurden je 0,8 kg Ca(OH)./m? und 1,6 kg
Ca(OH),/m? in 3 Wiederholungen exakt ausgebracht. AnschlieRend wurden die Versuchsflachen
mit einer Ublichen landwirtschaftlichen Bodenfrase 5 cm tief gefrast und anschlieRend sofort
jeweils 5 Keimtrager mit den 3 angewandten Mikroorganismen in die gekalkten Versuchsflachen
ca. 3,5 cm tief eingebracht. Parallel dazu erfolgte die Messung des pH-Wertes. Die erhaltenen
Ergebnisse sind aus der Tabelle 42 ersichtlich.

Der pH-Wert betrug auf den Flachen mit der geringeren Kalkmenge 11,4, auf der hoher
gekalkten Flache pH 11,7. Die Keimtrager wurden am 1. 2. und 6. Tag nach Versuchsbeginn
entnommen und auf die Uberlebensfahigkeit der ,Indikatororganismen® untersucht. Am 6. Tag
nach dem Einmischen des Kalkes wurden die Versuchsflachen bis in ca. 15 cm Tiefe erneut

umgefrast und danach der pH-Wert des Bodens auf den Versuchsflachen gemessen.
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Wie aus Tabelle 42 ersichtlich ist, konnten E. coli ab dem 1. Versuchstag auf allen Keimtragern
und in beiden Versuchsvarianten nicht mehr nachgewiesen werden. Die Salmonellen reduzier-
ten sich gegenuber den Ausgangswerten um 2 bis 3 Zehenrpotenzen, unabhangig der
angewandten Kalkmenge. Enterococcus faecalis wurde bei der Versuchsvariante mit 0,8 kg
Ca(OH),/m? gegeniiber den Nullproben nur geringradig reduziert. Bei der doppelten Kalkmenge
sind die Reduktionen bei Enterococcus faecalis gegentiber den Nullwerten innerhalb von 24
Stunden Einwirkzeit deutlicher (Tab. 42). Wahrend nicht mehr von allen Keimtradgern
Salmonellen zuriickgewonnen werden konnten waren jeweils 2 Keimtrager mit Enterococcus
faecalis nicht wieder auffindbar.

Am 2. Untersuchungstag konnten nur noch von einem von 5 Keimtragern Salmonellen in der
GroRenordnung von 8,6 x 102 KBE/ml riickgewonnen werden und zwar in beiden Kalkvarianten.
Die Zahl von Enterococcus faecalis hat sich wenig verandert. Der pH-Wert betrug in der
Kalkvariante (0,8 kg Ca(OH),/m?) 9,88 und in der Variante 1,6 kg Ca(OH),/m? 11,4.

6 Tage nach Versuchsbeginn (144 h) wurden nur noch auf einem Keimtrager Salmonellen in der
GroRenordnung von 8,6 x 10> KBE/ml nachgewiesen und zwar in der Variante mit geringerem
Kalkeinsatz (Tab. 42). Enterococcus faecalis waren hingegen in der Variante mit dem
geringeren Kalkeinsatz auf allen Keimtragern in den GréRenordnungen zwischen > 10* KBE/ml
und > 10° KBE/ml nachweisbar. Bei der Variante mit 1,6 kg Ca(OH)./m? konnten nur noch auf 3
Keimtragern Enterococcus faecalis zwisxchen 10 KBE/ml und 10° KBE/ml nachgewiesen
werden. Am 6. Tag wurden wie oben beschrieben die Versuchsflachen bis ca. 15 cm Bodentiefe
umgefrast und der pH-Wert in beiden Kalkvarianten gemessen. Dies lag bei pH 7,3 (geringe
Kalkvariante) und pH 8,5 (hdhere Kalkvariante, Tab. 42).

Der TS-Gehalt des Bodens betrug zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns 86 %, bei einem pH-

Wert von 7,2 und einer Bodentemperatur von 11 °C.
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Tabelle 42:  Ergebnisse zur Tenazitat von Escherichia coli, S. Typhimurium und Enterococcus
faecalis im Boden bei der Anwendung von Kalk (0,8 kg und 1,6 kg Ca(OH),/m?.
(jeweils 5 Keimtrager pro Mikroorganismenart und Beprobungstag) —
Keimtragerversuch -
(Angaben in KBE/ml)

Tage Untersuchte Mikroorganismen pH
Null-Proben 0,8 kg Ca(OH),/m” 1,6 kg Ca(OH),/m’ 0,8kg | 1,6kg
KT KT Kalk/m? | Kalk/m?
E. coli Salm.Th. | E. fc. E.coli Salm.Th. E. fc. E. coli | Salm.Th. E. fc
4,6x10° | 8,6x10° | 8,6x10" | n.d. n.d. n. d. n. d. n. d. n. d. 11,4 11,7
0

4,6x10° | 4,6x10* | 4,6x10°

n. n. 8,6x10° | 3,0x10° | n.n. | 8,6x10° | 4,6x10° | 11,3 11,9
n. n. 7,7x10% | 4,6x10° | n.n. | 7,7x10? | 8,6x10*
n.n 7,7x10% | 4,6x10° | n.n. | 4,3x10% | 7,2x10?

* *

n.n. n.n. n.n. n.n.

*

n.n. n.n. * n.n. *

n. n. 8,6x10° | 1,8x10° | n.n. | 8,6x10° | 4,6x10° | 9,88 11,4

n.n. n.n. 4,6x104 n.n. n.n. 3,0x106
) n.n. n.n. 4,6x10° | n.n. n.n. | 8,6x10°
n. n. n.n. * n. n. n. n. *
n. n. n.n. * n. n. *
n. n. 8,6x10° | 8,6x10° | n.n. n.n. | 4,6x10° 8,1 9,3
n.n. n.n. 1,4x10° n.n. n.n. 4,6x102 8,1 10,1
6 n.n. n.n. | 46x10*| n.n. n.n. |86x10°| 80 10,8
n.n. n.n. 1,8x10* | n.n. n.n. n.n. 8,0 11,4
n.n. n.n. 4,6x10° | n.n. n.n. n.n. 8,0 9,5
13 n.d. nd n.d n.d n.d. n.d 7,3 8.5
n.n.: nicht nachweisbar
n.d. nicht durchgefiihrt
* Keimtrager zum Teil nicht auffindbar
E. coli Escherichia coli
Salm.th. Salmonella Typhimurium
E. fc. Enterococcus faecalis

Aus der Tabelle 43 werden die qualitativen Ergebnisse des ,Suspensionsversuches” bei der
Kalkanwendung zum Zwecke einer Inaktivierung von E. coli, Salmonellen und Enterococcus
faecalis ersichtlich.

E. coli konnten bereits einen Tag nach Versuchsbeginn bei pH-Werten von 11,3 (0,8 kg
Ca(OH),) und pH 11,9 (1,6kg Ca(OH),) nicht mehr nachgewiesen werden.

Salmonellen waren am 13. Tag nach Versuchsbeginn in der Variante mit 1,6 kg Kalk nicht mehr

nachweisbar im Gegensatz zur Variante mit dem geringen Kalkeinsatz.
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Enterococcus faecalis konnten noch nach 13 Tagen in beiden Varianten auf jeweils 3

untersuchten Keimtragern nachgewiesen werden (Tab. 43).

30 Tage nach Versuchsbeginn wurde nochmals eine ,Kontrolluntersuchung® auf Salmonellen

auf den kalkbehandelten Versuchsflachen durchgefiihrt. Dabei konnten in keiner Probe mehr

Salmonellen festgestellt werden.

Tabelle 43:  Ergebnisse zur Tenazitat von Escherichia coli, S. Typhimurium und Enterococcus
faecalis im Boden bei der Anwendung von Kalk (0,8 kg und 1,6 kg Ca(OH),/m?)
(jeweils 3 Proben pro Mikroorganismenart und Beprobungstag qualitativ
untersucht) - , Suspensionsversuch”
Tage Mikroorganismen pH
0,8 kg Ca(OH),/m? 1,6 kg Ca(OH),/m? 08kg, 1.6 kg,
Keimsuspension Keimsuspension Kalk/im Kalkim
E. coli Salm.Th. E. fc. E. coli Salm. Th. E. fc.
0 n.d n.d n.d n.d n.d n.d 11,4 11,7
1 n. n. + + n.n. + + 11,3 11,9
n. n. + + n.n. + +
n.n + + n.n + +
2 n. n. + + n.n. + + 9,88 11,4
n.n + + n.n + +
n.n + + n.n + +
6 n.n. + + n.n. + + 8,1 9,3
n. n. + + n.n. + + 8,1 10,1
n. n. + + n.n. + + 8,0 10,8
8,0 11,4
8,0 9,5
13 n.n + + n.n n. n. + 7,3 8.5
n.n + + n.n n.n +
n.n + + n.n n.n +
n.n nicht nachweisbar
+: Nachweis mdglich bei Salmonellen in 50 g Boden; bei E. fc. in 1 g Boden
E. coli : Escherichia coli
Salm.Th.: Salmonella Typhimurium
E. fc.: Enterococcus faecalis
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6 Diskussion

Eine zukunftsorientierte, 6kologische Tierhaltung bringt aus tier- und seuchenhygienischer Sicht
Nachteile mit sich, die in einer zunehmenden Konzentration an flr das Tier pathogenen
Mikroorganismen bei der Freilandhaltung und damit erhdhtem Infektionsdruck zu sehen sind.
Ein wichtiges Ziel der geplanten Untersuchungen lag daher in der Erarbeitung von Daten zu
alternativen BodenbehandlungsmaRnahmen zum Zwecke der Reduzierung bzw. Eliminierung
pathogener Mikroorganismen und Tierseuchenerregern im Boden mit umweltfreundlichen
Methoden. Dies gilt sowohl fiir die Freilandhaltung bei Legehennen als auch fir
Schweinehaltungen im Freiland.

Es wurden daher fir die Praxis die umweltschonenden thermischen Verfahren (,thermische
Bodendesinfektion mittels Injektorbrenner®; ,Dampfung“) an unterschiedlichen Standorten
untersucht, um wissenschaftlich abgesicherte Daten zum praktischen Einsatz und zu den
Erfolgsaussichten unter heutigen Gesichtspunkten zu erhalten.

Die spezielle Problematik der Freilandhaltung landwirtschaftlicher Nutztiere, die aus
Okologischen und agrarpolitischen Griinden zunehmende Verbreitung erfahren wird, liegt in der
Gefahr der Anreicherung von bakteriellen und viralen Krankheitserreger im Boden, die z. T.
lange im Boden uberleben kdénnen (MOELLER, 1984; KOEHLER, 1993; HIRTE, 1997,
MAHNEL, 1997; REHSE 1997). Es wirde dem Zweck der 0&kologischen Tierhaltung
widersprechen, dieses Risiko fur die Tiergesundheit durch erhéhten Medikamenteneinsatz zu
kompensieren. Dementsprechend missen Ansatze erforscht werden, einer solchen
Anreicherung durch dkologisch vertragliche Maflnahmen vorzubeugen.

Der zweite Punkt ist der, dass die zustandigen Fachbehdrden vor einem Problem stehen, wenn
im Tierseuchenfall Freilandhaltungen (Weideauslauf) desinfiziert werden mussen. Hier missen
praktikable Methoden, die die Umwelt méglichst wenig belasten entwickelt und validiert werden
und in die Empfehlungen des BMVEL zur Desinfektion bei anzeigepflichtigen Tierseuchen
aufgenommen werden.

Der Einsatz von Chemikalien zur Bodendesinfektion ist im Zusammenhang mit einer
Okologischen Bodenbewirtschaftung nicht zielfihrend und muss aus prinzipiellen Griinden
kritisch bewertet werden. Mit speziellen Problemen muss in diesem Zusammenhang in
Wasserschutzgebieten gerechnet werden, wo von Seiten der Behdrden mit speziellen Auflagen,
Beschrankungen und Verboten in der Anwendung bestimmter Bodenentseuchungsmittel zu
rechnen ist. Der Trend zu alternativen Methoden wird u.a. auch daran erkennbar, dass manche
Hersteller chemische Praparate zur Bodenentseuchung im Rahmen von

Pflanzenschutzmalinahmen vom Markt genommen haben.
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Aus Erfahrungen bei Bekampfungsmallhahmen gegen Nematoden, Unkrautsamen sowie
bakterielle und virale Pflanzenparasiten in den siebziger Jahren ist bekannt, dass eine
Bodendesinfektion mit chemischen Mitteln i. d. R. billiger, einfacher durchfihrbar und weniger
arbeitsaufwendig sein kann (HEGE et al., 1972). Als Nachteile mussen allerdings zum Teil lange
Karenzzeiten, Rickstandsprobleme und die Gefahrdung von Menschen, Tieren und Kulturen bei
unsachgemafler Anwendung in Kauf genommen werden. Entsprechende Betrachtungen im
Hinblick auf tierische Antiparasita und Desinfektionsmittel fir bakterielle und virale
Krankheitserreger bei Mensch und Tier fehlen vollig.

Alternativverfahren zur Bodendesinfektion sind daher aus 6kologischen Gesichtspunkten
unumganglich. Mit der sog. ,Dampfung® und der Anwendung von Injektorbrennern zur
thermischen Bodendesinfektion konnten vielversprechende Ergebnisse zur Bekampfung von
zystenbildenden und wandernden Nematoden und Kohlhernie-Erregern erzielt werden (ARNDT,
1996; MEYER et al., 1997; BUCHENAUER, 1998).

Erfahrungswerte bei der thermischen Bodenentseuchung liegen hinsichtlich des Kohlerhernie-
Erregers (Plasmodiophora brassicae) sowie bei freilebenden Nematoden vor (ARNDT, 1996;
BUCHENAUER, 1998). Bisher gibt es jedoch nach unserem Kenntnisstand keinerlei
Erfahrungen zur Reduktion bzw. Eliminierung der von den Tieren stammenden obligat oder
fakultativ pathogenen Bakterien, Viren und Parasiten, die auf oder im Boden mehr oder weniger
lange Uberleben, sich mdglicherweise anreichern und so zu einem erhéhten Infektionsdruck fur
die auf diesen Flachen gehaltenen Tieren fihren kénnen.

