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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Die Novellierungen des Arzneimittelgesetzes, die Zunahme an multiresistenten Keimen und
die gesellschaftspolitische Diskussion um den Einsatz von Antibiotika stellen die aktuellen
Anforderungen zum Antibiotikaeinsatz im Nutztierbereich dar. Zum einen werden Tiere und
Menschen oft von gleichen Krankheitserregern infiziert und mit denselben Antibiotika be-
handelt. Zum anderen ist die Zunahme von bakteriellen krankmachenden Erregern, die ge-
genluber Antibiotika weniger empfindlich oder voéllig resistent geworden sind, zu einer
globalen Herausforderung geworden (Bundesministerium fur Gesundheit 2015). Daraus re-
sultierend bewegen sich Landwirte und Tierarzte zunehmend in einem Spannungsfeld aus
gesetzlichen Vorgaben, gesellschaftlichen Erwartungen und der Gesunderhaltung der
Tiere. Dies fuhrt zur Forderung der Reduktion des Antibiotikaeinsatzes und bringt den
Wunsch nach wartezeitfreien Behandlungsalternativen auf. Aus diesem Grund richtet sich
eine Zielsetzung aus dem Abschlussbericht ,DART 2020“ an die Unterstutzung der For-
schung und Entwicklung von Alternativen zur Antibiotika-Therapie. Konkret wird beschrie-
ben, dass ein Beispiel fur alternative Therapiemdglichkeiten die so genannte Antivirulenz-
Strategie darstellt. Dabei wird die Bildung von Resistenzen umgangen, indem die Erreger
nicht abgetottet, sondern ,entwaffnet* werden. So sollen gezielt krankmachende Proteine,
bakterielle Gifte oder Signalstoffe blockiert und dadurch Infektionen vermieden werden
(Bundesministerium fir Gesundheit 2022). Im Euterbereich gibt es eine Vielzahl an alter-
nativen Behandlungsmdglichkeiten, die sowohl in der Therapie als auch zur Prophylaxe
eingesetzt werden. Dazu zahlen beispielsweise die Phagentherapie und deren Endolysine,
antimikrobielle Peptide (AMP) und Bakteriozine, Probiotika, Immunotherapie / Impfungen,
nanopartikelbasierte Therapie, Stammzelltherapie, Laktoferrin oder Phytotherapie (Sharun
et al. 2021). Viele dieser genannten Optionen sind bisher gut im Labor erforscht, jedoch
mangelt es an Studien aus der Praxis (Pedersen et al. 2021). Auch das Prinzip der Vermin-
derung der Quorum Sensing (QS) Signalkaskade und die Blockade bakterieller Kommuni-
kation mittels Quorum Quenching (QQ) oder Quorum Sensing Inhibition (QSI) kann eine
vielversprechende pflanzliche Strategie darstellen (Vollstedt und Streit 2021). Praxistaugli-
che Anwendung im Rinderbereich finden derzeit Produkte der Firma Animal Health Vision
(AHV) mit thiosulfurhaltigen Zusammensetzungen, insbesondere Propyl-Propan-Thiosulfo-
nat (PTSO) und Propyl-Propan-Thiosulfinat (PTS), die auf diesem Wirkprinzip zur Behand-
lung von Infektionen und die Reduzierung und Abbau von Biofilmen eingesetzt werden
(Streefland und DeRooij 2021).

Ziel der vorliegenden Arbeit war die retrospektive Beurteilung der Eutergesundheit nach der
Umstellung auf eine soweit vertretbare antibiotikafreie Prophylaxe und Therapie von intra-
mammaren Infektionen bei bayerischen Milchkihen auf einem konventionellen und 6kolo-
gischen Betrieb. Insbesondere wurden Einflisse durch das betriebsspezifische
Management und die Unterschiede zwischen den beiden Haltungsformen herausgearbei-
tet. Aus den Ergebnissen kénnen maégliche Schlussfolgerungen fiir den Einsatz in der gan-
gigen Praxis und fur weitere Studien gezogen werden.



2 1 Einleitung

Um einen mdglichst tiefgreifenden Einblick in die Eutergesundheit von Milchkiihen zu be-
kommen, befasste sich die Publikation mit der 16S rRNA Sequenzierung von steril entnom-
menen Milchproben aus der Euterzisterne und Tupfern aus dem Strichkanal unter
Feldbedingungen. Als Ziel der Untersuchung galt es herauszufinden, ob eine kontaminati-
onsarme Probenentnahme im Stall moglich ist und ob neben den gangigen pathogenen
Mastitiserregern noch andere Bakterien in gesunden oder infizierten Vierteln vorhanden
sind. Dies wirde auf ein Vorhandensein einer bakteriellen Gemeinschaft im Euter, dem sog.
Mikrobiom, hinweisen.
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2 Vorabveroffentlichungen

Tabelle 1 Gehaltene Vortrage der Autorin

tergesundheit von Milchkiihen

Vortrags - Rahmen Titel Datum
Tiergesundheit neu aedacht Retrospektive Auswertung zum Einsatz von al-
Lei gi 9 ’ ternativen Produkten zur Verbesserung der Eu- 08.11.2022
pzig tergesundheit von Milchkihen
Retrospektive Auswertung zum Einsatz von al-
bpT Kongress 2022, Hannover ternativen Produkten zur Verbesserung der Eu- 19.11.2022




2 Vorabveroffentlichungen




3 Erweiterte Literaturtibersicht 5

3  Erweiterte Literaturubersicht

Die Eutergesundheit von Milchkiihen war und ist eines der bedeutendsten Themen in der
Milchviehhaltung. Kommt es zu entzindlichen Prozessen im Driisengewebe des Euters, so
wird dies als Mastitis bezeichnet. Eine Mastitis hat vielseitige und erhebliche Folgen fur das
betroffene Tier, den Landwirt und seinen Betrieb. Die Eutergesundheit ist kein statischer
oder stabiler Zustand, sondern ein fragiles Gleichgewicht, das durch viele Faktoren beein-
flusst wird (Becker und Martlbauer 2016). Ein erhohtes Risiko flr Eutererkrankungen resul-
tiert folglich meist aus dem Vorhandensein von Mastitiserregern, der Anfalligkeit der
Milchkuh fiir eine Infektion und den gleichzeitig vorherrschenden Umweltbedingungen am
Betrieb (Zigo et al. 2021). Bei einer Mastitis ist das Gleichgewicht zwischen Erreger (Pa-
thogen), Tier (Host) und Umwelt aus der Balance gebracht (Abbildung 1).

Bakterien Viren
- Anzahl an Art der .
—_— i
Pizg Organismen Berjmdlung Melkam€|t Melktechnik
\ / Hygiene
«—— Futterung
Virulenzfaktoren
*— Stall

Andere Krankheit l
ndere Krankheiten S

Alter /
Laktationsnummer

. H_/_.;Trockenstehperlode

‘ Wirtsfaktoren *+—— Melkintervall
R e ———
asse | ¥ Milchleistung

Zitzenverletzung gt Ty i \
/ I \ Milchzellgehalt

Abwehrmechnismen
im Euter

Euterform  Laktationsstadium

Abbildung 1 Ubersicht tiber wichtige mastitisverursachende Faktoren modifiziert nach Zigo et al. (2021)

Auf Grund der Komplexitat der Erkrankung wird Mastitis auch als Faktorenkrankheit be-
zeichnet. Viele verschiedene Komponenten nehmen einen Einfluss auf das Infektionsge-
schehen, den Verlauf und die Heilungschancen des betroffenen Rindes (Fehlings et al.
2012). Diese Risikofaktoren kdnnen viertelspezifisch, tierspezifisch oder bestandsspezfi-
scher Natur sein und beeinflussen die Anfalligkeit eines Viertels fiir eine Euterentziindung.
Im Folgenden sollen wichtige Faktoren naher erlautert werden, die ein Risiko fur die Euter-
gesundheit des Einzeltiers und der Herde darstellen. Manche Parameter sind nur langfristig
oder wenig bis gar nicht zu beeinflussen, wohingegen aber vor allem MaRnahmen im Ma-
nagement meist unmittelbar umsetzbar sind (Kromker 2007).
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3.1 Genetik und Milchleistung

Die Parameter Genetik und Milchleistung sind in einem Punkt zusammengefasst, da die
genetische Selektion auf eine héhere Milchleistung sich nachweislich nachteilig auf den
Gesundheitszustand der Milchdriise auswirkt (Zadoks et al. 2011). Es ist davon auszuge-
hen, dass die Milchleistung mit dem Auftreten von Mastitiden korreliert (Costa et al. 2019).
So sind Holstein Friesian (HF) Kiihe in der Regel mit einer hohen Milchleistung assoziiert,
aber auch anfalliger fur Mastitiden als Zichtungen mit mittlerer Milchleistung, wie zum Bei-
spiel Jersey (JE) Rinder (Washburn et al. 2002; Shaheen et al. 2016). Praktische Studien
zeigen, dass die Inzidenz flr Mastitis bei Hochleistungskihen (305 Tage Leistung Q75:
8711 kg) hoher war als bei Tieren mit niedriger Milchleistung (305 Tage Leistung Q25:
6151 kg) (Moussavi et al. 2012; Hagnestam et al. 2007). Eine wichtige Rolle spielt dabei
die Tatsache, dass diese Tiere einem starkeren metabolischen Stress ausgesetzt sind und
folglich auch ein hdheres Risiko fur Folgeerkrankungen, wie beispielsweise Mastitis haben
(Oltenacu und Broom 2010). Insbesondere eine hohe Milchleistung (> 44 Liter/Tag) nach
dem Abkalben scheint ein wesentlicher Risikofaktor fur eine Neuinfektion (NI) in den Wo-
chen nach der Geburt mit Umwelt-assoziierten Mastitiserregern zu sein (Nitz et al. 2021).
Interessanterweise steigt nicht nur die Mastitisinzidenz mit zunehmender Milchleistung an,
sondern auch die Neigung zu Mastitisrezidiven (Jamali et al. 2018). Betrachtet man die
Zellzahl, die als Indikator fir die Eutergesundheit gilt, zeigen sich deutliche Zellzahlunter-
schiede innerhalb der Zichtungen (Sharma et al. 2011a). Kiihe der Rasse Fleckvieh (FV)
(2. Laktation (LA), 77.000 Z/ml) haben im Vergleich zu anderen Rassen, wie HF (2. LA,
86.000 Z/ml), JE (2. LA, 112.000 Z/ml) oder Rendena Kuhen (2. LA, 98.000 Z/ml) einen
niedrigeren Zellgehalt und gelten als Rasse mit dem niedrigsten Zellgehalt (Rupp und
Boichard 2003; Vicario et al. 2005; Magro et al. 2023). Insgesamt lasst sich schlussfolgern,
dass die Milchleistung und vorrangig die spezialisierte Zucht hochleistender Rinder einen
negativen Einfluss auf die Eutergesundheit hat, insbesondere hinsichtlich der Anfalligkeit
fur Mastitiden (Cheng und Han 2020).

3.2 Laktationsnummer

Der Zellzahlanstieg mit zunehmender Laktationsnummer kann durch einen schlechten Zit-
zenschluss, die zunehmende Milchleistung und die damit verbundene erhéhte Infektanfal-
ligkeit verursacht werden (Schwarz et al. 2020; Kibebew 2017). Studien haben
nachgewiesen, dass Tiere in der zweiten Laktation mit die geringsten (differenzierten) so-
matischen Zellzahlen (FV, 2. LA, 77.000 Z/ml) haben (Magro et al. 2023). Wohingegen
Tiere mit vier oder mehr Laktationen am haufigsten in den Gruppen mit schlechtem Euter-
gesundheitszustand (Mastitis und chronisch persistierende Mastitis) vertreten waren und
hohere Zellzahlen aufwiesen (FV, 2 4. LA, 121.000 Z/ml) (Bobbo et al. 2019; Zecconi et al.
2020; Magro et al. 2023). Zusammenfassend kann man sagen, dass Alter und die daraus
resultierende Laktationsnummer das Risiko flr intramammare Infektionen (IMI) negativ be-
einflussen (Cheng und Han 2020).
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Dennoch hat sich unabhangig von der Laktationsnummer die Zellzahlgrenze
von < 100.000 Z/ml sowohl auf Viertel- als auch auf Kuhebene zur Beurteilung von gesun-
den Vierteln und Eutern etabliert (Winter 2009). Denn meist sind altersassoziierte Verande-
rungen im Euter nicht der Grund fur den Anstieg an somatischen Zellen, sondern dieser
Iasst sich auf eine erhohte Infektionsrate bei alteren Tieren zurlickfihren (Krémker 2007).

3.3 Mastitishistorie

Potenzielle Faktoren wie beispielsweise Epithelschaden im Eutergewebe, die Beeintrachti-
gung des Immunsystems, der Schweregrad und die Art des Erregers bei einer Mastitis kon-
nen bei der Beurteilung der Mastitishistorie einer Kuh eine Rolle spielen. Es ist
nachgewiesen worden, dass das Vorhandensein von Mastitiserregern im Euter und die
dadurch ausgeldste Immunantwort des Wirts flir Schaden am Epithel im Euter verantwort-
lich sind, insbesondere wenn die Mastitis subklinisch oder wiederkehrend verlauft (Costa et
al. 2020; Zhao und Lacasse 2008). Somit schadigt jede Mastitis das Euterepithel, zumeist
irreversibel, und flhrt daher zu einer Umgestaltung der Epithelpermeabilitat. Infolgedessen
verandert sich das osmotische Gleichgewicht in den alveolaren Strukturen und es kommt
zu einer abweichenden Zusammensetzung der Milch (Ruegg 2017). In welchem Ausmalf}
sich ein geschadigtes Eutergewebe im Lauf einer Laktation ganzlich regenerieren kann, ist
noch nicht vollstandig geklart. Haufig bleiben nach Uberstandenen klinischen Mastitiden
aber Veranderungen (z.B. Knoten, Verhartungen) im Eutergewebe zurick und eine voll-
standige Wiederherstellung ist in den meisten Fallen unwahrscheinlich (Fehlings et al.
2012).

