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1 Einleitung und Zielsetzung

Mastitiden flhren auf Milchviehbetrieben zu hohen wirtschattlichen Verlusten. Nach dem
Rickgang von Mastitiden, die durch kuhassoziierte Erreger verursacht werden, kommt
umweltassoziierten Erregern eine zunehmende Bedeutung zu.

Im Rahmen dieser Studie sollen die Effekte des Zusatzes des Stallhygienepulvers FINK -
PediSept Bed auf die Entwicklung der Gesamtkeimzahl sowie umweltassoziierter
Mastitiserreger (asculin-positive Streptokokken, coliforme Keime, Escherichia col) in
organischen Einstreumaterialien in vitro untersucht werden.

Im zweiten Teil der Arbeit soll in einer Feldstudie der Effekt eines FINK - PediSept Bed-
Zusatzes zur Einstreu auf die Besiedlung der Zitzenhaut und des Zitzenkanals mit
umweltassoziierten Keimen (asculin-positive Streptokeokken, coliforme Keime, Escherichia

colfy sowie mit dem kuhassoziierten Erreger Staphylococcus aureus untersucht werden.

Der Bericht des Versuches ,Zum Einfluss von FINK - PediSept Dry als Trockenklauenbad fir
Milchkilhe auf die Lahmheitsentwicklung — ein Feldversuch® ist unter dem Gliederungspunkt
6 aufgefuhrt,

2 Stand des Wissens

Die Mastitis des Rindes ist eine entzindliche Reaktion der Milchdriise mit infektidser,
traumatischer oder toxischer Ursache (IDF, 1987).

Wichtige Mastitis verursachende Mikroorganismen sind koagulase-negative Staphylokokken,
die umweltassoziierten Erreger Streptococcus uberis, Escherichia coli und Klebsiella spp.
sowie der kuhassoziierte Erreger Staphylococcus aureus (Krémker, 2006). In Deutschland
wird der dkonomische Verlust durch Mastitiden auf jahrlich ca. 1,4 Milliarden Euro geschatzt
(DVG, 2002; Krémker, 2006).

2.1 Entstehung von Mastitiden und Bedeutung des Zitzenkanals

Die meisten Mastitiserreger gelangen exogen, also von aulen durch den Zitzenkanal, in die
Milchdrise. Eine Verbreitung kuhassoziierter Erreger ist iberwiegend an den Milchentzug
mit seinen Vekioren (Zitzengummi, Melkerhénde, Melktlicher, etc.) gebunden.
Demgegenuber findet die Ubertragung umweltassoziierter Erreger, die im Umfeld des



Milchviehs zu finden sind (z.B. in Einstreumaterialien), vor allem in der Zwischenmelkzeit
statt (DVG, 2002).

2.2 Bedeutung des Zitzenkanals und der Zitzenkanalflora

Nach den Ausfithrungen der DVG (2002) dringen die Erreger wihrend oder auRerhalb des
Milchentzugs in den Zitzenkanal und von dort proximal in die Zitzenzisterne ein, so dass vor
allem bei Kontaminationen der distalen Zitzenkanal6ffnung ein hohes Invasionsrisiko
besteht. Der Infektionsweg ist bislang jedoch weitgehend ungeklart. Im Zitzenkanal sind bis
zu 10° Bakterienzellen nachzuweisen (Williams und Mein, 1985). Einige Autoren konnten
eine Besiedlung des Zitzenkanals laktierender Tiere mit Mastitiserregern feststellen (u. a.
Williams und Mein, 1985; Du Preez, 1985; Gill et al., 2006). Vor allem kuhassoziierte Erreger
wie beispielsweise Staphylocoocus aureus bilden Populationen im Zitzenkanal, die bis zu
mehr als drei Monate persistieren kénnen (Bu Preez, 1985). Der umweltassoziierte Erreger
Streptococcus uberis dagegen scheint Zitzendffnungen und Zitzenkanile laktierender Tiere
nicht zu besiedeln (Bramley, 1984). Escherichia coli bildet nur kurzfristig Populationen im
Bereich der Zitzenspitze (Jasper und Dellinger, 1875).

Durch besiedelte Zitzenkanale kénnen Schéadigungen des Drilsengewebes durch Toxine
sowie Mastitiden verursacht werden (Du Preez, 1985).

2.3  Erregerentwickiung in crganischen Einstreumaterialien

Bey et al. (2002) konnten aufzeigen, dass Stroh aufgrund des hohen Nahrstofigehaltes und
des Fehlens hemmender Substanzen das bakterielle Wachstum unterstitzt. Zwar hatten
Stroh und Sdgemehl einen Ausgangskeimgehalt von 9,3 x 10% KbE/g, nach der Inkubation
fir 24 Stunden ohne Kontamination stieg jedoch die Keimdichte im Stroh um den Faktor
50.000 und im Sagemehl um den Faktor 1,3 an. Auch Zehner et al. {1986) steliten bei der
gezielten Beimpfung organischer Einstreumaterialien mit Escherichia coli, Streptococcus
uberis und Klebsiella pneumoniae ein starkes Keimwachstum in Stroh fest.

Ségemehl und Sigespane férdern nach Kloppert et al. (2005) besonders im Sommer die
Vermehrung von Klebsiellen. Nach Zdanowicz et al. (2004) erreicht die Keimdichte coliformer
Keime in Sagemehl am zweiten Benutzungstag ihr Maximum.

Nach Hughes (1999) kénnen weder Escherichia coli nach Streptococcus uberis bei pH-
Werten von {iber 9,5 wachsen. '



2.4 Einfluss der Einstreu auf die Zitzenhautbesiedlung

Die Hygiene im Umfeld der Milchkilhe sowie die Sauberkeit der Tiere haben einen
wesentlichen Einfluss auf die Milchqualitat und das Mastitisrisiko (Magnusson et al., 2008},
Eine niedrige Keimdichte auf der Zitze steht in enger Beziehung zu einer verminderten
Inzidenz von Umweltmastitiden (Bey et al., 2002).

