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

SALMONELLADIAGNOSTIK IM KLÄRSCHLAMM - EIN ERFAHRONGSBERICHT

G. SIGL

1. Einführung in die Problemstellung

Klärschlamm als Konzentrat von Siedlungsabwasser enthält 
praktisch alle Krankheitserreger von akut Erkrankten, 
latent Infizierten, bekannten sowie unbekannten Daueraus
scheidern sowie aus Krankenhäusern, Schlacht- und Viehhö
fen, landwirtschaftlichen, gewerblichen sowie industriellen 
Betrieben des Einzugsbereiches (STRAUCH, 1986). Sowohl über 
die Konzentration der verschiedenen Bakteriengruppen im 
Rohabwasser als auch über die Veränderungen der Keimkonzen
trationen im Zuge der Abwasserreinigung liegen zahlreiche, 
z.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 Biozönose über 
die landwirtschaftliche Verwertung von Klärschlamm wird 
als Bedrohung einer einwandfreien Urproduktion in lebens
mittelhygienischer Hinsicht eingestuft (Abb.l).
Dem umfangreich belegten Salmonellenrisiko (HESS, 1975; 
BREER, 1981; WHO, 1981; BREER, 1983; STRAUCH, 1983; 
PIETZSCH, 1985; SIGL, 1986; STRAUCH, 1987; KÖCK, 1988) wird 
in der Schweiz durch die Schweizerische Klärschlammverord
nung vom 8. April 1981 und in der BRD durch die Klär
schlammverordnung vom 25. Juni 1982 zu begegnen versucht.
Referat geringfügig erweitert, gehalten an der 21. Jahrestagung 100 Jahre Kongreß für Hygiene und Demographie in Wien" der öster
reichischen Gesellschaft für Hygiene, Mikrobiologie und Präventivmedizin in Baden bei Wien am 20. Mai 1988.

© Bundesamt für Wasserwirtschaft, download www.zobodat.at



112

In Österreich besteht bislang keine einheitliche Auffassung 
über Regelungen über die Verwendung von Klärschlamm in der 
Landwirtschaft (CHYTIL, 1986; HANCVENCL, 1986). Mangels 
einer bundeseinheitlichen Regelung bestehen lediglich für 
einzelne Bundesländer, wie z. B. für Salzburg, Tirol, die 
Steiermark und Vorarlberg Regelungen, die sich nicht nur 
qualitativ sowie quantitativ erheblich untereinander, 
sondern auch von den Empfehlungen für Betreiber von Abwas
serreinigungsanlagen des ÖWWV-Regelblattes Nr. 17 zur 
landwirtschaftlichen Verwertung von Klärschlamm aus 1984 
unterscheiden. Als bislang restriktivste Maßnahme ist für 
Österreich das generelle Verbot der Verwendung von Klär
schlamm als Düngemittel für landwirtschaftliche Betriebe 
mit hartkäsetauglicher Milch zu bewerten.
Demgemäß bestehen sowohl über den qualitativen als auch 
über den quantitativen Umfang der Untersuchung von Klär
schlamm im Zuge der Verfahrens- sowie Prozeßkontrolle keine 
international einheitlichen Vorstellungen. Weiters gibt es 
bislang keine Standardmethoden zur mikrobiologischen Unter
suchung von Klärschlamm, über die Erfahrungen der Untersu
chung von Klärschlamm auf Salmonellen wird berichtet.
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Im Zuge der behördlicherseits vorgeschriebenen Überwachung 
von landwirtschaftlich zu verwertenden Klärschlämmen wurden 
an der Hydrologischen Untersuchungsstelle Salzburg, begin
nend mit 1981, bislang 110 Klärschlammproben aus 18 ver
schiedenen biologischen Kläranlagen des Bundeslandes Salz
burg bzw. dem angrenzenden Tirol mit Anlagengrößen 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, Bebrütungs
temperaturen sowie Ausstrichen auf verschiedene Platten.