Zur Anwendung sollten folgende Verfahren der Bodendesinfektion kommen, fur die nach
positivem Verlauf der Ergebnisse die Einflhrung in die Praxis unmittelbar erfolgen kann, da
deren technischer Einsatz zur Bodenbehandlung zum Zwecke der Eliminierung von Nematoden
bereits Stand der Technik ist.

Die alternativen Formen der Bodendesinfektion mittels Hitze (Dampfung; Injektorbrenner)
arbeiten ohne chemische Praparate. Es sind daher keine negativen Auswirkungen auf den

Boden, die Luft und das Oberflachen — bzw. Grundwasser zu erwarten.

6.1 Diskussion der Ergebnisse der Vorversuche

6.1.1 Diskussion der Ergebnisse der Wasserbadversuche

Die Vorversuche begannen mit Tenazitatsversuchen zum Absterbeverhalten von Mikroorganis-
men im Wasserbad. Die verschiedenen Mikrooroganismen wurden sowohl als Suspension als
auch auf beimpften Keimtragern im Boden erhitzt. Es wurde Boden mit verschiedenen

Wassergehalten miteinander verglichen.
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Bei 55 °C reduzierte sich die Zahl von Escherichia coli innerhalb von 30 min in einer Probe von
10° KBE/ml auf 10’ um 2 Zehnerpotenzen und in der zweiten Probe von 10° KBE/ml auf 10® um
1 Zehnerpotenz. Enterococcus faecalis zeigte nach 30 min bei der Ausgangszahl von 10% KBE/
ml keine Reduktion, wahrend die Zahl von S. Senftenberg sich in dieser Zeitspanne um eine
Zehnerpotenz reduzierte. Nach HOFERER (2001) reduzierte sich die Zahl von Escherichia coli
(EHEC) in Wasserbadversuchen innerhalb 30 min bei 55 °C von 10" KBE/ml auf 10° um 1
Zehnerpotenz. Bei Enterococcus faecium (HOFERER, 2001) kam es innerhalb von 30 Minuten
bei 55 °C bei einer Ausgangszahl von 10° KBE/ml nicht zur Reduktion, wahrend die Zahl von S.
Senftenberg sich in dieser Zeitspanne um Uber eine Zehnerpotenz reduzierte. Diese
Beobachtungen bestatigten die Untersuchungen von HOFERER (2001).

Zur Ermittlung des Einflusses unterschiedlicher Trockensubstanzgehalte des Bodens auf das
Absterbeverhalten der Mikroorganismen wurde S. Typhimurium auf Keimtragern zusammen mit
Erde bei verschiedenen TS-Gehalten in ein Wasserbad gebracht und im Boden mit unterschied-
lichem TS-Gehalt bei 50 °C 50 min und bei 55-57 °C 60 min im Wasserbad erhitzt.

Es zeigte sich, dass die Anzahl der Salmonellen sich innerhalb von 50 min um 2
Zehnerpotenzen von 10" KBE/ml auf 10° reduzierte bei Temperaturwerten von 50 °C und einem
TS-Gehalt von 76 %.

Bei einem TS-Gehalt von 87 % hat sich die Zahl der Salmonellen bei gleicher Temperatur und in
der gleichen Zeit nur um 1 Zehnerpotenz von 10" KBE/ml auf 10° reduziert (Tab. 11). Bei Tem-
peraturen im Bereich zwischen 55-57°C konnte eine weitergehende Reduktion erreicht werden.
Bei einem TS-Gehalt von 77% hat sich die Anzahl der Salmonellen innerhalb von 60 min um 4
Zehnerpotenzen von 107 KBE/ml auf 10° reduziert. Bei einem TS-Gehalt von 88% hat sich die
Anzahl der Salmonellen bei gleicher Temperatur und in der gleichen Zeit nur um 3
Zehnerpotenzen von 10” KBE/ml auf 10* reduziert (Tab. 12). In den Proben mit dem niedrigeren
TS-Gehalt von 77 % ist nach 1 stindiger Erhitzung ein um ca. eine Zehnerpotenz hdherer
Reduktionswert zu verzeichnen als bei einem TS-Gehalt von 88 % (Tab. 12).

Nach HOFERER (2001) kam es in einer Rindergulle innerhalb von 30 min bei 55 °C zu einer
Reduktion von Salmonella Senftenberg um ca. 4 bis 5 Zehnerpotenzen. In einer Schweinegiille
waren bereits nach 30 min in 3 von 4 Proben keine Salmonellen mehr nachweisbar.

Die Tabelle 16 dokumentiert die Ergebnisse des Verhaltens von Escherichia coli bei 50 °C im
Wasserbad uber eine Zeitspanne von 50 Minuten bei TS-Gehalten von 75 bzw. 86 %.

Wahrend bei hohen TS-Gehalten innerhalb der Erhitzungsphase von 50 Minuten keine
Reduktion an E. coli zu verzeichnen ist, wird innerhalb dieser Zeitspanne von 50 Minuten bei
einem TS-Gehalt von 75 % eine Reduktion um 2 Zehnerpotenzen von 10° KBE/ml auf 10°
deutlich.
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Nach HOFERER (2001) kam es in einer Rindergulle innerhalb von 20 min bei 55 °C zu einer
Reduktion bei EHEC-coli um ca. 5 Zehnerpotenzen. In einer Schweinegille waren bereits nach
15 min in 3 von 4 Proben keine EHEC mehr nachweisbar. In Schweinegdlle bei einem
geringeren TS-Gehalt erfolgte die Reduktion der Zahl von EHEC schneller als in Rindergtille bei
einem hoéheren TS-Gehalt.

Die verschiedenen TS-Gehalte der Bodenproben im Wasserbad scheinen einen geringeren
Einfluss auf die Tenazitat der untersuchten Enterococcus faecalis auszulben.

Die Zahl von Enterococcus faecalis reduzierte sich nach 10 min bei einer Temperatur von 70 °C
bei 75 % TS-Gehalt des Bodens von 10° KBE/ml bis unter die Nachweisgrenze und bei einem
TS-Gehalt von 86 % von 10° KBE/ml auf 2,3x10° (Tab 9). In einem anderen Versuch reduzierte
sich die Zahl der Enterococcus faecalis nach 30 min bei einer Temperatur von 67 °C und bei
77 % TS-Gehaltes des Bodens von 108 KBE/ml auf 1,5x10* und bei 86 % TS-Gehaltes des
Bodens von 10° KBE/ml auf 4,8x10* (Tab 14).

Nach HOFERER (2001) kam es bei Enterococcus faecium in einer Rindergille in 24 Stunden
bei 55 °C bei einem Ausgangswert von 10" KBE/ml zu einer Reduktion von 6 bis 7
Zehnerpotenzen. In einer von vier Proben war nach dieser Zeit noch ein Nachweis von
Enterococcus faecium mdoglich. In einer Schweinegulle waren bereits nach 12 Stunden nur noch
in zwei von vier Proben Enterococcus faecium nachweisbar. In der Schweinegille kam es zur
schnelleren Reduktion der Mikroorganismen. Dieses Beispiel ist jedoch mit den eigenen
Versuchen zur Tenazitdt unterschiedlicher Mikroorganismen im Wasserbad weniger
vergleichbar, da die Warmeeinwirkung viel langer dauerte.

Nach MOCE-LLIVINA (2003) reduzierten sich E. coli bei Temperaturen von 80 °C nach 30 min
um mehr als 3,6 Zehnerpotenzen im Schlamm. Im Vergleich dazu reduzierten sich E. coli bei
einer Temperatur von 60 °C und 30 min um 6 Zehnerpotenzen im Abwasser. Nach 30 min
wurde Enterococcus faecalis bei einer Temperatur von 80 °C liber 1,4 Zehnerpotenzen im
Schlamm reduziert. Zum Vergleich wurde die Zahl von Enterococcus faecalis nach 30 min bei
einer Temperatur von 60 °C Uber 3,4 Zehnerpotenzen im Abwasser reduziert.

Die oben dargestellten Befunde deuten darauf hin, dass die Mikroorganismen im Boden bei
einem hoéherem Wassergehalt des Bodens schneller absterben als im Boden mit geringerem
Wassergehalt. Wasser ist ein besserer Warmeleiter und dadurch kann bei der kurzzeitigen
Bodenerhitzung die Warme schneller auf die Mikroorganismen einwirken und diese reduzieren
bzw. inaktivieren. Zwei Mechanismen bewirken im Boden Warmeausgleichsbewegungen, und
zwar die Warmeleitung und die Warmekonvektion. Wahrend die erste immer ablauft, ist die

zweite an das Vorhandensein eines beweglichen Tragers gebunden. Dieser Trager ist in der
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Regel das Wasser. Als flissige Phase ist es wegen seiner hohen Warmekapazitat ein wirksamer
Trager (SCHEFFER et al., 2000).
Die niedrigen Temperaturen um 50 °C in den Wasserbadversuchen erfordern ein stundenlanges
Erhitzen des Bodens um ihn zu desinfizieren bzw. die in den Versuchen angewandten
Mikroorganismen zu inaktivieren.
Die Ergebnisse aus den Laborversuchen kénnen jedoch nur bedingt als Empfehlungen zur

Desinfektion von groflen Bodenflachen dienen.
6.1.2 Diskussion der Ergebnisse zur thermischen Desinfektion von Sand und Boden

Bei diesen Laborversuchen wurden Salmonellen, E. coli und Fékalstreptokokken (Enterococcus
faecalis) mit einem Betonmischer gleichmallig in Sand eingemischt und mit einem
Injektorbrenner behandelt. Tabelle 18 zeigt, dass die Ausgangszahlen von 10*, 10° und

10" KBE/g Sand bei E. coli an der Oberfliche und 1,5 cm Tiefe des Sandes durch die
Hitzebehandlung um 4, 6 und 7 Zehnerpotenzen bis unter die Nachweisgrenze reduziert werden
konnten. Die Ausgangszahlen von 10°, 107 und10® KBE/g Sand an Salmonellen reduzierten

sich an der Oberflache und in 1,5 cm Tiefe des Sandes um 6, 7 und 8 Zehnerpotenzen

bis unter die Nachweisgrenze. Die Ausgangszahlen von 10°, 10° und 10° KBE/g Sand bei
Enterococcus faecalis reduzierten sich an der Oberflache des Sandes auch um 5 und 6
Zehnerpotenzen bis unter die Nachweisgrenze, wahrend es in 1,5 cm Tiefe zu keiner Reduktion
kam. Es lasst sich somit feststellen, dass eine Einwirkzeit von 50 s ausreicht, um die Anzahl

von E. coli und Salmonellen deutlich zu vermindern, wahrend bei gleicher Einwirkzeit
Enterococcus faecalis in 1,5 cm Tiefe des Sandes nur unwesentlich reduziert werden konnte.
Auf der Oberflache des Sandes wurden Temperaturwerte bis zu 157 °C gemessen. Im Vergleich
mit einem Versuch im Boden wurden bei einer Hitzeeinwirkung von 50 s auf der Oberflache nur
50 °C bis 65 °C gemessen (Tab. 20). Der Sand hat sich demnach als guter Warmeleiter
erwiesen. Die gleichzeitig dichten Sandmassen erschwerten aber das Durchdringen der
Gasflamme und damit der Hitze in tiefere Sandschichten. Der Warmedurchgang in tiefere
Sandschichten war jedoch weniger beeintrdchtigt als bei den weiteren Versuchen mit
Ackerboden, welcher im Vergleich mit Sand sich als relativ schlechter Warmeleiter darstellte.
Dennoch war Sand im Vergleich mit anderen Bdden ein besserer Warmeleiter.

Bei der Untersuchung zur Tenazitat von Salmonellen, E. coli und Enterococcus faecalis sowie
Parvoviren in Boden (Lehmboden aus der Umgebung Hohenheims, Tab. 20), kam es zu einer

geringeren Reduktion der Enterococcus faecalis als im Sandboden.
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An der Oberflache stieg die Temperatur nach 60 s bis 70°C und in 1,5 bis 2 cm Tiefe wurden
Temperaturen von nur 45 °C, 55 °C und 60 °C gemessen. Die Ausgangszahl von Enterococcus
faecalis reduzierte sich an der Oberflache und bis 2cm Tiefe von 10° und 10° auf 10° KBE/g
Boden und damit um 1 Zehnerpotenz.

Bei Salmonellen kam es an der Oberflache des Bodens bei den gleichen Versuchsbedingungen
nur zu einer Reduktion um 1 Zehnerpotenz von 10° auf 10° KBE/g Boden. Vergleichende
Untersuchungen aus der Literatur liegen nicht vor, aber SOLDIERER (1991) konnte deutliche
Unterschiede in der Hitzeresistenz zwischen verschiedenen FlUssigmistproben erarbeiten.
Wahrend der Nachweis von Salmonellen in Schweinegtille bereits nach 20 min bei 60 °C nicht
mehr gelang, konnten Enterococcus faecium aus anderen Proben (Rinder- oder Schweinegiille)
noch nach 150 min bei 60 °C nachgewiesen werden. Enterococcus faecium haben sich als
warmeresistenter erwiesen was nach 2,5 Stunden geprift wurde.