In den Sommermonaten ist die Keimdichte coliformer Keime in der Einstreu signifikant
erhéht, so dass auch von einem héheren Keimdruck auf die Zitzenspitze auszugehen ist
(Smith et al., 1985). Zadoks et al. (2001) schiussfolgern aus ihren Ergebnissen, dass
Einstreu und Einstreumanagement bei der Entstehung von Streptococcus uberis-Mastitiden
eine wichtige Rolle einnehmen kénnen.

Hogan et al. (1990) ermitteiten fir den Zusammenhang zwischen der Keimdichte auf der
Zitzenspitze und in Altpapier, Holzspénen und pelietierten Maiskalben als Einstreu Pearson's
Korrelationskoeffizienten fur gram-negative Keime von 0,23 (P<0,24), fur coliforme Keime
von 0,45 (P<0,02), fur Kilebsiella spp. von 0,45 (P<0,02), fir Streptokokken von 0,61
(P<0,001) und fur Staphylokokken von 0,85 (P<0,0001). Zdanowicz et al. (2004) errechneten
fir den Zusammenhang zwischen den Keimdichten der Einstreu und auf der Zitzenspitze fur
coliforme Keime, Kiebsielfa spp. und Streptokokken Korrelationskoeffizienten von 0.47, 0,69
bzw. 0,60 (P < 0,001) bei Verwendung von Sagespinen als Einstreumaterial. Fur Sand
wurden Korrelationskoeffizienten von 0,35 (P < 0,05) fur coliforme Keime und 0.40 (P < 0,05)
flr Klebsiella spp. ermittelt. Der Korrelationskoeffizient fur Streptokokken lag bei 0,28 (P =
0,06). Aus zusammengeflgten Daten berechneten Hogan et al. {1999)
Korrelationskoeffizienten zwischen der Keimdichte in der Einstreu und der Keimdichte an
den Zitzenspitzen von 0,44 fur gram-negative Bakterien, von 0,38 fir coliforme Keime, von
0,95 fur Klebsielfa spp. und von 0,35 filr Streptokokken. Eine antibakterielle Wirkung war auf
den pH-Wert der Einstreumaterialien zurlickzufiihren. Nach Hogan und Smith (1997)
reduziert die Zugabe von Kalk die Keimdichten der Umwelterreger in S#gespénen,
verglichen mit unbehandelten S#gespanen, fur einen Tag signifikant. Die Hemmwirkung
scheint auf den Anstieg des pH-Wertes zuriickzufiihren zu sein.

Nach Matthews et al. (1988) ist zur Kontrolle von Umweltmastitiden eine Reduzierung der
Kontaminationsméglichkeiten der Zitzen mit umweltassoziierten Erregern anzustreben.
Williams und Mein (1985) empfehlen, die Keimdichte im Bereich der Zitze mdglichst gering
zu halten.



2.5 Mikrobiologische Grenzwerte fiir Einstreumaterialien

Verschiedene Autoren geben Grenzwerte der Keimzahlen fiir Einstreumaterialien an {Tabelle
1). Die Uberschreitung dieser Grenzwerte im Kontaktbereich zwischen Einstreu und Zitze

kann mit einem erhohten Mastitisrisiko einhergehen.

Tabelle 1: Mikrobiologische Grenzwerte fir verschiedene Einstreumaterialien und
Erregergruppen
Einstreumaterial Parameter / Grenzwert Referenz
Erregergruppe
Gesamtkeimzahl >10° KbE/g Bey et al, (2002)
Coliforme >10° KbE/g Bramiey (1974)
Streptococcus uberis >10° KbE/g Bramley {1982}, Bramley et

al. (1978)

Stroh Gesamtkeimzahl >700%10° KbE/g Krémker (2005)
Stroh Hefen >3,5*10° KbE/g Krémker (2005)
Stroh Coliforme >10° KbE/g Krémker und  Grabowski
(2002)
Sagespane Gesamtkeimzahl >10° KbE/g Krémker (2005)
Coliforme >10° KbE/g
Coliforme 10° KbE/g Kristula et al. (20086)
Sand Kiebsielia spp. < 10° KbE/g Munoz et al. {2008)

3 Material und Methoden

3.1  invitro Versuche

3.1.1 Einstreumaterialien

Als Basis fur die Herstellung von Einstreumischungen im Rahmen der in vitro Versuche
dienen die organischen Einstreumaterialien Weizenstroh und Sdgespéane. Einem
Gewichtsanteil des organischen Einstreumaterials wird ein Gewichtsanteil FINK - PediSept

Bed zugesetzt (1:1 wiw). Zusatzlich wird die Erregerentwickiung in den ausgewdhlten



Einstreumaterialien ohne FINK - PediSept Bed-Zusatz sowie in reinem FINK - PediSept Bed
untersucht.

3.1.2 Kontamination der Einstreumischungen

Um Feldbedingungen zu simulieren, werden jeweils 20 g des Spane/FINK - PediSept
Bedgemisches und des Weizenstroh/FINK - PediSept Bedgemisches sowie jeweils 10 g
Spane, Weizenstroh oder FINK - PediSept Bed taglich mit 1,5 ml Gille und 1 ml Magermilch
(H-Milch) kontaminiert. Jeder Versuch wird in funf Ansatzen durchgefuhrt.

Zur Vorbereitung der Giille werden grobe Partikel wie Einstreu- und Futterreste entfernt. Die
verwendete Gulle weist mesophile, aerobe Gesamtkeimzahlen von 1,98-2.87 x 10° KbE/g
und Keimdichten coliformer Keime von 1,17-1,29 x 10°% KbE/g sowie asculin-positiver
Streptokokken von 2,09-2,34 x 10% KbE/g auf.

