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Aus der Hydrologischen Untersuchungsstelle Salzburg
Herrn Univ.-Prof.Dr. D. STRAUCH zum 60. Geburtstag gewidmet

SALMONELLADIAGNOSTIK IM KLARSCHLAMM - EIN ERFAHRUNGSBERICHT

G. SIGL

1. Einfiihrung in die Problemstellung

Kliarschlamm als Konzentrat von Siedlungsabwasser enthialt
praktisch alle Krankheitserreger von akut Erkrankten,
latent Infizierten, bekannten sowie unbekannten Daueraus-
scheidern sowie aus Krankenhdusern, Schlacht- und Viehho-
fen, landwirtschaftlichen, gewerblichen sowie industriellen
Betrieben des Einzugsbereiches (STRAUCH, 1986). Sowohl iiber
die Konzentration der verschiedenen Bakteriengruppen im
Rohabwasser als auch iliber die Veranderungen der Keimkonzen-
trationen im Zuge der Abwasserreinigung liegen zahlreiche,
z2.T. sehr unterschiedliche Untersuchungsergebnisse vor
(POPP, 1973; KOHL, 1981; POPP, 1984; TIEFENBRUNNER, 1985;
GERHARDT, 1986; TEITGE, 1986; KAYSER, 1987; LANG, 1987;
SCHOMBURG, 1987;). Die Einschleusung, Verankerung und
Verbreitung von Krankheitserregern in die Biozonose lber
die landwirtschaftliche Verwertung von Kliarschlamm wird
als Bedrohung einer einwandfreien Urproduktion in lebens-

mittelhygienischer Hinsicht eingestuft (Abb.1l).

Dem umfangreich belegten Salmonellenrisiko (HESS, 1975;
BREER, 1981; WHO, 1981; BREER, 1983; STRAUCH, 1983;
PIETZSCH, 1985; SIGL, 1986; STRAUCH, 1987; KOCK, 1988) wird
in der Schweiz durch die Schweizerische Klirschlammverord-
nung vom 8. April 1981 und in der BRD durch die Klar-

schlammverordnung vom 25. Juni 1982 zu begegnen versucht.

Referat geringfiigig _erweitert, ehalten an der 21. Jahrestagung

100 Jahré Kongre fiir Hygiene und Demographie in Wien" der Oster-
reichischen Gesellschaft fiir iene, Mikrobiologie und Praventiv-
medizin in Baden bei Wien am 20. Mai 1988,
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In Osterreich besteht bislang keine einheitliche Auffassung
iber Regelungen iiber die Verwendung von Klirschlamm in der
Landwirtschaft (CHYTIL, 1986; HANCVENCL, 1986). Mangels
einer bundeseinheitlichen Regelung bestehen lediglich fir
einzelne Bundesldnder, wie 2. B. fiir Salzburg, Tirol, die
Steiermark und Vorarlberg Regelungen, die sich nicht nur
gqualitativ sowie quantitativ erheblich untereinander,
sondern auch von den Empfehlungen fiir Betreiber von Abwas-
serreinigungsanlagen des OWWV-Regelblattes Nr. 17 2zur
landwirtschaftlichen Verwertung von Klarschlamm aus 1984
unterscheiden. Als bislang restriktivste MaBnahme ist fiir
Osterreich das generelle Verbot der Verwendung von Klar-
schlamm als Diingemittel fiir landwirtschaftliche Betriebe

mit hartkidsetauglicher Milch zu bewerten.

Demgemdf bestehen sowohl iiber den gqualitativen als auch
iiber den quantitativen Umfang der Untersuchung von Kl&r-
schlamm im Zuge der Verfahrens- sowie ProzeBkontrolle keine
international einheitlichen Vorstellungen. Weiters gibt es
bislang keine Standardmethoden zur mikrobiologischen Unter-
suchung von Kladrschlamm. Uber die Erfahrungen der Untersu-

chung von Klarschlamm auf Salmonellen wird berichtet.
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2. Untersuchungsmethodik und Material

Im Zuge der behdrdlicherseits vorgeschriebenen Uberwachung
von landwirtschaftlich zu verwertenden Klarschldmmen wurden
an der Hydrologischen Untersuchungsstelle Salzburg, begin-
nend mit 1981, bislang 110 Kladrschlammproben aus 18 ver-
schiedenen biologischen Kldranlagen des Bundeslandes Salz-
burg bzw. dem angrenzenden Tirol mit Anlagengrofen zwischen
1 000 und 80 000 EGW u.a. auf Salmonellen untersucht.

