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1 Einleitung und Fragestellung

Mastitis ist die wirtschaftlich wichtigste Infektionskrankheit in der Milchviehhaltung (Koskinen
et al. 2009). Sie ist, nach den Fruchtbarkeitsproblemen, die zweithaufigste (Stampa et al.
2006), bzw. in manchen Herden sogar die haufigste Abgangsursache (Schulz 2003). Es
handelt sich um eine Entzindung der Milchdruse, die mit physikalischen und chemischen
Veranderungen der Milch einhergeht. Je nach Form der Erkrankung fuhrt sie zu
unterschiedlichen pathologischen Veranderungen im Eutergewebe. Die Trends in
industrialisierten Landern gehen zu groReren Herden auf einem Betrieb und hoherer
Milchleistung der einzelnen Kuh (Hamann 2005, Winter 2009). Um die Produktion effizient zu
gestalten ist die Eutergesundheit, neben der Milchmenge und der sekretorischen Aktivitat der
Milchdrise, ein wichtiger Faktor (Schukken et al. 2003, Hamann 2005, Kruif et al. 2013).

Es kdnnen verschiedene Verlaufsformen der Mastitis auftreten. Bei der latenten Mastitis ist die
Zellzahl (ZZ) nicht erhoht, ein Euterpathogen kann aber trotzdem nachgewiesen werden.
Betrachtet man das Erkrankungsbild der klinischen Mastitis, so ist diese durch offensichtliche
klinische Symptome mit Erhéhung der ZZ und dem Nachweis von Euterpathogenen
gekennzeichnet. Subklinische Mastitis fuhrt zu einer Erhéhung der ZZ und geringerer
Milchleistung, jedoch sind keine klinischen Veranderungen erkennbar (Hamann 2005, Winter
2009). Dies fuhrt haufig zu einer erheblich spateren Diagnosestellung. Der Nachweis von
Erregern mithilfe der bakteriologischen Untersuchung (BU) gelingt nur in zwei von drei Fallen.
Die ZZ ist eine gute Méglichkeit subklinische Mastitiden rasch zu detektieren (Winter 2009). In
der Milchindustrie wird dieser Wert auf der ganzen Welt als Indikator fur die Eutergesundheit
eingesetzt (Schukken et al. 2003).



Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden acht Osterreichische Milchviehbetriebe nach den
Kriterien eines besonders hohen oder niedrigen Jahreszellzahldurchschnittes der gelieferten
Tankmilch ausgewahlt. Die Einteilung erfolgte dann in Betriebe mit hoher ZZ (> 200.000
Zellen) und niedriger ZZ (< 200.000 Zellen). SchlieBlich wurden Sammelgemelks- (SG, Milch
aus allen vier Vierteln einer Kuh) und Tankmilch (TAM)-Proben auf allen Betrieben an funf
Probenahmezeitpunkten Uber eineinhalb Jahre genommen. Diese wurden mittels PathoProof
gPCR (Thermofisher Scientific, Waltham, MA, USA) auf das Vorhandensein von
Mastitispathogenen und das B-Laktamase-Gen untersucht und mit den aus den gleichen

Proben gemessenen ZZ analysiert.

Um die ZZ zur Diagnose von subklinischer Mastitis besser nutzen zu kénnen, werden in dieser
Diplomarbeit folgende Fragestellungen bearbeitet:

Kann von der ZZ der SG auf subklinische Infektionen mit Mastitispathogenen im Einzeltier
geschlossen werden?

Wie verandert sich die ZZ der SG im Zusammenhang mit einer Infektion spezifischer
Pathogene?

Wie hoch ist die ZZ eines Euters ohne nachweilbaren Pathogenen?

Welche Pathogene werden in Betrieben mit hoher bzw. niedriger ZZ haufiger detektiert?

Wie wirkt sich die Héhe der Nachweismenge (bce, bacterial cell equivalent) eines Pathogens
auf die ZZ der SG bzw. der TAM aus?

Wie ist der Einfluss der einzelnen Pathogene bei Mischinfektionen auf die ZZ, auch im Hinblick
auf die Nachweismenge?

Wie wirkt sich die Jahreszeit auf Schwankungen in der ZZ und das Vorkommen von
unterschiedlichen Pathogenen in den Herden aus?

Wie verandert sich die ZZ bei Vorkommen von mehreren Pathogenspezies in der SG-Probe?
Wie hoch ist die Korrelation der Ergebnisse des California Mastitis Test (CMT) mit der ZZ der
SG-Probe?

Weiters wurden Daten zum Betriebsmanagement, der Haltung und der Melkhygiene

kontinuierlich erhoben.



2 Literaturiibersicht

2.1 Mastitis: Eine wirtschaftlich bedeutsame Krankheit

Mastitis flihrt zu Verlusten von 75-100 € pro Kuh und Jahr. Ziel ware eine Minimierung der
Mastitisrate und damit eine Senkung dieser Kosten auf 25 € pro Kuh und Jahr (Kruif et al.
2013). Der grofdte Anteil der durch einen Mastitisfall generierten Kosten wird, laut dem
Landlichen Fortbildungsinstitut (LFI 2004), durch die verringerte Milchmenge generiert.
Zellzahlen zwischen 150.000/ml und 500.000/ml fuhren zu Minderleistungen von ca. 10-20 %.
Liegen die Zellzahlen tber einer Million, so kann es zu Milchmengenverlusten von bis zu 30 %
kommen (Schulz 2003). Weiters kann die Milch von euterkranken Tieren mit hohem Zellgehalt,
bzw. von Tieren, die unter Behandlung stehen, nicht an die Molkerei geliefert werden.
Milchgeldabzige kommen zustande, wenn die hochste Qualitatsklasse (Qualitatsstufe S) nicht
erreicht wird (AMA 2019).

Die subklinische Mastitis ist jener Verlauf, der zum gréten Einkommensverlust fihrt (Hamann
2005) und mit einer standigen Ansteckungsgefahr flir den Rest der Herde verbunden ist
(Stampa et al. 2006, Winter 2009). Subklinische und chronische Mastitiden kommen
sieben- bis zehnmal haufiger vor als akute Mastitiden, da es auch nach Behandlung akuter
Mastitiden zu langer andauernden ZZ-Erhéhung oder einer chronischen Infektion kommen
kann (Schulz 2003).

2.2 Mastitis als Faktorenkrankheit

Der Entstehung der Mastitis liegen mehrere Faktoren zugrunde die dazu pradisponieren. Zu
diesen Faktorenbereichen gehoren das Tier, die Erreger und die Umwelt, die miteinander
interagieren (Grunert et al. 1996, Schulz 2003, Stampa et al. 2006, Winter 2009, Kruif et al.
2013).

Zu den endogenen Faktoren, welche vom Tier ausgehen, zahlen: Alter, genetische bzw.
erbliche Faktoren, anatomische und funktionelle Mangel der Zitzen, Laktationsstadium,
Futterung und Stoffwechsel, Klauenpflegestatus und kdérpereigene Infektionsabwehr (Grunert
et al. 1996, Schulz 2003).

Exogene Faktoren gehen von der Umgebung der Tiere aus. Dazu zahlen der Stall, hygienische
und technische Mangel bei der Melkarbeit, Melkmaschine, Mangel bei Futterung und
Management, schlechte Aufstallung, witterungsbedingte Einflisse und nicht zuletzt die
Sauberkeit der Kuh und des Euters (Grunert et al. 1996, Schulz 2003, Schukken et al. 2003,



Kuif et al. 2013). Gutes Management inkludiert die Evaluierung und Separation von chronisch
kranken Tieren und die Evaluierung der Umgebung der Tiere (Schukken et al. 2003). Auch
unsachgemafe Behandlung durch den Melker oder Tierarzt spielen eine Rolle.

Zu den erregerassoziierten Faktoren zahlen die Keimzahl, d.h. der Infektionsdruck, und die
Pathogenitat (Grunert et al. 1996).

Durch die mulitfaktorielle Atiologie sollte Mastitis als Herdenproblem behandelt werden
(Grunert et al. 1996). Wichtig ist es, die Quellen der Infektionserreger, bei denen es sich auch
meist um den Ort ihrer Vermehrung handelt, zu erkennen. Die Ubertragung erfolgt Uber
Stallstaub, Standflachen, Liegeflachen, Einstreu, Eutertiicher, Wasch- und Spulwasser,
Melkzeug und Melkmaschinen. Weitere belebte Vektoren wie Melkpersonal, Nachbarkihe,
Kalber und Insekten dienen ebenfalls der Ubertragung. UnsachgemaRes Melken und
unpassende Aufstallung beglnstigen eine schlechte Zitzenkondition und somit das Eindringen
von Erregern (Schulz 2003).

2.2.1 Exogene, die Mastitis beeinflussende Faktoren

Um vermehrtem Auftreten von Euterkrankheiten in der Herde auf den Grund gehen zu kénnen
muss auf Haltung und Futterung der Tiere ein Augenmerk gelegt werden. Der Kuh-Komfort
hat einen starken Einfluss auf Gesundheit und Leistung (Winter 2009). Eine saubere

Umgebung der Tiere vermindert Reservoire fur Umwelterreger (Kruif et al. 2013).

2.2.1.1 Sauberkeit der Tiere

Ein Hygienescoring zur Beurteilung der Sauberkeit der Tiere kann am Fressplatz bei
Betrachtung von hinten durchgefihrt werden. Score 1 beschreibt nur geringe Verschmutzung,
wahrend Tiere mit Score 4 hochgradig verschmutzt sind. Der Anteil an Score 3 und Score 4
Tieren sollte unter 15 % liegen (Winter 2009). Bei héherem Verschmutzungsgrad fuhren vor
allem koliforme Keime, aber auch fakale Streptokokken und Streptococcus uberis, haufiger zu

Erkrankungen (Edmondson und Bramley 2004).

2.21.2 Melkhygiene

Gute Melkhygieneprogramme sind notwendig, um die Ausbreitung und Vermehrung von
Mastitispathogenen zu verringern (Winter 2009). Gefahren der Ubertragung von Pathogenen
gehen von den Melkerhanden, Eutertichern und der Melkmaschine aus. Es besteht ein
Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Euterinfektionen und der Anzahl der Bakterien

auf der Zitzenhaut (Kruif et al. 2013). Das Vormelken in einen Vormelkbecher dient der



Begutachtung der Milch und verhindert zudem eine Verschleppung von Pathogenen mit den
Klauen bei auf den Boden gemolkenen Milchstrahlen. Die Reinigung und Vorbereitung wird
als Anristzeit bezeichnet und sichert weiter die vollstandige Milchabgabe (Grunert et al. 1996,
Winter 2009, Kruif et al. 2013). Die Zitzen sollten so gereinigt werden, dass sie sauber und
trocken sind. Dies fiihrt sowohl zur Reduktion klinischer Mastitis als auch zur Verbesserung
des Ausmelkgrades. Bei nur maliger Verschmutzung kénnen Einmalpapierticher,
wiederverwendbare Euterlappen oder Holzwolle angewandt werden. Bei starkerer
Verschmutzung sollten schleuderfeuchte Tucher benutzt werden (Winter 2009).
Einwegprodukte sollten vorrangig verwendet werden, da wiederverwendbare Tlcher haufig
bakteriell verunreinigt sind (Winter 2009, Kruif et al. 2013). Die Euterdusche ist nur bei sehr
starker Verschmutzung anzuwenden. Danach muss das Euter komplett getrocknet werden
(Grunert et al. 1996, Winter 2009, Kruif et al. 2013). Die Hande sollten wahrend der Melkzeit
mehrmals abgespult und desinfiziert werden. Das Tragen von Latex-Handschuhen kann die
Keimubertragung tUber den Melker reduzieren, allerdings nur, wenn auch diese zwischen den
Kihen gereinigt und desinfiziert, bzw. gewechselt werden (Edmondson und Bramley 2004,
Kruif et al. 2013).

2.2.1.3 Zitzendesinfektion nach der Melkung

Nach der Melkung sollten die Zitzen desinfiziert werden (Grunert et al. 1996, Edmondson und
Bramley 2004, Winter 2009, Kruif et al. 2013). Hierfur ist ein breites Wirkungsspektrum des
Praparates vonndten. Mikroorgansimen auf der Hautoberflache und im Strichkanal werden
reduziert, die Haut gepflegt und der Strichkanal schitzend geschlossen. Der pH-Wert des
Praparats sollte zwischen sechs und sieben liegen. Zitzendesinfektion gilt als effektivste
Praventionsmalinahme gegen Staphylococcus aureus und Streptococcus agalactiae, da vor
allem kuhassoziierte Erreger nach der Melkung bekampft werden. Zur Anwendung kommen
Jod, Chlor, Chlorhexidin, quarterndre Ammoniumverbindungen, Dodecyl-Benzol-Sulfonsaure,
Hydrogenperoxid,  Fettsdure-Produkte, = Milchsdure  oder  Pflanzenextrakte. Als
Anwendungsmoglichkeiten gibt es Dippen oder Sprayen (Winter 2009, Kruif et al. 2013), wobei
mindestens 75 % der Zitzenoberflaiche benetzt werden missen (Winter 2009).
Zitzendesinfektion nach der Melkung reduziert die Neuinfektionsrate (Kruif et al. 2013).
Edmondson und Bramley (2004) fihrten die Zitzendesinfektion als wichtigsten Punkt eines
Melkhygieneprogramms an. Die Dippbecher sollten optimalerweise nach jeder Melkung

gereinigt werden (Kruif et al. 2013).



2.2.1.4 Zwischendesinfektion des Melkzeugs

Eine Zwischendesinfektion kann mit verschiedenen Systemen, wie z.B. einem
Ruickspulsystem, eintauchen der Zitzenbecher in Desinfektionslésung oder Sprihverfahren
durchgefuhrt werden (Troger 2003). Wichtig bei manuellen Systemen ist die korrekte
Durchfuihrung, da sie nur bei korrekter Einwirkzeit, nachspulen und abtropfen des Melkzeugs
ihren Zweck erfullt. Ist dies nicht gegeben, so kann es zur Entwicklung resistenter Keime
kommen. Ruckspulsysteme mit Wasser bendtigen keine Desinfektionsmittel da sie aufgrund

der Spulung zu einer Keimverdunnung fuhren (Kruif et al. 2013).

2.2.1.5 Melkvakuum

Da sowohl ein zu hohes als auch ein zu niedriges Melkvakuum fir eine Mastitis
pradisponieren, sollte wahrend des Melkens die Mdglichkeit bestehen, das Vakuum am
Melkvakuummeter zu kontrollieren. Das Vakuum sollte wahrend des Melkens nicht starker als
2 kPa schwanken und bei 38-46 kPa bei tiefliegenden Leitungen, 45-50 kPa bei
hochverlegten Leitungen, 44-46 kPa bei Eimermelkanlagen und 44-46 kPa bei
Recorderanlagen liegen. Niedriges Vakuum ist zitzenschonend, fihrt jedoch zu verminderter
Milchflussrate und lasst das Mastitisrisiko durch unvollstandiges Ausmelken steigen (Winter
2009, Kruif et al. 2013). Bei zu hohem Vakuum sinkt die Melkdauer auf Kosten einer héheren
Belastung der Zitzen, was zu Hyperkeratosen und Ansiedlung von Bakterien fihren kann. Das
Vakuum sollte um max. 1 kPa/Woche angepasst werden (Winter 2009). Es besteht ein
Zusammenhang zwischen schlecht funktionierenden Melkmaschinen und hohen

Tankmilchzellzahlen. Die Melkanlage sollte einmal jahrlich gewartet werden (Kruif et al. 2013).

2.2.1.6 Zitzengummis

Zitzengummis sollten gut sitzen und weder klettern noch rutschen (Winter 2009). Nach
langerer Anwendungsdauer geht die Elastizitat verloren, was zu einer Reizung der
Zitzenspitze und somit zu Hyperkeratosen fuhrt. Dies fihrt mit der Zeit zu einem schlechten
Ausmelkgrad. Der Wechsel der Zitzengummis muss nach einer gewissen Anzahl an
Betriebsstunden, mindestens aber alle sechs Monate erfolgen. Zitzengummis aus Silikon

weisen eine langere Haltbarkeit auf (Kruif et al. 2013).

2.2.1.7 Reinigung und Desinfektion der Melkanlage
Die Reinigung und Desinfektion der Melkanlage dient dem Erhalt der Rohmilchqualitat.

Zunachst erfolgt eine Vorspllung und anschlieRend eine Desinfektion der gesamten



milchleitenden Einheiten. Hierfir kénnen aktives Chlor, Peressigsaure, Jod, quaternare
Ammoniumverbindungen, Salpetersaure und spezielle Tenside angewendet werden.
Basische und saure Reinigungsmittel werden im Wechsel eingesetzt. Um eine adaquate
chemische Wirkung erreichen zu kénnen muss die richtige Einwirktemperatur erzielt werden.
Diese liegt bei kombinierten Praparaten bei ca. 40 °C (Troger 2003). Die Anfangstemperatur
sollte bei Uber 70 °C liegen um gerade bei langen Rohrleitungen eine Ricklauftemperatur von
40 °C nicht zu unterschreiten (Kruif et al. 2013). Die mechanische Reinigung wird durch das

Zustandekommen von Turbulenzen herbeigefuhrt (Troger 2003).

2.2.2 Umweltassoziierte und Kuhassoziierte Erreger

Die Einteilung der Erreger erfolgt in infektidse, auch kuhassoziierte Erreger genannt, und
umweltassoziierte Keime (Grunert et al. 1996, Edmondson und Bramley 2004, Winter 2009,
Kruif et al. 2013).

Infektidse Erreger haben als Hauptreservoir die Milchdriise, wodurch die Ubertragung
hauptsachlich bei der Melkung stattfindet (Grunert et al. 1996, Edmondson und Bramley 2004,
Winter 2009). Dabei spielen vor allem die Hande des Melkers, verspritzte Milch, Melken des
Vorgemelks auf den Boden, Euterticher, Zitzengummis und Kalber die nicht nur bei der
eigenen Mutter saugen, bei der Ubertragung eine Rolle (Edmondson und Bramley 2004,
Winter 2009). Zu dieser Gruppe zahlen Staphyloccocus aureus, Streptococcus agalactiae,
Mykoplasmen, Strepococcus canis und Corynebacterium bovis (Grunert et al. 1996,
Edmondson und Bramley 2004, Winter 2009, Kruif et al. 2013). Die Zugehdrigkeit von
Streptococcus dysgalactiae wird je nach Literaturstelle unterschiedlich festgelegt. Grunert et
al. (1996) und Edmondson und Bramley (2004) zahlen S. dysgalactiae zu den infektidsen
Keimen. Winter (2008) beschreibt eine Zugehdrigkeit zu beiden Gruppen. Streptokokken und
Staphylokokken fiihren aufgrund ihrer Ubertragung (ber das Melkzeug auch haufig zu
Infektionen mehrerer Viertel (Schulz 2003). Infektionen mit kuhassoziierten Erregern verlaufen
haufig subklinisch. Ist die Pravalenz der Erkrankungen am Betrieb hoch, so kommt es in der
Herde zur Erhéhung der TAM-ZZ Gber 200.000 Zellen/ml (Grunert et al. 1996, Edmondson
und Bramley 2004). Infektidse Erreger zeichnen sich durch eine hohe Pravalenz am Betrieb
bei nur geringgradiger Variabilitat der Stdmme aus (Kruif et al. 2013). Um diese Keime zu
beherrschen konzentrieren sich Kontrollprogramme auf Zitzendesinfektion, Therapie der

Trockensteller und Merzung (Edmondson und Bramley 2004).



Umweltassoziierte  Erreger, wie zum Beispiel Escherichia coli,  Klebsiella spp.,
Streptococcus uberis, Bacillus spp., Enterobacter und Enterococcus spp. kommen ubiquitar in
der Umwelt vor und entwickeln ihre Pathogenitdt im Zusammenhang mit anderen zuvor
genannten pradisponierenden Faktoren. Sie besitzen im Allgemeinen ein nur gering
krankmachendes Potential, kdnnen aber bei einer Infektion schwer therapierbare, klinisch
manifeste Mastitiden hervorrufen (Grunert et al. 1996, Edmondson und Bramley 2004, Winter
2009). Die Ansteckung erfolgt meist in der Zwischenmelkzeit und Trockenstehzeit. Allerdings
kann eine Ubertragung auch wahrend des Melkens, besonders bei Vorliegen melktechnischer
Méangel und mangelnder Reinigung und Desinfektion, nicht ausgeschlossen werden.
Umweltassoziierte Erreger kdnnen eine hohe Affinitdt zum Euter entwickeln, was z.B. bei
S. uberis der Fall ist (Winter 2009). Dieser zeigt auch Eigenschaften eines infektiésen Erregers
und fihrt auch haufig zu subklinischen Mastitiden (Edmondson und Bramley 2004, Kruif et al.
2013). Zitzendesinfektion nach der Melkung schutzt nicht vor einer Infektion mit
Umwelterregern. Zur Pravention ist ein gutes Umweltmanagement, die richtige Routine bei der
Melkarbeit und eine korrekt eingestellte Melkmaschine wichtig. Eine Vakzine zur Pravention

von E. coli-Mastitiden ist erhaltlich (Edmondson und Bramley 2004).

Eine weitere Einteilung der Erreger kann in Major-Pathogene und Minor-Pathogene erfolgen.
Dabei sind Major-Pathogene, wie S. aureus, S. agalactiae, S. dysgalacatiae, koliforme Keime
und S. uberis virulenter und befahigt, starkere Euterschaden zu verursachen als die
Minor-Pathogene Staphylococcus spp. und C. bovis (Reyher et al. 2012). Ein signifikanter

Anstieg der ZZ ist meist mit einer Infektion mit Major-Pathogenen assoziiert (Djabri et al. 2002).

Der Infektionsweg der Mastitiserreger kann galaktogen aszendierend, traumatogen,
lymphogen oder hamatogen deszendierend geschehen, wobei der galaktogene Infektionsweg
der haufigste ist (Schulz 2003, Winter 2009).

2.2.2.1 Mastitiserreger im Detail

Staphylococcus spp.

Koagulase-negative Staphylokokken

Die Koagulase-negativen-Staphylokokken (KNS) gehoéren zur Gruppe der opportunistischen
bzw. infektiosen Keime und umfassen mehr als 20 Spezies. In den letzten Jahren, seit der
allgemeinen Senkung der Tankmilchzellzahlen, wurden diese Keime weitaus haufiger

nachgewiesen (Edmondson und Bramley 2004, Kruif et al. 2013). Die KNS befinden sich auf



der gesunden Euterhaut, Haut und Schleimhaut sowie der Umgebung (Stampa et al. 2006,
Winter 2009, Kruif et al. 2013). Bedeutende Mastitiserreger sind die Spezies
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus warneri, Staphylococcus xylosus,
Staphylococcus haemolyticus,  Staphylococcus chromogens,  Staphylococcus simulans,
Staphylococcus hyicus, Staphylococcus intermedius und Staphylococcus sciuri (Edmondson
und Bramley 2004, Stampa et al. 2006, Winter 2009). Bei Infektion kommt es zu einer geringen
bis maRigen Zellreaktion. Diese nur niedrige Erhdhung der ZZ kann zum Schutz vor
Major-Pathogenen an der aufReren Strichkanal6ffnung beitragen (Edmondson und Bramley
2004, Kruif et al. 2013). Die Mastitiden treten vorwiegend in den ersten 30 Tagen der Laktation
auf. Bei Kalbinnen sind diese Keime oft bereits vor der Laktation aus Milchproben isolierbar
(Winter 2009). Es handelt sich um die bei ihnen am haufigsten nachweisbaren Mastitiserreger.
Die tatsachliche pathogene Bedeutung von KNS scheint noch nicht genau geklart zu sein
(Kruif et al. 2013). Das Allgemeinbefinden der Kuh ist meist ungestort, die Milch und das Euter

unverandert. Kleine Flocken im Vorgemelk sind méglich (Stampa et al. 2006).

Staphylococcus aureus

Als kuhassoziierter Erreger beschrankt sich sein Vorkommen auf verletzte oder geschadigte
Zitzenhaut und das infizierte Euter (Winter 2009). Die Verbreitung erfolgt hauptsachlich durch
den Strichkanal (Stampa et al. 2006, Winter 2009). Extramammare Quellen spielen fur die
Infektion eine geringe Rolle (Edmondson und Bramley 2004). Dieser Keim wird als der
wichtigste Mastitiserreger angesehen, vor allem durch sein hohes Potential subklinische
Mastitiden zu verursachen (Edmondson und Bramley 2004, Winter 2009). Mit der Zahl der
Laktationen, sowie gegen Ende der Laktation, kann die Anzahl an infizierten Tieren in der
Herde zunehmen (Stampa et al. 2006). Die kritischen Infektionsphasen sind die
Trockenstehzeit und die Zeit nach der Abkalbung. Der Keim dringt aktiv in die Zitze ein und
fuhrt zu katarrhalischen, granulomatésen oder nekrotisierenden Mastitiden. Granulomatose
Mastitiden werden chronisch und damit nicht mehr therapierbar, nekrotisierende Mastitiden
verlaufen durch eine Intoxikation meist tédlich (Winter 2009). Der haufigste Verlauf ist jedoch
chronisch, bzw. subklinisch. Bei der akuten Form, bei der es sich meist um eine Mischinfektion
handelt, wird wenig rétliches und flockiges Sekret ermolken. Bei der chronisch-katarrhalischen
Form bleibt der Milchcharakter, teilweise mit Flocken im Vorgemelk, erhalten. Der Zellgehalt
des erkrankten Viertels ist erhoht. Der Nachweis, bzw. die Eradikation von S. aureus gestaltet
sich oftmals schwierig, da der Erreger in intraalveolédres Bindegewebe eindringen kann und

sich somit vor koérperlicher Abwehr schitzt. Er hat die Fahigkeit in Abwehrzellen, wie
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polymorphkernigen-neutrophilen Granulozyten (PMN) oder Makrophagen, aber auch in
Epithelzellen zu persistieren (Stampa et al. 2006, Edmondson und Bramley 2004). Eine
Manifestation der Infektion findet in der folgenden Laktation durch hohe Belastungen, wie z.B.
Energiemangel und Fettmobilisation, statt (Stampa et al. 2006). Bei nicht-erfolgreicher
Therapie kommt es in der drauffolgenden Laktation allerdings auch oft erst im zweiten oder
dritten Laktationsmonat zu Erhdhungen der ZZ. Ein vorzeitiges Trockenstellen soll die
Infektionsgefahr anderer Tiere verhindern. Gruppenbildung der S. aureus-positiven Tiere und
damit Trennung von den Gesunden ist bis zu ihrem Abgang ein Muss (Kruif et al. 2013). Flr
die Eradikation von S. aureus miussen Melker und Melkanlage optimal arbeiten. Vor allem die
Einhaltung der Hygienemalinahmen spielt eine grof3e Rolle (Edmondson und Bramley 2004,
Stampa et al. 2006).

Streptococcus spp.