3.1.3 Mikrobiologische Untersuchungen und pH-Wert-Bestimmung

3.1.3.1 Probenvorbereitung und pH-Wert-Bestimmung

Fir die Bestimmung des pH-Wertes sowie die mikrobiologische Untersuchung werden vor
der ersten Kontamination (T'ag 0) sowie am ersten, zweiten, vierten und siebten Tag nach
Versuchsbeginn 1 ¢ des Einstreumaterials bzw. des entsprechenden Gemisches den
Versuchsansétzen entnommen und in 99 mi destilliertem Wasser eingewogen. Das Gemisch
wird mit einem Beutelwalkmischer (Easy Mix, AES Laboratoire) fur 1 Minute homogenisiert,
um anschlieRend mikrobiologisch untersucht zu werden. Der pH-Wert der Suspension wird
abschlielend bestimmt.

3.1.3.2 Mesophile, aerobe Gesamtkeimzaht

Plate-Count-Agar (Merck) dient der Bestimmung der Gesamtkeimzahl im Gussverfahren.
Inkubiert werden die Platten bei 30 °C fur drei Tage.



3.1.3.3 Asculin-positive Streptokokken

Die Gruppe der asculin-positiven Streptokokken umfasst Streptococcus uberis und
Enterokokken.

Asculin-positive Streptokokken werden mit Kanamycin-Asculin-Azid(KAA)-Agar (Profos)
nachgewiesen. Beimpft wird im Oberflachenverfahren. Die Inkubation findet bei 37 °C fiir 24
Stunden statt.

3.1.3.4 Coliforme Keime und Escherichia coli

Zum Nachweis coliformer Keime und Escherichia coli wird ChromoCult Coliformen Agar
(Merck) im Gussverfahren verwendet. Nach der Inkubation bei 37 °C fur 24 Stunden werden
rosa-rote Kolonien als coliforme Keime und blau-violette Kolonien als Escherichia coli
angesprochen.

3.1.3.5 Auswertung und Berechnung der Keimdichte

Fur die Berechnung der Keimdichte werden nur Platten herangezogen, auf denen nach der
Inkubation zwischen zehn und 300 verdéchtige Kolonien nachzuweisen sind, Das gewichtete
arithmetische Mittel wird berechnet und das Ergebnis als KbE/g (KbE: koloniebildende
Einheiten) angegeben.

3.2 Feldstudie (in vivo Versuche)

3.2.1 Versuchsbetrieb und Versuchsdesign

In einem Milchviehbetrieb mit 145 Kihen (10.028 kg FECM, 220.000 Zellen/ml HSM im
Jahresanfang 2009) wurden 10 eutergesunde Kilhe (Zellgehalt < 100.000 Zellen/ml,
bakteriologisch auf allen Eutervierteln negativ) im Zeitraum von April bis Mai 2009 beprobt.
Die Versuchstiere wurden in zwei Gruppen mit gleichem Einstreu- und
Stallhygienemanagement und gleicher Futterration gehalten. Zum Versuchsbeginn wurden
alle Boxen (baugleich, halbhohe Tiefboxen — Einstreuhthe ca. 10 cm) frisch mit



Einstreumaterial (industriefle Sagespéne aus Nadelhdlzern, Keimbelastung als Frischprodukt
2,8 x 10° KbE/g (mesophile aerobe Gesamtkeimzahl), weniger als 10 KbE/g coliforme Keime
oder asculinspaltende Streptokokken) beschickt. Der Boxenaufbau in Gruppe 1 erfolgte so,
dass die mit Spénen befiliten Boxen zu Beginn mit 2 x 100 g/gm FINK - PediSept Bed
Uberstreut wurden. Danach wurden taglich einmat 30 g/qm FINK - PediSept Bed erganzt (bis
zum Ende der dritten Woche) und die Boxen der Gruppe 2 wurden nur mit Spéanen befilllt.
Nach drei Wochen werden die Boxen komplett entleert und es erfolgt ein Neuaufbau mit
Wechsel der beiden Gruppen. Die Kihe, die zuvor auf einer mit FINK - PediSept Bed
behandelten Einstreu gehalten wurden, wechseln nach drei Wochen auf eine unbehandelte
Einstreu und die zuvor auf eine unbehandelte Einstreu gebetteten Kihe auf eine mit FINK -
PediSept Bed behandelte Einstreu.

3.2.2 Mikrobiologische Untersuchungen der Zitzenhaut und des Zitzenkanals

3.2.2.1 Probenahme und Probenvorbereitung

Tupferproben der Zitzenhaut und des Zitzenkanals werden am Ende der 1., 2., 3. und am
Ende der 5., 6. und 7. Woche mit Hilfe der modifizierten Nass-Trocken-Tupfertechnik nach
DIN 10113-1 1997-07 in der Anwendung nach Schétt (1993) jeweils an den vorderen
rechten und hinteren linken Eutervierteln der Versuchskilhe gewonnen. Die Proben zur
Untersuchung der Zitzenhautbesiedlung werden vor dem Melken und die Proben zur

Untersuchung der Zitzenkanalbesiedlung nach dem Melken entnommen.

Far die Untersuchung der mikrobiellen Besiedlung der Zitzenhaut werden zeitlich zwischen
der Zitzenreinigung und dem Melken ein mit % starker Ringerlésung befeuchteter Tupfer und
anschlieRend ein trockener Tupfer um 360 ° jeweils einmal um die Zitzendffnung
herumgefihrt. Beide Tupfer werden zusammen in 2 ml % starke Ringerldsung Uberfiihrt und
bis zur Untersuchung kuhl (ca. 5 °C) gelagert.

Nach dem Milchentzug wird ein befeuchteter Tupfer 5 mm tief in den Zitzenkanal eingeflhrt
und einmal um 360 ° gedreht. Analog wird mit dem trockenen Tupfer verfahren. Beide Tupfer
werden, wie auch bei der Untersuchung der Besiedlung der Zitzenhaut, in Ringeriésung
Uberfahrt und kahl gelagert.