Neben den Schaden im Eutergewebe kann das verringerte Abwehrvermdgen des angebo-
renen Immunsystems wegen einer friheren Infektion das erneute Auftreten einer Infektion
im Viertel beférdern (Green et al. 2002). Die oben aufgeflihrten méglichen Faktoren decken
sich mit den Ergebnissen von Jamali et al. (2018), die in einer Ubersichtsarbeit das Wissen
Uber das Risiko fur wiederholte Falle klinischer Mastitis als auch tber die Risikofaktoren fur
das Wiederauftreten von klinischen Mastitiden zusammengefasst haben. Es hat sich her-
ausgestellt, dass eine klinische Mastitis in der Vorlaktation, das Risiko fiir eine erneute kli-
nische Mastitis in der Folgelaktation um das 1,5- bis 3,8- fache erhéht. Wobei der
Schweregrad der Mastitis im vorangegangenen Fall eine untergeordnete Rolle zu spielen
scheint. Hingegen ist die Erregerart der Erstinfektion entscheidend fir das spatere Rezidiv-
risiko. Eine bestimmte Erregerart oder -gruppe, die zu wiederkehrenden Fallen flihrt, kann
aber nicht klar definiert werden (Jamali et al. 2018).

Die Mastitishistorie kann auch als Entscheidungshilfe fir eine antibiotische Behandlung
beim selektiven Trockenstellen herangezogen werden, da bereits eine diagnostizierte klini-
sche Mastitis in der vorangegangenen Laktation die Wahrscheinlichkeit fur eine erneute
Mastitis in der Folgelaktation, vor allem um den Zeitpunkt der Kalbung, erhoht (Wittek et al.
2018; Osteras et al. 2008; Spohr et al. 2014). Allerdings weist die Mastitishistorie laut Kies-
ner et al. (2016) eine zu geringe Genauigkeit auf, weshalb sie zumindest in Kombination
zur Zellzahl verwendet werden sollte.
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Der durch die Entziindung hervorgerufene Schaden am Gewebe kann auch Auswirkungen
auf die Zellzahl und die Milchleistung des betroffenen Viertels haben. Die Zellzahl, als Aus-
druck fir die Auswanderung von neutrophilen Granulozyten, kann je nach Ausmal} des
Schadens auf Grund der durchldssigeren Blut-Euter Schranke, noch mehrere Wochen nach
einer Entziindung erhdht sein (Winter 2009). Sollte eine Infektion nicht vollstandig aushei-
len, kann es zu dauerhaft erhéhten Zellzahlen kommen und man spricht von einer chroni-
schen Mastitis (Becker und Martlbauer 2016). Der Schaden am Gewebe kdnnte daruber
hinaus eine Erklarung fur die verringerte Milchleistung von Kiihen mit schlechter Euterge-
sundheit (chronisch persistierende Mastitis) sein (Magro et al. 2023). Durchschnittlich sinkt
die produzierte Milchmenge eines infizierten Viertels um rund 30% (Kromker 2007). Somit
hat die Anzahl an Mastitiden einer Kuh in der vorangegangenen Laktation nicht nur negative
Konsequenzen auf die Eutergesundheit in der Folgelaktation, sondern auch auf ihre
Milchleistung.

3.4 Morphologie des Euters

Die morphologischen Abweichungen an Euter und Zitzen von Milchkihen sind zahlreich
und haben verschiedene Ursachen, wie z.B. Genetik oder Mangel beim Milchentzug (Win-
ter 2009). Da Euter und Zitzen die erste Barriere gegen IMI bilden, haben verschiedene
Euter- und Zitzenformen, wie tiefhangende Euter, breite und grofte Zitzen oder flache Zit-
zenenden einen Einfluss auf die Mastitisanfalligkeit (Cheng und Han 2020). Erhebliche mor-
phologische Abweichungen kdénnen zudem das Verletzungsrisiko erhdhen und eine
Exposition fur Mastitiserreger aus der Umgebung darstellen (Rupp und Boichard 2003).
Tiefhangende Euter haben meist eine hohere somatische Zellzahl als nicht tiefhangende
Euter und folglich auch eine héhere Mastitispravalenz (Hussain et al. 2012; Sharma et al.
2017). Ahnliche Ergebnisse wurden rasseunabhangig sowohl bei JE Kiihen und HF Tieren
gefunden (Bharti et al. 2015; Bhutto et al. 2010). Da aber die Laktationsnummer als mogli-
che Einflussgrée bei den beobachteten Tieren meist nicht ndher beschrieben war, kénnen
keine weiteren Aussagen Uber eine mdgliche altersbedingte Lockerung des Aufhangeap-
parates gemacht werden.

Eine weitere Abweichung der Morphologie des Euters stellt das Euterddem dar. Odeme
kénnen physiologisch zwei Wochen vor und zwei Wochen nach dem Abkalben auftreten.
Die Pravalenz fiir Euterédeme von bayerischen Milchkihen liegt unabhangig vom Laktati-
onszeitpunkt bei 1,1%, wobei die Fruhlaktation (ersten 60 LT) als Risikofaktor definiert wer-
den konnte (Groh et al. 2022). Hat eine Kuh ein Euterédem, so wird in dieser Zeit das Euter
meist unvollstandig ausgemolken. Dadurch verbleibt ein hoher Anteil an Restmilch im Eu-
ter, was zum Anstieg des Mastitisrisikos fihrt (Winter 2009). Dariiber hinaus wird eine Off-
nung und Durchlassigkeit des Zitzenkanals im Zusammenhang mit Euterédemen vermutet,
was die Anfélligkeit fur IMI weiter erhdht (Wieland et al. 2018). Odeme entziindlicher Natur
treten haufig als Begleitsymptome bei bestimmten Mastitisformen wie parenchymatdser
oder gangraneszierender Mastitis auf (Winter 2009).
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Es bleibt festzuhalten, dass die Morphologie des Euters und der Zitzen einen erheblichen
Einfluss auf die Eutergesundheit der Tiere hat. So flihrt meist jegliche Abweichung am Euter
oder bei den Zitzen von der Norm zu einer Verschlechterung der Eutergesundheit.

3.5 Haltung

Grundlegend kann man zwischen der konventionellen und 6kologischen Bewirtschaftungs-
weise unterscheiden. Die Regelungen fir 6kologisch wirtschaftende Betriebe zielen auf
eine Steigerung des Tierwohles und der Tiergesundheit ab. Die in Deutschland geltende
EU-Oko-Basisverordnung und ihre Durchfiihrungsbestimmungen ((VO (EG) 2018/848) und
weitere Erganzungen) sowie weitere verbandsspezifische Richtlinien fordern unter ande-
rem eine angemessene niedrigere Besatzdichte (6,0m? Flache im Stall und zusatzlich 4,5m?
Auslauf), Weidezugang, sobald es die Witterungsbedingungen erlauben und Liegeflachen
mit natirlichem Einstreumaterial fir jede Milchkuh. Durch den limitierten Einsatz von Anti-
biotika und die Restriktionen im Einsatz von Futtermitteln, wie beispielsweise Soja- und
Rapsextraktionsschrot, konnen IMI mit bestimmten Erregern beginstigt werden (Vaarst et
al. 2003). Daruber hinaus stellen auch das in der 6kologischen Bewirtschaftung haufig fort-
geschrittene Herdenalter eine besondere Herausforderung fir die Eutergesundheit der
Milchrindern dar (Hansmann et al. 2019). Folglich wurde das vermehrte Auftreten von
Mastitiden auf vielen Bio-Betrieben, auch in Deutschland, als groltes Problem beschrieben
(Weller und Bowling 2000; Vaarst et al. 2003; Volling et al. 2005; Hansmann et al. 2019).

Neben der Inzidenz von Mastitis gibt es noch weitere Faktoren zur Beurteilung der Euter-
gesundheit, so wurde in verschiedenen Studien Uber dkologische Milchviehherden eine
Rate von 42 - 56% bei den eutergesunden Tieren sowie eine Neuinfektionsrate wahrend
der Laktation von 27 — 29% ermittelt (Muller und Sauerwein 2010; Kromker und Volling
2013). Uber die Trockenstehphase hinweg werden Neuinfektionsraten auf dkologischen
Betrieben von 32 - 44% und eine Heilungsrate wahrend der Trockenstehphase von
48 - 68% beschrieben (Kréomker und Volling 2013; Kiesner et al. 2016). Erganzend zu den
oben genannten Kennzahlen, kénnen mit Hilfe des Grenzwertes von 100.000 Z/ml weitere
Parameter sowohl in der Trockenstehphase als auch in der Laktation berechnet werden,
um die Eutergesundheit auf Betrieben beurteilen zu kdnnen. Hierzu werden je nach Kenn-
zahl verschiedene Probemelkungen (PM) miteinander verglichen. Die Richtlinie des Deut-
schen Verbandes flur Leistungs- und Qualitdtsprifungen e.V. (DLQ) gibt sowohl die
Definitionen fiir die Kennzahlen vor, als auch Ziel- und Warnwerte (DLQ 2020). Die wich-
tigsten Kennzahlen zur Beurteilung der Eutergesundheit wahrend der Trockenstehperiode
und der Laktation sind nachfolgenden dargestellt. Zusatzlich sind die Daten aus der PraRi
Studie von Suddeutschland (PraRi 2020) und die Daten des Landeskuratoriums der Erzeu-
gerringe fur tierische Veredelung in Bayern e.V.(LKV) fur das Jahr 2021 (LKV Bayern 2021)
zum Vergleich angefugt. Fur eine bessere Vergleichbarkeit der 6kologischen Betriebe wur-
den die Kennzahlen einer aktuellen Studie von Hansmann et al. (2019) verwendet, die die
Eutergesundheit von 21 6kologischen Betrieben in Norddeutschland evaluiert haben.
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Wie aus der Tabelle 2 ersichtlich, werden in Stiddeutschland die Schwellenwerte nicht tber-
schritten, in Bayern ist die Eutergesundheit bei den konventionellen Betrieben tendenziell
noch etwas besser als im stiddeutschen Durchschnitt. Die 6kologischen Betriebe hingegen
schneiden am schlechtesten ab.

Tabelle 2 Kennzahlen zur Beurteilung der Eutergesundheit in der Trockenstehphase und in der Laktation mit

den Ergebnissen aus dem PraRi Bericht fir die Region Suid, sowie den Ergebnissen aus dem LKV Jahresbericht
2021 in Bayern und den Ergebnissen von 6kologischen Betrieben von Hansmann et al. (2019)

DLQ Hansmann et
Kennzahlen Schwellen- PraRi Stid | Bayern 2021 al. (2019)
wert (n=723) | (n=16.788) | (6kologisch)
(n=21)
Neuinfektionsrate Trockenstehphase = 30,0% 24.5% 16,7% 34,1%
:gt"‘;mi’:‘te in der Trocken- < 50,0% 58,3% 71,0% 50,4%
ﬁ:;e:;ltﬁ)l;tergesunder Tiere in der <50,0% 59.9% 70.2% 45,4%
Anteil mit dtl. erhohtem Zellgehalt in > 15.0% ) ) )
der Laktation =R
Anteil chronisch kranker euterkranker o o ) o
Tiere in der Laktation 25,0% 0.7% 1.5%
Neuinfektionsrate in der Laktation 225,0% 18,9% 13,9% 27,4%

n = Anzahl der gepruften Betriebe

Bei der Betrachtung des Zellgehalts in der Milch in Stiddeutschland zeigen sich ebenfalls
Unterschiede zwischen den beiden Haltungsformen. Im Median betragt die ermittelte Zell-
zahl fur die Region Sud 193.000 Z/ml (PraRi 2020), fur die Rasse Fleckvieh in Bayern im
Durchschnitt 198.000 Z/ml. Fur Fleckviehkihe in 6kologische Betriebe ergibt sich eine
durchschnittliche Zellzahl von 212.000 Z/ml (LKV Bayern 2021).

