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1  Einfuhrung

1.1 Gegenstand des Vorhabens

Gegenstand des Vorhabens war die Ermittlung geeigneter Indikatoren fir die Friherkennung
subklinischer Mastitiden mit dem Ziel der Verbesserung der Eutergesundheit bei Milchziegen.
Diese Indikatoren sollten dann auf einem Praxisbetrieb geprift werden, um mégliche Hand-
lungsempfehlungen fir ein verbessertes Eutergesundheitsmanagement fiir die Praxis daraus
abzuleiten.

1.2 Ziele und Aufgabenstellung des Projekts, Bezug des Vorhabens

Ziel des Projektes ist die Verbesserung der Eutergesundheit bei Milchziegen durch Ermitt-
lung geeigneter Indikatoren fir die Fruherkennung subklinischer Mastitiden, da die bei
Milchkiihen ublicherweise verwendeten Indikator (Zellzahl, Leitfahigkeit) fiir die Routine-
Uberwachung nicht oder nur bedingt geeignet sind.

Milchziegen stellen mit ca. 9% aller gehaltenen Ziegen die grofite Tiergruppe dar, die ent-
sprechend der Normen des Okolandbaus gehalten werden (Hesse, 2002). Da die subklinische
Mastitis bei Milchziegen eine &hnlich grof3e Rolle spielt wie bei Milchkihen und zu Ertrags-
verlusten sowie zur Beeintrachtigung der Produktqualitat und Verarbeitungsfahigkeit der
Rohmilch fuhrt, sollte der Prévention dieser Erkrankungen besondere Aufmerksamkeit ge-
widmet werden. Um die Wirksamkeit praventiver Mallnahmen im Bereich von Haltung,
Melkhygiene und Herdenmanagement auf die Eutergesundheit zu beurteilen, ist eine sichere
Diagnostik erforderlich.

Da die Standarddiagnostik (bei Milchkthen), die auf Zellzahl und bakteriologischem Befund
beruht, bei Ziegen aufgrund mangelnder Eignung des Indikators Zellzahl nicht ohne Beriick-
sichtigung sie beeinflussender Faktoren (z.B. Laktationsstadium, Brunst) angewendet werden
kann, sollten im Projektverlauf verschiedene physiologische Indikatoren einzeln oder in
Kombination auf ihre Eignung gepriift werden.

Wenn geeignete Indikatoren gefunden wurden, sollten diese auf ihre Praxistauglichkeit hin
untersucht werden. Weiterhin sollte geprift werden, ob daraus Handlungsempfehlungen abge-
leitet werden konnen, die zur Verbesserung der Eutergesundheit bei Milchziegen beitragen
kénnen.

Die Klarung folgender Fragen wurde als wissenschaftliches Arbeitsziel definiert:

1. Ist es moglich, die Zellzahl, die als wenig geeignet zur Eutergesundheitsiiberwachung
bei Ziegen einzuschétzen ist, durch einen oder durch Kombination mehrerer zu pri-
fender Indikatoren abzuldsen?

2. 2. Sind diese Indikatoren praxisnah einsetzbar und kdénnen somit zur Prévention von
Eutererkrankungen beitragen?

3. Um diese Ziele zu erreichen, sollte eine umfassende Prufung der bei der Abwehr ein-
dringender Bakterien ablaufenden bekannten physiologischen VVorgange sowohl durch
Analyse der dadurch freigesetzten Substanzen als auch der durch Anpassungsreaktio-
nen auftretenden Gehaltsveranderungen einzelner Inhaltsstoffe vorgenommen werden.
Da bestimmte Indikatoren sowohl von der Laktationsnummer als auch vom Laktati-
onsstadium abhéngig sind, wurden die Untersuchungen an einer ausreichend grofRRen



Stichprobe (n=63) im Versuchsbetrieb des Thiinen-Instituts fir Okologischen Landbau
Uber den gesamten Laktationsverlauf erhoben und in zwei Praxisbetrieben tberprift.

Im Einzelnen sollte geprift werden,

- welche Verdnderungen bei Laktoferrin (LF), N-acetyl-3-D-glucosaminidase
(NAGase), Laktatdehydrogenase (LDH), B-Glucuronidase, den Milchinhaltsstoffen
(Fett, Protein, Laktose) im Laktationsverlauf in Abhéngigkeit vom Eutergesund-
heitsstatus unter Beriicksichtigung der Laktationsnummer auftreten,

- wie sich die Zellzahl im Laktationsverlauf in Abhéngigkeit vom Eutergesundheitssta-
tus unter Berucksichtigung der Laktationsnummer veréndert,

- ob fur die Beurteilung der Eutergesundheit absolute Grenzwerte flr verschiedene In-
dikatoren gesetzt werden kdnnen und

- ob am Einzeltier anhand von Zeitreihen und Halftendifferenzen eine bessere Beurtei-
lung erfolgen kann.

Voraussetzung zur Einschatzung des Eutergesundheitsstatus war neben der zyto-
bakteriologischen Untersuchung (BU) die Differenzierung der spezifischen Erreger mittels
PCR-Verfahren. Weiterhin sollte geklart werden, welchen Einfluss die spezifischen Erreger
auf die Gehaltsveranderungen der einzelnen Indikatoren haben.

1.3 Bezug des Vorhabens zur Bekanntmachung 08/08/51

Das Vorhaben leistet einen Beitrag zum thematischen Forderschwerpunkt fur den Bereich
Tiergesundheit beim Wiederkauer mit dem Ziel der ,,Entwicklung praventiver Malinahmen
zur Steigerung der Gesundheit beim kleinen Wiederkauer” -thematischer Férderschwerpunkt
1.3.2 der Bekanntmachung Nr. 08/08/51 vom 30.06.2008.

1.4 Planung und Ablauf des Projektes

Die wissenschaftlichen Arbeitsziele des VVorhabens sollten durch Kombination von Untersu-
chungen auf einem Versuchsbetrieb und auf Praxisbetrieben erreicht werden.

Aus der Milchziegenherde des Versuchsbetriebs des Thiinen-Instituts fir Okologischen Land-
bau wurden 63 Ziegen (geplant: 60) der Rasse Bunte Deutsche Edelziege in die Untersuchun-
gen einbezogen. Unter definierten Bedingungen sollten und wurden die im Folgenden be-
schriebenen Indikatoren tber den Verlauf einer Laktation, beginnend mit der Ablammung
2010, im wochentlichem Abstand erhoben:

- Leitfahigkeit und California-Mastitis-Test (CMT) im Vorgemelk,

- Zellgehalt (SZZ) und bakteriologische Untersuchung (BU) im Halftenanfangsgemelk,
- Spezifischer Erregernachweis mittels PCR-Verfahren im Halftenanfangsgemelk,

- Laktoferrin, LDH, B-Glucuronidase, NAGase im Halftenanfangsgemelk,

- Milchinhaltsstoffe ((Fett, Protein, Laktose) im Halftenanfangsgemelk.

Als Referenz fir die Einstufung der Eutergesundheit dienten bakteriologische Untersuchun-
gen im wochentlichen Abstand. Bei wiederholtem Erregernachweis und -identifizierung in
mindestens zwei von drei aufeinander folgenden Untersuchungen, entsprechend der Definiti-
on der DVG (2000), wurde von einer subklinischen Mastitis ausgegangen. Diese Einstufung



nach DVG bildete die Grundlage zur Bewertung der Gute der gepriften Indikatoren zur Ein-
schétzung des Eutergesundheitsstatus. Die Zellzahl wurde ebenso als zu prufender Indikator
einbezogen.

In monatlichem Abstand wurden, so wie geplant, die Euter und die Zitzenspitzenkondition
bonitiert und Milchflusskurven aufgezeichnet, um eventuelle Auswirkungen von subklini-
schen Eutererkrankungen auf die Hélftenentwicklung und die Melkbarkeit zu ermitteln.

Die erhobenen Daten wurden in einem statistischen Modell zusammengefasst und gepruft.

Unter Einbeziehung des Laktationsstadiums, der Laktationsnummer und unter Beriicksichti-
gung der Saisonalitat der Reproduktion (Erkennung erfolgte Gber visuelle Brunstbeobachtung)
wurden Grenzwertvorschlage zur Beurteilung der Eutergesundheit erarbeitet. Diese wurden
im Weiteren darauf gepruft, ob sie als Grundlage zur Entwicklung geeigneter Management-
konzepte fir die Verbesserung der Eutergesundheit dienen kénnen.

Auf zwei Praxisbetrieben wurde, wie geplant, die Validierung der auf dem Versuchsbetrieb
erhaltenen Ergebnisse vorgenommen. Um Einfllsse, die z.B. aus dem Laktationsstadium re-
sultieren, einzubeziehen war eine Beprobungsserie zu Beginn der Laktation und eine zweite
zum Ende der Laktation geplant. Auf dem 1. Praxisbetrieb wurden zum Ende der Laktation
2010 Uber einen Zeitraum von drei Wochen in wochentlichem Abstand Beprobungen an 76
Milchziegen durchgefuhrt. Der 2. Praxisbetrieb wurde zu Beginn der Laktation 2011 beprobt.
Von 56 Milchziegen wurden auch hier tber einen Zeitraum von 3 Wochen einmal wochent-
lich Milchproben gewonnen. Erhoben wurden exakt die gleichen Indikatoren wie oben be-
schrieben flr die Versuchsbetriebsbeprobung, lediglich auf die Erhebung von Milchflusskur-
ven musste aus Grinden der Praktikabilitat in den Praxisbetrieben verzichtet werden.

Der Beprobungszeitraum Uber drei Wochen resultiert aus den Vorgaben der DVG (2002),
nach denen zur Einstufung der Eutergesundheit drei wochentlich aufeinander folgende Unter-
suchungen erforderlich sind.

Die Tabellen 1 und 2 geben eine Ubersicht (iber die geplanten und tatsachlich gewonnenen
Proben und die erhobenen Indikatoren auf dem Versuchsbetrieb (Tab. 1) und den Praxisbe-
trieben (Tab. 2).

Die elektrische Leitfahigkeit und der CMT wurden direkt wahrend der jeweiligen
Probennahme im Versuchsbetrieb bzw. auf den Praxisbetrieben erhoben. Proben des
Hélftenanfangsgemelkes wurden zur Bestimmung des Zellgehaltes und der Milchinhaltsstoffe
an das Labor des LKV Schleswig-Holstein tberbracht.

Die zyto-bakteriologischen Untersuchungen wurden am Max-Rubner-Institut (MRI), Institut
fiir Sicherheit und Qualitéat bei Milch und Fisch in Kiel vorgenommen. Bakteriologisch positi-
ve Proben wurden hier in Bouillon angeziichtet und dem Thiinen-Institut fiir Okologischen
Landbau (vTI, OL) zur Verfugung gestellt.

Wie geplant erfolgte im molekularbiologischen Labor (OL) die Identifizierung koagulase-
negativer Staphylokokken (KNS) und Streptokokken mittels verschiedener PCR-Verfahren.