Nach den ersten Vorversuchen zur Entwicklung eines standar
disierbaren Untersuchungsverfahrens stellte sich bald 
heraus, daß die in anderen Bereichen erfolgreich eingesetz
ten Methoden zur Isolation von Salmonellen nicht so ohne 
weiteres auf Klärschlamm aus biologischen Kläranlagen 
übertragbar waren. Jedenfalls mußten einer hohen Selektivi
tät eine hohe Ausbeute sowie die Anwendbarkeit im Routine
labor gegenübergestellt werden. Dabei waren spezifische 
Materialeigenschaften, wie flüssig bis pastös, stichfest 
bis krümelig hart, schwer bis nicht entwässerbar, von 
toxischen Inhaltsstoffen durchsetzt, ausgeprägte und unter
schiedliche Belgeitflora sowie subletal geschädigte bis in 
Vermehrung befindliche Bakterienzellen zu berücksichtigen.

Auch wenn über die Notwendigkeit der Voranreicherung 
gepuffertem Peptonwasser (Oxoid CM 509) bereits seit länge
rem keine Zweifel mehr bestanden (SIGL, 1986), wurden in 
Verbindung mit der Einführung der Salmonellenanreicherungs
bouillon nach RAPPAPORT und VASSILIADIS - R 10 (Merck 7700) 
vergleichende Untersuchungen mit den klassischen Salmonel

2 .  U n t e r s u c h u n g s m e t h o d i k  u n d  M a t e r i a l
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lenanreicherungsmedien Tetrathionat nach MüLLER-KAUFFMANN 
(Oxoid CM 343), Tetrathionat-Kristallviolett-Anreicherungs- 
bouillon nach PREÜSS (Merck 5173) sowie dem SALMOSYST- 
System (Merck 10131) durchgeführt.
Alle Versuche wurden im Doppelansatz mit 1,0 g homogeni
siertem Klärschlamm angesetzt, wobei unabhängig von Konsi
stenz der Probe die Auflösung jeweils direkt im Voranrei
cherungsmedium durch dreiminütiges Schütteln erfolgte. Die 
Voranreicherung von 1,0 g Probe in 9 ml gepuffertem Pepton
wasser wurde über 14 18 Stunden bei 37 °C bebrütet. 
Anschließend wurden daraus 0,1 ml in das Anreicherungsme
dium nach RAPPAPORT und VASSILIADIS R 10 sowie je 10 ml 
in die Medien nach MÜLLER-KAUFFMANN bzw. PREUSS überführt 
und je bei 37 #C sowie 43 °C über 16 bis 20 Stunden bebrü
tet .
Aus den Hauptanreicherungen wurden je 2 Standard-ImpfÖsen 
auf BPLS-Agar (Oxoid CM 329) zur Vereinzelung ausgestri
chen. In zahlreichen Vorversuchen erwies sich dieser Selek
tivnährboden als derjenige mit der höchsten Ausbeute. Die 
Anreicherung nach PREUSS wurde auf LEIFSON-Agar (Merck 
2896) ausgestrichen. Alle Platten wurden über 24 bis 48 
Stunden bei 37 “C bebrütet. Verdächtige Kolonien wurden 
zunächst am Objektträger mit polyvalentem Salmonella-Test- 
serum (Behring ORMT 10/11) agglutiniert, im positiven Fall 
wurden Reinkulturen zur Serotypisierung zur Salmonella- 
Zentrale an der Bundesstaatlichen Bakteriologisch-Serologi
schen Untersuchungsanstalt in Graz verschickt. Zusätzlich 
wurde ca. jede dritte bis fünfte Kolonie mittels Enterotube 
II bzw. API 20 E Rapid auf biochemische Leistung unter
sucht .
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Wie der Abb. 2 zu entnehmen ist, waren von insgesamt 110 
Proben 62, entsprechend 56 Salmonella positiv. Unter 
Berücksichtigung des bislang noch sehr bescheidenen Antei
les hygienisierter Klärschlämme liegt der Prozentsatz der 
positiven Proben im Durchschnitt bei 62 Abgesehen von 
1985 ist ein kontinuierlicher Anstieg der positiven Befunde 
zu beobachten, wobei seit Einführung des R 10-Mediums ein 
Niveau von knapp unter 80 nicht hygienisierter Klär
schlämme erreicht ist.

Aus 54 positiven Proben wurden bislang 34 Serotypen insge
samt 87 mal isoliert. Die Häufigkeitsverteilung der einzel
nen Gruppen nach dem KAUFFMANN-WHITE-Schema (WINKLE, 1979) 
sind den Abbildungen 3 und 4 zu entnehmen.

