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1 EINLEITUNG

Seit mehr als 15.000 Jahren stehen Hunde dem Menschen treu zur Seite, sei es als
Wéchter, Helfer oder Freund. Heutzutage sind Hunde meist als festes Mitglied in die Familie
integriert oder avancieren gar zum Partnerersatz (KITCHENHAM, 2006).

Wie weit diese Tierliebe geht, zeigt eine Umfrage des Marktforschungsinstituts
TheConsumerView (TCV) in Bremen aus dem Jahre 2009, der zufolge 66,3 % der befragten
Hundehalter lieber ihrem neuen Lebenspartner den Laufpass geben wiirden als ihrem Hund,
falls beide sich nicht verstiinden. In der Generation 50+ waren es sogar 74,2 % (TCV, 2009).

In Japan hat die Hundehaltung in den vergangenen Jahren einen wahren Boom erlebt.
Mittlerweile kommen auf 100 Einwohner bereits 9,7 Hunde und in absehbarer Zeit werden in
japanischen Haushalten mehr Hunde als Kinder unter 15 Jahren leben (STEFFEN, 2010).

Im vergleichsweise hundearmen Deutschland mit nur 6,6 Hunden pro 100 Einwohner werden
durch die Hundehaltung jahrlich rund 5 Milliarden EUR erwirtschaftet (OHR und ZEDDIES,
2006).

Eine Analyse des Industrieverbandes Heimtierbedarf (IVH) e.V. zeigt, dass die Deutschen fir
Hundefutter im Jahre 2009 Uber eine Milliarde Euro ausgegeben haben und fir weitere
Bedarfsartikel immerhin noch 150 Mio. EUR (IVH, 2010).

Durch die Hundesteuer konnten im Jahr 2009 allein in Baden-Wurttemberg uber
31 Mio. EUR eingenommen werden. Allerdings dient lediglich ein kleiner Teil dieses Geldes
der Entfernung von Hundekot, von dem taglich deutschlandweit rund 1.500 Tonnen anfallen
(ANONYM, 2010a; OHR und ZEDDIES, 2006).

Der vor allem bei Rinderhaltern gefiirchtete Parasit Neospora caninum, der Uber Hundekot
Ubertragen wird und im Verdacht steht, Aborte bei Rindern auszulésen schuf die Grundlage
dieser Arbeit. Untersuchungen belegen jedoch, dass die Gefahr eines N. caninum-bedingten
Abortes sehr gering ist. Darliber hinaus hat sich die Arbeit mit dem Parasiten in der
Vergangenheit als nicht unproblematisch erwiesen, so dass der Fokus in der vorliegenden
Arbeit auf im Hundekot vorkommende bakterielle Erreger sowie den Parasiten
Cryptosporidium parvum gelegt wurde (SCHARES et al., 2006).
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Bereits unter &sthetischen Gesichtspunkten ein Argernis kann Hundekot zudem zahlreiche
potenzielle Krankheitserreger enthalten, die sowohl fiir Artgenossen und andere Tiere als
auch fir den Menschen ein Risiko darstellen kdnnen (MEYER und ZENTEK, 2005).

In verschiedenen Untersuchungen wurde deshalb die Problematik Hundekot unter
verschiedenen  umwelthygienischen  Gesichtspunkten betrachtet, die  Antibiotika-
Resistenzsituation von aus Hundekot stammenden Bakterien untersucht und Versuche zur
Tenazitat verschiedener Bakterien sowie dem Parasiten Cryptosporidium parvum wahrend
der Silagebereitung durchgefihrt.

Die umwelthygienischen Untersuchungen beschrankten sich auf einen Landkreis mit
zentraler Lage in Baden-Wirttemberg mit relativ ausgeglichenem Verhaltnis zwischen
stadtischen und landlichen Gebieten.

Begonnen wurde mit einer Abfrage zum Umgang mit der Thematik Hundekot in allen
Kommunen des Landkreises.

Das Ausfiihr-, Abkot- und Futterungsverhalten wurde mit Hilfe eines an Hundehalter
gerichteten Fragebogens ermittelt.

Da momentan lediglich Schatzwerte zur Verschmutzung landwirtschaftlich genutzter
Grunlandflachen mit Hundekot existieren, wurde in dieser Arbeit die tatsachliche Belastung
einiger ausgewabhlter Flachen untersucht.

Im Rahmen dieser Flachenuntersuchungen wurde stichprobenartig Hundekot gesammelt
und die Anwesenheit bzw. die Konzentrationen einiger Krankheitserreger bestimmt, die in
Hundekot enthalten sein kénnen.

Um einen Uberblick iiber die Resistenzsituation von Escherichia coli bzw. Salmonellen aus
Hundekot gegenuber einiger gangiger Antibiotika zu erhalten wurde Hundekot in Tierheimen
im Raum Stuttgart gesammelt und die daraus gewonnenen Isolate mit Hilfe des Agar-
Diffusionstests sowie des Mikrodilutionsverfahrens untersucht.

In einem weiteren Versuch wurde Silage im Labormafstab artifiziell mit typischen, im
Hundekot vorkommenden Bakterien sowie dem Parasiten Cryptosporidium parvum
kontaminiert. Der Einfluss der wahrend der Silierung ablaufenden Prozesse wurde anhand

der Tenazitat der verwendeten Mikroorganismen Uber definierte Zeitraume beobachtet.
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2 LITERATUR

2.1 Der Hund

Die Evolution des Hundes reicht etwa 50 Millionen Jahre zurlck, als die mardergroRen
Miaciden, die Vorfahren der heutigen Haushunde, entstanden sind. Die Geschichte der
Caniden (Hundeartigen), zu denen neben Hunden auch Flichse, Schakale, Kojoten und
Wolfe gehdren, lasst sich 30 Millionen Jahre zurtickverfolgen. Die ersten Tiere stammten aus
Nordamerika, von wo aus sie sich nach Europa, Asien und Afrika hin ausbreiteten.

In Mitteleuropa entstanden die Vorfahren der heute bekannten Caniden vor etwa zwei
Millionen Jahren. Mittlerweile zahlt die Familie der Caniden zehn Gattungen, die mit rund 40
Arten weltweit verbreitet sind (ROBBIN, 1982; BLOCH, 2004; ZIMEN, 1992).

Vor 100.000 Jahren begann die Selbstdomestikation der Hunde durch Wélfe, die sich, von
Essensresten angelockt, menschlichen Siedlungen naherten. Das Zusammenleben brachte
auf beiden Seiten Vorteile mit sich: Der Mensch bot dem Hund Futter und Schutz vor der
Witterung und der Hund revanchierte sich mit seinen feinen Sinnesorganen, die bei der Jagd
oder zum Schutz vor Feinden von Vorteil waren (SCHONING, 2008).

Die feinen Sinne der Hunde werden auch heute noch genutzt und ermdglichen den Einsatz
als Wach-, Schutz- und Rettungshunde, Blinden- und Therapiehunde, Such- und Splrhunde,
Hitehunde, Schlittenhunde und Jagdhunde. Trotz intensiven Forschungen ist es bislang
noch nicht gelungen, technische Methoden zu entwickeln, die ebenso effizient arbeiten wie
der Hund, so dass er nach wie vor unverzichtbarer Bestandteil unserer Gesellschaft bleibt.
Die meisten gemeldeten Hunde haben aber ihren festen Platz als Familienmitglieder
(HESSE, 2009).
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2.2 Problematik Hundekot

Alle Futterbestandteile, die nicht durch kdrpereigene oder mikrobielle Prozesse abbaubar
sind, werden als Kot Uber den Enddarm an die Umwelt abgegeben. Der Kot beinhaltet
dariiber hinaus Sekrete aus den Verdauungsdriisen, Epithelzellen und Schleim sowie
aufgenommene Partikel wie z.B. Haare, die nicht verdaut werden konnten.

Die Haufigkeit und Menge des abgesetzten Kots variiert von Hund zu Hund, da verschiedene
Faktoren wie GroRe und Rasse des Hundes, Fitterung, Haltungsbedingungen und auch
anerzogene Gewohnheiten einwirken.

Futterrationen, die auf hochverdaulichen Bestandteilen wie Fleisch basieren, fiihren zu
einem selteneren Absetzen von Kot als dies bei einer faserreichen Erndhrung der Fall ware.

Im Normalfall wird etwa ein bis zwei Mal pro Tag Kot abgesetzt.

Die Farbe des Kots wird maRgeblich von der Futterzusammensetzung beeinflusst.
Eine ausgewogene Futterung fihrt zu dunkelbraunem Kot, wahrend eine vermehrte
Futterung von Knochen oder Milchprodukten den Kot gelblich farbt. Gemiise Iasst den Kot
dagegen grin, manche Gemiusesorten wie Karotten oder Rote Beete ihn auch rot
erscheinen.

Der Geruch des Kots hangt mit der Futterart und der Darmpassagezeit sowie dem
Wassergehalt, der Ublicherweise zwischen 55 und 75 % liegt, zusammen. Léangere
Verweildauern im Darm und ein erhdhter Wassergehalt sorgen fur zunehmend intensiv,
faulig riechenden Kot (MEYER und ZENTEK, 2005).

Als Mitglied der Familie der Carnivoren hat der Hund sehr viel leistungsstarkere
Verdauungsenzyme als der Mensch, ist aber nicht in der Lage pflanzliche Nahrung zu
verwerten. Aus diesem Grund mussen Obst und Gemduse fir Hunde kinstlich ,vorverdaut®
werden, entweder durch Kochen oder durch vitaminschonenderes Plrieren (BOHM, 2006).
Der Verdauungstrakt ist von verschiedenen Bakterien bevolkert, die zur Normalflora gehoéren
und die Verdauung z.B. durch enzymatischen Stoffabbau unterstltzen. Die Anzahl dieser
Bakterien nimmt von 10° im Magen bis 10° koloniebildenden Einheiten pro Gramm (KBE/g)
im Dickdarm kontinuierlich zu und betrdgt im Kot Uber 10'> KBE/g. Kommt diese
Bakterienflora z.B. durch eine radikale Futterumstellung aus dem Gleichgewicht, ist der Weg
fur Infektionen geebnet, die sich schlimmstenfalls klinisch manifestieren kdnnen (SUTTORP
et al., 2004; MEYER und ZENTEK, 2005).
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Der pH-Wert innerhalb des Verdauungstrakts schwankt bei Hunden stark. So weist die
Magensaure zwischen den Mahlzeiten Werte um sechs auf, wahrend sie, abhangig von
Futtermenge und -zusammensetzung, bei den Mahizeiten rasch absinken kann. Tiefstwerte
von zwei bis drei werden meist erst einige Stunden nach der Futteraufnahme erreicht.
Im weiteren Verlauf des Verdauungssystems liegt der pH-Wert bei sechs bis sieben, was
auch dem Wert des ausgeschiedenen Kots entspricht. Da die Magensaure bei Hunden viel
starker konzentriert ist als bei anderen Wirbeltieren, sind sie in der Lage, Nahrung zu
verwerten, die fir andere Wirbeltiere schadlich ware, wie z.B. angegangenes Fleisch. Aus
diesem Grund kommen bei erwachsenen Hunden rein bakteriell bedingte
Verdauungsstorungen relativ selten vor. Selbst bei Salmonellen bedarf es zur Auslésung
einer klinisch manifestierten Enteritis einer Mindestinfektionsdosis von 10°, gepaart mit
zuséatzlichen erndhrungs- oder gesundheitsbedingten Faktoren. Infektionen mit Escherichia
coli, Campylobacter jejuni oder Clostridium difficile werden noch seltener diagnostiziert.
Clostridium perfringens gehort zur Normalflora des Hundedarms, vereinzelt kann es aber bei
der Aufnahme von enterotoxinbildenden Clostridien-Stdmmen zu Durchféllen oder Erbrechen
kommen.

Viral bedingte Verdauungsstérungen zeigen in der Regel ausgepragtere Symptome als
bakteriellen Infektionen und kommen hauptsachlich bei jungen Hunden vor. Verursacher sind
oft Parvo-, Corona- oder Rotaviren.

Dank verbreiteter Prophylaxe kommen parasitar bedingte Verdauungsstérungen, meist
ausgeldst durch Giardien, Kokzidien, Spul-, Haken- und Peitschenwirmer, nur noch selten
vor (MEYER und ZENTEK, 2005; ROBBIN, 1982).

Der Trend bei der Hundeernahrung geht vermehrt zum sog. Barfen (Bone and Raw Food
oder Biologisch Artgerechtes Rohes Futter), also der Futterung ausschlieflich roher
Produkte. Die Palette erstreckt sich dabei von Fleisch, Fett, Innereien und Knochen
verschiedener Tiere Uber Milchprodukte, Eier bis hin zu Obst und Gemise. Im Gegensatz zu
anderen Karnivoren ist eine solche Futterung beim Hund mdglich, da er auf Grund seines
anpassungsféhigen Verdauungstraktes nicht auf eine rein tierische Erndhrung angewiesen
ist. Der genaue Anteil der ,gebarften* Hunde lasst sich allerdings nur schwer erfassen, da die
Fltterungsform sehr unterschiedlich ausgelegt werden kann (ZORN und STEELE, 2008;
MEYER und ZENTEK, 2005).

Da mittlerweile jeder vierte Hund von Allergien betroffen ist, wechseln viele der betroffenen
Hundehalter zur Rohfltterung, um ihrem Tier zu helfen. Neben dem Rickgang von Allergien

scheinen die meisten Hunde nach der Futterumstellung zudem widerstandsfahiger gegen
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Krankheiten zu sein. Ein weiterer positiver Effekt ist die geringere Kotmenge pro Absatz
(rund 2/3 weniger als bei der Ublichen Trocken- bzw. Dosenfiitterung), da bei der
Rohfiitterung mehr Futterbestandteile verdaut werden kénnen (BIBER, 2006).

Eine hohe Qualitat des verfitterten Fleisches ist beim Barfen auf Grund der mdglichen
Kontamination mit verschiedenen Krankheitserregern, die durch Erhitzen abgetdtet werden
wirden, unumganglich. Durch die steigende Nachfrage wird zunehmend vermeintlich
einwandfreies Fleisch aus den Ostblockstaaten importiert. Dort sind Krankheiten wie die
Aujeszki-Krankheit noch nicht ausgerottet und auch der Fleischbeschau unterliegt nicht dem
Standard wie hierzulande (ZORN und STEELE, 2008). In einschlagiger Fachliteratur wird
deshalb haufig von der Verfitterung jeglicher vom Schwein stammender Produkte, auch in
gekochter Form, abgeraten (BOHM, 2006; SCHAFER und MESSIKA, 2005). Andererseits
gibt es auch Fachbuchautoren, die sogar die Verfitterung von Rinderféten und
Rindernachgeburten, Hochrisikomaterial im Hinblick auf Neospora caninum, anraten (BIBER,
2006). Bei der Verfltterung roher Eier oder Geflligelfleisch muss die Méglichkeit einer
Salmonelleninfektion bedacht werden (MEYER und ZENTEK, 2005).

Verschmutzungen durch Hundekot flhren immer wieder zu Auseinandersetzungen zwischen
Hundehaltern und Landwirten. In den vergangenen Jahren wurden diese meist hitzigen
Diskussionen durch den Parasiten Neospora caninum entfacht, der bei Rindern zu Aborten
fihren kann. Dass diese Gefahr aber als relativ gering einzustufen ist, zeigt eine
Risikobewertung des Friedrich-Loffler-Instituts (SCHARES et al., 2006).

Andere Bakterien und Parasiten, die im Hundekot zu finden sind, haben ein weitaus
groReres Infektionspotenzial:

Bei einer parasitologischen Untersuchung von 1.281 Hundekotproben wurde Giardia sp. und
Isospora sp. in 2,3 %, Toxocara canis in 2,2 %, Ancylostomatidae (Hakenwuirmer) in 1,4 %,
Taeniidae (Bandwirmer) in 0,8 %, Crenosoma-Larven (Lungenwurmer) in 0,6 % und
Capillaria sp., Trichuris vulpis und Hammondia-ahnliche Oocysten in 0,2 % aller Proben
gefunden (EPE et al., 2004).

In anderen Arbeiten konnten erhdhte Konzentrationen verschiedener parasitarer
Dauerstadien in Boden- und Sandproben von Parkanlangen, Kinderspielplatzen und
Hundeflachen nachgewiesen werden, darunter haufig Oocysten des Hundespulwurms
Toxocara canis, die auch fur den Menschen als Fehlwirt infektios sind (BAUER, 2006a).
Einige bei Hunden vorkommende Parasiten, die auch andere Tiere und den Menschen

infizieren kénnen, sind in Tabelle 1 aufgelistet.
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Tab. 1: Infektiositat von bei Hunden vorkommenden parasitéaren Dauerstadien
(nach BAUER, 2006a)

Parasit Infektioses |Infektiositat fiir Tiere Infektiositat fiir
Stadium Menschen

Giardia Zyste v.a. Artgenossen wahrscheinlich

Cryptosporidium | Oocyste v.a. Artgenossen ja

Neospora Oocyste Rind nein

caninum

Sarcocystis spp. | Sporocyste | Wiederkauer, Schwein, Pferd ja

Taenia spp. Ei artabhangig: Schaf, Ziege | nein

Schwein, Kaninchen

Echinococcus Ei Wiederkauer, Schwein, Pferd, u.a. |ja, haufiger in der

granulosus Mittelmeerregion

Echinococcus Ei haufig Zwischenwirte wie Mause, |ja, aber selten,

multilocularis seltener Schwein, Hund u.a. schwere Erkrankung
mit hoher Letalitat
Uncinaria Larve Artgenossen ja, aber selten
Toxocara canis | Ei viele Sdugetierarten ja, haufig ohne
Erkrankung
Trichuris vulpis | Ei Artgenossen nein

Als Reaktion auf zum Teil stark mit Hundekot verschmutzte Wiesen haben die
Bauernverbande der L&énder Hinweistafeln an Ackern und Wiesen aufgestellt, um
Hundehaltern die Problematik nahe zu bringen (LBV-BW, 2005).

Laut § 51

landwirtschaftlich genutzter Flachen wahrend der Nutzzeit, also der Zeit zwischen Saat bzw.

des baden-wirttembergischen Naturschutzgesetzes ist das Betreten
Bestellung und Ernte, bei Griinland der Zeit des Aufwuchses und der Beweidung, ohnehin
nur auf Wegen gestattet. Zuwiderhandlungen kénnen mit Geldstrafen bis zu 15.000 EUR

geahndet werden (NatSchG, 1995).

Anders als von vielen Hundebesitzern angenommen, wird die Hundesteuer nicht zur
Beseitigung des Hundekots verwendet. Lediglich ein kleiner Teil flieRt in die Reinigung der

Innenstadte, da der Halter selbst verpflichtet ist, den Kot seines Hundes zu entfernen.
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Die Anschaffung der von Stadten und Gemeinden bereitgestellten Hundekotbeuteln dagegen
wird durch die Hundesteuer mitfinanziert.

Die im Jahr 1810 als Steuer fiir Luxusgtiter eingefiihrte Hundesteuer dient heutzutage neben
der Erzielung staatlicher Einnahmen (247,5 Millionen EUR im Jahr 2009) auch dazu, die
Anzahl der Hunde im Land zu begrenzen.

Jede Kommune legt die Hundesteuer individuell fest, was zu teils erheblichen
Schwankungen flhrt. Die Kommunen sind jedoch zu keiner Gegenleistung wie etwa der
Schaffung von Hundeauslaufzonen in Parks oder Ahnlichem verpflichtet (OHR und
ZEDDIES, 2006; KITCHENHAM, 2006).

Viele Stadte und Gemeinden haben aber mittlerweile Hundekotentsorgungsstationen
aufgestellt, an denen kostenlos Beutel entnommen und die Hinterlassenschaft auch gleich
entsorgt werden kann. Immer haufiger finden sich vor allem in gréReren Stadten innerorts
oder in Ortsrandlage spezielle Hundeanlagen, die regelmaRig von der Stadtreinigung
gesaubert werden (OHR und ZEDDIES, 2006).

In Berlin, wo die Hundekotproblematik besonders groR ist, hat die Organisation ,Stadt und
Hund® (www.stadtundhund.de) in vielen Stadtteilen MaRnahmen zur Eindammung ergriffen.
Neben den zusténdigen Amtern wird die Bevélkerung mit einbezogen, sei es als Initiatoren,
Geldgeber oder als freiwillige Tutenspenderpaten.

Nach einer umfassenden Aufklarungskampagne mit Diskussionsrunden wurden
Tltenspender aufgestellt, deren Erfolg durch regelmafiges Erfassen aller Hundekothaufen
(,Kotkartierung®) auf einzelnen Gehwegabschnitten gemessen werden kann.

Eine weitere Dienstleistung von der Organisation ,Stadt und Hund“ ist die quartalsweise
Zusendung von Hundekotbeuteln (KROCKAUER, 2009; WULLNER und KROCKAUER,
2009; KITCHENHAM, 2006).

Bei der Beseitigung der Kothaufen wird die Berliner Stadtreinigung (BSR) von einem privaten
Unternehmen unterstiitzt, das taglich mit ,Hundekotmobilen® die Schwerpunktbereiche
saubert. Um die jahrlich anfallenden 912 Tonnen Hundekot entfernen zu lassen, entstehen
der BSR Kosten in H6he von rund 900.000 EUR (HOFF, 2008).

Beim Thema Hundekot scheint die Kreativitdt der betroffenen Stadte und Gemeinden
weltweit kaum Grenzen zu kennen, wobei die in Paris oder London falligen Geldstrafen (183
bzw. bis zu 1.450 EUR) dabei noch die gewodhnlichsten Methoden sind, um dem Kot Herr zu

werden.
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So bestiicken im Stadtgebiet Stuttgart seit kurzem freiwillige Paten ,ihre* Hundetoilette mit
von der Stadt bereit gestellten Titen (HASENMAYER, 2007).

In Dresden als auch in der bayerischen Gemeinde Volkach war die Verwendung von DNA-
Tests zur Ermittlung von ,Kotstiindern® im Gesprach. Beide Vorhaben scheiterten allerdings
an der fehlenden Rechtsgrundlage (BILD, 2006a; BILD, 2009).

Ebenfalls nicht durchsetzen konnte sich das von der Stadt Frankfurt a.M. getestete ,Dog Poo
Spray“, das Hundekothaufen vereisen und so die Entsorgung erleichtern sollte
(BILD, 2006b).

Tel Aviv setzte auf die Belohnungstaktik: Im Rahmen einer Kampagne erhielten
Hundebesitzer, die beim Entfernen eines Hundehaufens beobachtet wurden, einen Sack
Hundefutter geschenkt.

Im franzdsischen Lyon wurden bunte Plastikkothaufen ausgesetzt, welche die Hundehalter
fur die Verschmutzungsproblematik sensibilisieren sollten.

Die belgische Stadt Littich setzte Hundekotsauger ein, die allerdings wieder aus dem
Verkehr gezogen wurden, nachdem einer von ihnen einen GroRbrand mit Millionenschaden
verursachte.

Im tierlieben San Francisco - rund 240.000 Hunde und Katzen werden dort als Heimtiere
gehalten - laufen bereits Pilotversuche mit Anlagen zur Biogasgewinnung aus Hundekot.

Die wohl effektivste Methode im Umgang mit der Hundekotproblematik haben aber wohl die
Islander entwickelt, indem sie die Hundehaltung in ihrer Hauptstadt Reykjavik nach einem
Echinokokkose-Ausbruch im Jahre 1924 komplett verboten haben. Seit Mitte der 80er Jahre
kann fir viel Geld zwar eine Hundehaltungsgenehmigung erworben werden, die Innenstadt
von Reykjavik ist aber nach wie vor hundefreie Zone (ANONYM, 2009a).

2.3 Landwirtschaftlich genutzte Grinlandflachen

Die in gemaRigten Breiten bekannte Form des Griunlands ist nicht unter natirlichen
Bedingungen entstanden, sondern durch Rodungen und Abbrennen im Zuge der
Besiedelung. Somit nimmt Grlnland, das sténdig gepflegt werden muss, um eine Ver-
buschung zu vermeiden, eine Mittelstellung zwischen Wald und Ackerland ein. Griinland
zeichnet sich im Gegensatz zur Monokultur bei Ackeranbau durch die Vielzahl verschiedener
Pflanzenarten aus. Neben den Ober- und Untergrasern sind verschiedene Futterkrauter wie
Léwenzahn oder Spitzwegerich und stickstoffbindende Leguminosen, aber auch giftige
Pflanzen wie die Herbstzeitlose zu finden. Manche Pflanzen sind sehr eng mit den
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vorherrschenden Bedingungen ihres Aufwuchsortes wie Bodenbeschaffenheit oder
Nahrstoffangebot verbunden und werden deshalb als Zeigerpflanzen bezeichnet. Mit Hilfe
solcher Zeigerpflanzen ist es mdglich, Rickschlisse auf die Gegebenheiten der Griinflache
zu ziehen und so eine moglichst standortgerechte Bewirtschaftung zu gewahrleisten.
Grinland kann anhand der Pflanzenzusammensetzung mittels Punktesystem bewertet
werden (RIEDER, 1983; DIEPENBROCK et al., 2009, HEYLAND, 1996).

Die genaue Definition einer Grlnlandflache erfolgt anhand des Standorts und der
Nutzungsart:

Zum absoluten Grinland zahlen Flachen, die eine andere Form der Bewirtschaftung auf
Grund ihrer Lage (Hanglage, Hohenlage, Uberschwemmungsgebiet) nicht zulassen. Solche
Flachen sind in Deutschland in maritimen Gegenden, in héheren Lagen, den Mittelgebirgen
sowie den Alpen und dem Alpenvorland zu finden. Kinstliche Bewasserung wird in
trockeneren Gebieten notwendig, da zur Produktion von einem Kilogramm Trockenmasse
etwa 500 bis 600 Kilogramm Wasser verbraucht wird (RIEDER, 1983; VOIGTLANDER und
JACOB, 1987).

Als fakultatives Grlinland werden Flachen bezeichnet, die zwar anderweitig nutzbar waren,
es aber aus 6konomischen Grlinden sinnvoller erscheint, sie als Griinland zu verwenden.

Im Wechselgriinland alternieren mehrjahrige Grlnlandnutzung und ein- bis zweijahrige
Ackerbaunutzung. Obwohl auf diese Weise die von den Wiesen zurlickgebliebenen Wurzeln
den Ackerboden mit Nahrstoffen anreichern, so den Bodenzustand verbessern und typische
Weideunkrauter eliminiert werden, verliert diese Bewirtschaftungsform zunehmend an
Bedeutung (VOIGTLANDER und JACOB, 1987).

Anhand ihrer Nutzung werden Wiesen in Futter- und Streuwiesen sowie Weiden mit oder
ohne Doppelnutzung (reine Beweidung oder Beweidung mit Mahd) eingeteilt.

Futterwiesen werden nahezu ausschlieBlich zur Heu- und Silagegewinnung genutzt,
wahrend Streuwiesen in der Regel erst sehr spat gemaht werden, um Einstreu zu
produzieren (DIEPENBROCK et al., 2009).

Die Mahweidenwirtschaft wurde urspriinglich eingefiihrt, um die Ertrdge und die
Futterqualitdt zu verbessern. Auch die Futteraufnahme des folgenden Aufwuchses ist nach
der Mahd besser als nach einer Beweidungsphase.

Weitere Formen des Grinlandes sind Almen und Hutungen, die aber kaum noch
Verwendung finden (OPITZ V. BOBERFELD, 1994; RIEDER, 1983; VOIGTLANDER und
JACOB, 1987).
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Die hierzulande vorherrschenden feucht-gemaRigten Breiten machen dank der Uberwiegend
guten Eigenschaften der Boden, der regelmaBiigen Wasserversorgung und den relativ langen
Vegetationsperioden eine hohe landwirtschaftliche Nutzung mdglich. Um mdglichst hohe
Ertrdge zu erzielen, werden die Flachen oft intensiv mit Hilfe hochtechnisierter Gerate
bewirtschaftet. In Deutschland wird rund die Héalfte der Gesamtflache landwirtschaftlich
bearbeitet, weitere 30 % dienen der Forstwirtschaft (MARTIN und SAUERBORN, 2006).

Ein sachgerechtes Bewirtschaften von Grinlandflachen soll in erster Linie der Erhaltung
einer geschlossenen und trittfesten Grasnarbe dienen, um hohe Ertrdge von einwandfreier
Qualitat zu ermdglichen (DIEPENBROCK et al., 2009).

Methoden der Griinlandbearbeitung sind unter anderem das héaufig narbenschadigende
Eggen, das Einebnen der Wiesen durch Walzen, das Verteilen der Fladen und als
wirkungsvollste MaBnahme die Nachmahd direkt nach dem Weideabtrieb. Durch eine
Nachmahd wird der Energie- und Nahrstoffgehalt der folgenden Aufwiichse verbessert und
der Anteil der Geilstellen (Kotstellen, die bei der Futteraufnahme gemieden werden)
verringert.

Neben der landwirtschaftlichen Nutzung spielen Grinflachen zunehmend eine Rolle zu
Naherholungszwecken (RIEDER, 1983).

2.4 Einfluss der Umwelt auf Bakterien und Parasiten

Einige Bakterien und Parasiten sind in der Lage, sehr widerstandsfahige Dauerstadien zu
bilden. Diese uberstehen selbst griindliche Reinigungs- und Desinfektionsmalnahmen und
kénnen in der Umwelt auch unter schwierigen Bedingungen lange infektids bleiben
(BAUER, 2006a). Clostridien z.B. bilden als eine der wenigen Bakterien Sporen aus, die im
Boden uber Jahrzehnte hinweg Uberlebensfahig sind (SAHL, 2001).

Auch Salmonellen Uberstehen léangere Zeitrdume unbeschadet und kénnen sich im
Temperaturbereich von vier bis 45 °C in nahezu allen Medien der Umwelt wie Abwasser,
Schlamm, Staub oder Erde vermehren (KIEHL, 2004).

Viele Parasiten, so auch Neospora caninum, erlangen ihre Infektiositat erst in der Umwelt.
Bis zur oralen Aufnahme durch einen Zwischenwirt sind ihre Oocysten dank verschiedener
Hillproteine, Lipide und anderer Substanzen vor Hitze oder Trockenheit geschitzt.
So kénnen manche Eimeria-Arten, deren Oocysten denen von Neospora caninum ahneln, in
getrocknetem Heu bis zu acht Monate lang infektids bleiben. Auch die parasitéaren
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Dauerstadien verschiedener Nematoden halten sich bis zu fiinf Monate in getrocknetem Heu
(BAUER, 2006a).

Die Literatur empfiehlt deshalb das Einsilieren von potenziell larvenhaltigem Gras, da bei der
Garung innerhalb von drei Wochen die meisten parasitaren Dauerstadien abgetotet werden
(VOIGTLANDER und JACOB, 1987). Bandwurmeier dagegen miissen mindestens drei
Monate in der Silage gelagert werden, damit sie unschadlich sind. Eine Ausnahme stellen
die Eier von Ascaris suum dar, die sich nach 78 Tagen noch weiter entwickeln kénnen
(GROSS und RIEBE, 1974).

Eine grindliche Reinigung und Desinfektion ist vor allem bei Flachen wie Weiden und
Auslaufen ein Problem, obwohl gerade hier der Infektionsdruck besonders hoch ist

(BAUER, 2006a).

Parasitare oder bakterielle Dauerstadien werden meist mit Hitze (60-100 °C) bekampft.

Fir Auslaufe und Weiden ist die Bodendampfung eine Md&glichkeit, die unter glinstigen
Bedingungen bis in 15 cm Tiefe wirksam ist (WASIAK et al., 2004).

Kalte schadet den meisten Organismen erst ab Temperaturen, die in unseren Breiten unter
natlrlichen Bedingungen nicht erreicht werden kénnen.

In Auslaufen hat sich das regelmaRige Abtragen und Erneuern der oberen Bodenschichten
als recht effektiv erwiesen. Diese Methode ist auf Weiden allerdings nicht anwendbar
(BAUER, 2006a).

Eine Reinigung und Desinfektion mit chemischen Stoffen oder die Bestrahlung sind durch
unvorhersehbare Auswirkungen auf das Erdreich und die darin lebenden Organismen sowie
der schwierigen Dosierung durch abpuffernde Faktoren im Boden kaum praktikabel.
(SOMMER et al., 1991). Eine Ausnahme stellt der Einsatz von Ldschkalk dar, der bei
ausreichender Bakterien- und Parasitenreduzierung trotzdem umweltfreundlich und
grasschonend ist (WASIAK et al., 2004).

Der Eintrag von Krankheitserregern auf Weideflachen erfolgt oft bei der Dingung mit
Klarschlamm, Fest- und Flussigmist oder direkt durch die Erregerausscheidung infizierter
Tiere. Betrieben mit hohem Tierbesatz kommt dabei eine wichtigere Bedeutung zu, da dort
durch den groRen Infektionsdruck die Ubertragungs- und Ausbreitungsgefahr erhéht ist.

Durch Parameter wie Nutzungsart, Fltterung und Alter kann die tagliche Kot- und
Harnmenge sogar innerhalb einer Tierart erheblich schwanken. So wird bei Milchkiihen mit
einem durchschnittlichen Kérpergewicht von etwa 550 kg mit taglich etwa 50 kg Kot und
Harn gerechnet, wahrend bei einem Rind von 150-450 kg Korpergewicht lediglich 20 kg zu
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erwarten sind. Ebenso produzieren Muttersauen mit etwa 135 kg Kérpergewicht taglich etwa
10,5 kg Kot und Harn, Mastschweine mit 40-90 kg nur rund 4,1 kg.

Das macht auf das gesamte Jahr betrachtet bei Milchkiihen Uber 18 t Kot und Harn,
bei Rindern immer noch knapp 7,5 t, bei Muttersauen tber 3,5 t und bei Mastschweinen rund
1,5t

Bei Rindern wird bei einem taglichen Absatz von durchschnittlich neun Mal Urin und zwolf
Mal Kot mit einer Exkrementenabsatzflache von knapp 0,5 m? fur Urin und von 0,05 m? flr
Kot gerechnet. Die Zersetzung eines Fladens, die meist von Regenwilrmern und anderen
bodenbewohnenden Tieren durchgefihrt wird, dauert normalerweise zwei bis drei Monate,
bei entsprechender Witterung auch kirzer (VETTER und STEFFENS, 1986).

Festmist wird vor der Ausbringung in der Regel eine gewisse Zeit abgelagert, wobei
Temperaturen zwischen 60 und 70 °C entstehen, die die meisten Krankheitserreger abtéten.
Die Entseuchung des Festmists mittels Dlngerpackung hat sich in Untersuchungen als
effektiv erwiesen (SCHWARTZ, 1990).

Flissigmist wird dagegen anaerob eingelagert. Die Temperaturerhéhung dabei ist aber zu
gering, um eine vollstdndige Keimabtdétung zu erreichen. Untersuchungen haben gezeigt,
dass sich Salmonellen bei 8 °C in Rindergllle bis zu 345 Tage halten kénnen, bei 17 °C
immerhin noch 188 Tage. Aus diesem Grund gibt es diverse Empfehlungen zum Umgang mit
Gllle, wie etwa der ausreichenden Lagerdauer von mindestens einem Monat,
der Weidesperrung flr eine bestimmte Zeit nach der Ausbringung oder der Ausbringung
maoglichst nur auf Ackerland.

Bei der Gllleausbringung werden Griinlandpflanzen in der Regel starker verschmutzt als
Ackerkulturen. Das liegt vor allem daran, dass die Grinlandpflanzen den kompletten Boden
bedecken und so nur ein kleiner Teil der Giille direkt in den Boden geht.

Neben der Gefahr der Kontamination mit Krankheitserregern hat die Futterverschmutzung
noch weitere Nachteile, wie verminderte Futteraufnahme, verschlechterte Nahrstoffwirkung
an der Pflanze oder schlechteres Silierverhalten. Auflerdem kann eine starke Gillediingung
die Verunkrautung férdern (VETTER und STEFFENS, 1986).

Bei weidebedingten Erkrankungen spielen vor allem parasitare Infektionen wie Magen-Darm-
Rundwirmer, Lungenwirmer, Bandwirmer oder der Leberegel eine bedeutende Rolle.
Betroffen sind meist Rinder, hier vor allem Kalber, aber auch Pferde, Schafe, Schweine und
Ganse. Parasitare Infektionen mit o.g. Arten lassen sich gut mit regelmaRigen
Weidewechseln in Verbindung mit Wurmkuren vermeiden. Das ist vor allem bei der
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Kalberhaltung wichtig, da Kélber bei einer Infektion extrem viele Eier ausscheiden und tber
das Immunsystem noch nicht ausreichend geschitzt sind. Eine gute Mdglichkeit ist eine
Wechselbeweidung durch Wiederkduer und Pferde, da die Wirmer der Wiederkauer die
Magen-Darm-Passage beim Pferd nicht Uberleben und umgekehrt die pferdespezifischen
Wiurmer im Verdauungstrakt von Wiederkauern absterben.

Bakteriell bedingte Weideerkrankungen wie Milz- oder Rauschbrand treten durch
konsequente Bekdmpfung kaum noch auf (VOIGTLANDER und JACOB, 1987; SOMMER et
al., 1991)

2.5 Antibiotika-resistente Mikroorganismen

Rund 40 % der in Deutschland in der Humanmedizin verschriebenen Antibiotika werden zu
Unrecht eingesetzt, wodurch es bei den zu bekdmpfenden Mikroorganismen zu
Resistenzbildungen gegeniiber den Wirkstoffen kommen kann (ANONYM, 2009b).

Es wird unterschieden in natlrliche und erworbene Resistenzen. Von natirlicher Resistenz
wird beim Einsatz von Antibiotika mit geringem Wirkungsspektrum gesprochen. Dabei
werden alle auBerhalb des Wirkungskreises liegenden Bakterienspezies als resistent
betrachtet. Erworbene Resistenzen sind solche, die nicht natlrlicherweise in
Bakterienpopulationen vorkommen. Sie entstehen durch Mutationen im Chromosom oder der
Aufnahme zusatzlicher genetischer Informationen durch die auf Plasmiden lokalisierten
Resistenzgene.

Eine Ausbildung dieser Resistenzen erfolgt durch Veranderungen des Wirkungsortes bzw.
durch Bildung eines strukturell veranderten Bindemolekils, durch Maflnahmen, die eine
Aufnahme des Wirkstoffs in die Bakterienzelle verhindern, durch aktiven Transport des
Wirkstoffs aus der Bakterienzelle mittels spezifischer Transporter oder durch enzymatische
Detoxikation, wodurch die Bindung des Antibiotikums am Wirkungsort verhindert wird.

Durch zunehmende Resistenzausbildung wird immer haufiger der Einsatz von
Reservemedikamenten nétig, also solcher Antibiotika, gegen die bislang noch keine
Resistenzen vorliegen.

Durch steigenden Selektionsdruck bei den zu bekampfenden Mikroorganismen kommt es
jedoch unweigerlich zur Ausbildung neuer Resistenzen gegen diese Reserveantibiotika
(Beispiel: Vancomycin-resistente Enterokokken), so dass die Behandlung der Infektion
zunehmend erschwert wird (SUTTORRP et al., 2004).
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Schon im Jahr 2001 war jedes dritte in Deutschland verschriebene Antibiotikum ein
Reservemedikament, im Jahre 2009 lag der Anteil mit 46,5 % bei bereits knapp der Halfte
(GUNTHER et al., 2003; SCHRODER, 2010).

Resistente Krankheitserreger sind oft Ausldser einer nosokomialen Infektion, die von § 2 des
Infektionsschutzgesetzes definiert wird als ,eine Infektion mit lokalen oder systemischen
Infektionszeichen als Reaktion auf das Vorhandensein von Erregern oder ihrer Toxine, die im
zeitlichen Zusammenhang mit einer stationdren oder einer ambulanten medizinischen
MafRnahme steht, soweit die Infektion nicht bereits vorher bestand” (IfSG, 2000).
Nosokomiale Infektionen werden ausgeldst durch kontaminierte medizinische Instrumente
oder angewandte Medikamente wie Infusions- oder Inhalationslésungen, Pflegepersonal,
infizierte Mitpatienten oder auch durch in Grof3kiichen zubereitete Lebensmittel.

Als problematisch erweist sich die hohe Widerstandsfahigkeit der Erreger gegeniber
Trockenheit und Warme, wodurch sie auf unbelebten Gegenstédnden monatelang infektios
bleiben kénnen.

Bakterielle Erreger nosokomialer Infektionen konnen Vertreter der Normalflora von Haut,
Nasen-Rachen-Raum, Genital- und Perianalbereich oder des Darms sein. Oft lassen sich

S. aureus, Enterokokken und E. coli als Verursacher ausmachen.

Die wichtigsten Infektionswege stellen der direkte Kontakt mit infektiosem Blut, infizierte
Mitpatienten und deren Sekrete sowie die Ubertragung durch Aerosole und
Tropfcheninfektion bei ,Face-to-Face“-Kontakt dar. In die Umwelt gelangen resistente Keime
unter anderem mit den Fakalien von Menschen und Tieren und werden durch Abwasser,
Klarschlamm und Giille groRflachig verbreitet.

So vielféltig wie die Erreger selbst sind die Krankheitsbilder: Haufig kommt es zu
pneumatischen Stérungen, Harnwegsinfekten, postoperativen Wundinfektionen oder
Septikamien.

Detaillierte Hygieneplane sollen helfen, nosokomiale Infektionen zu vermeiden und
einzudammen. Sie umfassen unter anderem Personalschulungen, die Isolation infizierter
Patienten bzw. Patienten mit unbekanntem Gesundheitsstatus, die Patientenbehandlung, die
Kontaminationsvermeidung sowie besondere Reinigungs- und DesinfektionsmaRnahmen
(SUTTORRP et al., 2004; STROH, 2002; RKI, 1999).