Im Vergleich dazu hat sich in den eigenen Wasserbadversuchen bei 30 min um 60 °C (Tab. 5)
gezeigt, dass die Anzahl von Enterococcus faecalis um 2 Zehnerpotenzen und Salmonellen um
4 Zehnerpotenzen zu reduzieren ist. Bei 70 °C Uberlebten Enterococcus faecalis 10 min auf
beimpften Keimtrdgern im Boden mit einer Anzahl von 2,3x10° KBE/ml bei einer Ausgangszahl
von10° KBE/ml. Zum Vergleich dazu (iberlebten Enterococcus faecalis 30 min bei 67 °C im
Wasserbad auf beimpften Keimtragern im Boden. lhre Anzahl wurde in dieser Zeit von 10° auf
10* KBE/ml reduziert.

Maximal konnten 70 °C als hochst gemessene Temperatur erst am Ende des Versuches an der
Oberflache des Bodens (Einmischverfahren) gemessen werden und eine von 60 s Einwirkzeit
war zu kurz um Enterococcus faecalis und Salmonellen ausreichend zu reduzieren.

Eine deutsche Arbeitgruppe (zit. in SOLDIERER, 1991) empfiehlt zur Entseuchung von Klar-
schlamm folgende Kombinationen: Temperatur und Haltezeit: 70 °C 25 min. Bei eigenen
Untersuchungen zur thermischen Desinfektion von Boden waren die erzeugten Tempera-

turen zu niedrig und auch die Zeit der Warmewirkung zu kurz, um den Boden zu desinfizieren
bzw. die zu Versuchszwecken auf den Boden aus- und eingebrachten Mikroorganismen zu
inaktivieren. Nach HAVELAAR (1984), zit in SOLDIERER (1991), wird dabei meist die Tempe-
ratur-Zeit- Kombination 70°C/30 min zur Pasteurisierung angewandt. Auch fir diePasteurisie-
rung von Flussigmist (Trockensubstanz unter 10 %) wird die Kombination 70 °C/30 min
empfohlen (EKESBO, 1985; WHO, 1988; zit. in SOLDIERER, 1991). PHILIPP et al. (2004) empfiehlten
die Pasteurisierung von Bioabfalls bei einer Temperatur von 70 °C 1 Stunde. SOLDIERER
(1991) ermittelte die Zeit, in der es zur Inaktivierung von Salmonella Senftenberg;s im
Flissigmist bei verschiedenen Temperaturen kam: bei 50 °C — 56,7 min; bei 55°C — 11,5 min;

bei 60 °C — 2,3 min und bei 65 °C - 0,47 min. Auch dieses Beispel zeigt, dass niedrige
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Temperaturen um 50 °C fast 1 Stunde Einwirkeit erfordern, um Salmonellen zu inaktivieren.

Im Vergleich dazu reduzierten sich Salmonella Typhimurium in Vorversuchen mit Erde im
Wasserbad bei Temperaturen um 57 °C, nach 1 Stunde um 3 Zehnerpotenzen bei einem
Trockensubstanzgehalt des Bodens von 88 % (Tab. 12). Bei 77 % TS-Gehalt des Bodens und 1
Stunde Einwirkzeit wurden Salmonella Typhimurium um 4 Zehnerpotenzen reduziert.

Diese Ergebnisse zeigen, dass bei héherem Trockensubstanzgehalt des Bodens in dem die
Mikroorganismen der Hitze ausgesetzt sind, sich die Zeitdauer der Inaktivierung erhdht.

Es ist zu erkennen (Tab. 22), dass nach 50 s bei 60 °C sich E. coli, Enterococcus faecalis und
Salmonellen bei 70 % TS-Gehalt des Bodens bei gleicher Temperatur und nach gleicher Zeit
starker reduzierten als bei einem TS-Gehalt von 85 %.

Die Anzahl von E. coli, Enterococcus faecalis und Salmonellen reduzierten sich in Vorversuchen
mit Erde im Wasserbad bei 70 % TS-Gehalt des Bodens bei Temperaturen bis 60 °C in 50 s im
Vergleich zu den Ausgangszahlen wie folgt: von 10° KBE / ml Suspension auf 1,8x10° und
1,9x10% von 10° KBE / ml Suspension auf 10° und bei Salmonellen dhnlich, wie bei Enterococc-
us faecalis von 10° auf 10° KBE / ml.

Die Anzahl bei E. coli, Enterococcus faecalis und Salmonellen reduzierten sich bei 85 % TS-
Gehalt des Bodens bei Temperaturen bis 60 °C in 50 sek im Vergleich zu Ausgangskeimzahlen
wie folgt: von 10° KBE / ml Suspension auf 4,6x10° und 4,6x10% von 10° KBE / ml Suspension
auf 10* und bei Salmonellen dhnlich wie bei Enterococcus faecalis von 10° KBE / ml Suspension
auf 10* KBE / ml.

Je trockener das Material ist, desto groRer ist die Tenazitdt der Mikroorganismen (ROLLE und
MAYR, 1993).

In den Wasserbadversuchen mit Boden hat sich die Tendenz bei E. coli und Salmonellen
bestatigt. Bei Enterococcus faecalis ist die Tendenz in den Wasserbadversuchen mit Boden
weniger ausgepragt. Seit langem ist bekannt, dass feuchte Hitze Mikroorganismen wesentlich
starker schadigt als trockene Hitze bei gleicher Temperatur. Eine Erkenntnis, die in der
Sterilisationspraxis breite Anwendung findet (JOSLAYN, 1983; WALLHAUSSER, 1988; zit. in
SOLDIERER, 1991). Die Ergebnisse von HOFERER (2001), die im Kapitel 6.1.1 dargestellt
sind, erganzen und bestatigen die obengenannten die Aussagen, dass man in Laborversuchen
eine schnellere Reduktion von Mikrorganismen im feuchten Boden erreicht als in einem Boden
mit héherem TS-Gehalt.
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6.1.3 Diskussion der Ergebnisse zur thermischen Desinfektion mit dem Einmischverfahren

In diesen Versuchen wurde Escherichia coli, Salmonella Senftenberg und Enterococcus faecalis
mit einem Betonmischer in Sand und Boden gleichmaRig eingemischt, um nach der
Hitzebehandlung mit einem Injektorbrenner Aussagen zur Reduktion auf die untersuchten
Mikroorganismen machen zu kdnnen.

Sand hat im Vergleich zu Boden eine homogene Konsistenz. Die Mikroorganismensuspensio-
nen drangen somit leicht in die relativ groRen Zwischenrdume der Sandkdrner ein. Die obere
KorngrofRe des Sandes liegt relativ einheitlich bei 2 mm (HARTGE et al., 1999). Nach dem
Mischen des Sandes im Betonmischer reduzierten sich nach der Warmebehandlung in einer
Zeit von 50 s E. coli von10° KBE/g Sand bis unter die Nachweisgrenze.

Salmonellen reduzierten sich von10’ KBE/g Sand ebenfalls bis unter die Nachweisgrenze.
Enterococcus faecalis reduzierten sich in 1,5 bis 2cm Tiefe von 10° KBE/g Sand und 10° KBE/g
Sand auf 10° bis 10* KBE/g um etwa 3 Zehnerpotenzen. Auf der Oberfldche reduzierten sich
Enterococcus faecalis von etwa 10° KBE/g Sand und 10° KBE/g Sand bis unter die
Nachweisgrenze. Die Ergebnisse der Reduktionen von E. coli und Salmonellen sind damit als
befriedigend zu bezeichnen.

Bei den Versuchen des Einmischverfahrens mit Boden zeigen die Ergebnisse, dass Boden im
Vergleich zu Sand eine inhomogene Masse darstellt. Es gab grof3e Unterschiede bei den Tem-
peraturmessungen an der Oberflache von 45 °C bis 70 °C und in den tieferen Bodenschichten
von 45°C bis 60°C. Beim Mischen des Bodens mit den Bakteriensuspensionen bildeten sich aus
Boden Erdklumpen verschiedener Grélie im Betonmischer.

In tieferen Bodenschichten erreichten die Temperaturen nach 60 s der Warmeeinwirkung
zwischen 45 °C bis 55 °C und maximal 60 °C. Die hitzeempfindlichen E. coli wurden dabei in
einem Versuch von 10° auf 10* um 1 Zehnerpotenz reduziert. Nach TURNER (2002) reichen 2
Stunden fir die Inaktivierung von E. coli im Stroh und Abfallen von Schwein bei 55 °C aus.

Im Boden wirkten die Temperaturen auf E. coli zu kurz ein, weil die Warme zu schnell
abgegeben wurde. Bei TURNER (2002) hingegen hatten die Temperaturwerte von 55 °C 2
Stunden auf E. coli in Stroh und Mist einwirken konnen. Insofern ist verstandlich, dass bei
Temperaturen von 55 °C bei Einwirkzeiten von 2 Stunden E. coli zu inaktivieren sind.

Insgesamt ist bei den Versuchen mit den Injektorbrenner die Problematik unverkennbar, dass es
sich nur um eine kurzzeitige Erhitzung des Sandes bzw. des Bodens handelt und die Hitze in
Abhangigkeit der Korngrofien und der TS-Gehalte nur an der Oberflache bzw. in geringen Tiefen

zum Wirken kommt.
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Insofern sind die vorliegenden Ergebnisse nicht mit den zitierten Ergebnissen aus der Literatur
im Zusammenhang der Uberlebensraten der unterschiedlichsten Mikroorganismen bei der
Erhitzung von Gllle, Klarschldmmen und anderen biologischen vergleichbar. Bei diesen
Versuchen waren in der Regel Einwirkzeiten von 1-2 Stunden vorhanden und dementsprechend

auch gute Ergebnisse zu erzielen.

6.1.4 Diskussion der Ergebnisse zur thermischen Desinfektion mit der Keimtragertechnik

Die verwendeten Keimtrager entsprechen aufgrund ihrer Bauart verschiedenen praxisnahen
Anforderungen (HOFERER, 2001, SCHWARZ, 2003). Die in den Grolversuchen benutzten
Keimtrager aus Aluminium sind 5 cm lang, 1cm breit und 1 mm dick. Die Keimtragertechnik
sollte die Nachteile, die beim Einmischen einer bakteriellen Suspension in den Boden
entstanden sind, beseitigen. Mit dieser Technik ist eine definierte Konzentration von
Mikroorganismen auf die Keimtrager aufzubringen, was als unabdingbare Voraussetzung fir
eine quantitative Aussage zur Reduktion der untersuchten Mikroorganismen bei der Bodener-
hitzung gelten sollte. Bei den Groliversuchen musste eine grofie Menge an Keimtragern in den
Boden eingebracht werden, weil nicht wieder alle Keimtrager nach den Erhitzungsversuchen mit
dem BVS-Geréat auffindbar waren. Aulerdem wurden in Grof3versuchen die zunachst
verwendeten kleinen, runden Keimtrager durch grofRere, eckige und damit leichter auffindbare
ersetzt, was allerdings bei der ,Abschuttelungstechnik” eine Modifikation erforderte.

Diese Modifikationen betrafen die Reagenzréhrchen, in welchen sich die Glasperlen befinden.
Durch Vortexen werden die Mikroorganismen von der Keimtragern mechanisch entfernt. In jedes
Reagenzglas kam nur ein Keimtrager. Der Abschittelvorgang erforderte duf3erste Vorsicht beim
Durchflihren besteht die Gefahr des Platzens der Reagenzglaser und die Probe ist damit nicht

mehr auswertbar.

6.2  Diskussion der Ergebnisse der GrolRversuche

6.2.1 Diskussion der Ergebnisse beim Einsatz des Injektorbrenners (,BVS-System®)

Der 1. Versuch galt neben der Wiederfindungsrate der Keimtragerplatichen der Tenazitat von
Enterococcus faecalis nach der Hitzeeinwirkung mit dem ,BVS-System®. Sollten die
Keimtragerplattchen nach dem Fras- und Erhitzungsvorgang nicht wieder aufzufinden sein, hatte
fur die folgenden Untersuchungen eine andere Methodik zum Einbringen der ausgewahlten
Mikroorganismen in den Boden zum Zwecke der Uberpriifung deren Uberlebensfahigkeit

erarbeitet werden mussen. Von 20 Keimtragern, die im 1. Versuch in den Boden eingebracht
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wurden, konnten nach der Hitzebehandlung mit dem ,BVS-System® 14 Stuck wieder gefunden
werden. In den darauffolgenden Versuchen 2-4 wurden die angewandten Keimtrager zwar in
unterschiedlicher Anzahl mit viel Aufwand (mehrmaliges manuelles Durchrechen des Bodens
mit engstehenden Rechenzinken) wiedergefunden, jedoch konnte in keinem Versuch die
urspriinglich eingelegte Anzahl der Keimtrager zurlickgewonnen werden. Die Reduktionsrate
von Enterococcus faecalis auf den Keimtragern betrug in der Regel bis zu 6 Zehnerpotenzen.
Nach HOF et al. (2000) ist die Desinfektion eine gezielte Entkeimung bestimmter,
unerwiinschter Mikroben zu dem Zweck, die Ubertragung von Krankheitserregern zu verhindern,
bzw. eine Reduktion der Anzahl der Mikroorganismen auf dem Objekt um mindestens 5 log-
Stufen zu bewirken, so dass davon keine Infektion mehr ausgehen kann. Im ersten Groldversuch
war die Reduktion der Mikroorganismen grofier als 5 log-Stufen und damit entsprechend der
Definition nach HOF et al. (2000) eine ausreichende Keimreduktion erreicht.

Bei der Mehrzahl der untersuchten Keimtrager konnten keine Enterococcus faecalis mehr
nachgewiesen werden. Bei einzelnen Keimtrager konnten allerdings in der Abschttelflissigkeit
noch Enterococcus faecalis zwischen 10%und 10° KBE/ml nachgewiesen werden (Tab. 24).

Bei Temperaturen zwischen 74 °C bis 90 °C in einer Bodentiefe bis zu 5 cm konnte nach 40
Minuten noch eine Temperatur von 60 °C in 5 cm Tiefe registriert werden. Bei sechs Proben
reduzierten sich Enterococcus faecalis von 10®° um 8 Zehnerpotenzen bis unter die
Nachweisgrenze. Die epidemiologische Bedeutung der noch vorhandenen Enterococcus
faecalis mit Restkonzentrationen von 102> KBE/ml in einer Probe und 10° bei einer weiteren
Probe nach der Hitzeeinwirkung ist dabei jedoch als gering einzuschatzen.