Unterschiedliche Spezies haben eine unterschiedliche Affinitat zur Milchdrise (Winter 2009).

Streptococcus agalactiae

Im Fall von S. agalactiae erfolgt die Verbreitung wahrend der Melkung, sowie durch
Verfutterung der Milch erkrankter Tiere an die weibliche Nachzucht (Grunert et al. 1996,
Edmondson und Bramley 2004, Winter 2009). Die Vermehrung erfolgt nur im Euter, au3erhalb
des Euters betragt die Dauer der Ansteckungsfahigkeit nur etwa zwei bis drei Wochen, selten
bis zu 100 Tage. Es handelt sich um eine Zoonose. Der Erreger ist hochkontagios (Stampa et
al. 2006). Erfolgt eine intramammare Infektion mit S. agalactiae kann es zur Ausbildung des
sogenannten Gelben Galts kommen. Hierbei ist der Verlauf langwierig und ist gekennzeichnet
durch wechselnd akute Entziindungsschibe mit chronischen Mastitissymptomen, bis es zur
Atrophie des Viertels kommt (Schulz 2003, Winter 2009). Meist allerdings verlauft die Infektion
mit S. agalactiae nur subklinisch mit Erhdhung der Zellzahl. (Winter 2009). Die Diagnostik
kann, vor allem bei subklinischem Verlauf, durch diskontinuierliche Erregerausscheidung
erschwert sein. Das Allgemeinbefinden ist nicht gestort. Selten kann es zu Fieber kommen.
Bei chronischen und subklinischen Verlaufen gibt es oft kaum Veranderungen. Die
Milchmenge sinkt, wobei der Milchcharakter erhalten bleibt und eine Beimengung von Flocken
moglich ist. Die ZZ ist fast immer Gber 300.000 Zellen/ml und kann bis in den Millionenbereich
gehen (Stampa et al. 2006). Das Infektionsniveau korreliert gut mit der individuellen ZZ der

Kuh, daher sollten verdachtige Tiere regelmanig untersucht werden (Edmondson und Bramley
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2004, Stampa et al. 2006). Es sollte auf vermehrte Melkhygiene, Zitzendesinfektion und

korrekte Therapie der Trockensteller geachtet werden (Edmondson und Bramley 2004).

Streptococcus dysgalactiae

S. dysgalactiae verursacht meist subklinische Mastitiden. Er zeigt Eigenschaften eines
umwelt- und eines kuhassoziierten Erregers (Edmondson und Bramley 2004, Winter 2009).
Eine Ubertragung findet wahrend der Laktation haufig von Kuh zu Kuh statt, was durch
Zitzendesinfektion weitestgehend verhindert werden kann. H&aufiges Vorkommen von
S. dysgalactiae in der Herde kann auf schlechte Hygiene oder Zitzenlasionen zuriickgehen.
Dabei sollte ein Augenmerk auf die Uberprifung der Melkmaschine gelegt werden. Der
wichtigste Zeitraum flr Infektionen ist jedoch die Trockenstehzeit (Edmondson und Bramley
2004). Die Uberlebensdauer im Euter einer Kuh kann fiinf bis 20 Monate betragen (Winter
2009). Bei der akuten katarrhalischen Form von S. dysgalactiae-Mastitiden kommt es zu
flockigen Sekretveranderungen (Winter 2009, Kruif et al. 2013).

Streptococcus uberis

S. uberis wird als umweltassoziierter Keim zwischen den Melkzeiten Ubertragen. Die Infektion
erfolgt zu Beginn der Laktation oder in der Trockenstehzeit und verlduft subklinisch bis
chronisch, oder als akute katarralische Mastitis mit Sekretveranderung (Winter 2009). Es
handelt sich um die am haufigsten stattfindende Infektion in der Trockenstehzeit. Je langer
diese andauert, desto hoher ist die Empfanglichkeit des Euters fiur den Keim. Die Verbreitung
ist am Tier und in der Umgebung, vor allem in der Einstreu. Daher kénnen tief mit Stroh
eingestreute Stalle fir Trockensteher schnell zum Risikofaktor werden (Edmondson und
Bramley 2004).

Bei der selten vorkommenden akuten Mastitis von S. uberis und S. dysgalactiae ist das
Allgemeinverhalten ungestort. Meist kommt die chronische oder subklinische Form vor, die
sich durch einen ZZ-Anstieg auf 400.000 Zellen/ml bis in den Millionenbereich dulRert (Stampa
et al. 2006).

Escherichia coli
E. coli gehort zur Familie der Enterobacteriacae und ist am Tier und in der Umgebung ubiquitar
auffindbar (Stampa et al. 2006, Winter 2009). Die Inzidenz der Erkrankungen ist bei im Stall

gehaltenen Tieren hoher, da vor allem in verschmutzten Stallungen die Keimbelastung hoch
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ist. Dabei kann es zu einer raschen Vermehrung von E. coliim Mist kommen (Edmondson und
Bramley 2004, Winter 2009). Weiters spielt die mangelnde Reinigung und Desinfektion der
Melkanlage eine Rolle (Kruif et al. 2013). Der Infektionsweg ist galaktogen aufsteigend,
hamatogen Uber andere infizierte Organe im Koérper des Tieres oder auch lymphogen bei
Auswanderung von E. coli aus dem Darm (Schulz 2003, Stampa et al. 2006, Winter 2009).
Der akuten und perakuten E. coli-Mastitis liegt eine hochgradige Endotoxinproduktion, die zu
Permeabilitatsstorungen fuhrt, zugrunde. Dies fuhrt zu einer Stérung des Allgemeinbefindens
und tritt vor allem ab der Trockenstehzeit bis einige Wochen nach der Geburt auf (Winter 2009,
Stampa et al. 2006, Kruif et al. 2013). Die einzelnen Stdmme unterscheiden sich in Virulenz,
Pathogenitat und Toxinbildung. Das Sekret ist wassrig und braunlich und enthalt Fibrin und
Eiter. Auch bei Regeneration wird die fruhere Milchmenge nicht mehr erreicht. Die
bakteriologische Untersuchung kann durch eine schnelle Elimination des Erregers aus dem
Euter auch negativ ausfallen. Durch die Freisetzung von bakteriellen Endotoxinen kann eine
Infektion zu einem Toxinschock und zum Tod des Tieres flihren (Stampa et al. 2006).
Subklinische E. coli-Mastitiden sind seltener. Eine Ubertragung von Kuh zu Kuh spielt keine
Rolle. Zitzendesinfektion und Trockenstellerprophylaxe reduziert Infektionen nicht
(Edmondson und Bramley 2004).

Corynebacterium bovis

Die Bedeutung von C. bovis als Mastitiserreger wird diskutiert. Er gilt als Besiedler des
Strichkanals mit nur geringer Pathogenitat (Winter 2009). Nach neuesten Erkenntnissen wird
der Erreger als Verursacher subklinischer Mastitis mit Erhdhung der ZZ angesehen
(Gongalves et al. 2016). Bei Infektionen mit C. bovis am Beginn der Trockenstellperiode
besteht ein hoheres Risiko einer klinischen Mastitis. Ganz im Gegensatz dazu fuhrt eine
Infektion in der spaten Trockenstellphase und am Beginn der Laktation zu einem geringeren
Risiko einer klinischen Mastitis, was auf eine etwaige Schutzfunktion der Corynebakterien
gegenuber hochinfektidsen Pathogenen schliel3en lasst (Green et al. 2002). Eine Besiedlung

kann durch Zitzendesinfektion leicht verhindert werden (Edmondson und Bramley 2004).

Enterococcus spp.

Als Mastitiserreger von Bedeutung sind Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium. Sie
kommen als umweltassoziierte Keime in der Umgebung des Tieres und im Kot vor und kdnnen
lange im Eutergewebe persistieren. Die Verbreitung erfolgt, wie fur Umweltkeime ublich,

zwischen den Melkzeiten. Die Erreger fihren zu einer subklinischen Mastitis mit ZZ-Erhéhung
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bis 500.000 Zellen/ml. Schlechte Hygiene im Betrieb kann zu einem Herdenproblem mit

Enterococcus spp. fuhren. Die Therapie kann langwierig und schwierig sein (Winter 2009).

Trueperella pyogenes

T. pyogenes kommt in der Umgebung und auf den Tieren selbst vor. Der Erreger wird haufig
bei Routineuntersuchungen oder durch den typischen Geruch festgestellt. Die Infektion erfolgt
lymphogen, galaktogen, oder hdmatogen durch Wunden oder Insektenstiche (Schulz 2003,
Stampa et al. 2006). Die Krankheit tritt vor allem zwischen Juni und September auf
(Weidesaison, Sommermastitis, Kalbinnenmastitis), weil Fliegen als Vektoren fungieren und
kann plétzlich einen Groldteil der Herde betreffen. Der perakute Verlauf fihrt zur Stérung des
Allgemeinbefindens mit Fieber. Haufig bilden sich Abszesse im Eutergewebe (Schulz 2003,
Edmondson und Bramley 2004, Stampa et al. 2006). Unbehandelt sind Todesfalle méglich.
Hamatogen kann sich der Erreger in Leber, Nieren und Herzklappen verbreiten. Das Sekret
ist bei Jungrindern dickbreiig und gelb mit Blutbeimengungen und bei Kihen serds und trib
mit eitrigen Flocken. Das Viertel atrophiert. Subakute und chronische Erkrankungen, die ohne
Symptome verlaufen, fallen erst nach der Kalbung durch das bzw. die nicht sezernierenden
Viertel auf (Stampa et al. 2006).

2.2.2.2 B-Laktamase-Gen der Staphylokokken

Nach der Erfindung des Penicillins stiegen die Resistenzproblematiken im Zusammenhang mit
Staphylokokken, allen voran S. aureus, durch den steigenden Selektionsdruck, ausgelost
durch Antibiotikatherapie und spontanen Mutationen, rasch an (Lyon und Skurray 1987,
Livermore 1995). Die wichtigste Ursache ist jedoch der Austausch extrachromosomaler
Plasmid-DNA, die die genetische Information der Resistenz enthalt (Lyon und Skurray 1987).
Das Enzym [-Laktamase ist die haufigste Ursache flr eine Resistenz gegen
B-Laktam-Antibiotika (Zhang et al. 2001) und der haufigste Resistenzmechanismus der
Staphylokokken (Persson Waller et al. 2011). Die Antibiotika werden durch Hydrolysierung des
B-Laktam-Rings zerstort. Die Produktion der Enzyme wird durch das [-Laktamase-Gen
(blaZ-Gen) gesteuert. Die Regulation erfolgt Gber ein signaltransduzierendes integrales
Membranprotein und einen Transkriptionsrepressor (Zhang et al. 2001). Das
Repressormolekiil wird vom blal-Gen gesteuert. Dieses bindet an das blaZ-Gen um die
Transkription zu hemmen (Lyon und Skurray 1987). Das blar1 Gen fungiert als
Transducer-Gen. Diese beiden Gene sind dem blaZ-Gen direkt vorgeschaltet (Zhang et al.

2001). Die Lokalisation des blaZ-Gens liegt entweder auf Plasmiden oder auf Chromosomen,
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was jedoch keinen Unterschied in der Auspragung der Mastitis, ob klinisch oder subklinisch,
zu machen scheint (Bagcigil et al. 2012). Bei den B-Laktamasen handelt es sich um
extrazellulare Enzyme, die auch an der Zelloberflache angeheftet sein kénnen. Sie werden in
die Typen A-D eingeteilt (Lyon und Skurray 1987, Livermore 1995). Die Enzymtypen
unterscheiden sich gering in ihrer Hydrolysierungsrate und Aminosdureresten. Die
Enzymproduktion wird erst durch Penicillin in groBem Malde induziert, ausgenommen davon
ist Typ D (Lyon und Skurray 1987).

Bei KNS hangt die Haufigkeit der Produktion von B-Laktamase von der Spezies ab. Persson
Waller et al. (2011) detektierte mithilfe dieses Enzym vor allem bei S. epidermidis und
S. haemolyticus mit nahezu 40 %, wahrend S. simulans und S. chromogens kaum
B-Laktamase produzierten. Zu ahnlichen Ergebnisse kamen auch Sawant et al. (2009), mit
einer B-Laktamaseproduktion bei 46 % der S. epidermidis, aber nur 18 % der S. chromogens.
Benzylpenicilline werden durch B-Laktamasen mit hoher Effizienz hydrolysiert. Unter anderem
zahlen dazu Ampicillin oder Penicillin G, genauso wie Carboxypenicilline und Aminopenicilline.
Semi-synthetitische Penicilline wie Methicillin und Oxacillin sind grofteils stabil (Lyon und
Skurray 1987, Livermore 1995). Livermore (1995) beschreibt allerdings, dass es bei einer
Hyperproduktion von -Laktamasen zu einer Methicillin- und Isoxazolylresistenz kommen
kann. Die klassische Methicillinresistenz wird hervorgerufen durch das Penicillin-Binding
Protein 2a (PBP2a), welches am meca-Gen codiert ist (Zhang et al. 2001). Zur Unterscheidung
zur klassischen Methicillinresistenz kann die p-Laktamresistenz durch 3-Laktamaseinhibitoren
umgekehrt werden (Livermore 1995). Der dritte Resistenzmechanismus ist die Toleranz gegen
die bakterizide Wirkung des Penicillins (Lyon und Skurray 1987).

Das blaZ-Gen scheint jedoch hauptverantwortlich flir phanotypische Penicillinresistenz. In
Untersuchungen trugen 94,6 % der penicillinresistenten S. aureus lsolate das blaZ-Gen,
allerdings waren nicht alle phanotypisch resistenten Isolate auch genotypisch resistent. Daher
sollte die Detektion des blaZ-Gens nicht als alleiniges Diagnostikum fur Penicillinresistenz
angewandt werden (Yang et al. 2015).

Um die Empfanglichkeit der Pathogene gegenuber Penicillinen festzustellen werden der
Kirby-Bauer-Penicillin-Diffusionstest und der Nitrocefin-Test zur Detektion von 3-Laktamase
haufig durchgefiihrt, diese kénnen allerdings keine zuverlassige Aussage Uber deren
Produktion liefern. Eine Studie zeigte auf, dass 9,5% der phanotypisch
Penicillin-empfanglichen Staphylokokken das blaZ-Gen trugen, was auf eine niedrige
Sensitivitat der phanotypischen Methoden schlieRen lasst (El Feghaly et al. 2012). Im

Vergleich mehrerer Nachweismethoden fur p-Laktamase war die PCR die einzige
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Nachweismethode die zu keinen falsch-negativen Ergebnissen fihrte und, neben der
Nitrocefin-Broth Methode und Nitrocefin-Disks, die einzige die zu keinen falsch-positiven
Ergebnissen flhrte. Der Nachweis von Antibiotikaresistenzgenen mittels PCR ist gut geeignet,
um andere Tests zu erganzen oder zu ersetzen und gilt somit als der Gold Standard in der
B-Laktamase Detektion (Pitkala et al. 2007).

2.3 Diagnostik der Mastitis

Um eine Storung der Eutergesundheit einer Kuh diagnostizieren zu koénnen, sollte die
Abklarung auf Einzeltierebene erfolgen. Um die Ursache der Erkrankung zu finden sollte
jedoch auf Herdenebene untersucht werden (Winter 2009). Die grobsinnliche Untersuchung
der Milch einer Kuh sollte vom Landwirt vor jeder Melkung mittels Vormelkbecher erfolgen.
Dabei soll auf Anderung der Farbe, des Geruchs, der Viskositat, auf Beimengungen wie
Flocken und erhohten Wassergehalt geachtet werden (Schulz 2003, Winter 2009, Kruif et al.
2013).

2.3.1 California Mastitis Test

Zur indirekten Beurteilung der ZZ im Stall eignet sich der CMT (Schulz 2003, Edmondson und
Bramley 2004, Winter 2009). Dieser wird zur Verlaufskontrolle von Mastitiden, zur Detektion
von subklinischen Mastitiden und zur Kontrolle der Melkmaschinenwirkung angewandt (Schulz
2003). Durch Zugabe von Alkylarylsulfonat im Verhaltnis 1:1 wird DNA aus den Zellen in der
Milch freigesetzt und bildet bei erhdhter Zellzahl Schlieren. Die Beurteilung des CMT erfolgt
wie folgt: + = 100.000-700.000 Zellen, ++ =500.000-1.000.000 Zellen, +++ =>1.000.000
Zellen. Bei Uber 500.000 Zellen wird eine Gelbildung beobachtet (Winter 2009).

2.3.2 Zellzahl

Zur Detektion subklinischer Mastitis muss die ZZ und ein Erregernachweis herangezogen
werden, wobei der wiederholte ZZ-Nachweis wesentlich billiger und leichter durchflhrbar ist
und somit vorrangig angewandt wird (Schukken et al. 2003, Edmondson und Bramley 2004).
Es handelt sich um einen guten Wert zu Vorhersage von Euterinfektionen und ist eine wichtige
Kennzahl der Eutergesundheit und Milchqualitat (Schukken et al. 2003, Kruif et al. 2013). Um

Diagnosen stellen zu kénnen ist ein einzelner Wert nicht aussagekraftig, auch das



16

Laktationsstadium und die Milchleistung der Kuh muss bericksichtigt werden (Edmondson
und Bramley 2004).

2.3.2.1 Milchzellen

Bei den Zellen in der Milch handelt es sich um somatische Zellen, mit dem Hauptanteil an
Immunzellen und ca. 2 % Epithelzellen (Stampa et al. 2006, Winter 2009, Kruif et al. 2013).
Die Anteile der Leukozyten betragen etwa 60 % Makrophagen, 25 % Lymphocyten und 15 %
Neutrophile Granulocyten (Stampa et al. 2006). Epithelzellen werden wahrend des
physiologischen Erneuerungsvorganges abgestol3en, wahrend Leukozyten aus dem Blut ins

Euter eingeschleust werden (LFI 2004).

2.3.2.2 Einflussfaktoren auf den Zellgehalt in der Milch

Neben einer Infektion mit den oben beschriebenen Erregern, kdnnen noch weitere Ursachen
einer erhéhten ZZ zugrunde liegen (Dohoo und Meek 1982, Winter 2009, Kruif et al. 2013).
Auch physiologische Einflussgrofien fuhren zur Veranderung der ZZ. Dazu zahlen das
Laktationsstadium, Alter, HerdengrofRe, Milchleistung und Rasse (Stampa et al. 2006, Winter
2009, Kruif et al. 2013). Der wichtigste nicht-infektidse Faktor ist das steigende Lebensalter.
Dieser Anstieg der ZZ fuhrt zu zunehmender Gefahr der Entwicklung einer Mastitis.
Rasseunterschiede sind entweder genetisch bedingt oder auf unterschiedliche anatomische
Eigenschaften des Euters oder der Zitze zurlckzufiuihren (Kruif et al. 2013).

Weiters kann fir eine Erhdhung der ZZ in allen vier Vierteln Stress oder Nervositat ursachlich
sein, wie z.B. Schmerzen, gro3e Hitzeeinwirkung im Hochsommer und Brunst. Zu kurze oder
zu lange Melkintervalle kdnnen zu einem Anstieg der ZZ fuhren, sowie haufigeres Melken an
einem Tag und Fehler in der Melktechnik. Minderwertiges Futter und Futterumstellung haben
einen negativen Einfluss auf die Milchqualitat (LFI 2004, Winter 2009, Kruif et al. 2013).
Durch eine Infektion kommt es zu einem Anstieg des Anteils an Leukozyten auf bis zu 99 % in
der Milch (Schukken et al. 2003). Die ZZ kann bis in den Millionenbereich steigen (Kruif et al.
2013). Bei chronischer und subklinischer Mastitis kommt es zu persistierender Akkumulation

von Neutrophilen Granulozyten (Boutet et al. 2005).

2.3.2.3 Zellzahlen des Viertel- und Sammelgemelks
Die Ermittlung der ZZ erfolgt durch den Landeskontrollverband (LKV) im Zuge der neun- bis
elfmal pro Jahr durchgefuhrten Leistungsprifung, bei der neben der ZZ auch die Milchmenge,

der Fett- und EiweilRgehalt, sowie der Harnstoff- und Laktosegehalt erhoben werden (LKV
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2020). Die Messung erfolgt im SG (Schukken et al. 2003). Der physiologische Zellgehalt des
Sammelgemelks einer Kuh reicht bis 150.000 Zellen/ml (Winter 2009). Hamann (2005) und
Stampa et al. (2006) nennen einen Schwellenwert von 100.000 Zellen/ml, das LFI (2004) von
125.000 Zellen/ml.

Um von erhohter ZZ auf eine Infektion schlielien zu kdnnen eignet sich am besten die ZZ des
Viertelgemelks. Wissenschaftlichen Studien aus Europa und Nordamerika zufolge liegt die
mittlere ZZ von nicht-infizierten Eutervierteln bei rund 70.000 Zellen/ml (Schukken et al. 2003),
Edmondson und Bramley (2004) nennen einen Wert von < 50.000 Zellen/ml fur ein gesundes
Euterviertel. In der ersten Laktation nennen Kruif et al. (2013) einen noch niedrigeren Wert von
10.000-30.000 Zellen/ml Viertelgemelksprobe bei nicht-infizierten Tieren. Jedoch liegt auch
bei Viertelgelksproben die gesetzte Grenze zwischen gesund und krank bei 100.000-150.000
Zellen/ml (LFI 2004, Winter 2009, Kruif et al. 2013). Ein Zellzahlanstieg auf > 200.000
Zellen/ml deutet meist auf eine Infektion (Dohoo und Meek 1982, Kruif et al. 2013). Trotzdem
kann eine Euterinfektion auch bei niedrigen ZZ nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden
(Dohoo und Meek 1982, Schukken et al. 2003, Edmondson und Bramley 2004). Einige
Pathogene flihren nur zu einem Anstieg auf rund 50.000 Zellen/ml (Dohoo und Meek 1982).
Mastitis verandert die Zusammensetzung aller Milchinhaltsstoffe ab einem Uberschreiten von
100.000 Zellen/ml, was diesen Grenzwert plausibel erscheinen lasst (Hamann 2005).

Bei Verwendung der ZZ zur Detektion subklinischer Mastitis sollten die individuellen
Schwankungen bei Erkrankung verschiedener Kuhe nicht auler Acht gelassen werden
(Edmondson und Bramley 2004). Bei sprunghaft steigenden ZZ im laufenden Monat, ohne
Auftreten von klinischer Mastitis, sollte die Melkanlage und Melkhygiene Uberprift werden
(Stampa et al. 2006, Kruif et al. 2013).

2.3.2.4 Zellzahlen der Tankmilch

Die Tankmilchzellzahl (TAM-ZZ) gilt als Qualitdtsparameter der Liefermilch (Hamann 2005,
Kruif et al. 2013). Durch Mastitiskontrollprogramme konnte bereits in vielen Landern die ZZ
der TAM gesenkt werden (Schukken et al. 2003, Winter 2009).

Die Einstufung der Tankmilch nach Qualitdtsmerkmalen erfolgt wie folgt:

Bewertungsstufe S: bis 250.000 Zellen/ml (bei manchen Molkereien bis 200.000 Zellen/ml)
Bewertungsstufe I: bis 400.000 Zellen/ml

Bewertungsstufe II: > 400.000 Zellen/ml

(Erzeuger-Rahmenbedingungen-Verordnung 2021)
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Als Basis fur die Berechnung der TAM-ZZ fir die Ermittlung der Bewertungsstufen gilt das
geometrische Mittel der ZZ des Abrechnungsmonats, sowie von zwei davorliegenden
Monaten. Milch der Bewertungsstufe S muss eine ZZ < 250.000/ml aufweisen, weiters darf die
Keimzahl 50.000/ml nicht Uberschreiten. Abziige des Milchgeldes des jeweiligen Monats
kénnen erfolgen, wenn die Milch nicht mindestens der Bewertungsstufe 1 entspricht.
(Erzeuger-Rahmenbedingungen-Verordnung 2021). Wenn die Milch innerhalb von drei
Monaten nach der Uberschreitung den gesetzlichen Normen von < 400.000 Zellen/ml nicht
entspricht, so gilt diese als nicht lieferbar und ist, laut Gesetz in Europa, nicht mehr fir den
menschlichen Verzehr bestimmt (Schukken et al. 2003, Winter 2009).

Wenn ausnahmslos alle Tiere in den Tank gemolken werden kann die TAM-ZZ einen
Ruickschluss auf die Eutergesundheit der gesamten Herde geben (Winter 2009, Kruif et al.
2013). Dabei muss beachtet werden, dass durch die Verdiinnung der Milch, die vor allem bei
grolien Betrieben auftritt, die TAM-ZZ weniger aussagekraftig ist. Kleine Betriebe zeigen
starkere Schwankungen der TAM-ZZ. Allerdings lasst eine niedrige TAM-ZZ auf eine niedrige
Rate an subklinischen Mastitiden schlieRen (Kruif et al. 2013). Im Umkehrschluss deutet sie
bei langerfristiger Erhdhung auf eine hohe Pravalenz an subklinischen Mastitisfallen hin
(Edmondson und Bramley 2004, Kruif et al. 2013). Ist die ZZ in der TAM uber 300.000/ml
erhoht, kann von einer schlechten Eutergesundheit der Herde ausgegangen werden (Grunert
et al. 1996). Der eutergesunde Betrieb liegt bei < 150.000 Zellen/ml in der Tankmilch (Winter
2009). Weiters sollten weniger als 10 % der Tiere in der Herde eine ZZ des SG > 250.000

Zellen/ml aufweisen (Kruif et al. 2013).

2.3.3 Bakteriologische Untersuchung

Als Goldstandard in der Mastitisdiagnostik gilt bis zum jetzigen Zeitpunkt die BU (Winter 2009).
Sie dient der Abklarung des Mastitiserregers, als Behandlungskontrolle, Kontrolle und
Behandlungsbedarf der Trockensteher und Frischabkalber, Untersuchung bei Umstellung und
Verkauf und zur Wahl der geeigneten Antibiotika (Schulz 2003). Fir die bei Einzeltieren
auftretende klinische Mastitis wird eine BU der Viertelgemelksproben, am besten vom
Anfangsgemelk, angewandt, um kausale Erreger nachzuweisen. Viertelgemelksproben bieten
die hochste diagnostische Sicherheit (Winter 2009, Kruif et al. 2013). Diese sinkt bei
SG-Proben durch den Verdinnungseffekt ab. Eine mehrmalige Untersuchung von
verdachtigen Tieren wird dreimal innerhalb einer Woche angeraten, da manche

Mastitiserreger nicht dauerhaft ausgeschieden werden (Winter 2009). Hamann (2005)
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empfiehlt eine Zytologie und BU der Viertelgemelksprobe zwei Mal im Abstand von einer
Woche.