Schatzungen zufolge kann in Deutschland jahrlich von rund einer halben Million
nosokomialer Infektionen ausgegangen werden. Etwa die Halfte davon ist auf postoperative
Wundinfektionen zuriickzufihren. Die Deutsche Gesellschaft fir Krankenhaushygiene
schatzt die Anzahl der daraus resultierenden Todesfalle im Jahre 2006 auf rund 40.000
(GASTMEIER und GEFFERS, 2008).
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Als  klassischer Erreger nosokomialer Infektionen gilt der Methicillin-resistente
Staphylococcus aureus (MRSA). Gefahrdet sind vor allem Personen mit geschwachtem
Immunsystem, denn bei rund 30 % der Bevdlkerung ist MRSA standig auf der Haut und in
der Nase nachweisbar, ohne eine Krankheit zu verursachen (ANONYM, 2009b).

Resistenzen entstehen durch die Fahigkeit zur Bildung von R-Laktamasen und der
Veranderung von Penicillinbindungsproteinen (WITTE, 2005).

Die erstmals 1994 beschriebene Variante cMRSA (community MRSA) bereitet neue Sorgen,
da diese auch vdllig gesunde Personen auflerhalb eines Krankenhauses oder einer
ahnlichen Pflegeeinrichtung infizieren kann. cMRSA ist zudem in der Lage, das Zytokin
Panton-Valentin-Leukozidin (PVL) zu bilden, welches durch die Lyse von Makrophagen zu
Gewebsnekrosen flhrt. Bislang kommt cMRSA vor allem in den USA vor. In Europa ist die
Fallzahl noch gering (WITTE, 2005; SCHREFF, 2008).

Dank eines ausgereiften Hygienemanagements sind niederlandische Krankenhauser nahezu
frei von MRSA. Deutsche Patienten gehdren dort generell zur Hochrisikogruppe, welche
zundchst isoliert und auf den geféhrlichen Erreger hin untersucht werden. Mittlerweile fiihren
auch viele deutsche Stadte wie Gelsenkirchen oder Hamburg Patientenscreenings durch, bei
denen potenzielle Trager entdeckt und behandelt werden kénnen, um die Ausbreitung von
MRSA einzuddmmen (ANONYM, 2009b).

Auch in der Veterindrmedizin spielt MRSA eine nicht zu unterschatzende Rolle. Erste Falle
wurden bereits im Jahre 1975 als Mastitiserreger in Rinderherden gemeldet. Bis heute nahm
die Zahl der bekannten Falle stetig zu. Betroffen sind vor allem Pferde und Hunde
(WALTHER, 2007).

Ein weiterer typischer Erreger nosokomialer Infektionen sind Vancomycin-resistente
Enterokokken (VRE). Die Resistenz entsteht durch den Austausch eines terminalen D-
Alanins, wodurch die Zellwandsynthese, die sonst von dem Glykopeptidantibiotikum
Vancomycin gehemmt wird, ungestort bleibt.

Ungefahr Mitte der 90er Jahre kam es zum vermehrten Auftreten von VRE-Infektionen in
Krankenhausern oder &hnlichen Einrichtungen. Ein Grund war der Einsatz des
Wachstumsbeschleunigers Avoparcin in der Tiermast. Erst nachdem dieses Antibiotikum im
Jahre 1996 verboten wurde, konnte ein Riickgang der VRE-Infektionen vermeldet werden
(UKT, 2004).

Resistente Escherichia coli-Stamme konnen vor allem bei alteren Menschen schwere
Blutvergiftungen und Harnwegserkrankungen verursachen. Problematisch sind Resistenzen
gegen Fluorchinolone und die zunehmende Anzahl an ESBL-Infektionen (extended-spectrum
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beta-lactamases). ESBL sind R-Laktamasen, die Resistenzen gegen Cephalosporine mit
breitem Wirkungsspektrum verursachen. Zwischen den Jahren 2001 und 2009 hat sich die
Rate der stationar erworbenen Infektionen mit ESBL-E. coli bereits verzehnfacht
(ANONYM, 2010b).

Auch mehrfach- oder multiresistente E. coli sind keine Seltenheit mehr. Von multiresistenten
Erregern wird bei Resistenzen gegeniber zweier oder mehrerer Antibiotika gesprochen.
Bislang ist die Anzahl der multiresistenten E. coli-Infektionen aber noch relativ gering.
Ausmale wie es bei MRSA der Fall ist sind aber durchaus denkbar, da sich bereits in den
Jahren 1990 bis 2004 die Anzahl Ampicillin-resistenter E. coli-Stamme von 30,7 % auf lber
50 % erhoht hat (ANONYM, 2006).

Resistente Salmonella-Stamme zeichnen sich gréten Teils durch chromosomal bedingte
Multiresistenzen aus, meist gegen Ampicillin, Chloramphenicol, Streptomycin, Sulfonamide,
Tetracycline und vermehrt auch gegen 3-Lactam-Antibiotika der zweiten Generation.

Knapp 96 % der getesteten, multiresistenten Stamme verfligen Uber Integrons. Bei Integrons
handelt es sich um Genabschnitte der Bakterien-DNA, die in andere Bakterien eingefligt

werden kdnnen und dem Erreger zur Resistenzausbreitung dienen (KLEER, 2004).

In deutschen Tierkliniken und Kleintierpraxen kann mit einer Prévalenz nosokomialer
Infektionen von 3,5 % gerechnet werden (MULLER und SCHLENKER, 2007). Immer éfter
sind dabei auch multiresistente Keime zu finden. So auch in einer amerikanischen
Untersuchung, bei der aus zwei Hunden, die 48 Stunden gemeinsam in einer Tierklinik
verbrachten, E. coli-Stamme isoliet werden konnten, die sehr ahnliche Resistenzen
gegeniber zwolf Antibiotika aufwiesen (SANCHEZ et al., 2002).

Der Fall eines Krankenpflegers aus GroRbritannien, der nach erfolgreich behandelter MRSA-
Infektion immer wieder seine Patienten infizierte zeigt, dass sich multiresistente Erreger
zoonotisch Ubertragen lassen. Letztendlich konnte sein ebenfalls MRSA-positiver Hund als
Ansteckungsquelle ausgemacht werden (KEKULE, 2009).

Dies belegt auch eine Studie aus Danemark, die Hunde und ihre Halter im Laufe einer
antibiotischen Behandlung der Tiere untersuchte und dabei herausfand, dass etwa jeder
zweite Hundehalter mit den meist multiresistenten Staphylokokken seines Vierbeiners
infiziert war (GUARDABASSI et al., 2004a).

So auch im Falle einer mit MRSA infizierten Frau, deren Zustand sich trotz mehrfacher
Antibiotikabehandlungen nicht verbessert hatte. Erst nachdem die Katzen der Frau, die
MRSA-positiv getestet waren, auch antibiotisch behandelt wurden, gesundete die Frau.
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Der genaue Ubertragungsweg zwischen Tier und Mensch ist bislang noch nicht eindeutig
geklart.

Erst durch einen sehr engen Kontakt zwischen Tier und Mensch wird die Ubertragung
resistenter Erreger mdglich. Als wahrscheinlich gilt die Infektion durch Speichel oder
Hautkontakt. Hunde und Katzen gelten deshalb wohl bislang als die bedeutsamsten
Ubertrager (GUARDABASSI et al., 2004a; SING, 2008).

Die Ubertragung durch Tierbisse ist zumindest fiir MRSA belegt. Gefahrdet sind in diesem
Zusammenhang vor allem Jungen zwischen fiinf und neun Jahren (Hundebisse) sowie altere
Damen (Katzenbisse) (OEHLER et al., 2009).

Eine Studie von STENSKE und Kollegen aus dem Jahr 2009 belegt, dass das Streicheln
eines Hundes ohne anschlieBendes Handewaschen ein groReres Sicherheitsrisiko darstellt

als das Ablecken lassen oder das gemeinsame Schlafen in einem Bett.

Ebenso wie in der Humanmedizin ist auch in der Tiermedizin der zu leichtfertige Umgang mit
Antibiotika die Ursache fir Multiresistenzen. Als kritisch gilt vor allem die Gabe von
Antibiotika, die auch in der Humanmedizin haufig zum Einsatz kommen sowie die
unzureichende Datenlage zum genauen Einsatz der Medikamente (GUARDABASSI et al.,
2004b).

Die antibiotische Behandlung eines kompletten Tierbestandes muss heikel betrachtet
werden. Dabei bekommen auch gesunde Tiere unnétigerweise Antibiotika verabreicht, die
Dosierung kann zur zuverlassigen Inaktivierung pathogener Erreger zu gering sein oder das
Antibiotikum wird zu lange verabreicht (STROH, 2002).

In einer Studie an einer kanadischen Tierklinik konnte die Abhangigkeit der Gabe eines
bestimmten Antibiotikums zu den jeweiligen Resistenzhaufigkeiten eindeutig belegt werden
(PRESCOTT et al., 2002).

Da die Ubertragung (multi-)resistenter Erreger vom Tier auf den Menschen eindeutig
bewiesen ist, fihrte das Bundesamt fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL)
in den Jahren 2004 bis 2006 ein umfassendes nationales Resistenzmonitoringprogramm
(BfT GermVet) durch, um den aktuellen Empfindlichkeitsstatus bakterieller Erreger
gegenuber antimikrobiellen Wirkstoffen zu ermitteln. Aus dieser Untersuchung geht hervor,
dass die derzeitige Resistenzlage der in der Veterindrmedizin eingesetzten Antibiotika
akzeptabel ist (SCHWARZ et al., 2007).
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2.5.1 Beschreibung der in dieser Untersuchung verwendeten Antibiotika

Ampicillin gehort zur Wirkstoffgruppe der Penicilline. Es wirkt als Breitspektrum-Penicillin
bakterizid auf verschiedene grampositive und -negative Mikroorganismen. Ampicillin ist nicht
wirksam bei B-Laktamase-produzierenden Erregern. Eine Wirkungssteigerung kann durch
die Kombination mit B-Laktamase-Inhibitoren erzielt werden (ROLINSON und STEVENS,
1961; SHEEHAN, 1967; HARVEY und HUNTER, 1999; KIRBY und BULGER, 1964; JONES
und BARRY, 1987).

In der Veterindrmedizin belegt Ampicillin Platz eins der resistenten bzw. vermindert
empfindlichen E. coli-Stdamme aus dem Urogenitaltrakt, Platz zwei der resistenten bzw.
vermindert empfindlichen E. coli-Stamme aus dem Respirationstrakt und Platz drei der
resistenten bzw. vermindert empfindlichen E. coli-Stamme bei enteritischen Erkrankungen.

In der Humanmedizin liegt das Antibiotikum auf dem ersten Platz der resistenten E. coli-
Stamme. Dabei konnte in den Jahren zwischen 1995 und 2004 ein Resistenzanstieg um
14,9 % (von 35,8 % auf 50,7 %) verzeichnet werden (GERMAP, 2008).

Cephalothin ist ein zur Wirkstoffgruppe der Cephalosporine gehérendes R-
Laktamantibiotikum. Seine Wirkung erzielt es durch die Hemmung der Zellwandsynthese
oder seine bakterizide Wirkung auf wachsende Keime (PLUMB, 2002).

In der Veterindrmedizin ist Cephalothin auf Platz zwei der resistenten bzw. vermindert
empfindlichen E. coli-Stamme aus dem Urogenitaltrakt, auf Platz drei der resistenten bzw.
vermindert empfindlichen E. coli-Stdmme aus dem Respirationstrakt und auf Platz vier der
resistenten bzw. vermindert empfindlichen E. coli-Stdmme bei enteritischen Erkrankungen
(GERMAP, 2008).

Zur Wirkstoffgruppe der Fluorchinolone gehért das Antibiotikum Enrofloxacin. Es zeigt eine
gute Wirksamkeit gegen gramnegative und grampositive Bakterien, ist aber nur schwach
wirksam gegen Anaerobier. Seine bakterizide Wirkung wird durch den Eingriff in die
stationdre Phase und in die Wachstumsphase der Bakterienreplikation erzielt. Durch den
sog. postantibiotischen Effekt wird das Wachstum der Bakterien auch noch nach der
Absenkung des Wirkstoffes im Blut unterdriickt. Enrofloxacin wird seit 1983 ausschlieRlich in
der Veterindrmedizin eingesetzt (BERMINGHAM et al., 2000; PLUMB, 1999; GERMAP,
2008).

Sulfamethoxazol ist ein Antibiotikum aus der Wirkstoffgruppe der Sulfonamide. Seine

Wirkung entfaltet es durch die Hemmung der intrazelluldaren Folsauresynthese.
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Eine bakteriostatische Wirkung tritt nach einer Latenzzeit von etwa vier bis sechs Stunden
ein (SPOO und RIVIERE, 2001).

In der Veterindrmedizin liegt Sulfamethoxazol auf dem ersten Platz der resistenten bzw.
vermindert empfindlichen E. coli-Stdmme aus dem Respirationstrakt, auf dem zweiten Platz
der resistenten bzw. vermindert empfindlichen E. coli-Stamme aus dem Urogenitaltrakt und
ebenfalls auf den zweiten Platz der resistenten bzw. vermindert empfindlichen E. coli-
Stamme bei enteritischen Erkrankungen (GERMAP, 2008).

Tetracyclin stammt aus der gleichnamigen Wirkstoffgruppe der Tetracycline. Durch seine
bakteriostatische Wirkung, die in héheren Dosen auch bakterizid wirkt, hemmt Tetracyclin die
Proteinsynthese. Das Antibiotikum wird gegen grampositive und -negative, aerobe und
anaerobe Erreger sowie Leptospiren, Mycoplasmen, Rickettsien, Chlamydien und groRe
Virusarten eingesetzt (PLUMB, 1999; MC EVOY, 1992).

Mit einem Anteil von rund 50 % am Antibiotikagesamtverbrauch in der Veterindrmedizin
belegt Tetracyclin mit rund 350 Tonnen pro Jahr den ersten Platz (GERMAP, 2008).

Laut GERMAP (2008) konnten gegen alle oben beschriebenen Antibiotika nach
Behandlungen von respiratorischen, urogenitalen und enteritischen Erkrankungen bereits
resistente bzw. vermindert empfindliche Stamme von E. coli bei Hunden und Katzen isoliert
werden.

Bei lebensmittelliefernden Tieren konnten haufig Salmonella enteritica-Serovare isoliert
werden, die sich gegen die Antibiotika Ampicillin und Tetracyclin, bei Gefligel auch
Cephalothin resistent zeigten.

Bei Rindern lag der Anteil der resistenten Salmonellen-Serovare fur Tetracyclin bei 37,6 %
und fir Ampicillin bei 35,9 %. Bei den untersuchten Schweinen reagierten 70 % der Serovare
unempfindlich auf Tetracyclin und 63 % auf Ampicillin.

In der Humanmedizin konnten bei E. coli, die vor allem Harnwegsinfekte aber auch
Wundinfektionen oder Pneumonien verursachen, am haufigsten Resistenzen gegeniber
Ampicillin, dicht gefolgt von Tetracyclin, nachgewiesen werden. Die Tendenz ist als weiterhin
steigend zu betrachten.

Die beim Menschen isolierten Serovare von Salmonella enteritidis reagieren zu etwa 95 %
sensibel auf Behandlungen mit Antibiotika. Das Serovar Typhimurium dagegen bildet

zunehmend Resistenzen aus, vor allem gegenuber den Antibiotika Streptomycin, Tetracyclin
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sowie Amino- und Ureidopenicilline. Sehr haufig handelt es sich dabei um
Mehrfachresistenzen gegeniber drei oder mehr Antibiotika.

In den Jahren 1997 bis 2006 kam es bei Stdmmen des Serovars Typhimurium zu einem
Anstieg der Mehrfachresistenzen von 43 % auf 69 %. Die Resistenzhaufigkeit gegen das
Antibiotikum Sulfamethoxazol hat sich in diesem Zeitraum verzehnfacht. Erwahnenswert
hierbei ist der mehrfachresistente Stamm Lysotyp DT 104, der sich unempfindlich zeigt
gegenuber Tetracyclin, Streptomycin, Chloramphenicol sowie Ampicillin (GERMAP, 2008).

2.6 Futtermittelkonservierung

Die jahreszeitlich bedingte Diskrepanz zwischen Futterangebot und Futterbedarf macht es
notwendig, Grinfutter so zu konservieren, dass fir die Wintermonate genligend
Futtermaterial zur Verfligung steht. Jedoch kann keine Konserve den Nahrwertgehalt von
frischem Grinfutter wiedergeben, da sich wahrend der Herstellung die Zusammensetzung
verandert.

Durch die Futterkonservierung wird der Verderb verhindert, indem die futtereigenen Enzyme
zerstort und der aerobe bzw. anaerobe Abbau gestoppt werden. Gangige Verfahren hierfur
sind Wasserentzug, Absenkung des pH-Werts, spontane Milchsaurevergarung, Reduktion
der Atmung durch Temperaturabsenkung und luftdichte Lagerung. Durch diese Prozesse
werden gleichzeitig zahlreiche Krankheitserreger inaktiviert (JEROCH et al., 2008; ZIMMER,
1987).

Zur Silagegewinnung ist eine fortgeschrittene Entwicklung der Pflanze von Vorteil, da sich
mit zunehmender Halmmasse die Gareigenschaften verbessern. Gleichzeitig kann eine
héhere Halmmasse aber auch zu Problemen bei der Verdichtung des Silierguts fiihren.

Im Gegensatz dazu ist es bei der Heuwerbung von Vorteil, friher zu ernten, da der
Brockelverlust der Blatter auf diese Weise geringer ausfallt (OPITZ V. BOBERFELD, 1994).

In Deutschland werden jahrlich etwa 50 Millionen m* Silage, davon allein 15 Millionen m?
Grassilage und rund zehn Millionen m?® Heu produziert (JEROCH et al., 2008).

Da in dieser Arbeit vor allem der Prozess der Silagebereitung von Interesse ist, wird auf

dieses Thema im Besonderen eingegangen.
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2.6.1 Griinfutter

Grinfutter besteht aus den oberirdischen Futterpflanzenbestandteilen Stéangel, Blatter, Bliite
und Samen, die ihr Wachstum noch nicht abgeschlossen haben. Masse und Qualitat von
Grunfutter stehen in direktem Zusammenhang mit der Pflanzenzusammensetzung, Zustand
der Pflanzen zum Zeitpunkt der Ernte, Boden, Intensitat und Art der Diingung, dem Standort
der Wiese sowie der Witterung. Je nach Standort erreicht der tagliche Zuwachs der Pflanzen
im Mai/Juni seinen Hohepunkt, der in den hiesigen Breitengraden bei weiteren Schnitten
nicht mehr erzielt werden kann (JEROCH et al., 2008).

Anbauflachen fur Grinfutter sind meist Grunlandflachen, auf denen vor allem natirliche
Pflanzenmischungen zu finden sind oder Ackerflachen, auf denen Reinkulturen oder gezielte
Mischkulturen angebaut werden. Beim Ackerfutterbau werden Pflanzen haufig in Reinkultur
angebaut, um eine mdglichst genaue Aussage Uber die Zusammensetzung der Inhaltsstoffe
zu vereinfachen (OPITZ V. BOBERFELD, 1994).

Als wichtigster Rohfaserlieferant bildet Grinfutter in jeglicher Form die Basis der
Nutztierfitterung, wobei die hochste Futteraufnahme bei einem Trockensubstanz (TS)-
Gehalt von 16 bis 18 % gegeben ist. Zur Fiitterung von Wiederkauern eignen sich frisches
Grunfutter, Silage und Heu am besten, da Wiederkduer das Futter mit Hilfe von
Pansenbakterien im besser verwerten kénnen als andere Tiere (RIEDER, 1983; JEROCH
et al,, 2008).

2.6.2 Silage

2.6.2.1 Geschichte

Das Konservieren pflanzlicher Nahrungsmittel durch Ansduerung gehort mit zu den altesten
Erfindungen der Menschheit. Der Gedanke dahinter war stets die Bevorratung fir
schlechtere Zeiten.

Das Prinzip der Silierung war bereits in prahistorischen Zeiten bekannt, vermutlich zufallig
entdeckt bei der Vergarung von Pflanzenaufglissen oder Obst.

In Europa belegen Funde aus der Bronzezeit die Verwendung von Erdhéhlen zur
Einsduerung krautartiger Gewachse. Doch die heute noch gebrauchliche Art der

Sauerkrautherstellung geht auf die alten Chinesen und Tataren zurlick.
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Die Rémer schichteten auf ihren zahlreichen Feldziigen stets Gras am Wegrand auf, das sie
gegen die Witterung mit Planen schitzten, um stets genlgend Futter fur ihre Tiere zur
Verfugung zu haben. Diese Art der Haltbarmachung geriet nach der Antike allerdings in
Vergessenheit, lediglich kleine Bergdérfer in den Alpen konservierten noch Futter fur den
Winter. Erst Ende des Mittelalters erlebte die Garfutterbereitung eine Renaissance. Ende des
18. Jahrhunderts war die Futtermittelkonservierung in Sauergruben gangig. Bereits im Jahre
1810 lehrte der Franzose Appert die Grundzige der Konservierung pflanzlicher und
tierischer Produkte. Mitte des 19. Jahrhunderts wurde klar, dass die Vergarung auf dem
Prinzip des Abbaus von Zucker zu verschiedenen Sauren basierte, wobei die Milchsaure die
groRte Rolle spielte. Zum damaligen Zeitpunkt war noch nicht bekannt, dass der Prozess von
verschiedenen Mikroorganismen ausgeldst wird. Dies konnte erst Louis Pasteur im Jahre
1857 beweisen.

Die genaueren mikrobiologischen Zusammenhange wurden erst um das Jahr 1920
beschrieben (GROSS und RIEBE, 1974).

2.6.2.2 Definition

Silage wird von der Literatur als durch anaerobe Milchsdurevergarung konserviertes
Grunfutter beschrieben. Der pH-Wert wird bei der Bildung von Milchsaure auf unter vier
abgesenkt. Dadurch wird das Wachstum diverser Hefen oder Bakterien gehemmt und
Zersetzungsprozesse verhindert.

Durch die Vergarung von Frischfutter kdnnen auerdem in den Pflanzen enthaltene Giftstoffe
unschédlich gemacht, parasitare Dauerstadien abgetotet und Bitterstoffe neutralisiert werden
(OPITZ VON BOBERFELD, 1994).

Obwohl die in den Pflanzen enthaltenen Zucker maéglichst verlustfrei zu Milchsaure vergoren
werden sollten, muss dennoch je nach Art der Verarbeitung mit KonservierungseinbuRen
zwischen sieben und 40 % gerechnet werden.

Fir den Prozess der Silierung eignen sind Gras, Mais, Leguminosen, Ackerbohnen oder
Ribenblatter.

Eine Mittelstellung zwischen Silage und Heu nimmt die sogenannte Heulage ein, eine auf
etwa 45 bis 50 % TS-Gehalt angewelkte Silage (ZIMMER, 1987).

Silage wird anhand eines von der Deutschen Landwirtschafts-Gesellschaft (DLG)
entworfenen Schlissels zur Sinnenpriifung bewertet. Beriicksichtigt werden dabei die

Parameter Geruch, Farbe, Gefiige, Feuchte und eventuell pH-Wert sowie die
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Laborergebnisse chemischer Untersuchungen. Die Qualitat von Silage kann mit diesen
Werten in verschiedene Kategorien eingeteilt werden.

In Tab. 2 ist mit der sogenannten Wringprobe beispielhaft eine der Sinnenprifungen zur
Bestimmung des TS-Gehalts von Grassilage dargestellt (DLG, 2004).

Tab. 2: Erlauterung der Wringprobe nach DLG-Sinnenprifung

Beobachtung TS-Gehalt
Saft [auft bei leichtem Drehen ab <20 %
Saft lauft bei kraftigem Drehen ab ca. 25 %
Saft tritt bei kraftigem Drehen nur maRig aus ca.35%
Saft tritt nicht mehr aus ca. 40 %
Hand bleibt trocken >45%

Die Siliereignung wird Uber die Vergarbarkeit, die auf der chemischen Zusammensetzung
des Futters basiert, definiert. Wichtigster Faktor ist dabei der Zuckeranteil, also der Anteil
wasserldslicher Kohlenhydrate, die von den Milchsaurebakterien umgesetzt werden kénnen.
Ebenso entscheidend sind die Pufferkapazitat, das heillt die Bestandteile der Silage, die eine
puffernde Wirkung auf die Ansduerung haben wie der Roheiweil3- und Rohaschegehalt
sowie der Gehalt an Trockenmasse. Je mehr Trockenmasse sich im Ausgangsmaterial
befindet, desto langsamer und weniger weit sinkt der pH-Wert ab, was wiederum das
Wachstum von Garschadlingen beginstigt (JEROCH et al., 2008; GROSS und RIEBE,
1974).

Silagen aus verschiedenen Laucharten, Stoppelriiben, Futterraps oder Markstammkohl
kénnen Auswirkungen auf Geruch und Geschmack der Produkte der damit gefiitterten Tiere
haben. Beeintrachtigungen dieser Art kann Milch Uber die Luft, die Blutbahn oder den
Verdauungstrakt erfahren. MalRnahmen wie das Verflttern der Silage direkt nach dem
Melken, so dass die geschmacks- bzw. geruchsverandernden Substanzen vor dem nachsten
Melken abgebaut werden kdénnen oder ein starkeres Anwelken der Silage sollen dem
entgegenwirken.

Auswirkungen auf den Keimgehalt der Milch haben verschiedenen Studien zufolge vor allem
die Stall-, Futterungs- und Melkhygiene, da die Milch erst beim oder nach dem Melken
kontaminiert wird (GROSS und RIEBE, 1974).
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2.6.2.3 Silierungsprozess

Um eine rasche Vergarung zu gewahrleisten, ist der optimale Schnittzeitpunkt fir
Grassilagen zu Beginn des Ahren- bzw. Rispenschiebens bei warmem, trockenem Wetter,
damit die Zuckergehalte in den Pflanzen mdglichst hoch sind.

Nach dem Mahen wird das wasserhaltige Futtermaterial kurz angetrocknet, um die TS-
Gehalte zu erlangen, die flr einen optimalen Ablauf der Silierung unerlédsslich sind. Diese
Werte liegen fiir Grassilagen bei 30-40 % TS-Gehalt, fir Klee- bzw. Kleegrassilagen bei etwa
40 % TS-Gehalt und fir Maissilagen bei 30-32 % TS-Gehalt.

Ideale Grassilagen bestehen zu 60-70 % aus qualitativ guten Grasern, zu 15-20 % aus
hochwertigen Krautern und zu 15-20 % aus Leguminosen. Durch Antrocknen des Silierguts
lauft die Garung starker homofermentativ ab. Clostridien werden durch den hdheren
osmotischen Druck bei gleichzeitiger Férderung der Milchsdurebakterien gehemmt, der
EiweiRabbau bleibt geringer, es fallt kein Sickersaft an und die Futteraufnahme wird
verbessert (NUSSBAUM, 2007a+b; ZIMMER, 1987).

Um eventuelle Lufteinschlisse zu vermeiden wird das moglichst kurz gehackselte Material
zUgig luftdicht verschlossen und méglichst stark verdichtet. Je kirzer gehackselt wird, umso
besser lasst sich das Siliergut verdichten.

Anschlieend setzt der mikrobielle Teil der Silierung ein. Zunachst wird innerhalb weniger
Stunden der enthaltene Restsauerstoff von den Pflanzen unter Warmebildung veratmet.
Im zunehmend anaeroben Milieu tritt der Pflanzenzelltod ein und Zellsaft, der spater die
Grundlage der mikrobiellen Flora bildet, tritt aus. Eiweile werden durch noch aktive
proteolytische Enzyme zu Aminosduren abgebaut und eine Umschichtung der Keimflora
setzt ein. In den darauf folgenden Tagen wird durch homofermentative Bakterien Milchsaure
gebildet und der pH-Wert beginnt sich abzusenken.

In der Hauptgérungsphase findet eine starke Vermehrung der Milchsaurebakterien statt
(108-10° KBE/g), die den in den Pflanzen vorhandenen Zucker abbauen und umwandeln.
Dadurch sinkt der pH-Wert in der Silage langsam auf unter vier ab, wodurch das Wachstum
aerober sowie fakultativ anaerober Mikroorganismen wie Pilze oder Hefen gehemmt wird
(Entkeimung). Geschwindigkeit und Grad der pH-Wert-Absenkung sind unmittelbar an die
Menge der umsetzbaren Zucker geknipft (ZIMMER, 1987).

Wenn nach etwa drei Wochen auf Grund des geringen pH-Werts und dem Mangel an
vergarbaren Kohlenhydraten die Milchsaurebildung und damit auch die Hauptgarungsphase
abgeschlossen ist, andert sich das Volumen der Silage kaum noch. Die erste Entnahme der
fertigen Silage sollte aber frihestens sechs Wochen nach der Einsilierung erfolgen
(JEROCH et al., 2008).
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Gelungene Silagen haben einen Gesamtkeim- und Milchsdurebakteriengehalt von etwa
10°KBE/g Futter (GROSS und RIEBE, 1974).

Generell lassen sich Leguminosen durch die etwa doppelt so hohe Pufferkapazitat sowie ihre
geringen Zucker- und hohen Proteinanteile deutlich schlechter silieren als beispielsweise
Weidelgraser. Durch vielfaltige Fruchtfolgen, der Fahigkeit zur Stickstofffixierung, der
Unkrautunterdriickung, der gezielten Eiweiunterstiitzung in der Milchviehfitterung und nicht
zuletzt auf Grund von Flachenpramien erfreuen sich Leguminosen aber wieder zunehmender
Beliebtheit. lhre Silierung kann durch Mischanbau mit leichter silierbaren Grasern oder der
Zugabe von Silierhilfsmitteln unterstiitzt werden (NUSSBAUM, 2007b).

In Regionen mit unbestandigeren Witterungsverhaltnissen wie z.B. Skandinavien geht die
Tendenz mehr in Richtung Nasssilage, die standardmaBig mit Silierhilfsmitteln behandelt
wird. In den gemaRigteren Breitengraden ist die Herstellung von Anwelksilagen ublich, wobei
auf die Verwendung von Silierhilfsmitteln mdglichst verzichtet werden sollte (OPITZ VON
BOBERFELD, 1994).

Silage kann auf unterschiedliche Weise gelagert werden. Eine Form mit moglichst kleiner
Anschnittsflache ist vorzuziehen, um die Eintrittspforte flr Luftsauerstoff und Schmutz
moglichst klein zu halten.

Hochsilos sind bis zu etwa 15 Meter hohe, zylinderférmige Behalter, in die das Siliergut von
oben mit Hilfe von Geblasen, Greifern oder Forderbandern eingebracht wird. Sie werden
gerne fur schwer silierbare Futterarten verwendet, da sich das Material durch sein
Eigengewicht bereits von alleine verdichtet. Oft koénnen in Hochsilos bessere
Garfutterqualitaten erzielt werden, obwohl Beflllung und Entnahme etwas umstandlicher
sind.

Mit dem gleichen Prinzip arbeiten die in den Boden eingelassenen Tiefsilos.
Der Arbeitsaufwand ist geringer, da sich das Tiefsilo direkt vom Wagen aus beflllen lasst
und sich ebenfalls selbst verdichtet. Die Entnahme erfolgt haufig durch Greifanlagen. Von
Vorteil sind die absolute Gasdichtheit sowie die konstanten Temperaturen durch die
Versenkung ins Erdreich, was einem optimalen Garverlauf zutraglich ist. Durch den
Abschluss nach oben mit einem festen Deckel ist ein Eindringen von Schadlingen nahezu
ausgeschlossen.

Durch bestimmte Bedingungen wie bauliche Voraussetzungen, Beschaffenheit von Gelande
und Untergrund oder Sicherheitsvorkehrungen liegen die Kosten aber meist deutlich héher
als bei einem Hochsilo (GROSS und RIEBE, 1974).
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Die ebenerdigen Flach- oder Fahrsilos lassen sich im Gegensatz zu Hochsilos schlechter
beflillen, sind dafiir aber kostengunstiger. Sie werden oft fur leicht vergarbare Ribenblatt-
oder Maissilagen verwendet.

Die Bodenflache wird teilweise befestigt, um einer Verschmutzung vom Untergrund her
vorzubeugen. Nachdem das gehackselte Siliergut durch Festwalzen verdichtet wurde, wird
es mit einer besonders reillfesten und luftundurchldassigen Silofolie abgedeckt.
Flachsilos haben relativ groke Anschnittsflachen, wodurch es nach dem Offnen der Silage
oft zu Nacherwarmungen kommt. Eventuelle Verunreinigungen des Grundwassers durch
Austreten des nahrstoffreichen Silagesickersafts miissen vermieden werden.

Die noch nicht lange gebrauchlichen Schlauchsilos werden mit einer speziellen Presse
geflllt. Das Schlauchmaterial ist zwar verhaltnismaRig teuer. Durch eine kleinere
Anschnittsflache kommt es aber zu geringeren Verlusten.

Werden pro Futterungseinheit nur kleinere Mengen bendétigt, stellen Rundballensilagen eine
geeignete Alternative dar. Beschadigungen der Folie machen sie aber anfélliger flr
Fehlgarungen (OPITZ VON BOBERFELD, 1994; BRIEMLE et al., 1997).

2.6.2.4 Milchsauregarung

Milchsaurebakterien (Lactobacteriaceae) sind in der Regel unbegeil’elte, also unbewegliche,
nicht sporenbildende, heterogene Stébchen.

Der Anteil der sich auf den Pflanzen befindenden Milchsaurebakterien variiert wahrend der
Jahreszeiten von 102 im Friihjahr bis zu 10’ KBE/g Frischgut im Herbst.

Je nach TS-Gehalt des Silierguts vermehren sich die Milchsaurebakterien unterschiedlich
stark, wodurch es zu Schwankungen des pH-Werts kommt. So sinken Silagen mit einem
geringeren TS-Gehalt starker ab als solche, bei denen der TS-Gehalt hdher liegt (OPITZ
VON BOBERFELD, 1994).

Die besten Voraussetzungen zur optimalen Vergarung finden Milchsaurebakterien in einem
Temperaturbereich zwischen 20 und 40 °C. Das pH-Wert-Minimum liegt meist zwischen 3,0
und 3,6 (GROSS und RIEBE, 1974).

Bei der anaerob ablaufenden Milchsduregarung werden die wasserldslichen Kohlenhydrate
(WSC), vor allem Glucose, Fructose, Saccarose und Pentosane uber Brenztraubensaure
(bzw. ihr Anion Pyruvat) in Milchsdure (bzw. ihr Anion Lactat) umgewandelt, die der

Energiegewinnung dient.
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Die bei der Garung frei werdende Energie wird zunachst in Adenosintriphosphat (ATP)
umgewandelt, das als kurzfristiger Energiespeicher und -tbertrager fungiert.
Nicotinamidadenindinukleotid (NADH) wird gebildet, das Brenztraubensaure zu Milchsaure
reduziert und damit zu oxidiertem NADH (NAD"), welches in der anschlieRenden Glycolyse
mit zwei Elektronen wieder zu NADH reduziert wird.

Die Nettogleichung der homofermentativen Milchsauregarung lautet:

CeH1206 + 2 ADP + 2 Phosphat > 2 C;HgO3 + 2 ATP

(Glucose, ADP und freies Phosphat werden umgewandelt in Milchsdure und ATP)

Diesen Stoffwechselweg beschreiten vor allem die auf den Pflanzenteilen befindlichen
Milchsaurebakterien (OPITZ VON BOBERFELD, 1994; GROSS und RIEBE, 1974).

Die 15 bis 20 in Silagen vorkommenden Milchsaurebakterien kénnen unterschieden werden
in homofermentive (Gewinn von zwei Molekilen ATP je Molekil WSC; bilden nur
Milchsaure) und heterofermentative (Gewinn von einem Molekil ATP je Molekil WSC; bilden
neben Milchsdure noch weitere Géarungsendprodukte) Stdmme. Unter energetischen
Gesichtspunkten muss die homofermentative Milchsaurevergarung angestrebt werden.

Des Weiteren muss die Bifidobacterium-Garung Erwahnung finden, bei der mit Hilfe des
Milchsaurebakteriums Bifidobacterium bifidum 2,5 Molekile ATP pro Molekil WSC
gewonnen werden (KAMPHUES et al. 2004; OPITZ VON BOBERFELD, 1994; GROSS und
RIEBE, 1974).

Die Milchsaurebakterien teilen sich in der Silage in etwa 58 % homofermentative, 6 %
heterofermentative, 13 % Streptokokken und 23 % Leuconostoc-Formen auf (GROSS und
RIEBE, 1974).

An der Silierung kénnen drei Sauren beteiligt sein:
- Milchséaure, die in der Silage als naturliches Konservierungsmittel wirkt.
- Essigsaure, die zu einem kleinen Teil bei der Silierung erwilnscht ist, da sie
Pflanzenzellproteine zerstort; etwa 2,0 bis 3,5 % in der Silage-TS sind ideal.

- Buttersaure, die in der Silage nur bei Fehlgarungen vorkommt.

Optimale Garqualitat zeichnet sich aus durch pH-Werte zwischen 4,0 und 5,0 (fur TS-
Gehalte zwischen 30 und 45 %), einen moglichst hohen Milchsaureanteil, maximal 0,3 %
Buttersaure und unter 3,0 % Essigsaure in der Trockenmasse, einen maximalen Anteil von
Ammoniak-Stickstoff (N) am Gesamtstickstoff von 8 % und einer Verdichtung von
220-250 kg TS/m® (NUSSBAUM, 2007a).
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2.6.2.5 Fehlerhafter Silierungsverlauf

Bis zu einem Verhaltnis von Milchsdure zu Essigsadure von vier bis finf zu eins wird von
einer gelungenen Silage gesprochen, wobei es im Laufe der Silierung auch zu Fehlgarungen
kommen kann.

Bei Fehlgarungen wird unterschieden zwischen Umkippen, bei dem der pH-Wert wahrend
der Lagerung wieder ansteigt und es zu einer Erhdhung der Buttersdurekonzentration kommt
und Nachgéarungen, die durch ungenlgende Milchsdurevergarung und durch Hefen
ausgeldst werden und mit einem Anstieg der Temperatur einhergehen.
Ein Temperaturanstieg in der Silage zu Beginn der Vergarung ist normal, sollte allerdings im
Vergleich zur Umgebungstemperatur nicht mehr als 5 °C betragen. Die meisten
Fehlgarungen entstehen durch unzureichenden Luftabschluss bzw. Schaden an der Silofolie
(OPITZ VON BOBERFELD, 1994; RAHN und WITTHINRICH, 2006).

Silagen, die zum Zeitpunkt der Konservierung zu nass waren, kénnen die Absenkung des
pH-Werts auf 4,0 bis 4,5 nicht ausfiihren, da das zusatzliche Wasser abpuffernd wirkt.
Dadurch werden garschadigende Bakterien und Pilze nicht inaktiviert, was die Silage letzten
Endes durch Fehlgarungen verdirbt.

Wird das Siliergut in zu trockenem Zustand verarbeitet, besteht die Gefahr, dass die
mindestens erforderliche Dichte von 200 kg TS/m*® nicht erreicht wird. Durch die
unzureichende Verdichtung ist der Sauerstoffgehalt innerhalb der Silage durch
Lufteinschlliisse zu hoch, so dass ideale Lebensbedingungen fir aerobe Hefen geschaffen
werden, die den im Siliergut enthaltenen Zucker fiir das eigene Wachstum nutzen (TITZE
und JAKOBS, 2004).

Zu den garschadigenden Mikroorganismen zahlen all diejenigen, die der Milchsaurebildung
negativ entgegenwirken. Dazu zéhlen sowohl aerobe Bazillen der Gattung Bacillus, die als
Nahrstoffkonkurrenten der Milchsaurebakterien agieren, als auch Micrococcen.

Coliforme Keime werden zwar erst unter Einfluss von Luftsauerstoff aktiv, entziehen den
Milchsaurebakterien aber ebenfalls die Nahrungsgrundlage und erwarmen wahrend des
Nahrstoffabbaus die Silage so stark, dass die Milchsaurebakterien abgetdtet werden.
Enterobakterien kdnnen gemischte Sauregarungen verursachen, was zu einer vermehrten
Bildung von Essigsaure und Gasen wie CO, und H, flihren kann (OPITZ VON BOBERFELD,
1994).

In Bezug auf den pH-Wert haben viele Mikroorganismen einen hohen Toleranzbereich.
Es gibt Algen, die Werte von Uber 10,0 vertragen kénnen und Pilze und Hefen, die bei
Werten unter 2,0 noch wachsen.
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Die meisten Verderbsorganismen agieren aber in den Bereichen um einen neutralen pH-
Wert. Dabei sind die Bereiche, in denen Toxin gebildet werden kann, oft deutlich enger
gesteckt, als die, in denen noch eine Vermehrung stattfinden kann (JEROCH et al., 2008).
Bei glinstigem Géarungsverlauf werden coliforme Keime bereits in der ersten Woche nach der
Einsilierung durch die pH-Wert-Absenkung vollstandig abgetotet.

Zu den Eiweilzersetzern zéhlen unter anderem Bakterien der Gattungen Pseudomonas und
Flavobacterium, die allerdings nur bei schlechtem Garverlauf aktiv werden kdnnen.
Schimmelpilze kdnnen sich nur unter aeroben Bedingungen vermehren. Sie treten meist an
Silagerandern auf, an denen die Verdichtung nicht so stark und der Luftabschluss nicht ideal
ist. Wichtige Vertreter sind Penicillinum, Aspergillus, Fusarium und Mucor.

