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1. Einleitung und Fragestellung

In Osterreich wurden laut Griinem Bericht 2019 Uber 28.400 Milchschafe und 38.600
Milchziegen gehalten. Die Entwicklung der Tierzahlen und Milchleistungsdaten zeigt einen
anhaltenden Aufwartstrend, was die Produktion von Schaf- und Ziegenmilch betrifft.
Besonders flr Kleinbetriebe und Hofkasereien stellt die Haltung von Milchschafen und -ziegen
eine wirtschaftlich relevante Produktionsnische dar. Um die Qualitat der Milchprodukte zu
garantieren, ist es notwendig, Qualitdtsstandards und Kennzahlen zu beachten. In der
Milchkuhhaltung ist die somatische Zellzahl schon seit Jahrzehnten einer der bedeutendsten
Kernparameter fur die Bewertung der Eutergesundheit. Wahrend bei Milchklhen die Eignung
der Zellzahl zur Detektion und Diagnostik von Mastitiden eindeutig geklart ist, existieren bisher
keine offiziellen Zellzahlgrenzwerte fir die Beurteilung der Milchgute bei Schaf und Ziege auf
Tier- und auf Bestandsebene, obwohl eine Vielzahl von Studien in den letzten Jahren einen
deutlichen Zusammenhang zwischen Eutergesundheit und Zellzahl auch beim kleinen
Wiederkauer belegt. In der Milch eutergesunder Ziegen sind hdhere Zellzahlen und grof3ere
Schwankungen als beim Rind physiologisch, was bei der Beurteilung der Eutergesundheit
bertcksichtigt werden muss. Bei Schafen werden am Beginn der Laktation &hnlich niedrige
Zellzahlen wie beim Rind gemessen, im Verlauf der Laktation kann die Zellzahl auch in der

Milchdrise eutergesunder Tiere deutlich ansteigen.

In Ziegenmilch gilt es zusatzlich einige Besonderheiten mit Auswirkung auf die
Zellzahlmessung zu beachten. Dabei stellt vor allem die apokrine Sekretionsweise der

Drusenzellen besondere Anforderungen an die Messverfahren.

Fir die Messung der somatischen Zellzahlen im Rahmen der Milchleistungsprifung und in
grolRen Routinelabors gilt die fluoreszenz-optische Messung der Zellzahl mittels Durchfluss-
zytometer als Referenzverfahren. Diese Methode basiert darauf, dass nach Farbung der Zell-
DNA mit Fluoreszenzmarkern eine automatische Partikelzdhlung durchgeflhrt wird. Flr
kleinere Labors, Tierarztpraxen und landwirtschaftliche Betriebe sind diese Gerate aufgrund
des hohen apparativen und finanziellen Aufwandes jedoch nicht geeignet. Seit einigen Jahren
ist ein on-farm Gerat (DeLaval Cell Counter DCC®) fiir die Messung der Zellzahl in Schaf- und

Ziegenmilchproben erhaltlich, das bereits im Rahmen einiger Studien (Berry und Broughan

2007; Gonzalo et al. 2006; Gonzalo et al. 2008; Persson und Olofsson 2011) evaluiert wurde.



Seit kurzem ist ein weiteres Messgeréat (Hrima Pro SCC®) auf Basis der Zellkernfarbung und
—zahlung auf dem Markt. Es basiert ebenfalls auf Fluoreszenzfarbung mit anschlieRender
Zellmikroskopie und digitaler Auswertung mithilfe einer Software. Dadurch soll eine
ausschlieBliche Zahlung von kernhaltigen Strukturen (Leukozyten, Epithelzellen etc.)
ermdglicht werden. Im Rahmen dieser Diplomarbeit werden beide Zellmessgerate auf ihre
Eignung zur Messung der Zellzahl in Schaf- und Ziegenmilch Uberpruft. Die fluoreszenz-
optische Messung mittels Durchflusszytometrie wird flr die Vergleichsmessung als

Referenzmethode eingesetzt.
Folgende Hypothesen sollen geprift werden:

A. Die beiden On-Farm Gerate DelLaval Cell Counter DCC® (Delaval, Tumba,
Schweden) und Hrima Pro SCC® (Biomedica, Wien, Osterreich) sind geeignet, die
Zellzahl in Schaf- und Ziegenmilch ausreichend genau zu messen. Als
Referenzverfahren fir eine Vergleichsmessung wird ein fluoreszenzoptisches
Verfahren auf Basis einer Durchflusszytometrie (Combifoss®, Foss, Hillergd,
Danemark) eingesetzt.

B. Die Zusammensetzung der Milch und etwaige Konservierungsverfahren haben

dabei keinen Einfluss auf das Messergebnis.



2. Literaturubersicht

2.1. Die somatische Zellzahl in der Milch als Parameter fir die

Beurteilung der Eutergesundheit

2.1.1. Okonomische Bedeutung von Mastitiden

Eutererkrankungen gehdren zu den wirtschaftlich bedeutsamsten Erkrankungen in der
Milchproduktion bei Schafen und Ziegen. Stehen bei klinischen Eutererkrankungen
O6konomische EinbufRen durch Tierverluste im Vordergrund, sind subklinische Mastitiden vor
allem aufgrund von Milchleistungsriickgang und eingeschrankter Milchqualitat bedeutsam.
Wahrend klinische Mastitiden aufgrund der Milchveranderungen leicht erkennbar sind, ist fur
die Detektion subklinischer Mastitiden der Nachweis von Entziindungsparametern notwendig

(Persson und Olofsson 2011).
2.1.2. Die Bedeutung der Zellzahl

Zur Beurteilung der Milchqualitat und Eutergesundheit wird eine Vielzahl von Parametern
herangezogen. Einer der Kernparameter zur Beurteilung von subklinischen Mastitiden auf
Herdenbasis ist die somatische Zellzahl in der Tankmilch. Im Rahmen der Kuhmilcherzeugung
gibt es definiert zulassige Schwellenwerte fir den Maximalgehalt von Zellen in der Tankmilch,
wahrend im Bereich der Ziegen- und Schafmilchproduktion in Europa jegliche Grenzwerte

fehlen und durchaus wiinschenswert waren (Berry und Broughan 2007; Paape et al. 2007).

2.2. Parameter zur Beurteilung der Schafmilch

2.2.1. Zusammensetzung der Milchinhaltsstoffe in der Schafmilch

Die Anteile der Milchinhaltsstoffe verhalten sich oft sehr unterschiedlich und hangen von vielen
verschiedenen Faktoren wie der Fltterung, der Rasse, des Laktationsstadiums ab. Tabelle 1
listet den Energiegehalt sowie die durchschnittlichen Konzentrationen der Inhaltsstoffe in der

Schafmilch auf.
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Tab. 1 Inhaltsstoffe in der Schafmilch (Souci et al. 2008)

Nahrstoffe pro 100 g Schafmilch

Energie in kJ 392
Energie in kcal 94
EiweiB in g 5,2
Fetting 6,0
Laktose in g 4,4
Vitamin A in ug 43
Vitamin B2 in pg 363
Vitamin B12 in ug 0,51
Vitamin D in ug 0,2
Folsaure in ug 6,0
Kalzium in mg 198
Magnesium in mg 20
Phosphor in mg 138
Zink in mg 0,48

2.2.2. Zelltypen in der Schafmilch

Die somatische Zellzahl und die Zusammensetzung der Zelltypen in der Milch von
eutergesunden Milchschafen ahneln denen, die in der Milch von Kiihen beobachtet werden.
Bei beiden Tierarten sind Makrophagen die vorherrschende Zellgruppe (45-88 %) in der Milch.
Neutrophile Granulozyten machen etwa 2-40 % der Milchzellpopulation aus, Lymphozyten
etwa 6-20 %. Einen geringen Anteil bilden eosinophile Granulozyten und Epithelzellen. Im
Kolostrum der Milchschafe und bei Entziindungen sind neutrophile Granulozyten jedoch der
vorherrschende Zelltyp (41-84 %), gefolgt von Makrophagen (8-49 %) und Lymphozyten (6-11
%) (Souza et al. 2012).
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2.2.3. Physiologische Zellzahl in der Schafmilch

Der physiologische Bereich flir die somatische Zellzahl der Schafmilch liegt zwischen 10.000
bis 200.000 Zellen/ml (Paape et al. 2001).

Unter Berlcksichtigung von tierindividuellen und methodischen Einflissen liegt der
empfohlene Schwellenwert zur Unterscheidung zwischen gesunden und infizierten
Euterhalften bei 250.000 bis 500.000 Zellen/ml. Einige Autoren haben sogar einen hdheren
Schwellenwert bis 1.500.000 Zellen/ml vorgeschlagen (Paape et al. 2001; Souza et al. 2012;
Lafi 2006).

2.3. Parameter zur Beurteilung der Ziegenmilch

2.3.1. Zusammensetzung der Milchinhaltsstoffe in der Ziegenmilch

Die Ziegenmilch unterscheidet sich in ihrer Zusammensetzung deutlich von der Schafmilch.
Der Gehalt von Fett- und Eiweil} ist in der Ziegenmilch im Vergleich zum Schaf wesentlich
geringer. Schafmilch ist zudem energiereicher. Ziegenmilch ist mineralstoffreich, Schafmilch
hingen reicher an Vitaminen pro 100 g Milch (Souci et al. 2008). Tabelle 2 sind wiederum der

durchschnittliche Energiegehalt und die Konzentration der Milchinhaltsstoffe gelistet.

Tab. 2 Inhaltsstoffe in der Ziegenmilch (Souci et al. 2008)
Nahrstoffe pro 100 g Ziegenmilch

Energie in kJ 281
Energie in kcal 67
EiweiB in g 3,6
Fetting 3,9
Laktose in g 42
Cholesterin in mg 11
Vitamin A in ug 68
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Vitamin B2 in pg 150

Vitamin B12 in ug 0,07

Vitamin D in pg 0,25
Folsaure in ug 0,8
Kalzium in mg 127
Magnesium in mg 11
Phosphor in mg 109
Zink in mg 0,24

2.3.2. Zelltypen in der Ziegenmilch

Im Gegensatz zu der Zellverteilung in der Schaf- und Kuhmilch, dominieren in der Milch von
eutergesunden wie auch von euterkranken Ziegen die neutrophilen Granulozyten. Sie haben
im gesunden Ziegeneuter einen Anteil von 45-47 % und in infizierten Eutern von 71-86 % an
der gesamten somatischen Zellzahl. Die Tatsache, dass neutrophile Granulozyten als Erstes
in der immunologischen Abwehr reagieren, kdnnte die Erklarung dafir liefern, warum Ziegen

resistenter gegenuber Mastitiden sind (Tian et al. 2005).

Weiters befindet sich in der Milch von eutergesunden Ziegen ein Makrophagenanteil von 15-
41 % und bei Euterinfektion von 8-18 %. Lymphozyten erreichen einen Anteil von 9-20 % und
bei infizierten Eutern liegt der Anteil der Lymphozyten bei 5-11 %. Der Anteil an eosinophilen

Granulozyten und Epithelzellen ist sehr gering (Souza et al. 2012; Paape et al. 2001).
2.3.3. Physiologische Zellzahl in der Ziegenmilch

Die somatische Zellzahl in Ziegenmilch liegt physiologisch zwischen 270.000 bis 2.000.000
Zellen pro ml (Paape et al. 2001).

Die meistverwendeten Schwellenwerte zum Erkennen einer Eutererkrankung bei Ziegen
liegen zwischen 500.000 und 1.000.000 Zellen pro ml Milch (Mc Dougall et al. 2001). Der

Schwellenwert der somatischen Zellzahl fur die Vorhersage der Anwesenheit von ,minor
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pathogens* liegt anderen Untersuchungen zufolge bei 750.000 Zellen pro ml und bei 1.750.000
Zellen pro ml fir das Vorhandensein von ,major pathogens® (de Crémoux 1996). Wieder
andere Autoren verweisen auf eine Zellzahl von 345.000 Zellen pro ml zur Detektion von
Mastitiden (Persson und Olofsson 2011).