Vor der mikrobiologischen Untersuchung wird die Ringerldsung mit den Tupferproben fur 20
Sekunden intensiv mit einem Vortex aufgeschittelt. Die Lésung wird fir die weiteren
mikrobiologischen Untersuchungen herangezogen.



3222 Mikrobiologische Untersuchungen, Auswertung und Berechnung der Keimdichte

Der Nachweis des kuhassoziierten Erregers Staphylococcus aureus erfolgt auf Baird-Parker-
Agar (Merck} mit Eigelb-Tellurit-Zusatz (Oxoid) nach einer Inkubation bei 37 °C fiir 24 bis 48
Stunden. Prasumtive Staphylococcus aureus werden mit EDTA-Kaninchenplasma (Merck)
auf thre Koagulaseaktivitat untersucht.

Die mikrobiologischen Untersuchungen der mesophilen, aeroben Gesamtkeimzahl, der
Keimdichte dsculin-positiver Streptokokken sowie coliformer Keime und Escherichia coli und
die anschlieRende Auswertung werden analog der Gliederungspunkte 3.1.3.2, 3.1.3.3,
3.1.3.4 und 3.1.3.5 ausgefuhrt. Der ChromoCult Coliformen Agar wird fur die Untersuchung
der Zitzenhaut- und Zitzenkanalbesiedlung jedoch davon abweichend im
Oberflachenverfahren beimpft. Aufgrund der Untersuchung der Lésung, in der die Tupfer
gelagert werden, werden die Ergebnisse mit der Einheit KbE/ml aufgefiihrt.

3.3 Statistische Auswertung

Far Keimdichten und pH-Werte wurden Maxima, Minima und Mediane ermittelt Die
statistischen Auswertungen zur Uberpriifung der Wirksamkeit des FINK - PediSept Bed-
Zusatzes zu organischen Einstreumaterialien wurden mit der Software SPSS 13.0
durchgeflhrt.

Dazu wird zu den ermitteiten Keimzahlen der untersuchten Keimgruppen aus den in vitro und
in vivo Versuchen jeweils der Wert 2 addiert. Anschlieffend werden die Werte dekadisch
logarithmiert, um eine Normalverteilung zu erhalten. Der Effekt von FINK - PediSept Bed
wird mit Hilfe multivariater Varianzanalysen mit Messwertwiederholung (Faktoren: Einstreu,
Tier, Tier x Einstreu) sowie des Chi-Quadrat-Testes berechnet.

4 Ergebnisse

Die in vivo und in vitro ermittelten Keimzahlen und pH-Werte werden unter 8 Anhang
aufgeflihrt.

4.1 in vitro Versuche
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4.1.1 Asculin-positive Streptokokken

Am ersten Untersuchungstag konnten keine asculin-positiven Streptokokken in Weizenstroh
ohne und mit Zusatz von FINK - PediSept Bed nachgewiesen werden. In beiden
Versuchsreihen wurde ein Peak am vierten Versuchstag mit einem Median von 2,35 x 10°
KbE/g fur die Ansatze ohne FINK - PediSept Bed und von 1,65 x 10° KbE/g fur die Ansétze
mit FINK - PediSept Bed beobachtet, Fur den siebten Untersuchungstag konnten ohne FINK
- PediSept Bed-Zusatz ein Median von 1,00 x 10° KbE/g und mit FINK - PediSept Bed-
Zusatz ein Median von 2,00 x 10? KbE/g ermittelt werden (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Keimdichten (Mediane) fir dsculin-positive Streptokokken in den untersuchten
Einstreumaterial-Gemischen mit Weizenstroh als Basis
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Abbildung 2: Keimdichten (Mediane) fur &sculin-positive Streptokokken in den untersuchten
Einstreumaterial-Gemischen mit Sigespanen als Basis

Auch in Sagespdnen waren zu Versuchsbeginn keine &sculin-positiven Streptokokken
nachweisbar. Ohne Zusatz von FINK - PediSept Bed konnte in der Einstreu am zweiten
Untersuchungstag eine Keimdichte von im Median 4,55 * 10" KbE/g ermittelt werden. Mit
FINK - PediSept Bed-Zusatz waren fur diesen Untersuchungszeitpunkt im Median keine
asculin-positiven Streptokokken nachzuweisen. Die Keimdichte beider Versuchsreihen lag zu
Versuchsende bei im Median 1,70 x 10? KbE/g ohne bzw. bei 1,00 x 102 KbE/g mit FINK -
PediSept Bed-Zusatz (Abbildung 2).

In reinem FINK - PediSept Bed als Einstreumaterial lag die Keimdichte asculin-positiver
Streptokokken im Median bei 0,00 x 10° KbE/g fur alle Untersuchungszeitpunkte.

4.1.2 Coliforme Keime

Vor der ersten Kontamination mit Giille und Milch lagen die Keimdichten coliformer Keime im
Median bei 1,45 x 10° KbE/g fir die Weizenstroh-Ansatze ohne FINK - PediSept Bed-Zusatz
und bei 5,93 x 10* KbE/g fur die Ansdtze mit FINK - PediSept Bed-Zusatz. Wahrend des
Versuchszeitraumes war in beiden Versuchsreihen eine Anstieg der Keimdichten im Median
auf 3,04 x 10° KbE/g (ohne FINK - PediSept Bed-Zusatz) bzw. 1,42 x 10° KbE/g (mit FINK -
PediSept Bed-Zusatz) zu verzeichnen (Abbildung 3).