Die in Abb. 2 dargestellten Untersuchungsergebnisse sind
die Zusammenfassung einer Vielzahl von Versuchen mit unter-
schiedlichen Probenmengen, Anreicherungsmedien, Bebriitungs-

temperaturen sowie Ausstrichen auf verschiedene Platten.

Nach den ersten Vorversuchen zur Entwicklung eines standar-
disierbaren Untersuchungsverfahrens stellte sich bald
heraus, daB die in anderen Bereichen erfolgreich eingesetz-
ten Methoden zur Isolation von Salmonellen nicht so ohne
weiteres auf Klarschlamm aus biologischen Kliranlagen
iibertragbar waren. Jedenfalls muften einer hohen Selektivi-
tat eine hohe Ausbeute sowie die Anwendbarkeit im Routine-
labor gegeniibergestellt werden. Dabei waren spezifische
Materialeigenschaften, wie fliissig bis pastds, stichfest
bis kriimelig hart, schwer bis nicht entwadsserbar, von
toxischen Inhaltsstoffen durchsetzt, ausgepridgte und unter-
schiedliche Belgeitflora sowie subletal geschddigte bis in

Vermehrung befindliche Bakterienzellen zu beriicksichtigen.

Auch wenn liber die Notwendigkeit der Voranreicherung

gepuffertem Peptonwasser (Oxoid CM 509) bereits seit lange-
rem keine Zweifel mehr bestanden (SIGL, 1986), wurden in
Verbindung mit der Einfihrung der Salmonellenanreicherungs-
bouillon nach RAPPAPORT und VASSILIADIS - R 10 (Merck 7700)

vergleichende Untersuchungen mit den klassischen Salmonel-
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lenanreicherungsmedien Tetrathionat nach MULLER-KAUFFMANN
(0xoid CM 343), Tetrathionat-Kristallviolett-Anreicherungs-
bouillon nach PREUSS (Merck 5173) sowie dem SALMOSYST-
system (Merck 10131) durchgefiihrt.

Alle Versuche wurden im Doppelansatz mit 1,0 g homogeni-
siertem Kliarschlamm angesetzt, wobei unabhingig von Konsi-
stenz der Probe die Aufldsung jeweils direkt im Voranrei-
cherungsmedium durch dreiminiitiges Schiitteln erfolgte. Die
Voranreicherung von 1,0 g Probe in 9 ml gepuffertem Pepton-
wasser wurde iiber 14 18 Stunden bei 37 °C bebriitet.
AnschlieBend wurden daraus 0,1 ml in das Anreicherungsme-
dium nach RAPPAPORT und VASSILIADIS R 10 sowie je 10 ml
in die Medien nach MULLER-KAUFFMANN bzw. PREUSS iiberfiihrt
und je bei 37 °C sowie 43 °C iiber 16 bis 20 Stunden bebrii-
tet.

Aus den Hauptanreicherungen wurden je 2 Standard-Impfdsen
auf BPLS-Agar (Oxoid CM 329) 2zur Vereinzelung ausgestri-
chen. In zahlreichen Vorversuchen erwies sich dieser Selek-
tivndhrboden als derjenige mit der hochsten Ausbeute. Die
Anreicherung nach PREUSS wurde auf LEIFSON-Agar (Merck
2896) ausgestrichen. Alle Platten wurden iiber 24 bis 48
Stunden bei 37 °C bebriitet. Verdachtige Kolonien wurden
zunachst am Objekttrdger mit polyvalentem Salmonella-Test-
serum (Behring ORMT 10/11) agglutiniert, im positiven Fall
wurden Reinkulturen 2zur Serotypisierung zur Salmonella-
Zentrale an der Bundesstaatlichen Bakteriologisch-Serologi-
schen Untersuchungsanstalt in Graz verschickt. Zusitzlich
wurde ca. jede dritte bis fiinfte Kolonie mittels Enterotube
II bzw. API 20 E Rapid auf biochemische Leistung unter-
sucht.
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3. Untersuchungsergebnisse

Wie der Abb. 2 zu entnehmen ist, waren von insgesamt 110
Proben 62, entsprechend 56 Salmonella positiv. Unter
Bericksichtigung des bislang noch sehr bescheidenen Antei-
les hygienisierter Kldrschlimme liegt der Prozentsatz der
positiven Proben im Durchschnitt bei 62 Abgesehen von
1985 ist ein kontinuierlicher Anstieg der positiven Befunde
zu beobachten, wobei seit Einfihrung des R 10-Mediums ein
Niveau von knapp unter 80 nicht hygienisierter Klar-

schliamme erreicht ist.