In einem Laborpasteur, an dem ADE-KAPPELMANN (2004) Versuche zur Hygienisierung von
Bioabfallen vor der anaeroben Faulung durchgefihrt hat, wurden die Temperaturbereiche
zwischen 70-90 °C hinischtlich der Uberlebenszeiten ausgewahlter seuchenhygienisch
relevanter Mikroorganismen untersucht.

In einer groftechnischen Anlage wurden Salmonellen nach den Ergebnissen von ADE-
KAPPELMANN (2004) in einer Stunde bei einer Temperatur von 70 °C in Giille inaktiviert.
Enterococcus faecalis war nach 30 min bei einer Temperatur von 70°C im Laborpasteur noch
nachweisbar. Erst nach 90 min bei 70 °C konnte Enterococcus faecalis eliminiert werden. Bei
einer Tempratur von 80 °C wurde Enterococcus faecalis nach 20 min vollstandig eliminiert
(ADE-KAPPELMANN, 2004).

Die Zeit der Einwirkung der hohen Temperaturen bei der Bodenerhitzung in den vorliegenden
Untersuchungen war kurzer als jene bei der Pasteurisierung von Bioabféllen bei ADE-
KAPPELMANN (2004). Der Boden erreichte zwar sofort nach der Erhitzung Temperaturwerte

von 90 °C, nach 40 min wurde jedoch nur noch eine Temperatur von 60 °C gemessen. Die



145

Ergebnisse von ADE-KAPPELMANN (2004), die Untersuchungen zur Erhitzung von Bioabfallen
zusammen mit Gulle durchfihrte, sind nur bedingt mit den Ergebnissen der Bodenversuche
vergleichbar. In diesem Vergleich wurden Unterschiede zwischen Gille und Boden
bertcksichtigt. Entscheidend ist aber, dass in der Gille héhere Temperaturwerte Uber eine
langere Zeitspanne konstant wirkten. Bei der Bodenerhitzung dagegen sanken die
Temperaturen relativ rasch ab.

Ein hoherer Trockensubstanzgehalt des Bodens bei der Warmebehandlung mit dem ,BVS-
System® hat insofern einen positiven Effekt auf die Reduktionsrate der untersuchten
Mikroorganismen, als dass dabei die trockenen und damit leichteren Bodenpartikeln beim
Frasvorgang wirkungsvoll durch die Flammen des Injektorbrenners geschleudert werden
kénnen. Die Folge davon ist eine Reduktion der Enterococcus faecalis um 6 Zehnerpotenzen im
Vergleich zu den Nullproben. Enterokokken sind gegen Warmeeinwirkung relativ
widerstandsfahig, was auch Untersuchungen von LAMBERT (2003) belegen, der eine
Inaktivierung von Enterococcus faecalis bei 60 °C erzielte. LAMBERT (2003) gibt keine
Zeitspanne an, in welcher es zu Inaktivierung kommt.

Nachdem der 1. Versuch erfolgreich verlaufen war und die Keimtrager aus dem
hitzebehandelten Boden wieder zurlickgewonnen werden konnten (allerdings nicht in der
urspringlich eingelegten Anzahl) wurde im 2. Versuch das Spektrum der mikrobiologischen
Parameter erweitert. Neben Enterococcus faecalis wurde Escherichia coli 155;Typ K12,
Salmonella Typhimurium Typ ,Zoosal“ und Bovines Parvovirus (BPV) verwendet.

Bei diesem Versuch erfolgte die Probennahme zur Ermittlung der Uberlebensfahigkeit der
angewandten ,Indikatororganismen® 90 Minuten nach Beendigung der Hitzeeinwirkung. Die
Temperaturwerte lagen zu Beginn der Behandlung in 2 cm Bodentiefe bei 80-90 °C. Nach 15
min sanken die Temperaturen auf etwa 80 °C. Nach 90 Minuten konnten in 5 cm Bodentiefe
noch Temperaturwerte zwischen 45 bis knapp unter 50 °C gemessen werden.

Nach WAGNER (1993) Uberlebten Salmonellen zwischen 1 Tag und 13 Monaten, in gefrorenem
feuchtem Boden uber 2 Jahre (PIOCH, 1998; zit. in WAGNER, 1993), in trockener Erde bis 500
Tage (HESS et al., 1974; zit. in WAGNER, 1993), in geschlossenen Wassergefallen sogar bis
16 Jahren (ALTHAUS, 1982; zit. in Wagner, 1993). Im 2. Versuch der Bodenerhitzung wurden
Salmonellen innerhalb einer Stunde bei Temperaturwerten zwischen 48 bis 89 °C bis unter die
Nachweisgrenze reduziert.

Nach KOHLER (1993) ist Bovines Parvovirus (Stamm Haden) in verschiedenen Béden bei
Lagerungstemperaturen von 4 °C (ber einen einheitlich langen Zeitraum, bis zur 44. Woche bei
Temperaturwerten von 20 °C bis 28 Wochen nachweisbar. Bei Rotaviren betrug die langste
Zeitspanne des Virusnachweises bei 4 °C 60 Wochen und bei 20 °C 28 Wochen. Bei ECBO-
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Virus waren es 52 Wochen bei Temperaturen von 4 °C und 28 Wochen bei Temperaturen von
20 °C. Im 2. Versuch wurde das BPV viel schneller als bei KOHLER (1993), innerhalb von 90
Minuten bis unter die Nachweisgrenze reduziert. Allerdings lagen hier auch hdhere
Temperaturen von 47-90 °C vor. Das Tabak-Mosaik-Virus Ubersteht in getrockneten
Tabakblattern die Temperatur von 120 bis 150 °C. Bei Temperaturen von 150°C ist das TMV in
wenigen Minuten inaktiviert (SCHMELZER et al., 1977; zit in LORENZ, 2001). In 10 Minuten
kommt es im getrockneten Pflanzenmaterial bei einer Temperatur von 150°C zur vollstdndigen
Reduktion der Infektiositat des TMV (BODE et al., 1968; zit in LORENZ, 2004). Auf das Bovine
Parvovirus wirkten niedrigere Tempraturen als auf Tabak-Mosaik-Virus, jedoch dauerte die
Warmeeinwirkung von 47 °C bis 90 °C etwa 90 Minuten lang. Diese sehr lange Einwirkzeit der

Hitze reduzirte Bovines Parvovirus von 10%%

unter die Nachweisgrenze.

Die getrockeneten Tomatensamen verlieren ihre Wiederstandsfahigkeit nach 24 Stunden bei
einer Temperatur von 100 °C (HERMANN et al., 1994; zit in LORENZ, 2001). Diese extremale
Hitzeresistenz der pflanzlichen Mikroorganismen ist gegenliber der Hitzeresistenz von BPV und
TMV unvergleichbar grofier. Im Vergleich zu Tomatensamen reduzierten sich die BPV in viel
kurzerer Zeit von 90 min.

Enterococcus faecalis kdnnen im Boden bei 20 °C nach 4 Wochen noch nachgewiesen werden.
Bei 4 °C sogar bis zu 54 Wochen (WAGNER,1993).

Uberlebenszeiten von Fakalkeimen in sandigen Béden unter Laborbedingungen sind in den
meisten Fallen bei Lagerungstemperaturen zwischen 20 °C und 25 °C ermittelt worden und
reichen von einigen wenigen bis 64 Wochen (WAGNER,1993).

Im 2. Versuch wirkten die Ausgangstemperaturen von etwa 90 °C und reduzierten alle
untersuchten Bakterien auf den Keimtradgern bis unter die Nachweisgrenze. Bei den
Lagerungsversuchen von Ackerboden, die WAGNER (1993) kontaminiert mit unterschiedlichen
Fakalkeimen durchgefiihrt hat, war hinsichtlich des relativ langen Uberlebens der untersuchten
Mikroorganismen nicht die Temperatur die entscheidende EinflussgrofRe. Vielmehr kamen
hierbei das natirliche Absterbeverhalten der Mikroorganismen zum Tragen und andererseits ein
mogliches konkurrierendes Verhalten um das Nahrstoffangebot anderer im Boden lebender
bodenburtiger Mikroorganismen, Pilze und Protozoen.

Bei diesem 2. Versuch konnte jeweils noch von einem ,geschlossenen® Keimtrager S. Typhimur-
ium in einer Konzentration von 7,2 x 10" KBE/ml Abschiittelfliissigkeit nachgewiesen werden.

Im 3. Versuch hatten alle Bakterien die sowohl auf ,offenen® als auch ,geschlossenen”
Keimtragern zur Untersuchung gelangten, die Hitzeeinwirkung nicht tGberlebt. Wahrend auch alle
5 Salmonellenproben, die nach artifizieller Kontamination des Ackerbodens mit Salmonellen und

Enterococcus faecalis und anschlieRender Erhitzung negativ waren, gelang der qualitative
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Nachweis von Enterococcus faecalis in einer von funf untersuchten Proben. BPV-Viren zeigten
nach der Hitzeeinwirkung einen Titer zwischen KIDs10"° bis 10%° bei einem Ausgangstiter von
105% (Tab. 29).

Die Temperaturen lagen 10 min nach der Erhitzung des Bodens unter 78 °C in 2 cm Tiefe. Nach
SOLDIERER (1991) braucht man bei 65 °C 30 Minuten um Flussigmist zu pasteurisieren. Bei 75
°C sind es 20 min und bei 80 °C entsprechend 10 min. Bei den vorliegenden Versuchen war die
Zeit von 10 min bei Temperaturwerten von 75-78 °C zu kurz um eine ausreichende Reduktion
der Mikroorganismen zu erzielen.

Boden als festes inhomogenes Substrat fordert im Vergleich zu Flissigmist oder Gllle eine
langere Zeitspanne der Hitzeeinwirkung zur Inaktivierung unterschiedlicher Mikroorganismen bei
vergleichbaren Temperaturen. MOCE-LLIVINA (2003) untersuchte die Tenazitit von E. coli und
Enterococcus faecalis in Schlammen und Abwassern. Sie hat herausgefunden, dass sich E. coli
bei Temperaturen von 80°C nach 30 min um mehr als 3,6 Zehnerpotenzen im Schlamm
reduzierten. Im Vergleich dazu reduzierten sich E. coli bei einer Temperatur von 60 °C und 30
min um 6 Zehnerpotenzen im Abwasser. Nach 30 min wurde Enterococcus faecalis bei einer
Temperatur von 80 °C Uber 1,4 Zehnerpotenzen im Schlamm reduziert. Zum Vergleich wurde
die Zahl von Enterococcus faecalis nach 30 min bei einer Temperatur von 60 °C Uber 3,4
Zehnerpotenzen im Abwasser reduziert. Am Beispiel von MOCE-LLIVINA (2003) kam es im
Schlamm, also im festeren Material zu niedrigeren Reduktionsraten als im Abwasser. Insofern
gehen diese Ergebnisse konform den Erhitzungsversuchen mit Béden. Sind die TS-Gehalte
hoher, missen hdhere Temperaturwerte einwirken oder die Zeitdauer der Warmeeinwirkung
muss eine langere sein.

Bei diesem Versuch kam es wahrend der Erhitzung des Bodens zu einer technischen Stérung
am ,BVS-Sytem*“ im Bereich des Ubergangs der Bodenflache, die mit Enterococcus faecalis
bzw. BPV-Viren kontaminiert worden war. In diesem Bereich waren die Temperaturwerte dann
moglicherweise zu gering um die Enterococcus faecalis im Boden und BPV-Viren auf den
Keimtragern vollstandig zu eliminieren.

Im letzten Versuch 4 waren die zu erfassenden biologischen Parameter und die Art der Probe-
nahme identisch mit dem vorangegangenen Versuch 3. Allerdings war der Boden zu diesem
Termin im Gegensatz zu den vorherigen Versuchen oberflachlich in sehr nassem Zustand, so
dass das schleppergezogene “BVS-System® nur mit Unterstitzung einer Seilwinde Uber die
Versuchsflache zur Erhitzung des Bodens gezogen werden konnte.

Die Temperatur des Bodens vor der Hitzebehandlung betrug 13,5 °C. Der
Trockensubstanzgehalt des Bodens lag bei 65 % vor und 81,5 % nach der Hitzbehandlung. Die

hochste, in bis 5 cm Bodentiefe gemessene Temperatur lag bei 78 °C (Tab. 30). Aufgrund der
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Nasse kam es im letzten Versuch zu einer schnelleren Abkihlung des Bodens als bei den
vorangegangenen Versuchen. Die geringere Temperaturentwicklung, wie auch die kurzere
Zeitdauer der Einwirkung hat somit nicht ausgereicht, um die Indikatororganismen ausreichend
zu eliminieren wie die Tablle 31 anschaulich demonstriert. Nur die E. coli waren auf den
Keimtragern vollstandig eliminiert.

Die anderen Mikroorganismen wie auch die Parvoviren konnten in unterschiedlicher
Konzentration von den Keimtragern zuriickgewonnen werden.

In den Bodenproben konnten auf’erdem jeweils in den 5 Parallelproben Salmonellen als auch
Enterococcus faecalis nachgewiesen werden. Es ist davon auszugehen, dass bei einem
Wassergehalt des Bodens von 35 % bzw. 65 %, die Funktion der Frasen vermindert ist und
andererseits moglicherweise die Bodenpartikel in zu groRen Klumpen durch die Flammen
geschleudert wurden, so dass die Kontaktzeit und die Temperaturhéhe insgesamt zu gering
waren, um vollstandig in die Erdklumpen einzudringen und dadurch die Indikatororganismen zu
eliminieren. Das verhaltnismaRig rasche Abkiihlen des warmebehandelten Bodens ist ein
weiterer moglicher Grund fir die doch zum Teil sehr hohen Konzentrationen an Enterococcus
faecalis, die noch in der Abschiittelflissigkeit der ,geschlossenen Keimtrager nach der
Erhitzung des Bodens nachgewiesen werden konnten.

