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Die bakterielle Ringfaule der Kartoffel, verursacht durch Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
(Cms), unterliegt als Quarantineschadorganismus weltweit strengen amtlichen Regelungen. In der Eu-
ropiischen Union sind im Rahmen einer Bekidmpfungsrichtlinie u.a. umfangreiche MaBnahmen und
Vorschriften fiir die Behandlung von Kartoffelpartien, die mit dem Erreger infiziert sind, vorgeschrie-
ben. Eine Verarbeitung von solchen Kartoffelpartien ist nur dann moglich, wenn gesichert ist, dass kei-
ne Gefahr einer weiteren Ausbreitung bzw. Verschleppung des Erregers besteht. Eine neue Méglichkeit
der ckonomisch und 6kologisch giinstigen Verwertung stellt die Behandlung in mesophilen anaeroben
Biogasanlagen dar. Der bisherige Kenntnisstand erlaubt jedoch keine zuverléssige Risikobewertung zur
Uberlebensfihigkeit von Cms bei der anaeroben Vergirung. Aus diesem Grund wurde in einem durch
die Fachagentur fiir Nachwachsende Rohstoffe geférderten Forschungsprojekt die hygienisierende Wir-
kung der anaeroben Vergirung auf die Uberlebensfahigkeit von Cms untersucht.

Auf Grund des Quarantinestatus wurden die Untersuchungen unter Nutzung eines Labor-Durch-
flussfermenters im Leibniz-Institut fiir Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V. durchgefiihrt, wodurch eine
Verschleppung von Cms ausgeschlossen werden konnte.

Zunichst musste ein Keimtriger entwickelt werden, der sich fiir die Aufnahme des Testmaterials eig-
nete, entsprechend dicht und belastbar war. Mit Hilfe der Keimtrager wurde mit Cms natiirlich infiziertes
Kartoffelmaterial in die anaerobe Vergirungsanlage eingeschleust und nach 6 h, 24 h und 138 h wieder
ausgeschleust. Eine einzelne Ein-und Ausschleusung setzte sich aus neun Keimtrégern zusammen, die
entsprechend der untersuchten Expositionszeit im Fermenter verblieben. Der Inhalt von drei Tragern
wurde sofort aufgearbeitet, drei Triger nach einmonatiger und drei Trager nach sechsmonatiger Lager-
zeit bei Raumtemperatur im Fermenterinhalt.

Die Isolierung von Cms aus der komplexen Matrix Fermenterinhalt erforderte zunéchst eine umfang-
reiche Aufreinigung der Proben, um pflanzliche Riickstinde zu entfernen und den Erreger zu konzen-
trieren. Die anschlieBende Uberpriifung der Lebensfihigkeit erfolgte parallel mit verschiedenen Testver-
fahren: semi-selektive Anreicherungsverfahren iiber Ndhrmedien und Biotest mit Auberginenpflanzen.
Die Quantifizierung des Erregers im Ausgangsmaterial und in der Probe erfolgte mittels Immun-Fluo-
reszenztest. Zur Identifizierung verdichtiger Kolonien als Cms kam die PCR zur Anwendung.

Die Untersuchungen ergaben, dass Cms bei einer Verweilzeit von sechs Stunden im Fermenter nicht
inaktiviert wird. Es konnten in allen Trigern lebende Kulturen von Cms isoliert werden, die sich im
Biotest als virulent erwiesen. Selbst eine anschlieBende Lagerung der Keimtrager in Fermenterinhalt fiir
einen Monat bzw. sechs Monate fiihrte nicht zur vollstindigen Inaktivierung des Erregers. Im Gegensatz
dazu war es nicht méglich, den Erreger weder nach 24 h noch nach 138 h im Fermenter mit keiner der
verwendeten Methoden lebensfihig aus den Tréigern zu isolieren. In weiteren Untersuchungen wurde
der Einfluss des Zerkleinerungsgrads auf die Inaktivierung untersucht. Hierbei konnte kein Unterschied
zwischen gestiickeltem und mazeriertem Kartoffelmaterial festgestellt werden.
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Fazit

Aus den Ergebnissen lésst sich ableiten, dass eine sofortige Inaktivierung von Cms durch die anaerobe
Vergdrung nicht erreicht werden kann.