Tab. 1: Gegenuberstellung der geplanten und realisierten Probenumfange und analysierten Indikatoren auf dem Versuchsbetrieb OEL

Indikatoren Probenumfang -geplant

Probenumfang - realisiert

CMT, elektrische Leitfd- 4800 (60 Ziegen x 2 Halften x 40d)
higkeit (Vorgemelk)

4788 (63 Ziegen x 2 Hélften x 38 Tage)

Zellgehalt 4800 (60 Ziegen x 2 Halften x 40 d)
(Hé&lftenanfangsgemelk)

4788 (63 Ziegen x 2 Hélften x 38 Tage)

Mastitiserreger 1440 (60 Ziegen x 2 Halften x 40 d x 30% Inzidenz)

(Halftenanfangsgemelk)

1732 (63 Ziegen x 2 Halften x 38 Tage x tatsachliche Inzidenz (tierindividu-
ell))

aus Halftenanfangsgemelk: 4800 (60 Ziegen x 2 Halften x 40 d)/Indikator
LDH/- Laktoferrin/

B-Glucuronidase/ NAGase/

Milchinhaltsstoffe

(Fett, Protein, Laktose)

4788 (63 Ziegen x 2 Halften x 38 Tage)/Indikator

Tab. 2: Gegenuberstellung der geplanten und realisierten Probenumfénge und analysierten Indikatoren auf den Praxisbetrieben

Indikatoren Probenumfang - geplant

Probenumfang - realisiert

CMT, 720 (1 Betrieb x 60 Ziegen x 2 Hélften x 6 d (2 Gesamt: 792

elektrische Leitfahigkeit x 3 d, je 3 zu Ende und Beginn der Laktation))

(Vorgemelk)

Betriebl: 76 Ziegen x 2 Halften x 3 d (Laktationsende) = 456
Betrieb2: 56 Ziegen x 2 Halften x 3 d (Laktationsbeginn) = 336

Zellgehalt 720 (1 Betrieb x 60 Ziegen x 2 Hélften x 6 d (2 Gesamt: 792

(Héalftenanfangsgemelk) x 3 d, je 3 zu Ende und Beginn der Laktation))

Betriebl: 76 Ziegen x 2 Halften x 3 d (Ende der Laktation) = 456
Betrieb2: 56 Ziegen x 2 Halften x 3 d (Beginn der Laktation) = 336

Mastitiserreger 216 (1 Betrieb x 60 Ziegen x 2 Halften x 6 d (2 Gesamt: 196
(Héalftenanfangsgemelk) x 3 d, je 3 zu Ende und Beginn der Laktation) x

30 % Inzidenz)

aus Halftenanfangsgemelk: 720 (1 Betrieb x 60 Ziegen x 2 Halften x 6 d (2 Gesamt: 792
LDH/ Laktoferrin/ x 3 d, je 3 zu Ende und zu Beginn der Laktati- Betriebl: 76 Ziegen x 2 Hélften x 3 d (Ende der Laktation) = 456

B-Glucuronidase/ NAGase/  0n))
Milchinhaltsstoffe
(Fett, Protein, Laktose)

Betrieb2: 56 Ziegen x 2 Halften x 3 d (Beginn der Laktation) = 336




Die quantitative Bestimmung des Laktoferrins erfolgte nicht wie geplant an der Universitat
Bonn sondern im Labor OL. Fir die LDH-Bestimmungen war die spektrophotometrische
Messung (,,trockenchemische Methode*) unter Verwendung des Analysators DT 60 Il (Ortho-
Clinical Diagnostics, Fa. Johnson & Johnson, Neckargemund) vorgesehen. Nachdem sich in
Vorversuchen herausgestellt hat, dass die Empfindlichkeit dieser Methode nicht ausreichend
ist, wurde eine Kooperation mit der Universitat Aarhus eingegangen, die bereits eine fluores-
zenzspektroskopische Methode zur LDH Bestimmung etabliert hatten (Larsen, 2005).

Gemeinsam mit der Universitat Aarhus wurde an einer Methode zur Bestimmung von f-
Glucuronidase gearbeitet (Larsen & Aulrich, 2012), die nach erfolgreicher Validierung zur
Analyse aller Proben an der Universitat Aarhus eingesetzt wurde.

2 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknupft wurde

Euterinfektionen spielen bei Ziegen eine &hnlich groRe Rolle wie bei Milchkiihen, wobei sub-
klinische Mastitiden, hervorgerufen durch koagulase-negative Staphylokokken (CNS), die
héufigste Ursache darstellen (Contreras et al., 2003, 2007; Leitner et al., 2008). Die Pravalenz
durch CNS hervorgerufener subklinischer Mastitis variiert in den Bestdnden von 25-93 %
(Bergonier et al., 2003).

Im Gegensatz zu Milchkiihen ist die Einschatzung der Eutergesundheit bei Ziegen allerdings
problematisch. Wahrend man bei gesunden Eutervierteln von Kiihen von einer Zellzahl bis
maximal 100.000 pro ml ausgeht, schwanken die Angaben zur Ziegenmilch von 200.000 Zel-
len/ml bis zu einer Million Zellen/ml (Raynal-Ljutovac et al., 2007). Auch fehlt zur Beurtei-
lung der Verkehrsfahigkeit der Rohmilch ein Zellzahlgrenzwert (VO EG Nr. 853/2004) im
Gegensatz zum Grenzwert fur den Keimgehalt von 1,5 Mio KbE/ml. Eine allgemeingultige
Definition eines Zellzahl-Schwellenwertes zur Unterscheidung zwischen gesunden und an
Mastitis erkrankten Euterhélften gibt es bisher nicht.

Dies beruht vor allem auf der z. T. physiologisch bedingten grof3en Variabilitat dieses Kriteri-
ums (Dulin et al., 1983), was auch kiirzlich noch einmal hervorgehoben wurde (Paape et al.,
2007). So haben andere, infektionsunabhangige Faktoren, wie das Laktationsstadium
(Luengo et al. 2004), die Laktationsnummer (u.a. Dulin et al., 1983; Paape et al., 2007) und
die Brunst (McDougall & Voermans, 2002; Moroni et al., 2007; Barth & Aulrich, 2007) gro-
Ren Einfluss auf die Zellzahl. Diese kann auch in gesunden Euterhdlften zum Ende der Lakta-
tion, abhéngig von der Laktationsnummer, Werte bis zu 1,1 Mio/ml annehmen. Auswertungen
aus den USA (Paape et al., 2007) zeigen in der 1. Laktation durchschnittliche Zellzahlen von
200.000/ml zu Beginn der Laktation, die zum Ende auf 500.000/ml steigen. In der 5. Laktati-
on betragen sie zu Beginn der Laktation im Durchschnitt 250.000/ml und steigen auf 1,1
Mio/ml zum Ende der Laktation an. Der Zellzahlanstieg zum Ende der Laktation wird sowohl
fiir nichtinfizierte als auch fur infizierte Euterhalften beschrieben (Moroni et al., 2005), was
auch in eigenen Untersuchungen bestatigt wurde (Knappstein et al., 2005; Aulrich & Barth,
2008).

Ungeachtet dieser Besonderheiten bei der Ziege gelten in einigen Léndern (z. B. USA, Frank-
reich) bereits Grenzwerte flr die Zellgehalte von Liefermilch (Pirisi et al., 2007). Die gewahl-
ten Schwellenwerte liegen dabei zwischen 750.000 bis 1 Mio Zellen je ml Milch. Diese Gren-
zen konnen inshesondere gegen Ende der Laktation leicht iberschritten werden, ohne dass die
Inzidenz subklinischer Mastitis in diesem Zeitraum erhoht ist.
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Zusammenfassend kann konstatiert werden, dass die Zellzahl als Kriterium zur Einschitzung
der Eutergesundheit nicht geeignet ist (Paape et al., 2007). Da subklinische Mastitiden, her-
vorgerufen durch koagulase-negative Staphylokokken, den h&ufigsten Erkrankungskomplex
bei Milchziegen darstellen, der auch zu verminderter Milchleistung und Beeintrachtigung der
Verarbeitungseigenschaften der Milch fiihrt (Leitner et al., 2004a), scheint es sowohl aus
Grinden der Aufrechterhaltung der Tiergesundheit, des vorbeugenden Verbraucherschutzes
als auch der Sicherung der Einkommen ziegenhaltender Betriebe dringend geboten, Kriterien
zu etablieren, die geeignet sind, die Eutergesundheit relativ einfach und sicher zu Gberwachen.

Die bakteriologische Diagnose ist zeitaufwendig und teuer und somit als Kriterium zum Mo-
nitoring in Praxisbetrieben nur bedingt geeignet.

Aus Untersuchungen an Milchkiihen ist bekannt, dass sowohl die Bestimmung des Enzyms
Laktatdehydrogenase (LDH) als auch des antimikrobiellen Proteins Laktoferrin als Indikator
zur Erfassung des Eutergesundheitsstatus herangezogen werden kann. Laktoferrin, bakterios-
tatisch wirkend, wird unter anderem von polymorphkernigen Granulozyten nach Entziindung
der Milchdruse sezerniert. Fur Milchkihe liegen umfangreiche Untersuchungen vor (u.a.
Chaneton et al., 2008; Hagiwara et al., 2003). Eine Studie an Milchziegen aus Taiwan (Chen
et al., 2004) zeigt einen Anstieg der Laktoferrinkonzentration in mit Mastitis infizierten Her-
den im Vergleich zu gesunden Herden wobei keine Aussage zum Erreger getroffen wird und
die Beprobung auf Tankmilchebene vorgenommen wurde. Als Einstufungskriterium galt hier
die Reaktion im Methylenblaureaktionstest, dies ist Ubliche Praxis in Taiwan zur Qualitats-
prufung von Ziegenmilch. In einer weiteren Studie der Universitat Bonn (Hiss et al., 2008)
wurden 19 Ziegen Uber eine gesamte Laktation beprobt und die Laktoferrinkonzentrationen
bestimmt, um Abhangigkeiten vom Lakationsstadium und der Laktationsnummer abzuklaren.
Eine bakteriologische Untersuchung wurde nicht vorgenommen, so dass keine Aussagen zum
Infektionsstatus und eines moglichen Einflusses auf die Laktoferrinkonzentration gemacht
werden konnten.

LDH wird im Rahmen der Immunantwort und bei Veranderungen der Zellmembran freige-
setzt (Chagunda et al., 2005). Nach Schadigung der Blut-Milch-Barriere durch eine massive
Irritation von Mastitiserregern kann ein Ubertritt von LDH aus dem Blut in die Milch erfol-
gen, der bei Milchkihen fiir die Diagnose subklinischer Mastitiden gemessen werden kann
(Hiss et al., 2007). Fur Milchziegen liegen wenige Daten vor. Ying et al. (2002) untersuchten
Einzeltiere und Tankmilchproben tber kurze Zeitradume und schlossen daraus, dass LDH kein
geeigneter Indikator zur Beurteilung des Eutergesundheitsstatus ist. Eine Priifung auf Einzel-
tierbasis unter Einbeziehung von Infektionsstatus, Laktationsnummer und — stadium wurde
nicht vorgenommen.

Im Rahmen der Abwehr wird B-Glucuronidase als lysosomales Enzym freigesetzt. Oliszewski
et al. (2002) untersuchten den Zusammenhang zwischen Zellgehalten, B-Glucuronidase-
Aktivitaten und Ergebnissen des California-Mastitis-Testes. Eine bakteriologische Untersu-
chung, die als Standardmethode zur Einschatzung des Eutergesundheitsstatus in Deutschland
(DVG, 2000) anerkannt ist, wurde nicht durchgefuhrt.

Das Enzym N-Acetyl-B-D-Glucosaminidase (NAGase) ist wie pB-Glucuronidase ein
lysosomales Enzym. Erhéhte Aktivitdten werden bei Milchkiihen im Zusammenhang mit der
Abwehr von Euterinfektionen nachgewiesen (u.a. Chagunda et al., 2005). Arbeiten von Maisi
& Riipinen (1988) als auch von Vihan (1989) weisen NAGase als geeignet fiir die Diagnose
subklinischer Mastitiden aus. Leitner et al. (2004b) priften diesen Indikator an jeweils 50
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Ziegen in 10 Herden und stellten einen signifikanten Einfluss des Infektionsstatus auf die
NAGase Aktivitat fest. Eine Korrelation von Zellzahl und NAGase Aktivitdt war dagegen
nicht gegeben.

Aus den bisher flr Milchziegen publizierten Daten lasst sich kein einheitliches Fazit fur die
Anwendung eines Indikators zur Einschdtzung des Eutergesundheitsstatus ziehen. Die Daten-
basis ist nicht ausreichend, um Empfehlungen fur die Anwendung in der Praxis geben zu kon-
nen, was die verschiedenen VVorgehensweisen in den einzelnen Landern belegen.

3  Material und Methoden
3.1 Tiere

3.1.1 Versuchsbetrieb

Aus der Ziegenherde des Versuchsbetriebes am Thiinen-Institut fiir Okologischen Landbau
(vTI) standen 63 Ziegen (Rasse: Bunte Deutsche Edelziege) fur die Untersuchungen tber eine
gesamte Laktation (Februar bis Ende Oktober 2010) zur Verfiigung. Die Ziegen befanden sich
in der 1 bis 8 Laktation.

Alle Ziegen wurden als gesund, ohne klinische Anzeichen einer Infektion oder Verénderung
der Milchbeschaffenheit, eingestuft.

Fur den Zeitraum der Lammung wurden die Muttertiere in Einzelboxen separiert. Um Ein-
fliisse der Lammer auf die zu untersuchenden Milchproben zu verhindern, wurden diese nach
5 Tagen von den Muttern getrennt. Die gesamte Ziegenherde wurde zweimal taglich in einem
Side by Side Melkstand der Firma GEA Farm Technologien (Bénen, Deutschland) gemolken.