Aus 54 positiven Proben wurden bislang 34 Serotypen insge-
samt 87 mal isoliert. Die Haufigkeitsverteilung der einzel-
nen Gruppen nach dem KAUFFMANN-WHITE-Schema (WINKLE, 1979)

sind den Abbildungen 3 und 4 zu entnehnen.
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Abb. 2: Zusammenstellung Untersuchungsergebnisse KS

1981 | 1982 | 1983 [1984 | 1985 | 1986 |1987 | 1988 | Gesamt
Proben gesamt y {10 |1 |12 |17 [0 |28 (12|10
positive Proben 3(s|e6|8|2|nB|6]7]e
positive in % B |0 | |67 || |6 |B]| %6
hygienisierte P, of{o|lo|lo|o|1{3]3][ 7
hygierds.P. in % ol o|o|ofjo|ls|n|=]| 6y
nicht hyg. P. yl1o|n |2 |[m]|19 21| 9|03
ps. in % > |50 |4 |67 |12]|78 |76 |T8 60
ST geeemt /| | 8|6 ] 3|3 ||| 67
ST edrzel /sl 7lo 95| 2|

Abb., 3: Haufigkeitsverteilung der Serotypen
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Abb. 4: Haufigkeitsverteilung der Serotypen
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Am hdufigsten wurden S. panama, S. typhimurium, S. agona,
S. infantis, S. braenderup, S. thompson und S. senften-
berg isoliert, mit 11 Serotypen oder 32,3 war die Gruppe

C 1 damit am starksten vertreten.
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Abb. 5: Hiaufigkeitsverteilung der Gruppensumme
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Die Untersuchungsergebnisse des Vergleichs der verschiede-
nen Anreicherungsmethoden mit 38 Klarschlammproben aus 16
Kldranlagen sind der Abb. 6 zu entnehmen. Danach haben sich
das Anreicherungsmedium nach PREUSS mit Ausstrich auf
LEIFSON-Agar sowie das SALMOSYST-System als unbrauchbar fir

die Isolierung von Salmonellen aus Klarschlamm erwiesen.
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Abb. 6: Vergleich Anreicherungsmedium mit und ohne Voran-
reicherung in gepuffertem Peptonwasser

Isolate
Anreicherung n % 50 100%
nur aus R 10 12 20
nur aus MK 3 5 =]
nur aus Preuss| O 0
R 10+MK+Preuss| O 0
R10MK Ls 75
MK+Preuss 0 0
R 10 gesamt 57 95 ]
MK gesamt 48 80
Preuss gesamt 0 0
Voranreic¢herung
ohne mit
Areichenag n % n % 50 100%
M 37 LS 8 13,3{48 &,0 = —
M 43 BALS 6 10,0{WH T,3
R 10 37 BAS 16 66[H 90,0 P
R 10 43 BALS 13 21,7151 %,0 =
Prass/leiffan 0 O /_
Salmsyst 0 0 /

Die Resuszitation in gepuffertem Peptonwasser erweist sich
damit auch fiir Klarschlamm als unbedingtes Erfordernis
(SCHMIDT-LORENZ, 1988). Das VASSILIADIS-RAPPAPORT-Medium-
R 10 zeigte sich dem MULLER-KAUFFMANN-Medium gegeniiber

deutlich iiberlegen, vergleichbare Ergebnisse wurden fiir
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zahlreiche andere Produkte verdffentlicht (JONAS, 1986;
MERSCH-SUNDERMANN, 1987; MUNOZ, 1987).

Die mehrfach beobachtete starke Unterdriickung der Begleit-
flora, insbesondere von Proteus spp., kann auch aus den

vorgelegten Untersuchungsserien abgeleitet werden.

Im Zuge der Auswertung der Daten erschienen noch zwei

Fragen von Interesse:

Wie aus den Abbildungen 7 und 8 zu entnehmen ist, wurde zum
einen gepriift, ob ein Zusammenhang zwischen Kl&dranlagen-
groRe und Zahl an Serotypen bzw. positiven Isolaten von

Salmonellen aus Kldrschlamm besteht.

Dabei zeigte sich sowohl fiir die 2ahl der Serotypen als
auch fiir die Summe der Isolate in Abhdngigkeit der Anlagen-
groBe eine statistisch hochsignifikante bzw. signifikante
Korrelation. Diese Berechnungen beziehen sich auf Anlagen-
grofen zwischen 1 000 bis 25 000 EGW fiir das Untersuchungs-
gebiet und werden sowohl durch die Regressionsanalyse als
auch durch die verteilungsunabhidngige Priifung auf Zusammen-
hinge mit dem Rangkorrelationskoeffizienten nach SPEARMANN
(WEBER, 1986) bestitigt.