Verschiedene Fakten erschweren die Vergleichbarkeit von Aussagen lber den Gesund-
heitszustand von Kiihen in konventionellen und ékologischen Systemen. Zum einen exis-
tieren nur wenige kontrollierte experimentelle Studien (n = 2). Die meisten Ergebnisse
stitzen sich auf Beobachtungsstudien (n = 45) (van Wagenberg et al. 2017). Zum zweiten
variieren einzelne Studien in einigen Ergebnissen so stark, dass eindeutige Schlussfolge-
rungen kaum zu ziehen sind (Duval et al. 2020). Des Weiteren erschwert der teilweise zu-
grunde gelegte Malstab, wie z.B. ,Anzahl der Behandlungen®, eine Bewertung. Er
suggeriert, dass sich die Gesundheit von Herden in dkologischen Betrieben im Vergleich
zu konventionellen Betrieben verbessert hat (Duval et al. 2020). Dieses MalR ist jedoch mit
Vorsicht zu betrachten, da die bloRe Angabe einer geringeren Anzahl an Behandlungen
nicht zwangslaufig mit einer geringeren Krankheitsinzidenz gleichzusetzen ist. Betriebsab-
hangige unterschiedliche Hurden fur die Behandlung kranker Tiere, z.B. auf Grund langerer
Wartezeiten fir Milch, kdnnen die Ergebnisse verfalschen (Wagenaar et al. 2011; Borell
und Sgrensen 2004). Dartber hinaus wird die Anwendung konventioneller Behandlungen
im Allgemeinen von Tierarzten aufgezeichnet, wahrend alternative Behandlungen nicht un-
bedingt systematisch gemeldet werden. Dies kann die Zahl der in 6kologischen Betrieben
erfassten Behandlungen moglicherweise verringern (Valle et al. 2007).
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Trotz der beschriebenen Probleme hinsichtlich der Datenerhebung und -beurteilung tendie-
ren die Erkenntnisse aus der Literatur zu der Aussage, dass die Eutergesundheit okologi-
scher Milchviehherden mit der konventionell gehaltener Herden vergleichbar ist,
insbesondere bei einem guten Management (Zapata-Salas et al. 2022; Muller und Sauer-
wein 2010; Weller und Bowling 2000). Dass hinsichtlich einzelner Parameter dennoch ein
Unterschied zugunsten der konventionellen Haltung erkennbar ist, macht deutlich, dass die
Haltungsform von Rindern nicht ohne Einfluss auf die Eutergesundheit bleibt (Krémker und
Volling 2013).

3.6 Hygienemanagement

Es hat sich herausgestellt, dass die Hygiene am Betrieb maligeblich die Eutergesundheit
beeinflusst (Zapata-Salas et al. 2022). So wurde ein vierstufiger Hygienescore entwickelt,
um den Grad der Verschmutzung mit Fazes in der Euterregion besser einteilen zu kénnen
und eine Vergleichbarkeit zwischen den Studien zu schaffen (Schreiner und Ruegg 2002;
Cook und Reinemann 2006). Dabei wurde ein Zusammenhang zwischen mangelhaften be-
trieblichen Hygienebedingungen und der Verschlechterung der Eutergesundheit hergestellt
(Hohmann et al. 2020). Durch die Verschmutzung des Euters steigt die Anzahl der Keime
auf der Euterhaut und damit die Gefahr, dass sich die Kuh infiziert und das Euter erkrankt
(Svennesen et al. 2019; Giovanni und Zecconi 2002). Die Zitzenhaut ist ein Reservoir fir
Mikroorganismen, insbesondere fur gram-positive Bakterien und Koagulase negative
Staphylokokken (KNS) (Monsallier et al. 2012). Dies kann zu einem vermehrten Eindringen
von pathogenen Bakterien Uber den Zitzenkanal in das Euter fuhren. Durch die Verschmut-
zung des Euters erhéht sich nicht nur die Mastitisinzidenz, sondern auch die Zellzahl (Re-
neau et al. 2005; Schreiner und Ruegg 2003; Volling et al. 2011). Diverse Haltungs- und
Managementfaktoren haben erhebliche Auswirkungen auf die bakterielle Kontamination der
Zitzenhaut. Gdsling et al. (2019) haben herausgefunden, dass beispielweise der Zugang
zur Weide und die Auswirkungen auf die Eutergesundheit betriebsindividuell differenziert
abgeschatzt werden muss, da vor allem die Weidetriebwege in Abhangigkeit von Witte-
rungsbedingungen eine entscheidende Rolle spielen. Schlechte Wetterbedingungen und
Nasse sind mit erhéhten Zellzahlen in der Herdensammelmilch verbunden (Barnouin et al.
2004). Daher ist davon auszugehen, dass eine Festigung der Weidetriebwege flir die Eu-
tergesundheit forderlich ist, wenn es die Sauberkeit der Laufwege und damit verbunden
auch die Sauberkeit der Liegeflachen und folglich der Tiere verbessert (Barnouin et al.
2004; Kelly et al. 2009; Volling et al. 2011). Als weitere Einflussfaktoren auf die erwahnte
bakterielle Kontamination der Zitzenhaut wurden in einer weiteren Studie das Alter des Ein-
streumaterials und die Frequenz, in der die Liegeflachen der Tiere gereinigt wurden, ge-
nannt (Hohmann et al. 2020). Eine zweimal taglich durchgeflhrte Liegeboxenpflege, das
tagliche Erneuern des Einstreumaterials im hinteren Bereich der Liegebox und das Reini-
gen der Laufgdnge mehrmals am Tag verringert die Bakterienbelastung (DeVries et al.
2012; Hohmann et al. 2020).
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Wobei die Methode der Laufflachenreinigung ebenfalls eine Rolle spielt und der Abschie-
beroboter im Vergleich zu Schiebern, zum manuellen Entfernen oder zum Einsatz von Fahr-
zeugen im Hinblick auf die Eutergesundheit am besten abschneidet (Gésling et al. 2021).
Diese Malinahmen dienen Uberwiegend einer Verringerung der Keimdichte. Denn die
Keimdichte im Einstreu korreliert mit der Keimbesiedelung der Zitzenspitzen und beim Lie-
gen konnen Krankheitserreger vom Einstreu auf die Zitzenhaut Ubertragen werden (Lowe
et al. 2015; Rowbotham und Ruegg 2016). Zudem gelten das Einstreumaterial und die Fa-
zes der Rinder als wichtigstes Reservoir und Vektoren fur Umwelt-assoziierte Mastitispa-
thogene (Munoz et al. 2006; Zadoks et al. 2005; Patel et al. 2019; Ericsson Unnerstad et
al. 2009). Das Einhalten von Richtwerten fir Keimzahlen in unbenutzter Einstreu weisen
ein verringertes Mastitisrisko aus. So gilt eine Gesamtkeimzahl von 7 x 108 cfu/g als Richt-
wert fUr frisches Stroh und kann zur Beurteilung des Infektionsrisikos durch pathogenen
Mikroorganismen im frischen Einstreumaterial herangezogen werden (Kromker et al. 2010).
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sowohl Haltungs- als auch Managementfak-
toren, die die Hygiene der Herde verbessern, einen groRen positiven Einfluss auf die Eu-
tergesundheit haben (Cheng und Han 2020).

3.7 Trockenstellmanagement

Das Trockenstellmanagement stellt eines der zentralsten Ereignisse in Bezug auf die Eu-
tergesundheit dar, denn wahrend der Trockenstehphase kdénnen infizierte Viertel ausheilen
und das Euter kann sich regenerieren (Kromker und Leimbach 2017; tho Seeth et al. 2015;
Zhao et al. 2019). Zugleich aber birgt diese Phase auf Grund der Umbauvorgange im Eu-
tergewebe ein hohes Risiko fur Neuinfektionen vor allem zu Beginn des Trockenstehens
(tho Seeth et al. 2015). Infizierte Viertel zum Zeitpunkt nach der Kalbung resultieren bei
antibiotisch trockengestellten Vierteln meist aus Neuinfektionen in der Trockenstehphase
und weniger aus persistent infizierten Vierteln (Nitz et al. 2021). Dariber hinaus erhdht eine
IMI Uber die Trockenstehzeit das Risiko fur eine klinische Mastitis in der frihen Folgelakta-
tion (Pantoja et al. 2009). Fir lange Zeit war das ,blinde Trockenstellen® aller Viertel mit
antibiotischen Trockenstellern gangige Praxis. Im Zuge neuer gesetzlicher Regelungen in
der EU (2019/6) (EU 2019) und auf Basis neuer Erkenntnisse hat sich das selektive Tro-
ckenstellen (TS) von euterkranken Tieren etabliert. FUr das selektive Trockenstellen gibt es
verschiedene Konzepte, die sich hinsichtlich der Kriterien sowohl auf Herden- als auch auf
Einzeltierebene geringfligig voneinander unterscheiden (siehe Tabelle 3).
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Tabelle 3 Uberblick liber drei verschiedene Konzepte zum selektiven Trockenstellen auf Herdenebene

Trockenstell-
programm

RAST (TGD, LMU,

(Zellzahl-) Kriterien

Theoretische Herden-
sammelmilch

Kennzahlen

Neuinfektionsrate in der

Keimbestimmung

Bestanduntersuchung bzw.
regelmafige Beprobung: frei

Zellzahl ) o von Sc. agalactiae und Sc.
LiL, 2020) < 200.000 Z/ml in den Trockenperiode < 25% canis; Sc. uberis < 15%,
letzten 3 PM S. aureus < 15%
STAR (16D Bayem, Tankichzslzan  heurekionsate ncer Kol Nachueis vo Kufvasec
Merkblatt 2021) < 200.000 Z/ml . P =ITegem: v.a. 5e.
<15% agalactiae und S. aureus

Selektives Trocken-
stellen in Milchvieh-
betrieben (tho Seeth

Betriebsindividuelle
Zielsetzung abgeleitet
aus Kennzahlen und
innerbetriebliche Rah-

Orientierungshilfe fur
Kennzahlen:
Ausheilungsrate > 50%

regelmafige zytobakteriologi-
sche Untersuchungen: Kein
Nachweis von Sc. agalactiae,

etal. 2014) Neuinfektionsrate < 28% | Sc. canis, S. aureus

menbedingungen

PM, Probemelkung; S. aureus, Staphylokokkus aureus; Sc. canis, Streptokokkus canis; Sc. agalactiae, Strep-
tokokkus agalactiae, Sc. uberis, Streptokokkus uberis

Zusatzlich kénnen verschiedene diagnostische Hilfsmittel (On-Farm Mastitisschnelltest)
und Messindikatoren (somatische Zellzahl, SCC) kombiniert miteinander verwendet wer-
den, um mehr Informationen Uber das Einzeltier und dessen Genesungsaussichten zu ge-
nerieren (Muller et al. 2023). Denn weitere Risikofaktoren wie die Laktationsnummer oder
die Anzahl an Mastitisvorbehandlungen sollten ebenfalls in die Entscheidung beztiglich des
selektiven Trockenstellen einflielen (Kiesner et al. 2016). Das Ziel aller selektiven Kon-
zepte ist der gezielte antibiotische Einsatz von Trockenstellern bei therapiewtrdigen Kihen
mit infizierten Vierteln und nicht die wahllose Behandlung gesunder Tiere (Muller et al.
2023).

Wahrend der Trockenstehphase kann auch ein Zitzenversiegler sinnvoll sein. Der Einsatz
von internen Zitzenversieglern verhindert das Eindringen von Keimen tber den Strichkanal
in Folge eines mangelnden Verschlusses durch den Kreatinpfropf und senkt somit das Ri-
siko fur Neuinfektionen wahrend der Trockenstehperiode (Winter 2009). Ab einer erhdhten
Neuinfektionsrate wahrend der Trockenstehperiode von Uber 15% wird daher in den meis-
ten Fallen ein interner Zitzenversiegler angeraten (tho Seeth et al. 2014). Studien, die sich
mit der bakteriologischen Heilung von infizierten Vierteln Uber die Trockenstehperiode be-
schaftigt haben, zeigen, dass die Art des Pathogens einen weiteren Risikofaktor fur die
Ausheilung darstellt. So profitiert nicht, wie bisher angenommen, jedes infizierte Viertel vom
antibiotischen TS. Lediglich Viertel, die mit Streptokokkus spp., Trueperella pyogenes, Co-
rynebacteriacae, Bacillus spp. und Enterokokkus spp. infiziert waren, zeigten eine signifi-
kant bessere Heilung. Viele Erreger, wie KNS oder Coliforme, besitzen eine mit
antibiotischen Trockenstellern vergleichbare Selbstheilungsrate und erfordern daher nicht
zwingend einen antimikrobiellen Einsatz (Miller et al. 2023). Zudem sind manche Erreger,
wie Staphylokokkus aureus (S. aureus) auf Grund ihrer Virulenzfaktoren, wie Biofilmbildung
und antimikrobielle Resistenzen, meist nur schwer fiir tbliche Antibiotika zuganglich (Zigo
et al. 2022). Besonders solche Pathogene kénnten in Zukunft von alternativen Behand-
lungsmaoglichkeiten, die direkt auf die Biofilmbildung abzielen, profitieren (Asli et al. 2017).
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Auch die Jahreszeit spielt beim Trockenstellen eine entscheidende Rolle. Kiihe, die in den
Sommermonaten kalben und folglich im Frahjahr (Marz bis Mai) trockengestellt werden,
haben eine geringere Chance auf eine Ausheilung als Tiere im Herbst (September bis No-
vember) (Muller et al. 2023). Als mogliche Ursachen fiir saisonale Effekte gelten der Hitze-
stress (Vitali et al. 2020) und die starkere Exposition gegenitber Umwelt-assoziierten
Mastitispathogenen in den Sommermonaten (Zhang et al. 2016). Das Trockenstellmanage-
ment ist daher Uberaus entscheidend im Hinblick auf die Eutergesundheit der Milchkuh in
der Folgelaktation und sollte betriebsindividuell auf die neuesten Erkenntnisse abgestimmt
werden, um die Tiergesundheit zu verbessern und gleichzeitig Einsparungen im Antibioti-
kaverbrauch zu ermdglichen.