3.1.2 Praxisbetriebe

Uber einen Zeitraum von jeweils drei Wochen wurden Untersuchungen auf zwei Praxisbetrie-
ben durchgefihrt.

Betrieb 1 (Schleswig-Holstein): Es wurden 76 Tiere zuféllig ausgewéhlt und in drei aufei-
nander folgenden Wochen (9., 16., 23.11.2010) beprobt.

Betrieb 2 (Schleswig-Holstein): Hier wurden von 56 Tieren in drei aufeinander folgenden
Wochen (19., 26.4, 3.5.2011) Milchproben gewonnen.

Die Herden bestanden zu unterschiedlichen Teilen sowohl aus Vertretern der Rasse Bunte
sowie Weille Deutsche Edelziege. Alle ausgewahlten Tiere galten als klinisch gesund und
wurden fur den Zeitraum der Probenahme von den Lammern separiert. Beide Ziegenherden
wurden zweimal taglich in einem Side by Side Melkstand gemolken.

3.2 Probenahme und Lagerung

Die Probenahme auf dem Versuchsbetrieb erfolgte wochentlich tGber einen Zeitraum von 38
Wochen unmittelbar vor dem routinemaRigen morgendlichen Melken an einem festen Tag pro
Woche.

Die 1. Probe nach der Lammung wurde innerhalb der ersten 6 Tage gewonnen.

Die ersten drei Strahlen des VVorgemelkes wurden zur Messung der elektrischen Leitféhigkeit,
zwei weitere Strahlen zur Durchfiihrung des California-Mastitis-Tests (Schalmtest) verwen-
det. Die weitere Probenahme erfolgte nach den ,,Leitlinien zur Entnahme von Milchproben
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unter antiseptischen Bedingungen® der Deutschen Veterinarmedizinischen Gesellschaft
(DVG, 2009). Dazu wurden die Euterzitzen mit Rotisol® (70% Ethanol) gereinigt und
Hélftenangfangsgemelksproben (10ml) in sterile Glasréhrchen (ohne Konservierungsmittel)
gemolken. Diese Proben wurden sofort kiihl gelagert und nach Beendigung des Melkens ins
Labor des Institutes flr Sicherheit und Qualitat bei Milch und Fisch des Max-Rubner-Instituts
transportiert. Hier erfolgte die bakteriologische Untersuchung der bei 6°C gekihlten Proben
innerhalb von 30 Stunden nach der Probenahme. Die unmittelbar nach der Lammung ent-
nommenen Proben wurden mit Borséure (Ly 20, Heeschen et al., 1977) konserviert und bis
zur Untersuchung kihl gelagert. Die Dauer zwischen Probenahme und bakteriologischer Un-
tersuchung betrug bei diesen Proben bis zu 7 Tage.

Fur die weitere Identifizierung der KNS und Untersuchung der Streptokokken mittels PCR-
Verfahren wurden bakteriologisch positive Proben in Herz-Hirn-Bouillon angeziichtet (am
MRI) und die Isolate dieser bei -20°C bis zur molekularbiologischen Analyse (vTI, OL) gela-
gert.

Fur die Untersuchung der Milchinhaltsstoffe (Fett, Protein, Laktose) und der zu prifenden
Indikatoren LDH, NAGase, Laktoferrin (LF) und B-Glucuronidase wurde eine groRere
Milchmenge (ca. 50 ml) jeder Euterhalfte in Kunststoffbecher gemolken. Hieraus wurde ali-
quotiert: ca. 30 ml in eine mit dem Konservierungsstoff Bronopol (2-Brom-2-nitropropan-1.3-
diol) vorbereitete Flasche fur die Milchinhaltsstoffe und je 2 ml fur die Bestimmung von
LDH, NAGase, LF und B-Glucuronidase.

Die Proben fur die Milchinhaltsstoffuntersuchungen wurden jeweils am Tag der Probenahme
in das Untersuchungslabor des Landeskontrollverbandes Schleswig-Holstein transportiert. Die
weiteren Aliquote wurden bis zur Analyse bei -20°C gelagert.

Die Beprobung der Praxisbetriebe und die Lagerung der Proben erfolgte nach demselben
Prinzip der wochentlichen Probenahme auf dem Versuchsbetrieb.

3.3 Elektrische Leitfahigkeit

Die elektrische Leitfahigkeit wurde vor Ort unter Verwendung der ersten drei Strahlen des
Vorgemelks und einer automatischen Temperaturkompensation auf 25 °C Standard-
Temperatur mit dem Handmessgerat Mastitron® LF 3000 gemessen. Die ermittelten Mess-
werte wurden in mS cm™ angegeben.

3.4 California-Mastitis-Tests

Der California-Mastitis-Test (CMT) wurde wie folgt durchgefihrt: aus jeder Euterhalfte wur-
de eine definierte Milchmenge direkt in eine Testplatte gemolken und mit dem Testreagenz
Profilac Reagent N® in einem Verhéltnis von 1:1,5 versehen. Durch kreisende Bewegungen
kommt es zu einer Durchmischung der beiden Flissigkeiten und einer Freisetzung von DNA
aus den Zellen. Anhand der auftretenden Schlieren- oder Gelbildung kann eine Zuordnung zu
den Zellzahlklassen vorgenommen werden, wobei hohe Zellzahlen mit einer deutlichen Vis-
kositatsanderung in der Probe korreliert sind. Der Grad der Viskositat wurde dem Niveau 0
(negativ), 1, 2 oder 3 zugeordnet.
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3.5 Zellgehalt

Der Zellgehalt wurde fluoreszenzoptisch im Durchflusszytometer nach der Methode ISO
13366-2:2006 mit dem Gerat Fossomatic 5000 (Foss Electric, Hillerad, DK) am Institut fir
Sicherheit und Qualitat bei Milch und Fisch des Max Rubner-Instituts bestimmt.

3.6 Bakteriologische Untersuchung

Die bakteriologischen Untersuchungen wurden in Anlehnung an die Leitlinien der Deutschen
Veterindrmedizinischen Gesellschaft durchgefuhrt (DVG, 2009). Je Probe wurden 0,05 ml auf
einer Blutagarplatte (Columbia Agar Basis, plus 5 % defibriniertes Schafblut, Oxoid GmbH,
Wesel, DE) ausgespatelt. Nach Inkubation bei 37 °C fiir 24 und 48 Stunden wurden die
Plattten ausgewertet und Mastitiserreger auf Blutagar subkultiviert. Die Reinkulturen wurden
anhand von Koloniemorphologie, Katalase-Reaktion und Gramféarbung vorlaufig identifiziert.
Zur Bestatigung wurden folgende Testverfahren angewendet:

Zur Differenzierung von Koagulase-negativen und Koagulase-positiven (Staphylococcus
(Staph.) aureus) Staphylokokken diente der Koagulase-Test im Rohrchen (BD BBL Koagula-
se Plasma, Kaninchen mit EDTA, Bennex Limited, Shannon, IE). Streptokokken wurden
durch fehlendes Wachstum bei 45 °C von Enterokokken unterschieden. Streptococcus (Strep.)
uberis wurde auf Grund folgender biochemischer Reaktionen identifiziert: S&ureproduktion
und Gerinnung von Lackmusmilch, Sauerung von Inulin und Mannit, Hydrolisierung von
Arginin, Asculin und Hippurat.

Fur Strep. dysgalactiae wurde die Serogruppe mittels Latexidentifizierungstest (Oxoid Ltd.,
Basingstoke, UK) bestimmt. Zur biochemischen Identifizierung wurde das APl Strep System
(bioMérieux, Marcy I"Etoile, FR) verwendet.

Coryneforme Bakterien wurden durch einen positiven Katalase-Test und mikroskopisch an-
hand einer typischen keulenférmigen Zellmorphologie und ggf. Lagerung in V-Form identifi-
ziert.
Die Keimgehalte wurden semiquantitativ entsprechend der Koloniezahl in 0,05 ml bestimmt:
1 =1 bis 5 Kolonien
2 = 6 bis 20 Kolonien
3 =21 bis 50 Kolonien
4 =51 bis 200 Kolonien
5 =>200 Kolonien

Fur die Auswertung wurden Staph. aureus, Strep. uberis und Strep. dysgalactiae als Majorpa-
thogene zusammengefasst.

3.7 Milchinhaltsstoffe

Die Analyse der Milchinhaltstoffe beruht auf dem Routineverfahren zur Bestimmung des
Fett-, Eiweil3- und Laktosegehalts in Milch nach dem infrarotspektroskopischen Verfahren
mit dem MilkoScan FT 6000 und wurde beim Landeskontrollverband Schleswig-Holstein
e.V. (LKV) in Kiel durchgefuhrt.
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3.8 Laktoferrin

Der Laktoferringehalt wurde mit einem kompetitiven Enzymimmunoassay (EIA) unter Ver-
wendung polyklonaler Schafantikorper durchgefiihrt, der an der Universitdt Bonn entwickelt
wurde (Hiss et al., 2008). Die Durchfiihrung erfolgte im Labor des Thiinen-Instituts fir Oko-
logischen Landbau nachdem die Komponenten des EIA hierher Gbergeben wurden und der
Test in diesem Labor etabliert wurde. Der Laktoferringehalt in den Milchproben wurde in pg
ml™ berechnet.

3.9 Laktatdehydrogenase (LDH)

Die Analyse der LDH-AKktivitat der Milchproben erfolgte am Department of Animal Science
der Universitat Aarhus nach der Methode von Larsen (2005). Der Bestimmung liegen die ka-
talytischen Eigenschaften von LDH fiir die Oxidation von L-Lactat zu Pyruvat in Gegenwart
von NAD+ zugrunde. Das resultierende NADH katalysiert die Umsetzung von Resazurin in
das stark fluoreszierende Resorufin, welches fluorometrisch (FLUOstar Galaxy, BMG Lab-
technologies, Offenburg) gemessen wird und mit der tatsdchlichen Menge an LDH in der
Milchprobe korreliert. Die Angabe der LDH-Aktivitat erfolgte in U I™.

3.10 B-Glucuronidase

Die B-Glucuronidaseaktivitat der Milchproben wurde in Kooperation mit dem Department of
Animal Science der Universitat Aarhus mittels einer kinetisch, fluorometrischen Methode
(Larsen & Aulrich, 2012) bestimmt. Die Analyse basiert auf der durch B-Glucuronidase kata-
lysierten Umsetzung von 4-Methylumbelliferyl-B-D-glucuronid in das fluoreszierende Pro-
dukt 4-Methylumbelliferon. Die Angabe der B-Glucuronidaseaktivitat erfolgte in U I,

3.11 N-Acetyl-B-D-Glucosaminidase (NAGase)

Die NAGase-Aktivitat wurde mit einer fluoreszenzspektroskopischen Methode, beschrieben
bei Nogai et al. (1996) am Institut fur Sicherheit und Qualitat bei Milch und Fisch des MRI
bestimmt.

Die Proben wurden mit 4-Methylumbelliferyl-N-Acetyl-beta-D-Glucosaminid inkubiert, das
durch die in den Proben enthaltene NAGase zu dem fluoreszierenden 4- Methylumbelliferon
umgewandelt wird. Die Messung der Fluoreszenz erfolgte mit einem Fluorimeter (Microplate
Fluorimeter, Model 7630, Cambridge Technologies, Watertown, USA). Durch Vergleich mit
Referenzproben, die aus kommerziell erhaltlicher UHT-behandelter Ziegenmilch hergestellt
wurden, wurde die Aktivitat an freigesetztem Methylumbelliferon in nmol min™ mI™ berech-
net.

3.12 Identifizierung koagulase-negativer Staphylokokken (KNS) und Streptokokken

Die im mikrobiologischen Labor des Instituts fir Sicherheit und Qualitat bei Milch und Fisch
(MRI) isolierten und in Herz-Hirn-Bouillon inkubierten Erreger von KNS und Streptokokken
wurden im Weiteren mittels PCR-Verfahren im molekularbiologischen Labor des vTI (OL),
Trenthorst auf Speziesebene identifiziert.