Mit zu den gefahrlichsten Garschadlingen gehdren die Hefen, die in der Silage meist ideale
Lebensbedingungen finden, da sie unempfindlich auf niedrige pH-Werte reagieren und nur
sehr wenig Luftsauerstoff bendtigen (GROSS und RIEBE, 1974).

Es gibt zwei Typen von Hefen, die in der Silage vorkommen: Silagehefen vom Typ 1 sind vor
allem zu Beginn der Silierung zu finden und nutzen die leicht fermentierbaren Zucker.
Silagehefen vom Typ 2 kommen in durchsilierten Silagen vor und stellen dort meist die
Gesamtflora der Hefen. Sie bauen neben Zucker auch Milch- und Essigsaure in Anwesenheit
von Sauerstoff ab, wodurch der pH-Wert ansteigt und somit der Weg flr verschiedene
Schimmelpilze geebnet ist. Diese Eigenschaft macht sie zu den wichtigsten Verursachern
der aeroben Instabilitat innerhalb von Silagen (PRIES und KAYSER, 2005; BEEKER, 2003).
Extreme Vermehrungen von Hefepilzen fihren zu Nacherwarmungen, wovon wiederum
andere garschadigende Keime wie coliforme Bakterien profitieren. Diese verwandeln

ihrerseits Milchsaure in Buttersaure, was zum Verderb der Silage flhrt.

Neben den nachteiligen Zusammensetzungen der Sauregehalte sind auch die
Ausscheidungen von Pilzen und Hefen fur die Tiere, an die eine solche Silage verfittert wird,
toxisch und koénnen zu Leistungsdepressionen und zum Tod fiihren (OPITZ VON
BOBERFELD, 1994).

Im Zusammenhang mit silagefutterungsbedingten Erkrankungen spielt die meldepflichtige
Listeriose eine wichtige Rolle. Sie betrifft vor allem Wiederkduer und dort insbesondere
Schafe, kann aber durch kontaminierte Lebensmittel auch den Menschen infizieren.
Besonders gefahrdet sind Silagen, deren pH-Wert nicht unter 5,0 absinkt. Bei Aufnahme des
Erregers Listeria monocytogenes durch mit Erde verschmutzter Silage kommt es haufig zu
Gehirnentziindungen, die mit zentralnervésen Zustanden einhergehen. Aber auch Aborte,
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Septikdmien oder Mastitiden treten auf. Aus diesem Grund ist der Einsatz von Silage in der
Schaf- und Ziegenfitterung nur wenig verbreitet (OPITZ VON BOBERFELD, 1994; ROLLE
und MAYR, 2002; ZIMMER, 1987).

Kurze Erwéhnung sollte auch der Botulismus der Rinder finden, der bei der Aufnahme von
botulinumtoxinhaltigem Futter zu zentralnervdsen Stérungen flhrt. In der Silage spielt
Botulismus vor allem eine Rolle, wenn wahrend der Verarbeitung des Silierguts Tierkadaver
in die Silage gelangen und in dem Siliergut zersetzt werden, wobei das starke Botulinumtoxin
gebildet wird. Gefahrdet sind vor allem Silagen mit einem hohen pH-Wert und einer hohen
Wasseraktivitdt (KEHLER, 2010).

Die unter anaeroben Bedingungen agierenden, sporenbildenden Clostridien werden
eingeteilt in saccarolytische (eigentliche Buttersdurebazillen) und proteolytische
(Faulniserreger). Sie schaden der Silierung durch die Vergarung der Milchsdure zu
Buttersaure.

Beim Melken gelangen die in der Silage enthaltenen Clostridien (vor allem C. tyrobotyricum
und C. butryricum) uber die Luft in die Milch und verursachen bei der Késeherstellung den
sogenannten Blah- oder Stinkkase. Bei der Herstellung bestimmter Hartkdse wie z.B.
Emmentaler wurde deshalb die Verwendung von Milch silagegefiitterter Kiihe verboten
(KEULEN, 2005).

Clostridien gelangen vor allem bei der Ernte durch zu knappes Mahen am Boden in das
Siliergut. Unterdriicken lasst sich das Wachstum nur durch eine schnelle, vollsténdige
Milchsdurevergarung, die gegebenenfalls mit nitrithaltigen  Silierhilfsmitteln  bzw.
Clostridienhemmern unterstutzt werden kann (OPITZ VON BOBERFELD, 1994).

Die Bildung von Buttersdure kann durch geeignete Grinlandpflege, der Ausbringung
verdunnter Gille, einer nicht zu bodennahen Mahd und dem eventuellen Einsatz von
Silierhilfsmitteln vermieden werden (NUSSBAUM, 2007a).

Ein hoher Rohaschegehalt (liber 80-100 g Rohasche bzw. tber 15 g Sand pro kg TM) in der
Silage ist ein Hinweis auf eine starke Verschmutzung. Durch diese wird sowohl der
Futterwert vermindert als auch die Silierbarkeit verschlechtert. Zudem steigt die Gefahr der
Buttersaurebildung durch bodenbewohnende Clostridien, was neben dem typischen,
unangenehmen Geruch, der mit einer verminderten Akzeptanz bei der Verfutterung
einhergeht, zu erheblichen Verlusten bei den TS-Gehalten und der Energie flhrt.

Untersuchungen des Landwirtschaftlichen Zentrums Baden-Wirttemberg (LAZBW) zufolge
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liegt der Rohaschegehalt in Silagen aus Baden-Wurttemberg im Schnitt bei knapp 110 g/kg
TM (NUSSBAUM, 2007c).

Silierhilfsmittel kdnnen lediglich eine unterstiitzende Funktion einnehmen, jedoch nicht eine
schlechte Silage in ein hochwertiges Futtermittel umwandeln. Bei der Anwendung ist genau
auf die Dosierung, die Unterstlitzung des gewiinschten Effekts sowie auf eine gleichmaRige
Verteilung im Siliergut zu achten.

Es gibt biologische und chemische Silierzusatze. Die biologischen Silierungshelfer sollen die
Milchsaurevergarung durch die Zugabe von zuckerreichen Substanzen oder
Milchsaurebakterien unterstltzen, wahrend chemische Zusatze auf Basis organischer und
anorganischer Sauren und Salze arbeiten und so dem Wachstum schadlicher Keime
entgegenwirken.

Neuere Silierhilfsmittel kombinieren beide Eigenschaften, wobei die biologischen
Komponenten flr eine intensive, verlustarme Vergarung sorgen und die chemischen
Bestandteile das Wachstum warmebildender Hefen unterdriicken. Das soll vor allem der
aeroben Stabilitdt zum Zeitpunkt der Entnahme dienen (OPITZ VON BOBERFELD, 1994;
NUSSBAUM, 2008).

2.6.3 Heu

Heu ist eine Griinfutterkonserve, deren Anteil an der Trockenmasse mindestens 85 %
betragen sollte. Der konservierende Effekt wird ausschlieBlich Gber die Trocknung, dem wohl
altesten Konservierungsverfahren, erzielt. Neben der Haltbarmachung dient die Trocknung
auch der Eliminierung verschiedener Krankheitserreger, da diese haufig empfindlich auf
Austrocken reagieren. Vor allem darmstdmmige Bakterien werden unter UV-Einstrahlung in
der Regel schnell abgetétet (OPITZ VON BOBERFELD, 1994; JEROCH et al., 2008).

Bei der Trocknung verdunsten zunachst das Oberflachenwasser und das von den Kapillaren
direkt an die Pflanzenoberflaiche beférderte Wasser. Danach beginnt die Trocknung der
groRen Poren und anschlielend wird das Zellwasser in den kleinen Kapillaren verdampft.
Wahrend dieses Prozesses nimmt die Trocknungsgeschwindigkeit standig ab.

Begrenzt wird die Trocknung, wenn sich die Sorptionskréafte der pflanzlichen Masse mit den
Kraften aus dem Dampfdruckgefalle der Luft im Gleichgewicht befinden.
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Die Trocknungsgeschwindigkeit kann durch MaRnahmen wie Quetschen oder Auffasern
gesteigert werden (OPITZ VON BOBERFELD, 1994; JEROCH et al., 2008).

Die Trocknung ist abhangig von der relativen Luftfeuchtigkeit, der Temperatur, dem Zeitpunkt
des Schnittes, der Art des Mahens und der Bearbeitung des Gringuts wahrend der
Trocknung. Alteres Griingut weist in der Regel schlechtere Trocknungseigenschaften auf als
junges, blattreiches (OPITZ VON BOBERFELD, 1994).

Die traditionellste und nach wie vor popularste Methode der Heutrocknung ist die
Bodentrocknung direkt auf der geméahten Flache mit Hilfe der Sonnenenergie.
Die Belagmasse auf der Flache liegt idealerweise zwischen zwei bis drei Kilogramm pro
Quadratmeter. Dieses Verfahren ist extrem witterungsabhangig und eignet sich daher nur fur
Regionen mit Schénwetterperioden von mindestens vier Tagen (JEROCH et al., 2008).

In feuchteren Gebirgsregionen wird oft mit der Beluftungstrocknung gearbeitet. Das Gras
wird zunachst auf dem Boden vorgetrocknet und anschlieBend mit Hilfe von
Bellftungssystemen, die mit warmer oder kalter Luft arbeiten, fertig getrocknet.

Eine Variation davon ist die GerUsttrocknung, bei der das vorgewelkte Griingut auf Gerlsten
(sog. Reutern) oder Uberdacht ohne Hilfsmittel zu Ende getrocknet wird. Da die
GerUusttrocknung allerdings mit einem relativ hohen Arbeitsaufwand verbunden ist, findet sie
heutzutage kaum noch Anwendung.

Eine weitere Methode der wetterunabhangigen Trocknung ist die HeiRlufttrocknung, bei der
das Gringut mit Temperaturen zwischen 300 und 900 °C behandelt wird. Bei dieser
Trocknungsform kommt es durch das schnelle Verdampfen kaum zu Qualitatseinbuf3en.

Da dieses Verfahren allerdings sehr aufwendig ist, werden nur hochwertigste Griinguter
dieser Behandlung zugefiihrt (OPITZ VON BOBERFELD, 1994; HEYLAND, 1996).

Bei Dirrheu, bei dem der Trockenmassegehalt bei rund 80 % liegt, findet nach der
Einlagerung das sogenannte Schwitzen, eine Art Garprozess statt. Ausgeldst wird es durch
Mikroben und pflanzeneigene Enzyme, die in den feuchteren Stangeln noch zu finden sind.
Bei der Normalgarung, die sich in Temperaturbereichen unter 45 °C abspielt, verbessert sich
meistens die Futterakzeptanz durch den Abbau bestimmter Stoffe.

Bei Temperaturen zwischen 45 und 60 °C wird von Ubergérung gesprochen, ausgelést durch
Einlagerungsfeuchten von tber 16 %. Durch die verstarkte Bildung thermophiler Bakterien
kommt es zu groReren Verlusten, vor allem bei leichtldslichen Stoffen wie Kohlenhydraten

und das Heu verfarbt sich braunlich.
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Bei Temperaturen von iiber 60 °C kommt es schlimmstenfalls zur Uberhitzung, bei der,
ausgeldst durch chemische Prozesse, in kurzester Zeit Temperaturen von tber 200°C und
hochentzindliche Gase entstehen kdénnen. Beim Kontakt mit Sauerstoff kdnnen sich diese
Gase entziinden was zur sogenannten Selbstentziindung fiihrt (OPITZ VON BOBERFELD,
1994; JEROCH et al., 2008).

Heu kann genau wie Silage anhand vorgegebener Bewertungskriterien beurteilt werden.

Bei der Sinnenprifung spielen neben Farbe, Geruch und Struktur auch die Art der
Trocknung und der Grad der Verschmutzung eine Rolle.

Heu von hoher Qualitat hat Carotingehalte von Uber 240 ppm, Rohproteingehalte von tber
22 %, Sandgehalte unter 1 % und Feuchtewerte von unter 14 % (DLG, 2004; OPITZ VON
BOBERFELD, 1994).

2.7 Mikrobielle Kontamination von Futtermitteln

Futtermittel stellen ein wichtiges Glied in der menschlichen Nahrungskette dar, weshalb
besonders darauf zu achten ist, dass sie nicht verschmutzt werden.

Etwa 70 % der in Deutschland produzierten Pflanzen gehen in die Tierflitterung, sei es direkt
als z.B. Grunfutter oder Futterriben oder nach der Verarbeitung als Mischfutterkomponente
(JEROCH et al., 2008).

Bei gesunden Tieren werden Schadstoffe und Erreger, die mit dem Futter aufgenommen
werden, mit Hilfe von Speichel, Magensaure und Verdauungsenzymen unschadlich gemacht.
Zum Ausbruch einer Krankheit kommt es in der Regel erst, wenn belastende Faktoren wie
zum Beispiel hygienisch schlechte Haltungsbedingungen oder eine geschwachte
Immunabwehr involviert sind (TOPPER, 2006).

Bei Jungtieren bilden zunachst die mit dem Futter aufgenommenen Keime die Darmflora,
wodurch sie besonders anféllig fir futterbedingte Erkrankungen sind. Auch Pferde reagieren
empfindlicher auf Veranderungen im Futter als beispielsweise Wiederkauer und Schweine
(SOMMER et al., 1991; TOPPER, 2006).



43

Auf Grund diverser BSE-Falle und dem Nachweis von Dioxinen in Lebens- und Futtermitteln
wurde mit der seit 1. Januar 2006 in der EU gultigen Futtermittelhygieneverordnung (EG) Nr.
183/2005 eine neue Grundlage zur Sicherung der Qualitét von Futtermitteln geschaffen.
Futtermittelhygiene wird darin definiert als die ,Malnahmen und Vorkehrungen, die
notwendig sind, um Gefahren zu beherrschen und zu gewahrleisten, dass ein Futtermittel
unter Berlicksichtigung seines Verwendungszwecks fur die Verfltterung an Tiere tauglich
ist*. Die Verordnung soll alle Produktionsschritte vom Erzeuger bis zum Endverbraucher
erfassen und mit Hilfe diverser Behdrden liberwachen, um so eine mdglichst hohe Sicherheit
fur Futtermittel gewahrleisten zu kénnen (EU, 2005; JEROCH et al., 2008).

Unerwinschten Stoffe und ihre Héchstwerte sind in der Futtermittelverordnung vom 7. Marz
2005 genau geregelt. Kot und Urin fallen unter die verbotenen Stoffe (FuttMV, 2007).

Kontaminationen von Futtermitteln mit Hundekot entstehen entweder durch das direkte
Hineinkoten wahrend der Verarbeitung (Antrocknen zur Silierung, Heutrocknung) oder spater
wahrend der Lagerung. Durch mechanische Prozesse wie dem Heuwenden werden
Kotpartikel groRraumig im Futter verteilt (BR, 2007).

Pflanzliche Futtermittel haben bereits bei der Ernte einen bestimmten mikrobiellen Besatz,
die sogenannte Primarflora. Natlrlicherweise kann von einer Besiedelung der Futtermittel mit
etwa 10° Bakterien und 10* Pilzen pro Gramm ausgegangen werden (ULBRICH et al., 2004).
Je schlechter die Erntebedingungen sind, desto starker ist der Keimdruck durch die
Primérflora (TOPPER, 2006).

Durch verschiedene Konservierungsmethoden wird diese Primarflora jedoch abgetdtet oder
zumindest so unterdriickt, dass keine Vermehrung mehr stattfinden kann.

Wahrend der Weiterverarbeitung kann es auch zu Kontaminationen mit Sekundarflora, also
mit Mikroorganismen, die erst nach der Ernte in das Futter gelangen, kommen. Diese
kénnen sich bei entsprechenden Lagerbedingungen rasch vermehren und das Futtermittel
im schlimmsten Fall komplett verderben. Der Verderb erfolgt in der Regel nicht allein durch
das Wachstum der Mikroorganismen, sondern auch durch deren Stoffwechselprodukte und
Toxine. Es wird unterschieden in Exotoxine, die vor allem von grampositiven Bakterien
(verschiedene Clostridien-Arten, E. coli) gebildet und an die Umgebung abgegeben werden
und in die von den gramnegativen Bakterien gebildeten Endotoxine, also Lypopoly-
saccharide, die bei der Bakterienlyse frei werden. Endotoxine kénnen in grolen Mengen

einen Schock auslosen, wahrend Exotoxine meist zu Erbrechen, Durchfall, Fieber,
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Futterverweigerung und Leistungsabfall fihren (JEROCH et al.,, 2008; ULBRICH et al.,
2004).

Ideale Bedingungen finden schadliche Mikroorganismen bei Temperaturen von tber 10 °C in
Futtermitteln mit TS-Gehalten von unter 86 % (zum Teil bereits unter 90 %), bei einer
relativen Luftfeuchtigkeit Uber 85 %, einem Anteil von Pilzen und Hefen von tber 70 % sowie
einer schlechten oder ungenligenden Konservierung vor der Einlagerung (ULBRICH et al.,
2004).

Neuere Studien belegen das Eindringen von humanpathogenen Krankheitserregern tber das
Wurzelsystem der Pflanzen (TOBI und BOHM, 2009; SOLOMON et al., 2002; siehe auch
2.8.3). Mogliche andere Pforten in die Pflanzen sind das Abschlussgewebe (Epidermis,
Rhizodermis), Verletzungen, Lysierung der Zellwande durch bestimmte Enzyme oder
natiirliche ~ Offnungen  (Spaltéffnungen).  Pflanzenpathogene Erreger nutzen die
Stoffwechselprodukte der Pflanzen zur eigenen Vermehrung, was Uber kurz oder lang zu
Wuchsanomalien oder dem Absterben der Wirtspflanze fiihrt. Wie sich zoonotische und
humanpathogene Krankheitserreger in den Pflanzen verhalten, ist noch nicht vollstandig
geklart (MARTIN und SAUERBORN, 2006).

Neben Bakterien zahlen auch verschiedene Schimmelpilze und Hefen zu den
Futtermittelverderbern. Schimmelpilze kénnen Mykotoxine bilden, die bei oraler Aufnahme zu
groRen gesundheitlichen Schaden flhren kdénnen. Verpilztes Futter muss aber nicht
zwangslaufig Mykotoxine enthalten, wohingegen optisch einwandfrei wirkende Futtermittel
stark belastet sein kénnen. Es wird unterschieden in Feldpilze, also solche, die zur normalen
Primarflora der Pflanzen gehdéren und in Lagerpilze, die sich erst bei unsachgemaler
Lagerung auf den abgestorbenen Pflanzen entwickeln. Schimmelpilze wirken erst ab
bestimmten Konzentrationen toxisch. Zur Sicherheit sollte aber auf die Verfutterung von
fragwurdigem oder deutlich verschimmeltem Futter verzichtet werden.
Angaben zu genauen Hochstgehalten sind in der Futtermittelverordnung zu finden.
Die Ubertragungswahrscheinlichkeit von Mykotoxinen in die menschliche Nahrungskette
Uber Lebensmittel tierischer Herkunft ist als sehr gering einzustufen (JEROCH et al., 2008;
ULBRICH et al., 2004; FuttMV, 2007).

Der Arbeitskreis Futtermittelmikrobiologie des Verbandes Deutscher Landwirtschaftlichen
Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA) hat ein Schema zur Auswertung
mikrobiologischer Untersuchungen von Futtermitteln entwickelt, das mit verschiedenen

Indikatorkeimen arbeitet. Auf diese Weise konnen Futtermittel in Qualitatskategorien
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eingeteilt werden, die dem jeweiligen hygienischen Stand entsprechen (JEROCH et al.,
2008).

Bei der Haltbarmachung von Futtermitteln werden durch Prozesse wie die der
Hitzeeinwirkung die Anzahl der enthaltenen Schadorganismen reduziert und gleichzeitig ihre
Fahigkeit zur Toxinbildung gehemmt. Konserviert werden vor allem halbfeuchte Futtermittel,
die am anfélligsten sind fir mikrobiellen Verderb. Zum Einsatz kommen in der Regel
verschiedene Sauren wie z.B. die Propionsaure, die das Wachstum von Schimmelpilzen
eindammt.

Bei Trockenfuttermitteln spielen besonders der Verderb durch Uberlagerung, die
Umgebungsfeuchte oder defekte Futtersacke eine Rolle. Haufig sind auch Futterschadlinge
wie Futtermilben, Speckkafer oder Reismehlkafer Ursache fir den Verderb.

Von sterilisietem Dosenfutter geht in der Regel keine Gefahr aus, da es bei 126 °C
Kerntemperatur autoklaviert wurde, was zu einem sicheren Abtdten mdglicherweise
enthaltener Krankheitserreger fihrt (SOMMER et al., 1991; MEYER und ZENTEK, 2005).

Stérungen des Verdauungstraktes kénnen verschiedene Ursachen haben, duern sich aber
haufig mit Durchfallen. Eine mégliche Ursache ist die Aufnahme von Schadstoffen, seien es
solche, die bereits im Futtermittel enthalten waren oder solche, die erst durch
Kontaminationen bzw. Verderb in das Futter gelangt sind.

Schadstoffe, die bereits von Beginn an im Futtermittel zu finden sind, sind solche, die
natlrlicherweise aus einem der Futterbestandteile stammen wie Trypsinhemmstoffe in
Eiweil oder Sojabohnen, blausaurehaltige Glykoside in Leinsamen und Mandelkernen oder
thiaminabbauende Substanzen in frischen SiiBwasserfischen.

Manche Stoffe wie Blei, Arsen, Fluor oder Kupfer reichern sich mit der Zeit im Gewebe an,
da der Korper sie nicht abbauen kann. Sie kdnnen aber nur noch selten in Futtermitteln
nachgewiesen werden (MEYER und ZENTEK, 2005).

Eine wichtigere Rolle bei der Kontamination von Futtermitteln spielen Bakterien und
Parasiten. Sie befinden sich entweder bereits vor der Ernte bzw. Verarbeitung auf oder in
dem Futtermittel oder die Kontamination findet erst wahrend der Lagerung statt.

Von groRter Wichtigkeit sind in diesem Zusammenhang Bandwurmfinnen, wie die des
geranderten Bandwurms Taenia hydatigena oder des Hundebandwurms Echinococcus

granulosus.
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Beim Verfiuttern von unbehandelten Schlachtabféllen von Schweinen und Wildtieren besteht
fir Hunde die Gefahr einer Infektion mit Toxoplasmose.

Uber importierte Futtermittel kénnen in Deutschland bereits ausgerottete Krankheiten wie
z.B. der Milzbrand oder die Aujeszky-Krankheit wieder eingeschleppt werden.

Salmonellen lassen sich haufig auf rohen Innereien aber auch in Tiermehlen nachweisen.
Einige Bakterien wie z.B. Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus oder Bacillus
cereus verderben die Futtermittel durch die Produktion von Toxinen. Ein besonders starkes
Toxin bildet Clostridium botulinum, das vor allem in verdorbenen Wurst- und
Fleischprodukten zu finden ist (MEYER und ZENTEK, 2005).

MEYER und ZENTEK (2005) empfehlen, tierische Futtermittel vor der Verfitterung auf jeden
Fall zu behandeln, sei es durch Einfrieren oder Erhitzen, um eventuell enthaltene
Krankheitserreger und Parasitenzwischenstadien sicher abzutoten.

So lassen sich die Zysten von Sarkosporidien, Toxoplasma gondii und auch Neospora
caninum durch Erhitzen bei 65 °C fir mindestens zehn Minuten sicher abtéten, wahrend
beim Einfrieren fir mindestens vier Tage bei —20 °C unter Umstanden nicht alle Zysten
unschadlich gemacht werden. Durch das Kochen soll zudem die Futterakzeptanz erhéht
werden. Praferenzversuche belegen eine hohere Akzeptanz bei gekochtem bzw.
gebratenem und zerkleinertem Fleisch im Gegensatz zu grof3stlickigem, rohem Fleisch.

Eine potenzielle Infektionsquelle fiir Hunde, vor allem mit Salmonellen und Listerien, stellen
Kauartikel aus getrockneten Tierteilen dar. Die Verordnung (EU) Nr. 1774/2002 mit
Hygienevorschriften fir nicht flir den menschlichen Verzehr bestimmte tierische
Nebenprodukte besagt, dass ,Kauspielzeug bei der Herstellung einer Hitzebehandlung
unterzogen werden muss, die gewahrleistet, dass Krankheitserreger (einschlief3lich
Salmonellen) wirksam abgetotet werden. Nach der Behandlung sind alle erforderlichen
Vorkehrungen zu treffen, um eine Kontamination des Erzeugnisses zu vermeiden® (EU,
2002).

Dennoch konnten im Rahmen einer Untersuchung von SCHLAGEL aus dem Jahre 2007 in
25 % der untersuchten Kauartikel-Proben verschiedene Salmonellenserovare und sogar
multiresistente Salmonellenstdmme nachgewiesen werden. Am stérksten belastet waren
Schweineohren und Rinderpansen, wobei es gleichgultig war, ob das Produkt verpackt oder
offen angeboten wurde.

Der Erdboden liefert mit seinen zahlreichen aeroben und anaeroben Sporenbildnern, Pilzen
und psychrothrophen Organismen ebenfalls zahlreiche Infektionsquellen fir Futtermittel.



47

Bei Dingung mit Fest- und Flissigmist kommen zusatzlich Fakalbakterien hinzu.
Die Kontamination von Futtermitteln mit Erdboden erfolgt in der Regel bei der Ernte.
Weitere Kontaminationsquellen fir Futtermittel stellen lebende Vektoren wie Insekten,
Nager, Wild- und Haustiere dar (SINELL, 2003).

Die Keimbelastung von Futtermitteln kann durch entsprechende Ernte- und Lagerungs-
bedingungen reduziert werden. Zu beachten sind Ernte- und Lagerhygiene (mdglichst
geringer Schmutzanteil, geringe Feuchtegehalte), die Kontrolle des Futtermittels vor und
wahrend der Einlagerung (Schadlingsbefall, Temperatur) und die Art der Lagerung (kihl und
trocken, first-in-first-out-Prinzip, kein Zutritt fir Lagerschadlinge wie Mause, Insekten oder
andere Tiere (Katzen, Hunde, Végel)) (TOPPER, 2006).

2.8 Darstellung der mikrobiologischen und parasitologischen Parameter,

die bei dieser Untersuchung bertcksichtigt wurden

Im folgenden Abschnitt sind die fir diese Arbeit relevanten Bakterien und Parasiten
beschrieben. Bis auf den Parasiten Neospora caninum fanden alle Erreger in den im
nachsten Kapitel beschriebenen mikrobiologischen  Untersuchungen Anwendung.
Alle hier aufgefliihrten Bakterien sowie Cryptosporidium parvum konnten bereits in Hundekot
nachgewiesen werden bzw. gehdren zur Normalflora im Hundedarm und sind in der Lage
sowohl bei Tieren als auch beim Menschen Erkrankungen hervorzurufen.
Der parasitare Erreger Neospora caninum wurde in die Untersuchungen dieser Arbeit nicht
in mit einbezogen, da sich die Gewinnung und Haltung des Parasiten in vorrausgegangenen
Versuchen als aufwendig gezeigt hat. Da Neospora caninum allerdings im Zusammenhang
mit Hundekot auf landwirtschaftlich genutzten Grlnlandflachen als potenzieller
Abortverursacher bei Rindern eine wichtige Rolle spielt, wird er in diesem Abschnitt genauer

auf ihn eingegangen.

2.8.1 Clostridium perfringens

Clostridium perfringens gehért wie der Milzbranderreger Bacillus anthracis oder der Erreger
des Botulismus Clostridium botulinum zu den sporenbildenden gram-positiven Stéabchen. Als
einziger der insgesamt 83 Vertreter der Clostridien ist C. perfringens durch seine fehlende

Begeilelung bewegungsunfahig. Clostridien sind nahezu ubiquitar verbreitet, kommen aber
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am haufigsten im Erdboden und Wasser vor und gehéren zur Normalflora des
Verdauungstrakts von Tieren und Menschen (KOHLER, 2001).

Clostridien sind in der Lage, Sporen zu bilden, die, dhnlich den parasitaren Dauerstadien,
sehr widerstandsfahig gegentber Umwelteinflissen sind (SOMMER et al., 1991).

Ideale Wachstumsbedingungen fur C. perfringens bieten Temperaturen zwischen 43 und

47 °C bei anaerobem Milieu und einem pH-Wert von etwa neun. Anhand serologischer und
biochemischer Gesichtspunkte lasst sich C. perfringens in die Typen A bis E einteilen, wobei
jeder Typ andere Formen des Gasbrandes bzw. der Enterotoxamie bei Menschen und
verschiedenen Tieren verursacht (ROLLE und MAYR, 2002; KOHLER, 2001).

Eine typische, durch C. perfringens verursachte Krankheit ist der Gasbrand, der bereits in
den Schriften von Hippokrates (460-377 v.Ch.) beschrieben wurde und an dem im Ersten
Weltkrieg rund 100.000-150.000 deutsche Soldaten starben.

Unter den Erregern des Gasbrandes bildet C. perfringens die meisten Toxine aus. Das
starkste von ihnen ist das a—Toxin, eine Phospholipase C, vom Typ A.

Die Toxinwirkung setzt mit der Sporenauskeimung in der Wunde ein, wodurch Myonekrosen
gebildet werden, die die Luftzufuhr in die Wunde unterbinden. Dieser Effekt wird haufig durch
Mischinfektionen verstarkt, meist in Kombination mit aeroben Erregern wie Streptokokken
oder Staphylokokken was das Krankheitsbild sehr mannigfaltig gestalten kann.

Nach einer Inkubationszeit von finf bis 48 Stunden entsteht bei nur wenigen aufRerlichen
Anzeichen ein starker Wundschmerz. Spater schwellen die Wundréander an und beim
Palpieren ist ein Knistern zu horen, das auf die Gasbildung zurlickzuflihren ist. Wundbrand
schadigt das umliegende Gewebe oft so stark, dass eine Amputation des betroffenen
GliedmaRes nicht mehr mdglich ist. Trotz des meist letalen Verlaufs ist eine
Gasbrandinfektion in Deutschland nicht meldepflichtig (KOHLER, 2001).

Kurz nach dem Zweiten Weltkrieg trat im norddeutschen Raum erstmals der durch
C. perfringens Typ C verursachte Darmbrand (Enteritis necrotians) auf, bei dem es durch
Bildung eines Nekrotoxins zu einer starken Entziindung des Jejunums kommt, die
unbehandelt in Giber 50 % der Félle zum Tode fiihrt (KOHLER, 2001; FEHLHABER, 2004).

Fur C. perfringens-bedingte Lebensmittelvergiftungen sind die Typen A, C; und Cs
verantwortlich zu machen. Infektionen mit dem Typ A, kommen zwar am héaufigsten vor,
nehmen dafir aber den mildesten Verlauf (FEHLHABER, 2004).
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Durch den Verzehr von kontaminierten Lebensmitteln, oft warmgehaltenes Rind- und
Geflugelfleisch oder Meeresfriichte, kommt es zur Bildung eines Enterotoxins im Diunndarm.
Die daraus resultierende Zerstérung der Darmepithelzellschicht flhrt zu massiven
Flissigkeits- und lonenverlusten, die sich durch starke Durchfélle, Bauchschmerzen und
Erbrechen aulern. Die Krankheit endet in der Regel nach 24 Stunden selbstlimitierend
(KOHLER, 2001).

Wie bereits unter Punkt 2.6.2.5 ,Fehlerhafter Silierungsverlauf* beschrieben, spielen
Clostridien im Zusammenhang mit der Silagegewinnung eine Rolle. Problematisch sind
dabei die schwer einzudammenden, innerbetrieblichen Clostridienkreislaufe, bei denen die
Tiere stark clostridienbelastete Silagen zu fressen bekommen, somit clostridienhaltigen Kot
ausscheiden, welcher anschlieRend zur Dingung der Grinflachen verwendet wird, die
spater wieder das Futter liefern sollen (LEISEN, 2002).

Von Infektionen mit C. perfringens sind vor allem Jungtiere betroffen, meist die von
Wiederkauern, Schweinen und Gefligel. Die Krankheit duRert sich in der Regel durch starke
Durchfalle, was zum Beispiel bei der durch C. perfringens Typ C verursachte nekrotisierende
Enteritis der Ferkel in bis zu 100 % der Falle zum Tod flihren kann.

Die Clostridienenterotoxamie tritt vor allem bei Fohlen (Typ B) und Kélbern (Typ B und C) in
den ersten Lebenswochen auf (WALDMANN und WENDT, 2001; ROLLE und MAYR, 2002;
ULBRICH et al., 2004).

Beim Hund sind auf Grund der starken Verdauungsenzyme verschiedene Faktoren wie
Fehlfitterung oder Stress von No&ten, um eine clostridienbedingte Erkrankung auszuldsen.
Kann sich eine Clostridieninfektion allerdings etablieren, fihrt das gebildete Enterotoxin bei
Hunden oft zu schweren Durchfallen (ROLLE und MAYR, 2002; SCHMIDTKE, 2006).

2.8.2 Enterokokken

Die grampositiven, fakultativ anaeroben, kugelférmigen Enterokokken gehdéren zur Familie
der Milchsaurebakterien. Sie wurden erst in den 80er Jahren von den morphologisch recht
ahnlichen Streptokokken abgegrenzt. In der Umwelt sind sie nahezu Uberall anzutreffen
(SELBITZ, 2002; MOELLERING, 1998).

Die Vertreter Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium sind Bestandteil der

natlirlichen Darmflora von Wirbellosen und Wirbeltieren. In geringen Konzentrationen sind



50

sie sogar in Mund, Vagina und auf der Haut zu finden (PODBIELSKI und LUTTICKEN,
2001).

Einige Stamme von E. faecium finden Anwendung in der Lebensmittelindustrie als Zusétze in
probiotischen Lebensmitteln. Auch in der Human- und Tiermedizin kommen verschiedene
Enterokokken-Stdmme zum Einsatz (LUKASSOWITZ, 2002).

Die verschiedenen Spezies sind alle mit spezifischen Wirten assoziiert. Beim Menschen sind
am haufigsten die bereits erwahnten E. faecalis und E. faecium zu finden. Zu Infektionen
kommt es oft durch kontaminierte Lebensmittel oder Schmierinfektionen (PODBIELSKI und
LUTTICKEN, 2001; SELBITZ, 2002; SIMON, 1999).

Durch die Fahigkeit, eigene Resistenzplasmide mittels konjugativen Transfers auf andere
Bakterien (gleich- oder fremdartige) zu tUbertragen, bilden Enterokokken haufig Resistenzen
aus. Aus diesem Grund spielen sie im Hinblick auf nosokomiale Infektionen eine bedeutende
Rolle (siehe auch 2.8.2).

Die meisten Infektionen (85-95 %) werden durch E. faecalis verursacht; haufig sind
immunsupprimierte Personen betroffen. Oft handelt es sich dabei um Harnwegs- oder
Wundinfektionen, in wenigen Fallen aber auch um die schwer therapierbare Enterokokken-
Endokarditis.

Infektionen mit E. faecium sind mit 5-15 % zwar deutlich seltener, aufgrund der héheren
Virulenz und den haufigen Antibiotikaresistenzen aber schwieriger zu bekampfen.

Die Mortalitat bei einer Enterokokkeninfektion ist mit 28-58 % sehr hoch, was allerdings auf
den meist schlechten Allgemeinzustand der nosokomial infizierten Patienten zurlck zu
fihren ist (PODBIELSKI und LUTTICKEN, 2001; SIMON, 1999).

Die Bekampfung der Enterokokken wird neben der Resistenzbildung zusatzlich durch ihre
Uberlebensfahigkeit unter extremen Bedingungen, wie starken Schwankungen der
Temperatur, der Salzkonzentration oder des pH-Wertes, erschwert (PODBIELSKI und
LUTTICKEN, 2001).

Im Zusammenhang mit Mastitiden, Pneumonien, Urogenitalinfektionen, Endokarditiden und
Septikdmien bei Tieren konnten E. faecalis, E. faecium und E. durans als Verursacher
ausgemacht werden (SELBITZ, 2002).
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2.8.3 Escherichia coli

Das zur Familie der Enterobacteriaceae gehérige, stdbchenférmige Bakterium Escherichia
coli gehort zur Normalflora des Darms bei Warmblltern. In die Umwelt, in der es monatelang
vermehrungsfahig bleiben kann, gelangt es ausschlieRlich durch fakale Verunreinigungen,
weshalb es auch als Indikatorkeim bei z.B. Wasser- oder Lebensmitteluntersuchungen
herangezogen wird.

Die Konzentrationen von E. coli im Kot liegen in Bereichen zwischen 10* und 10° KBE/g
(HEESEMANN, 2001; WEIGEL, 1995).

Die im Darm vorkommenden E. coli-Isolate lassen sich in die finf Gruppen A, B1, B2, D und
E einordnen. Die meisten Pathogenitatsfaktoren sind in den Gruppen B2 und D zu finden, die
damit die Hauptverursacher E. coli-stammiger Infektionen sind.

Die Art, in der sich eine Infektion auRert, hangt mafigeblich von der Abwehrkraft des
Immunsystems sowie der Zusammensetzung der Pathogenitatsfaktoren ab. Harnwegs- und
Wundinfektionen, schwere Septikdmien oder Pneumonien sind haufig.

Eintrittspforten flir den Erreger stellen Wunden oder die Harnwege dar, beim
Geburtsvorgang auch die Atemwege. Die Ubertragung erfolgt durch Schmierinfektionen oder
unsaubere Gerate bzw. Hande von medizinischem Personal (HEESEMANN, 2001).

Neben den fakultativ pathogenen Vertretern, die rund 90 % der im Darm angesiedelten
E. coli ausmachen, finden sich auch die darmpathogenen E. coli, die nicht zur Normalflora
gehdren und meist zusammen mit anderen Erkrankungen des Intestinaltrakts auftreten.

In den Industrielandern Westeuropas, den USA oder Japan spielt das enterohamorrhagische
E. coli (EHEC) eine bedeutende Rolle. Dies liegt zum einen daran, dass die EHEC-
Pravalenz von kleinen und groRen Wiederkauern, deren Serovar dem des Menschen sehr
ahnlich ist, zwischen 18 bis 71,3 % liegt und sie somit zum Hauptreservoir machen.
Hauptinfektionsquelle fir EHEC ist in der Regel der direkte Kontakt zu Rindern und deren
Kot. Durch die geringe minimale Infektionsdosis von 10-100 Erregern wird die Ubertragung
mittels unzureichend erhitztem, kontaminiertem Rindfleisch oder Milchprodukten, aber auch
Bade- und Trinkwasser, erleichtert (HEESEMANN, 2001).

Typisch fur EHEC-Infektionen, die vor allem immungeschwachte und altere Menschen sowie
Kinder betreffen, sind schwere Durchfalle mit kolikartigen Bauchkrampfen, Fieber und
Erbrechen, was in etwa 5-10 % der Falle in das schwer therapierbare hamolitisch-uramische
Syndrom (HUS) Ubergeht. Das HUS kann BlutgefaRe und Nieren so stark schadigen, dass
blutige Durchfalle und akutes Nierenversagen schliellich zum Tode fiihren.

Im Jahr 2011 erkrankten in Deutschland auf Grund kontaminierter Sprossen sehr viele
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Menschen an einer EHEC-Infektion und HUS. Die HUS-Fallzahl lag mit 877 Personen uber
das 13fache hoher als in den vorangegangenen Jahren. Von anderen EHEC-bedingten
Erkrankungen waren in diesem Jahr 4.908 Menschen betroffenen, also rund sechsmal mehr
als in den Vorjahren (HEESEMANN, 2001; BULTE, 2004; RKI, 2012).

Wahrend der bislang groten gemeldeten EHEC-Epidemie im Jahr 1996 in Japan erkrankten
Uber 9.000 Menschen, 110 starben. Als Ausloser konnten spater Sprossen ausgemacht
werden, deren Anbaufldiche mit kontaminiertem Rinderkot gediingt war. Die Erreger-
aufnahme erfolgte (iber das Wurzelsystem (BULTE, 2004).

Weitere pathogene E. coli sind die enteropathogenen (EPEC), die enterotoxigenen (ETEC)
und die enteroinvasiven (EIEC), die alle vor allem in Landern mit mangelhaftem
Hygienestandard eine Rolle spielen (HEESEMANN, 2001).

Im Jahr 2011 wurden in Baden-Wurttemberg 396 Falle von E. coli-Enteritis verzeichnet,
deutschlandweit waren es rund 8.300 Erkrankte (RKI, 2012).

Bei Tieren flhren Infektionen mit pathogenen E. coli haufig zu den gefirchteten
Jungtierdurchfallen. Davon betroffen sind vor allem Kalber, Saugferkel und Milchlammer in
den ersten drei Lebenswochen. Infektionsquellen sind meist kontaminierte Liegeflachen und
Tranken oder das infizierte Muttertier. Schutz bieten nur ausreichende Hygienemalinahmen
bei der Haltung und Schlachtung sowie die Aufnahme von ausreichend Kolostrum, da es
derzeit keine Schutzimpfungen gibt. Bei Absetzferkeln kdnnen pathogene E. coli die
Kolienterotoxamie verursachen, die schlimmstenfalls zum Tod fiihren kann (SOMMER et al.,
1991; BULTE, 2004; ULBRICH et al., 2004; WALDMANN und WENDT, 2001).

Bei Hunden sind E. coli-bedingte enteritische Stérungen selten und treten nur in Verbindung
mit anderen gastrointestinalen Erkrankungen auf. Gelegentlich sind Welpen von Durchféllen
oder sogar gefahrlichen Septikamien betroffen (QUINN et al., 1997).

2.8.4 Salmonellen

Genau wie E. coli gehdren auch die Salmonellen zur Familie der Enterobacteriaceae.
Typisch flir diese Familie ist eine schnelle Vermehrung bei recht anspruchslosen
Bedingungen. So wachsen Salmonellen bei pH-Werten zwischen 3,8 und 9,5, ideal sind 6,5
bis 7,5, ihr Temperaturoptimum liegt zwischen 35 und 37 °C (KLEER, 2004).

