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1 Einleitung

Die in den zurickliegenden Jahren durch Aufstockungsmafinahmen vermehrte Umstellung
auf alternative Haltungsformen fir Legehennen und die Zunahme der Freilandhaltung von
Schweinen, bringt allerdings auch Nachteile mit sich. Eine zunehmende Konzentrierung von
Tieren auf unbefestigten, gewachsenen Bodenflachen kann zu einer Zunahme an fur das
Tier pathogenen Mikroorganismen und damit einen erhdhten Infektionsdruck fir den
gesamten Tierbestand fuhren. Andrerseits muss im Tierseuchenfall fir die Freilandhaltung
eine effiziente, umweltschonende Methode zur Desinfektion kontaminierter, unbefestigter
Auslaufflachen zur Verfliigung stehen. Denn der Einsatz von 06kologisch bedenklichen
Chemikalien als Desinfektionsmitteln zur Bodendesinfektion kann im Sinne einer
Okologischen Bodenbewirtschaftung und alternativen Tierhaltung nicht zielfihrend sein und
muss daher &aulRerst kritisch betrachtet bzw. bewertet werden. Letztendlich sollten die
erarbeiteten Ergebnisse und Erkenntnisse dazu dienen, sie in die Empfehlungen des
Bundesministerium fiar Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz (BMELV) zur
Desinfektion bei Anzeigepflichtigen Tierseuchen aufnehmen zu kdnnen. Die unteren
Verwaltungsbehorden (Landratsamter/Veterinaramter) als Uberwachungsbehoérden brauchen
dringend Informationen, um im Tierseuchenfall (z. B. Schweinepest bei Auslaufschweinen,
Geflugelpest bei Freilandhihnern) rasch, eng und streng und damit effizient handeln zu
kénnen. Die SchlieBung der wichtigen Licke in der Vorbeuge und Bekdmpfung von
Tierseuchen bei der Freilandhaltung von landwirtschaftlichen Nutztieren durch eine
umweltfreundliche, wirkungsvolle Methode war daher das eigentliche Hauptziel der
durchgefuhrten Untersuchungen.

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

Um Erkenntnisse zur Desinfektion von menschen- und tierpathogenen Erregern zu
gewinnen, wurden zunachst Vorversuche zur exakten quantitativen Einmischung
ausgewahlter Bakterienarten im Boden im Labormal3stab durchgefthrt.

Es wurden labor- und halbtechnische Versuche sowie Untersuchungen im Freiland
(Hauptversuche) zur Reduktion ausgewahlter Mikroorganismen durch den Einfluss
unterschiedlicher Desinfektionsverfahren untersucht. Bei den Versuchen zur Desinfektion der

Bdden wurden diese kunstlich mit unterschiedlichen Erregern kontaminiert. Dazu wurden



Salmonella Typhimurium, E. coli, Enterococcus faecalis sowie Bovines Parvovirus
angewandt. Ziel der praxisnahen Untersuchungen war, erstmalig Erkenntnisse zur
umweltfreundlichen Desinfektion unterschiedlicher Boden zu erhalten.

In Laborversuchen im Wasserbad mit Boden bei unterschiedlichem TS-Gehalt wurden erste
Erkenntnisse zur thermischen Einwirkung im Boden auf die Tenazitat unterschiedlicher
Mikroorganismen gewonnen. In halbtechnischen Versuchen wurde der Einfluss von Kalk bei
unterschiedlichen Wassergehalten untersucht. In GroRversuchen (Freiland) schlossen sich
Untersuchungen zur thermischen Bodenbehandlung mit einem Injektorbrenner (,BVS*-
System) und der sog. "Haubendampfung” an. Dabei wurden unterschiedliche Bdden bei
verschiedenen Wassergehalten bericksichtigt. Sporadisch wurde zuséatzlich der Einfluss der
Sonneneinstrahlung auf die Tenazitdt von lokalisierten Mikroorganismen unter einer
Solarfolie im Boden untersucht. Die Versuche wurden durch den Einsatz von Branntkalk
(Ca0), Loschkalk (Ca(OH)z) und Kalkmilch zur ,Bodendesinfektion® in Labor- und

GroRR3versuchen mit Bodenkalkung erganzt.

2 Literatur
2.1 Problematik der Kontamination des Bodens mit Mikroorganismen in

Freilandhaltung

In einer konzentrierten Tierhaltung, wie sie in aller Regel eine 6konomisch zu betreibende
Schweinehaltung (FRIES, 2000) oder auch die Masthahnchenhaltung (BANDICK et al.,
1998) darstellt, kbnnen Salmonellen zu einem groRen Bestandsproblem werden wie z.B. bei
Untersuchungen in der Einstreu von Liegeboxen von Milchkihen, nachgewiesen werden
konnte (BOHM et al., 2004). Salmonellen stellen als Erreger einer Zoonose eine besondere
Gefahr fur den Menschen dar. Hinzu kommen fakalcoliforme Keime und
Enterobacteriaceaen. 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 in diesem Zusammenhang mogliche
Infektionskrankheiten verlaufen mit Beteiligung des Verdauungs- und des Urogenitaltraktes.
Bei Stallhaltung enden die pathogenen Agentien in der Regel auf dem StallfuBboden und
letztendlich in Mist und Gulle. Durch die Dungung von landwirtschaftlichen Nutzflachen mit
Wirtschaftsdingern tierischer Herkunft (Gdulle, Jauche, Festmist), gelangen fakale
Indikatorbakterien und  gegebenenfalls pathogene  Mikroorganismen auf die
Bodenoberflache. Wenn kontaminierte Wirtschaftsdiinger landwirtschaftlich verwertet
werden, besteht somit die Gefahr einer zum Teil weitrAumigen Verschleppung von

Seuchenerregern (STRAUCH, 1991a,b). In der Liste einer EU-Arbeitsgruppe werden u.a.



Salmonellen und E. coli als bakterielle Infektionserreger besonders erwéhnt, die Probleme
fur die tierische und menschliche Gesundheit verursachen konnen, wenn sie mit Fazes
auftreten.

Auch samtliche Viren, zu denen die Bovinen Parvoviren, die zu den umweltstabilsten unter
den Viren gehoren (SCHIRM, 2005), die aus dem infizierten Tierkorper in die Umwelt
gelangen, kdnnen in den Wirtschaftsdiingern vorhanden sein (STRAUCH, 1991a).

2.2  Vorkommen und Tenazitdt von Mikroorganismen

im Boden und anderen Medien

Es ist Tatsache, dass der Boden als Reservoir flr bestimmte Krankheitserreger
(Indikatororganismen) gelten kann. Forschungsergebnisse haben inzwischen gezeigt, dass
Boden bei der Ubertragung von Krankheitserregern des Intestinaltraktes eine bedeutendere
Rolle spielt als bisher angenommen wurde (SANTAMARIA et al., 2003).

Salmonellen kommen im oberen Bodenhorizont auf manchen Tierausldufen in Baden-
Wiirttemberg in einer Konzentration bis zu 10* KBE/100 g Boden vor (ANONYM, 2002).

Im Bereich der Abwasserentsorgung gehdren Salmonellen zu den am besten untersuchten
Krankheitserregern. SILLI et al. (1990) und SCHINDLER et al. (1991) beschreiben
umfangreich die Salmonellenvielfalt in Vorflutern und in kleinen Oberflachengewéassern.
Klaranlagenablaufe sind seuchenhygienisch bedenklich, wenn Mangel im Klaranlagensystem
auftreten (LEISSNER, 1988).

Mikroorganismen werden in verschiedenen Medien in unterschiedlichen Konzentrationen
nachgewiesen. GUBER, et al. (2005) berichten, dass E. coli in tierischen Feces in einer
Konzentration von 10° KBE/g vorkommen und 1 bis 5 Monate iiberleben. E. coli kommen
nach Untersuchungen von WEIGEL (1995) im Festmist und in Giille in einer Anzahl von 10°
bis 10° KBE/g und nach MALACK et al. (2007) mit mehr als 10° KBE/g im Schlamm vor. Die
Mikroorganismen aus tierischem Kot kontaminieren Boden und Grundwasser (SHELTON et
al., 2005; GUBER, et al., 2005).

Die maximalen Konzentrationen von Fakalstreptokokken nach 6 bis 12 Tagen lagen nach
einer Giillediingung bei 10° und 10° KBE/100 g TS (WEIGEL, 1995).

Im Boden konnen Viren von Tieren (tierpathogene Viren) sowie vom Menschen
(humanpathogene Viren) vorkommen. Die mit Kot und Sekreten von Nutz- und Wildtieren
ausgeschiedenen tierpathogenen Viren kdnnen im Boden nachgewiesen werden. Sie sind
den Picorna-, Rota-, Parvo- und Adenoviren zuzuordnen. Von infizierten Nutz-, Haus- und
freilebenden Tieren kénnen enterale Viren Uber Kot und Sekrete ausgeschieden werden.
Problematisch dirfen vor allem Mist und Giulle aus Massentierhaltungen sowie Abwasser
aus Schlachthéfen sein (DURKOP, 2000 in: WALTER, 2000). Gille kann trotz 200-tatiger



Lagerung noch ein Infektionspotential besitzen (PESARO et al., 1995 in: DURKOP, 2000 in:
WALTER, 2000).

In den oberen 10 cm der Bodenschichten kénnen die Virusgehalte in Sand- und sandigem
Lehmboden zwischen 0,5 bis 9,1x10° PFU/100 g schwanken (HURST et al., 1980 in:
WALTER, 2000; FATTAL et al., 1984 in: WALTER, 2000).

2.2.1 Tenazitat der Mikroorganismen und Faktoren, die sie beeinflussen

SCHWARZ (2003) macht eine Zusammenstellung von unterschiedlichen Faktoren, die
alleine oder im gegenseitigen Zusammenwirken unterschiedliche Einflisse auf
Mikroorganismen im Boden und damit auf ihre Uberlebensfahigkeit (Tenazitat) ausiiben
(siehe Tab. 1).

Tab. 1: Auswirkung unterschiedlicher Faktoren auf die Tenazitdt von Bakterien im
Boden (nach SCHWARZ, 2003, modifiziert)

EINFLUSS-
AUSWIRKUNG
FAKTOREN
-wesentlicher Uberlebensfaktor
-bei kiihlen Wetterlagen ist die Tenazitat erheblich gré3er als bei warmen
-deutliche Abhangigkeit von Temperaturen fir Leptospiren, Salmonellen
Temperatur ,
(Gulle, Mist, Boden)
-ein entgegengesetztes Verhalten, d.h. ein schnelleres Absterben im
Winter fir koliforme Bakterien in schlammgediingten Waldbdden
o -in feuchten Béden und wéahrend Regenperioden langere
Bodenfeuchtigkeit . _
Uberlebenszeiten
Bodenwasser- -bei hoher Wasserspeicherkapagzitat langere Uberlebenszeiten als in
speicherkapazitat geringerer (z.B. Sandbdden)
Gehalt an organi- -ein hoher organischer Gehalt fordert das Uberleben
schen Stoffen -Fazes im Boden vergrossert die Tenazitat
pH-Wert -bei niedrigem pH-Wert ist die Tenazitat geringer
Sonnenlicht (UV) -Verkirzung der Tenazitat auf der Oberflache
-Konkurrenz beschleunigt das Absterben von Magen-Darm Bakterien im
Bakterienkonkurrenz | Klarschlamm
-Leptospiren werden stark durch die Fakalkeimflora reduziert




22.1.1 Tenazitat der Mikroorganismen abhangig von anderen physikalischen

Einflussen

Seit langem ist bekannt, dass feuchte Hitze (HeiBwasser, Dampf) Mikroorganismen
wesentlich stéarker schadigt, als trockene Hitze bei gleicher Temperatur. Eine Erkenntnis, die
in der Sterilisationspraxis breite Anwendung findet (WALLHAUSSER, 1995). Die Tenazitat
der Mikroorganismen im Boden wird von verschiedenen Faktoren beeinflusst.

Der obere Bodenhorizont, in dem das Pflanzenmaterial abgebaut wird, ist reich an Humus.
Die Huminsauren beglinstigen die Virusaggregation was einen protektiven Effekt erzeugen
und damit Viren gegentiber Umwelteinflissen stabilisieren kann (BITTON et al., 1984). Eine
zunehmende Belastung mit organischen Verbindungen, z.B. Uber Klarschlammverwertung,
kann die Desorption bereits adsorbierter Viren bewirken und so die Virusmigration in das
Bodenwasser ermdglichen. Proteinhaltige Pflanzenextrakte konnen Viren vollstdndig mit
einer Kolloidschicht umgeben und sie vor Umwelteinflissen schitzen (KONOWALCHUK et
al.,, 1974). Da diese Pflanzenextrakte bei einem pH-Wert von 4,5 unléslich werden und
ausflocken und erst bei einem pH-Wert von 7,5 wieder in Losung gehen, ist ein protektiver
Effekt der umhdullten Viren im sauren Milieu denkbar (WALTER et al., 2000).

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).

Die Bodenfeuchtigkeit beginstigt die Quellung der organischen und anorganischen
Bodenbestandteile, verbessert damit die Virusadsorption durch VergroRerung der aktiven
Oberflachen und wirkt auf diese Weise protektiv gegeniiber einer Thermoinaktivierung. Bei
gleicher Bodenfeuchtigkeit ist die Virusinaktivierung im feintextuierten tonigen Lehm geringer
als im groberen sandigen Lehm. Diese Tatsache wird auf einen protektiven Effekt der
gréReren Wasserbindungskapazitat des Tones im Vergleich zum Sand zurtickgefuihrt. Je
hoher der Wassergehalt wird, umso langer ist die Viruspersistenz (BLANC und NASER,
1996 in: DURKOP, 2000 in: WALTER, 2000). Andere Autoren (PESARO et al., 1995) weisen
darauf hin, dass virale Inaktivierung schneller im Flissigmist als in Festmist verlauft.

Im Erdboden bleiben Salmonellen bei 8 T 1-4 Monate vermehrungsfahig, kénnen aber
selbst angetrocknet an Gegenstanden jeder Art langere Zeit Uberleben und sich bei
genugender Feuchtigkeit, Nahrstoffgehalt (Eiweil3) und geeigneten Temperaturen vermehren
(DEDIE et al., 1993).

Salmonellen lGberlebten im gefrorenen, feuchten Boden 2 Jahre (PIOCH et al., 1989).
Manche Mikroorganismen sind im trockenen Boden durch Hitze schwerer zu inaktivieren als

in einem feuchten Boden. Sclerotia sclerotiorum wird in trockenem Zustand bei einer



Temperatur von z.B. 80 T inaktiviert. In einem bef euchteten Boden gentigt eine Temperatur
von 60 T, um sie in der gleichen Zeit abzutdten (van LOENEN et al., 2002).

2.2.1.2 Tenazitat der Mikroorganismen abhangig von der Temperatur

Die Inaktivierungsrate von pathogenen Mikroorganismen steigt mit zunehmender Temperatur
(DUNHAM, 1977; MARTENS et al., 1999; WELLINGER et al.,1991).

Den Viren ist gemeinsam, dass sie zu den potenziellen Durchfallerregern gehdren und sehr
umweltresistent sind. Dies hangt von verschiedenen Faktoren, wie z. B. der Temperatur, der
Lichteinstrahlung und dem Vorhandensein mikrobieller Enzyme ab (WALTER, 2000).

Nach BRAUNIGER et al. (2000) ist das Bovine Parvovirus sehr resistent gegeniiber
trockener Hitze bei 100 <. Bei Versuchen zur Tempe raturstabilitdt von bovinem Parvovirus
gegeniber feuchter Warme im Temperaturbereich von 75 C bis 90 € 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
et al., 1994).

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

Nach KOHLER (1993) ist der Nachweis von Bovinem Parvovirus (Stamm Haden) in
verschiedenen Bdden bei Lagerungstemperaturen von 4 < Uber einen einheitlich langen
Zeitraum, bis zur 44. Woche moglich, bei einer Temperatur von 20 € kann das Virus bis 28
Wochen Uberleben.

Die Viruspersistenz ist von der Bodenart abhangig (YEAGER, et al., 1979). Tonhaltige
Bbdden haben eine protektive Wirkung.

Parvoviren besitzen eine groRe Stabilitdt gegeniiber Chloroform- und Atherbehandlungen
sowie Hitze (56 T) und Saure (pH 3-9) (ABINATI et al., 1961).

Nach ROBERTS und HART (2000) liegt die Inaktivierung des Bovinen Parvovirus bei
konzentriertem Faktor VIII (Plasma) in trockener Hitze bei 80 C bei 72 Stunden. Die Autoren
meinen, dass eine Resistenz des Bovinen Parvovirus vom Virustyp und vom Medium
abhangig ist. SPILLMANN et al. (1987) haben bei der Pasteurisierung von tierischen Abfallen
eine Inaktivierung des Bovinen Parvovirus bei 70 € in 30 min um 0,72 Zehnerpotenzen
(0,72 log 1) erzielt.

Fur den Temperaturbereich, in dem sich Salmonellen vermehren kdnnen, werden meist 43
T-47 T als obere und 5 T als untere Grenze genan nt (DEDIE et al., 1993).

Die Hitzeempfindlichkeit von Salmonellen ist abhangig vom Serovar und Substrat.

Salmonellen sterben in der Regel bei 60 € innerhal b weniger Minuten, bei 70 T innerhalb



weniger Sekunden ab; in anderen Substraten sind hohere Temperaturen bzw. langere
Einwirkungszeiten notwendig (PIETSCH, 1981 in: DEDIE et al., 1993). Nach SCHOMBURG
und MULLER (1987) ist eine Tenazitait der Salmonellen von Medium und
Umweltbedingungen abhéangig.

SOLDIERER (1991) konnte deutliche Unterschiede in der Hitzeresistenz zwischen
verschiedenen Flussigmistproben erarbeiten. Wahrend der Nachweis von Salmonellen in
Schweinegille bereits nach 20 min bei 60 €T nicht m ehr gelang, konnten Enterokokken aus
anderen Proben (Rinder- oder Schweinegulle) noch nach 150 min bei 60 T nachgewiesen
werden. Die Enterokokken haben sich als warmeresistenter erwiesen.

Es ergab sich einen D-Wert von 1,7 Stunden fir Salmonellen bei einem
Inaktivierungsversuch im Wasserbad bei einer Temperatur von 50 <. Bei 55 T errechnete
sich nach einem Wasserbadversuch fiir Salmonella Senftenberg ein D-Wert von
0,42 Stunden (HOFERER, 2001).

Fur Enterococcus faecalis liel3 sich bei einer Temperatur von 50 T im Wasser bad ein D-
Wert von 3,42 Stunden errechnen. Der entsprechende Inaktivierungsverlauf von
Enterococcus faecalis fiir den Wasserbadversuch bei 55 T ergab einen D-W ert von 2,42
Stunden (HOFERER, 2001).

HOFERER (2001) errechnete einen D-Wert im Wasserbadversuch von 1,57 Stunden fur
Escherichia coli (EHEC) bei einer Temperatur von 50 . Bei 55 € | ag der D-Wert fur EHEC
bei 0,39 Stunden.

2.2.1.3 Tenazitat der Mikroorganismen abhangig von chemischen Einfliissen

Untersuchungen von LANG (1987; zit. in: SCHIRM, 2005) belegen, dass beim Einsatz von
Ca(OH), eine Inaktivierungszeit von drei Stunden angesetzt werden muss, um E. coli bei
einem pH-Wert von 12,6 ausreichend reduzieren zu kénnen.

Bei der Verwendung von 0,3 kg CaO/kg TS kann S. Senftenberg und E. coli innerhalb von
einer Stunde und Enterokokken nach 3-5 Stunden unabhéngig vom eingesetzten Substrat
um 5 Zehnerpotenzen reduziert werden (SCHIRM, 2005).

Das Bovine Parvovirus kann bei Freisetzung von Ammoniak in kilrzeren Zeitspannen
inaktiviert werden. Im Praxisbetrieb wurde beim Einsatz von 0,9 kg CaO/kg TS im
Garrickstand 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 Bovinen Parvovirus ausgegangen werden kann
SCHIRM (2005).
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der Proteine

In der Literatur wird fir Salmonellen und andere Bakterien das Phanomen der Erlangung
einer erhohten Hitzeresistenz durch Adaptation beschrieben (KATSUI et al., 1982).

Die Anzichtung von Mikroorganismen oberhalb ihres Temperaturvermehrungsoptimums soll
zu einer erworbenen Thermoresistenz fihren kénnen (NEIDHARDT et al., 1987; YAMAMORI
et al., 1982, zit. in KNOP, 1997).

MACKEY et al. (1986) beobachteten, dass sich die Inaktivierungszeit von S. Typhimurium
bei 55 € bzw. 59 T nach 30 minutiger Vorerwarmung bei 48 € 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 et al., 1986).
Nach LEMAUX et al. (1978) werden solche Proteine gebildet, wenn Bakterienzellen
innerhalb ihres Vermehrungsbereichs von niedrigeren auf héhere Temperaturen erwarmt
werden. Fur E. coli ist eine vorlibergehende Expression solcher Hitzeproteine belegt
(YAMAMORI et al.,1982).

Die Mikroorganismen kénnen auch mittels chemischen Methoden, z.B. Alkalisierung durch

Kalkung, mit CaO (Branntkalk) oder Ca(OH), (L6schkalk) in ihrer Konzentration reduziert

werden.
2.3 Gesetzliche Grundlagen
2.3.1 Tierseuchengesetz (TierSG)

Dieses Gesetz regelt die Bekadmpfung von Seuchen, die bei Haustieren oder
SuRwasserfischen oder bei anderen Tieren auftreten und auf Haustiere oder
SuRwasserfische Ubertragen werden kénnen (ANONYM, 2004).

2.3.2 Bundes-Bodenschutzgesetz ( BBodSchG)

Dieses Gesetz soll nachhaltig die Funktionen des Bodens sichern oder wiederherstellen.
Hierzu sind schadliche Bodenveranderungen abzuwehren, den 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 méglich vermieden werden (ANONYM, 1998).



2.3.3 Pflanzenschutzgesetz (PfISchG)

Zweck dieses Gesetzes ist, Pflanzen, insbesondere Kulturpflanzen, vor Schadorganismen
und nichtparasitaren Beeintrdchtigungen zu schutzen. Im Sinne dieses Gesetzes sind
Schadorganismen: Tiere, Pflanzen und Mikroorganismen in allen Entwicklungsstadien, die
erhebliche Schaden an Pflanzen oder Pflanzenerzeugnissen verursachen kdnnen
(ANONYM, 1998).

2.4 Charakterisierung der in den Untersuchungen erfassten Bakterien
(Priforganismen)

2.4.1 Escherichia coli

Die Bakterien Escherichia coli aus der Familie der Enterobacteriaceae gehéren zu den am
besten untersuchten Mikroorganismen Uberhaupt. Sie sind Bestandteil der normalen
Darmflora gesunder Menschen und Tieren (BURKHARDT, 1992).

E. coli sind gramnegative, fakultativ anaerobe Stabchen, die zwischen 2,0 und 6,0 um lang
und 1,1-1,5 um breit sind. Die Mehrzahl der Stamme ist beweglich. Ein Teil der Stamme
bilden Hamolysine. Die Abgrenzung von den anderen Enterobacteriaceae erfolgt vorwiegend
anhand biochemischer Reaktionen, wie Laktosespaltung (ROLLE und MAYR, 2002).
Colistamme, die sich durch spezielle Virulenzfaktoren auszeichnen, treten als Erreger von
Durchfallerkrankungen, Infektionen anderer Organe wie Nieren und Harnwege und auch
Allgemeininfektionen in Erscheinung (SELBITZ und BISPING, 1995).

In pathogenetischer Hinsicht werden heute 4 grol3e Gruppen enteropathogener Colibakterien
unterschieden: die mit wassrigen, choleradhnlichen Durchféllen einhergehenden,
enterotoxinbildenden E. coli (ETEC), die Shigellen ahnlichen enteroinvasiven E. coli (EIEC),
die bereits seit Jahrhunderten bekannten pathogenen E. coli bei Sduglingen (EPEC)) und die
Erreger der hamorrhagischen Colitis (EHEC) mit Hemolytic uremic syndrome (LEVINE,
1987). Letztere sind als Zoonosenerreger zu betrachten (DEDIE et al., 1993; SELBITZ und
BISPING, 1995), deren wichtigste Infektionsquelle in Rinderbestdnden zu suchen ist
(SELBITZ und BISPING, 1995).

Epidemiologisch gesehen koénnen E. coli-Stamme sowohl Enteropathien als auch
Septikdmien ausldsen. Eine Infektion kann lGber Vektoren, wie kontaminierte Nahrungsmittel
oder direkt von Mensch zu Mensch erfolgen. Bei Erwachsenen treten héaufiger
Harnwegsinfektionen auf. Meist handelt es sich um  Faktorenkrankheiten.
Enteroh&morrhagische E. coli (EHEC) aus nicht hitzebehandelter Vorzugsmilch, die durch
tierische Fékalien kontaminiert wurde, sind nach BEUTIN et al. (1995,1996) eine Ursache fir

schwere Nierenerkrankungen bei Kindern.
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2.4.2 Enterokokken

Der Enterokokkengruppe im Darm von Menschen und Tieren wurde innerhalb der Gattung
Streptococcus lange eine gewisse Sonderstellung eingeraumt, bis sie als eigene Gattung
abgetrennt wurde (ROLLE und MAYR, 2002).

Enterokokken konnen in fermentierten Lebensmitteln wie Wirsten, Oliven und Gemise
vorkommen, aber auch in Milchprodukten, wo sie z.B. fur den Geschmack von Kése direkt
verantwortlich sind. Jedoch sind einige Enterokokken-Arten pathogen und kdnnen eine
Lebensmittelvergiftung hervorrufen (FOLIQUIE MORENO et al., 2006).

Die hauptsachlich bei Gefligel auftretenden Spezies von Enterokokken sind Ec. faecalis
(Syn. Sc. glycerinaceus), Ec. faecium (Syn. Sc. durans), Ec. avium und Ec. gallinarum
(HEIDER, MONREAL, MESZAROS, 1992).

Zur Gattung Enterokokken gehoren kugelférmige oder ovoide grampositive Bakterien mit
einem Durchmesser bis zu 2 um. Sie treten einzeln, in Paaren oder als kurze Ketten auf. Flr
die Abgrenzung der Enterokokken sind Wachstums- und Toleranzkriterien (Sherman-
Kriterien) wesentlich. Sie beinhalten die Vermehrung in einem Bereich von 25-45 C, bei
einem pH-Wert von 9,6 in Anwesenheit von 6,5 % NaCl und 40 % Galle. Die meisten
Enterokokken besitzen das Gruppenantigen D, einige sind beweglich (ROLLE und MAYR,
2002). Enterokokken zeichnen sich durch eine hohe Resistenz gegeniiber mesophilen
Temperaturen, Schwankungen von Temperatur, Salzkonzentrationen und hohen pH-Werten
aus (PODBIELSKI et al.,, 2002). Im Gegensatz zu anderen Enterokokken 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 Klarschlammbehandlungsverfahren haben sie sich als sehr
resistent erwiesen. Die Untersuchungen von LAMBERT (2003) belegen, dass eine
thermische Inaktivierung von Streptococcus faecalis im Wasser bei 60 T liegt. Sie sind nach
SLANETZ (1964) im Abwasser und Klarschlamm immer vorhanden, dirfen jedoch in reinem
Trinkwasser, auf nicht gediingtem Boden und an Standorten ohne menschlichen und
tierischen Kontakt nicht anzutreffen sein. Sie Uberleben auf3erhalb des Korpers, ohne sich zu
vermehren. Sie sind im Allgemeinen gegeniber toxischen und chemischen
Verunreinigungen resistenter als koliforme Bakterien. Wegen ihrer hohen Resistenz
gegeniiber 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 hoherer Konzentration als
pathogene Organismen vergleichbarer Tenazitat vorkommen, kann bei einer Elimination von
Enterokokken erst recht von der Elimination dieser pathogenen Organismen ausgegangen

werden. FRANZ et al. (1999) weisen diesen Bakterien die Indikatoreigenschaften zu.
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Die haufigsten durch Enterokokken verursachten Krankheitsbilder sind: Mastitiden,
Pneumonien, Urogenitalinfektionen, Endokarditiden und Septikamien (ROLLE und MAYR,
2002). Beim Geflugel treten Dottersackinfektionen, Septik&dmien, Lebergranulomatose und
Endokarditis auf. Unter anderem kann es durch Ec. faecalis zum Malabsorptionsyndrom von
Kiicken kommen (HEIDER, G., MONREAL, G., MESZAROS, J., 1992). Beim Menschen sind
Enterokokken, vor allem E. faecalis, fur 5-20 % der berichteten Félle von bakterieller
Endokarditis verantwortlich (HARDIE und WHILEY 1997).

2.4.3 Salmonellen

Nach der Huhner-Salmonellen-VO ist der Nachweis von S. Enteritidis und S. Typhimurium in
Huhnerzuchtbetrieben und Britereiern mitteilungspflichtig. Salmonellenbefunde bei Rindern
sind nach der Rindersalmonellose-VO anzeigepflichtig (ANONYM, 2004).

Das Bundesinstitut fir Risikobewertung (ANONYM, 2007) berichtet, dass der prozentuale
Anteil 9,1 % fur Salmonella Typhimurium betrug und 7,6 % fiir Salmonella Eneritidis an allen
positiven Herden (Masth&hnchen) im Herbst 2005 bis Herbst 2006. Insgesamt sind die
deutschen Masthdhnchenbestande erheblich mit Salmonellen belastet. Die ermittelte Rate
von 17,5 % der betroffenen Bestande beinhaltet S. Typhimurium und Salmonella Enteritis als
die am haufigst auftretenden Serovare.

Salmonellen zahlen weltweit zu den bedeutsamsten bakteriellen Infektionserregern bei
Menschen und Tieren. Die weltweite seuchenhygienische Bedeutung der Salmonellosen
liegt in der Eigenschaft der Ubertragbarkeit zwischen Mensch und Tier. Salmonellen gehoren
zu der Familie Enterobacteriaceae. Die Gattung Salmonella wird durch die zwei Arten
Salmonella enterica reprasentiert. Salmonellen sind 2-3 um lange, plumpe, gramnegative,
sporenlose, peritrich begeil3elte, mit Ausnahme von S. Pullorum und S. Gallinarum),
bewegliche Stabchen (D’AOUST, 1997; MILLER und PEGUES, 2000; ROLLE und MAYR,
2002). Salmonellen sind morphologisch von anderen Darmbakterien wie E. coli nicht zu
unterscheiden. Sie vermehren sich fakultativ anaerob. Auf dem Agar bilden sie 2-4 mm breite
runde, glanzende Kolonien (STELLMACHER und SCHOLL, 1987; LE MINOR, 1992;). Wenn
eine subletale Schadigung der Bakterien erwartet wird, sind die in einem gepufferten
Peptonwasser vorangereichert, leicht geschéadigten Salmonellen wieder zu reaktivieren
(ROLLE und MAYR, 2002). Bei Temperaturen zwischen +7 und +47 T kénnen sich
Salmonellen bei ausreichendem Nahrstoffangebot (60 mg Protein pro L) vermehren (BOHM,
1993). Zu ihrer Isolierung aus Untersuchungsmaterial muss die Begleitflora durch
Selektivnahrmedien unterdrickt werden (VASSILIADIS, 1983; ULLMANN, 1994).

Die Gattung Salmonella wurde in zwei Spezies untergliedert: Salmonella enterica, mit

Subspezies Enterica mit Serovaren u. a.: Salmonella Choleraesuis, Salmonella Enteritidis,
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Salmonella Paratyphi, Salmonella Typhi und Salmonella Typhimurium, die bei warmblitigen
Wirbeltieren Krankheiten hervorruft und Salmonella enterica, deren Stamme der Subspezies
Salomae, Arizonae, Diarizonae, Hautenae und Indica zusammen mit Stdmmen von
Salmonella bongori vor allem bei poikilothermen und kaltblitigen Wirbeltieren vorkommen
(LE MINOR und POPOFF, 1987; BOCKEMUHL, 1992; POPOFF et al., 1992; BAUMGART,
1999; BRENNER et al., 2000; TINDALL et al., 2005).

Die Salmonellen sind als etwa 2500 Serovare im Kaufmann-White Schema
zusammengefasst, das die Bakterien aufgrund ihrer Antigene unterscheidet (POPOFF, et al.,
2000). Nur die Stamme Subspezies Salmonella enterica (friher Subgenus 1) dirfen mit
GroRRbuchstaben und nicht kursiv genannt werden z.B. Salmonella Typhimurium statt
Salmonella enterica subsp. enterica Serovar Typhimurium (LE MINOR und POPOFF., 1987).
Kaufmann baute auf den Arbeiten Whites auf und schuf 1934 mit der ersten Antigentabelle
die Grundlage fur das heute noch gebrauchliche Kauffmann-White-Schema (SELBITZ et al.,
1995) Entsprechend den Eigenschaften der diagnostisch wichtigen Antigene erfolgt die
Serotypisierung auf der Basis des Kauffmann-White-Schemas, in dem heute 2449 Serovare
definiert sind (ROLLE und MAYR, 2002), von denen Uber 70 % der Spezies Salmonella
enterica angehoren (LE MINOR und POPOFF, 1987).

Die Pathogenitéat der Salmonellen beruht auf der Bildung von Enterotoxinen (Exotoxin), von
denen das letztere seinen Wirkungsort im Darm hat und entweder nach oraler Aufnahme
dorthin gelangt oder da selbst nach massiver Keimvermehrung produziert wird. Salmonellen
bilden ferner den sog. vaskularen Permeabilitdtsfaktor (PF) aus. Die starkste PF-Aktivitat
wurde bei S. Typhimurium festgestellt. Zwischen den einzelnen Salmonellen-Serotypen
bestehen erhebliche Pathogenitatsunterschiede. Klinisch manifeste Erkrankungen mit
Todesfolge lassen sich nur bei Kiiken der verschiedenen Gefliigelarten bis zum Alter von 2
Wochen auslésen. Sie werden vor allem durch S. Typhimurium, bei Enten auch durch S.
Enteritidis verursacht, wahrend die Infektionen bei den anderen Salmonellen-Serotypen
meist latent verlaufen (HEIDER, G., MONREAL, G., MESZAROS, J., 1992).

Die Verbreitung von Salmonellen in der AuRenwelt findet haufig durch Kot von Kleintieren
und Vdégeln statt. Die Gefahrdung des Menschen besteht nach ROLLE und MAYR (2002)
weniger in der direkten Ansteckung durch das Tier, sondern eher in der Kontamination von
Nahrungsmitteln und der anschlieBenden Vermehrung von Salmonellen bei mangelnder
Kichenhygiene. Ein interessantes Beispiel dazu ist die von HARMSEN (1954) untersuchte
Typhusepidemie in Stuttgart und Wien, die ihren Ursprung in der Diingung von Gemuse mit
Abwaéssern hatte.

Im Vordergrund des Infektionsgeschehens stehen immer die latenten Infektionen mit
anschlielender, monatelanger unregelmaliiger Erregerausscheidung als standige

Kontaminationsquelle. Obwohl die wirtschaftliche Bedeutung im Allgemeinen nicht so grof
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ist, wie es bei dem Durchseuchungsgrad mancher Tierbestande und der Verbreitung der
Erreger in Futtermittel anzunehmen ware, kdnnen Salmonellen bei mangelnden
Hygienemanagement im Einzelfall zu erheblichen wirtschaftlichen Verlusten fur den
Tierhalter fuhren. Unter anderem deshalb, weil die Rindersalmonellose bei amtlicher
Feststellung als anzeigepflichtige Tierseuche behdrdlicherseits bekdmpft werden muss. Die
Bekampfung der Enteritis-Salmonellosen des Menschen beruht auf der Senkung des
Infektionsdrucks in den Haustierbestanden und die Vermeidung der Kontamination in
Verbindung mit der Verhinderung der Vermehrung und Anreicherung der Salmonellen in
Lebensmitteln (ROLLE und MAYR, 2002).

2.5 Charakterisierung des in der Untersuchungen erfassten Virus
2.5.1 Bovines Parvovirus (BPV)

Die Familie der Parvoviridae ist in drei Genera untergliedert: Parvovirus, Dependovirus und
Densovirus. Alle Virusarten dieser Familie enthalten lineare, einstrangige DNS. Parvoviren
(parvus = klein) gehdren zu den kleinsten bekannten Viren (18 bis 26 nm). Sie sind
aulRerordentlich resistent gegen aul3ere Einflisse und Detergentien. Entweder haben sie ein
enges Wirtsspektrum und einen ausgepragten Tropismus fir die Infektion von sich teilenden
Zellen eines bestimmten Differenzierungsstadiums (Genus: Parvovirus), oder ihre
Vermehrungsfahigkeit ist von der Anwesenheit von Helferviren abhangig (LIEBERMANN,
1992).

MARTENS et al. (1999), HOFERER (2001) und DURHAM und JOHNSON (1985)
bezeichnen die Parvoviren als Viren mit sehr hoher Tenazitat. BPV sind sehr resistent gegen
trockene Hitze (100 C) und die Inaktivierung ist im groRen Umfang von Restfeuchte der
Lyophilisate abhangig. Wenn sich die Restfeuchte von 2 auf 1 % reduziert, verlangert sich
die Inaktivierungszeit der Exposition auf das 2,5-fache (BRAINIGER et al., 2000).

2.6 Physikalische Methoden der Bodendesinfektion

Hitze ist das weitaus zuverlassigste Mittel zur Inaktivierung bzw. Abtétung von
Mikroorganismen (STRAUCH und BOHM, 2002). Bei der Anwendung von Hitze zur
Bodenentseuchung bestimmen die Temperatur und ihre Einwirkungsdauer den Erfolg der
Verminderung unerwinschter Mikroorganismen im Boden. Abtétungstemperaturen sind ftr
einzelne Krankheitserreger zu ermitteln. Dabei schwanken die Angaben Uber 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
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gleiche Abt6tungsergebnis erzielt werden kann, wie bei hoher Temperatur und kurzer
Einwirkungsdauer. So verlieren Angaben tber Abtétungstemperaturen an Bedeutung, wenn
nichts tber die Einwirkungsdauer ausgesagt ist (HEGE et al., 1972; GUDEHUS, 2005).

In  der Literatur fehlen Daten bezilglich hoheren Absterbetemperaturen von
Bodenorganismen bei einer bestimmten Einwirkungsdauer. Eine enger abgegrenzte
Darstellung von Absterbetemperaturen einiger Bodenorganismen gibt BOLLEN (1969 in:
HEGE und ROSS, 1972) an, der eine Behandlungsdauer mit der jeweiligen Temperatur von
30 min zugrunde legt. Sporenbildende Bakterien sind gegenlber Hitze ausgesprochen
resistent und kénnen Temperaturen bis zu 100 T ertragen. Darunter ist besonders Bacillus
subtilis von Bedeutung, bei dem nachgewiesen werden konnte, dass er gute
Voraussetzungen fir die biologische Bekampfung von Rhizoctonia bietet. Phytopathogene
Bakterien, die eine Behandlung bei 70 T flir die Da uer von 30 min Uberleben, sind bisher
nicht bekannt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der grote Teil der Erreger von
Pflanzenkrankheiten bei 70 T abgetottet wird, vorau sgesetzt, dass die Behandlungsdauer
ausreichend ist. Das ist auch der Grund fir Bestrebungen, bei der Bodenentseuchung mit
Temperaturen unter 95 € auszukommen. Dann bliebe ein Teil der saprophytischen
Organismen am Leben und kdnnte den Pflanzen durch Antagonismen zu neu eindringenden
Krankheitserregern einen gewissen natirlichen 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 T (POLLMANN, 1995) und Tabakmosaikvirus bei tber
90 € (LORENZ, 2004).

2.6.1 Bodendampfung

Die Anwendung von Dampf fur die Sterilisation des Bodens ist die wirksamste Methode zur
Vernichtung von Schadlingen und Krankheiten, gleichgiltig, ob es sich dabei um tierische
oder Pilzschadlinge 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 tUber der Flissigkeit eine Dampfatmosphare, 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 mit dem Wasser in Verbindung bleibt, ist bei Erreichen des
Gleichgewichtszustandes  Sattdampf. Bei zunehmendem Druck  steigt die

Sattdampftemperatur. Enthélt ein Raum weniger Dampf als er bei gegebener Temperatur
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aufnehmen konnte, entsteht ungesattigter Dampf, der aber nur ungesattigt bleibt, wenn er
nicht mehr mit seiner Flussigkeit in Verbindung steht. HeilRdampf oder tberhitzter Dampf, wie
er bei der Bodendampfung verwendet wird, ist ungesattigter Dampf.

Wichtig ist, dass es sich dabei um ,feuchte* Hitze handelt. In trockenem Zustand kdnnen die
Keime oft weitaus hohere Temperaturen tberstehen als in feuchtem (GUDEHUS, 2005).

Der grofRte Teil der Pflanzenkrankheiten wird durch Pilzerreger verursacht (HEGE et al.

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

2.6.2 Bodenerhitzung mit Propangas

Die Bekdmpfung der bodenburtigen Erreger von Pflanzenkrankheiten und Schadlinge durch
Erhitzen des Bodens ist keine neue Erfindung. Schon Ende des 19. Jahrhunderts wurde in
den USA von dieser Malihahme zur Entseuchung von Kulturbéden berichtet. Es entwickelten
sich parallel zwei Verfahren, um dem Boden die entsprechende Warme zuzufiuhren: das
Abbrennen von Pflanzenriickstanden 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 Temperatur von 80 T 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, CO,- und CO-Aussto3, und eine

Gefahrdung der bodenbewohnenden Nutzlinge ist nicht auszuschlief3en.

2.6.3 Bodenerhitzung mit Sonnenenergie unter Anwendung von Solarfolien

Die ,Bodensolarisation” ist das Abdecken der Bodenflachen mit einer Kunstofffolie, wobei die
Temperatur der Bodenumgebung unter der Folie steigt und bis 60 T erreicht werden kann.
Die Bodensolarisation ist eine Bodenentwesungsmethode, die zuerst von KATAN (1976) flr
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 van
LOENEN, 2002). Diese relativ neue Desinfektionstechnik wurde als nicht chemische
Alternative zu Methylbromid betrachtet (UNEP, 2000). Erfahrungen der ,Solarisation des
Bodens zur mdglichen Inaktivierung von Fékalkeimen und Krankheitserregern tierischer

Herkunft liegen bisher in der Literatur nicht vor.
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Die Bekampfung von Unkrdutern und Nematoden durch Solarisation mittels farbloser
Polyethylenfolia (PE) wurde im Sommer 1990 im Freiland untersucht. Nach 32-tagiger
Solarisation nahm die Keimung der vorherrschenden Unkrduter ab. Die Wirkung war auf die
oberste Bodenschicht bis 5 cm Tiefe beschrankt. Gegen pflanzenparasitische Nematoden
betrug die Wirkung der Solarisation etwa 90%, gegen saprophytische Nematoden rund 60%,
aber nach 70 Tagen hatten sich die Nematodenpopulationen wieder weitgehend erholt. Nach
Bewdasserung wurde in 5 cm Tiefe eine hdhere Bodentemperatur erreicht (KUMAR et al.,
1993).

2.6.4 Bodenerhitzung mit Mikrowellen

Unter Mikrowellen wird eine elektromagnetische Strahlung verstanden, deren Wellenlange
im Zentimeter- und Millimeterbereich liegt.

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

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

Mikrowellen wurden auch zur Inaktivierung von Viren im Flissigmist benutzt (KUHLMANN,
1982).

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

Nach VELA et al. (1976), KOCH et al. (1982), HOESCHLE (1984) und BENZ (1986) wird ein
weiteres Anwendungsgebiet fir 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 tierpathogene
Erreger abgetttet werden. Bisher fehlen allerdings wissenschaftliche Veroffentlichungen zu
dieser Problematik.

LECHOWICH et al. (1969) kommen in ihren Untersuchungen zu dem Ergebnis, dass durch

Mikrowellen alleine keine Abtdétung von Streptococcus faecalis oder Saccharomyces
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cerevisiae in einer Suspension herbeigefihrt werden kann. Sie sei allein auf die Hitze

zuriickzufuhren, die durch die Mikrowellen in der Suspension erzeugt wird.

2.6.5 Bodenkalkung

Laut EuLA (ANONYM, 2008) wird Kalk in vielen nationalen Rechtsvorschriften oder
Richtlinien (Deutschland, Frankreich, Osterreich, Schweiz) als wirksames Desinfektionsmittel
aufgefuhrt und allgemein zur Vor-Ort-Desinfektion bei der Vieh- und Gefliigelhaltung
angewandt. Dies erfolgt sowohl routinenmafig, als Vorbeugemalinahme als auch zur
speziellen Desinfektion beim Ausbruch bestimmter Seuchen wie z.B. der Maul- und
Klauenseuche?2, der Aujeszkyschen Krankheit 3 oder der Afrikanischen Schweinepest (ASF)
4. Eine im Jahr 2007 vom Institut Pasteur de Lille durchgefiihrte wissenschaftliche
Untersuchung hat gezeigt, dass der H5N1-Virus (Vogelgrippe-Erreger) durch Kalk wirksam
und schnell (innerhalb von 5 Minuten bei 40 <) in vitro inaktiviert wird. Diese Inaktivierung
wird aufgrund der durch Kalk verursachten pH-Wert-Erh6hung hervorgerufen und erfolgt
schneller als die Inaktivierung des die Afrikanische Schweinepest verursachenden Virus bei
der Kalkanwendung unter &hnlichen Bedingungen. In der Vergangenheit wurde Kalk
erfolgreich zur Bekéampfung der Vogelgrippe eingesetzt, so z.B. in Japan (2004), in der
Tarkei (2006) und in Deutschland (2007).

Der Kalk wird zur Pravention und Bekampfung der Vogelgrippe (Aviare Influensa) verwendet.
Zur Desinfektion des Bodens auferhalb von Geflugelstallen wird empfohlen 500 g
ungeldschtem, kérnigen Kalk pro m? Boden. Danach wird der Boden mit Wasser benetzt
(BEGOS, 2008 in: ANONYM (EuLA), 2008). Zur Desinfektion des Lehmbodens im Stahl wird
es 500 g ungeldschten Kalk pro m? feuchten Boden aufgestreut (VALANCONY, 2000 in:
ANONYM (EuLA), 2008).

