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Clostridium botulinum 7 Toxintypen A-G

Clostridium barati

Typ F

Clostridium butyricum Typ E

Clostridium limosum

Typ C (eigene Untersuchungen)

Clostridium barati und Clostridium butyricum- wahrscheinlich
durch die Aufnahme von Toxinplasmiden von
Clostridium botulinum

Quelle: Dr. B. Kéhler, RIPAC-LABOR GmbH



Empfindlichkeit von Tieren und dem Menschen gegen
die Toxine der Clostridium botulinum-Typen A-G

Toxintyp Tiere Mensch
A Huhn, Nerz, Nutria, Fuchs E
B Schwein, Rind, Schaf, Ziege, Pferd E
C Vgel, Fische, Rind u.a. Wiederkauer, Pferd, Nerz, Fuchs, Hund, Wolf, Schwein R
D Rind u.a. Wiederkauer, Pferd R
E Merz, Fische (Karpfen, Forelle u.a.) E
F nicht bekannt E
G nicht bekannt E

E =empfindlich

R =resistent

Quelle: Dr. B. Kéhler, RIPAC-LABOR GmbH



Nachweis von Bacillus und Clostridium spp. in
verschiedenen Substraten

- Bacillus spp.
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Figure 2 Mean values of the quantities of bacteria representing Figure 3 Mean values of the quantities of bacteria representing
Bacillus spp. Lysinobacillus spp. and Paenibacillus spp. in the different Clostridium spp. in different sampling materials. SH, slaughterhouse
sampling materials. SH, slaughterhouse waste from slaughterhouses U waste from slaughterhouses U and K; BG, biogas plants K and L; BP,
and K; BG, biogas plants K and L; BP, before pasteurization; AP, after before pasteurization; AP, after pasteurization; AD, after digestion.

pasteurization; AD, after digestion.

(Bagge et al. 2010)



Clostridiendichte zu unterschiedlichen Phasen des
Biogasprozesses

Clostridium spp.
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Before After After
Pasteurisation Pasteurisation Digestion

. non-pathogens . pathogens

(Bagge et al. 2010)
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Rohnéahrstoffe Heu, Stroh, Garruckstanden
(FR) und Gullepartikeln (MP

Crude nutrients (% DM) Hay Straw FR MP
Ash 7.7 5.8 10.4 18.1
Crude fat 1.9 0.7 1.3 3.6
Crude protein 12.2 2.9 13.4 11.6
Crude fibre 30.3 47.2 30.5 26.6
NfE 47.9 43.5 44.3 40.2
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Studie zum mikrobiologischen Risikopotenzial
von Biogasanlagen

Projektnehmer:

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

Férderung:

e Niedersachsisches Ministerium fur Ernahrung, Landwirtschaft, Verbraucherschutz und
Landesentwicklung

Studiendesign:

e 15 niedersachsische Biogasanlagen

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

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

* Nach Entnahme der Proben Kihlung bei + 4°C

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

e Gesamtkeimzahl der Anaerobier und Aerobier

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



Ubersicht Anlagentyp und Girsubstrate

Anlagentyp Input
100% Mais

100% Mais

100% NaWaRo

100% Mais

100% NaWaRo

70% Rindergulle, Futterreste
30% Rindergtille, Rest Mais

>80% Graseinsatz, Rest Rindergille

>70% Rinderfestmist, Kuh- & Schweinegitille, Rest Mais
mind. 30% Rinderglille, Rest Mais

70% Mais, ZR, 30% Schweinegiille

70% Mais, 30% Sauen-Ferkel & Mastschweinegtille

50% Mais, Rest Grinroggen, Zuckerhirse, Schweinegille

70% Mais, 30% Mastschweinegiille, teilw. Hihner-
trockenkot

70% Mais, 30% Gille
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Gesamtkeimzahlen (aerob/anaerob) in
Garsubstraten und Garresten

H Anlage A O Anlage B O Anlage C

1.00E+08 v

1.00E+0Q7 1
1.00E+06
1.00E+05
1.00E+04 A
1.00E+03 V
1.00E+02 1

durchschnittliche
Gesamtkeimzahl (KBE/Q)

1.00E+01

aerob aerob anaerob

Garsubstrate Garreste Garsubstrate Garreste
anaerob



@ Bacillus spp.