In der Tabelle 30 sind die Temperaturwerte nach der Erhitzung des Bodens mit dem
Injektorbrenner dargestellt. Sofort nach der Erhitzung des Bodens lagen die Temperaturen bei
etwa 78 °C, nach 10 min konnten noch 73°C und nach 20 min noch Werte von 52 °C bis 55 °C
in 5 cm Bodentiefe gemessen werden. Die Temperatur von tber 70 °C und eine Einwirkzeit von
etwa 10 min haben nicht ausgereicht um die Mikroorganismen zu inaktivieren. Eine protektive
Wirkung des nassen Bodens konnte bei einem TS-Gehalt von 65 % vor der Hitzebehandlung
moglicherweise einen direkten Zugang der Hitze zu den Mikroorganismen erschwert haben.

Die Grolversuche mit dem Injektorbrenner haben bei glinstigen Boden- und Witterungsbedin-
gungen gezeigt, dass Temperaturen um 90 °C erreicht wurden, die nach 15 min auf etwa 80 °C
sanken. Nach 90 min konnten in 5 cm Bodentiefe noch ca. 50 °C gemessen werden. Innnerhalb
dieses Temperatur-Zeitfensters wurden die untersuchten Mikroorganismen bis unter die

Nachweisgrenze reduziert, einschlielRlich das Bovine Parvovirus.
Die erhaltenen Ergebnisse sind nur unter folgenden Voraussetzungen maglich:
1. Der Boden hat vor der Erhitzung einen Trockensubstanzgehalt von mindestens 82 %.

2. Die Warmeabstrahlung von der Bodenoberflache darf nicht zu schnell sein, was in kalten

Jahreszeiten jedoch nicht anders zu erwarten sein wird.
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3. Die Zeit der Hitzeeinwirkung bzw. die Hitzenachwirkung muss mindestens 90 min bei
einer Ausgangstemperatur von 80-90 °C betragen.

4. Der Boden muss vor der Hitzebehandlung feinkrimelig vorbereitet sein, was bei Frost
eventuell aufwendige ZusatzmalRnahmen erfordert, die in der Praxis nicht durchflihrbar sind
(z.B. eine Bodenerwarmung mit anschlieBendem Zerkleinern der Bodenstruktur durch Frasen
oder Eggen).

5. Ein Boden, der maschinell nicht bearbeitet werden kann (zu trocken oder zu nal}, zu

steinhaltig, gefroren), kann nicht mit dem ,BVS-System*® behandelt werden.

Die Uberlebenszeiten der Indikatormikroorganismen in den Vorversuchen wurden in Relation

zu denen der Indikatormikroorganismen in den Hauptversuchen bei den entsprechenden
Temperaturen gesetzt. Aus diesem Vergleich wird ersichtlich, dass es durch die thermische
Behandlung in den halb- und groftechnischen Versuchen zu einer wesentlich geringeren
Inaktivierung der untersuchten Mikroorganismen kommt als bei den entsprechenden Tempe-
raturwerten der Vorversuche im Wasserbad. Beispielsweise Uberlebten Enterococcus faecalis
im Wasserbad weniger als 10 min lang bei 70 °C und 75 % TS-Gehalt des Bodens (Tab. 9). Bei
86 % TS-Gehalt des Bodens, 70°C und 10 min Einwirkzeit haben nur 2,3x10° KBE/g Uberlebt
(Tab. 9). Im letzten GrolRversuch, bei etwa 70 °C und 10 min Einwirkungszeit und bei einem
Wassergehalt von 65% iiberlebten Enterococcus faecalis dagegen in einer Anzahl von 1,8 x10*
KBE/mlI auf den geschlossenen Keimtradgern. Bei offenen Keimtragern wurden die
Mikroorganismen auf 7,2x101 KBE/ml reduziert.

GIER (1992), zit. in KNOP (1997) beobachtete, dass Salmonellen nach 24 Tagen trotz
Maximaltemperaturen von 70°C noch nachgewiesen werden konnten. Nach NEIDHARDT und
VAN BOGELLEN (1987), YAMAMORI und YURA (1982), zit. in KNOP (1997) soll die Inkubation
zum Zwecke der Vermehrung von Mikroorganismen oberhalb ihre optimalen
Wachstumstemperatur zu einer erworbenen Thermoresistenz fiihren. Nach MACKEY und
DERRICK (1986; zit. in KNOP (1997) ist eine Bildung von sogenannten hitzeresistenten
Hitzeschockproteinen als mogliche Erklarung fur diese Thermoresistenz verantwortlich. Diese
Beispiele von mehreren Autoren erklaren das Phinomen des Uberlebens der Salmonellen in
einer Probe bei so hohen Temperaturen. Nach SOLDIERER (1991) braucht man 25 min bei 70
°C um Flasigmist zu pasteurisieren unter der Voraussetzung, dass eine vorausgehende
Zerkleinerung der Bestandteile kleiner als 5 mm Durchmesser gegeben ist. In dem 4. und letzten
GroRversuch war die Zeit von 10 min Hitzeeinwirkung bei 70 °C zu kurz um die

Mikroorganismen abzutoten.
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Generell sterben Mikroorganismen im wassrigen Milieu schneller ab als in einem Substrat mit
héherem TS-Gehalt. Dies bestatigen die Wasserbadversuche bei denen die untersuchten

Mikroorganismen sich schneller im feuchten Milieu reduzierten als im trockenen.

Im 4. und letzten GroRversuch zur Bodendesinfektion mit dem Injektorbrenner wurden
Mikroorganismen jedoch weniger im feuchten Boden reduziert als in den vorhergehenden
Versuchen mit hdherem TS-Gehalt des Bodens. Bei dem 4. Grollversuch waren die Rahmen-
bedingungen durch die hohe Feuchtigkeit des Bodens so ungunstig, dass wahrend der
Versuchsdurchflihrung keine ausreichende Erhitzung des Bodens erzielt werden konnte. Da die
hohe Warmekapazitat des Wassers viel Energie zur Bodenkérpererwdrmung verbraucht
(HARTGE 1999; zit. in SCHEFFER, 2000), waren die Reduktionsraten im feuchten Boden
kleiner, denn die Energiemenge des Injektorbrenners war bei allen vier Versuchen gleich und

konnte daher im letzten Versuch nicht erhéht werden.

6.2.2 Diskussion der Ergebnisse der Versuche mit Solarfolien

Der 1. Versuch zum Einsatz der Solarfolien (Tab. 32) zeigte den Einfluss der
Temperatureinwirkung und der Keimzahlreduktionen von Enterococcus faecalis wahrend einer
Zeitspanne von 22 Tagen. Die Inaktivierungsrate von pathogenen Mikroorganismen steigt mit
zunehmender Temperatur (DUNHAM, 1977; MARTENS, 1999; WELLINGER 1991; zit. in
HOFERER, 2001).

Bei einer Bodentemperatur von 11 °C (ohne Folie) und bei einer Temperatur von 13 °C (weil3e
Folie) waren nach 13 Tagen keine Unterschiede in der Reduktion von Enterococcusfaecalis zu
beobachten (Tab. 32). 22 Tage spater waren bei 41 °C (ohne Folie) und bei 42 °C (weile Folie)
ebenfalls keine Unterschiede in der Reduktion von Enterococcus faecalis zu sehen. Nach
MITSCHERLICH et al. (1984) wird durch kleine Temperatur- und Feuchteunterschiede die
Uberlebensfahigkeit der Mikroorganismen im Schatten oder in ungeschiitzen Stellen weder
gehemmt noch geférdert. Erst unter der schwarzen Folie bei einer Temperatur von 44 °C war die
Reduktion in der Anzahl von Enterococcus faecalis von 10° auf 10" um max 5 Zehnerpotenzen
groler als bei 41 °C und 42 °C (Tab. 32).

Nach 28 Tagen wurde bei einer Temperatur von 49°C eine Zunahme von Enterococcus faecalis
unter der schwarzen Folie beobachtet im Vergleich zur Vorwoche von 10" KBE/ml bzw. 10*
KBE/ml auf 10° und 10° KBE/ml (Tab. 32).

Allerdings erfolgte eine Steigerung von Enterococcus faecalis auf den abgedeckten Stellen bei

49 °C, ahnlich wie in Versuch 2, wo bei einer Temperatur von 53 °C ein erheblicher Anstieg
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von Enterococcus faecalis beobachtet werden konnte.

Nach 41 Tagen hat sich die Zahl der Enterococcus faecalis unter der schwarzen Folie im
Vergleich zur Ausgangszahl von 10° bis unter die Nachweisgrenze um 6 Zehnerpotenzen
reduziert.

Ohne Folie reduzierte sich die Zahl innerhalb von 41 Tagen von 10° KBE/ml auf 10% und 10* um
2 bis 4 Zehnerpotenzen (Tab. 32).

VAN DONSEL et al. (1967; zit. in MITSCHERLICH, 1984) untersuchten die Tenazitat von
Enterococcus faecalis im Boden und beobachteten, dass Enterococcus faecalis 70 Tage an
schattigen und an ungeschitzten Stellen in 8 cm Bodentiefe in der Zeit von Marz bis April
Uberlebten. Die Versuchsstelle war mit Gras bewachsen, ahnlich wie bei den vorliegenden
Versuchen. Die Untersuchungen wurden im April mit der Beobachtung eines
Erwarmungseffektes unter den Solarfolien begonnen um mdégliche Unterschiede in der
Reduktion der untersuchten Mikroorganismen zwischen den mit Folien abgedeckten und nicht
abgedeckten Versuchsfeldern zu erhalten.

Der Folienversuch mit Enterococcus faecalis dauerte etwa 41 Tage. Die Reduktion erfolgte
schneller als bei dem Versuch von VAN DONSEL (1967). Unter der schwarzen Folie lag die
Zahl der Enterococcus faecalis nach dieser Zeit bei 10%, ohne Folie dagegen war die Zahl um
zwei Zehnerpotenzen hoher.

In der Zeit von 14.04.03 bis 20.05.03 lief parallel zum Versuch mit Enterococcus faecalis ein
Tenazitatsversuch mit Salmonellen unter den gleichen Voraussetzungen. Innerhalb von 22
Tagen reduzierten sich Salmonellen (Tab. 33) bei Temperaturen zwischen 14 bis 44 °C im
Vergleich zu den Nullproben von 10° um 8 Zehnerpotenzen auf 10" KBE/ml. Nach insgesamt 28
Tagen, wobei am 28. Tag Temperaturwerte von 44-49 °C gemessen wurden, reduzierte sich die
Anzahl der Salmonellen unter der schwarzen Folie bis unter die Nachweisgrenze (Tab. 33). Im
2. Versuch reduzierten sich Salmonellen nach 1 Woche im Vergleich zu den Nullproben von 103
KBE/ml um 3 Zehnerpotenzen bis unter die Nachweisgrenze (Tab. 35). Allerdings wurden im 2.
Versuch die Salmonellen erneut qualitativ bei einer Temperatur von 53 °C nachgewiesen.
Ahnliche ,Wiederbelebungsreaktionen* wurden im Versuch 3 mit Salmonellen beobachtet.

Nach GUO et al. (2002) Uberlebten Salmonellen (S. Montevideo, S. Poona und S. Michigan) 45
Tage im feuchten Boden bei 20 °C. Die hdoheren Temperaturwerte unter den mit Folien
abgedeckten Versuchsflachen reduzierte die Salmonellen schneller als in einem natirlich
belassenen Boden.

Bei einem weiteren Versuch wurden neben Salmonellen und Enterococcus faecalis auch E. coli
und Bovine Parvoviren eingesetzt. Der Virustiter reduzierte sich nach 3 Wochen unter der

schwarzen Folie bei einer Temperatur von 35 bis 53 °C von 10° auf 10"° und von 10%° um 2 bis



152

3 Zehnerpotenzen (Tab. 38). Nach SPYNU et al. (1998) Uberlebten Polioviren im Boden und an
Tomatenpflanzen 60 Tage. Nach YEAGER et al. (1979) wurde bei Enteroviren (Polioviren), die
im trockenen Boden (unabhangig von Temperatur, Bodentyp) 12 Tage bei 37 °C gelagert
wurden, keine Infektidsitat mehr festgestellt. BITTON et al. (1984) haben beobachtet, dass Viren
(Poliovirus und Echovirus) wahrend einer warmen und trockenen Saison schneller inaktiviert
werden als wahrend einer warmen und feuchten Saison. Bovines Parvovirus wurde im Vergleich
zu Polioviren nach SPYNU (1998) schneller reduziert. Der entscheidende Faktor war hier die
Temperatur von 40 bis 50 °C. In diesem Temperaturbereich reduzierte sich das BPV relativ
schnell von 10*° auf 10"° KIDse¢/ml um 4 Zehnerpotenzen.

Im 3. Versuch (Tab. 39) Uberlebten die Salmonellen bei Temperaturen von 50 °C bis 55 °C lber
5 Wochen und mit einer Anzahl bis 10° KBE/ ml. Es zeigte sich dabei kein Unterschied in der
Anzahl der Salmonellen im Vergleich zu den Nullproben. In diesem Versuch war die Anzahl nur
bei einer Probe unter der schwarzen Folie um 1 Zehnerpotenz kleiner im Vergleich zu einer
Nullprobe. Nach der 4. Woche war sogar eine steigende Tendenz in der Zahl der Salmonellen
zu beobachten. Sie vermehrten sich nach der 5. Woche von 10°bis zu 10° um 2 Zehnerpotenzen
(Tab. 39).