2.3.4. Besonderheiten in der Ziegenmilch

2.3.4.1. Milchsekretion

Die Milchsekretion bei der Ziege findet im Gegensatz zum Rind und zum Schaf apokrin statt.
Dadurch wird am Ende der Sekretionsphase der apikale Teil der Epithelzelle im Rahmen der
Milchproduktion von deren Basis abgeschnirt und Zellpartikel werden in die milchfihrenden
Gange abgeschieden. Diese Zellpartikel werden als zytoplasmatische Partikel bezeichnet
(Paape et al. 2001).

2.3.4.2. Zytoplasmatische Partikel

Zytoplasmatische Partikel sind anhand ihrer GréRe von somatischen Zellen nicht zu
unterscheiden. In der unveranderten Ziegenmilch befinden sich rund 150.000
zytoplasmatische Partikel pro ml (Berry und Broughan 2007). Dulin et al. (1983) geben fir
unveranderte Ziegenmilch als Richtwert fur zytoplasmatische Partikel einen Rahmen von
71.000 bis 306.000 Partikel pro ml an und ftr Milch von infizierten Euterhalften von 98.000 bis
231.000 Partikel pro ml Milch an. Obwohl die zytoplasmatischen Partikel kernlos sind,

beinhalten rund ein Prozent der Partikel Zellfragmente (Dulin et al. 1983).

Obwohl beim Schaf die apokrine Sekretion ebenfalls eine wichtige Komponente darstellt, ist
die Konzentration von zytoplasmatischen Partikeln sehr gering und betragt etwa ein Zehntel
von der in Ziegenmilch gemessenen Konzentration (Jiménez-Granado et al. 2014). Die
zytoplasmatische Partikel sind rund und zwischen 5 und 30 um grof. Da der Grolteil dieser
Partikel keinen Zellkern besitzen, werden diese haufig im Rahmen der Messung der
somatischen Zellzahl mitgemessen, wenn keine DNA-spezifischen Messmethoden verwendet

werden (Paape et al. 2001).
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2.4. Einflussfaktoren auf die Zellzahl

2.4.1. Infektiose Ursachen

Als infektidse Ursachen werden beim kleinen Wiederkduer vorwiegend Bakterien, im

geringeren Ausmal auch Pilze und Viren nachgewiesen.
Definition Mastitis

Mastitis ist eine entzlindliche Erkrankung der Milchdriise, die dadurch entsteht, dass Bakterien
in die Milchdrise eindringen, sich dort vermehren und eine Abwehrreaktion auslésen (Winter
2008)

Pathophysiologie

Nach dem Passieren der euterpathogenen Keime durch den Strichkanal als anatomische
Barriere und deren Vermehrung im Euter kommt es zur Auseinandersetzung mit der
korpereigenen Immunabwehr. Diese wird durch angeborene Immunmechanismen (humoral
und zellular) initiilert und gesteuert. Die Immigration von neutrophilen Granulozyten aus dem
Blutkreislauf in die betroffene Euterhalfte wird hauptsachlich durch pro-inflammatorische
Zytokine wie Interferon y (IF-y), Interleukin 1B (IL-1B) und durch Chemokine (wie IL-8)
gesteuert und ist der wichtigste Mechanismus fur die Erhéhung der Zellzahl in Milch (Mehne
20009).

Formen der Mastitis

Generell kann man klinische, subklinische und nach zeitlichem Verlauf akute und chronische

Euterentziindungen unterscheiden.

¢ Kilinische Mastitis

Die klinische Mastitis geht mit Veranderung des Allgemeinverhaltens des Tieres,
Abweichungen bei der Untersuchung des Euters (Schwellung, Rétung, Schmerzhaftigkeit),
Veranderungen des Milchsekrets und Veranderung der Milchmenge einher. Euterpathogene

Keime kénnen nachgewiesen werden (Winter 2008, Mehne 2009).
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e Subklinische Mastitis

Die subklinische Mastitis ist charakterisiert durch fehlende klinische Symptome bei
gleichzeitigem Nachweis von euterpathogenen Keimen und einer Erh6hung der somatischen
Zellzahl in der Milch (Winter 2008, Bergonier et al. 2003).

e Chronische Mastitis

Chronische Mastitiden kénnen klinisch wie auch subklinisch verlaufen und sind stets ein
langfristiges Geschehen. Durch eine fehlende Ausheilung kann es zu bleibenden und klinisch
feststellbaren Konsistenzanderungen im betroffenen Eutergewebe kommen. Schubweises

Auftreten von klinischen Symptomen einer akuten Infektion sind moéglich (Winter 2008).
o Akute Mastitis

Eine akute Euterentzindung ist durch ihr rasches Entstehen und ihre verhaltnismaRig
kurzanhaltende Erkrankungsdauer (< 3 Wochen) gekennzeichnet. Die Krankheitssymptome
klingen in der Regel rasch wieder ab, bei fehlender Heilung geht die akute Form langfristig in

eine chronische Form tber (Winter 2008, Bergonier et al. 2003).

Euterinfektionen stellen eine der Hauptursachen fur die Erhéhung der somatischen Zellzahl in
Schaf- und Ziegenmilch dar. Das Ausmall der Zellzahlerh6hung ist abhangig von den
beteiligten Pathogenen (Poutrel et al. 1996). Zahlreiche euterpathogene Keime kénnen bei
kleinen Wiederkauern eine Mastitis verursachen, wobei KNS und Staphylococcus (S.) aureus
die am haufigsten diagnostizierten Ausldoser fir insbesondere  subklinische

Euterentziindungen bei Schafen und Ziegen sind und zu hohen Zellzahlen fihren kénnen.

S. aureus kann bei Schafen und bei Ziegen aber auch fir schwer verlaufende hamorrhagisch
nekrotisierende Mastitiden verantwortlich sein. Andere Euterpathogene wie Streptokokken,
Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Mannheimia haeomolytica, Corynebakterien,
Mykoplasmen und Pilze werden im Vergleich dazu weniger haufig nachgewiesen (Contreras
et al. 2007).

Auch das CAE-Virus kann Mastitiden hervorrufen und zu einer Erhéhung der somatischen
Zellzahl fuhren (Ryan et al. 1993).
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2.4.2. Nichtinfektiose Ursachen

2.4.21. Intrinsische Faktoren

Intrinsische Faktoren hangen direkt selbst vom Tier ab, dazu zahlen:

Milchfraktion

Im Rahmen der Melkarbeit ergeben sich durch die verschiedenen Arbeitsschritte
unterschiedliche Milchfraktionen. Es wurde nachgewiesen, dass die Vormelkfraktion eine
vergleichbare bis etwas geringere Zellzahl aufweist als die Ubrigen Fraktionen (de Crémoux
1996).

Zwischenmelkzeit

Die somatische Zellzahl ist im Abendgemelk héher als in der am Morgen gewonnenen Milch.
Dieses Phanomen beruht einerseits auf einem Verdinnungseffekt, da die Milchmenge im
Morgengemelk um aufgrund der unterschiedlich langen Melkintervalle um 35-69 % hdher ist,
und (Aleandri et al. 1996), andererseits fuhrt auch der héhere intramammare Druck, bedingt
durch die groReren Milchmengen am Morgen zur Verminderung des Transports von
Leukozyten aus dem Blut in die Milch (Bergonier et al. 1996).

Laktationsstadium

Ziegen zeigen physiologisch einen Zellzahlanstieg und eine Abnahme der Milchmenge mit
fortschreitender Laktation. Diese Tatsachen beruhen auf einem Verdinnungseffekt und dem
negativen Zusammenhang zwischen Milchmenge und Zellzahl. Je hoher die Milchmenge,
desto niedriger der Zellgehalt. Somit kann man am Ende der Laktation aufgrund der hohen
Zellzahl kaum zwischen eutergesunden und euterkranken Ziegen unterscheiden (Rota et al.
1993; Zeng et al. 1995).

Die Zellzahl in der Schafmilch ist am ersten Tag der Laktation am héchsten und sinkt im Verlauf
der Laktation stetig ab. Der Zellzahlanstieg im Verlauf der Laktation konnte bei Schafen nicht
nachgewiesen werden (Paape et al. 2007).

Anzahl der Laktationen

Der Einfluss der Laktationsanzahl auf die somatische Zellzahl ist abhangig vom

Gesundheitszustand des Euters und in Folge auch von den entsprechenden euterpathogenen
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Erregern, die an intramammaren Infektionen beteiligt sind bzw. waren (de Crémoux 1996;
Luengo et al. 2004).

Fruchtbarkeit und Fortpflanzung

Die meisten Studien zeigen, dass auch der Typ der Geburt einen Einfluss auf die somatische
Zellzahl zeigt (Luengo et al. 2004; Jiménez-Granado et al. 2012). Mehrlingsgeburten fuhren
zu einem hoheren Milchzellzahlgehalt im Vergleich zu Einlingsgeburten. Dieses Phanomen
kann auf den schlechteren Eutergesundheitsstatus von Mehrlingsgebarenden, die zwei
Kitze/Lammer saugen, zuriickgefuhrt werden (Jiménez-Granado et al. 2012). Andere Studien
belegen wiederum, dass das Fortpflanzungsgeschehen bei Schafen und Ziegen keinen
Einfluss auf die somatische Zellzahl zeigt (Sanchez-Rodriguez et al. 2000; Gonzalo et al.
1994).

Rasse

Die Rasse weist bei Schafen und Ziegen ebenfalls einen Einfluss auf die Hohe der
somatischen Zellzahl in der Milch auf. In Untersuchungen von Paape et al. (2007) konnten
Rassenunterschiede bei Ziegen nachgewiesen werden. So zeigten Oberhasli-Ziegen die
niedrigste SCC mit durchschnittlich 400.000 Zellen pro ml und Toggenburger Ziegen die
hochste SCC mit durchschnittlich 650.000 Zellen pro ml. Bei den Schafen konnte ebenfalls der
Einfluss der Rasse auf die SCC bei dem Awassi Schaf, beim Assaf Hausschaf, beim Churra
Hausschaf und beim Castellana- Schaf nachgewiesen werden (Leitner et al. 2001; Gonzalo et
al. 2005). Boscos et al. (1996) hingegen konnte keinen Zusammenhang zwischen Rasse und

somatischer Zellzahl im Rahmen seiner Studien nachweisen.

Milchmenge und Milchinhaltsstoffe

Die Milchproduktion ist abhangig von der Paritat. Primipare Tiere zeigen im Gegensatz zu
multiparen Tieren eine geringere Milchleistung. Studien zeigen, dass sich bei Ziegen mit
geringerer Milchleistung eine hdéhere somatische Zellzahl ergibt (Jiménez-Granado et al.
2012). Weiters scheinen die Milchinhaltsstoffe Fett, Eiweil® und Laktose wenig Einfluss auf die

somatische Zellzahl zu haben (Chen et al. 2010).

Brunst

Die Brunst, unabhangig davon ob naturlichen oder induzierten Ursprungs, und auch

unabhangig von Alter und Anzahl der Graviditaten, fuhrt zu einem deutlichen voribergehenden
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Anstieg der somatischen Zellzahl in der Milch von Ziegen (Aleandri et al. 1996; McDougall et
al. 2002a). Studien haben auch gezeigt, dass brinstige Ziegen mit einer Eutererkrankung eine

héhere Zellzahl zeigen als briinstige eutergesunde Ziegen (Bergonier et al. 2003).

2.4.2.2. Extrinsische Faktoren

Extrinsische Faktoren hangen nicht direkt selbst vom Tier ab, sondern beeinflussen die

Zellzahlentwicklungen von auf3en. Dazu zahlen:

Melkroutine

Der Einfluss der Melkroutine auf die Zellzahl wurde vielfach erforscht und zeigt
widerspruchliche Ergebnisse. Einerseits wurde bemerkt, dass die Zellzahl beim maschinellen
Melken niedriger ist, andererseits beim Melken von Hand (Randy et al. 1991; Kosev et al.
1996). Andere Autoren verweisen wiederum darauf, dass die Art des Melkens keinen Einfluss
auf die SCC in der Ziegenmilch zeigt (Zeng et al. 1995).