O Micrococcus spp.

B Clostridium perfringens

| Alcaligenes faecalis

B Clostridium bifermentans
B Clostridium butyricum

O Hefen

O Bifidobacterium spp.

B Enterococcus spp.

O Scopulariopsis brevicaulis
B Aneurinibacillus spp.

@ Bacillus pumilus

B Enterobacter asburiae

B Escherichia coli

B Paenibacillus spp.

O Streptococcus Infantarius/lutetiensis

Garsubstrate

B unbekannter Erreger

W Streptococcus spp.

O Enterococcus spp.

O Bacillus cereus group
B Clostridium tertium

B Enterococcus cecorum
O Pichia fermentans

O Clostridium sporogenes
@ Escherichia coli

@ Staphylococcus spp.
@ Bacillus spp.

m Clostridium D11-0088-1-1-16

B Enterobacter spp.
W Lactobacillus curvatus
@ Proteus mirabilis

1%

O Streptococcus bovis/equinus

@ Bacillus licheniformis

B Schimmelpilze

O Clostridium baratii

B Staphylococcus spp.

0O Geotrichum candidum/klebahnii
O Pseudomonas spp.

O Clostridium spp.

@ Proteus wilgaris

@ Absidia corymbifera

W Bacillus lentus

m Clostridium tyrobutyricum

B Enterococcus faecium

O Lysinibacillus fusiformis/sphaericus
B Raoultella ornithinolytica

11%
10% 4%
5% 13%
7%
7%
6%

9%

5%

5%

8%

@ Bacillus spp.

B unbekannter Erreger

0O Enterococcus spp.

O Streptococcus spp.

B Micrococcus spp.

@ Schimmelpilze

W Streptococcus bovis/equinus
O Clostridium perfringens

M Bacillus cereus group

B Clostridium bifermentans

O Clostridium sporogenes

0O Alcaligenes faecalis

B Bacillus pumilus

B Pseudomonas spp.

B Bacillus lentus

B Clostridium baratii

@ Clostridium tyrobutyricum

O Lysinibacillus fusiformis/sphaericus



Garsubstrate Garreste

@ Clostridium perfringens B Bacillus spp. . Ounbekannter Erreger

O Streptococcus bovis/equinus B Bacillus licheniformis @ Micrococcus spp.

B Streptococcus spp. O Proteus mirabilis W Hefen .

B Pichia membranifaciens O Clostridium bifermentans O Escherichia coli

B unbekannter Erreger Gruppe L B Alcaligenes faecalis B Bacillus cereus group @ Clostridium perfringens

B Bacillus spp. @ Micrococcus _spp. O Schimmelpilze

O Bacillus lentus O Bacillus subtilis O Proteus spp. . ® Bacillus spp.

O Riemerella M2878 O Bacillus sp;l)). . O Bacillus pumilus . X

Eglol_sftndlum perfringens @ Clostridium butyricum @ Clostridium sporogenes O Streptococcus bovis/equinus
oliforme

O Micrococcus spp.

B Unbekannter Erreger
1% @ Bacillus licheniformis

1% - .

B Clostridium bifermentans
O Bacillus pumilus
W Pichia membranifaciens
@ Schimmelpilze

10%
2% 2%

O Clostridium butyricum
O Escherichia coli

W Hefen

W Proteus mirabilis

3% 2%
2%

2%

3%
B Streptococcus Spp.

W unbekannter Erreger Gruppe K
@ unbekannter Erreger Gruppe L

3%
10% 3%
3%
3% O Bacillus cereus group
3% 3% O Bacillus circulans

O Bacillus lentus

O Bacillus spp.

O Clostridium D11-0088-1-1-16

@ Clostridium sporogenes

8% 8%

9% O Clostridium tyrobutyricum
B Coliforme
O Enterococcus spp.
@ Micrococcus spp.
O Pseudallescheria angusta/boydii Komplex



Garsubstrate

1%

@ Bacillus spp.

