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Abkulrzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

pl Mikroliter

pm Mikrometer

a. p. ante partum

AUC Area Under the Curve; Flache unter der Kurve
bds. beidseits

BHI Brain-Heart-Infusion

brbr. bronchobroncholar

BTA Bos taurus Chromosom

BU bakteriologische Untersuchung

cm Zentimeter

d Tag

DVG Deutsche Veterinarmedizinische Gesellschaft e.V.
E. coli Escherichia coli

ED Edwards-Agar

EP Euterparenchym

exp. exspiratorisch

g Gramm

G Giga

ggr. geringgradig

GQ Kihe mit vorteilhaftem Genotyp

h Stunden

HF Holstein Friesian

hgr. hochgradig

HL hinten links

HR hinten rechts

i.m. intramuskular

I.v. intra venos

IL Interleukin

insp. inspiratorisch

IQR interquartile range, Interquartilsabstand
KBE Koloniebildende Einheiten; Synonym: colony forming units
kg Kilogramm

KNS Koagulase-negative Staphylokokken

kg Kdihe mit unvorteilhaftem Genotyp

| Liter

LPS Lipopolysaccharid

Mb Megabase(n); 1IMb = 1000000 Basenpaare
mg Milligramm

mgr. mittelgradig

min Minuten

ml Milliliter

mm  Millimeter

MRSA Methicillin-resistente Staphylokokkus aureus
n Anzahl

obB. ohne besonderen Befund

p. i. post inseminationem

p. inf. post inseminationem
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p. p. post partum

PA/SA Perkussions- und Schwingauskultation

PAMP pathogen associated molecular patterns

PBS phosphate buffered saline, phosphatgepufferte Salzlésung
PMN polymorphnuclear neutrocytes, polymorphkernige neutrophile Granulozyten
QTL quantitative trait locus, Region eines quantitativen Merkmals
ROS freie Sauerstoffspezies, engl. reactive oxygen species

RZD Relativzuchtwert Melkbarkeit

RZM Relativzuchtwert Milch

RZS Relativzuchwert Zellzahl

S. aureus Staphylococcus aureus

Sc. Streptokokken

SCC Somatische Zellzahl

SCS somatic cell score, somatischer Zellscore

sec. Sekunden

SEM standard error of the mean, Standardfehler des Mittelwerts
SNP Single Nucleotide Polymorphismus, Einzelnukleotid-Polymorphismus
Spp. subspecies

TLR Toll-like-Rezeptor(en)

TNF Tumornekrosefaktor

trbr. tracheobronchal

TSB Tryptic-Soy-Broth

VL vorne links

VR vorne rechts

x g x-fache der Erdbeschleunigung

ZZ Zitzenzisterne
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1. Einleitung

Die Euterentziindung (Mastitis) des Rindes ist die am haufigsten auftretende Einzeltiererkran-
kung in der konventionellen Milchviehhaltung (POL und RUEGG, 2007). Hierbei kann die
Mastitis eine subklinische oder klinische Auspragung annehmen.

Subklinische Mastitiden bleiben oftmals zundchst unerkannt. Die betroffenen Tiere entwi-
ckeln eine chronische Euterentziindung, geben weniger Milch und stellen ein standiges An-
steckungsrisiko fir andere Tiere in der Herde dar. Es ergeben sich starke 6konomische Ver-
luste durch Milchverluste, erhohte Behandlungskosten, erhdhten Zeitbedarf und eine verkdirz-
te Nutzungsdauer der Tiere (HALASA et al., 2007). Insbesondere intramammare Infektionen
mit Staphylococcus aureus (S. aureus) mit einer Pravalenz von 23-39 % haben nach wie vor
einen sehr groRen Einfluss bei der Verursachung von subklinischen Mastitiden (VLKOVA et
al., 2017).

Der Uberwiegende Anteil an Antibiotika in der Milchviehhaltung wird zur Mastitisbehandlung
eingesetzt (GOMES und HENRIQUES, 2016). Diese nicht unumstrittene Praxis gerét zuneh-
mend in den offentlichen Fokus, da ihr Erfolg vor allem in Hinsicht auf intramammére
S.-aureus-Infektionen nicht immer gewahrleistet ist (GOMES und HENRIQUES, 2016) und
es durch die wiederholte antibiotische Behandlung zur Entwicklung resistenter Bakterienpo-
pulationen fiinren kann (@STERAS et al., 1999; TEUBER, 2001). Hiermit ist vor allem im
Hinblick auf die Produktion sicherer Lebensmittel der Einsatz von Antibiotika als kritisch zu
sehen und die Minimierung von intramammaren Infektionen ein notwendiges Ziel
(KADARIYA et al., 2014).

Auch die Verbesserung des Tierwohls gilt als ein erklartes Ziel in der Landwirtschaft: Vor
allem durch Escherichia coli (E. coli) hervorgerufene klinische Mastitiden kénnen z.T. mit
erheblichem Leid verbunden sein (BURVENICH et al., 2003).

Es erscheint demnach sinnvoll, den Fokus in der Mastitisforschung immer mehr auf die Ver-
meidung der Krankheitsentstehung zu legen: Hierzu gehdren neben der Optimierung des Ma-
nagements (Hygiene, Kuhkomfort, Fltterung) auch die Verbesserung in der Tierzucht unter
Zuhilfenahme modernster molekularbiologischer Analyseverfahren.

In der Vergangenheit konnte bereits gezeigt werden, dass tierzlichterische Ansatze ein proba-
tes Mittel sind, um die Anfélligkeit von Rindern und Schafen gegeniiber Mastitiden zu verrin-
gern. Dieses wurde sowohl beim Rind als auch beim Schaf durch indirekte Selektionswege
wie der somatischen Zellzahl (SCC) in der Milch vorgenommen (KUHN et al., 2008; RUPP
et al., 2009), da die Eutergesundheit u.a. mit dem SCC vergesellschaftet ist (SHOOK und
SCHUTZ, 1994; H. SCHUKKEN et al., 2003). Neben diesen phanotypischen Selektionswe-
gen konnten in ersten VVoruntersuchungen uber Genotypisierung Rinder mit besonderer Pra-
disposition fir Mastitisempfanglichkeit selektiert werden, die sich aufgrund von vorteilhaften
und unvorteilhaften elterlichen Chromosom-18-Haplotypen hinsichtlich ihres SCC unter-
schieden (KUHN et al., 2008; BRAND et al., 2009).

Auf Basis dieser tierzlichterischen Ansatze, insbesondere in Hinblick auf die markerassoziier-
te Selektion (KUHN et al., 2003), soll im Rahmen dieser Arbeit ein Mastitisinfektionsmodell
zur Untersuchung divergenter Genotypen wahrend einer experimentell induzierten Mastitis
bei Holstein-Friesian-Farsen entwickelt werden. Dabei soll untersucht werden, ob und wo-
durch sich die genetisch vorselektierten Farsen klinisch in der initialen Infektions- und Ent-
ziindungsphase wahrend einer induzierten S.-aureus- bzw. E.-coli-Mastitis voneinander unter-
scheiden.
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2. Literaturibersicht

2.1. Die Mastitis des Rindes

Die Mastitis des Rindes stellt zumeist eine infektids bedingte Entziindung der milchbildenden,
-speichernden und -leitenden Teile der Milchdruse dar (WENDT, 1994) und gehort zu den am
haufigsten auftretenden Erkrankung der Milchkuh (POL und RUEGG, 2007).

Daten aus dem Vereinigten Konigreich zeigen auf, dass 50 % aller laktierenden Kiihe inner-
halb eines Jahres auf einem oder mehreren Eutervierteln eine Infektion der Milchdrise auf-
weisen (HILLERTON und BERRY, 2005). Bei Farsen betragt die Pravalenz fir postpartal
auftretende intramammare Infektionen und subklinische Mastitiden zwischen 12 und 57%
(DE VLIEGHER et al., 2012).

Préadisponierende Faktoren flr eine Mastitis sind neben dem infektiosen Pathogen (siehe 2.2)
kuh- und umweltassoziierte Faktoren (GRUNERT et al., 1995).

Zu den kuhassoziierten Faktoren gehdren z.B. Méngel in der Euter- und Zitzenform wie Zit-
zenverletzungen und Stenosen des Strichkanals (GRUNERT et al., 1995). Aber auch das Al-
ter, sowie das Laktationsstadium haben einen Einfluss: So haben multipare Kihe ein héheres
Risiko an einer klinischen Mastitis zu erkranken als Kihe in der ersten Laktation. Letztere
haben dafiir ein hdheres Risiko, in den ersten 14 Tagen nach der Kalbung an einer klinischen
Mastitis zu erkranken als altere Tiere (H. BARKEMA et al., 1998; STEENEVELD et al.,
2008). Dass auch die Milchleistung der Tiere eine Rolle spielt, lasst sich daran erkennen, dass
vor allem die hochleistenden Tiere in einer Herde an Mastitiden erkranken (GROHN et al.,
2004; HERTL et al., 2014).

Neben der an spéterer Stelle beschriebenen genetischen Disposition (siehe 2.5.3), gilt der all-
gemeine gesundheitliche Status der Kiihe als weiterer entscheidender kuhassoziierter Einfluss:
So ist bekannt, dass eine intramammaére Infektion in der Trockenstehperiode das Risiko er-
hoht, dass eine Kuh in der Laktation an einer Mastitis erkrankt (GREEN et al., 2002). Ebenso
kénnen Mastitiden in vorangegangen Laktationen das Risiko fir weitere intramammére Infek-
tionen steigern (HOUBEN et al., 1993; VLKOVA et al., 2017). Auch peripartales Festliegen
durch Stoffwechselstérungen wie z.B. Hypokalzamie erhdhen u.a. das Risiko fur das Auftre-
ten einer klinischen Mastitis (CURTIS et al., 1985).

Zu den pradisponierenden Faktoren aus der Umwelt zahlen z.B. hygienische, technische und
bauliche Mangel (GRUNERT et al., 1995). Des Weiteren hat auch die Jahreszeit einen Ein-
fluss auf das Risiko an einer klinischen Mastitis zu erkranken (MAKOVEC und RUEGG,
2003; STEENEVELD et al., 2008). Auch Mangel in der Fitterung z.B. durch eine mangelhaf-
te Selenversorgung, kénnen zu einer erhdhten Mastitisanféalligkeit fuhren (ERSKINE et al.,
1990; SMITH et al., 1997).

Die Haufigkeit des Auftretens einer Mastitis und die damit verbunden Auswirkungen in Form
von Milch- und Milchgeldverlusten, erhdhten Behandlungskosten, erhéhtem Zeitbedarf und
einer verkirzten Nutzungsdauer der Tiere, fihrt zu einem hohen wirtschaftlichen Schaden
weltweit (HALASA et al., 2007). Zusatzlich kommt es zu einem haufigen Gebrauch von an-
timikrobiell wirksamen Substanzen (H. W. BARKEMA et al., 2006; POL und RUEGG,
2007).

So bewirkt eine Mastitis nicht nur einen pathogenspezifischen Milchriickgang wéhrend der
Infektion selbst, sondern fiihrt zu unterschiedlich langen Phasen mit reduzierter Milchleistung
(GROHN et al., 2004). In der Literatur wird z.B. ein Milchverlust durch klinische Mastitiden
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von 300 bis 400 kg/Laktation beschrieben (P HORTET und H SEEGERS, 1998; SHIM et al.,
2004).

Auch der Einfluss einer Mastitis auf das Tierwohl ist durch die Haufigkeit, aber speziell durch
den Schweregrad (siehe 2.4), bedeutsam: Gerade akute klinische Mastitiden kdnnen zu
schweren Verldufen mit starker Beeintrachtigung des Allgemeinbefindens, Anorexie, Dehyd-
ratation und Fieber fuhren (BURVENICH et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2013) und sind da-
durch mit einem erheblichen Leiden des Tieres verbunden. Des Weiteren ist die Nutzungs-
dauer von an Mastitis erkrankten Tieren haufig reduziert, da mastitisbezogene Ursachen mit
einer Abgangsrate von 5-17 % die zweithdufigste Ursache fur eine Merzung der Tiere darstel-
len (SEEGERS et al., 2003).

Fur die Therapie einer Mastitis gibt es viele verschiedene Ansatze, die aber fast immer den
Einsatz von Antibiotika beinhalten. Dies birgt das steigende Risiko eines Auftretens von Re-
sistenzen bei Bakterien und Antibiotikarickstanden in der Milch (GOMES und
HENRIQUES, 2016).

So wurden laut BUNDESAMT FUR VERBRAUCHERSCHUTZ UND
LEBENSMITTELSICHERHEIT (2016) in Deutschland im Jahr 2014 insgesamt 1238 Tonnen
antimikrobiellwirksamer Substanzen an Tierédrzte mit einer Hausapotheke abgeben, wobei die
Penicilline mit 450 Tonnen die groRte Abgabemenge aufwiesen. Die Rate von Methicilin-
resistener S. aureus (MRSA\) stieg bei an Mastitis erkrankten Eutervierteln von 2008 bis 2013
von 1 % auf knapp 6 %.

Zusammenfassend erscheint es demnach sinnvoll, ProphylaxemalRhahmen zur Verbesserung
der Mastitisabwehr (siehe 2.5) anzuwenden, um das Tierwohl zu verbessern, sowie die 6ko-
nomischen Verluste und den Antibiotikaverbrauch zu reduzieren.

2.2.Mastitiserreger

Eine Mastitis wird nahezu immer durch eine intramammare Infektion mit einem Pathogen
ausgelost (siehe 2.1).

Diese Pathogene sind Bakterien, Pilze und Algen (WATTS, 1988). AuRerdem wird die direk-
te und indirekte Beteiligung von Viren an einer Mastitis diskutiert, z.B. durch Verursachung
von Zitzenlasionen und einer damit verbundenen Minderung der natirlichen Abwehrmecha-
nismen (WELLENBERG et al., 2002).

In der Mehrheit der Félle haben Mastitiden ihren Ursprung in einer bakteriellen Infektion. In
Deutschland werden am hadufigsten Staphylococcus subspecies (spp.), Streptococcus spp. und
E. coli aus der Milch an mastitiserkrankter Rinder isoliert (BUNDESAMT FUR
VERBRAUCHERSCHUTZ UND LEBENSMITTELSICHERHEIT, 2016). BRAY und
SHEARER (1996) gehen sogar davon aus, dass 95% der Mastitiden durch S. aureus, Strepto-
coccus (Sc.) agalactiae, Sc. dysgalactiae, Sc. uberis und E. coli ausgelost werden.
Entsprechend ihres Erregerreservoirs werden die bakteriellen Pathogene in kuhassoziierte und
umweltassoziierte Mastitiserreger eingeteilt (BLOWEY und EDMONDSON, 2010).

Bei den kuhassoziierten Erregern stellt das infizierte Euter das Erregerreservoir dar. Klassi-
sche Vertreter der kuhassoziierten Pathogene sind S.aureus, Sc.agalactiae und
Sc. dysgalactiae (HAMANN et al., 2002). Sie verursachen ca. 80-90 % der subklinischen
Mastitisfalle (TOLLE, 1982). Neuere Studien identifizierten vor allem die Staphylokokken als
Hauptkeime subklinischer Mastitiden (HALTIA et al., 2006; JAEGER et al., 2017).

Die kuhassoziierten Erreger vermehren sich in der Milchdriise und werden Uber die Milch
ausgeschieden, sodass die Ubertragung vor allem beim Melken durch mangelnde Hygiene des
Melkers (fehlende Zwischendesinfektion, Reinigung mehrerer Euter mit demselben Tuch etc.)
und durch das Melkgeschirr erfolgt (HAMANN et al., 2002).
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Bei den umweltassoziierten Erregern stellen vor allem der Kot der Kiihe und die Einstreu das
Erregerreservoir dar. Als Hauptvertreter gelten Sc. uberis, E. coli, Klebsiella, Enterobacter
und Enterococcus. Die Erregeriibertragung findet vornehmlich in den Zwischenmelkzeiten
statt, weshalb die Stallhygiene eine grol3e Rolle spielt (HAMANN et al., 2002; SCHREINER
und RUEGG, 2003).

Zusétzlich unterscheidet man die genannten Bakterien noch in ,major‘ und ,minor pathogens".
Dabei werden die oben genannten kuh-und umweltassoziierten Erreger zu den ,major patho-
gens‘ gerechnet (ANDREW J BRADLEY, 2002; SCHREINER und RUEGG, 2003), wohin-
gegen z.B. Koagulase-negative-Staphylokokken (KNS), Actinomyces spp. und Corynebacter
Spp. zu den ,minor pathogens® gezihlt werden (SCHREINER und RUEGG, 2003).

Wie bei BLOWEY und EDMONDSON (2010) nachzulesen ist, wurden bereits 1995 43 %
der Mastitiden durch umweltassoziierte Erreger hervorgerufen. Die wichtigsten Erreger, die
bei klinischen Mastitiden isoliert wurden, sind dabei Sc. uberis (23,5 %) und E. coli (19,8 %)
(A.J. BRADLEY etal., 2007).

Obwohl E. coli nicht der am haufigsten nachgewiesene umweltassoziierte Keim bei Klini-
schen Mastitiden ist, wird unter 2.2.2 gesondert auf diesen Erreger eingegangen, da er sich
dadurch auszeichnet, besonders schwere Kklinische Mastitiden hervorrufen zu kdnnen
(BURVENICH et al., 2003).

Auch wenn die Bedeutung von S.aureus mit 3,3% der klinischen Mastitiden (A. J.
BRADLEY et al., 2007) zunéchst gering erscheint, so wird auch auf diesen Erreger ausfuhr-
lich eingegangen (siehe 2.2.1), da S. aureus durch die Eigenschaft der Biofilmbildung und der
damit verbundenen Persistenz im Euter zu Problemen, vor allem durch subklinische Mastiti-
den, fuhrt (VLKOVA et al., 2017).

2.2.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus gehort zu den grampositiven, hamolytischen Kokken (BLOWEY und
EDMONDSON, 2010), die in Haufen lagern, koagulase- und katalasepositiv sind und fakulta-
tiv anaerob wachsen (ROLLE et al., 2002). Er gehort zu den kuhassoziierten Mastitiserregern,
besitzt sein Erregerreservoir innerhalb der infizierten Milchdrise (siehe 2.2) und ist als
kommensaler Besiedler von Haut- und Schleimhdauten vorzufinden (ROLLE et al., 2002).
Virulenzfaktoren wie das antiphagozytische Protein A und die Fahigkeit zur Kapselbildung
(SUTRA und POUTREL, 1994) begiinstigen eine Infektion des Euters mit S. aureus. Uber die
Lipoteichonséure und Lipopeptide als wichtige Bestandteile der Zellwand grampositiver Bak-
terien werden immunmodulatorische Prozesse induziert (VON AULOCK et al., 2003). Hierzu
gehort auch die erst kiirzlich gewonnene Erkenntnis, dass S. aureus einige immunsupprimie-
rende Mechanismen einleitet (GUNTHER et al., 2017).

BLOWEY und EDMONDSON (2010) beschreiben, dass S. aureus die Eigenschaften besitzt,
in Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und Epithelzellen zu tberleben und in der Lage
ist, Biofilme zu bilden. Damit ist S. aureus sowohl fir die natiirlichen Abwehrmechanismen,
als auch fur antimikrobiell wirksame Substanzen im Euter nur schwer zugénglich.

Dies erklart, warum S. aureus vor allem als Verursacher fur subklinische Mastitiden von Be-
deutung ist (siehe 2.4): Infektionen mit S. aureus fuhren h&ufig zu persistierenden Infektio-
nen, die zur intermittierenden Keimausscheidung fiihren und durch schlechte Heilungsraten
nach antibiotischer Therapie gekennzeichnet sind (VLKOVA et al., 2017).

H. W. BARKEMA et al. (2006) verglichen mehrere Behandlungsregime bei boviner
S.-aureus-Mastitis und kamen zu dem Schluss, dass die Heilungsraten mit steigendem Alter,
somatischer Zellzahl in Milch, Infektionsdauer, Ausscheidung von Bakterien in der Milch und
Anzahl an infizierten Euterviertel abnimmt.
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Im Falle einer intramammaren Infektion mit S. aureus kommt es zu lokalen und systemischen
Verénderungen in der Kuh: Lokal kommt es im infizierten Euterviertel zu einer erhdhten
Permeabilitat der mammaren GeféaRe und zu einer Erhéhung des SCC in der Milch, syste-
misch kommt es zu einer reduzierten Milchleistung (BANNERMAN et al., 2004).

2.2.2. Escherichia coli

Escherichia coli gehort zu den gramnegativen, oxidasenegative Bakterien, die zumeist beweg-
lich sind und ubiquitdr in der Umwelt vorkommen (ROLLE et al., 2002) und gehort damit zu
den umweltassoziierten Mastitiserregern (siehe 2.2).

Das Lipopolysaccharid (LPS), als Zellwandbestandteil gramnegativer Bakterien, induziert
zum einen die Abwehrmechanismen im Euter und wirkt zum anderen als Endotoxin
(BURVENICH et al., 2003; LEE et al., 2006). Die Resorption dieser toxischen Komponente
fuhrt zur Ausbildung der hdufig schweren klinischen Symptome wéhrend einer Mastitis mit
E. coli (BURVENICH et al., 1994). So induziert LPS z.B. eine erhéhte Ausschiittung der in-
flammatorischen Zytokine TNF-a und IL-1, die zur Erh6hung der Korpertemperatur fihren
(BANNERMAN et al., 2004). Dies passt zu dem allgemeinen Bild, dass E. coli vor allem
akute Mastitiden mit entsprechenden schweren Symptomen auslgst (siehe 2.4.2). Im Gegen-
satz zu S. aureus haben Virulenzfaktoren von E. coli keinerlei Einfluss auf den Verlauf einer
Mastitis (LEHTOLAINEN et al., 2003).

Wahrend einer intramammaren Infektion mit E. coli kommt es ebenfalls zu lokalen und sys-
temischen Veranderungen wie einer erhdhten Permeabilitdt der mammaren Geféale, eine Er-
héhung des SCC in der Milch und zu einer reduzierten Milchleistung (BANNERMAN et al.,
2004).

2.3. Abwehrmechanismen bei der Mastitispathogenese

Da die Infektion des Euters zumeist Gber den Strichkanal stattfindet und nur selten durch eine
hédmatogene Besiedlung, besitzt die Kuh zur Abwehr von Mastitiserregern verschiedene Me-
chanismen, die man in duf3ere und innere Barrieren aufteilen kann.

Die erste der duBeren Barrieren bildet die Haut von Euter und Zitzen. Ist diese intakt, bildet
sie eine feindliche Umgebung fur Mikroorganismen, da sie sich dort nur schwer vermehren
konnen. Defekte in der Haut fiihren daher signifikant hdufiger zu intramammaren Infektionen
(BHUTTO et al., 2010)

Bei intakter Zitzen- und Euterhaut kann ein Erreger nur Gber den Strichkanal eindringen. Der
Strichkanal ist gesdumt mit keratinisierter Epidermis, die von einem dinnen Lipidfilm tber-
zogen ist. Kommt es zum Schluss des Strichkanals mittels des SchlieBmuskels, bildet sich so
ein wirksamer Schutz gegen das Eindringen von Mikroorgansimen (BLOWEY und
EDMONDSON, 2010). AuBerdem wird der Strichkanal in der Zwischenmelkzeit von einem
Keratinpfropf verschlossen, der zusatzlich antimikrobiell wirksame Bestandteile wie z.B. die
S100-Proteine enthélt (HIBBITT et al., 1969; SMOLENSKI et al., 2015). Zusétzlichen Schutz
bietet die Fiirstenberg’sche Rosette, die am Ubergang zwischen Strichkanal und Zitzenzister-
ne lokalisiert ist: Zum einen besteht sie aus einem Ring von Lymphozyten, die eindringende
Keime erkennen und die Immunantwort initiieren sollen (BLOWEY und EDMONDSON,
2010), zum anderen bietet sie weiteren mechanischen Schutz, da die in der Zitzenzisterne be-
findliche Milch Druck auf die Schleimhautfalten der Fiirstenberg’schen Rosette ausiibt und
sie so in den Strichkanal drickt und diesen weiter verschlieft (POUNDEN und GROSSMAN,
1950).
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Die inneren Barrieren werden vorrangig aus Komponenten des milchleitenden und —bildenden
Systems gestellt. So nehmen die mamméren Epithelzellen neben der Milchbildung eine be-
sondere Rolle in der Erkennung und Abwehr eingedrungener Pathogene ein: Die Erkennung
der Pathogene findet dabei Uber sogenannte Toll-like-Rezeptoren (TLR) statt, die hochkon-
servierte Pathogenmuster von Erregern (pathogen associated molecular patterns, PAMPS)
erkennen (TIZARD, 2013). Sie sind in der Lage proinflammatorische Zytokine freizusetzen,
antimikrobielle Peptide zu bilden und neutrophile Granulozyten zu mobilisieren
(STRANDBERG et al., 2005; LAHOUASSA et al., 2007).

Die inneren Barrieren lassen sich in zelluldare und humorale Abwehrmechanismen einteilen:

Zu den zelluldren Bestandteilen der mammaren Abwehr gehéren vor allem polymorphkernige
neutrophile Granulozyten (PMN), Makrophagen, Lymphozyten und naturliche Killerzellen
(HARMON, 2001; PETZL, 2005). Da aber im tberwiegenden Male die PMN und Makro-
phagen bei einer Mastitis beteiligt sind, wird im Weiteren auch nur auf diese beiden Zelltypen
eingegangen.

Waéhrend die Angaben zum Anteil der Makrophagen an den Milchzellen zwischen 10 und
70 % schwanken (KOESS und HAMANN, 2008), ist ihre Funktion weitgehend unumstritten:
Sie dienen vornehmlich der Erkennung eingedrungener Pathogene und der Aktivierung der
Immunantwort, indem sie als phagozytierende und antigenpréasentierende Zellen agieren
(RAINARD und RIOLLET, 2006). Bei der Erkennung eines Erregers beginnen sie, diesen zu
phagozytieren und locken PMN an den Ort der Entziindung (M. PAAPE et al., 2002).

Durch die Erkennung eines Pathogens durch die Makrophagen und die mamméren Epithelzel-
len, erfolgt eine massive Rekrutierung von PMN in die Milchdrise, sodass diese einen Anteil
von uber 90 % in der Milch einnehmen und mittels Phagozytose zum Haupteffektor gegen
bakterielle Infektionen der Milchdriise werden (M. PAAPE et al., 2002).

Zusétzlich sorgen die PMN noch fir die Freisetzung antimikrobieller Peptide und Proteine
wie z.B. Defensine, S100-Proteine, Laktoferrin, Lysozym und Peroxidase, die allesamt in der
Granula der PMN enthalten sind (SORDILLO und STREICHER, 2002; M. J. PAAPE et al.,
2003)

Zu den humoralen Abwehrmechanismen, die bei einer Mastitis eine Rolle spielen, gehoren
vor allem Zytokine und Chemokine.

Die Zytokine werden nach proinflammatorischen (z.B. TNF-a, IL-1B, IL-6) und antiinflam-
matorischen (z.B. IL-2, IL-4, IL-10) Eigenschaften unterschieden (TIZARD, 2013).

Bei den Chemokinen spielt das 1L-8 (CXCLS8) eine besondere Rolle, da es fiir die Rekrutie-
rung der PMN zum Entzundungsgeschehen essentiell ist (BARBER und YANG, 1998) und
bei der Mastitis des Rindes einer der am friihesten regulierten Faktoren ist (PETZL et al.,
2016). 1L-8 wird wahrend der Immunantwort auf den Kontakt mit einem Pathogen von vielen
Zellen wahrend der intramamméren Infektion gebildet (z.B. Monozyten, Makrophagen, Epi-
thelzellen, PMN und T-Lymphozyten), aber auch die proinflammatorischen Zytokine IL-1p
und TNF-a stimulieren die Produktion von IL-8 (FITZGERALD et al., 2007
BANNERMAN, 2009).

2.4. Mastitisformen

Abhangig vom auslésenden Erreger und den multifaktoriellen Einfliissen auf die Kuh, kann
sich eine Euterentziindung beim Rind unterschiedlich stark in der Ausprdgung manifestieren.
Im internationalen Sprachgebrauch hat sich tberwiegend die Unterscheidung zwischen sub-
klinischen und klinischen Mastitiden etabliert.
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2.4.1. Die subklinische Mastitis

Die Deutsche Veterindrmedizinische Gesellschaft e.V. (DVG) beschreibt die subklinische
Mastitis als eine Entziindung des Euters ohne &uBerlich erkennbare Anzeichen und unverén-
derter Milchzusammensetzung bei gleichzeitig erhdhter somatischer Zellzahl, wenn in zwei
von drei mikrobiologischen Milchuntersuchungen Mastitiserreger nachgewiesen werden kon-
nen (HAMANN et al., 2002).

Ein erhdhter SCC ist dabei ein Wert von > 100.000 Zellen/ml Milch, da bei diesem Wert da-
von ausgegangen werden kann, dass die natlrliche Abwehr in eine entzlindliche Reaktion
Ubergent (DOGGWEILER, 1982). Diese Definition wird auch unter der Diagnose-
Bezeichnung Mastitis catarrhalis subclinica verwendet (GRUNERT et al., 1995).

Betrachtet man Europa, so wird die Pravalenz subklinischer Mastitiden abh&ngig vom Land
zwischen 19 % (HITIO et al., 2017) und 52,7 % (HALTIA et al., 2006) angegeben.

Die auslésenden Mastitiserreger sind in erster Linie Staphylokokken (KNS und S. aureus) und
Corynebakterien (HALTIA et al., 2006; JAEGER et al., 2017), wobei besonders in Skandina-
vien auch Sc. dysgalactiae von Bedeutung ist (PERSSON et al., 2011). Dabei fallt auf, dass
S. aureus, der bei den klinischen Mastitiden nur selten als auslésender Erreger isoliert wird
(siehe 2.2), als ,major pathogen‘ bei den subklinischen Mastitiden eine besondere Rolle ein-
nimmt.

Bei langerem, eventuell unbemerktem Bestehen, kann die subklinische Mastitis in eine chro-
nische Form Ubergehen (GRUNERT et al., 1995) (siehe 2.4.3).

2.4.2. Die klinische Mastitis

Klinische Mastitiden weisen sinnféllige Veranderungen in der Milch oder am Euter auf und
fihren z.T. zu Stérungen des Allgemeinbefindens. Sie werden laut DVG in geringgradige,
mittel- und hochgradige klinische Mastitiden eingeteilt (HAMANN et al., 2002). Dabei wird
als geringgradig das Auftreten von Flocken im Vorgemelk ohne weitere klinische Symptome
verstanden, wohingegen bei der mittel- bis hochgradig klinischen Mastitis deutliche Entzin-
dungsreaktionen am Euter wie Schwellung, Roétung, vermehrte Warme, Schmerz sowie
makroskopisch verénderte Milch zu beobachten sind. Zusétzlich tritt bei der mittel- bis hoch-
gradigen klinischen Mastitis auch Fieber auf. In der englischsprachigen Literatur werden die
genannten Einteilungen oft als mild, moderat und schwer (,severe’) bezeichnet
(LEHTOLAINEN et al., 2003).

Ausgeldst werden klinische Mastitiden vor allem durch koliforme Keime (hauptséchlich
E. coli) und Streptokokken (hauptsachlich Sc. uberis) (A. J. BRADLEY et al., 2007).

2.4.3. Weitere Mastitisformen

Als weitere Mastitisformen werden die Mastitiden in Mastitis catarrhalis, Mastitis apostema-
tosa, Mastitis phlegmonosa und Mastitis granulomatosa gegliedert (GRUNERT et al., 1995),
was vor allem eine Kklinische Einteilung zur schnellen Entscheidung der vermutlich beteiligten
Erreger darstellt. Eine kurze Definitionsbersicht ist in Tabelle 1 nachzulesen.
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Tabelle 1: Mastitisformen nach GRUNERT et al. (1995)

Mastitis catarrhalis

Mastitis apostema-
tosa

Mastitis phlegmonosa

Mastitis granuloma-
tosa

Atiologie

Diagnose

subclinica
vorwiegend
grampositive
Keime

erhohter SCC,
positiver Erre-
gernachweis

chronica
vorwiegend gram-
positive Keime, aus
subklinischem Sta-
dium oder aus ei-
nem nicht/ erfolglos
behandeltem akuten
Stadium

Knotige oder
strangartige Verhar-
tungen des Driisen-
gewebes, feine oder
grobe Flocken im
Milchsekret

acuta

vorwiegend gramposi-
tive Keime, entsteht
meist plotzlich aus sub-
klinischem oder chroni-
schem Stadium

Euterviertel vermehrt
warm, gerotet,
schmerzhaft, teils ent-
ziindliches Unterhaut-
0dem, Sekret: Eiter-
beimengungen bei er-
haltenem Milch-
charakter, erhohte Kor-
pertemperatur

vor allem Trueperel-
la pyogenes, haufig
als Mischinfektion
mit koliformen
Keimen, Fusobacte-
rium necropherum
etc.

Meist chronischer
Verlauf, grobknotige
Abszessbildung oder
diffuse Verhartung-
en im gesamten Drii-
sengewebe, Abszes-
se brechen gelegent-
lich auf, Sekret kein
Milchcharakter,
jauchiger Geruch

Vorwiegend koliforme
Keime

Entwicklung innerhalb
von Stunden, Allge-
mein-stérungen wie
hohes Fieber, Apathie,
Anorexie, Euter zeigt
alle Kardinalssymptome
der Entziindung, hoch-
gradiges subkutanes
Euterddem, Sekret: kein
Milchcharakter mehr

Pilze, Norcardien,
Algen

Euterviertel deutlich
umfangsvermehrt,
puffige Beschaffen-
heit (Hefen) oder
Verhartung




2.5. Prophylaxeanséatze zur Verbesserung der Mastitisabwehr

Seit vielen Jahren werden Versuche unternommen, die korpereigene Abwehr der Milchkuh
durch prophylaktische MalRnahmen zu verbessern. Ziele sind hierbei sowohl eine Verminde-
rung der Erkrankungsrate und des Antibiotikaeinsatzes als auch eine Verbesserung des Tier-
wohls. Neben der Optimierung in Tierhaltung und —fltterung gibt es Ansétze mittels Impfun-
gen, unspezifischer Immunmodulatoren und der Tierziichtung.

2.5.1. Impfungen

Grundlage fur Mastitisimpfungen stellen charakteristische Makromolekdle auf der Oberflache
von Bakterien dar. Vor allem das auf der Zellmembran von E. coli und den meisten anderen
gramnegativen Bakterien befindliche LPS bildet den Hauptfaktor, der die Pathogenitat der
Bakterien bestimmt. Es l6st die typischen Symptome einer perakuten klinischen Mastitis aus.
Wie bereits beschrieben (siehe 2.3), haben die PMN eine Schlisselrolle in der Abwehr von
Pathogenen und werden u.a. durch das LPS aktiviert. Auf Grund dieser Basis stellt die Imp-
fung mit dem hitzeinaktivierten J5-Stamm von E. coli (z.B. STARTVAC®, Hippra, Spanien)
das Mittel der Wahl dar. Diesem J5-Stamm fehlen die Oligosaccharid-Nebenketten des LPS,
sodass der LPS-Antigenkern, der dem Antigenkern der meisten anderen gramnegativen Bak-
terien ahnelt, dem Immunsystem présentiert wird (ZIEGLER et al., 1982; GONZALEZ et al.,
1989). So entsteht eine Kreuzimmunitat zu anderen E.-coli- Stdmmen und anderen gramnega-
tiven Bakterien. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass die Impfung mit dem E. coli -J5-
Stamm zu einer schnelleren Beseitigung von E.coli aus der Milch fiuhrt
(WILSONMALLARD et al., 2007), sich der Schweregrad einer auftretenden Mastitis mit
E. coli reduzieren lasst und somit auch Merzungen von Tieren aufgrund der Folgen klinischer
Mastitiden signifikant verringert werden kénnen (WILSONGROHN et al., 2007).