Auf Grund der hohen Tenazitdt und der geringen Wirtsspezifitdt spielen Salmonellen als
Zoonoseerreger eine wichtige Rolle (HEESEMANN, 2001; KIEHL, 2004).



53

Zur Inaktivierung der Salmonellen werden Temperaturen ab 55 °C nétig, Einfrieren zeigt
dagegen keine Wirkung. Saure Medien, Sonnenlicht und die gangigen Desinfektionsmittel
fihren ebenfalls zum gewilnschten Erfolg. Durch langsames Absenken des pH-Werts oder
langsames Erhitzen wird die Widerstandsfahigkeit der Salmonellen durch die Ausbildung von
Sauretoleranzen oder Heat-Shock-Proteinen eher noch beginstigt (ROLLE und MAYR,
2002; KLEER, 2004).

Anhand des Kaufmann-White-Schemas erfolgt die Einteilung der Salmonellen in mehr als
2.500 Serovare, die sich durch verschiedene Korper- (O) und Geiftel- (H) Antigene
voneinander unterscheiden lassen, taxonomisch und pathogenetisch aber nicht eigenstandig
sind. Lediglich zehn bis 20 der Serovare sind fir Salmonellosen beim Mensch verantwortlich
(KIEHL, 2004; KLEER, 2004).

Die humanpathogenen Vertreter der Salmonellen zahlen Uberwiegend zur Subspezies
Enteritica, die sich in die typhdse und die enteritische Gruppe unterteilt.

Am weitesten verbreitet sind die Serovare der enteritischen Salmonellen, die innerhalb von
sieben Tagen, meist schon funf bis 72 Stunden nach oraler Aufnahme, beim Menschen
Durchfallerkrankungen und teilweise Fieber verursachen. Sie enden in der Regel nach
wenigen Tagen von selbst und mussen nicht medikamentds behandelt werden.

Das Serovar S. typhi ist rein an den Menschen adaptiert, kommt allerdings fast
ausschlieBlich in Entwicklungsléandern vor. Genesene Personen werden oft zu
Dauerausscheidern. Auch das Serovar S. paratyphi ist in unseren Breitengraden kaum noch
anzutreffen. Der Verlauf ist zwar etwas milder als bei S. typhi, allerdings kdnnen sich auch
Tiere damit infizieren (HEESEMANN, 2001; KIEHL, 2004; KLEER, 2004).

Salmonellen werden erst bei der Vermehrung im Didnndarmlumen pathogen.
Die Vermehrung findet in den endosomalen Vakuolen der Wirtszellen statt. In der Lamina
propria werden die Salmonellen freigesetzt und von Phagozyten aufgenommen. Sind die
Phagozyten in der Lage, die Salmonellen abzutéten, kommt es lediglich zu einer
Entzlindungsreaktion, also der Enterocolitis. Durchfélle entstehen durch Stérungen des
Flussigkeits- und Elektrolyttransports im Dinndarm, wodurch mehr Flussigkeit abgegeben
wird, als der Dickdarm resorbieren kann. Typhdse Salmonellen kénnen allerdings nicht von
den Phagozyten abgetdtet werden, sondern gelangen mit ihrer Hilfe in die Lymphknoten und
von dort aus mit dem Blutkreislauf in alle Organe (KLEER, 2004).
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Hauptinfektionsquelle fir den Menschen sind kontaminierte Lebensmittel, vor allem Eier,
Eiprodukte, Gefliigel- und Schweinefleisch, vermehrt auch exotisches Obst und Gemdse, in
deren Produktionslandern nur unzureichende Hygienestandards vorherrschen. Bei Eiern
befinden sich die Salmonellen zumeist auf der Schale und gelangen erst mit dem
Aufschlagen in das Eiinnere. Unter entsprechenden Umstanden (Schalendefekt, hohe
Luftfeuchtigkeit, warme Temperaturen) ist auch eine Diffusion der Salmonellen durch die
Eischale moglich (KIEHL, 2004).

Fleisch, hauptsachlich Gefligel, wird meist bei der Schlachtung durch féakale
Verunreinigungen des Schlachtkdrpers, der Gerate und des Personals kontaminiert.
AuRerdem kann durch grofen Stress beim Transport und im Schlachthaus die Darmbarriere
angegriffen und fir den Erreger durchlassig gemacht werden, so dass er sich in der

Muskulatur und anderem essbaren Gewebe ansiedeln kann (KLEER, 2004).

Auch eine Ubertragung (iber infizierte Fliegen, die mit ihrem Kot bis zu 107 Salmonellen
ausscheiden ist méglich (TEPLITSKI, 2006).

Um eine Infektion auszuldsen sind die Infektionsdosis, die Virulenz sowie der kdrperliche
Zustand des betroffenen Organismus ausschlaggebend, weshalb bei der Salmonellose auch
von einer Faktorenkrankheit gesprochen wird (ROLLE und MAYR, 2002; EIKMEIER und
NOLTE, 1995). Bei einem gesunden Erwachsenen ist die Aufnahme von insgesamt etwa 10*
bis 10° KBE/g Salmonellen notwendig, um eine Infektion auszuldsen. Es wurde aber auch
schon von Fallen berichtet, in denen 50 Salmonellen pro Gramm in Schokoladenriegeln und
sogar lediglich eine bis sechs Salmonellen pro Gramm in Cheddar Kase genligt haben, um
eine Infektion zu verursachen. Dabei dirfte es sich aber um Einzelfalle handeln, in denen die
Salmonellen dank des hohen Fettgehalts der Nahrungsmittel die Magenpassage
unbeschadet Uberstanden haben (KLEER, 2004; KIEHL, 2004).

Salmonellosen gehdren in Deutschland laut § 6 bzw. § 7 des Infektionsschutzgesetzes zu
den meldepflichtigen Erkrankungen (ROLLE und MAYR, 2002).

Seit einigen Jahren nimmt die Anzahl salmonellenbedingter Infektionen und der daraus
resultierenden Todesfélle in Deutschland aber stetig ab. Wurden im Jahr 2005 noch rund
52.000 Erkrankungen gemeldet, konnte die Zahl im Jahr 2011 mit rund 24.500 Personen fast
halbiert werden. Rund 45 % dieser Falle gingen auf S. enteritidis zuriick.
S. typhimurium konnte bei etwa 43 % nachgewiesen werden (RKI, 2012).

Es muss allerdings nach wie vor von einer weitaus hoheren Dunkelziffer ausgegangen

werden, da in vielen Fallen kein Arzt aufgesucht wird. Einer bereits im Jahre 1983 von KRUG
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und REHM durchgefiihrten Berechnung zu Folge lag die Dunkelziffer bei Erkrankungen mit
Salmonellen im Jahre 1978 um das etwa 12,4fache hoher als die in den Statistiken
verankerten Zahlen. Neueren Studien zufolge kann sie sogar bei 90 bis 97 % liegen.
Schatzungsweise werden nur zehn bis 20 % aller salmonellenbedingter Erkrankungen
gemeldet (KIEHL, 2004).

Enteritische Salmonellen finden sich im Tierreich vor allem bei Gefligel, Rindern und
Schweinen und fuhren haufig zu symptomlosen, chronisch-subklinischen Verlaufen.

Das erschwert die Bekampfung der Salmonellen sehr, weil es trotz regelmafigen
Reinigungs- und DesinfektionsmaRnahmen immer wieder zur Neukontamination von Stéllen,
Weiden und Tranken durch Dauerausscheider kommt (HEESEMANN, 2001; ROLLE und
MAYR, 2002).

Bei Jungtieren dagegen koénnen Fieber, starke Durchfélle und verminderte Futteraufnahme
zu massiven Verlusten flihren (KLEER, 2004).

Die Rindersalmonellose ist nach dem deutschen Tierseuchengesetz anzeigepflichtig
(TierSG, 2004). Im Jahr 2011 wurden in Deutschland insgesamt 109 Ausbriiche verzeichnet
(FLI, 2012).

Fir Geflugelbetriebe, die Junghennen bis zur Legereife halten, besteht Impfpflicht gegen
S. enteritidis und S. typhimurium.

Da es in Deutschland kaum salmonellenfreie Mastschweinebestande gibt, wurde im Jahre
2002 ein deutschlandweites Monitoring eingefiihrt, in dessen Rahmen die Betriebe in
verschiedene Kategorien eingeteilt werden. Fleisch von Tieren aus besonders stark
belasteten Besténden ist kennzeichnungspflichtig (KLEER, 2004).

Hunde kénnen als symptomlose Trager Uber lange Zeitrdume Salmonellen ausscheiden,
allerdings nur geringe Mengen von etwa 10?> KBE/g Kot, was bei gesunden Tieren und
Menschen nicht im infektiésen Bereich liegt. Salmonelleninfektionen kdnnen sich bei Hunden
auf Grund der starken Verdauungsenzyme nur in Kombination mit anderen
immunsupprimierenden Faktoren etablieren. Zudem ist eine Aufnahme von mindestens 10°
bis 10° KBE/g Salmonellen notwendig.

Haufig sind im Krankheitsfall Durchfélle oder Brechdurchfélle, aber auch akute Sepsen und
Enterotoxamien treten auf. Bei tréachtigen Hindinnen kann es zu Aborten kommen, Welpen
zeigen gelegentlich Lebensschwéache (SCHAFFERT, 1978; ROLLE und MAYR, 2002;
EIKMEIER und NOLTE, 1995; HARTMANN, 2006).
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Als Infektionsquellen fir Hunde kommen kontaminierte Futtermittel wie rohes Fleisch und
Innereien oder getrocknetes Kauspielzeug aus Tierkorperteilen in Frage (MEYER und
ZENTEK, 2005).

In Deutschland kann mit einer Durchseuchungsrate von zwei bis finf Prozent der Hunde
gerechnet werden. Die Pravalenz verschiedener Untersuchungen schwankt aber zwischen
Null und 36 % (QUINN et al., 1997).

2.8.5 Cryptosporidium parvum

Der weltweit verbreitete Parasit Cryptosporidium parvum gehort, genau wie Neospora
caninum, zum Stamm der Apicomplexa. Eine enge Verwandtschaft muss aber nach
Untersuchungen der ribosomalen RNA angezweifelt werden (JOHNSON et al., 1990).

Durch eine geringe Wirtsspezifitat konnten verschiedene Genotypen von C. parvum bisher in
Uber 40 Wirbeltierarten nachgewiesen werden (LUCIUS und LOOS-FRANK, 2008; TENTER,
2006). lhre Oocysten sind mit einer GroRe von etwa 5,0 x 4,5 ym die kleinsten vom Stamm

der Apicomplexa.

Der einwirtige Zyklus von C. parvum beginnt mit der faeco-oralen Aufnahme der Oocysten,
die im Dinndarm die Sporozoiten entlassen. Die Sporozoiten siedeln sich an der Oberflache
der Mikrovilli von den Darmepithelzellen an (,intrazelluldr aber extrazytoplasmatisch®) und
bilden in einer inneren Vakuole zwei Schizontengenerationen mit je acht Merozoiten aus
(Schizogonie). Die frei gelassenen Merozoiten der ersten Generation kénnen nun ihrerseits
wieder neue Darmzelloberflachen befallen und erneut eine Schizogonie auslésen, wahrend
die Merozoiten der zweiten Generation in der Phase der Gamogonie zu Mikro- und
Makrogameten werden.

Bei der Sporogonie werden durch Verschmelzen von Oocysten- und Sporocystenhiille
Oocysten mit je vier Sporozoiten gebildet.

Nun kénnen die dickwandigen Oocysten (80 %) entweder direkt mit dem Kot ausgeschieden
werden oder es kommt zu einer Autoinfektion, bei der die Sporozoiten noch im Darm des
Wirts von den dinnwandigen Oocysten (20 %) entlassen werden, um den Zyklus mit einer
erneuten Schizogonie zu vervollstandigen.

Cryptosporidium ist der einzige Vertreter der Kokzidien, dessen Oocysten bereits sporuliert
an die Umwelt abgegeben werden und deshalb auch sofort infektids sind.
Die schadigende Wirkung der Kryptosporidien tritt bei der Anheftung an das Darmepithel ein,
wodurch der Blrstensaum beschadigt oder sogar komplett verdréangt wird. Es kommt zu
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Funktionsstérungen der Darmschleimhaut. Die Darmzotten verkurzen und verkleben, was zu
einer Verkleinerung der Darmoberflache fihrt. Dadurch kann Futter nur noch schlecht
aufgenommen und verwertet werden (MEHLHORN und PIEKARSKI, 2002; LUCIUS und
LOOS-FRANK, 2008).

Oocysten, die an die Umwelt abgegebenen werden, sind mit einer Uberaus
widerstandsféahigen Wand aus drei Membran- und zwei Chitinschichten ausgestattet.
Bestens geschitzt gegenuber Umwelteinflissen und vielen Chemikalien, kénnen sie bis zu
zwei Jahre infektios bleiben.

In feuchter Umgebung tberleben Oocysten bei 4 °C sechs, bei Zimmertemperatur immerhin
noch vier Monate. Erst Temperaturen unter -18 °C und Uber 65 °C téten sie wirksam ab.

Die ublichen Desinfektionsmittel zeigen keine Wirkung. Auf Austrocknung reagieren die
Oocysten jedoch empfindlich. So sind nach einstiindiger Trocknung bei Zimmertemperatur
bereits 80 % der Oocysten abgetodtet.

Am effektivsten ist die Desinfektion mittels Dampfstrahl (130 kg/cm?®) (LUCIUS und LOOS-
FRANK, 2008; TENTER, 2006; BULTE, 2004; ROBERTSON et al., 1992).

Ein groRes Problem stellt die Kryptosporidiose bei Kalbern dar, die nach wie vor zu massiven
Verlusten in Aufzuchtsbetrieben flihren kann, sei es durch Gewichtsverlust oder eine zum
Teil erhebliche Anzahl an Todesfallen. Die Durchseuchungsrate kann bei bis zu 100 %
liegen. Die Zahlen schwanken von Betrieb zu Betrieb jedoch meist stark.

Die Anzahl der ausgeschiedenen, infektiosen Stadien ist extrem hoch (mehrere Milliarden
Oocysten pro Kilogramm Rinderkot), da die Wahrscheinlichkeit der oralen Aufnahme als
eher gering einzustufen ist. Aus diesem Grund reicht bereits die Aufnahme kleiner Mengen
Oocysten aus, um eine Infektion auszulésen (TENTER, 2006).

Betroffen sind vor allem Jungtiere in den ersten vier Lebenswochen. Bei alteren Tieren
verlauft eine Erkrankung meist milder. Es kommt zu schweren, wassrigen Durchfallen mit
typisch gelblich-griiner Farbe, durch die die Kalber taglich bis zu acht Liter Flussigkeit
verlieren kénnen. Klinische Symptome zeigen sich bereits nach vier Tagen und kénnen bis
zu 14 Tage andauern. Bei Jungtieren ist eine Aufnahme von zehn bis 100 Oocysten zur
Etablierung einer Infektion ausreichend (LUCIUS und LOOS-FRANK, 2008).

Infektionen mit C. parvum sind zwar medikamentds behandelbar. Den besten Schutz bietet
jedoch die Gabe von ausreichend Kolostrum (drei bis vier Liter in den ersten
Lebensstunden), was allerdings bei 50-80 % der Kalber nicht praktiziert wird (KUNZ, 2009).
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Aullerdem sollte prophylaktisch ein hoher Hygienestandard in den Abkalbe- und
Kélberboxen gegeben sein (LUCIUS und LOOS-FRANK, 2008; TENTER, 2006).

In Bestanden mit hohen Durchseuchungsraten bei den Kélbern konnten oft die erwachsenen
Rinder als symptomlose Dauerausscheider identifiziert werden (SCOTT et al., 1994).

Ein &hnlich bedeutsames Krankheitsgeschehen ist bei Schafen auszumachen. Die
Befallsrate schwankt hier zwischen sieben und 43 % (TENTER, 2006).

Bei Schweinen sind ebenfalls vor allem Jungtiere im Alter zwischen fiinf und acht Wochen
betroffen. Die Oocysten stammen oft vom porcinen Genotyp von C. parvum. Sie gehdren
eventuell sogar einer eigenen Art an (DAUGSCHIES, 2006).

Bei 35 in Ohio und Kentucky untersuchten Fohlen ergab sich eine Befallsrate von 71 %,
generell ist der Wert bei Pferden aber geringer (TENTER, 2006; TENTER und
DEPLAZES, 2006).

Bei Hunden parasitieren mindestens zwei Arten von Kryptosporidien, C. parvum und das erst
vor kurzem beschriebene C. canis (LINDERGARD et al., 2003).

Betroffen sind Tiere aller Altersstufen, wobei eine Infektion bei erwachsenen, gesunden
Tieren symptomlos verlauft, wahrend es bei Welpen und immunschwachen Tieren zu
klinischen Erkrankungen kommen kann, haufig in Verbindung mit anderen Erkrankungen wie
der Hundestaupe. Bei Untersuchungen konnte der Parasit vor allem im Dinndarm gefunden
werden. Dort zerstort er den Saum der Mikrovilli, bei starkem Befall auch die
Epithelzellschicht. Zum Ausbruch der Krankheit kommt es etwa zwei bis 14 Tage nach
Aufnahme der Oocysten. Die Oocystenausscheidung kann bis zu 80 Tage andauern.
Kryptosporidieninfektionen konnten bei Hunden weltweit nachgewiesen werden.

Die Pravalenz kann bei bis zu 45 % liegen, wobei die Werte allerdings von Land zu Land
stark schwanken.

Das Zusammenleben mit einem Hund erhoht die Gefahr einer Infektion mit Kryptosporidien
fur den Menschen vermutlich nicht und auch Rinder lassen sich mit C. canis nur kinstlich
infizieren (TENTER und DEPLAZES, 2006; LINDSAY und ZAJAC, 2004; CASEMORE
etal., 1997).

Auf dem Gebiet der Humanmedizin sind vor allem immunsupprimierte Menschen wie HIV-
Patienten geféhrdet, da diese besonders anfallig sind und oft die schweren Durchfélle, die
mit der Infektion einhergehen, nicht Uberleben. Laut Statistik ist C. parvum in drei Prozent
der Todesfélle von HIV-Patienten die direkte Ursache. Bei immunkompetenten Personen
dagegen sind die profusen, wassrigen Durchfdlle in der Regel selbstlimitierend.
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Als Hauptibertragungsweg gilt der direkte Kontakt zu infizierten Menschen und Tieren
(BULTE, 2004). Die mittlere Infektionsdosis des Menschen liegt bei rund 130 Oocysten,
unter bestimmten Voraussetzungen geniigen aber auch 30 Oocysten oder weniger
(DUPONT et al., 1995; CAREY et al., 2004).

Als Zoonoseerreger spielt der bovine Genotyp von C. parvum die gréfite Rolle. Bei
immunsupprimierten und immunkompetenten Personen konnten aber auch schon C. felis,
C. canis und C. muris nachgewiesen werden (PEDRAZA-DIAZ et al., 2001).

Als opportunistische Erreger vermehren sich Kryptosporidien durch Autoinfektionen.
Erschwerend kommt hinzu, dass die gegen andere Apikomplexa gangigen Medikamente bei
C. parvum keine Wirkung zeigen. In Europa sind etwa 1,5 % der Bevélkerung Ausscheider
der Oocysten, meist Kinder unter sechs Jahren (LUCIUS und LOOS-FRANK, 2008; TENTER
und DEPLAZES, 2006).

C. parvum gehort zu den Erregern der sogenannten ,Water-Born Diseases”, also zu den
Krankheiten, die Uber das Wasser verbreitet werden. Da infizierte Tiere eine enorme Menge
Oocysten ausscheiden, ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass diese auch in
Oberflachengewasser und sogar in das Grundwasser gelangen. Eine Ubliche
Trinkwasseraufbereitung durch Filtration und Chlorung Uberstehen die Oocysten
unbeschadet.

Im Jahre 1993 waren bei einer trinkwasserbedingten Epidemie im US-Bundesstaat
Milwaukee tiber 400.000 Menschen erkrankt.

In Deutschland wurden im Jahre 2011 942 Falle verzeichnet (LUCIUS und LOOS-FRANK,
2008; TENTER und DEPLAZES, 2006; RKI, 2012)

2.8.6 Neospora caninum

Der im Jahre 1984 erstmals in Norwegen aufgetauchte, aber erst im Jahre 1988
beschriebene, einzellige Parasit Neospora caninum stammt aus der Familie der Isosporidae
und hat einen heteroxenen (mehrwirtigen) Vermehrungszyklus. Vor dem Jahr 1988 wurden
Erkrankungen mit N. caninum falschlicherweise als Toxoplasmose diagnostiziert, da

N. caninum sehr nahe mit Toxoplasma gondii verwandt ist.

Die mit dem Kot der Endwirte (Hunde oder Kojoten) ausgeschiedenen, rund 10 pm grofen
Oocysten sporulieren innerhalb von drei Tagen in der Umwelt und sind dort dank ihrer dicken
Zellwand lange Uberlebensfahig. Sporulierte Oocysten enthalten zwei Sporocysten mit

jeweils vier Sporozoiten und werden vom Zwischenwirt (z.B. Rinder, Schafe, Ziegen, Pferde,
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Flchse oder andere Hunde) oral mit dem Futter oder Trinkwasser aufgenommen. Im
Zwischenwirt werden zunachst die in parasitophoren Vakuolen liegenden Tachyzoiten
gebildet, die im gesamten Zwischenwirt zu finden sind.

AnschlieBend bilden sich dickwandige Gewebszysten aus, deren Lage sich auf das
Nervengewebe und teilweise die Muskulatur beschrankt. Diese Gewebszysten enthalten
etwa 50 bis 200 Bradyzoiten und verbleiben als Dauerstadien im Wirt (LUCIUS und LOOS-
FRANK, 2008).

Um den Kreislauf zu schlielen, muss der Endwirt zystenhaltiges Fleisch des Zwischenwirts
aufnehmen, um dann erneut unsporulierte Oocysten auszuscheiden.

Bei Hunden scheinen die meisten Infektionen durch die horizontale Ubertragung, also durch
die orale Aufnahme von zystenhaltigem Gewebe, ausgeldst zu werden. Prophylaktisch sollte
auf die Verfltterung von rohem Fleisch, Schlacht- und Jagdabfallen verzichtet werden. Die
eindeutig bewiesene intrauterine Ubertragung spielt bei Hunden eine geringere Rolle als bei
Rindern (LUCIUS und LOOS-FRANK, 2008; EIKMEIER und NOLTE, 1995; TENTER und
DEPLAZES, 2006; STAUB, 2004).

Konnatal infizierte Welpen zeigen die deutlichsten Symptome, meist in Form von
Muskelschwache oder Lahmungen, wohingegen die Infektion bei ausgewachsenen Hunden
in der Regel latent verlauft. Je friher mit einer medikamentdsen Behandlung begonnen wird,
desto besser sind die Chancen auf eine vollstdndige Genesung, wobei die Prognose bei
langsam voranschreitender Erkrankung deutlich besser ist als bei einem akuten Verlauf.

In Deutschland kann bei Hunden von einer Seroprdvalenz von vier bis elf Prozent
ausgegangen werden, wobei genaue Zahlen Uber Oocystenausscheider bislang fehlen
(TENTER und DEPLAZES, 2006; STAUB, 2004).

Die Tatsache, dass N. caninum nachweislich Aborte bei Rindern verursachen kann, fiihrt
haufig zu Konflikten zwischen Landwirten und Hundehaltern, da der Parasit mit dem
Hundekot an die Umwelt gelangt und so eine potenzielle Infektionsquelle fiir Rinder darstellt.
Da es derzeit noch keine Heilung fir infizierte Rinder gibt, sollten Hunde vorsorglich von
Weideflachen, Tranken und Futter sowie Abort- und Nachgeburtsmaterial der Rinder fern
gehalten werden.

Mittlerweile gelten Infektionen mit N. caninum als haufigste Abortursache weltweit.

Seit dem Auftreten der ersten Fallen im Jahre 1989 sind allein in den USA rund 45 % der

Rinderaborte auf eine Infektion mit N. caninum zurlick zu fihren, in Europa schwanken die



61

Zahlen zwischen zehn und 42 %. In der Schweiz gehdrt die Neosporose der Rinder zu den
Uberwachten Tierseuchen (TENTER und DEPLAZES, 2006; BAUER, 2006a).

Das Friedrich-Loeffler-Institut (FLI) belegt in verschiedenen Studien, dass die Gefahr einer
Ubertragung durch Hundekot als sehr gering einzustufen ist. Das liegt zum einen daran,
dass die meisten Infektionen mit N.caninum diplazentar, also von der Mutterkuh auf ihr Kalb,
erfolgen und zum anderen, weil sich der Parasit nur selten in Hundekot finden lasst.

So wurden bei einer Untersuchung von 24.089 Hundekotproben in lediglich sieben (0,03 %)
N. caninum festgestellt (SCHARES und CONRATHS, 2004; TENTER und DEPLAZES,
2006).

Eine vom FLI erstellte Risikobewertung ergab zudem, dass mindestens 87 Hunde eine
Weidesaison lang zwei bis flinf Mal wdchentlich auf ein und derselben Wiesenflache abkoten
mussten, um zumindest ein kleines Risiko fir einen einzigen N. caninum-bedingten Abort bei
Rindern darzustellen. Selbst diese Annahme dirfte aber auf Grund der Arbeit mit dem
,Worst-Case“-Szenario noch zu hoch gegriffen sein (SCHARES et al., 2006).
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3 MATERIAL UND METHODEN

In diesem Kapitel sind die angewandten Untersuchungsmethoden ausfiihrlich beschrieben
und alle verwendeten Materialien aufgefiihrt.

Diese Untersuchungen sollten zum einen tatsachliche Werte zur Verschmutzungen mit
Hundekot auf landwirtschaftlich genutzten Griinflachen, die der Futtergewinnung dienen,
liefern.

Zum anderen wurde die Resistenzsituation von aus Hundekot stammenden Escherichia coli-
und Salmonella-Isolaten gegenulber diverser Antibiotika Uberpriift.
Vor dem Hintergrund der Futtermittelnygiene wurden auf’erdem ausgewahlte Erreger in
Siliergut eingebracht und ihre Tenazitit wahrend der Milieudnderung durch den

Silierungsprozess verfolgt.

3.1 Vorbereitung der umwelthygienischen Untersuchungen

Die umwelthygienischen Untersuchungen dienten der Ermittlung der tatséchlichen Belastung
landwirtschaftlich genutzter Griinflachen mit Hundekot. Bislang existieren hierfir lediglich
Schatzwerte bzw. wurde wie in der Risikobewertung des FLI (SCHARES et al., 2006) das
sogenannte ,worst-case“-Szenario herangezogen, das vom realen Wert haufig stark
abweicht.

Im Rahmen der Flachenuntersuchungen wurde auferdem stichprobenartig Hundekot
aufgesammelt und im Labor mikrobiologisch auf die Konzentrationen bzw. die Anwesenheit
von Clostridium perfringens, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Salmonellen und die

Gesamtbakterienzahl hin untersucht.

3.1.1 Der Landkreis Boblingen

Die Untersuchungen der landwirtschaftlich genutzten Griinlandflachen fanden ausschlief3lich
im baden-wurttembergischem Landkreis Béblingen statt.

Geographisch ist der Landkreis Boblingen mit einer GrolRe von knapp 62.000 ha relativ
zentral sldlich der Landeshauptstadt Stuttgart in Baden-Wdirttemberg gelegen.
Die Verwaltungsverantwortung liegt beim Regierungsprasidium Stuttgart (Land BW, 1978).
Von der Gesamtflache werden mit knapp 47.500 ha rund 77 % land- oder forstwirtschaftlich
genutzt, 1252 ha sind als Griinanlagen zur Naherholung ausgewiesen (STALA-BW, 2011).
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Landschaftlich gepragt ist der Landkreis Boblingen vor allem durch den Schoénbuch im
Ostlichen Teil und das Heckengdu im Westen aber auch durch die Auslaufer des
Glemswaldes und des Schwarzwaldes (LRA BB, 2011).

Der seit 1938 existierende Landkreis besteht in seiner heutigen Form seit Mitte der Siebziger
Jahre und umfasst insgesamt neun Stadte, darunter die groRe Kreisstadt Boblingen, und 17
Gemeinden, die zum Teil noch in weitere Teilorte untergliedert sind (Land BW, 1978).

Die Einwohnerzahl stieg in den vergangenen 40 Jahren kontinuierlich auf etwa 373.000 an
(STALA-BW, 2011).

Im Landkreis Boblingen wurden im Jahr 2009 rund 11.000 Hunde gehalten, also 2,95 Hunde
pro 100 Einwohner. Diese Zahl dlrfte aber hoher liegen, da langst nicht alle Hunde bei den
jeweils zustandigen Stadten und Gemeinden gemeldet sind.

Die Hohe der Hundesteuer im Landkreis betrégt durchschnittlich 99,60 EUR und schwankt
dabei zwischen 72 und 120 EUR (ANONYM, 2009c).

3.1.2 Abfrage zu den MaBnahmen der Stidte und Gemeinden im Landkreis

Boblingen zur Einddmmung der Hundekotproblematik

Zunachst wurden alle 26 Stadte und Gemeinden des Landkreises Bdblingen per E-Mail
kontaktiert worden. In dieser E-Mail wurde =zundchst kurz das Vorhaben der
Flachenuntersuchungen erldutert und dann die aktuellen Einwohnerzahlen und die Anzahl
der gemeldeten Hunde erfragt.

Von besonderem Interesse waren die typischen Hundeausfihrstrecken rund um die
einzelnen Stadte und Gemeinden sowie die eventuellen Manahmen im Umgang mit der

Hundekotproblematik.

3.1.3 Erstellung eines Fragebogens

Zur Vorbereitung der Flachenuntersuchungen wurde ein an Hundehalter gerichteter
Fragebogen erstellt, der einen Uberblick (ber die Ausfilhr-, Abkot- und
Fltterungsgewohnheiten ihrer Hunde liefern sollte.

Die daraus gewonnenen Informationen sollten dem weiteren Verlauf der Arbeit dienlich sein
und nach Abschluss der umwelthygienischen und mikrobiologischen Untersuchungen mit

den gewonnenen Ergebnissen verglichen werden. Besondere Beachtung wurde dabei dem
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Vergleich der Aussagen der Hundehalter gegeniber dem tatsachlichen Grad der
Verschmutzung mit Hundekot auf den untersuchten Flachen geschenkt.

Damit der Fragebogen auf die Probanden mdglichst ansprechend wirkte, umfasste er
lediglich zehn Fragen, von denen die meisten durch Ankreuzen zu beantworten waren.

Auf jedem Fragebogen waren auRerdem das Siegel der Universitdt Hohenheim sowie
Kontaktdaten fiir eventuelle Rickfragen. Ein Fragebogen ist exemplarisch im Anhang auf
Seite A 3 zu finden.

Begonnen wurde mit vier allgemein gehaltenen Fragen zu Alter, Rasse und Geschlecht des
Hundes sowie zur Altersgruppe des Hundehalters.

Anschlieend folgten vier Fragen zum Ausfihr- und Abkotverhalten. Dabei war von
Interesse, ob die Hunde beim Spaziergang unangeleint laufen dirfen und wie sie sich auf
landwirtschaftlich genutzten Grinflachen bewegen. Des Weiteren wurde nach den
bevorzugten Abkotstellen der Hunde sowie der Bereitschaft der Halter zum Entfernen des
Kots gefragt.

Die beiden abschlieRenden Fragen bezogen sich auf die Futterung im Hinblick auf die

Infektionsgefahr durch rohes bzw. unzureichend erhitztes Fleisch.

Um in moglichst kurzer Zeit méglichst viele Hundehalter zu erreichen, fiel die Wahl der
Umfrageorte auf die Wartezimmer von finf Tierarztpraxen sowie einem Fachgeschaft fir

Heimtiere, bei denen die Fragebdgen rund drei Monate ausgelegt waren.

3.1.4 Auswabhl der Griinlandflachen

Zur Untersuchung der tatsachlichen Belastung landwirtschaftlicher genutzter Griinflachen mit
Hundekot wurden innerhalb des Landkreises Béblingen geeignete Flachen ausgewahlt und

die darauf gefundenen Hundekothaufen gezahlt.

Zunachst wurden sechs Kategorien festgelegt, in die Flachen eingeteilt wurden:

1. Siedlungsnah (max. 500 m von Siedlungen entfernt / direkt an Siedlungsgebiete
anschlieRend) an typischen Hundeausflihrstrecken

2. Siedlungsnah (max. 500 m von Siedlungen entfernt / direkt an Siedlungsgebiete
anschlieRend) nicht an typischen Hundeausfiihrstrecken

3. Siedlungsfern (mehr als 500 m von Siedlungen entfernt) an typischen
Hundeausflhrstrecken
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4. Siedlungsfern (mehr als 500 m von Siedlungen entfernt) nicht an typischen
Hundeausfiihrstrecken

5. Waldnah (Waldlichtung / Waldrand) an typischen Hundeausfuhrstrecken

6. Waldnah (Waldlichtung / Waldrand) nicht an typischen Hundeausfiihrstrecken

Pro Kategorie wurden jeweils zwei Flachen bestimmt, um eine Vergleichsmdglichkeit zu
erhalten, so dass insgesamt zwdlf Flachen je vier Mal in einem Jahr untersucht wurden.

Die Auswahl der Flachen erfolgte per Zufall oder anhand der Auskiinfte der einzelnen Stadte
und Gemeinden. Um das Endergebnis nicht zu verfalschen, wurden nicht nur
bekanntermafien besonders stark belastete Flachen berlcksichtigt.

Alle ausgewahlten Flachen dienten der Gringutgewinnung zu Futterungszwecken.

Eine mdglichst gleichmaRige Verteilung Uber den Landkreis war angestrebt. Durch
Kenntnisse der drtlichen Gegebenheiten kam es aber zu einer leichten Ballung im sudlichen
Teil des Landkreises.

Die Verteilung der untersuchten Grunlandflachen innerhalb des Landkreises Boblingen ist

der Abbildung 1 zu entnehmen.
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Abb. 1: Geographische Verteilung der untersuchten Griinflachen innerhalb des Landkreises Boblingen
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3.1.5 Standortbilder der untersuchten Griinflichen
Nachfolgend sind exemplarisch typische Griinflachen der unterschiedlichen Kategorien wie

unter 3.1.4 beschrieben zu sehen.

Auf Abbildung 2 ist eine Flache zu sehen, die direkt an ein Wohngebiet angrenzt. Eine

zukinftige Bebauung der Flache ist nicht auszuschlief3en.

Abb. 2: Siedlungsnah, an typischer Hundeausflhrstrecke

Die nachfolgende Abbildung 3 zeigt eine Griinflache hinter dem Industriegebiet. Die Flache
liegt mehr als 500 m von der Ortsbebauung entfernt. Glinstige Parkmdglichkeiten in der
Nahe der Flache sind nicht vorhanden. Des Weiteren laufen zwei Landesstralen direkt an

der Flache vorbei, was sich auf die Attraktivitat als Ausfuhrstrecke negativ auswirkt
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Abb. 3: Siedlungsfern, nicht an typischer Hundeausfiihrstrecke

Die Flache auf der Abbildung 4 liegt an einem Rundweg durch ein kleines Waldstlick, das
bequem mit dem PKW zu erreichen ist.

Abb. 4: Waldnah, an typischer Hundeausfiihrstrecke
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3.1.6 Wetterdaten fiir den Untersuchungszeitraum

Die Wetterdaten fir den gesamten Untersuchungszeitraum stammen aus den
Aufzeichnungen des Deutschen Wetterdienstes. Ausgewahlt wurde die dem Versuchsgebiet
am nachsten gelegene Wetterstation mit der Kennziffer 10738.

Die Wetterstation liegt geografisch gesehen auf 371 Metern Héhe Uber Normalnull (. NN)
bei einem Breitengrad von 48° 41' und einem Langengrad von 09° 13' (DWD, 2010).

In der nachfolgenden Tabelle 3 sind das Mittel der Temperatur in zwei Metern Uber dem
Erdboden (TMM) in Grad Celsius (°C), die Summe der Sonnenscheindauer (SOS) in
Stunden (h) und die Summe der Niederschlagshéhe (RSS) in Millimeter (mm) angegeben,

da diese Daten fur die durchgefiihrten Untersuchungen am Relevantesten sind.

Tab. 3: Monatliche Wetterdaten fir den Zeitraum von 04/2007 bis 04/2010 (DWD, 2010)

Monat | TMM (°C) | SOS (h) RSS(mm)I‘ Monat | TMM (°C) | SOS (h) | RSS (mm)
04/2010 |10 2134 8,6 mog/zoos 12,6 123,9 465
03/2010 [4,8 153,9 29,4 moe/zoos 17,9 2102 [82,9
02/2010 [1,2 60,7 30,0 |‘07/2008 18,6 2346 69,0
01/2010 |-2,1 40,8 28,9 106/2008 17,9 203,0 126,2
12/2009 [1,3 60,3 52,8 mos/zoos 15,6 2574 58,3
11/2009 [7,0 78,5 65,3 |‘04/2008 8.4 116,8  [73,3
10/2009 (9,0 97,5 55,1 mos/zoos 5,1 1185  |50,1
09/2009 [15,5 177.6 16,1 moz/zoos 4.0 173,5 18,6
08/2009 19,6 2770 73,1 mm/zoos 3,5 84,7 39,2
07/2009 |18,8 217,0 126,0 112/2007 0,7 93,4 455
06/2009 16,5 226.4 93,3 111/2007 3.4 64,1 74,4
05/2009 |15,2 2173 128,4 |]10/2oo7 9,0 136,2 10,1
04/2009 [12,2 192,4 35,3 |]09/2007 12,8 150,0 45,0
03/2009 [4,7 88,6 65,5 |‘08/2007 17,6 209,1 49,6
02/2009 0,7 60,1 34,1 107/2007 18,2 2194  [77.6
01/2009 |-2,3 119,2 21,2 |‘06/2007 17,9 229,2 163,7
12/2008 (0,9 58,2 29,9 105/2007 15,2 217,5 127,3
11/2008 4,8 79,1 24,1 104/2007 13,2 3457 |04
10/2008 [9,5 17,0 85,8

TMM: Temperaturmittelwert zwei Meter tGiber dem Erdboden in °C
SOS: Summe Sonnenscheindauer in h
RSS: Summe Niederschlagshoéhe in mm
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In dem nachfolgenden Schaubild Abbildung 5 sind die Temperaturdaten fur den

Zeitraum der stattgefundenen Untersuchungen veranschaulicht dargestellt.
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Abb. 5: Darstellung der Wetterdaten: Mittlere Temperaturwerte in °C (DWD, 2010)

Nachfolgendes Schaubild 6 stellt die Anzahl der Sonnenscheinstunden fir den

Zeitraum der stattgefundenen Untersuchungen dar.

400
SOS

|
- .
IV N A

150 \ A / \ 7 \ /
100 '\ / U L& 7\ / \ /
Y NV N

T I S T T A S I I
@'\p@'\be@gé« N @q’g @Q’pe@’bﬁé’g@g N 90@90699&%96@. N Q"Qge'sb Monat
I S D S S S S S S S S S

Abb. 6: Grafische Darstellung der Wetterdaten: Summe der Sonnenscheinstunden
in h (DWD, 2010)
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In Abbildung 7 ist die Niederschlagsmenge fir den Zeitraum der stattgefundenen

Untersuchungen dargestellit.
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Abb. 7: Grafische Darstellung der Wetterdaten: Niederschlagsmenge in mm (DWD, 2010)
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3.2 Vorbereitung der Resistenztests

In diesem Untersuchungsabschnitt sollten aus Hundekot stammende Salmonellen- und
E. coli-lsolate auf Resistenzen bzw. verminderte Empfindlichkeiten gegen ausgewahlte
Antibiotika hin Uberprift werden. Der Hintergrund ist die durch diverse Studien belegte
Ubertragung von antibiotikaresistenten bakteriellen Krankheitserregern zwischen Hunden
und anderen Tieren sowie dem Menschen (siehe 2.5). Die Ergebnisse sollten einen kleinen
Uberblick Uber die aktuelle Resistenzsituation von E. coli- und, soweit moglich, auch von
Salmonellen-Isolaten aus dem Hundedarm gegenuber einigen in der Veterinarmedizin haufig
zur Anwendung kommenden Antibiotika liefern.

Der Hundekot stammte von Tierheimhunden aus dem Raum Stuttgart, bei denen, im
Gegensatz zu zufallig gesammeltem Hundekot, eine Krankenakte mit eventuell
vorausgegangenen antibiotischen Behandlungen vorhanden war. Der Kot war zu Beginn der

Versuche maximal einen Tag alt.

Die zu testenden Antibiotika wurden anhand von GERMAP 2008, einem Bericht iber den
Antibiotikaverbrauch und die Verbreitung von Antibiotikaresistenzen in der Human- und
Veterindrmedizin in Deutschland ausgewahlt (GERMAP, 2008). Die Wahl fiel auf funf
Antibiotika aus verschiedenen Wirkstoffgruppen:

Ampicillin (AMP) aus der Wirkstoffgruppe der Penicilline, aus der Wirkstoffgruppe der
Cephalosporine Cephalothin (CEF), der ausschlieRlich in der Veterinarmedizin eingesetzte
Gyrasehemmer Enrofloxacin (ENR), das aus der Wirkstoffgruppe der Sulfonamide
stammende Sulfamethoxazol (SUL) und Tetracyclin (TET) aus der gleichnamigen

Wirkstoffgruppe.