3.8 Mastitismanagement

Die Hauptstrategie in der Behandlung klinischer Mastitiden liegt in den meisten Betrieben
in der antibiotischen Behandlung (Hossain et al. 2017). Verschiedene Griinde, wie der fi-
nanzielle Verlust oder der ibermaRige Einsatz von Antibiotika, fihren zu anderen Behand-
lungsstrategien, wie der selektiven Behandlung bei Mastitiden (Cheng und Han 2020). Der
selektive Einsatz von Antibiotika bei Mastitis in Abhangigkeit des verursachenden Masti-
tispathogens, beispielsweise Abstriche bei milden und moderaten gram-negativen Infektio-
nen, kdnnen zu einem reduzierten Antibiotikaverbrauch fiihren (Jong et al. 2023a). Solche
Erreger verfugen in der Regel Uber eine hohe spontane Selbstheilungsrate (Schmenger
und Kromker 2020). Die Spontanheilung verlauft aber je nach Mastitiserreger unterschied-
lich, so belauft sich die spontane bakteriologische Heilung von S. aureus Infektionen gegen
0%, bei einer Infektion mit Escherichia coli (E. coli) hingegen liegt diese bei 90% (Ruegg
2021). Daruber hinaus kénnen weitere Einsparungen bei Kultur negativen, als auch nicht
bakteriell bedingten klinischen Mastitiden gemacht werden, da in diesen Fallen keine anti-
biotische Behandlung erforderlich ist (Ruegg 2018). Somit zeigt sich, dass bei Reduktionen
in der Mastitistherapie zwingend eine Pathogenidentifikation notwendig ist (Jong et al.
2023a). Zusatzlich sollen kuhindividuelle Informationen in die Behandlungsentscheidung
mit einflieRen, denn sowohl die Anzahl an Mastitisfallen in der Vergangenheit als auch der
Zellzahlverlauf scheinen einen Einfluss auf den Behandlungserfolg zu nehmen (Jong et al.
2023b; Ruegg 2018). Es hat sich beispielweise herausgestellt, dass eine Mastitis - unab-
hangig vom Erreger - geringere bakteriologische Heilungschancen hat, wenn mindestens
ein weiterer Fall von klinischer Mastitis in derselben Laktation vorausging (Pinzén-Sanchez
und Ruegg 2011). Daher ist eine gute Dokumentation eines jeden Mastitisfalls im Bestand
anzuraten. Gleichbleibend hohe Zellzahlen iber mehrere Aufzeichnungen hinweg deuten
auf eine chronische subklinische Mastitis hin. In solchen Fallen ist die Wahrscheinlichkeit,
dass eine intramammare antibiotische Behandlung zu einer bakteriologischen Heilung
fuhrt, eher gering (Jong et al. 2023b). S. aureus kann im Euter verbleiben und dort zu der-
artigen chronischen intramammaren Infektionen fihren, die nur zeitweise klinische Symp-
tome verursachen (Sol et al. 2000).
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Fur leichte oder moderate Mastitiden mit konstant hohen Zellzahlen oder einer vorausge-
henden Mastitishistorie konnte mit dem Einsatz von Entzindungshemmern (NSAID) im Ver-
gleich zur antimikrobiellen Behandlung kein Unterschied in der Heilungsrate festgestellt
werden (Kromker et al. 2021). Dennoch ist anzumerken, dass noch keine Einigkeit Uber die
Anzahl an Falle von klinischer Mastitis in der Vergangenheit und der Schwellenwert flr die
SCC, die bertcksichtigt werden sollten, vorherrscht. Des Weiteren fehlen Angaben, ob die
Informationen auf Kuh- oder Viertelebene und innerhalb von welchem Zeitrahmen die In-
formationen ausgewertet werden sollen (Jong et al. 2023b). Wenn jedoch die Wahrschein-
lichkeit einer klinischen Heilung als gering eingeschatzt wird, sollte auf eine antimikrobielle
Behandlung verzichtet werden (Ruegg 2018).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass das selektive Behandeln von milden und mode-
raten klinischen Mastitiden drauf abzielt, gram-negative IMI von gram-positiven zu unter-
scheiden und daraufhin nur gram-positive Falle flr eine antibiotische Behandlung in
Betracht zu ziehen. Alle schweren klinischen Mastitiden sollten sofort und im Idealfall sys-
temisch behandelt werden, dabei kann die Notwendigkeit fiir eine antibiotische Therapie
gegebenenfalls nach der Erregeridentifikation neu beurteilt werden. Die korrekte Beurtei-
lung von behandlungswiirdigen Mastitisfallen, die von einer antibiotischen Therapie profi-
tieren, ist folglich das Ziel der selektiven Mastitistherapie (Jong et al. 2023b). Aulderdem
scheint im Hinblick auf eine Verbesserung der Eutergesundheit die beste Strategie in der
Vermeidung von Mastitiden und intramammaren Infektionen zu liegen. Hierfur gibt es zahl-
reiche Malinahmen wie Zitzendippen, Sauberung der Lauf- und Liegeflachen oder die War-
tung der Melkeinrichtungen, die als Prophylaxe angesehen werden (Winter 2009). Vor allem
Okologisch wirtschaftende Betriebe scheinen ihr Management dahingehend umgestellt zu
haben, um die Pravention von Krankheiten zu verbessern (Duval et al. 2020). Zu weiteren
Methoden gehdéren auch der Weidezugang, eine bessere Liegeboxenpflege, das Verwen-
den von Stroh als Einstreumaterial und eine intensiveres Monitoring der Eutergesundheit
wahrend des Melkens (Vaarst et al. 2006). So kénnen haufig Behandlungen mit langen
Wartezeiten wahrend der Laktation vermieden werden.

3.9 Tierbeobachtung

Einen wesentlichen Beitrag zur Erhaltung der Eutergesundheit kann die Tierbeobachtung
leisten. Die Diagnosestellung bei Euterproblemen sollte friihzeitig, genau und schnell erfol-
gen, um entweder einer Mastitis vorzubeugen oder um frihzeitig Therapie- und Manage-
mententscheidungen treffen zu konnen (Kromker et al. 2013; Sharun et al. 2021).
Unterstutzend konnen dabei konventionelle (wie z.B.: California Mastitis Test, SCC) oder
auch fortgeschrittene diagnostische Tests (wie z.B.: Laktoferrin, Milch Amyloid A, Sequen-
zierung) zur Anwendung kommen (Chakraborty et al. 2019). Das schnelle und frihzeitige
Erkennen von euterkranken Tieren im Bestand stellt sich als entscheidender Faktor fir den
Therapieerfolg heraus.
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Zum einen wird dadurch die bakteriologische Heilung von IMI verbessert, denn mit zuneh-
mender Infektionsdauer sinkt die Wahrscheinlichkeit einer Heilung. Au3erdem kénnen von
einem persistent infizierten Viertel ausgehend weitere benachbarte Driisenkomplexe oder
andere Kluhe aus der Herde erkranken (Gindhart 2014; Keefe 2012).

Des Weiteren ist bei schweren klinischen Mastitiden die schnelle Behandlung wichtig, denn
diese gehen haufig mit gro3flachigen irreparablen Gewebeschaden am Euter einher und
kdénnen nicht selten zu Bakteriamie und zum Tod des Tieres fuhren (Fehlings et al. 2012;
Brennecke et al. 2021). Eine zuverlassige und schnelle Identifikation von behandlungswur-
digen Tieren, sowie therapiebedurftiger Mastitiserreger verspricht eine Einsparung von An-
tibiotika bei klinischen Mastitiden um rund 50% und bei antibiotischen Trockenstellern um
rund 30%. Weitere Einsparungen kénnen dann unter anderem durch den Einsatz von the-
rapeutischen Alternativen erzielt werden (Kromker und Leimbach 2017). Bei manchen 6ko-
logisch wirtschaftende Betrieben deuten Studien darauf hin, dass diese verstarkt auf frihe
Anzeichen von Krankheiten achten, was zu einem friheren Eingreifen und einer besseren
Heilung fuhrt (Valle et al. 2007; Vaarst und Bennedsgaard 2002). Dadurch kénnen teilweise
antibiotische Behandlungen mit langen Wartezeiten fur Milch vermieden werden.

Auch ein Automatisches Melksystem (AMS) kann indirekt bei der Tierbeobachtung unter-
stutzen. Obwohl der Einsatz eines AMS nicht direkt als Strategie zur Kontrolle der Euterge-
sundheit angesehen wird, kann sich ein AMS dennoch auf die Mastitisiiberwachung und
somit auf den SCC auswirken (Dufour et al. 2011). Im Gegensatz zum konventionellen
Melksystemen muss die Inspektion, Beurteilung und ggf. die Entscheidung die veranderte
Milch zu separieren, automatisch durch das AMS erfolgen (Mollenhorst et al. 2010). Diese
Entscheidung erfolgt meist sensorbasiert, fir jedes AMS-System individuell, auf Grund un-
terschiedlicher erhobener Parameter, wie zum Beispiel elektrische Leitfahigkeit, somati-
sche Zellzahlbestimmung und Milchleistung. Die dabei vom System gesammelten Daten
werden den Landwirten als Warnliste ausgegeben (van der Voort et al. 2021). Es gibt aber
keine einheitliche und direkte Warnung speziell fir klinische Mastitiden, daher sollte eine
weitere Prifung der auffalligen Tiere durch den Landwirt erfolgen (Bausewein et al. 2022).
Der Goldstandard fur das Erkennen von Milch mit abnormalem Charakter ist der Befund
durch das Melkpersonal. Schatzungsweise finden Melktechniker 80% der klinischen Masti-
tisfalle von Kiihen, die im Melkstand gemolken werden (Hillerton 2000). In einer Studie wur-
den daher die Sensitivitdt und Spezifitat fir das Erkennen von klinischen Mastitiden in
unterschiedlichen AMS-Systemen erhoben und verglichen. Alle Systeme erzielten die not-
wendige Sensitivitdt von 70%, die vorgeschrieben ist. Eine mit der menschlichen Leistung
vergleichbare Sensitivitat von 80% erreichten nur drei der vier getesteten Systeme, namlich
Lely, GEA und Lemmer-Fullwood. Keiner der vier Systeme erlangten eine Spezifitat
von > 99%, die zu erwarten ware. Niedrigere Spezifitdten kdnnen zu einem erhdéhten Ar-
beitsaufwand fur die Landwirte fihren, um potenzielle falsch positive Mastitisfalle festzu-
stellen (Bausewein et al. 2022). Um folglich eine gute Eutergesundheit auch bei der
Nutzung von AMS-Systemen zu garantieren, sollte die eingesparte Zeit durch den Wegfall
des Melkens in die Tierbeobachtung investiert werden (Krémker 2007).
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Besonders beobachtungswiirdig erscheinen auch Kiihe in der Transitphase. So haben
Tiere in diesem Zeitintervall, das sich drei Wochen vor bis drei Wochen nach der Abkalbung
erstreckt, ein héheres Mastitisrisiko (Cheng und Han 2020). Ursache hierfir ist die durch
erhdhten oxidativen Stress und durch geringere antioxidative Abwehr bedingte Immunsup-
pression in diesem Zeitraum (Sharma et al. 2011b). So kann neben der Laktationsnummer
und der Mastitishistorie einer Kuh auch der Laktationszeitpunkt eine wirksame Bakterien-
abwehr schwachen (Ruegg 2021). Daher treten IMI haufiger um den Zeitpunkt der Abkal-
bung oder in der Fruhlaktation auf (Visscher et al. 2016).

Sowohl Versen et al. (2021) als auch Volling (2011) identifizierten in ihren Arbeiten wichtige
Kriterien, die Betriebe mit hoher Lebensleistung (> 35.000 kg im lebenden Bestand) bzw.
mit niedrigen Herdensammelmilchzellgehalten (88.000 Z/ml) gemeinsam haben. Zunachst
stellt sich heraus, dass bei Uberdurchschnittlich lebensleistenden Betrieben das Betreu-
ungsverhaltnis bei 38 Milchkihen pro Arbeitskraft liegt und die Betriebe mit guter Euterge-
sundheit im Durchschnitt 41 Milchkihe hielten. AuRerdem erwies sich eine standige
Beobachtung des Melkvorgangs als vorteilhaft fir die Eutergesundheit, da es mit einer stan-
digen Kontrolle des Milchentzugs einhergeht. Das Verlassen des Melkstands hingegen, um
beispielsweise die Kalber zu versorgen, ist daher nicht ratsam. Darliber hinaus wurde fest-
gestellt, dass auf Betrieben mit guter Eutergesundheit das Melken durch einen Hauptmelker
erfolgt. Wird das Melken haufig von wechselnden Fremdarbeitskraften durchgefihrt oder
wechselt die Qualitat der Melkarbeit, so scheint sich das negativ auf die Herdensammel-
milchzellzahl (300.000 Z/ml) niederzuschlagen (Barnouin et al. 2004; Volling 2011).