Fir die Ansédtze mit Sagespanen konnten ohne FINK - PediSept Bed-Zusatz Keimdichten
von im Median 1,36 x 10* KbE/g zu Versuchsbeginn und von 9,90 x 10° KbE/g am

12



Versuchsende ermittelt werden. Bei Anwendung von FINK - PediSept Bed konnten zu den
ersten drei Untersuchungszeitpunkten keine coliformen Keime nachgewiesen werden. Am

vierten und siebten Untersuchungstag lagen die Keimdichten im Median bei 1,25 x 10? KbE/g
bzw. 3,25 x 10° KbE/g (Abbiidung 4).
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~—— Waizenstroh, mit Fink

3,00E+05
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0.00E+00

Untersuchungszaitpunkt [d]

Abbildung 3: Keimdichten (Mediane)  fur coliforme Keime in den untersuchten
Einstreumaterial-Gemischen mit Weizenstroh als Basis
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Abbildung 4. Keimdichten (Mediane) fur coliforme Keime in den untersuchten
Einstreumaterial-Gemischen mit Sdgespanen als Basis
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in reinem FINK - PediSept Bed war eine Zunahme der Keimdichte coliformer Keime von im

Median 0,00 KbE/g zu Versuchsbeginn auf 5,00 x 10° KbE/g am letzten Untersuchungstag
zu verzeichnen {Abbildung 5}.
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Abbildung 5: Keimdichten (Mediane) firr coliforme Keime in reinem FINK - PediSept Bed

4.1.3 Escherichia coli

Escherichia coli war in den Versuchsanséatzen mit Sigespanen als Einstreumaterial sowohi
ohne als auch mit FINK - PediSept Bed-Zusatz bis zum zweiten Untersuchungstag nicht
nachzuweisen. Am vierten und siebten Untersuchungstag lagen die Keimdichten ohne FINK
- PediSept Bed-Zusatz im Median bei 2,90 x 10° KbE/g bzw. 1,55 x 10° KbE/g. Bei Einsatz

von FINK - PediSept Bed wurden dagegen Keimdichten von 9,50 x 10’ KbE/g bzw. 1,60 x
10? KbE/g emmittelt (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Keimdichten (Mediane) fir Escherichia coli in Sagespinen ohne und mit Zusatz
von FINK - PediSept Bed

4.1.4 Gesamtkeimzahl

Die aerobe, mesophile Gesamtkeimzahl lag im Median fur die beiden Versuchsreihen mit
Weizenstroh als Einstreurnaterial zu Versuchsbeginn bei 1,39 x 10° KbE/g ohne und bei 1,18
x 10° KbE/g mit FINK - PediSept Bed-Zusatz. Fir den letzten Untersuchungstag wurden
Keimdichten von im Median 9,64 x 10° KbE/g (ohne FINK - PediSept Bed) bzw. 7,55 x 10°
KbE/g (mit FINK - PediSept Bed) bestimmt (Abbildung 7).

Sagespane wigsen ohne FINK - PediSept Bed-Zusatz eine Gesamtkeimzahl von im Median
3,01 x 10’ KbE/g zu Versuchsbeginn und von 2,76 x 107 KbE/g am Versuchsende auf. Mit
FINK - PediSept Bed-Zusatz lagen die Werte im Median bei 4,35 x 10° KbE/g vor der ersten
Kontamination und bei 6,60 x 10* KbE/g am Versuchsende (Abbildung 8).

In reinem FINK - PediSept Bed stieg der Gesamtkeimzahi von anfanglich 0,00 x 10° KbE/g
auf 1,26 x 10* KbE/g am Versuchsende (Abbildung 9).
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16



1.40E+04 -

1,20E+04

1,00E+04 A

8.00E+03

5,00E+03

dichts im Median [KbE/g)

I

4,00E+03

Ka

2,00E+03 1

0.GOE+00

Untargrchungszeitpunkt [d]

Abbildung 9: Gesamtkeimzahlen (Mediane) in reinem FINK - PediSept Bed

4,15 pH-Were

Ohne FINK - PediSept Bed-Zusatz lagen die pH-Werte des Weizenstrohs wihrend des
Versuchszeitraum im Median zwischen 7,46 und 8,46. Die héchsten Werte im Median waren
vor allem an den letzten beiden Untersuchungstagen mit 8,46 bzw. 8,44 festzustellen.
Dagegen waren die pH-Werte bei Einsatz von FINK - PediSept Bed im Median mit 8,96 bis
9,45 lsicht erhdht (Abbildung 10).

Fur die Versuchssysteme mit S&gespanen waren ohne FINK - PediSept Bed-Zusatz pH-
Werte von im Median 580 vor der ersten Kontamination und 7,12 am letzten
Untersuchungstag festzustellen. Am zweiten Untersuchungstag lag der pH-Wert im Median
bei 8,01. Demgegenlber wies das System mit FINK - PediSept Bed-Zusatz im Median pH-

Werte von 12,42 zu Versuchsbeginn und 11,02 am letzten Untersuchungszeitpunkt auf
(Abbildung 11).

Der pH-Wert des reines FINK - PediSept Beds sank wihrend des Versuchszeitraumes von
im Median 12,60 auf 11,20 (Abbildung 12).
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Abbildung 12: pH-Werte (Mediane) von FINK - PediSept Bed

4.2 Statistische Auswertung der in vitro Versuche

4.2.1 Effekt von FINK - PediSept Bed auf die Keimdichte

Der Zusatz von FINK - PediSept Bed zu Sé&gespanen als Einstreumaterial senkt die

Gesamtkeimzahl sowie die Anzahl von Escherichia coli und coliformen Keimen
signifikant (P<0,001).