Mit dem bereits erwahnten Impfpraparat STARTVAC® gibt es einen Impfstoff auf dem
Markt, welcher auch gegen Mastitiden durch S. aureus gerichtet sein soll. Er beinhaltet einen
inaktivierten S.-aureus-Stamm, welcher den SAAC (slime-asscociated antigenic)-Komplex
enthalt. Obwohl sich keine Verringerung der Mastitisinzidenz durch die Anwendung eines
Impfstoffs erreichen lasst, so konnte fiir STARTVAC® nachweislich ebenfalls der Schwere-
grad von S.-aureus-Mastitiden vermindern werden (PIEPERS et al., 2017).

2.5.2. Lokale Immunmodulation

Die Verminderung des Schweregrads klinischer Mastitiden, wie er fir die Impfung beschrie-
ben ist, ist moglicherweise, nicht zuletzt in einer transienten Modulation angeborener Im-
munmechanismen zu suchen.

Hierbei spielt vermutlich die sogenannte Endotoxintoleranz eine Rolle, die sich dadurch aus-
zeichnet, dass der Korper nach wiederholter Exposition mit LPS (oder einem anderem PAMP)
vorlbergehend mit milderen Symptomen reagiert (GREISMAN et al., 1963; VAN EPPS,
2006).

Diverse Studien versuchten tber den beschriebenen Effekt aktiv das Immunsystem mittels
lokaler Mechanismen zu modulieren, um die Mastitisabwehr bei Kiihen zu verbessern:
Immunmodulatorische Eigenschaften zeigte in-vivo z.B. die intramammare Infektion mit Lac-
tococcus lactis DPC3147, die einen erhéhten Einstrom von neutrophilen Granulozyten in die
Milchdruse bewirkte (CRISPIE et al., 2008). Auch wurde das Potenzial von Lactococcus lac-
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tis, als therapeutische alternative zu Antibiotika untersucht. Dieses brachte &hnlich gute, aber
keine signifikant besseren Ergebnisse, als herkémmliche Therapien (KLOSTERMANN et al.,
2008).

Bereits 1991 wurde allerdings der positive Nutzen von LPS als Immunmodulator festgestelit:
So konnte durch die intramammére Infusion mit LPS auf systemischer Ebene der Schwere-
grad einer Mastitis reduziert werden (SHUSTER und HARMON, 1991). Dieser positive im-
munmodulatorische Einfluss von LPS in-vivo konnte wiederholt werden: So zeigten PETZL
et al. (2012), dass eine Vorbehandlung des Euters mit einer LPS-Infusion nicht nur den loka-
len und systemischen klinischen Schweregrad einer nachfolgenden intramammaren E.-coli-
Infektion senkte, sondern auch die Keimausscheidung reduziert wurde.

Auch flhrte diese LPS-Behandlung dazu, dass es zur Herabregulierung der Genexpression
inflammatorischer Faktoren wie TNF-a, IL-1 und -6 kam, gleichzeitig jedoch die Expression
von antimikrobiellen Faktoren (wie z.B. Defensinen) verstarkt wurde (GUNTHER et al.,
2012; PETZL et al., 2012).

2.5.3. Zichtung

Als weiterer Losungsansatz zur Verbesserung der Mastitisabwehr bietet sich die Ziichtung
weniger krankheitsanfalliger oder sogar resistenter Tiere an. Dieses geschieht mittels Selekti-
on.

2.5.3.1. Phéanotypische Selektion

Die Autoren der meisten Studien zur Untersuchung des genetischen Einflusses auf die Entste-
hung von bovinen Mastitiden fokussieren sich auf den SCC oder auf die Ausbildung Klini-
scher Mastitiden als phanotypisches MaR, um eine Infektion des Euters vorherzusagen
(SENDER et al., 2013). Die direkte Selektion auf Mastitisresistenz anhand der Frequenz auf-
tretender Mastitiden stellt sich allerdings als schwierig dar, da die Heritabilitat sehr gering ist
und in vielen L&ndern die Mastitisfalle nicht umfangreich erfasst werden (RUPP und
BOICHARD, 2003).

Stattdessen bietet sich der indirekten Selektionsparameter SCC an, da dieser regelmaRig erho-
ben wird und von dem angenommen wird, dass eine niedrige somatische Zellzahl in der Milch
mit einer geringeren Mastitisempfanglichkeit einhergeht (RUPP und BOICHARD, 2003).

So ist der SCC als Selektionsparameter uber den Relativzuchtwert Zellzahl (RZS) in der Rin-
derzucht, insbesondere bei der Holstein Friesian Zucht, ein wichtiger Parameter fir die Selek-
tion auf Eutergesundheit. Dabei ist ein hoher RZS (>100) als positiv (niedriger SCC) und ein
niedriger RZS (hoher SCC) als negative zu werten (KUHN et al., 2008).

Auch in der Schafzucht wird Gber den SCC bzw. Uber den daraus abgeleiteten somatischen
Zellscore (SCS) selektiert: So konnte durch die Selektion, auf einen besonders niedrigen bzw.
besonders hohen Zuchtwert fur den SCS, nachgewiesen werden, dass ein hoher SCS beim
Schaf ein hoheres Risiko birgt, dass betroffene Tiere an klinischer Mastitis erkranken (RUPP
et al., 2009). Beim Rind konnte dagegen gezeigt werden, dass HF-Kiihe, die sich in ihrem
RZS signifikant unterschieden, in der phanotypischen Auspréagung keinen signifikanten Un-
terschied im SCC aufweisen (KUHN et al., 2008). Auch unterscheiden sie sich nicht in ihrer
MRNA-Expression fir TLR-2 und 4, TNF-a, IL-6 und -8 nach einer Stimulation der mamma-
ren Epithelzellen in-vitro mit S. aureus und E. coli (GRIESBECK-ZILCH et al., 2009).
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2.5.3.2.  Genotypische Selektion

Wie unter 2.5.3.1 beschrieben, lassen sich Defizite in der phanotypischen Selektion auf eine
geringere Mastitisempfanglichkeit erkennen, sodass die genotypische Selektion als eine mog-
liche Alternative zu betrachten ist:

Da die Mastitis polygenetisch kontrolliert wird, miissen zunachst Marker fiir Gene gefunden
werden, die die phénotypische Variation der Mastitisresistenz kontrollieren (SENDER et al.,
2013). Laut Sender et al. gibt es gekoppelte Marker, die in der Region eines quantitativen
Merkmals (QTL) auf einem Chromosom angesiedelt sind und dieses Markerallel und das
Merkmalsgen miteinander vererbt werden.

In den letzten Jahren wurden viele QTL identifiziert, die die Mastitis beim Rind beeinflussen:
Unter anderem konnten ein QTL fur SCC auf dem Bos taurus Chromosom (BTA)18, sowie
vermeintliche QTL fiir SCC auf BTA7, 10 und 27, identifiziert werden (KUHN et al., 2003).
LUND et al. (2007) identifizierten neben dem QTL fur SCC auf BTA 18 auRerdem noch
QTLs fur SCC auf BTA 9, 11 und 14. Zusétzlich enthillten MEREDITH et al. (2012). in HF-
Kdihen drei Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) auf BTA 20, die assoziiert sind mit einer
simultanen Verringerung von Milchleistung und SCC, was mit der allgemein bekannten posi-
tiven Korrelation zwischen Milchleistung und SCC (bereinstimmt. Diese Vielfalt fiihrt zu
vielen potentiellen Markern zur Selektion auf mastitisempfindliche oder —resistente Kiihe,
sodass eine Datenbank entwickelt werden konnte, um bei der Identifikation moglicher Marker
zu helfen (OGOREVC et al., 2009).

2.6. Mastitisinfektionsmodelle

Datenerhebungen in landwirtschaftlichen Betrieben zur Pravalenz oder Inzidenz von Mastiti-
den und assoziierten Pathogenen dienen seit Jahrzehnten als Informationsquelle zu aktuellen
Entwicklungen in der Eutergesundheit (H. BARKEMA et al., 1998; PITKALA et al., 2004;
STEENEVELD et al., 2008; SAMPIMON et al., 2009). Jedoch liefern sie wenige Informatio-
nen Uber grundlegende Pathomechanismen.

Die Erforschung der Mastitispathogenese hat daher in den letzten Jahrzehnten zur Etablierung
verschiedenster Tiermodelle gefuhrt. So wurden aufgrund der pathogenspezifischen unter-
schiedlichen Auspragungen dieser Erkrankung diverse Studien zur subklinischen und klini-
schen Mastitis durchgefiihrt.

Experimentelle Mastitisinfektionsmodelle bieten im Gegensatz zu Feldstudien die Mdglich-
keit, unter standardisierten Bedingungen Fragestellungen zu beantworten. Innerhalb der be-
schriebenen Mastitisinfektionsmodelle gibt es jedoch auch erhebliche Unterschiede beziiglich
der Auswahlkriterien und Standardisierung der Versuchstiere, welche eine Vergleichbarkeit
zwischen den Studien erschweren.

So wurden z.B. Infektionsmodelle eingesetzt, um pathogenspezifische Effekte zu untersuchen
(MEHNE, 2010; PETZL et al., 2016; GUNTHER et al., 2017) oder Einflisse auf die Milch-
leistung (SHUSTER und HARMON, 1991), die Zusammensetzung der Milchinhaltsstoffe
(BOEHMER et al., 2008) und die Auswirkungen auf die Immunantwort (BURVENICH et al.,
1994; BANNERMAN et al., 2004; LEE et al., 2006). Auch zur Charakterisierung des Krank-
heitsverlaufs (MEHNE, 2010; OLIVER et al., 2012; PETZL et al., 2012; PIEPERS et al.,
2017) wurden Mastitisinfektionsmodelle verwendet.

Neben diesen unterschiedlichsten Fragestellungen wurden verschiedene Pathogene eingesetzt,
wobei in den hier genannten Modellen aufgrund ihrer gegensatzlichen Krankheitsbilder tber-
wiegend E. coli und S. aureus untersucht wurden. Auch die intramammaéren Infektionsdosen
variieren von Modell zu Modell. So wurde (iblicherweise fir E. coli eine Infektionsdosis zwi-
schen 50 und 500 Koloniebildende Einheiten (KBE) pro infiziertem Euterviertel (MEHNE,
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2010) verwendet. Fur S. aureus lag die Infektionsdosis h&ufig im Bereich 80 KBE (LEE et al.,
2006) bis 10.000 KBE pro infiziertem Euterviertel (MEHNE, 2010). Fur S. aureus wird in der
Literatur sogar eine Infektionsdosis von 2 * 10° KBE/ml angegeben. Allerdings muss in dem
Fall bertcksichtigt werden, dass es sich um abgetotete S.-aureus-Partikel handelte (PIEPERS
etal., 2017).

Zur bestmoglichen Beschreibung der Reaktionen auf die im Tiermodell verwendeten Mastiti-
serreger beim Rind haben WENZ et al. (2001) ein Scoring-System zur objektiven Befundung
des Schweregrads bei der akuten E.-coli-Mastitis entwickelt. Bei diesem wird die Auspragung
der Erkrankung anhand der Parameter rektale Korpertemperatur, Grad der Dehydratation,
Pansenkontraktionsrate und Verhalten zum Zeitpunkt des Auftretens der akuten E.-coli-
Mastitis beurteilt. Diese Parameter werden verwendet um die Tiere zu kategorisieren ob sie
mild, moderat oder schwer erkrankt sind. Auch ein Scoring-System zur Beurteilung der loka-
len Veranderungen am Euter wurde beschrieben, indem pro Euterviertel vor allem die Para-
meter Verhartungen, Schwellungen, Schmerzen und Sekretbefunde erhoben wurden (WENZ
et al., 2006). Diese beiden Scoring-Systeme wurden bereits so adaptiert und modifiziert, dass
sie sich auch eignen, um die Induktion einer mammaéren Endotoxintoleranz zur Mastitispro-
phylaxe zu testen (WALDMULLER, 2012). Dazu wurden fiir die systemische Beurteilung
noch die Parameter Herzfrequenz und Futteraufnahme und bei der lokalen Beurteilung die
Parameter Vorhandensein eines subkutanen Odems und Oberflachentemperatur erganzend
erhoben. Mittels dieser modifizierten Score-Systeme konnten neben den Auswirkungen akuter
E.-coli-Mastitiden beim Rind auch Auswirkungen subklinischer S. aureus-Mastitiden unter-
sucht werden (PETZL et al., 2016).
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Allgemeine Gerate

Accuri Durchflusszytometer C6, mit angeschlos-
sener Computereinheit

Aqua dest. Aufbereitungsanlage Umkehr -
Osmose Anlage, ,,Typ RO 50/14SMB Typ I

Aqua tridest. Aufbereitungsanlage ,,SG
Reinstwasser System Typ SG-RS90-4UF*

Autoklav Typ VE-75

Bunsenbrenner mit automatischer Ziindung
Brutschrank mit CO, “HERA cell 240
Brutschrank ohne CO, “Art.-Nr.: 261360000
Eismaschine ,,Typ UBE 30-10¢
Gefrierschrank — 20 °C

Gefrierschrank — 80 °C “HERAfreeze*
Kuhlschrank

Magnetriiher inkl. Magneten und Heizplatte ,,Ty-
pe MR82*

Mikroskop ,,ECLIPSE 80i*

MS2 Minishaker

Multipette plus

Pipettierhilfe ,,accu-j et®«

Pipetten, einstellbar ,,pipetman‘ (1-20 pl,10-
100 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl)
Reinwerkbank ,,LaminAir HL.24722

Spiilmaschine ,,Miele Professional Typ GGO05,
Modell PG 8583

Trockenschrank
Zahlkammer nach Birker
Zentrifuge Multifuge15-R

3.1.2. Allgemeiner Laborbedarf
Combitip 2,5 ml; 5 ml; 10 mi
Cryor6hrchen ,,CV11-2%, 2 ml, steril

Einmalpipetten ,,Serological Pipette*
Eppendorfreaktionsgefalie 1,5 ml; 2 ml

BD Bioscience, Heidelberg

Wasser und Regenerierstation, Barshlittel

Wasser und Regenerierstation, Barsbiittel

Systec the autoklav company, Linden
Wartewig, Gottingen

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Ziegra, Isernhagen

Einzelhandel

Thermo Scientific, Osterode
Einzelhandel

Heidolph, Schwabach

Nikon, Dusseldorf

IKA, Staufen

Eppendorf, Hamburg

Brand, Wertheim

Gilson, Villers Le Bel/Frankreich

Heraeus, Hanau
Miele & Cie. KG, Glutersloh

Heraeus, Hanau
Brand, Wertheim
Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Kisker Biotech GmbH & Co KG, Steinfurt
Sarstedt, Nirnbrecht

Nerbe plus GmbH, Winsen (Luhe)
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Glasflaschen mit Schraubverschluss 100, 500,
1000 mi

Impfose
Messkolben 250 ml, 500 ml, 1000 ml, 5000 ml
Messzylinder 500 ml, 1000 ml, 5000 ml

Mikrotiterplatten mit Abdeckung, steril, 24 Well,
48 Well

Petrischalen, steril
Pipettenspitzen 200 pl
Pipettenspitzen 1000 pl
Reagenzglaser

Rohre 5 ml

Rohre 13 ml

Spritzen-/ Syringe- Filter 0,22 um
Zellkulturflaschen 250 ml

Zentrifugenréhrchen (Falcons) 15 ml aus Poly-
propylen, steril

Zentrifugenréhrchen (Falcons) 50 ml aus Poly-
propylen, steril

3.1.3. Reagenzien
Antibiotic-Antimycotic (APS)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
Hydrocortison (1 mg/ml)

Insulin (5 mg/ml)

Kaliumchlorid (KCL)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Natriumazid (NaNs), 10 %ig
Natriumchlorid (NaCl)
Propidium-Jodid (100 pg/ml)

Duran® Group GmbH, Mainz

Omnilab, Bremen

VITLAB, Grossostheim

Duran® Group GmbH, Mainz

Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen

Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen
Sarstedt, Nirnbrecht

Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen

Duran® Group GmbH, Mainz

Sarstedt, Nirnbrecht

Sarstedt, Nirnbrecht

TRP®, Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe
Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen
Corning®, Wiesbaden

Corning®, Wiesbaden

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
Carl Roth GmbH und Co. KG,Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

3.1.4. Kulturmedien, Puffer und Lésungen

Dulbecco's Modified Eagle's
(DMEM)/Ham’s Nutrient Mixture F12

Explant-Medium

Medium Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

DMEM HAM's F12 (1:1)-> 100 ml

Insulin (5 mg/ml)—> 200 pl (Endkonzentration:
10 pg/ml)

Hydrocortison (1 mg/ml) - 50 pl (Endkonzent-
ration: 0,5 pg/ml)

APS-> Endkonzentration:
Streptomycin/ Penicillin G: 100 pg/ml;
Amphotericin B: 2,5 pg/ml
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Pancoll PAN-Biotech GmbH, Aidenbach
Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) NaCl-> 8 g/l

KCI> 1,24 gl
Na,HPO,~> 0,2 g/l
KH,P0O,~ 0,2 gl

Geldst in Aqua tridestillata
Phosphatgepufferte Salzlésung, doppelt konzen-  NaCl-> 16 g/l

triert (2xPBS)

KCL~> 2,48 g/l

Na,HPO4~> 0,4 g/l

KH,PO,~> 0,49/l

Gelost in Aqua tridestillata
Percoll® Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Percoll®, isotonisch NaCl-> 8,3 g/l

Gelost in Percoll®

Sheath (Tragerflissigkeit fur durchflusszytomet- 0,1 mg/ml NaN3
rische Messungen)

Gelost in steril filtriertem (0,2 um) PBS
Sheath-PJ 40 Propidium-Jodid (100 pg/ml): 1 ml

Sheath: 25 ml

3.1.5. Spezielle Gerate und Laborbedarf

3.1.5.1. Gerate und Laborbedarf fir die Chemotaxis/Transmigration

Kapillarspitzen 200 pl Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf

Mikroporenmembran ,,Polycarbonate Mem- Neuro Probe, Gaithersburg, MD/USA
branes, 3 pm pores, 25 x 80 mm*

Pinzetten Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe
Transmigrationskammern 10 Well, 400/285 pl Neuro Probe, Gaithersburg, MD/USA

3.1.5.2. Gerate und Laborbedarf fur die bakteriologischen Untersuchungen
und Arbeiten

Brain-Heart-Infusion Broth (BHI) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Columbia-Sheep-Blood-Agar (CSB), PB5039A Oxoid Deutschland GmbH, Wesel
Edwards-Agar (ED), PB5080A Oxoid Deutschland GmbH, Wesel
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NaCl 0,9 %, steril

Tryptic-Soy-Broth
Violet-Red-Bile-Agar (VRB), PO5075A
Glaskugeln, @ 4 £ 0,3 mm

3.1.5.3.
Biopsiegerat BARD® Magnum®, MG1522

Biopsienadel Magnum®, 12 G x 130 mm

Prézisionspinzetten

Prézisionsskalpell ,,Carbon Steel Einmalskalpell
#15¢

3.1.6. Klinikbedarf

Aulicin® Amoxi LA 150 mg / ml Injektionssus-
pension fur Rinder und Schweine

Animedazon® Spray

Brauniile ,,14 G x 2¢

Einmalspritze 1 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml
eimii® Cell-Check 3S

Enrotron® 100

Euterprifschale, 4/4, schwarz

Glucose -Infusionslésung G-40
Harnsticks ,,Medi-Test Combi 7¢
Heidelberger Verlangerungen

Kantilen Sterican®, @ 1,20 x40 mm
Kaniilen Sterican®, @ 1,80 x40 mm
Ketoprosol® 100 mg/ml

Ketosticks “Medi-TestKeton”
Melkanlage und Pulsatoren
Melkkannen und Melkzeug

Melosolute® 20 mg/ml Injektionslésung
Multiple Sample Luer Adapter
Percutin® Euteremulsion

pH-Papier ,, Bovivet Indicator Paper”
Planipart® 30 ug/ml

Rektalhandschuhe ,, Veterinary Gloves with
Shoulderprotection®

Réhrenspekulum nach Gotze
Staukette nach Witte

Stethoskop, Littmann Classic SE 11
StrauBkanule ,,17 G x 1 3%

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Fluka Analytical

Oxoid Deutschland GmbH, Wesel

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe

Gerate und Laborbedarf Explantgewinnung

Bard Medical Division, Covington, Georgia,
USA

Bard Medical Division, Covington, Georgia,
USA

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe
B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Eurovet Animal Health B.V., Bladel, Niederlan-
de

aniMedica GmbH, Senden-Bdsensell

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Sarstedt, Nlrnbrecht

Eimermacher, Nordwalde

aniMedica GmbH, Senden-Bdsensell
Tierarztebedarf

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Machery-Nagel, Diren

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Hom-
burg

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

CP-Pharma Handelsgesellschaft mbH, Burgdorf
Machery-Nagel, Diren

GEAFarm, Bonen

Westfalia Werkzeugcompany GmbH & Co KG,
Hagen

CP-Pharma Handelsgesellschaft mbH, Burgdorf
Becton Dickinson, Heidelberg

ReboPharm Arzneimittelvertriebsgesellschaft
mbH, Bodolt

Kruuse, Langeskov/ Danemark

Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG,
Ingelheim am Rhein

Henry Schein VET GmbH, Hamburg

Tierérztebedarf

Eickemeyer, Tuttlingen

3M Deutschland GmbH, Neuss
Dispomed Witt e.K., Gelnhusen
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Synolox LC Plus™

Taschenlampe

Uterusstébe Aniclox®

Uterusstébe Tetra-Bol 2000®

Vacutainer® System, Halter
Vacutainerréhrchen, 10 ml, Natriumheparin

Vaginallogger “HOBO U12 Stainless Tempera-
ture (4,900 ft.) Data Logger”

Vet-Sept®-Lésung
Vet-Sept®-Salbe
Zitzenkaniile ,, Spritzenaufsdtze Universal. Ste-

Zoetis, Berlin

Einzelhandel

aniMedica GmbH, Senden-Bdésensell
CP-Pharma Handelsgesellschaft mbH, Burgdorf
Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

Onset Computer Corporation, Bourne, Massa-
chusetts/USA

aniMedica GmbH, Senden-Bdsensell
aniMedica GmbH, Senden-Bdésensell
Kruuse, Langeskov/Danemark

ril*

3.1.7. Versuchstiere

3.1.7.1.

Zur Blutspende dienten klinisch gesunde, weibliche, trockenstehende Tiere der Rasse Deutsch
Holstein. Als Indikatoren fiir Allgemeingesundheit fungierten der Habitus des Tieres, sowie
die rektale Temperatur vom Vorabend. Entsprechend musste die Spenderkuh den Habitus
eines klinisch gesunden Tieres aufweisen und die Rektaltemperatur sollte sich im Normbe-
reich (37,5-39,5 °C) befinden.

Des Weitern durften die Tiere in den vorangegangenen vier Wochen keine grof3eren Mengen
Blut gespendet haben (> 1000 ml).

Die verwendeten Tiere waren in der Klinik fir Rinder, Stiftung Tierarztliche Hochschule

Hannover in Gruppenhaltung aufgestallt. Es handelte sich hierbei um einen genehmigten
Tierversuch mit der Aktenzeichen: 604i-42502-96A 730.

Blutspendertiere zur Zellisolation

3.1.7.2.

Fir den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Mastitisinfektionsversuchs (siehe 3.2.1)
wurden im Zeitraum Januar bis September 2016 36 tragende Holstein Friesian (HF) Farsen
aus ganz Deutschland angekauft. Die Aufstallung und Versuchsdurchfiihrung erfolgte in der
Klinik flr Rinder, Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover in Einzelboxen. Es handelte
sich hierbei um einen am 15.12.2015 durch das Niedersachsische Landesamt fiir Verbrau-
cherschutz und Lebensmittelsicherheit genehmigten Tierversuch, mit der Versuchsnummer
33.12-42502-0415-2024. Die Bezeichnung lautete ,,Entwicklungen von Biomarkern fir
Wirtsdeterminanten akuter und chronischer Mastitis beim Rind*“. Tierversuchsleiter war Herr
Prof. Dr. Hans-Joachim Schuberth, AG Immunologie, Stiftung Tierarztliche Hochschule Han-
nover. Die stellvertretende Leitung bernahm Frau Prof. Dr. Martina Hoedemaker, PhD, Kli-
nik fir Rinder, Stiftung Tierarztliche Hochschule.

Versuchstiere fiir den Mastitisinfektionsversuch

3.1.8. Eingesetzte Zellen fur In-vitro-Untersuchungen

3.1.8.1.

Aus bovinem Frischblut wurden polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN)
mittels Dichtegradientenzentrifugation (siehe 3.2.1.10) gewonnen.
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3.2. Methoden

3.2.1. Mastitisinfektionsversuch

3.2.1.1. Methodische Vorarbeiten

Im Vorfeld des Tierversuchs war die Etablierung eines mikrobiologischen/bakteriologischen
Labors (BU-Labor) in den Rdumlichkeiten der AG Immunologie, Stiftung Tierarztliche Hoch-
schule Hannover zur Anziichtung von Mastitiserregern und zur Untersuchung von Milchpro-
ben notwendig. Dort wurden zundchst die im Versuch verwendeten Modellpathogene
E. coliizos und S. aureus;op; mehrfach angeziichtet und mittels Keimzahlbestimmung auf ein
reproduzierbares Wachstumsverhalten gepriift. Die beiden Modellpathogene wurden in vo-
rangegangenen Projekten jeweils aus dem Eutersekret einer an klinischer Mastititis erkrankten
Kubh isoliert und anschlieBend charakterisiert (WOLF et al., 2011; LEIMBACH et al., 2016).

Zu den Arbeiten im BU-Labor gehdrten auch die Herstellung einer Infektions-Stockldsung
zur spéateren intramammaren Inokulation der Tiere (siehe 3.2.1.6) und die Produktion von
hitzeinaktivierten Bakterien fur die Stimulation der Explants (siehe 3.2.1.9).

Keimzahlbestimmung mittels Spatelverfahren

Zur Keimzahlbestimmung wurden die in einem Cryobank-System gelagerten Keime auf
Agarplatten ausgestrichen. E. coliizz wurde auf Violet-Red-Bile-Agar (VRB), einem Selek-
tivnédhrboden fur Enterobakteriaceae und S. aureus;o;; auf Columbia-Sheep-Blood-Agar
(CSB), einem nicht selektiven N&hrboden ausgestrichen. Nach 24-stundiger Inkubation im
Brutschrank (38 °C) erfolgte die eigentliche Keimzahlbestimmung mittels Spatelverfahren:

Pro Keim war ein steriles Reagenzglas mit 10 ml Brain-Heart- Infusion (BHI) vorbereitet, in
das subsekutiv mittels Impfdse eine Bakterienkolonie eingebracht wurde. Zur Auflésung der
Keime im BHI wurde das Reagenz fiir 20-30 sec. durchmischt und anschlie3end fir 6 h zur
Synchronisation des Wachstums bei 37 °C in einem Brutschrank mit Ruttler inkubiert. Unter
einer sterilen Werkbank wurden 100 pl der Bakterien-/BHI-Boullion in 9,9 ml sterile Tryptic-
Soy-Broth (TSB) uberfiihrt. Nach dem Durchmischen des Bakterien-/TSB-Gemisches,
schloss sich eine erneute Inkubationsphase tiber 18 h bei 37°C an.

Im Anschluss an die 18-stiindige Inkubation im Brutschrank mit Riittler wurde das Bakterien-
/TSB-Gemisch aus dem Brutschrank geholt. Die im TSB enthaltenen Bakterien befanden sich
nun in der Plateauphase ihres Wachstums. Um dieses zu stoppen, wurde das Bakterien-/TSB-
Gemisch auf Eis gestellt. Mittels steriler 0,9 %iger Kochsalzlésung wurde dann eine Verdin-
nungsreihe (1:10) hergestellt (siehe Abbildung 1). Diese erfolgte fir S. aureus;oy7 bis zur Ver-
dunnungsstufe von 10 und fir E. coliizgz bis 10°. Die hochsten drei Verdunnungsstufen
wurden ausplattiert, wobei pro Verdunnungsstufe Triplikate angefertigt wurden. Jeweils
100 ul der entsprechenden Verdinnungsstufe wurden im Falle von S. aureus;gy; auf CSB-
Agar und im Falle von E. colijzz auf VRB-Agar ausgestrichen. Das gleichméRige Verteilen
der Flussigkeit erfolgte mit Hilfe von 5-10 sterilen Glasperlen unter vorsichtigem horizonta-
lem Schiitteln.
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Verdiinnungsreihe (1:10) erstellen

6h 18h
7 =3
1 27 D=
@ @ @
3 4 5
—/ —/
101 102 103

1. 2. 3_/ —/ —/
10 ml BHI + 9,9 mI TSB + 9 ml NaCl + 1 ml aus Reagenzglas 2
S. aureus 0,1 ml aus (keimhaltiges TSB)
oder E. coli Reagenzglas 1

4,
9 ml NaCl + 1 ml aus Reagenzglas 3

5.
9 ml NaCl + 1 ml aus Reagenzglas 4

etc.
Abbildung 1: Erstellen einer Verdinnungsreihe zur Keimzahlbestimmung

Dargestellt ist die Durchfuhrung einer Verdiinnungsreihe bis zur dritten Verdinnungsstufe. Abkirzungserklérung:
BHI = Brain-Heart-Infusion; NaCl = sterile 0,9%iger Kochsalzldsung; TSB = Tryptic-Soy-Broth

Im Anschluss an die 24- stiindige Inkubation im Brutschrank (38 °C) erfolgte die Zahlung der
gewachsenen Bakterienkolonien.

Als auswertbar galten Agarplatten, die zwischen 2 und 300 Kolonien aufwiesen, ineinander
verlaufene Kolonien wurden dabei als eine Kolonie gezahlt.

Die Berechnung der koloniebildenden Einheiten erfolgte nach FARMILOE et al. (1954) mit
folgender Formel:

Summe aller gezahlten Kolonien

*D = KBE/ml
1*n+0,1xm

n = Anzahl der Platten der niedrigsten Verdinnungsstufe
m = Anzahl der Platten der hdchsten Verdinnungsstufe
D = Absolutwert der Verdinnungsstufe der niedrigsten ausgezahlten Agarplatten

Da nur 100 pl der jeweiligen Verdinnungsstufe ausplattiert wurden, musste der erhaltene
Wert nochmals mit dem Faktor 10 multipliziert werden.

Herstellung von Infektionsstocklésungen zur intramammaren Inokulation

Um die Versuchstiere homogen mit einer reproduzierbaren Infektionsdosis infizieren zu kon-
nen, sollten Stockldsungen hergestellt werden. Diese wurden am Infektionstag nur noch auf
die angestrebte Infektionsdosis verdinnt.

Hierzu wurden zundchst sowohl S. aureus;g,7 als auch E. coliizes, wie unter 3.2.1.1 beschrie-
ben, angeziichtet und die Keimzahl bestimmt. Hierbei wurden jeweils 200 pl der Verdin-
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nungsstufe 10" in einem Eppendorfreaktionsgefa aliquotiert und weggefroren (-80 °C),
nachdem die Verdunnungsstufen fertig erstellt waren. Nach dem Auszahlen der gewachsenen
Kolonien und berechnen der KBE/ml stand somit die Keimzahl der eingefrorenen Aliquots
fest, sodass sie nach dem Auftauen mittels steriler physiologischer Kochsalzlésung auf die
gewunschte Keimzahl eingestellt werden konnten.

Zur Uberpriifung des Wachstumsverhaltens und dem Ausschluss einer Kontamination der
Stockldsungen, wurden mehrfach Aliquots aufgetaut und ausplattiert. Durch das Koloniezéhl-
verfahren konnte sichergestellt werden, dass es beim Einfriervorgang zu keinen Verlusten
gekommen war. Zum Ausschluss, dass nur S. aureus;op7 bzw. E. coliizos aliquotiert worden
waren und die Proben nicht kontaminiert wurden, wurde sowohl vor Beginn des Tierversuchs,
als auch immer nach der Herstellung einer Infektionsdosis eine bakteriologische Untersu-
chung (siehe 3.2.1.5) der Stocklésung vorgenommen.

Herstellung hitzeinaktivierter Bakterien

Auch zur Herstellung der hitzeinaktivierten Bakterien fur die spatere Stimulation der ‘Ex-
plants’ (siehe 3.2.1.9), wurden S. aureus;oz7 und E. colijzoz Wie oben beschrieben angeziichtet
und die Keimzahl bestimmt. Divergierend wurde nach dem Erstellen der Verdiinnungsreihe,
das, die Pathogene enthaltene, TSB, fir 90 min bei 60 °C im Wasserbad hitzeinaktiviert und
bei 4 °C im Kihlschrank verwahrt, bis die KBE/ml feststanden. Zuletzt erfolgte die Verdin-
nung der hitzeinaktvierten Bakterien auf 10® KBE/ml, sowie deren Aliquotierung in Eppen-
dorfreaktionsgefalen und das Asservieren bei -80 °C.

3.2.1.2. Tierauswahl

Da bereits bekannt ist (siehe auch 2.5.3.2), dass die Eutergesundheit von Holstein-Friesian-
Kiihen durch genetische Pradisposition beeinflusst wird (KUHN et al., 2008; BRAND et al.,
2009; GRIESBECK-ZILCH et al., 2009), wurden ber Genotypisierung Farsen (n = 36) der
Rasse Holstein-Friesian mit einer besonders vorteilhaften (GQ) oder unvorteilhaften (kq) Préa-
disposition fir Mastitisempféanglichkeit aus ganz Deutschland angekauft.

Diese waren in Kooperation mit Frau Prof. Christa Kiihn, Leibniz Institut fir Nutztierbiologie,
Dummerstorf (FBN), vorselektiert worden: Diese Selektion beruhte auf VVorarbeiten, die zeig-
ten, dass mittels markerassoziierter Selektion ein QTL fiir den SCC auf BTA 18 identifiziert
werden konnten (KUHN et al., 2003). So wurde in nachfolgenden Untersuchungen (FUGA-
TO-Projekt) nachgewiesen, dass die Selektion auf diesen QTL auf BTA 18 nach vorteilhaften
(GQ) und unvorteilhaften (kq) elterlichen Allelen in der friihen Phasen der ersten Laktation zu
besonders niedrigen (GQ) bzw. besonders hohen (kgq) SCC-Werten in der Milch fihrte
(KUHN et al., 2008). Die Erhohung der Zellzahl diente dabei als Indikator fiir eine besondere
Mastitisempféanglichkeit.

Von denen im FUGATO-Projekt verwendeten drei Bullen wurden fiir die Tierauswahl in die-
sem Projekt mittels der zentralen Datenbank des VIT SNP-Haplotypen abgeleitet, die hetero-
zygot fur den BTA-18-QTL waren. In der Folge wurden dann die SNP der Tochter dieser drei
Bullen typisiert, ob sie das GQ- oder kg-Allel ererbt hatten. Dadurch konnte eine Allel-
Zuordnung dieser zu den véterlichen ererbten Haplotypen durchgefiihrt werden und die
Schlusselregionen (43-65 Mb, 43-48 Mb, 53-59 Mb, 60-65Mb) fur den QTL auf BTA 18
identifiziert werden. Mit diesen Informationen wurde fir dieses Projekt nach Bullen gesucht,
die in diesen Schlusselregionen moglichst grol3e Differenzen in ihren Haplotypen hinsichtlich
der SNP-Effekte auf den SCC aufwiesen. Hierzu wurden in der VIT-Datenbank alle Tiere auf
BTA 18 haplotypisiert und die Differenz der Haplotypen bestimmt, sodass letztlich 156 Bul-
len in die Endauswahl kamen. Die Véter der verwendeten Tochter hatten mindestens eine
RZM von 100. Des Weiteren mussten Vater und Muttervater einen RZD Milchfluss von 88-
112 aufweisen. Fir den RZS wiesen die Vater einen Wert von 88-112 (t6chtergepriift) bzw.
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94-118 (genomisch) auf und der Muttervater hatte entweder einen RZS < 100 (fur die kg-
Férsen) oder > 112 (fir die GQ-Féarsen).