3.10 Alternative Behandlungs- und Prophylaxemoglichkeiten bei
Biofilm-assoziierten Mastitispathogenen

Neue Erkenntnisse Uber die Virulenzstrategien und Kommunikationstechniken von Masti-
tiserregern ermdglichen den Einsatz von alternativen Behandlungs- und Prophylaxemog-
lichkeiten in der Eutergesundheit. Bei einigen Erregern ist die Ausbildung eines sog.
Biofilms nachgewiesen worden. Im Allgemeinen werden Biofilme als eine koharente An-
sammlung von Zellen definiert, die von einer selbstproduzierten biopolymeren Matrix um-
geben sind (Stewart und Costerton 2001; Burmglle et al. 2010). Eine genauere Definition
von Donlan und Costerton (2002) beschreibt den Biofilm als eine mikrobielle sessile Ge-
meinschaft, welche durch Zellen charakterisiert ist, die irreversibel an ein Substrat, eine
Grenzflache oder aneinander gebunden sind. Die Zellen sind dabei in eine Matrix von ext-
razellularen polymeren Substanzen (EPS) eingebettet, die sie selbst produziert haben. Sie
weisen einen veranderten Phanotyp in Bezug auf die Wachstumsrate und Gentranskription
auf. Dadurch kénnen ,Nicht - Biofilm“ Populationen, wie Zellen mit planktonischem Verhal-
ten besser abgegrenzt werden. Es wird angenommen, dass der Biofilm die standardmaRige
Wachstumsform der Bakterien ist (Flemming et al. 2016). Wenn Mikroorganismen in dieser
Lebensform wachsen, werden die toleranter gegeniber Opsonophagozytose und her-
kdmmlichen Antibiotika (Stewart und Costerton 2001) und sind 100 — 1000 mal weniger
empfindlich gegeniber Antibiotika als ihre planktonischen Gegenspieler (Donlan 2000).
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Diese bakterielle Toleranz und Persistenz ist mit ein Grund fir die Entstehung einer Chro-
nizitat von Krankheiten (Burki et al. 2015). Die Biofilmbildung kann in funf Schritte unterteilt
werden. Vor allem aber bei der Reifung (Schritt 4) spielt der Kommunikationsmechanismus
von Zelle zu Zelle (Quorum Sensing) eine wichtige Rolle. Diese Kommunikation wird durch
kleine diffusionsfahige oder transportierte Molekule (Signalmolekiile) vermittelt, die als Au-
toinduktoren (Al) bekannt sind und von den Bakterien kontinuierlich produziert werden. Als
Folge dieses interzellularen Kommunikationsmechanismus werden die Bakterien synchro-
nisiert, um bestimmte phanotypische QS Profile zu exprimieren. So tragt QS zur Biofilment-
wicklung und -ausbreitung bei (Guzman-Soto et al. 2021).

Untersuchungen zeigen, dass diese Art der Kommunikation bei immer mehr Bakterienarten
nachgewiesen wird. Zum Beispiel bei S. aureus, E. coli, Enterokokkus faecalis, Bacillus
subtilis, Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens, Salmonella typhimurium und
Pseudomonas aeruginosa sind QS Signalmolekiilsysteme gut charakterisiert (Vollstedt und
Streit 2021). Pedersen et al. (2021) fassen den aktuellen Stand der Wissenschaft in Bezug
auf die Biofilmforschung bei Mastitis zusammen. Der Schwerpunkt der Forschung liegt nach
wie vor auf der in vitro Biofilmbildung von Mastitiserregern bei Rindern, aber auch auf der
Untersuchung von Antibiotikaresistenzen, molekularen Untersuchungen biofiimbezogener
Gene und der Suche nach potenziellen Behandlungen und Impfstoffen. Die meisten dieser
Arbeiten konzentrieren sich dabei auf den Erreger S. aureus. Zahlreiche in vitro Studien
untersuchen die Fahigkeit zur Biofilmbildung von Mastitiserregern, die aus Milchproben iso-
liert wurden. In nur zwei in vivo Studien wurden bakterielle Biofilme direkt im Euter von
Rindern mit Mastitis identifiziert (Schonborn und Krémker 2016; Hensen et al. 2000). Nach-
teil dieser Methode ist zum einen das Risiko einer Kontamination aus der Umwelt und zum
anderen, dass nur Bakterien nachgewiesen werden kdnnen, die in der Milch vorhanden
sind oder in diese freigesetzt werden (Pedersen et al. 2021). Bakterien, die aber im Euter-
gewebe eingebettet oder eingekapselt sind und Bakterien mit geringer Ausscheidung sind
in Milchproben mdéglicherweise nicht nachweisbar (Krémker et al. 2008). Selbst wenn Bak-
terien aus Milchproben isoliert werden und in der Lage sind in vitro einen Biofilm zu bilden,
liefert dies keine Informationen Gber den Phanotyp der Bakterien in vivo im infizierten Euter.
Grunde sind unter anderem die Umgebung im Wirtsgewebe, den Wechselwirkungen mit
dem Immunsystem und der Antibiotikabehandlung, die unter Laborbedingungen nicht voll-
standig nachgeahmt werden kénnen. Aullerdem bestehen grol3e physikalische Unter-
schiede zwischen Biofilmen im Labor und im Organismus selbst (Pedersen et al. 2021). Die
nachfolgende Tabelle 4 gibt einen Uberblick liber die wichtigsten Mastitiserreger und deren
Fahigkeit einen Biofilm zu bilden.
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Tabelle 4 Uberblick (iber Mastitispathogene und deren Fahigkeit zur Biofilmausbildung modifiziert nach Gomes
et al. (2016)

Biofilmbil-

dung Quelle

Pathogen Mastitistyp

. . Campos et al. (2022);
S. aureus Subklinische Masti ¥ Darwish and Asfour (2013):

tis Fabres - Klein et al. (2015)

KNS S“bk"”'s‘t‘i’:e Masti- + Darwish ans Asfour (2013);

Costa et al. (2014);
Milanov et al. (2015)
E. faecalis Klinische Mastitis + Elhadidy und Zahran (2014)

Crowly et al. (2011);

E. coli Klinische Mastitis +

Sc. uberis Klinische Mastitis + Kroemker et al. (2014)
Sc. dysgalactiae Klinische Mastitis + Olson et al. (2002)
Sc. agalactiae Mastitis + Rosini und Margarit (2015)

+, biofilmbildende Bakterien; KNS, Koagulase negative Staphylokokken; E. coli; Escherichia coli; E. faecalis;
Enterokokkus faecalis; Sc. uberis; Streptokokkus uberis; Sc. dysgalactiae; Streptokokkus dysgalactiae; Sc.
agalactiae, Streptokokkus agalactiae

Zusammenfassend zeigt sich, dass sowohl die Anzahl an Untersuchungen und die dadurch
gewonnenen Erkenntnisse zur Biofilmbildung im Euter von Milchkihen als auch die Unter-
suchungen zur Zellkommunikation zunehmen. Dennoch ist noch nicht hinreichend nachge-
wiesen, dass alle pathogenen Mastitiserreger im Euter der Milchkuh im Rahmen des
Mastitisgeschehens einen Biofilm in vitro ausbilden oder sich mittels Al verstandigen.

Der enorme Wissenszuwachs in den Bereichen Biofilm und QS flihrt zu neuen Mdglichkei-
ten von potenziellen Behandlungsalternativen und Impfstoffen gegen Mastitis beim Rind.
So beinhalten manche Impfstoffe unter anderem Bestandteile wie den Biofilm Adhesion
Component (BAC) von Streptokokkus uberis (Sc. uberis) (Collado et al. 2018) oder den S.
aureus Stamm (SP 140), der sehr stark biofilmproduzierend ist (Piepers et al. 2011). Mdg-
liche Einsparungen von Antibiotika kbnnen so mit Hilfe von Impfregimen gegen wichtige
Mastitiserreger, wie z.B. S. aureus, Streptokokkus uberis (Sc. uberis) oder E. coli gemacht
werden (McMullen et al. 2021). Andere Lésungen bietet die Abschwachung der QS Signal-
kaskade und die Blockade bakterieller Kommunikation mittels Quorum Quenching (QQ)
oder Quorum Sensing Inhibition (QSI). Praxistaugliche Anwendung im Rinderbereich finden
derzeit phytotherapeutische Produkte mit thiosulfurhaltigen Zusammensetzungen, insbe-
sondere Propyl-Propan-Thiosulfonat (PTSO) und Propyl-Propan-Thiosulfinat (PTS), die auf
diesem Wirkprinzip zur Behandlung von Infektionen und die Reduzierung und Abbau von
Biofilmen eingesetzt werden (Streefland und DeRooij 2021). PTSO und PTS sind organi-
sche Schwefelverbindungen, die als Sekundarmetaboliten in vielen Pflanzenarten, wie der
Gattung Allium spp. (z.B.: Lauch, Knoblauch, Zwiebel) vorkommen (Poojary et al. 2017;
Cascajosa-Lira et al. 2021). Haufig fehlen aber randomisierte Kontrollstudien, die die Wir-
kung der Produkte nachweisen, die Uber den Placebo Effekt hinausgehen (Kromker und
Leimbach 2017). Folglich handelt es sich bei Impfstoffen oder pflanzlichen Verbindungen
um alternative Moglichkeiten zur Reduktion von Euterproblemen bei Rindern, die keine an-
timikrobiellen Wirkstoffe enthalten.
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4 Erweitertes Material und Methoden

Ziel der retrospektiven Pilotstudie war es, mittels standardisiert erhobener Kennzahlen aus
der Milchleistungsprifung (MLP) des LKV Milchleistungsparameter und Parameter zur Eu-
tergesundheit von 6kologischen und konventionellen Milchkiihen in Bayern zu sammeln
und laktationsvergleichend zu bewerten. Diese Daten sollten mit Milchproben vor (21 Tage)
und nach dem Trockenstellen (£ 7. LT) und einem Euterscoring am 7. Laktationstag (LT)
jeder Milchkuh, sowie den Behandlungs- und Managementdaten der Tiere erweitert wer-
den.

In dieser Feldstudie wurden zwei Bachelorarbeiten durchgefiihrt und folgenden zwei The-
men behandelt: ,Retrospektiven Bewertung der Wirksamkeit von Animal Health Vision
(AHV) Zusatzfuttermittel auf die Eutergesundheit vor und nach dem Trockenstellen bei
Milchkuhen.” (Schmidt 2022) und ,Erfassung des Gesundheitszustandes von Fleckviehku-
hen anhand eines Euter- und Pansenscorings und Veranderungen nach der Eingabe der
Animal Health Vision Lésungen auf zwei bayerischen Milchviehbetrieben.” (Mlller 2022)

Alle erhobenen und ausgewerteten Daten sollen einen maglichen Aufschluss Uber die Ein-
satzmdglichkeiten der Produkte geben, um eine mogliche Handlungsempfehlung fur Tier-
arzte und Landwirte ableiten zu konnen. Eine Schlussfolgerung auf die unmittelbare
Wirksamkeit der Produkte ist nicht beabsichtigt.

4.1 Ubersicht iiber die teilnehmenden Betriebe und deren
Milchkuhe

Auf Grund des Antibiotikaminimierungskonzeptes wollten zwei bayerische Milchviehbe-
triebe mit der Leitrasse Fleckvieh ihren peripartalen Antibiotikaeinsatz reduzieren. Die bei-
den teilnehmenden Betriebe haben ihr Trockenstell- und Mastitismanagement umgestellt
und sich zum Uberwiegenden Einsatz von alternativen Methoden bei ihren Milchkihen ent-
schieden. In der retrospektiven Auswertung wurden die Tiere bericksichtigt, die mindes-
tens eine Laktation und im ausgewahlten Zeitraum ihren Kalbetermin hatten. Daruber
hinaus wurden nur die Tiere in die Auswertung inkludiert, welche ohne antibiotischen Tro-
ckensteller, aber mit internem Zitzenversiegler trockengestellt wurden. Die Eingaben und
Untersuchungen fanden im Zeitraum 27.09.2021 bis 27.07.2022 statt. Im genannten Zeit-
raum hat der 6kologische Betrieb 20 Tiere und der konventionellen Betrieb 18 Tiere mit den
Produkten versorgt. Auf Grund dieser Herangehensweise liegt keine vergleichende Kon-
trollgruppe vor.
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4.1.1 Der konventionelle Betrieb

Der konventionelle Betrieb befindet sich im Landkreis Freising, Bayern, Deutschland und
ist ein Familienbetrieb mit wechselnden Fremdarbeitskraften. Die Kiihe verfiigen liber einen
Laufstall mit Tiefboxen, welche mit Stroh eingestreut werden. Die Tiere werden zweimal am
Tag in einem Doppel - Sechser Fischgratenmelkstand gemolken und im Anschluss mit ei-
nem jodhaltigem Dippmittel PVP-Jod (3.000 ppm) gedippt.

Das Melken wird tGberwiegend von wechselnden Fremdarbeitskraften durchgefihrt und der
Melkstand wird zeitweise verlassen, um zeitgleich die Kélber zu tranken. Die verwendete
Zeit, die der Betriebe im Durchschnitt von 2,0 Arbeitskraften (Ak) fir die Stallarbeit inklusive
der Futteranmischung aufwendet wird, belauft sich auf insgesamt zwdlf Stunden pro Tag
(6h/AK/d) mit einem Betreuungsverhaltnis von 47 Milchkihen pro Arbeitskraft.

In Tabelle 5 ist ein Uberblick iiber die Betriebskennzahlen des konventionellen Betriebes
im Jahr 2021 gegeben.

Tabelle 5 Uberblick tiber die Betriebskennzahlen des konventionellen Betriebes im Jahr 2021

Betriebskennzahlen 2021

Kriterien Herde Ausgewertete Tiere
Anzahl an laktierenden Kiihen 94 18
Durchschnittliche 305 Tageleistung pro Kuh im Jahr in kg 9.336 9.249
Durchschnittliche Zellzahl pro mi 255.000 221.000
Durchschnittliche Laktationszahl 4.3 3,4

Der konventionelle Betrieb weist eine tberdurchschnittliche Milchleistung auf, wahrend die
Zellzahl eher GUber dem Durchschnitt liegt. Im Herdenvergleich wurden v.a. jingere Tiere
ausgewertet.