Kalk wird weltweit zur Desinfektion des Bodens verwendet. Fur die Umwelt ist Kalk
unbedenklich und gilt dementsprechend auch als Umweltfreundliches Desinfektionsmittel. Er
ist als Dlngemittel zugelassen. Kalk ist auRerdem zur Desinfektion von Flissigmist als auch
zur Herstellung bakterizider Kalkanstriche verwendbar. Calciumhydroxid entsteht durch
Zugabe von gebranntem Kalk (CaO) zu Wasser.

Die Wirkungsweise der Alkalien, zu welchen Kalk gehort, beruht vor allen auf dem hohen pH-
Wert, durch den die Zellwand der Bakterien zerstort wird (STRAUCH und BOHM, 2002).
Branntkalk (CaO) erhéht die Temperatur, den pH-Wert und den Inhalt des freien Ammoniaks
(NH3) in dem Biosolid. Calciumhydroxid wird als Pulver oder Granulat zur Hygienisierung von
Festmist oder ahnlichen Substraten verwendet. Die chemischen Reaktionen entstehen,
wenn Branntkalk (CaO) mit Wasser reagiert (ABU-ORF et al., 2004):

CaO + H,0 ~ Ca(OH),+ 65,2 kJ
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Ca(OH), - Ca"™+ 20H
NH; + OH « NH3 + H,O

In einer Langzeitreaktion findet dann die Carbonatisierung des noch vorliegenden freien
Kalkhydrates mit dem Kohlendioxid aus der Luft statt (PESCHEN, 1985):

CaO + H,0O - Ca(OH),+ Energie (1177 kJ / kg CaO)
Ca(OH),+ CO;, ~ CaCO3 + H,O

Branntkalk (CaO) ist das am haufigsten verwendete Flachendesinfektionsmittel in der
Teichwirtschaft, insbesondere zur Desinfektion von Erdteichen. Er ist auf die Flache
bezogen, billig und relativ umweltvertraglich. In Forellenteichen wird er nach der Reinigung
der Teiches auf den noch feuchten Boden ausgebracht. Nur in Verbindung mit Wasser, beim
sog. Loschen, entsteht die desinfizierende Kalklauge (STRAUCH und BOHM, 2002).

In der Literatur findet man zahlreiche Berichte Uber die Desinfektion von Abwassern oder
Bioabfall mit Kalk. Im Fall eines Seuchenausbruchs wurde Kalk zur Desinfektion von
Teichbéden angewandt. STRAUCH und BOHM (2002) empfehlen nach einem
Seuchenausbruch zunéchst den feuchten Teichboden mit 1 kg/m? zu bestreuen, dann den
Teich mdglichst hoch anzustauen und so lange Branntkalk zuzugeben, bis der pH-Wert tber
12 erreicht wird.

Kalk ist weltweit zur Desinfekton der Auslaufe fiir Gefligelhaltung erfolgreich angewandt
worden (PILOTTO et al. 2007).

Agyptische Tierarzte berichten (ber die Verwendung von Kalk zur Desinfektion von
Geflugelauslaufen in der Sahara. Das aus der Luft abgeschiedene Kondenswasser spendet
in dieser Gegend die fir die chemischen Reaktionen nétige Feuchte (ANONYM, 2006).

3 Eigene Untersuchungen
3.1 Material und Methoden

Nachfolgend werden zunéchst die angewendeten bakteriologischen und virologischen
Untersuchungstechniken und Grundmethoden zusammenfassend dargestellt. Anschliel3end
werden die durchgefiihrten Laborversuche und halbtechnischen Versuche, die fur die
Praxisversuche nitzlichen grundlegenden Erkenntnisse liefern sollten, beschrieben, gefolgt

von der Darstellung der Feldversuche unter Praxisbedingungen.
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3.1.1 Bakteriologische Methoden
3.1.1.1 Ermittlung der Gesamtbakterienzahl (GBZ) bei 37 C

Fur die Bestimmung der Gesamtbakterienzahl wurden folgende Geréate und Materialien

bendtigt:

elektronische Waage

Schottflaschen

Flaschenschuttler

Reagenzglaser

Reagenzenglasschiittler

0,9 %-ige NaCl-Lésung®

0,1 n Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat-Lésung?
Standard-I-Agar®

Drahtspatel

Brutraum, 37 €

Gasbrenner

Zur Vorverdinnung wurden 20 g Boden (Eigenschaften des Bodens im Kapitel 3.1.6.4) in
180 ml einer 0,9 %-igen NaCl-Losung (bei den Kalkversuchen wurde NaCl mit 0,1 n
NaH,PO, gepuffert) eingewogen und ca. 20 h bei 5 T auf den Schittler gebracht. Nach
ausreichender Durchmischung wurde je 1 ml der Probe in geometrischer Reihe jeweils 9 ml
NaCl-Losung pipettiert. Anschlieend wurde jeweils 0,1 ml jeder Verdiinnungsstufe auf zwei
parallele Standard-lI-Agarplatten pipettiert und mit einem ausgeglihten Drahtspatel bzw.
Drigalski-Spatel gleichmafig verteilt. Der Ansatz wurde bei 37 € 24 h lang bebritet
(Koch'sches Oberflachenverfahren). Ausgezahlt wurden nur die Platten, mit 50-250
(mindestens 30-40) Kolonien. Aus beiden parallelen Ansatzen wurde der arithmetische

Mittelwert bezogen auf 1 ml der Probe erechnet .

1 Merck, D-64271 Darmstadt, Art. Nr. 1.06400.9025
2 Merck, D-64271 Darmstadt, Art. Nr. 106346 1000
3Merck, D-64271 Darmstadt, Art. Nr. 1.07881.5000
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3.1.1.2 Nachweis von Escherichia coli

In den Tenazitatsversuchen wurde stets E. coli (63/K12, DSM Nr.: 498) angewandt.

Die Proben wurden wie unter Pkt. 3.1.1.1 beschrieben aufbereitet (20 g) und vorverdinnt.
Handelte es sich um Keimtrager wurden diese in 9 ml einer 0,9 %-igen Natriumchloridldsung
verbracht und ca. 20 h bei 5 T mit 150 rpm geschittelt. Zum qualitativen Nachweis von

E. coli wurden abweichend davon folgende Materialien eingesetzt:

MUG-Laurylsulfat-Bouillon®
0,5 n NaOH®

Kovac's Reagenz®

Der Nachweis von E. coli bzw. von féakalkoliformen Bakterien erfolgte quantitativ mit Hilfe des
"Most-Probable-Number” (MPN)-Verfahrens. Dazu wurde eine Verdinnungsreihe (1 ml der
Vorverdinnung in 9 ml 0,9 %-ige NaCl-Losung in geometrischer Reihe) angesetzt.
AnschlieBend erfolgte zur Anreicherung aus jeder Verdiinnungsstufe die Uberimpfung von je
1 ml in drei parallele R6hrchen MUG-Laurylsulfat-Bouillon. Diese wurden 48 h lang bei 37 C
inkubiert. Die Spaltung von MUG, erkennbar an einer hellblauen Fluoreszenz unter
langwelligem UV-Licht mit einer Wellenlange von 366 nm, wurde unmittelbar nach der
Inkubationszeit gepruft.

Zur Fluoreszenzablesung wurden alle positiven "Gasbildner-R6hrchen” mit 0,5 % 1 n NaOH
realkalisiert (dies ist notwendig, da einige Stamme von E. coli aufgrund starkerer
Saurebildung die Fluoreszenzintensitat mindern). Zum Indolnachweis wurden die MUG-
positiven Ansatze mit 0,5 ml Kovac's Reagenz Uberschichtet. Nur Roéhrchen die eine
Rotfarbung aufgrund der Indolbildung aufwiesen, wurden als E. coli positiv gewertet. Die

Auswertung erfolgte anhand der korrigierten MPN-Tabelle nach DE Man (1977).

4Merck, D-64271 Darmstadt, Art. Nr. 12588
® Merck, D-64271 Darmstadt, Art. Nr. 1.06498
® Merck, D-64271 Darmstadt, Art. Nr. 9293
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3.1.1.3 Nachweis von Enterococcus faecalis

In den Tenazitdtsuntersuchungen wurde stets Enterococcus faecalis (DSM Nr.: 2570)
angewandt. Die Bodenaufbereitung (20 g) und Vorverdinnung erfolgte wie unter 3.1.1.1
beschrieben.

Zum quantitativen Nachweis von Enterococcus faecalis wurden abweichend davon folgende

Medien eingesetzt:

- Azid-Dextrose (AD)-Bouillon’
- Kanamycin-Askulin (KAA)-Agar®

Der Nachweis der Enterokokken erfolgte quantitativ mit Hilfe des ,Most-Propable-Number*
(MPN)-Verfahrens. Dazu wurde entsprechend wie beim quantitativen Nachweis von E. coli
beschrieben (Pkt. 3.1.1.2) eine Verdlinnungsreihe (1 ml der Vorverdinnung in 9 ml 0,9 %-
ige-NaCl-Lésung in geometrischer Reihe bis zur Verdiinnungsstufe 10° bzw. 10) angesetzt.
Die Anreicherung der Enterokokken erfolgte dann aus jeder Stufe der Verdinnungsreihe
durch die Uberimpfung von jeweils 1 ml jeder Verdiinnungsstufe parallel in drei Réhrchen
Azid-Glukose (AD)-Bouillon & 9 ml und Inkubation bei einer Temperatur von 37 < fur 48 h.
Das Natriumazid unterdrickt die Vermehrung von gramnegativen Bakterien. Es kommt
somit zur mehr oder weniger selektiven Vermehrung der grampositiven Enterokokken, was
durch eine Trubung der sonst klaren, gelblichen Bouillon deutlich wird.

Aus jeder hergestellten Verdinnungsstufe (3 Parallelen) der bebriiteten AD-Bouillon wurde
eine Ose auf Kanamycin-Asculin-Azid (KAA)-Agar ausgestrichen. Die Agarplatten wurden
auf den Rickseiten so markiert, dass auf jeder Platte drei Felder zu erkennen waren. Beim
Ausstreichen wurden dann jeweils die drei parallelen Ansétze einer Verdiinnungsstufe auf je
eines der drei Felder der gleichen Platte ausgestrichen und 48-72 h bei 37 T inkubiert.
Stichprobenweise wurde von den gewachsenen Kolonien Reinkulturen angezichtet und es
erfolgte die Agglutination mit Phadebact Strep D° Test 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
DE Man (1977).

"Merck, D-64271 Darmstadt, Art. Nr. 1.01590.0500
8 Merck, D-64271 Darmstadt, Art. Nr. 1.05222.0500
®Innogenetics GmbH, Art. Nr. 5586-12
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3.1.1.4 Nachweis von Salmonella Typhimurium

In den Tenazitatsversuchen wurde stets Salmonella Typhimurium, Stamm ,Zoosal oral*
verwendet. Der Nachweis des Prifkeims Salmonella Typhimurium erfolgte je nach
Versuchsanstellung quantitativ und/oder qualitativ. Fir den qualitativen Nachweis von

Salmonellen aus 50 g Probe wurden folgende Geréate und Materialien bendtigt:

Schottflaschen (500 ml)

gepuffertes Peptonwasser™
Rappaport-Vassiliadis-Selektivbouillon*

Brutraum (37 € und 43 C)
Brilliantgriin-Phenolrot-Laktose-Saccharose-Agar*?
Xylose-Lysin-Desoxycholat-Agar*®

Drahtdse

Objekttrager-Agglutinations-Kit**

Zur Voranreicherung wurden 50 g Boden in 450 ml mit 0,1 n NaH,PO, gepuffertem
Peptonwasser eingewogen und dber Nacht bei 37 T geschittelt. 0,1 ml dieser
Voranreicherung wurden anschlieBend in 10 ml Rappaport-Vassiliadis-Selektivbouillon
Uberfihrt, 22 h bei 37 T und 43 < inkubiert. Am n achsten Tag erfolgte das Ausstreichen
der Rappaport-Vassiliadis-Selektivbouillon auf Brilliantgriin-Phenolrot-Laktose-Saccharose-
Agar (BPLS-Agar) und Xylose-Lysin-Desoxycholat-Agar (XLD-Agar) und anschliel3end
wurde bei 37 T uber 24 h inkubiert. Auf dem BPLS-Agar wurden die blassrosafarbenen und
durchscheinenden Kolonien als positiv gewertet. Auf XLD-Agar gelten die schwarzlich
erscheinenden Kolonien als ,verdachtig” fuir Salmonellen. Diese verdachtigen
Bakterienkolonien wurden auf Standard I-Agar mittels eines Drei-Osen-Ausstrichs vereinzelt

und anschlielRend erneut bei 37 T 24 h lang bebrite t. Zur Bestatigung der Anwesenheit von

12 Oxoid, GB-Hampshire, Art. Nr. CM 509

1 Becton Dickinson Deutschland GmbH, D-69006 Heidelberg, Art. Nr. 1858-17

2Becton Dickinson Deutschland GmbH, D-69006 Heidelberg, Art. Nr. 1880-17

13 Becton Dickinson Deutschland GmbH, D-69006 Heidelberg, Art. Nr. 0788-17

4 DADE Behring Vertriebs GmbH+Co, D-65835 Liederbach, D-Berlin, Antisalmonella O19;
BECTON DICKINSON Art. Nr.ORMT 191 C30 (Polivalent 1). Art. Nr.ORMT 191 C30
(Polivalent II), D-69006
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Salmonellen durch die morphologische Auswertung der Bakterienkolonien auf BPLS- und
XLD-Agarplatten erfolgte die Verifizierung der Befunde durch Objekttrdgeragglutination
mittels Polyvalentem Salmonella-Faktorenserum mit Anti O-4 Antigen. Zum quantitaven
Nachweis wurde wie folgt vorgegangen:

Handelte es sich um Bodenproben wurde eine Menge von 20 g wie unter 3.1.1.1
beschrieben, vorverdinnt, handelte es sich um Keimtrager wurden diese in 9 ml einer 0,9 %-
-igen Natriumchloridldsung verbracht und ca. 20 h bei 4 € mit 150 rpm geschuttelt.
AnschlieRend erfolgte der quantitative Nachweis der Salmonellen mittels der MPN-Methodik.
Zur Herstellung der Verdinnungsreihe wurde gepuffertes Peptonwasser (9 ml) verwendet
wobei drei Parallelen in doppelter Ausfihrung angefertigt und diese bei 37 T 24 h lang
bebritet wurden. Aus dieser sog. ,Voranreicherung“ wurden dann jeweils 0,1 ml in eine
sterile Rappaport-Vassiliadis-Selektivbouillon pipettiert.

Aus der Selektivanreicherung wurden anschlieRend von allen Verdiinnungsstufen bei den
mindestens eines der drei Reagenzglaser durch Bakterienwachstum getribt war,
Parallelausstriche angefertigt, wobei die Agarplatten zu diesem Zweck in je drei gleich grol3e
Abschnitte unterteilt wurden. Fir diesen Arbeitsschritt wurden XLD- und BPLS-Agar
verwendet. Das weitere Vorgehen ist beim qualitativen Nachweis weiter oben beschrieben.
Die Anzahl der im Grenzbereich des Wachstums solchermalRen festgestellten positiven
Parallelansatze von drei aufeinanderfolgenden Verdinnungsstufen wurden zum Erstellen
eines 3-stelligen MPN-Codes herangezogen. Die Auswertung erfolgte anhand der
korrigierten MPN-Tabelle nach DE MAN (1977).

3.1.2 Benutzte Expositionstechniken

3.1.2.1 Einmischverfahren zur Kontamination der Untersuchungsmatrix

Dazu wurde der jeweilige Boden mit den o. g. Mikroorganismen gleichméfig kontaminiert, so
dass pro Gramm Boden eine definierte Anzahl der zu Uberprifenden Mikroorganismen zu
erwarten war. Der Boden wurde mit mindestens 10* fiir E. coli und 10" (Salmonellen und
Enterokokken) KBE/g Boden des jeweiligen Prifkeims kontaminiert, um einen
Reduktionserfolg von mindestens 4 Zehnerpotenzen durch die Behandlung sicher
nachweisen zu kénnen.

In den Versuchen wurden die nachstehenden Priiforganismen verwendet: Escherichia coli,
Salmonella Typhimurium und Enterococcus faecalis. Das Inokulum Escherichia coli und
Enterococcus faecalis wurde aus Kolonienmaterial, das in Standard-I-Bouillon 24 h bei 37 C
bebritet wurde, hergestellt. Abweichend davon wurden die Salmonellen im Peptonwasser
angezichtet. Auf eine gleichméassige Einmischung des Inokulums in den Boden wurde
geachtet (Kapitel 3.1.5).
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3.1.2.2 Aluminiumkeimtragertechnik fir Bakterien

In Versuchen, in denen eine Kontamination der behandelten Matrix nicht mdglich war oder
aus Sicherheitsgrinden vermieden werden musste, wurde die Keimtragertechnik zur
Tenazitatsprifung eingesetzt. Die verwendeten Aluminiumkeimtrager waren 1 cm breit, 5 cm
lang und 1 mm dick. Vor Gebrauch wurden die Keimtrager mit 70 % Ethanol 2-3 Stunden
entfettet, mit Aqua dest. gespult, auf eine Glasperlenschicht in einer Petrischale horizontal
gelagert und hitzesterilisiert. Jeder Keimtrdger wurden mit 0,05 ml (50 i)

Bakteriensuspension beimpft und bei 37 T 1 h getro cknet.

3.1.2.3 Anwendung von Mikroorganismen in ,freier Suspension”

Auler der Keimtragertechnik erfolgte zusatzlich in den Feldversuchen die Anwendung einer
Mikroorganismensuspension (ca. 1 m? Bodenflaiche wurde mit je einem Liter einer
Suspension von E. coli, Salmonella Typhimurium (Typ Zoosal oral) und Enterococcus
faecalis Typ 13, KBE>10%/ml kontaminiert).

Vor dem eigentlichen Erhitzungsversuch wurden von jeder mit den drei
Mikroorganismenarten kontaminierten Bodenflache 5 Proben (Kontrollproben) gezogen und
qualitativ auf Salmonellen, E. coli und Enterokokken, wie weiter oben beschrieben,
untersucht. Abweichend davon wurde zum Nachweis der Uberlebenden E. coli und

Enterokokken anstatt 20 g nur 1 g der Probe untersucht.

3.1.3 Virologische Methoden
3.13.1 Zellkulturen

Das in den Versuchen verwendete Bovine Parvovirus® (BPV) wurde auf bovinen
embryonalen Lungenzellkulturen (BEL) in Dulbecco’s modifiziertem Eagle’s Medium DMEM
+ 10 % FKS vermehrt. FUr das Auftauen, die Vermehrung und fir die Passage wurde

folgendes Material eingesetzt:

Wasserbad (37 C)

Zentrifuge™®

15 Stammsammlung des Instituts fiir Umwelt- und Tierhygiene, Universitat Hohenheim
8 Minifuge T, Rotor 3360, Heraeus Sepatech, D-37520 Osterode am Harz
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Mikroskop®’

Brutschrank'®

Zentrifugenréhrchen (50 ml)*®

Dulbecco’s modifiziertes Eagle’s Medium (DMEM, siehe Anhang)®
Fotales Kalberserum (FKS 126L)%

nichtessentielle Aminosauren (NEA)#

Zellkulturfschalen (50 ml?3+ 200 ml?%)?

Versen-Trypsin-Losung (0,125 %, 37 C, siehe Anhang)

Das Auftauen der Zellsuspension erfolgte jeweils bei 37 T im Wasserbad. Nachdem die
gefrorene Zellsuspension auf ein erbsengroRes 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 107 x g/25 € fur 7 min an. Das Medium wurde nun mdglichst vollstandig
abgezogen und das Zellpellet in 5 ml DMEM mit einem Zusatz von 10 % FKS vorsichtig
resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde nun in kleinen Zellkulturflaschen (50 ml) in einen
Brutschrank verbracht (37 C, 4,5 % CO,). 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-
Lésung (0,125 %, 37 ) gesplilt und dann erneut 1 ml Versen -Trypsin-Losung (0,125 %, 37 C)
auf die Zellen gegeben. Nun erfolgte eine Inkubation von 5 bis 20 min im Brutschrank bis zum
Abkugeln und Lésen der Zellen. Die abgeldsten Zellen wurden in 15 ml DMEM + 10 % FKS
vorsichtig suspendiert und in mittlere Zellkulturflaschen tUberimpft. Die weitere Verwendung

der Zellen fand dann statt, wenn eine Konfluenz des Zellrasens erreicht war.

7 Auflichtmikroskop Wilovert, 200370 Will-Wetzlar GmbH

8 Heraeus Sepatech, D-37520 Osterode am Harz

19 Multimed, D-73230 Kirchheim u. Teck, Art. Nr. 22726 (ohne Stehrand)
2 Biochrom/Seromed®, D-12247 Berlin, Art. Nr. T 043-50

L Biochrom/Seromed®, D-12247 Berlin, Art. Nr. SO-115

22 Biochrom/Seromed®, D-12247 Berlin, Art. Nr. K029

% Greiner GmbH, D-72636 Frickenhausen, Art. Nr. 690160

4 Multimed, D-73230 Kirchheim u. Teck, Art. Nr. 178905
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3.1.3.2 Virusvermehrung

In den Tenazitatsversuchen kam das Bovine Parvovirus (Stamm Haden) zum Einsatz. Zur
Virusvermehrung wurden die BEL-Zellen wie oben beschrieben, in Gewebekulturflaschen bis
zur Konfluenz vermehrt. Nach dem Absaugen des Kulturmediums wurde der Zellrasen
jeweils mit 5 ml einer auf 37 C vorgewarmten phosp hatgepufferten Kochsalzlosung (PBS)
zweimal vorsichtig gewaschen.

Nun wurden jeweils 1 ml Virussuspension und 4 ml DMEM auf die Zellen gegeben, die
Kulturflaschen geschwenkt und fiir eine Stunde im Brutschrank (37 C, 5 % CO ,) aufbewahrt.
Wahrend dieser Zeit, in der es zur Adsorption von Viren an die Zellen kam, wurden die
Kulturschalen weiterhin regelméafRig geschwenkt, um ein Austrocknen des Zellrasens zu
verhindern.

Nach einer Stunde wurde die Suspension wieder abgesaugt, der Zellrasen ein weiteres Mal
vorsichtig mit PBS (37 C) gespult und anschlieBend mit 25 ml eines Erhaltungsmediums
(DMEM + 2 % FBS) uberschichtet. Es folgte nun eine weitere Bebrutung im Brutschrank bei
37 T sowie die tagliche Kontrolle des Zellrasens. Die Virusernte erfolgte erst dann, wenn
sich auf zwei Dritteln des Zellrasens ein zytopathischer Effekt (CPE) zeigte. Dies dauerte
beim Bovinen Parvovirus 36 bis 48 Stunden. Das Medium mit den zerstorten Zellen wurde
nun einem dreimaligen Gefrier- (-80 €C) Tau- (+25C ) Zyklus unterzogen. Nach dem
Auftauen wurde die Suspension zur Entfernung der Zellreste in 50 ml-Zentrifugenréhrchen
20 min bei 1800 x g/4 T zentrifugiert. Der Uberstand stellte nun die Ausgangssuspension
des BPV dar und wurde bis zur weiteren Verwendung portionsweise in 15 ml-

Zentrifugenrohrchen bei -80 T tiefgefroren.

3.1.3.3 Herstellung der Keimtrager zur Tenazitatsprifung mit BPV

Die Keimtrager wurden aus Zetapor—-Membranen mit einer Stanze ausgestanzt und

autoklaviert. FUr das Beladen der Keimtrager wurden folgende Materialien benétigt:

Virussuspension 1:10 verdinnt
Zetapor-Membranen?®

Polycarbonat-Membranen?

% Zetapor Membranen Art. Nr.: NM293-11-02055
%6 polycarbonat-Membranen, INFILTEC Art. Nr.: KN1CP 81030
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Filtrationsvorsatz?’

Dichtungsring?®
Pinzette
Erlenmeyerkolben
Spritzen 2 ml*
Pertrischale

Pipetten

Zum Beladen der Keimtrager wurde eine definierte Menge (1 ml) der Virussuspension an
Zetapor-Membranen adsorbiert und so in Tltchen aus Polycarbonat-Membranen (Kantenlan-
ge 25 mm) eingeschweil3t, sog. Sandwich-Keimtrager. Die Polycarbonatmembranen wiesen
Poren einer definierten Gré3e von 10 nm auf.

Aufgrund dieser geringen Porengrof3e kann kein Virus aus dem System entweichen und die
Umgebung kontaminieren. Um die empfindlichen Prifkérper im Boden vor mechanischen
Beschéadigungen durch die Fraswerkzeuge zu schitzen, wurden sie zusatzlich mit einer
Alufolie umwickelt. Der Virustiter in der Ausgangssuspension betrug 10’ KIDso/ml.

Die beladenen Keimtrager wurden mit der sie umhullenden Aluminiumfolie in der Regel ca.
5cm tief in die Erde eingelegt, bevor die Exposition in den entsprechenden
Behandlungsprozesssen erfolgte. Nach Beendigung des jeweiligen Versuches erfolgte die
Entnahme der Keimtrager zur Untersuchung des verbliebenen Virustiters im Laboratorium.

Die Keimtrager wurden vor und nach dem Versuch in einer Kiihlbox bei 10 T aufbewabhrt.

3.1.34 Elution der Proben

Die Elution der Viren erfolgte nach der Exposition bzw. bei den Kontrollen in Beef-Extrakt-
Lésung (siehe Anhang) bei einem pH von 8,5 unter Einsatz von Ultraschall, um die Viren von
den Membranen abzulésen. Entsprechend der Anzahl der Keimtrdger wurden dazu
Schraubglaschen vorbereitet, die mit jeweils 1 ml Beef-Extrakt-Losung befillt und

entsprechend beschriftet wurden. Die Polycarbonatbriefchen, in denen sich die Membranen

2’Cuno, D-55130 Mainz, Art. Nr. 64085-01-1 MDS
“3artorius, D-37075 Géttingen, Art. Nr. 6980569
*Henke-Sass-Wolf GmbH, D-78532 Tuttlingen, Art. Nr. 11497
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befanden, wurden mit einer Pinzette am Rand gehalten, mit einer Schere aufgeschnitten und
die Keimtrager wurden in das bereitgestellte Schraubgléaschen gegeben. Die Glaschen

wurden anschlieRend auf Eis im Ultraschallwasserbad fir 5 min beschallt (eluiert). Nach der
Elution wurde die Beef-Extrakt-Losung mit BPV aus den Schraubglaschen mit einer Pipette

abgesaugt, in Eppendorfréhrchen tberfihrt und bei -80 T eingefroren.

3.1.35 Virusnachweis

Die Virustitration diente der quantitativen Bestimmung des Virus vor und nach der
Exposition.

Vor der Titration wurden die eluierten Proben aufgetaut und bei ca. 800 x g/20 T, 20 min
zentrifugiert. Fur die Titration nach der Endpunktverdinnungsmethode in Réhrchen wurden

folgende Materialien bendtigt:

Eppendorfréhrchen mit Virussuspension
Zellkultur (Flasche mit Monolayer) BEL
DMEM

Penicillin-Lésung®
Streptomycinsulfat-Lésung®
Amphotericin-Lésung®

FKS

sterile Glasréhrchen®
96-well-Mikrotiterplatte®*

Mikroskop®

Die Zellen wurden 1 Tag vor der Titration in die Platten eingesat, wobei in jede Kavitat der
Mikrotiterplatte jeweils 100 ul einer verdiinnen Zellsuspension pipettiert wurde. Die Dichte

der Zellsuspension wurde dabei so bemessen, dass sich die Zellen zum Zeitpunkt der

% Bjochrom/Seromed®, D-12247 Berlin, Art. Nr. A321-42
% Biochrom/Seromed®, D-12247 Berlin, Art. Nr. A321-27
¥Biochrom/Seromed®, D-12247 Berlin, Art. Nr. A2612

% Multimed, D-73230 Kirchheim u.Teck, Art. Nr.9620701
#Multimed, D-73230 Kirchheim u.Teck, Art. Nr.149026
#Auflichtmikroskop Wilovert, 200370 Will-Wetzlar GmbH
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Titration bereits am Plattenboden angeheftet und einen noch nicht ganz geschlossenen
Zellrasen gebildet hatten. Vor der Viruszugabe wurde das Medium aus der Mikrotiterplatte
entfernt.

Zur Herstellung einer dekadischen Verdiunnungsreihe wurden 0,2 ml der zu untersuchenden
Virussuspension in ein steriles Glasrohrchen tberfuhrt, in welches zuvor 1,8 ml Zellkultur-
medium (DMEM mit einem Zusatz von 0,4 % Gentamycinsulfat-Lésung, 0,4 % Penicillin-G-
Losung, 0,4 % Streptomycinsulfat-Losung, und 0,8 % Amphotericin-Losung) vorgelegt
wurden. Es schlossen sich weitere Verdunnungsschritte (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 weiterpipettiert wurden. Je 100 pl jeder
Verdinnungsstufe wurden dann in jeweils vier parallele Kavitaten einer 96-well-
Mikrofilterplatte Uberflhrt. Zusétzlich wurden in die erste Reihe der Platte pro Kavitat 100 pl
Titrationsmedium ohne Virus pipettiert. Die Kavitaten dieser Reihe dienten bei der spateren
Auswertung als Kontrolle des Zellwachstums.

Nach Zugabe der Proben aus den jeweiligen Verdinnungsstufen folgte eine Inkubation der
Mikrotiterplatte flr 5 bis 7 Tage bei 37 T im Brutschrank (5 % CO,).

Die Zellrasen in der Mikrotiterplatte wurden taglich lichtmikroskopisch kontrolliert. Als infiziert
galt eine Vertiefung, wenn mindestens ein Herd mit zytopathisch verénderten Zellen
erkennbar war. Die Endablesung erfolgte erst dann, wenn keine weiteren positiven Wells
mehr zu erwarten waren.

Als Titer wird der positive dekadische Logarithmus derjenigen Verdinnung bezeichnet, bei
welcher statistisch die Halfte der Anséatze reagiert (Angabe in log;oKIDso/Testvolumen).
Ermittelt wurde dieser Wert nach dem Schatzverfahren von SPEARMAN und KAERBER

(1931). Die ermittelte Virusmenge in 100 pl wurde auf 1 ml umgerechnet.

3.14 Laborversuche

3.14.1 Tenazitatsversuche mit Bakterien im Wasserbad

Die Versuche wurden mit kinstlich kontaminiertem Boden (Sandig toniger Lehm;
Bodenpunkte: 65-74) aus dem Gelande der Universitat Hohenheim und mit in den Boden
eingebrachten Keimtrdgern sowie mit den Prifkeimen Escherichia coli, Salmonella
Typhimurium und Enterococcus faecalis bei verschiedenen Temperaturen und
Einwirkungszeiten durchgefthrt.

Der Boden wurde wie unter 3.1.2.1 beschrieben mit einer Suspension der Prifbakterien die
zwischen 10®° und 10° KBE/ml enthielt, durchmischt und in einem Wasserbad bei
Temperaturen von 50 €, 55 C, 60 C, 65 € und 70 < und unterschiedlich langen

Expositionszeiten (Tab.2) behandelt.
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Bei Keimtragerversuchen, die unmittelbar nachdem sie wie unter 3.1.2.2 beschrieben, mit
den entsprechenden Prifbakterien kontaminiert waren, wurden sie in mit Boden angefllten
Schottflaschen eingebracht, die auf die jeweilige Priftemperatur vorgewdrmt waren und
sofort im entsprechend temperierten Wasserbad exponiert. Nach verschiedenen Zeiten (Tab.
2) wurden die Keimtrdger aus den Schottflaschen entnommen und die Anzahl von
Uberlebenden E. coli, Salmonella Typhimurium und Enterococcus faecalis auf den
exponierten und auch bei den im Kuhlraum bei +5 T aufbewahrten Kontrollkeimtragern
bestimmt. Die in den jeweiligen Versuchsansatzen gewahlten Untersuchungsparameter sind

im Detail der Tabelle 2 zu entnehmen.

Tab. 2: Untersuchungsparameter in den Wasserbadversuchen zur thermischen
Inaktivierung von Salmonella Typhimurium, Enterococcus faecalis und E. coli
im Boden
Weitere
Versuchs- Pruf- Tempera- Expositionszeit | Boden- TS-B Angaben
. . -Boden )
ansatz bakterien turen (min) art in Tab.
Nr.:
65 C 10, 20, 30 AN 85% [85% 4
Boden Ent. F. 70 C 10, 20, 30 N 75% |86 % 5
65 C 10, 20, 30 N 77% |86 % 6
E. coli 50 C 10, 20, 30, 40, 50 N 5% |86 % 12
65 C 10, 20, 30, 45, 60 N 6% |87% 9
Ent. F. 65 C 10, 20, 30 N 77% |88 % 10
Keimtrager 70 C 10, 20, 30 N 75% |88 % 11
50 C 10, 20, 30, 40, 50 N 6% |87% 7
S. Typh. 55 C 10, 20, 30, 45, 60 N 77% |88% 8
50 C 10, 20, 30, 40, 50 N 5% |86% 12

A = Autoklavierter Boden; N = Naturlicher, gewachsener Boden Sandig toniger Lehm;
Bodenpunkte: 69; E. coli = Escherichia coli Ent. F. = Enterococcus faecalis;
S. Typh. = Salmonella Typhimurium; Tab. Nr. = Tabellennummer

3.1.4.2 Bestimmung der Tenazitdt in autoklaviertem und nicht autoklaviertem

Boden

In den Versuchen wurde Boden in 4 Schottflaschen im nativen Zustand und in 4
Schottflaschen (20 g pro Flasche) nach dem Autoklavieren bei 120 T , 1 bar und 20 min
verwendet. Die Versuche dienten dazu, festzustellen, ob das Ergebnis der
Keimzahlbestimmung im nativen Boden durch die Begleitflora wesentlich beeinflusst wird.
Die mit Enterococcus faecalis beimpften Boden mit einem Trockensubstanzgehalt von 85 %

wurden im Wasserbad einer Temperatur von 65 € fur 10, 20 und 30 min ausgesetzt.
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Danach wurden die ProbengeféaRe dem Wasserbad entnommen und ihr gesamter Inhalt in

Trypton-NaCl-Losung gebracht und wie weiter oben beschrieben, quantitativ untersucht.

3.1.4.3 Bestimmung der Tenazitat bei verschiedenen Trockensubstanzgehalten

in nativen Boden

Diese Versuche wurden durchgefihrt, um festzustellen, ob der Trockensubstanzgehalt des
Bodens (mineralisch und organisch) einen Einfluss auf die Thermoresistenz der
Prifbakterien hat, exemplarisch wurde das Verhalten von den relativ thermoresistenten
Enterokokken bei zwei definierten Trockensubstanzgehalten untersucht. Die Menge des
Ansatzes war mit dem vorherigen Versuch gleich. Der mit Enterococcus faecalis beimpfte
Boden wurde auf einen Trockensubstanzgehalt von 75 % und einen Trockensubstanzgehalt
von bis 86 % eingestellt und im Wasserbad einer Temperatur von 70 T 10 min, 20 min und
30 min erhitzt. Danach wurden die ProbengefdRe dem Wasserbad enthommen und ihr
gesamter Inhalt (20 g je Probe) in Trypton-NaCl-Lésung gebracht und weiter quantitativ wie
in Pkt. 3.1.1.2 bis 3.1.1.4 beschrieben. Zur Bestimmung des Trockensubstanzgehaltes
wurden ca. 20 g Boden bei 105 € im Trockenschrank bis zur Gewichtskonstantz (2 Tage)

getrocknet. Der Trockensubstanzgehalt (TS) wurde errechnet mit der Formel:

Bruttomasse nach der Trocknung — Masse des Einwaagegefalles
TS (%) = Einwaage x 100

3.1.4.4 Bestimmung der Tenazitat auf den Keimtragern im Boden

Die mit Enterococcus faecalis, Salmonella Typhimurium wund E. coli beimpften
Aluminiumkeimtrager wurden in 12 (6 Flaschen pro Trockensubstanz) Schottflaschen mit
einer Bodenschicht von 5 cm — ein Keimtrager pro Schottflasche bei verschiedenen
Trockensubstanzgehalten von 75 bis 88 % — verbracht und im Wasserbad Temperaturen von
50 C, 57 C, 65 C, 67 € und 70 € ausgesetzt. Na ch 10 min, 20 min, 30 min und 60 min
wurden die Probengefalle dem Wasserbad entnommen und die Anzahl KBE der

Uberlebenden Prifbakterien, wie in Pkt. 3.1.1.2 bis 3.1.1.4 beschrieben, bestimmt.
3.15 Halbtechnische Versuche zur Bodendesinfektion mit Kalk
In den Versuchen wurde der Einfluss des Trockensubstanzgehaltes im Boden (Sandig

toniger Lehm; Bodenpunkte: 65-74), des pH-Wertes und der angewandten Kalkmenge auf

die Reduktion von Priiforganismen untersucht. Dabei wurden verschiedene Arten von Kalk in
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Mengen von 300 g Kalk pro Container verwendet. Diese waren Branntkalk (CaO-Pulver)
bzw. WeilRfeinkalk DIN 1060 CL 90 und CaO-gekdrnt; Kalkhydrat (EN-459-1 oder EN
12518), Ca(OH),-pulverférmig und in wassriger Form als sog. Kalkmilch.

In 40x50 cm grofRRen Plastikcontainer wurden Enterococcus faecalis und Salmonella
Typhimurium Typ ,Zoosal oral“ manuell mit einem Metallstab mit kreisartigen Bewegungen in
den Boden eingemischt. Der mit den Mikroorganismen kontaminierte nattrliche Lehmboden
von Ackerflachen (Uni-Hohenheim) wurde dann bei unterschiedlichen Wassergehalten mit
verschiedenen Kalkmengen und —zubereitungen versetzt. Die Bodenproben (je 50 g) wurden
zu unterschiedlichen Zeiten aus den Container enthommen und qualitativ bzw. quantitativ mit
dem MPN-Verfahren untersucht. Zusatzlich wurde der pH-Wert in allen Kalkansatzen
gemessen. Uberpriift wurde auch die Mischbarkeit des Bodens mit Kalk und der Verlauf des
pH-Wertes wahrend der Versuche sowie der Einfluss des hohen alkalischen pH-Werts auf
die Uberlebensfahigkeit der Priiforganismen im Boden.

In acht Versuchen wurden die Priforganismen mit oder ohne Wasserzusatz in den Boden
eingemischt und in die Plastikcontainer gefillt. Vor der Kalkung des Bodens wurden Proben
entnommen und die Ausgangskeimkonzentrationen ermittelt. Danach erfolgte die Kalkung
mit verschiedenen Mengen des Kalks (siehe Tab. 3). Die Behdlter mit dem Boden wurden
wéhrend des Versuches bei Temperaturen von + 4 und +20 T gehalten. Die ersten Proben
wurden etwa 20 min nach dem Einmischen der Bakteriensuspension aus dem gekalkten
Boden enthommen, die weiteren Bodenproben wurden nach verschiedenen Zeiten (Tage)
gezogen und untersucht. Die Bodentiefe, also die gesamte Arbeitsschicht, betrug etwa 5-10
cm in den verschiedenen Versuchsansatzen.

Im ersten Versuch wurden je 300 g Branntkalk; CaO-gemahlen; CaO-kdrnig und Kalkhydrat;
Ca(OH), ohne Wasserzusatz und als Kalkmilch mit einer Branntkalkmenge von 300 g und
mit einem Wassergehalt von 600 g in den Boden in Plastikcontainer eingemischt um die
Wirksamkeit der einzelnen Kalkeinsatze zu prufen.

Im zweiten Versuch wurde der Boden mit je 300 g Ca(OH), und einer 33,33 %-, 20 %-, 14,2
%- und 11,1 %-igen Kalkmilch versetzt (siehe Anhang).

Im 3., 4. und 5. Versuch wurde eine 14,2 %-ige Kalkmilch mit verschiedenen Mengen an
Kalkhydrat, Ca(OH), von 250 g bis 1000 g und davon unterschiedliche Mengen dieser
Lésung fiir 20 Liter Boden (0,2 m? x 0,1 m = 0,02 m®) angewandit.

Im 6. Versuch wurde CaO in einer Menge von 640 g pro Bodendesinfektion ohne
Wasserzusatz angewandt.

Im 7. Versuch wurde CaO in Mengen von 3,2 g in 100 g Boden mit 58,9 %- 66,7- % und
90,9 %-igem TS-Gehalt eingemischt.
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Im 8. Versuch wurde CaO in Mengen von 32 g pro 1000 g Boden mit 30 %-igem TS-Gehalt

und 19,2 g pro 600 g Boden mit 30 %-igem TS-Gehalt angewandt. In der Tabelle 3 sind die

unterschiedlichen Mengen von Kalk und Wasser in der Ubersicht dargestellt.

Tab. 3: Tabellarische Ubersicht zu acht Laborversuchen bei unterschiedlichen
Mengen von Kalk und Wasser
Hohe der
gemessener Boden-
Versuch- | Mikroorga- Wasser- TS-Gehalt )
) Kalkart Menge schicht
Nr. nismen zusatz des Bodens
bzw. Boden-
nach der menge
Kalkung g
Cao- 300 g ohne 85-87 %
gemahlen
CaO-kornig 300g ohne 84-86 %
1 S. Typh. - 5cm
P Ca(OH), 300 g ohne 83-86 %
gemahlen
Ca(OH),- a0
Kalkmilch 30049 600 g 71-74 %
3004g 600 g 75-79 %
- 300 1200 71-76 %
2 S. Typh. Ca(OH), 9 g ° 5cm
Kalkmilch 300 g 1800 g 66-69 %
3009 2400 g 65-71%
S. Typh. Ca(OH),- -76 0
3 Ent. f. Kalkmilch 250 g 1500 g 74-76 % 10 cm
S. Typh. Ca(OH),- i
4 Ent. f. Kalkmiloch 1000 g 6000 g 68-71 % 10 cm
Ca(OH),- 270
: S. Typh. Kalkmilch 500 g 3000 g 71-77% 10 cm
Ent. f. Ca(OH),- 0
Kalkmiloch 1000 g 6000 g 67-71% 10 cm
6 S. Typh. Cao- 640 g ohne 89-93 % 10 cm
Ent. f. gemahlen
3,29 9,099 90,91 %
CaO-
! S. Typh. Kalkmilch 329 333g 66,70 % 100 g
3,29 41,19 58,90 %
- 32 700 30 %
8 S. Typh. Cao 9 J 1000 g
gemahlen 19,2 g 300¢ 50 %

TS-Gehalt: Trockensubstanzgehalt
S. Typh.: Salmonella Typhimurium
Ent. f.: Enterococcus faecalis
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3.15.1 Versuche mit Kalk in verschiedenen Zubereitungsformen

Das Ziel des Versuches war, in Erfahrung zu bringen, in welcher Form Kalk am besten auf
die Reduktion bestimmter in den Boden eingemischter Mikroorganismen wirkt.

Es wurden verschiedene Arten von Kalk in Mengen von 300 g Kalk pro Container und der
Prufstamm Salmonella Typhimurium Typ ,Zoosal oral) verwendet. Die gepriften
Kalkzubereitungen waren Branntkalk als Pulver, Branntkalk gekérnt, Kalkhydrat als Pulver
und Kalkhydrat als Kalkmilch (Tab. 3).

Bei der prozentualen Berechnung der Kalkmilch wurden die Volumenanteile des Kalks und
des Wassers berticksichtigt. Weil Wasser etwa doppelt so schwer wie Ca(OH), ist, wurden
auf 1 Volumenanteil Kalk 300 g Ca(OH), und auf 1 Volumenanteil Wasser 600 g H,O
abgewogen, was einer 33,33-prozentigen Kalkmilch entsprach. Die Abbildung 1 zeigt
beispielhaft den in Boden eingemischten Kalk fiir die Versuche zur Tenazitat ausgewahlter

Mikroorganismen in einem Plastikcontainer:

Abb. 1: Plastikcontainer mit 8 kg Boden, 300 g CaO gemahlen und eingemischt

3.1.5.2 Orientierungsversuche mit Kalkmilch in verschieden Konzentrationen

In diesem Versuchsansatz wurde Kalkhydrat, Ca(OH), mit Wasser in den Mengen: 1 Teil
Ca(OH), + 1 Teil H,O = 1+1 somit 1 + 2; 1 + 3 und 1 + 4 gemischt und zur Desinfektion des
Bodens verwendet. 1 Teil entspricht 600 ml Wasser oder 600 ml Kalk. Als Priiforganismus
wurde Salmonella Typhimurium verwendet. Die Plastikcontainer wurden wahrend des
Versuchs auf einer Temperatur von + 20 € gehalten. Die Proben wurden nach 20 min, dem
ersten, dritten und sechsten Tag nach Zugabe der Kalkzubereitung enthommen und
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guantitativ untersucht. An jedem Untersuchungstag wurde der Trockensubstanzgehalt des
Bodens bestimmt.

Im Einzelnen wurde auf 1 Volumen Ca(OH), 1 Volumen H,O verwendet, was einem Gewicht
von 300 g Ca(OH), und 600 g H,O entspricht. Das Gemisch wurde jeweils in 8 kg Boden
eingebracht. Pro 1 kg Boden wurden somit 38 g Kalk angewandt. Abweichend vom
generellen Vorgehen wurden 50 ml Bakteriensuspension mit Salmonella Typhimurium nach
dem Einmischen der Kalkmilch dazugegeben. Die unterschiedlichen Versuchsansétze
wurden nachfolgend als A-D bezeichnet.

Versuch A (Zugabe von 600 g H,0)

Bei der Verwendung von 1 Volumen Kalk und 1 Volumen Wasser wurden 300 g Kalk und
600 g Wasser eingesetzt.

Versuch B (Zugabe von 1200 g H,0)

Bei 1 Volumen Kalk und 2 Volumen Wasser wurden 300 g Kalk und 1200 g Wasser
verwendet.

Versuch C (Zugabe von 1800 g H,O)

Bei der Verwendung von 1 Volumen Kalk und drei Volumen Wasser wurden 300 g Kalk und
1800 g Wasser eingesetzt.

Versuch D (Zugabe von 2400 g H,0)

Bei der Verwendung von 1 Volumen Kalk und 4 Volumen Wasser wurden 300 g Kalk und
2400 g Wasser eingesetzt.

Bei der prozentualen Berechnung der Kalkmilch wurden die Volumenanteile des Kalks und
des Wassers beriicksichtigt. Bei der Variante A wurden, weil Wasser doppelt so schwer wie
Ca(OH), ist, auf 1 Volumenanteil Kalk 5 kg Ca(OH), und auf 1 Volumenanteil Wasser 10 kg
H,O abgewogen, was somit einer 33,33-prozentigen Kalkmilch entsprach.