Die letztlich angekauften Tochter (vor dem 01.07.2014 geboren) waren Halbgeschwister und
stammten von 6 Bullen ab. Sie wurden vor dem Ankauf auf ihren ererbten Haplotypen (GQ
oder kq) untersucht. Die Bedingungen fur den Ankauf waren, dass die Farsen hochtragend
waren und bis spatestens zum errechneten Tag 259 post inseminationem (p. i.) in der Klinik
fir Rinder, Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover aufgestallt werden konnten.

Der Transport der Tiere erfolgte zumeist in Sammeltransporten.

3.2.1.3.  Aufstallung der Versuchstiere

Die Aufstallung der Farsen erfolgte in der Klinik fur Rinder, Stiftung Tierarztliche Hochschu-
le Hannover in Einzelboxen, in denen sie sich frei bewegen konnten und Sicht- und teils auch
Kdrperkontakt zu Artgenossen moglich war.

Die Boxen befanden sich in zwei Stallungen, in denen zeitgleich keine Klinikpatienten aufge-
stallt waren.

Jede neu aufgestallte Féarse wurde unverziglich einer ausfihrlichen klinischen Untersuchung
unterzogen. Bei dieser Eingangsuntersuchung wurde auch das Stockmal bestimmt.

Des Weiteren erhielt jede Farse eine funktionelle Klauenpflege und ggf. auch —behandlung.
Dies fand auf einem Klauenwagen statt, wozu den hochtragenden Tieren 300 pg i.m. des To-
kolytikums Clenbuterol (Planipart®) injiziert wurden.

Den Tieren stand Wasser in Form von Selbsttranken ad libitum zur Verfiigung. In Einzelfél-
len (bei Nicht-Akzeptanz der Selbsttranken) erhielten sie Wasser mittels Wannen (50 I), die
mehrmals téglich Gberpruft und ggf. aufgefillt wurden.

Futter wurde den Tieren leistungsangepasst zwei Mal taglich frisch vorgelegt (siehe 3.2.1.4),
im gleichen Zuge wurden die Boxen gemistet und mit frischem Stroh eingestreut.

Nach dem Misten und Einstreuen wurden die laktierenden Tiere mittels Eimermelkanlage
gemolken und die Milchmengen entsprechend dokumentiert.

Mittels taglicher verkirzter klinischer Allgemeinuntersuchung (siehe Tabelle 3) und zweima-
liger taglicher Kontrolle der rektalen Kdérpertemperatur wurden die Tiere Gberwacht. Im Falle
einer Erkrankung wurden die Tiere entsprechend eines im Tierversuchsantrags enthaltenen
Scoresheets (siehe 9.1) behandelt. Im Falle einer Erkrankung, die dort nicht gelistet war, wur-
de nach guter tierarztlicher Praxis behandelt.

Bei den Férsen die noch ante partum (a. p.) waren, wurden je nach Anzeichen fir die nahende
Geburt regelmaRig (ein- bis zwei Mal téglich) bis engmaschig (alle 2 h) eine Geburtsiiberwa-
chung durchgefiihrt (siehe Tabelle 2). Im Falle von Geburtskomplikationen wurde ebenfalls
nach guter tierarztlicher Praxis Geburtshilfe geleistet.

Zur Schaffung vergleichbarer Bedingungen hinsichtlich einer antibiotischen Vorbehandlung
zwischen erkrankten und nicht erkrankten Tieren nach der Abkalbung, wurde jede Kuh an
Tag 1 post partum (p. p.). Uber 5 Tage mit je 2500 mg Enrofloxacin behandelt (Enrotron®
100).
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Tabelle 2: Untersuchungsparameter zur klinischen Einschatzung einer anstehenden Ge-
burt (Geburtsiberwachung)

Untersuchungsparameter mit moglichen Befunden

Regular | Beckenbénder o fest
e ggr.-hgr. weich
e ceingefallen
Euterhaut e abziehbar, ggf. mit
Einschrankungen
e nicht abziehbar

Vulva e Qgr.-hgr. gerotet
e Qgr.-hgr. 6dematds
e Ausfluss
Bei Be- | Transrektale Palpation
darf Vaginoskopie
Manuelle vaginale Unter-  v.a. unter der Geburt zur Kontrolle von Lage, Stellung,
suchung Haltung der Frucht

Abkirzungserklérung: ggr. = gerringgradig; mgr. = mittelgradig; hgr. = hochgradig

Tabelle 3: Verkurzte Allgemeinuntersuchung mit Normwerten und pathologischen Ab-
weichungen

Untersuchungsparameter  Normwerte Pathologische Abweichungen
Atemfrequenz/minund - | 20-28 Atemziige/min, obB. e Frequenzerhohung, -
qualitat erniedrigung

e Stridor

e Dyspnoe (inspiratorisch (insp.),
exspiratorisch (exp.), gemischt)

e Atmung verscharft (insp.
und/oder exp.)

e Lokalisationen: laryngeal, tra-
cheal, tracheobronchal (trbr..),
bronchobroncholdar (brbr..)

Herzfrequenz/min und - 68-80 Schldge/min, kraftig, e Frequenzerhohung, -

qualitat regelméRig, klar abgesetzt, erniedrigung
ohne Nebengerdusche e Intensitat: vermindert, Gberlaut
(=0bB.) e Rhythmus: arrhythmisch

e Abgesetztheit: Herzténe nicht
klar voneinander zu trennen

e Nebengerdusche: systolisch, di-
astolisch
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Untersuchungsparameter

Normwerte

Pathologische Abweichungen

Pansenfullung/-
schichtung

Pansen: Frequenz, Inten-
sitat

Perkussions-/ Schwing-
auskultation (PA/SA)

Bauchdeckenspannung

Kotbeurteilung

Rektale Kérpertempera-
tur

Fullung: Gasblase
nicht groRer als zwei
fingerbreit unter den
Lendenwirbelquer-
fortsétzen zu palpie-
ren (=gut)

Schichtung: deutlich
drei Phasen zu pal-
pieren, von dorsal
nach ventral: Gasb-
lase, Futtermatte,
Flussigkeitssee

(= gut)

Frequenz: 3 Pansen-
kontraktion in 2min
(= +++)

Intensitat: Pansen-
kontraktionen sind
phonendoskopisch
deutlich zu horen
(= +++)

Beidseits (bds.) negativ

--- (= weich)

Reichlich, mittelbreiig, mé-
RBig zerkleinert, olivgrun,
spezifischer Geruch, ohne
Beimengungen (=0bB.)

37,5°C-39,5°C

Fullung: mittel, schlecht, Giber-
laden

Schichtung: mittel schlecht (=
vollstandig durchmischt)

Frequenz:

2 Pansenkontraktionen in 2min
(=++)

1 Pansenkontraktionen in 2min
(= +-

Keine Pansenkontraktionen (= -

-)

Intensitéat:

Pansenkontraktionen mafiig zu héren
(= ++-), kaum zu horen (= +--), gar
nicht zu horen (= ---)

PA und/oder SA links, rechts, bds. posi-

tiv

+--(= ggr.. gespannt)

++- (= mgr. gespannt)

+++ (= hgr.. gespannt, fest)
Mengenveranderung (méaRig
viel, wenig, kein Kot)
Konsistenzverédnderungen
(wadssrig, dinnbreiig, fest und
geformt)

Zerkleinerungsgrad: fein, nicht
zerkleinert

Farb- und Geruchsabweichun-
gen (Geruch z.B. sauerlich, fau-
lig etc.)

Beimengungen (z.B. Blut,
Schleim)

Hypo- oder Hyperthermie

Die genannten Parameter stellen lediglich eine Auswahl dar. Nicht genannte mégliche pathologische Abweichungen wurden

entsprechend der guten tierdrztlichen Praxis erhoben,
mgr. = mittelgradig;

ggr. = gerringgradig;

hgr. = hochgradig;

trbr. = tracheobronchal; brbr. = bronchobroncholar
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3.2.1.4. Futterung

Bedingt durch den unterschiedlichen Bedarf von hochtragenden und laktierenden Kiihen,
wurde der gesamte Versuchszeitraum in drei Phasen eingeteilt: Hochtréchtigkeit (d259 bis
d269 post inseminationem (p. i.).), Transitphase (d270 p. i. bis zur Abkalbung), Laktation (d0
p. p. bis Versuchsende).

So wurden die Farsen in der Hochtrachtigkeit ausschlieRlich mit strukturreichem aber ener-
giearmem Futter gefiittert, um eine Uberkonditionierung zu vermeiden und somit eine Préven-
tion gegen Geburts- und Puerperalstérungen zu leisten. Zuséatzlich erhielten die Farsen Mine-
ralfutter.

Um die Pansenflora an die Aufnahme energiereicher aber strukturdrmerer Futtermittel zu ge-
wohnen, wurden die Farsen zehn Tage vor dem errechnetem Abkalbetermin, in der Transit-
phase, langsam an die veranderten Futtermittel gewdhnt, wobei vor allem die Gewéhnung an
das Milchleistungsfutter langsam stattfand: Die Gesamtmenge wurde taglich um 0,5 kg er-
hoht, bis die in der Laktationsration enthaltenen 2 kg/Tag erreicht waren.

Eine besondere Herausforderung stellten die Tiere in der Laktation dar, da sie abhangig von
ihrer Milchleistung gefuttert werden mussten. Alle Tiere erhielten eine aufgewertete Mischra-
tion. Die Grundration deckte dabei den Energiebedarf von einer Milchproduktion bis zu
28 kg/Tag ab. Leistungsangepasst wurde ein erhéhter Energiebedarf durch das Zufuttern von
Milchleistungsfutter gedeckt. Bei einem erhohten Bedarf an Milchleistungsfutter wurde dieses
in 0,5 kg Schritten/Tag langsam gesteigert bis zu einer Maximalmenge von 8 kg/Tier und
Tag.

Alle verwendeten Futtermittel waren kommerziell erhaltlich, auBer die Gras- und Maissilage,
deren Inhaltsstoffe fur die Rationsgestaltung bei der LUFA Nord-West in Oldenburg analysiert
wurden.

Die so gestalteten Rationen sind nachfolgend in Tabelle 4 beschrieben (genaue Rationsbe-
rechnungen fir jede Phase siehe 9.2, wobei die Ration fir die Hochtrachtigkeit unter der Be-
zeichnung ,,Frithtrockensteher” zu finden ist). Direkt nach der Aufstallung der Tiere wurde
mittels Blutuntersuchung der Gluthathionperoxidase (GSHPX-1) die Selenversorgung der
Farsen Uberpruft und bei Hinweisen auf einen Mangel supplementiert.

Tabelle 4: Futterplan unterteilt nach Leistungsphasen

Tageszeit Hochtréachtigkeit Transitphase Laktationsphase
morgens 7 kg Heu 2,5 kg Heu 150 g Mineralfutter
,»Salvamin Makro*
150g  Mineralfutter 10 kg Grassilage
,»Salvamin TR40
5 kg Grassilage 10 kg Maissilage
150 g Mineralfutter 1,5 kg Maissilage 500 g Sojaschrot
,»Salvamin TR40* max. 1 kg Kraftfutter =~ 500 g  Rapsextraktions-
schrot
1 kg Milchleistungsfutter
(ggf. mehr)
abends 7 kg Heu 2,5 g Heu 10 kg Grassilage
5 kg Grassilage 10 kg Maissilage
1,5 kg Maissilage 500 g Sojaschrot
max. 1 kg Kraftfutter =~ 500 g Rapsextraktions-
schrot
1 kg Milchleistungsfutter
(ggf. mehr)

Genaue Rationsbrechnungen sind unter 9.2 nachzulesen.

38



3.2.1.5.  Erhebung klinischer Daten und Probennahmen

Wadchentliche Erhebung klinischer Parameter

Ab dem errechneten Tag 259 p.i. (£ 2 Tage) begann die wochentliche Erhebung der klini-
schen Daten fur jedes Versuchstier (i.d.R. montags). Diese wurde bis zum Versuchsende fort-
gefuhrt und beinhaltete neben der Erfassung des klinischen Status u.a. auch das Gewicht, die
Erfassung des Verlaufs der Kérpertemperatur, Kontrollen von Halfter, Klauen und des Euter-
Schenkel-Bereichs. Alle erhobenen Parameter sind in Abbildung 2 und Abbildung 3 aufge-
fuhrt.
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Untersuchungsprotokoll- ChronMast-Kuh

Tier: Datum:

Atemfrequenz: /min oobB oggr omgr chgr

Qinsp. oexp. ogemischt

Tageszeit: o ol ol

otrbr  obrbr

oSonstiges:
Herzfre quenz: /min  0obB OSonstiges :
Rektaltemperatur: °C
Pansen:
- Fullung: ogut omaRig oschlecht
- Schichtung: ogut omalig oschlecht
- Frequenz: O+--  O++ O+++
- Intensitat: O+4--  O++  O+++
Perkussionsauskultation: obds neg. gpositiv
alinks:
arechts:
oSonstiges:
Schwingauskultation: obds neg. gpositiv
alinks:
arechts:
Bauchdeckenspannung: o--- 0O+-- 0O++ O+++

Kot: 0 obB(=olivgriin, mittelbreiig, maBig zerkleinert, ohne Beimengungen, reichlich, spezif. Geruch)

- Farbe:
- Konsistenz:
- Struktur:
- Beimengungen:
- Menge:
- Geruch:
Euter:
HL HR VL VR Sonstiges
Palpation ol ol all ol ol alll al ol alll ol ol alll
olvav oVi olvav oVi olvVav oVl olvav oVl
oVl oVl aVll oVl
Sekret oA oB oC |bA oB oC |oA oB oC | oA oB oC
oobB oD oE oD oE oD oE oD oE
oF(cEiter oF(cEiter aF(oEiter oF(cEiter
oOBlut) oOBlut) oBlut) oOBlut)
Eimii 0--- O+-- 0--- O+-- O--- O+-- O--- O+--
O++-  O+++ | O++-  O+++ | O++- O+++ | O+ O+++
pH: pH: pH: pH:
GU: Beckenbander: o fest o ggr weich o mgr weich o hgr weich
Euterhaut: 0 abziehbar onur proximal abziehbar o nicht mehr abziehbar
Vulva: 0 obB O gerdtet o 6dematisiert o Ausfluss
Milchfluss: 0 obB o Milch lauft ab
Sonstiges:

Abbildung 2: Untersuchungsprotokolle zur Erhebung der wdchentlichen Kuhdaten (1

von 2)

Abkirzungserklérung: 1 = morgens, ] =mittags, | =abends, obB.=ohne besonderen Befund, ggr. = geringgradig,
trbr = tracheobronchal,
brbr = bronchobroncholér, bds. neg. = beidseits negativ, Euterbefunde wurden in Anlehnung zu Dirksen et al. erhoben

mgr = mittelgradig, hgr. = hochgradig,

o Eingabe Access:

insp. = inspiratorisch, exp. = exspiratorisch,

(DIRKSEN et al., 2012) und sind unter 9.5 nachzulesen.
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Wochentliche US- Kuh- ChronMast

Tier(inkl. om): Datum: Tageszeit: 0 ol od
Halfterkontrolle: Trankekontrolle:

Koérpergewicht: kg

BCS: StockmaR: m Ketonkorper(Harn): oO--- O+-- O++-  O+++
Bewegungsapparat:

Klauenpflegezustand: o gut o maRig o schlecht ToSonstiges:
Lahmbheit: o keine oHL oHR oVL oVR ol all alll alV oV
oSonstiges:

Rektale- US:
Zervix: O steht oggr. omgr. ohgr. verstrichen
Uterus: 0 weich, kein Hinweis auf Torsio Uteri oggr. amgr. ohgr. tonisiert
O Sonstiges:
Uterinschwirren: opositiv Onegativ
Fruchtteile fiihlbar: ojaonein
Lebenszeichen Frucht: 0ja onein
Plazentome: O nicht fihlbar  ohihnereigrof oSonstiges:

Ultraschall-US:
O Ovarien nicht darstellbar
O Fruchtteile darstellbar OFlissigkeit darstellbar 0 Kotyledonen darstellbar
Ovarien Funktionskérper:

links rechts

Euter:

Intertrigo: 0 obB

oSonstiges:

HL HR VL VR

Zitzenldange incm
Zitzen® in cm
Temperaturverlauf in °C:
Datum Morgens Abends

oEingabe Access:

Abbildung 3: Untersuchungsprotokolle zur Erhebung der wdchentlichen Kuhdaten (2

von 2)

Abkirzungserkldrung: HL = hinten links; HR = hinten rechts; VL = vorne links; VR = vorne rechts; obB. = ohne besonderen
Befund; ggr. = geringgradig; mgr = mittelgradig; hgr. = hochgradig; bds. neg. = beidseits negativ; G, K, S, F = Abkiirzungen
zur Befundung des Uterus nach Dirksen et al. (DIRKSEN et al., 2012) , siehe 9.6; F = Fluktuation des Uterus; KLA = kein
Lochialausfluss
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Probenahmen
Da die Tiere nicht zeitgleich, sondern in Etappen aufgestallt wurden, wurden alle Tiere zu
festen Probezeitpunkten beprobt (siehe Abbildung 4).

Ubersicht der Probenzeitpunkte

Abkalbung P01

Probenzeitpunkte ante partum: Probezeitpunkte post partum:

Probenart: Blut P01 direkt nach der Geburt (nur Milch)

P02 am Tag nach der Geburt (Milch und Blut)
Start: am errechneten Tag 259 post
inseminationem anschlieffiend zwei Mal wochentliche
Blutentnahem und einmal wochentlich Milch
FortfGhrung bis zur Abkalbung
Fortflihrung bis zur Infektion

[ | | | | I [ [ | _ Yoo
d259 d262 d266 d269 d273 d276 d280 p(l)z P03 P04 .mtramammare
pi. pi. pi. pi. pi. pi pi Infektion

Abbildung 4: Ubersicht der Probenzeitpunkte

Von Tag 259 p. i. bis zum Start des Infektionsversuchs erfolgte zwei Mal wdchentlich (i.d.R.
montags und donnerstags) die Blutprobenentnahme zur Bestimmung der Gesamtleukozyten-
zahl. Sobald die Kiihe in die Laktation kamen, wurden erganzend noch ein Mal wochentlich
(i.d.R. montags) Viertelgemelksproben genommen (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5: Ubersicht Milchprobenentnahme

Probenart Milchphase Verwendung

Milch Vorgemelk Adspektorische Sekretbeurteilung
Schalmtest

sterile Milchprobe | Viertelanfangsgemelk BU, semiquantitative Keimzahlbestim-
mung

Milchprobe in Viertelanfangsgemelk Milchinhaltsstoffanalyse

Bronopol Zellzahlbestimmung

Besonderheiten in der Beprobung ergaben sich mit dem Partus: Noch bevor das erste Kolost-
rum ermolken wurde, wurde von jedem Euterviertel eine sterile Milchprobe zur bakteriologi-
schen Untersuchung gewonnen (= P01).

Am Morgen nach der Abkalbung fand die Gewinnung der Proben flr den Zeitpunkt P02 statt.
Dies beinhaltete sowohl die Blutprobenentnahme, als auch die Gewinnung der Milchproben.
Nach der Probengewinnung (P02) wurde die oben erwéhnte funftdgige Gabe von Enrofloxa-
cin begonnen. Die weiteren Probennahmen (P03 bis zum Start des Infektionsversuchs) folgte
wieder dem Ublichen Schema: zwei Mal wdchentlich, montags und donnerstags.

Mit dem Start des Infektionsversuchs veranderte sich das Intervall der Beprobung auf alle
12 h (siehe 3.2.1.7).
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Untersuchungen von Blut und Milch

Aus den gewonnenen Natriumheparin-Blutproben, wurde die Gesamtleukozytenzahl ermittelt:
Hierzu wurde das Blut 1:10 mit Tiirk’s Losung verdiinnt und anschlieRend die Gesamtleuko-
zytenzahl mittels der Z&hlkammer nach Burker bestimmt.

VVon den gewonnenen Milchproben diente das Vorgemelk zur adspektorischen Sekretpriifung
(siene 9.5.2). Das Ergebnis wurde wochentlichen auf einem Untersuchungsbogen dokumen-
tiert (siehe Abbildung 2).

Die mittels Bronopol konservierten Milchproben zur Milchinhaltsstoffanalyse wurden fiir
max. sieben Tage bei 4°C gelagert und dann zur Analyse mittels MilkoScan™ FT+ zum
Milchwirtschaftlichen Kontrollverband Mittelweser e.V., Rehburg- Loccum gegeben.

Die Analyse der sterilen gewonnenen Milchproben fand im BU-Labor statt: Pro Tier wurden
die Viertelmilchproben auf drei verschiedene Agarplatten ausgestrichen (jede Platte in Viertel
unterteilt): Auf Columbia-Sheep-Blood-Agar (CSB), einem nicht selektiven Nahrboden,
Violet-Red-Bile-Agar (VRB), einem Selektivndhrboden fiir Enterobakteriaceae und auf Ed-
wards-Agar (ED), einem Selektivndhrboden fir Streptokokken.

Dies erlaubte den Nachweis von S. aureus, Koagulase-negative Staphylokokken (KNS),
E. coli, Trueperella pyogenes, Corynebakterien, Askulin-positive und negative Streptokok-
ken, Klebsiella und Pilzen.

Nach dem Ausstreichen von 15 pl Gemelk, wurden die Platten fir 18-24 h bei 38 °C im Brut-
schrank inkubiert und zum ersten Mal auf ein Keimwachstum tberprift. Eine finale Kontrolle
erfolgte nach weiteren 24 h (Gesamtinkubation von 42- 48 h).

Die Dokumentation im Falle eines Keimwachstums erfolgte semiquantitativ: Als negativ (---)
galten Platten, die keine oder lediglich eine Kolonie aufwiesen. Das Wachstum von 2-10 Ko-
lonien wurde als +-- gewertet, 11-200 Kolonien als ++- und ein >200 Kolonien-
Rasenwachstum wurde als +++ eingestuft.

Bei adspektorischen Verdnderungen der Milch oder anderen Hinweisen auf Mastitis wurde
eine BU aulRerhalb der routinemagigen Untersuchungen genommen. Diese zusétzlichen Kon-
trollen erfolgten ebenso bei einem vorangegangenen Keimnachweis in den wochentlichen
Routinekontrollen.

Die Behandlung einer akuten oder chronischen Mastitis erfolgte ggf. entsprechend des ,Sco-
resheets‘ im Tierversuchsantrag (siehe 9.1). Im Falle von subklinischen Mastitiden mit KNS
wurde keine Therapie eingeleitet, da diese i.d.R. selbstlimitierend sind.

3.2.1.6. Mastitisinfektionsversuch

Die intramammére Innokulation der Kihe, zur experimentellen Induktion einer Mastitis, er-
folgte im Mittel an Tag 36 + 3 p. p.

Hierbei sollte der Fokus auf dem Infektionsverlauf sowohl von akuten als auch chronischen
Mastitiden liegen. Als Modellpathogen fiir die chronische Mastitis wurde S. aureus aufgrund
seiner weltweit grofRen Bedeutung in der Milchkuhhaltung ausgewéhlt. E. coli wurde als Mo-
dellpathogen flr eine akute Mastitis eingesetzt. E. coli ist der Hauptverursacher schwerer kli-
nischer Verlaufe bis hin zur Sepsis bei der bovinen Mastitis und hat einen starken Einfluss auf
das Wohlergehen des Tieres.

Die Dauer des Infektionsversuchs betrug fir S. aureus 96 h und fur E. coli 24 h und wurde
durch das Toten der Tiere (siehe 3.2.1.8) beendet.
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Ausschluss- und Abbruchkriterien

Zur Erzeugung auswertbarer Ergebnisse und insbesondere zur Vermeidung unnétigen Leids
bei den Versuchstieren, wurden klare Kriterien zum Ausschluss fur den Infektionsversuch, als
auch fiir den Abbruch wahrend des Versuchs festgelegt:

Ausschlusskriterien fur den Infektionsversuch
e Behandlungen sind nicht bis eine Woche vor Versuchsbeginn abgeschlossen

e Zu Versuchsbeginn sind die Wartezeiten der verabreichten Medikamente nicht been-
det

e Zu Versuchsbeginn (experimentelle Infektion) sind die Tiere nicht klinisch gesund
e Zu Versuchsbeginn (experimentelle Infektion) werden in der Milch ,major pathogens*
nachgewiesen

Abbruchkriterien

Nach erfolgter experimenteller Infektion des Euters tiber die Zitze kommt es im Zeitraum von
24 h (E. coli-Inokulation) oder 96 h (S. aureus-Inokulation) zu:

Fieber > 425 °C

hochgradige Stérung des Allgemeinbefindens

Festliegen der Kuh

gangranoser Mastitis (hochgradige lokale Entziindungserscheinungen am Euter)

Die Tiere werden nach guter tierédrztlicher Praxis behandelt.

Herstellung der Infektionsdosis

Die Herstellung der Infektionsdosis zur experimentellen Induktion einer Mastitis erfolgte mit
den Stdmmen von S. aureus;gp7 bzw. E. coliizps im BU-Labor unter der sterilen Werkbank.
Hierzu wurde die entsprechende Stockldsung (siehe 3.2.1.1) mit steriler 0,9 %iger Kochsalz-
I6sung auf die erwiinschte Infektionsdosis verdinnt.

Fur S.aureus betrug die Infektionsdosis 10.000 KBE/Euterviertel und fir E. coli
500 KBE/Euterviertel, bei einem Injektionsvolumen von 2 ml/Euterviertel. Die fertige Infek-
tionsdosis wurde bis zum Zeitpunkt der Inokulation auf Eis gelagert, um eine ungewollte
Vermehrung der Keime zu verhindern.

Experimentelle Infektion und Beprobung

Unmittelbar vor der intramammaren Applikation des Keims (Zeitpunkt t = 0 h post infectio-
nem (p. inf.) wurden die klinische Allgemein- und die Eutergesundheit erhoben (siehe Tabelle
3), Milch- und Blutproben genommen (siehe Tabelle 6) und die Kuh gemolken.

Hierzu wurde ein gesondert gefertigter Viertelmelker (siehe Abbildung 5) verwendet, der es
erlaubte die Milch auf Viertelebene zu gewinnen und die Milchmenge pro Viertel zu bestim-
men. Vor dem Melken wurde das Eutersekret makroskopisch mittels Viertelgemelksschale
geprift und aus dem Viertelanfangsgemelk eine sterile Milchprobe pro Euterviertel gewon-
nen.
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Abbildung 5: Viertelmelker
©ChronMast

Im Anschluss an das Melken wurden noch Proben fur die Milchinhaltstoffanalyse aus dem
Viertelgesamtgemelk entnommen. Die Blutprobenentnahme zur Bestimmung der Gesamtleu-
kozytenzahl erfolgte immer im Anschluss an das Melken.

Die weitere Untersuchung und Beprobung wéhrend des Infektionsversuchs erfolgte alle 12 h
analog zum Probenzeitpunkt O h p. inf.

Aus den genommenen sterilen Milchproben wurde eine mikrobiologische Untersuchung vor-
genommen (siehe 3.2.1.5). Dies diente zum Zeitpunkt 0 h p. inf. zur Sicherstellung, dass zum
Start der Infektion keine Infektion mit anderen Keimen in den Eutervierteln vorlag. Die mik-
robiologische Untersuchung erfolgte alle 12 h, sodass wéhrend des gesamten Versuchs der
mikrobiologische Status des Euters bekannt war. Die Keimzahlbestimmung aus der Milch
erfolgte wie bereits beschrieben (siehe 3.2.1.1), allerdings wurden hierbei die entsprechenden
Verdlnnungsreihen mit den gewonnenen Milchproben durchgefihrt (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6: Herstellung der Verdunnungsreihe zur Keimzahlbestimmung im Infek-
tionsversuch

Die Reagenzgléser 1-3 enthalten je 9 ml sterile 0,9 %ige Kochsalzlésung (NaCl). In das Reagenzglas 1 wurde als erstes 1 ml
der Milchprobe hinzugefiigt, vermischt und dann wieder 1 ml entnommen und in Reagenzglas 2 gegeben. Auch hier wurde
kurz gemischt und anschliefend davon 1 ml in Reagenzglas 3 hinzugefiigt. Jede Verdiinnungsstufe (1-3) wurde je als Tripli-
kate auf CSB-Agar (S.-aureus-Infektion) oder VRB-Agar (E.-coli-Infektion) ausgestrichen und inkubiert.

Die Proben zur Milchinhaltsstoffanalyse wurden fiir max. sieben Tage bei 4 °C gelagert und
zur Analyse beim Milchwirtschaftlichen Kontrollverband Mittelweser e.V., Rehburg-Loccum
gegeben.

Zur Uberwachung der Korperinnentemperatur wurde der Kuh ein Temperaturfiihler ( Vaginal-
logger<) befestigt an einer Kunststoff-Spange (EAZI- BREED™ CIDR®- Rohling), vaginal
eingefuhrt, sodass die Korperinnentemperatur wéhrend der gesamten Versuchsdauer alle
3 min. gemessen und auf dem enthaltenen USB-Massenspeichergerét gespeichert wurde.

Die experimentelle Infektion der Tiere erfolgte, nach vollstandiger Untersuchung und Bepro-
bung der Kilhe, in einem Zwangsstand. Hierfur wurden zunéchst die Zitze und insbesondere
die Zitzenkuppe mit 70 %igem Alkohol gereinigt, um einen iatrogenen Keimeintrag zu ver-
hindern.

Die Infektionsdosis wurde mittels Einmalspritze und Zitzenkanile ins Euter injiziert: Dabei
wurde die Zitzenkanile in den Strichkanal eingefiihrt und die Spritze entleert. Beim Entfernen
der Einmalspritze wurde der Strichkanal durch Daumen und Zeigefinger zugedrickt, um ein
Zuriicklaufen der Infektionsdosis zu verhindern. Zur gleichméRigen Verteilung der Keime
erfolgte ein 5-maliges Ausstreichen der immer noch verschlossenen Zitze in proximale Rich-
tung und subsekutiv wurde der Drisenkorper fir 30 sec. massiert.

Bei der Infektion mit S. aureus (n =24, GQ: n=12; kq: n = 12) stellten die beiden vorderen
Euterviertel die Kontrollviertel dar (vorne rechts unbehandelt, vorne links nur Injektion mit
2 ml steriler Kochsalzlésung (0,9 %) und beide Hinterviertel wurden jeweils experimentell
infiziert.

Abweichend hierzu wurde fiir die Induktion einer experimentellen Mastitis mit E. coli
(n=12; Q: n=6; g: n=6) nur das Euterviertel hinten rechts infiziert, hinten links stellte das
Kontrollviertel mit steriler Kochsalzlésung (0,9 %) dar und die Vorderviertel blieben unbe-
handelt.
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Tabelle 6: Ubersicht Probenentnahme im Infektionsversuch

Milch (Proben auf Viertelebene)

Probenart Gemelksfraktion Verwendung

Milch Vorgemelk Adspektorische Sekretbeurteilung
Schalmtest

sterile Milchprobe Viertelanfangsgemelk BU, Keimzahlbestimmung

Milchprobe in Bronopol | Viertelgesamtgemelk  Milchinhaltsstoffanalyse
Zellzahlbestimmung

3.2.1.7.  Beurteilung des klinischen Allgemeinbefindens

Zur Beurteilung des Allgemeinbefindens wurde ein klinischer Score in Anlehnung an einen
bereits verwendeten Score entwickelt (MUHLBAUER, 2012), der im folgenden als Allge-
meinbefinden-Score (Einheit: Score) bezeichnet wird.

Dieser enthielt als Parameter die vaginale Kdorpertemperatur (in °C), die Herzfrequenz (Schlé-
ge/Minute), die Pansenkontraktionsrate (Anzahl der Pansenkontraktionen/2 min) und die Fut-
teraufnahme.

Erhoben wurden die Daten alle zwolf Stunden, mit Ausnahme der Futteraufnahme. Diese
wurde lediglich einmal taglich am Abend beurteilt, um daraus eine Tagesbeurteilung zu er-
stellen, sodass der Wert von abends auch fur den Morgen desselben Tages galt.

Fur die vaginale Kdrpertemperatur wurde als erster Wert, die Korpertemperatur zum Zeit-
punkt der Infektion verwendet und dann im 12 h-Rhythmus abgelesen.

Eine Beurteilung des Allgemeinbefindens war so wahrend der experimentell induzierten In-
fektionen zu neun Zeitpunkten (S.-aureus-Infektion) bzw. zu drei Zeitpunkten (E.-coli-
Infektion) moglich.

Entsprechend dieses Allgemeinbefinden-Scores (siehe Tabelle 7) konnten die Tiere in allge-
meingesund (0-3), geringgradig (4-5), mittelgradig (6-7) oder hochgradig (8-9) erkrankt klas-
sifiziert werden.

Sollte es zu Zwischenwerten wie z.B. 4,5 kommen, wurde entsprechend der mathematischen
Regeln gerundet.

Tabelle 7: Allgemeinbefinden-Score zur Beurteilung des klinischen Status wahrend des
Infektionsversuchs

Beurteilungsparameter Score
Vaginale Kérpertemperatur (°C)

37,5-39,4 0
39,5-40,0 1
40,1-414 2

> 41,5 oder < 37,5 3

Herzfrequenz (Schlage/min)
<90 0
>90 1
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Beurteilungsparameter Score

Pansenkontraktionsrate (Kontraktio-

nen/2 min)

+++ 0
++(+) 0,5
++- 1
+(+)- 15
+-- 2
(+)-- 2,5
3
Futteraufnahme

Gut 0
Gut bis maRig 0,5
MaRig 1
MéRig bis schlecht 15
Schlecht 2
Gesamtpunktzahl systemischer Beurteilungs-
parameter

allgemeingesund 0-3
geringgradig erkrankt 4-5
mittelgradig erkrankt 6-7
hochgradig erkrankt 8-9

3.2.1.8. Sektion und Probenahme

Nach 24-stiindiger (E. coli) bzw. 96-stlindiger (S. aureus) Infektionsphase erfolgte die Tétung
der Tiere (Betaubung durch Bolzenschuss und anschlieBender Blutentzug) im Institut fir Pa-
thologie, Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover mit direkt sich anschlieBender Teilsek-
tion der Tiere durch Mitarbeiter des Instituts (siehe Abbildung 7).

Den ersten Arbeitsschritt stellte das unverzigliche Reinigen und Absetzen des Euters dar.
Beachtet werden musste hierbei, dass immer von den vorderen zu den hinteren Eutervierteln
gearbeitet wurde, um eine Kontamination der nicht infizierten Viertel zu vermeiden. Am ab-
gesetzten Euter wurden in nachstehender Reihenfolge folgende Arbeitsschritte vorgenommen:
Absetzen und Verwahren der Zitzen, anschlielend Entfernen der Euterhaut und Praparieren
des Eutergewebes. Aus dem Eutergewebe wurden zwei ca. 10 cm dicke Gewebescheiben ge-
schnitten, wobei eine Scheibe immer die beiden ipsilateralen Euterviertel enthielt.