Die ausgewerteten Tiere machten einen Anteil von 19,1% aus der Gesamtherde aus. Diese
Gruppe war gemessen an der durchschnittlichen Laktationszahl von 3,4 deutlich jinger als
der Herdendurchschnitt, denn neun der 18 Tiere befanden sich in der 2. Laktation (siehe
Abbildung 2). Ebenso wiesen die ausgewerteten Tiere 2021 im Vergleich zur Herde eine
geringgradig bessere Eutergesundheit auf, beurteilt anhand der durchschnittlichen Zellzahl
von 221.000 Z/ml.
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Aktuelle Anzahl der Tiere pro Laktation
(n=18)

N
o

Anzahl Tiere
N w N (6] » ~ (o] ©

—_

0 II----

Laktation 2 Laktation 3 Laktation 4 Laktation5 Laktation 6 Laktation7 Laktation 8

Abbildung 2 Verteilung der ausgewerteten Tiere des konventionellen Betriebes aufgeschlisselt nach der aktu-
ellen Laktationsnummer in der Laktation 2022

4.1.2 Der 6kologische Betrieb

Der oOkologisch wirtschaftende Betrieb befindet sich im Landkreis Freising, Bayern,
Deutschland und ist ein Familienbetrieb. Die Kuhe verfigen uber einen Laufstall mit Hoch-
boxen und Weidegang und werden von einem automatischen Melksystem gemolken und
die Zitzen werden im Anschluss in ein chlorhexidinhaltiges Dippmittel getaucht. Die Umstel-
lung auf eine 6kologische Bewirtschaftung erfolgte 2017. Die verwendete Zeit, die von der
Familie im Durchschnitt von 1,6 Arbeitskraften (Ak) fir die Stallarbeit inklusive der Futteran-
mischung aufwendet wird, belauft sich auf insgesamt neun Stunden pro Tag (5,6h/Ak/d).
Das Betreuungsverhaltnis liegt bei 46 Milchkiihen pro Arbeitskraft.

In Tabelle 6 ist ein Uberblick Uber die Betriebskennzahlen des dkologischen Betriebes im
Jahr 2021 gegeben.

Tabelle 6 Uberblick (iber die Betriebskennzahlen des 6kologischen Betriebes im Jahr 2021

Betriebskennzahlen 2021

Kriterien Herde Ausgewertete Tiere
Anzahl an laktierenden Kihen 74 20
Durchschnittliche 305 Tageleistung pro Kuh im Jahr in kg 7.581 8.292
Durchschnittliche Zellzahl pro ml 144.000 107.000
Durchschnittliche Laktationszahl 2,8 49

Der 6kologische Betrieb hat fiir diese Betriebssparte und Kuhzahl eine tUberdurchschnittli-
che Milchleistung. Im Herdenvergleich werden v.a. dltere Tiere ausgewertet.
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Der Anteil an ausgewerteten Tieren betragt 27,0%. Diese 20 Tiere haben eine durchschnitt-
liche Laktationsnummer von 4,9 Laktationen und sind damit deutlich alter als die restliche
Herde (siehe Abbildung 3). Die 305 Tage Leistung war geringgradig hoher, was mit der
hdheren Laktationszahl der ausgewerteten Tiere korreliert. Ebenso war die durchschnittli-
che Zellzahl dieser Tiere ebenfalls auf einem sehr guten Niveau.

Aktuelle Anzahl der Tiere pro Laktation
(n=20)

5
4
3
2
0 N

Laktation 2 Laktation 3 Laktation4 Laktation5 Laktation6 Laktation7 Laktation 8

Anzahl Tiere

Abbildung 3 Verteilung der ausgewerteten Tiere des 0kologischen Betriebes aufgeschliisselt nach der aktuellen
Laktationsnummer in der Laktation 2022

4.2 Praktische Umsetzung und Datengrundlage

Die ausgewerteten Tiere wurden mit verschiedenen Produkten der Firma AHV versorgt,
dies ist in Abbildung 4 dargestellt. Die Tiere wurden mit internem Zitzenversiegler (ITS) und
ohne antibiotischen Trockensteller trockengestellt. Zyto - bakteriologische Milchproben
wurden an zwei verschiedenen Zeitpunkten (21 Tage vor dem Trockenstellen (TS);
+ 7 Tage p.p.) von jedem laktierendem Viertel entnommen. Am konventionellen Betrieb wa-
ren zwei Tiere dreistrichig, daher wurden dort insgesamt 70 Viertel von 18 Tieren zyto - bak-
teriologisch untersucht. Am 6kologischen Betrieb wurden 80 Viertel von 20 Tieren beprobt.
Vor der Entnahme der konventionellen Milchproben wurden die Zitzen griindlich gereinigt
und mit 70%-igem Ethanol desinfiziert. Die ersten Milchstrahlen wurden verworfen. Danach
wurden konventionelle Milchproben durch manuelles Melken in vorgefertigten Rdéhrchen
von der Firma bovicare (bovicare GmbH, Bernau, Deutschland) gesammelt, gemal} den
Richtlinien der Deutschen Veterinarmedizinischen Gesellschaft (DVG) (Fehlings 2009). Die
Proben wurden in das Milchlabor ,bovicare” zur bakteriologischen Untersuchung nach den
Richtlinien der DVG und zur SCC-Bestimmung gesendet (Fehlings 2009). Die Zahlung der
SCC erfolgte mittels eines fluorometrischen Verfahrens mit dem Fossomatic 5000 (Foss
GmbH, Hamburg, Deutschland).
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Ein Euterscoring wurde bei allen ausgewerteten Tieren um + 7 Tage p.p. durchgefihrt (Ab-
bildung 4).

Produkteingabe: Produkteingabe:
AHV Extra und AHV Booster;

Aspi; Euterscoring;
1.BU 2.BU

G ———
R

Eingaben ur{d Unters|uchungen jeder Kuh

e

Produkteingabe:
Mit ITS AHV Extra und

Aspi

Abbildung 4 Eingaben und Untersuchungen jeder ausgewerteten Kuh im zeitlichen Verlauf
ITS, Interner Zitzenversiegler; BU, Zyto - bakteriologische Untersuchung; AHV, Animal Health Vision

Bei den ausgewerteten Tieren mit klinischer Mastitis wurde in der Laktation 2022 zunachst
eine Erstversorgung mit AHV Produkten durchgefiihrt. Diese ist in Abbildung 5 dargestellt.

innerhalb der ersten 24-48 Stunden \/

/4

kein Fieber

Abbildung 5 Animal Health Vision Erstversorgung bei den ausgewerteten Tieren mit akuter Mastitis in der Lakta-
tion 2022

Die Produkte des Biotechnologieunternehmens AHV sind Erganzungsfuttermittel und be-
stehen aus pflanzlichen, bioaktivierten Molekilen, wodurch sich bei deren Gabe keine War-

tezeit ergibt (Miller 2022). In der Tabelle 7 ist eine Ubersicht tiber wichtige Inhaltsstoffe
der verwendeten Produkte gegeben.
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Tabelle 7 Ubersicht (iber wichtige Inhaltsstoffe der verwendeten Animal Health Vision Produkte modifiziert nach
Miller (2022)

AHV Extra und Quick AHV Aspi AHYV Booster

Dicalciumphosphat,

Calciumcarbonat Natriumbikarbonat

Dicalciumphosphat
Calciumcarbonat,
Dicalciumphospat,

Calciumstearat,

Monocalciumphosophat

Weidenrinden Weidenrinden

Magnesiumstearat,

Calciumcarbonat . ; Traubenzucker
Magnesiumchlorid
Magnesiumstearat Niacinamid (Vitamin B3) Hefen (Bierhefe)
Niacinamid (Vitamin B3) Ingwerwurzel Inulin (Zichorien)
Traubenzucker Hefen (Bierhefe) Magnesium,

Magnesiumstearat,

Natriumcitrat,

Natriumchlorid Maltodextrin

Inulin (Zichorien)

PTS /PTSO Kaliumchlorid -
AHV, Animal Health Vision; PTS, Propyl-Propan-Thiosulfinat; PTSO, Propyl-Propan-Thiosulfonat
Die Datengrundlage stellten die Daten aus der MLP dar, die monatlich vom LKV Bayern
erhoben wurden. Die erhobenen Daten konnten retrospektiv fur die Auswertung verwendet
werden. Fur beide Betriebe lagen die Daten zur MLP der Jahre 2021 und 2022 vor, sowie
die einmal jahrlich erfassten Stichtagsdaten der Jahre 2021 und 2022.

Die Datenerhebung erfolgte auf Einzeltierebene, diese sind in Tabelle 8 zusammengefasst.
Am okologischen Betrieb wurden 20 Milchkihe und am konventionellen Betrieb wurden
Daten von 18 Milchkiihen zur MLP retrospektiv und laktationsvergleichend ausgewertet.

So wurde von jeder Kuh die letzte PM vor dem Trockenstellen vor der Laktation 2021 und
2022 als auch die ersten drei Probemelkungen in der Laktation 2021 und 2022 analysiert.
Bei neun Tieren des konventionellen Betriebes gab es keine letzte PM vor dem TS 2021,
da diese Tiere zu dem genannten Zeitpunkt hochtragende Kalbinnen waren. Dementspre-
chend hatten diese neun Tiere in ihrem Leben erst eine Trockenstehperiode, die sich zwi-
schen ihrer 1. und 2. Laktation erstreckte. Daher konnten sie bei der Auswertung des
Infektionsgeschehens Uber die Trockenstehperiode nicht bertcksichtigt werden.
Zusatzlich wurden auf beiden Betrieben Daten auf Einzeltierebene generiert. Diese umfasst
ein Euterscoring um den 7. Laktationstag jeder Milchkuh. Die Erkrankungen, sowie das Tro-
ckenstellmanagement in der Laktation 2021 und Laktation 2022 fiir die ausgewerteten Tiere
wurde von den Betrieben dokumentiert und abgefragt. Um erste Einblicke zu bekommen
wurde nur am konventionellen Betrieb bei einer geringen Stichprobe eine 16S rRNA Se-
quenzierung durchgefthrt. Fir die vorliegende Auswertung wurden die Daten codiert und
anonymisiert. Ein Uberblick tiber die erhobenen Daten ist in Tabelle 8 dargestellt.
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Tabelle 8 Uberblick liber die erfassten Daten der Tiere und Betriebe

Individuelle Kuhdaten

Laktationsnummer Dokumentation
Laktationstag aus jeder Probemelkung
Milchmenge in kg aus jeder Probemelkung
Fettin % aus jeder Probemelkung
Eiweild in % aus jeder Probemelkung
Zellzahl in 1000 / ml aus jeder Probemelkung
Trockenstellmanagement Dokumentation
100 Tage Leistung in aktuellgr und vorangegange- Berechnung aus jeder Probemelkung
ner Laktation
Erfasste Erkrankungen in aktueller und vorangegangener Laktation
Mastitis Dokumentation
Untersuchungen

Zeitpunkt 1) 21d vor TS

Zyto - Bakteriologische Milchuntersuchungen Zeitpunkt 2)  7d p.p.

Euterscoring Zeitpunkt: £ 7. p.p.

Individuelle Zusatzparameter

16S rRNA Sequenzierung Betrieb Konventionell

TS, Trockenstellen; p.p., post partum

4.3 Datenbearbeitung und Berechnung ausgewahliter Parameter

Die monatlichen Daten der MLP der Laktationen 2021 und 2022 sowie der Jahres-Stich-
tagsdaten des Jahres 2021 des LKV lagen in Excel vor. Die dokumentierten Daten aus dem
Euterscoring, die Ergebnisse aus den Viertelgemelksproben, sowie die Angaben zum Ma-
nagement und den Behandlungen wurden ebenfalls in Excel konvertiert. Die Zusammen-
fassung und Bereinigung der Daten erfolgte mit dem Programm Excel Microsoft Office
Professional Plus 2016 (Microsoft Corporation, Redmond, Washington).

4.3.1 Parameter zur Evaluation der Eutergesundheit um die
Trockenstehphase und wahrend der Laktation

Insgesamt wurden auf beiden Betrieben insgesamt n = 286 Probemelkungen von allen be-
obachteten Tieren ausgewertet. Fir die Darstellung der Zellzahlverlaufe wahrend der
Laktation wurden zusatzlich einmalig noch die 4. und 5. PM (n = 152) aller beobachteten
Tiere in der Laktation 2021 und 2022 ausgewertet und dargestellt.

4.3.1.1 Definitionen und Kennzahlen in der Eutergesundheit

Zur Beurteilung des Infektionsgeschehens innerhalb der Trockenstehphase lassen sich die
Tiere anhand der letzten PM vor dem Trockenstellen und der ersten PM in der darauffol-
genden Laktation in folgende Kategorien einteilen (siehe Abbildung 6).
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Die neuinfizierten Tiere in der Trockenstehphase beschreibt Tiere mit einem Zell-
gehalt > 100.000 Z/ml Milch in der ersten PM nach der Kalbung und einem Zellgeh-
alt £100.000 Z/ml Milch zum Trockenstellen.

Die ausgeheilten Tiere in der Trockenstehphase beschreibt Tiere mit einem Zell-
gehalt = 100.000 Z/ml Milch in der ersten PM nach der Kalbung und einem Zellgeh-
alt > 100.000 Z/ml Milch zum Trockenstellen.