Nach LAMBERT (2003) liegt die thermische Inaktivierung bei Salmonella Anatum bei 55 °C und
bei Salmonella Bedford bei Uber 50 °C-58 °C, bei einer Wasseraktivitat von 0.94-0,99 und einem
pH-Wert von 4-7. LAMBERT (2003) gibt keine Zeitspanne an in welcher es zur Inaktivierung
kommt.

Nach BEST (1971) ist die Tenazitat von Salmonellen in Flussigmist von ihrer Spezieszugehdrig-
keit abhangig. In Rindergulle Uberlebten bei einer Temperatur zwischen 4,5 °C bis 15,4 °C
Salmonella Dublin 49 Tage und Salmonella Typhimurium 177 Tage. Gerade Salmonella
Typhimurium wurde fir diese Bodenversuche ausgewahlt und nach BEST (1971) gehért dieses
Bakterium zur Spezies mit erhdhter Tenazitat im Vergleich zu den anderen Salmonellenarten.
STRAUCH et al. (1991) geben ein Beispiel der Abhangigkeit der Tenazitat von Salmonella
Senftenberg im Boden von der Jahreszeit in welcher es zur einmaligen Ausbringung von
Klarschlamm kam. Im Sommer Uberlebten die Salmonellen bis 820 Tage und im Winter bis 350
Tage. Grund dafir ist eine mégliche Vermehrung bei der Ausbringung des salmonellenhaltigen
Klarschlammes im Sommer und damit eine bessere Adaptation an die Boden- und
Umweltbedingungen. Die Versuche von STRAUCH et al.(1991) sind allerdings mit den
Solarfolienversuchen nur bedingt vergleichbar. Die Tatsache des Uberlebens der Salmonella
Typhimurium Typ ,Zoosal“ im Boden Uber 35 Tage lang bei Tagestemperaturen iber 55 °C ist
moglicherweise auf eine besondere Uberlebens- und Anpassungsfahigkeit des Bakterien-

stamms zurlckzufihren. Dabei ist die hohe Feuchtigkeit unter der schwarzen Folie nicht als
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alleiniger und wichtigster Faktor fir das Uberleben der Mikroorganismen anzusehen. Ohne Folie
Uberlebten die Salmonellen in fast gleicher Konzentration wie unter der Folie. Die
Konzentrationen nach 35 Tagen auf den nicht abgedeckten Flachen war gleich den
Konzentrationen der Nullproben nach 35 Tagen (Tab 39).

Die Ausbringung der Keimtrager unter den Solarfolien hat im Sommer stattgefunden. Jedoch nur
in Hochsommer kam es innerhalb von 35 Tagen unter der schwarzen Folie zur Reduktion der
untersuchten Mikroorganismen

Der 3. Versuch mit Salmonellen zeigt ohne Zweifel, dass es Faktoren gibt, die das Absterben
der Mikroorganismen hemmen, auch wenn sie wochenlang Temperaturen ber 50 °C am Tag
ausgesezt sind. Nach KNOP (1997) konnte Salmonella Senftenberg nach 420 min bei 55 °C
noch aus Kompostproben isoliert werden. Hierbei wird eine Anpassung an das hohere
Temperaturniveau vermutet.

Unter der Folie war es nass. Es kdnnte der Fall gewesen sein, dass es tagsiuber zur Reduktion
der Salmonellen kam. In der Nacht, als die Temperaturen sanken, vermehrten sich
moglicherweise diese Erreger in dem feuchten Boden wieder. Dieser Zyklus wiederholte sich
periodisch Uber eine langere Zeitspanne. Mdglicherweise haben die Mikroorganismen Uber die
Zeit bei den relativ hohen Temperaturen auch eine Resistenz gegen die Warmeeinwirkung
entwickelt.

Nach KNOP (1997) kdnnen Salmonellen auch noch nach 2. Tagen bei Temperaturwerten bis 65
°C im Kompost noch nachgewiesen werden.

Bei Untersuchungen zur Bioabfallkompostierung benutzte GIER (1992; zit. in KNOP, 1997)
Salmonella SchleiBheim und S. Senftenberg,;sw als Testorganismen und konnte nach 24 Tagen
trotz Maximaltemperaturen von 70 °C noch Salmonellen nachweisen.

KNOP (1997) berichtet, dass S. Senftenberg;zsw bei hdheren TS-Gehalten des Kompostes am
langsten nachweisbar war.

Salmonellen Uberlebten auf den nicht abgedeckten Versuchsflachen ebenfalls 5 Wochen und
zwar bei einer noch grofReren Anzahl jedoch bei geringeren Temperaturwerten des Bodens. Die
nicht abgedeckten Versuchsflachen waren im Vergleich zu den abgedeckten sehr trocken.

Die Salmonellen aus den Nullproben Uberlebten bei etwa 30 °C am Tag uber 3 Wochen (Tab. 39).
Moglicherweise bieten die verfaulten Pflanzen unter der Folie mit erhhtem Feuchtegehalt

ein gutes Nahrstoffangebot und damit ein gunstiges Vermehrungsmilieu. Um moglicherweise
eine bessere Inaktivierung der Mikroorganismen zu erzielen, misste man einen Luftzug unter
der Folie erzeugen um die Feuchtigkeitsansammlung unter der Folie zu verhindern bzw. zu
reduzieren. Beim Einsatz einer perforierten Folie wurde allerdings keine Verminderung des

Feuchtegehaltes unter der Folie bewirkt.
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Die Bodenfeuchte und die ,Erwdrmung-Abkihlungs-Periode® hat sich negativ auf
Keimzahlreduktion ausgewirkt. Dabei dauerte die Abkihlungsperiode langer als die
Erwarmungsphase.

Die Versuchsstelle war von der westlichen Himmelsrichtung her gesehen mit Baumen umgeben
und bereits nach 17 Uhr lagen die Versuchsflachen im Schatten. Die Erwdrmung durch die
Sonneneinstrahlung begann erst gegen 11 Uhr.

In der Literatur wird fir Salmonellen und andere Bakterien das Phanomen der Erlangung einer
erhdhten Hitzeresistenz durch Adaptation beschrieben (HUMPHREY, 1990; KATSUI et al.,
1982; KIM et al., 1989; zit in KNOP, 1997). Nach MITSCHERLICH et al. (1984) Uberlebten
Salmonellen 114 Tage langer bei Temperaturen um 20°C als bei niedrigeren Temperaturen um
4 °C.

Die Anzichtung von Mikroorganismen oberhalb ihres Wachstumsoptimums soll zu einer
erworbenen Thermoresistenz fihren konnen (NEIDHARDT und VAN BOGELEN, 1987;
YAMAMORI und YURA, 1982; zit in KNOP, 1997).

MACKEY und DERRICK (1986), zit. in KNOP (1997) beobachteten, dass sich die
Inaktivierungszeit von S. Typhimurium bei 55 bzw. 59 °C nach 30 min Vorerwarmung bei 48 °C
um das 2 bis 7-fache verlangerte.

Als mogliche Erklarung fur eine Thermoresistenz wird die Bildung sogenannter hitzeresistenter
Hitzeschockproteine (heat shock proteins“) angegeben (MACKEY und DERRICK, 1986; zit in
KNOP, 1997). Nach LEMAUX et al. (1989), zit. In KNOP (1997) werden solche Proteine
gebildet, wenn Bakterienzellen innerhalb ihres Wachstumsbereiches in niederen auf héheren
Temperaturbereichen erwarmt werden. Fur E. coli ist eine voribergehende Expression solcher
Hitzeproteine belegt (YAMAMORI und YURA, 1982; zit. in KNOP, 1997). In niedrigeren
Temperaturbereichen zwischen 14 °C bis 44 °C wurden im Versuch 1 (Tab. 33) und bei 35 °C
im 2. Versuch (Tab. 35) eine Reduktion der Salmonellen erzielt. E. coli hat sich als empfindlicher
im Vergleich zu den Salmonellen erwiesen.

MITSCHERLICH und MARTH (1984) zitieren Beispiele verschiedener Wissenschaftler, die
Uberlebenszeiten unterschiedlicher Mikroorganismen im Boden bei verschiedenen
Temperaturen beinhalten.

MITSCHERLICH et al. (1984) entdeckten, dass Enterococcus faecalis zwischen den Monaten
Juni bis August doppelt so lange an schattigen Stellen (berlebten als auf vom Sonnenlicht
ungeschitzten Stellen. Die Uberlebenszeiten betrugen in den Monaten September — Oktober:
70 Tage im Schatten und nur halb so lange auf ungeschitzten Standorten.

Enterococcus faecalis Uberlebten in Versuch 2 (Tab. 36) unter der schwarzen Folie der

Versuchsflache mit einer hoheren Zahl als auf der nicht folienabgedeckten Flache. Die Folie bot
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einen Schutz vor der Sonne, deren UV-Strahlung und die direkte Sonneneinstrahlung sich
negativ auf die Tenazitat der Enterococcus faecalis auswirken konnte.

Wenn man bertcksichtigt, dass es unter der schwarzen Folie permanent sehr nass war und die
Temperatur am Tag bis zu 10 °C héher war als auf der Versuchsflache ohne Folie, Iasst sich
daraus schliessen, dass die hohere Feuchte und eine Temperatur um 53 °C eine
Verlangsamung der Reduktion von Enterococcus faecalis unter der schwarzen Folie bewirkte.
Die Versuche von MITSCHERLICH et al. (1984) sind nur bedingt mit den Versuchen unter den
Folien vergleichbar. Die Folien erzeugten zwar Warme aber im Gegenteil zu den Versuchen von
MITSCHERLICH et al. (1984) blockierten sie die UV-Strahlung auf die Versuchsflachen und
damit mdglicherweise auf die Mikroorganismen. Bei héheren Temperaturen um 53 °C wurden
die Mikroorganismen dann langsamer reduziert als auf den unabgedeckten Flachen. Im
Vergleich dazu, reduzierten sich Enterococcus faecals auf den nicht abgedeckten Stellen
deutlich schneller als unter der schwarzen Folie. Allerdings geschah eine Vermehrung von
Enterococcus faecalis auf den abgedeckten Stellen bei 53 °C, ahnlich wie im 1. Versuch, wo bei
49 °C einer erheblicher Anstieg von Enterococcus faecalis beobachtet wurde.

Die Parvoviren (Tab. 38) reduzierten sich unter der schwarzen Folie langsamer als auf den nicht
folienabgedeckien Flachen was mit dem Schutz vor UV-Strahlung und direkten
Sonnenstrahlung, wie der Vergleich mit den Versuch von MITSCHERLICH et al.(1984) zeigt,
gebracht werden kann.

Nach VAN DONSEL et al. (1967) Uberlebten E. coli zwischen den Monaten Juni bis August
doppelt so lang auf der schattigen Stelle im Vergleich zu einer ungeschitzten Stelle. Der Boden
wurde nach VAN DONSEL(1967) mit einer Keimsuspension von E. coli beaufschlagt, die auf
Basis ,brain-heart infusion® hergestellt war. Im 2. Versuch beobachtete man steigende
Tendenzen in der Konzentration vonE. coli von Woche zur Woche. Eine Erklarung dafiir ware,
dass im 2. Versuch die Mikroorganismen ausreichende Vermehrungsbedingungen in dem
feuchten Boden fanden. In der Nacht bei sinkenden Temperaturwerten vermehrte sich
moglicherweise der Rest der noch vorhandenen E. coli. Nach MITSCHERLICH et al (1984)
Uberlebte E. coli im Flussigmist bei einem Feuchtegehalt von 97-99 % doppelt so lange bei 4 °C
als bei 20 °C. Dieses Beispiel kann allerdings nur bedingt als Vergleich herangezogen werden,
da andere Zeiten der Warmewirkung, verschiedene Medien etc. verwendet wurden. Dieses
Phanomen lieRe sich eher, ahnlich wie bei Salmonellen, durch Bildung der Hitzeproteine
(YAMAMORI und YURA, 1982; zit. in KNOP, 1997) erklaren.

Unter Berlcksichtigung der Tatsache der zum Teil sehr heterogenen Ergebnissen mit langen

Uberlebenszeiten der untersuchten Salmonellen auf den folienabgedeckten Versuchsflachen
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kann die Methode der Folienabdeckung keine verldssliche und praxisrelevante
DesinfektionsmalRnahme eines Bodens oder bei der Bodenauslaufhaltung sein.

Hinzu kommen enorme Kosten fir die Folienabdeckung grélRerer Flachen und deren
Entsorgung. Diese stehen in einem ungunstigen Verhaltnis zu den erwarteten und notwendigen
Reduktionen der seuchen- und umwelthygienisch bedeutsamen Mikroorganismen im

Zusammenhang einer umweltfreundlichen Bodendesinfektion.

6.2.3 Diskussion der Ergebnisse der Dampfung

Bei einem Versuch zur Bodendampfung wurden Ergebnisse zur Tenazitat der untersuchten
Mikroorganismen unter einem heien Dampfstrom im Boden gewonnen. Die Temperatur des
dampferhitzten Bodens erreichte Werte bis 90 °C in 5 cm Bodentiefe. Noch nach 15 min waren
Temperaturwerte von 90°C zu messen. Die Bakterien auf den Keimtragern (E. coli, Salmonellen
und Enterococcus faecalis) wurden dabei vollstidndig reduziert bzw. inaktiviert. Bei den
Suspensionen wurden lediglich bei einer von drei untersuchten Proben Enterococcus faecalis
qualitativ an der Nachweisgrenze festgestellt.

Der Titer des Bovinen Parvovirus wurde von 10*° auf 10%° bzw. 10"° reduziert (Tab. 41).

Nach BRAUNIGER (2000) ist das Bovine Parvovirus sehr resistent gegenlber trockener Hitze
bei 100°C.