Eine erste Beurteilung des Wachstums kann nach 24 Stunden erfolgen, wobei hiernach auch
entschieden wird, ob eine weitere Anzucht auf einem Selektivhahrboden notwendig ist (Winter
2009). Die Anzuchtung hat, je nach Keimart und Konzentration, eine unterschiedliche
Wachstumsdauer. Es sind nur wachstumsfahige Erreger nachzuweisen, wobei manche
Mikroorganismen gar nicht kultivierbar sind (Busch 2007). Eine anschlieRende Durchflihrung

von Resistenztests ist moglich (Edmondson und Bramley 2004).

2.3.4 Polymerase Ketten Reaktion

Diese Methode wird heutzutage vermehrt in der Mastitisdiagnostik angewandt, um schnelle
und verlassliche Ergebnisse zu erzielen (Koskinen et al. 2010). Die PCR ist eine enzymatische
in-vitro Methode, um spezifische DNA-Sequenzen zu vervielfaltigen. Konzipiert wurde sie von
Kary Mullis im Jahre 1983. Die DNA-Polymerase vervielfaltig wiederholt bestimmte
DNA-Sequenzen. Der erste Schritt der PCR ist die Schmelzung. Dabei wird bei 90-98 °C die
DNA aufgespalten. Danach erfolgt das Binden bei einer Temperatur von 37—65 °C. Bei diesem
Prozess legen sich die Primer an die zu vervielfaltigende DNA-Region, jeweils am anderen
Ende des Strangs, mit ihrem 3'Ende, an. Der letzte Schritt ist die Verlangerung. Die
Temperatur wird auf das Optimum der DNA-Polymerase geandert. Diese fullt den fehlenden
Strang, am 3’Ende beginnend, mit Desoxyribonukleotiden auf. Dabei wird die DNA als Vorlage
benutzt. Die Primer werden zu einem Teil des DNA-Produkts (Hill und Gordon 1992).

2.3.41 Quantitative Polymerase Kettenreaktion

Bei Verwendung der quantitativen PCR (qQPCR) wird die DNA vervielfaltigt und zusatzlich in
Echtzeit durch Fluoreszenzmessung quantifiziert (Busch 2007, LKV Berlin-Brandenburg e.V.
2018). Zur Anwendung kommen zwei Ansatze. Der erste beruht auf dem Einbau von einem
Fluoreszenzfarbstoff in die doppelstrangige DNA (z.B. EVA Green). Als zweiten moglichen
Ansatz kénnen sequenzspezifische, mit Donor (Reporter)- und Akzeptorfarbstoffen
(Quencher) markierte, Hybridisierungssonden eingebaut werden. Bei Bindung der Sonde an
den DNA-Einzelstrang, nimmt das Quencher-Molekil durch die Nahe zum Reporter dessen
Fluoreszenzfarbstoff auf, es wird also kein Fluoreszenzsignal emittiert. Beim Ersetzen des
Reporter-Molekils durch ein Nukleotid, durch die Polymerase, wird der Reporter-Farbstoff
freigesetzt und emittiert, da er nicht mehr durch den Quencher unterdrickt wird (Busch 2007).

Die Fluoreszenzmenge nimmt proportional zur vervielfaltigten DNA-Menge zu und kann somit
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detektiert werden (Busch 2007, LKV Berlin-Brandenburg e.V. 2018). Bei der quantitativen PCR
ist von Vorteil, dass das Reaktionsgefal nach der Reaktion nicht mehr getffnet werden muss
und somit das Risiko von Kreuzkontamination verringert ist (Busch 2007). Multiplex gPCR
erlauben durch den Einsatz von spezifischen Sonden mehrere Zielkeime in einem

Reaktionsverfahren gleichzeitig zu analysieren.

2.3.5 Polymerase Kettenreaktion und Bakteriologie im Vergleich

Die Vorteile der PCR-Diagnostik sind eine hohe Sensitivitat, da bereits eine geringe
Erregermenge ausreicht, um diese nachweisen zu kénnen, sowie eine hohe Spezifitdt durch
den Nachweis von typischen DNA-Sequenzen (Busch 2007, Koskinen et al. 2010, LKV
Berlin-Brandenburg e.V. 2018). Weiters dauert die Analyse nur vier Stunden, daher kann
rascher erregerspezifisch therapiert werden (Koskinen et al. 2010, LKV Berlin-Brandenburg
e.V. 2018). Je schneller eine Diagnose gestellt werden und daraufhin richtig therapiert werden
kann, desto kurzer ist die Behandlungsdauer und somit die Wartezeit. Eine vermehrte Haufung
subklinischer und chronischer Mastitiden, sowie Rickfallen, wird bei zu spatem Therapiestart
haufiger beobachtet (Schulz 2003). Die BU als Diagnostikum flihrt zu erheblicher
Zeitverzégerung (Edmondson und Bramley 2004). Die PCR ist auch im Vorteil gegenuber der
BU bei schwer oder gar nicht kultivierbaren Keimen (z.B. Mykoplasmen). Weiters verfugt die
gPCR Uber eine automatische Befundinterpretation (Koskinen et al. 2010). Die Auswertung
der gPCR erfolgt semiquantitativ, was auf den Erregerdruck hinweist. Aulerdem kann, z.B.
wie im PathoProof Mastitis Complete 16S-Kit (Thermofisher Scientific, Waltham, MA, USA),
auf Resistenzgene, wie auf das [(-Laktamase-Gen der Staphylokokken, getestet werden.
Euterassoziierte Erreger kdnnen auch aus der Sammel- und Tankmilch nachgewiesen werden
(LKV Berlin-Brandenburg e.V. 2018).

Als Nachteile der PCR waren zu nennen, dass nur die DNA nachgewiesen wird, was keine
Ruickschlisse auf die Vermehrungsfahigkeit des Keimes zulasst (Busch 2007, Hiitid et al.
2015, LKV Berlin-Brandenburg e.V. 2018). Tatsachliche Resistenztests sind nicht
durchfuhrbar, da eine Anzucht bendétigt werden wirde (LKV Berlin-Brandenburg e.V. 2018).
Die Kosten der PCR sind héher und es werden mehrere Reagenzien bendtigt (Koskinen et al.
2009, LKV Berlin-Brandenburg e.V. 2018).
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3 Material und Methode

3.1 Probennahme

Die Probennahme wurde an acht 6sterreichischen Milchviehbetrieben (Betriebe A—H) finfmal
innerhalb von eineinhalb Jahren durchgefuhrt. Von diesen funf Probenahmen erfolgten zwei
Beprobungen im Sommer, zwei im Winter und eine Beprobung im Frihjahr. Die Einteilung der
acht beprobten Betriebe erfolgte anhand der Vorjahrestankmilch-ZZ in vier Betriebe mit hoher
Zellzahl (HZZ, > 200.000 Zellen) und vier Betriebe mit niedriger Zellzahl (NZZ, < 200.000
Zellen).

Je 16 Kiihe wurden auf den jeweiligen Betrieben beprobt. Die Auswahl der Kiihe erfolgte bei
jeder Beprobung willkiirlich. Daher waren die SG bei den verschiedenen Beprobungen nicht
zwingend von denselben Kihen. Jene Kiihe, die sich zum Zeitpunkt der Beprobung aufgrund
von antibiotischer Behandlung in Wartezeit befanden, sowie Tiere knapp nach der Geburt, die

noch Biestmilch gemolken haben, wurden von der Beprobung ausgeschlossen.

Vor der Melkung, bzw. nach der Reinigung des Euters durch den Landwirt, wurde bei jeder
Kuh ein Schalmtest durchgefiihrt und dessen Ergebnis vermerkt.

Danach wurde eine aseptische Milchprobenentnahme durchgefihrt. Dafir wurden die Zitzen
mit einem in 70%igem Ethanol getrankten Wattebausch gereinigt. Fir jede Kuh verwendete
man ein Falcon-Tube fur ein SG (SG 1-16) aus allen vier Zitzen. Die Reinigung der Zitzen
begann auf der dem Probennehmer abgewandten Seite um eine erneute Kontamination der
Zitze mit der Hand zu verhindern. Die Probennahme filhrte man in der umgekehrten
Reihenfolge durch und begann somit an der dem Untersucher zugewandten Seite
(Baumgartner 2014). Danach wurde das Melkzeug von den Landwirten angesetzt. Nach der
Melkung wurde eine Probe des Gesamtgemelkes fir die Analyse der Milchinhaltsstoffe

gezogen und mit einer Bronysolv-Lésung (Analitic, AT) stabilisiert.

Aus dem Milchtank wurde nach der Melkung drei Mal ein Liter Milch entnommen. Aus den
1-Liter GefalRen Uberfihrte man noch direkt am Hof je 50 ml der Tankmilch (Tankmilch 1-3:
TAM 1-3), in drei Falcon-Tubes und ein Milchréhrchen fir die Inhaltsstoffe. Alle Proben
wurden nach der Entnahme sofort bei 4 °C geklhlt und spatestens nach 48 Stunden
weiterverarbeitet. Die Proben fur die Milchinhaltstoffe wurden im jeweiligen Gebietslabor

mittels Fossomatic-Equipment (FOSS GmbH, GER) auf die somatische Zellzahl analysiert.
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3.2 DNA Extraktion der Milchproben

Die Extraktion der DNA aus den Milchproben begann spatestens 48 Stunden nach der
Probennahme im Labor des Instituts fir Lebensmittelsicherheit — Abteilung Mikrobiologie der
Veterindrmedizinischen Universitat Wien. Daflr wurde das DNA-Extraktionsprotokoll des
PathoProof Complete-16 Kits (Thermo Scientific PathoProof Mastitis Complete-16 assay,
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) in modifizierter Form verwendet (Thermo
Scientific Protocol Book PathoProof Complete-16 kit 2015).

Zuerst wurden je 15 ml der SG in neue Falcon-Tubes Uberfihrt. Die Tankmilch wurde mit den
je 50 ml weiterverarbeitet. Der Rest der Probe wurde als Ruickstellprobe aufbewahrt.

Die Milch wurde fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert (3180 x g, 18,7 cm Radius,
3900 rpm; Eppendorf Zentrifuge 581R, Eppendorf, AT). Danach entfernte man mit dem
Pipetboy (Easypet 3, Eppendorf, AT) den fliissigen Uberstand und Teile der Fettschicht, um
nur noch héchstens 2 ml des Pellets im Tube zu belassen. Dies wurde mit einer 1000 ul Pipette
gut vermischt, um moglichst das ganze verbleibende Pellet in ein 2 ml Eppendorfgefal®
Uberfliihren zu kénnen. Diese wurden dann bei 10.000 x g fir 5 Minuten (Centrifuge 5424,
Eppendorf, AT) zentrifugiert. Der daraus resultierende Uberstand wurde erneut mit einer
1000 pl-Pipette entfernt. Danach wurde eine Mischung aus 7 pl Proteinase-K und 350 pl
Lysis-Solution-1 fur jede Probe hergestellt und 350 yl der Mischung zu jeder Probe
hinzugefugt. Es folgte ein Inkubationsschritt von 5 Minuten bei 55 °C, danach wurde die Probe
wieder bei 5000 x g fiir 5 Minuten zentrifugiert, um den flissigen Uberstand wieder mit der
Pipette entfernen zu kénnen. Danach folgte das Hinzufiigen von 100 pul Lysis-Solution-2 und
schlief3lich 20 pl Lysozym (20 mg/ml) zu jeder Probe und eine Inkubation fur eine Stunde bei
37 °C bei 125 rpm.

Dann wurde eine Mischung aus 20 ul Proteinase-K und 200 pl Buffer AL hergestellt und 220 pl
dieser Mischung zu jeder Probe zugefligt und tber Nacht bei 55 °C und 300 rpm inkubiert.
Am nachsten Tag wurden die Proben fur 10 Minuten bei 70 °C inkubiert. Danach wurden
200yl Ethanol (99 %) hinzugefigt und die gesamte Probenmenge auf
QIAmp-mini-spin-columns uberfuhrt und fir 1 Minute bei 20.000 x g zentrifugiert. Falls noch
Reste der Flussigkeit auf dem Filter verblieben waren, wurde erneut zentrifugiert bis die
gesamte Flussigkeit gefiltert war.

Nun wurden 500 ul Buffer AW1 auf den Filter des Spin-Columns pipettiert, um die DNA zu
waschen. Erneut erfolgte ein Zentrifugieren mit 20.000 x g fir 1 Minute. Danach wurden 500 pl
des Buffer AW2 hinzugeflgt und mit 20.000 x g fur 3 Minuten zentrifugiert.
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Die Spin-Columns wurden zumindest einmal erneut fiir 2 Minuten zentrifugiert (20.000 x g) um
verbliebene Flissigkeit komplett vom Filter zu entfernen. Das Spin-Column, indem sich nun
die gewaschene DNA befand, wurde in ein 1,5 ml Eppendorfgefall gesetzt. Das Filtrat wurde
verworfen.

Nun kamen je 50 uyl mit Diethylpyrokarbonat behandeltes Wasser (DEPC-Water, PCR grade
water, Sigma Aldrich, AT), dass zuvor im Inkubator auf 70 °C erhitzt wurde, auf die
Spin-Columns, um die im Filter befindliche DNA in das Eppendorfgefald zu eluieren. Nach einer
Zentrifugation bei 20.000 x g fur 3 Minuten wurde dieser Schritt wiederholt, sodass sich
schlussendlich ca. 100 ul DEPC-Water mit DNA im Eppendorfgefall befanden. Die extrahierte
DNA wurde als letzten Schritt in ein neues 1,5 ml Eppedorfgefal umgesetzt und wurde

bei -20 °C tiefgefroren.

3.3 Quantitative Polymerase Ketten Reaktion (PathoProof Kit)
Das Kit kann 15 Mastitis-auslésende Mikroorganismen, sowie das B-Laktamase Resistenzgen
identifizieren. Folgende Keime sind als Targets enthalten:
 Corynebacterium bovis

» Enterococcus spp. (einschliellich E. faecalis und E. faecium)
 Escherichia coli

* Klebsiella spp. (einschliellich K. oxytoca und K. pneumoniae)

« Serratia marcescens

» Staphylococcus aureus

» Staphylococcus B-Laktamase-Gen

 Staphylococcus spp.

« Streptococcus agalactiae

» Streptococcus dysgalactiae

» Streptococcus uberis

* Trueperella pyogenes und Peptoniphilus indolicus

* (Hefen)

* (Mycoplasma bovis)

* (Mycoplasma spp.)

* (Prototheca spp.)
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Da es sich um eine multiplex-gPCR handelt, kbnnen mit einem Primermix jeweils vier der
beschriebenen Targets und eine interne Amplifications Kontrolle (IAC) analysiert werden. Da
jedes Target- und IAC-Signal in einem Primermix Uber einen spezifischen Fluoreszenzkanal
empfangen wird, wirden flinf Fluoreszenzkanale bendtigt werden, um fir alle Targets
Ergebnisse zu erzielen. Da am Institut aber nur ein gPCR Gerat mit den vier Fluoreszenzfiltern
ROX, HEX/JOE, CY5 und FAM verfugbar war, konnten die Targets vom Filter ATTO (Hefen,
Mycoplasma bovis, Mycoplasma spp., Prototheken) nicht analysiert werden und werden daher

in dieser Arbeit nicht weiter beriicksichtigt.

Das Kit enthielt einen fertigen Mastermix und vier Primermixes. Primermix 1 (F-1651:
PathoProof Complete-16 Kit Primer Mix 1) enthalt Oligonucleotide zur Identifikation von
S. aureus, Enterococcus spp., C. bovis, M. bovis und eine interne Amplifikations Kontrolle
(IAC) mit Proben-DNA. Primermix 2 (F-1652: PathoProof Complete-16 kit Primer Mix 2)
enthalt Oligonucleotide zur Identifikaton des B-Laktamase-Gens der Staphylokokken, E. coli,
S. dysgalactiae, Mycoplasma spp. und eine IAC. Primermix 3 (F-1653: PathoProof Complete-
16 kit Primer Mix 3) enthalt Oligonucleotide zur Identifikation von Staphylococcus spp., wobei
alle relevanten Koagulase-negativen-Staphylokokken miteingeschlossen sind, S. agalactiae,
S. uberis, Prototheca spp. und eine IAC. Primermix 4 (F-1654: PathoProof Complete-16 kit
Primer Mix 4) enthalt Ologonucleotide zur Identifikation von Klebsiella spp., S. marcescens,
T. pyogenes Hefen und eine IAC.

Beim PathoProof Master Mix handelt es sich um einen Puffer, der MgCI2,

Deoxynucleosidtriphosphate und Hot-Start-DNA-Polymerase enthalt.

Die Durchfuhrung erfolgte laut Handbuch (Thermo Scientific Protocol Book PathoProof
Complete-16 kit 2015). Pro Probe wurden 11 ul Mastermix und je 5,5 pl jeder der vier
Primermischungen berechnet um die PCR-Solution 1-4 herzustellen. Es wurden dann 15 pl
einer jeden PCR-Solution und 5 pl Template DNA einer jeden Probe pro Reaktion verwendet
und in 0,2 ml gPCR Gefalke pipettiert (MicroAmp Optical Tubes und Optical 8-Cap Stripes,
applied biosystems, ThermoFisher Scientific, AT). AuRerdem wurde in jedem Lauf fur jede
PCR-Solution eine Negativkontrolle, in die keine Probe pipettiert wurde, sowie eine
Positivkontrolle mit dem dem Kit beigelegten PathoProof Universal Amplification Standard
berlcksichtigt. Nach dem Pipettieren der PCR-Solution und Template DNA wurden die qPCR
Proben nochmals mit 1500 x g fur 1 Minute zentrifugiert und schlieRlich in den Thermocycler
(MX Pro 3000, ThermoFisher Scientific, AT) verbracht.
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Als initialen Schritt wurde die Denaturierung der DNA durch eine Erhitzung auf 95 °C fir
10 Minuten durchgefiihrt. Anschlief3end folgten 40 Zyklen mit dem Erhitzungsschritt auf 95 °C
fur 5 Sekunden und Abklihlung auf 60 °C fir 60 Sekunden.

Fur jede PCR wurde derselbe Thermocycler verwendet, sowie dieselben PCR Gefalle und

Verschlusskappen.

3.4 Auswertung qPCR Daten

Fur alle zwdlf Targets wurde der Grenzwert der qPCR so festgelegt, dass er Uber dem
Hintergrundrauschen lag, mindestens jedoch dort, wo sich der Fluoreszenzwert verdoppelt
hat. Die mittleren Grenzwerte lagen bei: blaZ-Gen 462 + 106,7, C. bovis 87 + 21,9, E. coli
193 +£41,8, Enterococcus spp. 112 £ 40,6, Klebsiella spp. 448 + 152 4, T. pyogenes
124 + 28,6, S. agalactiae 104 + 35,4, S. aureus 411 +115,6, S. dysgalactiae 84 + 18,5,
S. marescens 109 + 31,2, S. uberis 101 £ 17,2, Staphylococcus spp. 450 £ 107,8.

Anhand des dann ermittelten cycle-tresholds (Ct-Wert) wurde die Kopienanzahl, das bce,
mittels einer von Thermofisher Scientific zur Verfligung gestellten Formel ausgerechnet. Dies
erfolgte unter der Berticksichtigung von maximalen Ct-Werten, die laut Hersteller als negatives
Ergebnis gelten, sowie durchschnittlichen Neigungswerten und Achsenabschnitte von
Standardkurven. Danach wurde noch das Eluierungsvolumen bei der DNA-Extraktion und die
urspriingliche Probenmenge berlcksichtigt, um den bce pro ml Milch zu berechnen. Das
blaZ-Gen wurde nur in Proben berlcksichtigt, die zumindest positiv flr Staphylococcus spp.

waren und einen héheren bce an Staphylococcus spp. als an blaZ-Gen hatten.

3.5 Statistische Auswertung

Die Datensammlung, Aufbereitung und Erstellung von Graphiken erfolgten in Microsoft Excel,
die statistische Auswertung mit SAS Enterprise (SAS Enterprise Guide 7.1., SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA). Fur die deskriptive Statistik wurden diverse Lage- und Streumafie (Minimum,
Maximum, Mittelwert, Median, Standardabweichung, Varianz) berechnet. Fir die
vergleichende Statistik wurden die Variablen mittels Kolmogorov-Smirnov, Cramer von Mises
und Anderson-Darling Test und Histogrammen auf Normalverteilung getestet. Die Variablen
ZZ und bce waren nicht normalverteilt. Von einer log oder Wurzeltransformation wurde jedoch
abgesehen, um eine Interpretation der tatsachlich vorliegenden Werte zu ermdglichen. Die

Daten wurden in Folge mittels Levene Test auf ihre Homogenitat Gberprift. Daten mit
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homogenen Varianzen wurden mittels Wilcoxon-Test analysiert. Bei Varianzheterogenitat,
wurde mittels Welch’s ANOVA analysiert. Der Post-hoc Test erfolgte mittels Tukey HSD Test.
Parametrische Daten (Pathogen ja/nein) wurden mittels Chi-Square Test (Chi-Quadrat Test
von Pearson) mit exakten P-Werten analysiert. Als unabhangige Variablen wurden
ZZ-Kategorie (SG: ZZ-Kategorie 1-5, TAM: ZZ-Kategorie < 200.000 und > 200.000),
ZZ-Klasse (<200.000 Zellen'’ml TAM und >200.000 Zellen/ml TAM nach
Vorjahresdurchschnitt), Betrieb, Jahreszeit, Anzahl Pathogene, Pathogenkombinationen und
Haltungsart verwendet. P-Werte < 0,05 werden als statistisch signifikant angesehen. Fur
Korrelationsanalysen wurde der Spearman-Rang-Korrelationskoeffizient verwendet. Die
Interpretation erfolgte wie folgt: Die Korrelation ist vernachlassigbar mit r |<0,3|, gering mit
r |20,3 — <0,5|, moderat mit r 20,5 —<0,7|, stark mit r|20,7 —<0,9|] und substanziell mit

r |20,9 — 1,0|. Alle angegebenen Korrelationen haben ein Signifikanzniveau von P < 0,05.

3.6 Erhebung der Betriebsdaten
Um den moglichen Einfluss der Tierhaltung auf die ZZ und vorhandenen Mastitispathogene
feststellen zu koénnen, wurden Betriebsdaten erhoben und ein Hygienescoring vom

Probennehmer durchgefihrt.

Erhoben wurde die Melkhygiene, wie die Euterreinigung und deren Effizienz, das Tragen von
Handschuhen, die Uberpriifung des Vorgemelks, die Melkreihenfolge und das Zitzendippen.
Weiters wurde die Verwendung von einem eigenem Melkzeug flr an Mastitis erkrankte Kihe

notiert.

Ein Hygienescoring der Tiere wurde am Fressplatz bei Betrachtung von hinten, bzw. im
Melkstand durchgefihrt und wurde wie folgt beurteilt:

Score 1: Euterspiegel und Extremitaten sind frei von Verschmutzungen.

Score 2: Euterspiegel geringgradig verschmutzt, 2-10 % der Oberflachen sind verschmutzt
Score 3: Euterspiegel und Hinterextremitaten sind mittelgradig verschmutzt, 10-30 % der
Oberflachen sind verschmutzt

Score 4: Euterspiegel und Hinterextremitaten sind hochgradig verschmutzt, > 30 % der

Oberflachen sind verschmutzt
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Die Sauberkeit der Liegeboxen wurde tUberprift. Weiters wurde der Verschmutzungsgrad der
Kihe und des Euters, unabhangig von der Melkung, festgehalten. Die Bewertung erfolgte mit

Schulnotensystem.
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4 Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden insgesamt 633 Sammelgemelke mittels multiplex gPCR untersucht.
Obwohl alle Tiere klinisch gesund waren, wurde in nur 33 SG-Proben (5,21 %) kein Pathogen
detektiert. Weiters wurde in 197 SG-Proben (31,12 %) ein einzelnes Pathogen aufgefunden.
Die verbliebenen 403 Proben (63,67 %) der SG wiesen mehr als ein Pathogen auf. Von den

insgesamt 40 untersuchten TAM-Proben waren nur zwei (5 %) in der gPCR negativ.

Die vorkommenden Pathogene und die ZZ der beprobten Tiere wurden in den SG-Proben und
den TAM-Proben anhand der Metadaten ZZ-Klasse, ZZ-Kategorie, Betrieb, Jahreszeit und des
bce miteinander verglichen. Die SG wurden auch hinsichtlich der am haufigsten

vorkommenden Pathogenkombinationen und der Anzahl der Pathogene beleuchtet.

In den SG und der TAM der acht Betriebe konnten Uber fiinf Beprobungen lang folgende
Pathogene durch die qPCR detektiert werden: Staphylococcus spp. und das von ihnen
teilweise exprimierte B-Laktamase-Gen (blaZ-Gen), C. bovis, S. uberis, S. dysgalactiae,
E. coli, Enterococcus spp., S. marescens, S. aureus und T. pyogenes. Klebsiella spp. wurden

nur in der TAM nachgewiesen. S. agalactiae befand sich in keiner Probe.

Um einen genauen Uberblick tber die Haufigkeit der nachgewiesenen Pathogene zu
bekommen, wurde deren Anteil an den 600 positiven SG-Proben in Tab.1 dargestellt.
Staphylococcus spp. wurden in 90,16 % und somit in einem Grof3teil der positiven SG
nachgewiesen. Dahinter folgte C. bovis mit einem Nachweis von 58,89 %. S. uberis folgte mit
14,76 % als haufigstes Major-Pathogen. E. coli wurde mit 10,63 % an vierter Stelle
nachgewiesen.

Von den 197 Proben, in denen nur ein Pathogen nachgewiesen werden konnte, waren
85,79 % Staphylococcus spp. (n = 169), davon exprimierten 20,71 % das blaZ-Gen (n = 35),
sowie 12,69 % C. bovis (n = 25). S. uberis kam in 1,02 % (n = 2) der 197 Proben alleinig vor,
T. pyogenes in 0,51 % (n = 1). Andere detektierte Pathogene kamen nicht im Einzelnachweis

Vvor.
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Tab 1: Haufigkeit der detektierten Pathogene in den 600 positiv getesteten SG-Proben; 1.-5.
Beprobung; Betrieb A—H

Positive Proben | Anteil an SG-Proben

Staphylococcus spp.
C. bovis

E. coli 11,17%
Enterococcus spp. 517%
Klebsiella spp.
T. pyogenes
S. aureus

S. dysgalactiae
S. marescens \

S. uberis
S. agalactiae
Pathogene Gesamtnachweise 1180

Tab 2: Haufigkeit der detektierten Pathogene in den 38 positiv getesteten TAM-Proben; 1.-5.
Beprobung; Betrieb A—H

Positive
Proben Anteil an TAM-Proben

Staphylococcus spp.
C. bovis 24 63,16%
E. coli 10 26,32%
Enterococcus spp. 11 28,95%
Klebsiella spp.
T. pyogenes
S. aureus

S. dysgalactiae 28,95%

S. marescens ‘ ‘
S. uberis
S. agalactiae ‘
Pathogene Gesamtnachweise 123

In der TAM wurde in allen positiven Proben Staphylococcus spp. nachgewiesen, C. bovis
folgte, ahnlich den SG-Proben mit 63,16 % an zweiter Stelle. Darauf folgte auch in der TAM
S. uberis als haufigstes Major-Pathogen, Enterococcus spp. und S. dysgalactiae wurden in

der TAM jedoch haufiger aufgefunden als E. coli (siehe Tab. 2).
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4.1 Zellzahlklassen

4.1.1 Zellzahlen der Zellzahlklassen

Wie in Tab. 3 ersichtlich bestatigte sich die Unterteilung der acht Betriebe in vier Betriebe mit
hoher Zellzahl (HZZ, >200.000 Zellen) und vier Betriebe mit niedriger Zellzahl (NZZ,
< 200.000 Zellen) anhand der Vorjahrestankmilch-ZZ auch im Beobachtungszeitraum.
Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (STABW), sowie Minimum (Min) und Maximum
(Max) der ZZ werden angegeben (siehe Tab.3 und Tab.4).