Vielmehr konnte gezeigt werden, dass der Erreger kurze Verweilzeiten, die bedingt durch Kurz-
schlussstromungen in der Praxis durchaus vorkommen, iiberleben kann und selbst im gelagerten Fer-
menterinhalt bis zu 6 Monate vital bleibt.

Schlussfolgerungen

Zwar konnte der Erreger nach 24 h und 138 h Verweilzeit im Fermenter in allen untersuchten Proben in-
aktiviert werden, eine Verifizierung der Ergebnisse aus dem Labor-Durchflussfermenter im technischen
MaBstab wére allerdings anzustreben.

Weiterhin sollte gepriift werden, ob und inwieweit Cms bei einer anaeroben Vergirung unter ther-
mophilen Bedingungen inaktiviert werden konnte.

Unter Beriicksichtigung der im vorliegenden Projekt erarbeiteten Daten kann eine Entsorgung von
Kartoffelpartien, die mit Cms infiziert sind, in mesophilen anaeroben Biogasanlagen nicht empfohlen
werden.

Bleibt unter bestimmten Umstdnden keine andere Méglichkeit zur Verwertung von mit Cms befalle-
nen Kartoffelpartien ist sicherzustellen, dass die anfallenden Girriickstinde nicht auf Ackerflichen mit
Kartoffeln in der Fruchtfolge ausgebracht werden.

Survival of Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus during anaerobic digestion

The bacterial ring rot disease on potato is caused by Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (Cms)
and is classified as a quarantine disease in the European Union. Strict measurements have been es-
tablished in order to avoid a spread of the organism. Furthermore, there is a set of regulation which
needs to be fulfilled when infected potato lots are processed. It is only allowed to process such potatoes
when it is guaranteed that there is no risk of a further spread of the pathogen. A new emerging sanita-
tion treatment is mesophilic anaerobic digestion, but the current knowledge does not allow a reliable
risk assessment for the spread of Cms. Therefore, more research is necessary to prove the effectiveness
of currently used treatments as well as to determine conditions under which a reliable and sufficient
inactivation of Cms can be guaranteed. For this purpose, a research project, which is funded by the
‘Fachagentur fiir Nachwachsende Rohstoffe’, was conducted in order to prove the sanitation effect of
mesophilic anaerobic digestion.

Due to the quarantine status, fermenation was conducted in a lab-scale biogas reactor run by the
‘Leibniz-Institut fiir Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V.,

First of all, it was necessary to develop a tight and mechanically stable pathogen carrier for the
introduction of infected potato material into the digestion process. Heavily infected potato material was
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troduced for 6 h, 24 h and 138 h. After the removal, the carriers were either processed immediately,
stored for one month or six months. Storage was done in digestate at room temperature.
The viability of Cms was proven by a combination of two semi-selective enrichment methods, name-
y dilution plating on agar medium and inoculation into eggplant. The total cell count was determined
v immunofluorescence test, and suspected Cms colonies were identified by polymerase chain reaction.
The results showed that an exposure time of six hours did not lead to an inactivation of Cms. The
pathogen could be isolated from all samples and was shown to be viable and highly virulent. Even a
subsequent storage of one month and six months could not inactivate Cms completely. In contrast to
that, it was not possible to isolate Cms neither after 24 h nor 138 h by the used isolation methods.

Conclusion

It is desirable to check the results on a technical level with respect to quarantine requirements.

The data obtained reveal that it is not recommended to dispose of potato lots infected by Cms using
mesophilic anaerobic digestion. Furthermore, short circuitings may occur in the digester in practice and
Cms may survive a longer storage of the digestate.

If there is no other option to process infected potato lots, the digestate must not be spread on fields
with a crop rotation that includes potatoes.

[t has to be found out whether and to which extent it is possible to totally inactivitate Cms in anae-
robic digestion under thermophilic conditions after a short period of exposure.
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