Futterung

Eine unausgeglichene Ration kann Ursache fur eine Erhéhung der Tankmilchzellzahl sein
(Sanchez et al. 2007). Generell gilt, wenn die Ration zu einer Stoffwechselstérung (Azidose,
Alkalose) flihrt, folgt eine Erhéhung der somatischen Zellzahl. Es wird angenommen, dass es
durch diese Stérungen zu einer Reduktion der Milchmenge mit gleichzeitig hdherer Zellzahl
kommt (Fedele et al. 1996).

Stress

In Folge von Stresssituationen durch Tierhaltung und -management kann es bei Einzeltieren
und auf Herdenebene zu spontanen Erhéhungen der Zellzahl in der Milch kommen. Dazu
zahlen die Paarungszeit und MaRnahmen wie Blutabnahme oder Impfungen (Aleandri et al.
1996). Bei der Thematik des Parasitenbefalls geht man davon aus, dass es zur Reduktion der
Milchmenge kommt und infolgedessen die Zellzahl steigt (Pérez-Baena et al. 2012). Kurze
Tiertransporte (< 45 Minuten) scheinen keinen Einfluss auf die Zellzahl zu haben (McDougall
et al. 2002b; Paape et al. 2001).
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Saisonalitat

Die Tageslichtlange beeinflusst das Fortpflanzungeschehen und somit auch die Milchmenge
und infolgedessen auch die somatische Zellzahl. Im Frihjahr kommt es zur Steigerung der
Milchmenge und somit zu einem Verdlinnungseffekt der Zellen in der Milch. Im Herbst verhalt
sich dieses Verhaltnis gegensatzlich. Kommt es im Sommer zur Reduktion der Milchmenge
durch Hitze, fuhrt dies ebenfalls zu einem Anstieg der Zellzahl in der Milch (Garcia-Hernandez
et al. 2007; Paape et al. 2001).

Betriebsfiihrung und Arbeitsweise

Gutes Management, Betriebshygiene und Stalleinrichtung sind entscheidend fir die Haltung
eutergesunder Tiere und fir die Gewinnung von Milch mit signifikant weniger Bakterien und

niedriger somatischer Zellzahl (Morand-Fehr et a. 2007).

Aufzuchtsystem

Das Aufzuchtsystem zeigt einen signifikanten Einfluss auf die Milchinhaltstoffe Fett und
Eiweil. Ein Einfluss auf die somatische Zellzahl konnte nicht nachgewiesen werden (Delgado-
Pertifiez et al. 2009).

2.4.3. Methodische Faktoren
2.4.3.1 Zahlverfahren

Die Ziegenmilch hat die Besonderheit, dass sie zytoplasmatische Partikel beinhaltet. Diese
Besonderheit erfordert den Einsatz von DNA-spezifischen Zahimethoden, um die Zellzahl
korrekt wiederzugeben (Dulin et al. 1983). Als Goldstandard gilt der Einsatz der direkten
Mikroskopie (ISO/IDF, 2008) (Berry und Broughan 2007). Methoden, die mit der Anwendung
der Durchflusszytometrie arbeiten, sind im Bereich der Kuhmilcherzeugung weit verbreitet,
wobei es nur wenige Forschungsarbeiten zur Messung der SCC beim kleinen Wiederkauer
gibt (Boulaaba et al. 2011). Diese elektronische Fluoreszenz-optische Methode ist DNA-
spezifisch und beruht auf der Anfarbung der Zellkerne und deren darauffolgende Zahlung.
Petersson et al. (2011) verwendeten das Verfahren auch zur Validierung der Farbemethoden
fur die direkte mikroskopische Zellzahlung mit verschiedenen Zellfarbstoffen in Schafmilch. In

den letzten Jahren wurden dazu auch tragbare Gerate (DeLaval Cell Counter®, Porta SCC®,

20



C-system Reader®) entwickelt. Die Leistung des DeLaval Cell Counter® wurde auch schon im

Schaf- wie auch Ziegenbereich getestet (Berry und Broughan 2007; Gonzalo et al. 2003). In

groRen Routinelabors wird die Zellzahl durch Fluoreszenz-optische Methoden bzw. durch die

Durchflusszytometrie bestimmt (Bintsis et al. 2008).

2.4.3.2 Konservierung und Aufbewahrung der Proben

Viele Autoren (Petersson et al. 2011; Berry und Broughan 2007; Gonzalo et al. 2006; Hillerton

et al. 2004; Souza et al. 2012) weisen auf die Notwendigkeit der Standardisierung von

Aufbewahrung und Arbeitsmethoden hin, um eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu

gewahrleisten. Faktoren, die die Genauigkeit der Ergebnisse beeinflussen sind:

Konservierung der Milchprobe (Aufbewahrungstemperatur, Aufbewahrungszeit)

In Bezug auf die Temperatur sollte darauf geachtet werden, dass die Aufbewahrung
bei Raumtemperatur vermieden werden sollte, um die Zerstdérung der Zellintegritat,
welche zur Abnahme der somatischen Zellzahl fihrt, zu vermeiden (Gonzalo et al.
2003).

Untersuchungen belegen, dass das Messen von Proben, die ohne
Konservierungsmittel im Kuhlschrank bei vier Grad Celsius aufbewahrt werden,
innerhalb von zehn Tagen bei Ziegen zu stabilen Zellzahlergebnissen fiihrt. Gonzalo
et al. (1998) verweist wiederrum darauf, dass Milchproben ohne Konservierungsmittel

im Vergleich zur Referenzmethode zu nicht zufriedenstellenden Ergebnissen fiihren.
Typ des Konservierungsmittels

Studien zeigen, dass Bronopol (2-Bromo-2-nitro1,3-propandiol, C3HsBrO.) fir die
Messung der somatischen Zellzahl in Schaf- und Ziegenmilchproben das
Konservierungsmittel der Wahl ist und zu zuverlassigen Messergebnissen flhrt.
Bronopol wird aufgrund seiner bakteriziden Wirkung zur Stabilisierung von Milchproben
eingesetzt, gleichzeitig bewirkt es jedoch ein starkeres Eindringen des
fluoreszierenden Farbstoffs in die Zelle und hat somit zur Folge, dass starkere Signale
bei fluoreszierend-optischen Geraten erzeugt werden, wodurch die Messergebnisse

verbessert werden (Raynal-Ljutovac et al. 2007).
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Zusammenfassend kann man sagen, dass bei Schaf- und Ziegenmilchproben die
besten Ergebnisse beziglich Messprazision und Wiederholbarkeit erzielt wurden,
wenn die Milchproben mit Bronopol konserviert, bis zur Messung bei
Kuhlschranktemperatur gelagert und vor der Messung auf 40 °C erwarmt wurden. Die
Messung sollte zuséatzlich innerhalb von 5 Tagen nach Probennahme erfolgen. Nicht
konservierte Proben, welche bei Kihlschranktemperatur gelagert, und innerhalb von
24-48 Stunden nach Probenahme gemessen werden, liefern ein ahnliches gutes
Ergebnis (Gonzalo et al. 2003).

2.5. Methoden zur Messung der somatischen Zellzahl

2.5.1. Indirekte Schatzung der somatischen Zellzahl

2.51.1. California Mastitis Test

Der California Mastitis Test wird weit verbreitet zur indirekten Messung der somatischen
Zellzahl verwendet. Aufgrund der kostengtinstigen, einfachen und schnellen Anwendung, die
dazu fuhrt, dass die Messung von Landwirten im Stall durchgeflihrt werden kann, wird diese
Methode besonders gern praktiziert. Das Verfahren kommt aus dem Rinderbereich und findet
schon seit geraumer Zeit Anwendung im Bereich der kleinen Wiederkauer (Lafi 2006; Winter
und Baumgartner 1999; Perrin et al. 1996). Der California Mastitis Test verwendet eine
Flussigkeit, in der sich Alkylarylsulfonat befindet. Dieses Reagenz setzt die
Desoxyribonukleinsadure der Zellen frei und fuhrt dadurch zu einer Konsistenzéanderung in der

Milch, die in ihrer Starke mit der Zellzahl positiv korreliert (Baumgartner und Wittek 2018).
2.5.2. Direkte Zahlung der SCC mittels Direktausstrich/Direkter Mikrokopie

Diese Methode gilt als Referenzmethode zur Beurteilung der somatischen Zellzahl in
Ziegenmilch. Sie ist zeitaufwandig und setzt Laborbedingungen voraus (Berry und Broughan
2007; Gonzalo et al. 2003).

Nach der Probenvorbereitung (erhitzen auf 40 Grad Celsius und abkihlen auf

Raumtemperatur) werden zehn Mikroliter auf einen Objekttrager pipettiert. Danach wird die
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Probe mit Methylenblau, May-Grinwald, Giemsa oder Pyronin-Y-Methyl-Griin (PMG) gefarbt
und anschliefend fixiert (Gonzalo et al. 2003).

Der Nachteil der Methylenblau-Farbung ist, dass die Zellzahl haufig Uberschatzt wird, da oft
zytoplasmatische Partikel mitangefarbt werden. Deshalb wird eine DNA-spezifische
Farbemethode mit Giemsa oder PMG empfohlen (Paape et al. 2001).

Petersson et al. (2011) fanden bei Vergleichsmessung von Schafmilch mit dem
fluoreszenzoptischen Verfahren ebenfalls eine gute Ubereinstimmung zwischen beiden
Methoden wenn PMG fiir die Zellfarbung eingesetzt wurde und bestétigten die Uberschatzung

der Zellzahl bei Zellfarbung mit Methylenblau.

2.5.3. Direkte Messung der SCC mittels Zellzahlmessgeraten in der Schaf-

und Ziegenmilch

2.5.3.1. DeLaval Cell Counter®

Es handelt sich beim DCC® um ein tragbares und handliches Zellzahlmessgerat, das aufgrund
der einfachen Anwendung und Schnelligkeit als on-Farm Gerat von Landwirten und Tierarzten
verwendet werden kann (Abb.1). Die Messmethode des DCC® basiert auf einer

fluoreszenzoptischen Arbeitsweise.

Abb. 1 DeLaval Cell Counter® mit eingelegter Messkassette (Pfeil)
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Pro Probe wird eine Messkassette verwendet, die ein festgelegtes Milchvolumen (ca. 60
Mikroliter) aufnimmt und auf einer DNA-spezifischen Technik basiert. Die Farbung der
Zellkerne mittels Propidiumiodid fihrt dazu, dass diese fluoreszieren und als digitales Bild
erkannt werden kénnen. Anhand dieses Bildes wird die Zellzahl rechnerisch ermittelt. Nach
Einlegen der Kassette wird ein Milchvolumen von circa einem Mikroliter in die Messzelle

eingesogen, nach 45 Sekunden kann das Messergebnis vom Display abgelesen werden.

Der DCC® wurde fiir die Erfassung der somatischen Zellzahl in der Rindermilch entwickelt, im
Bereich der Zellzahlmessung mit dem DCCP® bei kleinen Wiederkauern hingegen gibt es erst
wenige Forschungsarbeiten. Gonzalo et al. (2006) haben erstmals Schafmilchproben verdinnt
wie auch unverdinnt mit der Direktmikroskopie und dem fluoreszenzoptischen Verfahren
Fossomatic® verglichen. Die Autoren empfehlen das DCC®-Gerat zur Messung der SCC in
Schafmilch, da es zufriedenstellende Messergebnisse liefert. Der Korrelationskoeffizient liegt
bei > 0,99 fur unverdiinnte, wie auch verdiinnte Schafmilchproben. Als vorteilhaft erweist sich
die geringe Probenmenge, die schnelle Arbeitsweise, die geringeren Kosten wie auch die
Moglichkeit mit dem DCC® direkt am landwirtschaftlichen Betrieb zu messen. Berry und
Broughan (2007) haben sich mit der Messung der SCC mittels dem DCC® im
Ziegenmilchbereich beschéftigt. Ihre Ergebnisse zeigten, dass die mit DCC® gemessenen
SCC in unverdinnter Milch mit der direkten Mikroskopie korrelieren. Der
Korrelationskoeffizient betragt 0,95. Berry und Broughan (2007) berufen sich auch auf die

zahlreichen Vorteile fiir die Verwendung des DCC® zur Messung der Zellzahl bei Ziegen.