Die Volumenanteile Kalk und Wasser ergaben bei der Variante B einen Volumenanteil mit
5kg Ca(OH), und 2 Volumenanteile Wasser mit 20 kg H,O. Das entspricht einer 20 -
prozentigen Kalkmilch.

Bei der Variante C mit 1 Volumenanteil mit 5 kg Ca(OH), und 3 Volumenanteile Wasser mit
30 kg H»O entspricht dies einer 14,2 %-igen Kalkmilch.

Bei der Variante D mit 4 Volumenanteilen Wasser entspricht dies einer 11,1 %-igen
Kalkmilch.

Eine Darstellung der Berechnung der Kalk- und Wassermengen zur Herstellung einer
verdiunnten Kalkmilch befindet sich im Anhang.

Die vier nachfolgenden Abbildungen zeigen vier Plastikcontainer mit jeweils dem gleichen
Boden bei Einmischung verschiedener Wassermengen und gleichen Mengen an Kalkhydrat.
Die nachfolgenden Abbildungen 2 bis 5 zeigen die Bodenproben, die mit 300 g Léschkalk

und mit unterschiedlichen Mengen an Wasser vermischt wurde:
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Abb. 2:Bodenproben mit 300 g Ca(OH), Abb. 3: Bodenproben mit 300 g Ca(OH).
und 600 g Wasser, eingemischt und 1200 g Wasser, eingemischt
in 8 kg Boden (Versuch A) in 8 kg Boden (Versuch B)

Abb. 4:Bodenproben mit 300 g Ca(OH), Abb. 5: Bodenproben mit 300 g Ca(OH),
und 1800 g Wasser, eingemischt und 2400 g Wasser, eingemischt
in 8 kg Boden (Versuch C) in 8 kg Boden (Versuch D)
3.1.5.3 Versuche mit Kalkmilch (1,25 kg Ca (OH) ,/m?)

In diesem Versuch wurden neben einem Ansatz mit 200 ml einer Suspension mit Salmonella
Typhimurium als Prifstamm auch ein entsprechender Ansatz mit Enterococcus faecalis
angesetzt. Die Keimsuspensionen wurden in je zwei Plastikcontainern in moglichst
gleichmaRiger Verteilung auf die Bodenoberflaiche aufgegossen. Nach 30 min Trockenzeit

wurden dann die ersten 10 cm der Bodenschicht gleichméaRig durchmischt. Die
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Plastikcontainer blieben wahrend des Versuchs bei Zimmertemperatur stehen. Je zwei
Plastikcontainer wurden mit 1,25 kg Ca(OH),/m?, umgerechnet 12,5 g Ca(OH), pro 1 | Boden
als 14,2 %-ige Kalkmilch (1Teil Ca(OH), und 3 Teile Wasser) behandelt, wéhrend je zwei
weitere nur mit den Prufkeimsuspensionen als Kontrollen ohne Kalk angesetzt wurden. Es
wurden jeweils 2 Proben vom nicht gekalkten Boden und je 5 Stichproben vom gekalkten
Boden bis 5 cm Bodentiefe nach 20 min (0. Tag,) sowie am 1., 2., 3. und 4. Tag enthommen
und die Anzahl der Uberlebenden Priifkeime mittels MPN-Verfahren bestimmt.

Im den halbtechnischen Versuchen mit Loschkalk wurde dabei nach folgendem

Arbeitsschema vorgegangen:

1. AufgieRen einer Suspension mit Prifmikroorganismen auf die Bodenoberflache in den
Plastikcontainern

. 30 min einwirken lassen, dann gleichmafiges Einmischen bis 10 cm Bodentiefe

. Entnahme von 5 bis 10 Kontrollproben bis max. 5 cm Bodentiefe

. Einmischen von Kalkmilch aus Kalkhydrat

a h W DN

. Nach 24 h Entnahme von 5-10 Stichproben, Untersuchung nach dem MPN-

Verfahren

Die Proben wurden in den einzelnen Versuchen aus den Containern an verschiedenen
Tagen entnommen. Das Arbeitsschema gilt fur alle weiteren Laborversuche bei der
Verwendung von Ca(OH), (Loschkalk).

Die nachfolgenden Abbildungen 6 + 7 zeigen einen Plastikcontainer als Kontrolle mit einem

mit Prufmikroorganismen vermischten Boden (Abb. 6) und mit Boden der mit 250 g Ca(OH),
als 16,7 % Kalkmilch versetzt wurde (Abb. 7).

Abb. 6;: Kontrolle; Boden ohne Kalkmilch Abb. 7: Boden behandelt mit Kalkmilch
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3.1.5.4 Versuche mit Kalkmilch (5,0 kg Ca (OH) ./m?)

Hier wurde eine erhohte Menge Kalkmilch ausgebracht, so dass eine vierfach so hohe
Konzentration im Boden erreicht wurde (5,0 kg Ca (OH), pro m?. Anders als vorher wurde in
diesem Versuch auch der pH-Wert in der Erdschicht unterhalb der Arbeitsschicht von mehr
als 10 cm Tiefe gemessen.

Dieser Versuch war in der Durchfuhrung mit dem unter 3.1.5.3 beschriebenen Ansatz
vergleichbar. Der Unterschied bestand darin, dass 5 kg Ca(OH)./m? umgerechnet 50,0 g
Ca(OH), pro 1 | Boden als 14,2 %-ige Kalkmilch (1Teil Ca(OH), und 3 Teile Wasser) statt
1,25 kg Ca(OH)./m? verwendet wurde.

Die Abbildungen 8, 9 und 10 zeigen drei Plastikcontainer, einer als Kontrolle (Abb. 8) und
der zweite Container geflllt mit Ca(OH), zur Desinfektion des Bodens (Abb. 9). Im einen

Container wurde die obere Bodenschicht abgetragen (Abb.10).

Abb. 8: Kontrolle im 4. Laborversuch
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Abb. 9: Boden behandelt mit Kalkmilch, Abb. 10: Boden behandelt mit Kalkmilch,
Ca(OH), ohne abgetragene Ca(OH), mit der abgetragenen
obere Erdschicht oberen Erdschicht

3.155 Versuche mit Kalkmilch (2,5 und 5,0 kg Ca (OH)  »/m?)

In diesem Versuch wurde Ca(OH), als Kalkmilch in einer Menge von 2,5 kg Ca(OH),/m?
und 5 kg Ca(OH),/m?, umgerechnet 25,0 g Ca(OH), pro 1 | Boden und 50,0 g Ca(OH), pro
1 | Boden fur die Desinfektion des Bodens verwendet. Als Priforganismen wurden wie in den
zwei vorhergegangenen Versuchen Salmonella Typhimurium und Enterococcus faecalis
verwendet. In zwei parallelen Ansatzen wurden in zwei Plastikcontainern 2,5 kg Ca(OH), als
14,2 %-ige Kalkmilch (1 Teil Ca(OH), und 3 Teile Wasser) pro Quadratmeter Boden und in
zwei weiteren Plastikcontainern a 5 kg Ca(OH), pro Quadratmeter Boden ausgebracht. Ein
Container mit nicht gekalkten jedoch mit Prufkeimen kontaminiertem Boden wurde als
Kontrolle verwendet. Nach 20 min (0. Tag) wurden von jedem Container 2 Proben
entnommen. Die Probe aus der Kontrolle (nicht gekalkter Boden) bestand aus 5
Einzelproben. Nach 24 h wurden 2 Proben aus der Kontrolle und je 5 Proben aus den 4
Containern mit gekalktem Boden entnommen. Am 7. Tag wurden die Proben nach dem
gleichen Muster wie nach 24 h gezogen. Bei jeder Probennahme wurden der TS-Gehalt und
pH-Wert des Bodens ermittelt. Die Kalk- und H,O-Mengen wurden, wie im Kpt. 3.1.5

dargestellten Verfahren ermittelt.
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3.1.5.6 Versuche mit gemahlenem Branntkalk

In zwei Containern, je 0,2 m* groR, wurde je 200 ml einer Suspension von Salmonella
Typhimurium Typ ,Zoosaloral* und Enterococcus faecalis als Pruforganismen mit dem Boden
bis in 10 cm Bodentiefe vermischt.

In diesem Versuch wurde CaO als Pulver in einer Menge von 3,2 kg/m?, umgerechnet 32,0 g
CaO pro 1 | Boden verwendet. In einem Container wurden 640 g CaO mit 20 | Boden
vermischt, jedoch kein Wasser zugegeben, um zu prifen, ob der natirliche Wassergehalt
des Bodens in Kombination mit Branntkalk gegebenenfalls fir eine Desinfektion ausreichen
wirde. Ein entsprechender Kontrollansatz wurde wie in den vorherigen Versuchen
mitgefuhrt. Die Proben wurden bei Zimmertemperatur gelagert. Die Proben wurden nach
20 min (0. Tag) sowie am 1., 2., 3. und 4. Tag gezogen und nach dem MPM-Verfahren

untersucht. Die nachfolgende Abbildung 11 zeigt den mit Branntkalk vermischten Boden.

Abb. 11: Container geftillt mit Boden, vermischt mit CaO

3.1.5.7 Versuche mit frisch geléschtem Branntkalk bei TS-Gehalten zwischen
58,9 % und 90,91 %

In diesem Versuch wurden Béden mit unterschiedlichem Feuchtigkeitsgehalt verwendet, um
auch diesen Einflussparameter in seiner Auswirkung auf den Desinfektionserfolg erfassen zu
kénnen. Der Kalk wurde in einer Menge von 3,2 kg CaO-Pulver pro m? Boden angewandt. In
jedem Behalter befanden sich 300 g Boden. Pro 100 g Boden wurden 3,2 g CaO
eingemischt. Als Priforganismus wurde nur Salmonella Typhimurium verwendet. In 5
Plastik-Behaltern mit einem Fassungsvolumen von 1 | wurden auf 90 g Boden jeweils 10 ml
Keimsuspension eingemischt. Als Kontrolle wurde ein Behalter mit identischem Inhalt, aber

ohne CaO, vorbereitet. In je weiteren fiinf Behéltern wurden entsprechende Ansatze die
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Boden mit 66,7 % TS und 58,9 % TS enthielten sowie die entsprechenden Kontrollen
angesetzt.

Die Probenentnahme erfolgte am 1. Tag (24 h nach der Einmischung der Priforganismen in
den Boden), sowie am 3. und am 7. Tag. Aus jedem Behdlter wurden jeweils 2 Proben
entnommen, ebenso aus den Kontrollbehdltern. Bei allen Proben erfolgte die
Keimzahlermittlung mit dem MPN—Verfahren. In den Behaltern mit 66,7 % TS und 58,9 % TS
bildete sich eine Wasserschicht Uber der Bodenoberfliche, deswegen wurde vor jeder
Probennahme die Wasser-Bodenschicht gut gemischt, um eine homogene Probe zu
erhalten. Am Tag der Probennahme wurden jeweils der pH-Wert und der TS-Gehalt des
gekalkten Bodens erfaft. Die Behéalter wurden wahrend des Versuches auf einer Temperatur

von 4T gehalten und waren Uber die gesamte Versuch sdauer mit Alufolie abgedeckt .

3.1.5.8 Versuche mit frisch geléschtem Branntkalk bei TS-Gehalten von 30 %
und 50 %

In diesem Versuch wurde die Reduktion der Priforganismen bei 30 % und 50 % TS-Gehalt
des Bodens untersucht. Pro Quadratmeter des befeuchteten Bodens wurde 3,2 kg CaO
angewandt. Der pH-Wert des Bodens vor dem Versuch betrug 7,3. Die

Versuchsdurchfiihrung war ansonsten so wie unter 3.1.5.7 beschrieben.

3.1.6 Feldversuche
3.1.6.1 Versuche mit einem Bodenverbesserungs- und Sanierungssystem mit

Injektorbrenner

Im Rahmen der Erarbeitung einer praktikablen und zuverldssigen Methode zur
Bodendesinfektion wurde die Mdoglichkeit der Anwendung des Bodenverbesserungs- und
Sanierungssystems (BVS-Gerat) der Firma ,Pedosan“ zur Bodendesinfektion unter
praktischen Bedingungen im Feld (Ackerboden) untersucht. Das Gerat wurde urspringlich
zur Sanierung von Bdden, insbesondere zur Eliminierung von Unkrautern, Samen und
Bodennematoden entwickelt (Abb. 12, 14 und 15).
Das BVS-Gerat ist ein mobiles Fahrzeug mit 1,4 m Breite und fur den Einsatz im Freiland
konzipiert. Bei der Anwendung des Geréates laufen folgende Arbeitsschritte ab:
a) das Lockern des zu behandelten Bodens. Dies erfolgt durch drei am Gerat
angebrachte, schnell laufende Umkehrbodenfrasen mit variabler Tiefeinstellung von
0-20 cm
b) der feinkriimelige Boden wird durch die Schneidemesser der Umkehr-Bodenfrase auf

ein geschlossenes Edelstahlscharnier-Transportband geschleudert und tber eine
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Abzieheinrichtung in gleichmaRiger Hohe verteilt

c) danach durchlauft der Boden eine Thermokammer (siehe Abb. 15), in der er in nur
wenigen Sekunden auf eine Temperatur von ca. 70 T und mehr erhitzt wird
Die Thermokammer kann von einer auf die Aufnahmebreite abgestimmten Anzahl
von Injektorbrennern auf eine Temperatur von ca. 800 T-1000 T erhitzt werden. Als
Brennstoff dient umweltfreundliches Propangas.

d) Nach dem Verlassen der Thermokammer fallt der erhitzte Boden mit der durch die
Brenner direkt behandelten Seite nach unten, so dass durch die Warmeabstrahlung
nach oben ein nochmaliges Durchdringen der Hitze durch das Material und zu einem

hohen Abtoétungsgrad der Mikroorganismen beitragen kann (Abb. 16).

Mit der Anlage ist eine Tagesflachenleistung, je nach Bodenbeschaffenheit (trockener,

lockerer Boden), von ca. 2000 m?bei einer Bearbeitungstiefe von 10 cm méglich.

Abb. 12: BVS-Bodensanierungsgerat mit Zugmaschine in Vorbereitung wéhrend des
praktischen Einsatzes

Aus der nachfolgenden Abbildung 13 wird die Versuchsflache ersichtlich, die mit einer

Ublichen Ackerfrase aufgelockert wurde.



Abb. 13: Ein mit einer Ackerfrase zur Bodendesinfektion mit dem BVS-Gerét
vorbereitetes Feld

Abb. 14: Umkehrbodenfrase mit Rotation gegen die Arbeitsrichtung zur besseren
Zerkleinerung der Bodenpartikel bei variabler Tiefeneinstellung



Abb. 15: Thermokammer, in der die Bodenpartikel mit Hilfe der Umkehrfrasen
geschleudert werden und somit hohen Temperaturwerten ausgesetzt sind

Abb. 16: Erhitzter Boden mit starker Dampfentwicklung

Zur Validierung der Anlage unter Praxisbedingungen wurde neben den bakteriellen
Prifkeimen Enterococcus faecalis, E. coli, S. Typhimurium auch das als besonders
thermoresistent geltende Bovine Parvovirus eingesetzt.

In insgesamt 4 Untersuchungsreihen wurden zu unterschiedlichen Terminen und den dabei

jeweilig vorherrschenden Witterungsbedingungen die praktischen Untersuchungen auf einem
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Feld (Sandiger Lehm, Bodenpunkte: 40) am Stadtrand einer siuddeutschen Grof3stadt
durchgefuhrt. Der erste Vorversuch wurde im Sommer mit Lufttemperatur um 27 <
durchgefuhrt. Der zweite und der dritte Versuch wurden bei einer Lufttemperatur von tiber 30
€ und unter der strahlenden Sohne im Sommer durchg efuhrt. Der 4. Versuch wurde im
Herbst im Regen bei einer Temperatur von etwa 17 °© C gemacht.

Waéhrend der Versuche zur Ermittlung der keimabtétenden Wirkung des ,BVS-Systems* auf
in den Boden eingebrachte Fakalkeime wurde zu Beginn der Untersuchungen eine
Versuchsflache von ca. 1,40 m Breite und ca. 30 m Lange vorbereitet, indem diese mit einer
Ublichen Ackerfrase aufgelockert wurde. Die Temperatur des Bodens wurde elektronisch mit
einem Thermometer gemessen.

In einem 1. Versuch, der als ,Vorversuch® zur Uberprifung der Keimtragertechnik und vor
allem zur Bestimmung der ,Wiederfindungsrate* der Keimtrager unter Praxisbedingungen
diente, 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 (Kpt. 3.1.2.2). Dies war notwendig,
um die brennbaren Polycarbonat-Membranen mit den Parvoviren (Kpt. 3.1.3.3) vor der
direkten Einwirkung der Brennerflamme zu schiitzen. Die parallele Anwendung von ,offenen®
und ,geschlossenen” Keimtragern, auch bei den bakteriologischen Untersuchungen, sollte es
ermoglichen, den Einfluss der schitzenden Aluminiumfolie auf die thermische Inaktivierung
abzuschétzen und um etwaige mechanische Ablésungseffekte auf den mit Bakterien
beimpften Keimtragern kontrollieren zu kdnnen. Somit war bei einem gleichgeschalteten
Einsatz der ,Keimtragertechnik — geschlossen* ein direkter Vergleich der Tenazitat der
untersuchten Bakterien und Viren gegeben.

Einige der Kontrollproben wurden bei Temperaturen von + 4 T im Labor belassen, die
anderen Kontrollproben wurden zum Versuch gebracht. Alle Kontrollproben wurden parallel
ausgewertet. Beim Auspacken der Keimtrager fir den Versuchsansatz vor Ort wurden diese
mehrere Sekunden der direkten Sonneneinstrahlnung in den Petrischalen ausgesetzt. Die
Unterschiede in der Reduktion der Priforganismen zwischen den im Labor belassenen,
gekuhlten und den zum Versuch gebrachten Keimtragern zeigten auf, in wieweit sich die
Priforganismen inzwischen im Freien reduzieren, bevor sie in den Boden gebracht wurden.
Nach der Exposition wurden die Keimtrager inklusive der nicht exponierten Kontrollproben
einzeln sofort in ein Reagenzglas mit 10 ml Trypton-NaCl-Loésung eingebracht. Die Proben
wurden auf einem Rundschuttler Gber Nacht geschittelt, um die an der Oberflache der
Keimtrager haftenden Mikroorganismen in Suspension zu bringen. AnschlielRend erfolgte die

guantitative Bestimmung der abgeschwemmten Bakterien.
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Zusatzlich wurden mit den 3 bakteriellen Prifkeimen auch ausgewahlte Bereiche des nativen
Bodens fir die Tenazitatsuntersuchungen kontaminiert, indem je 1 Liter der entsprechenden

Suspension mit 10° bis 10° KBE/ml auf 1 m* der Versuchsflache ausgebracht wurde.

3.1.6.2 Versuche zum Einsatz von ,Solarfolien“

Auf einem freien Wiesengelande (Sandig toniger Lehm; Bodenpunkte:65-74) der Universitat
Hohenheim wurden im Frihling bis zum Sommer (Temperaturen in Tab. 39, 44 und 46)
Versuche mit Solarfolien durchgeftihrt.

Der erste Versuchsdurchgang wurde im Frihling mit Lufttemperatur um 17 T bis 24 T
durchgefihrt. Der zweite Versuchsdurchgang wurde im Sommer mit Lufttemperatur um 20
T bis 27 T gemacht. Der dritte Versuch wurde im S ommer mit Lufttemperatur von Uber 30
T durchgefihrt.

Die Vorbereitung der Keimtrager als auch die Auswertung erfolgte analog den
Grol3versuchen bei der Bodenerhitzung.

Die weil3en und schwarzen Folie hatten eine Starke von 0,15 mm, aus Polyethylen, nicht
beschichtet, zwei Meter breit und finf Meter lang. Es handelte sich um dbliche in der
Landwirtschaft angewandte Folien. Folienhersteller: ,Werra-Plastic®, 36269 Philippstal.

Die Versuche wurden auf einem Wiesengeldnde der Versuchsbetriebe durchgefuhrt. Zur
Durchflihrung der Tenazitatsuntersuchungen wurden drei Versuchsflachen abgesteckt. Eine
der drei Versuchsflachen wurde mit schwarzer Folie abgedeckt, die zweite mit weil3er Folie,
die dritte wurde nicht abgedeckt und diente als Kontrollflache. Zum Zeitpunkt des
Versuchsbeginns war ein ca. 5 cm hoher Grasbestand vorhanden. Es wurden nur
Keimtragerversuche mit nicht in Aluminiumfolie eingehillten Keimtragern durchgefiihrt. Die
Vorbereitung der Keimtrager als auch die Auswertung erfolgte, wie in Kpt. 3.1 beschrieben.
Es wurden drei Versuchsdurchgange zu unterschiedlichen Zeitpunkten durchgeftuhrt, die sich
in den verwendeten Priiforganismen unterschieden. Vor der Probenahme wurde die
Temperatur des Bodens in 2-10 cm Tiefe mit einem Maximalthermometer gemessen.

Die Konzentration je Bakterienart in der Suspension betrug ber 10’ KBE/ml. Bovines
Parvovirus in 10*%10%*° KIDs, in 100 pl wurde als Kontrolle am 0. Tag in den Boden
gebracht.

Die aus dem Boden gezogenen Proben wurden sofort in ein Erhaltungsmedium in ein
Reagenzglas verbracht. Die Proben mit Viren wurden im gekihlten Zustand von der
Versuchsstelle gebracht.

Ein erster Versuchsdurchgang wurde mit Salmonella Typhimurium und Enterococcus

faecalis durchgefihrt.
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Es wurden 10 mit Enterococcus faecalis beimpfte Keimtrager unter die schwarze Folie, 10
Keimtrager unter die weil3e Folie und 5 Keimtrager als Kontrolle ohne Folie unabgedeckt in 5
cm Bodentiefe gebracht. Die Proben wurden am 13., 22., 28., 35. und 41. Tag gezogen (2
Keimtragern je Folie und 1 Keimtrager als Kontrolle).

Es wurden 8 mit Salmonella Typhimurium Typ ,Zoosal oral* beimpften Keimtrager unter die
schwarze Folie, 8 Keimtrager unter die weil3e Folie und 8 Keimtrager als Kontrolle ohne Folie
unabgedeckt in 5 cm Bodentiefe gebracht. Die Proben wurden am 13., 22., 28. und 35. Tag
gezogen (2 Keimtrager je Folie und 2 Keimtrager als Kontrolle).

In einem zweiten Versuchsdurchgang wurde zusatzlich zu den im ersten Versuchsdurchgang
verwendeten bakteriellen Prufkeimen auch das Uberlebensverhalten von E. coli und
Parvoviren Uberpruft.

Es wurden 8 mit Enterococcus faecalis beimpfte Keimtrager unter die schwarze Folie, 8
Keimtrager unter die weil3e Folie und 8 Keimtrager als Kontrolle ohne Folie unabgedeckt in 5
cm Bodentiefe gebracht. Die Proben wurden am 7., 14., 21. und 28. Tag gezogen (2
Keimtrager je Folie und 2 Keimtrager als Kontrolle).

Es wurden 8 mit Salmonella Typhimurium beimpfte Keimtrager unter die schwarze Folie, 8
Keimtrager unter die weil3e Folie und 5 Keimtrager als Kontrolle ohne Folie unabgedeckt in 5
cm Bodentiefe gebracht. Die Proben wurden am 7., 14., 21. und 28. Tag gezogen (2
Keimtrager je Folie und 1 Keimtrager als Kontrolle).

Es wurden 5 mit E. coli 63 beimpften Keimtrager unter die schwarze Folie, 5 Keimtrager
unter die weil3e Folie und 5 Keimtrager als Kontrolle ohne Folie in 5 cm Bodentiefe gebracht.
Die Proben wurden am 7., 14., 21., 28. und 35. Tag gezogen (1 Keimtrager je Folie und 1
Keimtrager als Kontrolle).

Es wurden 12 mit Bovinem Parvovirus beimpfte Keimtrdger unter die schwarze Folie, 12
Keimtragern unter die weif3e Folie und 12 Keimtrager als Kontrolle ohne Folie in 5 cm
Bodentiefe gebracht. Die Proben wurden am 0. 7., 14., 21., 28. und 35. Tag gezogen (2
Keimtrager je Folie und 2 Keimtrager als Kontrolle).

In einem dritten Versuchsdurchgang wurde nur Salmonella Typhimurium eingesetzt.

Es wurden 12 mit Salmonella Typhimurium beimpften Keimtrager unter die schwarze Folie,
12 Keimtrager unter die weiRe Folie und 12 Keimtrager als Kontrolle im Labor bei einer
Temperatur von +25 T belassen (abgedunkelt). Die P roben wurden am 0. 7., 14., 21., 28.

und 35. Tag gezogen (2 Keimtrager je Folie und 2 Keimtrager als Kontrolle).

3.1.6.3 Versuche zum Einsatz eines Gerates zur Bodendampfung

Das eingesetzte Gerat der Familie Veigel war ein handelsiblicher im Gartenbau

angewandter Dampfautomat der Firma ,Moeschle® mit Dampfkessel und mit einer



48

hydraulisch schwenkbaren Dampfhaube. Die Haube ist 5 m lang und 3 m breit, somit konnte
eine Bodenflache von 15 m? behandelt werden.

Der Praxisversuch zur Bodendampfung wurde auf einem Feld in der Néhe einer Grof3stadt
durchgefuhrt. Die Versuchsflache bestand aus leichtem, aufgelockertem Boden (L63-Lehm).
Der Versuch wurde bei trockenen Witterungsbedingungen mit Lufttemperaturen um 25 €
im Spatsommer durchgefihrt.

In dem Versuch wurden Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella Typhimurium
und Bovines Parvovirus (BPV) zur Validierung verwendet. In den Boden wurden ,offene* und
.geschlossene” Keimtrager eingebracht. Zusatzlich erfolgte die Anwendung einer
Keimsuspension. Der Versuchsablauf war mit dem Versuch des Injektorbrenners
vergleichbar.

Vor der Hitzebehandlung wurde neben der Bestimmung des Wassergehaltes des Bodens die
Bodentemperatur in verschiedenen Zeitabstdnden wahrend und nach der Hitzeeinwirkung in
5, 10 und 15 cm Bodentiefe mit einem Thermometer elektronisch gemessen und Uber eine
Zeitspanne von insgesamt 40 Minuten (Versuchsende) verfolgt. Die Dampfung dauerte 20
min.

An Kontrollproben wurden 3 ,offene” Keimtrager ausgewertet. Diese wurden in gekihltem
Zustand zu dem Versuch gefahren und mit den Bodenproben aus dem Erhitzungsversuch
zeitgleich ausgewertet.

12 ,offene* und 12 ,geschlossene” Keimtrager, beimpft mit je E. coli, Salmonella
Typhimurium Typ ,Zoosal oral®, sowie 12 Keimtrager mit Viren wurde in 5 cm Bodentiefe
eingebracht. Direkt nach der Hitzeeinwirkung wurden die Keimtrdger mit Bakterien in
Trypton-NaCL-LOosung (Erhaltungsmedium) gegeben. Zusatzlich wurden mit den 3
bakteriellen Prifkeimen auch ausgewéhlte Bereiche des nativen Bodens fir die
Tenazitatsuntersuchungen kontaminiert, indem je 1 Liter der entsprechenden Suspension mit

10® KBE/ml auf ca. 1 m?der Versuchsflache ausgebracht wurde.

3.1.6.4. Versuche zur Anwendung von Branntkalk

Ausgehend von den Ergebnissen der halbtechnischen Versuche wurden drei Praxisversuche
zur Kalkung des Bodens durchgefuihrt. Zu diesem Zweck wurde im Versuch 1 + 2
handelsublichen Branntkalk (CaO-Pulver bzw. Weissfeinkalk; CaO-Gehalt: 94 %) DIN 1060
CL 90 in einer Menge von 0,8 kg/m? + 1,6 kg/m? und im 3. Versuch 1,6 kg/m? + 3,2 kg/m?
Boden ausgebracht.

Die Versuche wurden auf Feldflachen mit Boden (Sandig toniger Lehm bis toniger Lehm;
Bodenpunkte: 65-74 je nach Einzelprobe)) des Versuchsbetriebes der Universitat

Hohenheim im Herbst durchgefuhrt. Der erste Versuch wurde mit Lufttemperatur von 7 C
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bis 12 € (Bodentemperatur von 11 <), der zweite V ersuch mit 10 T bis 19 €
(Bodentemperatur von 16 <€) und der dritte mit Lufttemperatur von 7 € bis 10 €
durchgefihrt.

Die bakterizide Wirkung der Kalkbehandlung des Bodens wurde mit den Priforganismen:
E. coli, Enterococcus faecalis sowie Salmonella Typhimurium untersucht. Die
Pruforganismen wurden sowohl als Suspension zur direkten Kontamination der Prifmatrix
als auch auf Keimtragern ohne Umhullung mit Aluminiumfolie eingesetzt.

Im einzelnen wurden zunachst in jedem Versuch 6 Versuchsflachen in der Grof3e von 1,0 m
x 1,0 m abgesteckt.

Auf jeweils einem Quadratmeter Flache wurden dann je nach Versuch die 0.g. Mengen von
Kalk ausgebracht und mit einer Ublichen landwirtschaftichen Bodenfrase 5 cm tief
umgefrast. Abbildung 17 zeigt die mit unterschiedlichen Kalkmengen beaufschlagten
Versuchsflachen.

AnschlieRend wurde von jedem Priiforganismus ein Liter Priifkeimsuspension mit 10° bis 10°
KBE/ml méglichst gleichmaRig mit einer GieRkanne je 1 m? der Bodenoberflache
ausgebracht.

5 Keimtrager wurden in jedem Versuch zusatzlich mit den 3 obengenannten Bakterienarten
auf die jeweilige Versuchsflache Kalk ausgebracht (Abb. 18).

Die Zahl der Proben und der Tag der Probenahme war je nach Versuch unterschiedlich. An
jedem Tag der Probenahme wurde der pH-Wert des gekalkten Bodens gemessen.

Als Kontrolle dienten Parzellen ohne Kalkbehandlung, ansonsten wurden diese auf die
gleiche Art und Weise mit Bakteriensuspensionen und mit Keimtragern behandelt, wie die
Versuchsflachen. Nach jede Probenahme wurden die Keimtrdger in Reagenzglaser mit
Erhaltungsmedium (0,9 %-ige NaCl-Losung) verbracht (1 Keimtréager pro R6hrchen) wahrend
die Bodenproben (je Probe ca. 100 g) in Schottflaschen (eine Probe pro Flasche) gefullt
wurden.

Im 1. Versuch erfolgte die Messung des pH-Werts im gekalkten Boden am 0., 1. und 4.Tag.
Die Proben wurden als Keimtrager aus Parzellen mit 0,8 kg und 1,6 kg CaO am 1. und 4.
Tag gezogen. An den gleichen Tagen wurden 5 Bodenproben fiir die qualitative
Untersuchung aus allen gekalkten Flachen entnommen. Die Kontrollproben wurden in
Mengen von 2 Keimtragern und 2 Bodenproben pro Bakterienart am 0., 1. und 4.Tag
entnommen.

Im 2. Versuch erfolgte die Messung des pH-Werts im gekalkten Boden am 0., 1., 2., 6. und
13. Tag. Die Proben wurden als Keimtrager von mit 0,8 kg und 1,6 kg CaO gekalkten
Parzellen am 1., 2. und 6. Tag gezogen. Es wurden 3 Bodenproben je Bakterienart flr eine

gualitative Untersuchung aus allen gekalkten Flachen am 1., 2., 6. und 13. Tag entnommen.
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Als Kontrollproben wurden 2 Keimtrager pro Bakterienart fur die quantitative Untersuchung
am 0. Tag entnommen.

Im 3. Versuch erfolgte die Messung des pH-Werts im gekalkten Boden am 0., 3. und 6. Tag.
Die Proben wurden als Keimtrager mit 1,6 kg und 3,2 kg CaO/m? der gekalkten Parzellen am
0., 2. und 6. Tag gezogen. Es wurden 5 Bodenproben je Bakterienart fir die qualitative
Untersuchung aus allen gekalkten Flachen am 0., 2. und 6. Tag enthommen. Die
Kontrollproben wurden in Mengen von 2 Keimtragern fur die quantitative und 2 Bodenproben
fur die qualitative Untersuchung pro Bakterienart am 0., 2. und 6. Tag entnommen.

Vor dem Einbringen der Keimtrager wurden Bodenproben entnommen, um den pH-Wert des
Bodens zu messen und auf den Gehalt jener Mikroorganismen zu untersuchen, die in freier
Suspension bei der Kalkanwendung auf die Bodenoberflache der Versuchsparzellen
ausgebracht worden waren. Die Keimtrager wurden am 1. und 4. Tag nach der
Kalkbehandlung entnommen und auf die Uberlebensfahigkeit der Priiforganismen

untersucht.

Abb. 17: 6 Versuchsflachen mit Kalk; im Vordergrund 0,8 kg CaO/m 2, im Hintergrund
1,6 kg CaO/m?

Das primare Ziel war, in Erfahrung zu bringen, ob relevante Mikroorganismen, die
stellvertretend fur pathogene Erreger angewandt wurden, durch die Kalkung der
Versuchsbodden reduziert bzw. inaktiviert werden kénnen. Neben der primaren Fragestellung
zur Inaktivierung der Prifbakterien sollte in diesem Versuchsansatz auch ermittelt werden,
ob es mdglich ist, durch ein Frasen des Bodens bis 15 cm Bodentiefe nach der erfolgten
Desinfektion (Versuchsende) die kalkhaltige Oberschicht mit Bodenmaterial soweit zu

verdinnen, dass der pH-Wert des Bodens vom stark alkalischen Bereich wieder zum
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Neutralpunkt gesenkt werden kann. Daher wurden 13 Tage nach Versuchsbeginn die
gekalkten Flachen mit einer Bodenfrdse 15 cm tief gefrést und anschlieRend der pH-Wert
gemessen (Abb. 19). Der pH-Wert der Proben wurde mit einem Microprocessor pH-Meter
(pH 535 Multical, WTW) gemessen. Als Messlésung diente 20 g Boden, der in 200 ml CaCl,-
Losung eingewogen wurde. Die Messelektrode wurde mit Aqua dest. abgespdlt und in die
Messldsung eingetaucht. Danach wurde eine stabile Anzeige abgewartet und der pH-Wert

abgelesen.

Abb. 18: Einbringung der mit den Priiforganismen kontaminierten Keimtrager in ca. 5
cm Bodentiefe der jeweils gekalkten Versuchsflachen

Abb. 19: Frasen der Versuchsflachen bis ca. 15 cm Bodentiefe zur Realkalisierung des

Bodens nach Ende der Versuche
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3.2 Ergebnisse
3.21 Ergebnisse der Laborversuche
3.2.11 Tenazitat im autoklavierten und nicht autoklavierten Boden

Es wird ersichtlich, dass bei 65 T die Anzahl von Enterococcus faecalis in autoklaviertem
Boden einer schnelleren Reduktion unterliegt als in nicht autoklaviertem Boden. Das lasst
den Schluss zu, fir die weiteren Tenazitatsversuche, wenn immer moglich, gewachsenen
Boden zu verwenden, was auch im weiteren Verlauf der Versuche geschehen ist.

Aus Tabelle 4 wird die Tenazitat der Enterococcus faecalis in einem autoklavierten und nicht

autoklavierten Boden bei Erhitzung im Wasserbad ersichtlich.

Tab. 4: Konzentrationen Uberlebender Enterococcus faecalis bei verschiedenen
Einwirkzeiten im Wasserbad bei 65 €T und TS-Gehalt von 85 % mit
autoklaviertem und nicht autoklaviertem Boden. Angaben in logio je KBE/g

Konzentration nach verschiedenen Einwirkzeiten
0 min 10 min 20 min 30 min
autoklaviert 2,4E + 06 2,4E + 06 4,3E + 04 2,4E+ 04
nicht autokl. 2,4E + 06 8,6E + 06 1,8E + 07 1,8E + 07

Boden

KBE: Koloniebildende Einheiten/g Boden autokl.: autoklaviert
TS: Trockensubstanz Temp.: Temperatur

3.21.2 Tenazitat bei verschiedenen Trockensubstanzgehalten

Die Ergebnisse dieser Voruntersuchung sind in der Tabelle 5 zusammenfassend dargestellt.
Bei der Priftemperatur von 65 € lasst sich bei beiden gepriften TS-Gehalten eine
Inaktivierungskinetik Gber den gesamten Prufzeitraum feststellen (Tab. 5). Ohne dass die
Ergebnisse statistisch abgesichert sind, lasst sich die Tendenz erkennen, dass die
verschiedenen TS-Gehalte der Bodenproben keinen Einfluss auf die Tenazitat der

untersuchten Enterococcus faecalis auszuliben scheinen.
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Tab. 5: Konzentrationen Uberlebender Enterococcus faecalis bei verschiedenen
Einwirkzeiten im Wasserbad bei 65 T bei unterschie dlichem TS-Gehalt des
Bodens. Angaben in logio je KBE/g

TS-Gehalt des Konzentration nach verschiedenen Zeiten
Bodens 0 min 10 min 20 min 30 min
77 % 3,0E+08 | 46E+06 | 3,0E+ 05 1,5E + 04
86 % 3,0E+08 | 8,6E+05 | 8,6E + 03 4 8E + 04

KBE: Koloniebildende Einheiten/g Boden Temp.: Temperatur
TS: Trockensubstanz

3.2.1.3 Tenazitat der Mikroorganismen auf den Keimtragern im Boden

Die Ergebnisse dieser Voruntersuchung sind in den Tabellen 6 bis 11 sowie in den
Abbildungen 20 bis 22 zusammenfassend dargestellt. Die Tabellen 6 und 7 zeigen die
Ergebnisse der Untersuchungen mit Salmonella Typhimurium. Es wird ersichtlich, dass bei
50 € sich die Anzahl der Salmonellen innerhalb von 50 min reduziert, allerdings nur um 1-2
Zehnerpotenzen. In Proben mit h6herem TS-Gehalt des Bodens ist der Keimgehalt héher
(siehe Tab. 6). Bei Temperaturwerten in den Bereichen zwischen 55-57 € kann eine
weitergehende Keimreduktion erreicht werden, wobei in den Proben mit dem hdheren TS-
Gehalt eine um ca. 1 Zehnerpotenz hoherer Wert nach einstundiger Erhitzung zu
verzeichnen ist als bei einem TS-Gehalt von 77 % (Tab.7 ). Abbildung 20 zeigt das
Verhalten von Salmonella Typhimurium auf Keimtragern im Wasserbad bei 55 € und TS-
Gehalten des Bodens von 77 % bis 88 %. Es lasst sich eine geringe Tendenz ablesen, dass

die verwendeten Salmonellen bei hohen TS-Gehalten eine hohere Tenazitat aufweisen.

Tab. 6: Konzentrationen Uberlebender Salmonella Typhimurium bei verschiedenen
TS-Gehalten des Bodens im Wasserbad bei 50 €. Angaben in logio je
KBE/mI
Zeit (min) Konzentration bei TS 87 % | Konzentration bei TS 76 %
0 4,6E + 07 4,6E + 07
10 4,6E + 05 4,6E + 07
20 4,6E + 07 4,6E + 07
30 4,6E + 07 4,6E + 06
40 4,6E + 06 8,6E + 05
50 4,6E + 06 8,6E + 05

KBE: Koloniebildende Einheiten/ml Suspension  Temp.: Temperatur
TS: Trockensubstanz
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Tab. 7: Konzentrationen (berlebender Salmonella Typhimurium bei verschiedenen
TS-Gehalten des Bodens im Wasserbad bei 55 €. Angaben in logio je
KBE/mI
Zeit (min) Konzentration bei TS 88 % | Konzentration bei TS 77 %
0 8,6E + 07 8,6E + 07
10 4,6E + 06 4,6E + 05
20 8,6E + 05 3,0E + 05
30 8,6E + 04 3,0E + 05
45 4,6E + 05 8,6E + 04
60 4,6E + 04 8,6E + 03

KBE: Koloniebildende Einheiten/ml Suspension  Temp.: Temperatur
TS: Trockensubstanz
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loge je KBEMmMI Suspension

min

Abb. 20: Konzentrationen Uberlebender Salmonella Typhimurium Typ ,Zoosal oral“ in
KBE/ml Suspension bei verschiedenen TS-Gehalten des Bodens im
Wasserbad bei 55 € (Tab. 7)

Die Tabellen 8, 9 und 10 zeigen die Ergebnisse der Tenazitatsprifung mit Enterococcus
faecalis auf Keimtradgern im Wasserbad bei verschiedenen Temperaturen und TS-Gehalten
der Bodenproben, in das die Keimtrager zur Uberprifung der Uberlebensfahigkeit von
Enterococcus faecalis eingelegt wurden. Bei 65 T und verschiedenen TS-G ehehlten sind
die Unterschiede im Uberlebensverhalten gering (Tab. 8 und 9). Es wurden in etwa
vergleichbare Ergebnisse dokumentiert. Nach 30 Minuten reduzierte sich die Zahl von
Enterococcus faecalis um 4 Zehnerpotenzen, diese Werte wurden auch bei einer Erhitzung

Uber eine Stunde lang festgestellt (Tab. 8 und 9).



Tab. 8: Konzentrationen Uberlebender Enterococcus faecalis bei verschiedenen TS-
Gehalten des Bodens im Wasserbad bei 65 . Angaben in logio je KBE/mI
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Zeit (min) | Konzentration bei TS 87 % | Konzentration bei TS 76 %
0 8,6E + 07 8,6E + 07
10 8,6E + 05 8,6E + 05
20 1,8E + 04 4,6E + 04
30 8,6E + 03 8,6E + 03
45 1,8E + 05 8,6E + 04
60 4,6E + 04 8,6E + 04

KBE: Koloniebildende Einheiten/ ml Suspension

TS: Trockensubstanz

Abb. 21 zeigt das Verhalten von Enterococcus faecalis auf Keimtragern im Wasserbad bei
65 T und TS-Gehalten des Bodens von 76 % bis 87 %.

Temp.: Temperatur

hinsichtlich hoherer Tenazitat bei hohen TS-Gehalten erkennen.

log10 je KBE/ml Suspension

Abb. 21: Konzentrationen Uberlebender Enterococcus faecalis in KBE/ml Suspension
bei verschiedenen TS-Gehalten des Bodens im Wasserbad bei 65 T (Tab. 8)

rmin

B0

Hier lasst sich keinerlei Tendenz
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Tab. 9: Konzentration tUberlebender Enterococcus faecalis verschiedenen TS-
Gehalten des Bodens im Wasserbad bei 65 . Angaben in logio je KBE/mI
Zeit (min) | Konzentration bei TS 88 % | Konzentration bei TS 77 %
0 3,0E + 08 3,0E + 08
10 8,6E + 05 2,3E+05
20 8,6E + 03 3,0E + 05
30 4.8E + 04 1,5E + 04

KBE: Koloniebildende Einheiten/ml Suspension

Temp.: Temperatur

TS: Trockensubstanz

Bei 70 T konnten spétestens nach 20 min keine Enterococcus faecalis mehr nachgewiesen
werden (siehe Tab. 10).

Tab. 10: Konzentrationen (berlebender Enterococcus faecalis bei verschiedenen TS-
Gehalten des Bodens im Wasserbad bei 70C. Angaben in logio je KBE/mI
Zeit (min) | Konzentration bei TS 88 % | Konzentration bei TS 75 %
0 2,4E + 06 2,4E + 06
10 n. n. 2,3E + 00
20 n. n. n.n.
30 n.n. n.n.

KBE: Koloniebildende Einheiten/ml Suspension

TS: Trockensubstanz

Temp.: Temperatur

n. n.: nicht nachgewiesen

Die Tabelle 11 dokumentiert die Ergebnisse des Verhaltens von E. coli bei 50 T im
Wasserbad Uber eine Zeitspanne von 50 Minuten bei TS-Gehalten von 75 bzw. 86 %.

Waéhrend bei den hohen TS-Gehalten innerhalb der Erwdrmungsphase 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 (siehe Tab. 11 und

Abb. 22).

Tab. 11: Konzentrationen Uberlebender E. coli bei verschiedenen TS-Gehalten des
Bodens im Wasserbad bei 50°C. Angaben in log 10 je KBE/mI
Zeit (min) | Konzentration bei TS 86 % | Konzentration bei TS 75 %
0 8,6E + 05 8,6E + 05
10 8,6E + 05 8,6E + 03
20 1,8E + 06 8,6E + 03
30 8,6E + 05 4,6E + 04
40 4,6E + 05 8,6E + 03
50 4,6E + 05 8,6E + 03

KBE: Koloniebildende Einheiten/ml Suspension

TS: Trockensubstanz

Temp.: Temperatur
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Abb. 22 zeigt das Verhalten von E. coli auf Keimtragern im Wasserbad bei 50 T und TS-
Gehalten des Bodens von 75 % und 86 % in einer graphischen Ubersicht, die auf eine

Tendenz zu hdherer Tenazitat dieses Prifkeims bei hohen TS-Gehalten hinweist.

A
E
L
[m]
¥
5
Abb. 22: Konzentrationen Uberlebender E. coli in KBE/ml Suspension bei
verschiedenen TS-Gehalten des Bodens im Wasserbad bei 50 € (Tab. 11)
3.2.2 Ergebnisse der halbtechnischen Versuche zur Bodendesinfektion mit
Kalk
3.2.2.1 Versuche mit Kalk in verschiedenen Zubereitungsformen

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in der Tabelle 12 dargestellt. Der qualitative Nachweis
der Salmonellen nach dem ersten, dritten und sechsten Tag der Untersuchung zeigt, dass
die Anwendung des Kalks zur Desinfektion des Bodens in Pulverform ohne zusétzliche
Wasserzufuhr nicht so effektiv ist wie mit Wasserzusatz. Beim Einsatz der 50 %-igen
Kalkmilch konnten Salmonella Typhimurium am 1. Tag nur in einer Probe, am 3. Tag dann
wieder in beiden Parallelproben nachgewiesen werden. Am 6. Untersuchungstag waren
beide Proben negativ. Bei der Anwendung von Branntkalk (gekornt und in Pulverform) als
auch beim Kalkhydrat konnten Salmonella Typhimurium in allen Proben, auch nach Tagen
Einwirkzeit nachgewiesen werden. Der TS-Gehalt des Bodens war an den Stellen am

hochsten, an denen Kalk als Pulver angewandt wurde. An den Stellen des Bodens, an denen
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Ca(OH), als Kalkmilch eingemischt wurde, war der TS-Gehalt aufgrund des hohen
Wassergehaltes am niedrigsten.