Voraussetzung fur die Durchfuhrung von PCR-Reaktionen ist das Vorliegen von DNA in aus-
reichender Menge und Reinheit. Die DNA-Extraktionen erfolgten nach der modifizierten Me-
thode von Tilsala-Timisjérvi et al. (2000), beschrieben in Aulrich und Barth (2008). Nach
Lyse der Bakterienzellwande mit Mutanolysin und Lysostaphin und nachfolgender Hydrolyse

12



von Proteinen durch Proteinase K wurde die DNA mittels des kommerziell erhdltlichen
,» Tissue-Kits* (Macherey-Nagel, Deutschland) entsprechend der Herstellerangaben weiter
gereinigt. Anschliefend wurde die Menge und Reinheit der isolierten DNA in einem Nano-
Spektrophotometer (NanoDrop ND 2000, Thermo Scientific, USA) im UV-Bereich bei 260
und 280 nm bestimmt.

In allen PCR-Verfahren zur Identifizierung der Staphylokokken (auch koagulase positive)
wurden folgende Referenzstdmme der DSMZ mitgefuhrt: S. aureus subsp. aureus DSM
20231, S. capitis subsp. capitis DSM 20326, S. caprae DSM 20608, S. chromogenes (S.
hyicus subsp. chrom.) DSM 20454, S. cohnii subsp. cohnii DSM 20260, S. epidermidis DSM
20044, S. haemolyticus DSM 20263, S. hominis subsp. hominis DSM 20328, S. hyicus DSM
20459, S. lugdunensis DSM 20345, S. sciuri subsp. sciuri DSM 20322, S. simulans 20316, S.
warneri DSM 20266, S. xylosus DSM 20229, S. saprophyticus subsp. saprophyticus DSM
18669, S. saprophyticus subsp. bovis DSM 4804.

Zur Identifizierung der Staphylococcus Spezies kam anfangs die ITS-PCR (internal transcri-
bed spacer PCR) nach Couto et al. (2001) zum Einsatz, die auf der polymorphen Natur von
Spacer-Sequenzen des 16S-23S Genes beruht. Nach ITS-PCR und Auftrennung der PCR-
Produkte mit Hilfe der Gelelektrophorese wurden charakteristische Bandenmuster fir die ein-
zelnen Spezies erhalten, die jeweils mit den Mustern der Referenzstdimme verglichen wurden.
Weiterhin wurde zur Differenzierung zwischen S. xylosus, S. cohnii und S. saprophyticus, die
mit dieser Methode nicht moglich ist, die PCR-RFLP Analyse (PCR-Restriktions-Fragment-
Langen-Polymorphismus Analyse) des dnaJ Genes (Hitzeschock-protein Hsp 40) angewandt
(Hausschild & Stepanovic, 2008). Hier wurde ein 920 Basenpaare grofRer Abschnitt des dnal-
Genes vervielfaltigt, der anschlieBend jeweils einem Restriktionsverdau mit Xapl und
Bsp1431 unterworfen wurde. Die erhaltenen Fragmente aus dem Restriktionsverdau ergaben
in der Gelelektrophorese charakteristische Bandenmuster fur die einzelnen Staphylococcus
Spezies. Es stellte sich im Verlauf der Untersuchungen heraus, dass die zuletzt genannte Me-
thode fur die in diesem Projekt vorliegenden Proben bessere ldentifizierungsergebnisse er-
brachte als die urspriinglich geplante Methode nach Couto (2001). Daraus folgend wurden
dann alle Proben mit dieser Methode untersucht. Zur Absicherung der Ergebnisse und zur
Speziesbestimmung in Proben, die auch mit dieser Methode nicht sicher vorzunehmen war,
kam die PCR-RFLP Analyse des gap-Genes zur Anwendung, die bei Yugueros et al. (2001)
beschrieben ist. Hier wurde ein 933 bp groRer Abschnitt des gap-Genes vervielfaltigt, der im
Anschluss einem Verdau mit dem Restriktionsenzym Alul unterworfen wurde. Auch hier er-
folgte die Zuordnung zu den Spezies entsprechend der charakteristischen Bandenmuster aus
der Gelelektrophorese nach Abgleich mit den Bandenmustern der Referenzstamme.

Fur die Identifizierung von Streptokokken wurde die PCR-RFLP Analyse ribosomaler DNA
des 16S-23S-Genes angewendet, die bei McDonald et al. (2005) beschrieben ist. Nach Ver-
vielféltigung eines ca. 1500 Basenpaare (bp) groBen DNA-Abschnittes des 16S-23- Genes
wurde dieses durch Zugabe von Restriktionsenzymen (Alul, Haelll, Rsal) in unterschiedlich
grolRe Fragmente gespalten. Die erhaltenen Fragmente wurden in der Gelelektrophorese auf-
getrennt. Das damit erhaltene Bandenmuster ist charakteristisch fir die einzelnen Streptococ-
cus Spezies, von denen auch Referenzstimme Uber den gesamten Prozess von der DNA-
Extraktion, die PCR-RFLP und die Elektrophorese mitgefiihrt wurden. Folgende Referenz-
stdimme, die in der Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ,
Braunschweig) hinterlegt sind, kamen in den Untersuchungen zum Einsatz: Sc. uberis DSM-
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Nummer 20569, Sc. parauberis DSM 6631, Sc. dysgalactiae subsp dysgalactiae DSM 20662,
Sc. agalactiae DSM 2134.

3.13 Euterbonituren

Die 63 Tiere des Versuchsbetriebes wurden im Verlauf der Laktation zu drei festgelegten
Zeitpunkten auf die Zitzenform, -kuppenform und chronische bzw. akute Zitzekondition jeder
Euterhalfte hin untersucht. Die Einteilung der Zitzenform erfolgte auf Grundlage von Grunert
(1990) und unterteilt Zitzen in 7 verschiedene Typen: Normale Form (1), Fleischzitze (2),
Kurzzitze (3), Kegelzitze (4), Bleistiftzitze (5), milchbriichige Zitze (6) und Flaschenzitze (7).
Die Zitzenkuppenform lasst sich fiinf verschiedenen Typen zuordnen; es wurden die runde
Zitze (1), Tellerzitze (2), Trichterzitze (3), Taschenzitze (4) und Spitzzitze (5) unterschieden
(Grunert , 1990). Die chronische Zitzenkondition nach Einteilung von Hansen und Wiesner
(1993) sowie Mein et al. (2001) bewertet den Grad der Hyperkeratosen am Euter. Die Eintei-
lung erfolgte auf einer Skala von 0 (keine Hyperkeratose, glatt), 1 (kleiner weil}er Ring), 2
(groRer weilder Ring), 3 (roter Ring) bis 4 (roter, fransiger Ring). Die akute Zitzenkondition
lasst sich ebenfalls auf einer Werteskala bemessen, die hier allerdings nicht weiter erlgutert
wird, da in allen Féllen ein normaler Zustand und demnach kein Grad einer akuten Hyperke-
ratose festzustellen war.

Weiterhin wurde an jeweils 10 Terminen eine Aufzeichnung der Milchflusskurven mittels
LactoCorder® zur Einschatzung der Kurven-Charakteristika Uber den Laktationsverlauf vor-
genommen, die unter anderem eine Bewertung der Stufigkeit, Angaben Uber das
Gesamtgemelk, Dauer der Plateauphase und Blindmelkzeiten zulésst.

3.14 Brunstbeobachtung

Im Brunstzeitraum wurde eine detaillierte Erhebung zum Einfluss der Brunst auf ausgewéhlte
Variablen der Eutergesundheit durchgefiihrt. Hierzu wurde eine Untergruppe der Herde (je-
weils 10 infizierte und 10 gesunde Ziegen) ausgewahlt, die Brunst mittels ,,Bockeffekt* indu-
ziert und durch Beobachtung der Brunstsymptome bei den Ziegen erfasst. Es erfolgte taglich
in der Morgenmelkzeit eine Entnahme von Milchproben. Diese wurden auf die Zellzahl und
die Enzymaktivitat von LDH bzw. B-Glucuronidase untersucht.

3.15 Statistische Auswertungen

Die statistische Auswertung erfolgte groRtenteils mittels R 2.15.2 (R Core Team, 2012). Da-
bei kamen sowohl Methoden der deskriptiven als auch schlieBenden Statistik zur Anwendung.
Fur die Datenexploration wurden tberwiegend Grafiken verwendet. Mittels ,,Gemischter Ef-
fekte Modelle* wurden die Wirkungen der Variablen: Laktationsnummer, Laktationswoche,
Infektionsstatus und Milchmenge auf die gepriften Indikatoren untersucht (Paket nlme
(Pinheiro et al., 2012)). Die wiederholten Messungen am Einzeltier wurden durch die Zufalls-
variable ,,Halfte innerhalb Ziege“ und die Abhédngigkeit der aufeinanderfolgenden Messungen
durch die Kovarianzstruktur AR(1) berucksichtigt. Teilbereiche, die bereits Eingang in andere
Arbeiten gefunden haben (Stuhr et al., in press, Koterwa, 2012) verwendeten das Programm-
paket SPSS fiir Windows® in verschiedenen Versionen.
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4 Ergebnisse
4.1 Untersuchungen auf dem Versuchsbetrieb

4.1.1 Infektionsstatus der Herde

In zwei Dritteln der 4663 bakteriologisch untersuchten Proben wurden keine Erreger nachge-
wiesen (Tab. 3). Am hé&ufigsten traten koagulase-negative Staphylokokken (KNS) sowie co-
ryneforme Bakterien auf.

Tab. 3: Haufigkeit der Befunde aller bakteriologisch untersuchten Milchproben

Bakteriologischer Befund Anzahl %
ohne 3158 67,7
Koagulase-negative Staphylokokken 620 13,3
Coryneforme Bakterien 535 11,5
Staphylococcus aureus 104 2,2
Streptococcus dysgalactiae 36 0,8
Streptococcus uberis 31 0,7
Kontaminierte Proben 179 3,8
Summe 4663 100,0

Staphylococcus aureus, Streptococcus dysgalactiae und Streptococcus uberis wurden fir die
weiteren Betrachtungen und Auswertungen als Majorpathogene zusammengefasst, da die An-
zahl positiver Befunde der einzelnen Spezies zu gering war fir statistische Auswertungen.
Nach der Bewertung der Befunde entsprechend der Empfehlungen der DVG (2009), nach der
ein Befund dann als positiv gewertet wird, wenn in 2 von 3 aufeinanderfolgenden Proben der
gleiche Erreger nachgewiesen wurde, blieb die Rangfolge KNS/ Coryneforme/ Majorpatho-
gene erhalten. Die KNS und coryneformen Bakterien verteilten sich dabei gegenlaufig auf die
Position der Euterhé&lften. Dies war bei den Majorpathogenen nicht der Fall (Tab. 4).

Tab. 4: Haufigkeitsverteilung der Erregerbefunde auf die Position der Euterhélfte

Links Rechts Gesamt
Bakteriologischer Befund Anzahl % Anzahl % Anzahl %
ohne 1735 50,1 1730 49,9 3465 74,2
Koagulase-negative Staphylokokken 321 60,7 208 39,3 529 11,3
Coryneforme Bakterien 190 37,4 318 62,6 508 10,9
Majorpathogene 88 53,3 77 46,7 165 3,6

Fur die Auswirkung der Infektion auf die Milchzusammensetzung ist auch die Persistenz der
Erreger im Euter von Bedeutung. Wurden die Ziegen im Hinblick auf den wiederholten
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Nachweis des gleichen Erregers bzw. der Erregergruppe analysiert, so zeigte sich, dass von
den 63 untersuchten Ziegen 32 mindestens auf einer Euterhélfte wenigstens 10mal in der ge-
samten Laktation den gleichen Befund aufwiesen. Somit konnen Uber die Halfte der Tiere als
nachhaltig infiziert bezeichnet werden. Majorpathogene wurden dabei bei funf Ziegen (8%)
so oft wiederholt gefunden.

22 Ziegen (35%) wiesen keinerlei bakteriologischen Befund (Einstufung: 2 aus 3 aufeinan-
derfolgende Proben) aus und wurden deshalb fur die Beschreibung des physiologisch
eutergesunden Zustandes herangezogen.

4.1.2 Einfluss des Infektionsstatus auf die untersuchten Indikatoren

Die bakteriologische Untersuchung und die darauffolgende Zuordnung zu den vier Infektions-
stadien (ohne bakteriologischen Befund (0.b.B.), KNS, Coryneforme, Majorpathogene; Kapi-
tel 4.1.1) war die Grundlage fur die in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse.