2.5.3.2. Fossomatic/Combifoss®

Die Arbeitsweise der Fossomatic®-Gerate beruht grundsatzlich auf der Technik der
Durchflusszytometrie mit DNA-Spezifitat (Abb. 2). Combifoss®-Geréate verbinden die Messung
der Milchinhaltsstoffe mittels Infrarotspektrometrie mit der Zellzahlmessung auf fluoreszenz-
optischer Basis in einem Analyseschritt. Das Analyseverfahren zahlt Zellen auf der Grundlage
der Erkennung der Zel-DNA. Ein Gemisch aus Mich und Farbelésung
(Ethidiumbromidfarbstoff) wird von einer Hullflissigkeit umgeben und durch eine
Durchflusszelle geleitet. In der Durchflusszelle werden die gefarbten Zellen mit Licht einer

bestimmten Wellenlange bestrahilt.

Der Ethidiumbromidfarbstoff durchdringt die Zellwand und produziert einen fluoreszierenden
Komplex mit der DNA. Jede gefarbte Zelle produziert einen elektrischen Impuls, welcher

anschlielend aufgezeichnet wird. Die Zellen senden Fluoreszenzlichtimpulse mit einer
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anderen Wellenldnge aus, die Impulse werden gezahlt und angezeigt. Das Design der
Durchflusszelle stellt sicher, dass jeweils nur eine somatische Zelle erfasst wird (Martinez et
al. 1996) .

Abb. 2 Funktionsmechanismus der Combifoss® Zellzahimessgerats: Das Milch-
Ethidiumbromidfarbstoffgemisch passiert die Durchflusszelle. Dort sind die gefarbten Zellen
einer spezifischen Wellenlange ausgesetzt. Die Zellen emittieren fluoreszierende Lichtimpulse
in einer anderen Wellenldnge, welche gezahlt und technisch erfasst werden. Bildquelle:
Fossomatic TMFC. 2006. Somatic cell counting for rawmilk testing. [Broschire]

Im Allgemeinen ist die Standardisierung der Combifoss®-Zellzahimessung fiir Schafmilch bei
Milchqualitatskontrollen unerldsslich, um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu
gewahrleisten. Gonzalo et al. (2003) haben sich mit der Messung der SCC mittels Combifoss®
bei Schafen auseinandergesetzt und nachgewiesen, dass diese Methode unter Verwendung

von konservierten und folgend gekiihlten Proben einwandfreie Ergebnisse liefert.

Der Vorteil ist, dass mit diesem Gerat gro3e Probenanzahlen schnell gemessen werden
kénnen und dass die gleichzeitige Messung von Zellzahl und Milchinhaltsstoffen in einem
Durchgang erfolgen kann. Es wird daher fir Reihenuntersuchungen und Routinemessungen

verwendet. In Abbildung 3 ist das Combifoss®-Gerat dargestellt.
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Abb. 3: Combifoss®-Zellzahlmessgerat zur Untersuchung groRerer
Probenzahlen Bildquelle: Fossomatic TMFC. 2006. Somatic cell
counting for rawmilk testing. [Broschtire]
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2.5.3.3. HrimaPro SCC®

Das tragbare Gerat HrimaPro SCC®, welches ebenfalls auf einer direkt fluoreszierenden
somatischen Zellzahlung mit geringer Vergréflierung basiert, wurde von der Firma Milkotronic
Ltd. entwickelt und wird von der Firma Biomedica vertrieben. HrimaPro SCC® verwendet den
Fluoreszenzfarbstoff ,SOFIA GREEN® sowie die LED-Optik CMOS Technologie zur
Erfassung der Zellbilder. Die Analyse der Zellen sollte dadurch genauer, zuverlassiger und
schneller werden (Milkotronic Ltd, 2017).

)

Abb. 4 HrimaPro SCC®- Gerat

Um die somatische Zellen mit HrimaPro SCC® zu zahlen, wird die Milchprobe mit dem
Farbereagenz, das den Fluoreszenzfarbstoff Sofia Green enthalt, gemischt. Nur 8 uL aus der
gefarbten Probe werden auf die Messkammer des Einweg-LACTOCHIPs pipettiert. Der Chip
wird in das Gerat geladen und in einer Zeitspanne zwischen wenigen Sekunden und 2 Minuten,

je nach Messmodus, wird die Analyse durchgeftihrt.
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Das HrimaPro SCC®-System fokussiert automatisch auf den Chip und die gefarbten Zellen
werden von der empfindlichen Kamera erfasst. Der Analysealgorithmus der digitalen Bilder
bestimmt die Anzahl und Dimension der fluoreszierenden Zellen und zahlt ihre Konzentration.
Die Ergebnisse werden automatisch auf dem Display angezeigt und kénnen aufbereitet,

ausdruckt bzw. gespeichert werden.

I l Somatic
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=

Lyophilized IIZ)ve

Milk Samples

Abb. 5 Aufbereitung der Milchproben fiir die Zellzahlmessung mit dem HrimaPro SCC®-
Gerat. Bildquelle: Milkotronic Ltd. 2017. Lactoscan SCC Operation Manuel. [Broschire]
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Abb. 6 Funktionsweise der HrimaPro SCC®-Gerats. Bildquelle: Milkotronic Ltd. 2017.
Lactoscan SCC Operation Manuel. [Broschlre]
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Das Wesen der Methode beruht auf der Tatsache, dass nach der Zerstérung der
zytoplasmatischen Membran der somatischen Zellen in der Milch, unter dem Einfluss eines
getrockneten lysogenen Pufferreagenzes, die Zellkerne der Wirkung des verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffes SOFIA GREEN, der die Kern-DNA farbt, zuganglich werden. Die
Lichtsignale der farbigen Zellen werden vom Detektor der Kamera mit CMOS-Sensor erfasst,
und dadurch werden Bilder erzeugt. Durch die automatische Bewegung des Mechanismus auf
den Achsen X und Y nimmt das Gerat maximal 70 Bilder auf. Die Bilder werden mit Hilfe der
eingebetteten Software analysiert und auf diese Weise die Menge der somatischen Zellen

bestimmt.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit sollten sowohl das DCC® Zellzahlgerat als auch das Gerat
HrimaPro® in einer Aquivalenzstudie mit dem Referenz-Verfahren Fossomatic (Combifoss®)

verglichen werden, und zwar hinsichtlich der Messung der Zellzahl in Schaf- und Ziegenmilch.
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3. Material und Methoden

3.1. Fallzahlschatzung und Studiendesign

Die vorliegende Studie wurde als Aquivalenzstudie geplant. Sie wurde durchgefiihrt, um
nachzuweisen, dass die beiden fur kleinere Labors, landwirtschaftliche Betriebe bzw.
tierarztliche Praxen vorgesehenen Zellzahimessgerate DCC® und HrimaPro SCC® dem
Referenzverfahren Combifoss®, welches aufgrund des hohen apparativen und finanziellen
Aufwandes nur groRen Routinelabors verfugbar ist, aquivalent (d.h. annahernd gleichwertig)
sind. Fur die Fallzahlplanung wurden zunéachst Zufallszahlen im Schwankungsbereich der
Zellzahl (200.000 bis 1.000.000 Zellen pro ml) generiert. Fur die Berechnung wurden
Zufallsschwankungen zwischen 5 und 30 % angenommen sowie ein Aquivalenzbereich
(Toleranzbereich) von 10 %. Auf Basis dieser Simulation sollten je 200 Schaf- und 200

Ziegenmilchproben untersucht werden.

3.2. Milchprobenentnahme

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurde mit dem niederdsterreichischen Landeskontrollverband
sowie drei Milchschaf- und einem Milchziegenbetrieb zusammengearbeitet. Die
Referenzmessung wurde im Qualitatslabor Niederdsterreich in Gmind zeitgleich mit den
Messungen flr die Milchleistungsprifung (MLP) durchgeflihrt. Um die gleiche Ausgangslage
fur die Vergleichsmessung zu schaffen, erfolgte die Milchprobennahme zeitgleich mit der
Milchleistungskontrolle durch die Kontrollorgane des LKV Niederdsterreich. Nach der Melkung
wurde die Kontrolimilch aus dem Abscheidegefal® der Melkmaschine in einen Melkbecher
geschuttet und geschwenkt. 30 ml wurden fur die LKV-Messung in die Probengefalle der LKV
gegeben und der Rest der Probe (3-15 ml) wurde fir die Messung an der

Veterinarmedizinischen Universitat mitgenommen.

Die Konservierung der Proben erfolgte mittels Bronopol-Lésung. Die LKV- Proben wurden alle
konserviert. Die Proben flr die Messung an der Veterindrmedizinischen Universitat wurden

zum Teil konserviert und zum Teil nativ mitgenommen. In Tabelle 3 sind Tierart (Schaf, Ziege)
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Anzahl der untersuchten Proben pro Betrieb sowie die Verteilung hinsichtlich Konservierung

aufgelistet.

Tab. 3: Gesamtanzahl und Konservierung der untersuchten Proben

Gesamtanzahl Konserviert Unkonserviert
Schafe
Betrieb A 79 0 79
Betrieb B 51 0 51
Betrieb C 70 70 0
Betrieb C.2* 32 32 0
Summe 232 102 130
Ziegen
Betrieb A 170 170 0
Betrieb A.2* 100 0 100
Summe 270 170 100

* Beprobung im Zuge eines 2. Betriebsbesuches bei der nachstfolgenden MLP
3.3. Untersuchungen im Labor

3.3.1. Probenvorbereitung

Die gekiihlten Proben wurden im Wasserbad auf 40 °C erwarmt. Danach wurden sie auf
Zimmertemperatur abgekihlt und vor den Messungen drei- bis viermal mit dem Vortexmixer

gemischt.
3.3.2. California-Mastitis-Test (CMT)

Der CMT dient der indirekten Bestimmung der somatischen Zellzahl in der Milch. Fir den CMT
wurde die gut vermischte Milchprobe in die Testschale gegeben und anschlieend bis auf eine
Menge von ca. 2 ml dekantiert. Anschlieend wurde die gleiche Menge Schalmreagenz (Alkyl-
Aryl-Sulfonat) hinzugeflgt. Die Interpretation und damit die quantitative Beurteilung erfolgten

nach den Vorgaben der klinischen Propadeutik (Baumgartner und Wittek, 2018). Die
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semiquantitative Zellzahlbestimmung erfolgte aufgrund der Veranderung der Konsistenz des
Milch-Schalmreagenzgemisches und wurde nach den in Tabelle 4 angefiihrten Kriterien
beurteilt. In Abbildung 7 sind verschiedene Formen der Schlierenbildung und
Konsistenzanderungen des Milch-Schalmreagenzgemisches und die daraus abbleitbaren

Zellzahlschatzwerte dargestellt.

Tab. 4: Beurteilungskriterien zur Schatzung der Milchzellzahl mittels CMT nach Baumgartner
und Wittek 2018

Ergebnis des CMT Konsistenz SCC pro ml Milch
Negativ (-) Flissig 0-150.000
Geringgradig (ggr.) Schlierenbildung 200.000-700.000

erhohte Zellzahl (+)

Mittelgradig (mgr.) erhéhte Schlieren- und Gelbildung 500.000-1.500.000
Zellzahl (++)

Hochgradig (hgr.) erhéhte Gel- und Propfbildung >1.000.000
Zellzahl (+++)
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Abb. 7: Beurteilung des CMT: Viertel links unten (B):
Mittelgradig erhdhte Zellzahl (++), restliche Viertel: negativ

3.3.3. Zellzahlbestimmung mit dem DeLaval Cell Counter® (DCC)

Der DeLaval Cell Counter® dient der direkten Bestimmung der Zellzahl. Die Milchprobe wurde
im Anschluss an den CMT nochmals mit dem Vortexmixer gemischt. Die Kassette (Abb. 8)
saugt das bendtigte Milchvolumen, welches 60 Mikroliter betragt automatisch durch ein

mechanisches erzeugtes Vakuum ein.