Die Gewebsscheiben wurden zur weiteren Probenahme benutzt.
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Schritt 1:

Euter waschen, abtrocknen und mit
Alkohol desinfizieren.

AnschlieRend Euter absetzen und auf eine
sterile Unterlage verbringen

Schritt 2:

aa Absetzen der Zitzen an der Basis und

auf einem sterilen Bett fiir
aa Explantentnahme verwahren.

Schritt 3:
Abpraparieren der Euterhaut und
Herausschneiden einer ca. 10 cm @
dicken Eutergewebsscheibe —

(Schnittrichtung von kranial nach
kaudal).

Schritt 4:

Entnahme eines ca.
faustgroflen Stiickes
Euterparenchyms zur
nachfolgenden
Explantentnahme

Abbildung 7: Sektion des Euters

Fur die Herstellung der Explants wurden nur die Zitzen und das Euter von den mit S.-aureus-
infizierten Tieren verwendet. Hierbei wurden ausschlieBlich immer die Euterviertel vorne
rechts (unbehandeltes Kontrollviertel) und hinten rechts (S. aureus-infiziertes Viertel) be-
probt.

3.2.1.9. Gewinnung, Verarbeitung und Stimulation von Gewebe-Explantaten
(Explants)

Gewinnung von Explants

Als Lokalisationen fir die Gewinnung der Explants dienten die Zitzenzisterne (ZZ) und das
Euterparenchym (EP). Hierfir wurde das Bard Magnum Biopsiegerat verwendet (siehe
3.1.5.3), sowie die dazugehorigen Biopsienadeln. Die Gewinnung der Explants erfolgte unter
sterilen Kautelen, sodass fir jedes Viertel und Lokalisation ein neues Préparationsbesteck
benutzt wurde und das nicht infizierte Viertel vor dem Infizierten beprobt wurde.

Zur Gewinnung der Explants aus der ZZ, musste diese zundchst unter Schonung der Schleim-
haut er6ffnet werden. Da die Zitze sehr dinnwandig ist, wurde diese auf einem mit steriler
Alufolie umwickelten Styroporblock gelagert und nach Er6ffnung die Explants mittels des
Biopsiesystems geschossen. Das Aufsetzen der Biopsienadel auf die ZZ-Schleimhaut sollte so
druckarm wie mdglich sein, zum einen, um die Schleimhaut nicht zu besch&digen und zum
anderen, um nicht durch die Zitze hindurch in den Styroporblock zu schieRen. Das gewonnene
ZZ-Explant konnte anschlieBend in das TransportgefaR (50 ml Zentrifugenréhrchen gefiillt
mit 20 ml sterilem PBS) Uberfiihrt und auf Eis gelagert werden.

Die Explants aus dem EP wurden aus einem ca. faustgrof3en Stiick Eutergewebes geschossen,
das vorher aus den Gewebsscheiben isoliert worden war. Diese faustgroRen Stlicke wurden
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ebenfalls auf einem Styroporblock mit steriler Alufolie gelagert. Beim Schiel}en der EP-
Explants war ein geringes Driicken der Biopsienadel auf das Euterparenchym von Vorteil, da
es die Ausbeute erhohte. Auch diese Explants wurden in ein Transportgefal3 tberfihrt (50 ml
Zentrifugenrohrchen gefiillt mit 40 ml sterilem PBS) und auf Eis gelagert.

Explantverarbeitung und —stimulation

Die Explants aus dem Euterviertel vorne rechts wurden im weiteren Verlauf als ZZ-VR (Zit-
zenzisterne vorne rechts) und EP-VR (Euterparenchym vorne rechts) bezeichnet. Analog dazu
wurden die Explants aus dem Euterviertel hinten rechts als ZZ-HR und EP-HR bezeichnet.

Spatestens 2 h nach Entnahme sollte die Verarbeitung und die Uberfiihrung in das Explant-
Medium (3.1.4) stattfinden.

Zur finalen Erzeugung gleichméBiger Explants erfolgte die Bearbeitung unter der sterilen
Werkbank. Das Ziel war es, gleichmaiige kubische Explants von ca. 2 x 2 mm Grofe zu er-
zeugen. Der Zuschnitt erfolgte manuell mittels Prézisionspinzetten und -skalpell (siehe Abbil-
dung 8). Bei den ZZ-Explants durfte unter keinen Umsténden die Schleimhaut entfernt wer-
den.

Abbildung 8: Bearbeitung der Explants mittels Prazisionsskal-
pell

©ChronMast

Die fertig préaparierten Explants wurden in vorbereitete 24-Well-Mikrotiterplatten tberfihrt.
Diese enthielten pro Well 1 ml Explant-Medium und wurde zuvor 1 h vorinkubiert (37 °C,
5% CO,). Insgesamt wurden pro Tier 36 Well bendtigt, da von jeder der vier Lokalisationen
(ZZ-VR, ZZ-HR, EP-VR, EP-HR) neun Explants benétigt wurden. Waren nun alle Explants
in die Platte Uberfiihrt, so wurde diese zunachst fur 1 h bei 4 °C ruhen gelassen.

Vor der subsekutiven Stimulation der Explants mit 10" KBE/ml hitzeinaktivierten E. coliygp7
und S. aureusizz, wurde zundchst das Medium aus den Well abpipettiert und gegen
900 ul/Well frisches Explant-Medium getauscht.

Nun erfolgte die Stimulation der Explants mit 100 pl/Well der hitzeinaktivierten Bakterien
(siehe Abbildung 9) fiir 24 h bei 37 °C und 5 % CO; im Brutschrank.
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Abbildung 9: Layout Explantstimulation

Abkirzungserklérung: -K = Kontrolle, das Explant blieb unstimuliert; -SA = S. aureus;o,7, das Explant wurde mit hitzeinak-
tiviertem S. aureus,g,; stimuliert; -EC= E. colij3p3, das Explant wurde mit hitzeinaktiviertem E. coli;sgs Stimuliert

Am Ende der Inkubationsphase fand das Aliquotieren der Uberstande und der Explants statt:
Die Uberstande wurden nach vorsichtigen Resuspendieren abpipettiert und in 1,5 ml Eppen-
dorfreaktionsgefaRe tiberfiihrt. Die Verwahrung der Uberstande erfolgte bis zur weiteren Nut-
zung bei den Transmigrationsversuchen bei - 80 °C.

Zu den in der Mikrotiterplatte verbliebenen Explants wurden 500 pl/Well RNA-Later hinzu-
gefiigt und die Explants dann zusammen mit dem RNA-Later in Cryordhrchen aliquotiert.
Diese Proben wurden zuné&chst tiber Nacht bei 4 °C im Kuhlschrank gelagert und erst nach ca.
18 h in den Gefrierschrank (- 80 °C) verbracht. Diese Proben wurden fur nachfolgende Pro-
jekte asserviert.

3.2.1.10. ,Chemotaxis-Assay‘ mittels Transmigrationskammer

Zur Untersuchung der chemotaktischen Fahigkeiten der gewonnenen Explantiiberstande wur-
den nachfolgend Transmigrationsversuche durchgefiihrt. Diese wurden mit Hilfe frisch ge-
wonnener boviner PMN durchgefuhrt.

Gewinnung boviner PMN

Die Blutproben fiir die Isolierung bovinen PMN wurden von Tieren der Klinik fur Rinder,
Stiftung Tier&rztliche Hochschule Hannover (siehe 3.1.7.1) entnommen.

Zunichst erfolgte die Uberschichtung des Blutes auf Pancoll und die erste Zentrifugation fiir
30 min (4 °C, 1000 x g, Beschleunigung: 9, Bremse: 1).

Aufgrund des Dichtegradientens (1,077 g/ml) befanden sich die PMN im roten Zellpellet,
sodass der Uberstand vorsichtig abpipettiert und verworfen werden konnten. Auf das Resus-
pendieren folgte die hypotone Lyse: 20 ml steriles Aqua dest. wurden hinzugefligt und ca.
20 sec. geschwenkt. AnschlieRend wurden sofort 20 ml 2xPBS hinzugeflgt.

Es folgten drei Zentrifugationsschritte:

1. Zentrifugation bei 4 °C, 500 x g, 10 min, Beschleunigung/Bremse: 9
Abkippen des Uberstandes, Resuspendieren des Zellpellets, hypotone Lyse
2. Zentrifugation bei 4 °C, 250 x g, 10 min, Beschleunigung/ Bremse: 9
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Abkippen des Uberstandes, Resuspendieren des Zellpellets, Zusammenfiihren der
Proben und mit PBS auffillen
3. Zentrifugation bei 4 °C, 120 x g, 10 min, Beschleunigung/Bremse: 9
Abkippen des Uberstandes, Resuspendieren des Zellpellets
Da die gewonnen PMN fir einen Chemotaxis-Assay mit Kulturtberstdnden von Explants
verwendet wurden, wurde den resuspendierten PMN das Explant-Medium hinzugefigt und
mittels Z&hlkammer nach Birker die Zellzahl/ml bestimmt.

Einsatz der Transmigrationskammer
Die Untersuchung der Explant-Uberstande erfolgte unter Verwendung der 10-Well-
Transmigrationskammern (siehe 3.1.5.1).

Hierbei wurden in die unteren Well je 300 pl der Uberstande hinein pipettiert. Daraufhin folg-
te die Unterschichtung der Uberstande mit 130 pl/Well isotoner Percoll-Lésung um ein spate-
res Adhérieren der gewanderten PMN am Boden zu vermeiden. Diese zeigten sich so als
intermedidre Phase auf der Grenze vom Percoll-,Kissen zum eingesetzten Uberstand. Zu
beachten war, dass sich ein positiver Flussigkeitsmeniskus bildete, sodass es beim nachfol-
genden Auflegen der Mikroporenmembran zu einem Kontakt von Flussigkeit und Mikropo-
renmembran kam. Wichtig war es weiterhin, dass der Flissigkeitsmeniskus weder zu gering
noch zu stark ausgepragt war. Dies war nach dem Auflegen der Membran daran zu erkennen,
dass sich entweder Luftblasen zwischen Flissigkeit und Membran bildeten (zu geringer posi-
tiver Flissigkeitsmeniskus) oder dass die Flussigkeit verlief (zu starker positiver Flissig-
keitsmeniskus).

Auf die Membran wurde nachfolgend eine Silikondichtung gelegt und anschlie3end der obere
Teil der Kammer aufgeschraubt. Die sich so gebildeten oberen Well wurden dann mit
200 pl/Well der PMN-Suspension (Konzentration: 5 x 10° /ml) beschickt.

Darauf schloss sich eine zweistiindige Inkubation im Brutschrank an (37 °C, 5% COy), an
dessen Ende die Flissigkeit in den oberen Well abpipettiert und verworfen wurde. Nun konn-
te die Kammer gedffnet und Silikondichtung und Mikroporenmembran entfernt werden, damit
die unteren Well frei lagen. Die Explantiiberstdnde mit den enthaltenen, transmigrierten PMN
(350 pl) wurden nach mehrmaligen Durchmischen in ein Eppendorfreaktionsgefal tberfuhrt
bis zur anschlieBenden durchflusszytometrischen Messung. Vorher wurden den gesammelten
Explanttberstanden noch jeweils 100 pl Sheath-PJ40 zur Vitalitatsbestimmung zugesetzt.

Die Messung wurde bei 100 pl Probenvolumen am Accuri Durchflusszytometer durchgefiihrt,
Messgeschwindigkeit ,,fast* (Flow Rate: 66 pl/min, Core Size 22 um).

Die Zahlung vorhandener Zellen erfolgte mittels eines Vorwartsstreulichts (Forward Scatter,
FSC) und eines Seitwartsstreulichts (Side Scatter, SSC). Zusétzlich erfasste das Gerét Fluo-
reszenzlichtemissionen, die es ermdglichten, auf vitale PMN zu ,gaten‘. Die Fluoreszenz der
toten PMN wurde durch das hinzugesetzte Sheath-PJ40 ausgelost und im ,,FL3-A* gemessen
und so zwischen vitalen und toten PMN unterschieden. Die vitalen PMN wurden in Plot 3 zur
weiteren Berechnung schliellich isoliert dargestellt. Die gezdhlten Zellen wurden mittels
Punktdiagrammen dargestellt (siehe Abbildung 10) und ausgewertet.
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Abbildung 10: Durchflusszytometrische Analyse nach Chemotaxis-Assay

Dargestellt sind beispielhaft unter Plot 1 FSC und SSC der gemessenen Zellen aus den ,Explant‘-Uberstanden. Die grofRte
Fraktion bilden die PMN, die mittels eines ,Gates in Plot 2 auf vital und tot unterschieden wurden. Die dort links liegende
Zellfraktion ist als vital zu werten, da sie nicht angefarbt wird. Zur weiteren Berechnung wurden dann in Plot 3 nur die vita-
len PMN in FSC und SCC dargestellt.

So konnte die absolute Zahl vitaler PMN bestimmt werden, indem die Menge gezahlter PMN
in der Positivkontrolle als 100 % gesetzt wurde und die gemessenen PMN aus den Explanti-
berstanden dazu in Relation gesetzt wurden.

3.2.2. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der vorliegenden Daten wurde, sofern nicht anders angegeben,
mit GraphPad PRISM Version 5.04 durchgefuhrt.

Die GruppengroRe betrug, sofern nicht anders angegeben, n =24 (GQ: n =12 vs. kg: n = 12)
fiir die Infektion mit S. aureus bzw. n=12 (GQ: n=6 vs. kq: n=6) fur die Infektion mit
E. coli.

Die Daten wurden auf Normalverteilung tberprift. Falls sie nicht normalverteilt waren oder
die Gruppengrolie n < 7 betrug, wurden zur Auswertung nicht parametrische Tests verwendet.
Somit wurden alle Auswertungen fir die Infektion mit E. coli mittels nicht parametrischer
Tests durchgefiihrt, da die maximale Gruppengrof3e n = 6 betrug.

Bei Normalverteilung werden Mittelwert und Standardfehler des Mittelwerts (,standard error
of the mean‘, SEM) angegeben, bei Daten, die nicht normalverteilt waren, werden Median
und Interquartilsabstand (interquartile range, IQR) angeben.

Als Tendenzen werden P-Werte < 0,1 gewertet, als ggr. signifikant P-Werte < 0,05, als mgr.
signifikant P-Werte < 0,01 und als hgr. signifikant P-Werte < 0,001. Die graphische Kenn-
zeichnung erfolgt mittels T fur eine Tendenz, * fir ggr., ** fur mgr., *** fur hgr. signifikante
und **** flir hdchstgradig signifikante P-Werte.

3.2.2.1.

Der Vergleich des maximalen Allgemeinbefinden-Scores fir die Infektion mit S. aureus er-
folgte mittels ungepaarten T-Test. Der Vergleich des Zeitpunkts des maximalen Allgemeinbe-
finden-Score, der Vergleich zwischen den divergenten Genotypen pro Zeitpunkt sowie der
Vergleich der AUC des Allgemeinbefinden-Score erfolgte aufgrund fehlender Normalvertei-
lung mittels ,Mann Whitney test*.

Fur die Infektion mit E. coli wurden die gleichen Vergleiche mittels Mann Whitney test
durchgefihrt.

Auswertung des Allgemeinbefindens
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3.2.2.2.  Auswertung der Kérpertemperatur

Der Vergleich der maximalen Koérpertemperatur fur die Infektion mit S. aureus erfolgte mit-
tels ungepaarten T-Test. Der Vergleich des Zeitpunkts der maximalen Kdrpertemperatur so-
wie der Vergleich der AUC der Kérpertemperaturen erfolgte aufgrund fehlender Normalver-
teilung mittels Mann Whitney test.

Fur die Infektion mit E. coli wurden die gleichen Vergleiche mittels Mann Whitney test
durchgefuhrt.

3.2.2.3.  Auswertung der Gesamtleukozyten

Der Vergleich der Gesamtleukozytenzahl pro Zeitpunkt fir die Infektion mit S. aureus erfolg-
te mittels ungepaarten T-Test und fur die Infektion mit E. coli mittels Mann Whitney test.

3.2.2.4.  Auswertung klinischer Symptome am Euter

Der Vergleich der Verteilung der Euterpalpationsbefunde pro Zeitpunkt und die makroskopi-
schen Veranderungen in der Milch pro Zeitpunkt wurden sowohl bei der Infektion mit
S. aureus als auch bei der Infektion mit E. coli mittels Mann Whitney test durchgefiihrt.

Der Vergleich des SCC vor dem Infektionsversuchs erfolgte zwischen den divergenten Geno-
typen mittels ungepaarten T-Test.

Der Vergleich des SCC zwischen den divergenten Genotypen pro Zeitpunkt und der Ver-
gleich der Keimausscheidung pro Zeitpunkt erfolgte bei der Infektion mit S. aureus mittels
ungepaarten T-Test, bei der Infektion mit E. coli mittels Mann Whitney test.

Der Vergleich der Milchleistung vor dem Infektionsversuch erfolgte mittels ungepaarten T-
Test.

Der Vergleich der Gesamtmilchleistung (AUC) und der relativen Gesamtmilchleistung erfolg-
te bei der Infektion mit S. aureus mittels ungepaarten T-Test, bei der Infektion mit E. coli
mittels Mann Whitney test.

Der Vergleich der Milchinhaltsstoffe erfolgte bei der Infektion mit S. aureus aufgrund fehlen-
der Normalverteilung mittels Mann Whitney test, ebenso bei der Infektion mit E. coli.

3.2.25. Auswertung der Reaktivitat mammaren Gewebes divergenter Genoty-
pen

Die Daten zur Auswertung der Reaktivitdt mammaéaren Gewebes divergenter Genotypen waren
normalverteilt und wurden mittels parametrischer Test ausgewertet: Vergleiche zwischen den
Eutervierteln und zwischen den divergenten Genotypen wurden mittels ungepaarten T-Test
durchgefihrt.
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4. Ergebnisse

4.1. Systemische Veranderungen nach experimenteller Mastitis

Zur Beurteilung ob sich die unter 3.2.1.2 beschriebene Selektion von Holstein Farsen auf di-
vergente Genotypen auf die Ausprédgung von Mastitiden auswirkt, wurden zwei Infektions-
modelle entwickelt: Ein Langzeitmodell zur subklinischen/chronischen Mastitis nach experi-
menteller Infektion mit S. aureus iber 96 h und ein Kurzzeitmodell nach experimenteller In-
fektion mit E. coli Uber 24 h. Zur Beurteilung des Schweregrads der Mastitis wurden sowohl
allgemeine Kklinische Parameter beurteilt (Allgemeinbefinden, Korpertemperatur, Gesamtleu-
kozytenzahl), als auch lokale Parameter (Euterpalpationsbefunde, Sekretbefunde, Milchleis-
tung und —inhaltsstoffe, Keimzahl und somatische Zellzahl in Milch).

4.1.1. Allgemeinbefinden

Zur Beurteilung des Allgemeinbefindens wurde der hierfir entwickelte klinische Score (siehe
3.2.1.7), der im Folgenden als ,,Allgemeinbefinden-Score“ (Einheit: Score) bezeichnet wird,
verwendet.

41.1.1. Allgemeinbefinden nach experimenteller S.-aureus-Infektion

Fur die Auswertung des Allgemeinbefindens wéhrend der experimentell induzierten
S.-aureus-Mastitis standen pro Genotyp (GQ/Kkq) jeweils 12 Versuchskihe zur Verfligung.

Im Mittel (x SEM) erreichten die GQ-Kihe einen maximalen Allgemeinbefinden-Score (sie-
he Abbildung 11) von 2,88 + 0,44 innerhalb der 96 h-stundigen Versuchsdauer und die kg-
Kihe einen maximalen Allgemeinbefinden-Score von 2,92 £ 0,40. Hiermit waren die Kihe
im Schnitt als ,,allgemeingesund“ einzustufen. Es lag eine Normalverteilung der Daten vor
und es stellte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Genotypen dar
(P =0,95).
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Abbildung 11: Maximaler Allgemeinbefinden-Score wahrend einer intramammaren
S.-aureus-Infektion

Der Allgemeinbefinden-Score wurde fiir jedes Tier alle 12 h aus den Parametern Korpertemperatur, Herzfrequenz, Pansen-
kontraktionsrate und Futteraufnahme berechnet und pro Tier der maximale Wert Uber die 96-stiindige Infektionsdauer ermit-
telt. Entsprechend ihres Genotyps (GQ: n = 12 vs. kg: n = 12) wurden diese Maximalwerte gemittelt und mittels ungepaarten
T-Test verglichen. Dargestellt sind die Daten mittels ,Whiskers min to max‘, das + kennzeichnet den Mittelwert. Kategorien:
allgemeingesund = 0-3; geringgradig erkrankt = 4-5, mittelgradig erkrankt = 6-7, hochgradig erkrankt = 8-9.

Abkiirzungen: GQ = Kiihe mit vorteilhaftem Genotyp, kg = Kithe mit unvorteilhaftem Genotyp

Da zur Ermittlung des maximalen Allgemeinbefinden-Scores pro Kuh jeweils nur ein Zeit-
punkt p. inf. herangezogen wurde, sollte ermittelt werden, ob Unterschiede zwischen dem
Zeitpunkt des Auftretens der maximalen Veranderungen vorlagen. Das im Median etwas spé-
tere Auftreten des maximalen Allgemeinbefinden-Scores bei den GQ-Kiihen (Median * IQR:
GQ: 42 hp.inf. £33 vs. kg: 36 h p. inf. £ 21) war statistisch nicht signifikant (P = 0,78, Ab-
bildung 12).
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Abbildung 12: Zeitpunkt des maximalen Allgemeinbefinden-Scores nach intramamma-
rer S.-aureus-Infektion

Der Allgemeinbefinden-Score wurde fiir jedes Tier alle 12h aus den Parametern Kdrpertemperatur, Herzfrequenz, Pansen-
kontraktionsrate und Futteraufnahme berechnet und pro Tier der Zeitpunkt des Maximalwerts (iber die 96-stlindige Infekti-
onsdauer ermittelt. Nach Genotyp (GQ: n =12 vs. kqg: n = 12) sortiert, wurde der Median dieser Zeitpunkte (siehe Mittellinie
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in Box) ermittelt und mittels Mann Whitney test verglichen. Dargestellt sind die Daten mittels ,Whiskers min to max‘. Ab-
kiirzungen: GQ = Kiihe mit vorteilhaftem Genotyp, kq = Kiihe mit unvorteilhaftem Genotyp

Im direkten Vergleich des Allgemeinbefinden-Scores der beiden Genotypen zeigte sich pro
Zeitpunkt der Untersuchung ebenfalls kein signifikanter Unterschied (siehe

Tabelle 8).

Tabelle 8: Allgemeinbefinden divergenter Genotypen (GQ vs. kg) nach intramammarer
S.-aureus-Infektion

Zeit (h p.inf.) Median + IQR(Score)
GQ (n=12) kq (n=12) Signifikanz
0 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 P=0,68
12 1,00 £ 0,50 1,00+ 1,00 P=0,97
24 1,50 £ 1,50 1,25+1,38 P =0,86
36 1,50 £ 2,00 1,75+ 2,00 P=0,72
48 1,00 £2,13 1,50 £ 0,50 P=0,90
60 1,25+1,75 1,25+1,63 P=0,88
72 1,25+2,13 1,00 £ 0,88 P=0,52
84 1,50+1,75 1,25+ 0,88 P=0,69
96 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 P=0,42

Abkirzungserklérung: p. inf. = post infectionem; IQR = Interquartilsabstand

Zur Beurteilung des Allgemeinbefindens im gesamten Versuchszeitraum wurde die Flache
unter der Kurve (AUC) pro Tier bestimmt (siehe Abbildung 13) Beide untersuchten Genoty-
pen zeigten identische Werte der AUC (Median £ IQR: GQ:120 Score * h+112,5 vs. kaq:
120 Score * h £ 54, P = 1,00).

400-
= 300- -1
X
o
3
8 200+
S
< 100 |
0 ' r

Abbildung 13: AUC (Area Under the Curve) des Allgemeinbefinden-Scores nach intra-
mammarer S.-aureus-Infektion

Pro Tier wurde mittels des Allgemeinbefinden-Scores pro Zeitpunkt p. inf. ein Verlauf tber die Infektionszeit bestimmt und
die AUC (Einheit: Score * h) berechnet. Mit den einzelnen AUC-Werten pro Tier wurden dann sortiert nach Genotyp (GQ:
n =12 vs. kq: n = 12) der Median der AUC bestimmt (siehe Mittellinie in Box). Dargestellt sind die Daten mittels , Whiskers
min to max‘. Abkiirzungen: GQ = Kilhe mit vorteilhaftem Genotyp, kq = Kihe mit unvorteilhaftem Genotyp
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Zusammenfassend gab es im Hinblick auf Stérungen des Allgemeinbefindens keinen Unter-
schied zwischen den GQ-und kg-Kihen nach intramammarer Infektion mit S. aureus.

4.1.1.2.  Allgemeinbefinden nach experimenteller E.-coli-Infektion

Fur die Auswertung des Allgemeinbefindens wahrend der experimentell induzierten E.-coli-
Infektion standen pro Genotyp (GQ/kq) jeweils sechs Probanden zur Verfiigung. Im Median
des maximalen Allgemeinbefinden-Scores (siehe Abbildung 14) zeigte sich bei der Infektion
eines Euterviertels mit E. coli kein signifikanter Unterschied zwischen GQ und kq: So lag der
maximale Allgemeinbefinden-Score fir die GQ-Kihe im Median (x IQR) bei 2,5 + 2,88 und
fir die kg-Kuhe bei 1,75 £ 2,25 (P = 0,62), die Probanden waren hiermit im Schnitt als ,,all-
gemeingesund‘ einzustufen.

Score

0 T T

Abbildung 14: Maximaler Allgemeinbefinden-Score nach intramammarer E.-coli-
Infektion

Der Allgemeinbefinden-Score wurde fur jedes Tier alle 12 h aus den Parametern Korpertemperatur, Herzfrequenz, Pansen-
kontraktionsrate und Futteraufnahme berechnet und pro Tier der maximale Wert Uber die 24-stiindige Infektionsdauer ermit-
telt. Entsprechend ihres Genotyps (GQ: n =6 vs. kg: n = 6) wurden fir diese Maximalwerte der Median bestimmt. Darge-
stellt sind die Daten mittels ,Whiskers min to max. Kategorien: allgemeingesund =0-3; geringgradig erkrankt = 4-5,
mittelgradig erkrankt = 6-7, hochgradig erkrankt = 8-9. Abkiurzungen: GQ = Kilhe mit vorteilhaftem Genotyp, kq = Kilhe mit
unvorteilhaftem Genotyp

Da zur Ermittlung des maximalen Allgemeinbefinden-Scores pro Proband jeweils nur ein
Zeitpunkt p. inf. herangezogen wurde, sollte ermittelt werden, ob Unterschiede zwischen dem
Zeitpunkt des Auftretens der maximalen Veranderungen vorlagen. Das im Median etwas spé-
tere Auftreten des maximalen Allgemeinbefinden-Scores bei GQ-Kiihen (Median £ IQR: GQ:
12 h £ 6 vs. kg: 6 h = 12) war statistisch nicht signifikant (P = 0,20, siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15: Zeitpunkt des maximalen Allgemeinbefinden-Scores nach intramamma-
rer E.-coli-Infektion

Der Allgemeinbefinden-Score wurde fiir jedes Tier alle 12 h aus den Parametern Korpertemperatur, Herzfrequenz, Pansen-
kontraktionsrate und Futteraufnahme berechnet und pro Tier der Zeitpunkt des Maximalwerts (ber die 24-stlindige Infekti-
onsdauer ermittelt. Nach Genotyp (GQ: n =6 vs. kg: n = 6) sortiert, wurde der Median dieser Zeitpunkte (siehe Mittellinie in
Box) ermittelt und verglichen. Dargestellt sind die Daten mittels ,Whiskers min to max‘. Abkiirzungen: GQ = Kiihe mit
vorteilhaftem Genotyp, kq = Kiihe mit unvorteilhaftem Genotyp

Im direkten Vergleich des Allgemeinbefinden-Scores der beiden Genotypen zeigte sich pro
Zeitpunkt ebenfalls kein signifikanter Unterschied (siehe Tabelle 9).

Tabelle 9: Allgemeinbefinden divergenter Genotypen (GQ vs. kq) nach intramammarer
E.-coli-Infektion

Zeit (h p.inf.) Median + IQR (Score)
GQ(n=6) kg (n=6) Signifikanz
0 1,00+ 0,88 1,00 +0,13 P=0,92
12 15+2,88 1,75+ 2,25 P=1,00
24 1,00 + 1,50 1,00 £ 0,25 P=0,44

Abkirzungserklarung: p. inf. = post infectionem; IQR = Interquartilsabstand

Zur Beurteilung des Allgemeinbefindens im gesamten Versuchszeitraum wurde die AUC des
Allgemeinbefinden-Scores nach intramammarer E.-coli-Infektion pro Tier bestimmt (siehe
Abbildung 16). Die GQ-Kihe zeigten im Median (xIQR) eine AUC von
33 Score * h + 39,75, die kg-Kihe eine AUC von 31,5 Score * h + 31,5. Im Infektionsverlauf
war entsprechend kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen erkennbar (P =
0,81).
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Abbildung 16: AUC (Area Under the Curve) des Allgemeinbefinden-Scores nach intra-
mammarer E.-coli-Infektion

Pro Tier wurde mittels des Allgemeinbefinden-Scores pro Zeitpunkt p. inf. ein Verlauf tber die Infektionszeit bestimmt und
die AUC (Einheit: Score * h) berechnet. Mit den einzelnen AUC-Werten pro Tier wurden dann sortiert nach Genotyp (GQ:
n =6 vs. kq: n = 6) der Median der AUC bestimmt (siehe Mittellinie in Box). Dargestellt sind die Daten mittels ,Whiskers
min to max‘. Abkiirzungen: GQ = Kiihe mit vorteilhaftem Genotyp, kq = Kiihe mit unvorteilhaftem Genotyp

Zusammenfassend gab es im Hinblick auf Stérungen des Allgemeinbefindens keinen Unter-
schied zwischen den GQ- und kg-Kihen nach intramammarer Infektion mit E. coli.

4.1.2. Korpertemperatur

Mittels eines Vaginalloggers (siehe 3.1.6) wurden alle drei Minuten die Korpertemperatur der
Tiere bestimmt und eine Temperaturkurve tber den gesamten Infektionszeitraum aufgezeich-
net. Da die Vaginallogger unmittelbar vor der Infektion eingefiihrt wurden und diese einige
Minuten benétigten, um sich an die Korpertemperatur des Tieres anzupassen, wurden fir die
nachfolgenden Auswertungen bei allen Tieren die erstmalige Erreichung/Uberschreitung von
37,5°C als erster Datenpunkt verwendet.

Die nachfolgenden Berechnungen der AUC der Korpertemperaturen (siehe 4.1.2.1 und
4.1.2.2) erfolgten aufgrund der groRen Datenmenge abweichend von allen anderen Berech-
nungen mit dem Programm R (Version 3.3.1, 2016). Die Untersuchungszeitrdume wurden auf
die minimale Untersuchungsdauer gekurzt und betrugen somit bei der Infektion mit S. aureus
5649 min und bei der Infektion mit E. coli 1401 min. Da bei dem Versuchstier HO9 aus medi-
zinischen Griinden in den ersten 24 h Stunden nicht mittels Vaginallogger gemessen werden
konnte, wurden dafur rektal gemessene Werte erhoben. Fur den 12 h-Wert wurden zur weite-
ren Auswertung die Werte davor und danach (630 min bzw. 1200 min) linear interpoliert und
der 12 h-Wert angenéhert.

4.1.2.1. Korpertemperatur nach experimenteller S.-aureus-Infektion

Bei den mit S. aureus infizierten Tieren (n = 24) fiel bei der Betrachtung der maximalen Kor-
pertemperatur auf, dass 23 Tiere Fieber (Korpertemperatur >39,5°C) entwickelten.

Bei der Gegenuberstellung der maximalen Korpertemperaturen mittels ungepaarten T-Test
der beiden Genotypen war kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen zu erkennen:
Die GQ-Kihe zeigten im Mittel (x SEM) eine maximale Korpertemperatur von
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40,99 + 0,31 °C und die kg-Kuhe eine von 40,77 + 0,17 (P = 0,55, Abbildung 17). Genauso
unterschieden sie sich im Median nicht beim Zeitpunkt des Auftretens der maximalen Korper-
temperatur (Median £ IQR: GQ: 33,43 hp.inf. £13,45 vs. kq: 30,03 hp.inf. £ 13,31,
P = 0,36, Abbildung 18).

434
8) _—
424 .
E
T 414 L
m L
o
S 40- p—
o
2 391
0
X
38 . .

Abbildung 17: Maximale Korpertemperatur nach experimenteller S.-aureus-Infektion

Pro Tier wurde die maximale Kdrpertemperatur wahrend des Infektionszeitraums ermittelt und dann sortiert nach Genotyp
(GQ: n =12 vs. kg: n =12) gemittelt (Mittelwert in der Graphik als + dargestellt). Dargestellt sind die Daten mittels , Whis-
kers min to max‘. Abkiirzungen: GQ = Kiihe mit vorteilhaftem Genotyp, kg = Kithe mit unvorteilhaftem Genotyp
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Abbildung 18: Zeitpunkt der maximalen Ko&rpertemperatur nach experimenteller
S.-aureus-Infektion

Pro Tier wurde der Zeitpunkt der maximalen Kdrpertemperatur wahrend des Infektionszeitraums ermittelt und nach Genotyp
(GQ: n=12 vs. kg: n = 12) sortiert der Median berechnet (siehe Mittellinie im Graphen). Dargestellt sind die Daten mittels
, Whiskers min to max‘. Abkiirzungen: GQ = Kiihe mit vorteilhaftem Genotyp, kq = Kiihe mit unvorteilhaftem Genotyp

Auch bei der Betrachtung der Korpertemperatur tber den 96-stiindigen Versuchszeitraum
mittels der AUC lieR sich kein Unterschied zwischen den beiden Genotypen aufzeigen (Me-
dian der AUC: GQ: 2,21 * 10° °C * min vs. kq: 2,22 * 10° °C * min, P = 0,89, siehe Abbil-
dung 19):
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Die gesonderte Auswertung der AUC wahrend der ersten 48 h nach experimenteller Infektion
erbrachte ebenso keine Abweichungen zwischen GQ und kq (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 19: AUC (Area Under the Curve) der Kdrpertemperaturen nach intramam-
marer S.-aureus-Infektion

Pro Tier wurde mittels der Korpertemperatur pro Zeitpunkt p. inf. ein Verlauf Uber die Infektionsdauer bestimmt und die
AUC (Einheit: °C * min) berechnet. Mit den einzelnen AUC-Werten pro Tier wurden dann sortiert nach Genotyp (GQ: n =12
vs. kg: n = 12) der Median der AUC bestimmt. Dargestellt sind die Daten mittels S&ulen als Median und IQR. Abkiirzungen:
GQ = Kuhe mit vorteilhaftem Genotyp, kq = Kihe mit unvorteilhaftem Genotyp

Da subjektiv auffiel, dass viele Tiere unterschiedlich haufig und unterschiedlich lange Fieber-
phasen (> 39,5 °C) wahrend des Infektionsversuchs (96 h) zeigten, wurde auch nur fir den
Temperaturbereich > 39,5 °C die AUC bestimmt. Allerdings waren Unterschiede zwischen
beiden Gruppen (Median £ IQR: GQ: 530 °C * min £ 3554,5 vs. kq: 797 °C * min + 1219,4)
statistisch nicht signifikant (P = 0,98). Die Auswertung der AUC fiir Temperaturbereiche
>39,5 °C wahrend der ersten 48 h nach Beginn der Infektion erbrachte ebenso keine Abwei-
chungen zwischen GQ und kq (Daten nicht gezeigt).