B Clostridium perfringens

0O Streptococcus bovis/equinus
4% O Bacillus cereus group

B Bacillus licheniformis

@ Unbekannter Erreger

B Micrococcus spp.

0O Schimmelpilze

5%

m Aspergillus fumigatus
@ Clostridium bifermentans
5% 18% O Enterococcus cecorum

O Proteus mirabilis

B Streptococcus spp.

B Clostridium perfringens
7% B Clostridium baratii

B Clostridium butyricum

@ Clostridium D11-0088-1-1-16
0O Clostridium spp.

O Proteus wlgaris

8%

4%

4%

7%

Garreste

3051961 %1%

9%

18%

@ Bacillus spp.

B Clostridium perfringens

O Streptococcus bovis/equinus
O Micrococcus spp.

B Unbekannter Erreger

O Streptococcus spp.

B Bacillus cereus group

O Bacillus licheniformis

® Clostridium bifermentans

B Clostridium butyricum

0O Clostridium D11-0088-1-1-16
@ unbekannter Erreger Gruppe G
B Alcaligenes faecalis

W Bacillus pumilus

B Schimmelpilze
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Untersuchung auf Neurotoxin-bildende Stamme

von Clostridium botulinum

Probenmaterial Toxintypen von Clostridium botulinum
BGA | Typ Anzahl der Proben gesamt N?;:i:ﬁ::j':zl::?- ?:Jgﬁolﬁi:'}'
Rohstoffe Garriickstinde A B C D E ABICIDIE
1 | A * . 3 0 I i
2 | A * . : 0 o] :
3 | A * . 3 0 I i
4| A * . 3 0 I i
5 | A * . : 0 o] :
5 | ® i . 3 : B :
7| s " x 3 0 1INE :
8 | B * iy 3 0 N i
9 | B * . 3 0 I i
il , ; : : HIHE :
nyc x ; ; : 1 HE :
il x : : : HIHE :
i x : : : 1 HE :
ol x , ; : 1IE :
5| oc ' . 3 : B :

2 15 Anlagen

105
davon 60x Rohstoff und 45x Garreste

=

1) Mittels 7 tagiger Anreicherung in einem Spezialndhboden zur Neurotoxin - Produktion mit nachfolgendem Toxinnachweis im Maus-Bioassay einschliellich Toxintypisierung
(DIm = Dosis letalis minima fiir ca. 25g schwere M3use)




Stellungnahme der
Deutschen Gesellschaft fir Neurologie (DGN)

,Das Syndrom eines humanen chronischen Botulismus
bei Menschen, die in der Landwirtschaft tatig sind,
wird postuliert, ohne dass bisher ein eindeutiger Beweis
fur seine Existenz gelungen ist.“

Dressler, D., Saberi, F.A. (2009): Botulinum Toxin: vom Medikament
zum Toxin. Fortschr. Neurol. Psychiat. 77, Suppl. 1
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Gesamtkeimzahlen fiir verschiedene Clostridien-
Spezies in Garsubstraten und Garresten

Il Anlagen A1-A5 []Anlagen B1-B5 [ Anlagen C1-C5

100000
u\? — —
m 10000 —
X — ] —
N—
= 1000 A
N
£
T 100 A
X
-
&
S 10 A
Q
O]
1 = —
Gérsubstrate | Garreste |Garsubstrate | Garreste |Garsubstrate | Garreste |Géarsubstrate | Garreste |Géarsubstrate| Garreste |Garsubstrate| Garreste
Cl. Cl. Cl. Cl. Cl. Cl. Cl. baratii Cl. baratii |Cl. butyricum [CI. butyricum| CI. sordellii | Cl. sordellii
perfringens | perfringens | sporogenes | sporogenes |bifermentans|bifermentans