3 .  U n t e r s u c h u n g s e r q e b n i s s e

© Bundesamt für Wasserwirtschaft, download www.zobodat.at



117

A b b .  2 :  Z u s a m m e n s t e l l u n g  U n t e r s u c h u n g s e r g e b n i s s e  K S

1961 1962 1963 1964 1965 1966 1967 1968 Gesamt
Prcban geaant 4 10 11 12 17 20 24 12 110
positiv“ Prcbai 3 5 6 8 2 15 16 7 62
positive in % 75 50 54 67 12 75 66 58 56
tygLanisierte P. 0 0 0 0 0 1 3 3 7
l̂ygLanlsJ*. in % 0 0 0 0 0 5 13 25 6,4
nicht hMS* P- 1» 10 11 12 17 19 21 9 103
pos. in % 75 50 54 67 12 78 76 78 60
ST g p o t t / / 8 16 3 23 26 11 87
ST eirael / / 7 10 1 9 5 2 34

Abb. 3: Häufigkeitsverteilung der Serotypen

Serotyp Gr. n % 5 10
S . panama D 1 9 10,3 7 , 7 ?

y Y
Z 7 / 1 1

S. typhimurium o 8 9,2 / / yIY T < T < k k |S. agona ti 7 8,0 f ¿ i i i f f ' ik %S. iniantia C 1 6 6.9 k T W ' ity5. braenderup c i 5 5,7 f , r i ' m3. thompson U 1 5 5,7 k k Y TS. senl'tenberg K 4 5 5,7 k r « ? Y ,<S. bredeney U 3 3,4 kS. saint paul u 3 3,4 k t\S. tennessee U 1 3 3.4 t k ? rS. hadar C 2 3 3.4 k biS. Buenchen C 2 3 3.4
S. enteritidis & 1 2 2.3 fl FS. Oranienburg C 1 2 2.3 kS. livingstone C 1 2 2,3 i kS. gold coast C 2 2 2,3 k3"I eiaabüttel c a 2 2.3 %S. paratyphus B B 1 1.1 kS. monophas B B 1 1.1
S. Brandenburg U 1 1,1 k3. virchov C 1 1 1.1
S. ohio C 1 1 1.1
S. mbandaka C 1 1 1,1 %S. montevideo C 1 1 1,1 k3. bareiliy C 1 1 1.1 %3"I corvaiiis c 1 1 1,1 y

S. nienstedten c 4 1 1,1 kS. give E 1 1 1,1
S. anatum e 1 1 1,1 kS. krefeld E 4 1 1,1 kS. weateratede E 4 1 1,1S. havana G 2 1 V kS. der C. Gruppe - 1 v

Hauhstamm - 1 1,1 k34 1ST
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Abb. 4: Häufigkeitsverteilung der Serotypen

Serotyp Gr. M % ____
3 M 
1_______

J
S. paratyphus B B 1,1 i
S. typhimurium B “B" 9 , 2 y. y i 22 2 £ 2S. bredeney ~B-- "T1~ r p r Y>g] 1
S. saint paúl B 3 3,4 y 1

—S. agona B 7 ö,0 w s/a r /a n w /A m m mS. monophas B B 1 1,1 g
S. brandenburg B H -1 1,1 7/
S. infantis C 1 b b,9 y 22 Z 3S. virchov C 1 1 1,1 g r “i
S. braenderuD C 1 5 5,7 7/ y 2T
S. thompson C 1 5 5,7 y 22 3]S. ohio C 1 1 1,1 J _ i
S. Oranienburg C 1 2 2,3 i
S. mbandaka C 1 1 1,1S. livingstone C 1 2 2,3 y j 1
S. tennessee C 1 3,4 y [IS. aontevideo C 1 1 1,1
S. bareilly C 1 1 1,1
S. hadar C 2 3 3,4 7/ y y
S. auenchen C 2 3 3 ,'1 g;
S. gold coast C 2 2 2 , 3 >gj
S. corvallis C '3 1 1,1
S. eimsbuettel C H 2 2,3 L_

—S. panama D 1 ~ T 10,3 V jW K '/M M M Y Á a y/A lS. enteritidis D 1 ¿ 2 ,3 g
S. nienstedten C H i 1,1 r
S. give E 1 1 V g
S. anatum E 1 1 1,1 2S. senftenberg E H b 5,7 2 z2222 3S. krefeld E H 1 i,i g
S. Westerstede E U 1 1,1 g
S. Havana G 2 1 1,1 g
S. der C. Gruppe / 1 i,i §Rauhstamm r / *1 1.1 □ ~l~ _ i__ _:

87

Ara häufigsten wurden S. p a n a m a , S. typhimurium, S. agonaj 
S. infantis j S. b r a e n d e r u p , S. thompson und S. senf ten- 
berg isoliert, mit 11 Serotypen oder 32,3 war die Gruppe 
C 1 damit am stärksten vertreten.
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Abb. 5: Häufigkeitsverteilung der Gruppensunune

%
10 20 0 >0

B 21,8 / / / / z V / / / 7 7 Z ? 7777,
^8,3

C 1 34,3 >///<VA/cY777A A A A 7 7 7 7 A / A / / /  /X
32,9 |

C 2 9,4 W A '///9,4
C 3 3,1 /_/A

1,2
c J» 6,3 777? A

3,5
D 1 6.3 7777 A

1?p9 IE 1 fi,3 W A?,4 l '
E 4 9,4 V / /

8 ,2 I
G 2 3,1 AA

1.2 J___

Die Untersuchungsergebnisse des Vergleichs der verschiede
nen Anreicherungsmethoden mit 38 Klärschlammproben aus 16 
Kläranlagen sind der Abb. 6 zu entnehmen. Danach haben sich 
das Anreicherungsmedium nach PREUSS mit Ausstrich auf 
LEIFSON-Agar sowie das SALMOSYST-System als unbrauchbar für 
die Isolierung von Salmonellen aus Klärschlamm erwiesen.
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Abb. 6: Vergleich Anreicherungsmedium mit und ohne Voran
reicherung in gepuffertem Peptonwasser

Die Resuszitation in gepuffertem Peptonwasser erweist sich 
damit auch für Klärschlamm als unbedingtes Erfordernis 
(SCHMIDT-LORENZ, 1988). Das VASSILIADIS-RAPPAPORT-Medium- 
R 10 zeigte sich dem MÜLLER-KAUFFMANN-Medium gegenüber 
deutlich überlegen, vergleichbare Ergebnisse wurden für
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zahlreiche andere Produkte veröffentlicht (JONAS, 1986; 
MERSCH-SUNDERMANN, 1987; MUNOZ, 1987).

Die mehrfach beobachtete starke Unterdrückung 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 geprüft, ob ein Zusammenhang zwischen Kläranlagen
größe und Zahl an Serotypen bzw. positiven Isolaten von 
Salmonellen aus Klärschlamm besteht.
Dabei zeigte sich sowohl für die Zahl der Serotypen als 
auch für die Summe der Isolate in Abhängigkeit der Anlagen
größe eine statistisch hochsignifikante bzw. signifikante 
Korrelation. Diese Berechnungen beziehen sich auf Anlagen
größen zwischen 1 000 bis 25 000 EGW für das Untersuchungs
gebiet und werden sowohl durch die Regressionsanalyse als 
auch durch die verteilungsunabhängige Prüfung auf Zusammen
hänge mit dem Rangkorrelationskoeffizienten nach SPEARMANN 
(WEBER, 1986) bestätigt.
Zum anderen wurden die in vier Bezirken des Bundeslandes 
Salzburg in den Klärschlammproben gefundenen Serotypen 
denen der in den Gesundheitsämtern registrierten gegenüber
gestellt .
Dabei ergab sich bei 77 Befunden bei 23 (29,9 %) eine 
Übereinstimmung zwischen Klärschlammbefunden und Befunden 
am Gesundheitsamt. 23 (29,9 %) Salmonellenbefunde waren nur 
am Gesundheitsamt registriert, 31 (40,2 %) nur im Klär
schlamm. Von 35 Serotypen wurden 13 (37 %) nur aus dem 
Klärschlamm isoliert, 6 (17 %) nur im Rahmen der Tätigkeit 
der Gesundheitsämter und 16 (46 %) sowohl im Klärschlamm