Es konnte somit die Erkenntnis gewonnen werden, dass Kalkmilch am besten zur Reduktion
von Salmonellen geeignet ist, weil nach Anwendung des Kalks als Kalkmilch nach 6 Tagen
der Untersuchung keine Salmonellen mehr qualitativ nachgewiesen werden konnten. Zur
Optimierung des Vorgehens, sollte in einem weiteren Versuchsdurchgang (siehe 3.2.2.2) die
Kalkmilch als Lésung mit verschiedenen Wassermengen hergestellt werden, um
festzustellen, welche Proportionen Kalk zu Wasser sich auf eine Reduktion der Salmonellen

am effektivsten auswirkten

Tab. 12: Qualitative Darstellung Uberlebender Salmonella Typhimurium Typ ,Zoosal
oral" bei der Anwendung von Kalk in Mengen von 38 g Kalk pro 1 kg Boden.
Keimsuspension mit der Ausgangskeimzahl von 10® KBE/ml

Einwirkzeiten 0. Tag (40 min) 1. Tag 3. Tag 6. Tag
Untersuchungs- o 1o yls TS pH|S. TS pH|S. TS pH
paramerer
Boden nd. 831% 7,8 |nd. nd. nd.|nd. nd. nd |nd nd n.d.

Boden + CaO Pulver | ++ 85% 12,7 |[++ 86% nd.|++ 87 % n.d.|++ 87 % n.d.

Boden + CaO gekodrnt| ++ 84% 129 (++ 85% nd.|++ 85% nd.|++ 86 % n.d.

Boden + Ca (OH),

++ 83% 128 |[++ 85% nd.|++ 85% nd.|++ 86% n.d.
Pulver

[ o)
Boden +50% | | | 710 12,8 [+nn. 72%nd.|++ 73% nd. NN 74% nd
Kalkmilch n.n.
+ qualitativer Nachweis von Salmonellen in 50 g Boden n. d.: nicht durchgefihrt
n. n.: nicht nachgewiesen  S.: Salmonella Typhimurium TS:Trockensubstanzgehalt
KBE: Koloniebildende Einheiten/ml Suspension pH: pH-Wert
14,2 %-ige Kalkmilch
3.2.2.2 Orientierungsversuche mit Kalkmilch in verschiedenen Konzentrationen

Die Ergebnisse dieser Orientierungsuntersuchungen sind in den Tabellen 13 und 14 sowie in
der Abbildung 23 zusammengefasst. Im Versuch C, nach Anwendung einer 14,2 %-igen
Kalkmilch und einem erreichten pH-Wert von 13 im Boden, konnten Salmonella Typhimurium
nach 24 Stunden nicht mehr nachgewiesen werden (Tab. 13). Im Versuch D, bei der
Anwendung einer 11,1 %-igen Kalkmilch, waren Salmonella Typhimurium gegenuber der

Kontrollproben nach 24 Stunden um 1-2 Zehnerpotenzen reduziert. Am 3. Tag konnten sie
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nicht mehr nachgewiesen werden (siehe Tab. 13). Im Versuch B, beim Einsatz einer 20 %-
igen Kalkmilch und bei einem pH-Wert von 12,9 wurde die Anzahl KBE von Salmonella
Typhimurium unter die Nachweisgrenze reduziert (siehe Tab 13). Im Versuch A, beim
Einsatz einer 33,33 %-igen Kalkmilch, konnten Salmonella Typhimurium am. 1 Tag in
Keimzahlen zwischen > 02 bis 7,5E + 03 KBE/g Boden nachgewiesen werden. Am 3. Tag
war Salmonella Typhimurium nur in einer Probe an der Nachweisgrenze nachweisbar,
wahrend am 6. Tag nur eine Probe negativ war und in zwei Proben Salmonella Typhimurium
bei 4,6E + 02 KBE/g Boden nachweisbar waren (Tab. 13).

Der pH-Wert betrug 12,9 bis 13,0 und der TS-Gehalt 79 %. Der TS-Gehalt in den
Versuchsansatzen (Versuch A-D) stieg auf 79 % (Versuch A), auf 70 % (Versuch B), auf

69 % (Versuch C) bzw. auf 79 % (Versuch D). Die Messwerte sind im Einzelnen in Tab. 14
zu finden. Es zeigt sich, dass neben der Kalkkonzentration auch die Wassermenge, die mit
dem Kalk auf den Boden kommt, einen Einfluss auf die bakterizide Wirksamkeit in der Matrix
hat.
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Konzentrationen tUberlebender Salmonella Typhimurium Typ ,Zoosal oral” bei

der Anwendung von Kalkmilch; 38 g Kalk pro 1 kg Boden mit einem TS-Gehalt
von 81 %; pH-Wert des Bodens: 7,8. Keimsuspensionsversuch. Angaben in
logio je KBE/g

Einwirkzei 0 1 3 6
inwirkzeiten S oH pH S pH
4, 3E+04
Kontrolle 4 6E+06 | n. d. n. d. n. d. n. d.
4. 6E+06
Median 4,6E+06
33 % Kalkmilch 6,1E+02 n. n. n. n.
(1+1)* n. d. 13,2 1,1E+03 12,8 n. n. 12,9 | 4,6E+02 129
Versuch A 7,5E+03 3,6E+00 4,6E+02 '
Median n. d. 1,1E+03 |n.d. 0 n.d. |4,6E+02
20 o/‘lef";;"”Ch 1,1E+03 2,3E+01 rr‘] rr‘]
Versuch B n d 13,2| 4,3E+03 |12,8 6,1E+02 12,9 n. n. 12,9
e 4,3E+04 9,2E+02 o
Median n. d. 4 3E+03 |n.d. 6,1E+02 n. d. 0 n. d.
14,2 %
Kalkmilch o iz " =0 o | o130
1+3) n. d. 13,1 N .n ' ' n- N n. n '
Versuch C T ) '
Median n. d. 0 n. d. 0 n. d. 0 n. d.
Ki\illég-niol/gh 2,4E+02 n.n 13,0 n.n
n. d. 9,3E+02 |13,0 n.n n.n 13,0
(1+4) B.1 1 43e+03 n.n n.n
Versuch D ' ) '
Median n. d. 9,3E+02 n. d. 0 n. d. 0 n. d.

*eine Volumenmenge Kalk mit einer Volumenmenge Wasser

KBE: Koloniebildende Einheiten/g Boden

S.: Salmonella Typhimurium Typ "Zoosal oral”

TS. Trockensubstanzgehalt

n. n.: nicht nachgewiesen

n. d.: nicht durchgefihrt
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Abb. 23:

Tab. 14:
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11,1 %e-ige Kalkmilch
14 2 %-ige Kalkmilch
20 Yo-ige Kalkmilch

33 Ye-ige Kalkmilch

B n=23

Tag

Darstellung der Medianwerte Uberlebender Salmonella Typhimurium im Bo in
KBE/g Boden den bei der Anwendung von Kalkmilch; 38 g Kalk pro 1 kg
Boden nach verschiedenen Einwirkungszeiten (Tab. 13)

Ergebnisse der Trockensubstanzgehalte des Bodens im 2. Versuch

Tag der TS-Gehalt des Bodens
P - . . . .
;?]tt’e i%dn‘z” 33 %-ige | 20 %ig-e | 14,2 %-ige | 11,1 %-ige
nahme Kalk Kalkmilch | Kalkmilch | Kalkmilch | Kalkmilch
0 80 % 75 % 71% 66 % 65 %
1 n. d. 78 % 72 % 68 % 66 %
3 n. d. 78 % 74% 68 % 68 %
6 n. d. 79 % 76 % 69 % 71 %

n. d.: nicht durchgefihrt
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3.2.2.3 Versuche mit 14,2 %-iger Kalkmilch (1,25 kg Ca (OH) ,/m?)

Die Ergebnisse sind in den Tabellen 15 und 16 sowie in der Abbildung 24 dargestellt. Bei
einem pH-Wert von 12,4 wird die Anzahl der Koloniebildenden Einheiten (KBE) der
eingemischten Salmonellen schon nach 40 min um eine bis zwei Zehnerpotenzen im
Vergleich zu den Kontrollproben reduziert. Bis zum 2. Tag nimmt die Keimzahl weiter ab und
sinkt um zwei bis finf Zehnerpotenzen. Anschlie3end steigt sie wieder um ein bis zwei
Zehnerpotenzen an. Dabei blieb der pH-Wert nahezu unverandert zwischen 12,3 und 12,4
(Tab. 15, Abb. 24).

Bei dem pH-Wert von 12,5 reduzierte sich die Anzahl der eingebrachten Enterokokken um
zwei Zehnerpotenzen schon nach 40 min und sank bis zum 2. Tag weiter ab, um bis zum
Ende der Einwirkungszeit ebenfalls wieder anzusteigen.

Insgesamt waren in diesem Versuch die Ergebnisse bei Salmonella Typhimurium und

Enterococcus faecalis nicht sehr unterschiedlich (Tab. 15).

Tab. 15: Konzentrationen tberlebender Salmonella Typhimurium Typ ,Zoosal oral“ und
Enterokokken in KBE/g Boden bei der Anwendung einer 14,2 %-igen
Kalkmilch; 1,25 kg Kalkhydrat, Ca(OH),/m®. (Der pH-Wert des nicht gekalkten
Bodens vor dem Versuch: 7,8. Keimsuspensionsversuch )

P-[gge%irt- 0 Tag (40 min) 1 Tag 2 Tag
nahme S. Typh. Ent. f. S. Typh. Ent. f. S. Typh. Ent. f.
Kontrolle 1,1E+07 | 1,1E+07 2,4E+07 1,5E+07 1,4E+07 4,6E+06
1,1E+08 | 1,1E+07 4,6E+07 2,4E+07 4,6E+07 1,1E+08
Median 6,0E+07 | 1,1E+07 3,5E+07 1,9E+07 3,0E+07 5,7E+07
2,4E+05 | 1,1E+05 9,3E+02 4,3E+03 2,4E+02 3,6E+00
4,6E+05 | 1,1E+05 9,3E+03 1,1E+04 2,4E+03 9,3E+02
Versuch 1,1E+06 | 1,1E+05 4,6E+04 1,5E+04 1,1E+04 2,4E+03
1,1E+06 | 1,1E+05 9,3E+04 1,5E+04 2,4E+04 4,6E+04
1,1E+06 | 4,6E+05 1,5E+05 4,6E+04 1,1E+05 1,1E+06
Median 1,1E+06 1,1E+05 | 4,6E+04 1,5E+04 6,7E+03 2,4E+03
Tag der
Probeent- 3 Tag 4 Tag 0 1 2 3 4
nahme S. Typh. Ent. f. S. Typh. Ent. f. pH | pH | pH | pH | pH
Kontrolle 1,1E+07 1,1E+07 24E+07 1,5E+07 nd.\nd{nd|nd|nd
1,1E+08 | 1,1E+07 4,6E+07 2,4E+07
Median 6,0E+07 | 1,1E+07 3,5E+07 1,9E+07 |[n.d.|n.d.|n.d.[n.d.|n.d.
2,4E+05 | 1,1E+05 9,3E+02 4,3E+03 |12,3|12,2|12,3|12,4|12,0
4,6E+05 | 1,1E+05 9,3E+03 1,1E+04 |12,4|12,3|12,3|12,4|12,1
Versuch 1,1E+06 | 1,1E+05 4,6E+04 15E+04 |12,5|12,4]|12,4|12,4|12,1
1,1E+06 | 1,1E+05 9,3E+04 15E+04 |12,5|12,4|12,4|12,4|12,2
1,1E+06 | 4,6E+05 1,5E+05 4,6E+04 |12,6(125]125|12,5|12,3
Median 1,1E+06 | 1,1E+05 4,6E+04 15E+04 |12,5|12,4]112,4(12,4]12,1

KBE: Koloniebildende Einheiten/g Boden S. Typh.: Salmonella Typhimurium
Ent. f.: Enterococcus faecalis
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Abb. 24: Darstellung der Medianwerte der tberlebenden Salmonella Typhimurium Typ
»Zoosal oral“ und Enterococcus faecalis in KBE/g Boden bei der Anwendung
einer 14,2%-igen Kalkmilch; 1,25 kg Kalkhydrat (Ca(OH)z)/m2 Boden nach
verschiedenen Einwirkungszeiten (Tab. 15)
Tab. 16: Ergebnisse der Trockensubstanzgehalte des Bodens im 3. Versuch
Tage der | Boden .
Probe- ohne Boizr;kmlt pH-Wert
entnahme Kalk
0 87 % 74,2 % 12,5
1 n. d. 73,7 % 12,4
2 n. d. 74,0 % 12,4
3 n. d. 74,2 % 12,4
4 n. d. 76,0% 12,1

n. d.: nicht durchgefiihrt

Bei Anwendung von 14,2 %-iger Kalkmilch, die einer Ausbringungsmenge von 1,25 kg
Ca(OH)2/m2 entspricht, und TS-Gehalten des Bodens zwischen 73,7 % und 76,0 %, liegen
die pH-Werte zwischen 12,5 nach 40 min und 12,1 nach vier Tagen (Tab. 16). Trotz der
relativ hohen pH-Werte waren Salmonellen sowie Enterokokken in Konzentrationen von
10° bis 10°> KBE/g Boden noch nach dem 4. Versuchstag nachzuweisen.
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3.224 Versuche mit 14,2 %-iger Kalkmilch (5,0 kg Ca (OH) ,/m?)

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in den Tabellen 17; 18 und 19 sowie in der Abbildung
25 dargestellt.

Wie aus der Tabelle 18 zu entnehmen ist, werden im Bereich eines pH-Werts zwischen 12,8
und 12,9 die Salmonellen in vier von zehn untersuchten Proben schon am ersten
Untersuchungstag in lhrer Keimzahl bis unter die Nachweisgrenze reduziert. Am zweiten Tag
war dies in vier, am dritten Tag in sieben Proben und am vierten Tag in allen zehn
untersuchten Proben der Fall (Abb. 25).

Die Enterokokken werden lediglich in einer von zehn untersuchten Proben am ersten
Untersuchungstag bis unter die Nachweisgrenze reduziert. Am zweiten Tag konnten in drei
und am dritten Tag in acht Proben keine Enterokokken nachgewiesen werden. Am vierten
Untersuchungstag waren nur noch in zwei von zehn untersuchten Proben Enterokokken in
der GroRenordnung von 3,6 x 10° KBE/g Boden nachzuweisen (Tab. 17, Abb. 25). Die

Enterokokken wurden damit in einer Grof3enordnung von bis zu 7 Zehnerpotenzen reduziert.
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Tab. 17: Konzentrationen Uberlebender Salmonella Typhimurium Typ ,Zoosal oral®
und Enterokokken in KBE/g Boden bei der Anwendung einer 14,2 %-igen
Kalkmilch; 5 kg Kalkhydrat, Ca(OH),/m?
Tag der 0 Tag (30 min) 1 Tag 2 Tag
Probeent-
nahme S. Typh. Ent.f. | S. Typh. Ent. f. S. Typh. Ent. f.
Kontrolle 7,5e+07 | 2,3E+07 | 4,3E+07 | 1,5E+07 1,4E+07 4,6E+06
7,5E+07 | 3,5E+07 | 4,3E+07 | 2,4E+07 4,6E+07 1,1E+08
7,5E+02 4, 6E+03 n. n. n. n. n. n. n. n.
7,5E+02 2,3E+03 n. n. 3,6E+00 n. n. n. n.
1,1E+03 | 4,3E+03 n. n. 4,3E+01 n. n. n. n.
1,1E+03 | 4,3E+03 | 2,3E+01 | 4,6E+01 n. n. 1,5E+01
Versuch 4,6E+03 | 4,6E+03 | 2,3E+01 | 2,4E+02 3,6E+00 4,3E+01
2,4E+02 | 2,4E+02 4,3E+01 4,3E+01
9,3E+02 | 4,6E+03 2,4E+02 2,4E+02
2,3E+03 | 4,6E+04 3,8E+02 1,1E+03
2,4E+04 | 1,1E+05 4,3E+02 1,5E+01
7,5E+02 3,8E+03
Median 1,1E+03 | 4,3E+03 2,3E+01 | 2,4E+02 2,3E+01 2,9E+01
Tag der 3 Tag 4 Tag 0. 1. 2 3 4
Probeent-
nahme S. Typh. Ent. f. S. Typh. Ent. f. pH | pH pH | pH | pH
4,66+08 | 1,1E+07 | 4,3E+07 | 1,1E+06
Kontrolle 46E+08 | 11E+07 | 7.5E+07 | 15E+06 nd.|n.d| nd|nd|nd
n. n. n. n. n. n. n. n. 12,8 12,8 12,7 {12,8112,8
n.n n. n. n. n. n. n. 1291128 | 12,7 12,8 12,8
n.n n. n. n. n. n.n. |129|10g | 12,7 |12,8(12,8
n.n n. n. n. n. n. n. 12,9 12,8 12,7 | 12,8 12,8
Versuch n.n n. n. n. n. n. n. 12,9 12,9 12,7 {12,8112,8
n.n. n.n. n.n. n. n. 12,9 | 12,7 |12,8|1238
n. n. n. n. n. n. n. n. 12,9 12,8 | 12,8 12,8
4,3E+01 n. n. n. n. n. n. 12,9 12,9 (12,8]12,8
4,3E+01 2,3E+0 n. n. 3,6E+0 12,9 | 129 1128|128
4,3E+02 2,4E+02 n. n. 3,6E+00 12,9 | 12,9 |12,8|12,8
Median 0 0 0 0 12,9129 (12,7 |12,8|12,8

KBE: Koloniebildende Einheiten/g Boden

S. Typh.: Salmonella Typhimurium
Kontrolle*: Boden ohne Kalk

n. n.: nicht nachgewiesen
Ent. f.: Enterococcus faecalis
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Abb. 25: Darstellung der Medianwerte der Uberlebenden Salmonella Typhimurium Typ

»Zoosal oral* und Enterococcus faecalis in KBE/g Boden bei der Anwendung

einer 14,2%-igen Kalkmilch; 5 kg KaIkhydrat(Ca(OH)z)/m2 Boden nach
verschiedenen Einwirkungszeiten (Tab. 17)

Aus Tab. 18 werden die pH-Werte in unterschiedlichen Bodentiefen des 4. Versuches
ersichtlich. Unter der Arbeitsschicht, also unterhalb von 10 cm, sank der pH-Wert von 12,7
auf 9,3. Die obere Bodenschicht wirkte wie ein Filter, der Kalkpartikel zurlickhielt. Unter die
Arbeitsschicht von 10 cm ist offensichtlich nur eine relativ geringe Menge Kalk

durchgedrungen, was durch den geringeren pH-Wert tieferer Bodenschichten deutlich wird.
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Tab. 18: Ergebnisse der pH-Messung des Bodens in unterschiedlichen Bodentiefen
im 4. Versuch

pH des Bodens
>10 cm Tiefe*| 5 cm Tiefe
9,3 12,7
9,5 12,7
9,5 12,7
10,3 12,7
10,5 12,7

In der oberen Bodenschicht verandert sich bedingt durch die hohe zugegebene
Flissigkeitsmenge der TS-Gehalt nach unten. Der pH-Wert féllt bis zum 4. Tag nur
unbedeutend von 12,9 auf 12,8 ab (Tab.19).

Tab. 19: Trockensubstanzgehalt des Bodens nach Ausbringung von 14,2 %-iger
Kalkmilch in der Menge, so, dass 5 kg Kalkhydrat (Ca(OH),/m? Boden
eingearbeitet wurden

Tage der | Boden Boden
Probeent- | ohne . pH-Wert
mit Kalk
nahme Kalk

0 92 % 68 % 12,9
1 n. d. 69 % 12,9
2 n. d. 68 % 12,7
3 n. d. 69 % 12,8
4 n. d. 71 % 12,8

n. d.: nicht durchgefihrt

3.2.25 Versuche mit 14,2 %-iger Kalkmilch ( Vergleich 2,5 und 5,0 kg Ca(OH)  ,/m?)

Die Ergebnisse der bakteriologischen Untersuchungen sind in der Tabelle 20 und in der
Abbildung 26 dargestellt, die dazugehoérigen pH- und TS-Werte sind der Tabelle 21 zu
entnehmen.

Bei der Anwendung einer Menge von Kalkmilch, die 2,5 kg Kalkhydrat/m? entspricht,
werden die Salmonellen bereits am 1. Tag bei zwei parallelen Ansétzen in zwei von zehn
untersuchten Proben bis unter die Nachweisgrenze reduziert. Am 7. Tag ist dies in drei von
zehn untersuchten Proben der Fall (siehe Tab. 20). In sieben von zehn untersuchten Proben

werden am siebten Untersuchungstag die Salmonellen im Vergleich zu den Ausgangsproben
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von 10 auf 10> KBE/g Boden und damit um fiinf Zehnerpotenzen reduziert (Tab. 20, Abb.
26).

Bei der Anwendung von 5,0 kg Kalkhydrat/m* werden die Salmonellen bei zwei parallelen
Ansatzen in sechs von zehn untersuchten Proben schon nach dem ersten Untersuchungstag
und in acht von zehn untersuchten Proben am siebten Untersuchungstag in ihrer Keimzahl
bis unter die Nachweisgrenze reduziert. Am siebten Untersuchungstag werden Salmonellen
in zwei von zehn untersuchten Proben im Vergleich zu den Kontrollproben von 10" auf 10*
KBE pro g Boden, also um sechs Zehnerpotenzen vermindert (Tab. 20, Abb. 26).

Bei der Anwendung von 2,5 kg Kalkhydrat/m? wird die Anzahl Enterokokken bereits am 1.
Tag bei zwei parallelen Anséatzen in zwei von zehn untersuchen Proben bis unter die
Nachweisgrenze reduziert. Am 7. Tag waren flnf von zehn untersuchten Proben negativ. Die
Reduktionsrate betrug im Vergleich zu den Kontrollproben finf Zehnerpotenzen (Tab.20,
Abb. 26).

Bei der Anwendung von 5,0 kg Kalkhydrat/m? werden die Enterokokken in zwei parallelen
Ansétzen in sechs von zehn untersuchten Proben schon nach dem ersten Untersuchungstag
bis unter die Nachweisgrenze reduziert. Am siebten Tag ist dies in acht von zehn
untersuchten Proben der Fall. In drei von zehn verbleibenden Proben ist eine Reduktion der
Anzahl der Enterokokken im Vergleich zu den Kontrollproben von 10" auf 10" KBE/g Boden,

also um sechs Zehnerpotenzen festzustellen (Tab. 20, Abb. 26).
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Tab. 20: Konzentrationen Uberlebender Salmonella Typhimurium Typ ,Zoosal oral“ und
Enterokokken in KBE/g Boden bei der Anwendung von 14,2 %-iger Kalkmilch;
2,5 kg Kalkhydrat/m? und 5 kg Kalkhydrat/m?. Angaben in KBE/g Boden
Tag der 0 Tag (30 min) 1 Tag
Probeentnahme S E S S; E E,
Kontrolle 1,1E+07 1,5E+07 4,6E+07 1,1E+07
1,1E+07 4,3E+07 1,1E+08 1,1E+07
1,4E+04 7,5E+05 n.n. 7,4E+00 n.n. 4,6E+02
2,5 kg 1,4E+04 1,5E+06 n.n. 1,1E+01 n.n. 4,6E+02
Ca(OH)Z/m2 4, 6E+04 1,5E+06 3,0E+00 1,1E+01 |9,2E+00 1,1E+03
Boden 1,1E+05 1,5E+06 3,6E+00 7,2E+02 |1,1E+02 1,1E+03
7,4E+00 1,5E+03 |1,1E+02 2,1E+03
Median 3,0E+04 1,5E+06 7,4E+00 2,8E+02
1,1E+03 1,1E+04 n.n. n.n. n.n. n.n.
5,0 kg 4,6E+03 1,1E+05 n.n.  3,0E+00 n.n. 2,1E+01
Ca(OH),/m? 4,6E+04 4,6E+05 nn.  1,1E+02| n.n. 1,1E+02
Boden 7,5E+04 1,1E+06 n.n.  2,4E+02 n.n. 1,2E+02
n.n. 7,5E+03 n.n. 1,1E+04
Median 2,5E+04 2,8E+05 0 0
Tag der 7 Tag 40 min 1 Tag 7 Tag
Probeentnahme S S E E; pH
Kontrolle 2,4E+06 4,6E+06 n.d
7,5E+06 1,1E+07 T
n.n. 7,4E+00 n.n. 3,0E+00 [13,0 13,1 13,0
2,5 kg n.n. 1,1E+02 n.n. 9,2E+00 (13,1 13,1 13,0
Ca(OH),/m? n.n. 1,1E+02 n.n. 4,3E+01 | 13,1 13,1 13,0
Boden 3,0E+00 1,1E+02 n.n. 2,4E+02 [ 13,1 13,1 13,0
3,0E+00 1,1E+02 n.n. 2,4E+02 (13,1 13,1 13,0
Median 5,2E+00 1,5E+00 13,1 13,1 13,0
n.n. n.n. n.n. n.n. 13,1 13,1 13,1
5,0 kg n.n. n.n. n.n. n.n. |13,1 13,1 13,1
Ca(OH),/m? n.n. n.n. n.n. 3,0E+00 | 13,1 13,1 13,1
Boden n.n. 1,1E+01 n.n. 3,0E+00 13,1 13,1 13,1
n.n. .1,1E+01 n.n. 2,3E+01 (13,1 13,1 13,1
Median 0 0 13,1 13,1 13,1

KBE: Koloniebildende Einheiten/g Boden

Typhimurium
E.: Parallelansatz

n. n.. nicht nachgewiesen
E.: Enterococcus faecalis n. d.: nicht durchgefiihrt

Sl:

S.: Salmonella
Parallelansatz
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Abb. 26: Darstellung der Medianwerte der tberlebenden Salmonella Typhimurium

Typ ,Zoosal oral“ und Enterococcus faecalis in KBE/g Boden bei der
Anwendung einer 14,2 %-igen Kalkmilch; 2,5 kg Kalkhydrat + 15 kg H,O
und 5,0 kg Kalkhydrat + 30 kg H,O/m? Boden nach verschiedenen
Einwirkungszeiten (Tab. 20)
Wie aus der Tabelle 21 ersichtlich ist, verdndern sich die TS-Gehalte des Bodens,
entsprechend den zugegebenen Wassermengen, da sich das Wasser mit dem Kalk

verbindet. Die pH-Werte bleiben lber die gemessene Zeitdauer stabil.
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Tab. 21: Ergebnisse der pH-Werte und der Trockensubstanzgehalte des gekalkten
Bodens bei der Anwendung von 14,2 %-iger Kalkmilch; 2,5 kg Kalkhydrat/m?
und 5 kg Kalkhydrat/m? (TS-Gehalt des Bodens ohne Kalk: 88 %)

TS-Gehalt in %
Tage der pH- Wert .
Probeent- Boden mit Kalk
nahme | bei2,5kg | bei5kg bei 2,5 | bei5 kg
Kalk Kalk kg Kalk Kalk
13,0 13,1
13,1 13,1
0 13,1 13,1 71 67
(40 min) 13,1 13,1
13,1 13,1
13,1 13,1
13,1 13,1
1 13,1 13,1 72 71
13,1 13,1
13,1 13,1
13,0 13,1
13,0 13,1
7 13,0 13,1 77,5 715
13,0 13,1
13,0 13,1

n. d.: nicht durchgefihrt

3.2.2.6  Versuche mit gemahlenem Branntkalk

Die Ergebnisse der bakteriologischen Untersuchungen sind in der Tabelle 22 und
zusammenfassend in der Abbildung 27 dargestellt. Die Tabelle 23 enthélt die dazugehdrigen
TS-Gehalte des Bodens.

Es zeigt sich, dass bei einem Trockensubstanzgehalt des Bodens von tber 93 % und bei
einem pH-Wert von 12,8 die Anzahl an Salmonellen bei den zwei parallelen Ansatzen in flnf
von zehn untersuchten Proben schon nach dem ersten Untersuchungstag bis unter die
Nachweisgrenze reduziert wird. Am 2. und 3. Untersuchungstag war jeweils nur eine Probe
negativ. Am dritten Tag kam es wieder zu einem Anstieg der Anzahl Uberlebender
Salmonellen, wobei am 4. Tag in allen zehn Proben wieder Salmonellen in einer
GroRenordnung zwischen 10' KBE/g Boden und 10° KBE/g Boden nachgewiesen werden
konnten. Der Medianwert lag dann bei 4,5 x 10° KBE/g Boden (Tab. 22, Abb. 27).

Das Verhalten der eingebrachten Enterokokken war &hnlich. Am 1. Untersuchungstag sank
ihre Anzahl in einer von zehn untersuchten Proben unter die Nachweisgrenze. Am 2., 3. und
4. Tag waren dann jeweils alle zehn Proben wieder positiv. Der Medianwert der Anzahl an
Enterokokken betrug am 1. Tag 3,4 x 10%, am 2. Tag 2,1 x 10%, am 3. Tag 7,8 x 10? und am
4. Tag 7,8 x 10° KBE/g Boden ( Tab. 22, Abb. 27).
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Tab. 22: Konzentrationen Uberlebender S. Typhimurium Typ ,Zoosal oral”
und Entertokokken in KBE/g Boden bei der Anwendung von 3,2 kg
Branntkalk/m? Boden nach verschiedenen Einwirkungszeiten
P-Ir-sgedeirt- 0 Tag ((30 min)) 1 Tag 2 Tag
nahme S. Typh. Ent. f. S. Typh. Ent. f. S. Typh. Ent. f.
Kontrolle 1,1E+07 | 1,1E+08 | 1,1E+08 | 4,3E+06 4,6E+07 4,6E+06
4,6E+07 | 15E+07 | 1,1E+08 | 1,1E+07 4,6E+07 4,6E+06
n. n. 4,3E+01 n. n. n. n. n. n. 4,3E+01
n. n. 4,3E+01 n. n. 3,6E+00 2,4E+02 4,3E+03
4 3E+01 2,4E+02 n. n. 7,5E+02 2,1E+04 4, 6E+03
9,3E+03 1,5E+05 n.n. 2,3E+03 2,3E+04 1,1E+04
Versuch 1,1E+06 | 1,1E+06 n.n. 2,3E+03 2,4E+04 2,1E+04
7,4E+01 | 4,6E+03 4,6E+04 2,1E+04
2,4E+03 | 2,3E+04 4,6E+04 4,6E+04
9,3E+03 | 2,3E+04 1,1E+05 1,1E+05
4,3E+05 | 4,6E+04 1,1E+05 1,1E+05
7,5E+05 | 4,6E+04 1,5E+05 1,5E+05
Median 4 3E+01 2,4E+02 | 3,7E+01| 3,4E+03 3,5E+04 2,1E+04
Tag der
Probeent- 3 Tag 4 Tag 0 1 2 3 4
nahme S. Typh. Ent. f. S. Typh. Ent. f. pH | pH pH | pH | pH
Kontrolle 4,3E+06 11E+05 14,6E+06 2,4E+06 nd.|n.d|nd|nd|nd
1,5E+07 1,1E+06 |4,6E+07 | 4,6E+07
n.n. 3,6E+00 |4,3E+01 2,4E+02 |12,8|12,7 | 12,2 |12,6| 12,3
2,3E+01 2,3E+01 |9,3E+01 2,4E+02 |12,8|12,8 | 12,7 | 12,7 | 12,7
2,3E+02 2,4E+02 | 2,4E+02 7,5E+02 |12,8|12,8 | 12,7 | 12,7 | 12,7
2,4E+02 4,6E+02 | 2,4E+02 1,5E+03 | 12,8 | 12,8 | 12,7 | 12,7 | 12,7
Versuch 4,6E+02 4,6E+02 |1,5E+03 |4,6E+03 |12,8|12,8 | 12,7 |12,7| 12,7
9,3E+02 1,1E+03 | 7,5E+03 1,1E+04 128|128 |12,8| 12,8
9,3E+02 4,6E+03 |2,1E+04 1,5E+04 12,8 12,8 |12,8| 12,8
1,1E+03 | 1,1E+04 |4,6E+04 2,4E+04 12,8 12,8 |12,8| 12,8
1,1E+04 | 1,1E+04 |1,1E+05 | 4,6E+04 12,8 12,8 |12,8| 12,8
1,1E+04 | 1,1E+04 |1,1E+05 |1,1E+05 1291128 (12,8| 128
Median 6,9E+02 | 7,8E+02 |4,5E+03 |7,8E+03 |12,8|12,8 | 12,7 [12,7| 12,7

n. n.: nicht nachgewiesen
S. Typh.: Salmonella Typhimurium
KBE: Koloniebildende Einheiten/g Boden

Kontrolle*: Boden ohne Kalk

Ent. f.: Enterococcus faecalis
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Abb. 27: Darstellung der Medianwerte der tberlebenden Salmonella Typhimurium Typ

»Z0o0sa loral* und Enterococcus faecalis in KBE/g Boden bei der Anwendung
von 3,2 kg Branntkalk/m® Boden (Tab. 22)

Der TS-Gehalt des behandelten Bodens veréanderte sich gegentber der Kontrolle nur

unbedeutend und blieb Gber die gesamte Versuchsdauer im Bereich zwischen 88,9 % und
93,6 % wie der Tabelle 23 zu entnehmen ist.
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Tab. 23: Ergebnisse der Trockensubstanzgehalte des Bodens.
Kalkmenge: 3,2 kg Branntkalk/m? Boden

Tag der TS-Gehalt in (%)

Probeent- | Boden |Boden mit
nahme | ohne Kalk Kalk
0 89,3 88,9
1 n. d. 90,3
2 n. d. 93,1
3 n. d. 93,1
4 n. d. 93,6
n. d.: nicht durchgefiihrt
3.2.2.7 Versuche mit frisch geldschtem Branntkalk bei TS-Gehalten zwischen

58,9 % und 90,9 %

Die Ergebnisse der Tenazitéatsversuche, die in diesem Fall nur mit Salmonella Typhimurium
durchgefuhrt wurden, sind in der Tabelle 24 im Einzelnen sowie in der Abbildung 28
zusammenfassend dargestellt. Die dazugehorigen TS-Gehalte des Bodens sind der Tabelle
25 zu entnehmen.

Nach einem Tag wird die Anzahl Salmonellen in den Bodenproben mit 90,9 %-igem TS-
Gehalt in drei von zehn Proben im Vergleich zu den Ausgangsproben nicht oder nur
unbedeutend reduziert und verbleiben im Bereich von 10® KBE/g Boden (Tab. 24). Der
Medianwert liegt zu diesem Zeitpunkt zwischen 1,1 x 10° und 1,7 x 10* bzw. 2,2 x 10°
KBE/g Boden (Tab. 24, Abb. 28).

Erst am 3. Tag nach Versuchsbeginn wird die Anzahl Salmonella Typhimurium im Boden bei
einem TS-Gehalt von 58,9 % in funf von zehn untersuchten Proben bis unter die
Nachweisgrenze reduziert. In den Bodenproben mit einem Trockensubstanzgehalt von
90,9 % bzw. 66,7 % Uberlebte Salmonella Typhimurium in relativ hohen Konzentrationen,
namlich bis zu 9,3 x 10* KBE/g Boden bei 90,9 % TS und bis zu 1,1 x 10° KBE/g Boden bei
66,7 %- TS (Tab. 24).

Am 7. Untersuchungstag war eine Inaktivierung der Prifkeime bis unter die Nachweisgrenze
in allen zehn untersuchten Proben nur bei einem TS-Gehalt von 58,9 % festzustellen. Bei
einem TS-Gehalt des Bodens von 66,7 % waren in finf von zehn untersuchten Proben keine
Salmonellen mehr nachweisbar und in vier der verbleibenden Proben wurden die
Salmonellen von 10° auf 10' KBE/g Boden reduziert sowie in einer Probe von 10® auf 10°
KBE/g.

In den Proben mit 90,9%-igem Trockensubstanzgehalt des Bodens wurden dagegen zu
diesem Zeitpunkt hohe Keimzahlen von Salmonella Typhimurium, bis 10* KBE/g Boden,

festgestellt (Tab. 24). Diese Tendenzen sind auch deutlich zu erkennen (Abb. 28).
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Tab. 24: Konzentrationen Uberlebender Salmonella Typhimurium in KBE/g Boden bei
der Anwendung von 3,2 kg Kalkpulver, CaO/m? Boden bei der Befeuchtung mit
Wasser (Trockensubstanzgehalt des Bodens: ca. 100 % vor der Befeuchtung)

Probeent- .
nahme 0 Tag (30 min) 1 Tag
TS-Gehalt 90,9 %* 66,7% 58,9 % 90,9 % 66,7 % 58,9 %
pH-Wert 13,0 13,0 12,9 12,9 12,9 12,8
Kontrolle** n. d. n. d. n. d 1,1E+08 4,6E+07 9,2E+06
n. d. n. d. n. d. 1,1E+08 1,1E+08 3,8E+07
n. d. n. d. n.d 1,1E+04 n.n. 6,4E+04
n. d. n. d. n. d. 4,6E+04 4,6E+02 9,3E+04
n. d. n. d. n. d. 9,3E+04 4,6E+02 4,6E+05
n. d. n. d. n. d. 1,1E+05 9,3E+02 1,1E+06
Versuch n. d. n. d. n. d. 2,1E+05 1,1E+04 1,1E+06
n. d. n. d. n. d. 2,4E+05 2,4E+04  1,1E+06
n. d. n. d. n. d. 4,6E+05 7,5E+04 1,1E+06
n. d. n. d. n. d. 1,1E+08 2,1E+05 1,1E+06
n. d. n. d. n. d. 1,1E+08 2,4E+05 1,1E+06
n. d. n. d. n.d. . 1,1E+08 4,6E+05 4,6E+06
Median n.d. n. d. n.d. 2,2E+05 1,7E+04  1,1E+06
Probeent-
Nahme 3 Tag 7 Tag
TS-Gehalt 90,9 % 66,7% 58,9 % 909% 66,7% 589%
pH-Wert 12,7 12,7 12,6 13,0 12,9 12,9
Kontrolle** 2,4E+07 2,4E+07 4,6E+0’ |4,3E+07 2,3E+07 4,3E+07
2,4E+07 2,4E+08 24E+0° |4,6E+07 4,3E+07 4,3E+07
7,4E+00 3,0E+00 n.n n.n n. n. n. n.
1,5E+01 3,0E+00 n. n 3,0E+00 n. n. n.n
4 3E+02 3,6E+00 n.n 6,2E+00 n. n. n.n
9,3E+02 3,6E+00 n.n. |7,4E+00 n. n. n.n
Versuch 9,3E+02  7,4E+00 n.n. |93E+01 n. n. n.n
9,3E+02 9,2E+00 3,6E+00 |9,3E+01  3,0E+00 n.n
9,3E+03 4,3E+01 3,6E+00|9,3E+02 1,1E+01 n. n
75E+04  9,3E+01 9,2E+00 |2,4E+03 2,1E+01 n.n
9,3E+04 15E+04 24E+01|1,4E+04 4,3E+01 n.n
9,3E+04 1,1E+06 4,3E+01 |2,4E+04 2,4E+02 n. n
Median 9,3E+03 8,3E+00 1,8E+00 |9,3E+01  1,5E+00 n.n
KBE: Koloniebildende Einheiten/g Boden n. n.: nicht nachgewiesen  n.d.: nicht

durchgefihrt
niedriger als 100 %

** Boden ohne Kalk

*TS-Gehalt des Bodens nach der Befeuchtung mit Erregersuspension ist
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Abb. 28: Darstellung der Medianwerte der Giberlebenden Salmonella Typhimurium Typ

»Zoosal oral“ in KBE/g Boden bei der Anwendung von 3,2 kg Branntkalk
(Ca0)/m?Boden nach verschiedenen Einwirkungszeiten. Trockensubstanzge-
halt des Bodens vor der Befeuchtung: ca. 100 % (Tab. 24)

Der Trockensubstanzgehalt des Bodens betrug vor dem Versuch beinahe 100 % bei einem
pH-Wert von 7,8. Nach der Aufkalkung liegt der pH-Wert zwischen 12,6 und 13,0 und
schwankt nur unbedeutend Uber die gesamte Versuchsdauer. Eine direkte Beziehung

zwischen dem pH-Wert und der Inaktivierung der Salmonellen lasst sich nicht ablesen.
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Tab. 25: Ergebnisse der pH-Werte und Trockensubstanzgehalte des Bodens bei der
Anwendung von 3,2 kg Branntkalk (CaO)/m?), (Trockensubstanzgehalt des
Bodens ca. 100 % vor der Befeuchtung)

TS-Gehalt des Bodens
Probe- | in % nach H,0-Zugabe

ent-
nahme | 90,9 % | 66,7 % | 58,9 %
pH Werte

130 | 13,0 | 129
13,0 | 13,0 | 129

12,9 12,9 12,8
12,9 12,9 12,8
1 Tag 13,0 12,9 12,8
13,0 12,9 12,9
13,0 12,9 12,9

0 Tag

12,6 12,6 12,6
12,6 12,7 12,6
3 Tag 12,7 12,7 12,6
12,7 12,7 12,6
12,7 13,0 12,7

12,8 12,1 12,9
13,0 12,8 12,9
7 Tag 13,0 12,9 12,9
13,0 12,9 12,9
13,0 12,9 13,0

3.2.2.8 Versuche mit frisch geléschtem Branntkalk bei TS-Gehalten von 30 %
und 50 %

Die Ergebnisse der Tenazitatsversuche, die in diesem Fall ebenfalls nur mit Salmonella
Typhimurium durchgefuhrt wurden, sind in der Tabelle 26 im Einzelnen sowie in der
Abbildung 29 zusammenfassend dargestellt.

Es zeigt sich, dass schon 24 h nach Versuchsbeginn die Anzahl Salmonella Typhimurium in
acht von zehn unersuchten Proben beim 30 %-igen Trockensubstanzgehalt des Bodens und
bei pH-Werten von 12,8 bis 12,9 bis unter die Nachweisgrenze reduziert wurde. In weiteren
zwei Proben wurde die Anzahl der Salmonellen im Vergleich zu den Ausgangsproben von
108 auf 3,0x10° KBE/g Boden, also um sieben Zehnerpotenzen reduziert (Tab. 26).

Bei einem TS-Gehalt des Bodens von 50 % und pH-Werten zwischen 12,7 bis 12,9 wurde
die Anzahl Salmonellen 24 h nach Versuchsbeginn in fiinf von zehn untersuchten Proben bis
unter die Nachweisgrenze reduziert. In finf weiteren Proben wurde eine Konzentration bis zu
10° KBE/g Boden festgestellt (Tab. 26).
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Am dritten Untersuchungstag war in allen zehn untersuchten Bodenproben bei einem TS-
Gehalt des Bodens von 30 % und pH-Werten zwischen 12,7 und 12,8 die Zahl der
Salmonellen bis unter die Nachweisgrenze abgesunken (Tab. 26).

Bei einem TS-Gehalt des Bodens von 50 % und einem pH-Wert von 12,7 wurde die Anzahl
von Salmonella Typhimurium nach drei Tagen in sieben von zehn untersuchten Proben bis
unter die Nachweisgrenze reduziert. In drei weiteren Proben wurden Konzentrationen
zwischen 10° und 10' KBE/g Boden festgestellt, somit fand hier im Vergleich zur
Ausgangskonzentration eine Reduktion um sieben Zehnerpotenzen statt. Erst am siebten
Untersuchungstag waren in allen zehn untersuchten Bodenproben bei einem TS-Gehalt des

Bodens von 50 % und einem pH-Wert von 12,7 keine Salmonellen mehr nachzuweisen

(Tab. 26).

Tab. 26: Konzentrationen Uberlebender Salmonella Typhimurium Typ ,Zoosal oral“ in
KBE/g Boden bei der Anwendung von 3,2 kg Branntkalk (CaO) pro m* Boden
mit unterschiedlichem Trockensubstanzgehalt (30 % und 50 % TS) nach
unterschiedlichen Kontrollzeiten (in Tagen)
Probe- Boden- Probe-Nr. .
nahme proben TS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Median
Proben ohne| 30 % |1,1E+08|1,5E+08| n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 1,3E+08
kalk 50 % |1,1E+08|1,1E+08| n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 1,1E+08
pH 7,3 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
0. Tag | Proben mit | 30 % |2,0E+03|1,1E+05|1,5E+05|4,6E+05|4,6E+05| n. d. n. d. n. d. n. d. n.d. | 1,5E+05
kalk 50 % |2,4E+04|2,4E+04|1,1E+05|4,6E+05(1,1E+06| n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 1,5E+05
pH 30% | 12,93 | 12,95 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
50% | 12,92 | 12,95 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
Proben ohne| 30 % [1,1E+08(1,6E+08| n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 1,3E+08
kalk 50 % |4,6E+08|1,1E+09| n.d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n.d. | 7,8E+08
1. Tag Proben mit {30 % | n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n. n. n.n. |3,0E+00|3,0E+00 0
’ kalk 50% | n.n. n. n. n. n. n. n. n.n. |9,2E+00|1,1E+01|4,6E+02|1,1E+03|9,3E+03| 4,6E+02
H 30%| 12,8 12,8 12,8 12,9 12,9 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
P 50% | 12,7 12,8 12,8 12,9 12,9 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
Proben 30 % |1,5E+08|1,6E+08| n.d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 1,5E+08
ohne kalk |50 % |1,1E+08|1,5E+08| n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 1,3E+08
3. Tag Proben mit {|30% | n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0
) kalk 50%/| n.n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.n. |3,0E+00|3,0E+00|1,1E+01| 3,0E+00
pH 30%| 12,7 12,7 12,7 12,8 12,8 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
50% | 12,7 12,7 12,7 12,7 12,7 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
Proben 30 % |1,5E+08|1,6E+08| n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 1,5E+08
ohne kalk |50 % |1,1E+08|2,4E+08| n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 1,3E+09
7. Tag Proben mit {|30% | n.n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.n. n.n. 0
’ kalk 50% | n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n. n. n. n. n. n. n. n. 0
pH 30%| 12,7 12,7 12,7 12,7 12,7 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n.d
50% | 12,7 12,7 12,7 12,7 12,7 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n.d

KBE: Koloniebildende Einheiten/g Boden
n.d.:nicht durchgefihrt

n. n.: nicht nachgewiesen
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Abb. 29: Darstellung der Medianwerte der Gberlebenden Salmonella Typhimurium
Typ ,Zoosal oral“ in KBE/g Boden bei der Anwendung von 3,2 kg Branntkalk
(CaO) pro m? Boden mit unterschiedlichem Trockensubstanzgehalt (30 %
und 50 % TS) nach unterschiedlichen Kontrollzeiten (in Tagen) (Tab. 26)
3.2.3 Ergebnisse der Feldversuche
3.23.1 Ergebnisse der Versuche mit einem Bodenverbesserungs-

und Sanierungssystem mit Injektorbrenner

Die Ergebnisse der vier Feldversuche mit jeweils etwas anderen Versuchsbedingungen sind

nachfolgend entsprechend der zeitlichen Reihenfolge der Durchfiihrung, getrennt dargestellt.