Die eutergesund gebliebenen Tiere in der Trockenstehphase beschreibt Tiere mit
einem Zellgehalt < 100.000 Z/ml Milch in der ersten PM nach der Kalbung und ei-
nem Zellgehalt < 100.000 Z/ml Milch zum Trockenstellen.

Die Kennzahl chronisch kranken Tiere in der Trockenstehphase beschreibt Tiere mit
einem Zellgehalt > 100.000 Z/ml Milch in der ersten PM nach der Kalbung und ei-
nem Zellgehalt > 100.000 Z/ml Milch zum Trockenstellen.

> 1000

Neuinfiziert Chronisch

100

Zellzahlen 1000/ml nach Kalbung

Eutergesund Ausgeheilt

10
10 100 > 1000

Zellzahlen 1000/mlvor Kalbung

Abbildung 6 Uberblick (iber die Kategorien zur Beurteilung des Infektionsgeschehens iiber die Trocken-
stehphase modifiziert nach Zeiler und Bechter (2019)

Entsprechend der Richtlinie 2.0: ,Definition und Berechnung von Kennzahlen und zugeho-
rigen Vergleichswerten zur Durchfihrung der betrieblichen Eigenkontrolle und des nationa-
len Tierwohlmonitorings®, herausgegeben durch den DLQ (2020), wurden folgende
Kennzahlen mithilfe der Ergebnisse aus den Milchleistungsprufungen des jeweiligen Pruf-
zeitraumes berechnet.
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- Neuinfektionsrate in der Trockenstehphase (absolut, %)
Die Kennzahl Neuinfektionsrate in der Trockenstehphase beschreibt den Anteil der
Tiere mit einem Zellgehalt > 100.000 Z/ml Milch in der ersten PM nach der Kalbung
an allen Tieren, die mit einem Zellgehalt < 100.000 Z/ml Milch trockengestellt wur-
den.

- Heilungsrate in der Trockenstehperiode (absolut, %)
Die Kennzahl Heilungsrate in der Trockenstehphase beschreibt den Anteil der Tiere
mit einem Zellgehalt < 100.000 Z/ml Milch in der ersten PM nach der Kalbung an
allen Tieren, die mit einem Zellgehalt > 100.000 Z/ml Milch trockengestellt wurden.

- Neuinfektionsrate in der Laktation (absolut, %)*
Die Kennzahl Neuinfektionsrate in der Laktation beschreibt den Anteil der Tiere mit
einem Zellgehalt > 100.000 Z/ml Milch in der aktuellen PM an allen Tieren mit einem
Zellgehalt < 100.000 Z/ml Milch in der vorherigen PM.

- Anteil eutergesunder Tiere in der Laktation (absolut, %)*
Die Kennzahl Anteil der eutergesunden Tiere beschreibt den Anteil der Tiere mit
einem Zellgehalt < 100.000 Z/ml Milch an allen laktierenden Tieren in der aktuellen
PM.

- Anteil Tiere mit dtl. erhdhtem Zellgehalt in der Laktation (absolut, %)*
Die Kennzahl Anteil der Tiere mit einem deutlich erhéhten Milchzellgehalt bezeich-
net die Tiere mit einem Zellgehalt > 400.000 Z/ml Milch an allen laktierenden Tieren
in der aktuellen PM.

- Anteil chronisch kranker Tiere in der Laktation (absolut, %)
Die Kennzahl Anteil chronisch euterkranker Tiere mit schlechten Heilungsaussich-
ten beschreibt den Anteil der Tiere, die jeweils einen Zellgehalt > 700.000 Z/ml
Milch in den vergangenen drei aufeinanderfolgenden Probemelkungen aufweisen,
an allen aktuell laktierenden Tieren.

Darliber hinaus wurde eine weitere Kennzahl eingeflihrt und berechnet:

- Anteil Tiere mit erhdhtem Zellgehalt in der Laktation (absolut, %)*
Die Kennzahl Anteil der Tiere mit einem erh6hten Milchzellgehalt bezeichnet die
Tiere mit einem Zellgehalt > 100.000 Z/ml und < 400.000 Z/ml Milch an allen laktie-
renden Tieren in der aktuellen PM.

* Da bei den ausgewerteten Tieren mehrere Probemelkungen wahrend der Laktation im
Beobachtungszeitraum vorhanden sind, wurde sowohl die Entwicklung der Kennzahlen fiir
die 1. PM zur 2. PM als auch die Entwicklung von der 2. PM zur 3. PM ermittelt und daraus
der Durchschnitt gebildet.

4.3.1.2 Inzidenz und Behandlung von Mastitiden in den ersten 100 Laktationstagen

Es wird zwischen Inzidenz, also das Auftreten von Neuinfektionen wahrend der Laktation
als auch der Pravalenz, die die Anzahl an Krankheitsfallen darstellt, unterschieden (Weifl}
2019).
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Die Inzidenz beschreibt im allgemeinen Anderungen Uber einen langeren Zeitraum und
kann folglich als Neuerkrankungsrate bezeichnet werden. Bei der kumulativen Inzidenz
handelt es sich um die Wahrscheinlichkeit flir ein beliebiges Tier wahrend des Beobach-
tungszeitraums zu erkranken. Die kumulative Inzidenz (/nK) bezieht sich nur auf Erkran-
kungen, die wahrend dem Beobachtungszeitraum maximal einmal pro Tier auftreten. Die
Krankheitsdauer bleibt unberiicksichtigt. Seien Ny die Grélze der Population und / die An-
zahl der Neuerkrankungen (Inzidenzfalle), dann gilt die Berechnung nach Formel 1 (Weil}
2019).

Formel 1 Die Berechnung von Inzidenzen

InkK = — (Weif 2019)
No

Anzahl an alternativen Mastitiserstversorgungen und Behandlungen mit Antibiotika (abso-
lut)

Die Behandlungen wurden von den Landwirten dokumentiert und ausgewertet. Eine wei-
terfiUhrende Kategorisierung hinsichtlich der Art und des Schweregrades der Mastitis wurde
nicht durchgefihrt.

4.3.1.3 Zyto - bakteriologische Untersuchungen (BU) zu zwei Zeitpunkten (21 Tage
vor dem Trockenstellen, £ 7. Laktationstag)

Auf Basis der Ergebnisse der bakteriologischen Untersuchung wurden die Ergebnisse
,ohne besonderen Befund“ (0.b.B.) und ,aseptisch" als ,negativ" zusammengefasst. Im An-
schluss wurden die Befunde auf Viertelebene anhand ihrer bakteriologischen und zytologi-
schen Befunde evaluiert und in eine der vier Kategorien eingeteilt. So konnten die Viertel
eine normale Sekretion, eine latente Infektion, eine unspezifische oder eine Mastitis auf-
weisen. Detailliertere Informationen bezuglich der Probenentnahme und Evaluation sind
aus dem Material und Methodenteil der Publikation zu entnehmen.

DarlUber hinaus wurde bei bakteriologisch positiven Vierteln, d.h. Viertel mit latenter Infek-
tion oder Mastitis, ermittelt, ob es sich um eine persistente Infektion (Pl) oder eine Neuin-
fektion (NI) handelt. Eine NI lag vor, wenn in der 2. bakteriologischen Untersuchung (BU)
(£ 7.LT) ein Erreger kultiviert wurde, der in der 1. BU (21d vor TS) noch nicht vorhanden
war. Das Viertel kann dabei auch erregerfrei (negativ) gewesen sein. Umgekehrt wurde
eine persistierende Infektion festgestellt, wenn dieselbe Erregerart sowohl in der 1. BU als
auch in 2. BU nachgewiesen wurde.

Zusatzlich wurde die bakteriologische und zytologische Heilungsrate der Euterviertel Uber
die Trockenstehperiode untersucht. Eine bakteriologische Heilung lag vor, wenn der Erre-
ger aus der 1.BU in der 2. BU nicht mehr nachweisbar war. Bei der zytologischen Heilung
nahm die Zellzahl von tber 100.000 Z/ml in der 1.BU auf unter 100.000 Z/ml in der 2.BU
ab.
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4.3.2 Parameter Milchleistung

Zudem wurden aus den monatlichen Milchleistungsprifungen die 700 Tage Leistung (kg)
mittels der ICAR Methode (https://www.icar.org/) berechnet:

Die Berechnung der 100 Tage Leistung erfolgt in Bayern nur fir die Erstlaktierenden (per-
sonliche Mitteilung Dr. Kammer, 26.01.2022). Die Berechnung der 100 Tage Leistung er-
folgt mittels der definierten Test Intervallmethode nach Sargent (1968), diese ist in Formel
2 dargestellt.

Formel 2 Berechnung der kumulativen Milchleistung

M M
MY = IgMy + I x S22 gy o B2 g Ot tMo) gy

MY = milk yield, Milchleistung

M1, Mz, My = sind das auf eine Dezimalstelle gerundete Gewicht der gemolkenen Milch in den 24 Stunden

des FErfassungstages.
11, I, In-1 = sind die Intervalle in Tagen zwischen den Aufzeichnungsdaten.

lo = Intervall in Tagen zwischen dem Datum des Laktationsbeginns und dem Datum der ersten Aufzeich-
nung.

In = Intervall in Tagen zwischen dem letzten Aufzeichnungsdatum und dem Ende der Laktationsperiode.

Um eine detailliertere Vergleichbarkeit der Tiere in beiden Laktationen zu bekommen,
wurde fur alle Tiere in der Laktation 2021 und 2022 die 100 Tage Leistungen berechnet.
Die 100 Tage Leistung ist in diesem Fall der 305 Tage Leistung vorzuziehen, da mit dem
100. LT der Beobachtungszeitraum der Tiere endete und dadurch moglicherweise bessere
Aussagen im Hinblick auf die Wirkung der Produkte gemacht werden kénnen.
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4.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit IBM ® SPSS Statistics (IBM Deutschland GmbH,
Ehningen, Deutschland). Abhangig von den Eigenschaften der Variablen (metrisch, ordinal
oder nominal) wurden spezifische statistische Testverfahren ausgewahlt, um Lage und Ver-
teilung der Daten zwischen diesen Variablen zu untersuchen. Bei zwei Datensatzen, den
Zellzahlverlaufen und der Erregerverteilung, wurde eine rein deskriptive Auswertung durch-
geflhrt und u.a. in Form von Boxplots dargestellt.

Um Unterschiede in der prozentualen Veranderung der 100 Tage Leistung zwischen den
Laktationsnummern nachzuweisen wurde der Kruskal-Wallis-Test fir mehrere unabhan-
gige Stichproben fir nicht normalverteilte Daten mit anschlieRenden Mann-Whitney-U-
Tests bei unabhangigen Stichproben zum paarweisen Vergleich unter Nutzung der Bonfer-
roni-Korrektur verwendet. Bei den Unterschieden in der prozentualen Veranderung der 100
Tage Leistung zwischen den behandelten und unbehandelten Tieren wurde der Mann-Whit-
ney-U-Test fir zwei unabhangigen Stichproben durchgefiihrt. Um auf Unterschiede in ka-
tegorischen Variablen zwischen den Laktationen 2021 und 2022 zu untersuchen, wurde der
Exakte Fisher Test fir zwei oder mehr unabhangige Stichproben errechnet. So fand der
Exakte Fisher Test Anwendung bei der Neuinfektionsrate und der Heilungsrate sowohl in
der Trockenstehperiode als auch in der Laktation, der Zellzahlverteilung in den ersten drei
Probemelkungen, der Klassifizierung der Eutergesundheit und der Inzidenz von Mastitiden.

Des Weiteren wurden Unabhangigkeiten zwischen den beiden Haltungsformen konventio-
nell und ékologisch in den Bereichen bakteriologische und zytologische Heilung, dem Hy-
gienescoring und der palpatorischen Untersuchung mittels Exaktem Fisher Test gepruift.

Darlber hinaus wurden Unabhangigkeiten im Infektionsgeschehen in der Trockenstehperi-
ode 2022 zwischen Tieren mit unterschiedlichen Anzahlen an Mastitisbehandlungen in den
Vorlaktationen ebenfalls mittels Exaktem Fisher Test gepruift.

Im Themengebiet des Tiergesundheitsmonitoring wurden die Unabhangigkeit in der Zell-
zahl bei Tieren mit und ohne Euterédem und bei Tieren mit und ohne tiefhangendem Euter
und dem Hygienescore mittels Exaktem Fisher Test getestet.

Alle p-Werten unter 0,05 wurden als signifikant betrachtet.
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5.1 Milchleistung

Verglich man die 100 Tageleistung von 2021 mit 2022, konnten alle ausgewerteten Tiere
(n = 18) im Durchschnitt um + 15,0% zulegen (Tabelle A1). Die prozentuale Veranderung
der 100 Tage Leistung unterschied sich statistisch signifikant zwischen den Laktationsnum-
mern der Kiihe (Kruskal - Wallis - H = 12,673; p < 0,001). Der anschlieRend durchgefiihrte
Mann - Whitney - U Test mit der Korrektur nach Bonferroni zeigte, dass sich sowohl die
4. Laktationsnummer (z = 2.684; p = 0,04) und 5. Laktationsnummer (z = 2,907; p = 0,02)
von der 2. Laktationsnummer signifikant unterschieden. Man kann annehmen, dass die pro-
zentualen Veranderungen in der 100 Tage Leistung vor allem der starken Zunahme der
Milchleistung in der 2. Laktation geschuldet sind (im Median + 32,5%). Bei Tieren mit mehr
als 4 Laktationen (im Median: 4. Laktation, - 11,1%; = 5. Laktation, - 2,6%) reduzierte sich
die 100 Tage Leistung (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7 Prozentuale Veranderung der 100 Tage Leistung im Vergleich zur Vorlaktation des konventionellen
Betriebes nach Laktationen sortiert.