Danach wurde die Einmalkassette in das Gerat eingesetzt (Abb. 9) und die Messung gestartet.
Nach der Messung wurde das Zellzahlergebnis vom Display abgelesen und in das
Laborprotokoll ibertragen.
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Abb. 8: Messkassette fir den DelLaval Abb. 9: Einsetzen der Messkassette in
Cell Counter® den DCC®

3.3.4. Zellzahlbestimmung mit dem HrimaPro SCC®-Gerat

Das HrimaPro SCC® Gerat dient ebenfalls der direkten Bestimmung der Zellzahl. Nach der
Beurteilung des CMT wurden aus der gut gemischten Probe 100 Mikroliter entnommen und in
eine bereits mit dem Farbstoff SOFIA GREEN beimpften Eprouvette flr die Zellzahlmessung
pipettiert. Im Anschluss wurde das Roéhrchen mit dem Farbstoff 8-9 Mal gemixt und danach
drei Minuten inkubiert (minimal eine Minute, maximal 20 Minuten). In der Zwischenzeit wurde
die Zellzahl mit dem DCC® gemessen. Danach wurde das Rohrchen fiir die HrimaPro SCC®-
Messung nochmals 2-3 Mal gemixt und danach 8 Mikroliter auf den LACTOCHIPx4R pipettiert
(Abb. 11) und in das Gerat eingesetzt. Die Messung erfolgt fir vier Milchproben gleichzeitig
(Abb. 12). Die Messergebnisse wurden anschliefend vom Display abgelesen und in das

Laborprotokoll eingetragen.

Abb. 10: HrimaPro SCC®-LACTOCHIP mit den entsprechenden vier Messfeldern: A-
C bereits beflillt, D: vorbereite Milchprobe wird in das Messfeld pipettiert.
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Abb. 11: Benutzeroberflache bei gleichzeitiger Bearbeitung und Messung der vier Milchproben
durch das HrimaPro SCC®-Gerét. Bildquelle: Milkotronic Ltd. 2017. Lactoscan SCC Operation
Manuel. [Broschre]

3.3.5. Zellzahlbestimmung mit dem Combifoss®-Gerat

Die Messung mit dem Combifoss®-Gerat wurde im Rahmen der LKV-Messung im LKV-Labor
durchgeflihrt. Die Ergebnisse der Zellzahlmessung, wie auch der Fett-, Eiweil- und
Laktosegehalt, das Geburtsdatum und die Milchmenge wurden im Anschluss an die Messung
Ubermittelt und ebenfalls in das Laborprotokoll Gbertragen. Auch fir diese Messung werden

die Milchproben auf 40 °C erwarmt und automatisch durchmischt.
3.3.6. Messung der Prazision und des Einflusses des Tiefgefrierens

Um den Einfluss des Tiefgefrierens als etwaiges Konservierungsverfahren zu testen wurden
bereits gemessene Milchproben tiefgekihlt. Die eingefrorenen Proben wurden im Wasserbad
mit einer Temperatur von 40 °C flr zehn Minuten aufgetaut. Gemessen wurden jeweils drei
Schaf- und drei Ziegenmilchproben mit drei verschieden Zellzahlniveaus. Jede Probe wurden
fanf Mal hintereinander mit dem DCC® und dem HrimaPro®- Gerat gemessen und die

Ergebnisse wiederum im Laborprotokoll vermerkt.
3.3.7. Messvergleich von verdiinnten zu unverdiinnten Schafmilchproben

15 bereits gemessene Schafmilchproben wurden aufgetaut, nochmals mit dem DCC® und dem
HrimaPro SCC® gemessen, dann 1:1 mit 0,9%iger Natriumchlorid-Lésung verdiinnt und

nochmals gemessen und folgend im Laborprotokoll vermerkt.
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3.4. Statistische Auswertung der Testergebnisse

Die oben genannten Daten wurden mit Microsoft EXCEL 2010 in tabellarischer Form
gesammelt und folgend mittels SPSS (IBM, SPSS Statistics 26) statistisch ausgewertet. Die
errechneten Ergebnisse wurden ab einem Signifikanzniveau von p <0,05 als signifikant

angesehen.

Die Daten wurden zunachst mittels Kolmogorov Smirnov Test auf Normalverteilung gepruft
und in einem 2. Schritt grafisch dargestellt. Die grafische Darstellung der Ergebnisse des
Methodenvergleiches erfolgte mittels Punkt-Streu-Diagramm, Boxplots und Blant Altman
Diagrammen. Die Berechnung der Ubereinstimmung der Methoden erfolgte (iber den Intra-

Class Korrelationskoeffizienten.
3.4.1. Scatterplot

Zwei auf metrischem Niveau gemessene Merkmale kénnen in einem sogenannten Scatterplot
(Streudiagramm) gepaart als Punkte dargestellt werden. Anhand der graphischen Verteilung
dieser Punkte kann man darauf schliefen in welchem Ausmall die beiden Merkmale

miteinander zusammenhangen.
3.4.2. Boxplot

Statistische Kennzahlen wie der Median, die Quartile, die Spannweite und der
Interquartilsabstand kénnen mit Hilfe eines Boxplots graphisch dargestellt werden. Im Boxplot
kénnen wichtige Informationen Uber die Verteilung der Daten und deren Abweichung vom
zentralen Lagemal’, des Medians erkannt werden. Abgesehen davon dienen Boxplots sehr
gut zum Vergleich der Streuung mehrerer Merkmale und/oder zwischen verschiedenen

Kategorien eines Merkmals.
3.4.3. Bland-Altman- Plot

Der Bland-Altman-Plot ist ein statistisches Verfahren und ermdglicht den Vergleich zweier
Messmethoden, in diesem Fall den Vergleich von zweier Alternativmethoden mit der

Referenzmethode. Dieses Diagramm wird in einem Kkartesischen Koordinatensystem
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dargestellt. Auf der X-Achse werden die Werte der Referenzmethode und auf der Y-Achse die
jeweilige Differenz  der beiden Verfahren aufgetragen. Im Gegensatz zum
Korrelationskoeffizient nach Pearson kdnnen die Verzerrung und Streuung der Daten besser
berlcksichtigt werden. Die Beurteilung von systematischen Abweichungen, Ausrei3ern sowie
Abhangigkeiten der Varianz von der Grolke der Messwerte kann mithilfe dieses Verfahrens
leichter erfolgen. Weiters kann beobachtet werden, ob systematische Messfehler auftreten
(z.B. die eine Methode misst prinzipiell niedrigere oder hohere Werte als die

Vergleichsmethode)

3.4.4. Kolmogorov-Smirnov-Test

Mit diesem Test ist es moglich zu Gberprifen, ob die erhaltenen Stichprobenergebnisse mit
vermuteten theoretischen Haufigkeiten Gbereinstimmen. Der Hintergrund dieser Berechnung
ist, dass die tatsachliche Verteilung von einer hypothetischen Normalverteilung an einem
beliebigen Punkt eine bestimmte flachenmaRige Abweichung nicht Uberschreiten darf,
andernfalls ist es notwendig die Annahme einer Normalverteilung zu verwerfen. Folgend wird

in einer Reihe von Berechnungsschritten die jeweilige konkrete Abweichung berechnet.

3.4.5. Intra-Class-Korrelationskoeffizient

Die Intraklassen-Korrelation ist ein Zusammenhangsmalf mithilfe dessen es mdglich ist, die
Ubereinstimmung einer Merkmalsauspragung durch mehr als zwei Rater/Beurteiler an den
gleichen Fallen fur intervallskalierte Messungen zu beurteilen. Infolgedessen schatzt das
zugehdrige Mal}, der Intra-Class-Korrelationskoeffizient (ICC), die Zuverlassigkeit (Reliabilitat)
eines beliebigen Beurteilers (Gerats) ein. Der Vorteil gegenlber der Korrelation nach Pearson
ist, dass der ICC fiir mehr als zwei Beurteiler (Gerate) ausgerechnet werden kann. Ahnlich den
anderen Korrelationskoeffizienten liegt der berechnete Wert zwischen 0 und 1. Der Wert 0
steht fiir gar keine Ubereinstimmung, der Wert 1 fiir vollkommene Ubereinstimmung. Koo et
al. (2016) geben an, dass auf Basis 95 % Konfidenzintervalls, Werte, die niedriger als 0,5, eine
geringe Zuverlassigkeit, Werte zwischen 0,5 und 0,75 eine moderate, Werte zwischen 0,75

und 0,9 eine gute und Werte > 0,9 eine exzellente Ubereinstimmung angeben.
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4. Ergebnisse

4.1. Datengrundlage

Tatsachlich wurden insgesamt 232 Schafmilchproben und 270 Ziegenmilchproben
entnommen, davon waren jeweils 102 Schafmilchproben und 170 Ziegenmilchproben
konserviert. Bei diesen insgesamt 502 Proben wurden mittels DCC® und HrimaPro SCC® die
SCC gemessen. Von dem LKV Niederdsterreich erhielten wir ebenso die entsprechenden
Zellzahlergebnisse der Vergleichsmessung mittels Combifoss® und sowie die Messergebnisse
der Milchinhaltsstoffe (Fett, Eiweil3, Laktose). Zusatzlich wurden drei Schafmilchproben und
drei Ziegenmilchproben fiir die Prazisionsmessung aufgetaut und jeweils mit dem DCC® und
dem HrimaPro SCC finf Mal hintereinander gemessen, was wiederum insgesamt 30
Zellzahlergebnisse lieferte. Letztendlich wurden im Rahmen des Messvergleichs von
verdinnten zu unverdinnten Schafmilchproben weitere 30 Zellzahlergebnisse gemessen. In
den Tabellen 5 und 6 wurden Werte der deskriptiven Statistik jeweils fur Schaf- und
Ziegenmilchproben dargestellt. Die Daten wurden mittels Kolmogorov Smirnov Test auf
Normalverteilung gepruft, diese konnte nicht bestatigt werden, woraufhin logarithmierte Daten

fur die weiteren Untersuchungen verwendet wurden.
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Tab. 5: Deskriptive Statistik

Combifoss® DCC® HrimaPro SCC®
Schaf gesamt
Mittelwert log®° 5,08 4,95 5,07
Standardabweichung log'® 0,60 0,57 0,50
Median 78.500 67.500 91.000
Minimum 9.000 6.000 17.000
Maximum 9.999.000 5.892.000 4.821.000
Ziegen gesamt
Mittelwert log'° 5,44 5,29 5,72
Standardabweichung log'® 0,54 0,44 0,38
Median 281.000 172.500 528.500
Minimum 10.000 15.000 57.000
Maximum 9.999.000 6.091.000 6.635.000
Gesamte Proben
Mittelwert log®° 5,27 5,14 5,42
Standardabweichung log®® 0,59 0,53 0,54
Median 175.500 123.500 282.500
Minimum 9.000 6.000 17.000
Maximum 9.999.000 6.091.000 6.635.000
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4.2. Scatterplots zur Darstellung des Zusammenhangs der

Zellzahlergebnisse der Messmethoden mit der Referenzmethode

Bei der Erstellung des Scatterplots wurden die logarithmierten Zellzahlergebnisse
(dekadischer Logarithmus, log10) des Combifoss®-Geréates als Referenzmethode auf der Y-
Achse aufgetragen und die logarithmierten Zellzahlergebnisse der zu vergleichende
Messmethode auf der X-Achse. Weiters wurde die Zellzahlergebnisse auf eine Tierart
bezogen und der Unterschied zwischen unkonservierten und konservierten Proben farblich
hervorgehoben. Die Abbildung 12 zeigt den Zusammenhang der Zellzahlergebnisse zwischen
dem Combifoss® und dem HrimaPro SCC und in Abbildung 13 ist der Zusammenhang

zwischen dem Combifoss® und dem DCC?® ersichtlich.
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Abb. 12: Darstellung des Zusammenhangs zwischen der Zellzahlmessung
der Referenzmethode mit der Vergleichsmethode HrimaPro SCC®
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Abb. 13: Darstellung des Zusammenhangs der Zellzahlmessung der Referenzmethode im
Vergleich zur DCC®-Messung

Die graphischen Darstellungen zeigen, dass die Ergebnisse der Zellzahlmessung in
Schafmilch gut Ubereinstimmen. Im Gegensatz dazu streuen die Werte bei der Ziege deutlich
starker. Die Abweichungen sind insgesamt beim Messgerat HrimaPro SCC® starker
ausgepragt. Es wird ersichtlich, dass bei der Ziege Abweichungen dadurch zustande kommen,
dass im niedrigen Zellzahlbereich deutlich hdhere Messwerte durch das Gerat HrimaPro SCC®
ausgegeben werden als durch die Referenzmethode. Im Gegensatz dazu lassen sich aus der

grafischen Darstellung keine Einfliisse der Konservierung ablesen (Abb. 12 und Abb. 13).