3.23.1.1 1. Versuch

Die Ergebnisse der bakteriologischen Untersuchungen sind in der Tabelle 27 dargestellt und
die dazugehdorigen Messwerte flir die erreichten Temperaturen befinden sich in der Tabelle
28.

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

zurtickgewonnen bzw. im Boden aufgefunden werden.
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Die in der Tabelle 27 dargestellten Keimzahlen von Enterococcus faecalis in KBE/ml
Abschiittelfliissigkeit bewegen sich bei den Kontrollproben zwischen 10° und 10° KBE/m
(Mittelwert 10° KBE/ml). In sechs von insgesamt acht Keimtragern, die direkt nach der
Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-LOsung verbracht wurden, war die Zahl von Enterococcus
faecalis bis unter die Nachweisgrenze reduziert. In Relation zu den Kontrollproben hat eine
Inaktivierung von 8 bis 9 Zehnerpotenzen stattgefunden. Von zwei Keimtragern, die sofort
nach der Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-Lésung verbracht wurden, konnten noch
zwischen 10° und 10° KBE/ml Enterococcus faecalis nachgewiesen werden, was
Reduktionsrate zwischen 6 und 7 Zehnerpotenzen entspricht.

Auf den sechs Keimtragern, die erst 24 h nach der Hitzeeinwirkung in das Erhaltungsmedium
gelangten um zu prifen, ob auch eine Aufarbeitung der Proben im Labor zu einem spéateren
Zeitpunkt mdglich ware, falls eine Einbringung in Trypton- NaCl- Lésung vor Ort nicht
machbar ist, konnte auf vier Keimtragern kein Wachstum mehr nachgewiesen werden und
von zwei Keimtragern waren jeweils noch 1,8 x 10° KBE/ml zuriickzugewinnen (Tab. 27).
Von den statistisch nicht absicherbaren Ergebnissen lasst sich eine Tendenz zur
Feststellung hoherer Inaktivierungsraten bei spaterer Verarbeitung ablesen, weshalb eine
sofortige Einbringung in die Abschittelflissigkeit, wenn immer mdoglich, in den weitern
Versuchen angestrebt wurde.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass in dem 1. Versuch der als Probelauf zu betrachten
ist, bei Temperaturen bis zu 90 € (Tab. 28) eine | naktivierung von mindestens sechs
Zehnerpotenzen Enterococcus faecalis auf den Keimtréagern bei einer Versuchsdauer von
40 min festzustellen ist.

Die Bodentemperatur betrug vor dem Versuch in 12 cm Tiefe an einer Stelle 30T, an einer
zweiten Stelle 38 <C. Die Daten zum Temperaturverhalten im Boden, nach dessen
Hitzebehandlung, sind aus der Tabelle 28 zu entnehmen. Erganzend ist noch festzuhalten,
dass der Trockensubstanzgehalt: vor der Hitzebehandlung: 89 % betrug (Wassergehalt:

11 %) und nach der Hitzebehandlung bei 97 % (Wassergehalt: 3 %) lag.
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Tab. 27: Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtrdgern zur
Inaktivierung von Enterocoocus faecalis in KBE/ml Suspension im Boden nach
der Hitzeeinwirkung mit dem BVS-System

Von Keimtragern zurtickgewonnene Enterococcus faecalis (KBE/mI)
Probenart
1 2 3 4 5 6 7 8
Kontrollproben |, oe,0g | 8 6E+08 | 1,8E+0° | n.d. [ n.d. | n.d. | n.d. n. d.
(vor Erhitzung)
Mittelwert 1,0E+09 n.d. | n.d. | n.d. n. d. n. d.
nach Erhitzung
(in Trypton- n.n n.n n.n nn|nn | nn | 26E+02 | 46E+03
NaCL)
Mittelwert 6,1E+02

KBE: Koloniebildende Einheiten/ml Suspension  n. d.: nicht durchgefuhrt
n. n.: nicht nachweisbar

Tab. 28: Temperaturdaten in unterschiedlichen Bodentiefen und in
Zeitabstanden von 1, 15 und 40 Minuten nach der Hitzebehandlung
durch das BVS-System

. Temperaturhéhen in T nach unterschiedlicher Zeitda uer der Hitze
Bodentiefe - . -
1 min 15 min 40 min
80 80 50
N 82 80 n. d.
Oberflache 93 80 —)
94 n.d n. d.
Mittelwerte 87,2 80 50
73 n. d. n. d.
2 em 78 n. d. n. d.
90 n. d. n. d.
90 n. d. n. d.
Mittelwerte 82,75 n. d. n. d.
74 n. d. 60
5 cm 90 n. d. n. d.
n.d n. d. n. d.
n.d n. d. n. d.
Mittelwerte 82 n. d. 60

n. d.: nicht durchgefihrt
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3.2.3.1.2 2. Versuch

Die Ergebnisse der bakteriologischen und virologischen Untersuchungen sind in der Tabelle
31 und der Abbildung 30 dargestellt. Die dazugehdrigen Trockensubstanzgehalte des
Bodens befinden sich in Tabelle 29 und die Messwerte fiir die erreichten Temperaturen sind
in der Tabelle 30 aufgelistet.

Bei 20 von insgesamt 24 mit E. coli kontaminierten Keimtragern, die direkt nach der
Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-L6sung verbracht wurden, wurde die Anzahl der KBE bei
Loffenen und ,geschlossenen” Keimtragern bis unter die Nachweisgrenze reduziert. Bei den
Kontrollkeimtragern lagen die Keimzahlen zwischen 10° und 10° KBE/ml, weshalb sich eine
Reduktion der Anzahl von Prifbakterien von 5 bis 6 Zehnerpotenzen ableiten lasst.

Bei 20 von insgesamt 24 mit Salmonellen kontaminierten Keimtragern, die direkt nach der
Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-Losung verbracht wurden, war die Anzahl der KBE bei
Loffenen” und ,geschlossenen” Keimtragern bis unter die Nachweisgrenze gefallen, lediglich
bei einer Probe der ,geschlossenen* Keimtrager war noch eine Anzahl von 10' KBE an
Salmonella Typhimurium pro ml Schittelflissigkeit nachweisbar (Tab. 31). Auf den
Kontrollkeimtragern lagen die Keimzahlen zwischen 10° und 10* KBE/ml, weshalb sich eine
Reduktion der Anzahl von Prifbakterien von 3 bis 4 Zehnerpotenzen ableiten Iasst.

Bei 20 von insgesamt 24 mit Enterococcus faecalis kontaminierten Keimtragern, die direkt
nach der Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-L&ésung verbracht wurden, war die Anzahl der
KBE bei ,offenen” und ,geschlossenen” Keimtréagern bis unter die Nachweisgrenze gefallen.
Auf den Kontrollkeimtragern lagen die Keimzahlen zwischen 10° und 10’ KBE/ml, wodurch
sich eine Reduktion der Anzahl von Priifbakterien von 6 bis 7 Zehnerpotenzen ableiten Iasst.
In Bodenproben aus der Bodenflache, die mit den 3 Priuforganismen (Escherichia coli,
Salmonella Typhimurium und Enterococcus faecalis) kontaminiert wurden, war nach der
Hitzebehandlung des Bodens keines dieser Mikroorganismen mehr nachweisbar (Tab. 31).
Die Konzentration der Mikroorganismen im Boden (nach Einmischung) betrug: bei E. coli: 2,3
x 10* KBE/g Boden, bei Salmonellen: 2,3 x 10® KBE/g Boden und bei Enterokokken: 2,3 x
10" KBE/g Boden, somit ist hier von Reduktionsraten zwischen 4 und 8 Zehnerpotenzen
auszugehen.

Bei 8 von insgesamt 12 mit Bovinem Parvovirus beaufschlagten Keimtragern, war deren
Anzahl bis unter die Nachweisgrenze reduziert (Tab. 31, Abb. 30). Vier Keimtrager wurden
nicht mehr gefunden. Der Virusgehalt auf den Kontrollkeimtrdgern in der
Riickgewinnungsfliissigkeit bewegte sich zwischen 10>%° und 10*° KIDs, pro 100 pl, somit ist
von einer entsprechenden Reduktion des Virusgehaltes auf den exponierten Keimtragern

auszugehen.
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Tab. 29: Darstellung der Trockensubstanzgehalte des Bodens vor und nach der
Behandlung mit dem Injektorbrenner

Substrat TS (in %)
Boden am Standort Stiddeutschland
vor Erhitzung 82.8
Boden +E:coli-Suspension ohne Erhitzung 81

Boden + Salmonellen-Suspension ohne Erhitzung 78,6

Boden + Enterokokken -Suspension ohne

Erhitzung 81

Boden + E. coli-Suspension nach Erhitzung 89,3

Boden + Salmonellen-Suspension nach Erhitzung 88,8

Boden + Enterokokken-Suspension nach

Erhitzung 81,8

TS:  Trockensubstanzgehalt
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Tab. 30: Temperaturdaten in unterschiedlichen Bodentiefen und Zeitabstadnden
von 0, 1, 10, 25 und 90 Minuten nach der Hitzebehandlung durch
das BVS-System

Bodentiefe Temperaturhdhen in T nach unterschiedlicher Zeitda uer der Hitzeeinwirkung
5 sek 1 min 10 min 25 min 90 min

79,6 87,8 84,7 62,4 47,1
89,3 88,2 86,5 62,5 47,4
2cm 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
Mittelwert 84,4 88,3 85,9 63,2 47,7
Median 84,4 88,3 86,5 63,1 47,9
n. d. n. d. n. d. n. d. 46,6
n. d. n. d. n. d. n. d. 46,7
n. d. n. d. n. d. n. d. 46,8
5cm n. d. n. d. n. d. n. d. 46,9
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
Mittelwert n. d. n. d. n. d. n. d. 47,2
Median n.d n. d. n. d. n. d. 46,9

n. d.: nicht durchgefihrt

Die TS-Gehalte des Bodens vor und nach der Behandlung mit dem Injektorbrenner
schwanken zwischen 81 % und 89 % (Tab. 29). In den oberen 2 cm des behandelten
Bodens waren unmittelbar nach der Erhitzung Temperaturen zwischen 89,3 €€ und 79,6 C
(Mittelwert: 84,4 <C) festzustellen. Innerhalb von 25 min sanken sie auf 62,4 T bis 64,4 C
(Mittelwert: 63,2 C) ab. Am Ende des Versuches nac h 90 min lagen sie noch zwischen 47,1
T und 48,3 T (Mittelwert: 47,7 ). Wegen fehlend er Messwerte im Tiefenbereich von 5 cm

kann hier keine Aussage zum Temperaturverlauf gemacht werden.
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Tab. 31: Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtragern
zur Inaktivierung von Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Salmonella Typhimurium in KBE/ml und Bovinem Parvovirus in KIDsg
(in 100 pl) im Boden nach der Hitzeeinwirkung mit dem BVS-System

Ruckgewinnung von den Qualitativer
Pruforganismus | Kontrollproben | Keimtragern qualitativ / quantitativ | Nachweis aus
Offene geschlossene Bodenproben
n. n. n. n. n. n.
n. n. n. n. n.n.
n. n. n. n. n.n.
n. n. n. n. n. n.
E coli 4,6E+05 n. n. n. n. n. n.
8,6E+06 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.
n. n. n. n. n. n.
Salmonella 4,6E+03 n. n. n. n. n. n.
. i 3,0E+04
Typhimurium 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. 7,2E+01 n. d.
n. n. n.n. n.n.
n. n. n. n. n. n.
n. n. n. n. n. n.
n. n. n. n. n. n.
Enterococcus 4,3E+06 n.n. n.n. n. n.
) 4. 6E+07
faecalis 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.
E+04.5 2 g 2 2 2 g
Bovines Parvovirus E+05,25 — — —
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 KBE: Koloniebildende Einheiten/1 ml Suspension
KID: Kultur Infektiése Dosis/100 pl Suspension n. d.: nicht durchgefiihrt
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Abbildung 30 zeigt das Verhalten von E. coli, Salmonella Senftenberg, Enterococcus faecalis

und Bovinen Parvoviren auf Keimtrdgern im Boden vor und nach der Behandlung mit dem
Injektorbrenner.

Ay
-

<7
L

Farvovirus

logso jo KBEMI hzw je KIDspA100 pl Suspension

Enterokokken

Salmonellen
Kaontraolle

S0 ~C Escherichia caoli
gualitativer
Machweis n=10
Abb. 30: Darstellung der Mittelwerte der Uuberlebenden Enterococcus faecalis,

Escherichia coli, Salmonella Typhimurium in KBE/ml Suspension und Bovinem
Parvovirus (in KIDsg in 100 pl Suspension) im Boden vor und nach 90 min
der Behandlung mit dem Injektorbrenner (Tab. 31)

3.2.3.1.3 3. Versuch

Die Ergebnisse der bakteriologischen und virologischen Untersuchungen sind in der Tabelle
33 dargestellt. Die dazugehérigen Messwerte fur die erreichten Temperaturen sind in der
Tabelle 32 aufgelistet.

Bei 16 von insgesamt 24 mit E. coli kontaminierten Keimtragern, die direkt nach der
Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-LOsung verbracht wurden, war die Anzahl der KBE bei
,2offenen“ und ,geschlossenen® Keimtragern bis unter die Nachweisgrenze gefallen. Auf den
Kontrollkeimtragern lagen die Keimzahlen zwischen 10° und <3 KBE/m.
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Bei 16 von insgesamt 24 mit Salmonellen kontaminierten Keimtragern, die direkt nach der
Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-L6ésung verbracht wurden, war die Anzahl der KBE bei
,offenen” und ,geschlossenen” Keimtragern bis unter die Nachweisgrenze gefallen. Auf den
Kontrollkeimtragern lagen die Keimzahlen zwischen 10%und 10° KBE/ml.

Bei 16 von insgesamt 24 mit Enterococcus faecalis kontaminierten Keimtragern die direkt
nach der Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-L&sung verbracht wurden, war die Anzahl der
KBE bei ,offenen” und ,geschlossenen” Keimtragern bis unter die Nachweisgrenze gefallen.
Auf den Kontrollkeimtragern lagen die Keimzahlen zwischen 10* und 10° KBE/ml. In
Bodenproben aus der Bodenflaiche, die mit den 3 Pruforganismen (Escherichia coli,
Salmonella Typhimurium und Enterococcus faecalis) kontaminiert wurden, war Salmonella
Typhimurium nach der Hitzebehandlung des Bodens weder quantitativ noch qualitativ
nachzuweisen. Enterococcus faecalis wurde dagegen qualitativ in einer von funf
untersuchten Proben nachgewiesen. E. coli wurde dagegen qualitativ in funf von elf
untersuchten Proben nachgewiesen. Die quantitative Untersuchung der flinf Bodenproben
mit E. coli wies eine GréRe von 10° KBE/g Boden auf. Bei neun von insgesamt zwdlf mit
Bovinem Parvovirus, beaufschlagten Keimtragern, war deren Anzahl auf 10*° bis 10%° KIDsg
pro 100 pl reduziert (Tab. 33). Drei Keimtrager wurden nicht mehr gefunden. Der Virusgehalt
auf den Kontrollkeimtrégern in der Riickgewinnungsfliissigkeit bewegte sich zwischen 10>
und 10*° KIDsg pro 100 pl.

In den oberen 2-5 cm des behandelten Bodens waren unmittelbar nach der Erhitzung
Temperaturen zwischen 80 € und 92 € (Mittelwert: 87,8 C) festzustellen. Innerhalb von
60 min sanken sie auf 64 € ab (Tab. 32).

Tab. 32: Temperaturwerte in unterschiedlichen Bodentiefen bei verschiedenen
Zeitabstdnden von 0, 5,10, 20, 30, 45 und 60 Minuten nach der
Hitzebehandlung durch das BVS-System

Bodentiefe Temperaturhéhen in T nach unterschiedlicher Zeitda uer 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 bis5cm 90 n. d. n. d. 72,2 n. d. 68 n. d.
90 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.

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

Mittelwert 87,8 80 76,5 71,3 71,4 67,3 64

n. d.: nicht durchgefihrt
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Tab. 33: Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtréagern zur
Inaktivierung von Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella
Typhimurium in KBE/ml und Bovinem Parvovirus in KIDsg (in 100 pl)
im Boden nach der Hitzeeinwirkung mit dem BVS-System

Ruckgewinnung von den oL
Pruforganis- Keimtragern Quahtapver
Kontrollproben o L Nachweis aus
mus qualitativ/quantitativ Bodenproben
offene geschlossene
n.n. n. n. +*
n. n. n. n. +*
n. n. n. n. +*
n. n. n. n. +*
n. n. n. n. +*
E. coli 835:3%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.
n.n. n.n. n.n.
n. n. n. n. n. n.
n. n. n. n. n. n.
n.n. n.n. n.n.
Salmonella 3,2E+06 n. n. n. n. n. d.
Typhimurium 8,6E+03 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.n. n.n. n.n.
n. n. n. n. n. n.
n. n. n. n. n. n.
n. n. n. n. +
Enterococcus 8,6E+05 n.n. n.n. n. d.
faecalis 1,9E+04 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. E+01 n. d.
n. d. E+01,75 n. d.
E405.251 n. d. E+00 n. d.
Bovines E+05:7 1 n. d. E+01,5 n. d.
Parvovirus E+04,5° n. d. E+02 n. d.
E+05 252 n. d. E+01,25 n. d.
' n. d. E+01,5 n. d.
n. d. E+01,5 n. d.
n.d E+01,5 n. d.

n. d.: nicht durchgefihrt KBE: Koloniebildende Einheiten/1 ml Suspension
n.n.: nicht nachgewiesen KID: Kultur Infektiose Dosis/100 pl Suspension

! kuihl gelagert, im Labor belasssen  ? nicht kiihl gelagert

+: qualitativer Nachweis moglich  +*: Konz. 10° KBE/g Boden
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3.2.3.14 4. Versuch

Die Ergebnisse der bakteriologischen und virologischen Untersuchungen sind in der Tabelle
35 und der Abbildung 31 dargestellt. Die dazugehorigen Messwerte flr die erreichten
Temperaturen sind in der Tabelle 34 aufgelistet.

Bei 16 von insgesamt 24 mit E. coli kontaminierten Keimtragern, die direkt nach der
Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-Lésung verbracht wurden, war die Anzahl der
Koloniebildenden Einheiten bei ,offenen” und ,geschlossenen® Keimtragern bis unter die
Nachweisgrenze gefallen. Auf den Kontrollkeimtragern lagen die Keimzahlen zwischen 10*
und 10° KBE/ml, somit ist von einer Reduktionsrate von 4 bis 5 Zehnerpotenzen
auszugehen.

Bei 16 von insgesamt 24 mit Salmonellen kontaminierten Keimtragern, die direkt nach der
Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-Losung verbracht wurden, war die Anzahl der
Koloniebildenden Einheiten bei 7 ,offenen“ und 4 ,geschlossenen* Keimtragern bis unter die
Nachweisgrenze gefallen. Von einem ,offenen” Keimtrager waren noch 1,8 x 10* KBE/ml
zurtickzugewinnen, bei den restlichen ,geschlossenen” Keimtragern waren es noch zwischen
8,6 x 10? und 4,6 x 10* KBE/ml (Mittelwert: 2,3 x 10* KBE/ml). Auf den Kontrollkeimtragern
lagen die Keimzahlen zwischen 4,6 x 10" und 1,8 x 10° KBE/ml (Mittelwert: 1,1 x 10® KBE/ml).
Bei 16 von insgesamt 24 mit Enterococcus faecalis kontaminierten Keimtragern, die direkt
nach der Hitzeeinwirkung in Trypton-NaCL-L&ésung verbracht wurden, war die Anzahl der
Koloniebildenden Einheiten bei ofenen ,offenen* und enem ,geschlossenem” Keimtragern
bis unter die Nachweisgrenze gefallen. Von einem ,offenen“ Keimtradger waren noch 1,8 x
10* KBE/ml zuriickzugewinnen, bei den restlichen ,geschlossenen® Keimtragern waren es
noch zwischen 4,6 x 10® und 1,8 x 10* KBE/ml (Mittelwert: 3,4 x 10° KBE/ml). Auf den
Kontrollkeimtragern lagen die Keimzahlen zwischen 8,6 x 10’ und 8,6 x 10° KBE/m
(Mittelwert: 4,7 x 10®° KBE/ml). In Bodenproben aus der Bodenflache, die mit den drei
Priforganismen (Escherichia coli, Salmonella Typhimurium und Enterococcus faecalis)
kontaminiert wurden, war nach der Hitzebehandlung des Bodens Eschericia coli nicht mehr
guantitativ nachzuweisen, aus einer von vier Proben gelang noch der qualitative Nachweis.
Bei Salmonella Typhimurium waren bei negativem quantitativen Ergebnissen in allen vier
Proben qualitative Nachweise moglich. Auch bei Enterococcus faecalis wurde eine
guantitative Aussage hinsichtlich der in allen vier Proben qualitativ nachweisbaren
Prifbakterien nicht mdoglich. Bei sechs von insgesamt zw6lf mit Bovinem Parvovirus
beaufschlagten Keimtragern, war deren Anzahl auf 10%"® bis 10"° KIDs, pro 100 pl reduziert
(Tab. 36, Abb. 31). Sechs Keimtrager wurden nicht mehr gefunden. Der Virusgehalt auf den
Kontrollkeimtragern in der Riickgewinnungsfliissigkeit lag bei 10*° KIDs, pro 100 pl, somit

kann von einer Reduktionsrate von mindestens 3 Zehnerpotenzen ausgegangen werden.
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Der TS-Gehalt des Bodens lag vor der Durchtrankung mit der Bakteriensuspension bei 81 %,
unmittelbar vor der Behandlung bei 65 % und nach der Behandlung mit dem Injektorbrenner
bei 81 %. In den oberen 5 cm des behandelten Bodens waren unmittelbar nach der
Erhitzung Temperaturen zwischen 75 € und 78 T (Mi ttelwert: 76,5 C) festzustellen,
innerhalb von 30 min sanken sie auf 60 T. Am Ende des Versuches nach 60 min lagen sie
noch zwischen 45 € und 48 T (Mittelwert : 47 <C). Fur den Tiefenbereich von 10 cm sind
nur wenige Messwerte vorhanden, hier liegen die Temperaturen unmittelbar nach der
Behandlung zwischen 70 € und 72 € (Mittelwert 71 <C) und nach 10 min der letzten
vorliegenden Messzeit noch zwischen 69 € und 70 € (Mittelwert 69,6 ).

Tab. 34: Temperaturdaten in unterschiedlichen Bodentiefen und verschiedenen
Zeitabstdnden von 0O, 5, 10, 20, 30 und 60 Minuten nach der
Hitzebehandlung durch das BVS-System

Bodentiefe Temperaturhdhen in € nach unterschiedlicher Zeitda uer 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
75 73 73 55 60 48
5cm 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.
Mittelwert 76,5 69 71,6 54 60 47 C
70 n. d. 69 n. d. n. d. n. d.
70 n. d. 70 n. d. n. d. n. d.
72 n. d. 70 n. d. n. d. n. d.
10cm 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.
Mittelwert 71 n. d. 69,6 n. d. n. d. n. d.

n. d.: nicht durchgefihrt
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Tab. 35: Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtréagern zur
Inaktivierung von Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella
Typhimurium in KBE/ml und Bovinem Parvovirus in KIDsg in 100 pl im
Boden nach der Hitzeeinwirkung mit dem BVS-System

Ruckgewinnung aus den Qualitativer
Priforganismus | Kontrollproben | Keimtragern qualitativ/quantitativ Nachweis aus
offene geschlossene Bodenproben
n. n. n. n. n. n.
n. n. n. n. n. n.
n.n. n. n. n. n.
n. n. n. n. +
4,6E+04 n. n. n. n. n. d.
E. coli 4 6E+05 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.
1,8E+04 8,6E+02 +
n. n. 4,6E+03 +
n. n. 4, 6E+03 +
n. n. 4 6E+04 +
Salmonella 4 6E+07 n. n. n. n. n. d.
Typhimurium 1,8E+08 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.
7,2E+01 4 6E+02 +
n. n. 4, 6E+02 +
n. n. 4,6E+02 +
n.n. 8,6E+02 +
ENnterococcus 8,6E+07 n. n. 1,8E+03 n. d.
faecalis 8,6E+08 n. n. 1,8E+03 n. d.
n.n. 1,8E+04 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. E+00,75 n. d.
n. d. E+00,75 n. d.
n. d. E+01 n. d.
n. d. E+01,25 n. d.
Bovines Parvovirus E+04,5 n. d. E+01,5 n. d.
E+04,5
n. d. E+01,5 n. d.
n. d. n. d. n. d.
n. d. n. d. n. d.
n. d. n. d. n. d.

n. n: nicht nachgewiesen

KID: Kultur Infektiose Dosis/100 pl Suspension

-: untere Nachweisgrenze +: Nachweis méglich

KBE: Koloniebildende Einheiten/1ml Suspension n. d.: nicht durchgefiihrt
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Abb. 31 zeigt das Verhalten von E. coli, Salmonella Typhimurium und Enterococcus faecalis

auf Keimtragern im Boden vor und nach der Behandlung mit dem Injektorbrenner.

Abb. 31:

3.2.3.2

logio je KBE/mI bzw je KIDs100 pl Suspension

Farovirus

Enterokokken

Kontrolle Salmonellen

7B °C Escherichia coali n="10

Darstellung der Mittellwerte der Uberlebenden Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Salmonella Typhimurium in KBE/ml Suspension und
Bovinem-Parvovirus in KiDso/100 pl im Boden vor und nach 90 min der
Behandlung mit dem Injektorbrenner (Tab. 35)

Ergebnisse der Versuche zum Einsatz von Solarfolien

Die Ergebnisse der vier Feldversuche mit jeweils etwas anderen Versuchsbedingungen sind

nachfolgend entsprechend der zeitlichen Reihenfolge der Durchfiihrung getrennt dargestellt.

3.3.3.21

1. Versuch

Vorauszuschicken ist, dass dies der erste Versuch dieser Art war, der im Rahmen dieser

Untersuchungen durchgefiihrt wurde und in dem zunachst grundsatzliche Fragen geklart

werden sollten. Zunéchst sollte in Erfahrung gebracht werden, ob sich durch die

Folienabdeckung im Vergleich zu einer nicht folienabgedeckten Versuchsflache die dort

ausgebrachten Mikroorganismen in ihren Uberlebenszeiten unterscheiden, und ob es
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Unterschiede zwischen einer weil3en und einer schwarzen Folienabdeckung hinsichtlich der
Temperaturentwicklung und Inaktivierung der Prifbakterien gibt.

Die Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen sind in den Tabellen 36 und 37
dargestellt. Die unter den Folien und im unbedeckten Boden in verschiedenen Tiefen
gemessenen Temperaturen sind im Detail in der Tabelle 38 aufgelistet.

Nach 13 Tagen, dem ersten Probenahmetermin, betrug die Zahl von Enterococcus faecalis
in der Abschiittelfliissigkeit vom Kontrollkeimtrager 4,3 x 10° KBE/ml. Von dem im
unbedeckten Boden und im Boden unter weil3er Folie exponierten Keimtragern lie3en sich
noch zwischen 10° und 10° KBE/ml zuriickgewinnen. Messwerte fiir die Keimtrager unter der
schwarzen Folie liegen fir diese Einwirkungsdauer nicht vor. Fir die beprobten
Versuchsanordnungen konnte somit bei Bodentemperaturen zwischen 11 € und 14 <
keine Reduktion der Anzahl der Priufbakterien auf den Keimtragern festgestellt werden.

Nach der Einwirkungszeit von 22 Tagen waren von den Keimtragern im unbedeckten Boden
noch zwischen 2,3 x 10° und 9,3 x 10° KBE/ml und von denen, die unter weilBer Folie
exponiert waren, waren noch zwischen 2,9 x 10° und 9,3 x 10° KBE/ml zu reisolieren. Von
den Keimtragern im Boden unter der schwarzen Folie waren es noch zwischen 4,0 x 10° und
4,3 x 10* KBE/m, ein Kontrollkeimtrager wurde zu diesem Zeitpunkt nicht untersucht.

Nach der Einwirkungszeit von 28 Tagen waren von den Keimtragern im unbedeckten Boden
in einem Fall keine Enterococcus faecalis mehr nachzuweisen, wahrend sich von dem
zweiten Keimtrager noch 9,3 x 10° KBE/ml zuriickgewinnen lieBen. Von den Keimtragern
unter der schwarzen Folie waren noch zwischen 7,5 x 10° und 2,4 x 10° KBE/ml und beim
Kontrollkeimtrager 2,3 x 10° KBE/ml zu isolieren. Die Flachen unter der weiRen Folie wurden
ab dem 22. Tag nicht weiter beprobt.

Nach der Einwirkungszeit von 35 Tagen waren von den Keimtrdgern im unbedeckten Boden
zwischen 4,3 x 10* und 1,5 x 10° KBE/ml zuriickzugewinnen. Von beiden Keimtragern unter
der schwarzen Folie waren noch 4,3 x 10> KBE/ml zuriickzugewinnen, ein Kontrollkeimtrager
wurde nicht untersucht.

Nach der Einwirkungszeit von 41 Tagen waren von den Keimtradgern im unbedeckten Boden
zwischen 2,3 x 10% und 9,3 x 10* KBE/ml zuriickzugewinnen. Von den Keimtragern unter der
schwarzen Folie waren in einem Fall keine Enterococcus faecalis mehr nachzuweisen,
wéhrend sich im zweiten Keimtrager noch 9,2 x 10> KBE/ml zuriickgewinnen lieRen. Auch
hier wurde kein Kontrollkeimtrager gezogen.

Bei den mit Salmonella Typhimurium beaufschlagten Kontrollkeimtragern sank die Menge
rickgewinnbarer Priifbakterien schon nach 13 Tagen in den Bereich von 10° KBE/ml und lag
zum letzten Probenahmetermin nach 35 Tagen zwischen 2,3 x 10! und 4,3 x 10 KBE/mI.

Somit stand fur eine Beurteilung einer Inaktivierung durch die Exposition unter der Folie kein
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ausreichend grol3er Spielraum zur Verfiigung, da entsprechende Gehalte auch bei den
exponierten Keimtragern festzustellen waren (Tab. 37).

Die Temperaturen im Boden mit und ohne Folienbedeckung bewegten sich ohne
Differenzierung nach der Versuchsanordnung und Bodentiefe wetterabhéngig in Bereichen
zwischen 9 T (Minimum) und 56 € (Maximum). Die Mi ttelwerte bewegten sich unmittelbar
unter der Folie zwischen 33 € und 35 T. Ohne eind eutige Tendenz wurde der hdchste

Messwert von 56 T allerdings unter der schwarzen A bdeckung gemessen (Tab. 38).

Tab. 36: Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtragern im Boden
mit Folienabdeckung zur Inaktivierung von Enterococcus faecalis in KBE/ml
(Anzahl der Mikroorganismen in der Suspension: 10° KBE/ml. TS-Gehalt des
Bodens ohne Folienabdeckung: 76,8 %; mit Folie: 80,2 %)

Versuchs- KBE/m KBE/ml KBE/m
dauer in | Kontrollen . ) . )
ohne Folie weil3e Folie |schwarze Folie
Tagen
1,5E+06 2,3E+05
13 4,3E+06 2 3E+05 1 5E+06 n. d.
22 . d 2,3E+05 2,9E+05 4,0E+00
T 9,3E+05 9,3E+05 4,3E+04
n.n. 7,5E+03
28 2,3E+06 9,3E+03 n. d. 2 AE+05
4,3E+04 4,3E+02
35 n. d. 1.5E+05 n. d. 4 3E+02
2,3E+02 n.n.
41 n. d. 9.3E+04 n. d. 9.2E+02

n. n.: nicht nachgewiesen  n. d.: nicht durchgefuhrt
KBE: Koloniebildende Einheiten/1 ml Suspension
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Tab. 37: Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtrdgern zur
Inaktivierung von Salmonella Typhimurium Typ “Zoosal oral” in KBE/ml im
Boden mit Folienabdeckung. (Anzahl der Mikroorganismen in der Suspension:
10° KBE/ml; TS-Gehalt des Bodens ohne Folienabdeckung: 76,8 %,; mit
Folienabdeckung: 80,2%)

Versuchs- Salmonella Typhimurium
dauer in Kontrollen h i weilke Schwarze
Tagen ohne Folie Folie Folie
13 <E+03 9,2E+00 n. n. nd

9,3E+01 4,3E+01

29 2,4E+02 2,1E+01 n d 2,3E+01
4,6E+03 9,0E+01 C 4,.3E+01
n. n. n. n.
28 1,5E+01 n. d. n. d. nn
2,3E+01 n. n.
35 4,3E+01 n.d. n.d. 4,3E+01
n. n.: nicht nachweisbar n.d.: nicht durchgefiihrt
KBE: Koloniebildende Einheiten/1 ml Suspension
Tab. 38: Temperaturdaten in unterschiedlichen Bodentiefen und verschiedenen
Zeitabstanden bei den Folienversuchen
Temperatur in T
Mess- ohne Folie i weilRe Folie i schwarze Folie -
Tage Boden-{2cm| 5cm cm Boden-{2cm |5 cm cm Boden-{2cm | 5cm em
oberfl. | Tiefe | Tiefe | . oberfl. | Tiefe | Tiefe | . oberfl. | Tiefe | Tiefe | .
Tiefe Tiefe Tiefe
0 245 17 13 | n.d. 18 16 14 | n.d. 14 10 9 n. d.
2 22,5 19 12 | n.d. 22 16 13 | n.d. 14 10 9 n. d.
13 n. d. 11 { n.d. |n.d n.d. |n.d.| 13 {n.d.| n.d. 14 | n.d. | n.d.
20 40 n.d.| n.d. | n.d. 50 n.d.{n.d.|n.d. 56 n.d.| n.d. | n.d.
22 41 n.d. | n.d. | n.d. 42 n.d. {n.d.|n.d. 44 n.d. | n.d. | n.d.
28 n.d. [n.d.| 39 37 n. d. 47 33 |n.d.| nd n.d.| 49 44
35 n.d. |n.d| 37 35 n.d. |{n.d.|nd|{nd | nd |nd | 40 37
41 n.d. |n.d. (42;46|n.d.| n.d. |n.d.{n.d.|n.d.| nd. |[n.d |5050|nd
Mittelwerte| n.d. |n.d.| 44 |(n.d.| n.d. |n.d.|n.d.|n.d.| nd n.d.| 50 n.d
n. d.: nicht durchgefihrt Bodenoberfl.: Bodenoberflache

3.2.3.2.2 2. Versuch mit Solarfolien

Die Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen sind in den Tabellen 39 bis 43
dargestellt. Die unter der schwarzen Folie, die weilRe Folie wurde in diesem
Versuchsdurchgang nicht eingesetzt, und im unbedeckten Boden in verschiedenen Tiefen
gemessenen Temperaturen sind im Detail in der Tabelle 44 aufgelistet.

Nach sieben Tagen, dem ersten Probennahmetermin, war beim Prufkeim Enterococcus

faecalis auf den Keimtragern von beiden Prifflachen nur eine unbedeutende
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Keimzahlreduktion gegentber den Kontrollkeimtragern festzustellen, mit einer leichten
Tendenz zu geringeren Keimzahlen auf den Keimtragern von der unbedeckten Flache.

Nach 28 Tagen war auf den Kontrollkeimtrdgern die Anzahl reisolierbarer Enterococcus
faecalis kaum abgesunken, auch bei den Keimtrdgern von der Flache mit der schwarzen
Folie war nur ein geringes Absinken der Keimzahl zu beobachten, wahrend die
Keimreduktion auf den Keimtragern von der unbedeckten Flache mit ca. 4 Zehnerpotenzen
am hochsten war (Tab. 39).

Nach sieben Tagen, dem ersten Probennahmetermin, war beim Prifkeim Salmonella
Typhimurium auf den Keimtragern von der unbedeckten Flache keine Reduktion gegeniber
den Kontrollkeimtragern festzustellen, bei den Keimtragern von den mit schwarzer Folie
abgedeckten Flachen war zu diesem Zeitpunkt weder ein quantitativer noch ein qualitativer
Nachweis Uberlebender Salmonellen méglich.

Nach 28 Tagen war auf den Kontrollkeimtrédgern die Anzahl reisolierbarer Salmonellen auf
7,2 x 10* bis 1,8 x 10* KBE/ml Abschiittelfliissigkeit (Mittelwert: 1,2 x 10° KBE/ml) gesunken,
von den Keimtragern auf den exponierten Flachen war nur noch ein qualitativer
Salmonellennachweis madglich (Tab. 40). Insgesamt wiesen die Ergebnisse zu den
verschiedenen dazwischenliegenden Probenahmeterminen groRe Schwankungen auf.

Nach sieben Tagen, dem ersten Probennahmetermin, war beim Priifkeim E. coli 63 von den
Kontrollkeimtragern kein Nachweis mehr mdglich, wéahrend auf den Keimtrdgern von der
unbedeckten Flache sowie von den mit schwarzer Folie abgedeckten Flachen noch 4,8 x 10?
KBE/ml zu reisolieren waren. Nach 28 Tagen war von den beiden Versuchsflachen kein
Nachweis des Testkeims mehr mdglich, bei den Proben vom 14. und vom 21. Versuchstag
ist eine geringe Tendenz zu niedrigen Keimzahlen bei den Keimtrdgern von der nicht
abgedeckten Flache festzustellen (Tab. 41).

Bei den Versuchen mit Bovinem Parvovirus lag der Ausgangsgehalt im Eluat von den
Kontrollkeimtragern (Tag 0) zwischen 10*** und 10*® KIDs, in 100 pl. Am siebten Tag
wurden hohere Werte registriert, wahrend dann am 21. Tag nur ein Titer von 10%%
gemessen wurde (Tab. 43). Nach 21 Tagen waren von den Keimtragern, die im Boden der
unbedeckten Flachen exponiert waren keine Viren mehr zu reisolieren, wahrend in den
Keimtragern die von den mit schwarzer Folie abgedeckten Flachen kamen, noch 10'° und
10%® KIDso in 100 pul nachzuweisen waren. Nach 28 bzw. 35 Tagen waren alle Proben
negativ. Es lasst sich eine leichte Tendenz zu hoheren Uberlebensraten und zu langeren
Uberlebenszeiten bei den Proben von den mit schwarzer Folie abgedeckten Flachen ablesen
(Tab. 42).

Die Temperaturen lagen auf den nicht abgedeckten Flachen zwischen 39 € und 53 T mit

einem Mittelwert von 46,2 C. Bei den mit schwarzer Folie abgedeckten Versuchsflachen lag
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Temperaturverlauf ist der Tabelle 43 zu entnehmen.

Tab. 39:

Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtragern zur
Inaktivierung von Enterococcus faecalis in KBE/ml im Boden unter Solarfolien

Versuchsdauer Enterococcus faecalis
in
Tagen Kontrollen ohne Folie schwarze Folie

7 3,0E+06 9,2E+04 2,2E+06

3,0E+06 6,2E+05 9,2E+05

14 8,6E+06 <E+03 <E+03

n. d. n. d.

21 4, 6E+07 2,3E+04 8,6E+05

n. n. 4 6E+05 8,6E+05

28 2,3E+05 0,7E+02 1,8E+04

4, 6E+07 n. d. 8,6E+05

n. n.: nicht nachgewiesen
n. d.: nicht durchgefihrt

Tab. 40:

KBE: Koloniebildende Einheiten/ml Suspension

Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtragern zur

Inaktivierung von Salmonella Typhimurium in KBE/ml im Boden unter
Solarfolien (Angaben in KBE/ml)

Versuchsdauer Salmonella Typhimurium
In Tagen Kontrollen ohne Folie | schwarze Folie
n.n.
! 3,0E+03 9.2E+03 e
1,8E+03
14 1,8E+03 nn s
21 n.n. n. n. n.n.
n. n. n.n. n.n.
1,8E+02
28 7,2E+01 ’ i

n. n.: nicht nachgewiesen
+: nur qualitativ nachweisbar

KBE: Koloniebildende Einheiten/ml Suspension
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Tab. 41: Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtragern
zur Inaktivierung von E. coli 63 in KBE/ml im Boden unter Solarfolien
(Angaben in KBE/ml)
Versuchsdauer E. coli 63
in Tagen Kontrollen ohne Folie |schwarze Folie
7 n.n.n.n. n. n. n. n.
14 n. n. n. n. n. n.
21 n. n. 4,8E+02 4,8E+02
28 n. n. 4,3E+01 8,6E+03
35 n. n. 7,2E+03 4,6E+04
n. n.. nicht nachgewiesen KBE: Koloniebildende Einheiten

Tab. 42:

Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtragern zur
Inaktivierung von Bovinem Parvovirus (BPV in KIDsg in 100 pl) im Boden
unter Solarfolien (Angaben in KIDso/100 pl)

Versuchsdauer Bovines Parvovirus

in Tagen Kontrollen ohne Folie schwarze Folie
0 E+04,2; E+04,5 n.d n. d.
7 E+04,5 E+02,7 E+04,5
14 E+04,7 ;E+05 E+03 E+03,5
21 E+02,2 n. d. E+01,5; E+02,5
28 n. d. n. d. n. d.
35 n. d. n. d. n. d.

n. d.: nicht durchgefihrt

Tab. 43:

KID: Kultur Infektiése Dosis/100 ul Suspension

Temperaturdaten in unterschiedlichen Bodentiefen und verschiedenen
Zeitabstanden bei den Folienversuchen

Versuchsdauer in . Temp. schwarze

Tagen Temp. ohne Folie Folie

0 n. d. n. d.

7 39 C 35T

14 53 C 40 C

21 50 T 53 C

28 45 C 53 C

35 44 C 52 C
Mittelwert 46,2 C 46,6 C

n. d.: nicht durchgefihrt
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3.2.3.2.3 3. Versuch

Die Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen, die nur mit Salmonellen
durchgefuhrt wurden, sind in der Tabelle 45 dargestellt. Die unter der schwarzen Folie, die
weille Folie wurde in diesem Versuchsdurchgang nicht eingesetzt, und im unbedeckten
Boden in verschiedenen Tiefen gemessenen Temperaturen, sind im Detail in der Tabelle 45
aufgelistet.

Bei den Versuchen lag der Ausgangsgehalt im Eluat von den Kontrollkeimtragern (Tag 0)
zwischen 4,8 x 10° und 9,2 x 10° KBE/ml. Letztmals lieRen sich von nur noch einem der zwei
Kontrollkeimtragern am 28. Tag noch 1,8 x 10° KBE/ml zuriickgewinnen. Die Salmonellen auf
den in die Erde eingebrachten Keimtragern tUberlebten ausnahmslos und in allen Ansétzen in
wesentlich héherer Zahl bis zum 35. Versuchstag, dem Ende des Versuchs. Zwischen den
beiden Versuchsanséatzen lassen sich hinsichtlich einer differenzierten Aussage keine
Ruckschlisse ziehen. Die Keimzahlen im Eluat von den Keimtragern beider Versuchsflachen
schwanken stark und liegen bis zum Ende des Versuches in vergleichbaren Bereichen
(Tab 44).

Die bei den Versuchsflachen festgestellten Temperaturverlaufe sind in der Tabelle 45 zu
entnehmen, sie lagen bei der unbedeckten Flache zwischen 43 T und 53 €T (Mittelwert
48,6 C) sowie bei den mit der schwarzen Folie abge deckten Flache zwischen 51 € und
57 €. (Mittelwert 53,2 C).
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Tab. 44: Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtréagern
zur Inaktivierung von Salmonella Typhimurium Typ “Zoosal oral” in
KBE/ml im Boden unter Solarfolien (Angaben in KBE/ml)

Salmonella Typhimurium
Versuchsdauer
in Tagen Kontrolle* ohne Folie |schwarze Folie
4,8E+05
0 9.2E+05 n. d. n. d.
7 4,6E+04 8,6E+04 4,6E+06
1,8E+05 4,6E+06 8,6E+05
14 1,8E+03 8,6E+05 8,6E+05
8,6E+03 8,6E+04 4,6E+03
21 4,6E+03 4,6E+04 4,6E+02
8,6E+03 4,6E+04 8,6E+03
28 n.n. 4 6E+05 n. d.
1,8E+03 4,6E+05 8,6E+03
35 n. n. 1,8E+05 8,6E+04
n. n. 4,6E+05 1,8E+05
n. n.: nicht nachgewiesen KBE: Koloniebildende Einheiten/ml Suspension

* die Kontrollproben wurden im Labor bei einer Temperatur von +25 T belassen
n. d.: nicht durchgefihrt

Tab. 45: Temperaturdaten in unterschiedlichen Bodentiefen und verschiedenen
Zeitabstanden bei den Versuchen mit Solarfolien

Versuchsdauer in : Temp. schwarze

Tagen Temp. ohne Folie Folie

0 44,0 C 52,0 C

7 52,0 C 55,0 C

14 52,5C 57,0 C

21 50,0 C 52,0 C

28 50,0 C 51,0 C

35 43,0 C 52,0 C
Mittelwert 48,6 C 53,1 C

Temp.: Temperatur

3.2.3.3 Ergebnisse der Versuche zum Einsatz eines Gerates zur Bodendampfung

Die Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen sind der Tabelle 47 sowie der
Abbildung 32 zu entnehmen. Die in verschiedenen Tiefen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nach der Dampfung gemessenen Bodentemperaturen sind in der Tabelle 46 aufgelistet.