Tab 3: Mittelwerte und STABW der ZZ der SG, eingeteilt in die ZZ-Klassen HZZ (Betrieb A, D,

E, G) und NZZ (Betrieb B, C, F, H) ; 1.-5. Beprobung

Mittelwert STABW Minimum Maximum

ZZ-Klasse Anzahl
Zellzahl Zellzahl Zellzahl Zellzahl

Proben
HZZ 318 3232 779.,8 7 8.277
NZZ 312 81b 131,2 4 1.005
ab\ittelwerte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unterscheiden sich

signifikant (P = < 0,001).
HZZ Hohe Zellzahl, > 200.000 Zellen in der Vorjahrestankmilch
NZZ Hohe Zellzahl, < 200.000 Zellen in der Vorjahrestankmilch

Tab 4: Mittelwerte und STABW der ZZ der TAM, eingeteilt in die ZZ-Klassen HZZ (Betrieb A,
D, E, G) und NZZ (Betrieb B, C, F, H); 1.-5. Beprobung

Mittelwert STABW Minimum Maximum
ZZ-Klasse Anzahl
Zellzahl Zellzahl Zellzahl Zellzahl
Proben
HZz 20 2622 201,3 50 993
Nzz 20 75° 40,6 20 192
dMittelwerte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unterscheiden sich signifikant

(P = < 0,001).

HZZ Hohe Zellzahl, > 200.000 Zellen in der Vorjahrestankmilch
NZZ Hohe Zellzahl, < 200.000 Zellen in der Vorjahrestankmilch



31

4.1.2 Bacterial Cell Equivalent der Mastitispathogene in den Zellzahlklassen
Hohe Zellzahl und Niedrige Zellzahl

Tab 5: Mittleres bce der Pathogene und des blaZ-Gens in den SG mit Vergleich zwischen den
ZZ-Klassen HZZ (Betrieb A, D, E, G) und NZZ (Betrieb B, C, F, H); 1.-5. Beprobung

Hzz Nzz P-Wert
blaZ-Gen 2.363 535 0,04
STABW 15.555,5 2.705,3
C. bovis 743.291 346.580 < 0,001
STABW 1.704.864,1 1.169.254,7
E. coli 753 5 0,03
STABW 5.916,4 26,0
Enterococcus spp. 6.929 81 0,15
STABW 83.423,8 827.,4
T. pyogenes 1.958 3 0,31
STABW 34.175,5 39,9
S. aureus 287 0 0,31
STABW 4.955,6 8,7
S. dysgalactiae 41.173 44 0,17
STABW 523.858,0 617,8
S. marescens 6 8 0,89
STABW 112,4 131,4
S. uberis 72.749 12.863 0,32
STABW 1.041.362,3 158.036,4
Staphylococcus spp. 13.799 9.914 0,20
STABW 42.120,8 34.028,6

HZZ Hohe Zellzahl, > 200.000 Zellen in der Vorjahrestankmilch
NZZ Hohe Zellzahl, < 200.000 Zellen in der Vorjahrestankmilch

C. bovis, E. coli und das blaZ-Gen kommen in den SG signifikant héher in der ZZ-Klasse HZZ
vor. Numerisch sind, aulder S. marescens welche im gesamten Projekt nur in sehr geringen
Mengen nachgewiesen wurde, alle Pathogene in den SG der ZZ-Klasse HZZ mit héherem bce
vertreten (P = 0,05, siehe Tab.5).
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Tab 6: Mittleres bce der Pathogene und des blaZ-Gens in der TAM mit Vergleich zwischen
den ZZ-Klassen HZZ (Betrieb A, D, E, G) und NZZ (Betrieb B, C, F, H); 1.-5. Beprobung

Hohe ZZ Niedrige ZZ P-Wert
C. bovis 13.944 4.658 0,05
STABW 15.189,8 13.455,6
Staphylococcus spp. 2.277 987 0,02
STABW 1.639,7 1.676,2
blaZ-Gen 58 17 0,36
STABW 187,4 52,2
E. coli 71 10 0,16
STABW 185,2 45,0
Enterococcus spp. 559 2.842 0,39
STABW 1.776,0 11.626,7
Klebsiella spp. 206 0 0,32
STABW 921,1 0,0
S. aureus 24 0 0,14
STABW 71,2 0,0
S. dysgalalctiae 7.804 17 0,26
STABW 30.637,9 66,4
S. marescens 216 7.585 0,34
STABW 967,8 33.922,0
S. uberis 1.501 2.829 0,64
STABW 1.841,7 12.582,4

HZZ Hohe Zellzahl, > 200.000 Zellen in der Vorjahrestankmilch
NZZ Hohe Zellzahl, < 200.000 Zellen in der Vorjahrestankmilch

C. bovis und Staphylococcus spp. sind die einzigen Pathogene in der TAM, die ein signifikant
hoéheres bce in der ZZ-Klasse HZZ haben.

Anders als bei den SG weisen in der TAM mehrere Pathogene ein hdheres bce in
NZZ-Betrieben auf. Wie in Tab.6 ersichtlich, handelt es sich hierbei um Enterococcus spp.,
S. marescens und S. uberis. Dieser numerische Unterschied ist jedoch statistisch nicht
signifikant (P = 0,05).
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4.2 Betrachtung der einzelnen Betriebe
4.2.1 Zellzahlen der Betriebe A-H

1600 a
1400
acC
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1000 abd
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600 ac
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200 C
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A B C E F H

Abb 1: Mittlere ZZ mit STABW der SG der Betriebe A-H; 1.-5. Beprobung; 2***Mittelwerte mit
unterschiedlichen Kleinbuchstaben unterscheiden sich signifikant (P < 0,05)

D G

Wie in Abb.1 ersichtlich, unterscheidet sich Betrieb A, mit der hochsten mittleren ZZ der SG,
von allen Betrieben der ZZ-Klasse NZZ (B, C, F, H) signifikant. Betrieb G weist die
zweithdchste mittlere ZZ auf und unterscheidet sich signifikant von den Zellzahlen der Betriebe
F und C (P < 0,001).
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Abb 2: Mittlere ZZ mit STABW der TAM der Betriebe A-H; 1.—5. Beprobung; ®Mittelwerte mit

unterschiedlichen Kleinbuchstaben unterscheiden sich signifikant (P < 0,05)

Bei Betrachtung der TAM unterscheidet sich der Betrieb A, mit der héchsten TAM-ZZ,
signifikant von Betrieb F und H, mit der geringsten TAM-ZZ (P < 0,05).
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4.2.2 Anzahl der detektierten Mastitispathogene in den Betrieben A-H

Tab 7: Anzahl der SG-Proben nach Betrieben, die positiv auf das jeweilige Pathogen oder das
blaZ-Gen getestet wurden; Betrieb A—H; 1.-5. Beprobung

ZZ-Klasse HZZ|NZZ (NZZ |HZz |HZZ |NZZ |(HZZ |NzZz

Betrieb A B C D E F G H P-Wert
blaZ-Gen 40 11 26 26 33 17 38 6 < 0,001
:;Tophy lococcus | “ggl 74| 75| 76| 76| 63| 73| 53| <0001
C. bovis 70 46 1 80 53 72 44 5 < 0,001
E. coli 17 2 7 8 8 1 20 4 < 0,001
fg;e’ ococcus 8 3 1 11 13 1 3 1|  <0,001
S. uberis 31 4 0 5 14 15 21 3 < 0,001
. ZU wenige
S. dysgalactiae 4 0 3 14 1 1 3 5 Nachweise
ZU wenige
T. pyogenes 3 0 0 1 1 1 5 2 Nachweise
S. marescens 1 0 1 0 0 1 0 0 ZUu wenige
Nachweise
S. aureus 0 0 0 0 0 0 2 1 NZ“ wenige
achweise

Die Tab. 7 zeigt die Anzahl an detektierten Pathogenen in den SG in den einzelnen Betrieben
Uber finf Beprobungen. Der Chi-Quadrat-Test ergab bei den Pathogenen C. bovis,
Staphylococcus spp., Enterococcus spp., E. coliund S. uberis, sowie dem blaZ-Gen zu einem
P < 0,001, was fur Unterschiede im Vorhandensein dieser Pathogene und dem blaZ-Gen
zwischen den Betrieben spricht. Flr S. dysgalactiae, T. pyogenes, S. marescens und
S. aureus ist die Nachweisrate in den SG insgesamt zu gering, um eine statistische Aussage
uber die Haufigkeit des Vorkommens auf bestimmten Betrieben treffen zu kénnen.

Das blaZ-Gen wird vor allem in den HZZ-Betrieben A und G haufig exprimiert, die wenigsten
Nachweise konnten in Betrieb H, mit sechs Nachweisen, sowie in Betrieb B, mit elf
Nachweisen, getatigt werden. Staphylococcus spp. wird in allen Betrieben haufig
nachgewiesen, Betrieb H zeichnet sich mit 53 Nachweisen mit einer etwas geringeren
Nachweisrate verglichen zu den anderen Betrieben aus. C. bovis ist in den Betrieben D, F und
A am haufigsten in SG vertreten, wahrend dieses Pathogen in den SG der Betriebe H und C
mit funf bzw. einem Nachweis kaum vorhanden ist. E. coli wurde am haufigsten in den

Betrieben G und A mit 20 bzw. 17 positiven Nachweisen gefunden. Enterococcus spp. konnte
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in Betrieb E mit 13 positiven SG am haufigsten nachgewiesen werden, darauf folgte Betrieb A
mit acht Nachweisen. S. uberis wurde mit 31 Nachweisen am haufigsten in Betrieb A detektiert,
Betrieb G folgte mit 21 Nachweisen. S. dysgalactiae wurde mit 14 Nachweisen am haufigsten
in Betrieb D angetroffen, wahrend dieses Pathogen in den anderen Betrieben kaum vorhanden
war, dies war jedoch statistisch nicht auswertbar. S. aureus kam nur in zwei der acht beprobten
Betriebe, Betrieb G und Betrieb H, vor, allerdings auch hier in nur zwei bzw. einer Probe.

Da nicht alle Kiihe auf jedem Betrieb beprobt wurden, sagen diese Pathogenzahlen nichts

Uber die tatsachliche Pravalenz auf den Betrieben Uber die funf Beprobungen aus.

Tab 8: Anzahl der Pathogennachweise in den SG-Proben der Betriebe A—H, SG-Proben ohne
Pathogennachweis, der alleinige Nachweis von den Minor-Pathogenen Staphylococcus spp.,
Staphylococcus spp. + blaZ-Gen und C. bovis, sowie die Nachweishaufigkeit von
Major-Pathogenen in den SG; 1.-5. Beprobung

ZZ-Klasse HZZ NZZ |NZZ |HZZ HZZ |NZZ |HZZ |NZZ
Betrieb A B C D E F G H
Anzahl der

SG-Proben/Betrieb

Gesamt 80 80 80 80 81 78 80 74
Anzahl der

Pathogennachweise in

den SG-Proben/Betrieb 80 77 75 80 78 77 78 55
Anteil an positiven 100,00 | 96,25| 93,75| 100,00 | 96,30 | 98,72| 97,50| 74,32
SG-Proben % % % % % % % %
Negative Proben 0 3 5 0 3 1 2 19
Nur

Staphylococcus spp. 3 24 45 0 12 4 10 36
Staphylococcus spp. +

blaZ-Gen 1 3 18 0 7 0 3

Nur C. bovis 1 2 0 4 1 13 3 1
Anzahl der

Major-Pathogen-

positiven

Proben/Betrieb 48 8 11 23 29 18 36 13
Anteil an Major-

Pathogen-positiven 60,00 10,00 | 13,75| 28,75| 35,80| 23,08 | 45,00 17,57
Proben/Betrieb % % % % % % % %

Der Anteil an in der gPCR positiven Proben in den Betrieben A—H ist in Tab. 8 dargestellit.

Von den 80 SG-Proben in Betrieb A und Betrieb D wurde in jeder einzelnen Probe mindestens
ein Pathogen nachgewiesen. Betreib H war mit einer positiven-Rate von 74,32 % der SG am
geringsten betroffen. In den anderen Betrieben der Klasse NZZ (B, C, und F) waren in Gber

90 % der SG-Proben Pathogene auffindbar. Der alleinige Nachweis von Staphylococcus spp.
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erfolgte vor allem in den NZZ-Betriecben B, C und H, der Nachweis von
Staphylococcus spp. + blaZ-Gen vor allem in Betrieb C. Einzelnachweise von C. bovis kamen
vor allem im NZZ-Betrieb F verstarkt vor. Aus Tab.8 kann abgelesen werden, dass sowohl
negative Proben, aber vor allem Einzelnachweise der Minor-Pathogene, vermehrt in Betrieben
niedriger ZZ nachgewiesen werden konnten.

Aufgrund des hohen Anteils an positiven SG-Proben auf allen Betrieben wurde weiter auf
Proben selektiert, in denen Major-Pathogene, bzw. Kombinationen mit Major-Pathogenen,
gefunden wurden. Die auf die Kombinationen “Nur Staphylococcus spp., “Nur C. bovis",
“Staphylococcus spp. + blaZ-Gen*, “Staphylococcus spp. + C. bovis®,
“Staphylococcus spp. + C. bovis + blaZ-Gen" positiven Proben wurden hierflr
ausgeschlossen.

Dabei nimmt die Anzahl an positiven Proben in allen Betrieben ab, am starksten jedoch in den
NZZ-Betrieben (siehe Tab.8). Vor allem Betrieb A, mit der signifikant hdchsten ZZ (siehe Abb.1
und Abb.2), weist in 60 % der SG-Proben Major-Pathogene auf.

Nach Ermittlung der Haufigkeit des Nachweises bestimmter Pathogene auf den einzelnen
Betrieben (Tab.7) ist in Tab. 9 das mittlere bce dieser detektierten Pathogene auf den
Betrieben A—H aufgelistet. In Betrieb G war das bce des blaZ-Gens, verglichen zu den NZZ-
Betrieben B, C, F und H und dem HZZ-Betrieb D, signifikant am hdchsten. Auch
Staphylococcus spp. sind in Betrieb G mit h6chstem bce vorhanden, im Vergleich zu den
Betrieben D, F und H. C. bovis wurde in den Betrieben A und F mit hohem bce nachgewiesen,
wahrend in den Betrieben C und H kaum Nachweise erfolgten. Das signifikant hochste bce an
E. coli wurde im Betrieb G detektiert, das niedrigste in Betrieb B. Der Unterschied im bce von
S. dysgalactiae zwischen den einzelnen Betrieben ist nicht signifikant (P = 0,05), jedoch zeigt
sich ein grofer numerischer Unterschied zwischen Betrieb D, der stark mit diesem Pathogen

belastet zu ist, und den restlichen Betrieben.
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4.2.3 Bacterial Cell Equivalent der Mastitispathogene aus den Betrieben A—H

Tab 9: MW und STABW des bce der Pathogene und des blaZ-Gens in den SG der Betriebe
A—H; 1.-5. Beprobung

ZZ-Klasse Hzz Nzz Nzz Hzz Hzz Nzz Hzz Nzz

Betrieb A B (o2 D E F G H P
1.485% 5602 3672 1842 1.338% 7502 6.460° 4632

blaZ-Gen 0,01

STABW 5.050,5 2.328,3 |1.249,4 |502,8 4.765,9 3.596,5 30.128,5 3.145,6

Staphylococcus 10.442% | 14.714%® | 17.636% | 3.866° 15.665% 3.4512 25.200° 3.1892

spp. 0,001

STABW 15.997,7 | 46.249,9 | 45.644,6 | 4.890,0 46.659,6 |7.449,4 66.749,0 11.137,1

C. bovis 1.099.391° | 185.753% | 1° 704.133% | 379.644* |1.195.629° | 794.544% | 181° <0,001
149.8965,4 | 402.623,8 | 12,7 704.804,8 |992.977,3 |2.087.663,9 | 2.786.228,6 | 949,9

STABW

E. coli 737% 22 g% 112 2482 2@ 2.024° 8% 0,03

STABW 4.537,1 11,5 30,8 35,4 865,0 17,4 10.862,2 36,6

S. dysgalactiae 396 0 136 164.430 56 2 326 34 0,059

STABW 3.002,8 0,0 1.202,1 | 1.044.556,1 | 502,2 21,9 2.395,5 219,5

Enterococcus 998 72 154 848 25.325 68 318 26 0,09

spp.

STABW 8.690,5 616,4 1.381,1 | 7.584,0 165.049,2 | 602,4 2.660,7 220,9

T. pyogenes 12 0 0 2 181 1 7.659 11 0,44

STABW 80,3 0,0 0,0 171 1.629,6 4,5 68.443,1 81,6

S. aureus 0 0 0 0 0 0|1.151 2 0,39

STABW 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 9.923,1 17,8

S. marescens 25 0 29 0 0 1 0 010,56

STABW 2251 0,0 259,4 0,0 0,0 8,3 0,0 0,0

S. uberis 53.320 98 0 15 232.116 51.214 3.553 146 0,49

STABW 164.218,0 | 854,0 0,0 75,7 2.067.549,2 | 314.462,1 | 13.524,9 1.215,0
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Tab 10: MW und STABW des bce der Pathogene und des blaZ-Gens in der TAM der Betriebe
A—H; 1.-5. Beprobung

ZZ-Klasse HZz NzZz NzZz HZZ HZzZ Nzz HZz Nzz

Betrieb A B C D E F G H P-Wert
C. bovis 19.555 3.615 0 23.123 1.299 14.984 11.801 31 0,04
STABW 10.154,9 {3.950,9 | 0,0 21.195,4 11.187,0 {25.609,7 [ 13.853,3 | 69,8

S. aureus o° o° o° o° o° o° 97° 0°| 0,01
STAWB 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 123,9 0,0

blaZ-Gen 199 9 46 1 4 13 28 0 0,31
STABW 362,7 18,4 103,8 1,8 8,6 17,9 40,4 0,0
Staphylococcus 1.905 926 933 2.726 1.078 1.769 3.397 320 0,08
spp.

STABW 774,4 1.003,5 |378,3 1.469,0 868,4 3.271,1 2.338,7 | 409,7

E. coli 177 0 0 40 0 40 68 0 0,45
STABW 343,5 0,0 0,0 54,7 0,0 90,0 142,6 0,0
Enterococcus spp. | 600 265 0 0 66 10.634 1.571 470 0,48
STABW 1.341,0 |593,0 0,0 0,0 120,3 23.223,4 |3.345,7 1.050,4
Klebsiella spp. 0 0 0 0 0 0 824 0 0,45
STABW 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1.842,2 (0,0

T. pyogenes 0 0 0 0 0 0 1 0 0,45
STABW 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,3 0,0

S. dysgalactiae 99 0 59 31.108 0 0 10 8 0,26
STABW 218,3 0,0 132,7 59.611,7 | 0,0 0,0 22,1 16,6

S. marescens 0 0 0 0 0 30.341 866 0 0,45
STABW 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 67.844,1 |1.9355 |0,0

S. uberis 3.481 27 0 19 1.311 11.257 1.193 31 0,50
STABW 1.794,4 | 39,1 0,0 40,4 2.156,6 (25.171,6 | 656,1 69,8

C. bovis wurde mit héchstem bce in der TAM von Betrieb D nachgewiesen, darauf folgten
Betrieb A und F, wohingegen in Betrieb H kaum ein Nachweis erfolgt ist, in Betrieb C wurde
kein C. bovis in der TAM aufgefunden. S. aureus wird nur in der TAM von Betrieb G
nachgewiesen und unterscheidet sich somit signifikant von allen anderen Betrieben (P = 0,01)
(siehe Tab.10).

Die Betriebe B, C, F und H die der ZZ-Klasse NZZ angeh&ren, weisen im Allgemeinen den
geringsten Anteil an hochpathogenen Keimen und auch ein niedrigeres bce der Pathogene
auf. Betrieb F ist der am starksten mit Major-Pathogenen belastete Betrieb der Klasse NZZ,
hat jedoch im Vergleich zu anderen Betrieben dieser Klasse eine relativ niedrige ZZ, in der

TAM sogar die niedrigste.
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4.3 Zellzahlkategorien der Sammelgemelke

Die SG wurden nach ihrer ZZ in funf Kategorien eingeteilt, um schlielich den Erregerdruck
und die vorherrschenden Erreger in den einzelnen Kategorien bestimmen zu kénnen. Drei
Proben konnten nicht zugeteilt werden, da die Bestimmung der ZZ nicht erfolgreich
durchgefuhrt wurde.

Die Einteilung erfolgte wie folgt:

Kategorie 1: < 50.000 Zellen/ml (n = 261 Proben)

Kategorie 2: 50.001-100.000 Zellen/ml (n = 145)

Kategorie 3: 100.001-—250.000 Zellen/ml (n = 123)

Kategorie 4: 250.001--500.000 Zellen/ml (n = 45)

Kategorie 5: > 500.000 Zellen/ml (n = 56)

4.3.1 Zellzahlen in den Zellzahlkategorien der Sammelgemelke

Tab 11: MW und STABW der ZZ der SG in den ZZ-Kategorien 1-5; 1-5 Beprobung; Betrieb
A-H

Gesamtzahl Mittelwert STABW Minimum Maximum
Zellzahlkategorie

Proben/Kategorie Zellzahl Zellzahl Zellzahl Zellzahl
1 261 26° 12 4 49
2 145 69¢ 14 50 100
3 123 153bc 38,9 102 250
4 45 351b 751 251 498
5 56 13642 1473,2 414 8277

abeMittelwerte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unterscheiden sich signifikant.

Kategorie 5 unterscheidet sich betreffend der ZZ von den Kategorien 1—4. Auch Kategorie 4
unterscheidet sich, au3er zu Kategorie 3, zu allen anderen Kategorien signifikant (P < 0,001).

Diese Unterscheidung ist unter den niedrigen ZZ-Kategorien nicht mehr gegeben.
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4.3.2 Mastitispathogene der Zellzahlkategorien 1-5 der Sammelgemelke

Tab 12: Anzahl bzw. Anteil der einzelnen Pathogene und des blaZ-Gens in den ZZ-Kategorien
1-5 der SG; 1.-5. Beprobung; Betrieb A—H

Kat 1 Kat 2 Kat 3 Kat 4 Kat 5 Gesamt | P-Wert
C. bovis 120 89 80 40 41 370 | < 0,001
C. bovis % | 61,38 % | 65,04 % 73,21 %
Staphylococcus spp. 116 565| 0,055
Staphylococcus spp. %
blaZ-Gen 19 196| 0,016
blaZ-Gen % 33,93 %
E. coli 67| 0,001
E. coli % 16,26 %
S. dysgalactiae 5 30| 0,0003
S. dysgalactiae % 4,07%
S. uberis 20 93| < 0,001
S. uberis % 16,26 %
Enterococcus spp. 6 31 0,056
Enterococcus spp. % 4,88 %
T. pyogenes 13| 0,684
T. pyogenes %
S. aureus 3 0,131
S. aureus %
S. marescens 3 0,669
S. marescens %
Kein Pathogen 33 0,065
Kein Pathogen %
';:Iarphylococcus spp- 132 |na.
Nur
Staphylococcus spp.- %
E{:‘Z"’g’ é‘r’swc"s spp- (+ 17 10 35| n.a.
sionigiocasevs e - [TGSHA oson| soon
Nur C. bovis 8 2 25 |n.a.
Nur C. bovis % | 552%| 163%
Gesamt in Kategorie 261 145 123

In Tab. 12 wird die Anzahl bzw. der Anteil positiver Proben eines Pathogens innerhalb einer
ZZ-Kategorie berechnet. Der Anteil von C. bovis steigt von Kategorie 1 bis Kategorie 4
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signifikant an, auch E. coli steigt von Kategorie 1 bis 3 und ist in Kategorie 5 am starksten
vertreten. S. dysgalactiae und S. uberis verzeichnen einen signifikanten Anstieg von Kategorie
1-5 (P < 0,05). Das blaZ-Gen ist in den Kategorien 3 und 4 signifikant am starksten vertreten.
Staphylococcus spp. ist in allen Kategorien mit hohem Anteil vorhanden, am haufigsten jedoch
in den Kategorien 3 bis 5. Major-Pathogene sind in geringen Anteilen, trotz des niedrig
angesetzten Schwellenwertes von < 50.000 Zellen/ml in Kategorie 1, in geringer Anzahl
vorhanden. Auch Enterococcus spp., T. pyogenes, S. aureus und S. marescens sind in
héheren Kategorien verstarkt vorhanden. Weiters wurden in Tab. 12 Pathogene dargestellt,
die alleinig in einem SG, ohne Koinfektion mit weiteren Mastitispathogenen, vorkamen. In
dieser Diplomarbeit wurden nur Staphylococcus spp. und C. bovis in jenen Einzelnachweisen
haufig genug angetroffen, um eine Aussage uber ihr Verhalten treffen zu kénnen. In der gPCR
negative Proben nahmen von Kategorie 1-5 stetig ab (P = 0,05), genauso wie das Minor-
Pathogen Staphylococcus spp., dass alleinig nachgewiesen wurde. Bei C. bovis im alleinige

Nachweis war dieser Abfall bei steigender Kategorie nicht so deutlich zu erkennen.

4.3.3 Bacterial Cell Equivalent der Mastitispathogene in den Zellzahlkategorien

der Sammelgemelke

Tab 13: MW und STABW des bce der in der SG aufgefunden Pathogene und blaZ-Gens in
den ZZ-Kategorien 1-5; 1.—5. Beprobung; Betrieb A—H

Kat. 1 Kat. 2 Kat. 3 Kat. 4 Kat. 5 | P-Wert
E. coli 452 90? 6692° 1073 2.350° 0,004
STABW 353,0 777,4| 6.125,9 484,2 10.710,2
T. pyogenes 64° <102 <102 13.604° <102 0,01
STABW 909,5 11,2 6,6 91.2584 42,0
S. aureus <10° <10° <10° 1.972° 602 0,01
STABW 9,5 0,0 0,0| 13.227,6 451,7
S. dysgalactiae 2.7452 352 3.1432 41.761% 182.253° 0,02
STABW 37.997,3 377,3(31.272,3| 187.815,3|1.238.555,5
S. uberis 9.0192 14.9312| 14.646° 19.400%|  360.222° 0,03
STABW 143.782,4| 133.927,8|93.198,7| 67.045,7|2.486.174,0
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ab\ittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich zwischen den

ZZ-Kategorien signifikant.