Die graphische Analyse der Daten lber die Gesamtlaktation erbrachte keine Unterschiede
zum Einfluss des bakteriologischen Status der Euterhalften auf die Zellzahl und auf die elekt-
rische Leitfahigkeit, dargestellt als Boxplots (Abb. 1).
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Abb. 1: Boxplots der Indikatoren Zellzahl (logarithmiert) und Leitféhigkeit in Abhangigkeit
vom Ergebnis der bakteriologischen Untersuchung

Die Gehalte der Milchinhaltsstoffe Fett, Protein und Laktose, aber auch die Milchmenge in
eutergesunden Halften unterschieden sich in der graphischen Analyse ber die Gesamtlaktati-
on nicht von den Gehalten in infizierten Euterhdlften (Abb. 2).
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In der graphischen Analyse der Abh&ngigkeit des Gehalts an Laktoferrin und der Aktivitaten
von LDH, B-Glucuronidase und NAGase in der Gesamtlaktation vom bakteriologischen Sta-
tus werden Tendenzen zu hoheren Gehalten bzw. Aktivitaten bei mit Majorpathogenen infi-
zierten Euterhélften sichtbar.

4.1.3 Einflussfaktoren auf die untersuchten Indikatoren

Da eine Einschatzung des Eutergesundheitsstatus nach Auswertung der Daten der Gesamtlak-
tation mit den untersuchten Indikatoren nicht erfolgreich war, wurden maégliche Einflussfakto-
ren auf die Indikatoren mit Hilfe der ,,gemischte Effekte Modelle mit Messwertwiederholung*
gepruft. Einbezogen wurden die Laktationsnummer, das Laktationsstadium (Laktationswo-
che), die Milchmenge und der jeweilige Infektionsstatus (Tab. 5).

Tab. 5: Statistisch sicherbare Effekte auf die untersuchten Indikatoren (Angabe der in den Mo-
dellen ermittelten Signifikanzniveaus p)

Indikator

Einflussfaktor Zellzahl  Elektrische  Laktoferrin LDH  p-Glucuronidase = NAGase

Leitfahigkeit
Laktationsnummer <0,001 <0,05 <0,001 n.s. <0,001 n.s.
Laktationswoche <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 n.s. <0,001
Mittlere Milchmen-  <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
ge
negative vs. KNS <0,001 n.s. <0,001 <0,05 <0,01 n.s.
negative vs. Cory- <0,001 n.s. <0,001 <0,001 <0,001 n.s.
neforme Bakterien
negative vs. Major- <0,001 n.s. <0,001 <0,001 <0,01 n.s.
pathogene
negative vs. wech- <0,001 n.s. <0,001 <0,01 <0,01 n.s.

selnde Befunde

Weiterhin wurde geprift, ob es durch die Einbeziehung der Hélftendifferenzen in die ,,ge-
mischte Effekte Modelle* zu Verénderungen der Effekte der untersuchten Einflussfaktoren
auf die Indikatoren kommt (Tab. 6). Verdnderungen wurden fur den Indikator NAGase statis-
tisch gesichert.

Die Abhéngigkeit der Zellzahl (ZZ) vom bakteriologischen Status Uber den Laktationsverlauf
ist in Abbildung 4 dargestellt. Die ZZ in Euterhdlften ohne bakteriologischen Befund (negati-
ve) war signifikant niedriger (p<0,001) als in infizierten Halften. Die héchsten ZZ wurden in
mit Majorpathogenen infizierten Euterhalften gemessen, gefolgt von mit Corynebakterien und
KNS infizierten Halften. Die ZZ war signifikant von der Laktationswoche und der Laktati-
onsnummer beeinflusst (p<0,001) ebenso wie von der mittleren Milchmenge (Tab. 5,6).
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Tab. 6: Statistisch sicherbare Effekte auf die untersuchten Indikatoren (Angabe der in den Mo-
dellen ermittelten Signifikanzniveaus p) unter Bertcksichtigung der Hélftendifferenzen

Indikator
Einflussfaktor Zellzahl Elektrische Laktoferrin LDH  B-Glucuronidase NAGase
Leitfahigkeit

Laktationsnummer <0,001 <0,001 <0,001 n.s. <0,001 n.s.
Laktationswoche <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 n.s. <0,001
Mittlere Milchmenge <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
negative vs. KNS <0,001 n.s. <0,001 <0,05 <0,01 <0,01
negative vs. Coryne- <0,001 n.s. <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
forme Bakterien
negative vs. Major- <0,001 n.s. <0,001 <0,001 <0,01 <0,05
pathogene
negative vs. wech- <0,001 n.s. <0,001 <0,05 <0,01 <0,05
selnde Befunde
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Abb. 4: Mittelwertverlaufe fur die Zellzahl (logarithmiert) Gber die Laktation in Abhangigkeit
vom bakteriologischen Befund (bewertet fur die gesamte Laktation)

Die elektrische Leitfahigkeit (eLF) eutergesunder Halften unterschied sich nicht signifikant
von der infizierter Halften, unabhangig von der Erregergruppe. Die eLF wurde aber signifi-
kant von der Laktationwoche (p<0,001), der Laktationsnummer (p<0,05) und der mittleren
Milchmenge (p<0,001) beeinflusst (Tab. 5,6).

Die Milchinhaltsstoffe Fett, Protein und Laktose wurden signifikant von der Laktationswoche
beeinflusst. Die Laktationsnummer hatte nur auf die Laktose einen signifikanten (p<0,001)
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Einfluss. Der Einfluss der mittleren Milchmenge konnte fir alle Milchinhaltsstoffe abgesi-
chert werden (p<0,001).

Der Laktorferringehalt (LF) in eutergesunden Halften war signifikant geringer (p<0,001) als
in Halften, die mit KNS, Coynebakterien und Majorpathogenen infiziert waren, was in Abbil-
dung 5 auch sehr deutlich wird. Der LF wurde sowohl von der Laktationsnummer als auch der
—woche und der mittleren Milchmenge signifikant (p<0,001) beeinflusst (Tab. 5,6).
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Abb. 5: Mittelwertverlaufe fir den Gehalt an Laktoferrin (logarithmiert) Gber die Laktation in
Abhéangigkeit vom bakteriologischen Befund (bewertet fur die gesamte Laktation)

Die LDH-AKktivitdaten waren signifikant vom Eutergesundheitsstatus beeinflusst (Abb. 6). Al-
lerdings unterschieden sich mit KNS infizierte Euterhélften deutlich weniger von gesunden
Hélften (p<0,05) als mit Corynebakterien und Majorpathogenen infizierte Euterhélften
(p<0,001). Ein Einfluss der Laktationsnummer auf die LDH-Aktivitaten konnte nicht festge-
stellt werden, wohingegen die Laktationswoche und die mittlere Milchmenge einen signifi-
kanten Einfluss ausibten (p<0,001, Tab. 5,6).
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Abb. 6: Mittelwertverlaufe flr die LDH-AKktivitat (logarithmiert) Gber die Laktation in Abhan-
gigkeit vom bakteriologischen Befund (bewertet flr die gesamte Laktation)
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Abb. 7: Mittelwertverlaufe fir die p-Glucuronidase-Aktivitat (logarithmiert) Uber die Laktati-
on in Abhéangigkeit vom bakteriologischen Befund (bewertet fiir die gesamte Laktation)

Der bakteriologische Status der Euterhalften hatte einen Einfluss auf die Aktivitat an B-
Glucuronidase. Bakteriologisch negative Halften wiesen tiber die gesamte Laktation geringere
Aktivitdten auf, wie gut aus Abbildung 7 deutlich wird. Euterhdlften mit KNS- und
Majorpathogennachweis unterschieden sich auf einem niedrigeren Signifikanzniveau (p<0,01)
von gesunden Hélften als mit Coynebakterien infizierte (p<0,001). Eine Abhéngigkeit der
B-Glucuronidaseaktivitaten von der Laktationswoche konnte nicht nachgewiesen werden, da-
gegen aber von der Laktationsnummer und der mittleren Milchmenge (p<0,001, Tab. 5,6).

Die NAGase-Aktivitat in Euterhalften, die mit KNS oder Corynebakterien infiziert waren,
unterschied sich nicht signifikant von Hélften ohne bakteriologischen Befund. Halften mit
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Majorpathogennachweis wiesen tendentiell hohere NAGase-Aktivitaten auf als gesunde Eu-
terhélften (p=0,033)(Abb.8). Die NAGase-Aktivitat wurde von der Laktationswoche und der
mittleren Milchmenge beeinflusst (p<0,001), jedoch nicht von der Laktationsnummer (Tab.
5). Unter Einbeziehung der Halftendifferenzen in die ,,gemischte Effekte Modelle* konnten
statistisch signifikante Unterschiede in den NAGase-Aktivitaten in Euterhélften ohne bakteri-
ologischen Befund und infizierten Hélften festgestellt werden (Tab. 6).

Die mittleren Milchmengen wurden durch den bakteriologischen Status nicht signifikant be-
einflusst.
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Abb. 8: Mittelwertverlaufe fur die NAGase-Aktivitat (logarithmiert) Uber die Laktation in Ab-
hangigkeit vom bakteriologischen Befund (bewertet flr die gesamte Laktation)
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Abb. 9: Mittelwertverlaufe fur die Milchmenge Uber die Laktation in Abhangigkeit vom bakte-
riologischen Befund (bewertet fir die gesamte Laktation)
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4.1.4 \Weitere Einflussfaktoren auf die untersuchten Indikatoren

4.1.4.1 Brunst

Dass die Zellzahl von der Brunst beeinflusst ist, wird aus Abbildung 10 deutlich. Tag ,,Null*
kennzeichnet die beobachtete Brunst. Zwei Tage vor der Brunst wurde ein drastischer Anstieg
der Zellzahl gemessen.
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Abb. 10: Zellzahlverlauf im Brunstzyklus

Die Brunst beeinflusst nicht nur die Zellzahl sondern auch die Aktivitét der Laktatdehydroge-
nase und der B-Glucuronidase in der Milch der Ziegen. Dies ergab ein in die Gesamtstudie
integrierter Versuch. Am vorletzten und letzten Tag vor der Hochbrunst, die durch deutlich
sichtbare Symptome gekennzeichnet war, stiegen neben der Zellzahl auch die Enzymaktivita-
ten signifikant an. Dies betraf sowohl die eutergesunden als auch die intramammar infizierten
Ziegen. Effekte der Erreger (koagulase-negative Staphylokokken bzw. Majorpathogene) auf
die Auspragung dieser Anstiege lassen sich aufgrund der kleinen Stichprobe (jeweils 5 Tiere
je Gruppe) nur vermuten (Abb. 11).

Bei allen drei Indikatoren zeigte sich nach Erreichen des Maximums ein unmittelbarer Abfall
der gemessenen Werte. Dies deutet auf einen direkten Zusammenhang zur Ovulation hin.
Bisher fehlen jedoch Untersuchungen zu dieser Verbindung zwischen Fruchtbarkeitsgesche-
hen und Milchqualitat.
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Abb. 11: Anderung der LDH-AKktivitat im Brunstverlauf in Abhdngigkeit vom Infektionsstatus.
Die Hochbrunst ist durch den Tag 0 gekennzeichnet (nach Koterwa, 2012)

4.1.4.2 Melkbarkeit

Zwischen der Melkbarkeit der Tiere und dem Eutergesundheitsstatus lieRen sich keine eindeu-
tigen Beziehungen herstellen. Lediglich beim héchsten Milchfluss — ein Indikator fir die
Leichtmelkigkeit der Tiere — deuten sich leichte Unterschiede in Abhéngigkeit vom Infekti-
onsstatus an (Abb. 12).

(=
™
B o
|
[Te) | o
= = R =
£ |
£ e ; —_—
je)] 1
=, 1
- |
3 -
]
T o | i
L] ~
=
)
B
£
o
QO
Ir w2 |
o
o i i i
2 - - -
T T T T
Coryneforme KNS Majorpathogene o.b.B.

Bakteriologischer Befund
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4.1.4.3 Zitzenkondition

Die Kondition der Zitzen war in einem guten Zustand. Bei 18% der bonitierten Zitzen zeigte
sich ein grofRer z. T. fransiger weil3er Ring, der auf eine stérkere Belastung des Zitzengewebes
hinwies. Akute Veranderungen wie Ringbildung und Einschnirungen konnten sogar nur in
2% der Félle beobachtet werden.