73

3.3 Vorbereitung der mikrobiologischen und parasitologischen

Untersuchungen von Silage

In den nachfolgend beschriebenen Versuchen wurde die Tenazitdt der in Hundekot
vorkommenden Bakterien Clostridium perfringens Enterococcus faecalis und Salmonella
Senftenberg sowie des Parasiten Cryptosporidium parvum wahrend des Silierungsprozesses
untersucht. Mit den Ergebnissen dieses Versuchs konnte anschlielRend eine Aussage Uber
die erregerreduzierende Wirkung der wahrend der Silierung ablaufenden Prozesse sowie die

Uberlebensfahigkeit der eingebrachten Erreger getroffen werden.

Die verwendeten Mikroorganismen wurden ausgewahlt, da sie sowohl bei Hunden und
anderen Tieren als auch beim Menschen Erkrankungen hervorrufen kénnen. So erkrankten
an einer durch S. Senftenberg verursachten Enteritis im ersten Halbjahr 2008
deutschlandweit 58 Menschen (RKI, 2008).

Nahere Informationen zu Krankheiten die im Zusammenhang mit C. perfringens und
E. faecalis sowie dem Parasiten C. parvum stehen sind unter den Punkten 2.8.1, 2.8.2 und
2.8.5 zu finden.

3.3.1 Vorbereitung des Silierguts

Die Vorgehensweise der Silageuntersuchung orientierte sich an den Vorgaben des
Landwirtschaftlichen Zentrums fur Rinderhaltung, Grinlandwirtschaft, Milchwirtschaft, Wild
und Fischerei Baden-Wurttemberg (LAZBW) in Aulendorf, das diesen Versuchsaufbau
standardisiert hat.

Zunachst wurden die genauen Zeitpunkte der einzelnen Probenahmen mittels eines
Versuchsplans festgelegt. Daraus konnte dann auf die Menge des fur den Versuch
bendétigten Materials geschlossen werden.

Gemal diesem Versuchsplan wurde bereits wenige Stunden nach dem Einsilieren die
Wiederfindungsrate der eingesetzten Mikroorganismen anhand der sogenannten Nullprobe
ermittelt. Zu diesem Zeitpunkt hatte noch keine nennenswerte Milieudnderung durch den
Silierungsprozess stattgefunden.

Die erste Probenahme fand zwei Wochen nach Versuchsbeginn statt, damit eventuelle
Konzentrationsdnderungen der Bakterien frihzeitig nachgewiesen werden konnten.
In der Silage herrschte nach dieser Zeit bereits ein anaerobes Milieu. Die

Milchsaureproduktion hatte eingesetzt und der pH-Wert senkte sich langsam ab.
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Die zweite Probe wurde vier Wochen nach der Einsilierung entnommen was in der Praxis
dem frihesten Zeitpunkt entspricht an dem eine Silage verfittert werden kann.

Nach sechs Wochen, dem empfohlenen Zeitpunkt, um Silage erstmals zu verfittern, wurde
zum dritten Mal Probenmaterial untersucht.

Die vierte Probenahme fand nach 90 Tagen statt, was der Standarddauer von
Silageversuchen am LAZBW entspricht.

Die funfte und sechste Probenahme erfolgten sechs bzw. neun Monate nach Versuchs-
beginn. Diese Zeitpunkte entsprechen der generellen bzw. der maximalen Lagerdauer von

Silage.

Fir den in dieser Arbeit durchgefihrten Versuch wurden 45 Einmachglaser mit einem
Volumen von jeweils 1,5 Liter bendtigt. Fir jedes Glas waren auferdem ein Deckel, zwei
Spannbugel und ein Gummiring zur Abdichtung erforderlich. Die Glaser und Deckel wurden
vor Versuchsbeginn sterilisiert.

Zunachst wurde jedes Einmachglas etikettiert, beschriftet und komplett mit Deckel,

Spannbugeln und Gummiring gewogen, um das jeweilige Leergewicht zu ermitteln.

Am Morgen der Beflillung der Einmachgldser wurde ein rund ein Ar groRes Stlck
Weideflache maschinell geméaht und das Gras zum Anwelken gleichmaRig ausgebreitet.

Das Siliergut wurde etwa finf Stunden unter direkter Sonneneinstrahlung und stiindlichem
Wenden angewelkt. Nach dieser Zeit war ein TS-Gehalt von etwa 35 % erreicht.

Das angewelkte Siliergut wurde mittels Probenhacksler auf eine Lange von etwa zwei bis
funf Zentimeter gekirzt, damit sich beim Befillen der Glaser so wenige Lufteinschlisse wie
maglich bilden konnten.

Das Siliergut bestand hauptsachlich aus Schwingelgrasern, Wiesenlieschgras, Knaulgras,
Wiesenrispe, Rotklee, Wiesenléwenzahn, Hahnenful und Spitzwegerich. Das Gras stammte

vom ersten Schnitt des Jahres.

3.3.2 Herstellung einer Keimsuspension

Die Bakteriensuspensionen von Clostridium perfringens, Enterococcus faecalis sowie
Salmonella Senftenberg stammten aus der institutseigenen Stammsammlung. C. perfringens
lag im unversporten Zustand vor.

Mit Hilfe einer sterilen Impfése wurde Bakterienmaterial entnommen und auf jeweils eine
Standard-1-Agar-Platte' Uberfiihrt, die dann 24 Stunden lang bei 37 °C bebriitet wurde.
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Von den auf den Standard-1-Agar-Platten' gewachsenen Reinkulturen wurde eine Kolonie
abgenommen, in 50 ml Trypton-Soja-Bouillon (TSB)*' iiberfiihrt und unter Schwenken
weitere 24 Stunden lang bei 37 °C bebriitet. TSB*' ist ein universelles Nahrmedium ohne
Inhibitoren oder Indikatoren (OXOID, 2008). Aus dem bebriiteten TSB*' wurden je 0,1 ml
entnommen, in eine Schottflasche mit 50 ml TSB*' Uberimpft und erneut 24 Stunden bei
37 °C bebriitet. Die Keimkonzentration der Suspensionen lag anschlieRend zwischen 10°
und 10° KBE/m.

Da die eingesetzten Bakterienkonzentrationen den natiirlichen Konzentrationen in Hundekot
entsprechen sollten, musste die Keimsuspension von C. perfringens entsprechend in TSB*'
weiterverdiinnt werden.

Die Konzentrationen der Keimsuspensionen betrugen schlief3lich flr Enterococcus faecalis
59 x 108 KBE/ml, fir Salmonella Senftenberg 8,0 x 10® KBE/ml und fiir Clostridium
perfringens 1,6 x 10° KBE/ml.

Diese Werte entsprachen laut diverser Literaturangaben (SUTTORP et al., 2007; MEYER
und ZENTEK, 2005) sowie Erfahrungswerten aus friheren Untersuchungen (EGELER,

2007) etwa den natirlichen Konzentrationen in frisch abgesetztem Hundekot.

3.3.3 Beimpfen des Silierguts mit verschiedenen bakteriellen Erregern

Durch eine Probebeflllung wurde ermittelt, dass jedes Glas 550 g Siliergut fassen konnte.
Nun wurden fiir jedes zu beflllende Einmachglas 550 g Siliergut abgewogen und mit 20 ml
jeder Keimsuspension, also 3 x 20 ml beimpft. Die Keimsuspensionen sollten dabei die
Anwesenheit von Hundekot im Siliergut simulierten. Der Kontrollprobe wurden 60 ml
destilliertes Wasser zugegeben.

Die Beimpfung des Silierguts erfolgte in separaten Behaltnissen, die hoch genug waren, um
das kontaminierte Gras manuell griindlich durchmischen zu kénnen.

Da die drei verwendeten Bakterien Enterococcus faecalis, Salmonella Senftenberg sowie
Clostridium perfringens auch in Hundekot gemeinsam vorkommen, wurden alle drei
Keimsuspensionen gemischt in die Glaser gegeben.

Das beimpfte Siliergut musste beim Beflllen der Einmachglaser moglichst stark verdichtet
werden. Der Druck, der dabei mit der Hand ausgeulbt wurde, war aber ausreichend.
Die fertig befiillten und luftdicht verschlossenen Einmachglaser, wie sie in der Abbildung 8 zu

sehen sind, wurden fir die Dauer des Versuchs bei Raumtemperatur in einem



76

geschlossenen Schrank gelagert. Laut Aussage des LAZBW in Aulendorf sollte die
Temperatur bei der Silagebereitung idealerweise zwischen 20 und 23 °C liegen,
Schwankungen von 2-3 °C schaden dem Versuch nicht. Die Lagerung im geschlossenen
Schrank sorgte fiir die notwendige dunkle Umgebung.

Abb. 8: Fertig befillte Einmachglaser

Im Laufe der Silierung kommt es durch die chemischen Prozesse zu
Gewichtsveranderungen. Aus diesem Grund wurden die Einmachglaser lGber den gesamten
Versuchsverlauf hinweg gewogen. Das Wiegen erfolgte zunachst taglich, da es vor allem zu
Beginn der Silierung zu starkeren Gewichtsabnahmen kommt. Die Abstéande zwischen den
einzelnen Wagungen konnten mit der Zeit vergroRert werden, so dass bereits nach zwei
Monaten ein monatlicher Wiegeturnus ausreichend war. Die Wiegeprotokolle sind im Anhang
ab Seite A 21 zu finden.

Daruber hinaus wurde der Verlauf des pH-Werts regelmaRig verfolgt. Die einzelnen Werte
sind unter 4.3.1.1 aufgefiihrt.

Neben der Silage wurde zusatzlich ein Einmachglas mit einem Volumen von 1,5 | mit 550 g
Quarzsand befiillt. Diese Probe wurde ebenfalls mit allen drei Keimsuspensionen beimpft
und unter den gleichen Bedingungen wie die Silageproben gelagert. Die Quarzsandprobe
wurde bei der letzten Probenahme nach 36 Wochen mit untersucht, um festzustellen, ob die
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Bakterien im Laufe des Versuchs ohnehin abgestorben waren oder ob die Inaktivierung den

wahrend der Silierung ablaufenden Prozessen zuzuschreiben war.

Sechs der Kontrollproben, die lediglich mit destilliertem Wasser beimpft waren, wurden drei
Monate nach Versuchsbeginn einer Garsdureanalyse unterzogen, die das LAZBW
durchgefiihrt hat. Die Auswertung mit Hilfe des DLG-Schlissels zur Grobfutterbewertung
Teil B (DLG, 2006) ergab, fur die Qualitat der Silage aus dem ersten Versuchsdurchgang die
Note zwei. Die Silage, die im Rahmen der Untersuchungen mit Cryptosporidium parvum
hergestellt wurde, konnte sogar die Note 1 erzielen. Die ausflihrlichen Ergebnisse der
Garsaureanalysen sind im Anhang auf der Seite A 25 in den Tabellen A11 und A12 zu
finden.

3.3.4 Herstellung eines Keimtréagers fiir Oocysten von Cryptosporidium parvum

In einem weiteren Untersuchungsdurchgang wurden mit den Oocysten des Parasiten
Cryptosporidium parvum beimpfte Filterkeimtrdger mit unbehandeltem Siliergut in
Einmachglaser gepackt.

Die parasitaren Oocysten stellte das Institut fir Parasitologie der Veterinarmedizinischen
Universitat Leipzig freundlicherweise zur Verfligung.

Die Versuchsvorbereitung entsprach dem bereits beschriebenen Verfahren in puncto

Vorbereitung des Silierguts, Lagerung der Glaser sowie den Wagungen.

Die Oocystenkonzentration in der Ausgangslésung betrug 5,0 x 10’ Oocysten pro ml.
Die Oocysten wurden in 0,9 %-iger NaCl-Lésung” verdiinnt und aufgeteilt, so dass jeder der
bendtigten Keimtrager mit 1 ml Keimldsung beimpft werden konnte. Die Konzentration nach
der Verdiinnung lag bei etwa 2,5 x 10° Oocysten pro ml.

Als Keimtrager dienten Cellulose-Nitrat-Filter der Firma Sartorius Stedim Biotech mit einem
Durchmesser von 13 mm und einer PorengrofRe von 3,0 um (Bestell-Nr. 11302-13-N). Die
Porengréfie war so zu wahlen, dass ein hindurch diffundieren der rund 4,5 bis 5,0 um groRen
Oocysten ausgeschlossen war. Beimpft wurden die Filter mit Hilfe eines passenden
Filtrationsvorsatzes aus Polycarbonat flir Einwegspritzen.

1 ml der Oocystenlésung wurde mit einer Einwegspritze aufgezogen. Die Spritze wurde
anschlieRend auf einen Filtrationsvorsatz gesteckt und die Flissigkeit langsam durch den
Filter gepresst. Dieser Vorgang wurde noch einmal mit der in einer Petrischale
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aufgefangenen Flissigkeit wiederholt, um maglichst viele Oocysten auf den Filterkeimtréager
zu bekommen.

Der beimpfte Filterkeimtrager wurde in eine Polycarbonatmembran der Firma Pieper Filter
GmbH mit der PorengréfRe 0,01 um eingeschweifdt, um eine Verteilung der Oocysten in der
Silage zu verhindern. Die Polycarbonatmembran war durchlassig flr gelste Stoffe, so dass
die Oocysten allen Milieudnderungen durch die wahrend der Silierung ablaufenden Prozesse
ausgesetzt waren.

Nachdem die Einmachglaser etwa bis zur Halfte mit Siliergut gefullt waren, wurde einer der

vorbereiteten Keimtrager hinein gelegt, das Glas fertig befillt und luftdicht verschlossen.

Der Silierungsplan fiir diesen Versuch sah vor, die Nullprobe am nachsten Morgen nach der
Beflllung der Glaser und die erste Probe eine Woche spater zu entnehmen. Alle weiteren

Probenahmen erfolgten zunachst in zwei-, spater in dreiwdchigem Turnus.

3.4 Durchfiihrung der umwelthygienischen Untersuchungen

3.41 Zahlung der Hundekothaufen auf landwirtschaftlich genutzten
Griinlandflachen

Fir die Untersuchung geeignete Wiesen, wie sie unter Punkt 3.1.4 beschrieben wurden, sind
vom Wegrand aus in verschieden grof3e Abschnitte unterteilt worden.

Es wurde wie folgt unterschieden:

a) vom Wegrand bis 0,5 m in die Wiese hinein,

b) 0,6 bis 2,0 m,

c) 2,1 bis 5,0 m und

d) 5,1 bis 10,0 m vom Wegrand entfernt.

Die ausgewahlten Flachen wurden jeweils auf ihrer gesamten Lénge (siehe Tab. A1 im
Anhang, Seite A 4) untersucht. Da die Flachen allerdings unterschiedlich lang waren (von
80 m bis 200 m), wurden die Ergebnisse zur Vereinheitlichung spater noch auf 100 m?
umgerechnet. Auf eine Untersuchung der gesamten Breite der Flache wurde verzichtet, da

weiter vom Wegrand entfernt nur noch vereinzelt mit Hundekot zu rechnen war.
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Zur besseren Einschatzung der Verschmutzung der untersuchten Flachen mit Hundekot,
wurden die Kothaufen optisch in die Gewichtsklassen ,Klein®, ,Mittel“ und ,GroR* eingeteilt.
Die Einteilung richtete sich nach Erfahrungswerten aus einer vorausgegangenen Arbeit von
EGELER (2007). Hundekothaufen der Kategorie ,Klein“ hatten ein geschatztes Gewicht von
bis zu 130 g, ,Mittel“-groRe Haufen lagen zwischen 131 und 200 g und ,GroRe“ Kothaufen
wogen Uber 200 g. Zur Ermittlung der Kotgesamtmenge wurden jeweils Mittelwerte
herangezogen, die fir kleine Kothaufen bei 65 g, fur mittelgroRe Kothaufen bei 160 g und flr
groRe Kothaufen bei 250 g lagen.

Die Ergebnisse der Flachenuntersuchungen wurden mit Unterstiitzung des Fachgebiets fiir

Bioinformatik der Universitat Hohenheim ausgewertet.

3.4.2 Mikrobiologische Untersuchung der im Rahmen der

Flachenuntersuchungen stichprobenartig gesammelten Hundekotproben

3.4.2.1 Quantitativer Nachweis von Clostridium perfringens aus biologischem Material

Nachfolgend ist schrittweise die Methode zum quantitativen Nachweis von C. perfringens

aus Hundekot beschrieben.

Anreicherung
In 180 ml 0,9 %-ige NaCl-Lésung" wurden 20 g Kot eingewogen und unter Schiitteln geldst.

Verdlnnungsreihe

Aus der Probenlésung wurde 1 ml entnommen und in 9 ml 0,9 %-ige NaCl-Lésung' pipettiert.
Die Verdiinnungsreihe wurde bis zur Stufe 10 hergestellt. Aus jeder Verdiinnungsstufe
wurden 3 x 1 ml in je 9 ml Fluid-Thioglykollat-Medium (FTG)? (berimpft. Die
Reagenzréhrchen wurden fir 20 Minuten in ein 75 °C warmes Wasserbad gestellt, um die
Begleitflora zu hemmen und anschlieRend unter anaeroben Bedingungen, die mit Hilfe von
Anaerocult® A®, einer Reagenzmischung zur Erzeugung eines anaeroben Milieus durch
chemische Bindung von Sauerstoff (MERCK, 2010b), geschaffen wurden, bei 37 °C fur 24
Stunden inkubiert.

FTG? ist ein nicht selektives Anreicherungsmedium, das dem Nachweis verschiedener
aerober und anaerober Mikroorganismen aus biologischem Material dient. Die Rotfarbung
entsteht durch den Sauerstoffindikator Resazurin. Beim Bebriten in anaerober Umgebung
entfarbt sich das Medium durch Sauerstoffverbrauch (MERCK, 2010a).
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Gewinnung der Reinkulturen

Mittels Impfésen wurden alle Verdlinnungsstufen, bei denen nach der Inkubationszeit eine
deutliche Gasbildung zu sehen war, auf Blut-Glucose-Agar (aus Columbia-Blut-Agar®, 5 %
Schafsblut® und 2 % Glucose) ausgestrichen und erneut bei 37 °C fiir 24 Stunden in

anaerobem Milieu bebrutet.

Morphologische Identifikation

Vor der Auswertung des Wachstums der Clostridien auf dem Blut-Glucose-Agar wurden die
Platten zunachst fir einige Stunden einer aeroben Umgebung ausgesetzt, in der sich die
Kolonien grinlich verfarbten.

Typische Kolonien waren anhand der Doppelzonenhamolyse, die sie auf Blut-Glucose-Agar
zeigen, sowie der beschriebenen Verfarbung eindeutig zu identifizieren.

Auswertung der Ergebnisse

Zunachst wurden die drei hochsten Verdinnungsstufen ermittelt, in denen noch
Bakterienwachstum nachgewiesen werden konnte. Dabei sollten in der geringsten
Verdunnungsstufe alle drei Agarplatten einer Stufe positiv und in der hochsten
Verdiinnungsstufe eine oder mehrere Agarplatten negativ sein. Anhand der so gewonnenen
Zahlenkombinationen konnten die Bakterienkonzentrationen mit Hilfe der DE MAN-Tabelle
(1983) in koloniebildenden Einheiten pro Gramm (KBE/g) Probenmaterial angegeben

werden.

3.4.2.2 Quantitativer Nachweis von Enterokokken aus biologischem Material

Nachfolgend ist schrittweise die Methode zum quantitativen Nachweis von Enterococcus
faecalis aus Hundekot beschrieben.

Anreicherung
In 180 ml 0,9 %-iger NaCl-Lésung" wurden 20 g Kot eingewogen und unter Schiltteln geldst.

Verdunnungsreihe

Aus der Probenlésung wurde 1 ml entnommen und in 9 ml 0,9 %-ige NaCl-Lésung' pipettiert.
Die Verdiinnungsreihe wurde bis zur Stufe 10 hergestellt. Aus jeder Verdiinnungsstufe sind
3 x 1 mlin je 9 ml Azid-Glucose-Bouillon (AD)’ iiberimpft und anschlieRend bei 37 °C fiir 48

Stunden inkubiert worden.
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Bei AD’ handelt es sich um ein selektives Anreicherungsmedium, welches gleichzeitig die
gramnegative Begleitflora hemmt (MERCK, 2010c).

Gewinnung der Reinkulturen

Mittels Impfésen wurden alle Verdiunnungsstufen, bei denen nach dem Vortexen eine
deutliche Trilbbung erkennbar war, auf Kanamycin-Askulin-Azid-Agar (KAA)® ausgestrichen
und erneut bei 37 °C 48 Stunden lang bebritet.

Mit KAA-Agar® werden die Keime isoliert, differenziert und ihre Keimzahl bestimmt. Die
Begleitflora wird durch Kanamycin und Azid gehemmt (MERCK, 2010d; WEIGEL, 1995).

Morphologische Identifikation

Die kleinen, glanzenden Kolonien der Enterokokken waren durch die Hydrolisierung von
Glucosidaskulin in Glucose und Askuletin auf KAA-Agar® schwarz geférbt.

Durch die entstandenen Eisen(lll)-lonen erscheint auch der Agar rund um die Kolonien
schwarz (MERCK, 2010d).

Auswertung der Ergebnisse

Zunachst wurden die drei hochsten Verdinnungsstufen ermittelt, bei denen noch
Bakterienwachstum nachgewiesen werden konnte. Dabei sollten in der geringsten
Verdiunnungsstufe alle drei Agarplatten einer Stufe positiv und in der hochsten
Verdunnungsstufe eine oder mehrere Agarplatten negativ sein. Anhand der so gewonnenen
Zahlenkombinationen konnten die Bakterienkonzentrationen mit Hilfe der DE MAN-Tabelle
(1983) in koloniebildenden Einheiten pro Gramm (KBE/g) Probenmaterial angegeben

werden.

3.4.2.3 Quantitativer Nachweis zur Ermittlung der “wahrscheinlichsten Keimzahl” (MPN) von

Escherichia coli aus biologischem Substrat (Makromethode)

Nachfolgend ist schrittweise die Methode zum quantitativen Nachweis von E. coli aus
Hundekot beschrieben.
Fir den Nachweis und die Zahlung anderer coliformer Bakterien ist diese Methode nicht

geeignet (Environment Agency, 2006).

Anreicherung
In 180 ml 0,9 %-ige NaCl-Lésung' wurden 20 g Kot eingewogen und unter Schiltteln geldst.
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Verdunnungsreihe

Aus der Probenlésung wurde 1 ml entnommen und in 9 ml 0,9 %-ige NaCl-Lésung' pipettiert.
Die Verdiinnungsreihe wurde bis zur Stufe 10® hergestellt.

Aus jeder Verdiinnungsstufe wurden 3 x 1 ml in je 9 ml Fluorocult® Laurylsulfat-Bouillon®
Uberimpft und anschlieRend bei 43 °C fiir 48 Stunden inkubiert.

Falls es zu einem Wachstum coliformer Keime im Fluorocult® Laurylsulfat-Bouillon® kommt,
leuchtet das Nahrmedium unter UV-Licht bei 366 nm hellblau. Die Begleitflora wird von
Laurylsulfat gehemmt (MERCK, 2010h).

Jedes Reagenzréhrchen mit Fluorocult® Laurylsulfat-Bouillon® enthielt ein  DURHAM-

Garréhrchen, mit dessen Hilfe die Gasbildung nachgewiesen werden konnte.

Ablesen des biochemischen Verhaltens

Bei den untersuchten Bakterien handelte es sich erst eindeutig um E. coli, wenn sich in den
DURHAM-Garréhrchen Gas gebildet hatte, Fluoreszenz unter einer UV-Lampe bei 366 nm
sichtbar war und nach der Zugabe des KOVACS-Indolreagenz? die Bildung von Indol

nachgewiesen wurde.

Gasbildung:

Bei der Vergarung von Lactose zu Saure bildet E. coli die Gase Wasserstoff und Kohlenstoff,
die sich im DURHAM-Garrohrchen sammeln und es bei entsprechender Menge an die
Oberflache aufsteigen lassen. Da jedoch alle coliformen Bakterien Gase bilden, ist dies
alleine noch kein eindeutiger Nachweis von E. coli.

Fluoreszenz:

Zunachst wurde jedem Reagenzréhrchen 0,5 ml NaOH*' zugegeben, um das bei der
Lactosevergarung entstandene saure Milieu abzupuffern. Die Untersuchung fand unter UV-
Licht bei einer Wellenlange von 366 nm statt.

Die Fluoreszenz entsteht durch das Enzym R-D-Glucoronidase, welches das Enzym
4-Methylumbelliferyl-3-D-Glucuronid (MUG) in Glucuronsaure und in das fluoreszierende
4-Methylumbelliferon spaltet (MERCK, 2010h).

Indolreaktion:
Jedem Reagenzréhrchen wurden etwa 0,3 ml KOVACS-Indolreagenz? hinzupipettiert. Bei
positiven Proben bildete sich unmittelbar darauf ein roter Ring an der Flussigkeitsoberflache.

Bei negativen Proben blieb das Indolreagenz farblos.
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Bei der Spaltung von Tryptophan wird neben Brenztraubensdure und Ammoniak auch Indol
frei, welches mit dem im Reagenz enthaltenen 4-Dimethylaminobenzalhyd einen roten
Farbstoff bildet.

Da auch Tryptophan mit 4-Dimethylaminbenzaldehyd eine Farbreaktion ergibt, wird das Indol
durch Butanol abgetrennt (MERCK, 2010i).

Auswertung der Ergebnisse

Zunachst wurden die drei hochsten Verdinnungsstufen ermittelt, in denen noch
Bakterienwachstum nachgewiesen werden konnte. Dabei sollten in der geringsten
Verdunnungsstufe alle drei Reagenzrohrchen einer Stufe positiv und in der hdchsten
Verdinnungsstufe eines oder mehr Reagenzréhrchen negativ sein. Anhand der so
gewonnenen Zahlenkombinationen konnten die Bakterienkonzentrationen mit Hilfe der DE
MAN-Tabelle (1983) in koloniebildenden Einheiten pro Gramm (KBE/g) Probenmaterial
angegeben werden.

3.4.2.4 Qualitativer Nachweis des Vorkommens bzw. der Freiheit von Salmonellen in einer

definierten Probenmenge

Das nachfolgend beschriebene Verfahren lehnt sich an die Vorgaben des Anhangs 2 der
Bioabfallverordnung (BioAbfV) an (BioAbfV, 1998).

Voranreicherung

20 g Probenmaterial wurden in 180 ml Peptonlésung®, einem nicht selektiven Auffrischungs-
und Anreicherungsmedium fir subletal vorgeschadigte Salmonellen (MERCK, 2010e), liber
Nacht bei 37 °C geschwenkt inkubiert.

Anreicherung
0,1 ml der Voranreicherung wurde in doppeltem Ansatz in jeweils 9 ml RAPPAPORT-

VASSILIADIS (RVS)-Medium'® gegeben und 24 Stunden lang bei 43 °C und 37 °C inkubiert.
RVS-Medium ist ein selektives Anreicherungsmedium fir alle Salmonellen auBer Salmonella
typhi und S. paratyphi. Die Selektivitat erfolgt durch eine hochkonzentrierte Magnesiumchlor-
verbindung, dem Farbemittel Malachitgriin und einer pH-Wert-Absenkung auf 5,5. Darlber
hinaus wird das Wachstum intestinaler Bakterien gehemmt (MERCK, 2010f).
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Gewinnung der Reinkulturen

Mittels Impfésen wurden die Proben auf Brillantgriin-Phenolrot-Laktose-Saccharose-Agar
(BPLS)"- und Xylose-Lysin-Desoxycholat-Agar (XLD)* iiberfiihrt und weitere 24 Stunden
lang bei 37 °C bebrutet

BPLS'"' ist ein Selektivagar zur Salmonellenisolierung. Der Farbumschlag des pH-Indikators
von Phenolrot nach Gelb erfolgt durch die Begleitflora. Die reichhaltige Nahrgrundlage
fordert das Wachstum der Salmonellen wahrend Brillantgrin die grampositive Begleitflora
unterdriickt (MERCK, 2010g).

Bei XLD handelt es sich um keinen Selektivagar. Der Farbumschlag des pH-Indikators
Phenolrot nach Gelb wird nur von der Begleitflora durch die Fermentation von Xylose,
Laktose und Saccharose verursacht. Die grampositive Begleitflora wird durch Citrat und
Desoxycholat gehemmt (MERCK, 2010j).

Morphologische Identifikation

Die Salmonellenkolonien wachsen auf BPLS-Agar'' rosafarben, da sie, im Gegensatz zur
Begleitflora in der Probe, nicht in der Lage sind, Lactose und Saccharose abzubauen.

Aus demselben Grund wachsen Salmonellen auf XLD-Agar® in der gleichen Farbe, die der
Nahrboden hat, also rot. Das charakteristische schwarze Zentrum kommt durch die von
Thiosulfat und Eisen(lll)-Salz verursachte Ausféllung von Eisensulfid zu Stande (MERCK,
2010g +j).

Morphologisch verdachtige Kolonien von beiden Nahrbdden wurden mit Hilfe einer Impfose
auf Standard-1-Agar'? gebracht und bei 37 °C fiir 24 Stunden bebriitet.

Fir die Identifikation mittels Objekttrageragglutination wurde etwas Material der Reinkultur

|133 t13

auf einem Objekttrager zunachst mit Polyvalent aus dem Testkit ° vermischt. Kam es zu
einer Ausflockung (Agglutination) war der positive Nachweis des Vorhandenseins von
Salmonellen erbracht. Diese Vorgehensweise wurde mit weiteren Testseren durchgefiihrt,
bis die passende Anti O-Gruppe gefunden wurde.

Positive Proben wurden durch das Landesgesundheitsamt Baden-Wirttemberg weiter

untersucht.

Auswertung der Ergebnisse

Die Ergebnisse wurden als positiver oder negativer Nachweis von Salmonella spp. in 20 g

Probenmaterial angegeben.
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3.4.2.,5 Quantitativer Nachweis der Gesamtbakterienzahl aus biologischem Material

Mit nachfolgend schrittweise beschriebener Methode ist der quantitative Nachweis der
Gesamtbakterienzahl aus Hundekot méglich.

Anreicherung
In 180 ml 0,9 %-ige NaCl-Lésung" wurden 20 g Kot eingewogen und unter Schiitteln geldst.

Verdlnnungsreihe
Aus der Probenlésung wurde 1 ml entnommen und in 9 ml 0,9 %-iger NaCl-Lésung'

pipettiert. Die Verdiinnungsreihe wurde bis zur Stufe 10® hergestellt.

Zur Bestimmung der Gesamtbakterienzahl wurden pro Probe die drei hdochsten
Verdunnungsstufen ausgewahlt. Pro VerdlUnnungsstufe wurden zwei Standard-1-Agar-
Platten'? mit jeweils 0,1 ml der Probenldsung beimpft. Die Probenlésung wurde dann mit
Hilfe eines Drigalski-Spatels gleichmaRig auf den Platten verteilt und fir 48 Stunden lang bei
37 °C bebrtitet.

Auswertung der Ergebnisse

Fir die Auswertung wurde die Verdunnungsstufe herangezogen, bei der auf den beiden
parallel angesetzten Agarplatten die Anzahl der Kolonien jeweils zwischen 20 und 200 lag.

Beide Platten wurden separat ausgezahlt, die Ergebnisse addiert und anschlieBend durch
zwei geteilt. Die Gesamtbakterienzahl der Probe in koloniebildenden Einheiten pro Gramm
(KBE/g) ergab sich durch Multiplikation dieses Ergebnisses mit der ausgezahlten

Verdinnungsstufe.
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3.5 Durchfuhrung der Resistenztests

Damit eine Aussage Uber das Resistenzverhalten ausgewahlter Escherichia coli- und
Salmonellen-Isolate getroffen werden konnte, mussten die Bakterien zunachst in Reinform
aus dem Kot gewonnen werden.

Im Anschluss wurden die Isolate mittels Agar-Diffusionstest untersucht, bei dem die
Antibiotika in Form getrankter Plattchen verwendet wurden. Bei dem folgenden etwas
aufwendigeren Mikrodilutionsverfahren, kam pulverférmiges, geldstes Antibiotika zum

Einsatz.

3.5.1 Gewinnung der Reinkulturen

Zunachst mussten aus den gesammelten Kotproben Reinkulturen mdglichst verschiedene
E. coli- und, falls nachweisbar, Salmonellen-Stamme, isoliert werden. Diese wurden spater

auf das Vorhandensein von Resistenzen hin Gberprft.

3.5.1.1 Gewinnung der Reinkulturen von Escherichia coli

Parallel zu nachfolgend beschriebener Vorgehensweise, die der Gewinnung der
Reinkulturen der E. coli-Stamme diente, wurde der quantitative Nachweis wie unter Punkt
3.4.2.3 beschrieben, durchgefihrt.

Anreicherung
In 180 ml 0,9 %-iger NaCl-Lésung' wurden 20 g Kot eingewogen und unter Schiitteln geldst.

Verdunnungsreihe

Aus der Probenlésung wurde 1 ml entnommen und in 9 ml 0,9 %-ige NaCl-Lésung' pipettiert.
Die Verdiinnungsreihe wurde bis zur Stufe 10® hergestellt.

Aus den Verdiinnungsstufen 102 bis 10 wurden jeweils 0,1 ml entnommen, auf eine ENDO-
Agarplatte® pipettiert und mit einem Drigalski-Spatel gleichmaRig verteilt. Die Platten wurden
anschlieRend bei 37 °C flr 24 Stunden inkubiert.

ENDO-Agar®** unterdriickt das Wachstums gram-positiver Bakterien durch Natriumsulfit und
Fuchsin. E. coli und andere Coliforme bauen unter der Bildung von Aldehyden und Sé&ure
Laktose durch ab. Diese Aldehyde setzen Fuchsin frei, welches alle Kolonien rot farbt.
Die Reaktion ist bei E. coli so stark, dass Fuchsin ausfallt und ein typisch grinlich-

metallischer Fuchsinglanz entsteht, wie es in der Abbildung 9 zu sehen ist (MERCK, 2010k).
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Gewinnung der Reinkulturen

Mittels Impfésen wurden Kolonien, die den typischen Fuchsinglanz aufwiesen (Abb. 9) von
den ENDO-Agarplatten* abgenommen und mittels Dreidsenausstrichs auf Standard-1-
Agarplatten'? tiberfiihrt. Die Inkubation erfolgte erneut bei 37 °C fiir 24 Stunden.

—

Abb. 9: Typischer Fuchsinglanz von E. coli-Kolonien auf
ENDO-Agar®*

3.5.1.2 Gewinnung der Reinkulturen von Salmonellen

Die Gewinnung der Reinkulturen von Salmonellen wurde wie unter Punkt 3.4.2.4
beschrieben durchgefiihrt. Fir den Versuch wurden ausschlieRlich Kolonien verwendet, die
nach der Objekttrageragglutination eindeutig als Salmonella spp. identifiziert werden

konnten.
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3.5.2 Durchfiihrung des Agar-Diffusionstests

Nachfolgend ist die schrittweise Durchfiihrung der Agar-Diffusionstests nach der Gewinnung
der Reinkulturen beschrieben. In diesem Versuch wurden die Testplattchen der Antibiotika
Ampicillin AM-10%, Cephalothin CF-30%, Enrofloxacin ENR?’, Sulfamethoxazol SMZ? und

Tetracyclin TE-30%° verwendet.

Herstellung der Bakteriensuspension

Von den Reinkulturen auf den Standard-1-Agar-Platten wurden mit einer sterilen Impfose
einzelne Kolonien abgenommen und in ein Reagenzréhrchen mit 9 ml 0,9 %-iger NaCl-
Losung' (berfiihrt. Die dabei entstehende Trilbung sollte in etwa einem McFarland

Standard® von 0,5 entsprechen.

Beimpfen der Agarplatten

Aus den beimpften Reagenzréhrchen wurden etwa 2-3 ml auf eine Standard-1-Agarplatte'
pipettiert. Die Flussigkeit wurde durch behutsames Schwenken auf der gesamten Platte

verteilt. Uberschiissiges Material wurde griindlich mittels Pipette wieder abgenommen.

Aufbringen der Antibiotikatestplattchen

Mit Hilfe einer Stempelvorrichtung der Firma Becton Dickinson (BD) wurden die
25-29

Anitbiotikatestplattchen
fur 24 Stunden bebrdtet.

auf die beimpften Platten gebracht und anschlieRend bei 37 °C

Auswertung des Antibiogramms

Nach der Inkubationszeit wurde die Resistenz, bzw. verminderte Empfindlichkeit, der
untersuchten Stdmme durch Ausmessung der HemmhofgroBe bestimmt (Abb. 10).
Gemessen wurde der Durchmesser des gesamten Hemmbhofes.

Die Werte fur AM-10%, CF-30%, ENR¥, SMZ* und TE-30% hat das Deutsche Institut fiir
Normung (DIN) in Zusammenarbeit mit der Deutschen Gesellschaft fir Hygiene und
Mikrobiologie, der Paul-Ehrlich-Gesellschaft sowie dem Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) erarbeitet und verdffentlicht. Die Werte sind sowohl fir E. coli als auch fir
Salmonella spp. glltig (DIN, 1991 und 1998; CLSI, 2009).
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Abb. 10: Beispiel fir Hemmhofbildung im Agar-Diffusionstest
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3.5.3 Durchfiihrung der Mikrodilution

Das nachfolgend beschriebene Verfahren richtet sich nach der DIN-Norm 58940, Teil 8
,Mikrodilution“ (DIN, 1991). Es wurden die gleichen Antibiotika verwendet, wie bereits im
unter Punkt 3.5.2 beschriebenen Agar-Diffusionstest. Die Antibiotika Ampicillin33,

|36

Cephalothin®, Enrofloxacin®, Sulfamethoxazol®® und Tetracyclin®” lagen in Pulverform vor.

Herstellung der Keimsuspension

Von den auf den Standard-1-Agar-Platten' gewachsenen Reinkulturen wurde eine Kolonie
abgenommen und in 50 ml Trypton-Soja-Bouillon (TSB)*' unter Schwenken 24 Stunden lang
bei 37 °C bebritet. Aus den bebriiteten Schottflaschen wurden je 0,1 ml entnommen, in eine
Schottflasche mit 50 ml TSB *'{iberimpft und erneut 24 Stunden bei 37 °C bebriitet.

Die Keimkonzentration lag anschlieRend zwischen 108 und 10° KBE/m.

Fir die Keimsuspension wurden aus den frischen zweiten Passagen der Proben nun jeweils
50 ul entnommen und in ein Reagenzréhrchen mit 10 ml Miiller-Hinton-Bouillon®* (MHB)

pipettiert. Die Suspension hatte eine Keimkonzentration von rund 5,0 x 10° KBE/ml.

Herstellung der Antibiotika-Verdiinnungsreihe

Von den verwendeten Antibiotika®**"

wurden zundchst frische Stammldsungen hergestellt,
deren Konzentrationen jeweils 2000 pg/ml betrugen. Da nur wenige Antibiotika eine Aktivitat
von 100 % vorweisen, wurde entsprechend der Herstellerangaben angepasst. Die ermittelten
Mengen wurden zunéchst in ein Falconréhrchen eingewogen und dann je nach Antibiotikum
in 10 ml eines geeigneten Losungsmittels gelost. Entsprechende Angaben sind direkt vom
Hersteller zu beziehen.

Um die Gebrauchslésung fur die Verdiunnungsreihe zu erhalten, wurden von der fertigen
Stammlésung 2 ml in 13,62 ml Miller-Hinton-Bouillon** gegeben, so dass die
Antibiotikakonzentration in der Gebrauchsldsung 256 pg/ml betrug.

Von den jeweiligen Gebrauchsldsungen ausgehend wurden die Antibiotika-
Verdunnungsreihen mit zwolf Verdiinnungsstufen angesetzt.

Von der Ausgangskonzentration wurden nun in drei Reagenzréhrchen, die mit 2 ml, 3 ml und
7 ml Miller-Hinton-Bouillon® gefiillt waren, entsprechend 2 ml, 1 ml und 1 ml
Antibiotikalésung pipettiert, so dass sich die Antibiotikakonzentration von Roéhrchen zu
Réhrchen halbierte.
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Das Antibiotikum wurde auf diese Weise, jeweils ausgehend von der letzten Stufe der
vorherigen Reihe, noch weitere drei Mal verdinnt, so dass letztendlich zwolf

Verdiinnungsstufen zwischen 128 pug/ml und 0,0625 pg/ml zur Verfiigung standen.

Beimpfen der Mikrotiterplatten

Von der Keimsuspension und den verschiedenen Antibiotika-Verdiinnungsstufen wurden je
50 ul in einem Verhéltnis von 1:1 in den Wells der Mikrotiterplatte*® mit abgerundetem Boden
vermischt, wodurch sich die Konzentrationen der Antibiotika noch einmal halbierten. Die
Antibiotikakonzentration im ersten Well lag damit bei 64 pg/ml.

Nach 24 Stunden bei 37 °C konnte das Ergebnis abgelesen werden.

Auswertung der Antibiotika-Verdiinnungsreihe

Nach dem Bebriten war in einigen der Wells eine Tribung bzw. eine Ablagerung
festzustellen (Abb. 11), die von den Bakterien, die sich vermehrt haben, herrlhrte. In Wells,
in denen die enthaltene Lésung klar geblieben war, fand kein Bakterienwachstum statt, da es
vom enthaltenen Antibiotikum gehemmt werden konnte. Die Mikrotiterplatten“® wurden auf
einen dunklen Untergrund gestellt und von oben abgelesen, da bei einer Betrachtung von
unten durch das abgelagerte Inokulum ein falsches Ergebnis entstehen kénnte.

Als minimale Hemmkonzentration (MHK) gilt die letzte Verdiinnungsstufe, in der die Lésung
noch klar geblieben ist. In allen hoheren Verdinnungsstufen ist durch das
Bakterienwachstum eine Tribungen zu sehen.