Zum anderen wurden die in vier Bezirken des Bundeslandes
Salzburg in den Klarschlammproben gefundenen Serotypen
denen der in den Gesundheitsamtern registrierten gegeniiber-
gestellt.

Dabei ergab sich bei 77 Befunden bei 23 (29,9 %) eine
Ubereinstimmung zwischen Klarschlammbefunden und Befunden
am Gesundheitsamt. 23 (29,9 %) Salmonellenbefunde waren nur
am Gesundheitsamt registriert, 31 (40,2 %) nur im Klar-
schlamm. Von 35 Serotypen wurden 13 (37 %) nur aus dem
Kldrschlamm isoliert, 6 (17 %) nur im Rahmen der Titigkeit

der Gesundheitsidmter und 16 (46 %) sowohl im Klidrschlamm
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Damit steht der Gruppe

als auch bei den Gesundheitsamtern.

der sowohl als Erreger gemeldeten als auch im Kldrschlamm

gefundenen Serotypen eine relativ grofe Gruppe von Seroty-

isoliert werden

gegeniber, die nur aus Kladrschlamm

pen

konnte.

Serotypen und Summe der Serotypen

1 000 - 25 000 EGW
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Abb. 8: Serotypen und Summe der Serotypen
1 000 - 25 000 EGW

5 000 10 000 15 000 20 000 25 000
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Fir derartige Befunde finden sich in der Literatur zahlrei-
che Interpretationsversuche (SCHUSSELER, 1986; SOBOTTA,
1986; WICKE, 1986), bislang jedoch kaum einer, der die
angewandten Untersuchungsmethoden zur Isolierung von Salmo-
nellen als Anhaltspunkt ausfithrt (GARTNER, 1975). Jeden-
falls gibt es einige Hinweise darauf, daB die in der klini-
schen Mikrobiolgie erfolgreich angewendeten Untersuchungs-
methoden zur Isolierung von Salmonellen nicht unmittelbar
auf die Untersuchung von Klidrschlamm ibertragbar sind

(HEINRICH, 1959; HASLAUER, 1984; PHILIPP, 1988).

Abb. 9: Serotypen KS und Patient

50 % uex S o
40,2% Z 2 g
37 7 g %
7 29,9% []29,9% 2
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- | s Z
¢ ¥
% 9
Z %
7 &
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KS Patienten
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Die in Abb. 10 dargestellte Methodik wird zur Untersuchung
von Klirschlamm auf Salmonellen vorgeschlagen. Zur Erhdhung
der Serotypenausbeute wird Ausplattieren auf mindestens
zwei selektiven Platten empfohlen. Eine mehrstufige Haupt-
anreicherung scheint nach den vorldufigen Erfahrungen durch
die vorgeschlagene Methodik nicht erforderlich. Ob kiinftig-
hin mit einem einzigen Medium zur Hauptanreicherung auszu-
kommen sein wird, bedarf weiterer Untersuchungen. Zur
Vergleichbarkeit der Untersuchungsergebnisse verschiedener
Laboratorien wird die Standardisierung als dringendes

Erfordernis angesehen.

Abb. 10: Nachweis von Salmonellen in Kladrschlamm

Voranreicherung
5 g KS zu 45 ml
gepuff. Peptonw.

37°C/14-18h

10 ml 0,1 ml
= - ~—
zu : 90ml Tetrathionat/ zu : 10ml VASSILIADIS-
Selenit-Boillon o. vglb. RAPPAPORT ( R10 )
43°C/20-24 h 43°C/16-20 h

Verdiinnungsreihe
0,05ml1 plattieren 0,05ml plattieren

BPLS - XXXX - BPLS - XXXX -
Agar Agar Agar Agar
\QZ:::fzg/ N \QZ:§:ijs7 \ez:f;f:27

1

verdichtige typische
Kolonien
I }

T L

—
Anlegen von Reinkulturen Agglutination mit
37°C/ -24n polyvalenten Antiseren|
1

|Biochem. Identifizierung |

Serotypisierung
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5. Zusammenfassung