Die hohe Uberlebensrate des Virus in dem vorliegenden Dampfungsversuch l3sst einerseits auf
eine groRe Thermoresistenz des Virus schlielen, andererseits Ubt der Boden eine mdgliche
protektive Wirkung auf die Parvoviren aus, indem das Durchdringen des Dampfes und damit ein
gleichmaRiger Zugang zu allen Virusproben behindert wurde. Nach 15 min konnten in 5 cm
Bodentiefe noch Werte um 80 °C und nach 45 min knapp unter 80 °C gemessen werden. Bei
Versuchen zur Temperaturstabilitdt von bovinem Parvovirus gegenuber feuchter Warme im
Temperaturbereich von 75 bis 90 °C wurde festgestellt, dass die Resistenz sehr stark von dem
Milieu (Aqua dest., Wasser standarisierter Harte (WSH), Plasma) abhangt, in dem die Viren
beim Erhitzen suspendiert sind (BRAUNINGER, 1994; zit in HOFERER, 2001). Nach ROBERTS
et al. (2000) liegt die Inaktivierung des Bovinen Parvovirus bei konzentriertem Factor VIl in
trockener Hitze und 80 °C bei 72 Stunden. ROBERTS et al. (2000) gehen davon aus, dass eine
Resistenz des Bovinen Parvovirus vom Virustyp und vom Medium abhangig ist. Bei dem
vorliegenden Dampfungsversuch war die Zeit der Temperatureinwirkung zu kurz um alle Viren
abzutéten. SPILMANN et al (1987) haben bei der Pasteurisierung von tierischen Abfallen eine

Inaktivierung des Parvovirus bei 70°C in 30 min um 0,72 Zehnerpotenzen erzielt. Nach
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MARTENS (2004) wird Tabak-Mosaik-Virus in Bioabfallen bei 70 °C und 60 min Einwirkzeit nicht

inaktiviert.

6.2.4 Diskussion der Ergebnisse bei der Kalkung

Bei einem Versuch zur Kalkung des Bodens wurden Ergebnisse zur Tenazitat von Salmonellen,
E. coli und Enterococcus faecalis gewonnen.

Am ersten Tag nach der Léschkalkausbringung (Ca(OH),) wurde ein pH von 11,9 bei 1,6 kg
Kalk/m? und am zweiten Tag ein pH von 11,4 gemessen. Am 6. Tag lag der pH bei 10,8 und am
13. Tag bei 8,5 (Tab. 42).

Durch den hohen pH-Wert des Bodens Uber 11 wurde die Azahl an E. coli auf den Keimtragern
und in der Keimsuspension bereits einen Tag nach Versuchsbeginn von 10° bis unter die
Nachweisgrenze reduziert. Nach SCHIRM (2003) wird E. coli bei der Verwendung einer
Kalkmenge von 0,3 kg CaO/kg TS in Bioabfallen in den ersten 30 Minuten um 4 Zehnerpo-
tenzen und innerhalb einer Stunde um 5 Zehnerpotenzen reduziert. Bei den angewandten
Kalkmengen von 1,1 kg CaO/kg TS war E. coli bei einem Ausgangskeimgehalt 10® KBE/g und
einem pH-Wert von 12,9 bereits nach 30 min nicht mehr nachweisbar. Es kann in den
vorliegenden Untersuchungsergebnissen zur Kalkanwendung nicht nachgewiesen werden ob
die Reduktion bzw. Inaktivierung von E.coli erst nach 24 Stunden oder bereits friher erfolgte, da
die Bodenproben erst einen Tag nach der Ausbringung der Mikoorganismen auf den gekalkten
Bodenflachen gezogen wurden.

Untersuchungen von LANG (1987) belegen, dass beim Einsatz von Ca(OH), (Ldschkalk), eine
Inaktivierungszeit von drei Stunden angesetzt werden muss um E. coli bei einem pH von 12,6
ausreichend reduzieren zu kénnen. Diese Studien haben nachgewiesen, dass eine Wirkung des
Ca(OH), mehr Zeit fordert zur Inaktivierung der Mikroorganismen als die Wirkung beim Einsatz
von CaO. Bei den vorliegenden Versuchen wurde bewusst Ca(OH), verwendet. Einmal ist der
Umgang mit geldschten Kalk gefahrloser zu bewerkstelligen, andrerseits ist davon auszugehen,
dass bei den eingesetzten Kalkmengen, die beim Léschprozess des Branntkalkes freigesetzte
Warmemenergie nicht ausreicht, den Boden merklich zu erwarmen.

Trotzdem ware es bei einem nachsten Versuch zweckmaRig zu prifen, ob eine Anwendung von
Branntkalk (CaO) zur Kalkung des Bodens eine Verkirzung der Zeitspanne bis zur Inaktivierung
der gepriften Mikoorganismen bewirken koénnte. Allerdings sollten die Proben nicht erst einen
Tag nach der Kalkanwendung untersucht werden, wie bei den vorliegenden Versuchen
geschehen, sondern schon eine Stunde danach, um eine Absterbekurve ermitteln zu kénnen.

Salmonellen Uberlebten in den Versuchen 6 Tage auf den Keimtragern. Dabei reduzierte
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sich deren Anzahl von 10° KBE/ml bis unter die Nachweisgrenze um insgesamt 6 Zehnerpoten-
zen (Tab. 42). In der freien Suspension die auf den Boden aufgebracht wurde, sind erst nach 13
Tagen unter der Einwirkung des Kalkes von pH 8,5 bis 11,7 (1,6 kg Ca(OH),) alle Salmonellen
inaktiviert worden. Bei einer Kalkmenge von 0,8 kg/m? wurden Salmonellen bei einem pH von
7,3 bis 11,4 erst nach 30 Tagen in Bodenproben mit Suspension nicht mehr nachgewiesen.
Nach 6 Tagen reduzierte sich die Azahl von Enterococcus faecalis von 10" KBE/ml und 108
KBE/ml um 5 Zehnerpotenzen auf 102 bis 10° KBE/ml (Tab. 43). SCHIRM (2003) verwendete
eine Kalkmenge von 1,1 kg CaO/kg TS. Das entspricht einem Mischungsverhaltnis von 250 g
CaO auf kg Substrat. Der pH-Wert lag bei 12,9 und blieb wahrend der gesamten
Untersuchungszeit von 8 Wochen konstant. Die Ausgangskonzentration an S. Senftenberg und
Enterococcus faecalis lag bei 10’ KBE/g. Nach einer halben Stunde Inkubation im
Substratgemisch war im Kernbereich eine Reduktion beider Mikroorganismen erfolgt. Im
Randbereich der Mischung erfolgte eine Reduktion der Anzahl an Enterococcus faecalis erst
nach einer Stunde um 6 Zehnerpotenzen (SCHIRM, 2003). Die Reduktion der untersuchten
Mikroorganismen in den vorliegenden Untersuchungen war ein Prozess Uber mehrere Tage.
Erst nach 30 Tagen konnten Salmonellen nicht mehr nachgewiesen werden. Das Beispiel zeigt,
dass durch die angewandte Kalkmenge und dem dabei erzielten alkalischen pH-Wert im Boden
die Reduktion der untersuchten Mikroorganismen im Boden relativ langsam verlief. Durch eine
Erhéhung der Kalkmenge liee sich dieser Prozess bestimmt beschleunigen. Ein zu hoher pH-
Wert hatte allerdings zur Folge, dass trotz Vermischung mit ungekalktem Bodenmaterial der pH-
Wert nicht wieder Richtung Neutralpunkt zu reduzieren ware mit dem Nachteil, dass
anschlielRend kein Wachstum mehr von Grasern oder Pflanzen auf den ursprunglich gekalkten
Flachen zu erwarten ware.

Nach SCHIRM (2003) kann mit einer Kalkmenge von 0,2 kg CaO/kg TS bei Bioabfallen ein pH
>12,5 eingestellt werden. Nach einer Lagerung von 24 Stunden bei pH >12,5 kann von einer
ausreichenden Reduzierung von ECBO-Virus, Salmonella Senftenberg und E. coli ausgegangen
werden.

Das Bovine Parvovirus kann bei Freisetzung von Ammoniak in kurzen Zeitspannen inaktiviert
werden. Im Praxisbetrieb wurde beim Einsatz von 0,9 kg CaO/kg TS im Substrat Garriickstand
eine ausreichende Reduzierung innerhalb von 30 Minuten erreicht. Klarschlamm sollte nach der
Einmischung von 0,9 kg CaO/kg TS 24 Stunden gelagert werden, bevor von einer Inaktivierung
des BPV ausgegangen werden kann (SCHIRM, 2003).

Die Versuche von SCHIRM (2003) zeigen, dass der Reduktionserfolg von der angewandten

Kalkmenge abhangig ist.
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Bei den vorliegenden Versuchen im Boden konnte die Reduktion von Enterococcus faecalis auf
den Keimtragern schneller erreicht werden als die doppelte Menge an Kalk angewandt wurde,
d.h. 1,6 kg Ca(OH), anstatt 0,8 Ca(OH),/m?. Am ersten Tag nach der Kalkausbringung
reduzierte sich die Anzahl der Enterococcus faecalis im Boden von 107 und 108 KBE/mlum 1 bis
3 Zehnerpotenzen auf 10° bis 10° bei einer Anwendungsmenge von 0,8 kg Ca(OH), / m? Boden.
Der pH-Wert betrug 11,3. Zum Vergleich reduzierte sich die Anzahl von Enterococcus faecalis
im Boden von10’ und 108 um 5 Zehnerpotenzen auf 10? bis 10° KBE/ml bei der Anwendung 1,6
kg Ca(OH), / m? Boden bei einem pH-Wert von 11,9. Bei Escherichia coli ist der Unterschied
nicht zu sehen, da diese Mikroorganismen schon am ersten Tag nach der Kalkausbringung nicht
mehr nachzuweisen waren. Bei Salmonellen hat der pH 11,9 bei der Anwendung von 1,6 kg
Ca(OH),/m? Boden keinen Einfluss auf eine schnellere Reduktion im Vergleich zu der
Einwirkung des pH von 11,3. Bei pH von 11,3 reduzierten sich Salmonellen schneller. Am
sechsten Tag nach der Kalkausbringung war bei einer Probe eine Anzahl von 10?> KBE/ml bei
einem pH von 11,3 nachzuweisen. Die Anzahl der Salmonellen reduzierte sich von 10* und 10°
um 1 bis 3 Zehnerpotenzen auf 10? (Tab. 42).

Bei einem pH-Wert von 11,9 waren die Keimzahlen aller untersuchten Mikroorganismen bis
unter die Nachweisgrenze reduziert.

Die Kalkversuche mit Boden sind mit Bioabfallversuchen lediglich bedingt vergleichbar. Die
Versuche mit Boden erwiesen, dass bei der Verwendung kleinerer Kalkmengen im Vergleich zu
Versuchen von SCHIRM (2003), es notwendig ist, die Zeit von mehreren Tagen anzuhalten, um
eine Reduktion der Keimzahl zu erzielen.

Zur Schneckenbekampfug wird 0,5-1 kg CaO/m? auf landwirtschaftlichen Bdden ausgebracht
(ANONYM, 2003). Diese Menge soll die Schnecken eliminieren und den Raps im Wachstum
und Ertrag nicht negativ beeintréachtigen. Die Einsatzmengen an Kalk zur Schneckenbe-
kadmpfung galten als Grundlage der Anwendungsmenge in den eigenen Untersuchungen.
Allerdings wurden die Versuche in einem Doppeleinsatz von einmal 0,8 und 1,6 kg Ca(OH),
(Léschkalk)/m? durchgefiihrt.

Am ersten Versuchstag wurde bei der Anwendung 0,8 Ca(OH) , ein pH-Wert von 11,4 und bei
der Anwendung von 1,8 kg Ca(OH), von 11,7 erreicht. Die mit diesen Kalkmengen
beaufschlagten Versuchsflachen wurden 6 Tage nach Versuchsbeginn bis zu 15 cm Bodentiefe
umgefrast, mit dem Ziel, den durch die Kalkbeaufschlagung erzielten alkalischen pH-Wert zu
reduzieren um anschlieBend wieder Gras oder sonstige Pflanzen einsden zu kénnen. Dabei hat
sich der pH-Wert des Bodens auf den Versuchsflachen mit 0,8 kg Ca(OH) »/m2 auf 8,1 gesenkt.
Auf den Versuchsflachen, die urspriinglich mit 1,6 kg Ca(OH),/m, beaufschlagt wurden,

pendelte sich ein pH-Wert von 9,3 ein.
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Es ist davon auszugehen, dass mit der Einsaat von Grasern und in diesem Zusammenhang
zusatzlich erforderlichen Bodenbearbeitungsmalinahmen, es zu einer weiteren Vermischung mit
Bodenpartikeln kommt, die eine gute Pufferkapazitadt darstellen und damit den pH-Wert weiter
zum Neutralpunkt senken kénnen. Unter der Voraussetzung, dass es in vielen Regionen saure
Bdden gibt, hat die Kalkbehandlung von Bodenauslaufen zum Zwecke der Reduktion bzw.
Inaktivierung unerwinschter Mikroorganismen oder Krankheitserregern im Boden eine

zusatzlich groRe umwelthygienische und pflanzenphysiologische Bedeutung.