© Bundesamt für Wasserwirtschaft, download www.zobodat.at



12 2

als auch bei den Gesundheitsämtern. Damit steht der Gruppe 
der sowohl als Erreger gemeldeten als auch im Klärschlamm 
gefundenen Serotypen eine relativ große Gruppe von Seroty
pen gegenüber, die nur aus Klärschlamm isoliert werden 
konnte.
Abb. 7: Serotypen und Summe der Serotypen 
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Abb. 8: Serotypen und Summe der Serotypen 
1 000 - 25 000 EGW

n
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Für derartige Befunde finden sich in der Literatur zahlrei
che Interpretationsversuche (SCHÜSSELER, 1986; SOBOTTA, 
1986; WICKE, 1986), bislang jedoch kaum einer, der die 
angewandten Untersuchungsmethoden zur Isolierung von Salmo
nellen als Anhaltspunkt ausführt (GÄRTNER, 1975). Jeden
falls gibt es einige Hinweise darauf, daß die in der klini
schen Mikrobiolgie erfolgreich angewendeten Untersuchungs
methoden zur Isolierung von Salmonellen nicht unmittelbar 
auf die Untersuchung von Klärschlamm übertragbar sind 
(HEINRICH, 1959; HASLAUER, 1984; PHILIPP, 1988).

Abb. 9: Serotypen KS und Patient

C0)a  o) 
i» B ■u BO 3 L, CO 4)

CO * *

nur im nur im Übereinstimmung 
KS Patienten
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Die in Abb. 10 dargestellte Methodik wird zur Untersuchung 
von Klärschlamm auf Salmonellen vorgeschlagen. Zur Erhöhung 
der Serotypenausbeute wird Ausplattieren auf mindestens 
zwei selektiven Platten empfohlen. Eine mehrstufige Haupt
anreicherung scheint nach den vorläufigen Erfahrungen durch 
die vorgeschlagene Methodik nicht erforderlich. Ob künftig
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 Klärschlamm
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5. Zusammenfassung
Die mehrjährigen Untersuchungen von Klärschlamm aus kommu
nalen Kläranlagen von 1 000 bis 80 000 EGW ergaben für 
"nichtentseuchte" Proben ca. 80 Salmonella positive 
Befunde, wobei die Auffindungsrate in erheblichem Maße 
direkt vom angewendeten Untersuchungsverfahren abhängig 
ist. Aus 54 positiven Proben wurden bislang 34 Serotypen 
isoliert. Am häufigsten wurden S. panama, S. t y p h i m u r i u m , 
S. agona, S. infantis. S. braenderup, S. thompson und S. 
senftenberg isoliert. Die Gruppe C 1 war mit 11 Serotypen 
am häufigsten vertreten. Es konnte nachgewiesen werden, daß 
zur Isolierung von Salmonellen aus Klärschlamm 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 Verdünnung 
zwischen Vor- und Hauptanreicherung eine erhebliche Erhö
hung der Ausbeute gegenüber "klassischen" Medien mit sich 
bringt. Brillantgrünagar (BPLS) erwies sich als hochselek
tiver Nährboden für die Ausstriche der Hauptanreicherung. 
Zur Erhöhung der Ausbeute, sowohl an positiven Befunden als 
auch insbesondere an Serotypen iS. typhi), sollten weiter
hin ein klassisches Anreicherungsmedium sowie auch eine 
weitere selektive Platte verwendet werden.
Zwischen der Größe der Abwasserreinigungsanlage und den 
isolierten Serotypen besteht für 1 000 bis 25 000 EGW ein 
statistisch abgesicherter, signifikanter Zusammenhang für 
das Untersuchungsgebiet.
Wegen der hohen Wiederfindungsrate von Salmonellen im 
Klärschlamm können unter Umständen derartige Salmonellabe
funde weitere vertiefende Erkenntnisse über deren Ausbrei
tung ermöglichen. Durch konsequente, standardisierte und
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längerfristige Erstellung von Salmonellaprofilen nicht 
hygienisierter Klärschlamme ist aus den vorgestellten 
Erkenntnissen ein Modell bzw. eine Meßmethode zur Überprü
fung der umwelthygienisch relevanten Wirksamkeit der Desin
fektion von Klärschlamm denkbar. Weitere diesbezügliche 
Untersuchungen sind erforderlich.
Als zusätzlicher Faktor für die Diskrepanz zwischen den aus 
Klärschlamm 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 Klärschlamm zu über
tragen. Eine Methode mit hoher Ausbeute wird vorgeschlagen.
Wegen der zentralen Bedeutung der Überwachung von Klär
schlamm in mikrobiologischer Hinsicht im Sinne einer um
welthygienischen Schutzmaßnahme ist eine internationale 
Standardisierung des Salmonellennachweises im Klärschlamm 
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 . p a n a m a , S. typh-imuri-urrij S. a g o n a } S. -inf a n t i s , S. 
braenderupj 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 used. There is 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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