4.2.2 Effekte von FINK - PediSept Bed auf den pH-Wert

Durch den Zusatz von FINK - PediSept Bed kommt es zu signifikanten Unterschieden

zwischen Einstreumaterialien (Material, pH-Mittelwert) und den mit FINK - PediSept Bed
versetzten Einstreumaterialien (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Mittlere pH-Werte der untersuchten Einstreumaterialien

Einstreumaterial pH-Wert

Weizenstroh 8,2°
Weizenstroh/FINK - PediSept Bed-Gemisch 9,2°
(1:1 wiw)

Sagespane 7,3°
Sagespane/FINK - PediSept Bed-Gemisch 11,9°
(1:1 wiw)

FINK - PediSept Bed 12,0°

- unterschiedliche Buchstaben weisen auf signifikante Unterschiede innerhalb einer

Tabellenspaite hin

4.3 Feldstudie (in vivo Versuche)

Die im Rahmen der Feldstudie ermittelten Keimgehalte auf der Zitzenhaut und in den
Zitzenkanélen sind in den Tabelle 8 und Tabelle 9 im Anhang dargestellt. Die Mediane
werden in Tabelle 3 und Tabelle 4 aufgefihrt. Die Ergebnisse der 1. Versuchswoche sind fir
die Auswertung nicht herangezogen worden, um eine Verfalschung der Ergebnisse durch
methodische Ungenauigkeiten der Untersucher auszuschlieRen, Tabelle 5 gibt die Haufigkeit
positiver bakteriologischer Befunde in Abhéngigkeit von der Einstreu und der untersuchten
Keimgruppe wieder. Ein die mikrobiologische Belastung senkendes Einstreupraparat kann
neben der generellen Verminderung der Keimzahl am Untersuchungsort auch noch Einfluss

auf die Anzahl positiver Nachweise nehmen.
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Tabelle 3: Mediane der Keimdichten auf der Zitzenhaut nach Versuchswoche,

2 2 S0E+Q0 0,00E+00 8, 75E+01 1,03E+02] 0.00E+00 0,00E+00 3,50E+N 1,20E+02) 3,4BE+03 1,15E+04
3 2,50E+00)| 0, 00E+00 4.00E+01 0,00E+00 0.00E+0D 0.00E+00 7. 50£+00 1,75E+01 5,60E+02 4,85E+02
5 0,00E+00] 0. 00E-+00 0,00E+00 2, 50E+01 0,00E+00 2.50E+00 1,00E+01 0,00E-+H00) TABEHD 1.03E+03)
8 0,00E+00 0.00E+00 Q,00E+00 5.00E+00 0,00E+0Q 0.00E-+00) 0,00E+00 C,00E+00) 3,40E+02 3,25E+02
7 0,00E+00 0.00E+00 0,00E+00 G,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00| 0,G0E+00 2.26E+03 6,85E+04

Tabelle 4: Mediane der Keimdichten im Zitzenkanal nach Versuchswoche,
Keimgruppen und Einstreumaterial

iy
i
!:miM' |

iz
2 0.00E+C0 0,00E+Q0 1,.50E+01 1.50E+01 0,00E+00 0,00E+00: 1,52E+02 1.10E+02
3 0,00E+00 0.00E+00 0,C0E+00 0,00£+00) 0,00E+00 0,00E+00 3,00&+01 §,00E+00
5 0,00E+00: 0,00E+Q0)] 0,00E+00 1.00E+01 0,00E+00 0,00E+00 2,50E+00 2,38E+01
8 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 1,00E+01 0,00E+00, 5,00E+00 1,25E+01 1,75E+01
7 0,00E+00, 8.B8E+02 3,50E+01 1.91E+04 0.00E+00 0,00E+00 ¢,00E+00 0,00E+00
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Tabelle 5: Anzaht und prozentualer Anteil positiver Befunde der Zitzenhaut und des
Zitzenkanals nach Keimgruppen und Behandiungsgruppe (mit und ohne FINK - PediSept
Bed-Zusatz)

Zitzenhaut- Zitzenkanal- Zitzenhaut- Zitzenkanal-
besiedlung, mit|besiedlung, mit|besiedlung, ohne |besiedlung, ohne
FINK - PediSept |FINK - PediSept|FINK - PediSept|FINK - PediSept
Bed Bed Bed Bed
Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl
positiver | % positiver | % positiver | % positiver | %
Befunde Befunde Befunde Befunde
Asculin-positive
_ 12 24.0% |10 20,0% |13 26,0% (17 34,0%
Streptokokken
Escherichia coli |4 80% |[5° 10,0% |9 18,0% [16° 32,0%
Coliforme Keime |27 54,0% [19° 38,0% |26 52,0% |29° 58,0%
Prasumtive
Staphylococeus 20 40,0% |32 64,0% [25 50,0% |32 64,0%
aureus
100.C
Gesamtkeimzahl 50 100,0% 0,0% 50 % 0,0%
(¢]
Bakteriologisch 100,0
N 50 100,0% |41 §2,0% |50 43 86,0%
positiv %

b Unterschiedliche hochgestellte Buchstaben weisen zwischen den Vergleichsgruppen auf
signifikante Unterschiede hin (Chi-Quadrat-Test, P < 0,05)

4.3.1 Statistische Auswertung der in vivo Versuche

Der Vergleich der Keimzahlen von &sculin-positiven Streptokokken, préasumtiven
Staphylococcus aureus, coliformen Keimen, Escherichia coli und der mesophilen
Gesamtkeimzahl auf der Zitzenhaut und im Zitzenkana! von Kihen, die in einem
randomisierten Blockdesign entweder ohne oder mit FINK - PediSept Bed in der Einstreu
gehalten wurden, ergab, dass FINK - PediSept Bed in der eingesetzten Konzentration keinen
signifikanten Einfluss auf die Haut- und Zitzenkanalbesiedelung aufwies. Im Rahmen dieser
Analyse konnte lediglich ein tierindividueller Einfluss auf die Besiedlungsdichte der
Zitzenhaut und des Zitzenkanals nachgewiesen werden.
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Unter FINK - PediSept Bed-Einsatz konnten signifikant seltener positive Nachweise von
Escherichia coli (Chi Quadrat Test P<0,05) und coliformen Keimen (Chi Quadrat Test
P<0,01) in Zitzenkanalen festgestellt werden.