4.3. Scatterplot zur Darstellung des Einflusses der Milchinhaltstoffe

auf die Zellzahlmessung mittels HrimaPro SCC® und DCC®

Fir die Darstellung der Scatterplots wurde die Differenzen der logarithmierten
Zellzahlergebnisse zwischen der Referenzmethode (Combifoss®) und dem Vergleichsgerat
(DCC®, HrimaPro SCC®) auf der Y-Achse angegeben und die entsprechenden Messwerte des
jeweiligen Milchinhaltsstoffes (Fett, Eiweil3, Laktose) auf der X-Achse (Abb. 14 bis 19). Fir die

Berechnung dienten die SCC-Ergebnisse des Combifoss® als Minuend und die SCC
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Ergebnisse der jeweiligen Vergleichsmethode als Subtrahend. Die Darstellung erfolgt
wiederum fur jede Tierart einzeln und die Konservierung ist durch rot bzw. blau farblich kodiert.
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Abb. 14: Einfluss von Eiweil} auf die SCC-Messung beim DCC® im Vergleich zur
Referenzmethode
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Abb. 15: Einfluss von Fett auf die Zellzahimessung durch den DCC® im Vergleich zur
Referenzmethode

42



2,00 Konserviert
o (O keine Konservierung
100 (O Konserviert
&
00 =
2
-1,00
-
a
0 o
o 20w 5
o]
L 200 3
=
o
1,00
N
00 8
]
-1,00
-2,00
4,00 450 5,00 5,50
Laktose

Abb. 16: Einfluss von Laktose auf das Zellzahlergebnis bei Messung mit dem DCC® im
Vergleich zur Referenzmethode
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Abb. 17: Einfluss von Eiweil} auf das Zellzahlergebnis bei Messung mit dem HrimaPro
SCC® im Vergleich zur Referenzmethode
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Referenzmethode
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Abb. 19: Einfluss von Laktose auf die Zellzahimessung durch das HrimaPro SCC® im

Vergleich zur Referenzmethode
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Aus den Abbildungen geht zwar hervor, dass die Milchinhaltsstoffe in Schafmilch deutlich
héher sind als in Ziegenmilch, ein Einfluss des Eiweillgehaltes (Abb. 14), des Fettgehaltes
(Abb. 15) bzw. des Laktosegehaltes der Milch (Abb. 16) auf die Ubereinstimmung der
Zellzahimesswerte von Referenzmethode und DCC® Iasst sich jedoch nicht ablesen. Auch auf
die Messung mittels HrimaPro SCC® haben der Eiweilkgehalt der Milch (Abb. 17), der
Fettgehalt (Abb. 18) und der Laktosegehalt (Abb. 19) keinen Einfluss.

4.4. Bland-Altman-Plot zur Darstellung der mittleren Differenzen

Zur Erstellung des Bland-Altman-Plots wurde auf der Y-Achse die logarithmierte Differenz
zwischen den Zellzahlergebnissen der Referenzmethode Combifoss® und der jeweiligen
Vergleichsmethode (DCC®, HrimaPro SCC®) aufgetragen und auf der X-Achse wurde die
logarithmierte SCC des Combifoss® angefiihrt. Die mittlere Linie schneidet die Y-Achse im
Mittelwert der Differenz zwischen Combifoss und der Vergleichsmethode. Die beiden
strichlierten Linien stellen die obere und die untere Schranke dar und berechnen sich aus dem
MittelwerttStandardabweichung*1,96.

Abbildung 20 gibt den Bland-Atiman-Plot fir die Referenzmethode Combifoss® mit der
Vergleichsmethode HrimaPro SCC® fir die Zellzahlergebnisse der Ziegen und die Abbildung
21 fir die Zellzahlergebnisse der Schafe wieder. Der Mittelwert der Differenz zwischen
Combifoss® und der Vergleichsmethode HrimaPro SCC liegt bei -0,28 in der Ziegenmilch
(obere Schranke: 0,76, untere Schranke -1,32) und bei 0,01 in der Schafmilch (obere Schranke
0,58 und untere Schranke -0,56).

Abbildung 22 zeigt den Bland-Altman-Plot fir die Referenzmethode Combifoss® mit der
Vergleichsmethode DCC® fir die Zellzahlergebnisse der Ziegen und Abbildung 23 flr die
Zellzahlergebnisse der Schafe. Der Mittelwert der Differenz zwischen Combifoss® und der
Vergleichsmethode DCC® liegt bei 0,14 in Ziegenmilch (obere Schranke: 0,87 und untere
Schranke: -0,59). Fir Schafe liegt der Mittelwert der Differenzen zwischen der
Referenzmethode und dem DCC Geréat bei 0,13 (obere Schranke 0,50 und untere Schranke:
-0,24)
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Abb. 20: Bland-Altman-Plot Combifoss® - HrimaPro SCC® fiir Ziegenmilchproben. Die mittlere
Linie geht durch den Mittelwert der Differenz der Messwerte beider Verfahren (-0,28), die
gepunktete Linie stellt die obere (0,76) und untere (-1,32) Schranke dar.
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Abb. 21: Bland-Altman-Plot Combifoss® - HrimaPro SCC® fiir Schafmilchproben. Die mittlere Linie
geht durch den Mittelwert der Differenz der Messwerte beider Verfahren (0,01), die gepunktete Linie
stellt die obere (0,58) und untere Schranke (-0,56) dar.
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Abb. 22: Bland-Altman-Plot Combifoss® - DCC® fir Ziegenmilchproben. Die mittlere Linie geht
durch den Mittelwert der Differenz der Messwerte beider Verfahren (0,14), die gepunktete Linie
stellt die obere (0,87) und untere Schranke (-0,59) dar
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Abb. 23: Bland-Altman-Plot Combifoss® - DCC® fiir Schafmilchproben. Die mittlere Linie geht
durch den Mittelwert der Differenz der Messwerte (0,13) beider Verfahren, die gepunktete Linie
stellt die obere (0,5) und untere Schranke (-0,24) dar
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Die Bland-Altman-Diagramme zeigen, dass deutlich mehr Ziegenmilchproben auf3erhalb der
oberen und unteren Schranke liegen. Der Mittelwert fir die DCC-Methode liegt im positiven
Bereich und der der HrimaPro SCC® im negativen Bereich. Weiters wird aus den Diagrammen
ersichtlich, dass die Abweichungen bei beiden Tierarten vorrangig im niedrigen Zellzahlbereich

aulerhalb der Schranken liegen.

4.5. Histogramm zur Darstellung der Haufigkeitsverteilung der
Messdifferenzen der Referenzmethode und der entsprechenden

Vergleichsmethode

Bei der Erstellung des Histogramms wurden auf der Y-Achse die Haufigkeiten der Differenzen
aufgetragen und auf der X-Achse die Differenz der Zellzahlergebnisse der Referenz- und der
Vergleichsmethode. In Abbildung 24 sind die Haufigkeiten der Messdifferenzen zwischen
Combifoss® und DCC® aufgetragen und in Abbildung 25 die Messdifferenzen zwischen
Combifoss® und HrimaPro SCC®.
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Abb. 24: Haufigkeitsverteilung der Messdifferenzen Combifoss® -DCC®
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Abb. 25: Haufigkeitsverteilung der Messdifferenzen Combifoss®-HrimaPro SCC®

4.6. Intra-Class-Korrelationskoeffizient zur Beurteilung der

statistischen Ubereinstimmung zweier Testmethoden:

Die Berechnung der ICC basiert auf einem varianzanalytischen Ansatz und wurde mittels
SPSS durchgefiihrt. In Tabelle 5 ist der ICC fiir unterschiedliche Merkmalsgruppen dargestellt.
Dabei wurde bestétigt, dass die Ubereinstimmung der Zellzahlen zwischen den Verfahren in
Schafmilch deutlich besser als in Ziegenmilch war, sowie dass im niedrigen Zellzahlbereich
eine schlechtere Ubereinstimmung der Methoden vorlag (deutlich niedrigerer ICC).
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Tab. 6: Ubersicht der Intra-Class-Korrelationskoeffizienten

Variablen Anzahl der Proben | ICC

Schaf gesamt 232 0,959
Ziegen gesamt 270 0,740
Unkonservierte Proben gesamt 230 0,890
Konservierte Proben gesamt 272 0,895
Proben mit Zellzahl < 250000 298 0,624
Proben mit Zellzahl > 250000 204 0,860
Gesamtheit aller Proben 502 0,893

4.7. Boxplot zur Darstellung der Haufigkeitsverteilung der CMT-
Ergebnisse in Abhangigkeit der SCC-Ergebnisse der

Referenzmethode.

Abbildung 26 stellt die logarithmierten Zellzahlergebnissen der Combifoss®-Methode (Y-
Achse) als Boxplot-Darstellung in Abhangigkeit der CMT-Klassen dar.

In Abbildung 27 werden die Ergebnisse der Zellzahimessung als Boxplot-Darstellung fir die

jeweiligen CMT-Klassen getrennt fir die beiden Tierarten dargestellt.

Abbildung 28 zeigt die Aufteilung der CMT-Ergebnisse bezogen auf die Zellzahlergebnisse der
Referenzmethode mit Unterscheidung von konservierten und unkonservierten

Ziegenmilchproben.

Abbildung 29 gibt die Aufteilung der CMT-Ergebnisse auf die Zellzahlergebnisse der
Referenzmethode mit Unterscheidung von konservierten und unkonservierten

Schafmilchproben wieder.
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Abb. 26: Darstellung der SCC-Ergebnisse bezogen auf die CMT-Klassen
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Abb. 27: Boxplot nach Tierarten getrennt zur Darstellung der SCC-Ergebnisse bezogen
auf die jeweiligen CMT-Klassen
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Abb. 28: Boxplot zur Darstellung des Zusammenhangs zwischen CMT und SCC in
Abhangigkeit der Konservierung bei Ziegen
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Abb. 29: Boxplot zur Darstellung des Zusammenhangs zwischen CMT und SCC in
Abhangigkeit der Konservierung bei Schafen
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Die Boxplots zeigen, dass die Ergebnisse der Zellzahlmessungen generell gut mit den
Schalmtestergebnissen korrelieren. Die CMT-Klassifizierung steigt gemeinsam mit den
Zellzahlergebnissen an. Auffallend ist, dass die CMT-Ergebnisse bei den konservierten

Milchproben bei Schaf- wie auch bei der Ziege unterschatzt werden.
4.8. Prazisionsmessung mittels der Vergleichsmethoden

Zur Messung der Genauigkeit der jeweiligen Messmethoden wurden Prazisionsmessungen
mit den zwei Vergleichsmethoden vorgenommen und dessen Mittelwert, Standardabweichung
und Variationskoeffizient berechnet. In der Tabelle 6 sind die Messergebnisse de
Prazisionsmessung durch den DCC® dargestellt und in der Tabelle 7 die Messergebnisse des

HrimaPro SCC®.