Tabelle 13 zeigt das bce der sich in der ZZ-Kategorie der SG signifikant unterscheidenden
Pathogene in den Kategorien 1-5. Das bce von E. coli kommt in Kategorie 5 am hochsten vor
und unterscheidet sich somit signifikant von Kategorie 1 und 2, in denen das Vorkommen sehr
gering ist. Das hdchste bce von T. pyogenes wurde vor allem in Kategorie 4 detektiert, das nur
geringe Vorkommen in Kategorie 5 kdnnte an der geringen Probenanzahl liegen. Dasselbe
kann bei S. aureus beobachtet werden. S. dysgalactiae ist im Vergleich zu den ersten drei

Kategorien signifikant am hochsten in Kategorie 5, genauso S. uberis.

Das bce von Staphylococcus spp., des blaZ-Gen, C. bovis, Enterococcus spp. und
S. marescens zeigt keinen Unterschied in den Zellzahlkategorien. Das bce von C. bovis hat
prinzipiell einen Einfluss auf eine Einteilung in ZZ-Kategorien (P = 0,03), jedoch konnten bei
der Einteilung in diese ZZ-Kategorien keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

Uber Klebsiella spp. und S. agalactiae konnte keine Aussage getroffen werden, da sie nicht in

den SG vorkamen.

Tab 14: MW und STABW des bce der in den SG aufgefundenen Staphylococcus spp. und
C. bovis bei alleinigem Nachweis in den ZZ-Kategorien 1-5; 1.-5. Beprobung; Betrieb A—H

Kat. 1 Kat. 2 Kat. 3 Kat. 4 Kat. 5 P-Wert
Mw 15.0652 16.5692 9.8002 22.4602 23.0102 0,968
Staphylococcus spp.
STABW 46.673,3| 35.334,6| 19.181,6 0,0| 36.856,3
Staphylococcus spp.
MW C. bovis 294.6702 | 570.052% | 1.658.437° 38.5532 0,016
STABW C. bovis 442.392,8 | 706.803,1 | 292.992,1 48.394,4

Um die klinische Relevanz einer mit Staphylococcus spp. und C. bovis infizierten Kuh besser
beleuchten zu kénnen, wurde das bce von C. bovis und Staphylocccus spp. entlang der
ZZ-Kategorien der SG berechnet, fur Proben in denen C. bovis bzw. Staphylococcus spp.
alleinig vorkamen. Wie in Tab. 14 abgebildet wurde deutlich, dass sich das bce der
Stahylococcus spp. in keiner der funf Kategorien signifikant unterschied.

C. bovis hingegen kam in Kategorie 3 mit signifikant héchstem bce, verglichen zu den
Kategorien 5 und 1 vor, in Kategorie 4 war C. bovis nie im Einzelnachweis vorhanden. C. bovis

in Kombination ist sehr wohl in den hohen ZZ-Kategorien vorhanden.
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4.4 Zellzahlkategorien der Tankmilch

Die Einteilung der TAM-Zellzahlkategorien richtete sich nach dem von einigen Molkereien

verwendeten Grenzwert von 200.000 Zellen/ml fUr die S-Klasse:

< 200.000 Zellen/ml (n = 29 Proben)
> 200.000 Zellen/ml (n = 11 Proben)

4.41 Zellzahlen in den Zellzahlkategorien der Tankmilch

Tab 15: MW und STABW der ZZ der TAM in den ZZ-Kategorien < 200.000 Zellen/ml| und
> 200.000 Zellen/ml; 1.-5. Beprobung; Betrieb A—H

Anzahl Mittelwert STABW | Minimum| Maximum
Zellzahlkategorie

Proben Zellzahl Zellzahl Zellzahl Zellzahl
< 200.000 Zellen/ml |29 962 52,8 20 196
> 200.000 Zellen/ml |11 358P 229,8 209 993

a\Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (P = 0,004).
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4.4.2 Anteile der Mastitispathogene in den Zellzahlkategorien der Tankmilch

Tab 16: Anzahl bzw. Anteil der einzelnen Pathogene und des blaZ-Gens in den ZZ-Kategorien
< 200.000/ml und > 200.000/ml der TAM; 1.-5. Beprobung; Betrieb A—H

< 200.000 > 200.000

Zellen/ml Zellen/ml
E. coli 2 g| <0,001
E. coli %
S. uberis 0011
S. uberis %
S. aureus o 3] o017
S. aureus %

Enterococcus spp. 7l 4] 06%

Enterococcus spp. %

Kiebsiela spp. | I

Klebsiella spp. %

T. progenss [ oam

T. pyogenes %

S. dysgalactiae 0,694

S. dysgalactiae %

S. marescens 1

S. marescens %

Staphylococcus spp. 0,51

Staphylococcus spp. %

blaZ-Gen 7l s/ 0128

blaZ-Gen %

C. bovis 16l 8 0473

C. bovis %

Kein Pathogen 2/ o] 05

Kein Pathogen %

Tabelle 16 gibt einen Uberblick Uber die Anzahl bzw. den Anteil der Pathogene in den
ZZ-Kategorien der TAM. Die Major-Pathogene E. coli, S. uberis und S. aureus sind statistisch
signifikant haufiger in der ZZ-Kategorie > 200.000 Zellen anzutreffen. Alle anderen hier
detektierten Pathogene waren auch in der héheren ZZ-Kategorien haufiger vorhanden, dies
ist jedoch nicht signifikant. Negativ getestete TAM-Proben (n = 2) kamen nur in der Kategorie
< 200.000 Zellen/ml vor.
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4.4.3 Bacterial Cell Equivalent der Mastitispathogene in den Zellzahlkategorien

der Tankmilch

Tab 17: MW und STABW des bce der in der TAM aufgefunden Pathogene und des blaZ-Gens
in den ZZ-Kategorien < 200.000 Zellen/ml und > 200.00 Zellen/ml; 1.-5 Beprobung; Betrieb
A-H

<200.000 >200.000
Zellen/ml Zellen/ml

Pathogen/blaZ-Gen TAM TAM P-Wert

E. coli 112 120° 0,022
STABW 41,7 241,6

S. aureus 02 44° 0,013
STABW 0,0 93,2
Staphylococcus spp. 1.2152 2.732° 0,013
STABW 1.526,6 1.936,2

C. bovis 6.539° 16.5812 0,056
STABW 13.052,1 17.641,4

blaZ-Gen 132 1032 0,062
STABW 43,7 248,4

Klebsiella spp. 02 3742 0,105
STABW 0,0 1.242,0

T. pyogenes 02 1@ 0,105
STABW 0,0 2,2

Enterococcus spp. 1.9722 9872 0,742
STABW 9.668,3 2.353,7

S. dysgalactiae 630°? 12.5592 0,123
STABW 1.955,9 41.472,3

S. marescens 5.2312 3932 0,576
STABW 28.170,7 1.304,9

S. uberis 2.0242 2.537° 0,873
STABW 10.438,2 1.929,5

aMittelwerte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unterscheiden sich signifikant.
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Im Gegensatz zu den SG ist Staphylococcus spp. mit héherem bce signifikant haufiger in der
ZZ-Kategorie > 200.000 Zellen/ml anzutreffen. Von den Major-Pathogenen ist das bce in der
Kategorie > 200.000 Zellen/ml nur von E. coli und S. aureus signifikant hoher als in der
Kategorie < 200.000 Zellen/ml (siehe Tab. 17).

Auch bei allen weiteren Pathogenen ist das mittlere bce in der Kategorie > 200.000 Zellen/ml

héher, ausgenommen sind Enterococcus spp. und S. marescens (P = 0,05).

4.5 Betrachtung der Zellzahl und der Mastitispathogene in den verschiedenen
Jahreszeiten

4.5.1 Zellzahlen in den Jahreszeiten Frithjahr-Sommer-Winter

Tab 18: Mittlere ZZ und STABW der SG in den Jahreszeiten Frihjahr, Sommer und Winter;
1.-5. Beprobung; Betriebe A—H

Mittelwert Minimum Maximum
Jahreszeit STABW Zellzahl

Zellzahl Zellzahl Zellzahl
Friihjahr 1192 236.,4 5 1.596
Sommer 271 829,5 8 8.277
Winter 1782b 326,1 4 2.384

ab \ittelwerte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unterscheiden sich signifikant (P = 0,03).
In Tab. 18 ist die mittlere ZZ der SG in den Jahreszeiten abgebildet. Die hochste ZZ mit der
héchsten STABW wird im Sommer erreicht und unterscheidet sich zum Frihjahr, mit der

niedrigsten ZZ.

Tab 19: Mittlere ZZ und STABW der TAM in den Jahreszeiten Frihjahr, Sommer und Winter;
1.-5. Beprobung; Betriebe A—H

Mittelwert STABW Minimum Maximum
Jahreszeit

Zellzahl Zellzahl Zellzahl Zellzahl
Fruhjahr 105 86,3 26 282
Sommer 200 228,1 34 993
Winter 168 134,7 20 561

In der TAM konnen keine Unterschiede der ZZ im Bezug auf die Jahreszeiten festgestellt

werden (P = 0,45).
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4.5.2 Verteilung der Mastitispathogene in den Jahreszeiten Frihjahr-Sommer-

Winter

Tab 20: Anteil der Pathogene und des blaZ-Gens in den SG in den Jahreszeiten Frihjahr,
Sommer und Winter; 1.-5. Beprobung; Betriebe A—H

Friihjahr |Sommer |Winter N gesamt | P-Wert
blaZ-Gen % 26,56
Staphylococcus
spp. % 87,5
C. bovis % 59,38
E. coli %

Enterococcus spp. %
S. uberis %

T. pyogenes %

Kein Pathogen %

S. aureus %

S. dysgalactaie %

S. marescens %

In Tab. 20 ist der prozentuale Anteil des numerischen Vorkommens der Pathogene, des
blaZ-Gens und der negativen SG in den drei Jahreszeiten, in denen Proben gezogen wurden,
abgebildet. Staphylococcus spp., das blaZ-Gen, C. bovis, E. coli, Enterococcus spp. und
S. uberis werden signifikant haufiger in Proben aus den Sommermonaten nachgewiesen.
T. pyogenes wurde, als einziges Pathogen, im Fruhjahr am haufigsten nachgewiesen. In der
gPCR negative Proben wurden vor allem im Winter detektiert (P < 0,05).
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Tab 21: Anteil der Pathogene und des blaZ-Gens in der TAM in den Jahreszeiten Frihjahr,
Sommer und Winter; 1.-5. Beprobung; Betriebe A—H

Winter

blaZ-Gen %
Enterococcus spp.- %
E. coli %

C. bovis %

Klebsiella %

T. pyogenes %

S. uberis %

S. aureus %

S. dysgalactiae %

S. marescens %
Staphylococcus spp. %
Kein Pathogen %

In Tab. 21 erfolgte die Darstellung, analog zu Tab. 20, mit den TAM-Proben. Deutlich weniger
Pathogene zeigten in ihrem jahreszeitlichen Vorkommen signifikante Unterschiede, einzig das
blaZ-Gen und Enterococcus spp. waren signifikant haufiger im Sommer (P < 0,05). Bis auf
S. dysgalactiae wurden alle Pathogene im Frihjahr am seltensten nachgewiesen. In der gPCR
negative Proben waren in der TAM im Fruhjahr am haufigsten (P > 0,05).

4.5.3 Bacterial Cell Equivalent der Mastitispathogene im Verlauf der

Jahreszeiten

Diese unterscheidet sich weder bei den SG, noch bei der TAM in den Jahreszeiten signifikant.
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4.6 Veranderungen der Zellzahl durch eine unterschiedliche Anzahl an

Mastitspathogenen in einem Sammelgemelk

Tab 22: MW und STABW der ZZ, je nach Anzahl der aufgefundenen Pathogene in den SG

Anzahl Pathogene | Anzahl Proben | MW Zellzahl STABW Zellzahl Min. | Max.
2z |2z
0 33 55bc 68,4 9 362
1 197 87°¢ 188,0 4 2.127
2 264 148° 222,8 5 1.485
3 107 348° 579,1 8 3.118
4 26 1.1742 2.184,6 29 |[8.277
5 6 452 546,8 28 [1.313
abcMittelwerte  mit  unterschiedlichen Hochbuchstaben unterscheiden sich signifikant
(P =<0,001).

Die STABW steigt mit steigender Pathogenanzahl stark an. Die Proben, in denen vier

Pathogene aufgefunden werden, weisen die hdchste ZZ, aber auch die héchste STABW auf.

Da nur sechs Proben mit finf Pathogenen vorhanden waren ist diese Gruppe kaum

aussagkraftig.

Die Anzahl der Pathogene hat jedoch keinen Einfluss auf die ZZ der TAM (P = 0,16).
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4.7 Korrelationen des Bacterial Cell Equivalent der detektierten

Mastitispathogene mit der Zellzahl

Tab 23: Pathogene, deren bce eine Korrelation zur SG-ZZ aufweist

C. bovis S. uberis
r-Wert 0,28 0,27
P-Wert < 0,001 < 0,001

Das bce der Pathogene, die in den SG aufgefunden wurden, weist nur bei C. bovis und
S. uberis eine schwach positive Korrelation zur ZZ auf. In der TAM hingegen korreliert das bce
mehrerer Pathogene mit der ZZ (siehe Tab. 23 und Tab.24)

Tab 24: Pathogene, deren bce eine Korrelation zur TAM-ZZ aufweist

?;:f' C. bovis |E. coli S. aureus | S. uberis | Staphylococcus spp.
r-Wert |0,31 0,35 0,56 0,38 0,6 0,51
P-Wert (0,05 0,03 <0,001 0,02 < 0,001 < 0,001

In der TAM weist das bce des blaZ-Gens und der Pathogene C. bovis, und S. aureus eine
geringe Korrelation, E. coli, S. uberis und Staphylococcus spp. eine moderate Korrelation mit
der ZZ auf.



4.8 Korrelation des Bacterial Cell Equivalent der detektierten Mastitspathogene

mit der Zellzahl bei Vorliegen der Pathogene in Kombinationen

Tab 25: Korrelation des bce mit der ZZ der SG bei Vorliegen der Pathogene und des

blaZ-Gens in den am haufigsten vorkommenden Kombinationen

Kombination

Korrelation bce-ZZ

Nur Staphylococcus spp.

Keine Korrelation

Staphylococcus spp. + blaZ-Gen

Keine Korrelation

Nur C. bovis

Keine Korrelation

C. bovis + Staphylococcus spp.

E. coli + Staphylococcus spp.

Keine Korrelation

Keine Korrelation

E. coli + Staphylococcus spp. + blaZ-Gen

Keine Korrelation

C. bovis + E. coli + Staphylococcus spp.

Keine Korrelation

C. bovis + E. coli + Staphylococcus spp. + blaZ-Gen

C. bovis + E. coli + S. uberis + Staphylococcus spp. + blaZ-
Gen

C. bovis + Enterococcus spp. + Staphylococcus spp. + blaZ-

Gen

Keine Korrelation

Keine Korrelation

Keine Korrelation

S. uberis + Staphylococcus spp.

C. bovis + S. dysgalactiae + Staphylococcus. spp. + blaZ-
Gen

Keine Korrelation

Keine Korrelation




52

4.9 Vergleich der detektierten Pathogenkombinationen beziiglich der Zellzahl
und des Bacterial Cell Equivalent

Wird kein Pathogen nachgewiesen, so liegt die mittlere ZZ in den niedrigsten Bereichen,

jedoch Uber der in dieser Diplomarbeit festgelegten Grenze < 50.000 Zellen/ml fir Kategorie 1.

Staphylococcus spp. lassen die ZZ kaum ansteigen und fiihren zu einer mittleren ZZ von

82.445 bzw. bei Exprimierung des blaZ-Gens von 84.114 Zellen/ml SG. Auch C. bovis gilt mit

einer durchschnittlichen mittleren ZZ von 109.280 Zellen/ml als Minor-Pathogen (siehe Abb.3).

350
300
250
200

150

SCC (x1000)

100

20 8 7 8 1
5 6

C.bovis Staphylococcus spp.  Staphylococcus spp. + blaZ Kein Pathogen

Abb 3: Veranderungen der ZZ bei keinem Pathogennachweis; Staphylococcus spp.;
Staphylococcus spp. + blaZ-Gen; C. bovis

Betrachtet man nun die detektierten unterschiedlichen Pathogenkombinationen wird deutlich,
dass in fast allen Kombinationen Staphylococcus spp. und C. bovis zusammen, kombiniert mit
einem Major-Pathogen vorliegen. Weiters kommen Major-Pathogene in alleiniger Kombination
mit Staphylococcus spp. vor. Die Kombination von C. bovis und einem Major-Pathogen ohne
das Vorkommen von Staphylococcus spp. konnte nicht nachgewiesen werden.

Bei Vergleich der Pathogenkombinationen liegen Staphylococcus spp. in jeder Kombination
bei deutlich geringerem bce vor als C. bovis. Bei zusatzlichem Vorhandensein von Major-
Pathogenen in der Kombination steigt die ZZ an (siehe Abb.4-6).

C. bovisund S. uberis fihren bei steigendem bce zu einem signifikanten Anstieg der ZZ (siehe
Tab.23). Dies ist auch in Abb.4 und Tab.26 bei Vergleich der Kombinationen Nur C. bovis,
C. bovis + S. uberis + Staphylococcus spp. und  Staphylococcus spp. + S. uberis  gut
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ersichtlich. Wie in Tab. 25 erkennbar, zeigt auch die Kombination

C. bovis + S. uberis + Staphylococcus spp. eine positive Korrelation zur ZZ durch S. uberis.

10000
A 0  ©C bovis
£ a %o
X A a
1000 (@) X © O C. bovis (+ S.uberis + Staphylococcus
A
— X 5’5?3 O spp.)
S A X% ag . .
S A AX O AS. uberis (+ C. bovis + Staphylococcus
% 100 A ook & spp.)
o A A && o O ﬁ i
9 X AX o q:h S. uberis (+ Staphylococcus spp.)
A X
o} &0 o
10 o % Staphylococcus spp. (+ C. bovis + S.
uberis)
O Staphylococcus spp. (+ S. uberis)
1
1 100 10000 1000000 100000000

Bacterial cell equivalent

Abb 4: Veranderungen der ZZ und des bce der Pathogene bei Vorhandensein von S. uberis,
Staphylococcus  spp. und C. bovis in den Kombinationen: Nur C. bovis;
Staphylococcus spp. + S. uberis; C. bovis + Staphylococcus spp. + S. uberis

Tab 26: ZZ und bce von S. uberis, Staphylococcus spp. und C. bovis in den Kombinationen:
Nur C. bovis; Staphylococcus spp. + S. uberis; C. bovis + Staphylococcus spp. + S. uberis

bce bce bce
Kombinationen yzw gABW ?Zm yzax Staphylococcus
C. bovis S. uberis
spp.
Nur C. bovis - 217,9 7 1037
S. uberis +
217 |[300,2 17 | 749
Staphylocooccus spp.

C. bovis + S. uberis +

Stapylococcus spp. 814.6 19 |3.118
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10000

O C. bovis (+ Staphylococcus
spp.)

O C. bovis (+ Staphylococcus
spp. + S. dysgalactiae)

1000

A C.bovis

100
S. dysgalactiae (+ C. bovis

+ Staphylococcus spp.)

SCC (x1000)

X Staphylococcus spp. (+ C.

10 bovis)

O Staphylocococcus spp. (+
C.bovis + S.dysgalactiae)

1 10 100 1000 10000 100000 1000000 10000000

Bacterial cell equivalent

Abb 5: Veranderungen der ZZ und des bce der Pathogene bei Vorhandensein von C. bovis,
Staphylococcus spp. und S. dysgalactiae in den Kombinationen: Nur C. bovis;
C. bovis + Staphylococcus spp.; C. bovis + Staphylococcus spp. + S. dysgalactiae

In Abb. 5 ist erkennbar, dass C. bovis bei alleinigem Vorkommen eine relativ niedrige ZZ hat,
die ZZ steigt in Kombination mit Staphylococcus spp. an und erreicht ihren Hochstwert in
Kombination mit Staphylococcus spp. und S. dysgalactiae. S. dysgalactiae kommt bei hoher

ZZ mit hohem bce vor (P = 0,05).
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10000
O C. bovis (+ Staphylococcus spp.)
1000 OC. bovis (+ Enterococcus spp. +
Staphylocococcus spp.)
§ A C. bovis
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§ Enterococcus spp. (+ C. bovis +
Staphylococcus spp.)
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1 Enterococcus spp.)
1 100 10000 1000000

Bacterial cell equivalent

Abb 6: Veranderungen der ZZ und des bce der Pathogene durch das Vorhandensein von
C. bovis, Staphylococcus spp. und Enterococcus spp. in den Kombinationen: Nur C. bovis;
C. bovis + Staphylococcus spp.; C. bovis + Staphylococcus spp. + Enterococcus spp.

Die ZZ von C. bovis und Staphylococcus spp. steigt in Kombination mit Enterococcus spp. an
(siehe Abb.6).

Das bce der Staphylococcus spp. der Kombination
C. bovis + Enterococcus spp. + Staphylococcus spp. unterscheidet sich signifikant zum bce
der Staphylococcus spp. der Kombination C. bovis + Staphylococcus spp. (P < 0,001).
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4.9.1 Unterschiede in der Zellzahl der Pathogenkombinationen

Tab 27: Die ZZ der vorkommenden Pathogenkombinationen der SG; 1.-5. Beprobung;
Betriebe A—H; ** Werte sind signifikant unterschiedlich zu anderen Werten

Max.

Kombinationen ww STABW Win. Zellza

Zellzahl Zellzahl Zellzahl hi
C. bovis + E. coli + 117 66,3 29 204
Staphylocooccus spp.
C. bovis + E. coli + 140 144,2 24 580
Staphylococcus spp. + blaZ-Gen
C. bovis + Enterococcus spp. + 301 230,5 59 694
Staphylococcus spp.
C. bovis + Staphylococcus spp. 126 190,8 10| 1.421
C. bovis + Staphylococcus spp. 169 199,1 12| 1.005
+ blaZ-Gen
C. bovis + S. uberis 483 814,6 19| 3.118
+Staphylococcus spp.
E. coli + Staphylococcus spp. 268 400,5 21 1.161
Enterococcus spp. 31 10,1 20 40
+ Staphylococcus spp.
Kein Pathogen 55 68,4 9 362
Nur C. bovis 109 217,9 7] 1.037
Nur Staphylococcus spp. 82 200,5 4| 2127
Staphylococcus spp. + blaZ-Gen 84 108,0 10 594
S. uberis + Staphylococcus spp. 292 378,5 20 851
+ blaZ-Gen
C. bovis + S. uberis 260 392,0 9| 1.769
+ Staphylococcus spp. + blaZ-Gen
S. uberis + Staphylococcus spp. 217 300,2 17 749
E. coli + Staphylococcus spp. 43 50,2 10 169
+ blaZ-Gen
C. bovis + 1.483** 3.207,9 104 | 8.030
E. coli + S. uberis + Staphylococcus spp. +
blaZ-Gen
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Eine Zuordnung der Pathogenkombinationen zu einer Zellzahlrange scheint nicht moglich, da
sich nur eine Kombination, C. bovis + E. coli + S. uberis + Staphylococcus spp. + blaZ-Gen, in
der ZZ signifikant von der ZZ anderer Kombinationen der SG unterscheidet (P = 0,002, Tab.
27).

4.9.2 Unterschiede des Bacterial Cell Equivalent der Pathogenkombinationen
Bei allgemeiner Betrachtung hat die Kombination einen Einfluss auf das bce der zehn am
haufigsten nachgewiesenen Pathogene (P <0,001). Bei Betrachtung der einzelnen
Pathogene in den detektierten Kombinationen unterscheiden sich einige signifikant (Tab. 28—
32).

Tab 28: Kombinationen, in denen sich das bce von E. coli unterscheidet. Betriebe A—H; 1.-5.
Beprobung

Kombination E. coli |STABW |Anzahl
E. coli + Staphylococcus spp.

E. coli + S. uberis 1.427° [1.480,2 2
IS:I.al;ows + E. coli + S. uberis + Staphylococccus spp. + 1.419° |1.346.8 6
C. bovis + E. coli + Staphylococcus spp. + blaZ 898° 1.737,1 14
C. bovis + E. coli + Staphylococcus spp. 417° 520,2 6
E. coli + Staphylococcus spp. + blaZ 321° 525,4 9

aMittelwerte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unterscheiden sich signifikant.

Das bce von E. coli ist, im Vergleich zu Kombinationen mit anderen Major-Pathogenen, bei
gemeinsamem Vorkommen mit dem Minor-Pathogen Staphylococcus spp. signifikant am
hdéchsten, hat allerdings eine deutlich héhere STABW (siehe Tab. 28).

Tab 29: Kombinationen, in denen sich das bce von Enterococcus spp. unterscheidet; Betriebe
A-H; 1.-5. Beprobung

Kombination Enterococcus | grapyy

spp. Anzahl

C. bovis + Enterococcus
spp. + Staphylococcus spp.

C. bovis + Enterococcus spp. +

b
Staphylococcus spp. + blaZ 11.020 253528 6

aMittelwerte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unterscheiden sich signifikant.
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Tab 30: Kombinationen, in denen sich das bce von S. dysgalactiae unterscheidet; Betriebe A—
H; 1.-5. Beprobung

K I : lacti TABW
ombination S. dysgalactiae |S Anzahl

C. bovis + S. dysgalactiae + Staphylococcus
spp.
C. bovis + S. dysgalacatiae + Staphylococcus

b
spp. + blazZ 94.448 130.369,6 3

aMittelwerte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unterscheiden sich signifikant.

S. dysgalactiae und Enterococcus spp. unterscheiden sich in nur zwei Kombinationen
signifikant in ihrem bce: Bei Vorhandensein des blaZ-Gen sinkt das bce in den ansonsten

gleichen Kombinationen signifikant ab (siehe Tab. 29 und Tab.30).

Tab 31: Kombinationen, in denen sich das bce von C. bovis unterscheidet; Betriebe A—H; 1.—
5. Beprobung

Kombination C. bovis STABW

Anzahl
C. bovis + E. coli + S. uberis + Staphylococcus
spp. + blaZ 6
C. bovis + S. uberis + Staphylococcus spp. 121.868° 218.669.9
+ blaZ 21
S. uberis + Staphylococcus spp. + blaZ 12.714° 21.468,3 .
C. bovis + Staphylococcus spp. 1.544P 3.111,4 153

aMittelwerte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unterscheiden sich signifikant.