Die mehrjahrigen Untersuchungen von Klarschlamm aus kommu-
nalen Klidranlagen von 1 000 bis 80 000 EGW ergaben fiir
"nichtentseuchte"” Proben ca. 80 Salmonella positive
Befunde, wobei die Auffindungsrate in erheblichem MaRe
direkt vom angewendeten Untersuchungsverfahren abhangig
ist. Aus 54 positiven Proben wurden bislang 34 Serotypen
isoliert. Am haufigsten wurden S. panama, S. typhimurium,
S. agona, S. infantis. S. braenderup, S. thompson und S.
senftenberg isoliert. Die Gruppe C 1 war mit 11 Serotypen
am hdufigsten vertreten. Es konnte nachgewiesen werden, daR
zur Isolierung von Salmonellen aus Kldrschlamm eine Voran-
reicherung in gepuffertem Peptonwasser (37 °C, 14 18
Stunden) in Verbindung mit dem Anreicherungsmedium nach
RAPPAPORT und VASSILIADIS-R 10 (nunmehr RV) (43 °C, 16...
20 h) unter besonderer Beachtung einer hohen Verdiinnung
zwischen Vor- und Hauptanreicherung eine erhebliche Erho-
hung der Ausbeute gegeniiber "klassischen" Medien mit sich
bringt. Brillantgriinagar (BPLS) erwies sich als hochselek-
tiver Ndhrboden fiir die Ausstriche der Hauptanreicherung.
Zur Erhohung der Ausbeute, sowohl an positiven Befunden als
auch insbesondere an Serotypen (S. typhi), sollten weiter-
hin ein klassisches Anreicherungsmedium sowie auch eine

weitere selektive Platte verwendet werden.

Zwischen der GroBe der Abwasserreinigungsanlage und den
isolierten Serotypen besteht fiir 1 000 bis 25 000 EGW ein
statistisch abgesicherter, signifikanter Zusammenhang fir

das Untersuchungsgebiet.

Wegen der hohen Wiederfindungsrate von Salmonellen im
Klarschlamm koénnen unter Umstdnden derartige Salmonellabe-
funde weitere vertiefende Erkenntnisse uber deren Ausbrei-

tung ermdglichen. Durch konsequente, standardisierte und



127

lingerfristige Erstellung von Salmonellaprofilen nicht
hygienisierter Klidrschldmme ist aus den vorgestellten
Erkenntnissen ein Modell bzw. eine Mefilmethode zur Uberprii-
fung der umwelthygienisch relevanten Wirksamkeit der Desin-
fektion von Klarschlamm denkbar. Weitere diesbeziigliche

Untersuchungen sind erforderlich.

Als zusdtzlicher Faktor fir die Diskrepanz zwischen den aus
Klirschlamm einerseits und von Stuhlproben humaner Herkunft
andererseits isolierten Serotypen sind die nicht aufeinan-
der abgestimmten Untersuchungsmethoden anzusehen. Die in
der klinischen Mikrobiologie erfolgreich eingesetzten
Untersuchungsmethoden zur Isolierung von Salmonellen sind
nicht direkt auf die Untersuchung von Klarschlamm zu iiber-

tragen. Eine Methode mit hoher Ausbeute wird vorgeschlagen.

Wegen der zentralen Bedeutung der Uberwachung von Klar-
schlamnm in mikrobiologischer Hinsicht im Sinne einer um-
welthygienischen SchutzmaBnahme ist eine internationale
Standardisierung des Salmonellennachweises im Kl&drschlamm

anzustreben.

SUMMARY

Detection of salmonella in the sludge from sewage treatment

plants. A report of practical experience

©

Salmonella were detected in 80 % of the samples originating
from sludge, which had not been disinfected. Positive
results largely depended on the method of detection. 34
serotypes have been isolated from 54 positive samples.
S.panama, S. typhimurium, S. agona, S. <infantis, S.
braenderup, S.thompson and S. senftenberg were the most

frequent types.
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A method for the detection of salmonella in sludge is
described. Preliminary enrichment in buffered peptonwater
at 37°C for 14 to 18 hours and enrichment in the highly
selective medium of RAPPAPORT and VASSILIADIS-R 10 for 10
to 18 hours at 43°C provides result that are superior in
comparison with classical enrichment media. It is advis-

able, however, to use a classical medium in addition.

The use of brilliant green agar (BPLS) as plating medium
for the isolation of salmonella is proposed because of its
outstanding selectivity. A second selective plating medium
should also be wused. There 1is a significant positive
correlation between samples appearing salmonella serotype
positive and the size of sewage treatment works between
1.000 and 25.000 population equivalent. The method of
detection of salmonella in sludge cannot be compared di-
rectly with the routine examination of stools. The method
for detection of salmonella in sludge should be stan-
dardized and data should be used to develop a calculation

model to control the ecological use of sludge disinfecting.
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