Die Konzentration der Mikroorganismen in 1 | Suspension je Bakterienart, die auf die
Versuchsflache gebracht wurde, betrug bei E. coli: 8,5 x 108 KBE/ml, bei Salmonellen:

7,6 x 10 KBE/ml und bei Enterokokken: 4,6 x 10° KBE/m.
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Die Ausgangskonzentrationen in der Abschuttelflissigkeit lagen bei Escherichia coli
zwischen 4,6 x 10* KBE/ml und 8,6 x 10 KBE/ml (Mittelwert: 6,6 x 10 KBE/ml), bei
Salmonella Typhimurium zwischen 4,6 x 10" KBE/ml und 1,8 x 10° KBE/ml (Mittelwert:
1,1 x 108 KBE/ml) und bei Enterococcus faecalis zwischen 8,6 x 10° KBE/ml und 1,8 x 10°
KBE/ml (Mittelwert: 1,3 x 108 KBE/ml).

Nach dem Dampfen liel3 sich keiner der bakteriellen Testkeime mehr von den Keimtragern
reisolieren und im kontaminierten Boden nachweisen (Tab. 47, Abb. 32).

Beim Bovinen Parvovirus lag die Ausgangskonzentration in der Abschiittelfliissigkeit von den
Keimtragern bei 10*° KIDs/100 pl. Nach der Dampfung lag der von den exponierten
Keimtragern zwischen 10%%° und 10>*° KIDso/100 pl (Mittelwert: 10" KIDso/100 pl).

Die Temperatur lag im Boden unmittelbar nach der Dampfung bis zu einer Tiefe von 15 cm
nicht unter 90 € und 45 min nach der Behandlung waren im Boden noch Temperaturen von
60 T und darlUber zu ermitteln (Tab. 47). Der Trock ensubstanzgehalt des Ackerbodens vor
dem Versuch lag bei 93 %, nach dem Ausbringen der Keimsuspension unmittelbar vor dem
Dampfen bei 82 % und nach der Behandlung bei 88 %.

Tab. 46: Temperaturverlauf bei der Bodendampfung nach 20 minttigem Dampfen
Temperaturhéhen in T nach unterschiedlicher Zeitda uer der
Bodentiefe Hitzebehandlung
0 min 15 min 30 min 45 min
96 88,8 82 67
97 90 83 78
5cm 97 93 86 83,7
97 n. d. n. d. n. d.
98 n. d. n. d. n. d.
Mittelwert 97 90,6 83,6 76,2
95 n. d. n. d. n. d.
95 n. d. n. d. n. d.
10 cm 96 n. d. n. d. n. d.
96 n. d. n. d. n. d.
n. d. n. d. n. d. n. d.
Mittelwert 95,5 90,6 83,6 76,2
92 73 77 60
97,8 84 78 73
15cm n. d. 91,9 81 82
n. d. n. d. n. d. n. d.
n. d. n. d. n. d. n. d.
Mittelwert 94,9 82,9 78,6 71,6

n. d.: nicht durchgefiihrt
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Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtréagern zur

Inaktivierung von Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella
Typhimurium in KBE/ml und Bovinem-Parvovirus in KIDsg (in 100 pl)
im Boden nach der Hitzeeinwirkung mit einem Dampfgeréat

Kontrollen Ruckgewinnung von den Qualitativer
Priforganismus (,offene” Keimtragern qualitativ/quantitativ | Nachweis aus
Keimtrager) offene geschlossene Bodenproben
n. n. n. n. .n

E. coli

4,6E+04
4,6E+04
8,6E+04

Salmonella
Typhimurium

4,6E+07
1,8E+08
1,8E+08

S R R R R R R R R R R R R
alolalalelals(s (3|3 |2|alale|alelz|2]|D

Enterococcus faecalis

8,6E+07
8,6E+07
1,8E+08

+|F

SIPPIPIPI2IPIREIRPIPIPI2I2RPRPRPPPIPI2PERPRPPPPP

n

alals|s|3|3|3 |3 |35 |ele|z |z 5|3 |3 |3|3 |5 |e|e|3|3 5|35 |32

Bovines Parvovirus

E+04,5
E+04,5

E+00,5

E+00,5

E+01,25

E+01,25

E+01,25

E+01,25

E+01,25

E+01,5

E+01,5

sisls|3|3|z 33|33 |3 |2 |33 |3 |33 3|2 |= 52|32 |= 32 |3 |3 |2 3 3|2 32|25 2

alalalala|alalalalelal|a|s|s (3|5 |5 |5 |3|3|ale|5 |3 |3 |33 |3 |35 |elal |3 |33 5|35

*

A e R e e E e e e e Ee A e e e el el el
bt e e e e e e e e E e e e e e R A

* nicht auswertbar

n. n.: nicht nachgewiesen

KBE: Koloniebildende Einheiten/ml Suspension

n. d.: nicht durchgefihrt

KID: Kultur Infektidse Dosis/100ul Suspension

+: qualitativ nachgewiesen
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Parvovirus

L7
.
N

Enterokokken

loga je KBE/ml bz je KIDso/100 pl Suspension

Salmonellen

Escherichia coli
Kaontralle

a7 C

n=10

Abb. 32: Darstellung der Mittellwerte der Uberlebenden Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Salmonella Typhimurium in KBE/ml und Bovinem Parvovirus

in KIDso (in 100 pl Suspension) im Boden vor und nach der Hitzeeinwirkung
mit einem Dampfgerat (Tab. 47)

3.2.34 Ergebnisse der Versuche zur Anwendung von Branntkalk
3.234.1 Ergebnisse des 1. Versuchs zur Branntkalkanwendung

Die Ergebnisse des ersten von drei Praxisversuchen zur Reduktion von Priforganismen im
gekalkten Boden sind in den Tabellen 48, 49 und 50 dargestellt.

Wie aus Tabelle 48 ersichtlich ist, konnte E. coli bei einer Anwendungsmenge von 0,8 kg
CaO/m? am ersten Versuchstag von keinem der exponierten Keimtrager zuriickgewonnen
werden, am 4. Versuchstag lie3en sich von zwei der funf exponierten Keimtrager noch
Restmengen von 3,6 x 10° KBE/ml zuriickgewinnen. Bei einer Dosierung von 1,6 kg CaO/m?
lieRen sich von einem der fiinf Keimtrager noch Restmengen von 9,3 x 10" KBE/ml E. coli
zuriickgewinnen. Durch den Vergleich mit den Kontrollen ist somit nach 1-4 Tagen lediglich
mit einer Keimreduktion in der GréRenordnung einer Zehnerpotenz zu rechnen (Tab. 48).
Von den Keimtragern mit dem Prifkeim Salmonella Typhimurium lie sich in allen
Versuchsansatzen vom ersten Tag kein quantitativer Nachweis fiihren, da die
Verdinnungsreihen zur Keimzahlermittlung nach der Verdiinnungsstufe 102 nicht
weitergefuhrt wurden. Von den am vierten Versuchstag bei einer Anwendungsmenge von 0,8
kg CaO/m? im Boden exponierten Keimtragern lieRen sich zwischen 3,6 x 10° KBE/ml und
2,4 x 10 KBE/ml (Mittelwert: 7,3 x 10° KBE/ml) in der Abschiittelfliissigkeit zuriickgewinnen.
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Bei einer Dosierung von 1,6 kg CaO/m? lagen am 4. Versuchstag die entsprechenden Werte
zwischen 3,6 x 10° KBE/ml und 9,3 x 10' KBE/ml (Mittelwert: 3,7 x 10" KBE/ml) in der
Abschiittelflissigkeit (Tab. 49). Auch hier ist im Vergleich mit den Kontrollkeimtragern
lediglich von einer Keimreduktion im Bereich von einer Zehnerpotenz auszugehen.

Von den mit Enterococcus faecalis kontaminierten Keimtragern lieRen sich bei einer
Anwendungsmenge von 0,8 kg CaO/m? am ersten Versuchstag zwischen 3,6 x 10° KBE/m
und 3,6 x 10° KBE/ml (Mittelwert: 8,2 x 10* KBE/ml) in der Abschittelflissigkeit
zuriickgewinnen. Nach einer Einwirkungszeit von vier Tagen lagen die entsprechenden
Werte zwischen 4,3 x 10* KBE/ml und 9,3 x 10° KBE/ml in der Abschittelfliissigkeit
(Mittelwert: 2,5 x 10° KBE/ml). Bei einer Dosierung von 1,6 kg CaO/m? lieRen sich von den
exponierten Keimtragern am 4. Tag zwischen 3,6 x 10° KBE/ml und 2,3 x 10> KBE/ml in der
Abschiittelfliissigkeit (Mittelwert: 8,1 x 10* KBE/ml) zuriickgewinnen Die Ergebnisse vom
ersten Versuchstag waren aus den weiter oben flr Salmonellen bereits genannten Griinden
nicht auswertbar (Tab. 48). Bei der niedrigen Dosierung konnten am vierten Tag
Reduktionsraten bis zu einer Zehnerpotenz gemessen werden. Die Schwankungen in den
Reduktionsraten zwischen den einzelnen Werten lagen am vierten Tag im Bereich von einer
Zehnerpotenz im Vergleich zu den Kontrollproben, entsprechendes gilt fur die hodhere
Dosierung.

Ein qualitativer Nachweis aus dem kuinstlich kontaminierten Boden war fur alle Prifkeime in
allen Ansatzen moglich. Dabei lagen die am ersten Tag gemessenen pH-Werte auf den
Flachen mit der geringeren Kalkmenge bei 11,3 und auf der hoher gekalkten Flache bei 11,9.
Nach vier Tagen fielen sie bei den niedrig beaufschlagten Flachen auf Werte zwischen 8,0
und 8,3 und auf den starker gekalkten Flachen auf Werte zwischen 8,4 und 8,5 (Tab. 49).
Der TS-Gehalt des Bodens betrug zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns 86 %, bei einem pH-
Wert von 7,5.
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Tab. 48: Ergebnisse zur Inaktivierung von Escherichia coli, Salmonella Typhimurium
und Enterococcus faecalis im Boden bei der Anwendung von Branntkalk in
den Mengen von 0,8 kg und 1,6 kg CaO/m? quantitativer Nachweis der
Priforganismen in der Abschittelflissigkeit der Keimtrager; die Werte der
Kontrollproben sind aus Tabelle 51 ersichtlich (Angaben in KBE/ml)

Ver- Untersuchte Priiforganismen
suchs- E. coli S. Typh. Ent. f. E. coli ‘ S. Typh. ‘ Ent. f.
tage 0,8 kg CaO/m? 1,6 kg CaO/m?
n. n. <E+03 3,6E+02 n. n. <E+03 <E+03
n. n. <E+03 3,6E+02 n. n. <E+03 <E+03
1 n. n. <E+03 3,6E+03 n. n. <E+03 <E+03
n. n. <E+03 4,3E+04 n. n. <E+03 <E+03
n. n. <E+03 3,6E+05 9,3E+01 <E+03 <E+03
Mittelwert n. n. <E+03 8,2E+04 1,8E+01 <E+03 <E+03
STABW n. d. n. d. 1,5E+05 4,1E+01 n. d. n. d.
n. n. n. n. 4,3E+01 n. n. n. n. 3,6E+00
n. n. n. n. 9,3E+01 n. n. n. n. 3,6E+01
4 n. n. 3,6E+00 7,5E+02 n. n. 3,6E+00 | 4,3E+01
3,6E+00 | 9,2E+00 2,4E+03 3,6E+00 | 9,3E+01 | 9,3E+01
3,6E+00 | 2,4E+01 9,3E+03 3,6E+00 | 9,3E+01 | 2,3E+02
Mittelwert | 1,4E+00 | 7,3E+00 2,5E+03 1,4E+00 | 3,7E+01 | 8,1E+01
STABW | 1,9E+00 | 1,0E+01 3,9E+03 1,9E+00 | 5,0E+01 | 8,9E+01

E. coli: Escherichia coli; S. Typh.: Salmonella Typhimurium; Ent. f.: Enterococcus faecalis
KBE: Koloniebildende Einheiten/ml Suspension

n. n.: nicht nachgewiesen

STABW: Standardabweichung

n. d.: nicht durchgefihrt
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Tab. 49: Ergebnisse zur Inaktivierung von Escherichia coli, Salmonella Typhimurium
und Enterococcus faecalis im Boden bei der Anwendung von Branntkalk
in den Mengen von 0,8 kg und 1,6 kg CaO/m?, qualitativer Nachweis
der Pruforganismen aus dem Boden

0,8kg | 1,6 kg
Ver- 0,8 kg CaO/m? 1,6 kg CaO/m? CaO | CaO
suchs- /m? m?
tage Im Suspensionsversuch untersuchte Priforganismen pH
E.coli | S. Typh. | Ent.f. | E.coli | S. Typh.| Ent.f.
+ + + + + +
+ + + + + +
1 + + + + + + 11,3 11,9
+ + + + + +
+ + + + + +
+ + + + + + 8,0 8,4
+ + + + + + 8,0 8,4
4 + + + + + + 8,1 8,4
+ + + + + + 8,2 8,5
+ + + + + + 8,3 8,5
E. coli: Escherichia coli; S. Typh.: Salmonella Typhimurium;

Ent. f.: Enterococcus faecalis
+: qualitativer Nachweis mdglich bei Salmonellen in 50 g Boden; bei Enterococcus faecalis
und E. coli in 20 g Boden
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Tab. 50: Ergebnisse zur Inaktivierung von Escherichia coli, Salmonella Typhimurium
und Enterococcus faecalis im Boden ohne Anwendung von Kalk
(Kontrollproben); qualitativer und quantitativer Nachweis der Priiforganismen
auf den Keimtragern und in den Bodenproben

Angaben in KBE/m Qualitativer
Versuchs Angaben in KBE/g Boden Abschittelflissigkeit vom Nachweis in den
tag Keimtrager Bodenproben
. . E. S.
E.coli |S.Typh.| Entf. E. coli S. Typh . Ent. f. coli | Typh Ent. f.
0 0 d 0 d 0 d 2,1E+02 | 3,6E+02 3,6E+04 + + +
Y T Y 2,3E+02 | 9,3E+02 9,2E+04 + + +
Mittelwert | n. d. n. d. n. d. 2,2E+02 | 6,4E+02 6,4E+04 + + +
1 <E+04 <E+04 | 9,3E+04 | 2,3E+01 | 9,2E+01 2,3E+04 + + +
<E+04 <E+04 | 2,3E+04 | 3,6E+02 | 3,6E+02 2,3E+04 + + +
Mittelwert | <E+04 <E+04 | 1,2E+06 | 1,9E+02 | 2,2E+02 2,3E+04 + + +
4 n d n d n d 4,3E+02 | 3,6E+01 2,3E+04 + + +
Y e e 9,3E+02 | 9,2E+01 4,3E+04 + + +
Mittelwert n. d. n. d. n. d. 6,8E+02 | 6,4E+01 3,3E+04 + + +
E. coli: Escherichia coli; S. Typh.: Salmonella Typhimurium;

Ent. f.: Enterococcus faecalis

KBE: Koloniebildende Einheiten/ml Suspension n. d.: nicht durchgefihrt

+: qualitativer Nachweis moglich bei Salmonellen in 50 g Boden; bei Ent. f. und E. coliin 20 g
Boden

3.2.34.2 Ergebnisse des 2. Versuchs zur Branntkalkanwendung

Die Ergebnisse des zweiten Praxisversuches sind in den Tabellen 51, 52 und 53 dargestellt.
Wie aus Tabelle 51 ersichtlich ist, konnte E. coli bei einer Anwendungsmenge von 0,8 kg
CaO/m? am ersten und am vierten Versuchstag von keinem der exponierten Keimtrager
zuriickgewonnen werden. Bei der Dosierung von 1,6 kg CaO/m? lieRen sich ebenfalls von
keinem der exponierten Keimtrager E. coli zuriickgewinnen. Somit ist gegeniiber dem frisch
kontaminierten Keimtrager (Tab. 53) eine Reduktion von mindestens 5 Zehnerpotenzen
erfolgt, es sind aber in diesem Versuchsdurchgang keine Aussagen im Vergleich zu den 1, 2
und sechs Tage aufbewahrten Kontrollkeimtragern moglich.

Von den mit dem Priufkeim Salmonella Typhimurium kontaminierten Keimtragern lief3en sich
bei einer Anwendungsmenge von 0,8 kg CaO/m? am ersten Versuchstag zwischen 7,7 x 10?
KBE/ml und 8,6 x 10°® KBE/ml in der Abschiittelfliissigkeit (Mittelwert: 1,7 x 10° KBE/ml)
zuriickgewinnen. Nach der maximalen geprtften Einwirkungszeit von sechs Tagen liel3 sich

nur noch von einem Keimtrager die Menge von 8,6 x 10* KBE/ml zuriickgewinnen. Bei einer
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Dosierung von 1,6 kg CaO/m? lagen am ersten Versuchstag die entsprechenden Werte
zwischen 4,3 x 10° KBE/ml und 8,6 x 10° KBE/ml in der Abschittelfliissigkeit (Mittelwert: 2,4 x
10° KBE/ml). Am 6. Versuchstag waren alle Abschiittelfliissigkeiten negativ. Somit ist
gegenuber dem frisch kontaminierten Keimtrager (Tab. 54) eine Reduktion von mindestens 4
Zehnerpotenzen erfolgt, es sind aber in diesem Versuchsdurchgang keine Aussagen im
Vergleich zu den 1, 2 und 6 Tage aufbewahrten Kontrollkeimtrdgern maoglich.

Von den mit Enterococcus faecalis kontaminierten Keimtragern lieRen sich bei einer
Anwendungsmenge von 0,8 kg CaO/m? am ersten Versuchstag zwischen 4,6 x 10° KBE/m
und 4,6 x 10° KBE/ml in der Abschiittelfliissigkeit zuriickgewinnen (Mittelwert: 2,6 x 10°
KBE/mI). Nach einer Einwirkungszeit von sechs Tagen lagen die entsprechenden Werte
zwischen 1,8 x 10* KBE/ml und 8,6 x 10° KBE/ml in der Abschiittelfliissigkeit (Mittelwert: 1,7 x
10° KBE/ml). Bei einer Dosierung von 1,6 kg CaO/m? lieBen sich von den exponierten
Keimtragern am ersten Versuchstag zwischen 7,2 x 10? KBE/ml und 4,6 x 10° KBE/ml in der
Abschiittelfliissigkeit zuriickgewinnen (Mittelwert: 1,8 x 10° KBE/ml). Am 6. Tag lagen die
entsprechenden Werte zwischen 4,6 x 10° KBE/ml und 8,6 x 10° KBE/ml (Mittelwert: 1,9 x 10°
KBE/mI) in der Abschittelflissigkeit. Bei der hoheren Dosierung konnten am ersten Tag
gegeniiber dem frisch kontaminierten Keimtrager (Tab. 53) Reduktionsraten bis zu sechs
Zehnerpotenzen gemessen werden. Die Schwankungen zwischen den einzelnen Werten
sind aber sehr hoch. Am sechsten Tag lagen hier die festgestellten Reduktionsraten im
Bereich von funf Zehnerpotenzen. Bei der niedrigeren Dosierung sind die Reduktionsraten
ahnlich, es sind aber in diesem Versuchsdurchgang keine Aussagen im Vergleich zu den 1,
2 und 6 Tage aufbewahrten Kontrollkeimtragern moglich.

Ein qualitativer Nachweis aus dem kunstlich kontaminierten Boden war bei E. coli bei beiden
Dosierungen nicht moglich (Tab. 52). Bei der niedrigen Dosierung lieRen sich Salmonella
Typhimurium und Enterococcus faecalis Uber die Gesamtdauer von 13 Tagen nachweisen.
Bei der hoheren Dosierung war der qualitative Nachweis von Salmonella Typhimurium bis
zum 6. Tag und bei Enterococcus faecalis bis zum Versuchsende mdglich. Dabei lagen die
am ersten Tag gemessenen pH-Wert auf den Flachen mit der geringeren Kalkmenge bei
11,3 und auf der hoher gekalkten Flache bei 11,9. Nach sechs Tagen fielen sie bei den
niedrig mit Kalk beaufschlagten Flachen auf Werte zwischen 8,0 und 8,1 und auf den starker
gekalkten Flachen auf Werte zwischen 9,3 und 11,4 (Tab. 53). Nach 13 Tagen betrugen der
pH-Werte 7,3 bei den niedrig beaufschlagten Flachen und 8,5 auf den stérker gekalkten
Flachen.

Der TS-Gehalt des Bodens betrug zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns 86 %, bei einem pH-
Wert von 7,2.
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Tab. 51: Ergebnisse zur Inaktivierung von Escherichia coli, Salmonella Typhimurium
und Enterococcus faecalis im Boden bei der Anwendung von Branntkalk
(0,8 kg und 1,6 kg CaO/mZ). Jeweils funf Keimtrager pro Mikroorganismenart
und Beprobungstag. Keimtragerversuch (Angaben in KBE/ml)
Ver- 0,8 kg CaO/m* 1,6 kg CaO/m? 0,8kg | 1,6 kg
suchs- | £ oli | s. Typh Ent. f E.coli | S.Typh Ent.f | C3C | €20
tage . . lypn. . . . lypn. . /mz ok /mz %
0 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 11,4 11,7
n.n n. n. n. n. : .
n.n n. n. n. n. n. n.
1 n.n. | 7,7E+02 | 4,6E+05 n.n. | 43E+02 ;'ggigi 11,3 | 11,9
n.n 7,7TE+02 3,0E+06 n. n. 7,7E+02 4’6E+05
n.n 8,6E+05 4,6E+06 n. n. 8,6E+03 '
Mittelwert n. n. 1,7E+05 2,6E+06 n. n. 2,4E+03 1,8E+05 11,3 11,9
STABW 0 3,8E+05 2,0E+06 0 4,1E+03 2,4E+05 n. d. n. d.
n. n. n. n. : n. n. n. n. :
n. n. n. n. : n. n. n. n. :
2 n. n. n. n. 4 6E+04 n. n. n. n. 4,6E+03 9,88 11,4
n. n. n. n. 4, 6E+04 n. n. n. n. 8,6E+03
n. n. 8,6E+02 1,8E+05 n. n. 8,6E+02 3,0E+06
Mittelwert n. n. 8,6E+02 9,0E+04 n.n. 1,7E+02 1,0E+06 n. d. n. d.
STABW 0 1,7E+02 7,7E+04 0 3,8E+02 1,7E+05 n. d. n. d.
n. n. n. n. 1,8E+04 n. n. n.n 2 2 8,1 9,3
n. n. n. n. 4, 6E+04 n. n. n.n 4 6E+62 8,1 10,1
6 n.n. n.n. 4,6E+04 n.n. n.n ' 8,0 10,8
4.6E+02
n. n. n. n. 1,4E+05 n. n. n.n 8 6E+03 8,0 11,4
n. n. 8,6E+02 8,6E+06 n. n. n.n ! 8,0 9,5
Mittelwert n. n. 1,7E+02 1,7E+06 n. n. n. n. 1,9E+03 8,0 10,2
STABW 0 3,8E+02 3,8E+02 n. d. . d. 3,7E+03 0,05 0,8

E. coli: Escherichia coli; S. Typh.: Salmonella Typhimurium; Ent. f.: Enterococcus faecalis
KBE: Koloniebildende Einheiten/ml Suspension  n. n.: nicht nachgewiesen

n. d. nicht durchgefiihrt STABW: Standardabweichung * Keimtrager nicht auffindbar
** pH-Wertmessung

30 Tage nach Versuchsbeginn wurde nochmals eine Kontrolluntersuchung auf Salmonellen
auf den kalkbehandelten Versuchsflachen durchgefiihrt. Dabei konnten in keiner Probe mehr

Salmonellen festgestellt werden.
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Tab. 52: Ergebnisse zur Inaktivierung von Escherichia coli, Salmonella
Typhimurium und Enterococcus faecalis im Boden bei der Anwendung
von Branntkalk in den Mengen von 0,8 kg und 1,6 kg CaO/m?,
qualitative Untersuchung. Suspensionsversuch

Ver- Keimsuspension 0,8kg | 1,6 kg
S;’;;j E.coli |S.Typh.| E.f. | E.coli | S.Typh. | Ent.f. /fn%% Crﬁz?’
0,8 kg CaO/m* 1,6 kg CaO/m?
0 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 11,4 11,7
n. n. + + n. n. + +
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. + +
8,1 9,3
n.n + + n.n + + 8,1 10,1
6 n. n. + + n. n. + + 8,0 10,8
n. n. + + n. n. + + 8,0 11,4
8,0 9,5
n. n. + + n. n. n.n +
13 n. n. + + n. n. n.n + 7,3 8.5
n. n. + + n. n. n. n +

E. coli.: Escherichia coli; S. Typh.: Salmonella Typhimurium; Ent. f.: Enterococcus faecalis
n. n.: nicht nachgewiesen  +: qualitativer Nachweis moglich bei Salmonellen in 50 g
Boden; bei Enterococcus faecalis und E. coliin 20 g Boden  * pH-Wertmessung

Tab. 53: Kontrollkeimtrager kontaminiert mit Escherichia coli, Salmonella
Typhimurium und Enterococcus faecalis ohne Anwendung von Kalk.
Quantitativer Nachweis der Pruforganismen Angaben in KBE/ml)

Versuchs- .
tage E. coli S. Typh Ent. f.
0 4, 6E+05 4 6E+04 8,6E+07
4,6E+05 8,6E+06 4,6E+08
Mittelwert 4,6E+05 4,6E+05 2,6E+08

E. coli: Escherichia coli; S. Typh.: Salmonella Typhimurium; Ent. f.: Enterococcus faecalis
KBE: Koloniebildende Einheiten/ml Suspension
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3.2.3.4.3 Ergebnisse des 3. Versuchs zur Branntkalkanwendung

Die Ergebnisse des dritten Praxisversuches der allerdings mit 1,6 kg CaO/m? bzw. mit 3,2 kg
CaO/m? durchgefiihrt wurde sind in den Tabellen 54, 55 und 56 sowie in der Abbildung 33
dargestellt.

Wie aus Tabelle 54 ersichtlich ist, konnte E. coli bei beiden Anwendungsmengen an keinem
der Versuchstage von den exponierten Keimtrdgern zuriickgewonnen werden. Somit ist
gegeniber den Kontrollkeimtragern mit Reduktionsraten im Bereich zwischen zwei und vier
Zehnerpotenzen zu rechnen (Tab. 56). Lediglich die Kontrollllproben wiesen eine Grél3e von
3,6 x 10° KBE/ml bei der niedrigen Kalkdosierung auf.

Von den mit dem Prifkeim Salmonella Typhimurium kontaminierten Keimtragern liel3en sich
bei einer Anwendungsmenge von 1,6 kg CaO/m? am ersten Versuchstag noch zwischen 9,3
x 10 KBE/ml und 4,3 x 10° KBE/ml in der Abschiittelfliissigkeit zuriickgewinnen (Mittelwert:
1,4 x 10® KBE/ml), an allen weiteren Tagen war kein Nachweis mehr méglich. Bei einer
Dosierung von 3,2 kg CaO/m? lagen am ersten Versuchstag die entsprechenden Werte
zwischen 3,6 x 10° KBE/ml und 4,3 x 10 KBE/ml in der Abschiittelfliissigkeit (Mittelwert: 1,4
x 10° KBE/ml). An allen weiteren Tagen war auch hier der quantitative Nachweis negativ.
Somit ist gegentber den Kontrollkeimtragern mit Reduktionsraten im Bereich zwischen drei
und vier Zehnerpotenzen zu rechnen (Tab. 54).

Von den mit Enterococcus faecalis kontaminierten Keimtrédgern lieRen sich bei einer
Anwendungsmenge von 1,6 kg CaO/m* am ersten Versuchstag zwischen 2,3 x 10> KBE/ml
und 2,3 x 10° KBE/ml in der Abschiittelfliissigkeit zuriickgewinnen (Mittelwert:
5,5 x 10* KBE/ml). Nach einer Einwirkungszeit von sechs Tagen lagen die entsprechenden
Werte zwischen 9,2 x 10° KBE/ml und 9,3 x 10? KBE/ml in der Abschittelfliissigkeit
(Mittelwert: 2,5 x 10° KBE/ml). Bei einer Dosierung von 3,2 kg CaO/m? lieRen sich von den
exponierten Keimtragern am ersten Versuchstag zwischen 4,3 x 10" KBE/ml und 9,3 x 10°
KBE/ml in der Abschttelfliissigkeit zuriickgewinnen (Mittelwert: 2,1 x 10> KBE/m). Am 6. Tag
lagen die entsprechenden Werte zwischen 3,0 x 10° KBE/ml und 7,4 x 10° KBE/ml in der
Abschiittelfliissigkeit (Mittelwert: 4,5 x 10° KBE/ml). Bei der niedrigen Dosierung kénnen am
ersten Tag gegenuber den entsprechenden Kontrollen Reduktionsraten in einer
GroRRenordnung von bis zu drei Zehnerpotenzen gemessen werden, am sechsten Tag lagen
die Reduktionsraten im Bereich von drei bis finf Zehnerpotenzen. Die Schwankungen
zwischen den einzelnen Werten sind sehr hoch. Bei der hohen Dosierung weisen die
Ergebnisse geringere Schwankungen auf. Am sechsten Tag liegen hier die festgestellten
Reduktionsraten nach der maximalen Einwirkungszeit konstant in einer Gréf3enordnung von

funf Zehnerpotenzen.
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Ein qualitativer Nachweis aus dem kinstlich kontaminierten Boden war fast ausnahmslos bei

allen Priufkeimen bei beiden Dosierungen tiber den gesamten Zeitraum maglich. Dabei lagen

die am ersten Tag gemessenen pH-Werte auf beiden Versuchsflachen zwischen 12,7 und

12,9. Nach sechs Tagen fielen sie bei den niedrig beaufschlagten Flachen auf Werte

zwischen 9,4 und 9,8 und auf den starker gekalkten Flachen auf Werte zwischen 11,5 und
11,8 (Tab. 55).

Tab. 54: Ergebnisse zur Inaktivierung von Escherichia coli, Salmonella Typhimurium
und Enterococcus faecalis im Boden bei der Anwendung von Branntkalk in
den Mengen von 1,6 kg und 3,2 kg CaO/m? quantitativer Nachweis der
Priforganismen (Angaben in KBE/ml)

Ver Untersuchte Priufrganismen pH
suchs- E.coli | S. Typh. Ent. f. E.coli | S. Typh. Ent. f. 1,6 kg | 3,2 kg
tage ) ) Kalk/ | Kalk/

1,6 kg CaO/m 3,2 kg CaO/m m?2 m2

n. n. * 2,3E+02 n. n. ’ 4,3E+01 12,7 12,8
n. n. * 2,3E+03 n. n. ’ 9,3E+03 12,7 12,8
0 3,6E+00 n. n. 2,3E+04 n. n. n. n. 2,3E+04 12,7 12,8
3,6E+00 | 9,3E+01 | 2,3E+04 n. n. 3,6E+00 | 9,3E+04 12,8 12,8
3,6E+00 | 4,3E+03 | 2,3E+05 n. n. 4,3E+02 | 9,3E+05 12,8 12,9

Mittel-

Wert 2,1E+00 | 1,4E+03 | 5,5E+04 n. d. 1,4E+02 | 2,1E+05 12,7 12,8

STABW | 1,9E+00 | 2,4E+03 | 9,8E+04 0 2,4E+02 | 4,0E+05 0,05 | 0,04

n. n. n.n 4 3E+01 n. n. n.n n. n.
n. n. n.n 2,3E+02 n. n. n.n 7,4E+00
3 n. n. n.n 4,3E+03 n. n. n.n 2,3E+01 n. d. n. d.
n. n. n.n 9,3E+03 n. n. n.n 2,3E+01
n. n. n.n 4, 3E+04 n. n. n.n 1,5E+03
Mittel- n. n n.n 1,1E+04 n. n. n.n 3,1E+02 n.d. | n.d.
Wert

STABW 0 0 1,8E+04 0 0 6,6E+02 n. d. n. d.

* n. n. * * * 9,4 11,5

n.n n. n. n. n. n. n. n.n 3,0E+00 9,5 11,7

6 n.n n. n. 9,2E+00 n. n. n.n 3,6E+00 9,6 11,7

n.n n. n. 9,3E+01 n. n. n.n 3,6E+00 9,6 11,7

n.n n. n. 9,3E+02 n. n. n.n 7,4E+00 9,8 11,8

Mittel- 1 n.n | 25E+02 | n.n. n.n. | 44E+00 | 95 | 11,7
Wert

STABW 0 0 4 5E+02 0 0 2,0E+00 0,1 0,1

* Keimtrager nicht auffindbar bzw. auswertbar
E. coli.: Escherichia coli;

KBE: Koloniebildende Einheiten/ml Suspension

n. n.: nicht nachgewiesen

S. Typh.: Salmonella Typhimurium;

Ent. f.: Enterococcus faecalis
n. d.: nicht durchgefihrt
STABW: Standardabweichung
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Abb. 33: Darstellung der Mittellwerte der tberlebenden Enterococcus faecalis,

Escherichia coli, Salmonella Typhimurium in KBE/ml Suspension im Boden bei
der Anwendung von Branntkalk in den Mengen von1,6 kg und 3,2 kg
CaO/m? (Tab. 54)
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Tab. 55: Ergebnisse zur Inaktivierung von Escherichia coli, Salmonella Typhimurium
und Enterococcus faecalis im Boden bei der Anwendung von Branntkalk in
den Mengen von 1,6 kg und 3,2 kg CaO/m? qualitativer Nachweis der
Priforganismen

Ver Untersuchte Mikroorganismen, Keimsuspension pH
suchs- i i 16kg | 3,2kg
tage E.coli | S. Typh. Ent. f. E.coli | S.Typh. | Ent.f. a0/ Ga0
6 kg CaO/m? 3,2 kg CaO/m? m? Im?
+ n. n. + n. n. + + 12,7 12,8
+ + + + + + 12,7 12,8
0 + + + + + + 12,7 12,8
+ + + + + + 12,8 12,8
+ + + +. + + 12,8 12,9
+ + + + + + 11,0 11,6
+ + + + + + 11,7 11,9
3 + + + + + + 12,0 11,9
+ + + + + + 12,1 12,1
+ + + + + + 12,2 12,1
n. n. + + + + + 9,4 11,5
+ + + + + + 9,5 11,7
6 + + + + + + 9,6 11,7
+ + + + + + 9,6 11,7
+ + + + + + 9,8 11,8

E. coli: Escherichia coli; S. Typh.: Salmonella Typhimurium; Ent. f.: Enterococcus faecalis

n. n.: nicht nachgewiesen

Boden; bei Enterococcus faecalis und E. coli in 20 g Boden

Aus der

Tabelle 56 werden die Ergebnisse der

Ruckgewinnung der Priforganismen von nicht gekalkten Bodenproben ersichtlich.

Kontrolluntersuchungen bei

+: qualitativer Nachweis mdglich bei Salmonellen in 50 g

der
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Tab. 56: Ergebnisse zur Inaktivierung von Escherichia coli, Salmonella Typhimurium
und Enterococcus faecalis in Kontrollproben im Boden ohne Anwendung
von Kalk, quantitativer und qualitativer Nachweis der Priiforganismen
(Angaben in KBE/ml)

KBE/ml in der Qualitativer Nachweis in den
Versuchs- Abschiittelflissigkeit vom
S Bodenproben
Tage Keimtrager
E. coli S. Typh. Ent. f. E.coli |S. Typh,, Ent.f.
0 3,6E+02 | 4,3E+04 | 2,4E+05 + + +
7,4E+02 | 4,3E+04 | 2,4E+05 + + +
Mittelwert | 5,5E+02 | 4,3E+04 | 2,4E+05 + + +
3 3,6E+03 | 3,6E+03 | 2,3E+05 + + +
4,3E+04 | 9,3E+04 | 4,1E+05 + + +
Mittelwert | 2,3E+04 | 4,8E+04 | 3,2E+05 + + +
6 3,6E+02 | 2,3E+03 | 4,3E+05 + + +
4,3E+03 | 1,5E+04 | 9,3E+05 + + +
Mittelwert | 2,3E+03 | 8,6E+03 | 6,8E+05 + + +

E. coli: Escherichia coli; S. Typh.: Salmonella Typhimurium; Ent. f.: Enterococcus faecalis
KBE: Koloniebildende Einheiten/ml Suspension  n. d.: nicht durchgefihrt
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war, die Inaktivierung verschiedener Bakterien und Viren (Salmonella
Typhimurium, E. coli, Enterococcus faecalis und Parvoviren) im Boden durch die Anwendung
von Warme bzw. Hitze und Alkalitat (Kalkbehandlung) in moglichst praxisnahen Ansétzen zu
erreichen. Es wurde mit umweltfreundlichen Methoden gearbeitet. Durch umweltfreundlichen
Methoden versteht man die Mallhamen (Bodendesinfektion), die Umwelt (Boden) positiv
beeinflussen und eine vollige Erholung/Regeneration nach der Durchfiihrung diesen Malf3-
nahmen erméglichen.

Die Untersuchungen waren dreistufig aufgebaut, wobei im Labormalstab und in
halbtechnischen Versuchen bestimmte Einflussparameter auf die Inaktivierung der
verwendeten Priforganismen und Viren unter weitgehend definierten Bedingungen
untersucht wurden, bevor die eigentlichen Praxisversuche durchgefuhrt wurden.

Neben der Beriicksichtigung des Trockensubstanzgehaltes im Boden bei deren Erhitzung in
Laborversuchen im Wasserbad und in Freilandversuchen bezlglich des Einflusses auf die
Inaktivierung der ausgewahlten Priforganismen, erfolgten halbtechnische Versuche zur
Desinfektion von Boden mit unterschiedlichen Mengen an Branntkalk (CaO), Kalkhydrat
(Ca(OH),) und Kalkmilch in verschiedenen Konzentrationen.

Fur diese Untersuchungen wurde sowohl die Keimtragertechnik, ahnlich wie sie aus der
Desinfektionsmittelprifung bekannt ist, als auch die direkte Kontamination des zu
desinfizierenden Bodens mit den Priforganismen in Suspension angewandt.

In Praxisversuchen wurde die Wirkung eines sog. Injektorbrenners (Boden-Verbesserungs-
und Sanierungssystems), von Solarfolien, eines Dampfgerétes zur Bodendampfung und die
Kalkanwendung (CaO, Ca(OH),) in der Praxis auf gartenbaulich genutzten Béden auf die
Reduktion der ausgewé&hlter Mikroorganismen untersucht. Die ermittelten Ergebnisse werden

in der angegebenen Reihenfolge diskutiert.

4.1 Ergebnisse der Laborversuche

Diese Untersuchungen erheben nicht den Anspruch der Ermittlung statistisch abgesicherter
Ergebnisse, das hatte den zeitlichen und finanziellen Rahmen in dem die Untersuchungen
standen, gesprengt. Die Aufgabe dieser Laborversuche war es einmal den Einfluss der
Verwendung einer nicht sterilisierten Matrix in Bezug auf eine sterilisierte Matrix
grundsatzlich zu klaren, da die Verwendung einer sterilisierten Matrix die Erfassung der
mikrobiologischen Parameter vereinfacht hatte. Zum anderen war in Vorversuchen
abzuschatzen, wie gro3 der Einfluss der Schwankungen einiger Parameter, die in den

Praxisversuchen nicht auf einen bestimmten Bereich einzustellen waren, insbesondere der
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Trockensubstanzgehalt allein oder in Bezug auf die verwendete Keimtragertechnik, auf die
ermittelten Ergebnisse ist.

Hinsichtlich der Notwendigkeit der Verwendung von Keimtragern in den Praxisversuchen
wird an dieser Stelle auf einige damit verbundene grundsétzliche Problemfelder weiter unten

hingewiesen.

41.1 Tenazitat im autoklaviertem und nicht autoklaviertem Boden

Es zeigt sich, dass bei 65 T (Tab. 4) die Anzahl der Koloniebildenden Eiheiten von
Enterococcus faecalis in autoklaviertem Boden einer schnelleren Reduktion unterliegen, als
im nicht autoklavierten Boden. Das lasst den Schluss zu, fur die weiteren
Tenazitatsversuche, wenn immer mdglich, gewachsenen Boden zu verwenden, was auch im
weiteren Verlauf der Versuche geschehen ist. Dies war auch aus den verschiedenen im
Institut vorliegenden Erfahrungen (BREITENFELD, 2000) bei ahnlichen
Versuchsanstellungen zu erwarten. Die ermittelten quantitativen Ergebnisse wurden nicht
einer Signifikanzbetrachtung unter statistischen Gesichtspunkten unterzogen, weil die
Tendenz in allen Versuchswiederholungen durchgangig gleich war und die Unterschiede
bereits nach zwanzig Minuten Einwirkungszeit im Bereich von 3 Zehnerpotenzen lagen.
CEUSTERMANS et al. (2007) stellten fest, dass der mikrobielle Antagonismus einen
sekundaren Einfluss auf die Mikroorganismenreduktion hat. Wichtiger sind die Temperatur
und der Wassergehalt des Mediums.

Antagonismus der Mikroorganismen betrifft die gegenseitige Wirkung von Konkurrenzflora in
einer langeren Zeitperiode, in welcher die Mikroorganismen sich vermehren oder langsam
reduzieren kdnnen. In den eigenen Untersuchungen wurde der Boden unmittelbar nach der
Beimpfung mit Enterokokken einer Warmebehandlung in einem Wasserbad unterzogen. Die
kurze Zeit der Temperaturwirkung auf Enterococcus faecalis im autoklavierten und nicht
autoklavierten Boden in den eigenen Untersuchungen im Sinne eines mikrobiellen

Antagonismus sollte keinen Einfluss auf die Bakterienreduktion haben.

4.1.2 Tenazitat bei verschiedenen Trockensubstanzgehalten des Bodens

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 mobilen Tragers gebunden. Dieser Trager ist in der Regel das
Wasser (SCHEFFER et al., 2000). Aus vielen Bereichen der thermischen Behandlung
unterschiedlicher Substrate zur Keimreduzierung ist bekannt, dass die Wasseraktivitat die

Inaktivierungskinetik beeinflusst (KESSLER, 1996), dementsprechend war auch hier zu
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erwarten, dass bei einem hdheren Trockensubstanzgehalt eine langsamere Inaktivierung
erfolgt. Dies deutet sich zunéchst auch in den Ergebnissen (Tab. 10) bei einer Erhitzung auf
70 T an, allerdings lasst sich aus den Ergebnissen bei der Erhitzung auf 65 T (Tab. 5) dies
nicht eindeutig ablesen, auch fehlt eine statistische Absicherung dieser Tendenz, aber
insgesamt stellt sich die Thermoresistenz des verwendeten Prifstammes &hnlich dar wie von
anderen Untersuchern festgestellt (HOFERER, 2001; MOCE LLIVINA, 2003).

Nach MOCE-LLIVINA (2003) wurde Enterococcus faecalis bei einer Temperatur von 80 C
im Schlamm innerhalb von 30 min um dber 1,4 Zehnerpotenzen reduziert. Zum Vergleich
wurde bei einer Temperatur von 60 T in Abwassern die Zahl von Enterococcus faecalis
nach 30 min um Uber 3,4 Zehnerpotenzen reduziert. Allerdings waren hier die Unterschiede
in den Trockensubstanzgehalten erheblich grof3er.

Die Untersuchungen von BREITENFELD (2000) belegen, dass Enterococcus faecalis im
feuchtem Substrat langer Uberlebt, was im Widerspruch zu Feststellungen anderer
Wissenschaftler steht. Das lasst den Ruckschluss zu, dass Enterococcus faecalis im
Vergleich zu E. coli und Salmonellen in feuchter Matrix weniger stark reduziert wird.
Untersuchungen von BREITENFELD (2000) belegen, dass nach einer Reisolierung der
Testmikroorganismen aus der Suspension und aus Erdproben mit 30 % und 50 %
Wassergehalt die Reduktionen von E. coli von finf Zehnerpotenzen bei 50 % Wassergehalt
und einer Zehnerpotenz bei einem Wassergehalt von 30 % erzielt wurden. Bei der
Salmonella Senftenberg wurden Reduktionen um 2 Zehnerpotenzen bei einem 50 %-igen
Wassergehalt und um eine Zehnerpotenz bei einem Wassergehalt von 30 % erzielt. Bei
Fakalstreptokokken bei einem Wassergehalt des Bodens von 30 % sowie 50 % wurden
Reduktionen um eine Zehnerpotenz erzielt. Die Literaturbeispiele deuten darauf hin, dass ein
gréRerer Wassergehalt sich positiv auf die Mikroorganismenreduktion auswirkt. Allerdings,
reagiert Enterococus faecalis auf die Warme in einem Substrat mit groRerem Wassergehalt
mit kleineren Reduktionsraten als E. coli und Salmonellen. Die in den eigenen
Untersuchungen erzielten Ergebnisse waren in etwa so zu erwarten, zumal die Unterschiede
in der Trockensubstanzgehalten gering waren.

Die Unterschiede im Trockensubstanzgehalt wurden zu gering gewahlt, um einen

entsprechenden Effekt deutlich erfassen zu kénnen.

4.1.3 Tenazitat von Bakterien auf im Boden exponierten Keimtragern bei

verschiedenen Trockensubstanzgehalten

Grundsatzlich ware auch hier zu erwarten gewesen, dass bei dem Boden mit dem hoéheren
TS-Gehalt die Inaktivierung langsamer erfolgen wirde als in einer Matrix mit einem héheren

Wassergehalt. Auch hier war im Bereich der untersuchten Trockensubstanzgehalte (88 % TS
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bis 76 % TS) die Tendenz nicht immer bei allen Prifkeimen und in allen Prifsituationen
gleich deutlich zu erkennen. Bei den gramnegativen Salmonellen und E. coli dokumentieren
sich die Unterschiede am deutlichsten bei den tieferen Temperaturen (50 ), bei den
gepriften héheren Temperaturen tritt die Reduktion der Bakterienzahl schneller ein, damit
verwischen sich aber wegen des steileren Verlaufs der Inaktivierungskurve auch die
Unterschiede, hier hatte mit einer wesentlich hoheren Anzahl von Wiederholungen eine
statistische Absicherung der zu erwartenden Tendenz erfolgen missen. Allerdings muss hier
bertcksichtigt werden, das die Unterschiede im TS-Gehalt, die im Hinblick auf die in der
Praxis zu erwartenden Verhaltnisse gewahlt worden waren, im Bereich von 70% bis 90 % TS
mit zwischen 11% und 13 % relativ gering sind und sich bei einem schnellen
Inaktivierungsgeschehen hdchstwahrscheinlich nicht so eindeutig erfassen lassen.
Entsprechendes gilt, wenn auch auf etwas hoherem Temperaturniveau, fir den
grampositiven Prifkeim Enterococcus faecalis. Nach HOFERER (2001) kam es in
Rindergulle (TS-Gehalt: ca. 10 %) innerhalb von 20 min bei 55 T zu einer Reduktion von
Enteroh&morrhagischen Escherichia coli (EHEC) um ca. funf Zehnerpotenzen. In einer
Schweinegulle (TS-Gehalt: ca. 3 %) waren bereits nach 15 min in drei von vier Proben keine
EHEC mehr nachweisbar. Die hier durchgefihrten Untersuchungen zeigen deutlich, dass die
Thermoresistenz der Prifbakterien mit &hnlichen Eigenschaften (E. coli und Salmonella
Typhimurium) in der Matrix Boden mit einem TS-Gehalt von Uber 70 % deutlich héher ist.