Die Richtwerte fir Ampicillin, Sulfamethoxazol (in Kombination mit Trimethoprim im
Verhaltnis 1:19) und Tetracyclin sind der DIN Norm 58940 Teil 8 (DIN, 1991) zu entnehmen.
Die Werte fiir Cephalothin und Enrofloxacin stammen aus der Literatur (ORDEN et al., 1999;
GANDOLF et al., 2005).

Alle Werte gelten sowohl fiir E. coli als auch fiur Salmonella spp.. Die Angabe der MHK
erfolgt in pg/ml.
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Abb. 11: Bebritete Mikrotiterplatte
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3.6 Durchfihrung der mikrobiologischen und parasitologischen

Untersuchung von Silage

Im folgenden Abschnitt sind die Methoden zur Rickgewinnung sowie zum Nachweis der in
die Silage eingebrachten bakteriellen Erreger sowie Cryptosporidium parvum ausflhrlich
beschrieben.

Dieser Versuch, sowohl mit den bakteriellen Erregern als auch mit dem Parasiten, sollte die
Anwesenheit von Hundekot im Siliergut simulieren und den Einfluss der Silierungsprozesse

(vor allem der Absenkung des pH-Werts) auf die eingebrachten Mikroorganismen spiegeln.

3.6.1 Quantitativer Nachweis von Clostridium perfringens aus biologischem

Material

Nachfolgend ist schrittweise die Methode zum quantitativen Nachweis von C. perfringens

aus der artifiziell beimpften Silage beschrieben.

Riickgewinnung
50 g Probenmaterial wurden mit 450 ml 0,9 %-iger NaCl-Lésung' in eine stabile Plastiktiite

gegeben und anschlieRend mit Hilfe eines Laborhomogenisators® bearbeitet. Dabei wurden
eventuell im Probenmaterial enthaltene Bakterien mittels ,paddeln” innerhalb von 120 sec.
bei mittlerer Geschwindigkeit in die 0,9 %-ige NaCl-Lésung' tberfiihrt.

Verdlnnungsreihe

Aus der Probenlésung wurde 1 ml entnommen und in 9 ml 0,9 %-ige NaCl-Lésung' pipettiert.
Die Verdiinnungsreihe wurde bis zur Stufe 10 hergestellt. Aus jeder Verdiinnungsstufe
wurden 3 x 1 ml in je 9 ml FTG? tiberimpft und anschlieRend unter anaeroben Bedingungen
bei 37 °C fur 24 Stunden inkubiert.

Die Vorgehensweisen zur Gewinnung der Reinkulturen, zur morphologischen Identifikation
der Kolonien und zur Auswertung der Ergebnisse sind ausflhrlich unter Punkt 3.4.2.1
beschrieben.
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3.6.2 AQuantitativer Nachweis von Enterococcus faecalis aus biologischem

Material

Nachfolgend ist schrittweise die Methode zum quantitativen Nachweis von E. faecalis aus

der artifiziell beimpften Silage beschrieben.

Ruckgewinnung

50 g Probenmaterial wurden mit 450 ml 0,9 %-iger NaCl-Lésung’ in eine stabile Plastiktiite
gegeben und anschlieRend mit Hilfe eines Laborhomogenisators® bearbeitet. Dabei wurden
eventuell im Probenmaterial enthaltene Bakterien mittels ,paddeln” innerhalb von 120 sec.
bei mittlerer Geschwindigkeit in die 0,9 %-ige NaCl-Lésung’ tberfiihrt.

Die Vorgehensweisen zur Herstellung der Verdinnungsreihe, zur Gewinnung der
Reinkulturen, zur morphologischen Identifikation der Kolonien und zur Auswertung der
Ergebnisse sind ausfihrlich unter Punkt 3.4.2.2 beschrieben.

3.6.3 Quantitativer Nachweis von Salmonella Senftenberg aus biologischem

Material

Nachfolgend ist schrittweise die Methode zum quantitativen Nachweis von S. Senftenberg

aus der artifiziell beimpften Silage beschrieben.

Rickgewinnung
50 g Probenmaterial wurden mit 450 ml 0,9 %-iger NaCl-Lésung’ in eine stabile Plastiktiite

gegeben und anschlieRend mit Hilfe eines Laborhomogenisators® bearbeitet. Dabei wurden
eventuell im Probenmaterial enthaltene Bakterien mittels ,paddeln” innerhalb von 120 sec.
bei mittlerer Geschwindigkeit in die 0,9 %-ige NaCl-Lésung' tberfiihrt.

Verdiinnungsreihe und Voranreicherung

Aus der Probenlésung wurde 1 ml entnommen und in 9 ml 0,9 %-ige NaCl-Lésung' pipettiert.
Die Verdiinnungsreihe wurde bis zur Stufe 10® hergestellt. Aus jeder Verdiinnungsstufe sind
3 x 1 mlin je 9 ml Peptonlésung® liberimpft und anschlieRend bei 37 °C fiir 24 Stunden
inkubiert worden.
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Anreicherung
Aus jeden Rohrchen der Voranreicherung wurde 1:1 0,1 ml in 9 ml RVS'™ gegeben und 24
Stunden lang bei 43 °C inkubiert.

Gewinnung der Reinkulturen
Mittels Impfésen wurden alle Proben auf BPLS'" (iberfiihrt und weitere 24 Stunden bei 37 °C
bebritet.

Auf eine parallele Wachstumsuntersuchung mit Xylose-Lysin-Desoxycholat (XLD)**-Agar
konnte jedoch verzichtet werden, da S. Senftenberg H,S-negativ verwendet wurde, das
keinen Schwefelwasserstoff bildet und es somit auch zu keiner Ausfallung schwarzen
Eisensulfids aus Thiosulfat und Eisen(lll)-Salz kommen kann. Ein Erkennen von

S. Senftenberg ware dadurch auf diesem Nahrboden erschwert.

Morphologische Identifikation

Die Salmonellenkolonien wachsen auf BPLS-Agar11 rosafarben, da sie, im Gegensatz zur
Begleitflora in der Probe, nicht in der Lage sind, Lactose und Saccharose abzubauen.

Zur Absicherung des Ergebnisses wurden stichprobenartig morphologisch verdachtige
Kolonien mit Hilfe einer Impfose auf Standard-1-Agar'? gebracht, bei 37 °C fiir 24 Stunden
bebritet und anschlieRend mittels Objekttrageragglutination identifiziert (Beschreibung siehe
3.4.2.4).

Auswertung der Ergebnisse

Zunachst wurden die drei hoéchsten Verdlinnungsstufen ermittelt, bei denen noch
Bakterienwachstum nachgewiesen werden konnte. Dabei sollten in der geringsten
Verdunnungsstufe alle drei Agarplatten einer Stufe positiv und in der hdchsten
Verdiinnungsstufe eine oder mehrere Agarplatten negativ sein. Anhand der so gewonnenen
Zahlenkombinationen konnten die Bakterienkonzentrationen mit Hilfe der DE MAN-Tabelle
(1983) in koloniebildenden Einheiten pro Gramm (KBE/g) Probenmaterial angegeben

werden.
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3.6.4 Untersuchung der Quarzsandprobe

Nachfolgend ist schrittweise die Methode zum quantitativen Nachweis von Clostridium
perfringens, Enterococcus faecalis und Salmonella Senftenberg aus dem artifiziell beimpften

Quarzsand beschrieben.

Rickgewinnung

In 200 ml 0,01 molare CaCl," wurden 20 g kontaminierter Quarzsand gegeben und fiir
24 Stunden bei 4 °C in einen Kihlraum gestellt.

Der gesamte Inhalt der Schottflasche wurde in eine stabile Plastiktite gegeben und
anschlieRend mit Hilfe eines Laborhomogenisators® bearbeitet.

Dabei wurden eventuell im Probenmaterial enthaltene Bakterien mittels ,paddeln® innerhalb

von 120 sec. bei mittlerer Geschwindigkeit in die 0,01 molare CaCl," tberfihrt.

Verdinnungsreihe
Aus der Probenldsung wurde 1 ml entnommen und in 9 ml 0,9 %-ige NaCl- Losung'

pipettiert. Die Verdiinnungsreihe wurde bis zur Stufe 10”° hergestellt.

Die weitere Untersuchung zum Nachweis der eingebrachten Bakterien Clostridium
perfringens, Enterococcus faecalis und Salmonella Senftenberg erfolgte wie unter den
Punkten 3.4.2.1, 3.4.2.2 und 3.6.3 beschrieben.

3.6.5 Untersuchung des Einflusses der Silagesduren

Mit dieser Untersuchung sollte getestet werden, ob die Zugabe einer saureabpuffernden
Substanz, in diesem Fall di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)*', zu der fiir die
Riickgewinnung verwendeten NaCl-Lésung' (siehe 3.6.1,3.6.2 und 3.6.3) Einfluss auf die
Bakterienkonzentrationen hat. Der Puffer sollte die Einwirkung der Silagesauren auf die
Bakterien direkt nach der Probenentnahme hemmen.

Um die Wirksamkeit des Puffers Na,HPO,*" zu iiberpriifen wurde fiir den Versuch bereits
fertiger Silage mit einem pH-Wert von 4,3 verwendet.

Den Nachweis der abpuffernden Wirkung brachte ein Test mit Indikatorpapier, wobei der pH-
Wert der NaCl-Lésung' mit Na,HPO,*' bei etwa 7-8 lag.
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Verwendet wurden fur diese Untersuchung ebenfalls Enterococcus faecalis und Salmonella
Senftenberg. Auf eine Untersuchung mit Clostridium perfringens wurde verzichtet, da sich
dieses auf Grund seines unversporten Zustandes in vorrausgegangenen Untersuchungen
als empfindlich gezeigt hatte.

Die ersten Proben wurden direkt nach dem Vermengen von Silage und Keimsuspension in
NaCl', bzw. NACI'+Na,HPO,* iiberfiihrt und wenige Stunden spéter untersucht.

Die zweite Probenahme fand nach einer Woche statt.

Die Untersuchung zum Nachweis der eingebrachten Bakterien Enterococcus faecalis und
Salmonella Senftenberg erfolgte quantitativ wie unter den Punkten 3.4.2.2 und 3.6.3
beschrieben.

3.6.6 Nachweis von Cryptosporidium parvum anhand der Excystierungsrate

Nachfolgend ist das schrittweise Vorgehen zur Rickgewinnung der Oocysten von C. parvum
von einem Filterkeimtréager sowie die Zahlung der Oocysten mittels McMaster Zahlkammer
und die Bestimmung der Excystierungsrate beschrieben. Die Vorgehensweise wurde vom
Institut fir Parasitologie der Universitat Leipzig vorgeschlagen. Da die dortigen
Wissenschaftler auf eine langjahrige Erfahrung bei der Arbeit mit Cryptosporidium parvum
zuriickblicken kénnen wurde die vorgeschlagene Methode in dieser Arbeit 1:1 ibernommen.

Excystierungsfahige Oocysten geben unter bestimmten Voraussetzungen ihre Sporozoiten
an die Umwelt ab. Die Freisetzung wird durch das im Darm herrschende Milieu von 37 °C
sowie der Anwesenheit typischer Gallensalze initiiert. In diesem Versuch wurden diese
Bedingungen kinstlich durch einen Brutraum und der Zugabe des Gallensalzes
Natriumtaurocholat geschaffen

Die Excystierungsrate, also die Anzahl der Oocysten, die in der Lage sind, Sporozoiten zu
entlassen, gibt allerdings nur die Vitalitat der Oocysten wieder nicht aber deren Infektiositat.
Die freigesetzten Sporozoiten sind zwar Voraussetzung fir eine Infektion, eine Korrelation
zwischen Excystierungsrate und Infektiositdt muss auf Grund diverser Versuche jedoch in
Frage gestellt werden (NAJDROWSKI, 2006).

Eine Aussage Uber die Infektiositdt kann nur mit Hilfe von Tierversuchen gemacht werden,
auf die in dieser Arbeit aber verzichtet wurde.
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Rickgewinnung der Oocysten von dem Keimtrager

Der Keimtrager wurde mit Hilfe einer sterilen Pinzette aus dem mit Silage gefiillten
Einmachglas heraus geholt. Die Polycarbonatmembran wurde an allen Seiten
aufgeschnitten, um an den als Keimtrager verwendeten Filter zu kommen.

Keimtrager und Membran wurden gemeinsam in eine 200 ml fassende Schottflasche
gegeben, die 10 ml NaCl' und bodenbedeckend Glasperlen'” mit einem Durchmesser von
etwa 2 mm enthielt. Die Flaschen mit den Keimtrdgern wurden fir etwa eine Stunde im
Kuhlraum bei 4°C auf einen Rattler gestellt, um die Oocysten vom Keimtrager und eventuell

auch von der Polycarbonatmembran zu l6sen.

Konzentration der Oocysten

Die mit den Oocysten versetzte NaCl-Lésung' wurde aus den Schottflaschen in
Falconrohrchen uberfihrt. Die Rohrchen wurden auf 10 ml austariert und bei 2.500 x g und
20 °C fur 10 Minuten zentrifugiert.

Zahlung der Oocysten mit der McMaster Zahlkammer

Das NaCl' in den Falconrdéhrchen wurde bis auf 1 ml abgesaugt, ohne das Pellet zu
verletzen, und anschlieend gevortext.

Von dieser Lésung wurden 100 pl entnommen, mit 900 pl Zinkchlorididsung™® in ein
Eppendorfgefall gegeben und durch mehrmaliges Schwenken (nicht vortexen oder
schiitteln) vermischt. Der Einsatz des Flotationsverfahrens mit Zinkchloridlésung'® ist in der
Parasitologie eine gangige Methode zur Zahlung von Oocysten. Durch die gegenuber den
Oocysten groRere Dichte der Losung flotieren die Oocysten an die Oberflache und kénnen
dann ausgezahlt werden (BAUER, 2006b).

Je 500 pl der Oocysten-Zinkchlorid'®-Mischung wurde in zwei Kammern einer McMaster
Zahlkammer'® gegeben. Um eine Bildung von Luftblasen zu vermeiden wurden die Kammern
gegebenenfalls mit Zinkchlorididsung'® aufgefiillt.

Nachdem das Deckplattchen mit dem Zahinetz aufgelegt war, wurde die Kammer fir etwa
funf bis zehn Minuten stehen gelassen, damit die Oocysten an die Oberflache flotieren
konnten.

Bei 40facher VergrofRerung wurden anschlieRend unter dem Lichtmikroskop alle Oocysten in

den jeweils zehn Zahlfelder der beiden Kammern ausgezahlt.



99

Berechnung der Eizahl fir die McMaster Zahlkammer

Anhand der nachfolgenden, vom Institut fir Parasitologie der Universitat Leipzig
vorgegebenen Formel kann die Anzahl der in der Probe enthaltenen Oocysten pro Milliliter
angegeben werden:

n x SGM

Vol. O x Vol. F x AF

n: Anzahl der Oocysten aus Feld 1+Feld 2

SGM: angesetzte Suspensionsgesamtmenge (hier 1 ml)

Vol. O: Volumen der Oocystenlésung in Gesamtsuspension (hier 100 pl)

Vol. F: Fulllmenge pro Feld (hier 500 pl)

AF:  Anzahl der ausgezahlten Felder (hier 2)

Excystierung

Zu der verbliebenen Oocystenldsung im Falconréhrchen wurde im Verhaltnis 1:1 0,8 %-ige
Natriumtaurocholatlésung'® hinzugegeben. Die Réhrchen wurden unter Schwenken fiir drei
bis vier Stunden bei 37 °C inkubiert.

Die Kombination aus Gallensalz, Temperatur und Schwenken simulierte die Darmflora in

vitro.

Auswertung der Excystierung

Die Oocystenlésung wurde bei 2000 x g und 20 °C fur zehn Minuten zentrifugiert.

Die Flussigkeit wurde auf 0,5 ml abgesaugt und gevortext. 10-20 pl wurden auf einen
Objekttrager pipettiert und mit einem Deckglas abgedeckt. Die Auswertung erfolgte unter
dem Lichtmikroskop bei 1000facher VergréRerung mit Immersionso!™.

Es wurden 100 Oocysten pro Probe gezahlt, sowohl excystierte als auch nicht excystierte,
um den prozentualen Anteil der excystierten Oocysten zu bestimmen.
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4 ERGEBNISSE

Dieses Kapitel stellt die in den Untersuchungen erzielter Ergebnisse dar.

Anhand der vorliegenden Resultate der umwelthygienischen Untersuchungen konnte eine
Aussage Uber den Hygienezustand Ilandwirtschaftlich genutzter Grinflachen im
Untersuchungsgebiet hinsichtlich ihrer Verschmutzung mit Hundekot getroffen werden. Mit
den Ergebnissen, vor allem der der Flachenuntersuchungen, konnte in dieser Form,
abgesehen von wenigen abweichenden Werten, gerechnet werden.

Die bei der Uberpriifung zur aktuellen Resistenzsituation von E. coli-Isolaten aus dem
Darmtrakt von Tierheimhunden im Raum Stuttgart gewonnenen Werte boten einen guten
Uberblick. Da nur ein Salmonellen-Isolat untersucht werden konnte, war eine Aussage zur
Resistenzsituation von Salmonellen aus dem Hundedarm nicht maéglich.

Die zur Tenazitadtsuntersuchung durchgefiihrten Silageversuche verliefen planmaRig und

lieferten ebenfalls erwartungsgemafRe Ergebnisse.

4.1 Ergebnisse der umwelthygienischen Untersuchungen

Die Ergebnisse der umwelthygienischen Untersuchungen setzen sich aus verschiedenen
Versuchsteilen zusammen.

Zunachst wurden die Aussagen der 26 angeschriebenen Kommunen des Landkreises
Boblingen zu ihrem Umgang mit der Thematik Hundekot ausgewertet. Die Antworten
entsprachen den Erwartungen insofern, dass sich die meisten Stadte und Gemeinden bereits
mit der Problematik von Verschmutzungen durch Hundekot mehr oder weniger intensiv
auseinandergesetzt hatten.

Der an Hundehalter ausgegebene Fragebogen stiel auf eine erfreulicherweise unerwartet
hohe Resonanz. Die Antworten erlaubten einen guten Einblick in den Alltag der Hundehalter
beztglich der Ausfuhr-, Abkot- und Fitterungsgewohnheiten.

Den groBten Teil der umwelthygienischen  Untersuchungen  machten die
Flachenuntersuchungen mit der Zahlung der aufgefundenen Hundekothaufen aus. Wie
bereits erwahnt, deckten sich der Ergebnisse weitgehend mit den gestellten Erwartungen.
Die Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen des im Laufe der
Flachenuntersuchungen gesammelten Hundekots zeigten keine Auffalligkeiten und deckten
sich mit Ergebnissen aus friiheren Untersuchungen (EGELER, 2007).
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4.1.1 Ergebnisse der Abfrage der MaRnahmen der Stadte und Gemeinden im

Landkreis Boblingen zur Einddmmung der Hundekotproblematik

Die Resonanz der angeschriebenen Stadte und Gemeinden war mit zunachst 19 Antworten
auf 26 Anfragen bereits gut. Die Stadte und Gemeinden, die nicht geantwortet hatten,
wurden erneut angeschrieben, so dass letztendlich die Aussagen von 25 Stadten und
Gemeinden Berucksichtigung finden konnten. Lediglich eine Gemeinde reagierte auch auf
die dritte Anfrage nicht.

Die Hundekotproblematik ist fast Uberall ein Thema, der mal mehr, mal weniger
Aufmerksamkeit geschenkt wird. Nur vier (16 %) der angeschriebenen Stadte und
Gemeinden gaben an, mit Verschmutzungen durch Hundekot kaum Probleme zu haben.
Zwolf (48 %) der 25 Stadte und Gemeinden haben bereits Hundekotentsorgungsstationen
errichtet bzw. planen konkret die Aufstellung. In den meisten Orten wurde die Einfiihrung
solcher Systeme von der Bevolkerung positiv angenommen. Dennoch beklagen sich einige
Verwaltungen uber Zweckentfremdung z. B. durch die Entsorgung von Hausmill oder
Vandalismus.

Zwei (8 %) Gemeinden verzichten aus Angst vor Zweckentfremdung, Vandalismus und der
unhygienischen Entsorgung bewusst auf das Aufstellen von Hundekotentsorgungsstationen.
Eine (4 %) Gemeinde hat seit Aufstellung von Beutelspendern Probleme mit gefilliten
Hundekotbeuteln, die achtlos weggeworfen werden.

Neun (36 %) Stadte und Gemeinden gaben an, die Hundehalter regelmaRig in den jeweiligen
Mitteilungsblattern auf deren Kotentsorgungspflicht und/oder Uber die hygienische
Problematik durch Hundekot hinzuweisen. Diese Zahl dirfte aber héher liegen, da die
Information auf diesem Wege, da kostenglinstig, Ublich geworden ist. Zwei (8 %)
Verwaltungen gaben an, erganzende Informationsbroschiren mit dem jahrlichen
Hundesteuerbescheid zu verschicken.

In drei (12 %) Stadten und Gemeinden wurden nur Beutelspender, teilweise in Kombination
mit Mulleimern an stark durch Hunde frequentierten Wegen aufgestellt. Zwei (8 %) weitere
Verwaltungen stellten lediglich Milleimer an einschlagigen Strecken auf.

In finf (20 %) Rathausern werden Hundekotbeutel kostenlos oder gegen Gebuhr angeboten,
was in den meisten Fallen auch sehr gut von der Bevdlkerung angenommen wird.

Der Landesbauernverband (LBV) des Landkreises Boblingen bietet Hinweistafeln zum Kauf
an, was aber laut eigener Aussage nur zégerlich von den Landwirten angenommen wird, da
die Schilder zum Teil beschadigt werden und nur selten den erwiinschten Erfolg erzielen.
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Das Hauptproblem sieht der LBV vor allem in der mangelnden Bereitschaft der Hundehalter,
den Kot einzusammeln. Als nachteilig erweist sich laut LBV aber auch die zu geringe Anzahl

geeigneter Behaltnisse, in denen die gefiillten Hundekotbeutel entsorgt werden kénnen.

Die Umfrage ergab, dass die beiden groRten Stadte des Landkreises Boblingen, Boblingen
und Sindelfingen, mit 2,1 bzw. 2,0 Hunden pro 100 Einwohner die geringsten Hundedichten
aufweisen. Der Durchschnitt im Landkreis liegt bei 3,0 Hunden pro 100 Einwohner.

Mit 4,3 Hunden pro 100 Einwohner werden in der Gemeinde Weissach die meisten Hunde

gehalten.

4.1.2 Ergebnisse des Fragebogens

Die Resonanz auf die Umfrage lag bei 390 ausgefllten von 570 verteilten Fragebdgen.

Da acht der Fragebdgen fir je zwei Hunde ausgefillt wurden, konnten schlieRlich 398
Antworten ausgewertet werden, was einem Anteil von 69,8 % entsprach. Die genaue
Definition der Orte ist im Anhang auf der Seite A 4 in Form der Tabelle A1 zu finden.

Tab. 4: Auflistung der Resonanz auf die Fragebdgen

tbri
bereitgestellte . 9 in Box davon gultig
Ort . gebliebene . . verschwunden
Fragebdgen . eingeworfen ausgefullt
Fragebdgen
1 70 43 17 17 0
2 100 46 54 54 0
3 100 29 68 68 3
4 100 3 81 81 16
5 100 0 89 89 11
6 100 12 81 81 7

Nachfolgend sind die gestellten Fragen mit den entsprechenden Antwortmdglichkeiten und
-haufigkeiten aufgefiihrt.

Trotz angegebener Kontaktdaten kamen keine Ruickfragen seitens der Hundehalter.

Bei den Fragen 1.), 7.), 9.) und 10.) bestand die Mdglichkeit eigene Antworten zu geben.

Diese sind nachfolgend mit aufgefiihrt.
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Die Angabe der Ergebnisse erfolgte prozentual. Der Wert in der Klammer entspricht der

Anzahl der Antworten bezogen auf die Gesamtanzahl der Antworten von 398.

1.) Alter der Hunde:

Zwischen 2 Monaten und 17 Jahren

2.) Welcher Rasse gehort Ihr Hund an?
1. MittelgroR 44,2 % (176/398)
2. GroB 29,1 % (116/398)
3. Klein 26,1 % (104/398)

3.) Welches Geschlecht hat Ihr Hund?
1. Weiblich 51,3 % (204/398)
2. Mannlich 48,5 % (193/398)

4.) Welcher Altersgruppe gehoren Sie an?
1. 41-60 Jahre 46,0 % (183/398)
2. 25-40 Jahre 25,6 % (102/398)
3. éalter als 60 Jahre 16,3 % (65/398)
4. unter 25 Jahre 12,1 % (48/398)

5.) Lassen Sie ihren Hund beim ,,Gassi gehen“ in der Regel frei laufen?
1. Ja 79,9 % (318/398)
2. Nein 19,4 % (79/398)

6.) Lauft Ihr Hund dabei weiter als 2 Meter in Wiesen, Acker oder Streuobstwiesen
hinein?
1. Nein 29,1 % (116/398)
2. bis 5 Meter 24,6 % (98/398)
3. weiter als 10 Meter 23,1 % (92/398)
4. 5 bis 10 Meter 19,6 % (78/398)
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7.) Wo kotet ihr Hund bevorzugt ab?
1. am Randstreifen einer Wiese/ eines Ackers 70,9 % (282/398)

2. auf Wiesen mit kurzem Gras 27,4 % (109/398)
3. im hohen Gras 15,1 % (60/398)
4. an Straduchern/Hecken 13,8 % (55/398)
5. Sonstiges: Wald/Waldwegrander, eigener

Garten, Strallengraben, Hundetoilette,

mitten in Ackerflachen 10,6 % (42/398)
6. auf befestigten Wegen 5,0 % (20/398)

8.) Entfernen sie den Kot ihres Hundes?
1. Gelegentlich 39,2 % (156/398)
2. Regelmalig 37,4 % (149/398)
3. Nie 22,6 % (90/398)

9.) Was bekommt ihr Hund wie oft zu fressen? (Mehrfachnennungen maglich)
1. Trockenfutter 89,2 % (355/398)
a. Taglich 82,7 % (329/398)
b. 1x pro Woche 1,3 % (5/398)
c. Seltener 0,8 % (3/398)
d. 1-2xim Monat 0,5 % (2/398)

2. Dosenfutter 48,5 % (193/398)

a. Taglich 32,4 % (129/398)
b. 1x pro Woche 6,0 % (24/398)
c. Seltener 4,5 % (18/398)
d. 1-2xim Monat 2,5 % (10/398)

3. Sonstiges 26,4 % (105/398)
(Hundewurst, Reis, Schinken, Salami, Essensreste, gekochtes Fleisch, Hack,
Hirse, Nudeln, Obst, Gemuse, Kauartikel, Vitamine, Pansen, Ochsenziemer,
getrocknete Haut/Sehnen, Fisch, Kase, Hundekekse, getrocknete Innereien,
Zahnpflegeknochen, Tiefklhl-Fleisch (Rind), Brot, Kartoffeln, Haferbrei,
Blattermagen, Schweineohren, Eigelb)
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a. Taglich 5,8 % (23/398)
b. 1x proWoche 4,5 % (18/398)
c. 1-2xim Monat 1,3 % (5/398)
d. Seltener 0,8 % (3/398)

4. Knochen 20,9 % (83/398)
a. 1-2 xim Monat 7,0 % (28/398)

b. Seltener 6,8 % (27/398)
c. 1xproWoche 4,0 % (16/398)
d. Taglich 1,8 % (7/398)

5. Rohes Frischfleisch/Hackfleisch 12,6 % (50/398)
a. Seltener 4,8 % (19/398)
b. Téglich 3,8 % (15/398)
c. 1-2xim Monat 2,3 % (9/398)
d. 1xproWoche 1,3 % (5/398)

10.)  Von welchen Tieren stammt dieses Fleisch/ die Knochen?
1. Rind 45,2 % (180/398)

Geflligel 36,0 % (143/398)

Schwein 19,8 % (79/398)

Wwild 14,6 % (58/398)

Sonstiges 8,3 % (33/398) (Pferd, Lamm, Fisch)

S S
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4.1.3 Ergebnisse der Flachenuntersuchungen

Die nachfolgenden Tabellen 5a, 6a, 7a und 8a zeigen die Anzahl der auf den untersuchten
Grunflachen aufgefundenen Hundekothaufen in den Untersuchungszeitrdumen Frihjahr,
Sommer, Herbst und Winter.

In den Tabellen 5b, 6b, 7b und 8b ist jeweils das geschatzte Gewicht des aufgefundenen
Kots in Gramm sowie das Kotgesamtgewicht der Flache zusatzlich in Kilogramm an
gegeben. Zur Berechnung wurde die Anzahl der jeweils aufgefundenen Hundekothaufen mit

den Mittelwerten der Gewichtsklassen ,GroR", ,Mittel“ und ,Klein“ multipliziert.

Die Untersuchungen der landwirtschaftlich genutzten Grinflachen waren zu jeder Jahreszeit
stark wetterabhangig.

Im Friahjahr verzdgerten sich durch einen langen Winter oder anhaltende Regenfélle die
Untersuchungen zum Teil bis fast in den Sommer hinein. Durch den spéaten aber intensiven
Vegetationsbeginn musste auf Grund des Betretungsverbots flr Griinflachen in der Zeit des
Aufwuchses (§ 37 des Naturschutzgesetzes) (NatSchG, 1995) mit den Untersuchungen
mitunter bis nach der ersten Mahd gewartet werden.

Die Untersuchungen im Sommer fanden in der Regel zwischen der ersten und der zweiten
Mahd statt. Die besten Sichtungsergebnisse waren kurz nach der ersten Mahd gewahrleistet.
Im Herbst lag der Untersuchungszeitraum zwischen der letzten Mahd des Jahres und dem
ersten Schneefall.

Die Flachen wurden im Winter in der schneefreien Zeit untersucht. Das Abschreiten
schneebedeckter Flachen hatte zu Ergebnisverzerrungen gefihrt, da nur die
Hundekothaufen, die auf dem Schnee abgelegt wurden, erfasst worden waren, nicht aber die
alteren unter der Schneedecke.

Das Gesamtergebnis ist in der Abbildung 12 dargestellt.
Die Definitionen der Standorte sowie ein Beispiel fir einen ausgefiillten Wiesenablaufplan
sind im Anhang auf den Seiten A 4 und A 5 zu finden.
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4.1.4 Flachenuntersuchungen im Friihjahr

Tab. 5a: Anzahl der auf den untersuchten Grinflachen aufgefundenen Hundekothaufen im

kalendarischen Frihjahr

Standort 0,0-0,5m | 0,6-2,0 m |2,1-5,0 m | 5,1-10,0 m | Gesamt | klein | mittel |groR|
Siedlungsnah an HAS
1) Standort 1 15 44 23 11 93 39 36 18
2) Standort 2 56 32 5 102 36 52 14
Siedlungsnah nicht an
HAS
1) Standort 3 6 8 2 0 16 5 9 2
2) Standort 4 3 3 0 0 0 6 0
Siedlungsfern an HAS
1) Standort 5 2 0 0 1 3 0 2 1
2) Standort 6 0 2 2 0 4 3 1 0
Siedlungsfern nicht an
HAS
1) Standort 7 0 1 0 2 3 0 2 1
2) Standort 8 0 0 2 0 2 1 1 0
Waldnah an HAS
1) Standort 9 4 2 0 0 2 4 0
2) Standort 10 § 8 3 0 17 6 9 2
Waldnah nicht an HAS
1) Standort 11 0 0 0 2 1 1 0
2) Standort 12 0 0 0 0 0 0 0 0

HAS: Hundeausflhrstrecke

Tab. 5b: Gewicht der auf den untersuchten Griinflachen aufgefundenen Hundekothaufen im

kalendarischen Frihjahr

Standort | Klein 65 g (g) | Mittel 160 g (g) | GroB 250 g (g) | Gesamt (g) | Gesamt (kg)
Standort 1 2535 5760 4500 12795 12,80
Standort 2 2340 8320 3500 14160 14,16
Standort 3 325 1440 500 2265 2,27
Standort 4 0 960 0 960 0,96
Standort 5 0 320 250 570 0,57
Standort 6 195 160 0 355 0,36
Standort 7 0 320 250 570 0,57
Standort 8 65 160 0 225 0,23
Standort 9 130 640 0 770 0,77
Standort 10 (390 1440 500 2330 2,33
Standort 11 65 160 0 225 0,23
Standort 12 |0 0 0 (1] 0
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4.1.5 Flachenuntersuchungen im Sommer

Tab. 6a: Anzahl der auf den untersuchten Grinflachen aufgefundenen Hundekothaufen im

kalendarischen Sommer

Standort 0,0-0,5 m|0,6-2,0 m {2,1-5,0 m (5,1-10,0 m| Gesamt | klein | mittel | groR
Siedlungsnah an HAS
1) Standort 1 13 17 9 6 45 11 28 6
2) Standort 2 19 36 56 12 123 42 |64 17
Siedlungsnah nicht an HAS
1) Standort 3 6 11 9 7 33 10 [12 11
2) Standort 4 3 9 15 4 31 16 |11 4
Siedlungsfern an HAS
1) Standort 5 0 0 1 (0] 1 1 0 0
2) Standort 6 4 8 0 2 14 4 8 2
Siedlungsfern nicht an HAS
1) Standort 7 3 5 2 0 10 7 0 3
2) Standort 8 0 2 3 1 (0] 5 1
Waldnah an HAS
1) Standort 9 0 (0] (0] (0] 0 0 0 (0]
2) Standort 10 4 6 11 9 30 8 11 11
Waldnah nicht an HAS
1) Standort 11 0 1 (0] 0 1 1 0 (0]
2) Standort 12 0 2 2 0 1 3 (0]

HAS: Hundeausflhrstrecke

Tab. 6b: Gewicht der auf den untersuchten Griinflachen aufgefundenen Hundekothaufen im

kalendarischen Sommer

Standort |Klein 65 g (g) | Mittel 160 g (g) | GroRB 250 g (g) | Gesamt (g) | Gesamt (kg)

Standort 1 750 4480 1500 6730 6,73
Standort 2 2730 10240 4250 17220 17,22
Standort 3 650 1920 2750 5320 5,32
Standort4 1040 1760 1000 3800 3,80
Standort 5 65 0 0 65 0,07
Standort 6 260 1280 500 2040 2,04
Standort 7 455 0 750 1205 1,21
Standort 8 0 800 250 1050 1,05
Standort 9 0 0 0 0 0
Standort 10 520 1760 2750 5030 5,03
Standort 11 |65 0 0 65 0,07
Standort 12 65 480 0 545 0,55
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4.1.6 Flachenuntersuchungen im Herbst

Tab. 7a: Anzahl der auf den untersuchten Grinflachen aufgefundenen Hundekothaufen im
kalendarischen Herbst

Standort 0,0-0,5 m|0,6-2,0 m|2,1-5,0 m|5,1-10,0 m| Gesamt | klein | mittel | grof
Siedlungsnah an HAS
1) Standort 1 8 10 6 3 27 13 9 5
2) Standort 2 6 50 37 9 102 26 |62 14
Siedlungsnah nicht an HAS
1) Standort 3 3 16 9 5 33 12 |14 7
2) Standort 4 5 9 12 8 34 15 |13 6
Siedlungsfern an HAS
1) Standort 5 0 0 0 0 0 0 0 0
2) Standort 6 3 2 0 1 6 3 3 0
Siedlungsfern nicht an HAS
1) Standort 7 0 0 1 0 1 0 0 1
2) Standort 8 0 0 0 0 0 0 0 0
Waldnah an HAS
1) Standort 9 0 0 0 0 0 0 0 0
2) Standort 10 5 8 2 1 16 5 9 2
Waldnah nicht an HAS
1) Standort 11 1 0 1 0 2 1 1 0
2) Standort 12 2 0 0 0 2 1 0 1

HAS: Hundeausfuhrstrecke

Tab. 7b: Gewicht der auf den untersuchten Grinflachen aufgefundenen Hundekothaufen im

kalendarischen Herbst

Standort Klein 65 g | Mittel 160 g | GroR 250 g | Gesamt | Gesamt (kg)

Standort 1 845 1440 1250 3535 3,54
Standort 2 1690 9920 3500 15110 15,11
Standort 3 780 2240 1750 4770 4,77
Standort4 975 2080 1500 4555 4,56
Standort 5 0 0 (0] 0 0
Standort 6 195 480 0 675 0,68
Standort 7 0 0 250 250 0,25
Standort 8 0 0 0 0 0
Standort 9 0 0 0 0 0
Standort 10 325 1440 500 2265 2,27
Standort 11 65 160 0 225 0,23
Standort 12 |65 0 250 315 0,32
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4.1.7 Flachenuntersuchungen im Winter

Tab. 8a: Anzahl der auf den untersuchten Grinflachen aufgefundenen Hundekothaufen im

kalendarischen Winter

Standort 0,0-0,5 m|0,6-2,0 m|2,1-5,0 m|5,1-10,0 m| Gesamt | klein | mittel | grof
Siedlungsnah an HAS
1) Standort 1 9 12 6 4 31 16 9 6
2) Standort 2 3 65 31 15 114 34 |55 25
Siedlungsnah nicht an HAS
1) Standort 3 4 20 4 4 32 18 |13 1
2) Standort 4 3 14 7 3 27 10 |14 3
Siedlungsfern an HAS
1) Standort 5 0 6 6 13 25 13 8 4
2) Standort 6 0 0 3 1 4 2 1 1
Siedlungsfern nicht an HAS
1) Standort 7 1 2 0 1 4 1 1 2
2) Standort 8 0 1 2 0 3 1 2 0
Waldnah an HAS
1) Standort 9 0 2 0 5 7 1 0
2) Standort 10 5 2 4 0 11 4 3
Waldnah nicht an HAS
1) Standort 11 1 2 0 1 4 3 1 0
2) Standort 12 2 5 1 0 8 3 5 0

HAS: Hundeausfuhrstrecke

Tab. 8b: Anzahl der auf den untersuchten Griinflachen aufgefundenen Hundekothaufen im

kalendarischen Winter

Standort |Klein 65 g (g) | Mittel 160 g (g) | GroR 250 g (g) | Gesamt (g) | Gesamt (kg)
Standort 1 |1040 1440 1500 3980 3,98
Standort 2 {2210 8800 6250 17260 17,26
Standort 3 |1170 2080 250 3500 3,50
Standort 4 650 2240 750 3640 3,64
Standort 5 845 1280 1000 3125 3,13
Standort 6 130 160 250 540 0,54
Standort 7 |65 160 500 725 0,73
Standort 8 |65 320 0 385 0,39
Standort 9 [390 160 0 550 0,55
Standort 10 260 640 750 1650 1,65
Standort 11 |195 160 0 355 0,36
Standort 12 {195 800 0 995 1,00
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Bei den in den Tabellen angegebenen Werten zum Kotgewicht handelte es sich um

Schatzwerte, die mittels Erfahrung aus friiheren Untersuchungen getroffen wurden. Auf eine

exakte Wa&gung aller auf den Flachen aufgefundener Hundekothaufen wurden aus

praktikablen Griinden verzichtet.

In der nachfolgenden Tabelle 9 sind die Jahresdurchschnittswerte der auf den Flachen

aufgefundenen Hundekothaufen auf den jeweils untersuchten Flachenbereichen angegeben.

Tab 9: Jahresdurchschnitt der aufgefundenen Hundekothaufen auf den Flachen

GroBe des Jahresdurchschnitt GroRe des Jahresdurchschnitt
Standort untersuchten aufgefundener Standort | untersuchten aufgefundener
Bereichs (m?) Hundekot (Stiick) Bereichs (m?) Hundekot (Stiick)

1 1800 49 7 800 4,5

2 1000 110,25 8 1600 2,75
3 1300 28,5 9 900 3,25
4 1200 24,5 10 1100 18,5
5 2000 2,25 11 1300 2,25
6 1200 7 12 1000 3,5
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Nachfolgende Abbildung 12 veranschaulicht die Ergebnisse der Flachenuntersuchungen.
Aus der Untersuchung geht nicht hervor, dass zu einer bestimmten Jahreszeit deutlich mehr
Kot zu finden ist, als zu einer anderen. Die Werte lassen erkennen, dass die Flachen das
ganze Jahr Uber einer etwa gleichbleibenden Kotbelastung ausgesetzt sind. In der
Untersuchung gab es nur wenige stark abweichende Werte.

Insgesamt kann die Aussage getroffen werden, dass siedlungsnahe Flachen starker belastet
sind als siedlungsferne. Liegen solche Flachen allerdings nicht an typischen
Hundeausfuhrstrecken (Flachen 3 und 4) sind sie etwas weniger belastet, als die Flachen die
in Siedlungsnahe an typischen Hundeausflihrstrecken (Flachen 1 und 2) liegen.

Die Belastungen der Flachen 5-9, 11 und 12 sind als gering einzustufen. Als auffallig kann
noch die Flache am Standort 10 gesehen werden, die waldnah an einer typischen, gut

frequentierten Hundeausfiihrstrecke liegt.
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Abb. 12: Grafische Darstellung der jeweiligen Gesamtanzahl aufgefundener

Hundekothaufen bei den Flachenuntersuchungen
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Um die unterschiedlich groRen Flachen miteinander vergleichen zu kénnen wurde die
jeweiligen Kotbelastungen auf 100 m? umgerechnet.

Das Ergebnis ist in nachfolgendem Schaubild 13 dargestellt.

Generell kann die Aussage getroffen werden, dass Wiesen einer Kategorie ahnlich stark
belastet sind, vor allem solche, die nicht an typischen Hundeausfiihrstrecken oder in

Waldnahe liegen.