Tab. 7: Ergebnistabelle der Prazisionsmessung mit dem DCC®

Schaf Ziege

Probe SCC Probe SCC Probe Probe SCC Probe SCC Probe SCC

niedrig mittel SCC hoch niedrig mittel hoch
1.Messung 50.000 648.000 3.716.000 52.000 436.000 4.321.000
2. Messung 64.000 637.000 3.980.000 45.000 396.000 973.000
3. Messung 53.000 750.000 4.342.000 59.000 336.000 4.692.000
4. Messung 63.000 710.000 4.835.000 43.000 390.000 1.261.000
5. Messung 70.000 709.000 1.846.000 49.000 422.000 4.260.000
Mittelwert 60.000 690.800 3.743.800 49.600 396.000 3.101.400
Standardabweichung 8.276 47.251 1.140.917 6.309 38.445 1.821.877
Variationskoeffizient 13,8 6,8 30,5 12,7 9,7 58,7

Tab. 8: Ergebnisse der Prazisionsmessung mit dem HrimaPro SCC®
Schaf Ziege

Probe Probe SCC Probe Probe SCC Probe SCC Probe

SCC mittel SCC niedrig mittel SCC

niedrig hoch hoch
1. Messung 66.000 544.000 6.487.000 49.000 271.000 5.731.000
2. Messung 65.000 591.000 5.040.000 57.000 313.000 6.094.000
3. Messung 55.000 608.000 5.121.000 48.000 267.000 6.038.000
4. Messung 62.000 561.000 5.168.000 57.000 231.000 5.787.000
5. Messung 51.000 647.000 5.352.000 83.000 591.000 6.053.000
Mittelwert 59.800 590.200 5.433.600 58.800 334.600 5.940.600
Standardabweichung 6.535 40.407 599.894 14.184 146.249 168.209
Variationskoeffizient 10,9 6,8 11,0 241 43,7 2,8
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4.9. Scatterplot zur Darstellung des Vergleichs der
Zellzahlergebnisse von unverdinnten zu unverdinnten
Schafmilchproben mittels DCC® und HrimaPro SCC®

Zur Darstellung dieser Fragestellung wurden die logarithmierten Zellzahlergebnisse vor
Verdinnung auf der X-Achse aufgetragen und die logarithmierten Zellzahlergebnisse nach 1:1

Verdinnung auf der Y-Achse aufgetragen.

In Abbildung 30 ist der Zusammenhang der Zellzahlen von unverdiunnten zu verdinnten

Proben mittels HrimaPro SCC®- Messung ersichtlich.

Abbildung 31 zeigt den Zusammenhang der Zellzahlen von unverdinnten zu verdinnten
Proben bei der DCC®-Messung.
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Abb. 30: Zusammenhang der Zellzahlen von unverdinnten zu verdinnten
Proben mittels HrimaPro SCC®-Messung
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Abb. 31: Zusammenhang der Zellzahlen von unverdinnten und verdinnten
Proben mittels DCC®-Messung
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5. Diskussion

Ubereinstimmung der Referenzmethode mit den beiden Vergleichsmethoden

Diese Studie wurde als Aquivalenzstudie mit der Forschungshypothese, dass die beiden
Zellzahlmessverfahren (DCC® und HrimaPro SCC®) die Zellzahl in Schaf- und Ziegenmilch
annahernd gut messen wie die Referenzmethode (Fossomatic®), durchgefiihrt. Fir die
praktische Anwendung wirde das auch bedeuten, dass eventuelle Unterschiede — wie
geringfugig héhere oder niedrigere Werte - im positiven Fall so klein sind, dass sie klinisch
nicht relevant sind. Aus den Scatterplots ist bereits deutlich ersichtlich, dass die
Zellzahlergebnisse der Schafmilchproben besser korrelieren als die der Ziegenmilchproben.
Besonders im niedrigen Zellzahlbereich gibt es in Ziegenmilchproben deutliche Abweichungen
von den Messwerten der Referenzmethode, bei den Schafmilchproben ist die Streuung
insgesamt geringer gegeben, aber mehr im oberen Zellzahlbereich vorhanden. HrimaPro

SCC® hat die Tendenz Zellzahlen hdher zu messen.

Die Konservierung scheint keinen Einfluss auf die Messwertunterschiede der HrimaPro SCC®-
Messung zu haben. In Untersuchungen von Sanchez et al. (2005) wurde darauf hingewiesen,
dass durch Verwendung von Bronopol kein signifikanter Messunterschied zu nicht
konservierten Proben besteht, im Gegensatz zum Konservierungsmittel Azidiol, bei dem die

Zellzahl unterschatzt wird.

Aus dem Bland-Altman-Plot geht hervor, dass die HrimaPro®-Messung fiir Schafmilchproben
gut geeignet ist und die Messwerte mit den Ergebnissen der Referenzmethode gut
Ubereinstimmen. Bei den Ziegenmilchproben (berschreitet ein geringer Teil der
Zellzahlergebnisse im unteren Zellzahlbereich die untere Schranke, was darauf hinweist, dass
HrimaPro SCC® im unteren Zellzahlbereich hohere Zellzahlen misst als die Referenzmethode.
Die mittlere Differenz liegt bei -0,28, wodurch sich bestétigt, dass HrimaPro SCC® im
Allgemeinen die Zellzahlen Uberschatzt. Das weist auf den Einfluss der zytoplasmatischen
Partikel (CPP) hin, weil ihr Anteil an den gemessenen Zellen bei niedriger Zellzahl indirekt
hoher ist als bei hohen Zellzahlen, da die Anzahl der CPP nicht mit der Zellzahl ansteigt (Dulin
et al. 1983). Dies steht im Widerspruch zu den von Berry und Broughan (2007) beschriebenen
Ergebnissen wonach der DNA-spezifische Farbstoff SOFIA GREEN die CPP nicht

miteinbeziehen sollte.
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Bei dem Vergleich von DCC® und Combifoss® im Scatterplot ist erkennbar, dass die
Zellzahlergebnisse insgesamt besser zusammenhangen als zwischen Combifoss® und
HrimaPro SCC®. Wiederum ist die Streuung bei den Ziegenmilchproben gréRer, und findet vor
allem im unteren Zellzahlbereich statt. Auch hier scheint die Konservierung zu keinem
Messunterschied zu fuhren. Berry und Broughan (2007) beschreiben eine gut korrelierende
Messperformance der DCC®- Messung im Vergleich zur Direktmikroskopie fiir Ziegenmilch.
Gonzalo et al. (2006) haben ebenfalls die Combifoss®-Methode mit der DCC®-Methode bei

Schafmilchproben verglichen, und beschreiben ebenfalls gut korrelierende Messergebnisse.

Der Bland-Altman-Plot zeigt, dass bei der DCC®-Messung die Zellzahlen der Ziegenproben im
niedrigen Zellzahlbereich die untere Schranke teilweise Uberschreiten, und im mittleren bis
hohen Zellzahlbereich die obere Schranke vereinzelt Uberschreiten. Das bedeutet, dass der
DCC® im hohen Zellzahlbereich die Zellzahl unterschatzt und im niedrigen Zellzahlbereich
Uberschatzt. Hillerton et al. (2004) verweisen darauf, dass es bei Proben mit hohen
Zellgehalten, die mit Fossomatic-Geraten gemessen werden, zu Verschleppungen innerhalb
des Gerates kommen kann. Nachfolgende Proben kénnten kontaminiert werden und somit
hohere Zellgehalte aufweisen. Zellzahlwerte aus Ziegenmilch von mit Kuhmilch kalibrierten
Fossomatic-Geraten wiesen um 24,5 % hohere Ergebnisse auf als bei gleichen Messungen
von mit Ziegenmilch kalibrierten Geraten. Diese Untersuchungsergebnisse sollten auch in
diesem Zusammenhang bertcksichtigt werden. Die mittlere Differenz liegt im Gegensatz zu
HrimaPro SCC® hier im positiven Bereich bei 0,14 was eine generelle Unterschatzung der
Zellzahl beim DCC® unterstreicht.

Einfluss der Milchinhaltsstoffe auf die Zellzahlmessung mittels HrimaPro SCC®
und DCC®

Die Milchinhaltstoffe Fett, Eiwei® und Laktose haben keinerlei Einfluss auf die
Zellzahlmessung mittels HrimaPro SCC® und DCCP®. Gonzalo et al. (2008) haben jedoch
festgestellt, dass ein hoherer Fett— und Eiweillgehalt die Zellzahimessung bei
Schafmilchproben beeinflussen und zu einer Unterschatzung der Zellzahl fuhren kann. Sie
empfehlen die Milchprobe zu verdiinnen, um die Zellzahl wirklichkeitsgetreu zu messen.
Unsere Messung hat keine Hinweise auf diese Notwendigkeit ergeben. Aufgrund des geringen

Stichprobenumfanges mussen diese Ergebnisse jedoch vorsichtig interpretiert werden.
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Intra-Class-Korrelationskoeffizient

Der ICC ergab flr die Gesamtheit der Schafproben einen Wert von 0,959 und fir die
Gesamtheit der Ziegenproben 0,740. Daraus ist klar erkennbar, dass die Ubereinstimmung
der drei Messmethoden bei den Zellzahlen der Schafproben sehr gut ist und bei den Ziegen
deutlich abfallt. Auch beim ICC ist abzulesen, dass kein statistisch signifikanter Einfluss auf
die Messung durch das Konservierungsmittel Bronopol gegeben ist. Aus der Einteilung der
Zellzahlen in die Klassen <250000 und > 250000 bei der Berechnung des ICC Iasst beurteilen,
dass die Ubereinstimmung bei den niedrigen Zellzahlen mit einem ICC von 0,624 mittelmaRig
gegeben ist und bei den héheren Zellzahlen mit einem ICC von 0,860 wieder stark an
Zuverlassigkeit zunimmt. Dies kann wiederum mit dem deutlich starkeren Einfluss der CPP
auf das Zellzahlergebnis im niedrigen Zellzahlbereich gewertet werden. Fir alle Proben
insgesamt wurde ein ICC von 0,893 berechnet, was schlussendlich eine zufriedenstellende

Ubereinstimmung insgesamt vermuten lasst.
CMT-Ergebnisse

Die CMT-Ergebnisse stimmen mit der Verteilung der Zellzahlen gut Uberein. Der Schalmtest
lasst sich gut fur die indirekte Messung der Zellzahl bei Schafen und Ziegen am Betrieb
anwenden (Perrin et al. 1996; Lafi 2006; Mc Dougall et al. 2001).

Persson und Olofsson (2011) konnten in einer ihrer Studien feststellen, dass auch die
Ergebnisse des DCC® gut mit den Ergebnissen des CMT korrelieren, und sich gut eignen

Euterentziindungen festzustellen.