C. bovis unterscheidet ist mit héchstem bce in der Kombination
C. bovis + E. coli + S. uberis + Staphylococcus spp. + blaZ-Gen zu Kombinationen, in denen

es mit weniger Pathogenen gemeinsam vorkommt.
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Tab 32: Kombinationen, in denen sich das bce von Staphylococcus spp. unterscheidet;
Betriebe A—H; 1.-5. Beprobung

Kombination Staphylococeus | b\ | Anzahl

spp.

C. bovis + Enterococcus spp.
+ Staphylococcus + blaZ

C. bovis + Staphylococcus spp. 10.072° 38.289,7

153

aMittelwerte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unterscheiden sich signifikant.

Staphylococcus spp. die in Kombination mit C. bovis nachgewiesen wurden, weisen, wie in
Tab. 32 aufgefuhrt, einen signifikanten Unterschied im bce zur Kombination

C. bovis + Enterococcus spp. + Staphylococcus spp. + blaZ-Gen auf.
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4.10 Korrelationsanalyse zwischen der Zellzahl und dem California Mastitis Test

Der Zusammenhang zwischen ZZ und CMT im Allgemeinen zeigt eine moderate Korrelation

an (siehe Tab.33).

Betrachtet man die Betriebe separat, so fallt ein starker Unterschied der Korrelation auf den

einzelnen Betrieben auf. Wahrend die Betriebe A, D, E und G eine moderate Korrelation

zwischen ZZ und Schalmtest aufweisen, ist die Korrelation bei den Betrieben B und H nur

gering, bei den Betrieben C und F gar nicht gegeben. Der Anteil an SG-Proben unter 100.000

Zellen/ml auf den einzelnen Betrieben in Tab. 33 ebenso dargestellt.

Tab 33: Korrelation zwischen dem CMT und der gemessenen ZZ der SG in den Betrieben A—

H, 1.-5. Beprobung

Betrieb Korrelationskoeffizent P-Wert Proben <100.000
Zellen/ml

Alle 0,51885 < 0,001

A 0,65646 < 0,001 41,25 %
B 0,31816 0,01 76,25 %
C 0,11642 0,30 83,75 %
D 0,52373 < 0,001 40,00 %
E 0,53293 < 0,001 61,73 %
F 0,17791 0,12 87,18 %
G 0,65122 < 0,001 43,75 %
H 0,49205 < 0,001 81,08 %

Der Pearson‘sche Korrelationskoeffizient r ist schwach bei einem Wert von < 0,3, gering bei
Werten von 2 0,3—< 0,5, moderat bei = 0,5-< 0,7, stark bei =2 0,7—< 0,9 und erheblich bei

Werten von = 0,9-1,0.
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4.11 Betriebsmanagement

Den Aufzeichnungen der Probennahmen wurde entnommen, dass auf allen Betrieben, aul3er
auf Betrieb A und Betrieb E, wahrend der Melkung Handschuhe getragen wurden. Auf dem
Betrieb D wurden nur wahrend der 2., 3. und 4. Beprobungen Handschuhe getragen, bei der

1. und 5. Beprobung war dies jedoch nicht der Fall.

Die Euterreinigung wurde auf Betrieb A bei allen finf Beprobungen mit Einwegpapiertiichern
durchgefuhrt, auf Betrieb B mit Einwegpapiertichern und zuséatzlichem Reinigungsschaum.
Betrieb C nutzte Einwegeutertlicher mit zusatzlichem Schaum.

In Betrieb D wurde die Art der Reinigung mehrmals geandert: In Beprobung 1 und 2 wurden
Handtlcher zur Mehrwegreinigung verwendet, in Beprobung 3 Mehrwegeutertiicher. Bei der
vierten Beprobung wurden schlieBlich wieder Handtlicher verwendet, bei der flinften
Beprobung Einwegeutertlcher.

Betrieb E verwendete anfangs einen in Labu-cit getrankten Mehrwegwetex. Bei Beprobung 2,
3 und 5 wurden Einwegeuterticher angewandt. In der vierten Beprobung kamen
Einwegeutertiicher mit zusatzlichem Schaum zum Einsatz. Betrieb F verwendete Holzwolle,
die bei jeder Kuh gewechselt wurde. Betrieb G nutzte Einwegpapiertiicher, Betrieb H

Einwegeutertlcher.

Tab 34: Sauberkeit und Trockenheit der Zitzen nach der Reinigung und vor dem Ansetzen des
Melkzeugs (S&T: sauber und ftrocken bzw. NS&T: nicht sauber und trocken);
Euterverschmutzung vor dem Ansetzen des Melkzeugs in Schulnoten (1 = sehr sauber); 1.-5.
Beprobung; Betriebe A—H

A B C D E F G H
Sauberkeit, S&T- | S&T- | S&T- | N N S&T- | N S&T-
Trockenheit 2 1 1 S&T- | S&T- | 1 S&T- |1
Verschmutzungsgrad 3 2 2

Der HZZ-Betrieb D und der NZZ-Betrieb F waren die einzigen Betriebe, die kein Zitzendippen
nach der Melkung bei keiner der funf Beprobungen durchfiihrten. Die Betriebe A, B, C, E und

G verwendeten Dippmittel regelmafig bei jeder Melkung.
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Das Vorgemelk wurde auf den Betrieben D, G und H bei keiner der flinf Beprobungen
Uberprift. Eigenes Melkzeug fur an Mastitis erkrankten Kiihen wurde nur auf den Betrieben B,

C, D, F und H verwendet. Eine Melkreihenfolge wurde in den Betrieben A, D und F eingehalten.

Tab 35: Mittlerer Verschmutzungsgrad der Kuhe; 1.-5. Beprobung; Betriebe A—H

Verschmutzungsgrad
der Kiihe

1,49 1,45 2,11

Der mittlere Verschmutzungsgrad der Kihe wurde aus den Ergebnissen aller funf
Beprobungen errechnet (siehe Tab.36). Die NZZ-Betriebe C und B wiesen den niedrigsten
Verschmutzungsgrad der Kihe auf, darauf folgte allerdings der HZZ-Betrieb A mit der

hdchsten ZZ. Der NZZ-Betrieb F wies den héchsten Verschmutzungsgrad der Kihe auf.

Tab 36: Durchschnittlicher Verschmutzungsgrad der Euter; 1.-5. Beprobung; Betriebe A—H

A B c D E F G H
Verschmutzungsgrad 17 14 2
des Euters ’ ’

Der Verschmutzungsgrad der Euter wurde nur einmalig, unabhangig von der Melkung,
detektiert. Tab. 37 =zeigt, dass die NZZ-Betriecbe B, C und F den niedrigsten
Verschmutzungsgrad aufweisen. Die HZZ-Betriebe A und D hatten jedoch sauberere Euter als
der NZZ-Betrieb H.

Tab 37: Durchschnittlicher Verschmutzungsgrad der Liegeboxen; 1.—5. Beprobung; Betriebe
A-H

A B C D E F G H
Verschmutzungsgrad
der Liegeboxen

Der Verschmutzungsgrad der Liegeboxen wurde nur einmalig detektiert. In Tab. 38 ist

ersichtlich, dass die saubersten Liegeboxen allesamt auf den NZZ-Betrieben B, C, F und H

aufgefunden wurden.
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5 Diskussion

5.1 Nachweismethode quantitative Polymerase Kettenreaktion

In der heutigen Milchwirtschaft erlangt die Milchqualitat, und damit das Wissen Uber das
Vorhandensein von Mastitispathogenen in einer klinisch gesunden Herde, immer grof3ere
Bedeutung. Die qPCR wurde bereits in einigen Studien angewandt (Koskinen et al. 2010,
Spittel und Hoedemaker 2012, Keane et al. 2013, Hiitid et al. 2015, Hiitié et al. 2016), jedoch
wurde in den meisten Studien, die die Pravalenz der Pathogene und den Einfluss der
Pathogene auf die ZZ untersuchten, mit dem bisherigen Gold-Standard, der BU, gearbeitet
(Barrett et al. 2005, Piepers et al. 2007, Schwarz et al. 2010, Jashari et al. 2016). In der BU
wurde in vielen Pravalenzstudien subklinischer Mastitis von einer hohen Zahl an negativen
Proben berichtet (Barrett et al. 2005, Koskinen et al. 2010, Schwarz et al. 2010).

Anders als in dieser Arbeit wurden in den meisten Studien Viertelgemelke als Probenmaterial
verwendet (Piepers et al. 2007, Schwarz et al. 2010, Koskinen et al. 2010, Spittel und
Hoedemaker 2012, Hiitio et. al. 2015, Jashari et al. 2016). Barrett et al. (2005) verwendete SG
als Probenmaterial. Schukken et al. (2003) nannte SG sogar als weltweit beste Methode, um
subklinische Mastitis zu detektieren. Jedoch fanden Spittel und Hoedemaker (2012) bei
Vergleich von Viertelgemelksproben und Sammelgemelksproben in der qPCR 16,2 %
falsch-negative Sammelgemelksproben, was diese als Probematerial nicht ideal erscheinen
lassen. Es kann argumentiert werden, dass bei der vorliegenden Arbeit durch das Verwenden
von SG eine Senkung der Kosten und des Arbeitsaufwandes erreicht werden konnte und dabei
trotzdem ein guter Uberblick Uber das Vorhandensein der Pathogene in den Herden aufgezeigt
wurde. Das unterschiedliche Probenmaterial, Probenaufarbeitung, sowie unterschiedliche
Nachweismethoden anderer Studien erlauben nicht immer direkte Vergleiche zu ziehen.

In dieser Arbeit wurde keine BU durchgefiihrt, diese aber, aufgrund der fehlenden Studien mit
gPCR diskutiert.

In vergleichenden Studien von BU und qPCR erbrachte die qPCR bei vielen Autoren héhere
Nachweisraten (Koskinen et al. 2010, Spittel und Hoedemaker 2012, Keane et al. 2013), was
die Vergleichbarkeit von Ergebnissen der qPCR und der BU weiter erschwert. In der BU
negative Proben wurden in der qPCR zu 43 % (Taponen et al. 2009), 79 % (Keane et al. 2013),
76 % (Koskinen et al. 2010), 47 % (Bexiga et al. 2011), bzw. 46,5 % (Hiiti6 et al. 2015) positiv
getestet. Ursachlich fur diesen héheren Anteil an positiven Proben durch die gqPCR kénnte z.B.
der zusatzliche Nachweis von toten Zellen sein (Koskinen et al. 2010). Weiters fanden Spittel

und Hoedemaker (2012) in einer Studie heraus, dass bei S. aureus, S. uberis,
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Staphylococcus spp. und Corynebacterium spp. der mittlere CT-Wert in der gPCR von in der
BU negativen Proben signifikant héher war als bei in der BU positiven Proben, was bedeutet,
dass bei in der BU negativen Proben eine nur geringe DNA-Menge vorlag (Hiitio et al. 2016).
Dies spricht flr eine geringere Sensivitat der BU im Vergleich zur gPCR, mit der, bereits bei
Vorhandensein von geringen Pathogenmengen, ein Nachweis erbracht werden kann
(Koskinen et al. 2010, Hiitio et al. 2015). Der haufigste Nachweis in bakteriologisch-negativen
und in gPCR-positiven Proben in vergleichenden Studien war Staphylococcus spp. in meist
niedriger Nachweismenge (Spittel und Hoedemaker 2012, Hiitid et al. 2015), sowie C. bovis
(Spittel und Hoedemaker 2012). Der Nachweis dieser Minor-Pathogene in geringen Mengen
wirft Fragen bezlglich deren Relevanz auf. Der normalerweise verwendete cut-off der g°PCR
fur eine positive Probe liegt bei einem CT-Wert von 37,0. CT-Werte Uber diesem Wert
sprechen flr zu geringe DNA-Mengen und somit flr eine negative Probe (Hiitio et al. 2015).
Dieser bisher verwendete cut-off Wert ist, laut Hiiti6 et al. (2015), zu unspezifisch, um
tatsachliche Infektionen mit Staphylococcus spp. zu detektieren und miusste niedriger
angesetzt werden, fir S. aureus und S. agalactiae ist er aber sehr wohl geeignet. Eine
Senkung kénnte somit dazu flihren, wichtige Major-Pathogene zu ibersehen die in nur kleinen
Mengen vorkommen und trotzdem relevant sind (Koskinen et al. 2010, Hiitid et al. 2015).
Staphylococcus spp., bei alleinigem Nachweis in einer Probe, nimmt auch in dieser Arbeit mit
28,17 % der positiven SG-Proben, einen groRen Anteil ein. Um deren klinische Relevanz
feststellen zu kdénnen, wurde das mittlere bce dieser alleinig in einer Probe vorkommenden
Staphylococcus spp. Uber die funf ZZ-Kategorien errechnet. Das bce zeigte jedoch, entgegen
unserer Erwartungen, keine signifikanten Unterschiede in den funf ZZ-Kategorien (siehe Tab.
14), womit es nicht mdglich war zwischen einer moglichen Kontamination und Infektion zu
unterscheiden. In der vorliegenden Arbeit entsprach flir Staphylococcus spp. ein Ct-Wert von
37,7 der minimalen Nachweisgrenze (<10 Kopien pro Durchlauf). Hiitio et al. (2015) nennt z.B.
eine falsch-positiven Rate von 50 % flr Staphylococcus spp. in der gPCR und begrindet dies
mit zu geringem Anwachsen des Pathogens in der BU (<5 cfu/0,01 ml Milchprobe). Der
Mittelwert der ZZ der mit Staphylococcus spp. infizierten Tiere in dieser Arbeit lag 30.000
Zellen/ml SG uber der mittleren ZZ der negativen Proben, was auf ein leichte Erhdhung der
ZZ hindeuten kénnte. Dieser Unterschied in der ZZ war jedoch nicht signifikant unterschiedlich
(P >0,05). Schwarz et al. (2010) nennen eine etwaige Kontamination bei Vorkommen von
Staphylococcus spp. bei einer ZZ unter 100.000/ml. Dies ware bei Betrachtung von Proben in
unserer Arbeit, in denen nur Staphylococcus spp. nachgewiesen wurde (auch mit
Exprimierung des blaZ-Gens), zu 79,29 % der Fall. In der Studie von Hiiti6 et al. (2016) wurde
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Staphylococcus spp. in Viertelgemelksproben unter 100.000 Zellen/ml bei einem, zu unserer
Studie vergleichbaren CT-Wert von 37, in 56,3 % der Proben nachgewiesen. Bei einer
Senkung des CT-Werts auf 34 erfolgte der Nachweis nur noch in 18,8 % der Proben. Eine
Senkung des CT-Werts wurde in dieser Arbeit nicht durchgeflihrt, womit keine Aussage Uber
eine etwaige Anderung der Pravalenz getroffen werden kann.

Die niedrigste ZZ einer nur mit Stahylococcus spp. inifizierten Kuh lag in dieser Arbeit bei 4.000
Zellen/ml SG mit einem bce von 73,33/ml Milch, was eine sehr geringe Belastung darstellt.
Auch wenn keine statistischen Unterschiede des bce der Staphylococcus spp. Uber die
ZZ-Kategorien festgestellt werden konnten, kdnnen diese oftmals nur geringen Nachweisraten
mit nur niedrigem ZZ-Anstieg dazu fuhren, falschlicherweise gesunde Kuhe als mit Mastitis
infiziert zu detektieren (Koskinen et al. 2010). Auch in einer Studie von Hiiti6 et al. (2016), in
der unter Anwendung einer qPCR eine konventionelle Milchprobenentnahme mit einer
Probennahme direkt von der Milchzisterne verglichen wurde, war die Nachweisrate von
Staphylococcus spp. mit der konventionellen Probenahmetechnik zweimal so hoch, was fir
eine haufig stattfindende Kontamination durch die Umwelt bzw. durch die Zitzenhaut spricht.
Des Weiteren muss das Probenvolumen in Betracht gezogen werden. In dieser Studie wurden
15 ml SG, bzw. 50 ml TAM, als Ausgang fur die DNA-Extraktion gewahlt, was im Gegensatz
zum Einsatz von geringeren Mengen eine hohere Wahrscheinlichkeit ergibt, ein Pathogen zu

erfassen.

Die Interpretation von PCR-positiven und bakteriologisch-negativen Proben scheint in der
Literatur noch nicht endgultig geklart (Koskinen et al. 2010, Keane et al. 2013, Hitii® et al.
2015). Bei alleiniger Verwendung der gPCR als diagnostisches Mittel sollte mit Vorsicht
beurteilt werden, vor allem bei geringen Nachweismengen von Minor-Pathogenen. Bexiga et
al. (2011) empfehlen die Verwendung einer real-time PCR bei negativen Ergebnissen in der
BU, bzw. bei Nachweisen von Minor-Pathogenen in der BU, da zusatzlich vorhandene

Major-Pathogene in der BU oftmals nicht detektiert werden.

5.2 Mastitispathogene in klinisch gesunden Tieren

Die 633 mit dem PathoProof Mastitis PCR Assay untersuchten SG-Proben klinisch gesunder
Tiere an funf Beprobungen in acht Herden waren zu 94,8 % auf mindestens ein Pathogen
positiv. In nur 5,2 % der Proben wurde kein Pathogen nachgewiesen. Hiitid et al. (2016)

detektierten 23 % negative Proben bei einem CT-Wert von 40, bei Verwendung von Proben
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mit einer durchschnittlichen ZZ von Uber einer Million, wobei die durchschnittliche ZZ der acht
Betriebe in dieser Arbeit Gber die funf Beprobungen nur bei 202.979 Zellen/ml SG lag. Eine
Erklarung fir den héheren Anteil an negativen Proben kann jedoch die Verwendung von
Viertelgemelken sein. Barret at al. (2005) wies in einer Studie aus Irland mit 285 Kiihen in der
BU einen mit 28 % der SG-Proben, im Vergleich zu dieser Arbeit, relativ hohen Anteil an
negativen Proben nach, obwohl sie nur Tiere beprobten, die Uber die letzten drei
Milchleistungskontrollen ZZ uber 200.000/ml aufwiesen. In unserer Arbeit war von 123 SG mit
einer ZZ uber 200.000 Zellen/ml nur eine Probe in der gPCR negativ.

Koskinen et al. (2010) detektierten per qPCR in Viertelgemelken von 46 Kihen mit
subklinischer Mastitis, Spittel und Hoedemaker (2012) in 681 Viertelgemelksproben klinisch
gesunder Tiere mit variabler ZZ, eine Pravalenz von 91 % bzw. 70,6 % positiver Viertel.
Koskinen et al. (2010) definierte subklinische Mastitis Uber eine erhdhte ZZ und beprobte somit
nur Kilhe mit ZZ ab 296.000 Zellen/ml bis in den Millionenbereich. In der BU wurden bei Jashari
et al. (2016) und Piepers et al. (2007) nur 72 % bzw. 40 % infizierte Tiere detektiert. In beiden
Studien erfolgte die Beprobung von Tieren mit variabler ZZ. Die grofiten Unterschiede zu

unseren Ergebnissen ergeben sich wieder zu den Studien, die eine BU verwendeten.

Interessanterweise kamen vor allem die Minor-Pathogene Staphylococcus spp. (85,8 %) und
C. bovis (12,7 %) mit alleinigem Nachweis, d.h. ohne das zusétzliche Vorhandensein eines
weiteren Pathogens einer SG-Probe dieser Arbeit, vor. Auch Spittel und Hoedemaker (2012)
detektierten in Proben mit nur einem Pathogennachweis verstarkt Minor-Pathogene wie
C. bovis (45,2 %) und Staphylococcus spp. (41,3 %). Andere Pathogene waren in
unterschiedlichen Mengen als alleiniger Keim vorhanden, variierend von 0-20 %. Wir
detektierten noch niedrigere Nachweisraten von Major-Pathogenen die alleinig in einer

SG-Probe vorkamen, wie S. uberis (1,1 %) und T. pyogenes (0,5 %).

Staphylococcus spp. gelten als die am haufigsten im Zusammenhang mit subklinischer
Mastitis isolierten Pathogene (Taponen und Pyérala 2009, Sampimon et al. 2009) und kamen
auch in dieser Arbeit in nahezu allen Mischinfektionen vor, was sie zu einer Gesamtpravalenz
von 94,7 % der positiven SG-Proben bringt. Weiters wurden Staphylococcus spp. in allen
positiv getesteten TAM-Proben nachgewiesen. Auch Piepers et al. (2007) detektierte in der
BU in einer groRen Pravalenzstudie in Belgien 99,2 % von 1087 Herden positiv auf

Staphylococcus spp.
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Ein Vergleich der Pathogenpravalenzen unterschiedlicher Studien erscheint schwierig, da die
Probenart, die Definition einer infizierten Probe, die Art der Probennahme und schlief3lich die
Nachweismethode (qPCR vs. BU) variieren. Prinzipiell scheint allerdings, wie bereits von
Spittel und Hoedemaker (2012) festgestellt, die Reihenfolge der Pathogenpravalenz bei den
meisten Studien Ubereinzustimmen. Auch andere Studien detektierten Staphylococcus spp.
als haufigste Spezies in subklinisch infizierten Tieren mit variabler ZZ, sowohl bei Studien der
BU (Dohoo und Leslie 1991, Pitkala et al. 2004, Piepers et al. 2007, Schwarz et al. 2010,
Jashari et al. 2016) als auch bei Studien der gPCR, wie bei Hiiti0 et al. (2015), in der Proben
subklinischer und milder klinischer Mastitis untersucht wurden. Interessanterweise wurde in
der Studie von Barrett et al. (2005) eine mit 9 % nur sehr geringe Pravalenz von
Staphylococcus spp. gefunden, sie nennen als Ursache flr unterschiedliche
Pathogenpravalenzen im Vergleich zu anderen Studien die stark variierenden Haltungs- und
Managementbedingungen in Irland.

In unserer Arbeit exprimierten 20,71 % der Staphylococcus spp. das blaZ-Gen, bei S. aureus
wurde es, vermutlich aufgrund der geringen Nachweismenge dieses Pathogens, nicht
nachgewiesen. Spittel und Hoedemaker (2012) fanden, ebenfalls mit dem PathoProof PCR
Assay, das blaZ-Gen in 27,7 % der S. aureus und 37 % der Staphylococcus spp.

C. bovis kam haufig in Kombinationen mit Staphylococcus spp., bzw. Staphylococcus spp. und
einem Major-Pathogen, mit einer Pravalenz von 61,8 % der positiven SG-Proben, vor. Auch
Gongalves et al. (2014) und Tomazi et al. (2015) sprechen von einer haufigen Isolierung dieses
Pathogens, ahnlich den Staphylokokken, im Zusammenhang mit subklinischer Mastitis. In
dieser Arbeit war C. bovis, nach Staphylococcus spp., das zweithaufisgte detektierte
Pathogen, was auch in anderen Studien bestatigt werden konnte (Pitkala et al. 2004, Schwarz
etal. 2010, Jashari et al. 2016). Supré et al. (2011) und Spittel und Hoedemaker (2012) wiesen
C. bovis, mit einem Anteil von ca. der Halfte der detektierten Pathogene als Haupterreger
subklinisch infizierter Kilhe nach. Pitkala et al. (2004) nennen als Ursache fur eine hohe
Pravalenz an C. bovis schlechtes Management, wie das mangelnde Zitzendippen. Andere
Studien hatten nur niedrige Nachweisraten an C. bovis, wie Dohoo und Leslie (1991) mit
9,3 %, bzw. Piepers et al. (2007) mit 0,8 % auf Viertelgemelksebene. Dieses geringe
Vorkommen von C. bovis in der Studie von Dohoo und Leslie (1991) scheint nicht gut mit den
Ergebnissen anderer Studien vergleichbar, da hier nur eine einzige Herde beprobt wurde.
Weiters kénnten niedrige Nachweisraten durch die strenge Definition fur eine Infektion

(Erhéhung der ZZ auf Gber 300.000 Zellen/ml an zwei von drei wdchentlich gezogenen
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Proben) zustandekommen, wobei Piepers et al. (2007) Herden mit durchschnittlichen TAM-ZZ
von 179.000-211.000 Zellen/ml untersuchte und dabei zu einer noch geringeren Nachweisrate
von C. bovis kam. Uber die Managementbedingungen, die das geringe Vorhandensein von
C. bovis eventuell erklaren kénnten, lagen weder bei Dohoo und Leslie (1991) noch bei

Piepers et al. (2007) Daten vor.

Durch das dauerhafte Auftreten von Staphylococcus spp., bzw. Mischinfektionen mit C. bovis,
stellt sich die Frage, inwieweit diese eine Infektion mit anderen Pathogenen begunstigen
kénnen. In der Literatur herrschen gegensatzliche Studien, inwieweit eine vorhergehende
Infektion mit Minor-Pathogenen eine Neuinfektion mit Major-Pathogenen begunstigen bzw.
verhindern kann. Reyher et al. (2012) fasste 68 Studien zusammen, in denen der Effekt von
C. bovis und Staphylococcus spp. auf Neuinfektionen mit Major-Pathogenen untersucht
wurde. Dabei konnte in Beobachtungsstudien kein klarer Zusammenhang zwischen
schitzendem Effekt der Minor-Pathogene bzw. erhohter Gefahr einer Neuinfektion erfasst
werden. In Challange-Studien jedoch, in denen Major-Pathogene direkt in das Euter
eingebracht wurden, zeigte sich ein schiitzender Effekt der Minor-Pathogene. Bei groflier
werdendem Intervall zwischen der Infektion mit dem Minor-Pathogen und dem kinstlich
eingebrachten Major-Pathogen, sowie bei hoherer Menge des Major-Pathogens, nahm die
Schutzfunktion jedoch ab (Reyher et al. 2012).

S. uberis war das am haufigsten, in 14,8 % der positiven SG-Proben, vorkommende
Major-Pathogen, was relativ gut mit dem Ergebnis von Barrett et al. (2005), mit einem Anteil
von S. uberis in 19 % der positiven SG, Ubereinstimmt. Auch Schwarz et al. (2010) wies
S. uberis mit 8,7 % in den Viertelgemelken klinisch gesunder Kihe als zweithaufigstes
Major-Pathogen nach. Spittel und Hoedemaker (2012) detektieren S. uberis mit 7 % erst an
funfter Stelle, hinter S. aureus (9,5 %) und T. pyogenes (7,2 %) im Viertelgemelk. Auch in

dieser Studie wurden klinisch gesunde Kuhe beprobt.