Anzahl gefundener Hundekothaufen
auf 100 m?
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Abb. 13: Grafische Darstellung der Kotbelastung auf 100 m? umgerechnet
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In der nachfolgenden Abbildung 14 ist die Kotverteilung auf den untersuchten Flachen
dargestellt. Die Ergebnisse aller Flachen wurden nach Jahreszeit zusammengefasst.
Deutlich zu erkennen ist, dass der meiste Kot in dem Bereich zwischen 0,5 und 5 Metern

vom Wegrand entfernt aufzufinden war.

120
110 1
100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40
30 -
20 A
10 4
O-

Anzahl gefundener Hundekothaufen

& & Q& <
o? N o0 o

Qs Q« r1/9 Q)\
B Frihjahr O Sommer B Herbst B Winter

Abb. 14: Verteilung des Hundekots in den einzelnen Bereichen der untersuchten Griinflachen
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4.1.8 Statistische Auswertung der Ergebnisse der Flaichenuntersuchung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe von Version 9.2. des PC-
Programmes SAS der Firma SAS Institute Inc., Cary, North Carolina (USA).

Die nachfolgende Darstellung (Abb. 15) zeigt die Varianz der Ergebnisse aller Standorte im
Frihjahr. Da die Ergebnisse fir die Ubrigen Jahreszeiten ahnlich ausfallen, wurde das
Schaubild fir das Friihjahr exemplarisch ausgewahlt. Die Ubrigen Schaubilder sind im
Anhang (S. A 6f) zu finden.

Vor allem bei den starker belasteten Flachen kam es zu signifikanten Unterschieden, sowohl
innerhalb der Flachengruppe (also an/nicht an typischen Hundeausflhrstrecken
Siedlungsnah/Siedlungsfern, Waldnah/Waldfern) als auch innerhalb der vom Wegrand

entfernten Abschnitte.

Die Anzahl der Hundekothaufen in den jeweiligen Distanzen zum Wegrand sind als Kreuz
dargestellt (y1), das Gesamtgewicht der Haufen in diesem Bereich mit einem Punkt (y2).

Die Werte von Standort 1 variieren im Fruhjahr am starksten, die Abweichungen vom
Mittelwert sowohl bei der Anzahl der aufgefundenen Kothaufen als auch bei ihrem
Gesamtgewicht sind in den anderen Jahreszeiten deutlich geringer. Im Frihjahr konnten auf
dieser Flache zwei- bis dreimal so viele Kothaufen gefunden werden, als in den ubrigen
Jahreszeiten.

Die starksten Abweichungen vom Mittelwert konnten bei der Flache am Standort 2
ausgemacht werden, welche die am starksten belastete Flache der Untersuchung war.

Die Flache unterschied sich trotz gleicher Kategorie (Siedlungsnah an typischer
Hundeausflhrstrecke) zu allen Jahreszeiten in allen Abstdnden vom Wegrand entfernt
signifikant von der Flache Nummer 1.

Bei den Ubrigen Flachen waren ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Abstanden vom Wegrand zu verzeichnen. Aber in keinem anderen Fall waren die

Unterschiede so ausgepragt, wie bei den Flachen 1 und 2.

Auf der Flache 12 konnte im Frihjahr kein Kot gefunden werden, also ist auch hier keine
Varianz méglich. Ebenso verhélt es sich bei der Flache 9 im Sommer sowie bei den Flachen
5, 8 und 9 im Herbst.

Die Standorte 3 und 4, 5 und 6, 7 und 8 und 9 und 10 gehdren jeweils derselben Wiesen-
kategorie an und auch die Ergebnisse sind ahnlich, wie es das nachfolgende Schaubild

verdeutlicht.



116

j=F
yl ¥2
34 + 400
L]
o 300
-t
5
(73
s ¥
g"’ 200
[ ]
1]
o7 -Iw
e
e L]
+‘ ‘?. o - &
- g ] ®
0 o’s =] X Fo
I e I i B e o e AL I B e e e e o
10 20 0 40 50 80 70 80 a0 100 10 120 Standorte
s.d
Anzahl s +++ 1 +++ 2 +++ 3 +++ 4 +++ § +++ 6
Hundekot kol +++ 8 +++ 9 F++ 10 B 01 12

Gewicht s @®oe
ene

ese 2 esaen
Hundekot aee ae e

1 3
7 9

Definition Wegabschnitte: 0-1=00-20 m; 1-2= 2050 m; 2-3= 50100 m

Abb. 15: Darstellung der Varianz der Standorte 1 bis 12 im Frihjahr
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4.1.9 Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen des stichprobenartig

gesammelten Hundekots

In der nachfolgendenden Tabelle 10 sind die Durchschnittskonzentrationen von
Clostridium  perfringens, Enterococcus  faecalis, Escherichia coli und der
Gesamtbakterienzahl sowie die Prasenz von Salmonella aufgefihrt. Die Bakterien stammten
aus den im Rahmen der Flachenuntersuchungen gesammelten Hundekothaufen. Zur
Untersuchung wurden mdglichst frische Hundekothaufen der Gewichtsklassen ,mittel”
(131-200 g) oder ,grof3* (>200 g) herangezogen. Zu jeder Jahreszeit wurden zehn
Hundekothaufen untersucht.

Die ausfiihrlichen Ergebnisse sind in der Tabelle A2 im Anhang zu finden.

Tab 10: Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen des stichprobenartig
gesammelten Hundekots (jeweils Durchschnittswerte aus zehn Hundekothaufen)

Clostridium Enterococcus | Escherichia Salmonella | Gesamt-

perfringens faecalis (MPN) | coli (MPN) (qualitativ) bakterienzahl

(MPN) (KBE/g) |(KBE/g) (KBE/g) (KBE/g)
Friihjahr 52x 10" 1,4 x 107 4,0x107 / 8,6 x 10°
Sommer 8,3 x 10° 1,3x10° 4,7 x10° / 7,7 x10°
Herbst 3,5x 10° 1,3x10° 1,7 x 107 / 2,5x10°
Winter 2,6 x107 1,1x10° 55x10 / 9,1x10°
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Aus der Abbildung 16 gehen die durchschnittlichen Konzentrationen, wie in Tabelle 10
dargestellt, der untersuchten Bakterien hervor. Die Grafik zeigt, dass die Konzentrationen
der untersuchten Bakterien sowie die Gesamtbakterienzahl (GBZ) jahreszeitenunabhangig
stabil bleiben.

KBE/g

1,00E+09
1,00E+08 -
1,00E+07 -
1,00E+06 -
1,00E+05 -
1,00E+04 -
1,00E+03 -
1,00E+02 -
1,00E+01 -
1,00E+00 -

|l Friihjahr O Sommer B Herbst B Winter

Abb. 16: Darstellung der Durchschnittskonzentrationen von C. perfringens,
E. faecalis, E. coli und der Gesamtbakterienzahl der stichprobenartig

gesammelten Hundekothaufen in den verschiedenen Jahreszeiten
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4.2 Ergebnisse der Resistenztests

Die fiir die Uberpriifung der Resistenzsituation von Escherichia coli und Salmonellen aus
Hundekot verwendeten Proben 1-10, 11-22, 23-37 und 38-47 stammten jeweils aus
denselben Tierheimen im Raum Stuttgart, bei der Probe 48 handelte es sich um einen Hund

aus privater Haltung.

Parallel zur Gewinnung der Reinkulturen, wie unter den Punkten 3.5.1.1 und 3.4.2.4
beschrieben, wurden die Hundekotproben auf ihre jeweiligen Konzentrationen von E. coli
und das Vorhandensein von Salmonellen hin Uberprift.

Die Konzentrationen von E. coli lagen in Bereichen zwischen 102 und 10® KBE/g und deckten
sich damit mit den Ergebnissen aus einer vorhergehenden Arbeit von EGELER (2007).

In einer Probe konnten qualitativ Salmonellen vom Typ S. Mbandaka nachgewiesen werden.

Die ausfihrlichen Ergebnisse sind der Tabelle A3 im Anhang, S. A 10 zu entnehmen.

Die Ergebnisse der Resistenzuntersuchung der E. coli-Isolate deckten sich hinsichtlich ihrer
Resistenzraten gegen die Antibiotika Ampicillin, Enrofloxacin Sulfamethoxazol und
Tetracyclin weitgehend mit den Resultaten aus anderen Arbeiten. Fir das Antibiotikum
Cephalothin wurden abweichende Werte ermittelt.

Das einzige Salmonellen-Isolat dieser Untersuchung zeigte gegenlber den Antibiotika
Ampicillin, Cephalothin, Enrofloxacin und Tetracyclin eine gute bis sehr gute Empfindlichkeit.
Gegenlber Sulfamethoxazol war das Isolat sowohl im Agar-Diffusionstest als auch bei der

Mikrodilution resistent.

4.2.1 Ergebnisse der Agar-Diffusionstest

Die vollstandigen Ergebnisse der Agar-Diffusionstests der ausgewahlten E. coli- und
Salmonella-Isolate sind im Anhang in den Tabellen A4 und A5 zu finden.

Von den Hemmhofdurchmessern (in mm), die in der linken Tabellenhalfte zu finden sind,
konnte mittels der vom Deutschen Institut fir Normung (DIN) in Zusammenarbeit mit der
Deutschen Gesellschaft fur Hygiene und Mikrobiologie, der Paul-Ehrlich-Gesellschaft sowie
dem Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) erarbeiteten Werte auf das
Resistenzverhalten des jeweiligen Isolats geschlossen werden (DIN, 1991 und 1998; CLSI,
2009).
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Die meisten Isolate, sowohl E. coli- als auch S. Mbandaka, reagierten sehr empfindlich auf
das Antibiotikum Enrofloxacin (Resistenzrate E. coli 12,5 %) und oft auch auf Tetracyclin
(Resistenzrate E. coli 25,0 %). Eine gute Wirksamkeit war in den meisten Fallen bei den
Antibiotika Ampicillin (Resistenzrate E. coli 31,3 %) und Cephalothin (Resistenzrate E. coli
37,5 %) festzustellen. Nur wenige der untersuchten Isolate reagierten empfindlich auf eine

Behandlung mit Sulfamethoxazol (Resistenzrate E. coli 90,9 %).

4.2.2 Ergebnisse der Mikrodilution

Von jeder Hundekotprobe wurde von der auf ENDO-Agar® gewachsenen Reinkultur ein
E. coli- Isolat ausgewahlt und mittels Mikrodilution auf den MHK-Wert hin untersucht. Auf
dieselbe Weise wurde mit dem S. Mbandaka-Isolat verfahren, wobei jeweils eine Reinkultur
von der XLD®- und eine Reinkultur von der BPLS'-Agarplatte untersucht wurden. Das
Resistenzverhalten wurde anhand der Werte des Deutschen Instituts fir Normung (DIN) in
Zusammenarbeit mit der Deutschen Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie, der Paul-
Ehrlich-Gesellschaft sowie des Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ermittelt
(DIN, 1991 und 1998; CLSI, 2009).

Ahnlich wie bereits bei der Untersuchung der E. coli-Isolate mittels Agar-Diffusionstest zeigte
das Antibiotikum Enrofloxacin mit einer Resistenzrate von nur 14,6 % die beste Wirksamkeit.
Die Antibiotika Tetracyclin und Ampicillin zeigten sich dagegen mit Resistenzraten von 27,1
bzw. 33,3 % nur maRig wirksam gegentiber den getesteten Isolaten. Bei Cephalothin kam es
im Vergleich zum Agar-Diffusionstest (Resistenzrate 37,5 %) mit einer Resistenzrate von
64,6 % zum deutlichsten Unterschied.

Sulfamethoxazol zeigte bei keinem der untersuchten lIsolate, weder bei E. coli noch bei
Salmonellen Wirksamkeit.

Die ausfuihrlichen Ergebnisse sind in den Tabellen A6 und A7 im Anhang zu finden.

4.2.3 Gegeniiberstellung der Ergebnisse aus Agar-Diffusionstest und
Mikrodilution

In der im Anhang zu findenden Tabelle A8 wurden die Ergebnisse der Agar-Diffusionstests
und der Mikrodilution gegenubergestellt.
Beide Untersuchungsmethoden lieferten bei den untersuchten Isolaten in der Regel

Ubereinstimmende Ergebnisse.
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Bei einigen Proben wurde im Agar-Diffusionstest ein intermediarer Wert ermittelt werden, der
aber nach der Mikrodilution als negativ eingestuft werden konnte. In der Regel handelte es
sich dabei um Messungenauigkeiten bei der Bestimmung des Hemmhofs.

In drei Fallen weichen die Ergebnisse auch nach einer Wiederholung der Untersuchung
vollkommen von einander ab. Das betrifft fir das Antibiotikum Cephalothin die Proben 3 und
35 und fir das Antibiotikum Ampicillin die Probe 47.

Die Bewertung des Resistenzverhaltens richtet sich nach den Werten des Deutschen
Instituts fir Normung (DIN) in Zusammenarbeit mit der Deutschen Gesellschaft fur Hygiene
und Mikrobiologie, der Paul-Ehrlich-Gesellschaft sowie des Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) (DIN, 1991 und 1998; CLSI, 2009).

Nach Auswertung der Ergebnisse von Agar-Diffusionstest und Mikrodilution der E. coli-
Isolate, wurden die Resistenzraten der hier verwendeten Antibiotika prozentual in der

nachfolgenden Abbildung 17 dargestellt.
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SMX: Sulfamethoxazol / CF: Cephalothin / AM: Ampicillin / TE: Tetracyclin / ENR: Enrofloxacin

Abb. 17: Gegenlberstellung der Resistenzraten von Agar-Diffusionstest (HHD) und
Mikrodilution (MHK) (in Prozent) der untersuchten E. coli-Isolate
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4.3 Ergebnisse der mikrobiologischen und  parasitologischen

Untersuchungen von Silage

Mit den Ergebnissen aus diesen Untersuchungen sollte eine Aussage Uber das Verhalten
der bakteriellen Erreger Clostridium perfringens, Enterococcus faecalis und Salmonella
Senftenberg sowie den Parasiten Cryptosporidium parvum hinsichtlich ihrer Tenazitat bzw.
Vitalitat im Laufe der Silierung getroffen werden.

Der Hintergrund dieses Versuchs war der Gedanke, ob bestimmte Bakterien bzw. Parasiten,
die durch eine Verschmutzung mit Hundekot in Griingut gelangen, den Silierungsprozess
Uberstehen koénnen und ob sie zum Zeitpunkt der Verfiitterung auf Grund ihrer

Konzentrationen fir die damit gefutterten Tiere noch eine Infektionsrisiko darstellen.

4.3.1 Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen von Silage

ElIf (25,6 %) der Silageproben mussten im Laufe des Versuchs auf Grund von
Schimmelbildung verworfen werden.
Die als Kontrollprobe mitgefiihrte Quarzsandprobe wurde bei der letzten Probenahme nach

36 Wochen mit untersucht.

Die Konzentration von C. perfringens war bereits bei der ersten Probenahme nach zwei
Wochen auf 10" KBE/g gesunken, blieb im Versuchsverlauf aber konstant und lag erst bei
der letzten Probenahme unterhalb der Nachweisgrenze von <0,30 x 10" KBE/g.
Der Wert bei der dritten Probenahme lag um eine Zehnerpotenz hdher als die Gbrigen Werte.
In der Quarzsandprobe war C. perfringens nach 36 Wochen nicht mehr nachweisbar.

E. faecalis war bei der vierten Probenahme nach zwélf Wochen noch in Konzentrationen von
fast 10° KBE/g nachweisbar und sank erst ab der fiinften Probenahme nach 24 Wochen
deutlich ab. Im Quarzsand fiel die Konzentration um lediglich zwei Zehnerpotenzen von 10°
auf 10° KBE/qg.

S. Senftenberg konnte bereits ab der zweiten Probenahme nicht mehr wiedergefunden
werden und war auch bei der Untersuchung der Quarzsandprobe unterhalb der
Nachweisgrenze.
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Tab. 11: Konzentrationsveranderungen der untersuchten Bakterien in der artifiziell

kontaminierten Silage

Untersuchte .
Bakterien CIOSt.I'IdIle Enterococ.:cus Salmonella
Zeitpunkt perfringens faecalis Senftenberg
(MPN) (KBE/g) (MPN) (KBE/g) (MPN) (KBE/g)
der Probenahme
Ausgangskonzentration 1,6 x 10° 5,9 x 10° 8,0 x 10°
Nullprobe
(wenige Stunden nach 4,3 x10° 24 x 10° 24 x 10°
Einsilierung)
1. Probenahme 1.1 43x10" 1.1 24x10° 11 24x10°
(nach 2 Wochen) 12 43x10' 12 24x10° 12 46x10°
1.3 0,74 x 10 13 93x10* 13 23x10°
[] 3,1x10" 16,3 x 10° 24,1x10°
2. Probenahme 21 93x10 21 43x10° 21 <0,30x10"
(nach 4 Wochen) 2.2 1,5x10' 22 93x10° 22  <0,30x 10’
2.3 0,36x10' 23 24x10° 23  <0,30x10'
[] 3,72x10" 53x10° <0,30 x 10"
3. Probenahme 31  46x10 31 3,6x10° 31 <0,30x 10"
(nach 6 Wochen) 3.2 0,74x10' 32 15x10* 32 <0,30x10'
33 4,3x10' 33 15x10* 3.3  <0,30x 10’
[} 17,0 x 10" 2,2x10° <0,30 x 10°
4. Probenahme 41 43x10 41 24x10° 41  <0,30x 10"
(nach 12 Wochen) 42 43x10' 42 0,74x10* 42 <0,30x10'
43 0,36 x 10’ 43 0,36x10' 43 <0,30x10"
[] 3,0 x 10" 8,3 x 10" <0,30 x 10"
5. Probenahme 51 0,92x10" 51 23x10 51 <0,30x10"
(nach 24 Wochen) 52 93x10' 52 0,92x10' 52 <0,30x 10’
53 15x10' 53 2,1x10' 53 <0,30x 10’
[] 3,9x10’ 1,8 x 10’ <0,30 x 10"
6. Probenahme 6.1 <0,30x 10" 6.1 <0,30x 10" 6.1 <0,30x 10"
(nach 36 Wochen) 6.2 <0,30x10’ 62 <0,30x10' 62 <0,30x10'
6.3 <0,30x 10’ 6.3 <0,30x 10’ 6.3 <0,30x 10’
[7] <0,30 x 10" <0,30 x 10" <0,30 x 10"
Quarzsandprobe <0,30 x 10" KBE/g 4,6 x 10° KBE/g <0,30 x 10" KBE/g
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Die Abbildung 18 stellt die Tenazitat der untersuchten Bakterien Clostridium perfringens,

Enterococcus faecalis und Salmonella Senftenberg grafisch dar.

KBE/g

1,00E+07 +

1,00E+06

1,00E+05 |

1,00E+04 |

1,00E+03 |

1,00E+02

1,00E+01 |

1,00E+00 |

M 1. Probenahme [ 4. Probenahme
[ 2. Probenahme W 5. Probenahme
M 3. Probenahme M 6. Probenahme

Abb. 18: Darstellung der Mittelwerte der Konzentrationsveranderungen von
C. perfringens, E. faecalis und S. Senftenberg ohne Nullprobe

4.3.1.1 Verlauf des pH-Werts

Die Entwicklung des pH-Wertes wurde wahrend der Untersuchungen regelmafig kontrolliert,
da die ausreichende Absenkung des pH-Werts maRgeblich fir einen erfolgreichen
Silierungsverlauf verantwortlich ist.

Der pH-Wert des Silierguts betrug am Tag der Einsilierung 6,02 und wurde im Laufe des
Versuchs drei weitere Male ermittelt. Zwei Wochen nach Versuchsbeginn war er bereits auf
4,87 abgefallen, nach zwolf Wochen betrug er 4,99 und kurz vor Ende des Versuchs lag er
bei 4,67.
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Die Werte zeigen, dass der pH-Wert nach der anfanglichen raschen Absenkung relativ stabil

geblieben ist, was auf einen guten Verlauf der Silierung hinweist.

Auch bei der mit den Cryptosporidium parvum-Keimtragern bestlckten Silage fiel der pH-
Wert im Versuchsverlauf kontinuierlich von anfanglich 5,25 tGber 4,19 nach finf Wochen auf
schlielich 4,00 nach 10 Wochen ab.

4.3.1.2 Auswirkung der Abpufferung der Silagesauren mit di-Natriumhydrogenphosphat

Mit diesem Untersuchungsschritt sollte Uberprtift werden, welche Auswirkung die Zugabe der
saureabpuffernden Substanz di-Natriumhydrogenphosphat*' direkt bei der Entnahme der
Silageprobe auf die zu untersuchenden Bakterienkonzentrationen hat.

Bereits bei der ersten Probenahme wenige Stunden nach dem Vermischen der
Keimsuspension mit der Silage konnten von urspriinglich 6,5 x 10® KBE/ml E. faecalis, bzw.
1,1 x 10° KBE/ml S. Senftenberg sowohl in NaCl" als auch in NaCl' + Na,HPO,*' nur
10° KBE/ml wieder gefunden werden.

Nach einer Woche in der Silage waren die eingesetzten Bakterien nahezu nicht mehr
nachweisbar.

Die in Tabelle 12 dargestellten Ergebnisse zeigen damit, dass der Einsatz einer
saureabpuffernden Substanz keine Wirkung auf die Konzentration der Bakterien in der
Silage hatte.

Tab. 12: Ergebnisse der Untersuchung der Silage mit und ohne di-Natriumhydrogenphosphat

Untersuchte
. Enterococcus
Bakterien ) Salmonella Senftenberg
faecalis
Zeitpunkt (MPN) (KBE/g)
(MPN) (KBE/g)
der Probenahm

Puffer Na,HPO, ohne mit ohne mit

24x10° |1+ 24x10° 9,3x10° |1+ 24x10°
9,3x10° |2+ 24x10° 15 x 10° 2+ 43x10°
24 x10° |3+ 24x10° 9,3x10° |3+ 9,3x10°

1. Probenahme
(wenige Stunden
nach Beimpfung)

0,36 x 10" [1+: 0,36 x 10" <0,30x 10" [1+: <0,30 x 10’
0,36 x 10" [2+: <0,30 x 10" <0,30 x 10" |2+: <0,30 x 10'
1,5x 10" |3+ 2,1x10' <0,30x 10" [3+: <0,30 x 10"

2. Probenahme
(nach 1 Woche)

@W N 2N 2

@ 2D 2




126

4.3.2 Ergebnisse der parasitologischen Untersuchungen von Silage

Von den 18 flir den Versuch befillten Glaser war bei dreien (16,7%) (R1, R2 und R4)
Schimmelbildung feststellbar.

Die Flussigkeit, die bei der Filtration zur Bestlickung der Keimtrager angefallen war, wurde
nach dem Herstellen der Keimtrédger auf die Anzahl der darin befindlichen Oocysten
untersucht. Aus der unerwartet hohen Konzentration von 2,5 x 10° Oocysten/ml in der
abgeschwemmten Flussigkeit lie sich schlussfolgern, dass sich von den urspriinglich
5,0 x 10" Oocysten/ml nur rund 200 Oocysten auf jedem Keimtrager befanden. Da aber laut
Aussage des Instituts fur Parasitologie der Universitat Leipzig zur Auswertung bereits 100
Oocysten ausreichend sind, war die wiedergefundene Anzahl der Oocysten in jedem Fall
ausreichend, um eine Aussage Uber die Veranderung der Excystierungsrate und somit (ber
die Vitalitat der Oocysten treffen zu kénnen.

Aus Abbildung 19 geht hervor, dass die Excystierungsrate der Oocysten von C. parvum im
Laufe der Zeit konstant abnahm. Bei der Untersuchung nach sieben Wochen kam es zu
einem geringfligigen Anstieg der Excystierungsrate. In der folgenden Untersuchung drei
Wochen spater fiel die Kurve aber wieder deutlich ab.

In der Tabelle 13 sind die Werte zur Ermittlung der Excystierungsrate aufgefiihrt.
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Abb. 19: Darstellung der Excystierungsrate der Oocysten von C. parvum wéahrend der Silierung
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Tab. 13: Ergebnisse der Mikroskopischen Untersuchung mit der Mc Master Zahlkammer und

Ermittlung der Excystierungsrate fir Oocysten von C. parvum

Zeitpunkt der Eizahl pro mi
Probe Probenahme ab Befiillen vor Excystierung Excystierungsrate
der Glaser (Mikroskopisch) (von 100)

1.1 Wenige Stunden / 71 %
1.2 (Nullprobe) / 69 %

7} / 70 %
21 1 Woche 2270 69 %
2.2 8110 70 %

%] 5190 69,5 %
3.1 3 Wochen 57000 59 %
3.2 7890 59 %

7] 32445 59 %
4.1 5 Wochen 8290 53 %
4.2 6900 30 %

%] 7595 41,5 %
5.1 7 Wochen 3230 44 %
5.2 5430 49 %

7} 4330 46,5 %
6.1 10 Wochen 2430 34 %
6.2 1710 35%

%] 2070 34,5 %
71 13 Wochen 7700 26 %
7.2 6230 26 %

%] 6965 26 %

O

Weitere Ergebnisse
(R=Reserveglaser)
R2 (Schimmelbildung) 3 Wochen 2680 55%
R1 13 Wochen 1980 /
R3 13 Wochen 7310 31 %
R4 13 Wochen 2150 !
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5 DISKUSSION DER ERGEBNISSE

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen sollen eine Aussage Uber das von
Hundekot ausgehende potenzielle Risiko fur die Umwelt als auch fir die Gesundheit von
Mensch und Tier erméglichen.

Die Versuche waren so ausgelegt, dass neben der Erfassung der umwelthygienischen
Bedeutung von Hundekot auf landwirtschaftich genutzten Grinflaichen die
futtermittelhygienische Relevanz mikrobiologisch ermittelt und dartiber hinaus die Gefahr der
Verbreitung resistenter Bakterienstdmme durch Hundekot betrachtet wurde.

5.1 Diskussion der Ergebnisse der umwelthygienischen

Untersuchungen

Sowohl im Internet als auch in den Printmedien sind zahlreiche Beschwerden (ber
Verschmutzungen mit Hundekot, vor allem in Stadtgebieten aber auch in Auenbereichen zu
finden. Untersuchungen zur Ermittlung der tatsachlichen Belastung von landwirtschaftlich

genutzten Flachen mit Hundekot fanden in diesem Umfang bislang aber nicht statt.

5.1.1 Diskussion des Fragebogens

Der Fragebogen lieferte Informationen von Hundehaltern zu den Ausfihr- und
Abkotgewohnheiten sowie der Fltterungspraxis ihrer Tiere, die soweit mdglich, mit dem
Zustand auf den untersuchten Flachen verglichen wurden.

Die nach der Auswertung gewonnenen Erkenntnisse lassen sich hinsichtlich der Angaben zu
den Abkotgewohnheiten der Hunde sowie dem Willen der Hundehalter den Hundekot zu
entfernen nicht auf die Ergebnisse der Flachenuntersuchungen tbertragen.

So gaben z. B. die meisten Hundehalter an, ihr Tier wiirde nicht weiter als zwei Meter in eine
Wiese bzw. einen Acker hineinlaufen. Durchschnittlich wurde der Kot aber am haufigsten im
Bereich bis zu flinf Metern vom Wegrand entfernt gefunden.

Das Heranziehen von Vergleichsdaten hinsichtlich des Abkot- und Ausfihrverhaltens war

mangels adaquater Studien nicht mdglich.

Die Ergebnisse unter 4.1.2 zeigen im Hinblick auf die Futterung, dass mit einer fltterungs-

assoziierten Infektion nur selten zu rechnen sein dirfte, da die meisten Hunde mit Dosen-
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und Trockenfutter erndhrt wurden. Von solchen Futtermitteln geht bei entsprechender
Verarbeitung keine Gefahr aus (MEYER und ZENTEK, 2005).

329 der 398 Hunde aus dieser Untersuchung bekommen jeden Tag Trockenfutter zu
fressen. Diese Praxis hat sich in den letzten Jahren durch verschiedene Vorfélle mit BSE
durchgesetzt. Daneben ist die Futterung mit Trockenfuttermitteln fir den Hundehalter
bequem und unkompliziert, da die Zusammensetzung eine komplette Nahrstoffversorgung
gewabhrleistet (MEYER und ZENTEK, 2005).

Die Futterung mit rohem Fleisch ist dagegen kritischer zu sehen. Allerdings wurden nur 50
der nahezu 400 Hunde der Umfrage mit rohem Frischfleisch bzw. Hackfleisch gefttert,
wobei der Trend durch das zunehmend populdrer werdende ,Barfen®, also der
ausschlieBlichen Futterung roher Produkte, als steigend zu betrachten ist. Da hierzulande
die Fleischkontrollen jedoch sehr grindlich sind, stellt hauptsachlich aus dem Ausland
importiertes Fleisch, vor allem vom Schwein, ein Risiko flr enteritische Erkrankungen dar
(ZORN und STEELE, 2008).

Lediglich sieben Hunde aus der Befragung bekommen taglich Knochen zu fressen. Das liegt
vermutlich daran, dass die Fitterung von Knochen mit einer Verletzungsgefahr des
Verdauungstrakts durch Knochensplitter verbunden ist. AuRerdem kann es zu
Verstopfungen, hartem Kot und Darmverschluss kommen. Heutzutage werden zur
Zahnpflege vermehrt Kauartikel wie Pansenstreifen oder Schweineohren verwendet, in
denen sich aber immer wieder Salmonellen finden lassen (KRALL, 1960; MEYER und
ZENTEK, 2005).

Generell muss bedacht werden, dass nur wenige Hunde Uberhaupt krankheitsverursachende
Bakterien oder Parasiten ausscheiden (MEYER und ZENTEK, 2005; ROBBIN, 1982).
Um bei anderen Tieren oder dem Menschen eine Infektion zu verursachen, musste die
Erregerausscheidung in so groflen Mengen erfolgen, dass bei einer oralen Aufnahme die
minimale Infektionsdosis erreicht wird. Bei vielen Krankheitserregern sind das groRere
Mengen, bei manchen Parasiten oder EHEC genligen aber bereits einige wenige Erreger.
Anféllig fir Infektionen sind vor allem Tiere und Menschen mit einer geschwachten
Immunabwehr, Kranke und Alte (HEESEMANN, 2001; BULTE, 2004).

Hundekot ist auf Flachen mit kurzem Bewuchs meist gut zu sehen, zumindest dann, wenn in
unmittelbarer Nahe z.B. Fallobst oder bodennah wachsendes Gemuse aufgenommen wird.
Da die darmstammigen Erreger haufig durch Austrocknung, aerobe Umgebung oder starkes

Erhitzen abgetdtet oder zumindest dezimiert werden, sinkt die Gefahr einer Infektion durch
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einen zeitversetzten Verzehr, griindliches Waschen oder Kochen kontinuierlich ab (ROLLE
und MAYR, 2002; EIKMEIER und NOLTE, 1995).

Vor diesem Hintergrund erscheint es unwahrscheinlich, dass sich einer der Hunde aus der
vorliegenden Untersuchung mit Neospora caninum oder einem weiteren der hier relevanten
Krankheitserreger Uber die Fitterung infiziert bzw. andere Tiere oder Menschen infizieren

kann.

In Rahmen der vom Friedrich-Loffler-Institut (FLI) erstellten Risikobewertung zu Neospora
caninum-bedingten Aborten bei Rindern wurde ebenfalls eine Umfrage durchgefiihrt, die
allerdings lediglich auf die Erndhrung der Hunde abzielte. Von den insgesamt 124 Hunden
erhielten im Monat vor der Umfrage nur zehn rohes Rindergewebe zu fressen, darunter
waren 4 Gebrauchshunde (Jagd-, Hof-, Wach- und Zuchthunde). Da angenommen werden
kann, dass nicht jedes verfutterte Risikomaterial auch tatsachlich infektids ist, ist das Risiko
einer futterungsbedingten Ansteckung relativ gering (SCHARES et al., 2006).

STAUB (2004) erstellte im Rahmen ihrer Untersuchungen zur Seropravalenz von Neospora
caninum bei Hunden ebenfalls einen an Hundehalter gerichteten Fragebogen. Mit dessen
Hilfe konnte die Korrelation der abgefragten Faktoren mit der Haufigkeit der Seropravalenz
von N. caninum verglichen werden. Dabei wurden unter anderem auch die Futterungs-
gewohnheiten erfragt.

Mit 273 beantworteten Fragebdgen war die Anzahl der auswertbaren Antworten etwas
geringer als in dieser Untersuchung, die Fragebégen waren allerdings auch umfangreicher.
Die Resonanz war mit 86,67 % ebenfalls sehr gut.

Der Anteil der Hindinnen war auch in der Arbeit von STAUB (2004) geringfligig héher als
der der Riden. Die Altersspanne (zwei Monate bis 15 Jahre) der untersuchten Hunde war
nahezu identisch mit der vorliegenden Arbeit (zwei Monate bis 17 Jahre). Die Daten zur
Futterung decken sich ebenfalls weitgehend. Der Anteil der Hunde, die mit rohem Fleisch
geflttert werden, ist allerdings in der vorliegenden Arbeit héher.

Die Ergebnisse von STAUB (2004) zeigen, dass die vermehrte Verfltterung von Rindfleisch
einen Risikofaktor fur eine Infektion mit N. caninum darstellen kénnte. Ebenso waren in der
Untersuchung mehr Hiindinnen als Riden und mehr grof3e als kleine Hunde seropositiv auf
N. caninum getestet worden. Ein signifikanter Unterschied bestand lediglich im Bezug auf
das Alter der Tiere: So war die Seropravalenz bei Hunden, die alter als drei Jahre waren
signifikant héher, als bei jingeren Tieren.
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5.1.2 Diskussion der Ergebnisse der Flichenuntersuchungen

Die tatsachliche Kotbelastung im Stadtgebiet wurde bereits von dem Berliner Projekt ,Stadt
und Hund“ (siehe auch 2.2) mittels der sogenannten Kotkartierung ermittelt, bei der die
Anzahl der Hundekothaufen pro Wegabschnitt erfasst wird.

Die  Kotkartierungen werden vor und wahrend laufender Projekte gegen
Hundekotverschmutzungen  durchgefihrt und  beschranken sich auf definierte
Gehwegabschnitte. Durch diese Langzeituntersuchungen kann auf den Erfolg der Projekte
geschlossen werden (KROCKAUER, 2009).

Gleichermalen fuhrte das Berliner Reuterquartier im Bezirk Neukdlln die Aktion ,Gemeinsam
gegen Hundekot®, ein Folgeprojekt des 2007 gestarteten "Reuterkiez piccobello”, durch. Auf
der Homepage www.reuter-quartier.de ist die ,Hundekot-Belastungskarte Reuterkiez* zu
finden, die von der Firma Umweltconsulting Dr. Hoffmann erstellt wurde. Aus den
aufgefundenen Hundekothaufen wurde der Quotient ,Haufen pro Grundstlick” erstellt. Aus
der Karte geht allerdings lediglich der Belastungsgrad (,schwach®, ,maRig“, ,stark”, ,sehr
stark” und ,extrem belastet”) hervor, nicht jedoch die Anzahl der Hundekothaufen, die diesen
Kategorien zu Grunde liegen (HOFFMANN und WONGLORZ, 2008).

Das Friedrich-Loffler-Institut (FLI) gab in einer Risikobewertung zum Thema Neospora
caninum die notwendige Kotabsatzhaufigkeit an, bei der zumindest ein geringes Risiko fur
einen N. caninum-bedingten Abort bei Rindern besteht (siehe auch 2.8.6). Das Ergebnis ist
als ,Worst Case“-Szenario dargestellt und beruht auf Schatzwerten und Hochrechnungen,
nicht aber auf der realen IST-Situation (SCHARES et al., 2006).

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit kamen zu dem Ergebnis, dass Flachen, die
naher an Siedlungen und an typischen Hundeausfiihrstrecken lagen, zum Teil deutlich
starker mit Hundekot belastet waren als Flachen, die etwas abgeschiedener waren. Auch
Wiesen im oder am Wald waren weniger belastet, unabhangig davon, ob sie an typischen
Hundeausfiihrstrecken lagen oder nicht.

Anhand der Aussagen der Stadte und Gemeinden des Untersuchungsgebiets und dhnlichen
Ergebnissen, die bereits eine vorausgegangene, weniger umfangreiche Untersuchung von

EGELER (2007) lieferte, waren die Resultate der Flachenuntersuchungen so zu erwarten.

Im untersuchten Bereich der Flachen 1 wund 2, die ortsnah an typischen
Hundeausfihrstrecken lagen, waren im Jahresdurchschnitt 49 bzw. 110,25 Hundekothaufen

zu finden.
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Dieser deutliche Unterschied zwischen den Jahresdurchschnittswerten, trotz des selben
Wiesentyps, lasst sich damit erklaren, dass die Flache 1 zwar siedlungsnah, aber in keiner
besonders reizvollen Umgebung zum Spazieren gehen lag, so dass sie vermutlich vor allem
bei schlechtem Wetter (Regen, Wind, geringe Temperaturen), wie es zum
Untersuchungszeitpunkt teilweise der Fall war, stérker frequentiert ist. Durch eine unmittelbar
angrenzende Jugendbegegnungsstatte besteht auf dieser Flache zudem ein gesteigertes
Verletzungsrisiko des Hundes durch weggeworfene Flaschen, Feuerzeuge, Zigaretten oder
diverse Verpackungen.

Die Flache am Standort 2, die unmittelbar an eine Wohnsiedlung grenzte, war dagegen bei
jeder Untersuchung von Spaziergangern mit und ohne Hund stark frequentiert. Auf dieser
Flache konnten zu jeder Jahreszeit liber 100 Kothaufen gefunden werden. Der direkt an der
Flache befindlichen Hundekotentsorgungsstation mit Beutelspender wurde dabei
offensichtlich kaum Beachtung geschenkt. Der Ort lag mit 2,6 Hunden pro 100 Einwohner
eher im unteren Bereich der durchschnittlichen Anzahl gehaltener Hunde im Landkreis
Boblingen (ANONYM, 2009c).

Auf ortsnahen Flachen, die nicht an typischen Hundeausfiihrstrecken lagen, war im
Vergleich zu den Standorten 1 und 2 eine Abnahme der Anzahl aufgefundener
Hundekothaufen zu verzeichnen. So konnten auf der Flache 3 im Untersuchungsjahr
durchschnittlich 28,5 Hundekothaufen und auf der Flache 4 24,5 Kothaufen gefunden
werden.

Auffallend war bei beiden Flachen, dass im Fruhjahr deutlich weniger Kot gezahlt werden
konnte als in den Ubrigen Jahreszeiten. So wurden auf der Flache 3 im Frihjahr mit 16 nur
etwa halb so viele Kothaufen gefunden als im Sommer, Herbst und Winter. Bei der Flache 4
entsprach der Wert sogar nur einem Funftel der Anzahl der Ubrigen Jahreszeiten. Vermutlich
trug das um den Untersuchungszeitpunkt herrschende regnerische Wetter im Friihjahr zu
diesem Ergebnis bei.

Der Jahresdurchschnitt auf den ortsfernen und an typischen Hundeausfiihrstrecken
gelegenen Flachen 5 und 6 betrug 2,25 und 7 Hundekothaufen. Ein davon stark
abweichender Wert konnte im Winter bei der Flache 5 mit 25 Hundekothaufen gefunden
werden. Die meisten der Kothaufen wurden dabei im Bereich von 5,0 bis 10,0 Metern
gefunden. Durch den jahreszeitlich bedingten kurzen Bewuchs der Flache sowie den zum
Untersuchungszeitpunkt herrschenden Bodenfrost lud die Flache zum Spielen oder auch

quer darlber hinweg Laufen ein. Durch die im Vergleich zum einfachen Spaziergang
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vermehrte Bewegung wird beim Spielen der Drang zum Abkoten verstarkt
(BAUMGARTNER, 2005).

Auf den ortsfernen Flachen 7 und 8, die nicht an typischen Hundeausfihrstrecken lagen,
betrug die durchschnittiche Anzahl der aufgefundenen Hundekothaufen 4,5 und 2,75.
Beide Flachen waren mit dem PKW unglinstig zu erreichen. Flache 7 lag an einer
vielbefahrenen Bundesstralle und Flache 8 in einem eher unzuganglichen Gebiet mit
unbefestigten Feldwegen, so dass die Anzahl der dort gefundenen Hundekothaufen den

Erwartungen stets entsprach.

Auf der Flache 9 konnten durchschnittlich 3,25 Hundekothaufen gefunden werden und auf
Flache 10 waren es 18,5. Beide Flachen waren waldnah an typischen Hundeausfiihrstrecken
in Form viel frequentierter Rundwege lokalisiert. Es standen jeweils glnstige

Parkmdglichkeiten zur Verfiigung.

Bei den Flachen 11 und 12, die beide waldnah und nicht an typischen Hundeausflhrstrecken
lagen, konnten Uber das Untersuchungsjahr hindurch durchschnittlich 2,25 und 3,5
Hundekothaufen gefunden werden. Diese vergleichsweise geringe Menge ist auf die
verkehrs- und wegetechnisch unglinstige Lage der Flachen zurlickzuftihren.

Die Untersuchung der siedlungsnahen Flachen hat gezeigt, dass die Kotbelastung in der
Regel ab 5,0, oft auch schon ab 2,0 Metern vom Wegrand entfernt abnimmt.
Aus Erfahrungen und Beobachtungen geht hervor, dass viele Hundehalter ihre Tiere nicht
bereits in unmittelbarer Siedlungsndhe von der Leine lassen, da dort oft noch mehr
Menschen und Fahrzeuge unterwegs sind. Hinzu kommt, dass der Laufdrang der Tiere oft zu
Beginn des Spaziergangs besonders hoch ist und sie haufig Geruchsspuren anderer Hunde
verfolgen, die zuvor auf dieser Strecke unterwegs waren. Der Kot wird mdglicherweise
deshalb nah am Wegrand abgesetzt. Kettenreaktionsartig werden weitere Hunde von den
Gerlichen angelockt, so dass es fur den Hund keinen Anreiz gibt, um sich weiter vom
Wegrand zu entfernen.