Clostridien Garsubstrate und Garreste

Anlagen A1-A5

Garsubstrate
_Cl. limosum
Cl. tyrobutyricum 0%
4%

Cl. tertium 0%

17%

| Cl. septicum
Cl. baratii

16%

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

0% /

Cl. perfringens

0
17% 1%

\CI. newspecies
4%

Cl. glycolicum

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

Cl. spp.
0%

Cl. sporogenes
20%

Cl. sordellii )
0%

Cl. perfringens j

20%

10%

Cl. bifermentans

25%
/ Cl. butyricum

5%
Cl. newspecies
0%

Cl. glycolicum
5%



Clostridien Garsubstrate und Garreste

Anlagen B1-B5

Garsubstrate

Cl. tyrobutyricum_ | imosum

3% _
.0 0% Cl. septicum
Cl. tertium 0%
0%
Cl. spp Cl. baratii
. Spp. .

3% 3%

Cl. sporogenes Cl. blfirfsrzl/entans
7% 0
Cl. sordellii
0%

Cl. butyricum

7%

0%

Cl. perfringens
58%

Cl. new species

Cl. glycolicum

Garreste

Cl. septicum

0% Cl limosum
(e}

0%

Cl. tyrobutyricum
8%

Cl. tertium
0%
Cl. spp.
0%

Cl. baratii
0%

Cl. sporogenes

8%

Cl. sordellii
0%

Cl. bifermentans
21%

Cl. butyricum
13%

Cl. new species
Cl. perfringens 8%

42%

Cl. glycolicum
0%



Clostridien Garsubstrate und Garreste

Anlagen C1-C5

Garsubstrate

Garreste

Cl. tyrobutyricum

CI. tyrobutyricum_, Cl. limosum Cl. se,cgtfcum 4% oL _
3% 3% 3% Cl. tgg/ﬂum liosum Cl. sg,c;ttcum
(#] (#]
Cl. sporogenes Cl. sporogenes Cl baratii
0% - 0% 0%
Cl. spp. . baratii
0% 6% Cfof,/fp ' Cl. bffe;frzn;;/en tans
. (#]
Cl. tertium Cl. bifermentans ~ Cl. sordellii
0% 4%

Cl. sordellji
3%

Cl. butyricum
12%

Cl. butyricum
6%

Cl. new species

0,
6% Cl. hew species

12%

Cl. glycolicum
0%

Cl. glycolicum
0%

Cl. perfringens
56% Cl. perfringens

56%
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Vorkommen und Toxizitat von Clostridium
perfringens in Garsubstraten und Garresten

Multiplex PCR a-Toxin
; Nagler-Einheiten
Cl. Majorletale Toxine Ml:_\or! etale (NE)
perfrin- | lso- 24l
An- Pro-
i ben N gens late H-
positivin (N) a-' B1- | B2- NetB- Epsi- Jota- o Theta- | <8 16- 264
% Toxi | Tox | Tox . lon- . Hyalu- . 32
. . Toxin . Toxin . Toxin NE NE
n in in Toxin roni- NE
dase
G.sub- 1 20,0 4 4 0 1 0 0 0 k. A. 4 4 - -
strate
A ..
Gar- | g 26,4 4 4 0 1 0 0 0 k. A. 4 4 - -
reste
G.sub- 1 90,0 18 | 17 | o | o 0 0 0 k. A. 18 |11 ] 7 -
strate
B ..
Gar- | g 66,6 10 | 10| o | o 0 0 0 k. A. 10 3 6 1
reste
G.sub- 1 g 95,0 19 | 19| o | 6 0 0 0 k. A. 19 |15 ] 1 3
strate
C ..
Gar- | g 86,6 14 | 14 | o | s 0 0 0 k. A. 14 |12] 1 1
reste




Zusammenfassung

Ergebnisse der mikrobiologischen
Untersuchungen

« Hohe mikrobielle Diversitat in Garsubstraten und
Garresten

« Kein Nachwels von Neurotoxin produzierendem
Cl. botulinum in Garsubstraten und Garresten

« Angabe der Keimgehalte in KBE/g — Bei
Berucksichtigung der Fermentation der
organischen Substanz — Absoluter Keimeintrag >

Keimaustrag; also: Hygienisierung anstelle
von Keimanreicherung
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