4.1.2.2. Korpertemperaturen nach experimenteller E.-coli-Infektion

Fur die Untersuchungen der Korpertemperatur wahrend der Infektion mit E. coli standen ab-
weichend nur n = 11 (GQ = 6, kq = 5) zur Verfligung. Alle elf Tiere entwickelten wahrend der
24-stlindigen Infektionsphase Fieber.

Bei der Gegenuberstellung der maximalen Korpertemperatur Uber die 24-stiindige Versuchs-
phase ergaben sich keine Unterschiede zwischen GQ und kq (siehe Abbildung 20). Des Wei-
teren gab es keinen Unterschied zwischen dem Zeitpunkt des Auftretens der maximalen Kor-
pertemperatur (siehe Abbildung 21).
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Abbildung 20: Maximale Korpertemperatur nach intramammarer E.-coli-Infektion

Pro Tier wurde die maximale Korpertemperatur wahrend des Infektionszeitraums ermittelt und dann sortiert nach Genotyp
(GQ: n =6 vs. kg: n = 5) der Median ermittelt (GQ: 41,81 °C vs. kq: 42,09 °C, P = 1,0000). Dargestellt sind die Daten mittels
,Whiskers min to max‘, die Mittelline stellt den Median dar. Abkirzungen: GQ = Kilhe mit vorteilhaftem Genotyp,
kq = Kiihe mit unvorteilhaftem Genotyp
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Abbildung 21: Zeitpunkt der maximalen Korpertemperatur nach intramammarer
E.-coli-Infektion

Pro Tier wurde der Zeitpunkt der maximalen Korpertemperatur wahrend des Infektionszeitraums ermittelt und nach Genotyp
(GQ: n =6 vs. kg: n =5) sortiert der Median berechnet (GQ: 14,25 h p. inf. vs. kq: 15,65 h p. inf. , P = 0,83). Dargestellt sind
die Daten mittels ,Whiskers min to max‘, die Mittellinie stellt den Median dar. Abkiirzungen: GQ = Kilhe mit vorteilhaftem
Genotyp, kq = Kithe mit unvorteilhaftem Genotyp

Die AUC der Korpertemperatur zeigte auf, dass die GQ-Kiihe in der Tendenz (P = 0,08) Uber
den Infektionszeitraum von 24 h eine geringere Korpertemperatur aufwiesen als kq-Kihe
(Abbildung 22).
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Abbildung 22: AUC (Area Under the Curve) der Kdrpertemperaturen nach intramam-
marer E.-coli-Infektion

Pro Tier wurde mittels der Korpertemperatur pro Zeitpunkt p. inf. ein Verlauf Gber die Infektionsdauert bestimmt und die
AUC (Einheit: °C * min) berechnet. Mit den einzelnen AUC-Werten pro Tier wurden dann sortiert nach Genotyp (GQ: n=6
vs. kg: n = 5) der Median der AUC bestimmt. Dargestellt sind die Daten mittels Sdulen und IQR. Abkiirzungen: GQ = Kiihe
mit vorteilhaftem Genotyp, kq = Kiihe mit unvorteilhaftem Genotyp, T = Tendenz: P <0,1

Wourde hingegen die AUC fir die Fieberphasen (< 39,5 °C) isoliert betrachtet, so ergaben sich
keine Unterschiede zwischen GQ- und kg-Kduhen (Daten nicht gezeigt).

4.1.3. Gesamtleukozyten

Die Verénderung von Gesamtleukozyten im Blut ist eine entscheidende Grol3e fur die Beur-
teilung von systemischen Entziindungsvorgangen. Wahrend des Infektionsversuchs sollten
Verénderungen in der Gesamtleukozytenzahl abhangig vom Genotyp (GQ und kq) und dem
verwendeten Pathogen (S. aureus bzw. E. coli) erfasst werden.

Da sich die Gesamtleukozytenzahl zwischen den einzelnen Individuen in einer physiologi-
schen Breite von 5,0-10,0 G/l (DIRKSEN et al., 2012) befinden kann, wurde fur die statisti-
sche Auswertung mit relativen Werten in Prozent gearbeitet. Der Wert vom Infektionsbeginn
(0 h) wurde als 100 % angenommen zu dem die anderen folgenden Werte in Relation gesetzt
wurden.

Erhoben wurden die Werte bei beiden Infektionsmodellen alle 12 Stunden.

4.1.3.1. Gesamtleukozyten nach experimenteller S.-aureus-Infektion

Die experimentelle Infektion mit S. aureus hatte keinen Einfluss auf die Gesamtleukozyten-
zahl im Blut. Weiterhin gab es zu keinem der untersuchten Zeitpunkte einen signifikanten
Unterschied zwischen GQ und kq (siehe Abbildung 23)
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Abbildung 23: Relative Veranderung der Gesamtleukozytenzahl nach experimenteller
S.-aureus-Infektion

Der Wert fiir die Gesamtleukozyten vom Infektionsbeginn (0 h) wurde als 100 % angenommen, zu dem die anderen folgen-
den Werte in Relation gesetzt wurden. Dargestellt sind Mittelwert und SEM in einem S&ulendiagramm. GQ: n =12 vs. kq:
n = 12; Abkirzungen: GQ = Kiihe mit vorteilhaftem Genotyp, kq = Kilhe mit unvorteilhaftem Genotyp

Zusammenfassend fiel auf, dass weder die Zeit noch der Genotyp einen Einfluss auf die Ge-
samtleukozytenzahl wéhrend der intramammaren Infektion mit S. aureus hatte.

4.1.3.2. Gesamtleukozyten nach experimenteller E.-coli-Infektion

Auch waéhrend der intramammaren Infektion mit E. coli wurde innerhalb der Genotypen die
Gesamtleukozytenzahl bestimmt. Hierbei konnte festgestellt werden, dass es keinen signifi-
kanten Unterschied zwischen den Genotypen GQ und kg zu den einzelnen Probezeitpunkten
gab (siehe Abbildung 24). Der Median der relativen Gesamtleukozytenzahl fiel zwar ver-
gleichsweise starker ab als bei den Versuchsgruppen, die mit S. aureus infiziert worden wa-
ren, es gab jedoch keinen signifikanten Unterschied zu Beginn oder im Verlauf des Infekti-
onsgeschehens.
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Abbildung 24: Relative Veranderungen der Gesamtleukozytenzahl nach experimenteller
E.-coli-Infektion

Der Wert flir die Gesamtleukozyten vom Infektionsbeginn (0 h) wurde als 100 % angenommen, zu dem die anderen folgen-
den Werte in Relation gesetzt wurden. Dargestellt sind Median und IQR in einem S&ulendiagramm. GQ: n =6 vs. kg: n = 6;
Abkirzungen: GQ = Kiihe mit vorteilhaftem Genotyp, kq = Kiihe mit unvorteilhaftem Genotyp

4.2. Lokale Veranderung nach experimentell induzierter Mastitis

Neben der Erfassung systemischer Parameter wurde auch die lokale Reaktion der Euterviertel
betrachtet, um etwaige Unterschiede zwischen den divergenten Genotypen festzustellen.

Die experimentelle Infektion war bei allen Tieren und unabhéngig vom verwendeten Patho-
gen erfolgreich. Dieses konnte unter anderem anhand positiver bakteriologischer Nachweise
(siehe 4.2.4) und Verénderungen der somatischen Zellzahl in der Milch (siehe 4.2.3) aus den
infizierten Viertel sowie klinischen Verdnderungen am Euter (siehe 4.2.1) und im Milchsekret
(siehe 4.2.6) festgestellt werden.

4.2.1. Klinische Symptome am Euter

Um das Ausmal einer lokalen Entziindungsreaktion anhand einer lokalen Schwellung und
Verhértung zu beurteilen, wurden alle Euterviertel direkt vor der experimentellen Infektion
und anschlieBend alle 12 h palpiert und mittels eines klinischen Schlissels (9.5.1) hinsichtlich
des Grades der Verénderung kategorisiert.

42.1.1. Klinische Symptome am Euter nach intramamméarer S.-aureus-
Infektion

Eine experimentell induzierte Mastitis mit S. aureus fiihrte bei 22 (GQ =11 vs. kg = 11) von
24 untersuchten Tieren zu lokalen Veranderungen am Euter. Hierbei traten erste Verhértun-
gen bereits 24 h p. inf. auf, akute Schwellungen bei einem Tier erst ab dem Zeitpunkt
48 h p. inf. (siehe Abbildung 25).

Es lieR sich weiterhin in der Haufigkeitsverteilung lokaler Veranderungen pro Zeitpunkt kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden untersuchten Genotypen ausmachen.
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Abbildung 25: Verteilung der Palpationsbefunde der nach intramammarer S.-aureus-
Infektion

Dargestellt ist die Anzahl und Haufigkeit von lokalen Verédnderungen bei den infizierten Eutervierteln. GQ: n =12 vs. kqQ:
n = 12; Abkirzungserklérung: GQ = Kiihe mit vorteilhaftem Genotyp, kq = Kilhe mit unvorteilhaftem Genotyp; | = Euterge-
webe insgesamt feinkdrnig und weich; 1l = Eutergewebe grobkdrnig, einzelne kleinere Knoten, insgesamt weich; 111 = Euter-
gewebe allgemein grobknotig, grole Milchgénge strangartig verdickt; 1V = Eutergewebe allgemein grobknotig mit einzelnen
faust- bis doppelfaustgrolen Verhartungen; V = Eutergewebe diffus verhartet ("steinhart"), Euterhaut abziehbar; VI = Euter
akut geschwollen (derb, vermehrt warm, schmerzhaft, entziindliches Odem)

4.2.1.2. Klinische Symptome am Euter nach intramammarer E.-coli-Infektion

Eine experimentell induzierte Mastitis mit E. coli fuhrte bei allen untersuchten Tieren zu loka-
len Veranderungen am Euter. Diese fielen insgesamt schwerer aus als nach experimenteller
Infektion mit S. aureus. Akute Schwellungen traten bereits ab dem Zeitpunkt 12 h p. inf. auf
(siehe Abbildung 26). Es liel} sich weiterhin, wie bei den S.-aureus-infizierten Tieren be-
schrieben, kein signifikanter Unterschied in der Haufigkeitsverteilung lokaler Veranderungen
pro Zeitpunkt zwischen den beiden untersuchten divergenten Genotypen ausmachen (siehe
Abbildung 26).
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Abbildung 26: Verteilung der Palpationsbefunde nach intramammarer E.-coli-Infektion

Dargestellt ist die Anzahl und Haufigkeit von lokalen Verénderungen bei infizierten Eutervierteln. GQ: n =6 vs. kq: n = 6;
Abkirzungserklarung: GQ = Kiihe mit vorteilhaftem Genotyp, kq = Kiihe mit unvorteilhaftem Genotyp; | = Eutergewebe
insgesamt feinkdrnig und weich; 1l = Eutergewebe grobkornig, einzelne kleinere Knoten, insgesamt weich; 111 = Eutergewe-
be allgemein grobknotig, groe Milchgange strangartig verdickt; IV = Eutergewebe allgemein grobknotig mit einzelnen
faust- bis doppelfaustgrolen Verhartungen; V = Eutergewebe diffus verhartet ("steinhart"), Euterhaut abziehbar; VI = Euter
akut geschwollen (derb, vermehrt warm, schmerzhaft, entziindliches Odem)
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4.2.2. Makroskopische Veranderungen der Milch

Um die Auswirkungen der experimentell induzierten Mastitis anhand der makroskopischen
Verénderung in der Milch zu beurteilen, wurden von allen Eutervierteln direkt vor der expe-
rimentellen Infektion und anschlieend alle 12 h eine makroskopische Untersuchung der
Milch vorgenommen und mittels eines klinischen Schlissels (siehe 9.5.2) hinsichtlich des
Grades der Veranderung kategorisiert.

4.2.2.1. Makroskopische Veranderungen der Milch nach intramammarer
S.-aureus-Infektion

Eine experimentell induzierte Mastitis mit S. aureus fuhrte bei 22 (GQ =10 vs. kq = 12) von
24 untersuchten Tieren zu makroskopischen Veranderungen in der Milch. Bereits zum Zeit-
punkt 24 h p. inf. zeigten sich makroskopische Veranderungen in der Milch in Form von Flo-
cken. Zum Zeitpunkt 36 h p. inf. waren die Veranderungen der Milch vereinzelt so stark, dass
kein Milchcharakter mehr erkennbar war (siehe Abbildung 27). Dennoch lie3en sich bei der
experimentell induzierten Mastitis mit S. aureus keine signifikanten Unterschiede in der Hau-
figkeitsverteilung pro Zeitpunkt zwischen den divergenten Genotypen feststellen (siehe Ab-
bildung 27).
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Abbildung 27: Milchsekretbefunde nach intramammarer S.-aureus-Infektion

Dargestellt ist die Anzahl und Haufigkeit der makroskopischen Veranderungen in der Milch der infizierten Euterviertel. GQ:
n =12 vs. kg: n =12; Abkirzungserklarung: GQ = Kiihe mit vorteilhaftem Genotyp, kq = Kiihe mit unvorteilhaftem Geno-
typ; obB. = normale Milch bei Laktierenden; A = wéssriges Aussehen ohne Flocken; B = wassriges Aussehen mit steckna-
delkopfgrofRen oder diinnen "fusselartigen” Flocken; C = kleinere bis reiskorngrofle Flocken; D = viele kleine und/oder grobe
Flocken, E = vorwiegend Flocken unterschiedlicher GréRe; F = Milchcharakter véllig aufgehoben (inkl. dms = diinne Mehl-
suppe und DMS = dicke Mehlsuppe)

4.2.2.2. Makroskopische Veranderungen der Milch nach intramammarer
E.-coli-Infektion

Eine experimentell induzierte Mastitis mit E. coli fiihrte bei zehn (GQ =5 vs. kq =5) von
zwolf untersuchten Tieren zu makroskopischen Veranderungen in der Milch. Erst zum Zeit-
punkt 24 h p. inf. zeigten sich makroskopische Verénderungen in der Milch. Diese waren so
stark, dass bei der Halfte der Tiere kein Milchcharakter mehr erkennbar war (siehe Abbildung
28). Dennoch liel3en sich bei der experimentell induzierten Mastitis mit E. coli keine signifi-
kanten Unterschiede in der Haufigkeitsverteilung pro Zeitpunkt zwischen den divergenten
Genotypen feststellen (siehe Abbildung 28).
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Abbildung 28: Milchsekretbefunde nach intramammare E.-coli-Infektion

Dargestellt ist die Anzahl und Haufigkeit der makroskopischen Veranderungen in der Milch der infizierten Euterviertel. GQ:
n =6 vs. kg: n = 6; Abkirzungserklarung: GQ = Kihe mit vorteilhaftem Genotyp, kq = Kihe mit unvorteilhaftem Genotyp;
obB. = normale Milch bei Laktierenden; A = wéssriges Aussehen ohne Flocken; B = wassriges Aussehen mit stecknadel-
kopfgroRen oder dinnen "“fusselartigen” Flocken; C = kleinere bis reiskorngrof’e Flocken; D = viele kleine und/oder grobe
Flocken, E = vorwiegend Flocken unterschiedlicher GroRe; F = Milchcharakter véllig aufgehoben (inkl. dms = diinne Mehl-
suppe und DMS = dicke Mehlsuppe)
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4.2.3. Somatische Zellzahl (SCC) in der Milch

Die somatische Zellzahl in der Milch gilt als Leitparameter zur Beurteilung der Eutergesund-
heit, da festgestellt wurde, dass sich der SCC als Messwert fiir die entziindliche Reaktion
wéhrend einer intramammaren Infektion eignet (H. SCHUKKEN et al., 2003). Der SCC wur-
de in 10%/ml bestimmt und zu Darstellungszwecken dekadisch logarithmiert.

Alle eingesetzten Versuchstiere (n = 36) wiesen im Mittel einen niedrigen SCC von 50,34*
10%ml zu Versuchsbeginn auf (0 h p. inf.). Weiterhin gab es initial keinen statistisch signifi-
kanten Unterschied zwischen den divergenten Genotypen (Mittelwert+SEM: GQ:
1,43 10gSCC 10%ml + 0,074 vs. kq: 1,52 logSCC 10%/ml, P = 0,44).

4.2.3.1. SCC nach experimenteller S.-aureus-Infektion

Zu dem Zeitpunkt 24 h p. inf. zeigte sich bei allen Probanden, die mit S. aureus infiziert wor-
den waren, eine signifikante Erhdhung des SCC in den infizierten Eutervierteln (GQ 0 h vs.
24 h p. inf.: P =0,0006; kg 0 hvs. 24 h p. inf.: P < 0,0001; siehe Abbildung 29).

Dabei zeigten die GQ-Kihe zu den Zeitpunkten 24 h und 36 h p. inf. im Mittel eine signifi-
kant geringere somatische Zellzahl als die kg-Kihe (Mittelwert+ SEM: 24 h: GQ:
2,410gSCC 10°/ml £0,21 vs. kq: 3,24 logSCC 10%ml + 0,15, P =0,004; 36h: GQ:
3,24 1ogSCC 10%/ml + 0,26 vs. kq: 3,88 1ogSCC 10*/ml + 0,089, P = 0,03).

In der Tendenz lieR sich auch 60 h p. inf. feststellen, dass GQ-Kihe einen geringeren SCC
aufwiesen als kg-Kiihe (Mittelwert+ SEM: GQ: 3,28 logSCC 10%ml +0,23 vs. kq:
3,78 logSCC 10%ml + 0,094, P = 0,05).

In den nicht-infizierten Eutervierteln zeigten sich dagegen keine signifikante Erhéhung des
SCC und auch keine Unterschiede zwischen den Genotypen (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 29: Somatische Zellzahl (SCC) in der Milch nach intramammarer S.-aureus-
Infektion

Dargestellt ist der Mittelwert mit SEM des dekadischen Logarithmus des SCC (logSCC) S. aureus infizierter Viertel. Fir die
Berechnung wurde fiir jedes Tier ein Mittelwert fur den SCC aus beiden infizierten Vierteln pro Zeitpunkt gebildet. GQ:
n =12 vs. kg: n =12; Abkirzungserklérung: GQ = Kuihe mit vorteilhaftem Genotyp, kq = Klihe mit unvorteilhaftem Geno-
typ; T = Tendenz: P <0,1;* =P <0,05; ** = P <0,01; *** = P < 0,001; **** = P <0,0001

72



4.2.3.2. SCC nach intramammarer E.-coli-Infektion

Nach experimenteller Infektion mit E. coli war bereits 12 h p. inf. ein signifikanter SCC-
Anstieg in der Milch des infizierten Euterviertels feststellbar (GQ Oh vs. 12 hp.inf.
P=0,03; kq Oh vs. 12 h p.inf.: P =0,02; siehe Abbildung 30). Im Gegensatz zu den mit
S. aureus infizierten Tieren konnte hier jedoch zu keinem der untersuchten Zeitpunkte ein
Unterschied zwischen den Genotypen festgestellt werden: O h p. inf.: P =0,34; 12 h p. inf..
P =0,82; 24 h p. inf.: P = 0,33 (siehe Abbildung 30).

In den nicht-infizierten Eutervierteln zeigten sich dagegen keine signifikanten Erh6hungen
des SCC und auch keine Unterschiede zwischen den Genotypen (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 30: Somatische Zellzahl (SCC) in der Milch nach intramammare E.-coli-
Infektion

Dargestellt sind Median und IQR E. coli-infizierter Viertel. GQ: n =6 vs. kq: n = 6; Abkirzungserklarung: GQ = Kiihe mit
vorteilhaftem Genotyp, kq = Kiihe mit unvorteilhaftem Genotyp; kq = Kihe mit unvorteilhaftem Genotypen; * = P < 0,05

4.2.4. Keimzahlin der Milch

Als besonders wichtiges Kriterium einer erfolgreich induzierten intramammaéren Infektion,
gilt die Reisolation inokulierter Pathogene aus der Milch (in KBE/ml). Sowohl bei der Infek-
tion mit S. aureus als auch mit E. coli konnten bei jedem intramammar infizierten Tier die
Ausscheidung des jeweils inokulierten Pathogens p. inf. festgestellt werden.

Zur nachfolgenden graphischen Darstellung wurde die Anzahl KBE/ml dekadisch logarith-
miert.

4.2.4.1. Keimausscheidung nach intramammarer S.-aureus-Infektion

Die vergleichende Beurteilung der Keimzahl in der Milch zeigte, dass es initial (12 h p. inf.)
einen signifikanten Unterschied zwischen den Genotypen GQ und kq gab: Die GQ-Kiihe wie-
sen im Mittel (£ SEM) mit 1,02 logk BE/ml + 0,32 eine signifikant geringere Keimzahl von
S. aureus auf, als die kg-Kihe mit 2,24 logkKBE/ml + 0,28 (P = 0,008). Wie in Abbildung 31
zu sehen ist, verlor sich dieser Unterschied im Laufe des Versuchs. Es gab insgesamt keinen
Hinweis auf eine bakteriologische Ausheilung individueller Euterviertel.
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Abbildung 31: Keimzahl in der Milch nach intramammarer S.-aureus-Infektion

Dargestellt ist der Mittelwert und SEM des dekadischen Logarithmus der Kolonie bildenden Einheiten (logKBE/mI)
S. aureus-infizierter Viertel. Fir die Berechnung wurde fiir jedes Tier ein Mittelwert fir die Keimzahl aus den beiden infi-
zierten Viertel pro Zeitpunkt gebildet. Diese wurde dann nach Genotyp (GQ: n =12 vs. kq: n = 12) sortiert verglichen. Ab-
kiirzungserklarung: GQ = Kilhe mit vorteilhaftem Genotyp, kq = Kiihe mit unvorteilhaftem Genotyp, ** =P < 0,01

4.2.4.2. Keimzahl nach intramammarer E.-coli-Infektion

Zehn (GQ =4 vs. kg =6) von zwolf Tieren, die mit E. coli infiziert worden waren, wurden
12 h p. inf. positiv auf E. coli getestet. 24 h p. inf. wurden alle intramammér mit E. coli infi-
zierten Tiere positiv auf den Keim getestet.

Beim Vergleichen der Keimzahl in Milch der mit E. coli infizierten Viertel, konnte kein signi-

fikanter Unterschied zwischen den divergenten Genotypen GQ und kq nachgewiesen werden
(siehe Abbildung 32).
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Abbildung 32: Keimzahl in Milch nach intramammarer E.-coli-Infektion

Dargestellt sind Median und IQR des dekadischen Logarithmus der Kolonie bildenden Einheiten (logkBE/ml) E. coli-

infizierter Viertel. GQ: n=6 vs. kq: n = 6; Abkirzungserklarung: GQ = Kiihe mit vorteilhaftem Genotyp, kq = Kiihe mit
unvorteilhaftem Genotyp
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4.2.5. Milchleistung

Zur Beurteilung der Milchleistung wurde zundchst die 12 h-Leistung zum Start der Infektion
beurteilt. Betrachtete man alle Kilhe zum Zeitpunkt 0 h mittels ungepaartem T-Test, so fiel
auf, dass die divergenten Genotypen sich nicht signifikant in ihrer Gesamtmilchleistung un-
terschieden (Mittelwert £ SEM: GQ: 14,19 1 £ 0,74 vs. kq: 15,95 ml £ 0,75; P = 0,10). Wur-
den die Kuhe hinsichtlich ihrer Versuchsgruppen (S.-aureus- vs. E.-coli-Infektion) verglichen,
gab es ebenfalls zum Zeitpunkt 0 h keinen signifikanten Unterschied (Daten nicht gezeigt).

4.2.5.1.  Milchleistung nach experimenteller S.-aureus-Infektion

Die Auswertung der Gesamtmilchleistung anhand der ,,Area Under the Curve™ (AUC) iiber
die 96-stlindige Versuchsdauer zeigte, dass es zwischen den beiden Genotypen keinen signifi-
kanten Unterschied gab (Mittelwert+ SEM: GQ: 1196 1*h+96 vs. kq: 1293 1* + 84
P =0,5). Gleiches liel? sich feststellen, wenn nur die Milchleistung der mit S. aureus- infizier-
ten Viertel Gber die Versuchsdauer betrachtet wurde (Daten nicht gezeigt).Da jedes individu-
elle Tier eine maximale Milchleistung in Litern aufwies, wurden in den nachfolgenden Aus-
wertungen relative Werte bestimmt um den erwarteten Leistungsverlust in Prozent angeben zu
kénnen: Die Milchleistung zum Zeitpunkt 0 h diente dabei als 100 %. Die Milchleistungen
der nachfolgenden Zeitpunkte wurden entsprechend in Relation zum 0 h-Wert gesetzt. Die
experimentelle Infektion mit S. aureus fiihrte bei allen Tieren zu einem Milchleistungsverlust
von ca. 35 % (siehe Abbildung 33).

Dabei fiel auf, dass sowohl 12 h als auch 24 h p. inf. die kg-Kuhe im Mittel einen starkeren
Abfall in der Gesamtmilchleistung zeigten als die GQ-Kuhe (siehe Abbildung 33).
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Abbildung 33: Relative Gesamtmilchleistung nach experimenteller S.-aureus-Infektion

Dargestellt sind Mittelwert und SEM der relativen Gesamtmilchleistung. Der Wert zu Infektionsbeginn (0 h) wurde als
100 % angenommen, zu dem die anderen folgenden Werte in Relation gesetzt wurden. Signifikanzen wurden wie folgt ge-
kennzeichnet: *=P < 0,05; **=P <0,01; GQ: n=12 vs. kg: n = 12; Abkirzungserklarung: GQ = Kiihe mit vorteilhaftem
Genotyp, kq = Kilhe mit unvorteilhaftem Genotyp

Trotz der initial festgestellten Unterschiede zwischen den beide Genotypen, erreichten sowohl
die GQ- als auch die kg-Kiihe nahezu zum gleichen Zeitpunkt ihren Minimalwert in der rela-
tiven Gesamtmilchleistung (Mittelwert £+ SEM: GQ: 70 h + 5 vs. kg: 59 h + 6,5; P = 0,2), wel-
cher sich in der H6he auch nicht signifikant zwischen den beiden Gruppen unterschied (Mit-
telwert £ SEM: GQ: 64,23 % + 7,76 vs. kq: 65,72 % * 3,27; P = 0,86).
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Bei ausschliellicher Betrachtung der relativen Milchleistung der infizierten Euterviertel, fiel
auf, dass im Gegensatz zur Gesamtmilchleistung weder 12 h noch 24 h p. inf. noch zu irgend-
einem anderen Zeitpunkt Unterschiede zwischen den divergenten Genotypen auftraten (siehe
Abbildung 34).
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Abbildung 34: Relative Milchleistung der infizierten Euterviertel nach experimenteller
S.-aureus-Infektion

Dargestellt sind Mittelwert und SEM der Milchleistung S.-aureus-infizierter Euterviertel. Dazu wurde pro Kuh ein Mittelwert
der relativen Milchleistung aus den jeweils zwei infizierten Eutervierteln gebildet. Der Wert zu Infektionsbeginn (0 h) wurde
als 100% angenommen, zu dem die anderen folgenden Werte in Relation gesetzt wurden. GQ: n = 12 vs. kg: n = 12; Abkur-
zungserklarung: GQ = Kiihe mit vorteilhaftem Genotyp, kq = Kiihe mit unvorteilhaftem Genotyp

Zusammenfassend fiel demnach auf, dass die relative Milchleistung der S.-aureus-infizierten
sich nicht zwischen den Genotypen GQ und kq unterschied, allerdings zu den ersten zwei
Zeitpunkten (12 h und 24 h) die Kiihe des Genotyps kq eine signifikant geringere relative Ge-
samtmilchleistung aufwiesen.

4.2.5.2. Milchleistung nach experimenteller E.-coli-Infektion

Nach experimenteller Infektion mit E. coli kam es zu einem Milchriickgang nach 24 h um ca.
50 % (siehe Abbildung 35). Hinsichtlich der Gesamtmilchleistung tber die Versuchsdauer
von 24 h gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen den Kihen des Genotyps GQ und
kg(Median £ IQR: GQ: 249h* 1+ 162 vs. kq: 321 h*1+81,98, P =0,24). Auch die Ge-
samtmichleistung nur des infizierten Euterviertels tber die Versuchsdauer ergab keinen signi-
fikanten Unterschied zwischen den beiden Genotypen (Daten nicht gezeigt). Die Auswertung
der relativen Milchleistung wurde wie unter 4.2.5.1 beschrieben durchgefihrt. Es zeigte sich
kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der relativen Gesamtmilchleistung zwischen den
beiden Genotypen (siehe Abbildung 35).
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Abbildung 35: Relative Gesamtmilchleistung nach experimenteller E.-coli-Infektion

Dargestellt sind Median und IQR der relativen Gesamtmilchleistung. Der Wert zu Infektionsbeginn (0 h) wurde als 100 %
angenommen, zu dem die anderen folgenden Werte in Relation gesetzt wurden. GQ: n =6 vs. kqg: n = 6; Abkiirzungserkla-
rung: GQ = Kiihe mit vorteilhaftem Genotyp, kq = Kiihe mit unvorteilhaftem Genotyp

Auch der Zeitpunkt der minimalen Gesamtmilchleistung unterschied sich nicht. Sie trat bei
allen 12 Tieren, die mit E. coli-infiziert wurden, 24 h p. inf. auf. Diese minimale Gesamt-
milchleistung betrug im Median fur GQ: 45,29 % und fir kq: 55,79 % und unterschied sich
nicht signifikant voneinander (P = 0,24).

Bei der ausschlieRlichen Betrachtung der relativen Milchleistung des infizierten Euterviertels
zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Genotypen (Daten
nicht gezeigt).

4.2.6. Milchinhaltsstoffe

Abhangig vom Schweregrad einer Mastitis verandern sich auch die Milchinhaltsstoffe. Im
Rahmen dieser Arbeit sollte auch der Einfluss einer experimentell induzierten Mastitis auf die
Milchzusammensetzung bei den divergenten Genotypen GQ und kg untersucht werden.

4.2.6.1. Laktosegehalt

Der Abfall des Laktosegehalts in der Milch stellt einen Indikator fir die erhOhte Permeabilitét
der Blut-Euter-Schranke dar. Zu Beginn des Mastitis-Infektionsversuchs wiesen alle Proban-
den im Mittel (£ SEM) einen physiologischen Laktosegehalt von 4,83 % + 0,4 auf.

Nach experimenteller Infektion mit S. aureus war vor allem 36 h p. inf. ein leichter Abfall des
Laktosegehalts im Gesamtgemelk zu verzeichnen (siehe Abbildung 36), der sowohl innerhalb
der GQ-Kiihe, als auch der kg-Kiihe signifikant ist (GQ 0 h vs. 36 h p. inf.: P =0,019; kq O h
vs. 36 h p. inf.: P =0,0013).

Es gab im Median jedoch keinen Unterschied zwischen den beiden untersuchten Genotypen
GQ und kq (siehe Abbildung 36). Ebenfalls zeichnete sich beim Vergleich des Laktosegehalts
ausschlieBlich in der Milch der infizierten Viertel ab, dass es keinen Unterschied zwischen
den divergenten Genotypen gab (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 36: Laktosegehalt (%) im Gesamtgemelk nach experimenteller S.-aureus-
Infektion

Dargestellt sind Median und IQR des Laktosegehalts (%) im Gesamtgemelk nach experimentell induzierter S.-aureus-
Infektion. Dieser wurde pro Kuh durch Bildung eines Mittelwerts aus den viertelindividuellen Laktosegehalten ermittelt. GQ:
n =12 vs. kg: n = 12; Abkiirzungserklarung: GQ = Kiihe mit vorteilhaftem Genotyp, kq = Kihe mit unvorteilhaftem Geno-
typ; *=P <0,05; ** =P < 0,01

Auch nach experimenteller Infektion mit E. coli war ein signifikanter Abfall des Laktosege-
halts 24 h p. inf. zu vermerken (GQ und kqg: P = 0,026). Es zeigte sich kein signifikanter Un-
terschied zwischen GQ- und kg-Kihen (siehe Abbildung 37). Dies galt ebenfalls beim Ver-
gleich des Laktosegehalts in der Milch ausschlie3lich E.-coli-infizierter Viertel (Daten nicht
gezeigt).
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Abbildung 37: Laktosegehalt (%) im Gesamtgemelk nach experimenteller E.-coli-
Infektion

Dargestellt sind Median und IQR des Laktosegehalts (%) im Gesamtgemelk nach experimentell induzierter E.-coli-Infektion.
Der durchschnittliche Laktosegehalt im Gesamtgemelk pro Kuh wurde durch Bildung eines Mittelwerts aus den viertelindi-
viduellen Laktosegehalten ermittelt. GQ: n =6 vs. kg: n = 6; Abkirzungserklarung: GQ = Kilhe mit vorteilhaftem Genotyp,
kq = Kiihe mit unvorteilhaftem Genotyp; * = P < 0,05
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4.2.6.2. Fettgehalt

Die Auswertung des Fettgehalts im Gesamtgemelk ergab weder nach der experimentellen
Infektion mit S. aureus noch mit E. coli einen signifikanten Unterschied zwischen den diver-
genten Genotypen GQ und kq pro untersuchtem Zeitpunkt(siehe Abbildung 38 sowie Abbil-

dung 39). Auch die gesonderte Betrachtung des Gemelks der infizierten Viertel ergab keinen
Unterschied (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 38: Fettgehalt (%) im Gesamtgemelk nach intramammarer S.-aureus-
Infektion

Dargestellt sind Median und IQR des Fettgehalts (%) im Gesamtgemelk nach intramammérer S.-aureus-Infektion. Der durch-
schnittliche Fettgehalt im Gesamtgemelk pro Kuh wurde durch Bildung eines Mittelwerts aus den viertelindividuellen Fett-

gehalten ermittelt. GQ: n =6 vs. kq: n =6; Abkilrzungserklarung: GQ = Kiihe mit vorteilhaftem Genotyp, kq = Kiihe mit
unvorteilhaftem Genotyp
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Abbildung 39: Fettgehalt (%) im Gesamtgemelk nach intramammarer E.-coli-Infektion

Dargestellt sind Median und IQR des Fettgehalt (%) im Gesamtgemelk nach intramammarer E.-coli-Infektion. Der durch-
schnittliche Fettgehalt im Gesamtgemelk pro Kuh wurde durch Bildung eines Mittelwerts aus den viertelindividuellen Fett-

gehalten ermittelt. GQ: n =6 vs. kq: n =6; Abkilrzungserklarung: GQ = Kiihe mit vorteilhaftem Genotyp, kq = Kilhe mit
unvorteilhaftem Genotyp
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4.26.3. pH-Wert

Der pH-Wert als bekannter Indikator fir entziindliche Vorgénge im Euter wurde standardmaé-
Rig mit den Milchinhaltsstoffen bestimmt. Eine experimentelle Mastitis mit S. aureus und
E. coli fuhrte im Medianvergleich zu keinen signifikanten pH-Wert-Verschiebungen im Ge-
samtgemelk (siehe Abbildung 40). Weiterhin gab es keinen signifikanten Unterschied zwi-
schen GQ- und kg-Kuhen (siehe Abbildung 40 sowie Abbildung 41). Allerdings lieR sich bei
den mit E.-coli-infizierten Kihen eine Tendenz erkennen, dass sowohl 0 h p. inf. (P =0,09),
als auch 24 h p. inf. (P =0,06) die GQ-Kihe einen héheren pH-Wert im Gesamtgemelk auf-
wiesen als die kg-Kihe.

Bei der Betrachtung des pH-Werts im Gemelk der Infektionsviertel fiel auf, dass weder bei
S.-aureus noch bei E.-coli-infizierten Vierteln signifikante Unterschiede zwischen den diver-
genten Genotypen auszumachen waren (Daten nicht gezeigt).