Aufgrund der Haufigkeitsverteilung der Infektionsnachweise bezogen auf die Beurteilung der
chronischen Zitzenkondition ergab sich kein Hinweis, dass beide in dieser Herde im Zusam-
menhang stehen.

4.1.5 Erregerdifferenzierung mittels PCR

Insgesamt 790 der in der bakteriologischen Untersuchung positiv getesteten Proben wurden
mittels PCR differenziert, wobei bei 28 Proben kein Nachweis mdglich war (Tab. 7). Staphy-
lococcus epidermidis war der am haufigsten nachgewiesene Erreger (29% aller differenzierten
Proben), gefolgt von Staphylococcus warneri (21%) und Staphylococcus aureus (13 %). Co-
ryneforme Keime wurden nicht per PCR differenziert.

Tab. 7: Haufigkeitsverteilung der Erreger, die mittels PCR weiter differenziert wurden

Befund der ,,klassischen® bakteriologischen Untersuchung

PCR-Befund Str. dysgalactiae  Str. uberis S.aureus KNS Summe
Ohne 4 4 0 20 28
S. epidermidis 1 227 228
S. xylosus 25 25
S. simulans 85 85
S. caprae 75 75
S. sciuri 2 2
S. haemolyticus 5 5
S. warneri 165 165
S. capitis 3 3
S. equorum 9 9
S. cohnii urealyticus 3 3
S. aureus 103 103
Str. dysgalactiae 29 1 30
Str. uberis 3 26 29
Summe 36 31 104 619 790

Bezogen auf die Ziegen zeigte sich, dass bei 17 Ziegen Uber die gesamte Laktation haufig
(>10 Proben) der gleiche Erreger nachgewiesen werden konnte.

Erreger Auftreten bei ... Tieren
S. aureus: 3
S. epidermidis: 5
S. warneri: 5
S. simulans: 3
S. caprae: 2
Str. dysgalactiae: 1
Str. uberis: 1

Zum Teil traten verschiedene Erreger wiederholt beim gleichen Tier auf.
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Aufgrund der geringen StichprobengréRe verbieten sich weitergehende statistische Analysen.
Die grafische Darstellung der Indikator-Variablen bezogen auf die wesentlichen nachgewie-
senen Staphylokokken, deutet jedoch darauf hin, dass verschiedene Staphylokokken-Spezies
auch unterschiedliche Reaktionen beim infizierten Tier hervorrufen (Abb. 13). Staphylococ-
cus epidermidis scheint demnach am wenigsten zu Verénderungen zu fiihren. Hier sind drin-
gend weitere Untersuchungen angeraten.

10000

1000
t
§0
@
=

Beta-Glucuronidase [LUL]

Zelizan [1000;

10

100 200

S0

T+
|
IIX

4
20
|
|

Lactalemin fugimi.

] 10

T

S aureus S caprae 5 epidormidis 5 simuians S warmer 5 aureus § caprae S epidermedis 5 simul lans S warmnefi

Erreger Ereger

Abb. 13: Boxplots der Indikatorvariablen Zellzahl, B-Glucuronidase, Laktatdehydrogenase
(LDH) und Laktoferrin in Abh&ngigkeit von der mittels PCR ermittelten Staphylokok-
ken-Spezies (Datengrundlage: alle Tiere, bei denen diese Spezies nachgewiesen wurden:
S. aureus n=9, S. caprae n=16, S. epidermidis n=23, S. simulans n=7; S. warneri n=29)

4.1.6 Grenzwertfindung

Bisher fehlen Aussagen zu geeigneten Schwellenwerten flr die untersuchten Indikatoren
(ausgenommen: Zellzahl) mit deren Hilfe eutergesundheitsgestorte Euterhalften erkannt wer-
den konnen. Ausgehend von den 22 Ziegen, die wahrend der gesamten Laktation nicht
intramammar infiziert waren, wurden deshalb erste Grenzwerte definiert. Hierflir wurden die
Perzentile der ,,gesunden Gruppe fir die untersuchten Indikatoren ermittelt. Um die grofl3en
Schwankungsbreiten der Messwerte, die auch bei den nicht infizierten Tieren auftraten (Abb.
14) zu beriicksichtigen, wurde der Grenzwert so festgelegt, dass 90% der gesunden Tiere un-
ter diesem Wert lagen (90%-Perzentil, Tab. 8). Die Auswirkungen des Laktationsstadiums
wurden so einbezogen, dass flr den Bereich bis zur 10. Laktationswoche und fur das Laktati-
ons-ende getrennte Grenzwerte ermittelt wurden. Da aus den Praxisbetrieben, anhand derer
die Prifung der Grenzwerte anschlieRend erfolgen sollte, nur die Information tber das Lakta-
tionsstadium, aber nicht Uber die Laktationsnummer der untersuchten Tiere zur Verfigung
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stand, wurde die Laktationsnummer nicht in die Grenzwertfindung einbezogen. Die gleiche
Form der Grenzwertfindung wurde auch bei der Bewertung der Hélftendifferenzen angewandt
(Tab. 9).
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Abb. 14: Mittlerer Messwertverlauf Uber die Laktation von 22 eutergesunden Milchziegen
(Schatten: 95%-Konfidenzintervall)

Die enormen Unterschiede in den Grenzwerten (Tab. 8), die fir den Beginn der Laktation und
fur das Ende der Laktation festgelegt wurden, verdeutlichen die Notwendigkeit dieser diffe-
renzierten Betrachtung im Verlauf der Laktation. Im Weiteren wurde gepruft, ob unter Einbe-
ziehung der Halftendifferenzen andere Grenzwerte fir die einzelnen Indikatoren erhalten
werden (Tab. 9). Der Vergleich der Daten von Tabelle 8 und 9 zeigt, dass es zu keinen Ver-
anderungen der Grenzwerte durch Betrachtung der Halftendifferenzen kommt.

Tab. 8: Grenzwerte der Indikatoren (90 % Perzentil eutergesunder Tiere)

Grenzwerte (90 % Perzentil) der Indikatoren

Indikator Laktationsbeginn Laktationsende
(2.-10. Woche) (25.-38. Woche)
Zellzahl [1.000/mL] 361 3.682
NAGase [umol/mL/min] 3,3 3,6
Laktoferrin [ug/mL] 13,0 110,8
B-Glucuronidase [U/L] 66,1 166,7
Laktatdehydrogenase [U/L] 6,5 28,2
Leitfahigkeit [mS/cm] 7,7 7,9
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Tab. 9: Halftendifferenzen-Grenzwerte der Indikatoren (90 % Perzentil) eutergesunder Tiere

Grenzwerte (90 % Perzentil) der Indikatoren

Indikator Laktationsbeginn Laktationsende
(2.-10. Woche) (25.-38. Woche)
Zellzahl [1.000/mL] 357 3.678
NAGase [umol/mL/min] 3,2 3,6
Laktoferrin [ug/mL] 12,8 110,5
B-Glucuronidase [U/L] 66,1 166,6
Laktatdehydrogenase [U/L] 6,1 27,8
Leitfahigkeit [mS/cm] 3,2 3,4

4.2 Praxisbetriebe

4.2.1 Infektionsstatus der Praxisbetriebe

Hinsichtlich der nachgewiesenen Erreger unterscheiden sich sowohl die Praxisbetriebe unter-
einander als auch diese Betriebe und der Versuchsbetrieb (Tab. 10). Auch die Differenzie-
rung mittels PCR zeigte Unterschiede auf (Tab. 11). Erstaunlicherweise wurden bei den Pra-
xisbetrieben keine Proben gefunden, welche die im Versuchsbetrieb sehr bedeutsamen Erre-
ger (S. epidermidis; S. warneri) enthielten. Auch S. simulans wurde nur in einem der beiden
Praxisbetriebe nachgewiesen und war auf Betrieb 1 die am haufigsten nachgewiesene Staphy-
lokokken-Spezies. Auf Betrieb 2 wurden dagegen am héufigsten Infektionen mit S. caprae
und S. aureus nachgewiesen. Weitere Untersuchungen in einer gréReren Zahl Praxisbetriebe
kdnnten abkléaren, wodurch die unterschiedlichen Erregerspektren bedingt sind.

Tab. 10: Infektionsstatus der untersuchten Euterhalften in den Praxisbetrieben (Resultate ba-
sierend auf der 2 aus 3 Regel, DVG 2009)

Betrieb 1 Betrieb 2

Bakteriologischer Befund Anzahl % Anzahl %
0.b.B. 98 82 137 90
Koagulase-negative Staphylokokken 18 15 5 3
Coryneforme Bakterien 1 1 1 1
Staphylococcus aureus 1 1 4 3
Nicht auswertbar 1 1 5 3
Summe 119 152
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Tab. 11: Haufigkeitsverteilung der mittels PCR nachgewiesenen Staphylokokken-Spezies bezo-
gen auf alle untersuchten Proben

Staphylokokken-Spezies Betrieb 1  Betrieb 2

S. epidermidis - -
S. xylosus - 3
S. simulans 24 -
S. caprae 23 9
S. sciuri - -
S. haemolyticus - -
S. warneri - -
S. capitis - -
S. equorum 3 3
S. cohnii urealyticus 3 -
S. chromogenes - 3
S. aureus 3 13
Proben gesamt 56 31

4.2.2 Indikatoren auf den Praxisbetrieben

Das Laktationsstadium hat bedeutsame Auswirkungen auf die untersuchten Indikatoren. Dies
zeigt sich auch bei der Gegenuberstellung der Ergebnisse aus den beiden Praxisbetrieben,
deren Herden sich in unterschiedlichen Laktationsstadien befanden. Bis auf LDH und die
elektrische Leitfahigkeit liegen die Werte aller gepriften Variablen bei Betrieb 2 (Spatlaktati-
on) deutlich Gber den Werten von Betrieb 1. Bemerkenswert ist der geringe Zellgehalt auf
Betrieb 2, obwohl die Beprobung hier zum Ende der Laktation stattfand.

4.2.3 Prufung der Indikatoren auf den Praxisbetrieben

Die Grenzwerte der Indikatoren (Tab. 8), die auf der Festlegung beruhen, dass 90 % aller
gesunden Tiere auf dem Versuchsbetrieb erkannt werden, wurden nun an den Daten der Pra-
xisbetriebe gepruft.

Die Bewertung erfolgte anhand der Sensitivitat und der Spezifitat der einzelnen Indikatoren.
Die Sensitivitat steht fir die Anzahl ,echt positiver* Befunde, d.h. wie viel euterinfizierte
Tiere werden mit Hilfe des einzelnen Indikators erkannt.

Die Spezifitat ist ein Ausdruck fir die Anzahl ,,echt negativer” Befunde, steht also dafur, wie
viel eutergesunde Tiere mit dem entsprechenden Indikator erkannt werden.