E. coli folgte mit 10,6 % positiver SG-Proben an vierter Stelle. Andere Studien wiesen sehr
niedrige Pravalenzen an coliformen Keimen in der BU nach (Pitkala et al. 2004, Piepers et al.
2007, Schwarz et al. 2010). Spittel und Hoedemaker (2012) detektierten in ihrer Studie klinisch
gesunder Kuhe keine E. coli in der BU, dafur handelte es sich bei 0,9 % (n = 6) der positiven
Proben in der gqPCR um E. coli. Von diesen sechs positiven Proben wurde allerdings nur in

einer Probe E. coli im alleinigen Nachweis detektiert. Auch in der Studie von Keane et al.
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(2013) wurde E. coli in der gPCR signifikant haufiger mit einem zweiten Pathogen detektiert.
Dies stimmt mit unseren Erkenntnissen Uberein, da E. coli in dieser Arbeit nie im alleinigen
Nachweis vorkam. Wir konnten in den E. coli-positiven Proben nicht bestatigen, dass eine
etwaige ZZ-Erhéhung durch E. coli verursacht wurde. Es muss beachtet werden, dass
coliforme Keime wie E. coli auch durch fakale Kontamination durch unhygienische
Bedingungen bei der Probennahme in die Milchprobe gelangen kann (Martin et al. 2016) und
somit zu einer héheren Nachweisrate in dieser Arbeit fihren kénnte. Eine Kontamination durch
die Hande bei der Probennahme kann mit hoher Sicherheit ausgeschlossen werden, da
Handschuhe getragen und diese zwischen den Kihen gewechselt wurden. Eine Inklusion von
Negativ-Kontrollen ist von Vorteil, um Hinweise auf Kontaminationen aus dem Umfeld zu

bekommen.

S. dysgalactiae wurde in 4,9 % der SG-Proben detektiert, was mit den Erkenntnissen von
Pitkala et al. (2004), Barrett et al. (2005) und Piepers et al. (2007) ubereinstimmt.

S. dysgalactiae ist in dieser Arbeit der am haufigsten nachgewiesene kuhassoziierte Erreger.

S. aureus wurde in nur drei SG-Proben in zwei Herden nachgewiesen (0,5 %), dazu zahlen
die Betriebe G und H. Andere Studien hatten, trotz der Untersuchung von Viertelgemelken,
hohere Nachweisraten. Die Nachweisraten bewegten sich in klinisch gesunden Herden mit
variablen Zellzahlen von 5,01 %-18 % der Viertelgemelke (Dohoo und Leslie 1991, Pitkala et
al. 2004, Piepers et al. 2007, Schwarz et al. 2010, Spittel und Hoedemaker 2012). Barrett et
al. (2005) detektierten S. aureus bei Tieren mit Zellzahlen > 200.000/ml sogar als
Hauptpathogen, nannten als Ursache jedoch wieder andere Managementbedingungen in
Irland. Auch in einer groRen Pravalenzstudie in Belgien (2007) waren 86,6 % der Herden
positiv auf S. aureus. Der Betrieb H dieser Arbeit hatte ein Bestandsproblem von S. aureus
durch Zukauf positiver Kalbinnen im Jahr 2017 (vor den Probennahmen), konnte dies aber,

laut den hier generierten Ergebnissen, durch Merzung einiger Tiere gut in den Griff bekommen.

S. agalactiae wurde in dieser Arbeit nicht nachgewiesen. In Osterreich kommt S. agalactiae
selten vor, sodass in den letzten flinf Jahren auf der Universitatsklinik fir Wiederkauer in Wien
in nur 0,6 % der positiven Viertelgemelksproben Streptokokken der Lancefield-Gruppe-B, zu
denen auch S. agalactiae gehort, nachgewiesen werden konnten (Wald et al. 2020). Piepers
et al. (2007) berichtete ebenfalls von nahezu keinem Vorkommen von S. agalactiae in Belgien,

auch in Finnland 2001 war das Vorkommen gering (Pitkala et al. 2004).
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Mastitiskontrollprogramme, wie z.B. von Neave et al. (1969), fihrten zu einer Reduktion von
S. aureus. Diese bisherigen Kontrollprogramme sind jedoch gegeniiber Umweltkeimen nicht
wirksam (Piepers et al. 2007), was auch das hohe Vorkommen von S. uberis und E. coli in
unseren Herden erklaren koénnte. Staphylococcus spp. sind mittlerweile in den meisten
Landern haufiger geworden als S. aureus, wobei sie, im Gegensatz zu S. aureus, der auch
klinische Mastitis auslésen kann, zu keiner schweren Mastitis fihren (Taponen und Py6rala
2009, Supré et al. 2011). Die bisherigen Kontrollprogramme fuhrten somit eher zu einer
Veranderung der Pathogenspezies, nicht aber zu einer Senkung der Mastitis-Pravalenz
(Pitkala et al. 2004).

5.3 Zellzahl

5.3.1 Zellzahlen negativer Sammelgemelke

Die ZZ scheint von vielerlei Faktoren beeinflusst, der Infektionsstatus gilt jedoch als wichtigster
Faktor (Schepers et al.1997). In der vorliegenden Arbeit wird nicht auf andere Faktoren, wie
Laktationsstadium, Alter und Umwelt néher eingegangen.

Die ZZ nicht-infizierter Tiere lag bei 55.000 Zellen/ml. Dieser Unterschied war jedoch zu keiner
Infektion mit einem Pathogen, bzw. Pathogenkombinationen, signifikant. Zu einer &hnlichen
mittleren ZZ kamen Lopes Junior et al. (2012) mit 52.000 Zellen/ml, allerdings bei
Viertelgemelken. Djabri et al. (2002) nannte eine ZZ von 68.000 Zellen/ml fUr nicht-infizierte
Viertel, Gongalves et al. (2016) ermittelte mit einer mittleren ZZ von 87.770 Zellen/ml bei
nicht-infizierten Vierteln einen etwas héheren Wert. Der fir SG festgelegte Schwellenwert
zwischen gesund und krank scheint, bei Betrachtung unserer Ergebnisse, mit 100.000
Zellen/ml relativ hoch angesetzt. Hier wird sogar die von einigen Autoren festgelegte Grenze,
von 70.000 Zellen/ml fir Viertelgemelke, unterschritten (Schepers et al. 1997, Djabri et al.
2002). Vom Landeskontrollverbands (LKV) wird allerdings erst Alarm geschlagen, wenn die
SG-ZZ von 200.000/ml Uberschritten wird, bzw. es zu einer Verdopplung der ZZ seit der letzten
Probennahme kam und diese dabei eine ZZ tiber 100.000/ml erreicht (Gehringer 2018).

5.3.2 Zellzahl bei Infektion mit Minor-Pathogenen
Bereits Schepers et al. (1997) fand heraus, dass, im Vergleich zu S. aureus, S. uberis und
S. dysgalactiae der ZZ-Anstieg von Staphylococcus spp. bzw. C. bovis geringer ist. Auch

Sampimon et al. (2010) kamen zu diesem Ergebnis. Sie beschrieben aber auch, dass
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Staphylococcus spp. zu einer hdheren ZZ fiihrten als ein negatives Ergebnis der BU. Dieser
nur moderate ZZ-Anstieg durch Staphylococcus spp. (Taponen und Pyérala 2009) kann in
dieser Arbeit bestatigt werden. Die mittlere ZZ der SG der nur an Staphylococcus spp.
infizierten Tiere lag bei 82.000 Zellen/ml, exprimierten diese das blaZ-Gen, so lag die ZZ bei
84.000 Zellen/ml. Die etwas hdhere ZZ bei Vorhandensein des blaZ-Gens war statistisch nicht
signifikant. Damit lag die ZZ immer noch unter der als gesund geltenden SG-ZZ unter 100.000
Zellen/ml (Winter 2009), war allerdings héher als bei der Gruppe der nicht-infizierten Tiere mit
durchschnittlichen 55.000 Zellen/ml SG. Auch dieser Unterschied war nicht signifikant. Lopes
Junior et al. (2012) kamen in der BU von Viertelgemelken zu einem ahnlichen Wert von 85.000
Zellen/ml bei Infektionen mit Staphylococcus spp. Schwarz et al. (2010) und Djabri et al. (2002)
nannten fir Staphylococcus spp. hdhere als in dieser Studie detektierte ZZ zwischen 100.000
und 200.000 Zellen/ml Viertelgemelk, bzw. eine mittlere ZZ von 138.000 Zellen/ml
Viertelgemelk. Diese unterschiedlichen Ergebnisse sind dadurch erklarbar, dass
unterschiedliche Spezies des Genus Staphylococcus spp. unterschiedliche Auswirkungen auf
die ZZ haben, was eine Speziesidentifikation sinnvoll erscheinen lasst (Supré et al. 2011, Fry
et al. 2014, Tomazi et al. 2015). Zum Genus Staphylococcus spp. gehoren viele Spezies,
wobei nur wenige tatsachlich Mastitis ausldsen kénnen (Taponen und Pyoérala 2009). Supré
et al. (2011) fand beispielsweise bei den Spezies S. chromogens, S. simulans und S. xylosus
eine ahnliche ZZ-Erhdhung wie bei S. aureus. Diese drei Spezies wurden in verschiedenen
Studien auch am haufigsten identifiziert, allen voran S. chromogens (Sampimon et al. 2009,
Persson Waller et al. 2011, Fry et al. 2014, Tomazi et al. 2015). In dieser Arbeit wurde keine
Speziesidentifikation durchgeflihrt.

In unserer Arbeit wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen der ZZ-Kategorie und dem
von den Staphylococcus spp. exprimiertem blaZ-Gen detektiert. Am haufigsten wurde es in
den Kategorien 3 und 4 detektiert, vor allem im Vergleich zu den Kategorien 1 und 2. Auf den
HZZ-Betrieben A und G wurde es am haufigsten nachgewiesen. Uber die Auswirkungen des

blaZ-Gens auf die ZZ ist ansonsten noch nichts bekannt und bedarf weiterer Erforschung.

Es herrschen kontroverse Meinungen Uber Corynebacterium spp. als Ausloser subklinischer
Mastitis bzw. als reine Kommensale im Zitzenkanal. Manche Studien berichteten von héheren
Nachweisraten aus dem Zitzenkanal als bei Entnahme der Probe direkt aus der Zitzenzisterne
(Black et al. 1972, Bexiga et al. 2011b). Hiitio et al. (2016) detektierten C. bovis in der gPCR

sowohl bei Entnahme der Probe aus der Euterzisterne als auch mit konventioneller
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Entnahmetechnik gleichermalen, was auch auf das Vorhandensein des Pathogens in anderen
Teilen des Euters spricht.

Bei Betrachtung aller nachgewiesen C. bovis wurde das Pathogen vor allem in der
ZZ-Kategorie 4 angetroffen, jedoch handelt es sich hierbei meist um Proben mit
Mischinfektionen, in denen auch Major-Pathogene vorhanden waren, die zu einem Anstieg der
ZZ fuhrten. Betrachtet man nun die mittlere ZZ von nur mit C. bovis infizierten Kiihen dieser
Arbeit, ist diese mit 109.280 Zellen/ml SG leicht erhdht. C. bovis im alleinigen Nachweis wurde
mit signifikant héchstem bce in der ZZ-Kategorie 3 nachgewiesen. In Kategorie 4 erfolgte kein
Nachweis von C. bovis, in Kategorie 5 war nur ein geringes bce vorhanden. Somit kann klar
gesagt werden, dass C. bovis bei alleinigem Nachweis nicht befahigt ist, die ZZ stark
anzuheben, ein leichter Anstieg der ZZ bestatigt jedoch ihre Zugehdrigkeit zur Gruppe der
Minor-Pathogene (Gongalves et al. 2014, Tomazi et al. 2015). Dieser Unterschied in der ZZ
war zu nicht-infizierten Eutern jedoch nicht signifikant unterschiedlich. Interessanterweise
scheinen C. bovis positive Euter immer ein hoéheres ZZ-Niveau als Staphylococcus spp.
positive zu haben. Corynebacterium spp. fanden sich bei Schwarz et al. (2010) in der BU vor
allem in Proben zwischen 100.000 und 800.000 Zellen/ml. Djabri et al. (2002) nannte eine
mittlere ZZ von 105.000 Zellen/ml und damit einen niedrigeren Wert als flr
Staphylococcus spp. In der Studie von Gongalves et al. (2016) war die mittlere ZZ von mit
C. bovis infizierten Vierteln bei 174.280 Zellen/ml.

Auch Bexiga et al. (2011b) schlief3en, trotz ihres Studienergebnisses von C. bovis als
Kommensale des Strichkanals, eine Infektion durch Corynebacterium spp. nicht aus. Supré et
al. (2011) und Sampimon et al. (2010) detektierten eine hohere ZZ bei mit Staphylococcus spp.

infizierten Tieren.

5.3.3 Zellzahlen der Zellzahlklassen

Die in dieser Arbeit untersuchten Herden der ZZ-Klasse NZZ hatten nur eine sehr geringe
mittlere ZZ von 81.000 Zellen/ml SG und 75.000 Zellen/ml TAM. Die mittlere ZZ der SG liegt
somit unter den Schwellenwerten fir gesunde SG der angefiihrten Autoren (LFI 2004, Hamann
2005, Stampa et al. 2006, Winter 2009). In einer Studie aus Hessen lag die mittlere ZZ der
TAM von Betrieben mit hoher Qualitat bei 180.000 Zellen/ml (Schwarz et al. 2010). Winter
(2008) nennt einen Wert von 150.000 Zellen/ml TAM fur eine gesunde Herde. Die mittlere
TAM-ZZ der NZZ-Betriebe ist deutlich niedriger als dieser Wert.
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Die ZZ-Klasse HZZ wies eine mittlere ZZ von 323.000 Zellen/ml SG und 282.000 Zellen/ml
TAM auf. Somit lag die Klasse HZZ mit der durchschnittlichen TAM-ZZ nicht mehr in der in
Osterreich definierten Qualitatsklasse S (Winter 2009).

5.3.4 Zellzahlen der Zellzahlkategorien

Bei der anteilsmafigen Verteilung der Pathogene in den einzelnen Kategorien der SG muss
beachtet werden, dass auch Minor-Pathogene wie z.B. C. bovis und Staphyococcus spp.,
durch das Vorliegen der Pathogene in Kombinationen, in hdheren ZZ-Kategorien vorliegen

konnen.

Eine Senkung des Limits auf 100.000 Zellen/ml fir ein gesundes Euter wurde durch die
Veranderung der Mastitis erregenden Pathogene zu vermehrten Minor-Pathogenen angesetzt
(Pitkala et al. 2004, Piepers et al. 2007, Schwarz et al. 2010).

Die von uns in dieser Arbeit festgelegte unterste ZZ-Kategorie der SG war mit < 50.000
Zellen/ml noch niedriger angesetzt, da ein grof3er Anteil der Pathogene noch unter der Grenze
von 100.000 Zellen/ml SG aufgefunden werden konnte, und wir versuchten, eine moéglichst
genaue ZZ der negativen Tiere zu ermitteln. Die mittlere ZZ der in der gPCR negativen SG lag
jedoch mit 55.061 Zellen/ml knapp Uber dieser Grenze. Mehr als die Halfte der in der gPCR
negativen Proben wiesen allerdings eine ZZ < 50.000 (63,6 %) auf. Keine Pathogennachweise
in SG-Proben mit einer ZZ von 100.001-250.000 Zellen/ml (15,2 %), kdnnten eventuell noch
durch andere, wie z.B. nicht-infektidse Faktoren, erklart werden. Die in der ZZ-Kategorie 4

liegende Probe (3 %) konnte durch eine falsch-negative Probe begrindet werden.

41,2 % der gesamten SG-Proben lagen in der vorliegenden Arbeit in Kategorie 1 (< 50.000
Zellen/ml), 64,1 % der SG-Proben unter dem als physiologisch bezeichneten Grenzwert von
100.000 Zellen/ml. In der Studie von Schwarz et al. (2010) lagen ca. 62 % der Viertelgemelke
in diesem physiologischen Bereich. In unserer Arbeit waren jedoch 93,7 % der SG-Proben
< 100.000 Zellen/ml in der gPCR positiv, wahrend Schwarz et al. (2010) nur 8,5 % positive
Viertelgemelksproben in der BU und Koskinen et al. (2010) nur 7,5 % positive
Viertelgemelksproben in der gqPCR in Proben niedriger ZZ detektierten.

Eine ZZ von 100.000 Zellen/ml spricht fir eine Entziindungsreaktion (Winter 2009). Dies wurde
daflrsprechen, dass in unserem Fall von den 19,9 % der Proben in ZZ-Kategorie 1 und 22,5 %
der Proben in ZZ-Kategorie 2 trotz der Anwesenheit von Major-Pathogenen keine

Entzindungsreaktion ausgelost wird, was auf eine einfache Besiedelung durch diese
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Pathogene deutet, bzw. auch durch eine etwaige Kontamination zustandekommen kénnte.
Schwarz et al. (2010) spricht von einer mdglichen subklinischen Mastitis unter 100.000
Zellen/ml. Anders als in der Studie von Schwarz et al. (2010), in der die Pravalenz an
Mastitispathogenen < 100.000 Zellen/ml deutlich niedriger war, wurden in unserer Arbeit 25 %
der Major-Pathogene in der ZZ-Kategorie 1, sowie 17,92 % in der ZZ-Kategorie 2,

aufgefunden.

83,6 % der SG-Proben lagen unter 250.000 Zellen/ml. Der von Schukken et al. (2003)
errechnete cut-off zur Detektion einer subklinischen Mastitis von 200.000-250.000 Zellen/ml
macht fir uns wenig Sinn, da 78,5 % der Proben in den Kategorien 1-3 (bis 250.000 Zellen/m|
SG) mindestens ein Pathogen enthalten, 23,4 % der Proben in den Kategorien 1-3 enthalten
mindestens ein Major-Pathogen. In der ZZ-Kategorien 4 und ZZ-Kategorie 5 dieser Arbeit
waren von 101 Proben 100 Proben positiv in der gqPCR. Schwarz et al. (2010) fand in den
Viertelgemelksproben > 100.000 Zellen/ml zu 83 % Pathogene an, in unseren SG waren
97,3 % Proben positiv.

Will man Minor-Pathogene nicht auller Acht lassen, so scheint es schwierig einen
ZZ-Schwellenwert fir subklinische Mastitis zu nennen, bzw. negative Probanden zu
detektieren. Dohoo und Leslie (1991) nennen die ZZ als besseren Indikator fir eine Infektion,
wenn man Minor-Pathogene aulRer Acht lasst. Jashari et al. (2016) nennen eine Steigerung
von Sensitivitdt und Spezifitat bei einer Zellzahl von 200.000 Zellen/ml wenn nur auf die

Detektion von Major-Pathogenen geachtet wird.

5.4 Das Bacterial Cell Equivalent im Zusammenhang mit der Zellzahl

Ein weiteres Ziel war es herauszufinden, ob Pathogene bei steigendem bce auch zu einem
Anstieg der ZZ fuhrten. Bei Betrachtung der SG fiihrte ein steigendes bce von C. bovis und
S. uberis zu einer signifikant hdheren ZZ. In der hoheren ZZ-Klasse stieg das bce von E. coli,
C. bovis und auch dem blaZ-Gen signifikant an, alle anderen Pathogene, ausgenommen
S. marescens, waren numerisch ebenfalls in der hoheren ZZ-Klasse mit hdherem bce
vertreten, allerdings nicht signifikant. Wie bereits im Kapitel “Zellzahl der Minor-Pathogene*
ausfuhrlich diskutiert wurde, liegt das hohe bce von C. bovis in den hohen ZZ-Bereichen
hauptsachlich an dessen haufigem Vorkommen in Mischinfektionen. In den ZZ-Kategorien der
SG lagen nur die Major-Pathogene E. coli, T. pyogenes, S. aureus, S. dysgalactiae und

S. uberis signifikant mit héherem bce in den hdchsten ZZ-Kategorien 4 bzw. 5 vor. Dies lasst
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darauf schlie®en, dass die Menge an ausgeschiedenem Pathogen, wie die Spezies selbst,
einen Einfluss auf die HOhe der ZZ hat. Auch Lopes Junior et al. (2012) fanden in der BU unter
Verwendung des Total-Bacterial-Count (TBC) heraus, dass die ZZ bei steigender
ausgeschiedener Pathogennumber/ml ansteigt. Weiters kamen sie zu dem Schluss, dass es
keinen signifikanten Zusammenhang zwischen einer bestimmten ZZ und einem bestimmtem
TBC eines Pathogens gab.

Auch in einer Studie von Borneman und Ingham (2014) wurde in der Regressionsanalyse eine
hoch signifikante Korrelation zwischen dem Specific-Pathogen-Count (SPC) der BU und der
monatlich festgestellten ZZ detektiert. Bei einem Anstieg des SPC stieg auch die ZZ und
umgekehrt. Ein nur geringer Korrelationskoeffizient wies daraufhin, dass noch weitere
Faktoren die ZZ beeinflussen kdnnen. Borneman und Ingham (2014) gingen jedoch nicht auf
spezifische Pathogene ein, wahrend Lopes Junior et al. (2012) bei Vergleich zwischen
unterschiedlichen Pathogenen eine unterschiedlich hohe Ausscheidungsmenge detektierten,
was auch in dieser Arbeit der Fall war. In ihrer Studie lag der TBC bei Staphylococcus spp.
nahe an dem der negativen Proben, weiters flihrte Staphylococcus spp., auch zum geringsten
ZZ-Anstieg. Diese Erkenntnisse konnten auch in unserer Arbeit getroffen werden, da
Staphylococcus spp., unabhangig von der Kombination, immer mit geringem bce vorlagen.
Unseres Wissens nach gibt es bis jetzt kaum Studien, die einen Zusammenhang zwischen
dem aus der gPCR ermittelten bce und der ZZ untersuchten, daher wurde auch hier wieder
auf Studien, die mit einer BU arbeiteten, zurtickgegriffen. Hier mangelt es allerdings wieder an
der Vergleichbarkeit der Ergebnisse. Hiitic et al. (2015) kamen bei einem Vergleich von
Colony-Forming-Units/ml (CFU/ml) in der BU und genome copies/ml in der gPCR auf eine gute
Korrelation bei S. aureus (0,68), allerdings nur auf eine nur moderate Korrelation bei
Staphylococcus spp. (0,47), obwohl hier nur die Proben untersucht wurden, die in der gPCR
und BU denselben Nachweis erbrachten.

Es bedarf weiterer Studien, um eine genaue Aussage Uber den Einfluss des Pathogen-Loads
einzelner Pathogene auf die ZZ festzustellen. Koskinen et al. (2010) schlug bereits vor die
Quantifizierung der DNA auch zu nutzen um die Relevanz der Minor-Pathogene als Erreger

oder Kommensale zu richtig einzustufen und weist auf die Notwendigkeit weiterer Studien hin.

In der TAM waren die Minor-Pathogene C. bovis, Staphylococcus spp. und auch das von ihnen
exprimierte blaZ-Gen, sowie die Major-Pathogene E. coli, S. uberis und S. aureus mit héherem
bce bei hoherer ZZ vorhanden. In der hoheren ZZ-Klasse der TAM stieg das bce von
Staphylococcus spp. und C. bovis an. In der ZZ-Kategorie > 200.000 Zellen/ml der TAM war
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der bce von E. coli, S. aureus und Staphylococcus spp. signifikant starker vertreten. Dieser
Anstieg von Staphylococcus spp., der nur in der TAM zu verzeichnen war, ist auch auf die
haufigen Nachweise in fast jeder Probe zuriickzufihren, was es bei der starken Verdinnung
in der TAM einfacher macht, diese zu detektieren.

In dieser Arbeit wurden aufgrund des haufigen Vorkommens von Mischinfektionen in den SG
auch der Einfluss des bce der verschiedenen Pathogene in Kombinationen auf die ZZ
untersucht. Betrachtet man die rein aus Minor-Pathogenen bestehende Kombination
C. bovis + Staphylococcus spp. + blaZ-Gen, so fuhrt ein hoheres bce von
Staphylococcus spp. zu einem Anstieg der ZZ. Betrachtet man jedoch die Kombination
C. bovis + S. dysgalacatiae + Staphylococcus spp. wird deutlich, dass es durch Zunahme des
bce von S. dysgalactiae und einer Abnahme des bce der Staphylococcus spp. (negative
Korrelation) zu einer Zunahme der ZZ kommt. Dies ist auch in der Kombination
C. bovis + E. coli + S. uberis + Staphylococcus spp. der Fall, in der eine Zunahme von E. coli
positiv mit der ZZ korreliert, Staphylococcus spp. allerdings mit héherer ZZ abnehmen.
Allerdings wird auch hier wieder deutlich, dass auch C. bovis in einer Kombination nicht zur
Erhdhung der ZZ fuhrt. In der Kombination
C. bovis + Enterococcus spp. + Staphylococcus spp. zeigt ihr bce eine negative Korrelation
zur ZZ. Weiters geht aus Tab.25 hervor, dass, wie bereits bei Betrachtung einzelner
Pathogene, das bce von S. uberis auch in drei Kombinationen eine positive Korrelation zur ZZ
aufweist. Da das Vorkommen von drei oder mehr Pathogenen in einer Probe, vor allem in der
BU, als Kontamination angesehen und diese Proben fir gewohnlich nicht weiter bearbeitet
werden (Koskinen et al. 2010), gibt es keine vergleichbaren Studien, die sich mit den
Auswirkungen des bce unterschiedlicher Pathogene in der Kombination auf die ZZ

auseinandersetzen.

5.5 Bacterial Cell Equivalent der Mastitispathogene im Zusammenhang mit der
Kombination

E. coli hat in Kombination mit Staphylococcos spp., im Vergleich zu Kombinationen in denen

sich auch Major-Pathogene befinden, ein signfikant hdheres bce, allerdings weist E. coli in

Kombination mit Staphylococcus spp., die das blaZ-Gen exprimieren, ein sehr niedriges bce

auf. Auch Enterococcus spp. und S. dysgalactiae weisen, beide in der jeweiligen Kombination

mit den beiden Minor-Pathogenen Staphylococcus spp. und C. bovis, ein hoheres bce auf, als

bei zusatzlicher Exprimierung des blaZ-Gens. Diese Auffalligkeiten werfen die Frage auf, ob
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Staphylokokken, die das blaZ-Gen exprimieren, zu einer Unterdriickung des bce der
Major-Pathogene befahigt sind.

Das bce von C. bovis  unterscheidet sich in nur einer Kombination,
C. bovis + E. coli + S. uberis + Staphylococcus spp. + blaZ-Gen, die sich auch in der ZZ von
einigen Kombinationen unterscheidet mit dem signifikant héchsten bce, von Kombinationen,
die weniger Pathogene beinhalten.

Da sich das bce von Stahylococcus spp. in Kombination mit C. bovis nur von einer
Kombination, in der ein Major-Pathogen vorkommt, unterscheidet, hat dies kaum eine Aussage
im Bezug auf das generelle bce von Staphylococcus spp. in  Kombination mit
Major-Pathogenen.

Unseren Wissens nach gibt es noch keine weiteren Studien, ob und wie sich das bce von
Pathogenen in unterschiedlichen Kombinationen unterscheidet. Wir gehen wieder davon aus,
dass die Ursache bei den mangelnden Studien liegt, die Proben mit drei oder mehr

Pathogenen als relevant betrachten.