RTTITI

Zeit (h) post infectionem
Abbildung 40: pH-Wert im Gesamtgemelk nach intramammarer S.-aureus-Infektion
Dargestellt sind Median und IQR des pH-Werts im Gesamtgemelk nach intramammérer S.-aureus-Infektion. Der durch-
schnittliche pH-Wert im Gesamtgemelk pro Kuh wurde durch Bildung eines Mittelwerts aus den viertelindividuellen pH-

Werten ermittelt. GQ: n =12 vs. kq: n = 12; Abkirzungserklarung: GQ = Kiihe mit vorteilhaftem Genotyp, kq = Kilhe mit
unvorteilhaftem Genotyp
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Abbildung 41: pH-Wert im Gesamtgemelk nach intramammarer E.-coli-Infektion

Dargestellt sind Median und IQR des pH-Werts im Gesamtgemelk nach intramammarer E.-coli-Infektion. Der durchschnittli-
che pH im Gesamtgemelk pro Kuh wurde durch Bildung eines Mittelwerts aus den viertelindividuellen pH-Werten ermittelt.
GQ: n=6vs. kg: n = 6; Abkirzungserklarung: GQ = Kilhe mit vorteilhaftem Genotyp, kq = Kiihe mit unvorteilhaftem Geno-
typ, T = Tendenz: P <0,1

Laut DIRKSEN et al. (2012) liegt der physiologische pH-Wert in der Milch zwischen 6,5 und
6,7. Durch Integritatsverluste der Blut-Euter-Schranke bei Mastitiden, kommt es wegen des
Eintritts von Blutserum in die Milch zu einer pH-Wert-Verschiebung in den alkalischen Be-
reich (WENDT, 1994). So wurde der pH-Wert 6,8 als Grenzwert festgesetzt, (iber dem davon
ausgegangen werden kann, dass die Blut-Euter-Schranke zerstort ist. Daher wurde fir alle
Kihe ermittelt, wie viele Tiere pro Zeitpunkt den pH-Wert > 6,8 tiberschritten.

Mittels Fisher’s-Exact-Test zeigte sich, dass die GQ-Kuhe 48 h p. inf. und 60 h p. inf. signifi-
kant haufiger den pH-Wert von 6,8 Uberschritten als die kg-Kiihe (siehe Abbildung 42). So
uberschritten zu diesen Zeitpunkten je finf von zwolf GQ-Kihe den pH-Wert > 6,8 gegen
null von zwdIf Uberschreitungen bei den kg-Kiihen (P = 0,037).
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Abbildung 42: Anzahl Messungen des pH-Werts > 6,8 in Milch nach intramammarer
S.-aureus-Infektion 48 h und 60 h p. inf.

Verglichen wurde pro Zeitpunkt die Anzahl an Uberschreitungen des pH-Werts > 6,8 zwischen den divergenten Genotypen.
Dargestellt ist exemplarisch der Zeitpunkt 48 h p. inf. (GQ: n=5 vs. kq =0, P = 0,037), ist aber in gleichem MaRe firr den
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Zeitpunkt 60 h p. inf. (GQ: n=5 vs. kq =0, P =0,037) gliltig. Darstellung: Contingency; Abkirzungserklarung: GQ = Kilhe
mit vorteilhaftem Genotyp, kq = Kiihe mit unvorteilhaftem Genotyp, * = P <0,05

Gleiches lie sich jedoch nicht bei den mit E. coli-infizierten Kiihen feststellen (Daten nicht
gezeigt).

Proteingehalt

Unabhangig vom Pathogen des Mastitisinfektionsversuchs zeigte sich, dass der Median des
Proteingehalts in der Milch von GQ-Kihen lber dem der kg-Kiihe lag (siehe Abbildung 43
und Abbildung 44). Dieser Unterschied erwies sich aber nur zu einzelnen Probezeitpunkten
als signifikant. Die Analyse des Proteingehaltes im Gesamtgemelk S.-aureus-infizierter Kilhe
erbrachte, dass GQ-Kiihe 36 h p. inf. einen signifikant hoheren Proteingehalt im Gesamtge-
melk aufwiesen als die kg-Kihe (Median = IQR: GQ: 2,82 % + 0,22 vs. kq: 2,675 % + 0,30,
P =0,0494). Desweiteren war auch 72 h p.inf. in der Tendenz zu erkennen, dass die GQ-
Kihe einen hoheren Proteingehalt aufwiesen als die kg-Kihe (Median £ IQR: GQ:
2,97 % £ 0,23 vs. kq: 2,77 % = 0,23, P = 0,08).
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Abbildung 43: Proteingehalt im Gesamtgemelk nach intramammarer S.-aureus-
Infektion

Der durchschnittliche Proteingehalt (Median und IQR) im Gesamtgemelk pro Kuh wurde durch Bildung eines Mittelwerts
aus den viertelindividuellen Proteingehalten ermittelt. GQ: n =12 vs. kq: n = 12; Abkirzungserklarung: GQ = Kiihe mit
vorteilhaftem Genotyp, kq = Kiihe mit unvorteilhaftem Genotyp, T = Tendenz: P < 0,1; *=P < 0,05

Diese obengenannten signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen zeigten sich nicht
bei der Betrachtung des durchschnittlichen Proteingehalts in der Milch der nur mit S.-aureus-
infizierten Euterviertel (Daten nicht gezeigt).

Im Gesamtgemelk der mit E.-coli-infizierten Kiihe (siehe Abbildung 44) war im Median der
Proteingehalt zu den Zeitpunkten 0 h und 12 h p. inf. bei den GQ-Kihen hoher als bei den kg-
Kihen (Median £ IQR: 0 hp.inf.. GQ =3,14 % +0,37 vs. kq=2,72% £ 0,23, P =0,015;
12 hp.inf.: GQ: =3,02 % + 0,44 vs. =2,71 % + 0,16, P = 0,0087).
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Abbildung 44: Proteingehalt im Gesamtgemelk nach intramammaren E.-coli-Infektion

Der durchschnittliche Proteingehalt (Median und IQR) im Gesamtgemelk pro Kuh wurde durch Bildung eines Mittelwerts
aus den viertelindividuellen Proteingehalten ermittelt. GQ: n =6 vs. kq: n = 6; Abkirzungserklarung: GQ = Kiihe mit vor-
teilhaftem Genotyp, kq = Kiihe mit unvorteilhaftem Genotyp, * =P < 0,05, ** =P < 0,01

Diese signifikanten Unterschiede lieRen sich bei der Betrachtung des Proteingehalts in der
Milch des mit E.-coli-infizierten Euterviertels lediglich zum Zeitpunkt 0 h p. inf. wiederfinden
(Median: GQ = 3,18 % vs. kq = 2,74, P = 0,01, siehe Abbildung 45).
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Abbildung 45: Proteingehalt in der Milch des infizierten Euterviertels nach intramam-
marer E.-coli-Infektion

Dargestellt ist der Proteingehalt (Median und IQR) im Viertelgemelk des mit E.-coli-infizierten Euterviertels. GQ: n =6 vs.

kq: n=6; Abkirzungserklarung: GQ = Kihe mit vorteilhaftem Genotyp, kq = Kiihe mit unvorteilhaftem Genotyp,
*=P<0,05

4.2.6.4. Erganzende Anmerkungen zu Ergebnissen lokaler Veranderungen
nach experimenteller Mastitis

Der Tierversuch erfolgte wie unter 3.2.1 beschrieben nach sehr eng gefassten Kriterien. Eini-
ge wenige Ausnahmen beziiglich des Protokolls, das Auftreten von Eutererkrankungen vor
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dem Versuchszeitraum sowie Auffalligkeiten in den Schweregraden der experimentell indu-
zierten Mastitiden sind nachfolgend beschrieben:

Abweichungen vom vorgesehenen Schema bei der experimentellen Infektion

Bei der Versuchsgruppe S.-aureus-infizierter Tiere wurden mit einer Ausnahme, immer die
beiden hinteren Euterviertel infiziert. Da beide Euterviertel denselben tierindividuellen Ein-
fluss hatten, wurde zur nachfolgenden Auswertung bei S. aureus-infizierten Tieren immer mit
einem Mittelwert aus beiden infizierten Vierteln gerechnet. Abweichend vom normalen
Schema war die Kuh H18 nicht auf den beiden hinteren Eutervierteln mit S. aureus infiziert,
da die Kuh im Vorfeld des Infektionsversuchs im hinteren linken Euterviertel eine klinische
Mastitis gezeigt hatte. Diese war zwar zu Versuchsbeginn bereits klinisch und bakteriologisch
ausgeheilt, um aber eine Beeinflussung der lokalen Reaktionsbereitschaft zu vermeiden, wur-
den bei Tier H18 abweichend das vordere und hintere rechte Euterviertel mit S. aureus infi-
ziert. Dies wurde in den nachfolgenden Berechnungen immer beachtet.

Auch bei dem Tier H26 wurde abweichend nicht das hintere rechte, sondern das hintere linke
Euterviertel mit E. coli infiziert, da diese Kuh eine Schwermelkbarkeit (Stenose) im vorderen
linken und hinteren rechten Euterviertel aufwies.

Auftreten von Mastitiden und intramammarer Infektion vor der experimentellen Infektion
Alle Kihe waren zum Zeitpunkt der experimentellen Infektion frei von sogenannten ,,Major
Pathogens* (siehe 2.2) mit Ausnahme einer Kuh (H14). Diese zeigte zum Versuchsbeginn
erhohte SCC-Werte mit Nachweis Askulin-negativen Streptokokken (Sc.) im betroffenen Eu-
terviertel VR.

Insgesamt trat im Vorfeld des Infektionsversuchs bei sieben Kiihen eine Mastitis auf (siehe
Tabelle 10). Diese wurden nach guter tierdrztlicher Praxis therapiert.

Tabelle 10: Mastitis-Diagnosen und Erregernachweis vor Beginn des Infektionsversuch

CowlID Genotyp Klinische Diag- Betroffenes Bakteriologischer
nose Euterviertel Befund
HO5 kq Mastitis catarrhalis  Hinten rechts S. aureus
chronica
HO09 kq Mastitis catarrhalis  Vorne links askulin-negative
acuta Streptokokken (Sc.)
H12 kq Mastitis catarrhalis  Hinten links S. aureus
acuta Hinten rechts
H13 GQ Mastitis catarrhalis  Hinten links unbekannt
chronica
H14 kq Mastitis catarrhalis  Vorne links unbekannt
acuta (a. p.)
H14 kq Mastitis subclinica  Vorne rechts askulin-negative Sc.
H18 kq Mastitis catarrhalis  Hinten links Sc. uberis
chronica
H34 GQ Mastitis catarrhalis unbekannt unbekannt
acuta

Bei der Auswertung zeigte sich, dass die kg-Kihe in der Tendenz anfélliger fiir eine Erkran-
kung an Mastitis waren als die GQ-Kiihe (P =0,0918, Fisher’s-Exact-Test). Fur diese Be-
rechnung der Mastitishaufigkeit wurde die Kuh H34 allerdings exkludiert. Grund hierfir war,
dass die Kuh abweichend vom tblichen Schema erst nach der Abkalbung angekauft wurde.
Sie hatte damit keine vergleichbaren Umweltbedingungen im Peripartum. Hinzu kam, dass
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die Mastitis noch im Ursprungsbetrieb aufgetreten war. Fur die Berechnung waren somit flr
GQ eine Mastitis gegen 16 Tiere ohne Mastitis gezahlt worden. Fir kg wurden sechs Mastiti-
den (H14 doppelt gewertet) gegen 13 Tiere ohne Mastitis gezéahlt.

Schweregrade der experimentell induzierten Mastitis

Die experimentelle Infektion war bei allen Tieren und unabhéngig vom Infektionskeim erfolg-
reich. Dieser konnte unter anderem am positiven Keimnachweis aus den infizierten Eutervier-
teln sowie lokalen Veranderungen am Euter und im Milchsekret festgestellt werden (siehe
4.2).

Bei den mit S.-aureus-infizierten Tieren fiel auf dass vier (H09 (kq), H11 (GQ), H17 (GQ),
H18(kg)) von 24 mit einer akuten Kklinischen Mastitis statt mit einer subklini-
schen/chronischen Mastitis auf die intramammaére Infektion mit S. aureus reagierten.

Bei den mit E.-coli-infizierten Tiere fiel auf, dass vier (HO3 (kq), H13(GQ), H21(kq), H33
(GQ)) von zwolf mit einer subklinischen/chronischen Mastitis statt mit einer akuten Klini-
schen Mastitis auf die intramammare Infektion mit E. coli reagierten.

4.3. Ex-vivo-Analyse der Reaktivitat mammaren Gewebes divergenter
Genotypen

In diesem Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob isolierte Gewebeverbande aus der
Milchdrise abh&ngig vom entsprechenden Genotyp eine unterschiedliche Reaktion nach Pa-
thogen-Kontakt zeigten. Hierzu wurden Gewebeexplantate aus Euter- und Zitzengewebe wie
unter 3.2.1.9 beschrieben, gewonnen und kultiviert. Als Read-out-Verfahren wurde die che-
motaktische Potenz der Kulturiiberstdnde in einem Transmigrationsverfahren untersucht (sie-
he 3.2.1.10).

4.3.1. Nachweis chemotaktisch aktiver Faktoren aus mammaren Explantaten
divergenter Genotypen

Zunéchst wurde innerhalb der unterschiedlichen Genotypen (GQ: n=11; kg: n=11) unter-
sucht, ob sich die intramammare Infektion in-vivo mit S. aureus (Euterviertel HR) unter-
schiedlich im Vergleich zu nicht-infizierten Geweben (Euterviertel VR) auf die Bildung che-
motaktisch aktiver Faktoren auswirkte.

Wie in Abbildung 46 zu erkennen ist, zeigte sich, dass es innerhalb der Versuchsgruppen GQ
bzw. kq lokalisationsabhdngig (Zitzenzisterne, Euterparenchym) kein signifikanter Unter-
schied in der Transmigrationsrate zwischen den untersuchten Eutervierteln gab, unabhéngig
ob die Explantate aus den Eutervierteln stammten, welche zuvor intramammar mit S.-aureus-
infiziert gewesen waren oder nicht. Dies galt sowohl flr unstimulierte Anséatze, als auch nach
in-vitro-Stimulation mit hitzeinaktivierten Pathogenen (S. aureus oder E. coli). Allerdings liel}
sich mittels zweifacher Varianzanalyse nachweisen, dass die Stimulation mit den hitzeinakti-
vierten Pathogenen innerhalb beider Versuchsgruppen einen signifikanten Einfluss auf die
Bildung chemotaktisch aktiver Faktoren hatte (P < 0,0001).
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Abbildung 46: Transmigrationsrate induziert durch Kulturiberstande stimulierter und
unstimulierter mammarer Explantate

Dargestellt ist die Transmigrationsrate von PMN (Mittelwert und SEM). Der Wert 100% entspricht der Transmigrationsrate
bei Einsatz von 100 ng/ml bovines IL-8.

Aus der Zitzenzisterne (ZZ) und dem Euterparenchym (EP) der Euterviertel hinten (HR) und vorne rechts (VR) wurden
Explantate gewonnen und in-vitro {iber 24 mit 10® KBE/ml hitzeinaktivierten Partikeln von S. aureus (SA) bzw. E. coli (EC)
stimuliert. Kontrollansétze (K) blieben unstimuliert. Die Explantate wurden von Kihen mit vorteilhaften (GQ, n = 11) bzw.
unvorteilhaften (kg, n = 11) Genotypen gewonnen und Kulturiberstdnde auf ihre chemotaktische Aktivitét untersucht.

Auch wenn graphisch zu erkennen ist, dass die Kulturiiberstdnde stimulierter und unstimulier-
ter Explantate des Genotyps kg hohere Transmigrationsraten erreichten als die des Genotyps
GQ, konnte dennoch kein signifikanter Unterschied zwischen den divergenten Genotypen
(GQ und kq) hinsichtlich der Bildung chemotaktisch aktiver Faktoren nachgewiesen werden
(siehe Abbildung 47 und Abbildung 48).
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Abbildung 47: Transmigrationsrate induziert durch Kulturtberstande stimulierter und
unstimulierter mammarer Explantate

Dargestellt ist die Transmigrationsrate von PMN (Mittelwert und SEM). Der Wert 100% entspricht der Transmigrationsrate
bei Einsatz von 100 ng/ml bovines IL-8.

Aus der Zitzenzisterne (ZZ) der Euterviertel hinten (HR) und vorne rechts (VR) wurden Explantate gewonnen und in-vitro
{iber 24 mit 10 KBE/ml hitzeinaktivierten Partikeln von S. aureus (SA) bzw. E. coli (EC) stimuliert. Kontrollansitze (K)
blieben unstimuliert. Die Explantate wurden von Kihen mit vorteilhaften (GQ, n = 11) bzw. unvorteilhaften (kg, n = 11)
Genotypen gewonnen und Kulturiuberstdnde auf ihre chemotaktische Aktivitét untersucht.
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Abbildung 48: Transmigrationsrate induziert durch Kulturtberstande stimulierter und
unstimulierter mammarer Explantate

Dargestellt ist die Transmigrationsrate von PMN (Mittelwert und SEM). Der Wert 100% entspricht der Transmigrationsrate
bei Einsatz von 100 ng/ml bovines IL-8.

Aus dem Euterparenchym (EP) der Euterviertel hinten (HR) und vorne rechts (VR) wurden Explantate gewonnen und in-
vitro tiber 24 mit 10 KBE/ml hitzeinaktivierten Partikeln von S. aureus (SA) bzw. E. coli (EC) stimuliert. Kontrollansétze
(K) blieben unstimuliert. Die Explantate wurden von Kiihen mit vorteilhaften (GQ, n = 11) bzw. unvorteilhaften (kq, n = 11)
Genotypen gewonnen und Kulturiiberstédnde auf ihre chemotaktische Aktivitat untersucht.
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5. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, ein Mastitisinfektionsmodell zu entwickeln, das sich dafur eignen
sollte HF-Farsen divergenter Genotypen in Hinblick auf ihre initiale Immunreaktion bei einer
intramammaren Infektion zu vergleichen. Die Versuchskiihe waren mittels markerassoziierter
Selektion ausgewéhlt worden (siehe 3.2.1.2). Des Weiteren sollte untersucht werden, ob und
wodurch sich diese genetisch vorselektierten Tiere klinisch wahrend einer experimentell in-
duzierten S.-aureus bzw. E.-coli-Mastitis voneinander unterscheiden.

Die Notwendigkeit eines solchen kontrollierten Infektionsmodells um neue Wege bei der Se-
lektion mastitisresistenter Populationen zu untersuchen, ergeben sich durch die grof3e Bedeu-
tung der Mastitis in der Milchviehhaltung. Sie stellt in der konventionellen Haltung die am
haufigsten auftretende Erkrankung dar (POL und RUEGG, 2007). Hohe wirtschaftliche Ver-
luste durch Mastitiden (HALASA et al., 2007) sowie die teils gravierenden Auswirkungen
einer Mastitis auf das Tierwohl (BURVENICH et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2013), geben
der Mastitis des Rindes hohe gesellschaftpolitische Bedeutung.

Insbesondere die wiederholte antibiotische Behandlung von an Mastitis erkrankten Kiihen
ermoglicht die Entwicklung resistenter Bakterienpopulationen (JSTERAS et al., 1999;
TEUBER, 2001). Dieses hat nicht nur Auswirkungen auf die Veterindarmedizin, sondern auch
auf die Humanmedizin: Aufgrund wirkungslos werdender Antibiotika kann es somit zuneh-
mend zu Therapienotstanden oder sogar zu Therapieversagen kommen (WALLMANN und
HEBERER, 2014).

Um das Tierwohl zu verbessern sowie den 6konomischen Schaden und den Einsatz von Anti-
biotika zu minimieren, missen neue Mdglichkeiten evaluiert werden, wie die Entstehung von
Mastitiden verhindert werden kann. Hierzu bieten sich tierzichterische Ansétze an:
Untersuchungen haben gezeigt, dass ein niedriger SCC mit einer geringeren Mastitisempfang-
lichkeit einhergeht (RUPP und BOICHARD, 2003). Dies fiihrte dazu, dass die somatische
Milchzellzahl schon seit Jahrzehnten seinen Platz in der Schaf- und Rinderzucht als indirekter
Selektionsparameter  fur Mastitisempfanglichkeit/-resistenz  einnimmt (SHOOK und
SCHUTZ, 1994; KUHN et al., 2008; RUPP et al., 2009). Da diese phinotypische Selektion
jedoch auch Schwéchen aufweist (siehe 2.5.3.1), beschéftigt sich die Forschung zunehmend
mit genotypischer Selektion (siehe 2.5.3.2). Hierbei hat sich vor allem die markerassoziierte
Selektion als geeignetes Mittel erwiesen, um mastitisresistente Kiihe zu ziichten (KUHN et
al., 2008). Auf dieser Basis wurden auch die divergenten Genotypen des im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrten Versuchs ausgewahlt (siehe 2.5.3.2 und 3.2.1.2)

5.1. Etablierung eines Mastitisinfektionsmodells zur Untersuchung vor-
teilhafter Wirtsdeterminanten bei der Kuh

Diverse Studien beschéftigten sich in den letzten Jahrzehnten mit Mechanismen zur Verbesse-
rung der Mastitisabwehr beim Rind. Hierfur wurden Impfungen gegen Mastitiden als auch
Stimulanzien zur lokalen Immunmodulation im Euter entwickelt und erprobt
(WILSONGROHN et al., 2007; CRISPIE et al., 2008; PETZL et al., 2012; PIEPERS et al.,
2017). Neben diversen Studien zur ldentifizierung genetischer Einfllisse auf die Mastitis des
Rindes (KUHN et al., 2003; LUND et al., 2007; MEREDITH et al., 2012) versuchten z.B.
KUHN et al. (2008) tber die genetische Selektion die Mastitisabwehr zu verbessern

Aufgrund der multifaktoriellen Pathogenese von Mastitiden (siehe 2.1) stellt die vergleichen-
de Untersuchung divergenter Genotypen wahrend einer experimentellen intramammaren In-
fektion eine groRRe Herausforderung dar. Deshalb wurde bei dem im Rahmen dieser Arbeit
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etablierten Tiermodells besonders das Augenmerk auf die Standardisierung moglicher rele-
vanter Einflussfaktoren (Umwelt, Kuh, Erreger) gelegt.

Standardisierung umweltassoziierter Einfliisse

Alle Tiere wurden bis spatestens Tag 259 der Trachtigkeit in der Klinik fir Rinder, Stiftung
Tierarztliche Hochschule Hannover aufgestallt (siehe 3.2.1.3). So wurde gewéhrleistet, dass
die Tiere bereits antepartal aufgestallt wurden und frihzeitig mit der Stallflora in Kontakt
kamen. Das adaptive Immunsystem entfaltet oft erst Tage nach Erregerexposition initiale
Wirkungen und bietet moglicherweise erst nach ein paar Wochen den vollen Schutz
(TIZARD, 2013). Diese zeitige Adaptationsphase vor dem geplanten Tierversuch war also
notwendig um das Risiko zu senken, dass die Tiere unabhéngig ihres Genotyps eine unter-
schiedliche Krankheitsanfalligkeit zeigten.

Die friihzeitige Aufstallung ermdglichte des Weiteren, die Tiere an das gleiche Futter zu ge-
wohnen und phasenangepasst und angepasst an die Milchleistung zu flttern (siehe 3.2.1.4).
Dieses war besonders wichtig um postpartal auftretende metabolische Stérungen zu verhin-
dern, da diese sich wie z.B. die Ketose negativ auf die Immunkompetenz der Tiere auswirken
kénnen (W. KREMER et al., 1993). Obwohl der Aufstallungszeitraum sich von Januar bis
September erstreckte, wurde dennoch gewaéhrleistet, dass alle Tiere mit dem gleichen kom-
merziell erhéltlichen Futter gefiittert wurden: Die verfitterte Gras- und Maissilage wurde ext-
ra auf ihre Inhaltsstoffe analysiert (siehe 9.2).

Da ein Selenmangel sich ebenfalls auf das Immunsystem auswirkt (ARTHUR et al., 2003),
wurde des Weiteren bei allen Tieren mittels Blutuntersuchung der Gluthathionperoxidase
(GSHPX-1) die Selenversorgung Uberprift und im Falle eines Mangels supplementiert. Nach-
gewiesenermalien kann eine mangelnde Selenversorgung negative Effekte auf mammare Ab-
wehrmechanismen des Rindes haben: Dieses &uf3ert sich z.B. durch einen langsameren PMN-
Einstrom ins Euter nach Erregerkontakt oder verlangsamter Phagozytose (ERSKINE et al.,
1990; SMITH et al., 1997).

Da in der Literatur jahreszeitliche Einflisse auf das Mastitisrisiko beschrieben sind
(MAKOVEC und RUEGG, 2003; STEENEVELD et al., 2008), wurde bei der Aufstallung der
Tiere darauf geachtet, dass die verschiedenen Genotypen (GQ/kq) mdglichst balanciert aufge-
stallt wurden. Hiermit sollten die Kihe beider Gruppen den gleichen positiven oder negativen
saisonalen Einflissen ausgesetzt werden.

Des Weiteren beschreiben GRUNERT et al. (1995) technische Mangel wie z.B. Melkerwech-
sel und mangelnde Melktechnik als umweltassoziierte Einfliisse auf das Mastitisrisiko. Dieses
wurde in dem hier entwickelten Tiermodell insofern beachtet, als dass alle Tiere mit dem
gleichen Melksystem von einer festen Melkergruppe gemolken wurden.

Bauliche Méngel wie z.B. zu kurze oder zu enge Standplatze, harte StallfuBbdden oder Zug-
luft (GRUNERT et al., 1995) lagen nicht vor, da die Tiere in gleichwertigen Einzelboxen auf-
gestallt waren (siehe 3.2.1.3), die zu jeder Zeit mit Stroh eingestreut waren. AulRerdem waren
diese Einzelboxen in zwei identischen Stalltrakten untergebracht, sodass die aufgestallten
Tiere den gleichen klimatischen Verhéltnissen ausgesetzt waren.

Weiterhin zeigten SCHREINER und RUEGG (2003), dass eine schlechte Euterhygiene mit
der Prévalenz von Mastitiserregern assoziiert ist: So wurde bei Kiihen, deren Euter als
schmutzig kategorisiert worden waren, 1,5 mal haufiger ,major pathogens® aus der Milch iso-
liert, als bei Tieren, deren Euter als sauber eingestuft wurden. Dabei stellen insbesondere der
Stallmist und die Einstreu die Hauptquelle fiir Infektionen mit koliformen Keimen und um-
weltassoziierten Streptokokken dar (COOK und REINEMANN, 2007). Daher wurden im
Rahmen des etablierten Tiermodells die Einzelboxen zwei Mal tdglich gemistet und frisch
eingestreut. Dieses sollte das Risiko minimieren, dass mangelnde Hygiene das Mastitisrisiko
der Tiere steigerte.
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Standardisierung kuhassoziierter Einfliisse

Um die genotypische Divergenz auf vorteilhafte Wirtsdeterminanten zu untersuchen, wurde
auch bei der genetischen Selektion der Versuchskiihe (siehe 3.2.1.2) auf Standardisierung
geachtet: Die ausgewahlten Farsen waren Halbgeschwister und stammten von sechs Bullen
ab, wobei auf eine balancierte Verteilung zwischen den Gruppen geachtet wurde.

Diese ausgewdhlten Farsen unterschieden sich maRgeblich durch ihren ererbten elterlichen
Haplotypen auf BTA 18, der einen vorteilhaften (GQ) bzw. unvorteilhaften (kq) Effekt haben
sollte hinsichtlich des SCC. Der SCC steht dabei als Indikator fir Mastitisempfanglichkeit.
Diese Effekte konnten bereits in vorangegangen Arbeiten entwickelt werden (KUHN et al.,
2008; BRAND et al., 2009) und bildeten die ideale Grundlage fur die Selektion der verwende-
ten Farsen zur Untersuchung vorteilhafter Wirtsdeterminanten.

Da aber bekannt ist, dass es eine positive Korrelation zwischen Milchleistung und SCC gibt
(MEREDITH et al., 2012), wurde bei der Selektion darauf geachtet, dass die Tiere sich nur
hinsichtlich ihres ererbten Haplotypen auf BTA 18 unterschieden und weitere essentielle ge-
netisch determinierte Einflusse auf das Mastitisrisiko standardisiert waren: So wiesen die V-
ter der Férsen keine extremen Zuchtwerte fiir den SCC und die Milchleistungsmerkmale auf:
Die Viter hatten einen RZM von mindestens 100, einen RZS von 88-112 (tochtergeprift)
oder 94-118 (genomisch). Damit wurde sichergestellt, dass die Tochter nicht durch eine be-
sonders niedrige Milchleistung eine geringere somatische Zellzahl und somit eine geringere
Mastitisempfanglichkeit aufwiesen bzw. durch eine besonders hohe Milchleistung eine erhéh-
te somatische Zellzahl und erhohte Mastitisempfanglichkeit aufwiesen.

Um die genotypischen Unterschiede auf BTA 18 hinsichtlich des SCC zu unterstiitzen wurde
des Weiteren bei den Muttervatern der ausgewahlten Féarsen darauf geachtet, dass diese einen
RZS von < 100 (fur die kqg-Farsen) oder > 112 (fiir die GQ-Féarsen) aufwiesen.

Das hier eingesetzte aufwandige Auswahlverfahren erwies sich als erfolgreich und das avi-
sierte Ziel wurde erfolgreich erreicht. Unmittelbar vor der Infektion zeigte sich kein Unter-
schied in der Milchleistung zwischen den beiden divergenten Genotypen (siehe 4.2.5).

Wie unter 2.1 beschrieben, gehoren aulerdem Alter, Laktationsstadium, Milchleistung, lokale
Verdnderungen an Euter und Zitze, Eutergesundheit, Allgemeinerkrankungen und die geneti-
sche Veranlagung zu den kuhassoziierten Mastitisrisikofaktoren.

Diese Faktoren sollten im Rahmen der Etablierung des Infektionsmodells streng kontrolliert
werden. Hierzu diente vor allem das komplexe Auswahlverfahren von hochtragenden Férsen.

Die Auswahl von Férsen stellte sicher, dass sich alle Versuchstiere im gleichen Alter und im
gleichen Laktationsstadium befanden. Da bekannt ist, dass multipare Kuihe ein hoheres Risiko
tragen, an einer Mastitis zu erkranken als primipare Kilhe (H. BARKEMA et al., 1998), war
diese Auswahl besonders wichtig. Des Weiteren sind Kuhe unmittelbar nach der Geburt be-
sonders anfallig daftr, an einer Mastitis zu erkranken (STEENEVELD et al., 2008). Deswe-
gen sollten die Kuhe im Rahmen des Versuchs zu einem streng definierten Zeitpunkt experi-
mentell infiziert werden (Tag 36 £ 3 p. p.), damit sich alle im gleichen Laktationsstadium
befanden.

Die Verwendung von Farsen sorgte des Weiteren dafiir, dass die Euter und Zitzen noch nicht
durch technische Méangel in der Melkanlage (z.B. zu hohes Vakuum) oder durch vorangegan-
gene Verletzungen am Euter vorgeschadigt waren. Somit konnte erreicht werden, dass keines
der Tiere lokale Veranderungen am Euter aufwies.

Da Mastitiden aus vorherigen Laktationen und intramammére Infektionen in der Trocken-
stehperiode ebenfalls das Risiko erhéhen, dass eine Kuh in der folgenden Laktation an einer
Mastitis erkrankt (HOUBEN et al., 1993; GREEN et al., 2002; VLKOVA et al., 2017), wur-
den ebenfalls ausschliel3lich Erstkalbinnen verwendet.

Nach der Geburt gilt das Immunsystem der Kiihe als geschwécht (MALLARD et al., 1998).
Deshalb wurden alle Tiere unmittelbar nach der Geburt flir mindestens fiinf Tage mit Enrof-
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loxacin behandelt (siehe 3.2.1.3), so dass bakterielle Infektionen im Korper eliminiert werden
sollten. Dieser Schritt sollte zusatzlich eine Gleichbehandlung aller Kiihe sicherstellen. Trotz-
dem auftretende Erkrankungen im Puerperium sollten somit besser mit der genotypischen
Selektion in Zusammenhang gebracht werden.

Da die Versuchskiihe spatestens an dem errechneten Tag 259 p. i. aufgestallt wurden und im
Mittel an Tag 36 + 3 p. p. experimentell infiziert wurden, barg dieses Modell das Risiko, dass
die Kiihe vor Versuchsbeginn an einer Mastitis erkrankten:

So traten insgesamt sieben (GQ: n =1 vs. kg: n = 6) Falle von Mastitiden im Vorfeld des Ver-
suchs auf. Obwohl die Anzahl an Probanden sehr niedrig war, lieR3 sich hierbei in der Tendenz
zeigen, dass die Kiihe mit dem unvorteilhaften Genotypen (kq) anfalliger dafir waren, an ei-
ner Mastitis zu erkranken. Diese Beobachtung unterstrich die erfolgreiche Selektion genoty-
pisch divergenter Kiihe fir das Versuchsvorhaben.

Da neben Eutererkrankungen auch Allgemeinerkrankungen zu einem erhéhten Risiko fuhren,
dass ein Tier an Mastitis erkrankt, wurden auftretende Erkrankungen anhand eines vorab defi-
nierten Plans (siehe 9.1) behandelt. Erkrankungen die dort nicht gelistet waren, wurden nach
guter tierarztlicher Praxis therapiert. Zusatzlich wurde sichergestellt, dass alle Kihe eine Wo-
che vor Versuchsbeginn klinisch allgemeingesund waren, nicht mehr behandelt wurden und
zum Zeitpunkt der Infektion frei von medikamentellen Riickstinden sowie frei von ,major
pathogens® in der Milch waren.

In der Literatur wird der Einfluss des Euterviertels auf das Mastitisrisiko diskutiert: Es wird
beschrieben, dass die vorderen Euterviertel weniger klinische Mastitiden aufweisen als die
hinteren (BATRA et al., 1977, ADKINSON et al., 1993). Auch H. BARKEMA et al. (1997)
stellten fest, dass die hinteren Euterviertel bei Holstein-Kuhen haufiger intramammare Infek-
tionen und einen erhéhten SCC aufweisen als die vorderen Euterviertel. Allerdings wird dort
auch beschrieben, dass das vordere rechte Euterviertel hdufiger eine intramammare Infektion
und einen héheren SCC aufweist, als das linke vordere Euterviertel.

Aus diesem Grund wurden alle Tiere, mit Ausnahme von zwei Tieren auf den gleichen Euter-
vierteln infiziert (siehe 3.2.1.6). Die Kihe, die in den Infektionsversuch mit S. aureus kamen
wurden i.d.R. auf beiden Hintervierteln infiziert, die Kihe die intramammar mit E. coli infi-
ziert wurden, wurden i.d.R. auf dem hinteren rechten Euterviertel infiziert.

Bei der intramammaren Infektion mit S. aureus wurden zwei Euterviertel infiziert, da bekannt
ist, dass nach intramammérer Inokulation von S. aureus nicht immer eine intramammére In-
fektion ausldsbar ist (SCHUKKEN et al., 1999). Dadurch sollte die Wahrscheinlichkeit erhoht
werden, dass immer mindestens ein Viertel pro Tier erfolgreich infiziert wurde. AuBBerdem
zeigt sich bei naturlichen intramammaéren Infektionen hdufiger, dass mehrere Euterviertel mit
S. aureus infiziert sind (ZADOKS et al., 2001). Fur E. coli hingegen zeigt sich, dass natrli-
che intramammadre Infektionen meistens auf einem Euterviertel auftreten (BRADLEY und
GREEN, 2001), sodass im Rahmen dieses Tiermodells ebenfalls nur ein Euterviertel experi-
mentell infiziert wurde. Diese Praxis wurde bereits in anderen Mastitisinfektionsmodellen
erfolgreich verwendet (W. KREMER et al.,, 1993; MITTERHUEMER et al.,, 2010;
REGENHARD et al., 2010).