Es wird deutlich, dass keiner der getesteten Indikatoren ausreichend sensitiv ist. Auch die
Einbeziehung der Halftendifferenzen fihrt nicht zur Verbesserung der Testergebnisse. Als
weiteren Faktor zur Einschdtzung der Gilte der getesteten Indikatoren wurde die Erkennung
mit S. aureus infizierter Euterhalften einbezogen. Es zeigt sich, dass zu Laktationsbeginn alle
mit S. aureus infizierten Euter tber den Indikator B-Glucuronidase oder den Indikator Zell-
zahl erkannt werden. Zum Laktationsende konnten 8 der 12 S. aureus-positiven Euterhélften
mit Hilfe des Indikators p-Glucuronidase erkannt werden.
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Tab. 12: Deskriptive Statistik der untersuchten Praxisbetriebe

Variable Mittelwert SD Median  Min Max
Praxisbetrieb 1
Laktationstage 48 13 50 14 70
Fett [%] 1,21 0,83 1,00 0,30 5,88
Protein [%] 2,72 0,40 2,66 1,88 7,03
Laktose [%] 4,33 0,32 4,36 2,12 5,26
Leitfahigkeit [mS/cm] 7,6 0,5 7,7 59 9,2
LDH [U/L] 6,04 11,82 2,33 0,43  106,8
NAGase [umol/mL/min] 0,94 2,09 0,43 0 26,97
B-Glucuronidase  [U/L] 80,04 128,6 38,90 0,30 1323
Laktoferrin [g/mL] 8,99 0,18 3,10 0,18 161,7
Zellzahl [1.000/mL] 1438 3529 260 16 27920
Praxisbetrieb 2

Laktationstage 287 8 288 264 302
Fett [%] 3,77 0,87 3,72 1,99 7,49
Protein [%0] 3,52 0,37 3,50 2,61 4,85
Laktose [%0] 4,37 0,23 4,37 3,78 4,83
Leitfahigkeit [mS/cm] 6,8 0,5 6,8 5,6 8,4
LDH [U/L] 4,09 5,24 2,92 0,33 85,5
NAGase [umol/mL/min] 1,28 1,42 0,93 0 14,76
B-Glucuronidase  [U/L] 76,05 77,38 59,40 5,8 1266
Laktoferrin [mg/mL] 28,42 28,55 19,36 2,24 254
Zellzahl [1.000/mL] 728 1537 290 29 19510

Tab. 13: Aussageféhigkeit der Indikator-Grenzwerte (absolut/Halftendifferenzen) zu Laktati-

onsbeginn
Indikator Sensitivitat [%] Spezifitat [%] S. aureus [n=3]
Zellzahl 73/55 70/88 3/3
NAGase 10/20 97/98 2/1
Laktoferrin 32/12 86/97 3/0
B-Glucuronidase 48/30 74/93 3/3
Laktatdehydrogenase 43/20 83/96 3/0
Leitfahigkeit 47/0 54/100 1/0

Proben: 273 negative / 54 KNS / 3 Coryneforme / 3 S. aureus

30



Tab. 14: Aussagefahigkeit der Indikator-Grenzwerte (absolut/Halftendifferenzen) zu Laktati-

onsende
Indikator Sensitivitat [%] Spezifitat [%] S. aureus [n=12]
Zellzahl 27/23 98/99 7/6
NAGase 10/3 96/96 3/1
Laktoferrin 23/17 97/100 7/5
B-Glucuronidase 40/40 100/100 8/8
Laktatdehydrogenase 717 100/100 212
Leitfahigkeit 0/0 99/100 0/0

Proben: 402 negative / 15 KNS / 3 Coryneforme / 12 S. aureus

5 Diskussion der Ergebnisse

Die Infektionsrate der Ziegenherde des Versuchsbetriebes liegt mit 33,3% auf dem in der Li-
teratur beschriebenen Niveau (Hall & Rycroft, 2007). Die haufigsten nachgewiesenen Erreger
gehoren zur Gruppe der koagulase-negativen Staphylokokken (13,3 % aller Proben bzw. 40%
der infizierten Proben) wie auch in anderen Arbeiten (Contreras et a., 2003, 2007; Leitner et
al., 2008) beschrieben. Der hohe Anteil positiver Corynebakterien-Nachweise mit 34,5 %
aller Infektionen ist auch in der jiungeren Literatur beispielsweise durch Hall & Rycroft (2007)
beschrieben, die 31 % aller Infektionen mit coryneformen Bakterien nachwiesen. Dieser Erre-
gergruppe wurde in vielen Untersuchungen keine weitere Beachtung geschenkt da sie als
»,hormale” Besiedler des Euters angesehen wurden. Wir haben uns aufgrund des haufigen
Auftretens dieser Erregergruppe entschieden, genauer zu untersuchen, welche Auswirkungen
sie denn wirklich auf die untersuchten Indikatoren haben und ob Coryneforme damit nicht
doch eine grolere Rolle fiir die Bewertung des Eutergesundheitsstatus erfahren sollten.

Innerhalb der Gruppe der KNS war S. epidermidis der am h&ufigsten nachgewiesene Erreger
(29 %), gefolgt von S. warneri (21 %). Weitaus weniger haufig wurden S. simulans (11 %)
und S. caprae (9,5 %) nachgewiesen. Die Literaturdaten zeigen differenzierte Befunde, so
fanden Koop et al. (2012) S. epidermidis, S. caprae, S. simulans und S. xylosus als die am
hé&ufigsten vorkommenden Erreger, wobei von den Autoren auch darauf hingewiesen wird,
dass die Verteilung in den einzelnen Herden sich sehr unterscheidet. Onni et al. (2012) wiesen
ebenso S. epidermidis am haufigsten nach (37 %) gefolgt von S. caprae (31 %). Wichtig ist an
dieser Stelle, darauf hinzuweisen, dass die Befunde in der Literatur nicht immer mit den glei-
chen Methoden erzielt wurden und darauf gewisse Unterschiede zuriickzuftihren sind. Diffe-
renzen sind durchaus gegeben, wenn zum einen biochemische Test verwendet werden oder
molekularbiologische Methoden zur Speziesidentifizierung herangezogen werden und auch
hier sollte man kritisch hinterfragen.

Im Ergebnis der bakteriologischen Untersuchung waren 22 Tiere der Herde tiber die gesamte
Laktation als eutergesund einzustufen. Diese 22 Tiere bildeten die Grundlage fur alle weiteren
Auswertungen und Tests, sie wurden flr die Beschreibung des eutergesunden Zustandes her-
angezogen. So wurden dann als erstes die Daten aller zu priifenden Indikatoren der Gesamt-
laktation in der graphischen Analyse in Abhéangigkeit zu einer der vier Infektionsgruppen
(ohne bakteriologischen Befund, KNS, Coryneforme, Majorpathogene) geprift. Die Abbil-
dungen 1 bis 3 zeigen, dass durch die Analyse der Daten der Gesamtlaktation keiner der ge-
priiften Indikatoren zwischen den bakteriologischen Befunden differenzieren kann. Mdgliche
Einflussfaktoren, die auch in der Literatur beschrieben sind, auf die untersuchten Indikatoren
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wurden in der weiteren Analyse der Daten berucksichtigt. Dies waren die Laktationsnummer
(far Zellzahl: Dulin et al., 1983; Paape et al., 2007), das Laktationsstadium (fur Indikator
Zellzahl: Luengo et al., 2004; Moroni et al., 2005), aber auch die Milchmenge und der Infek-
tionsstatus. In der Literatur liegt bislang keine Arbeit vor, die alle Einflussfaktoren auf die
von uns untersuchten Indikatoren untersucht hat. Deshalb sind in den Abbildungen 4 bis 8 die
Mittelwertverlaufe der untersuchten Indikatoren in Abhéngigkeit vom Infektionsstatus gra-
phisch dargestellt. Deutlich wird aus unseren Untersuchungen, dass alle Indikatoren von der
Laktationswoche abhangig sind bis auf B-Glucuronidase. VVon der Laktationsnummer unbe-
einflusst waren LDH und NAGase. Es zeigt sich aber auch, dass NAGase in unseren Untersu-
chungen als deutlich schlechter zu bewerten ist als in den Arbeiten von Leitner et al. (2004b)
beschrieben. Als weiterer Faktor, der z.B. den Indikator Zellzahl beeinflussen kann, wurde
die Brunst beschrieben (u.a. Moroni et al., 2007; Barth & Aulrich, 2007). Unsere Untersu-
chungen zeigen einen deutlichen Einfluss der Brunst auf die Zellgehalte. Der Einfluss der
Brunst auf LDH- und B-Glucuronidaseaktivitaten, der an einer kleinen Stichprobe getestet
wurde, zeigt sich unbeeinflusst vom Infektionsstatus. Ob sich dies bestatigt, miisste an einer
groReren Stichprobe Uberprift werden, zumal auch keine Vergleichsdaten aus der Literatur
dazu vorliegen.

Die Untersuchungen zur Melkbarkeit erbrachten keine eindeutigen Ergebnisse. Beim hdchs-
ten Milchfluss, als ein Indikator fir die Leichtmelkigkeit der Tiere, zeichnen sich Tendenzen
zu hoheren Werten bei mit KNS und Majorpathogen infizierten Hélften ab. Dies konnte da-
rauf zuriickzufiihren sein, dass Bakterien leichter in das Euter eindringen kdnnen, wenn der
Strickanal geweitet ist. Um belastbare Aussagen zu diesem Fakt zu treffen, mussten gréfere
Stichproben analysiert werden.

Auch die Beurteilung der Zitzenkondition in Abhéngigkeit vom Infektionsstatus erbrachte
keine signifikanten Zusammenhénge.

Um zu prifen, ob sich die verschiedenen Spezies der KNS, die in der Herde nachgewiesen
wurden, in ihrer Wirkung auf die untersuchten Indikatoren unterschieden, wurden die Indika-
toren Zellzahl, B-Glucuronidase, LDH und Laktoferrin in Abhdngigkeit der Staphylokokken-
Spezies graphisch analysiert. Es deutet sich an, dass die Spezies unterschiedlich starke Reak-
tionen am Tier hervorrufen, die dazu flhren, dass die Zellzahl, die Aktivitat der Abwehren-
zyme oder der Gehalt der Abwehrproteine ansteigen. So scheint es, dass S. epidermidis zu den
geringsten Anderungen bei den genannten Indikatoren fiihrt, S. aureus als Majorpathogen zu
den grolten. Leitner et al. (2011) untersuchte den Einfluss einzelner Erreger, allerdings nur
auf die Zellzahl, und stellte den groBten Einfluss durch S. aureus fest, gefolgt von S. simulans.
In seinen Untersuchungen wurde der geringste Einfluss durch S. caprae und S. epidermidis
festgestellt. Die Reihung S. aureus gefolgt von S. simulans zeichnet sich auch in unseren Un-
tersuchungen fur die weiteren gepriften Indikatoren ab. Hier drdngen sich weitere Untersu-
chungen zur Abkléarung dieser Befunde an groReren Stichproben nahezu auf. Anzumerken ist
auch dringend, dass keine speziesspezifischen Untersuchungen zur Beeinflussung der Enzym-
aktivitaten oder der Gehalte an Laktoferrin fir Ziegen in der internationalen Literatur vorlie-
gen.

Da bislang Schwellenwerte flr die untersuchten Indikatoren, mit Ausnahme der Zellzahl, feh-
len, wurden diese auf Grundlage der eutergesunden Ziegen ermittelt und zwar so, dass 90 %
der gesunden Tiere unter diesen Schwellenwerten lagen. Diese Schwellenwerte, die unabhén-
gig von der Laktationsnummer gesetzt wurden, wurden anhand der Daten der Praxisbetriebe
gepruft. Da die Untersuchungen auf den Praxisbetrieben zu Beginn der Laktation (48. Tag)

32



und zum Ende der Laktation (288. Tag) stattfanden, wurden die Grenzwerte auch fur diese
Zeitrdume berechnet und ihre Gute anhand der Sensitivitiat und Spezifitat gepriift. Es zeigt
sich, dass keiner der gepriften Indikatoren ausreichend sensitiv ist, um infizierte Euterhalften
anzuzeigen. Die Spezifitat der getesteten Indikatorenzyme ist als sehr gut einzuschétzen, was
bei fehlender Sensitivitat aber nicht ausreichend ist. Obwohl die Sensitivitat der Indikatoren
sehr gering ist, scheint der Indikator B-Glucuronidase Potential zur Erkennung von Infektio-
nen mit majorpathogenen Keimen zu haben, auf Betrieb 1 wurden alle S. aureus infizierten
Euterhalften erkannt und auf Betrieb 2 immerhin 8 von 12. Weitergehende Schlussfolgerun-
gen konnen hier leider nicht gezogen werden, da die Anzahl infizierter Euterhalften auf bei-
den Betrieben sehr gering war. Dies muss an dieser Stelle noch einmal herausgestellt werden,
da die beiden Betrieb sich in der Eutergesundheit auf einem so hohen Niveau befanden, wie
es in der internationalen Literatur bisher nicht beschrieben ist. Auch im Vergleich mit unse-
rem Versuchsbetrieb war die Eutergesundheit beeindruckend gut mit 82 % bakteriologisch
negativen Befunden auf Betrieb 1 vs. 90 % auf Betrieb 2. Auch wenn die Anzahl infizierter
Euterhalften sehr gering war, so unterschieden sich die Betriebe aber hinsichtlich des Erreger-
spektrums, auf Betrieb 1 waren KNS vorherrschend, auf Betrieb 2 gab es einige S. aureus
Falle, beides wie gesagt auf sehr niedrigem Level. Hier dréngt sich eine weitere Frage auf, die
auch bei Milchkiihen schon mehrfach diskutiert wurde: gibt es einen Verdrangungseffekt von
KNS, sind also auf Betrieben, die mehr KNS haben deutlich weniger S. aureus positive Tiere
zu finden? Und wenn ja, welche sind die positiv wirkenden KNS- Spezies?