Wenn auch auf einem, was den Trockensubstanzgehalt angeht, wesentlich niedrigerem
Niveau, lasst sich aus den Untersuchungen von MOCE-LLIVINA (2003) und HOFERER
(2001) ablesen, dass in einer Matrix mit niedrigerem TS-Gehalt eine schnellere Inaktivierung
der untersuchten Bakterien stattfindet als in einer Matrix mit einem hdheren TS-Gehalt. Dies
gilt sicher fur das grundsatzliche Verhalten der Priforganismen und es war deshalb zu
erwarten, dass bei relativ hohen TS-Gehalten wie im Boden insgesamt, eine wesentlich

langsamere Inaktivierung zu erwarten ist, was sich in den Untersuchungen auch bestatigte.

4.2 Ergebnisse der halbtechnischen Versuche zur

Kalkanwendung

Die durchgefihrten halbtechnischen Versuche hatten mehr den Zweck, Hinweise fiur die
Feldversuche zu erarbeiten, welche Kalkzubereitungen und -mengen dort eingesetzt werden
sollten, als ein statistisch abgesichertes Ergebnisgebdude zu erarbeiten. Der Zweck dieser
Untersuchungen war erreicht, indem von den gewdahlten grundsatzlich méglichen Varianten
diese ausgeschieden werden konnten, die unter den gewahlten Bedingungen eindeutig nicht
effektiv waren. Auch liel3 sich an den Ergebnissen bereits ablesen, dass fir die Kalkwirkung

der Wassergehalt des Bodens ein wichtiger Einflussfaktor ist. Als weiterer Einflussfaktor
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stellte sich die absolute Flussigkeitsmenge, die sich auf die Eindringtiefe in den Boden
auswirkt, dar.

Bei der Auswahl der Priforganismen fir die Kalkversuche waren verschiedene
Gesichtspunkte zu bericksichtigen. WESTPHAL und CHRISTENSEN (1983) propagieren
die Verwendung von Enterokokken als Indikatormikroorganismen, da diese gegeniber pH-
und Temperaturerhhungen wesentlich wiederstandsfahiger als F&kalkoliforme, oder
Salmonella sp. sein sollen. Andere Autoren (GELDREICH et al.,, 1962; IBIEBELE et al.,
1985) wiederum weisen den Coliformen eindeutige Indikatorcharakteristika beziglich fakalen
Verunreinigungen zu.

Die Resistenz der Enterokokken im alkalischen Milieu (sie wachsen in alkalischem Mileu bei
einem pH-Wert von 9,6 in 9,6 %-igem NaCl (MORENO et al., 2005). Bei BURTON und
TURNER (2003) ist zu finden, dass zum Zweck der Validierung von Verfahren zur
Inaktivierung von Krankheitserregern in Flussigmist Salmonella Senftenberg 775 W der am
besten geeignetste Priforganismus zur Erfassung der Wirkung von chemischen Einfliissen
ist, weil, Enterokokken wegen ihrer bekannt hohen Chemoresistenz die Anspriiche im
Hinblick auf die Inaktivierung von Krankheitserregern zu hochschrauben wirde. Die
Salmonellen, die bei Mensch und Tier die wichtigsten fékal ausgeschiedenen bakteriellen
Krankheitserreger sind, wurden deshalb als Priforganismen neben Enterokokken
ausgewahlt, um ihre Verhaltensweise im alkalischen Boden zu erforschen. Hierbei war auch
zu bericksichtigen, dass es zwar in der Regel ab pH-Werten zwischen 8-9 zur
Wachstumsbeeintrachtigung von Salmonellen kommt, aber im Waschwasser zur
Eierreinigung, das einen pH von 9 und eine Temperatur von 32-37C hatte, sich Salmonella
Enteritidis durchaus noch vermehren konnte. Erst ab einem pH Wert von 11 kommt es
temperaturabhangig zu einer schnellen Abtotung (CATALLANO et al., 1994).

Der erste Laborversuch wurde durchgefiihrt um herauszufinden, ob Kalk in der trockenen
Form fur eine Bodendesinfektion geeignet oder ungeeignet ist. Als Desinfektionsmittel wurde
Branntkalk (CaO) und Kalkhydrat (Ca(OH), verwendet (Tab. 13). Verschiedene Autoren (u.a.
HERBST et al., 2000; JIMENEZ et al., 2000, MIGNOTTE-CADIERGUES et al., 2001;
STRAUCH und BOHM, 2002; SCHIRM, 2005) berichten (iber die Kalkung von Substraten,
deren TS-Gehalt 30 % nicht iiberschreitet. STRAUCH und BOHM (2002) verwendeten 40 %-
ige Kalkmilch zur Jauchedesinfektion. Jauche hat im Vergleich zum Boden einen niedrigen
TS-Gehalt.

Die an Wasser reiche Kalkmilch, die in eigenen Versuchen zur Bodendesinfektion
angewandt wurde, versorgte den wasserarmen Boden mit einer groRen Menge Wasser so,
dass der TS-Gehalt des Bodens von 80 % auf 60 bis 70 % sank (Tab. 14). Der mit Wasser
angereicherte Boden enthielt zwar weniger Wasser als Jauche, aber diese Wassermenge im

Boden ermdéglichte trotzdem den Ablauf chemischer Reaktionen und den Zugang der
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Kalkmilch zu allen Bodenpartikeln. In den eigenen Versuchen (Tab. 12 und 13) war
grundsatzlich eine Keimreduktion bei der Anwendung einer 33,33 %-igen Kalkmilch mdglich.
Da in 33,33 %-iger Kalkmilch gentigend Wasser war, um diese Reduktion zu erzielen.

Nach MIGNOTTE-CADIERGUES et al. (2001) bestimmen bei der Klarschlammdesinfektion
drei Faktoren die Effektivitat der Eliminierung der pathogenen Organismen: der pH-Wert, die
Zeit der Kalkeinwirkung und der TS-Gehalt des Schlammes. Die eigenen
Versuchsergebnisse belegen, dass es insgesamt funf Faktoren gibt; zusatzlich zu den
genannten auch die Menge des Kalkes (Ca(OH),) in kg/m? Boden und die Konzentration der
Léschkalklosung. In der Tab. 21 sind die pH-Werte dargestellt, die bei der Anwendung von
2,5 kg Kalkhydrat und 5 kg Kalkhydrat pro m? Boden gemessen wurden. Diese pH-Werte
unterscheiden sich nicht voneinander. Die Versuche zeigen, dass die Reduktion der
Prifbakterien bei den verschiedenen Kalkmilchvarianten (2,5 und 5 kg Kalkhydrat/m? Boden)
unterschiedlich ist (Tab 20). Das bedeutet, dass bei einem beinahe gleichen pH-Wert tber
13 eine starkere Reduktion der Priiforganismen erreicht wurde wenn 5 kg Kalk/m? Boden
angewendet wurden, als bei der Anwendung von 2,5 Kalk/m? Boden (Tab. 13). Damit ist
auch ein weiterer Effekt verbunden, der sich auf die Desinfektionswirkung auswirkt, weil das
Erreichen der hoheren Kalkkonzentration im Boden auch mit der Ausbringung einer gréf3eren
Wassermenge verbunden ist, in diesem Fall der doppelten. Mdglicherweise waren diese 2,5
kg Kalk effektiver in ihrer Wirkung, wenn man mehr Wasser zufiigen wirde, aber die
Konzentration des Kalkes von 14,2 % wirde dann herabgesetzt und, wie die Ergebnisse
belegen (Tab. 13), ist die weniger konzentrierte Kalkmilchldsung (unter 14,2 %) weniger
effektiv bei der Bodendesinfektion und die absolute Ausbringungsmenge lasst sich ohne
einen Verdinnungseffekt im Boden nicht erhéhen. Die geringere Reduktion der
Mikroorganismen war festzustellen bei der Kalkvariante mit der Kalkmilchkonzentration von
12,5 % trotzdem, dass der TS-Gehalt des Bodens an den ersten zwei Tagen niedriger war
(Tab. 14) und pH-Wert im Vergleich zur Variante mit 14,2 %-iger Kalkmilch insgesamt héher
war* (Tab. 13).

STRAUCH und BOHM (2002) empfehlen fiir die Desinfektion von Flussigmist und Jauche
40-60 kg einer 40 %-igen Kalkmilch pro m® Substrat bei 4 Tagen Einwirkzeit.

Bei der Anwendung von Léschkalk in vergleichbaren Mengen pro m*® Boden war in den

eigenen Untersuchungen eine Bodendesinfektion moglich, weil der Boden in einer

*Ein gemessener pH-Wert ergibt sich vom gekalkten Boden, der in der Flasche mit Wasser
(0,9 % NaCl-Lésung in Aqua dest.) gelost ist. Dieser pH-Wert ware im gekalkten Boden
unterschiedlich hoch, wenn man mit einem pH-Meter den pH-Wert unmittelbar im Boden

messen wirde



123

Plastikkiste im Wasser stand, so dass keine Abflussmoglichkeit zu den tieferen
Bodenschichten vorhanden war. In der Kiste befanden sich 8 kg Boden und 2 kg Wasser.
Der TS-Gehalt des Bodens betrug 81 % vor und max. 74 % nach der Behandlung mit
Kalkmilch (Tab. 12). Dieser Uberschuss an Wasser erniedrigte den TS-Gehalt, was sich auf
die Reduktion der Anzahl der Prifbakterien verstarkt auswirkte. Der endgultige TS-Gehalt
des Bodens lag hier bei 73 %. Der pH-Wert des gekalkten Bodens betrug dabei tber 12,5 in
allen Kalkansatzen. Nur bei der Anwendung von Kalkmilch wurde die Anzahl der
Prifbakterien soweit reduziert, dass deren qualitativer Nachweis am 6. Tag des Versuches
nicht mehr mdglich war. Bei allen tUbrigen Ansatzen, bei der Anwendung von Kalk ohne
Wasserzusatz, aber mit ahnlichem pH-Wert von tber 12,5, konnten die Priforganismen am
6. Versuchstag noch nachgewiesen werden (Tab. 12). Dieser Ergebnis war zu erwarten und
ist logisch.

STRAUCH und BOHM (2002) desinfizierten Gulle mit TS-Gehalten von max. 10 % innerhalb
von 4 Tagen. In den eigenen Untersuchungen war eine Zeitspanne von 6 Tagen notig, um
einen Reduktionseffekt zu erzielen, da der TS-Gehalt des Bodens bei etwa 70 % lag. Bei
einem hoheren TS-Gehalt des Bodens reichten 6 Tage fir eine Keimreduktion nicht aus. So
ist es verstandlich, dass bei der Ausbringung von Kalkmilch und der damit ausgebrachten
Wassermenge eine zentrale Bedeutung zukommt.

Hinsichtlich der einzusetzenden Kalkkonzentrationen berichtet SCHIRM (2005) in mehreren
Beispielen von einer Reduktion der Mikroorganismen innerhalb von 24 Stunden. Salmonella
Senftenberg reduzierten sich im Garrickstand bei einem TS-Gehalt des Substrates von 25
%, bei einem pH-Wert von uber 12,5 und bei max. Temperatur von 32 C, wahrend der
ersten Stunden und von 25 T nach zwei Stunden der Kalkung um 7 Zehnerpotenzen in
einer Zeit von 10 Stunden. Die Enterokokken wurden unter gleichen Bedingungen um 5
Zehnerpotenzen nach 48 h reduziert. Dabei hat SCHIRM (2005) eine CaO-Menge von 200
g/kg TS Substrat, umgerechnet 45 g CaO/kg Substrat, angewandt. Auch ANDREAKIS
(2000) und BANAS et al. (2002) (in: SCHIRM, 2005) empfehlen solche Kalkmengen zur
Klarschlammbehandlung. Fir die Abtotung von Salmonellen im Klarschlamm geben
OSTERTAG und STRAUCH (1986 in: SCHIRM, 2005) eine Dosierungsempfehlung von 40-
60 g CaOl/kg Klarschlamm. BUJOCZEK et al. (2001) dagegen erreichten eine ausreichende
Reduktion von Salmonellen innerhalb eines Tages mit einer Kalkdosierung von 20 g/kg TS-
Gehalt. PFUDERER (1985; in: SCHIRM, 2005) hat fir die Entseuchung von Klarschlamm mit
einer Kalkmenge von 0,12 kg CaO/kg TS erzieltt und FRITSCHE (2001; in: SCHIRM, 2005)
konnte ahnliche Ergebnisse bei Verwendung von 0,1 kg/kg TS Klarschlamm mit 60 % TS

Gehalt erzielen.
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In den eigenen Untersuchungen wurden vergleichbare Mengen an Kalk (CaO und Ca(OH),)
von 38 g in Pulverform pro 1 kg Boden angewandt und ein vergleichbarer pH-Wert von uber
12,5 erzielt, doch trotz der langen Einwirkungszeit eines stark alkalischen Milieus fiir eine
Dauer von sechs Tagen konnten die Salmonellen am Ende der Einwirkungszeit noch
gualitativ nachgewiesen werden (Tab. 12). Es ist nach den vorliegenden Erfahrungen davon
auszugehen, dass der mit Uber 80 % relativ hohe Trockensubstanzgehalt die Ursache fir
den qualitativen Nachweis der Salmonellen gewesen ist. Deswegen sind die Mengen an
Kalk, die von PFUDERER (1985; in: SCHIRM, 2005) und FRITSCHE (2001; in: SCHIRM,
2005) zur Desinfektion eines Substrates mit einem TS-Gehalt von 60 % genommen wurden,
nicht ausreichend, um einen trockenen Boden zu desinfizieren.

Es muss auch im Hinblick auf die Beeinflussung der mikrobiziden Wirkung von Kalk im
Boden berticksichtigt werden, dass bei hohen TS-Gehalten von Uber 73 % sich relativ
schnell CaCO; (Karbonatisierung) bilden kann (PESCHEN 1985, OSTERTAG und SRAUCH
1986), der das Versickern von Wasser in den Boden behindert. Ein weiterer Effekt der
beriicksichtigt werden muss ist, dass sich bei der Einmischung von Branntkalk in den Boden
auch der TS-Gehalt des Bodens erhdht und somit noch weniger Wasser verflugbar ist
(MIGNOTTE-CADIERGUES et al., 2001).

In den eigenen Versuchen mit der 11,1 %-, 14,2 %-, 20 %- und 33,33 %-igen Kalkmilch
wurden im Boden bei einem TS-Gehalt von 80 % die entsprechenden pH-Werte von 13,1
bzw. 13,2 am Tag der Kalkung gemessen. Die pH-Wert-Unterschiede waren gering und sie
verdnderten sich wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes auch nicht. Die
Priforganismen wurden bei der Anwendung einer 14,2 %-igen Kalkmilch schon 24 h nach
der Behandlung mit der Kalkmilch bei einem TS-Gehalt des Bodens von 66 % bis unter die
Nachweisgrenze reduziert. Die kleinste Reduktionsrate der Mikroorganismen wurde im
Boden bei einem TS-Gehalt von 75 % bei der Anwendung der 33,33 %-igen Kalkmilch
festgestellt. Hierbei war die dem Boden zugegebene Wassermenge am geringsten (Tab. 13).
DONG-HO (2006) hatte Branntkalk als Lésung mit einer Konzentration von 0,01 % bis 0,20
% flr die Eliminierung von Salmonella Typhimurium in Lebensmitteln benutzt. Die Reduktion
der Salmonellen wurde 10 min bis 24 Stunden nach dem Kalkzusatz ermittelt. Dabei wurde
der groRte bakterizide Effekt nach 24 Stunden beobachtet.

In den eigenen Untersuchungen wurde eine héhere Kalkmenge zur Bodendesinfektion
benutzt und die Zeitdauer der Kalkeinwirkung betrug mehrere Tage. Wie aus Tabelle 25 und
Tabelle 27 ersichtlich wird, waren die Reduktionen der Priiforganismen vom TS-Gehalt des
Bodens direkt abhangig. Selbstverstandlich ware es mdglich, bei einem geringeren TS-
Gehalt des Bodens die Menge an Kalk zu erhéhen, um Boden zu desinfizieren.

Diese Tatsache scheint durch die Aussage von SCHIRM (2005) bestatigt zu werden, dass

beim Einsatz von Kalkmilch mit niedrigem TS-Gehalt (<20 %) die Kalkmenge erhdht werden
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muss, um denselben Effekt wie bei Substraten mit einem hdéheren TS-Gehalt bezliglich der
Inaktivierung der Erreger zu erzielen. Auch JIMENEZ et al. (2000) bestatigten diese
Aussage. Sie stellen fest, dass bei einem niedrigen TS-Gehalt die Kalkdosis erhéht werden
muss, um denselben Effekt wie bei einem hoheren TS-Gehalt zu erreichen.

SCHIRM (2005), STRAUCH und BOHM (2002) und JEMENEZ et al. (2000) streben neben
einer Alkalisierung auch eine Erhéhung der Temperatur zur Inaktivierung der
Krankheitserreger aufgrund der Léschreaktion des CaO in den Substraten an.

Beim Zusatz von Branntkalk in den Boden in den eigenen Untersuchungen kam es nur zu
kurzzeitigen und geringen Temperaturerhéhungen, deshalb kann dieser Faktor in diesem
Zusammenhang vernachlassigt werden. Im Gegenteil, je mehr Wasser dem Boden zugeflgt
wurde, desto geringer erwarmte sich der Boden, aber die Priforganismen wurden in ihrer
Anzahl starker reduziert, wenn dem Boden mehr Wasser zugesetzt wurde.

Ein besonderer Effekt konnte in den eigenen Untersuchungen mit in den Boden
eingemischten hochkonzentriertem Branntkalk (3,2 kg/m?) ohne Wasserzusatz festgestellt
werden. Trotz eines pH-Wertes von Uber 12,8, der Uber mehrere Tage anhielt und bei einer
viel hoheren Kalkkonzentration als im Versuch von DONG-HO (2006), wurden keine
signifikanten Reduktionen der Priforganismen erreicht. Am Tag der Bodenkalkung wurde
zunéchst die Anzahl der Salmonellen und Fékalkstreptokokken reduziert, aber schon in den
nachsten Tagen nahm die Anzahl der Priforganismen wieder zu und steigerte sich in den
darauffolgenden Tagen (Tab. 22, Abb. 27). Eine Erklarung dieses Geschehens ist nicht ohne
weiteres mdglich. Einerseits war die Wasserverfligbarkeit im Substrat fir ein bakterielles
Wachstum zu niedrig, andererseits lie3en sich mit der gleichen Methode die Priforganismen
problemlos quantitativ erfassen, eine Nachhemmung in den verwendeten N&hrmedien ist
also auszuschliel3en. Moglicherweise haben sich in der Matrix kurzzeitig physikalisch-
chemische Vorgénge abgespielt, die zur Bildung hydrophober, keimumschlieBender Partikel
gefuihrt haben, die eine Anziichtung der Bakterien unmgglich machten. Ab dem zweiten Tag
der Untersuchung stieg der TS-Gehalt des Bodens (Tab. 16) und am dritten Tag stieg die
Mikroorganismenzahl (Abb. 24). Es kam zu einer Steigerung (nicht Vermehrung) der
Mikroorganismenkonzentration in einem Bodenvolumen, mdéglicherweise als eine Folge der
Bodenaustrocknung. Im Endeffekt konnten héhere Zahlen der Mikroorganismen pro g Boden
nachgewiesen werden. Eine vollige Klarung der beobachteten Erscheinung konnte aber im
Rahmen dieser Untersuchungen nicht erfolgen.

Vieles deutet darauf hin, dass die Zusammenhénge, wie sie zwischen pH-Wert (von Uber 12)
und desinfizierender Wirkung des Kalks im Klarschlamm und in der Gllle erkannt worden
sind, fur den Boden nicht zutreffen. In den eigenen Versuchen musste ein pH-Wert von 13 im
kunstlich befeuchteten Boden erreicht werden, um die Priforganismen reduzieren zu kénnen

(siehe Tab. 13). Dabei verlangsamte zuséatzlich der hohe TS-Gehalt im Boden die Reduktion
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der Priforganismen. SCHIRM (2005) berichtet, dass bei der Kalkung eines Substrates mit
hoherem TS-Gehalt der optimale pH-Wert >12,5 sein soll. Die Ergebnisse der eigenen
Versuche zeigten, dass bei der Anwendung von Branntkalk (CaO) sowie auch von
Kalkhydrat Ca(OH), in Pulverform und als Kalkmilch, die im Boden entstandenen pH-Werte
fast identisch waren (Tab. 12). Die kleinen pH-Unterschiede im gekalkten Boden entscheiden
offensichtlich nicht Uber die Effektivitdt bei der Mikroorganismenreduktion, sondern die
Anwesenheit von grosseren Mengen an Wasser, damit die Kalkpartikel besser in den
Bodenteilchen verteilt werden kdnnen. D.h. unter der Wirkung des hohen pH-Wertes von
12,8 wurden die Mikroorganismen nur unter der Wirkung von Kalkmilch vollstandig reduziert
(Tab. 12). Zur Beurteilung der desinfizierenden Wirkung von Kalk im Boden gibt es wenige
Anséatze in Laborversuchen. Einen, wenn auch in sehr viel kleinerem MalRstab
durchgefuihrten Versuch beschreibt NA-NGAM (2004). Bei einer Prifung der Wirkung von
Branntkalk gegen Burkholderia pseudomallei in vitro stellte er fest, dass Branntkalk in einer
Konzentration von 10 % und mehr seine bakteriziden Eigenschaften in einer Zeitspanne von
35 Tagen zeigte. Der Boden wurde dazu mit Burkholderia pseudomallei vermischt. Im 1.
Experiment wurde Branntkalk mit Boden vermischt. Im 2. Experiment wurde Branntkalk tber
der Bodenoberfliche ausgebracht. Im 3. Versuch wurde eine Kalklosung auf die
Bodenoberflache gegossen. Der héchste pH-Wert von tber 12 fir die 10%-ige Kalkmilch
wurde im 1. Experiment nachgewiesen und zwar in einem viel hoheren pH-Wert als in den
Ubrigen Versuchen, wo pH-Werte von 7,3 bis 7,6 gemessen wurden. Dieses Ergebnis stimmt
mit den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchungen uberrein. Nur Branntkalk in einer
Konzentration von 10 % und mehr, der in den Boden eingemischt wurde, war als Inhibitor
zum Wachstum von Bacillus pseudomalei in einer Zeit von sechs Wochen effektiv.

In den vorliegenden Untersuchungen wurde der Kalk mit ahnlicher Konzentration (14,2 %)
erfolgreich getestet. Auch die Form der Kalkanwendung (das Vermischen des Kalks mit
Boden) wurde mit Erfolg angewandt.

Nach MIGNOTTE-CADIERGUES et al. (2001) wurden Salmonellen im Schlamm mit 2-3 %
TS-Gehalt bei einem pH-Wert von 10,7 in 24 h eliminiert und im Schlamm mit 23 % TS-
Gehalt bei einem pH-Wert von 10,0 innerhalb von 24 h. Auch JIMENEZ et al. (2000)
berichten Uber eine Stabilisierung des entwasserten (TS-Gehalt von 11,5 bis 29 %)
Schlammes mit 15-40 %-iger Kalkmilch .

Bei einem TS-Gehalt im Boden von 30 % (eigene Versuche; siehe Tab. 26) und im Schlamm
mit 23 bis 40 % TS-Gehalt (MIGNOTTE-CADIERGUES et al., 2001) reduzierten sich die
Priforganismen relativ schnell.

In den eigenen Untersuchungen mit Branntkalk war der pH-Wert des mit Kalk behandelten
Bodens héher als 12,5, hat sich aber auf die zahlenmaRige Reduktion der Priforganismen

kaum ausgewirkt, wenn der TS-Gehalt des Bodens 90 % betrug (Tab. 24).
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Bei einer Behandlung mit 15 %, 30 %- und 45 % Branntkalk resultierte ein pH-Wert von 10,
11,5 bzw. 12 (MIGNOTTE-CADIERGUES et al., 2001). Die pH-Werterhdhung war von der
Art des Schlammes abhangig. Die Effektivitdt der Kalkung ist mit dem erreichten pH-Wert
verbunden und nicht mit der prozentualen Konzentration des zugegebenen Kalkes
(MIGNOTTE-CADIERGUES et al., 2001). Dies konnte in den eigenen Untersuchungen nur
bedingt bestatigt werden, und nur bei einem kunstlich erhéhten Wassergehalt im Boden.

In den eigenen Versuchen wurden umgerechnet 25 bis 50 kg Léschkalk mit 1 m*® Boden
vermischt (Tab. 20). Nach 24 Stunden wurden die Salmonellen und die anderen
Priforganismen um vier bis sieben Zehnerpotenzen reduziert. In den eigenen Versuchen
wurden die Priuforganismen somit, trotz den viel hoéheren angewandten Kalkmengen,
langsamer reduziert, als bei BUJOCZEK et al. (2001, in: SCHIRM, 2005) konnten einen pH-
Wert von Uber 12 in Klarschlamm schon durch den Zusatz von 0,06 kg Branntkalk pro kg TS
Uber zwei Tage und bei der Anwendung von 0,12 kg Branntkalk pro kg TS Uber 6 Monate
nachweisen.

Bei der Anwendung von 1,25 kg Calciumhydroxid/m? Boden in den eigenen Versuchen war
der pH-Wert von 12,5 auf 12,1 am 4. Untersuchungstag gesunken (Tab. 15). Erst bei der
Anwendung von 2,5 kg und 5 kg Calciumhydroxid/m?, blieb der pH-Wert wéhrend der sieben

Untersuchungstage konstant.

4.3 Ergebnisse der Feldversuche

Wie fast jeder Feldversuch waren auch die hier durchgefihrten Untersuchungen von
aulleren nicht standardisierbaren Einfluissen abh&ngig, so sind in den wenigsten Fallen bei
Versuchswiederholungen die Rahmenbedingungen identisch, weshalb stets von einer hohen
Schwankungsbreite der Ergebnissse ausgegangen werden muss. Auch sind bei
Tenazitatsstudien mit gewachsenem Boden oder &hnlich volumindsen oder vergleichbar
strukturierten Substraten die Mdglichkeiten der Nutzung endogener mikrobiologischer
Priforganismen begrenzt und die gleichméRige Kontamination gréerer Partien mit
definierten Priforganismen aus der Kultur ist auf3erordentlich schwer zu bewerkstelligen und
in den meisten Fallen unmdglich. Deshalb missen verschiedene, der Situation und dem
Substrat angepasste alternative Techniken, verwendet werden. In der Regel werden
kinstlich kontaminierte Prifkorper eingesetzt, die von speziellen, mit semipermeablen
Membranen abgeschlossenen, mit Prifkeimsuspensionen beflllten Prifkérpern bis zu

Keimtragern aus Holz oder Metall reichen, je nach Matrix und Anwendungszweck.
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431 Grundsatzliche Bemerkungen zur Verwendung der Keimtragertechnik

bei den Untersuchungen zur thermischen Desinfektion

In Vorversuchen wurden Keimtrager aus Holz und Aluminium getestet. Dabei hat sich
herausgestellt, dass Aluminiumkeimtrager fur die Feldversuche sich als besser geeignet
darstellten.

Die verwendeten Keimtrager entsprachen aufgrund ihrer Bauart verschiedenen praxisnahen
Anforderungen (HOFERER, 2001, SCHWARZ, 2003). Alle Keimtrager, unabhangig von der
Bauart, haben eine Gemeinsamkeit, namlich dass eine definierte
Mikroorganismenkonzentration auf ihre Oberflache zu bringen ist. Die in den GroRRversuchen
benutzten Keimtrager aus Aluminium waren 5 cm lang, 1cm breit und 1 mm dick.

Die Keimtragertechnik sollte die Nachteile, die beim Einmischen einer bakteriellen
Suspension in den Boden entstehen, vermeiden. Bei dieser Technik ist eine definierte
Konzentration von Priforganismen auf die Keimtrager aufzubringen, was als unabdingbare
Voraussetzung fiir eine quantitative Aussage zur Reduktion der untersuchten
Mikroorganismen bei der Bodenerhitzung gelten sollte. Bei den Grof3versuchen musste eine
groRe Menge an Keimtragern in den Boden eingebracht werden, weil nicht alle Keimtrager
nach den Erhitzungsversuchen mit dem BVS-Gerat auffindbar waren. Aul3erdem wurden in
Grol3versuchen die zunéchst verwendeten kleinen, runden Keimtrager durch gréRere, eckige
und damit leichter auffindbare ersetzt, was allerdings bei der Keimriickgewinnung mittels der
~Abschittelungstechnik® eine Modifikation erforderte. Diese Modifikationen betrafen die
Reagenzréhrchen, in welchen sich die Glasperlen zur mechanischen Ablésung der
Prufkeime befinden. Durch Vortexen wurden schlie3lich die Mikroorganismen von der
Keimtragern mechanisch entfernt. In jedes Reagenzglas kam nur ein Keimtrager. Der
Abschittelvorgang erforderte ul3erste Vorsicht. Beim Durchfihren bestand die Gefahr des
Platzens der Reagenzglaser und die Probe war damit nicht mehr auswertbar wodurch
Licken in den Versuchsergebnissen entstanden sind.

Die Untersuchungen mit Keimtragern zeigten, dass auf den ,porésen” Keimtragern die
Priforganismen schwerer zu inaktivieren waren als auf Keimtragern mit einer glatten
Oberflache. Allerdings ist die Feuchtigkeit der Umgebung und die Antrocknungszeit der
Priforganismen auf den Keimtragern fur die Ruckgewinnungsrate der Priforganismen
mitentscheidend (KRZYWICKA et al., 1990).

In den hier durchgefihrten Untersuchungen war davon auszugehen, dass die
Aluminiumkeimtrager bessere Warmeleiter sind als der Boden, was die Reduktionsrate in
einem nicht genau zu quantifizierbarem Mal3e beeinflusste, jedoch war die Anwendung der
Aluminiumkeimtrager notwendig um die Keimtrager, die der offenen Flamme ausgesetzt

waren, vor Verbrennung zu schiitzen. Trotzdem musste auch die kontaminierte Oberflache
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vor der direkten Einwirkung der Flamme geschiitzt werden, deshalb wurden auch die
Aluminiumkeimtrager zusétzlich mit Aluminiumfolie umwickelt.

Da damit wieder eine zeitlich verzogerte Warmeeinwirkung auf den Keimtrager zu erwarten
war, miussen die Ergebnisse mit den Aluminiumkeimtragern kritisch betrachtet werden.

Ein weiterer kritischer Punkt ist die Bereitstellung von unbehandelten Kontrollen zur
Ermittlung der Reduktionsraten, weil zwischen der Praparation der Keimtrager und der
Aufarbeitung im Laboratorium bei AuRenversuchen oft eine erhebliche Zeitspanne vergeht.
Abgesehen von den Unterschieden im Antrocknungsverhalten von grampositiven und
gramnegativen Bakterien, lieRen sich die meisten Priforganismen von Holz, Aluminium und
Kunststoffmembranen nach 24 h Antrocknungszeit quantitativ auswertbar zurtickgewinnen,
allerdings war der Spielraum, insbesondere bei den Aluminiumkeimtragern, zur Ermittlung
einer ausreichend hohen Reduktionsrate (im Bereich von 5 log) sehr eingeengt. Obwohl z.B.
bei E. coli in der Regel kleinere Reduktionsraten auf dem Holz als auf dem Aluminium
festzustellen waren, mussten aus verschiedenen Griinden trotzdem Aluminiumtréager in den
eigenen Versuchen eingesetzt werden. Neben der Brennbarkeit spielte auch die
Wiederfindbarkeit eine Rolle. So waren Aluminiumkeimtrdger im gekalkten Ackerboden
leichter zu finden als die Holzstiickchen.

Die Keimtragertechnik kann die physikalischen Gegebenheiten im Boden auch nur begrenzt
abbilden, weil der Boden Einschliisse von Luft und Wasser enthélt, je gréRer die Porositat
des zu desinfizierenden Bodens, desto besser kdnnen die Mikroorganismen bei thermischer
und chemischer Behandlung iberleben. Zum Beispiel zeigte die qualitative Untersuchung
des direkt kontaminierten Bodens auf Enterokokken im 2. Versuch zur
Branntkalkanwendung, dass alle Priforganismen in allen Bodenproben bis zum 6. Tag der
Versuchsdauer nachweisbar waren (Tab. 53). Auf dem Aluminiumkeimtrager konnten
dagegen unter gleichen Bedingungen in vielen Fallen keine Priforganismen mehr
nachgewiesen werden (Tab. 52). Auch im 1. und 3. Versuch zur Branntkalkanwendung
lieBen sich fur die anderen Prifkeime E. coli, und Salmonellen entsprechende Effekte
nachweisen (Tab. 48 und 54).

Nach SPICHER und PETERS (1997) muss die Testoberflache der Keimtrager den
Verhéltnissen entsprechen, wie sie in der Anwendungspraxis gegeben sind. Stahlplattchen
haben zwar den Vorteil, dass sie eine definierte Oberflachenstruktur besitzen, was wegen
besserer Standardisierbarkeit und der leichteren Rickgewinnung der Priufbakterien vom
Tragematerial von Vorteil ist (VAN KLINGEREN, 1995). Fir die Prifung der Desinfektion von
Bodenpartikeln ist Metall jedoch kein reprasentatives Tragermaterial aber es gab andere
weiter oben dargestellte versuchstechnische Notwendigkeiten fir ihren Einsatz. Somit ist die
Verwendung dieser Keimtrager ein notwendiger Kompromiss, bei dem die nattrlichen

Gegebenheiten nur begrenzt wiedergespiegelt werden.
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4.3.2 Ergebnisse beim Einsatz des Bodenverbesserungs- und

Sanierungssystems mit Injektorbrenner

Der 1. Versuch hatte neben der Tenazitatsprifung die Aufgabe die Wiedererfindungsrate der
Keimtragerplattchen zu ermitteln. Sollten die Keimtragerplattchen nach dem Fras- und
Erhitzungsvorgang nicht wieder aufzufinden sein, hétte fir die folgenden Untersuchungen
eine andere Methodik zum Einbringen der ausgewéhlten Mikroorganismen in den Boden
zum Zwecke der Uberpriifung deren Uberlebensfahigkeit erarbeitet werden miissen. Da von
20 Keimtragern, die im 1. Versuch in den Boden eingebracht wurden, nach der
Hitzebehandlung mit dem ,BVS-System” noch 14 wieder gefunden werden konnten wurde
diese Technik beibehalten. In den darauffolgenden Versuchen wurden die eingesetzten
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 zuriickgewonnen
werden.

Die Ergebnisse aller vier Versuchsdurchgange zeigen, dass in den Temperaturbereichen, die
hier erreicht wurden, nur die als besonders thermoresistent geltenden Prifkeime in geringer
Zahl Uberlebten, die Ergebnisse sind so zu erwarten gewesen und in sich logisch.

Die Reduktionsrate von Enterococcus faecalis auf den Keimtradgern betrug in den meisten
Versuchsdurchgéangen bis zu 6 Zehnerpotenzen.

Insbesondere im 4. Versuchsdurchgang waren aber in einigen Proben auch niedrigere
Reduktionsraten festzustellen. Bei den Versuchsdurchgéngen 1-3 lagen die gemessenen
Temperaturen in der Mehrzahl deutlich Uber 70 C, wéhrend im vierten Durchgang alle
gemessenen Temperaturen zwischen 70 € und 78 T la gen. Die Erklarung dafir konnte
sein, dass beim 4. Versuchsdurchgang die Rahmenbedingungen durch die hohe
Feuchtigkeit des Bodens so ungunstig waren, dass wahrend der Versuchsdurchfiihrung
keine ausreichende Erhitzung des Bodens erzielt werden konnte. Die hohe Warmekapazitat
des Wassers verbraucht viel Energie zur Bodenkdrpererwarmung (HARTGE et al. 1999), die
Energiemenge des Injektorbrenners waren jedoch bei allen vier Versuchen gleich. Nach
SOLDIERER (1991) braucht man 25 min bei 70 € um Fl Gssigmist zu pasteurisieren unter
der Voraussetzung, dass eine vorausgehende Zerkleinerung der Bestandteile kleiner als 5
mm Durchmesser gegeben ist. Hinsichtlich der thermischen Inaktivierung des Priifkeimes
Enterococcus faecalis in einer komplexen Matrix fuhrte ADE-KAPPELMANN (2009)
Versuche zur Pasteurisierung von Bioabfallen vor der anaeroben Faulung durch. Dabei
wurden die Temperaturbereiche zwischen 70-90 T hinsichtlich der Uberlebenszeiten

ausgewahlter seuchenhygienisch relevanter Mikroorganismen und Priufkeime untersucht.
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Enterococcus faecalis war nach 30 min bei einer Temperatur von 70C im L aborpasteur
noch nachweisbar, erst nach 90 min bei 70 T konnte Enterococcus faecalis eliminiert
werden. Bei einer Temperatur von 80 € wurde Enterococcus faecalis nach 20 min
vollstédndig eliminiert. In einer grofdtechnischen Anlage wurden Salmonellen nach den
Ergebnissen von ADE-KAPPELMANN (2009) in einer Stunde bei einer Temperatur von 70
€T in Gillle inaktiviert. 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 (2009). Der Boden erreichte zwar
sofort nach der Erhitzung Temperaturwerte von 90 T, nach 40 min wurde jedoch nur noch
eine Temperatur von 60 T gemessen. Die Ergebnisse von ADE-KAPPELMANN (2009), die
Untersuchungen zur Erhitzung von Bioabfallen zusammen mit Gille durchfiihrte, sind somit
nur bedingt mit den Ergebnissen der Bodenversuche vergleichbar. In diesem Vergleich
wurden Unterschiede zwischen Giulle und Boden beriicksichtigt. Entscheidend ist aber, dass
in der Giulle hohere Temperaturwerte bei hoheren Wassergehalten 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 und damit méglichen Vorteil 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 war eine Reduktion der
Anzahl von Enterococcus faecalis im Bereich von 6 Zehnerpotenzen im Vergleich zu den
Nullproben.

Nachdem der 1. Versuch erfolgreich verlief, wurde im 2. Versuch das Spektrum der
mikrobiologischen Parameter erweitert. Neben Enterococcus faecalis wurden Escherichia
coli 155, Salmonella Typhimurium Typ ,Zoosaloral® und Bovines Parvovirus (BPV)
verwendet.

Bei diesem Versuch erfolgte die Probeentnahme zur Ermittlung der Uberlebensfahigkeit der
angewandten Priforganismen 90 Minuten nach Beendigung der Hitzeeinwirkung. Die
Temperaturwerte lagen zu Beginn der Behandlung in 2 cm Bodentiefe bei 80-90 T. 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 T gemessen werden (Tab. 30).

In allen Versuchsdurchgdngen wurde E. coli bis unter die Nachweisgrenze reduziert. Ein
qualitativer Nachweis war noch in einigen Féallen mdoglich. Die exakte Ermittlung der
Reduktionsrate in den Versuchen ist aber leider nicht mdglich, weil der Prifkeim auch auf
den Kontrollkeimtragern relativ schnell abstarb und in den meisten Fallen keine 5

Zehnerpotenzen zur Beurteilung zur Verfiigung standen.
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Salmonellen auf den offen exponierten Keimtragern wurden innerhalb einer Stunde bei
Temperaturwerten zwischen 48 bis 89 T bis unter di e Nachweisgrenze reduziert (Tab. 31).
Im 2. und 4. Versuch konnten jeweils noch von einigen ,geschlossenen* Keimtragern S.
Typhimurium in einer Konzentration von 7,2 x 10' KBE/ml Abschiittelfliissigkeit
nachgewiesen werden (Tab. 31 + 35). Das ist mit der verzdgerten Erwarmung des durch
Aluminiumfolie vor der direkten Flammeneinwirkung geschitzten Keimtragers zu erklaren.
Ob dieser methodische Ansatz die wirklichen Verhdaltnisse im Boden wiederspiegelt, ist
fraglich. Jedoch war eine vergleichende Untersuchung mit den bakteriellen Prifkeimen an
dieser Stelle notwendig, weil es nur mdglich war, die auf den Tragern befindlichen
thermostabilen Parvoviren durch Aluminiumfolie geschitzt einzusetzen. Somit geben die mit
den Salmonellen ermittelten Ergebnisse einen Hinweis darauf, dass im Boden direkt
exponierte Viren wahrscheinlich schneller inaktiviert werden als hier festgestellt. Dies ist
insbesondere vor dem Hintergrund der Ergebnisse des 3. Versuches (Tab. 33) zu erwarten,
weil es sich zeigte, dass die Versuche mit den direkt exponierten Keimtrdgern gut mit den
Ergebnissen zum qualitativen Nachweis aus dem direkt kontaminierten Boden korrelieren.
Hinsichtlich der thermischen Inaktivierung in einer komplexen Matrix beobachtete GIER
(1992), dass Salmonellen bei der Kompostierung nach 24 Tagen trotz Maximaltemperaturen
von 70C noch nachgewiesen werden konnten. Nach YAM AMORI und YURA (1982), GOFF
et al. (1992); MACKEY und DERRICK (1990); SQUIRES et al. (1991); GAGE und
NEIDHARDT (1993), PERUSKI und NEIDHARDT (1994), FAREWELL und NEIDHARDT
(1998) soll die Inkubation zum Zwecke der Vermehrung von Mikroorganismen oberhalb ihrer
optimalen Wachstumstemperatur zu einer erworbenen Thermoresistenz flhren. Nach
MACKEY und DERRICK (1986,1990) ist eine Bildung von sogenannten hitzeresistenten
Hitzeschockproteinen als mogliche Erklarung fir diese Thermoresistenz verantwortlich. Bei
der Kompostierung kénnte das eine Rolle spielen, bei der Pasteurisierung und der hier
untersuchten direkten Flammeneinwirkung ist das eher unwahrscheinlich.

Bovines Parvovirus war auf3er im zweiten Durchgang fast immer quantitativ von den
Keimtragern zu reisolieren. Auf die methodisch bedingte Einschrankung der Aussagekraft
dieser Ergebnisse wurde weiter oben hingewiesen.Die schlechte Reduktion der Parvoviren
im 4. Versuch war wahrscheinlich ebenfalls durch die hohe Feuchtigkeit und damit
verbunden einer relativ niedrigen Temperatur des Bodens bedingt. Die Virusinaktivierung
geht nach BITTON et al., (1984) im warmen und trockenen Boden schneller als in einem
warmen und feuchten. Im 2. Versuch wurde das Bovines Parvovirus innerhalb von 90
Minuten bis unter die Nachweisgrenze reduziert (Tab. 31). Das hdngt mdglicherweise mit der
langeren Einwirkzeit der Hitze zusammen.

Zum 4. Versuch ist generell anzumerken, dass es wahrend der Erhitzung des Bodens zu

einer technischen Stérung am ,BVS-Sytem“ im Bereich des Ubergangs der Bodenflache, die
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mit Enterococcus faecalis bzw. Bovinem Parvovirus kontaminiert worden war, kam. In
diesem Bereich waren die Temperaturwerte dann moglicherweise zu gering um die relativ
thermoresistenten Enterococcus faecalis im Boden sowie das Bovine Parvovirus auf den
Keimtragern vollstandig zu inaktivieren.

Boden als festes inhomogenes Substrat fordert im Vergleich zu Flissigmist oder Gille eine
langere Zeitspanne der Hitzeeinwirkung zur Inaktivierung unterschiedlicher Mikroorganismen
bei vergleichbaren Temperaturen. MOCE-LLIVINA (2003) untersuchte die Tenazitat von E.
coli und Enterococcus faecalis in Schlammen und Abwassern. Sie hat festgestellt, dass E.
coli bei Temperaturen von 80C nach 30 min um mehr als 3,6 Zehnerpotenzen im Schlamm
reduziert wid. Im Vergleich dazu wurden E. coli bei einer Temperatur von 60 € und 30 min
um 6 Zehnerpotenzen im Abwasser reduziert. Nach 30 min wurde Enterococcus faecalis bei
einer Temperatur von 80 T Uber 1,4 Zehnerpotenzen im Schlamm reduziert. Zum Vergleich
wurde die Zahl von Enterococcus faecalis nach 30 min bei einer Temperatur von 60 T 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, muissen hohere Temperaturwerte einwirken oder die Zeitdauer der
Warmeeinwirkung muss eine langere sein.

In den Bodenproben konnten auf3erdem jeweils in den 5 Parallelproben Salmonellen als
auch Enterococcus faecalis nachgewiesen werden.

Die Uberlebenszeiten der Prifmikroorganismen in den Vorversuchen wurden in Relation zu
denen der Prufmikroorganismen in den Hauptversuchen bei den entsprechenden
Temperaturen gesetzt. Aus diesem Vergleich wird ersichtlich, dass es durch die thermische
Behandlung in den halb- und grof3technischen Versuchen zu einer wesentlich geringeren
Inaktivierung der untersuchten Mikroorganismen kommt als bei den entsprechenden
Temperaturwerten der Vorversuche im Wasserbad. Beispielsweise Uberlebten Enterococcus
faecalis im Wasserbad weniger als 10 min lang bei 70 € und einem TS-Gehalt des Bodens
von 86 % (Tab. 10). Bei einem TS-Gehalt des Bodens von 75 %, 70C und 10 min
Einwirkzeit haben nur 2,3x10°KBE/g Uberlebt (Tab. 10). Es ist davon auszugehen, dass bei
einem Wassergehalt des Bodens von 35 % bzw. 65 %, die Funktion der Frasen vermindert
ist und andererseits mdoglicherweise die Bodenpartikel in zu grofen Klumpen durch die
Flammen geschleudert wurden, so dass die Kontaktzeit und die Temperaturh6he insgesamt
Zu gering waren, um vollstandig in die Erdklumpen einzudringen und dadurch die
Indikatororganismen zu eliminieren. Das verhdltnismal3ig rasche Abkuihlen des
warmebehandelten Bodens ist ein weiterer moglicher Grund fur die Unterschiede zwischen

Labor- und Praxisversuchen.
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Generell sterben Mikroorganismen im wassrigen Milieu schneller ab als in einem Substrat
mit hoherem TS-Gehalt. Dies bestatigen die Wasserbadversuche, bei denen die
untersuchten Mikroorganismen sich schneller im feuchten Milieu reduzierten als im
trockenen.