6.2.5 Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse fir den 6kologischen Landbau

Die im Zusammenhang des Einsatzes des ,BVS-Systems® und der ,Haubendampfung® erzielten
Ergebnisse konnen insofern fir die Okologische Tierhaltung bzw. der Freilandhaltung von
landwirtschaftlichen Nutztieren sinnvoll verwertet werten, als mit den untersuchten Verfahren
umweltfreundliche und bodenschonende Techniken vorhanden sind, die zumindest wahrend der
Vegetationszeit einen wertvollen Beitrag zur Keimreduzierung im Boden und damit zur
Minderung oder Verhinderung des Infektionsdruckes eines Tierbestandes im Freiland beitragen
kénnen. Grundsatzlich sind diese Verfahren auch zur Desinfektion von gewachsenem Boden
geeignet. Allerdings missen dabei die geophysikalischen Voraussetzungen gegeben sein
(generell ein mit schwerem Gerat befahrbarer, d. h. trockener Acker- oder Wiesenboden,
steinarm und mit geringer Hangneigung). Bei gefrorenem oder sehr nassem Boden scheiden die
Verfahren aus. Allerdings kann ohne Beriicksichtigung der Okonomie auch ein gefrorener Boden
mit dem ,BVS-Sytem* oder der Haubendampfung an- bzw. aufgetaut werden um in einem 2.
Arbeitsgang die Desinfektion der oberflachlichen Bodenschichten zu gewahrleisten. Diese

Verfahrensweise ware nur bei kleinen Auslaufhaltungen und nur im Tierseuchenfall vertretbar.

6.2.6 Méglichkeiten der Umsetzung oder Anwendung der Ergebnisse, insbesondere
Ableitung von Vorschlagen fir Malinahmen, die durch BMVEL weiter verwendet

werden konnen"

Aus den vorliegenden Untersuchungen kann das Fazit gezogen werden, dass fir die
Freilandhaltung von landwirtschaftlichen Nutztieren mit dem ,BVS-System® und der
Haubendampfung ein verlassliches Instrumentarium zur Verminderung bzw. Verhinderung der
Anreicherung von Krankheitserregern auf und im Boden zur Verfiigung steht. Die untersuchte
Technik ist auch dazu geeignet, Tierseuchenerreger wie z. B. Salmonellen im Boden bis zu
einer Tiefe von 10 cm zu eliminieren. Bovines Parvo-Virus wurde durch die Hitzeeinwirkung der

untersuchten Verfahren sehr stark reduziert. Inwieweit das fir andere virale Krankheitserreger
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auch zutreffend ist (z. B. fur das Influenza-A-Virus der Klassischen Gefligelpest oder das Virus
H5N1 der aktuellen Vogelgrippe sollte im Nachgang der vorliegenden Untersuchungen
unbedingt abgeklart werden.

Das BMVEL kann zumindest Vorschlage fur die Praxis sowie die unteren Verwaltungsbehdrden
dergestalt machen, als dass wahrend der Vegetationszeit den 0Okologischen
Tierhaltungsbetrieben mit der Freilandhaltung von landwirtschaftlichen Nutztieren durch den
Einsatz der untersuchten Verfahren bei dringender Notwendigkeit diese die Mdglichkeit hat, die
moglichen Nachteile  gegenuber  der  konventionellen  Tierhaltung hinsichtlich
seuchenprophylaktischer und tierhygienischer Mallnahmen auszugleichen. Die 6konomische
Frage des Einsatzes der Geratschaften muss fir jeden Einzelbetrieb separat betrachtet werden.

Bei Vorliegen einer Anzeigepflichtigen Tierseuche ist diese Problematik zunachst zweitrangig.

7 Zusammenfassung

Das Halten von Tieren in der Bodenauslaufhaltung hat nicht nur Vorteile. Durch die
Ausscheidung von Kot und Urin kénnen sich Krankheitserreger in den oberen Bodenschichten
anreichern und aufgrund unterschiedlich langer Uberlebenszeiten der verschiedenen
Mikroorganismen und Krankheitserrger zu einem Bestandsproblem werden.

Es galt daher Méglichkeiten zu erarbeiten, die unter den Bedingungen in der Praxis in der Lage
sind, eine Reduktion bzw. Inaktivierung unerwinschter Mikroorganismen bzw. Krankheitserreger
in Bdden zu erzielen.

Es wurden zunachst Vorversuche zum Absterbeverhalten ausgewahlter Indikatororganismen im
Wasserbad unter Verwendung von Bdden mit unterschiedlichen Trockensubstanzgehalten
durchgefliihrt. Wahrend bei E. coli und Salmonellen eine Reduktion umso schneller erfolgte, je
niedriger der TS-Gehalt des Bodens war, konnten bei Enterococcus faecalis keine nenenswerte
Unterschiede festgestellt werden.

In den Untersuchungen an einer halbtechnischen Anlage zur thermischen Behandlung von
Bdden und Sand wurden in der Regel zwar oberflachlich hohe Temperaturwerte von > 80 °C
erreicht. In 1-2 cm Bodentiefe jedoch nur Maximalwerte zwischen 55 bis 60 °C. Nach der
Warmebehandlung des Bodens und Sandes kam es sehr schnell zu einer Abklhlung, so dass
die Temperaturen von 55 °C bis 60 °C nur sehr kurzfristig zum Tragen kamen. Die Folge war
eine unzureichende Reduktion bzw. Inaktivierung der untersuchten Indiktororganismen,
unabhangig davon, ob diese gleichmafig vor der Hitzebehandlung in den Boden eingemischt

oder mit einer speziellen ,Keimtragertechnik“ eingebracht wurden.
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Die Versuche zur thermischen Desinfektion mit dem Einmischverfahren brachten die Erkenntnis,
dass Boden im Vergleich zu Sand schwieriger zu desinfizieren ist, da der Boden im Vergleich
zum Sand eine inhomogene Masse darstellt und eine Einmischung der Mikroorganismen in den
Boden nicht gleichmassig erfolgen kann. Dieser Nachteil kann durch die ,Keimtragertechnik®
ausgeglichen werden, weil hierbei eine definierte Menge an Mikroorganismen auf die Keimtrager
aufzubringen ist.

In GroRversuchen schlossen sich Untersuchungen zur thermischen Bodendesinfektion mit
einem Injektorbrenner (,BVS“-System) im Freiland an.

Die Ergebnisse erbrachten fiir die Praxis die Erkenntnis, dass mit dem ,BVS-System“ unter
optimalen Bedingungen ein mit seuchenhygienisch relevanten Mikroorganismen hoch
kontaminierter Ackerboden durch die Hitzeeinwirkung des Systems soweit desinfiziert werden
kann, dass von ihm keine Ansteckungsgefahr mehr flir freilebende Tiere, Haustiere und
landwirtschaftliche Nutztiere mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit ausgehen wird.
Voraussetzungen einer zuverlassigen Bodendesinfektion mit dem BVS-System sind allerdings
wichtige bodenphysikalische Eigenschaften (feinkriimelige Struktur; Trockensubstanzgehalt >80
%, besser 90 %) und eine einwandfreie, zuverlassige und permanente Funktionsweise der
Thermokammer. Leider sind die bodenphysikalischen Voraussetzungen nicht das ganze Jahr
Uber gegeben (Fruhjahrsnasse, Starkregenereignisse, Frostperioden), so dass unter diesen
Voraussetzungen eine verlassliche Alternative zu erarbeiten ist.

Zur endgultigen Beurteilung des ,BVS-Systems® sollten weitere Untersuchungen bei weniger
guten bodenphysikalischen Voraussetzungen folgen. Auch phytohygienische Fragestellungen
kénnten dabei mit abgeklart werden. Dieses Gerat findet seinen Einsatzbereich seither nur im
Bereich von Gartnereien zur Inaktivierung von Nematoden und Unkrautsamen.

Mit der sog. "Haubendampfung” lassen sich sehr gute Reduktionsleistungen bei den
untersuchten Mikroorganismen erzielen, da Temperaturwerte bis Uber 90 °C in 5-10 cm
Bodentiefe erreicht werden konnten. Fir diese Verfahren gelten im Prinzip diesselben
Voraussetzungen wie bei der Warmebehandlung des Bodens mit dem ,BVS-System®. Ein
groller Nachteil sind das aufwendige Equipment zur praktischen Durchfihrung einer
Bodendampfung und die geringe Flachenleistung pro Stunde. Diese Voraussetzungen stehen
dem Einsatz der erfolgreichen Desinfektion einer Boden- oder Auslaufthaltung entgegen.

Nach Untersuchungsergebnissen, die in einem einmaligen Versuch zur Kalkbehandlung des
Bodens erzielt wurden, kann die Anwendung von Lé&schkalk nach genau vorgegebener
Verfahrensweise eine Methode darstellen, die sowohl bei sehr trockenen als auch nassen

Bdden eine zuverlassige Reduktion bzw. Inaktivierung von Krankheitserregern bewirken kann.
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Fur die Praxis kdnnte zunachst die Aussage gemacht werden, Bodenauslaufhaltungen, die mit
der genannten Kalkmenge behandelt wurden, 14 Tage lang liegen zu lassen, danach mit einer
Bodenfrase mindestens 15 cm tief zu frasen. Dadurch kann eine ,Realkalisierung” des Boden
bzw. ein pH-Rickgang bis in die Nahe des Neutralpunktes erreicht werden. Eine sich
anschlieRende Einsaat von Grasern (z.B. in Huhner- oder Schweineauslaufflachen) wird
anschlielend ohne Aufwuchsprobleme wieder mdglich. Diese Aussage muf unter Verwendung
von Branntkalk und Kalkmilch durch weitere Untersuchungen unbedingt untermauert werden.
Bei gefrorenem Boden scheidet jedoch jede in dem vorliegenden Vorhaben dargestellte
Methode aus. Ein Einsatz von thermischen Geraten bei Frost ware zwar denkbar und auch
durchfiihrbar. Allerdings ware dabei der Energieaufwand sehr hoch und damit die MalRhahme
zur Reduktion unerwinschter Mikroorganismen fiir den einzelnen tierhaltenden Betrieb
Okonomisch nicht vertretbar. Im Seuchenfall mit dem zwingenden Grund eine Bodendesinfektion
durchzufiihren jedoch eine Moglichkeit, kleinere Auslaufflachen zu desinfizieren.

Sporadisch wurde zusatzlich der Einfluss der Sonneinstrahlung auf die Tenazitdt von unter
Solarfolien artifiziell auf Versuchsflachen ausgebrachten Mikroorganismen untersucht.

Diese Untersuchungen wurden in den Sommermonaten bei relativ glnstigen auleren
Bedingungen hinsichtlich des Uberlebens der untersuchten Mikroorganismen durchgefiihrt. Die
dabei erhaltenen Ergebnisse waren sehr uneinheitlich und insgesamt nicht zufriedenstellend.
Der Einsatz von Folien zum Zwecke der Erhdhung der Bodentemperatur in den obersten
Bodenschichten um damit eine Reduktion pathogener Mikroorganismen zu erhalten, stellt

aufgrund der erhaltenen Ergebnisse keine empfehlenswerte MalRnahme fir die Praxis dar.



8 "Gegenuberstellung der urspriinglich geplanten zu den tatsachlich erreichten Ziele; ggf.
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mit Hinweisen auf weiterfuhrende Fragestellungen”

Geplante Ziele

1. Erarbeitung einer ﬁ
umweltfreundlichen Methode

zur Bodendesinfektion

2. Einsatz der thermischen
Verfahren unter verschiedenen
bodenphysikalischen
Bedingungen

3. Empfehlungen fur die Praxis
zur Vorbeuge und Bekampfung

von Tierseuchen in der ‘

Freilandhaltung

4. Fachveranstaltungen zum L
Wissenstransfer in die Praxis

durch die Verwaltungen

erreichte Ziele

1. Keimreduktion bzw.
Abtétung von Pathogenen
bei trockenem
(,saatbeetbereitem®) Boden
erfolgreich

2. bei nassen, gefrorenen
Bdden kann urspringliches
Ziel nicht erreicht werden;
Einsatz nicht
empfehlenswert !

3. Empfehlungen insofern
zu machen, als dass ein
mit schwerem Gerat
befahr- und bearbeitbarer
Boden vorliegt bzw.
vorliegen muss !

4. Bisher nur ansatzweise
erfolgt

weiterfuhrende Frage-
stellung- bzw. Problem-
[6sung

1.Einsatz der
Haubendampfung zur
Bodendesinfektion (hpts.
gegen Influenza-Viren (u.a.
Virus H5N1) bzw. gegen
vergleichbare
»Indikatorviren®)

2. Einsatz von gekorntem
Branntkalk (CaO) und
Weilfeinkalk sowie
Kalkmilch (40 % ig) unter
besonderer Brlicksichtig-
ung extrem, trockener, sehr
nassen und leicht
gefrorenen Boden)
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ANHANG

Stammsammlung des Instituts fur Umwelt- und Tierhygiene, Universitat Hohenheim
2 Zetapor, CUNO Art. Nr.: 2700302

3 Polycarbonat-Membranen, INFILTEC Art. Nr.: KN1CP 81030

4 Minifuge T, Rotor 3360, Heraeus Sepatech, D-37520 Osterode am Harz

° Auflichtmikroskop Wilovet, Will Wetzlar

Heraeus Sepatech, D-37520 Osterode am Harz

! Multimed, D-73230 Kirchheim u. Teck, Art. Nr. 22726 (ohne Stehrand)

8 Biochrom/Seromed®, D-12247 Berlin, Art. Nr. T 043-50

o Biochrom/Seromed®, D-12247 Berlin, Art. Nr. SO-115

10 Biochrom/Seromed®, D-12247 Berlin, Art. Nr. K029

" Greiner GmbH, D-72636 Frickenhausen, Art. Nr. 690160

12 Multimed, D-73230 Kirchheim u. Teck, Art. Nr. 178905

13 Multimed, D-73230 Kirchheim u.Teck, Art. Nr. 168381

14 Juan Typ GR4-12, Jouan S.A. rue Bobby Sands, 44805 Saint-Herblein, France
15 Multimed, D-73230 Kirchheim u.Teck, Art. Nr.188261

16 Biochrom/Seromed®, D-12247 Berlin, Art. Nr. A321-42

i Biochrom/Seromed®, D-12247 Berlin, Art. Nr. A321-27

18 Biochrom/Seromed®, D-12247 Berlin, Art. Nr. A2612
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1 Multimed, D-73230 Kirchheim u.Teck, Art. Nr.9620701
2 Multimed, D-73230 Kirchheim u.Teck, Art. Nr.149026
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