Euterviertel kdnnen nicht als funktionelle Einheit betrachtet werden (JENSEN et al., 2013).
Vielmehr ist bekannt, dass eine intramammare Infektion in einem Euterviertel die Reaktivitat
benachbarter Viertel beeinflusst (PETZL et al., 2008; MITTERHUEMER et al., 2010;
PAIXAOQ et al., 2017). Dieser ,,Crosstalk* zwischen Eutervierteln wurde bereits im Rahmen
experimenteller Mastitiden mit S. aureus und E. coli beschrieben. Diese mdgliche Beeinflus-
sung der Euterviertel untereinander sollte im Rahmen dieser Arbeit insofern Berticksichtigung
finden, indem euterviertelspezifische Parameter (wie z.B. Milchleistung und -inhaltsstoffe,
Keimausscheidung, SCC) nicht auf Ebene der einzelnen Eutervierteln sondern auch fir das
gesamte Euter ausgewertet wurden (siehe 4.2).
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Im Rahmen des hier etablierten Tiermodells sollte ein moglicher ,,Crosstalk™ zwischen den
Eutervierteln anhand der Reaktivitat S.-aureus-infizierter und nicht-infizierter benachbarter
Euterviertel untersucht werden. Hierdurch sollte ermittelt werden, ob infizierte und nicht-
infizierte Euterviertel sich in ihrer Reaktivitat unterschieden.

Dazu dienten erstmals Gewebeexplantate im Rahmen von Ex-vivo-Analysen (siehe 4.3) der
divergenten Genotypen. Es konnte festgestellt werden, dass es keine signifikanten Unter-
schiede zwischen dem Gewebe aus infizierten Eutervierteln (HR) und nicht-infizierten Euter-
vierteln (VR) gab. Beide Gewebe reagierten sowohl ohne Stimulation als auch nach In-vitro-
Stimulation mit hitzeinaktivierten Bakterien (S. aureus und E. coli) mit vergleichbarer Bil-
dung chemotaktisch aktiver Faktoren.

Auswahl des Pathogens fur die experimentelle Infektion

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Reaktion divergenter Genotypen wéhrend der subklini-
schen und klinischen Mastitis untersucht werden. Zur erfolgreichen Induktion dieser unter-
schiedlichen Krankheitsbilder wurden in den letzten Jahrzehnten im Zuge von Mastitisinfek-
tionsmodellen vor allem S. aureus fir die subklinische Mastitis und E. coli fiir die klinische
Mastitis eingesetzt (BANNERMAN et al., 2004; PETZL et al., 2008; MEHNE, 2010;
MUHLBAUER, 2012). Hiermit fiel fiir das zu etablierende Modell die Wahl ebenfalls auf
beide genannten Pathogene.

Innerhalb einer bakteriellen Spezies kann es zu erheblichen Abweichungen hinsichtlich Pa-
thogenitat, Organ- und Wirtsspezifitdt kommen (ROLLE et al., 2002). Dieses begriindete die
Wahl von jeweils relevanten bovinen Isolaten, die bereits im Vorfeld erfolgreich fur experi-
mentell induzierte Mastitiden eingesetzt worden waren (PETZL et al., 2008; MEHNE, 2010;
MUHLBAUER, 2012; WALDMULLER, 2012).

Fur die intramammare Infektion mit S. aureus wurde das Modellpathogen S. aureusigy; ver-
wendet, flr die intramammare Infektion mit E. coli das Modellpathogen E. coliisps. Beide
Stamme sind Feldisolate aus Mastitiden und wurden bereits ausfuhrlich charakterisiert, se-
quenziert und publiziert (WOLF et al., 2011; LEIMBACH et al., 2016).

Wiederholte Kultivierung unter Laborbedingungen kann allerdings dazu fiihren, dass Bakteri-
en ihre pathogenen Eigenschaften verdndern (NEUMEISTER et al., 2009). Um zu gewahr-
leisten, dass alle Versuchskiihe mit dem gleichen Pathogen infiziert wurden, wurde von bei-
den Modellkeimen eine Stockldsung hergestellt (siehe 3.2.1.1). Durch dieses Vorgehen sollte
verhindert werden, dass durch wiederholte Anziichtung das Pathogen seine Eigenschaften
veranderte.

Als zusétzliche MaRnahme zur Qualitatssicherung wurde eine Probe der hergestellten Infekti-
onsdosis ausgestrichen und bebritet. Hiermit konnte bei allen eingesetzten Infektionsdosen
sichergestellt werden, dass eine vergleichbare Keimzahl als Initialdosis vorlag und keine Kon-
taminanten beteiligt waren. Alle Tiere wurden somit unter den gleichen Bedingungen infi-
ziert.

Erflllung der Voraussetzungen flr den Infektionsversuch

Als Grundlage fiir die Selektion von Kiihen mit unterschiedlicher Mastitisanfélligkeit dienten
entsprechende Vorarbeiten (KUHN et al., 2008; BRAND et al., 2011). Auch die im Rahmen
dieser Arbeit selektierten Kiihe spiegelten Unterschiede in der Mastitisanfélligkeit im Vorfeld
des Infektionsversuchs wieder: Kiihe, die auf einen vorteilhaften Genotypen (GQ) selektiert
worden waren, zeigten weniger spontane Mastitisfalle als Kiihe mit unvorteilhaften Genoty-
pen (kq) (siehe 4.2.6.4).

Trotz dieser erwarteten Unterschiede an Mastitisfallen vor dem eigentlichen Infektionsver-
such, konnten alle Kiihe (GQ: n =18, kqg: n = 18) planmalig als Versuchstiere eingesetzt wer-
den. Die engmaschige Uberwachung und die entsprechende sofortige Behandlung der Kiihe
(siehe 3.2.1) fuhrten dazu, dass eine Woche vor der geplanten intramammaren Infektion keine
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der Kiihe mehr behandelt werden mussten. Sie waren zu Versuchsbeginn allgemeingesund,
die Milch war frei von ,major pathogens‘ und es lagen keine Wartezeiten durch verabreichte
Medikamente vor.

Die Gruppen GQ und kq gingen demnach mit den gleichen Voraussetzungen in den Mastiti-
sinfektionsversuch: Sie zeigten unmittelbar vor der intramammaéren Infektion keine signifi-
kanten Unterschiede hinsichtlich ihres Allgemeinbefindens, wiesen keine makroskopischen
Verénderungen in der Milch auf, unterschieden sich nicht in ihrer Milchleistung und hatten im
Mittel einen niedrigen SCC von 50 * 10° Zellen/ml Milch (siehe 4.2.3). Es lieRen sich bei
diesen Parametern keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (GQ/kq)
feststellen. Dieses Ubertraf die an das Infektionsmodell gestellten Erwartungen.

Dass die Gruppen GQ und kg zu Versuchsbeginn keinen Unterschied in der H6he des SCC
aufwiesen, widersprach sich zunéchst mit den Ergebnissen aus entsprechenden Vorarbeiten
(FUGATO-Projekt) (KUHN et al., 2008). Dieses war die Selektionsgrundlage fir das im
Rahmen dieser Arbeit etablierte Tiermodell. Im Gegensatz zu den hier erhobenen Daten war
dort festgestellt worden, dass Kihe mit dem unvorteilhaften (kq) Genotypen in der frihen
Laktation besonders hohe SCC-Werte aufwiesen, wohingegen die Kiihe mit dem vorteilhaften
(GQ) Genotypen besonders niedrige SCC-Werte zeigten. Dieser Widerspruch lasst sich mog-
licherweise dadurch erkléren, dass in dem hier etablierten Tiermodell zur besseren Standardi-
sierung und Gleichbehandlung alle Kiihe direkt nach der Geburt fir fiinf Tage mit Enrofloxa-
cin behandelt wurden (siehe 3.2.1.3). Somit konnten mdgliche latente intramammare Infekti-
onen eliminiert werden.

Enrofloxacin Gberwindet in Form seines aktiven Metaboliten Ciprofloxacin die Blut-Euter-
Schranke, sodass auch eine bakterizide Wirkung in der Milch mdglich ist (KAARTINEN et
al., 1995; RANTALA et al., 2002). Hierdurch konnte ein Anstieg der somatischen Zellzahl in
der Milch verhindert worden sein.

Des Weiteren ist fur Enrofloxacin ein immunmodulatorischer Effekt beschrieben: Nach
HOEBEN et al. (1997) hat Enrofloxacin stimulierende Eigenschaften auf PMN, welche durch
eine Stimulation der Produktion von H,O; herriihren kénnten. Diese reaktive Sauerstoffspezi-
es (ROS) wird gemessen, um die Aktivitat des sogenannten ,respiratory burst® zu ermitteln
(VAN OOSTVELDT et al., 1999). Somit kann eine Aussage Uber die Abwehrkraft getroffen
werden, da eine hohe ROS-Produktion die Vermehrung von Bakterien im Euter limitiert
(HEYNEMAN et al., 1990). Zusatzlich ist bekannt, dass Enrofloxacin nicht nur direkt nach
der Gabe den ,respiratory burst® steigert, sondern wie bereits beim Schwein beschrieben, ei-
nen immunmodulatorischen Effekt auf die Produktion von Zytokinen hat (POMORSKA-
MOL et al., 2017): Dieser Effekt zeigt sich in der Hemmung des proinflammatorischen IL-6
und TNF-a, wobei die TNF-a- Produktion sogar zehn Tage nach der Behandlung noch redu-
ziert war.

Davon ausgehend, dass zum einen das Enrofloxacin eventuell vorhandene Bakterien im Euter
abtotet und zum anderen der immunmodulatorische Effekt auf den ,respiratory burst® und die
Zytokinproduktion zu einer verbesserten und eventuell anhaltenden Abwehrkraft des Euter
gegen bakterielle Keime flhrte, scheint in der Konsequenz die flinftagige Gabe von Enroflo-
xacin dafur mitverantwortlich zu sein, dass sich die GQ- und kg-Kiihe entgegen der vorrange-
gangen Publikationen 33-39 Tage p. p. nicht in der Hohe des SCC unterschieden.

Experimentelle Infektion fihrt invariant zur Ausbildung einer Mastitis

Die Induktion einer experimentellen Mastitis verlief bei allen Versuchstieren erfolgreich. Dies
auBerte sich daruber, dass alle Tiere unabh&ngig vom Genotyp und inokulierten Pathogen eine
Mastitis entwickelten (siehe 4.2.6.4). Bei allen Tieren konnte das inokulierte Pathogen wie-
derholt aus der Milch kulturell reisoliert werden (siehe 4.2.4). Weiterhin zeigten alle Tiere
nach Inokulation eine Erhéhung der somatischen Zellzahl (> 100.000 Zellen/ml Milch) (siehe
4.2.3). Damit erfillten alle Versuchstiere die definierten Kriterien fir eine Mastitis
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(HAMANN et al., 2002). Hiermit konnte wiederum gezeigt werden, dass das verwendete ex-
perimentelle Mastitismodell und die beiden verwendeten Pathogene zuverlassig zur Induktion
einer Mastitis fuhren, wie es aus vorangegangen Studien bereits bekannt ist (PETZL et al.,
2008; PETZL et al., 2016).

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein Modell fur die subklinische/chronische
S.-aureus-Mastitis und die akute E.-coli-Mastitis zu etablieren. Um die Auspragung dieser
pathogenspezifischen Krankheitsbilder zu erfassen, wurden spezifische systemische und loka-
le Parameter erhoben (siehe 3.2.1.5). Hierbei haben sich in der Vergangenheit vor allem das
Allgemeinbefinden, die Gesamtleukozytenzahl im Blut, die Korpertemperatur als auch Ent-
ziindungssymptome am Euter und Verénderungen der Milch bewéhrt (WENZ et al., 2001,
WENZ et al., 2006; WALDMULLER, 2012).

S. aureus l6st eine subklinische bis milde klinische Mastitis aus

S.aureus loést vor allem subklinische/chronische Mastitiden aus (HALTIA et al., 2006;
JAEGER et al., 2017). Dabei beschrankt sich die lokale Symptomatik auf einen erhéhten SCC
und den intermittierend positiven Erregernachweis (SEARS et al., 1990; HAMANN et al.,
2002). Chronische Verlaufsformen zeigen lokale Euterreaktionen (Knoten), sowie Verande-
rungen der Milch und Milchinhaltsstoffe (GRUNERT et al., 1995; REDETZKY, 2000). Sys-
temischen Verénderungen fehlen meist.

Diese pathogenspezifische Reaktion konnte auch in diesem Mastitisinfektionsmodell fiir
S. aureus nachgewiesen werden: So konnten die Kiihe, wie erwartet, insgesamt als allgemein-
gesund wahrend des Infektionsversuchs eingestuft werden. Im Gegensatz zu Vorlauferstudien
(PETZL et al., 2008; MEHNE, 2010) zeigten einzelne Versuchstiere jedoch Fieber und voru-
bergehend z.T. ein mittelgradig gestortes Allgemeinbefinden.

Dieses war zundchst ein nicht erwartetes Resultat, deckt sich jedoch mit Angaben aus der Li-
teratur: So werden z.B. 3,3 % der klinischen Mastitiden durch S. aureus ausgeldst (A. J.
BRADLEY et al., 2007). Auch BLOWEY und EDMONDSON (2010) et al. beschreiben die
Mdoglichkeit, dass S. aureus bei herabgesetzter Immunkompetenz akute gangrandse Mastiti-
den ausldsen kann. Denkbar ware, dass bei den Tieren, die systemische Symptomatik zeigten,
noch Auswirkungen einer verminderten Immunkompetenz des postpartalen Zeitraums vorla-
gen (MALLARD et al., 1998).

Weiterhin werden in der Literatur vereinzelt Fiebersequenzen bei S.-aureus-Mastitiden be-
schrieben (PETZL, 2005; PIEPERS et al., 2017). Diese sind meist aber sehr kurz (wenige
Stunden), dass sie mit einer Temperaturmessung ein bis zwei Mal téglich wie z.B. bei
BANNERMAN et al. (2004) und MEHNE (2010) nicht zuverl&ssig erfasst werden kénnen.
Da in dem vorliegenden Mastitisinfektionsmodell die Korpertemperatur vaginal alle drei Mi-
nuten erfasst wurde, konnten somit zuverlassig alle Fiebersequenzen aufgezeichnet werden,
was ebenfalls Unterschiede zu Vorlauferstudien erklaren konnte.

Die fehlende Veranderung in der Gesamtleukozytenzahl (siehe 4.1.3) der mit S.-aureus-
infizierten Kuhe, deckt sich mit Angaben aus vorherigen Arbeiten (REDETZKY, 2000;
PETZL, 2005) und spricht dafirr, dass die Reaktion auf die intramammare Infektion mit
S. aureus fast ausschlieBlich auf das Euter beschrénkt war. Bei moderaten und schweren klini-
schen Mastitiden kommt es Uberlicherweise initial zu einer Leukopenie (HEYNEMAN et al.,
1990; BURVENICH et al., 2003; PETZL, 2005).

Bei fast allen mit S. aureus inokulierten Versuchskiihen (22 von 24) konnten palpatorische
Veranderungen am Euter nachgewiesen werden: Hierbei traten erste Verhdrtungen bereits
24 h p. inf. auf (siehe 4.2.1.1).

Auch die bei BANNERMAN et al. (2004) erwéhnte Reduktion der Michleistung wahrend
einer S.-aureus-Mastitis, konnte in beiden Gruppen (GQ, kg) nachgewiesen werden und be-
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trug ca. 35 %. Ebenfalls stellte sich der in der Literatur beschriebene Abfall der Laktose in der
Milch ein (MCFADDEN et al., 1988).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die experimentelle intramammare Infektion mit
S. aureus erfolgreich verlief. Das verwendet Modellpathogen I0ste wie erwartet eine subklini-
sche bis milde klinische Mastitis aus. Anzumerken ist, dass hinsichtlich der Chronizitit der
Entzindung bzw. der Persistenz des Erregers keine Aussage getroffen werden kann, da der
Infektionsversuch lediglich tber 96 h verlief. In diesem Zeitraum blieben jedoch alle Ver-
suchstiere infiziert.

E. coli 16st invariant eine klinische Mastitis aus

E. coli 16st vor allem akute klinische Mastitiden aus, die durch das frei werdende, endotoxisch
wirkende LPS, schwere klinische Symptome bei den erkrankten Kihen auslosen kdnnen
(BURVENICH et al., 1994; BURVENICH et al., 2003; LEE et al., 2006). Es kommt hierbeli
im Gegensatz zu den S.-aureus-Mastitiden zusatzlich zum erhéhten SCC und dem positiven
Erregernachweis zu deutlich ausgepragten klinischen allgemeinen und lokalen Symptomen.
Die allgemeine Verfassung der Kuh entscheidet hierbei mafigeblich iber den Schweregrad der
Erkrankung (BURVENICH et al., 2003).

In vorangegangen Studien konnte nach intramammarer Inokulation mit dem Stamm E. coli3gs
immer eine klinische Mastitis moderater oder sogar schwerer Auspragung induziert werden
(PETZL, 2005; MEHNE, 2010; WALDMULLER, 2012). Wider erwarten zeigten einige Ver-
suchstiere in dem hier etablierten Modell z.T. nur eine milde klinische Mastitis.

Insgesamt betrachtet, konnte das Allgemeinbefinden im Median als allgemeingesund einge-
stuft werden (siehe 4.1.1.2). Dieses sprach zunachst nicht flr die typische pathogenspezifische
klinische E.-coli-Mastitis (siehe 2.4.2). Allerdings muss beachtet werden, dass die Gruppen-
grofle mit n = 6 eher niedrig ausfiel und nicht unerhebliche Unterschiede zwischen den Tieren
hinsichtlich ihrer Reaktionen auftraten. So betrug der Allgemeinbefinden-Score fur die GQ-
Kihe zwar mit einem Wert von 1,5 die Kategorisierung ,allgemeingesund®, der IQR hingegen
betrug einen Wert von 3 (siehe 4.1.1.2). Dieses deutet auf die breite Streuung der Daten hin.
Bei Betrachtung der Daten auf Einzeltierebene fiel auf, dass die Versuchskihe HO3 (kq), H13
(GQ), H21 (kq) und H33 (GQ) einen maximalen Allgemeinbefinden-Score von 1 erreichten
und somit keine systemischen Anzeichen fir eine akute klinische Mastitis zeigten. Auch die
Tatsache, dass die Kiihe H14 (kq) und H28 (GQ) mit einem maximalen Allgemeinbefinden-
Score von 3,5 und 4 lediglich die Kategorie ,ggr. erkrankt® erreichten, verstarkte den Ein-
druck, dass die Versuchstiere vergleichsweise schwach auf eine intramammaére Inokulation
mit E. coli reagierten. Allerdings muss man bei dem entwickelten Score-System (siehe
3.2.1.7) beachten, dass der Bereich, der als ,allgemeingesund® klassifiziert wird, doppelt so
groR gewahlt wurde wie die anderen Bereiche, damit wetterabhéngige Schwankungen der
Parameter ,,vaginale Korpertemperatur und ,,Futteraufnahme* nicht zu einer Fehlklassifizie-
rung flhrten.

Weiterhin ist eine unterschiedliche Responsivitadt gegentber E. coli bekannt: So wird be-
schrieben, dass intramammére Infektionen mit E.coli zu moderaten oder schweren
Mastitisverlaufen fuhren konnen (VANDEPUTTE-VAN MESSOM et al., 1993). Diese Ein-
teilung erfolgte anhand der ROS-Aktivitat von PMN: Kihe mit einer hohen ROS-Aktivitét
zeigten moderate Mastitiden, Kiihe mit geringer ROS-Aktivitat zeigten schwere Mastitiden.
Dagegen beschreiben HEYNEMAN et al. (1990) und KREMER et al. (1993), dass die Anzahl
an zirkulierenden PMN unmittelbar vor einer experimentellen intramammaéren Infektion mit
E. coli eine negative Beziehung zum Schweregrad einer Mastitis aufzeigt.

Alle Tiere entwickelten hohes Fieber wéhrend der 24-stiindigen Versuchsdauer nach E.-coli-
Inokulation. Dieses lag im Median bei ca. 42 °C und belegt eine akute klinische Reaktion auf
systemischer Ebene. Es konnte demnach erfolgreich eine akute E.-coli-Mastitis bei den Ver-
suchstieren ausgeldst werden. Eine erwartete Leukopenie zeigte sich zwar bei einigen Tieren,
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erwies sich aber nicht als signifikant (siehe 4.1.3.2). Dieses konnte durch die bereits diskutier-
ten (siehe S.90) immunmodulatorischen Effekte von Enrofloxacin mit ausgeldst worden sein.

Auch die lokalen Befunde am Euter sprechen fur die erfolgreiche Etablierung einer akuten
Mastitis durch E. coli: So zeigten sich bereits 12 h p. inf. akut geschwollene Euterviertel, d.h.
die Viertel waren derb, vermehrt warm und schmerzhaft mit einem entziindlichen Odem (sie-
he 4.2.1.2).

Auch die Veranderungen der Milch waren typisch (GRUNERT et al., 1995; BANNERMAN,
2009): So zeigten alle Kiihe innerhalb des 24-stiindigen Versuchszeitraum eine deutlich redu-
zierte Milchleistung und ein verandertes Milchsekret (siehe 4.2.2.2), wobei 24 h p. inf. bei der
Hélfte der Versuchskihe der Milchcharakter des Sekrets vollig aufgehoben war.

Zusammenfassend war die Infektion mit E. coli bei allen Versuchstieren erfolgreich und der
verwendete Modellkeim Ioste Gberwiegend eine akute Mastitis aus.

5.2. Einfluss des Genotyps auf eine experimentell induzierte S.-aureus-
Mastitis

Das Ziel dieses Projektabschnitts war es, divergente Holstein-Genotypen in Hinblick auf ihre
initiale Immunreaktion nach intramammarer Infektion mit S. aureus vergleichend zu untersu-
chen. Ein Hauptaugenmerk wurde hierbei auf die klinische Reaktion gelegt.

Divergente Holstein-Friesian-Kiihe unterscheiden sich in der klinischen Auspragung einer
experimentell induzierten S.-aureus-Mastitis

Wéhrend der initialen Phase nach S.-aureus-Inokulation traten vor allem Unterschiede in der
Erh6hung des SCC auf. Die GQ-Kiihe zeigten sowohl 24 h als auch 36 h p. inf. einen signifi-
kant niedrigeren SCC auf als die kg-Kuhe (siehe 4.2.3.1). Auch 60 h p. inf. lieR sich dieses in
der Tendenz noch nachweisen.

Da mit steigendem SCC die Milchleistung sinkt (P. HORTET und H. SEEGERS, 1998), wur-
de zuséatzlich die Milchleistung zwischen GQ und kg Uberpruft. Demnach missten die kg-
Kihe eine geringere Milchleistung in den infizierten Euterviertel zu den Zeitpunkten aufwei-
sen. Es gab allerdings zu keinem Zeitpunkt wéhrend der Infektion einen signifikanten Unter-
schied in der Milchleistung in den infizierten Euterviertel zwischen den divergenten Genoty-
pen (siehe 4.2.5.1). Hieraus lasst sich schlussfolgern, dass GQ- und kg-Kiihe unterschiedlich
auf die experimentelle intramammare Infektion reagierten.

Diese signifikant geringeren SCC-Werte bei den GQ-Kihen lassen sich mit den ebenfalls
beobachteten Unterschieden in der Keimausscheidung in Verbindung bringen (siehe 4.2.4).
Die GQ-Kiihe zeigten initial (12 h p. inf.) eine ca. 5,5-fach geringere Keimausscheidung von
S. aureus im Gemelk. So beschreiben LOPES et al. (2012), dass je hoher der SCC ist, desto
hoher ist auch die Keimlast im Euter. Dieses kdnnte das Ergebnis einer geringeren Aktivie-
rung angeborener Immunmechanismen sein, wodurch es zu einem geringeren Einstrom von
Immunzellen (PMN) ins Euter und somit zu einem geringeren SCC kommen konnte. Aller-
dings kann S. aureus sich im Euter durch Biofilmbildung abkapseln (SUTRA und POUTREL,
1994; BLOWEY und EDMONDSON, 2010), wodurch eine verringerte Keimausscheidung
ebenfalls erklart werden konnte.

Da aber die geringere Keimausscheidung bei den GQ-Kiihen 12 h nach der experimentell in-
duzierten Infektion auftrat, ist dieses als eher unwahrscheinlich anzusehen, da S. aureus eine
eindeutige lokale Immunreaktionen ausloste (siehe 4.1.1.1, 4.1.2, 4.2). Die Beobachtung, dass
GQ-Kihe initial signifikant weniger Keime ausschieden als kg-Kiihe, kann somit auf die ge-
notypische Selektion zuriickgefiihrt werden und weist auf eine verbesserte initiale Abwehrla-
ge der GQ-Kliihe hin.
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Beim Vergleich der relativen Gesamtmilchleistung aller Euterviertel zeigte sich ein Unter-
schied zwischen beiden Genotypen: Die kqg-Kihe zeigten 12 h und 24 h p. inf. einen signifi-
kant starkeren Abfall der relativen Gesamtmilchleistung als die GQ-Kiihe (siehe 4.2.5.1). Im
Rahmen entziindlicher Reaktionen im Euter kommt es zu einer verminderten Milchproduktion
durch Remethylierungsvorgénge an spezifischen Promotoren (VANSELOW et al., 2006). Der
starkere Abfall der Gesamtmilchleistung bei kq-Kihen kénnte demnach ein Hinweis darauf
sein, dass die initiale Entziindung groRere Auswirkungen auf die gesamte Milchdrise hatte als
bei GQ-Kiihen. Dieses konnte von grofier Bedeutung auf die éknomischen Verluste durch
Mastitiden sein, da die Milchleistung nach Uberstandender S.-aureus-Mastitis zwar wieder
ansteigt, aber nicht ihre urspriingliche Hohe erreicht (GROHN et al., 2004).

Ein weiterer Unterschied der initialen Reaktion war aulRerdem beim Proteingehalt im Gesamt-
gemelk zu erkennen. So zeigen die GQ-Kuhe 36 h p. inf. einen signifikant hoheren Proteinge-
halt als die kg-Kihe. Diese Erhéhung wird in der Literatur vor allem bei E.-coli-Mastitiden
beschrieben (BANNERMAN et al., 2004; MEHNE, 2010). Dort wird der Proteingehalt vor
allem durch einen Einstrom von bovinem Serumalbumin aus dem Blut als Ursache angege-
ben.

Da bei den GQ-Kihen allerdings auffiel, dass sie sowohl 48 h als auch 60 h p. inf. signifikant
haufiger eine defekte Blut-Euter-Schranke aufwiesen (Milch-pH > 6,8), als die kg-Kiihe (sie-
he 4.2.6.3), konnte auch die hier nachgewiesene Erh6hung des Milchproteingehalts daraus
resultieren, dass vermehrt bovines Serumalbumin aus dem Blut ins Gemelk Ubertrat.

Eine Schéadigung der Blut-Euter-Schranke und die Schadigung von Alveolarepithelzellen
kann durch mikrobielle Toxine und Stoffwechselprodukte hervorgerufen werden, aber auch
durch die ins Euter einwandernden Leukozyten (KROMKER, 2006; WAGNER et al., 2009).

So kann die Tatsache, dass die GQ-Kiihe signifikant hdufiger eine aufgehobene Blut-Euter-
Schranke aufwiesen, ein Indiz dafur sein, dass dies moglicherweise vorteilhaft fur den Wirt
wahrend der initialen Phase nach Pathogenkontakt sein kann.

Hingegen konnte eine dadurch bedingte starkere Beeintrachtigung des Euterparenchyms
durch Untergang von Alveolarepithel sich negativ auf die Milchdriisenfunktion auswirken
(NICKERSON und HEALD, 1981; CHINCHALI und KALIWAL, 2014).

Dass die GQ-Kiuhe initial eine geringere Keimausscheidung und einen geringeren SCC in der
Milch zeigten, als die kg-Kiihe weil3t zunéchst stark auf eine verbesserte Abwehr der GQ-
Kihe hin. Hierbei gilt es jedoch auch zu beachten, dass das Pathogen Uber eine Vielzahl an
Mechanismen verfugt, die Wirtsabwehr zu modulieren. Es konnte demnach auch mdglich
sein, dass die Keime durch Virulenzfaktoren wie Biofilmbildung (BLOWEY und
EDMONDSON, 2010), Abkapselung (SUTRA und POUTREL, 1994) sowie Modulation der
TLR-abhangigen Signalkaskade (GUNTHER et al., 2017) sich in der initialen Phase den
Komponenten des Immunsystems entzog. Hierdurch kdnnte erklart werden, warum es zu ei-
nem spéteren Zeitpunkt zur Angleichung der Keimausscheidung und des SCC ab 36 h bis
48 h p. inf. kam.

Die initial niedrigere Keimausscheidung bei GQ-Kiihen zeigte sich nur 12 h p. inf. und glich
sich bereits 24 h p. inf. zwischen den Gruppen wieder an.

Aufgrund der noch stattfindenden Erhéhung der Erregerlast im Gemelk der GQ-Kiihe zwi-
schen 12 h und 24 h p. inf. kann es zu einem starkeren Zelleinstrom in die Milch gekommen
sein, der dazu fuhrte, dass der signifikant geringere SCC der GQ-Kiihe 24 h und 36 h p. inf.
sich ebenfalls an die kqg-Kihe anglich. Diese Zellrekrutierung konnte ebenfalls der Grund
dafur sein, dass die GQ-Kuhe signifikant haufiger, eine geschadigte Blut-Euter-Schranke
aufwiesen als die kg-Kdhe.

Aufféllig bei all diesen Unterschieden zwischen den divergenten Genotypen ist, dass sie vor
allem initial innerhalb der ersten 12 h bis 48 h p. inf. auftraten und sich die beiden Genotypen
im weiteren Verlauf in ihrer Reaktion wieder anglichen. So ist zwar deutlich zu erkennen,
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dass die genotypische Divergenz zu unterschiedlichen klinischen Reaktionen der Tiere flhrte,
allerdings lassen diese Unterschiede keinen Schluss zu, ob sie langfristig dazu geflhrt héatten,
dass die GQ-Kiihe eine verbesserten Mastitisresistenz aufgewiesen hatten.

Literaturquellen zeigen allerdings, dass die Selektion auf eine bessere Widerstandkraft beim
Rind mdglich und vielversprechend ist.

So konnte in den letzten Jahren z.B. das HIR-(High Immune Response)-System etabliert wer-
den, indem Milchkiihe entsprechend ihrer genetischen Pradisposition eines Immunphénotyps
zugeordnet werden kénnen (MALLARD et al., 2011). Diese sogenannten HIR-Kiihe zeigen
sich resistenter gegeniiber verschiedenen Erkrankungen u.a. auch gegeniiber Mastitiden. Da
die Heritabilitat der antikdrpervermittelten und der zellvermittelten Immunantwort mit 0,14-
0,56 moderat bis hoch ausféllt, schafft diese Methodik die Basis fur die Ziichtung krankheits-
resistenterer Kihe.

Nun l&ge es nahe, sich nur noch auf die Ziichtung von Kiihen zu fokussieren, die resistenter
gegeniber Krankheiten sind. Allerdings zeigten MALLARD et al. (2011) auch, dass die durch
S. aureus ausgeloste antikorper-und zellvermittelte Reaktion vor allem abhangig vom bakteri-
ellen Stamm und nicht nur abhéngig vom Wirt waren.

Somit bleibt die breit angelegte Krankheitsprophylaxe nach wie vor essentiell, auch wenn die
Erforschung genetischer Prédispositionen bei der Krankheitsentstehung eine zunehmend
wichtige Rolle spielt.

Problematisch bei der Untersuchung der Mastitis sind allerdings die polygenetischen Einflus-
se auf den SCC (KUHN et al., 2003; LUND et al., 2007; MEREDITH et al., 2012) und auf
die damit abgeleitete Mastitisempfanglichkeit. So ist es durchaus méglich, dass die im Rah-
men dieser Arbeit angewendete Selektion auf BTA 18 zu eng gefasst gewesen sein kénnte
und deswegen nur geringe und initiale klinische Unterschiede zwischen den divergenten Ge-
notypen auftraten.

Auch der Versuchszeitraum war bewusst sehr kurz gewahlt, um vor allem Gewebematerial fir
sich anschlielende molekularbiologische Untersuchungen zu generieren. Um stérkere Kklini-
sche Effekte herauszuarbeiten, konnte es sinnvoll sein, auf Grundlage dieses Tiermodells wei-
tere experimentelle intramammére Infektionen mit S. aureus durchzufiihren und Gber einen
langeren Versuchszeitraum zu betrachten.

RUPP et al. (2009) konnten beim Schaf nachweisen, dass die phanotypische Selektion auf
einen hohen bzw. niedrigen SCC dazu flihrte, dass die Tiere mit einem hohen SCC signifikant
haufiger akute und chronische Mastitiden zeigten und insbesondere um die Ablammung be-
sonders anfallig waren. In dieser Studie wurden die Schafe Uber einen l&ngeren Zeitraum un-
tersucht und mehrfach wéhrend der ersten Laktation beprobt.So l&sst sich vermuten, dass auch
in diesem Tiermodell l&ngere Untersuchungszeitrdume die Maoglichkeit erdffnen, die langfris-
tigen Effekte der im Rahmen dieser Arbeit angewendeten Selektion zu beobachten.

Dieses wirde z.B. die Mdglichkeit er6ffnen, zu untersuchen, ob die hier beschriebenen Effek-
te sich vorteilhaft hinsichtlich der Erregerelimination auswirken oder zu verminderter Persis-
tenz von S. aureus im Euter fiihren.

5.3. Einfluss des Genotyps auf eine experimentell induzierte E.-coli-
Mastitis

Das Ziel dieses Projektabschnitts war es, divergente Holstein-Genotypen in Hinblick auf ihre
initiale Immunreaktion nach einer intramamméren Infektion mit E. coli vergleichend zu un-
tersuchen. Die klinische Auspragung einer E.-coli-Mastitis hangt hauptsachlich von Wirtsfak-
toren ab und zeichnet sich durch eine deutlich starkere Entziindungsreaktion aus
(BURVENICH et al., 2003) als Mastitiden, die durch S. aureus hervorgerufen werden.
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Divergente Holstein-Friesian-Kiihe unterscheiden sich nicht in der klinischen Auspragung
einer experimentell induzierten E.-coli-Mastitis

Im Gegensatz zu den Kuhen, die mit S. aureus infiziert worden waren, zeigten sich keine sig-
nifikanten Unterschiede hinsichtlich der erhobenen klinischen und labordiagnostischen Daten
zwischen GQ- und kg-Kihen nach experimenteller Infektion mit E. coli. Lediglich beim Pro-
teingehalt des Gesamtgemelks zeigte sich 12 h p. inf. ein signifikanter Unterschied zwischen
den divergenten Genotypen: So fiel auf, dass die GQ-Kiihe einen signifikant hohren Protein-
gehalt im Gesamtgemelk aufwiesen als die kg-Kuhe (P = 0,0087).

Des Weiteren zeigten die GQ-Kuhe zwar in der Tendenz einen héheren pH-Wert (24 h p. inf.)
und eine geringere Korpertemperatur Gber den 24-stindingen Infektionszeitraum als die kg-
Kihe, weitere Unterschiede lieBen sich jedoch nicht wahrend der experimentellen Infektion
feststellen.