Im 4. GrolRversuch wurden zur Bodendesinfektion mit dem Injektorbrenner die
Priforganismen jedoch weniger im feuchten Boden reduziert als in den vorhergehenden

Versuchen mit hoherem TS-Gehalt des Bodens.

4.3.3 Ergebnisse der Versuche mit Solarfolien

Ausgehend von bereits technisch realisierten Ansétzen zur Nutzung von Sonnenenergie
waren die Ergebnisse in dieser Form nicht zu erwarten. Eigentlich war davon auszugehen,
dass unter der schwarzen Folie hohere Temperaturen entstehen wirden als unter der
weillen Folie und im unbedeckten Boden und abgesehen von den Einflussfaktoren
Feuchtigkeit und Bodenstruktur ist zu erwarten, dass die Inaktivierungsrate von pathogenen
Mikroorganismen mit zunehmender Temperatur steigt (SOLDIERER und STRAUCH, 1991;
MA et al.,, 2007, OSAILI et al., 2007). Auch sind die zu verschiedenen Zeitpunkten unter
verschiedenen Wetterbedingungen durchgefihrten unterschiedlichen Versuchsansatze in
ihren Ergebnissen schwer miteinander zu vergleichen. Es bleibt die Frage offen, welche
Faktoren fir die teilweise gegenlaufigen Tendenzen verantwortlich sind. Die Temperaturen
waren zumindest im ersten Versuchsdurchgang nicht so unterschiedlich, dass sie zu
unterschiedlichen Resultaten hatten fuhren missen. Im zweiten Versuchsdurchgang wo nur
die schwarze Folie mit dem unbedeckten Boden verglichen wurde, verhielten sich die
Temperaturen &hnlich, lediglich im dritten Versuchsdurchgang zeigten die Temperaturen
unter der schwarzen Folie eine hdhere Tendenz, denn der Mittelwert im Boden ohne Folie
lag hier bei 48,6 T wahrend unter der schwarzen F olie im Mittel 53,1 T gemessen wurden.
Diese Unterschiede schlugen sich aber nicht in den mikrobiologischen Ergebnissen in Form
einer signifikant hoheren Reduktion der Priifkeime nieder.

Neben dem grundsétzlichen Hinweis von MITSCHERLICH und MARTH (1984), dass durch
kleine Temperatur- und Feuchtigkeitsunterschiede die Uberlebensfahigkeit der
Mikroorganismen im Schatten oder in ungeschitzten Stellen weder gehemmt noch geférdert
wird, konnten eine Reihe von weiteren Einflussfaktoren, die zum Teil wenig logischen
Verlaufe hinsichtlich der Keimreduktion bedingt haben. Einmal ist nicht véllig
auszuschliel3en, dass bei der relativ hohen Feuchtigkeit unter der Folie sich Salmonella
Typhimurium bei einem minimalen Nahrstoffangebot in Temperaturbereich zwischen 7C
und 49C vermehrt haben kdnnte, wodurch die Inaktiv ierungskinetik durch sich tUberlagernde

Absterbe- und Vermehrungsvorgénge bestimmt sein konnte. Auch kann die Wirkung der UV-
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Strahlung auf die Prifkeime im unbedeckten Boden allerdings nur im oberflachlichen Bereich
eine zusatzliche Wirkung entfaltet haben. Zwar lasst sich mittels der Folien Wéarme
erzeugen, aber sie blockierten die UV-Einstrahlung auf die Versuchsflachen und damit
moglicherweise auf die oberflachlich exponierten Pruforganismen. Moglicherweise hat sich
bei entsprechenden Temperaturverlaufen unter der schwarzen Folie auch ein weiteres, in
der Literatur wird fir Salmonellen und andere Bakterien ein Phanomen beschrieben, namlich
das der Erlangung einer erhdhten Hitzeresistenz durch Adaptation eingestellt (HUMPHREY,
1990; KATSUI et al., 1982, zit. in: KNOP, 1997; KIM et al.,, 1989 zit. in: KNOP, 1997).
Insbesondere, wenn es zur Vermehrung im feuchtwarmen Milieu unter der Folie gekommen
sein sollte, kénnte das, wie bei der Anzichtung von Mikroorganismen oberhalb ihres
Wachstumsoptimums, zu einer erworbenen Thermoresistenz gefiihrt haben (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 bzw. 59 €T nach 30 min Vorerwarmung bei 48 C um das 2 bis 7-fache verlangerte.
Solche Adaptationsvorgdnge werden auf die Bildung von ,heat shock proteins”
zuruickgefuhrt, insbesondere wenn Bakterienzellen innerhalb ihres Wachstumsbereiches in
niederen auf hohere Temperaturbereiche erwarmt werden (LEMAUX et al., 1978; PETRUSKI
und NEIDHARDT, 1994; KOCH et al.,1998).

Im Ubrigen ist die Schwankungsbreite der unter verschiedenen Bedingungen gemessenen
Uberlebenszeiten der hier verwendeten Priifbakterien und Viren erheblich. STRAUCH et al.
(1981) geben ein Beispiel der Abhéangigkeit der Tenazitdt von S. Senftenberg im Boden von
der Jahreszeit. Im Sommer Uberlebten die Salmonellen bis 820 Tage und im Winter bis 350
Tage. Grund daflr ist eine mogliche Vermehrung bei der Ausbringung des
salmonellenhaltigen Klarschlammes im Sommer und damit eine bessere Adaptation an die
Boden- und Umweltbedingungen. In den vorliegenden Versuchen wurden die
Vermehrungsperioden auch beobachtet (Tab. 44). Die Versuche von STRAUCH et al. (1981)
sind allerdings mit den Solarfolienversuchen nur bedingt vergleichbar. Bei Untersuchungen
zur Bioabfallkompostierung benutzte GIER (1992) S. SchleiZheim und S. Senftenberg;zsw als
Pruforganismen und konnte nach 24 Tagen, trotz Maximaltemperaturen von 70 T, noch
Salmonellen nachweisen. In den eigenen Versuchen herrschten im Boden niedrigere
Temperaturen (max. 57 ). Diese reichten nicht aus, um Salmonellen zu eliminieren. Nach
GUO et al. (2002) lberlebten Salmonellen (S. Montevideo, S. Poona und S. Michigan) auf
Tomaten in Verbindung mit feuchtem Boden 45 Tage bei 20 C. Dabei stieg die Anzahl der
Salmonellen um zwei Zehnerpotenzen. S. Newport und E. coli Uberlebten nach KENNEY et
al. (2005) in hoherer Zahl in hdherer Feuchtigkeit als in niedriger Feuchtigkeit. In den
eigenen Versuchen forderte eine hohe Feuchtigkeit unter der Folie das

Salmonellenwachstum.
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Bei MITSCHERLICH und MARTH (1984) ist zu finden, dass Enterococcus faecalis zwischen
den Monaten Juni bis August doppelt so lange an schattigen Stellen tberlebten als an vom
Sonnenlicht ungeschitzten Stellen. Die Uberlebenszeiten betrugen in den Monaten
September — Oktober 70 Tage im Schatten und nur halb so lange an ungeschutzten
Standorten. In den eigenen Versuchen wurde der Boden durch Folien von der Sonne
abgeschirmt, was nur einen Erwarmungseffekt ausléste und keine UV-Strahlung den Boden
erreicht hat. Die Salmonellen konnten im feuchten, warmen Boden unter den abgestorbenen,
nassen Pflanzen nicht nur Gberleben, sondern sich sogar vermehren. Nicht zu erwarten war,
dass die Temperatur von 57 T mehrere Stunden am Ta g, die Salmonellen nicht inaktivierte.
Eine plausible Erklarung dafirr basiert auf oben erwahnten Umstanden.

RUPRICH (1994) hat E. coli im mit Gille gediingtem Boden nach 225 Tagen
wiedergefunden. Im mit Jauche gedingtem Boden Uberlebten E. coli in 5 cm Bodentiefe
langere Zeit und konnte nach einigen Monaten noch in einer Konzentration von 10* KBE/g
nachgewiesen werden. Nach GAGLIARDI und KARNS (2002) tberleben E. coli langer im
Boden mit einem grélReren organischen Anteil (Rogenwurzeln), als im Boden mit weniger
organischen Bestandteilen. Die Autoren beobachteten, dass im gefrorenen Boden die E. coli
500 Tage Uberlebten. LANG et al. (2007) stellten fest, dass mit Erhdéhung der
Bodentemperatur und mit abnehmender Feuchtigkeit sich die E. coli reduzierten. In den
eigenen Versuchen schufen die verfaulten Pflanzen eine Nahrungsquelle fur die
untersuchten Bakterien. Ein Anstieg der Temperatur bis 50 C unter der schwarzen Folie
reduzierte die E. coli um eine Zehnerpotenz mehr, als im Boden ohne Folie, wo die
Temperatur um 40 € lag. Die Befunde sind logisch und auch mit den Ergebnissen von
GAGLIARDI und KARNS (2002) sowie LANG et al. (2007) und RUPRICH (1994)
vergleichbar.

Bei den in den Versuchen eingesetzten Bovinen Parvoviren wurde der Virustiter nach 3
Wochen unter der schwarzen Folie bei einer Temperatur von 35 bis 53 € von 10 *® auf 10*°
und 10%° reduziert (Tab. 42). HOFERER (2001) hat festgestellt, dass das Bovine Parvovirus
um eine Zehnerpotenz in Schweinegulle bei einer Temperatur von 30 T in 13 Tagen und bei
einer Temperaturen von 50 € in 30 Stunden um eine Zehnerpotenz reduziert wird. Bovines
Parvovirus wurde in Jauche um 5 Zehnerpotenzen bei einer Temperatur unter 20 €T in flnf
Wochen reduziert (PESARO et al., 1995).

In den eigenen Versuchen, &hnlich, wie in den Versuchen von HOFERER (2001), herrschte
eine Temperatur Uber 50 €. Die Anzahl der Viren wurde um 2 Zehnerpotenzen in etwa
sieben Tagen reduziert. Trotz der verschiedenen Medien (Boden in den vorliegenden
Versuchen bzw. Gulle bzw. Jauche (HOFERER, 2001 und PESARO et al., 1995) in welchen
die Versuche durchgefiihrt wurden, sind die Ergebnisse der beiden Versuche in etwa

vergleichbar.
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Zu den Versuchen mit Parvoviren im Boden wurden keine vergleichbaren Versuche in der
Literatur beschrieben. Die hier aufgefihrten Ergebnisse mit den weitaus weniger
thermoresistenten Enteroviren kénnen nur bedingt zum Vergleich herangezogen werden.
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 T 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. 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 (TIERNEY et
al., 1979).

Insgesamt ist in diesem Zusammenhang festzuhalten, dass keine wirklich vergleichbaren
Ergebnisse aus entsprechenden Versuchsanstellungen bisher vorliegen, die eine stichhaltige
Erklarung der beobachteten Inaktivierungsverlaufe erméglichen wirden. Festzuhalten ist

jedoch, dass die Folienabdeckung als Verfahren zur Bodendesinfektion nicht geeignet ist.

434 Ergebnisse der Bodendampfung

Anders als in den vorangegangenen Versuchen zur Erwarmung des Bodens mittels
Solarfolien wurden hier wesentlich h6here Temperaturen und grundsatzlich feuchte Hitze
angewandt, dementsprechend war hier auch eine bessere Wirkung auf die Priifkeime zu
erwarten, was sich in den Untersuchungen auch bestatigte.

Wie bereits weiter oben grundsatzlich festgestellt wurde, werden die Ergebnisse durch die
angewendeten Expositionsmethoden fur die Pruforganismen beeinflusst, was unvermeidbar
war. Ein Einfluss auR3erer Faktoren wie des Trockengehaltes des Bodens, liel3 sich unter den
hier vorgefundenen Bedingungen nicht feststellen. Da die Versuche nur bei sommerlichem
Wetter durchgefuhrt werden konnten, bleibt die Frage des Wettereinflusses auf die
Inaktivierung der Prifkeime offen.

Die Temperatur des dampferhitzten Bodens erreichte Werte tGiber 90 € in 5 cm Bodentiefe.
Noch nach 15 min waren Temperaturwerte von 90C zu messen. Die Bakterien auf den
Keimtragern (E. coli, Salmonellen und Enterococcus faecalis) wurden dabei vollstandig bis
unter die Nachweisgrenze reduziert bzw. inaktiviert. Bei den mit der Bakteriensuspension
direkt kontaminierten Bodenproben wurde lediglich bei einer von vier untersuchten Proben
Enterococcus faecalis qualitativ an der Nachweisgrenze festgestellt (Tab. 47).
Moglicherweise hangt dieses solitare Ergebnis mit Beobachtungen von SPICHER et al.

(2002) zusammen, die nachgewiesen haben, dass Enterococcus faecium bei einer
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Temperatur von 68 T gegen uberhitzten Dampf mehr resistent ist als gegenuber
geséttigtem Dampf. Im eigenen Versuch wurde dberhitzter Dampf angewandt, der
maglicherweise eine etwas schwachere bakterizide Wirkung im Vergleich zum geséttigten
Dampf unter den Versuchsbedingungen ausibt. Abweichend von SPICHER et al. (2002)
wurde jedoch im Boden eine Temperatur von etwa 90 °C gemessen, also etwa 20 T héher
als in den beschriebenen Versuchen. Deswegen erscheint es plausibler, das Uberleben von
Enterococcus faecalis durch die protektive Wirkung des Bodens, der die Priforganismen
umhdillte, zu erklaren.

Das als besonders thermoresistent geltende Bovine Parvovirus wurde in seinem Titer von
10*® auf 10%° bzw. 10*® reduziert, also nicht bis unter die Nachweisgrenze (Tab. 47).

Die relativ hohe Uberlebensrate des Virus in dem vorliegenden Dampfungsversuch lasst
einerseits auf eine groRe Thermoresistenz des Virus schlieBen (HOFERER, 2001; BOHM,
2006). andererseits ist insbesondere im Grenzbereich der inaktivierenden Wirkung
wahrscheinlich, dass der Boden eine protektive Wirkung auf die Parvoviren austbt, indem
das Durchdringen des Dampfes und damit ein gleichmaRiger Zugang zu allen Virusproben
behindert wurde. Hinzu kommt, dass versuchsbedingt die Proben mit dem Virusmaterial bei
der verwendeten Expositionstechnik besser geschutzt waren als die der Testbakterien. Somit
kann davon ausgegangen werden, dass der inaktivierende Effekt eher unterbewertet als
Uberbewertet wird. Nach 15 min konnten in 5 cm Bodentiefe noch Werte um 80 € und nach
45 min knapp unter 80 € gemessen werden. Bei Versu chen zur Temperaturstabilitat von
Bovinem Parvovirus gegeniber feuchter Warme im Temperaturbereich von 75 bis 90 €
wurde festgestellt, dass die Resistenz sehr stark von dem Milieu (Aqua dest., Wasser
standarisierter Harte (WSH), Plasma) abhéngt, in dem die Viren beim Erhitzen suspendiert
sind). Nach ROBERTS et al. (2000) liegt die Inaktivierung des Bovinen Parvovirus bei
konzentriertem Gerinnungsfaktor VIII in trockener Hitze und 80 T bei 72 Stunden.
SPILMANN et al. (1987) haben bei der Pasteurisierung von tierischen Abféllen eine
Inaktivierung des Parvovirus bei 70C in 30 min um 0,72 Zehnerpotenzen erzielt. ROBERTS
et al. (2000) gehen davon aus, dass eine Resistenz des Bovinen Parvovirus vom Virustyp
und vom Medium abhangig ist. Die Untersuchungen von HOFERER (2001) belegen, dass
die Inaktivierung von ECBO-Virus auf Polycarbonat-Membranen schneller erfolgt, als in
Sandwich-Keimtragern, weil Polycarbonat-Membranen eine bessere Permeabilitdt zeigten,
was zu einem besseren thermischen Einfluss und Inaktivierungseffekt fihrt.

Somit ist zu vermuten, dass bei dem vorliegenden Dampfungsversuch die Zeit der
Temperatureinwirkung insgesamt zu kurz war um alle Viren abzutéten und dass die
methodisch bedingte Fixierung an die Zetapormembran auch die Thermostabilitat positiv

beeinflusst.
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4.3.5 Ergebnisse der Feldversuche zur Kalkung

In den Feldversuchen wurde dem Boden kein Wasser zugegeben. Der Ausgangs-TS-Gehalt
des Bodens betrug 86 %. Der TS-Gehalt des Bodens variierte zwischen 60-70% abhé&ngig
von den Witterungsbedingungen. Dies fuhrte erwartungsgemafl zu erschwerten
Bedingungen hinsichtlich der Wirkung des Branntkalkes der fir den Loschvorgang Wasser
benétigt. Beim Einsatz von 0,8 kg CaO/m? Boden und 1,6 kg CaO/m? Boden wurde auch
keine Desinfektion der gekalkten Flachen erreicht.

Erst bei der Anwendung von 3,2 kg CaO/m? Boden wurde die Anzahl der
Fakalstreptokokken in den hier durchgefiihrten Versuchen auf den Keimtrdgern um 5
Zehnerpotenzen von 10° auf 10° KBE/ml bei einem pH-Wert von 12 am 6. Untersuchungstag
reduziert (Tab. 54). Die Zeit der Kalkwirkung von 6 Tagen in den eigenen Untersuchungen
war wegen des hoheren TS-Gehalts im Boden in den eigenen Versuchen langer
veranschlagt worden als von STRAUCH und BOHM (2002) angegeben. GemaR den
Richtlinien des BMELV (ANONYM, 1997) erfolgt in der Teichwirtschaft die Desinfektion der
Teichanlagen mit etwa 1000 bis 3000 g Branntkalk pro m? Teichflache bzw. pro m® Wasser.
Allerdings ist dabei davon auszugehen, dass der Boden praktisch wassergesattigt ist, was
hier nicht der Fall war.

Es ist davon auszugehen, dass die Priufkeime, bzw. die im Boden enthaltenen
Krankheitserreger durch die Bodenstruktur geschiitzt und so fir Kalk schwer zugénglich
sind. In den Feldversuchen konnte der Boden nicht so vollstindig und gleichmaRig
zerkleinert werden, auch das ist ein Grund dafir, dass die Zeit der Kalkeinwirkung langer
sein musste, als in den Laborversuchen.

Grundsatzlich ist aber auch die Desinfektion strukturierter und bedingt wasserhaltiger
Substrate wie Festmist moglich, allerdings wird bei einer Festmistdesinfektion das Festmist-
Branntkalk-Gemisch mit einem Wasserstrahl befeuchtet (STRAUCH und BOHM, 2002). Bei
der Bodendesinfektion mit Kalk ist eine derartige Bodenbefeuchtung theoretisch denkbar,
jedoch die Zuverlassigkeit und Durchfiihrung einer solche Methode im gewachsenen Boden
unter Praxisverhdltnissen schwierig. Deshalb wurde in diesem Zusammenhang auch die
Anwendung einer fertiggestellten Kalkmilch untersucht bei der davon auszugehen ist, dass
sie das zum Eindringen in den Boden notwendige Wasser enthdlt. Die Desinfektion des
Bodens mit einer 16,7 %-igen Kalkmilch ist nach den vorliegenden Ergebnissen eine
Alternative.

Insgesamt zeigte sich in den durchgefiihrten Untersuchungen, dass je fester das Substrat ist,
desto mehr Branntkalk muss in den nicht kinstlich befeuchteten Boden eingebracht werden.
In den eigenen Versuchen waren es 3,2 kg CaO/m* So ein Vorgehen ware nicht ratsam,

denn die Zeit zur Neutralisation des Bodens durch das CO, wére sehr lang und



140

zwischenzeitlich ware der Boden nicht nutzbar. Die Ausbringung von Kalkmilch scheint die
praxisgerechtere Alternative zu sein, zumindest bei den hier untersuchten relativ schweren
Bdden, moglicherweise verhélt sich das auf leichten Béden anders, was hier aber nicht
untersucht wurde.

Die Kalkung der Ackerflache zur Bodendesinfektion in den vorliegenden Versuchen erfolgte
im Herbst. Im nachsten Jahr im April wurde auf dieser Ackerflache Ackerbohnen geséht und
im August erfolgreich geerntet.

Die Bodenkalkung mit einer Kalkmenge von 4 t pro Hektar Boden bewirkte Saurepufferung
des Bodens und kalkungsbedingte Verstarkung der mikrobieller Aktivitat (ARMBRUSTER et
al., 2000).

Das bedeutet ab sofort einen Pflanzenwachstum.

Weil zur Bodendesinfektion in eigenen Versuchen wurde 3.2 kg Kalk pro m? Boden
angewandt, etwa sechs Mal mehr als normalerweise zur S&urepufferung des Bodens
angewandt wurde, ist fraglich, nach welcher Zeit nach der Desinfektion, die Wachstum der
Pflanzen mdéglich ware. Erst nach etwa sieben Monaten nach der Kalkung fingen die
Pflanzen zu wachsen und diese Zeit von sieben Monaten ist ein Beweis fur eine
Mindestzeitspanne zwischen der Bodendesinfektion mit Kalk und Pflanzenwachstum auf

friher gekalkten Flachen.

Schlussfolgerung
5.1 Halbtechnische Versuche mit Kalk

In den Versuchen (Kptl. 3.1.5) wurde der Einfluss des Trockensubstanzgehaltes im Boden,
des pH-Wertes und der angewandten Kalkmenge auf die Reduktion von Enterococcus
faecalis und Salmonella Typhimurium Typ ,Zoosal oral”“ untersucht.

Die Priforganismen: Enterococcus faecalis und Salmonella Typhimurium Typ ,Zoosal oral”
wurden mit oder ohne Wasserzusatz manuell in den Boden in Plastikcontainer eingemischt
und in die Plastikcontainer gefillt (Kptl. 3.1.5). Danach erfolgte die Kalkung mit
verschiedenen Mengen des Kalks. Die, zu unterschiedlichen Zeiten entnommenen Proben
wurden quantitativ oder qualitativ untersucht.

Zur Bodendesinfektion wurden Branntkalk (CaO-Pulver) bzw. Weissfeinkalk und CaO-
gekornt, Kalkhydrat (Ca(OH).-pulverférmig und in wassriger Form als sog. Kalkmilch
angewandt.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse konnen zu den GroRversuchen mit Kalk
Schlussfolgerungen beziglich Mikroorganismenreduktion bei verschiedenen
Wassergehalten im Boden gezogen werden.

Die Halbversuche zeigten, dass im gekalkten Boden mit einem niedrigen TS-Gehalt die
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Reduktionen der Mikroorganismen gréRRer sind als im Boden mit einem hohen TS-Gehalt.
Die groRen Mengen an Wasser, dass in Halbversuchen verwendet wurde, machen die

Durchfiihrung der Versauchen im Grof3technischen Mal3stab unmdglich.

5.2 Feldfersuche

5.2.1 Bodensverbesserungs- und Sanierungsystem mit Injektorbrenner

Es wurde die Tenazitdt der Priforganismen: E. coli, Enterococcus faecalis, Salmonella
Typhimurium Typ ,Zoosal oral* und Parvoviren im Boden unter der Einwirkung der Hitze
untersucht. Die Priforganismen wurden sowohl als Suspension zur direkten Kontamination
des Bodens als auch auf Keimtragern mit und ohne Umhillung mit Aluminiumfolie
eingesetzt. Mit dem Gerat zur Bodendesinfektion (Kptl. 3.1.6.1) wurde der mit
Priforganismen kontaminierte Boden gelockert, auf ein Transportband geschleudert, in eine
Thermokammer geworfen und mit Propangas erhitzt. Nach dem Verlassen der
Thermokammer fiel der erhitzte Boden auf das Feld. Die entnommenen Proben wurden
quantitativ und qualitativ untersucht.

Bei Sommerwetter kann eine gute Reduktionsleistung der untersuchten Priforganismen auf
den Keimtragern im Boden erzielt werden. Um jedoch eine einwandfreie Funktion des BVS-
Systems zu gewdhrleisten, muissen bestimmte bodenphysikalische Eigenschaften als
unbedingte Voraussetzungen gegeben sein:

Der Boden sollte eine feinkrimelige Struktur bei einem TS-Gehalt von 80-90 % haben.

Die Warmeabstrahlung von der Bodenoberflache sollte nicht zu schnell erfolgen, dies kann in
kalten Jahreszeiten jedoch nicht verhindert werden.

Die Zeit der Hitzeeinwirkung bzw. die Hitzenachwirkung auf die Bodenpartikel bis 10 cm
Tiefe sollte mindestens 90 min bei einer Ausgangstemperatur von 80-90 T betragen.

Der Boden muss vor der Hitzebehandlung feinkrimelig vorbereitet sein. Bei Frost erfordert
dies aufwandige Zusatzmalnahmen, die in der Praxis nicht durchfiihrbar sind (z.B. eine
Bodenerwarmung mit anschlieendem Zerkleinern der Bodenstruktur durch Frasen oder
Eggen).

Ein Boden, der maschinell nicht bearbeitet werden kann (zu trocken oder zu nass, zu

steinhaltig, gefroren), kann nicht mit dem ,BVS-System* behandelt werden.

5.2.2 Bodendampfung

Bodenfléache von 15 m? wurde mit einem Dampfautomat behandelt (Kptl. 3.1.6.3).
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In dem Versuch wurden Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella Typhimurium
und Bovines Parvovirus (BPV) zur Validierung der Anlage eingesetzt. In den Boden wurden
,offene” und ,geschlossene” mit Priforganismen kontaminierte Keimtrdger eingebracht.
Zusatzlich erfolgte die Anwendung einer Keimsuspension. Der Versuchsablauf war mit dem
Versuch des Injektorbrenners vergleichbar. Die Dampfung dauerte 20 min. Danach wurden
die Proben entnommen und quantitativ sowie qualitativ untersucht.

Mit der sog. "Haubendampfung” lassen sich sehr gute Reduktionsleistungen bei den
untersuchten Mikroorganismen erzielen, da Temperaturwerte bis ber 90 € in 5-10 cm
Bodentiefe erreicht werden konnten. Fir dieses Verfahren gelten im Prinzip dieselben

Voraussetzungen wie bei der Warmebehandlung des Bodens mit dem ,BVS-System®.

5.2.3 Kalkung

In Praxisversuchen zur Kalkung des Bodens wurde im Versuch 1 + 2 Branntkalk in einer
Menge von 0,8 kg/m? + 1,6 kg/m? und im 3. Versuch 1,6 kg/m? + 3,2 kg/m? Boden
ausgebracht (Kptl. 3.1.6.4).

Die bakterizide Wirkung der Kalkbehandlung des Bodens wurde mit Priforganismen: E. coli,
Enterococcus faecalis sowie Salmonella Typhimurium Typ ,Zoosal oral“ untersucht. Die
Pruforganismen wurden sowohl als Suspension zur direkten Kontamination des Bodens als
auch auf Keimtrdgern ohne Umhillung mit Aluminiumfolie eingesetzt. Keimtrdger und
Suspension wurden in jedem Versuch mit den 3 obengenannten Bakterienarten auf die
jeweilige gekalkte Versuchsflache ausgebracht. Die Proben wurden aus gekalkten Flachen
zu unterschiedlichen Zeiten entnommen und qualitativ sowie quantitativ untersucht.

Die Bodenkalkung ist ein praxisrelevantes, 6konomisches und umweltfreundliches Verfahren
zur Bodendesinfektion. Sie kompensiert die Nachteile des BVS-Systems und der
Haubendampfung.

Mit dem Branntkalk, der auf den Boden (Acker, Wiese) gestreut wird, wird eine
Verminderung des Keimdruckes erwartet. Bei einem gezielten Wasserzusatz zum Kalk wird
es moglich den Boden zu desinfizieren. Besonders auf steinigen Béden hat die Anwendung
von Kalkmilch gegeniber des Einsatzes von technischen Geraten einen Vorteil: mit
Kalkmilch ist praktisch jede Bodenflache desinfizierbar.

Bei der Branntkalkanwendung und einem hohen TS-Gehalt des Bodens wurden die
Priforganismen im Vergleich zu den Ergebnissen der Halbversuche insgesamt in

geringerem Ausmal reduziert.
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524 Solarfolien

Enterococcus faecalis, E. coli, S. Typhimurium auf Keimtragern ohne Umhillung mit
Aluminiumfolie und Bovine Parvovirus wurden in 5 cm Bodentiefe auf einer Wiese gebracht
(Kptl.3.1.6.2).

Zur Durchfiihrung der Tenazitatsuntersuchungen wurden drei Versuchsflachen abgesteckt.
Eine der drei Versuchsflachen wurde mit schwarzer Folie abgedeckt, die zweite mit weilRer
Folie, die dritte wurde nicht abgedeckt und diente als Kontrollflache. Die Proben wurden aus
mit Folien bedeckten Flachen zu unterschiedlichen Zeiten gezogen und qualitativ sowie
guantitativ untersucht.

Unter Bertcksichtigung der Tatsache der zum Teil sehr heterogenen Ergebnisse mit langen
Uberlebenszeiten  der untersuchten Salmonellen auf den folienabgedeckten
Versuchsflachen, kann die Methode der Folienabdeckung, besonders auf Wiesenflachen,
keine verladssliche und praxisrelevante  MalBnahme zur Desinfektion einer
Bodenauslaufhaltung sein. Hinzu kommen enorme Kosten fir die Folienabdeckung groRRerer

Flachen und deren Entsorgung.
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6 Zusammenfassung

Es wurden zunachst Halbversuche zum Absterbeverhalten ausgewéhlter Priforganismen im
gekalkten Boden mit unterschiedlichen Trockensubstanzgehalten durchgefinhrt.

In Halbversuchen wurden die Reduktionen von Salmonellen, E coli und Enterococcus
faecalis mit 16,7 %-iger Kalkmilch bei der Anwendung von Léschkalk in Mengen von 2,5
kg/m? Boden erzielt. Bei der Anwendung des Branntkalkes in Mengen von 3,2 kg/m? Boden
mit einem TS-Gehalt von 50 % wurden ebenfalls sehr gute Ergebnisse erzielt.

Mit den thermischen Verfahren des ,BVS-Systems" (Bodenverbesserungs- und
Sanierungssystem) mit Propangas, mit der Bodendampfung und mit der Anwendung von
Solarfolien wurde das Verhalten bzw. die Reduktionsraten ausgewahlter Bakterien
(Salmonellen, E. coli, Enterococcus faecalis) und Viren (Parvo-Viren) im praktischen Einsatz
uberpriift. Diese Untersuchungen wurden durch Ubersichtsversuche zum Einsatz von Kalk
(Loschkalk, Ca(OH), und Branntkalk, CaO) als umweltfreundliches Naturprodukt zu
Desinfektionszwecken erganzt.

Die thermischen Verfahren des ,BVS-Sytems"” (Spezialbodenfrédse mit Injektorbrennern) als
auch die Bodendampfung sind grundsatzlich in der Lage, ausgewahlte tier- und
menschenpathogene Mikroorganismen, Parasiten und Viren in den oberen Bodenhorizonten
(bis ca. 15 cm Bodentiefe) zu inaktivieren. 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 fir freilebende Tiere, Haustiere und landwirtschaftliche Nutztiere
mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit ausgehen wird.

Mit der sog. "Haubendampfung” ist trotz guter Reduktion der Pruforganismen diese Art der
Bodendesinfektion mit groliem Vorbehalt zu betrachten. Die zum Dampfen angewandten
Gerate sind ein aufwendiges und teures Equipment mit geringer Flachenleistung. Die Gerate
sind auBerdem nicht zum Dampfen von steinigen Béden und Wiesen geeignet.

In Grollversuchen wurde eine speziell erarbeitete Methodik des Kalkeinsatzes zur
Desinfektion von Boden erprobt. Nach den bisher vorliegenden Ergebnissen ist sie in der
Lage, eine ausreichende Reduktion der untersuchten Mikroorganismen auf den damit
kontaminierten Flachen zu bewerkstelligen ohne nach anschlieBender Neueinsaat von
Grassamen die Keimung und das Wachstum der Pflanzen negativ zu beeinflussen z.B.
durch tieferen Einfrdsen oder Pflugen.

Es zeichnet sich ab, dass der Einsatz von Kalk zur Bodendesinfektion neben den
umweltfreundlichen Eigenschaften und 6konomischen Vorteilen bei der Anwendung dieses

Naturstoffes die technisch weniger aufwendige und damit unter den verschiedenartigsten



145

vorliegenden Gegebenheiten in der landwirtschaftlichen Praxis generell einsetzbare Losung
darstellen kénnte.

Nach Untersuchungsergebnissen, die in Versuchen zur Kalkbehandlung des Bodens erzielt
wurden, ist die Anwendung von Branntkalk nach genau vorgegebener Verfahrensweise eine
Methode, die sich sowohl bei sehr trockenen als auch nassen Bbdden erfolgreich anwenden
lasst.

Mit ca. 3,2 kg CaOH),/m? Boden lassen sich gute Ergebnisse hinsichtlich der Inaktivierung
von Salmonellen, E coli und Enterococcus faecalis erzielen.

Es empfiehlt sich fur die Praxis, Bodenauslaufhaltungen, die mit der genannten Kalkmenge
behandelt wurden, 14 Tage lang liegen zu lassen, danach mit einer Bodenfrase mindestens
15cm tief zu frasen. Dadurch kann eine ,Realkalisierung” des Bodens bzw. ein pH-
Ruckgang bis in die Nahe des Neutralpunktes erreicht werden. Eine sich anschlieRende
Einsaat von Grasern (z.B. in Hihner- oder Schweineauslaufflachen) wird anschliel3end ohne
Aufwuchsprobleme wieder moglich. Allerdings sollte vor der Einsaat der pH-Wert des
Bodens Uberprift werden.

Bei gefrorenem Boden scheidet jedoch jede der in der Arbeit dargestellten und untersuchten
Methode aus. Ein Einsatz von thermischen Geraten wére bei Frost zwar denkbar und auch
durchfuhrbar. Allerdings wéare dabei der Energieaufwand sehr hoch. Der Einsatz von
Kalkprodukten ist ein praxisrelevantes Verfahren zur Bodendesinfektion. Der Kalk in Form
von Brannt- oder Ldschkalk bzw. als Kalkmilch kann maschinell allerdings auch nur dann
optimal auf den Boden auf- und eingebracht werden, wenn dieser mit schwerem Gerat
befahr- und bearbeitbar ist. Das bedeutet, Regen- und Frostwetterperioden scheiden
ebenfalls aus.

Untersuchungen mit Solarfolien wurden in den Sommermonaten bei relativ glinstigen
auReren Bedingungen hinsichtlich des Uberlebens der untersuchten Mikroorganismen
durchgefuhrt. Die dabei erhaltenen Ergebnisse waren sehr uneinheitlich und insgesamt nicht
zufriedenstellend.

Der Einsatz von Solarfolien zum Zwecke der Erh6hung der Bodentemperatur in den obersten
Bodenschichten um damit eine Reduktion bzw. Inaktivierung pathogener Mikroorganismen

zu erhalten, stellt aufgrund der erhaltenen Ergebnisse keine MalRhahme fiir die Praxis dar.
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summary

First, lab tests were carried out for the dying behavior of selected test organisms in the lime-
washed soil with different dry substance content. In the lab tests, the reductions of
Salmonella, E. coli and Enterococcus faecalis were obtained with 16,7 %-lime milk with the
use of diluted lime in quantities of 2,5 kg/m? soil. Using the quicklime in quantities of 3,2
kg/m? soil with a dry substance content of 50 %, very good results were also obtained. The
behaviour and/or the reduction rates of selected bacteria (Salmonellen, E. coli, Enterococcus
faecalis and viruses (Parvo viruses) in field usage were examined. With the thermal
procedures of the "BVS- system"(special soil milling cutter with low-pressure torch) using
propane gas, soil steaming and solar foils. These investigations were supplemented by
general tests for the usage of lime, (diluted lime, Ca(OH), and quicklime, CaO) as pollution-
free natural products for disinfection purposes.

The thermal procedures with the "BVS Sytems" (special soil-milling cutter) and soil steaming
are principally capable of inactivating selected animal and human pathogenic
microorganisms, parasites and viruses in the upper soil layers down to about 15 cm soil
depth. The results showed that in practice, using the "BVS system” under optimal conditions,
ploughed land, highly contaminated with epidemic-hygienically relevant microorganisms, can
be disinfected by the heat effect of the system to the extent that with great probability there
will be no more infection danger from the soil for free-living animals, domestic animals and
agriculturally utilizable animals.

The method of soil disinfection with steam-cups is to be regarded with great reservation,
despite good reduction of the test organisms. The equipment used for absorption is complex
and expensive providing small surface achievement.

In addition, the devices are not suitable for steaming over stony soil and meadows.

In full-scale trials a well-documented version of the lime employment method was tested for
the disinfection of the soil. Based on the available results, this method can lead to sufficient
reduction of the examined microorganisms on the contaminated surfaces without requiring
new sowing of grass and without negatively affecting the growth of the plants, e.g. by deeper
milling or plowing afterwards.

Apart from the pollution-free characteristics and economic advantages associated with the
application of this natural substance, it appears that the employment of lime could represent
the technically less complex and thus, under the most variable of conditions in agricultural
practice, the most generally applicable solution to soil disinfection.

After the test results which were obtained in trials of the lime treatment of the soil, a
procedure is given for the use of quicklime, which can be used successfully on both very dry

and very wet soil.
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With approximately 3.2 kg Ca(OH),/m? soil, good results can be obtained for the inactivation
of Salmonella, E. coli and Enterococcus faecalis. In practice it is advisable to leave the saill,
which was treated with the lime, for 14 days and to mill at least 15 cm deep with a soil milling
cutter. In this way the alkalinization of the soil and/or a pH-decrease in the proximity of
neutrality can be achieved. After this a sowing of grasses again (e.g. on chicken or pig
discharge surfaces) becomes possible without growth problems. However the pH value of
the soil should be examined before any sowing is done.

With frozen soil however, every method examined in this work has been discarded. The use
of thermal devices would be conceivable and also feasible with frost. However the energy
costs would be very high. The use of lime products is a practice relevant procedure for soll
disinfection. The lime in the form of CaO or diluted lime and/or as lime milk can be made up
and brought in by machine. However, the lime can only be optimally applied to the soil if the
soil is workable and heavy equipment can be used. That means rain and frost periods
separate the methods as well.

Investigations with solar foils were accomplished in the summer months with relatively
favorable conditions outside with regard to the survival of the examined microorganisms. The
results obtained in this manner were very non-uniform and altogether unsatisfactory.

The employment of solar foils in order to increase the soil temperature of the upper layer and
thereby gain a reduction and/or an inactivation of pathogen micro organisms, is not a

relevant method based on the observed results.
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8 Anhang

8.1 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Plastikcontainer mit 8 kg Boden, 300 g CaO, gemahlen eingemischt

Abb. 2: Bodenproben mit 300 g Ca(OH) , und 2200 g Wasser, eingemischt
in 8 kg Boden

Abb. 3: Bodenproben mit 300 g Ca(OH), und 2800 g Wasser, eingemischt
in 8 kg Boden

Abb. 4: Bodenproben mit 300 g Ca(OH), und 3400 g Wasser, eingemischt
in 8 kg Boden

Abb. 5: Bodenproben mit 300 g Ca(OH), und 4000 g Wasser, eingemischt
in 8 kg Boden

Abb. 6: Kontrolle; Boden ohne Kalkmilch

Abb. 7: Boden behandelt mit Kalkmilch

Abb. 8: Kontrolle im 4. Laborversuch

Abb. 9: Boden behandelt mit Kalkmilch, Ca(OH) , ohne abgetragene
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Darstellung der Medianwerte der tUberlebenden Salmonella
Typhimurium Typ ,Zoosal oral“ und Enterococcus faecalis
in KBE/g Boden bei der Anwendung einer 16,7%-en Kalkmilch;

5 kg Kalkhydrat (Ca(OH)z)/m2 Boden nach verschiedenen
Einwirkungszeiten

Darstellung der Medianwerte der Uberlebenden Salmonella
Typhimurium Typ ,Zoosal oral* und Enterococcus faecalis
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Boden nach verschiedenen Einwirkungszeiten
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Trockensubstanzgehalt (30 % und 50 % TS) nach unterschiedlichen
Kontrollzeiten (in Tagen)
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Darstellung der Mittelwerte der Gberlebenden Enterococcus faecalis,
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90 min der Behandlung mit dem Injektorbrenner
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der Hitzeeinwirkung mit einem Dampfgerat

Darstellung der Mittelwerte der tberlebenden Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Salmonella Typhimurium in KBE/ml im Boden bei der
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67

71

74

77

88

87

93

104

114



8.2

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.
Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

10:

11:

12:

13

14:

15

16:
17:

18:

19:

20:

167

Tabellenverzeichnis
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Ergebnisse der pH-Werte und der Trockensubstanzgehalt

des gekalkten Bodens bei der Anwendung von 16,7 %-iger Kalkmilch;
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Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtréagern
zur Inaktivierung von Enterococcus faecalis in KBE/ml im Boden

mit Folienabdeckung (Anzahl der Mikroorganismen in der Suspension:
10° KBE/ml. TS-Gehalt des Bodens ohne Folienabdeckung:

76,8 %; mit Folie: 80,2 %)

Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Keimtragern
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Temperaturdaten in unterschiedlichen Bodentiefen

und verschiedenen Zeitabstanden bei den Folienversuchen
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mit einem Dampfgerat

Ergebnisse zur Inaktivierung von Escherichia coli, Salmonella
Typhimurium und Enterococcus faecalis im Boden bei

der Anwendung von Branntkalk in den Mengen von 0,8 kg

und 1,6 kg CaO/m?, quantitativer Nachweis der Priiforganismen

in der Abschittelflissigkeit der Keimtrager, die Werte der
Kontrollproben sind aus Tabelle 51 ersichtlich (Angaben in KBE/ml)
Ergebnisse zur Inaktivierung von Escherichia coli, Salmonella
Typhimurium und Enterococcus faecalis im Boden bei der Anwendung
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Ergebnisse zur Inaktivierung von Escherichia coli, Salmonella
Typhimurium und Enterococcus faecalis im Boden ohne
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Nachweis der Priiforganismen auf den Keimtragern
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Ergebnisse zur Inaktivierung von Escherichia coli, Salmonella

Typhimurium und Enterococcus faecalis im Boden bei der Anwendung

von Branntkalk (0,8 kg und 1,6 kg CaO/m?), jeweils fiinf Keimtrager
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(Angaben in KBE/ml) 110
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Typhimurium und Enterococcus faecalis im Boden bei
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und 1,6 kg CaO/m? qualitative Untersuchung: Suspensionsversuch 111
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kontaminiert mit Escherichia coli, Salmonella Typhimurium
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quantitativer Nachweis der Pruforganismen (Angaben in KBE/ml) 113
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Typhimurium und Enterococcus faecalis im Boden bei der
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CaO/m?, qualitativer Nachweis der Priiforganismen 115
Ergebnisse zur Inaktivierung von Escherichia coli, Salmonella

Typhimurium und Enterococcus faecalis in Kontrollproben

im Boden ohne Anwendung von Kalk, quantitativer (Angaben in KBE/ml)
und qualitativer Nachweis der Priforganismen 116
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8.3 Abkurzungen

Abb. Abb.

Aqua dest. destilliertes Wasser

BFR: Bundesinstitut fiir Risikobewertung

BMELV Bundesministerium fiir Ernahrung, Landwirtschaft und
Verbraucherschutz

BPV Bovines Parvovirus

BVS-System Bodenverbesserungs- und Sanierungssystem

CPE cytopathischer Effekt

DMEM Dulbeccos modifiziertes Eagles Medium

E. coli Escherichia coli

FKS FBS, Fetale Bovine Serum, fotales Kalberserum

FKS Fakalstreptokokken, Enterococcus faecalis

g Gramm

h our

Hrsg. Herausgeber

KBE Koloniebildende Einheit

kg Kilogramm

KIDsg Dosis, die 50 % der Zellkultur infiziert

I Liter

max. maximal

min. Minuten

ml Milliliter

m Meter

MPN most-probable-numbar

MPNCU most-probable-numbar cytopathogenic units (am meisten
wahrscheinliche Zahl an infektiésen Viruseinheiten)

n.a. nicht auswertbar

n normale (L6sung)

n.n. nicht nachweisbar

0.9. obengenannten

PBS phosphatgepufferte Kochsalzlésung, Phosphat-buffered-saline

PFU plaque forming unit (plaqubildende Einheit)

pH negativ dekadischer Logarithmus der Hydroniumjonenkonzentration

Pkt. Punkt

sog.

sogenannte
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Salmonella Senftenberg
Salmonella Typhimurium
Sekunde

sogenannte

species

Tabelle

Temperatur
Tabak-Mosaik-Virus
Trockensubstanzgehalt
unter anderen

Verordnung
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8.4 Puffer und Losungen

Alle Standardchemikalien wurden von der Firma Merck, D-64271 Darmstadt bezogen
Beef-Extrat-Losung (pH-Wert: 8,5), Zusammensetzung:

4 % Fleischextrakt trocken granuliert

0,5 ml NaCl

Einstellen auf pH 8,5 mit 0,5 n NaOH

Phosphat-buffered-saline (PBS), pH-Wert: 7.5, Zusammensetzung:

NaCl 8,00 g

KCI 0,20 ¢

H,PO, 0,12 ¢
Na,HPO,x2H,O 0,91 g
Aqua dest. ad 1000,00 ml

PH-Wert mit 1 M NaOH eingestellt

Versen-Trypsin-Losung (pH-Wert: 7,0), Zusammensetzung:

NaCl 80,00 g
KCl 200 g
KH,PO, 2,00 g

Na,HPO, x 12 H,O 23,10 g MgS0O4 x 7 H,0 1,00 g
CaCl, x2H,01,32 ¢

Trypsin 1: 250 12,50 g

Versen (Tryplex 1ll) 12,50 g

Strptomycin Sulfat 0,50 ¢

Penicilin G 0,50 ¢

Aqua dest. Ad 1000,00 mi

PH-Wert mit 1 M NaOH eingestellt
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