Ein weiterer wichtiger Faktor ist das Wetter. An kalten oder regnerischen Tagen fallen die
zum Abkoten notwendigen Spaziergange bei vielen Hundehaltern kirzer aus, so dass der
meiste Kot unwillkirlich siedlungsnah abgesetzt wird. Somit kann wahrend regnerischer oder
besonders kalter Phasen auf siedlungsnahen Flachen mit mehr Hundekot gerechnet werden,

was durch die Untersuchungsergebnisse auch untermauert wird.
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Die Hundekothaufen lagen vor allem auf stark belasteten Flachen haufig eng beieinander.
Die Verteilung legt die Vermutung nahe, dass auf diese Weise, ahnlich dem Markieren mit
Urin, der Kotgeruch anderer Hunde iberdeckt werden soll.

Auf siedlungsfernen und waldnahen Flachen, unabhangig davon, ob sie an oder nicht an
typischen Hundeausfiihrstrecken gelegen waren, konnte der meiste Hundekot dagegen im
Bereich zwischen 5,0 und 10,0 Meter und noch weiter (der allerdings nicht mehr erfasst
wurde) vom Wegrand entfernt gefunden werden.

Auf siedlungsfernen Flachen konnte dagegen vor allem in Zeiten geringer Bewuchshéhe auf
zwei an Hundeausfihrstrecken gelegenen Flachen (5 und 9) die héchste Kotbelastung im
Bereich von 5,0 bis 10,0 Metern festgestellt werden. Die Auswertung des Fragebogens
belegt, dass viele Hundehalter ihre Hunde unangeleint laufen lassen, was den Hunden einen
groRen Bewegungsradius einrdumt. Doch selbst an der Leine gefiihrte Hunde haben dank
Flexi- und Schleppleinen Aktionsrdume von vielen Metern. Der Vorteil bei leinengefiihrten
gegenuber freilaufenden Hunden ist die Mdglichkeit des Einholens, falls auf Zuruf keine
Reaktion erfolgen sollte.

Die Auswertung der Ergebnisse weist einige Werte auf, die deutlich von den Ubrigen
abweichen. Solche Ausreilerwerte konnen diverse Ursachen haben: MaRgebend sind der
Untersuchungszeitpunkt und die Wetterbedingungen vor und am Untersuchungstag. So kann
davon ausgegangen werden, dass wahrend einer regnerischen Phase auf siedlungsfernen
Flachen, die mit dem PKW nur schlecht erreichbar sind, nur wenige Kothaufen aufzufinden
sein werden. Wird dieselbe Flache bei gutem Wetter an einem Wochenende im Sommer
erneut untersucht, ist die Anzahl der aufgefundenen Hundekothaufen womdglich deutlich
héher. Durch die Mehrfachuntersuchungen der Flachen war die Ermittlung eines
Durchschnittswertes mdoglich, bei dem einzelne AusreiRerwerte nur geringen Einfluss auf das

Endergebnis haben.

Die Angaben zur Kotbelastung der landwirtschaftlich genutzten Flachen werden in dieser
Arbeit Uberwiegend mit der Anzahl der aufgefundenen Hundekothaufen und nicht mit dem
Kotgewicht gemacht. Das liegt vor allem daran, dass anhand des Kotgewichts keine
Aussage Uber ein Infektionsrisiko getroffen werden kann. Das Kotgesamtgewicht auf einer
Flache kann durch wenige grofRe Haufen oder auch durch viele kleine und mittelgrolRe
Haufen, also auch viel mehr verschiedene Hunde, zustande kommen. Die Anzahl der
Kothaufen, die in der Regel von vielen verschiedenen Hunden stammen, ist dagegen unter

seuchenhygienischen Gesichtspunkten relevanter. Generell besteht auf starker mit Hundekot
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belasteten Flachen ein héheres Risiko einer Infektion mit tier- oder humanpathogenen
Krankheitserregern als auf geringer belasteten Flachen.

Um die Ergebnisse aber mit weiteren Faktoren vergleichen zu kénnen, durch die Kot auf
Grunflachen gelangen kann, wurde die Kotbelastung der Flachen in Kilogramm ermittelt
(siehe Tab. 5b, 6b, 7b und 8b).

Die am starksten belastete Flache 2 war auf 1000 m? Gber das Jahr gerechnet im Bereich bis
10,0 Meter vom Wegrand entfernt mit durchschnittlich 16,2 kg Kot bzw. 110,25
Hundekothaufen belastet. Verglichen mit den gesetzlich zuldssigen Mengen an Fest- und
Flissigmist, die als Diingemittel auf landwirtschaftlich genutzte Grinflachen ausgebracht
werden durfen, erscheinen die ermittelten Mengen an Hundekot sehr gering.
Die Ausbringungsmengen liegen fir Festmist in Abhangigkeit von Tierart, TS-Gehalt und
Nahrstoffgehalt zwischen zehn und 30 t/ha und Jahr, bei Rinderglille bei zehn bis 20 m*¥ha
pro Ausbringung und bei Jauche zwischen 15 und 35 m3*ha pro Ausbringung (ELSAESSER
und THUMM, 2011).

Die Ausbringung von Fest- und Flussigmist auf landwirtschaftlich genutzte Grunflachen ist
durch die Duingemittel-Verordnung geregelt und von zahlreichen Faktoren, wie der
Zusammensetzung, dem Nahrstoffgehalt, dem TS-Gehalt, dem Ausbringungsort, der
Jahreszeit, der Ausbringungstechnik, der Herkunft oder der Tierart abhangig (DUMV, 2008).
Durch diese Regelungen gelangt der Fest- oder Flissigmistdiinger im Gegensatz zu

Hundekot kontrolliert und stets vor Beginn des Aufwuchses auf die Flachen.

Die jeweilige Gesamtflache der untersuchten Flachen wurde zwar nicht genau ermittelt, war
aber in jedem Fall mindestens genau so grof3, wie der untersuchte Bereich, in der Regel
noch groRer.

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass vor allem bei stark verschmutzten Flachen nicht
von einer gleichmaRigen Hundekotverteilung ausgegangen werden kann und die Belastung
zum Wieseninneren hin in der Regel abnimmt. Dagegen ist bei der Fest- und
Flussigmistdiingung die Verteilung auf der gesamten Flache gleichmafRig und auch bei der
Beweidung durch z. B. Schafe ist der Kot gleichmaRiger auf der Gesamtflache verteilt.

Neben der Dingung mit Fest- und Flissigmist mussen weitere Moglichkeiten der
Kotbelastung futtermittelliefernder Griinflachen bedacht werden:

Das Untersuchungsgebiet gehort zu Teilen zur Kulturlandschaft Heckengau, im der
traditionell zur Offenhaltung der zahlreichen unter Naturschutz stehenden Extensivflachen

Schafe eingesetzt werden. Die durchschnittliche Schafherde in Baden-Wurttemberg musste
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der Berechnung nach um die 85 Tiere stark sein. Hauptberufliche Schéfer sollten allerdings
mindestens 500 Muttertiere mit Nachzucht halten, um wirtschaftlich rentabel zu agieren.
Bei einer taglichen Kotmenge von rund 1 kg pro Tier fallen so groRe Mengen an Kot an
(MLR BW, 2012, DITTRICH, 2007). Da Schafe aber vor allem auf Extensivflachen eingesetzt
werden, ist die Gefahr einer Ubertragung von Krankheitserregern auf andere Nutztiere eher
unwahrscheinlich.

Bei den Wanderungen passieren oder Uberqueren die Tiere allerdings auch Flachen die der
Futtermittelgewinnung dienen. Die dabei abgesetzte Kotmenge durfte auf Grund des nur
kurzen Aufenthalts auf der Flache jedoch vergleichsweise gering sein, wodurch der
Infektionsdruck niedrig einzustufen ist. Diese Vermutung sollte aber noch durch weitere
Studien belegt werden.

Die Beweidung von Flachen, auf denen Griingut zu Fitterungszwecken gewonnen wird, ist
durch die badischen und wirttembergischen Weidegesetze aus den Jahren 1873 und 1884
geregelt. Sofern der Eigentimer einer Beweidung nicht widerspricht, durfen von den
Wanderschafern alle Flachen als Herbst- und Winterweide genutzt werden. Zweck dieser
Regelung ist die Ausniitzung des Futters, das im normalen Landbau nicht mehr verwendet
wird. Dabei gilt aber, dass die Feldbestellung Vorrang vor der Weidenutzung hat (ANONYM,
1873; ANONYM, 1884).

Durch die Beweidung der Flachen im Herbst und Winter ist die Wahrscheinlichkeit einer
Infektion anderer Tiere oder des Mensch lber den Schafkot als gering anzusehen, da in dem
mehrmonatigen Zeitraum bis zur Ernte des nachsten Aufwuchses der Kot in der Regel
vergeht (EGELER, 2007).

Da die Wanderschaferei generell in Deutschland heutzutage nur noch eine untergeordnete
Rolle spielt und die Beweidung von Schafen in der Regel auf Flachen stattfindet, auf denen
keine Futtermittel gewonnen werden, sollte dem von Schafkot ausgehenden Infektionsrisiko,
daher nur eine geringe Bedeutung beigemessen werden (MLR BW, 2012).

Im Gegensatz zu Schafen beweiden Pferde und Rinder in der Regel fest eingezdunte
Flachen. Umzéaunte Flachen dirften, auch nach Annahme des FLI, kaum mit Hundekot
verschmutzt sein (SCHARES et al., 2006).

Solche Flachen werden in der Regel ausschlieRlich als Weideflachen genutzt und dienen
nicht der Futtermittelgewinnung. Bei der Futteraufnahme auf der Weide werden Geilstellen
von den Tieren gemieden, so dass das Risiko einer Infektion durch Krankheitserreger aus
Rinder-, Pferde- oder Hundekot nahezu auszuschlieRen ist (RIEDER, 1983).
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Weitere Faktoren, durch die Kot auf landwirtschaftlich genutzte Griinlandflachen, vor allem in
Waldnéhe, gelangen kann, sind Wildtiere. Relevant sind dabei vor allem Fuchse und
Wildschweine, da ihre Zahlen in den vergangenen Jahren stark zugenommen haben.
(LAZBW, 2012).

Die hohen Bestandszahlen der Wildschweine resultieren vermutlich direkt aus dem starken
Anstieg des Maisanbaus, der neben der Verwendung als Futtermittel zunehmend fir die
Biogasgewinnung genutzt wird (FROMMHERZ, 2012).

Fiichse spielen als Ubertrager diverser Krankheitserreger eine nicht zu vernachlassigende
Rolle. Vor allen hinsichtlich des Fuchsbandwurms Echinococcus multilocularis, der auch auf
Menschen und andere Tiere Ubertragen werden kann, stellen sie gerade im
Untersuchungsgebiet ein Risiko dar (LIESENFELD und IGNATIUS, 2008; ECKERT, 2001).
Auf besonders stark belasteten Flachen, die in der Regel von vielen verschiedenen Hunden
frequentiert werden, besteht die Gefahr, dass mit dem Kot abgesetzte pathogene Erreger
von einem Hund auf den anderen Ubertragen werden. Die Aufnahme kann direkt durch
Kotfressen erfolgen oder durch Kotpartikel, die beim Schniffeln an der Nase hangen bleiben
und abgeleckt werden (JOST, 2009).

Auch fur Kinder, die siedlungsnahe Flachen wie den bereits beschriebenen Standort 2, gerne
als Spiel- und Bolzplatz benutzen, besteht das Risiko einer oralen Infektion Uber die Hande
durch an Ballen oder anderem Spielzeug anhaftenden Kot (BAUER, 2006a; PFEIFFER,
1983).

Gringut, das der Futtergewinnung dient, kann in der Regel erst nach der Mahd mit
Krankheitserregern aus Hundekot kontaminiert werden. Wahrend der Flachen-
untersuchungen war auffallend, dass Hunde gerne an oder auf erhabenen Stellen abkoten
wie z. B. einem hoheren Grasbiischel oder einem groReren Stein. Dies trifft auch auf durch
Regen zusammengesacktes Grungut zu, das wahrend der Trocknungsphase flr die Heu-
oder Silagebereitung nass wurde und deshalb bis zum Erreichen des gewiinschten
Trocknungsgrades auf den Flachen belassen werden muss. Hier ist es zweifelsohne
Aufgabe der Hundehalter, ihren Hund von eindeutig zur Futtergewinnung dienendem

Griingut fernzuhalten bzw. den Kot unverztglich griindlich zu entfernen.

Um die durch Hundekot verursachte Problematik einzuddmmen stehen sowohl im
Stadtgebiet als auch auf landwirtschaftlich genutzten Flachen zahlreiche Mdoglichkeiten zur
Verfiigung. Uber die Praktikabilitdt und Umsetzbarkeit haben die zustandige Kommune bzw.

der betroffene Landwirt zu entscheiden.
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Einen Mangel an Aufklarungsaktionen hinsichtlich dieses Themas ist nicht zu beklagen, wie
zahlreiche Internetforen sowie Medienbeitradge beweisen. In der Regel fehlt es aber entweder
an der Umsetzung seitens der Kommunen, z. B. beim Aufstellen von
Hundekotentsorgungsstationen oder der Uneinsichtigkeit und Bequemlichkeit mancher
Hundehalter, die sich nicht selten durch das Bezahlen der Hundesteuer von der
Entfernungspflicht des Hundekots entbunden sehen oder die das Fehlen von
Beutelspendern und geeigneten Entsorgungsbehéltnissen beméangeln.

Fir Kommunen gut geeignet und relativ kostengiinstig umsetzbar ist eine Kombination aus
Hundekotentsorgungsbeuteln und der Aufstellung von Mdlleimern an entsprechenden
Stellen.

Die Hundekotentsorgungsbeutel sollten idealerweise direkt von den Kommunen an die
Hundehalter  abgegeben werden, entweder postalisch mit dem jahrlichen
Hundesteuerbescheid oder in der jeweiligen Verwaltungsstelle. Auf diese Weise wirde der
Missbrauch und die Verschmutzung durch aus den Beutelspendern gerissenen Titen
verhindert werden. Bei Anmeldung eines Hundes kénnte die erste Rolle der
Hundekotentsorgungsbeutel gratis abgegeben, die weiteren kdnnten dann zum gunstigen
Sammelbestellungspreis bei der jeweiligen Stadt- oder Gemeindeverwaltung von den
Hundehaltern erworben werden.

Die Standorte der Miillbehalter sind méglichst so zu wahlen, dass der gefiillte Kotbeutel nicht
allzu lange mitgetragen werden muss.

Dieser Vorschlag ist bereits wahrend der Erstellung dieser Arbeit von einer Gemeinde im

Untersuchungsgebiet erfolgreich umgesetzt worden.

Zusatzlich kénnten sich gelegentliche Kontrollen durch die verantwortlichen Ordnungsamter
an stark frequentierten Wegen als effektiv zeigen. Eine sofortige Bufigeldverhdngung vor Ort
spricht sich vor allem in kleineren Kommunen schnell herum und hat einen abschreckenden
Effekt. Solche Kontrollen sind auf Grund mangelnden Personals in vielen Stadten und
Gemeinden allerdings nur schwer umsetzbar. Auch die Verhangung von BuRRgeldern wird nur

selten praktiziert, meist bleibt es bei mindlichen Ermahnungen.

Die Praxis, auf landwirtschaftlichen Grinflachen einen Randstreifen der Wiese abzumahen,
um das Abkoten auf diesen Bereich zu beschranken, dirfte sich, wie es die vorliegenden
Untersuchungsergebnisse zeigen, in den meisten Féllen nicht bewahren, da Hunde

unangeleint weiter in eine Griunflache hineinlaufen als auf den etwa 1,0 - 1,5 Meter breiten
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abgemahten Streifen, vor allem dann, wenn die Unterschiede der Bewuchshéhe zwischen
Randstreifen und Auswuchsflache noch zu gering sind.

Einen breiteren Streifen am Wiesenrand abzumahen kann nicht die Lésung sein, da dieses
Vorgehen fur die Landwirte mit einem erheblichen Mehraufwand durch die regelmaRig
notwendige Mahd sowie Ernteeinbu3en verbunden ist.

Eine bessere Mdglichkeit kénnte das Einzaunen der Flache im Zeitraum zwischen Aufwuchs
und Ernte darstellen. Selbst wenn der Zaun nicht bis zum Boden reicht, animiert er
Hundehalter eher dazu, ihren Hund zurlick zu rufen, falls er sich auf der eingezdunten
Flache bewegt. Erganzend kann ein Elektrozaun gewahlt werden oder Hinweistafeln zur

Problematik der Verschmutzungen durch Hundekot.

5.1.3 Diskussion der Untersuchungsergebnisse des stichprobenartig

gesammelten Hundekots

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Durchschnittswerte der untersuchten Bakterien
Clostridium  perfringens,  Escherichia  coli, Enterococcus faecalis sowie der
Gesamtbakterienzahl decken sich mit den Werten aus der Arbeit von EGELER (2007) sowie
Werten aus der Literatur (SUTTORRP et al., 2004; MEYER und ZENTEK, 2005).

Es muss bedacht werden, dass die in dieser Arbeit untersuchten Kotproben mit hoher
Wahrscheinlichkeit alle von verschiedenen Hunden stammten. Die Ausgangskonzentrationen
der einzelnen Bakterien kénnen somit bei jedem Hund in Abhangigkeit von Futterung,
Haltung und individuellem bakteriellem Besatz schwanken (MEYER und ZENTEK, 2005).
Das konnte eine mégliche Erklarung fur stark von den Mittelwerten abweichende Werte sein.
In einer vorausgegangenen Arbeit (EGELER, 2007) wurde Hundekot uber einen langeren
Zeitraum der Witterung mit direkter Sonnenbestrahlung, Regen und Dauerfrost ausgesetzt.
Die Konzentrationen der damals untersuchten Bakterien (u. a. Clostridium perfringens,
Escherichia coli, Enterokokken, Salmonellen und die Gesamtbakterienzahl) verringerten sich
selbst unter diesen Bedingungen um maximal zwei Zehnerpotenzen. Diese Ergebnisse
zeigen, dass unterschiedliche Witterungsbedingungen zum Zeitpunkt der Probenahme bei
der Erklarung starkerer Konzentrationsabweichungen nur wenig Relevanz besitzen.

Die hier untersuchten Kotproben erschienen zum Zeitpunkt der Probenahme durchweg frisch
abgesetzt, so dass mdgliche wetterbedingte Einflisse ohnehin keine gravierenden

Auswirkungen auf die Bakterienkonzentrationen haben konnten.
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Auffallig war, dass die geringsten Konzentrationen fir C. perfringens, E. coli und die
Gesamtbakterienzahl im Herbst gemessen werden konnten. Da es sich aber hierbei um
maximal eine Zehnerpotenz handelte, darf von einem Zufall ausgegangen werden, der das
Gesamtergebnis nicht beeinflusste.

5.2 Diskussion der Ergebnisse der Resistenztests

Da laut dem Antibiotika-Resistenzatlas GERMAP 2008 (GERMAP, 2008) die Anzahl
resistenter Keime stetig steigt und in naher Zukunft nicht mit vielen neuen antibiotischen
Wirkstoffen zu rechnen ist, muss die Resistenzlage und -entwicklung laufend beobachtet
werden, sowohl in der Veterinar- als auch in der Humanmedizin (LUNKE, 2004).

Eine Studie aus dem Jahre 2007 (GROBBEL et al.) bezeichnet die derzeitige Resistenzlage
bei Pferden und Kleintieren noch als relativ gut. Der Anteil resistenter E. coli von 28 Isolaten
aus dem Respirationstrakt von Hunden und Katzen lag bei dieser Studie fir Ampicillin bei
39 %, fir Cephalothin bei 21 %, fur Enrofloxacin bei 7 %, fiir Sulfamethoxazol bei 43 % und
fur Tetracyclin bei 14 %. Diese Werte lagen im Vergleich zu der vorliegenden Studie nur fir
Ampicillin Gber, fir Cephalothin und Sulfamethoxazol sogar deutlich unter den ermittelten
Resistenzraten. Eine mogliche Erklarung fir dieses Resultat kdnnte in der geringen
Probenzahl sowie den verschiedenen Herkunftsorten (Respirationstrakt und Darmtrakt) der
Isolate begriindet sein.

Ein aussagekraftiger Vergleich mit anderen Arbeiten im Bezug auf die Empfindlichkeit von
Salmonellen gegenulber den untersuchten Antibiotika ist kaum mdglich, da in dieser Arbeit
nur ein Salmonellen-Isolat untersucht werden konnte. Dieses lIsolat reagierte auf die
Behandlungen mit den eingesetzten Antibiotika, bis auf den Wirkstoff Sulfamethoxazol, stets
mit einer guten bis sehr guten Empfindlichkeit.

In einer Untersuchung von LUNKE (2004) zeigten sich von 22 untersuchten Salmonellen-
Isolaten aus Rindern, Schweinen, einem Schaf und verschiedenen Lebensmittelproben
knapp 30 % resistent gegentber einer Behandlung mit Ampicillin und etwa 25 % gegentber
Tetracyclin.

Auch in der GERMAP-Studie (STEINACKER, 2008) wurden die meisten Resistenzen bei
Salmonellen-Isolaten von lebensmittelliefernden Tieren gegentiber den Antibiotika Ampicillin

und Tetracyclin nachgewiesen, bei Gefliigel zusatzlich Cephalothin.
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Die Ubertragung antibiotikaresistenter Bakterien zwischen Menschen und Tieren wurde
bereits in vielen Untersuchungen belegt. Der Hauptibertragungsweg stellt dabei der direkte
Kontakt zwischen Tier und Mensch dar.

Belege der Ubertragung resistenter Salmonellen (iber Lebensmittel wie Gefliigelfleisch, Eier,
Schweine- und Rindfleisch existieren bereits, obwohl der Bereich der Resistenziibertragung
durch Lebensmittel noch als unzureichend erforscht gilt. Von ausreichend erhitztem Fleisch
dagegen ist keine Gefahr zu erwarten (WEESE, 2008; LUNKE, 2004; KEKULE, 2009;
GUARDABASSI et al., 2004a+b; SING, 2008; STENSKE et al., 2009; STROH, 2002; EFSA,
2008).

Eine Forschergruppe konnte bei ihren Untersuchungen in Tierstéllen zahlreiche resistente
Keime unter anderem aus Tierkot isolieren und schlussfolgerte daraus, dass dem
Verbreitungsweg mit Fakalien in Form von Dinger eine grofRere Bedeutung beigemessen
werden sollte (ANONYM, 2012). Im Vergleich dazu ist die Ubertragung resistenter Erreger
Uber Hundekot als unwahrscheinlich anzusehen.

In der Arbeit von DE GRAEF und Kollegen (2004) wurden Hunde aus Privathaltung und
Hunde aus Zuchtzwingern auf die Resistenzsituation der fakalen Indikatorkeime Escherichia
coli und Enterococcus faecalis hin untersucht. Das Ergebnis zeigte, dass bei Hunden aus
Zuchtzwingern mehr resistente und auch multiresistente Bakterien zu finden waren, als bei
Tieren aus Privathaltungen. Die Resistenzen bezogen sich dabei neben Trimethoprim auch
auf Ampicillin und Sulfamethoxazol.

Eine Studie von SANNES und Kollegen aus dem Jahre 2004 zeigt aber, dass eine
Ubertragung resistenter Keime vom Menschen auf den Hund wahrscheinlicher ist als
umgekehrt und dass Hunde ein geringeres Reservoir resistenter Keime darstellen, als

bislang vermutet.

Die in der Untersuchung von GERMAP (WIELER, 2008) ermittelten Werte resistenter
enteritischer E. coli-Isolate von Hunden waren mit unter 20 % gegeniiber Ampicillin,
Tetracyclin und Sulfamethoxazol und nur 3 % gegenlber Enrofloxacin verglichen mit der
vorliegenden Arbeit zwar geringer, entsprachen aber in etwa den Ergebnissen.
Die Ergebnisse von Sulfamethoxazol wichen in dieser Arbeit mit Resistenzraten zwischen 90
bis 100 % am starksten von den Werten der GERMAP-Studie (WIELER, 2008) ab.

Der Wert fiir Enrofloxacin war in der GERMAP mit nur 3 % resistenter Isolate zwar sehr
gering, aber auch in der vorliegenden Arbeit war Enrofloxacin das Antibiotikum mit der
besten Wirksamkeit.
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Erklarungen fir diese Abweichungen kénnten zum einen die hdéhere Probenanzahl bei
GERMAP liefern und zum anderen die Anwendung von zwei Untersuchungsmethoden in
dieser Arbeit, die in Kombination mdglicherweise mehr resistente Erreger nachweisen
konnten als andere Untersuchungen, in denen nur mit einer Nachweismethode gearbeitet
wurde.

Ein Vergleich der Ergebnisse mit der GERMAP-Studie war fir aus Hunden gewonnene

enteritische Salmonellen-Isolate mangels fehlender Daten nicht moglich.

Bei landwirtschaftlichen Nutztieren konnten in der Studie GERMAP die hdchsten
Resistenzraten enteritischer E. coli von Kalbern gegenuber den Antibiotika Ampicillin
(72,1 %) und Tetracyclin (67,1 %) festgestellt werden. Die beste Wirksamkeit zeigte
Enrofloxacin mit einer Resistenzrate von 27,5 %. Die Werte fiir enteritische E. coli von
Schweinen waren dhnlich (STEINACKER, 2008).

Fir enteritische Salmonellen bei Kalber waren die Resistenzraten mit 35,9 % gegeniber
Ampicillin, 37,6 % gegeniiber Tetracyclin und nur 11 % gegeniiber einer Behandlung mit
Sulfamethoxazol im Vergleich deutlich besser und auch bei Schweinen lagen die Werte

geringfligig unter denen der E. coli-Isolate.

FiUr die Humanmedizin wurden in der GERMAP-Studie fur enteritische E. coli Resistenzraten
gegen die Antibiotika Ampicillin, Tetracyclin und Cotrimoxazol (Kombipraperat aus
Sulfamethoxazol und Trimethoprim) von maximal 15 % ermittelt, also deutlich bessere Werte
als fr Nutztiere und geringfiigig besser als fir Hunde (TIETZE, 2008).

Eine Erklarung hierfir kdnnte sein, dass es in der Tierhaltung nach wie vor Ublich ist, im
Krankheitsfall ganze Besténde antibiotisch zu behandeln, also auch gesunde Tiere. Kommen
noch eine unsachgemaRe Verabreichung (zu geringe Dosierung) oder der vorzeitiger
Abbruch der Behandlung hinzu, steigt die Gefahr der Ausbildung resistenter Bakterien an.

Die in diesem Untersuchungsabschnitt gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass in Hundekot
E. coli gefunden werden kdénnen, die sich gegenlber einer antibiotischen Behandlung
resistent zeigen. Das lasst den Schluss zu, dass eine Ubertragung resistenter E. coli und
maoglicherweise auch Salmonellen auf andere Tiere und den Menschen Uber den Hundekot
durchaus in Betracht gezogen werden kann.
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Dieses Resultat ist vor allem flr Tetracyclin relevant, da es sowohl in der Human- als auch in
der Veterinarmedizin haufig eingesetzt wird und das Risiko der Ubertragung resistenter
Bakterien von Haustieren auf den Menschen auch schon in anderen Studien Erwahnung
fand (GERMAP, 2008; COSTA et al., 2007).

Seit dem Jahr 2011 ist die Pharmaindustrie dazu verpflichtet, unter anderem die
Abgabemengen antiobiotikahaltiger Arzneimittel an Tierarzte zu dokumentieren. Der Anteil,
der Reserveantibiotika liegt dabei unter 0,5 % (BVL, 2012).

5.2.1 Diskussion der quantitativen und qualitativen Untersuchungen auf E. coli

bzw. Salmonella spp.

Vor der eigentlichen Untersuchung auf resistente Escherichia coli- und Salmonellen-Isolate
aus Hundekot wurde der aus verschiedenen Tierheimen stammende Kot quantitativ bzw.
qualitativ auf die Konzentration bzw. das Vorhandensein von E. coli und Salmonella spp. hin
untersucht.

Die Konzentrationen der E. coli entsprachen den Werten des stichprobenartig gesammelten
Hundekots von den untersuchten Griinlandflachen, der Arbeit von EGELER (2007) sowie
verschiedenen Literaturangaben (HEESEMANN, 2001; WEIGEL, 1995; SUTTORP et al.,
2004; MEYER und ZENTEK, 2005) und zeigten keine auffalligen Abweichungen.

Bei den Proben 11 — 22 aus Tierheim 2 war der Durchschnitt der Werte von E. coli etwas
geringer als bei den ubrigen Tierheimen (siehe Tabelle A3, Anhang S. A10). Eine mogliche
Erklarung dafir konnte die im Vergleich mit den anderen Tierheimen der Untersuchung
vermehrte antibiotische Behandlung der Tiere sein, wodurch die Anzahl der Darmbakterien
reduziert wurde (JERNBERG et al.,, 2010). Finf der untersuchten Hunde aus diesem
Tierheim wurden innerhalb der letzten drei Monate vor der Probenahme antibiotisch
behandelt, so dass bei diesen eventuell noch keine vollstandige Sanierung der Darmflora

stattgefunden hat.

In einer Probe aus diesem Tierheim konnten qualitativ Salmonellen vom Typ Anti O7
nachgewiesen werden, die als S. Mbandaka identifiziert wurden. Der Hund, von dem die
Probe stammte, bekam zwei Monate vor der Probenahme Antibiotika verabreicht und

reagierte deshalb eventuell empfindlicher auf mdglicherweise kontaminierte Futtermittel
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(z. B. Kauspielzeug, bei dem haufig Salmonellen festgestellt werden kénnen ) (MEYER und
ZENTEK, 2005).

S. Mbandaka konnte im Jahre 2010 bei 129 Personen mit enteritischen Erkrankungen in
Osterreich nachgewiesen werden. Nachforschungen ergaben, dass der Erreger (iber
kontaminiertes Futter in einen Legehennenbetrieb eingeschleppt wurde und Uber

unzureichend erhitze Eier in die Nahrungskette gelangen konnte (AGES, 2010).

5.2.2 Diskussion und Gegeniiberstellung der Ergebnisse der Agar-
Diffusionstests und der Mikrodilution

Der wesentliche Unterschied zwischen den beiden angewandten Methoden besteht darin,
dass der Agar-Diffusionstest bei geringem Aufwand eine schnelle Aussage Uber das
Resistenzverhalten eines bestimmten Erregers treffen kann, was in der Praxis fur eine
erfolgreiche Behandlung von Vorteil ist. Nachteilig sind allerdings die zum Teil nicht eindeutig
ausmessbaren Hemmhdéfe durch verschwommen erscheinende Rander. Auch Mischkulturen
oder Kontaminationen auf der Platte verfalschen das Resultat, sind aber im Gegensatz zur
Mikrodilution in der Regel optisch gut zu erkennen (HUBNER et al., 2007).

Die bei der Mikrodilution ermittelten MHK-Werte dagegen kdnnen wissenschaftlich verwertet
werden z.B. bei Langzeituntersuchungen, die auf die Resistenzentwicklung verschiedener
Erreger abzielen (GOZALAN, 2004). Der Versuch ist ebenfalls ohne grofen Aufwand bei
geringen Kosten im Routinelabor durchfiihrbar und es sind bereits vorgefertigte Testkits
erhéltlich (HUBNER et al., 2007).

Obwohl die Mikrodilution ebenfalls innerhalb kurzer Zeit ein aussagekraftiges Ergebnis
liefert, muss auch hier mit Ergebnisverfélschung gerechnet werden. Eine wichtige Rolle spielt
dabei das Ablesen der Ergebnisse, das visuell erfolgt und bei unklaren Ergebnissen dem
subjektiven Empfinden der jeweiligen Person unterliegt. Das Ablesen mit Hilfe eines
Photometers ist zwar mdoglich, liefert aber unter Umstanden ebenfalls kein eindeutiges
Ergebnis. Weitere Fehlerquellen kdnnen Verunreinigungen in der Probe sein, Mischkulturen,
die das Ergebnis verfalschen und in den kleinen Wells der Mikrotiterplatten nicht erkannt
werden kénnen sowie sich unter Laborbedingungen veréndernde Isolate (HUBNER et al.,
2007).

Bei der MHK-Bestimmung wurde in dieser Untersuchung jeweils eine Positiv-Kontrolle

mitgefihrt, anhand derer positive von negativen Ergebnissen einfacher unterschieden
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werden konnten. Bei nicht eindeutigen Ergebnissen wurde stets der Wert der nachst héhere
Konzentrationsstufe herangezogen, also die Stufe, die im Falle einer Behandlung sicher
wirksam gewesen ware.

HUBNER et al. (2007) haben zwei Methoden beschrieben, die eine weiterentwickelte
Kombination aus Agar-Diffusionstest und Mikrodilution darstellen, die sogenannte Mikroagar-
gussmethode und die Mikroagardilutionsmethode. Bei beiden Methoden entfallt die
Unsicherheit méglicher Mischkulturen, da diese durch den Einsatz von Agar sichtbar wéaren.
Auch ist die Mdglichkeit der Standardisierbarkeit sowie der zumindest teilweisen
Automatisierung der Methoden von Vorteil. Da aber die Durchfihrung zeitintensiv ist und
sich der Agar in den Vertiefungen der Mikrotiterplatte haufig wolbt, bieten auch diese beiden
Systeme Fehlerquellen, die es noch zu eliminieren gilt.

Vor jeder antibiotischen Behandlung sollte, sofern mdglich, eine Abklarung der
Resistenzsituation des jeweils zu behandelnden Erregern mittels Antibiogramm durchgefihrt
werden. Auf diese Weise beginnt die Behandlung zwar verzdgert, ist aber effektiver, da
direkt mit dem passenden Wirkstoff behandelt wird. Neben der Einddmmung von
Resistenzneubildungen wiirden auf diese Weise auch eventuell notwendige belastende und
kostenintensive Folgebehandlungen entfallen.

Zudem sind, im Vergleich zu dem hohen Nutzen, der Einsatz und die Kosten gerade bei der

Durchfiihrung eines Agar-Diffusionstest als gering einzustufen.

5.2.2.1 Diskussion der Ergebnisse fiir Ampicillin

Ampicillin wird in der Praxis vor allem zur Behandlung von Infektionen des Respirations- oder
Harntraktes eingesetzt (ROLINSON und GEDDES, 2007; MAESEN und DAVIES, 1979),
weshalb der prozentuale Anteil resistenter E. coli- Isolate von enteritischen Erkrankungen
geringer zu erwarten gewesen ware, als die in dieser Arbeit ermittelten Werte von 31,3 % im
Agar-Diffusionstest und 33,3 % bei der Mikrodilution.

Im Vergleich zu dieser Untersuchung waren die Anteile ampicillinresistenter E. coli- Isolate
enteritischen Ursprungs von Hunden und Katzen bei GERMAP (GERMAP, 2008) mit 14 %
und einer Arbeit von COSTA et al. (2007) mit nur 7,7 % deutlich geringer.

Ahnliche Werte wie in dieser Arbeit liefert eine Arbeit von NAM et al. (2010), in der der Anteil
resistenter E. coli aus dem Hundedarm zwischen 32,9 und 47,1 % betrug sowie eine weitere
Untersuchung, bei der 26 % der E. coli- Isolate aus Hundekot resistent reagierten
(PEDERSEN et al., 2007).
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Einen hohen Anteil ampicillinresistenter E. coli- Isolate aus der veterindrmedizinischen
Diagnostik sowie Lebensmitteln tierischer Herkunft konnte LUNKE in ihrer Untersuchung von
2004 nachweisen. Knapp 40 % der 152 getesteten Isolate zeigten sich dabei resistent.
Ebenso eine Arbeit von KLUGE und UNGEMACH (1999), bei der 62 % aller 1318
untersuchten E. coli isoliert aus Hundeblut als resistent eingestuft werden konnten. Fir

Salmonella spp. lag der Wert bei 36 % von 36 untersuchten Isolaten.

Dass Ampicillin trotz seiner relativ hoher Resistenzraten nach wie vor oft Mittel der Wahl ist,
erklaren sich KLUGE und UNGEMACH (1999) mit dem breiten Wirkspektrum bei geringer
Toxizitdt und dem geringen Preis.

5.2.2.2 Diskussion der Ergebnisse fiir Cephalothin

In einer Studie von PEDERSEN et al. (2007) lag der Anteil cephalothinresistenter E. coli-
Isolate aus Hundekot mit 4,2 % von insgesamt 449 Isolaten weit unter den hier ermittelten
Werten von 37,5 % (HHD) bzw. 64,6 % (MHK).

Andere Untersuchungen kamen zu dem Ergebnis, dass den ebenfalls aus der Gruppe der
Cephalosporine stammenden Cefalozin, Cefoxitin und Cefacetril eine bessere Wirksamkeit
zugeschrieben werden kann als Cephalothin (KNOTHE und LAUER, 1974; WERNER et al.,
1977; BIANCHI und FRONGILLO, 1980).

Cephalothin scheint somit weniger gut geeignet, um bei Infektionen mit darmstammigen

E. coli eingesetzt zu werden.

In einer Studie von BEUTLICH (2011) wurden 55 Salmonella Saintpaul-Isolate von
Truththner bzw. ihren Produkten untersucht, die bei der MHK-Bestimmung zu 75 %
unempfindlich auf eine Behandlung mit Cephalothin reagierten.

5.2.2.3 Diskussion der Ergebnisse fiir Enrofloxacin

In dieser Arbeit zeigte das Antibiotikum Enrofloxacin die beste Wirksamkeit gegenlber den
untersuchten E. coli-Isolaten mit Resistenzraten von lediglich 12,5 % im Agar-Diffusionstest
und 14,6 % in der Mikrodilution. Die Wirksamkeit gegenuber dem getesteten Salmonella-

Isolat war ebenfalls sehr gut.
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Das liegt vermutlich daran, dass Enrofloxacin seit 1983 ausschlieflich in der
Veterindrmedizin eingesetzt wird und sich Resistenzen nur sehr langsam entwickeln
(PLUMB, 1999). Damit fallt die Mdglichkeit der Resistenziibertragung zwischen Tier und
Mensch weg. Ein weiterer Vorteil dieses Antibiotikums sind die geringen MHK-Werte, bei

denen es bereits wirksam ist.

Auch in den Untersuchungen fir GERMAP 2008 (GERMAP, 2008) schnitt Enrofloxacin bei
der Uberpriifung der Resistenzsituation von E. coli-Isolaten bei enteritischen Erkrankungen
von Hunden und Katzen mit der besten Wirksamkeit ab.

In einer danischen Untersuchung (PEDERSEN et al., 2007) zeigte sich keines der insgesamt

449 E. coli- Isolate aus Hundekot gegenuber einer Behandlung mit Enrofloxacin resistent.

Allerdings sollten Hunde auf Grund mdglicher schwerer Schadigungen der Knorpel in der
Wachstumsphase (12 bis 18 Monate, je nach Rasse) nicht mit Enrofloxacin behandelt
werden. Dasselbe gilt fiir trachtige Tiere und solche mit ausgepragter Niereninsuffizienz
(KROKER, 2003; PLUMB, 1999).

5.2.2.4 Diskussion der Ergebnisse fiir Sulfamethoxazol

Gegenliber dem Antibiotikum Sulfamethoxazol war der Anteil resistenter E. coli-Isolate mit
90,9 % (HHD) bzw. 100% (MHK) in dieser Untersuchung am héchsten.

Eine Erklarung fir dieses Ergebnis konnte die Tatsache sein, dass Sulfamethoxazol nur
noch selten alleine, sondern nahezu immer in Kombination mit Trimethoprim eingesetzt wird.
Die Resistenzentwicklung ist bei dem kombinierten Produkt deutlich verlangsamt (PLUMB,
1999). Nichtdestotrotz hat sich die Resistenzrate von Salmonella Thyphimurium in den
Jahren von 1998 bis 2008 in der Humanmedizin mehr als verdreifacht (TIETZE, 2008).

Vorrausgegangene Untersuchungen belegen die gehauft auftretenden Resistenzen von
E. coli- Stammen bei Hunden. Auch die Studie von PEDERSEN et al. (2007) konnte von
insgesamt 449 untersuchten E. coli-Isolaten 27,6 % als resistent bewerten.

Bei Antibiotika mit bekanntermalRen hohen Resistenzraten, ist zur Abklarung der
Resistenzsituation die Durchfiihrung eines Antibiogramms vor der Behandlung angeraten
(KROKER, 2003).
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5.2.2.5 Diskussion der Ergebnisse fur Tetracyclin

Im Agar-Diffusionstest reagierten 25,0 % der untersuchten E. coli-Isolate unempfindlich auf
die Behandlung mit Tetracyclin und 27,1 % bei der Mikrodilution.

Trotz der geringen Anzahl der in dieser Arbeit untersuchten Isolate sind die Werte fir
Tetracyclin mit anderen Studien vergleichbar, obwohl nicht alle Untersuchungen mit Isolaten
aus Hundekot gearbeitet haben (COSTA et al., 2007; GOZALAN, 2004; LUNKE, 2004,
GERMAP, 2008).

In einer koreanischen Studie (NAM et al., 2010), in der 628 E. coli-Isolate von Hunden auf
ihre Resistenzsituation hin Uberprift wurden, zeigten sich Uber 50 % der Isolate resistent
gegenuber Tetracyclin.

In der Untersuchung von GERMAP (2008) zeigte der Wirkstoff mit 18 % bei 100
untersuchten Isolaten die hdchste Rate resistenter E. coli bei enteritischen Erkrankungen bei
Hunden, wahrend Tetracyclin in der vorliegenden Untersuchung hinter Enrofloxacin auf Platz
zwei der wirksamst