Dass die aufgetrenen Unterschiede nicht starker ausfielen, konnte daran liegen, dass bei den
mit E.-coli-infizierten Kihen wider Erwarten eine heterogenere Auspragung des Schwere-
grads der induzierten Mastitis erkennbar war (siehe S.96). Da sowohl bei den GQ- als auch
den kg-Kihen je zwei Tiere nur eine sehr moderate Reaktion auf die intramammare Infektion
mit E. coli zeigten, hatten pro Gruppe insgesamt ein Drittel der Probanden anders reagiert als
die Ubrigen Probanden. Solche unterschiedlichen Reaktionen sind zwar in der Literatur be-
schrieben (HEYNEMAN et al., 1990; KREMER et al., 1993; VANDEPUTTE-VAN
MESSOM et al., 1993), kénnten aber dazu gefiihrt haben, dass aufgrund der eher kleinen
Gruppengrofle von n = 6 fast keine signifikanten Unterschiede zwischen den divergenten Ge-
notypen festzustellen waren.

Bekanntermalien I6sen E. coli und S. aureus unterschiedliche Immunreaktionen im Euter aus
(YANG et al., 2008; GUNTHER et al., 2011; H. SCHUKKEN et al., 2011), was ein mogli-
cher Erklarungsansatz dafir sein kénnte, warum GQ- und kg-Kuhe zwar nach S.-aureus-
nicht aber nach E.-coli-Inokulation unterschiedlich reagierten. So 16st z.B. die intramammare
Infektion mit E. coli eine direkte Erhéhung des Chemokins IL-8 und der chemotaktischen
Komplementkomponenten C5a und des proinflammatorischen TNF-a aus, nicht aber die in-
tramammare Infektion mit S. aureus. Letztere 16st lediglich eine direkte Erhéhung von C5a
aus (BANNERMAN et al., 2004). Auch PETZL et al. (2016) beschreiben, dass bereits in der
ersten Stunden nach Pathogenkontakt Unterschiede in der Transkription immunrelevanter
Faktoren nach intramammarer Infektion mit E. coli und S. aureus bestehen. Demnach kdnnte
das Fehlen von Unterschieden zwischen den divergenten Genotypen bei der intramammaéren
Infektion mit E. coli auch darauf zuriickgefiihrt werden, dass die durchgefiihrte genetische
Selektion auf vorteilhafte (GQ) und unvorteilhafte (kq) elterliche Allee auf BTA 18 hinsicht-
lich des SCC nur die Immunreaktionen, die von S. aureus im Euter ausgelost werden, modu-
liert, nicht aber die von E. coli ausgelste.

In dem in dieser Arbeit etablierten Tiermodell konnten keine Unterscheide zwischen GQ- und
kg-Kuhen hinsichtlich Schwere der Erkrankung oder verbesserter Erregerelimination nach
experimenteller Infektion mit E. coli herausgearbeitet werden. Da die Paritdt und das Laktati-
ons-/Gestationsstadium einen starken Einfluss auf die Ausprdgung von E.-coli-Mastitiden
haben (HILL et al., 1979; HILL, 1981; BURVENICH et al., 2007; STEENEVELD et al.,
2008), konnte das Modell auch dahingehend modifiziert werden, dass z.B. multipare Kihe
untersucht wirden. Dieses wiirde jedoch zulasten der Standardisierung kuh- und umweltasso-
ziierter Faktoren gehen.
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5.4. Schlussfolgerung

Das in dieser Arbeit entwickelte Mastitisinfektionsmodell zur Untersuchung vorteilhafter
Wirtsdeterminanten bei der Kuh war erfolgreich. Durch die iberaus hohen Standardisierungs-
anforderungen an kuh- und umweltassoziierte Einflusse, konnte sichergestellt werden, dass
Unterschiede wahrend der Versuchsphase uberwiegend auf die genotypische Divergenz zu-
rick zufuhren sind. Somit wurde ein neues Tiermodell entwickelt, dass dazu beitragen kann,
die genetischen Einflisse auf die Mastitisempfanglichkeit bei der Kuh zu untersuchen und
somit eine Selektion auf mastitisresistente Tiere zu ermdglichen.

Da allerdings initiale Unterschiede nur nach S.-aureus-Infektion zwischen GQ und kq zu ver-
zeichnen waren und die langfristigen Auswirkungen bei der Versuchsdauer von 96 h nicht
erfasst werden konnten, kénnten hierzu weitere erganzende Untersuchungen die Erkenntnisse
vertiefen, ob die als vorteilhaft selektierten GQ-Kiihe eine Mastitisresistenz aufweisen.

Auch bei der Infektion mit E. coli mussen weitere Studien durchgefiihrt werden, um zu unter-
suchen ob nicht vorhandene Unterschiede daher resultieren, dass die genetische Selektion zu
keinen Unterschieden fuhrt oder ob es an den heterogenen Verlaufen der induzierten Mastitis
lag und sich vielleicht auch hier die divergenten Genotypen wéhrend einer induzierten E.-coli-
Mastitis unterscheiden.

Dass im Rahmen dieser Arbeit etablierte Infektionsmodell ist Teil eines wissenschaftlichen
Gesamtkonzepts und dient als Ausgangspunkt fiir eingehende Analysen gewonnenen Gewe-
bematerials mittels modernster molekularbiologischer Verfahren. Die hieraus gewonnenen
Erkenntnisse sollen helfen, zukiinftig neue tierzlichterische Wege bei der Mastitisprophylaxe
aufzuzeigen.
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6. Zusammenfassung
Etablierung eines Mastitisinfektionsmodells zur Untersuchung vorteilhafter Wirtsdeterminan-
ten bei der Kuh

Die Mastitis des Rindes ist die haufigste Einzeltiererkrankung in der konventionellen Milch-
viehhaltung. Sie fuhrt zu hohen wirtschaftlichen Verlusten und je nach ausldsendem Pathogen
zur starken Beeintrachtigung des Tierwohls.

Insbesondere Staphylococcus aureus (S. aureus) und Escherichia coli (E. coli) als auslésende
Pathogene spielen eine besondere Rolle und erzeugen zumeist sehr gegensétzliche Krank-
heitsbilder. So l6st S. aureus Uberwiegend subklinische/chronische Mastitiden aus, die durch
ihre geringe Symptomatik und Neigung zur Erregerpersistenz im Euter besonders schwierig
nachzuweisen und zu therapieren sind. E. coli dagegen 16st vornehmlich akute klinische Mas-
titiden aus, die mit einer starken Beeintrachtigung des Allgemeinbefindens der Tiere einher-
gehen kann. Beiden gemein ist, dass sie derzeit in der Regel mittels Antibiotika behandelt
werden und der Therapieerfolg meist unbefriedigend ist.

Im Hinblick auf die Produktion sicherer Lebensmittel aber auch in Hinblick auf die zuneh-
mende Entwicklung resistenter Bakterienpopulationen gerat der Einsatz von Antibiotika bei
Milchkihen zunehmend in die Kritik. Demnach sollte zukinftig der Fokus in der Mastitisfor-
schung auf die Krankheitsvermeidung gelegt werden. Tierzlichterische Ansdtze um, die Mas-
titisanfalligkeit von Kihen zu verringern, erscheinen hierbei vor allem zielfiihrend.

Ziel dieser Arbeit war es, auf der Basis eines neuen tierziichterischen Ansatzes, ein Mastitisin-
fektionsmodell zur Untersuchung divergenter Genotypen wahrend einer experimentell indu-
zierten Mastitis bei Holstein-Friesian-(HF-)-Kihen zu entwickeln. Hierbei sollte untersucht
werden, ob und wodurch sich die genetisch vorselektierten Kihe klinisch in der initialen In-
fektions- und Entzindungsphase wéhrend einer induzierten S.-aureus- bzw. E.-coli-Mastitis
voneinander unterscheiden.

Es wurden 36 HF-Farsen nach vorteilhaften (GQ) und unvorteilhaften (kq) paternalen Chro-
mosom-18-Haplotypen hinsichtlich ihrer somatischen Zellzahl (SCC) in der Milch selektiert.
Dabei diente die Zellzahl als Indikator fir eine geringe (GQ) bzw. starke (kq) Mastitisemp-
fanglichkeit. Die Aufstallung der hochtragenden Férsen erfolgte spatestens am Tag 259 der
Tréachtigkeit in Einzelboxen und 36 +3 Tage post partum wurden die Tiere experimentell
intramammar mit S. aureus (n = 24) oder E. coli (n = 12) infiziert.

Wahrend der gesamten Versuchsdauer (S. aureus: 96 h, E. coli: 24 h) wurden die Kihe alle 12
Stunden (h) klinisch auf lokale und systemische Reaktionen untersucht. Weiterhin wurden
Proben zur Bestimmung von Keimzahl, SCC und Inhaltstoffe in der Milch, sowie zur Analyse
der Leukozytenzahl im Blut entnommen.

Innerhalb des 36-tdgigen Zeitraums vor der experimentellen Infektion unterschieden sich die
divergenten Genotypen bereits im Hinblick auf ihre Eutergesundheit: So traten im Vorfeld
sieben Mastitiden auf (GQ: n =1 vs. kq = 6).

Unmittelbar vor der Infektion jedoch unterschieden sich die Genotypen nicht hinsichtlich kli-
nischer Parameter und erhobener Parameter in Milch und Blut.

Eine Mastitis konnte nach experimenteller Infektion bei allen Probanden erfolgreich induziert
werden. Dieses zeigte sich durch wiederholte Reisolation des Modellpathogens aus der Milch.
Des Weiteren konnte sowohl nach S.-aureus als auch nach E.-coli-Infektion bei allen Tieren
eine signifikante Erhohung der somatischen Zellzahl festgestellt werden (S. aureus:
P <0,001; E. coli: P <0,05). Weiterhin konnte ein Milchleistungsverlust von ca. 35 % bei
einer Infektion mit S. aureus bzw. von ca. 50 % bei einer Infektion mit E. coli nachgewiesen
werden.
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Signifikante Unterschiede zwischen den divergenten Genotypen GQ und kq zeigten sich nur
bei den mit S.-aureus-infizierten Kihen: So zeigten die GQ-Kuhe zu den Zeitpunkten 24 h
und 36 h p. inf. im Mittel einen signifikant geringeren SCC (24 h: P = 0,004; 36 h: P = 0,03),
sowie 12 h p. inf. eine signifikant geringere Keimausscheidung als die kq-Kuhe (P = 0,008).
Auch die Gesamtmilchleistung der GQ-Kuhe fiel 12 h und 24 h p. inf. signifikant weniger
stark ab (12 h: P <0,05; 24 h: P < 0,01). Aufféllig war, dass die GQ-Kihe signifikant haufiger
eine geschadigte Blut-Euter-Schranke (pH > 6,8) aufwiesen (48 h p.inf. und 60 h p. inf.
P < 0,05) und 36 h p. inf. einen signifikant hoheren Proteingehalt im Gesamtgemelk aufwie-
sen als die kg-Kuhe (P < 0,05).

Bei den mit E.-coli-infizierten Tieren, zeigten sich keinerlei signifikante Unterschiede zwi-
schen den divergenten Genotypen, aulRer dass die GQ-Kuhe signifikant haufiger 12 h p. inf.
einen signifikant hoheren Proteingehalt im Gesamtgemelk aufwiesen als die kg-Kihe
(P <0,01).

Alle infizierten Tiere entwickelten nachweislich durch die experimentelle Infektion eine Mas-
titis, die eine pathogenspezifische Auspragung annahm. So konnte das Hauptziel dieser Ar-
beit, ein Mastitisinfektionsmodell zur Untersuchung divergenter Genotypen wahrend einer
experimentell induzierten Mastitis zu entwickeln, erfolgreich etabliert werden.

Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass sich die divergenten Genotypen in ihrer
initialen Infektions- und Entziindungsphase wéhrend der induzierten S.-aureus-Mastitis von-
einander unterschieden. Ob diese Unterschiede dazu fiihren, dass die als vorteilhaft (GQ) se-
lektierten Kuhe eine geringere Mastitisempfanglichkeit zeigen, konnte bislang nicht gezeigt
werden.

Das im Rahmen dieser Arbeit etablierte Infektionsmodell ist Teil eines wissenschaftlichen
Gesamtkonzepts und dient als Ausgangspunkt fiir eingehende Analysen gewonnenen Gewe-
bematerials mittels modernster molekularbiologischer Verfahren. Die hieraus gewonnenen
Erkenntnisse sollen helfen, zukiinftig neue tierzlichterische Wege bei der Mastitisprophylaxe
aufzuzeigen.
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7. Summary
Developement of a mastitis model to study functional genetic variation of mastitis susceptibil-

ity

Bovine mastitis is the most common disease in conventional dairy farming. Depending on the
causative pathogen it may lead to high economic losses and significant impairment of animal
welfare.

Staphylococcus aureus (S. aureus) and Escherichia coli (E. coli) are considered as major
pathogens, however they cause very different clinical pictures of the disease. S. aureus pre-
dominantly causes subclinical/chronic mastitis lacking clinical symptoms. Thus it is difficult
to detect and to treat affected animals and the pathogens may persist within the udder for a
long time. In contrast E. coli mainly causes acute clinical mastitis, which can be life threaten-
ing and severely affect the animals well-being.

Treatment of mastitis still accounts for large parts of antibiotic usage in dairy cows, however
its effectiveness against both named pathogens is often not successful.

With regards to food safety and the growing development of antimicrobial-resistant bacteria,
antibiotic treatment of dairy cows has increasingly raised public concern.

Thus innovative mastitis research should focus on disease prevention. Specific breeding pro-
grams to optimise bovine mastitis susceptibility seem to be novel promising approaches.
Based on detailed knowledge on the genomic variants modulating the target phenotype, the
aim was to develop a mastitis infection model for examining divergent genotypes during an
experimentally induced mastitis in Holstein-Friesian-(HF)-cows.

We focused on investigating whether these genetically selected cows differ in their initial
clinical response during intramammary infection (IMI) with S. aureus or E. coli.

Thirty-six HF-heifers were selected for favourable (GQ) and unfavourable (kq) parental
chromosome-18-haplotypes for somatic cell count (SCC) as a surrogate trait for mastitis sus-
ceptibility. The SCC served as an indicator for low (GQ) or high (kg) mastitis susceptibility.
The heifers were kept in individual pens from day 259 of gestation on and were challenged
intramammary with S. aureus (n = 24) or E. coli (n = 12) on day 36 + 3 post partum.
Throughout the whole experiment (S. aureus: 96 h, E. coli: 24 h) the cows were examined
every 12 hours (h) for local and systemic signs of mastitis. Furthermore samples were taken to
determine the bacterial load, the SCC and the milk contents as well as to analyse the number
of peripheral leukocytes in blood.

Within the first 36 days of lactation, but before the challenge trial, the divergent genotypes
differed regarding their udder health: In total, seven natural mastitis cases were recorded (GQ:
n=1vs. kq = 6).

However immediately before the experimental infection the divergent genotype groups did
not differ regarding clinical parameters and laboratory parameters.

Intramammary challenge successfully induced IMI and mastitis in all cows. This was shown
by repeated recovery of S. aureus or E. coli in milk.

In addition a significant increase of the SCC was assessed after S.-aureus- as well as after
E.-coli-challenge (S. aureus: P <0.001; E. coli: P <0.05). Furthermore a decrease in milk
yield of approximately 35 % during S. aureus IMI and of approximately 50 % during E. coli
IMI was detected.

Significant differences between the divergent genotypes GQ and kq could only be shown in
S.-aureus-infected cows: The GQ-cows showed a significant lower SCC than the kg-cows
24 h and 36 h p. inf. (24 h: P =0.004; 36 h: P = 0.03) as well as a significant lower bacterial
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load in milk 12 h p. inf. (P =0.008). GQ-cows showed a significant lower decrease in total
milk yield 12 and 24 h p. inf. than the kg-cows (12 h: P < 0.05; 24 h: P < 0.01).

Furthermore the GQ-cows showed significantly more often signs of a permeable blood milk
barrier (pH > 6.8) (48 h p. inf. and 60 h p. inf. P <0.05) and 36 h p. inf. a significantly higher
protein content in composite milk samples than kg-cows (P < 0.05).

For E.-coli-infected cows no significant differences between the divergent genotypes were
detected, except for a significantly higher protein content in composite milk samples of GQ-
cows 12 h p. inf. (P <0.01).

All challenged cows developed pathogen-specific mastitis. Thus the main goal to develop a
suitable mastitis infection model to study functional genetic variation of mastitis susceptibility
in divergent genotypes was successfully achieved. Additionally we showed that the divergent
genotypes differed in their initial inflammatory response to S. aureus IMI.

Whether these differences imply a lower mastitis susceptibility in cows selected for favour-
able parental chromosome-18-haplotypes (GQ) cannot be concluded up to now.

The established infection model within the framework of this thesis is a part of a scientific
multidisciplinary concept and serves as origin for in-depth comprehensive subsequent immu-
nological, endocrinological, immunohistochemical and transciptomic analyses.

The scientific ouput will provide knowledge on the (patho)physiological backround of diver-
gent mastitis susceptibility and will help developing future prophylactic concepts against bo-
vine mastitis.
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9. Anhang

9.1.Score Sheet

Score Sheet zum Projekt ,,ChronMast®, ebenso enthalten im Tierversuchsantrag (Versuchs-
nummer: 33.12-42502-04-15/2024, genehmigt am 15.12.2015).

9.1.1. Ante partum

Bei Vorliegen von Erkrankungen werden die Tiere nach guter tierarztlicher Praxis versorgt
und behandelt

9.1.2. Geburt und postpartale Phase

Alle Tiere: Von Tag 1 bis 5 post partum erfolgt eine systemische Antibiose mit Enrofloxacin
(1 x taglich, 5 mg/kg KM, i.v.)

Krankheit Definition Differenzie- Therapie
rung
Retentio secundina-  Nachgeburt 12 T<39,5°C Abnahmeversuch max.
rum Stunden p. p. nicht 10
vollstdndig abge- Minuten, 4 g
gangen Tetrazyklin®
(FOURICHON et (AHLERS et al. 2000)
al. 2000) oder 20 g Aniclox?
T>395°C plus 10 mg Amoxicil-

lin/kg KM®1 x taglich
tiber 3-5 Tage

Metritis keine Retentio se-  Grad 1 4 g Tetrazyklin® (OL-
cundinarum SON
<21 Tagep. p., et al. 1986) oder 20 g
vergroRerter Uterus, Aniclox?

Ausfluss rotbraun-
weil3, wassrig-eitrig,
oft Ubelriechend
(SHELDON und
DOBSON 2004)
keine Anzeichen
einer Allgemeiner-
krankung
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Krankheit Definition Differenzie- Therapie
rung

Rektaltemperatur Grad 2 plus 10 mg Amoxicil-

>39,5°C lin/kg KM*1 x taglich
tber 3-5 Tage, plus
0,5 mg/kg KM
Meloxicam®

Toxamie (Kollaps,  Grad 3 plus 10 mg Amoxicil-

Labmagenverlage-
rung

(links)

Mastitis

kalte Extremitaten,
Inappetenz)
(SHELDON et al.
2006)

positive Perkussi-
ons- und Schwing-
auskultation,
»Pusteprobe* bzw.

Doppelauskultation
positiv (DIRKSEN
2002)

Flocken im Milch-
sekret, keine akuten
Entziindungszei-
chen, Allgemeinbe-
finden ungestort
(GRUNERT etal.
1996)

Flocken im Milch-
sekret, akute
Entziindungszei-
chen, erhohte
Kdorpertemperatur
und/oder ggr. ge-
stortes Allgemein-
befinden

catarrhalis chronica

catarrhalis acuta

lin/kg KM?® 1 x taglich
tber 3-5 Tage, plus
0,5 mg/kg KM
Meloxicam*, ggf.
Fliissigkeitstherapie®

(AMIRIDIS et al.
2001)

Laparotomie von rechts
mit rechtsseitiger
Omentopexie (Methode
nach DIRKSEN 2002)

Anaésthesie, ggf. Anti-
biose

200 mg Cefalexin und
111 mg Kanamycin®

200 mg Cefalexin und
111 mg Kanamycin®
oder Synolox LC Plus
™'

plus

10mg Amoxicillin/kg
KM?1 x taglich iiber 3-
5 Tage oder Mastin-
ject™®

plus 0,5 mg/kg KM
Meloxicam®
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Krankheit

Definition

Differenzie-
rung

Therapie

Klinische Ketose

Lahmbheit

Flocken im Milch-
sekret, akute
Entzlindungszei-
chen, erhohte
Kdorpertemperatur,
hgr. gestortes

Allgemeinbefinden

Ketonkdrper-
nachweis® im Harn
+

Ketonkdrper-
nachweis® im Harn
++

Ketonkdrper-
nachweis® im Harn
+4++

Bewegungsstorung
mit Entlastung der
Gliedmalien (SPRE-
CHER et al. 1997)

leichte Lahmheit

phlegmonosa

geringgradig

mittelgradig

hochgradig

Score 1

200 mg Cefalexin und
111 mg Kanamycin®
oder Synolox LC Plus
™'

plus

10mg Amoxicillin/kg
KM?1 x taglich iiber 3-
5 Tage oder Mastin-
ject™™®

plus 0,5 mg/kg KM
Meloxicam®,

ggf. Flissigkeitsthera-
pie’

(HOEDEMAKER
2009)

200 ml
Propylenglyko

IlO

plus 200 g Glukose™

Plus 500 g Glucose™

Klauenpflege und

gof.

10 mg Amoxicil-
lin/kg KM?*1 x tag-
lich Uber 3-5 Tage
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Krankheit Definition Differenzie- Therapie

rung
maRige Lahmheit Score 2
deutliche Lahmheit Score 3
schwere Lahmheit Score 4

sehr schwere Lahmheit Score 5
(Gliedmal3e nicht belas-
tet)

9.1.3. Medikamenten-/Testliste

! Tetra-Bol 2000®, Uterustabletten, CP-Pharma, Burgdorf, zwei Stibe (4 g Tetracyclinhyd-
rochlorid pro Tier)

intrauterin am Tag 1, 3, 6, 9 nach Diagnosestellung (bis Lochien geruchsfrei)

2 Aniclox, 500/500 mg-Tabletten zur intrauterinen Anwendung fiir Rinder, aniMedica GmbH,
Senden-Bdsensell; 1 Stab zu 10 g enthalt 577,5 mg Ampicillin-Trihydrat und 545,0 mg Clo-
xacillin-Natrium 1H,0, 2 Stdbe pro Tier und Tag; falls erforderlich, sollte die Behandlung
nach 48 Stunden wiederholt werden.

® Aulicin® Amoxi LA 150 mg/ml, Injektionssuspension fir Rinder und Schweine, eruoVet
Animal Health, Mitvertrieb Albrecht GmbH, Aulendorf 10 mg/kg KM 1 x taglich tber 3-5
Tage i.m., 1 ml Aulicin® Amoxi LA/15 kg KM

* Melosolute® 20 mg/ml Injektionslésung, cp-pharma, Burgdorf, 2,5 m1/100 kg (0,5 mg Me-
loxicam pro kg KM) i.v.

®10 | Infusion 0,9 % NaCl oder 30 | Wasser + 150 g NaCl per Drensch (abhangig vom Grad
der Dehydratation)

® Ubrolexin®, Euterinjektor, Boehringer Ingelheim, ein Injektor (200 mg Cefalexin, 111 mg
Kanamycin) pro Viertel intrazisternal, flinfmal im Abstand von 24 Stunden

” Synolox LC Plus™, 200 mg Amoxicillin, 50 mg Clavulansaure und 10 mg Prednisolon, 1
Injektor intramammaér nach dem melken alle 12 h (iber 4 Tage, Zoetis, Berlin

8 Mastinject® 277,8 mg/ml Penethamathydroiodid, 10 000 I.E./kg KM pro Tag i.m. einmal
taglich tber 3 Tage, Virbac, Bad Oldesloe

° semiquantitativer Nachweis von Azetoazetat (im Spontanharn) mittels Teststreifen (Medi-
Test Combi 7, Machery- Nagel, Diren); negatives Testergebnis an 2 aufeinander folgenden
Tagen beendet die Therapie

19 propylenglycol 200 ml, ein bis zweimal taglich, bis Nachweis von Ketonkérpern im Harn
negativ, mindestens Uber 3 Tage
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1 G 40®, Infusionslésung, B. Braun, Melsungen, 500 ml (200 g Glukose pro Tier) i.v., C-B-
Gluconat 24 % plus 6 %®
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9.2. Ration Hochtrachtigkeit

Leistung -Standardkihe- Trockenmasse Milchbildung aus: Energie (NEL)  Nutzb. Rohprot. Magnesium Natrium
Ration max. Aufnahme Ration 10,8 13,7 15,4 3,8
Milch-kg 4,00 12,182 kg 12,182 kg - Grobfutter 10,8 13,7
Fett-% 4,00 12,040 kg 12,376 kg - Kraftfutter
EiweiR-% 3,40 0,142 kg 0,142 kg
Lebendmasse 600 kg
-Ration gesamt-
Gehaltswerte g/kg T Physiologie % Mineralst. g/kg T
Rohasche: 91 strukt. Rohfaser: 100 Calcium: 0,49 Trock.masse g/kg FM: 861
Rohprotein: 138 Phosphor: 0,74
Rohfett: 25 Magnesium: 1,84 Nutzb. Rohprotein g/kg T: 131
Rohfaser: 257 Natrium: 0,92 Ruminale Stickstoffbil. g/kg T: 1,1
Stéarke: Kalium: Umsetzb. Energie MJ/kg T: 9,78
Zucker: 79 Chlor: Nettoenergie Lakt. MJ/kg T: 5,83
XZ + uXS: 79 Schwefel:
Kohlenhydrate: 746 Strukturwert je kg T: 3,19
Futterart Frischmasse Trockenmasse Energie Nutz.  Roh- Rumin. Rohfaser  strukt. Ca P Mg Na K cl
(NEL) protein Stickstoffbil. Rohfaser
Bezeichnung kg kg MJ g g g g g g g g g
Heut, gut Grob 14,0 12,040 71,0 1601 13 3130 3130
Salvamin TR 40 (Trockenste- | Mineral 0,15 0,142 6,0 9,0 22,4 11,2
hermineral)
Ration gesamt 14,15 12,182 71,0 1601 13 3130 3130 6,0 9,0 22,4 11,2
Bedarf 12,5 48,6 773 2400 344 231 146 11,4 1179 24,0
Bilanz -0,318 22,4 828 730 - - 78 -02 - -
28,4 14,1 1179 24,0




ect

9.3.Ration Transitphase

Leistung
Milch-kg 5,5
Fett-% 4,00
EiweiR-% 3,40
Lebendmasse 600 kg
-Ration gesamt-
Gehaltswerte g/kg T Physiologie % Mineralst. g/kg T
Rohasche: 101 strukt. Rohfaser: 100 Calcium: 4,22 Trock.masse g/kg FM: 564
Rohprotein: 151 Bestandige Starke: 6 Phosphor: 3,39
Rohfett: 35 Magnesium: 2,98 Nutzb. Rohprotein g/kg T: 141
Rohfaser: 221 Natrium: 1,76 Ruminale Stickstoffbil. g/kg T: 1,7
Starke: 37 Kalium: 15,07 Umsetzb. Energie MJ/kg T: 10,51
Zucker: 57 Chlor: Nettoenergie Lakt. MJ/kg T: 6,36
XZ + uXS: 73 Schwefel:
Kohlenhydrate: 713 Strukturwert je kg T: 2,42
Futterart  Frischmasse Trockenmasse Energie Nutz. Roh- Rumin. Rohfaser  strukt. Ca P Mg Na K cl
(NEL) protein Stickstoffbil. Rohfaser
Bezeichnung kg kg MJ g g g g g g g g g g
Grassilage 1. Schnitt Grob 10 4,020 26,3 567 19 989 791 23,7 161 7,2 3,6 142,7
Maissilage Grob 3 1,137 8,0 150 -13 215 193 2,2 2,4 1,2 0,2 10,9
Heut, gut Grob 5 4,300 25,4 572 5 1118 1118
Salvamin TR 40 (Trocken- | Mineral 0,15 0,142 6,0 9,0 22,4 11,2
stehermineral)
Milchleistungsfutter Prima | Kraft 2,0 1,760 13,4 313 8 185 16,0 11,0 3,0 5,0 17,6
18 Ill pe (for farmers)
Ration gesamt 20,15 11,359 72,1 1602 19 2507 2102 479 385 338 200 171,2
Bedarf 10,500 53,6 1186 2400 34,0 22,0 16,0 10,0 100,0 22,0
Bilanz 0,859 18,5 416 -298 139 165 178 100 71,2 -

22,0




9.4.Ration Laktation

44}

LEiS::JT(%- o kit Trockenmasse Milchbildung aus: Energie (NEL)  Nutzb. Rohprot. | Ca P Mg Na K
-erstlaktierende Kihe .

Ration max. Aufnahme Ration 28,28 25,2 30,2 39,2 539 31,1 180,7
Milch-kg 28,0 19,292 kg 16,648 kg - Grobfutter 20,1 20,0
Fett-% 4,30 15,620 kg 12,976 kg - Kraftfutter 8,1 9,2
Eiweil-% 3,40 3,672 kg 3,672 kg
Lebendmasse 600 kg

-Ration gesamt-
Gehaltswerte g/kg T Physiologie % Mineralst. g/kg T
strukt. Rohfaser: 76
Rohasche: 78 Bestandige Starke: 22 | Calcium: 5,91 Trock.masse g/kg FM: 437
Rohprotein: 155 Phosphor: 4,33
Rohfett: 38 Magnesium: 2,16 Nutzb. Rohprotein g/kg T: 151
Rohfaser: 196 Natrium: 1,49 Ruminale Stickstoffbil. g/kg T: 0,6
Starke: 147 Kalium: 20,09 Umsetzb. Energie MJ/kg T: 11,19
Zucker: 41 Chlor: Nettoenergie Lakt. MJ/kg T: 6,81
XZ + uXS: 109 Schwefel:
Kohlenhydrate: 721 Strukturwert je kg T: 1,84
Futterart  Frischmasse Trockenmasse Energie Nutz. Roh- Rumin. Rohfaser  strukt. Ca P Mg Na K cl
(NEL) protein Stickstoffbil. Rohfaser
Bezeichnung kg kg M) g g g g g g g g g g
Grassilage 1. Schnitt Grob 20 8,040 50,7 1134 39 1978 1582 47,4 322 145 72 2854
Maissilage Grob 20 7,580 53,1 1001 -89 1433 1289 14,4 15,9 7,9 1,5 72,8
Sojaextraktionsschrot Kraft 1,0 0,880 7,6 272 28 59 1118 2,7 6,8 2,6 0,1
Rapsextraktionsschrot Kraft 1,0 0,890 6,5 195 26 117 6,6 11,7 6,1 0,1 11,7
Salvamin Makro Mineral 0,15 0,142 26,9 6,0 7,5 14,9
Milchleistungsfutter Prima | Kraft 2,0 1,760 13,4 313 8 185 16,0 11,0 3,0 5,0 17,6
18 Ill pe (for farmers)
Ration gesamt 44,15 19,292 131,3 2915 12 3772 2871 1140 83,6 41,6 28,8 3875
Bedarf 19,20 130,6 2813 2400 108,6 67,6 31,1 27,5 196,5 63,8
Bilanz 0,092 0,7 102 471 54 16,0 10,5 1,3 191,0 -
63,8




9.5.Schlussel zur Befundung des Euters
in Anlehnung an DIRKSEN et al. (2012)

9.5.1. Euterpalpation:

I = Eutergewebe insgesamt feinkdrnig und weich
I = Eutergewebe insgesamt grobkdrnig, mit einzelnen kleineren Knoten, aber weich
i = Eutergewebe allgemein grobknotig, grolRe Milchgéange strangartig verdickt

v = Eutergewebe grobknotig mit einzelnen faust- bis doppelfaustgrofien Verhartungen

VvV = Eutergewebe insgesamt diffus verhértet (,,steinhart™), Haut abziehbar

VI = Eutergewebe akut geschwollen (derb, vermehrt warm, schmerzhaft, entziindliches
Odem)

VIl = Abkalbebedingtes Euterddem, dadurch Eutergewebe nicht palpierbar, bis zum 10.

Tag post partum abklingend, physiologisch

9.5.2. Sekretbefunde

obB. = Sekret sinnféllig unveréndert: normale Milch bei laktierendem Euter

K = Kolostralmilch von gelblicher Farbe und mehr oder weniger dickflissig-klebriger
Beschaffenheit

Tr. = trockenstehende Kiihe

A = Milchcharakter erhalten, wassriges Aussehen, ohne Flocken

B = Milchcharakter erhalten, kleine stecknadelkopfgrof3e oder diinne ,,fusselartige*

Flocken

= Michcharakter erhalten, kleinere bis reiskorngrofie Flocken

= Milchcharakter erhalten, viele kleine und/oder grobe Flocken

= Milchcharakter weitgehend verloren, vorwiegend Flocken unterschiedlicher Grole

= Milchcharakter vollig aufgehoben, stattdessen Eiter, Blut, Serum oder Fibrinflo-
cken, sowie DMS = dicke bzw. dms = diinne ,,Mehlsuppe*

mmQgoO

9.6.Schlussel zur rektalen Palpation des Uterus
nach DIRKSEN et al. (2012)

Tabelle 11: Klinischer Schlissel zur Uteruspalpation

GroRe Symmetrie Konsistenz

G | = Gebdrmutter unter der Hand | S = symmetrisch (beide K I = Gebéarmutter  schlaff,
versammelbar, Horner etwa finger- | Uterushdrner gleich groRR) wenig kontraktil

stark

G Il = Gebarmutter unter Hans
versammelbar, Horner zweifingerstark
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Grofe

Symmetrie

Konsistenz

G 111 = Gebarmutter unter der Hand
versammelbar, HOrner etwa drei- bis
vierfingerstark

G IV = Gebarmutter mit der
abzugrenzen, ca. brotlaibgrof3
G V = Gebérmutter fast mit der Hand
abzugrenzen

G VI = Gebarmutter
Hand abzugrenzen

Hand

nicht mit der

As = asymmetrisch (Uterus-
hdérner unterschiedlich grof?)

As+ = rechtes Horn wenig
groRer als das Linke

+++As = linkes Horn we-
sentlich gréRer als das Rech-
te

K 11 = mittelgradige Kontrak-
tionsbereitschaft

K 111 =starke Kontraktions-
bereitschaft
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sie sich fiir mich eingesetzt hat, mich stets ermutigte und mir immer ehrlich ihre Meinung
sagte, auch wenn ich diese vielleicht einmal nicht héren wollte. Ich danke ihr fur die vielen
kleinen und groRen Momente, die wir zusammen gemeistert haben.

Ich danke von Herzen meiner Familie und meinen Freunden fur ihr beispielloses Verstandnis
und ihre liebevolle Unterstiitzung wahrend der Anfertigung dieser Arbeit.

Ich danke meiner Mutter Lena Rohmeier und meiner Tante Ulrike Gerke fir ihre Hilfe, den
Fehlerteufel aus dieser Arbeit zu vertreiben.
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Last but not least gilt mein groRter Dank Simon Oelker. Ich danke ihm fir seine unermessli-
che Geduld, die monatelange Unterstiitzung, das endlose Verstdndnis und seine bedingungs-

lose Liebe.
Erganzend seien auch die positiven Einfliisse der Marke Ferrero® genannt: Die Produkte, Nu-

tella sowie Kinderriegel, -pingui, und -schokobons verhinderten, dass Zuckermangel zu per-
sonellen Kollateralschaden flhrten.
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