Die Unterschatzung der Zellzahlergebnisse bei Verwendung von Bronopol wurde als
unerwarteter Befund festgestellt. Sie zeigt sich bei den Ziegenmilchproben, im Vergleich zum
Schaf deutlich. Vermutlich ist es darauf hinzufihren, dass unter Verwendung von Bronopol
das Schalmtestreagenz nicht ausreichend mit den Zellen interagieren kann, und somit weniger
Desoxyribonukleinsaure freigesetzt wird, was zu einer verminderten Konsistenzanderung
fuhrt. Diese Beeintrachtigung des Schalmtestergebnisses durch das Konservierungsmittel
Bronopol ist von wenig praktischer Relevanz, da der Test Ublicherweise im Betrieb an nicht-
konservierten frischen Milchproben durchgefuhrt wird. Sie sollte jedoch bertcksichtigt werden,

wenn, wie in unserem Fall, der Test nachtraglich an konservierten Proben durchgefihrt wird
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Prazisionsmessung

Im Rahmen der Prazisionsmessung mittels der beiden Vergleichsmethoden wurden die
entsprechenden Variationskoeffizienten errechnet. Bei den Ergebnissen der DCC®-Messung
ist zu erkennen, dass sich der VK bei beiden Tierarten und bei den drei verschiedenen
Zellzahlniveaus sehr ahnlich verhalt. Auffallig ist, dass der Variationskoeffizient im hohen
Zellzahlbereich bei den Schafproben 30,5 % und bei den Ziegenproben 58,7 % betragt. Das
bedeutet, dass das DCC® mehr Genauigkeit im niedrigen und mittleren Zellzahlbereich

aufweist, und die Ungenauigkeit im hohen Zellzahlbereich zunimmt.

Bei dem HrimaPro SCC® verhalt sich der VK bei den beiden Tierarten unterschiedlich. Bei den
Schafproben ist der VK niedriger, und somit auch besonders im hohen Zellzahlbereich
niedriger als bei dem DCC®. Bei der Ziege jedoch liegt der VK im niedrigen Zellzahlbereich bei
241 % und im mittleren Messbereich bei 43,7 %. Im Fall der 43.7 % muss jedoch
berucksichtigt werden, dass in der Berechnung ein sehr hoher Wert miteinbezogen wurde.

Dieser kann als Ausreil3er interpretiert werden, und ist fir den hohen VK verantwortlich.

Auffallend ist, dass der VK bei der hohen Zellzahl sehr niedrig ist und bei 2,8 % liegt und fir
eine sehr hohe Messgenauigkeit spricht. In Bezug auf das Einfrieren der Proben bei den
Ziegen vor der Messung konnten Sanchez et al. (2005) nachweisen, dass es bei Milchproben,
die mit Bronopol konserviert wurden zu keinen Messunterschieden kommt. Bei nicht
konservierten Proben und bei Verwendung von Azidol als Konservierungsmittel kommt es zur
Unterschatzung der Zellzahl. Auch Martinez et al. (1996) sind der Meinung, dass es nach dem
Einfrieren zu keinem bemerkenswerten Messunterschied bei den Zellzahlmessergebnissen

kommt.

Vergleich der Zellzahlergebnisse von unverdiinnten zu verdinnten
Schafmilchproben mittels HrimaPro SCC® und DCC®

Als Ergebnis dieser Fragestellung wurde fiir die Messung mittels HrimaPro SCC® ein
Korrelationskoeffizient von 0,984 und fir die DCC®-Messung ein Korrelationskoeffizient von
0,961 errechnet. Der Unterschied der Zellzahlergebnisse zwischen verdinnten und
unverdinnten Proben ist somit bei beiden Geraten als sehr gering einzustufen, wobei der
Zusammenhang beim HrimaPro SCC® marginal besser ist. Gonzalo et al. (2006) bestatigen,

dass das Messen von verdunnten Schafmilchproben zu validen Zellzahlergebnissen fihrt.
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Unsere Ergebnisse verweisen darauf, dass die Unterschiede zwischen verdinnten und
unverdinnten Proben so gering sind, dass eine Verdinnung von Schafmilchproben nicht

notwendig erscheint.
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6. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, die Zellzahlmessgerate fir kleinere Labors oder eine tierarztliche
Praxis DCC® und HrimaPro SCC® (Vergleichsmethoden) mit der Combifoss®-Methode
(Referenzmethode) in Hinsicht der Messgenauigkeit und Richtigkeit zu vergleichen. Weiters
wurden der Einfluss von Konservierungsmethoden (Konservierungsmittel, Einfrieren),

Milchinhaltsstoffen (Fett, Eiweil}, Laktose) und die Verdiinnung der Proben miteinbezogen.

Insgesamt wurden 232 Schafmilchproben und 270 Ziegenmilchproben mittels der drei
Zellzahlmessverfahren gemessen. Davon waren 102 Schafmilchproben und 170
Ziegenmilchproben mittels Bronopol konserviert. Zusatzlich wurde vor jeder Messung ein
Schalmtest der jeweiligen Milchprobe angefertigt. Weiters wurden jeweils drei Schaf- und drei
Ziegenmilchproben mit drei verschieden Zellzahlniveaus mit den zwei Vergleichsmethoden fir
die Prazisionsmessung herangezogen. 15 bereits gemessene Schafmilchproben wurden
aufgetaut und flr den Vergleich von unverdiinnten zu verdinnten Proben mit dem DCC® wie

auch dem HrimaPro SCC® gemessen.

Der Vergleich zwischen HrimaPro®-Methode und Referenzmethode bei Messung von
Schafmilchproben resultiert insgesamt in einer guten Ubereinstimmung der Messergebnisse,
die Streuung der Ergebnisse findet hauptsachlich im unteren Zellzahlbereich statt. Bei den
Ziegen streuen die Ergebnisse im niedrigen Zellzahlbereich deutlich starker. Die mittlere
Differenz liegt bei -0,28, was wiederum eine Uberschatzung der Zellzahlen bei HrimaPro SCC®
belegt. Ursachlich fir diese Ergebnisse sind die CPP in der Ziegenmilch, deren Anteil an den
gemessenen Zellen bei niedriger Zellzahl indirekt héher ist als bei hohen Zellzahlen, da die
Anzahl der CPP nicht mit der Zellzahl ansteigt.

Die Messergebnisse der DCC®-Methode und der Referenzmethode Combifoss® liefern bei den
Schafen gut korrelierende Ergebnisse und bei den Ziegen wiederum eine groflere Streuung
der Zellzahlen, die vor allem im unteren Zellzahlbereich stattfindet. Die mittlere Differenz liegt
bei 0,14, was insgesamt eine Unterschatzung der Zellzahlen mit sich bringt. Insgesamt zeigen

die Zellzahlen im Vergleich zur HrimaPro®-Methode einen besseren Zusammenhang.

Die Konservierung der Milchproben, wie auch der Einfluss der Milchinhaltsstoffe Fett, Eiweil’

und Laktose zeigten in den Ergebnissen keinen Einfluss auf die Zellzahlmessung.
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Der Intra-Class-Koeffizient liegt bei den Schafproben insgesamt bei 0,959 und bei den Ziegen
bei 0,740, was bedeutet, dass die Ubereinstimmung der drei Messmethoden bei den Schafen

sehr hoch ist, und bei den Ziegenproben deutlich abfallt.

Die Ergebnisse des Schalmtests (CMT) zeigen eine gute Ubereinstimmung mit der Verteilung
der gemessenen Zellzahlen, was wiederum dessen Einsatz bei den Schaf- und

Ziegenmilchproben als indirekte Messmethode empfiehit.

Aus den Zellzahlergebnissen der Prazisionsmessung wurden flr die verschiedenen
Zellzahlklassen die Variationskoeffizienten berechnet. Fir den DCC® verhalten sich die VK fiir
Schaf und Ziege ahnlich. Im niedrigen und mittleren Zellzahlbereich ist die Genauigkeit hoch,
im hohen Zellzahlbereich nimmt die Genauigkeit ab. Bei der HrimaPro®- Messung sind die VK
beim Schaf niedriger als beim DCC® und bei den Ziegen im hohen Zellzahlbereich sehr niedrig,

was auf eine hohe Genauigkeit hinweist.

Aus dem Vergleich der Zellzahlergebnisse von verdinnten zu unverdlinnten
Schafmilchproben konnten Korrelationskoeffizienten von 0,984 fiir HrimaPro SCC® und 0,961
fir DCC® errechnet werden, was darauf schlieRen lasst, dass der Einfluss der Verdinnung

einen marginalen Einfluss auf die Zellzahlergebnisse von Schafen hat.
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7. Schlussfolgerung

Unsere Untersuchungen haben gezeigt, dass beide Methoden dazu geeignet sind, die SCC in
Schaf- und Ziegenmilch zu messen. Die Ergebnisse vom DCC® korrelieren tendenziell besser
mit den Combifoss®- Ergebnissen als die Zellzahlen der HrimaPro®-Methode. Beide Geréate,
(insbesondere HrimaPro SCC®) lberschatzen im niedrigen Zellzahlbereich die SCC bei den
Ziegen, was auf die CPP in der Ziegenmilch zurlickzuflihren ist. Bei den Schafen eignen sich
prinzipiell beide Gerate im Vergleich zur Referenzmethode gut, die Zellzahlen zu messen. Als
Empfehlung fir die Ziegen gilt, den Einfluss der CPP nicht auf3er Acht zu lassen und in falscher
Weise zu interpretieren. Ein Einfluss von Milchinhaltsstoffen, des Konservierungsmittels
Bronopol und des Verdinnens der Proben auf die Zellzahlergebnisse lief3 sich nicht
nachweisen. Aus den Ergebnissen des CMT ist erkennbar, dass dieser einwandfrei fur die
indirekte Messung der somatischen Zellzahl verwendbar ist. Es ware empfehlenswert, die
bereits erhobenen Messergebnisse noch mit der Methode der Direkten Mikroskopie als
Folgestudie zu vergleichen. Allerdings sollte diese Untersuchung wiederum mit frischen, und

nicht mit konservierten Proben, durchgefiihrt werden.
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8. Summary

The objective of this study was to compare the two on-farm devices DCC® and HrimaPro SCC®
(comparative methods) with Combifoss® (reference method) regarding validity and accuracy.
Moreover, the influence of preservation methods (bronopol, freezing), milk solids (fat, protein,

lactose) and the effect of dilution was tested.

In total, 502 milk samples (232 of sheep, 270 of goats) were examined using the three
previously stated methods. 272 of these milk samples (102 of sheep, 170 of goats) were
preserved using bronopol. Additionally, a CMT was carried out with each sample. In order to
test the precision of DCC® and HrimaPro SCC®, three milk samples with different cell count
levels of each species were measured. Furthermore, for testing the impact of dilution, 15 frozen
sheep milk samples, which were measured before, were thawed. After measuring, they were

diluted and got measured once again. All results were collected and evaluated statistically.

The comparison of the HrimaPro SCC® and Combifoss® methods in sheep samples shows a
visible correlation of the measurement results. However, an overall variation can be observed
at the lower cell count range, as well as at the higher cell count range. Latter of which, however,
could only be observed in goat’s milk. The calculated mean difference is -0.28, which proofs
an overestimation of the cell numbers of HrimaPro SCC®. This is caused by the CPP in goat’s
milk. Their proportion in measured cells is indirectly higher at low cell count than at high cell
count. The reason for that is that the number of CPPs aren’t increasing with the number of

cells.

The results of the DCC® method and the Combifoss® reference method demonstrate well-
correlating results for sheep and for goats. More dispersion of cell counts can be observed
especially in the lower cell count range. The mean difference is 0.14, which results in a general
underestimation of cell numbers. Overall, the cell numbers show a better correlation compared

to the HrimaPro® method.

There is no influence of preservation methods and milk ingredients fat, protein and lactose on
the cell count results. The intra-class coefficient is 0,959 for all sheep samples and 0,740 for
all goat samples. The congruence of the three methods is high for sheep and significantly lower

for goat samples.
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CMT-results exhibit consistency with the distribution of the somatic cell counts. This can be
seen as proof for the reliability of this indirect measurement method for goat’s milk and sheep
milk samples. For testing the precision, the coefficients of variation (CV) were calculated for
the different cell count classes. For the DCC®, the CV for sheep and CV for goats are similar.
In the low and medium cell count range the accuracy is high. At high cell count range the
accuracy decreases. When using HrimaPro® measurement, the CV in sheep are lower than
when using DCC®. In goats, the CV in the high SCC is very low, which indicates a high

accuracy.

The CV of the comparison of cell counts from diluted and undiluted milk samples are 0.984 for
HrimaPro SCC and 0.961 for DCC. The influence of dilution is marginal.
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