5.6 Zellzahl und Mastitispathogennachweise auf den Betrieben A-H

Die durchschnittliche ZZ der SG der NZZ-Betriebe liegt bei den Betrieben C, F und H unter der
Grenze von 100.000 Zellen/ml, bei Betrieb B mit 102.563 Zellen/ml SG knapp darlber.
Verwendet man den ZZ-Schwellenwert des LFI (2004), so ist auch diese durchschnittliche
SG-ZZ noch im physiologischen Bereich. Betrieb A liegt mit der durchschnittlichen ZZ von
435.613 Zellen/ml SG deutlich am héchsten. Darauf folgt Betrieb G mit 354,633 Zellen/ml.
Betrieb E mit 267.550 Zellen/ml und Betrieb D 233.759 Zellen/ml liegen etwas tiefer, jedoch
ebenso deutlich Uber dem physiologischen Bereich.

Die Betriebe A, D und G liegen mit der durchschnittlichen TAM-ZZ Uber alle finf Beprobungen
Uber der festgelegten Qualitatsklasse S (Winter 2009), alle NZZ-Betriebe sogar unter 100.000
Zellen/ml. Schwarz et al. (2010) wies eine durchschnittliche ZZ von 400.000 Zellen/ml in
Problembetrieben nach. Dieser Wert wird von keinem der Betriebe erreicht, Betrieb A liegt mit
einer TAM-ZZ von 369.800 Zellen/ml knapp darunter.

Betrachtet man nun die Daten, die am Betrieb erhoben wurden, so konnte haufig besseres
Management und bessere Hygiene in den NZZ-Betrieben beobachtet werden (Handschuhe
wahrend der Melkung, Reinigung der Zitzen bis zur vollstdndigen Sauberkeit, Untersuchung

des Vorgemelks, eigenes Melkzeug fir Waste-Milch, Sauberkeit der Liegeboxen). Auch
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Barkema et al. (1998) kamen zu dem Schluss, dass die TAM-ZZ durch Management
beeinflussbar ist, da auch in ihrer Studie vor allem in den Betrieben mit niedriger TAM-ZZ, im
Vergleich zu Betrieben mit mittleren und hohen ZZ, verstarkt auf Hygiene geachtet wurde. In
ihrer Studie waren saubere Kiuhe mit niedriger TAM-ZZ assoziiert. In dieser Arbeit befanden
sich die saubersten Kihe auf den NZZ-Betrieben B und C, allerdings erreichten die
HZZ-Betriebe A und G bessere Noten in puncto Kuh-Sauberkeit als der NZZ-Betrieb H. Betrieb
F hatte mit einer Bewertungsnote von 3,08 als NZZ-Betrieb sogar die schmutzigsten Kihe.
Betrachtet man nun allerdings die Sauberkeit des Euters (unabhangig von der Melkung), so
punkten die NZZ-Betriebe B, C und F mit Bestnoten. Betrieb A und D wiesen trotzdem noch
sauberere Euter auf als Betrieb H. Diese Ergebnisse wirden nicht klar auf bessere Hygiene
der NZZ-Betriebe hindeuten, betrachtet man jedoch die Sauberkeit der Liegeboxen, so
konnten nur die NZZ-Betriebe Bestnoten erreichen. Somit scheint, zumindest bei unseren
Betrieben, die gesamt-Sauberkeit der Tiere eine untergeordnetere Rolle, aber Sauberkeit beim
Melken und auf den Liegeflachen eine deutlich groRere Rolle im Bezug auf subklinische

Mastitis zu haben.

Trotz der niedrigen SG- und TAM-ZZ in den besten Betrieben der Klasse NZZ gibt es kaum
negative SG-Proben. Betrieb H hatte mit 19 negativen Proben mit Abstand die meisten,
verglichen zu den Betrieben B, C, und F mit drei, finf und nur einer negativen Probe.
Nachweise von Staphylococcus spp. ohne Koinfektion sind in den Betrieben B, C und H héher
als in HZZ-Betrieben, Betrieb F hat dafir mit 13 Nachweisen eine hohe Nachweisrate von
C. bovis. Haufige Nachweise von C. bovis konnten auch in den HZZ-Betrieben D und A
gemacht werden. AulRerdem wiesen alle drei Betriebe ein erhdhtes bce an C. bovis in der TAM
auf. Ursachlich dafur konnte die fehlende Zitzendesinfektion nach der Melkung auf den
Betrieben D und F sein, da Neuinfektionen von C. bovis durch Zitzendippen eingedammt
werden kénnen (Eberhart et al. 1983). Dies wiirde auch die geringe Nachweisrate an C. bovis
in den NZZ-Betrieben C und H, die bei jeder Melkung eine Zitzendesinfektion durchflhrten,
erklaren. Weiters ist die Zitzendesinfektion nach der Melkung assoziiert mit einer niedrigen ZZ
(Dufour et al. 2010). Auch in der Studie von Barkema et al. (1998) wurde die Zitzendesinfekton
nach der Melkung vor allem in Herden mit niedriger ZZ durchgefiihrt. Betrieb F weist insgesamt
trotzdem eine niedrige ZZ auf. Die relativ hohe Belastung des Umweltkeims S. uberis und eine
hohe Nachweisrate von C. bovis im alleinigen Vorkommen in diesem Betrieb kdnnte durch
Zitzendippen eingedammt werden, um die ZZ des Betriebs und die Eutergesundheit weiter zu

verbessern. Die niedrige ZZ und das gleichzeitig hohe Vorkommen von Umweltkeimen auf
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Betrieb F kdnnte auch an der hohen Rate an schmutzigen Kihen liegen, was bei der Melkung
bzw. Probennahme leichter zu Kontamination fuhren kann. Auch Betrieb D hat eine hohe
Belastung an Umweltkeimen, da E. coli zehnmal und S. dysgalactiae neunzehmal
nachgewiesen wurden. Auch das Tragen von Handschuhen wahrend der Melkung war in der
Studie von Dufour et al. (2010) assoziiert mit niedrigeren ZZ, was wir in dieser Arbeit bestatigen

konnten.

In den Betrieben A und D wurde in jeder SG-Probe zumindest ein Pathogen nachgewiesen.
Allerdings lagen, bis auf Betrieb H, auch alle NZZ-Betriebe auf uber 90 % positiver Proben.
Diese haufigen Nachweise von Minor-Pathogenen in den vier besten Betrieben dieser Arbeit
und deren nur geringe Zahl an negativen SG-Proben lassen deren klinische Aussagekraft als
fraglich erscheinen. Major-Pathogene lagen deutlich vermehrt in den HZZ-Betrieben vor. In
den Betrieben A, G, E und D waren 60 %, 45 %, 35,8 %, 28,75 % positiv auf mindestens ein
Major-Pathogen. Passend dazu waren auch die ZZ der SG in Betrieb A am hochsten und fielen
von Betrieb G, zu Betrieb E, zu Betrieb D, ab. Der Umweltkeim E. coli wurde signifikant am
haufigsten auf den Betrieben A und G nachgewiesen, das bce war auf Betrieb G signifikant
am hochsten. Haufige Nachweise von anderen Umweltkeimen wie Enterococcus spp. und
S. uberis erfolgten auf den HZZ-Betrieben A und E, bzw. A und G. Diese haufigen Nachweise
an Umweltkeimen kdnnten an den, vor allem in Betrieb A und G, verschmutzen Liegeboxen
liegen und mit haufigerer Reinigung eingedammt werden. Auch Barkema et al. (1998) nennt
Hygiene als wichtigen Managementpunkt zur Minimierung der Ansteckungsraten mit
Umweltkeimen. Die Liegeboxen der NZZ-Betriebe wurden allesamt mit Schulnote 1 bewertet,
was das geringe Auftreten von Major-Pathogenen in den NZZ-Betrieben erklaren kénnte. Auch
die Euterreinigung der NZZ-Betriebe erhielt Bestnoten. Trotz Verwendung von
Einwegeutertiichern in der 5. Beprobung auf Betrieb D, wies diese Beprobung die héchste
SG- und TAM-ZZ der funf Beprobungen auf diesem Betrieb auf, obwohl in den Beprobungen
1-4 Mehrweghandtiucher bzw. Mehrwegeutertiicher verwendet wurden. Betrieb E wies in der
1. Beprobung, in der ein Mehrwegwetex verwendet wurde, eine hohere ZZ der SG und der
TAM als in den Beprobungen 2 und 3, in denen Einwegeutertlicher angewandt wurden, auf.
Die ZZ war jedoch nicht héher als in der 5. Beprobung, in der ebenso Einwegeutertlicher zum
Einsatz kamen. In Betrieb E war die ZZ, sowohl der SG als auch der TAM, in der vierten
Beprobung, bei Verwendung von Eutertlichern und Schaum, interessanterweise am hochsten.
Diese fehlende Senkung der ZZ bei Wechsel auf Einwegprodukte auf den Betrieben D und E

kénnen wir uns dadurch erklaren, dass nicht effizient genug gereinigt wurde, um saubere und
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trockene Zitzen zu erreichen (siehe Tab.34) Die Einwegpapiertiicher der Betriebe A und G
fuhrten ebenso zu keinen vollstandig sauberen Eutern. Auf den Betrieben B, C und H wurde
mit den Einwegtlichern effizient genug gereinigt, um die Sauberkeit der Euter mit der
Schulnote 1 bewerten zu kénnen. Auch die auf dem Betrieb F angewandte Holzwolle flihrte zu

einem sehr guten Ergebnis.

5.7 Jahreszeitliche Veranderung der nachgewiesenen Mastitispathogene und
der Zellzahl
In dieser Arbeit kommen die Minor-Pathogene Staphylococcus spp. mit dem blaZ-Gen und
C. bovis signifikant am haufigsten im Sommer vor, im Gegensatz zum Fruhjahr und Winter.
Auch die Major-Pathogene E. coli, Enterococcus spp. und S. uberis werden signifikant
haufiger in Proben aus den Sommermonaten nachgewiesen, ihr Vorkommen unterscheidet
sich zum geringen Vorkommen im Frihjahr signifikant. Passend zum vermehrten
Vorhandensein der Major-Pathogene ist die ZZ der SG im Sommer signifikant héher als im
Frahling. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch Riekerink et al. (2007), mit einem Anstieg der
SG-ZZ der Kuhe von Mai bis August, einem Hochststand im August und einen Abfall im
Februar. In ihrer Studie berichteten sie, im Unterschied zu unseren Erkenntnissen, von
geringen jahreszeitlichen Unterschieden im Bezug auf das Vorhandensein von
Minor-Pathogenen, jedoch stellten auch sie einen Anstieg von S. uberis und E. coli im Juni,
August und Oktober fest. T. pyogenes ist das einzige Pathogen in dieser Arbeit, dass
signifikant haufiger im Fruhjahr vorkommt, obwohl es als Ausldser der Sommermastitis, die
meist eher im Spatsommer und Herbst auftritt, gilt (Schulz 2003). In unserer Arbeit wurde es
mit 13 Nachweisen allerdings nicht haufig genug detektiert um eine, auch aul3erhalb dieser
Arbeit, aussagekraftige jahreszeitliche Verteilung darzustellen. Die meisten in der gPCR

negativen Proben wurden im Winter nachgewiesen, die wenigsten im Sommer.

In der TAM ist das Vorkommen von Enterococcus spp. im Sommer signifikant haufiger als im
Frihjahr und Winter. McAuley et al. (2015) wiesen Enterocococcus spp. in der Rohmilch von
sechs Molkereien mit einer BU im Sommer mit héheren CFU/ml nach als im Winter. Dieses
Ergebnis ist allerdings nicht ganz mit dem unserer Arbeit vergleichbar, da wir
Enterococcus spp. im Sommer zwar haufiger nachweisen konnten als im Winter, das bce

unterschied sich allerdings bei keinem der detektierten Pathogene in dieser Arbeit in den
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Jahreszeiten signifikant. Das blaZ-Gen wird in der TAM im Frihjahr gar nicht nachgewiesen,
obwohl 87,5 % der TAM-Proben im Fruhjahr auf Staphylococcus spp. postitiv sind. Bisher
konnten wir keine Erklarung fir diese geringere Exprimierung dieses Gens im Fruhjahr finden.
Im Sommer zeigt das blaZ-Gen den signifikant hdchsten Peak, was durch die zu 100 % auf
Staphylocococcus spp. positive TAM-Proben in dieser Jahreszeit erklarbar ist. In der TAM
zeigen sich keine Unterschiede der ZZ in Bezug auf die Jahreszeit. In der Studie von Riekerink
et al. (2007) in 300 danischen Milchviehherden kam es jedoch auch in der TAM zu einem
Anstieg der ZZ, Uber jedes der vier Beobachtungsjahre hinweg, von August bis September.
Auch Barkema et al. (1998) detektierte eine Steigung der TAM-ZZ im Sommer und nannte
daflr die Temperatur, bzw. auch verringerte Mallnahmen zur Verhinderung der Transmission
von Pathogenen bei der Melkung, als Ursache. Die Managementmafnahmen in den von uns
beprobten Betrieben variierten, unseres Wissens nach, kaum tber die Jahreszeiten.

Da in dieser Arbeit keine Rucksicht auf weitere Parameter wie das Laktationsstadium, den
Abkalbezeitraum und die Tragezeit genommen wurde, und diese ebenso die ZZ und die
Inzidenzrate mit Mastitispathogenen um den Abkalbezeitraum beeinflussen kénnen, kann es
zu einer Verzerrung der Ergebnisse, was den Einfluss der Jahreszeit auf die Infektion mit
bestimmten Pathogenen betrifft, kommen (Riekerink et al. 2007). Allerdings stieg auch in den
Studien von Sargeant et al. (1998) und Norman et al. (2000) die TAM-ZZ im Spatsommer und
Herbst an. Da sich die TAM-ZZ aus den SG-ZZ zusammensetzt sind diese Ergebnisse zu

denen unserer Diplomarbeit trotzdem vergleichbar.

5.8 Anzahl der Mastitispathogene in einer Sammelgemelksprobe

Bis auf die Studie von Hiitio et al. (2015) mit Proben aus klinischer und subklinischer Mastitis,
die in der BU 12,9 % Mischinfektionen, in der gPCR allerdings nur 8,1 % Mischinfektionen
detektierte, wurden in anderen vergleichenden Studien vermehrt Mischproben in der gPCR
detektiert (Koskinen et al. 2010, Bexiga et al. 2011, Spittel und Hoedemaker 2012, Keane et
al. 2013). In der vorliegenden Arbeit wurde in 68,9 % der SG-Proben mehr als ein Pathogen
nachgewiesen. Ein, zwei, drei, vier und funf Pathogene wurden in 32,8 %, 44 %, 17,8 %, 4,3 %
und 1 % der positiven SG-Proben detektiert. Spittel und Hoedemaker (2012) detektierten in
Viertelgemelken klinisch gesunder Kihe ein, zwei, drei, vier und funf Pathogene in 56,3 %,
34,3 %, 7,9 %, 1 % und 0,4 % der positiven Proben. Der geringere Anteil von Pathogenen im
alleinigen Nachweis in unserer Arbeit ist durch die Konzentrierung der Pathogene aus allen

vier Vierteln in den SG noch verstarkt, wobei in der Studie von Hiiti6 et al. (2016) in
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Viertelgemelken variabler ZZ auch nur 27,4 % der in der qPCR positiven Proben nur ein
Pathogen enthielten. Hiitio et al. (2015) detektierte in der gPCR in Viertelgemelken eine etwas
geringere Anzahl an Proben mit zwei Spezies (20 %) und drei oder mehr Pathogenen (8,1 %).
Koskinen et al. (2010) fand von 1000 gezogenen Viertelgemelksproben in 137 Proben
klinischer Mastitis, in fUnf Proben subklinischer Mastitis und in einer Probe eines durch die
niedrige ZZ definierten gesunden Viertels drei oder mehr Pathogene. Dabei waren in den
Mischproben der subklinischen Mastitis Staphylococcus spp., C. bovis, oder auch beide
Minor-Pathogene, in neun von zehn Proben, die zwei Spezies enthielten und in allen flunf
Proben mit drei oder mehr Spezies, enthalten. Auch in dieser Arbeit waren in fast allen
Mischproben Staphylococcus spp. enthalten, bzw. Staphylococcus spp. in Kombination mit
C. bovis und weiteren Pathogenen.

Da in der BU die Empfehlung gilt bei drei, bzw. mehr als drei Pathogenen in einer Probe, diese
erneut zu ziehen (Koskinen et al. 2010) wurde auch von Hitiid et al. (2015) die geringe
Nachweisrate von Proben mit drei oder mehr Pathogenen, sowohl in der BU als auch in der
gPCR, als gute Hygiene bei der Probennahme interpretiert. In einer weiteren Studie von Hiitié
et al. (2016) wurden in der gPCR eine signifikant hdhere Zahl an Pathogenen pro Probe bei
einer konventionellen Probennahme, im Gegensatz zu einer Probennahme direkt aus der
Zitzenzisterne, detektiert, was wieder fir Kontamination bei Vorhandensein von mehreren
Pathogenen spricht. Wirden auch wir von einer Kontamination bei drei oder mehr Pathogenen
in der SG-Probe ausgehen, so wirde man in unserer Arbeit eine Wiederholung von 22 % der
SG-Proben durchfiihren mussen. Fur die gPCR gibt es allerdings dahingehend noch keine
Empfehlungen (Spittel und Hoedemaker 2012). In dieser Arbeit wurde deutlich, dass diese
vermehrte Anzahl an Pathogenen, vor allem bei Vorhandensein von drei und vier Pathogenen
in einer Probe, einen signifikanten Einfluss auf die ZZ hat und somit, mit hoher

Wahrscheindlichkeit, nicht von Kontamination rihrt.
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5.9 Der Calfornia Mastitis Test im Zusammenhang mit der tatsachlichen
Sammelgemelkszellzahl
Es fallt auf, dass vor allem die Betriebe der ZZ-Klasse HZZ eine Korrelation zwischen
tatsachlicher ZZ und CMT aufweisen. Eine héhere Korrelation wird beobachtet, wenn wenige
SG-Proben in den ZZ-Kategorien 1 und 2 liegen, da der CMT erst bei einer ZZ von 100.000
Zellen/ml ein positives Ergebnis anzeigt (Winter 2009). Dieser Test ist vor allem als Screening
fur Kihe, die mit einem Major-Pathogen infiziert sind, geeignet, gute Ergebnisse zu erzielen
(Sargeant et al. 2001). Aus unseren Ergebnissen schlussfolgern wir, dass der CMT nicht
immer geeignet ist subklinische Mastitis zu detektieren, da die ZZ durch Minor-Pathogene
kaum angehoben wird. Weiters ist auch das Vorhandensein von Major-Pathogenen bei

niedriger ZZ nicht ausgeschlossen.
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6 Zusammenfassung

Subklinische Mastitis ist die haufigste Verlaufsform der Mastitis und birgt eine standige
Ansteckungsgefahr fiir den Rest der Herde, womit deren Uberwachung groRe Bedeutung
zukommt. Die Zellzahl ist ein guter Wert zur Vorhersage von Euterinfektionen und eine
wichtige Kennzahl der Eutergesundheit und Milchqualitat. Die Bakteriologische Untersuchung
gilt immer noch als Gold-Standard in der Mastitisdiagnostik, allerdings erlangt die quantitative
PCR aufgrund ihrer Sensitivitat, der raschen Durchfuhrung und des Nachweises von schwer
kultivierbaren Pathogenen, wie z.B. Mykolplasmen, zunehmende Bedeutung.

In dieser Arbeit erfolgte die Probennahme an acht Osterreichischen Milchviehbetrieben, die
aufgrund der durchschnittlichen Vorjahrestankmilchzellzahl in Hohe-Zellzahl-Betriebe (A, D,
E, G, Zellzahl >200.000) und Niedrige-Zellzahl-Betriebe (B, C, F, H, Zellzahl <200.000)
eingeteilt wurden. Auf jedem Betrieb wurden Sammelgemelks- und Tankmilchproben
gezogen. Es wurde die Zellzahl ermittelt, DNA mithilfe des PathoProof CompleteKits extrahiert
und eine gPCR auf elf Pathogene und das -Laktamase Gen durchgefihrt.

Von 633 untersuchten Sammelgemelken waren nur 33 Proben (5,2 %) in der gPCR negativ.
In 197 Proben (31,1 %) wurde ein einzelnes Pathogen detektiert, bei 403 Sammelgemelken
(63,7 %) handelte es sich um Mischinfektionen. Das Minor-Pathogen Staphylococcus spp.
wurde in beinahe jedem Sammelgemelk detektiert. Betriebe mit hoher Zellzahl wiesen eine
héhere Nachweisrate an Major-Pathogenen als Betriebe mit niedriger Zellzahl auf, wobei auch
Betriebe mit niedrigen Zellzahlen eine hohe Nachweisrate an Minor-Pathogenen aufwiesen.
Major-Pathogene wurden in den hdéheren Zellzahlkategorien der Sammelgemelke vermehrt
angetroffen, konnten aber auch in den niedrigen Kategorien, die eigentlich als gesund gelten,
nicht ausgeschlossen werden. Ein Grofteil der Pathogene der Sammelgemelke wurde
vermehrt im Sommer detektiert, was sich auch in der signifikant héchsten Zellzahl im
Sammelgemelk in dieser Jahreszeit widerspiegelt.

Die Probenart (Sammelgemelk vs. Viertelgemelk) sowie die Nachweismethode
(Bakteriologische Untersuchung vs. gPCR) fihrten in den bisherigen Studien zu
verschiedenen Ergebnissen. Dies erschwert die Interpretation der gPCR Daten. Es ist jedoch
klar hervorgegangen, dass Betriebe mit hoher Zellzahl auch in subklinischen Mastitiden
héhere Nachweisraten an Mastitis-Pathogenen haben. Die Annahme, dass Mischinfektionen
eine Kontamination darstellen, konnten wir mit unseren Ergebnissen nicht bestatigen, da die
Anzahl an unterschiedlichen detektierten Pathogenen die Zellzahl veranderte. Es bedarf
weiterer Studien, um den Zusammenhang von gqPCR Ergebnissen und der Zellzahl zu

definieren.
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7 Summary

Subclinical Mastitis is the most common form of mastitis and harbors a constant risk of infection
for other cows in a herd, so monitoring is of major importance. The somatic cell count is an
important predictive value to identify intramammary infections, as well as an important index
for udder health and milk quality. The gold standard for mastitis diagnostic is still bacteriological
culture, but, due to high sensitivity, fast performance, and detection of pathogens that are
difficult to culture, like for example mycoplasma, qPCR gains popularity.

In this thesis samples were taken from eight Austrian dairy farms, which were divided in
High-Somatic-cell-count-farms (A, D, E, G, Somatic cell count >200.000) and
Low-Somatic-cell-count-farms (B, C, F, H, Somatic cell count < 200.000) based on average
previous year’'s bulk tank milk somatic cell count. On each farm composite milk samples and
bulk tank milk samples were taken. The somatic cell count was measured, DNA extracted with
the PathoProof CompleteKit, and a quantitative PCR, targeting eleven pathogens and the
B-lactamase gen, performed.

Only 33 (5,2 %) of the 633 composite milk samples examined showed a negative result in
quantitative PCR. A single pathogen was detected in only 197 (31,1 %) of the samples, 403
composite milk samples (63,7 %) contained mixed infections. The minor pathogen
Staphylococcus spp. was detected in almost every composite milk sample. The detection rate
of major pathogens was higher in High-somatic-cell-count-farms than in
Low-somatic-cell-count-farms, but even those had a high infection rate of minor pathogens.
Major pathogens were also detected more commonly in composite milk samples of higher
somatic cell count, but they couldn’t be excluded in the low somatic cell count cows, which
were considered healthy. A higher proportion of pathogens could be detected in summer,
which goes well with a significantly higher somatic cell count in composite milk samples during
this season.

Comparison with previous studies is challenging, due to a different type of sample (composite
milk sample vs. quarter milk sample) and different detection method used (bacteriological
culture vs. quantitative PCR). However, it was clear that also with gqPCR data, herds with a
high somatic cell count do face more mastitis pathogens than herds with low somatic cell count
in subclinical mastitis. The assumption, that mixed infections are the consequence of
contamination, could not be confirmed by the results of this study, because the number of
different pathogenes detected, affected somatic cell count. More studies are needed to

comprehend the relationship between qPCR data and somatic cell count.
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9 Abkirzungsverzeichnis

pl: Mikroliter

Abb: Abbildung

AMA: Agrar Markt Austria

Bce: bacterial cell equivalent

BlaZ-Gen: B-Laktamase Gen der Staphylokokken
BU: Bakteriologische Untersuchung

C. bovis: Corynebacterium bovis

cfu: colony forming units

cm: Centimeter

CMT: California Mastitis Test

CT: cycle treshold

DEPC-Water: Diethylpyrocarbonat-Wasser
E. coli: Escherichia coli

FRET: Fluoreszenz-Engergietransfer
HZZ: Hohe Zellzahl

IAC: Interne-Amplifikations-Kontrolle

KNS: Koagulase-negative Staphylokokken
kPa: Kilopascal

LFI: Landliches Fortbildungsinstitut

LKV: Landeskontrollverband

log: logarithmisch

Max: Maximum

M. bovis: Mycoplasma bovis

MgClz: Magnesiumchlorid

Min: Minimum

ml: Milliliter

MW: Mittelwert

n: Anzahl

NS&T: Nicht Sauber und Nicht Trocken
NZZ: Niedrige Zellzahl

P: Signifikanz

PBS: Phosphatgepuffertes Salzwasser
PMN: Polymorphnuklarer Neutrophiler Granulocyt
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Prob: Signifikanz

gPCR: quantitative Polymerase Kettenreaktion
r: Korrelationskoeffizient nach Pearson

RIS: Rechtsinformationssystem

rpm: rounds per minute

S&T: Sauber und Trocken

S. agalactiae: Streptococcus agalactiae

S. aureus: Staphylococcus aureus

S. chromogens: Staphylococcus chromogens
S. dysgalactiae: Streptococcus dysgalactiae
S. epidermidis: Staphylococcus epidermidis
SG: Sammelgemelk

SG-Probe: Sammelgemelksprobe

SG-ZZ: Sammmelgemelkszellzahl

S. haemolyticus: Staphylococcus haemolyticus
S. marescens: Serratia marescens

spp.: species pluralis

S. simulans: Staphylococcus simulans
STABW: Standardabweichung

S. uberis: Streptococcus uberis

Tab: Tabelle

TAM: Tankmilch

TAM-Probe: Tankmilchprobe

TAM-ZZ: Tankmilchzellzahl

TBC: Total Bacterial Count

T. pyogenes: Trueperella pyogenes

ZZ: Zellzahl

ZZ-Anstieg: Zellzahlanstieg

ZZ-Bereich: Zellzahlbereich

ZZ-Erh6éhung: Zellzahlerhdhung
ZZ-Kategorie: Zellzahlkategorie

ZZ-Klasse: Zellzahlklasse

ZZ-Nachweis: Zellzahlnachweis

ZZ-Niveau: Zellzahlniveau



ZZ-Schwellenwert: Zellzahlschwellenwert
SPC: Specific Pathogen Count
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