Die weiteren EinflussgroRen wie die Laktationsnummer, die mittlere Milchmenge, der Zeit-
punkt der Brunst, zumindest fur die Untersuchung auf dem Betrieb zum Ende der Laktation
von Bedeutung, konnten nicht mitgeteilt und somit nicht einbezogen werden. Auch der Ver-
sorgungsstatus der Tiere war nicht bekannt. Unklar ist weiterhin ein mdglicher Einfluss der
Rasse auf die untersuchten Indikatoren, den es in weiteren Untersuchungen abzukl&ren gilt.

AbschlieRend sei noch mal kritisch anzumerken, dass die Grundlage fir die Grenzwertfin-
dung und damit fur die Bewertung der Indikatoren nur eine Herde mit 63 Ziegen der Rasse
Bunte Deutsche Edelziege war. Herdeneffekte konnten somit nicht einbezogen werden. Um
Grenzwerte festzulegen, die weitreichende Anwendung finden sollen, missten die Ausgangs-
niveaus fur alle Indikatoren an einer umfassenden Stichprobe von Betrieben untersucht wer-
den, die Rasseneinflusse, Versorgungsniveaus und die Milchleistung mit einbezieht. Auf die-
ser Grundlage konnten praxisrelevante Grenzwerte festgelegt und im Anschluss auf ihre Aus-
sageféhigkeit zur Beurteilung des Eutergesundheitsstatus an einer wiederum ausreichend gro-
Ren Stichprobe gepruft werden.

6  Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

In der vorliegenden Studie wurden erstmals verschiedene physiologische Indikatoren in Ab-
hangigkeit vom Eutergesundheitsstatus (ber eine gesamte Laktation auf Einzeltierbasis ge-
prift. Damit steht ein umfangreicher Datenzusatz zur Verfligung, der publiziert und damit
international zur Verfligung gestellt werden muss.

Die Kenntnisse, die Uiber den gesunden Zustand einer Ziegenherde gewonnen wurden, d.h. der
Verlauf der gepriften Indikatoren von der Zellzahl tber die Milchinhaltsstoffe bis zu den En-
zymen (NAGase, LDH, B-Glucuronidase) und des Laktoferrins tber den Laktationsverlauf,
tragen wesentlich dazu bei, eine differenziertere Einschatzung von Messwerten in Abhéngig-
keit vom Laktationsstadium vornehmen zu koénnen. Dies sollte in der Beratung und Praxis
bedacht und angewendet werden.
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Die erstellten Handlungsempfehlungen zur Eutergesundheitsiiberwachung kénnen bei konse-
quenter Anwendung zur Verbesserung der Eutergesundheit auf dem jeweiligen Betrieb bei-
tragen.

7 Gegenuberstellung der geplanten mit den tatsachlich erreichten Zielen

Ziel des Projektes war die Verbesserung der Eutergesundheit bei Milchziegen durch Ermitt-
lung geeigneter Indikatoren fur die Friherkennung subklinischer Mastitiden. Es sollte gepriift
werden, ob es bessere Indikatoren zur Eutergesundheitsiiberwachung gibt als die Zellzahl.
Weiterhin sollte geprift werden, ob mégliche Indikatoren praxisnah einzusetzen sind.

Es sollte eine umfassende Priifung der bei der Abwehr eindringender Bakterien ablaufenden
bekannten physiologischen Vorgange sowohl durch Analyse der dadurch freigesetzten Sub-
stanzen als auch der durch Anpassungsreaktionen auftretenden Gehaltsverdnderungen einzel-
ner Inhaltsstoffe vorgenommen werden. Da bestimmte Indikatoren sowohl von der Laktati-
onsnummer als auch vom Laktationsstadium abhangig sind, wurden die Untersuchungen im
Versuchsbetrieb des Thiinen-Instituts fiir Okologischen Landbau an 63 Milchziegen der Rasse
Bunte Deutsche Edelziege tber den gesamten Laktationsverlauf durchgefiihrt. Im Einzelnen
wurde geprift,

- welche Veranderungen bei Laktoferrin, N-acetyl-B-D-glucosaminidase, Laktatdehyd-
rogenase, B-Glucuronidase, den Milchinhaltsstoffen (Fett, Protein, Laktose) im Lakta-
tionsverlauf in Abh&ngigkeit vom Eutergesundheitsstatus unter Berlcksichtigung der
Laktationsnummer auftreten,

- wie sich die Zellzahl im Laktationsverlauf in Abhéngigkeit vom Eutergesundheitssta-
tus unter Berucksichtigung der Laktationsnummer veréndert.

Diese Untersuchungen sind erfolgreich abgeschlossen und dokumentiert worden. Damit steht
eine Datenbasis zur Verfligung, die in diesem Umfang in der internationalen Literatur bisher
nicht publiziert wurde. Hier sind auch Ansatze fur weiterfiihrende Untersuchungen gegeben,
wie z.B. die Klarung der Fragen: welchen Einfluss hat die Rasse auf die untersuchten Indika-
toren oder treten Verdnderungen in Abhédngigkeit von der Leistung der Tiere auf?

Auch die Frage des Einflusses spezifischer Erreger im Euter auf die Veranderungen einzelner
Indikatoren sollte gepriift werden, was auch geschehen ist. Leider ist auch hier die Anzahl
positiver Befunde der einzelnen Spezies koagulase-negativer Staphylokokken zu gering flr
gesicherte Aussagen, Tendenzen zeichnen sich aber ab, die durch weiterfuhrende Untersu-
chungen abgeklart werden kénnten. Coryneformen Bakterien kommt nach unseren Untersu-
chungen eine groRere Bedeutung zu als bisher kommuniziert. Hier gilt es, weitere Klarung
vorzunehmen.

Im Projekt sollte weiterhin gekléart werden, ob fiir die Beurteilung der Eutergesundheit bei
Milchziegen absolute Grenzwerte fur verschiedene Indikatoren gesetzt werden kénnen und ob
am Einzeltier anhand von Zeitreihen und Hélftendifferenzen eine bessere Beurteilung erfol-
gen kann. Auf Grundlage der Untersuchungen auf dem Versuchsbetrieb Trenthorst wurden
Grenzwerte flr die Indikatoren festgelegt und in zwei Praxisbetrieben, in einem zu Beginn der
Laktation, in dem anderen zum Ende der Laktation, auf ihre Aussagekraft tberprift. Die Aus-
sageféhigkeit der Indikator-Grenzwerte ist nicht zufriedenstellend. Diese Feststellung trifft fur
alle gepriften Indikatoren zu. Auch die Einbeziehung der Halftendifferenzen fuhrte nicht zu
Verbesserungen in der Aussagefahigkeit der Indikatoren. Damit konnte das Ziel, geeignete
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Indikatoren fir die Beurteilung des Eutergesundheitsstatus zu finden, nicht erreicht werden.
Als wesentliche Ursache dafur ist der Fakt anzusehen, dass die Grenzwertfindung lediglich
auf einer Herde beruht. Weiter ist unbedingt in die Bewertung der Ergebnisse einzubeziehen,
dass die Praxisbetriebe, die zur Grenzwerttestung untersucht wurden, sich auf einem deutlich
héheren Eutergesundheitsniveau befanden als tiblich und in der Literatur beschrieben. Dies
war im Vorfeld nicht abzusehen.

Auch wenn geeignete Indikatoren zur Beurteilung des Eutergesundheitsstatus aus dieser Stu-
die noch nicht abgeleitet werden kdnnen, so wurden Handlungsempfehlungen zur Euterge-
sundheitsuberwachung auf Milchziegenbetrieben abgeleitet. Bei konsequenter Anwendung
dieser Empfehlungen kann der Landwirt entscheidend zur Verbesserung der Eutergesundheit
seiner Herde beitragen.

Die Ergebnisse des Projektes zeigen, dass noch viele Fragen offen sind bevor eine endgltige
Bewertung beziiglich geeigneter Indikatoren zur Einschatzung des Eutergesundheitsstatus von
Milchziegen erfolgen kann.

8  Zusammenfassung

Die subklinische Mastitis spielt bei Milchziegen eine ahnlich grofRe Rolle wie bei Milchkd-
hen. Kriterien zur Einschatzung des Eutergesundheitsstatus bei Milchziegen sind bisher nicht
festgelegt.

Da die Standarddiagnostik (bei Milchkuhen), die auf Zellzahl und bakteriologischem Befund
beruht, bei Ziegen aufgrund mangelnder Eignung des Indikators Zellzahl nicht ohne Beriick-
sichtigung sie beeinflussender Faktoren (z.B. Laktationsstadium, Brunst) angewendet werden
kann, sollten im Projektverlauf verschiedene physiologische Indikatoren auf ihre Eignung
gepruft werden. Dazu wurde eine Milchziegenherde (63 Tiere) Uber eine gesamte Laktation
waochentlich beprobt und die Milchproben umfassend analysiert auf: Zellzahl, bakteriologi-
schen Befund, elektrische Leitfahigkeit, Milchinhaltsstoffe (Fett, Protein, Laktose),
Laktoferrin, Laktatdehydrogenase, B-Glucuronidase, N-acetyl-B8-D-glucosaminidase. Die Ein-
schatzung des Eutergesundheitsstatus erfolgte auf Grundlage der Ergebnisse der bakteriologi-
schen Untersuchung. Die Ergebnisse wurden flr alle Inhaltsstoffe Gber den Laktationsverlauf
in Abhangigkeit vom Infektionsstatus dargestellt.

Mit Hilfe der ,,gemischte Effekte Modelle* wurde geprift, welche Einflussfaktoren auf die
analysierten Indikatoren wirken. Gepruft wurde der Einfluss des Laktationsstadiums, der Lak-
tationsnummer, der mittleren Milchmenge und des jeweiligen Infektionsstatus. Vom Laktati-
onsstadium unbeeinflusst zeigte sich nur der Indikator -Glucuronidase. Von der Laktations-
nummer unbeeinflusst waren LDH und NAGase.

In der untersuchten Milchziegenherde waren 22 Tiere iber die gesamte Laktation nicht intra-
mammar infiziert. Die Analysendaten dieser Tiere bildeten die Grundlage fur die Grenzwert-
definition jedes einzelnen Indikators, der jeweils so festgelegt wurde, dass 90 % der gesunden
Tiere unter diesem Grenzwert lagen. Da das Laktationsstadium eine groRe Rolle fir die
Mehrzahl der Indikatoren spielt, wurden Grenzwerte fur den Beginn der Laktation und fiir das
Ende der Laktation definiert, da die Beprobungen auf den Praxisbetrieben zu diesen beiden
Zeitpunkten erfolgten. Diese Grenzwerte wurden herangezogen, um zu priifen, ob die analy-
sierten Indikatoren der Praxisbetriebe geeignet sind, den Eutergesundheitsstatus einzuschat-
zen. Dies war leider nicht erfolgreich. Ursachen hierfur sind zum einen die ausgesprochen
gute Eutergesundheit beider Betriebe, die mit 82 vs. 90% eutergesunder Tiere Uberdurch-

35



schnittlich hoch war. Zum anderen wurden die Grenzwerte auf Grundlage von lediglich 22
eutergesunden Ziegen eines Betriebes festgelegt, was eine nicht ausreichende Datenbasis zu
sein scheint.

Die Untersuchung zur Differenzierung der Erreger-Spezies ergab, dass in den 3 Milchziegen-
herden ein unterschiedliches Spektrum vorherrschte. Auf dem Versuchsbetrieb waren es die
KNS S. epidermidis und S. warneri, auf dem 1. Praxisbetrieb waren es mit S. simulans und S.
caprae auch KNS, wohingegen auf Betrieb 2 S. aureus am haufigsten war. Der Einfluss un-
terschiedlicher Spezies auf Veranderungen einzelner Indikatoren zur Einschatzung des Euter-
gesundheitsstatus konnte aufgrund der geringen Stichprobenanzahlen nicht geklart werden.
Weitere Untersuchungen, vor allem auch im Hinblick auf die differenzierte Wirkung einzel-
ner Spezies auf Indikatorgehalte sind erforderlich ebenso wie die Klarung der Ursachen flr
das Auftreten der verschiedenen Spezies.
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