5 Diskussion und Schlussfolgerungen fiir die Praxis

Die in vitro Versuche haben deutlich gemacht, dass durch den Zusatz von FINK - PediSept
Bed zur Einstreu unter den Versuchsbedingungen eine pH-Verschiebung des
Einstreumaterials stattgefunden hat, die das Wachstum von mastitisrelevanten
Mikroorganismen mafgeblich einschrénkt. Weiterhin hat der Zusatz von FINK - PediSept
Bed bewirkt, dass die in der Literatur als Risiko bewerteten Schwellenwerte der Anzahl von
Mastitiserregern Uberwiegend nicht erreicht wurden (Bramley et al., 1978; Bramley, 1982;
Kromker und Grabowski 2002; Krémker 2005),

Die Gesamtkeimzahlen lagen in Weizenstroh ohne und mit FINK - PediSept Bed-Zusatz bei
uber 10° KbE/g. Fur Sagespéne ohne FINK - PediSept Bed-Zusatz wurden Werte von 107
KbE/g bestimmt. Damit werden die Grenzwerte von 10° KbE/g (Bey et al., 2002; Krémker,
2005) bzw. 700 x 10° KbE/g fur Stroh (Kromker, 2005) tiberschritten. Der Zusatz von FINK -
PediSept Bed zu S&gespédnen bewirkt eine Reduzierung der Keimdichten auf im Median 10*
bis 10° KbE/g.

In vitro konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die pH-Pufferkapazitat des
Weizenstrohs die von Séagespanen Ubersteigt. Dies bedeutet, dass der Einsatz von
Weizenstroh als Einstreumaterial in Verbindung mit dem alkalischen Einstreuzusatz FINK -
PediSept Bed bei dem untersuchten Mengenverhaltnis von 1:1 (w/w) zu niedrigeren pH-
Werten fuhrt als die gleiche Dosage bei S&gespénen als Einstreubasis. So hatte das
Sagespane/Weizenstroh-Gemisch einen signifikant héheren mittleren pH-Wert Uber den
Versuchszeitraum als Weizenstroh ohne und mit FINK - PediSept Bed-Zusatz sowie reine
Sagespane. Die Versuche haben dartber hinaus aber auch deutlich gemacht, dass die
Kombination aus S&gespanen mit FINK - PediSept Bed zu einer signifikanten Reduzierung
der Gesamtkeimzahi sowie der Keimdichten coliformer Keime und von Escherichia coli in
dem Einstreugemisch fiihrte.

Die keimhemmende Wirkung von FINK - PediSept Bed beruht vor allem auf der pH-
Anhebung. Damit asst sich erkldren, dass signifikant keimhemmende Effekte lediglich bei
der Kombination aus Sagespdnen mit FINK - PediSept Bed nachzuweisen sind, Diese
Kombination wies im Vergleich zu den reinen Ségespanen, dem reinen Weizenstroh sowie
dem Weizenstroh/FINK - PediSept Bed-Gemisch einen signifikant erhhten pH-Wert auf.

23



Nach Hughes (1999) sind zur Unterdrickung des Wachstums relevanter Bakterien pH-
Verschiebungen auf Gber 9,5 notwendig. Weizenstroh verfilgt jedoch im Gegensatz zu
Sagespénen Uber ausgepragte Pufferkapazitdten, so dass dieser pH-Wert bei einer FINK -
PediSept Beddosage von 1:1 (wiw) nicht Uberschritten werden konnte. Daher sollte die
Konzentration von FINK - PediSept Bed im Einstreumaterial so gewahlt werden, dass ein
pH-Wert von mindestens 9,5 erzielt werden kann, um die mikrobiologische Stabilitat der

Einstreu zu gewahrleisten.

Die durchgefuhrte Feldstudie hat gezeigt, dass durch Zugabe von FINK - PediSept Bed zu
Einstreumaterialien in der gepriiften Konzentration ein signifikanter Effekt auf die Zitzenhaut-
und Zitzenkanatbesiedlung nicht erreicht werden konnte. Da der in vitro Vorversuch aber die
grundlegende abtdtende Wirkung von FINK - PediSept Bed zeigen konnte, muss hieraus
geschlossen werden, dass die eingesetzte Konzentration, die bislang auch nur empirisch
bestimmt, aber noch nie hinsichtlich der Wirksamkeit hinterfragt wurde, zu niedrig gewahlt
war.

Aufgrund der bisherigen Erkenntnisse verschiedener Autoren besteht zwischen der
Keimdichte in der Einstreu und auf der Zitzenhaut eine positive Korrelation (Hogan et al.,
1990; Hogan et al., 1999; Zdanowicz et al., 2004). Nach Kristula et al. (2008) existiert auf
Milchviehbetrieben jedoch auch eine Vielzahl von Kontaktmoglichkeiten der Zitzen mit
anderen QOberflachen.

Es ist aber hervorzuheben, dass FINK - PediSept Bed die Anzahl der positiven Nachweise
von Escherichia cofi und coliformen Keimen im Zitzenkanal reduziert. Inwieweit dies zu einer
Verbesserung der Eutergesundheit beitragt, konnte jedoch nicht im Rahmen dieser Arbeit
gekiart werden.

Folgende Schlussfolgerungen fir die Praxis kénnen aus den Ergebnissen dieser Studie
abgeleitet werden:

 Die FINK - PediSept Beddosage muss den organischen Einstreumaterialen und
dessen pH-Pufferkapazitdten angepasst werden. So besitzt Weizenstroh deutlich
héhere Pufferkapazitaten als Sagespine.

e Der Einsatz von FINK - PediSept Bed hat positive Effekte auf die Gesamtkeimzahl
und die Keimdichten coliformer Keime und von Fscherichia coli in Sagespénen. FINK
- PediSept Bed tragt in Sdgespéanen aufgrund der pH-Wert-Verschiebung in Bereiche
> 9,5 zu einer Erhdhung der mikrobiologischen Stabilitst bei.
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» Durch den Zusatz von FINK - PediSept Bed zu organischen Einstreumitteln kann die

Anzahl von Nachweisen von Escherichia coli und coliformen Keimen im Zitzenkanal
gesenkt werden.
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6 Zum Einfluss von FINK - PediSept Dry als Trockenklauenbad fiir Milchkiihe auf die
Lahmheitsentwicklung — ein Feldversuch

6.1 Hintergrund und Zielsetzung

Klauenerkrankungen und Lahmheiten haben sich in den letzten Jahren nach
Euterentziindungen und Fruchtbarkeitsstdrungen zum drittwichtigsten Erkrankungskomplex
der MilchkUhe entwickelt. Da jedoch Klauenerkrankungen iiber die Beeinflussung des Fress-
und Ruheverhaltens der Kithe umfangreich Einfluss auf andere bedeutende
Erkrankungskomplexe nehmen, sind Managementmafnahmen im Miichviehbetrieb, die die
Klauengesundheit erhalten, besonders wichtig.

Klauenerkrankungen und Lahmheiten sind Multifaktorenkrankheiten. Ihre Auspragung und
Haufigkeit werden insbesondere durch die Haltungsbedingungen der Tiere (keine
Uberbelegung, hygienische, saubere, trockene, trittsichere und schonende Laufflichen und
Liegebereiche, wenig Hitzestress), die Futterung (wenig abrupte Fltterungswechsel, wenig
Pansenacidosen, wenig Leberstoffwechselstorungen) und durch eine gute Klauenpflege
(vorbeugende Klauenpflege mindestens 2 x pro Jahr, therapeutische Klauenpflege
unmittelbar nach Auftreten von Lahmheiten, FuRbader zur Vorbeuge und Reduktion
klinischer Klauenerkrankungen) beeinflusst. Fir die Durchfihrung von desinfizierenden
Klauenbadern stehen nur wenige Substanzen mit einer sicheren Wirksamkeit zur Verfigung.

Daher wurde in Zusammenarbeit mit Landfor und der Fachhochschule Hannover {(Abteilung
Bioverfahrenstechnik) die Wirksamkeit von FINK - PediSept Dry ais Trockenklauenbad
beispielnaft in einem Milchviehbetrieb mit einer hohen Pravalenz infektidser
Klauenerkrankungen (insbesondere Dermatitis (D.) digitalis und D. interdigitalis) trotz
Uberwiegend gutem Management im Zeitraum zwischen dem 01.05.2009 und dem
27.07.2009 geprift.

6.2 Material und Methode

Hierzu wurde eine herkémmiiche Durchlaufwanne im Austreibegang des Melkstandes mit
FINK - PediSept Dry trocken befillt. So wurde im hinteren Bereich der Wanne eine
Préaparatehshe von mehr als 16 cm erreicht. Diese Form des Trockenklauenbades wurde
Uber mindestens drei Melkzeiten angewandt, wobei die Tiere zuvor im Melkstand mit Hilfe
von Wasserspulung an den Klauen gesaubert wurden.
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Dieses FuRbad war Uber mehrere Tage stabil. Das FuRbad wurde von den Kithen ohne
Schwierigkeiten angenommen. Am 01.05.2009/10.07.2009 {(unmittelbar vor dem Einbringen
von FINK - PediSept Dry in das FuBbad) und am 15.05.2009/27.07.2009 wurden alle
Milchkiihe des Betriebes einem Lahmheitsscoring nach Sprecher et al. (1997) unterzogen,
wobei allerdings nicht nur die Lahmheitsgrade, sondern ebenfalls die betroffenen Klauen und
Verdachtsdiagnosen dokumentiert wurden. im entsprechenden Zeitraum wurden keine
weiteren Klauenbehandlungen oder PflegemalRnahmen, sowie keine Anderungen des
Haltungsumfeldes und der Fitterung durchgefihrt.

6.3 Ergebnisse und Schlussfolgerungen
152/150 Milchkilhe unterschiedlicher Laktationen wurden zweimal untersucht. In der
nachfolgenden Tabelle sind die Tiere des Betricbes in die entsprechenden

Lahmheitskategorien eingeordnet.

Tabelle 1: Ergebnisse des Lahmheitsscorings Mai 2009

Anzahl Vorher

Score Score

Nachher

Score 1 2 3 5| Gesamt
1 31 s 5 1 47
2 27| 21| 18 8 78
3 11 121 11 2 26
4 1 0 0 0 1

Gesamt 58| 30] 35| 20 9 152

Tabelle 2: Ergebnisse des Lahmheitsscorings Juli 2009

Anzahl Vorher

Score Score

Nachher

Score 1 2 4 5| Gesamt
1 55 6| 12 5 6 84
2 12 13 8 2 43
3 7 4 3 186
4 1 1 2 5
5 0 1 1 0 2

Gesamt 700 19| 29| 19} 13 150
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1 = normal; 2 = milde Lahmheit; 3 = mittlere Lahmheit; 4 = Lahmheit, 5 = schwere Lahmbheit
(nach Sprecher et al., 1997)

Die Nutzung eines Staubklauenbades mit FINK - PediSept Dry hat vorteilhafte Ergebnisse
fur die Klauengesundheit im Versuchsbetrieb erbracht. Die Verbesserung der klinischen
Klauengesundheit war signifikant (Versuch 1: Chi-Quadrat-Test 60,76; p < 0,0001; Versuch
2. Chi-Quadrat-Test 213,13; p < 0,0001). Die besonders ausgewiesenen Fille von
eindeutiger Dermatitis digitalis und Dermatitis interdigitalis verbesserten sich signifikant im
Mittel durch Anwendung von FINK - PediSept Dry um 2,3 Score-Stufen (U-Test nach Mann-
Whitney, p < 0,001). Somit kann eine gute Wirksamkeit des FINK - PediSept Dry
Trockenklauenbades zur Anwendung bei Dermatitis digitalis und Dermatitis interdigitalis
angenommen werden. Aufgrund des geringen Tierumfanges und der Versuchsanlage haben
die Ergebnisse dieses Versuches nur einen Pilotcharakter und misssen durch weitergehende
Untersuchungen bestatigt werden.
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