Betrachtete man die prozentualen Veranderungen der 100 Tage Leistung nicht anhand der
Laktationsnummern, sondern ob die Tiere in der Laktation 2022 behandelt wurden, ergaben
sich folgende Ergebnisse (Abbildung 8).
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Tiere mit einer Behandlung in den ersten 100 Laktationstagen hatten geringere prozentuale
Veranderungen (Median 7,4%, n = 10), als Tiere ohne eine Behandlung (Median 18,2%,
n = 8). Dennoch wiesen behandelte Tiere im Vergleich zu unbehandelten Tieren in der
Laktation 2022 keine statistisch signifikanten Unterschiede in der prozentualen Verande-
rung in der 100 Tage Leistung auf (Konv: exakter Mann-Whitney-U-Test: U = 30,500,
p = 0,41). Die auftretenden Krankheiten, die am konventionellen Betrieb in der Laktation
2022 zur Behandlung gefiihrt hatten, waren tUberwiegend Mastitiden gefolgt von Gebarmut-
terentziindungen und Ketosen.
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Abbildung 8 Prozentuale Veranderung der 100 Tage Leistung im Vergleich zur Vorlaktation des konventionellen
Betriebs nach Behandlungen sortiert
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Im Gegensatz zum konventionellen Betrieb konnte am 6kologischen Betrieb keine durch-
schnittliche Steigerung der 100 Tage Leistung beobachtet werden (- 8,0%; Tabelle A2). Die
ausgewerteten Kihe am 0Okologischen Betrieb waren deutlich alter (durchschnittlich 4,9
Laktationen, Abbildung 3) als jene am konventionellen Betrieb (3,4 Laktationen; Abbildung
2), sodass eine Veranderung der 100 Tage Leistung nicht zu erwarten war. Die Laktations-
nummer der Tiere schien also keinen Einfluss zu haben (p = 0,93) (Abbildung 9).
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Abbildung 9 Prozentuale Veranderung der 100 Tage Leistung im Vergleich zur Vorlaktation des 6kologischen
Betriebes nach Laktationen sortiert

In Abbildung 10 sind die prozentualen Veranderungen der 100 Tage Leistung nicht anhand
der Laktationsnummern dargestellt, sondern ob die Tiere in der Laktation 2022 behandelt
wurden. Behandelte Tiere in der Laktation 2022 wiesen keine statistisch signifikanten Un-
terschiede in der prozentualen Veranderung in der 100 Tage Leistung auf im Vergleich zu
unbehandelten Tieren (Oko: exakter Mann-Whitney-U-Test: U = 45,000; p = 0,71). Die auf-
tretenden Krankheiten, die am 6kologischen Betrieb zur Behandlung geflihrt hatten, waren
Uberwiegend Mastitiden, gefolgt von Hypokalzamie und Nachgeburtsverhaltungen.
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Abbildung 10 Prozentuale Veranderung der 100 Tage Leistung im Vergleich zur Vorlaktation des 6kologischen
Betriebs nach Behandlungen sortiert

5.2 Eutergesundheit

Die Ergebnisse im Bereich der Eutergesundheit wurden zwischen den Zeitpunkten in der
Trockenstehperiode und in der Laktation gesondert betrachtet.

5.2.1 Entwicklung und Beurteilung der Eutergesundheit in der
Trockenstehperiode

Anhand der vorliegenden Betriebsdaten zum Zeitpunkt des Trockenstellens wurde analy-
siert, welche Kriterien auf Herdenebene bei den jeweilig aufgeflihrten Konzepten zum se-
lektiven Trockenstellen von beiden Betrieben erfiillt wurden (siehe Tabelle 9).
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Tabelle 9 Auswertung der betrieblich getrennten Beurteilungskriterien fur die verschiedenen Konzepte zum se-
lektiven Trockenstellen

Trockenstellprogramm Betrieb , Betrieb
prog Konventionell Okologisch
RAST (TGD, LMU, LfL, 2020) ( % CV)
STAR (TGD Bayern, Merkblatt 2021) ( % (-)
Selektives Trockenstellen in Milchviehbe- "'" (",
trieben (tho Seeth et al. 2014) » =

Der 6kologische Betrieb war auf Grund seiner guten Eutergesundheit auf Herdenebene fir
die meisten Konzepte zum selektiven Trockenstellen grundsatzlich geeignet. Dennoch
stellte der Nachweis des Kuh-assoziierten Erregers S. aureus flir die Vorgehensweise beim
selektiven Trockenstellen nach STAR und tho Seeth et al. (2014) einen potenziellen Hinde-
rungsgrund dar. Der konventionelle Betrieb hingegen war auf Herdenebene laut den drei
vorgestellten Konzepten zum selektiven Trockenstellen grundsatzlich nicht geeignet. Die
Grunde hierflr waren die zu hohe Neuinfektionsrate in Kombination mit einer zu geringen
Ausheilungsrate. AuRerdem lag die Herdensammelmilchzellzahl in 4 von 5 PM vor dem
Trockenstellen tGber dem Grenzwert von 200.000 Z/ml. Wie sich bei der Beurteilung der
Betriebskennzahlen 2021 (Tabelle 5) bereits andeutete, zeigte sich hier nochmal deutlicher,
dass der konventionelle Betrieb Uiber eine beobachtungswiirdige Eutergesundheit verfligte.
Dennoch wurde auf einen antibiotischen Trockensteller bei den ausgewerteten Tieren ver-
zichtet.

Kennzahlen zur Beurteilung der Eutergesundheit wahrend der Trockenstehphase

Im Folgenden wurden die wichtigsten Kennzahlen zur Beurteilung der Eutergesundheit in
der Trockenstehperiode fiir beide Betriebe getrennt in Tabelle 10 und Tabelle 11 zusam-
mengefasst.

Wahrend der Trockenstehphase zeigte sich auf beiden Betrieben eine Zunahme der Neu-
infektionsrate (konventionell: p = 0,49; 6kologisch: p = 1) und eine Abnahme der Heilungs-
rate (konventionell: p = 0,45; dkologisch: p = 0,20). Vor allem im konventionelle Betrieb war
eine sehr starke Zunahme der Neuinfektionsrate wahrend der Trockenstehphase zu ver-
zeichnen.

Tabelle 10 Kennzahlen zur Beurteilung der Eutergesundheit in der Trockenstehperiode 2021 und 2022 fiir den
konventionellen Betrieb

Kennzahlen in _der Infektionsgeschehen TS | Infektionsgeschehen TS Ko?vl;ffrgzgiell
Trockenstehperiode 2021 (n=9) 2022 (n = 9) 2022/ 2021
Neuinfektionsrate 33,0%(1/3) 75,0% (3/4) +42,0%
Heilungsrate 33,0% (2/6) 0,0% (0/5) - 33,0%

(FETT) = die fett gedruckten Zahlen geben die absoluten Zahlen wieder; TS, Trockenstehperiode
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Tabelle 11 Kennzahlen zur Beurteilung der Eutergesundheit in der Trockenstehperiode 2021 und 2022 fiir den
Okologischen Betrieb

Kennzahlen in Qer Infektionsgeschehen TS | Infektionsgeschehen TS O'DkIZirgeiggh

Trockenstehperiode 2021 (n = 20) 2022 (n = 20) 2022 / 2021
Neuinfektionsrate 12,5% (1/8) 18,2% (2/11) +5,7%
Heilungsrate 66,7% (8/12) 33,3% (3/9) - 33,4%

(FETT) = die fett gedruckten Zahlen geben die absoluten Zahlen wieder; TS, Trockenstehperiode

In der Abbildung 11 dargestellt sind die 38 Tiere aus beiden Betrieben sortiert nach der
Anzahl ihrer Mastitisbehandlungen (MB) aus den Vorlaktationen. Die Anzahl an Mastitisbe-
handlungen in den Vorlaktationen der Kiihe unterschieden sich statistisch signifikant vom
Infektionsgeschehen Uber die Trockenstehperiode 2022 (Exakter Fisher Test = 15,891;
p = 0,02). Es kann von einem signifikanten Zusammenhang zwischen der Anzahl an Masti-
tisvorbehandlungen und dem Infektionsgeschehen Uber die Trockenstehperiode ausgegan-
gen werden. Es wurde deutlich, dass je mehr Behandlungen die Tiere in der Vorlaktation
hatten, umso héher war der Anteil an chronisch kranken und neuinfizierten Tieren.

Somit waren Tiere mit mehr Mastitisvorbehandlungen weniger haufig Gber die Trockensteh-
periode eutergesund oder ausgeheilt.
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Abbildung 11 Verteilung der Tiere des konventionellen und 6kologischen Betriebes (gemeinsam dargestellt)
anhand des Infektionsgeschehens in der Trockenstehphase 2022 nach den Mastitisbehandlungen aus den Vor-
laktationen

Zellzahlverlaufe um die Trockenstehphase

Die Zellzahlverlaufe um die Trockenstehphase sind anhand der Probemelkungen der aus-
gewerteten Tiere fur beide Betriebe getrennt in der Abbildung 12 bzw. Abbildung 13 darge-
stellt. Die deskriptive Analyse ist in der Tabelle A3 im Anhang abgebildet.

Vergleicht man den Zellzahlverlauf beider Laktationen am konventionellen Betrieb so zeigte
sich, dass in beiden Laktationen ein Zellzahlanstieg nach dem Abkalben zu verzeichnen
war. Jedoch war dieser Anstieg 2022 deutlicher als 2021, wobei 2022 die Tiere bereits mit
einer deutlich hdheren Zellzahl trockengestellt wurden. Nach der Abkalbung hatten sie ei-
nen Zellzahlmedian von rund 400.000 Z/ml in der Laktation 2022. In dieser Auswertung am
konventionellen Betrieb konnten nur neun Tiere miteinbezogen werden. Bei den fehlenden
neun Tieren gab es keine letzte PM vor dem TS 2021, da diese Tiere zu dem genannten
Zeitpunkt hochtragende Kalbinnen waren. Dementsprechend hatten diese neun Tiere in
ihrem Leben erst eine Trockenstehperiode, die sich zwischen ihrer 1. und 2. Laktation er-
streckte. Daher konnten sie bei der Auswertung des Infektionsgeschehens Uber die Tro-
ckenstehperiode nicht bertcksichtigt werden.
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Abbildung 12 Zellzahlverlauf vor dem Trockenstellen und in der darauf folgenden Friihlaktation in den Jahren

2021 und 2022 beim konventionellen Betrieb
n, Anzahl Tiere; PM, Probemelkung; TS, Trockenstellen; 2. Produkteingabe, AHV Extra und Aspi

Im 6kologischen Betrieb konnte 2021 als auch 2022 wahrend der Trockenstehperiode eine
Zellzahlreduktion beobachtet werden, wobei das Niveau 2022 héher war als 2021. In der
Laktation waren deutliche Unterschiede zu erkennen, wahrend 2021 das Zellzahl Niveau
konstant niedrig war, schwankte der Zellzahl Verlauf 2022.

(n=20)

600

500
— (0]
£ 400 g
~ - 2
© & q_’
F 300 3 g x
£ © o
s x )
8 200 =
o N
N

100 = . 9 .
| = ==

-

Letzte PM Letzte PM 1. PM 1. PM 2. PM 2. PM 3. PM 3. PM
vor TS vor TS 2021 2022 2021 2022 2021 2022

2021 2022

Probemelkungenim zeitlichen Verlauf

Abbildung 13 Zellzahlverlauf vor dem Trockenstellen und in der darauf folgenden Frihlaktation in den Jahren

2021 und 2022 beim 6kologischen Betrieb
n, Anzahl Tiere; PM, Probemelkung; TS, Trockenstellen; 2. Produkteingabe, AHV Extra und Aspi
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Zyto - bakteriologische Milchprobenuntersuchungen

Eine detaillierte Verteilung der Pathogene in den zyto - bakteriologischen Milchprobenun-
tersuchungen ist fiir beide Betriebe getrennt in Tabelle 12 und Tabelle 13 abgebildet.

Am konventionellen Betrieb wurden 18 Tiere mit insgesamt 70 laktierenden Vierteln zu zwei
Zeitpunkten beprobt. Zum Zeitpunkt 21 Tage vor dem Trockenstellen (1. BU) wurden ins-
gesamt 28,6% (n = 20) Viertel mit pathogenen Mastitiserregern detektiert, darlber hinaus
wurden 50 Viertel (71,4%) als negativ eingestuft. Nach der Trockenstehperiode wurden die
Tiere um den 7. LT (2. BU) erneut beprobt. Hierbei wurde bei insgesamt 16 (22,9%) der 70
Viertel ein mastitispathogener Erreger nachgewiesen. Die restlichen Viertel waren negativ
(77,1%). Die Erregerverteilung zu beiden Zeitpunkten unterschied sich kaum, so machten
die Viertel mit KNS (1. BU 14,3%, 2. BU 10,0%) den zweitgrofRten Anteil aus, gefolgt von
Corynebacterium bovis (C. bovis) (1. BU 11,4%, 2. BU 10,0%) und Sc. uberis (1. BU 2,9%,
2.BU 2,9%). Die Befunde KNS und C. bovis sind als minor pathogene Keime einzuschatzen
und weniger bedrohlich fur die Eutergesundheit als der major pathogene Keim Sc. uberis.
Obwohl wie aus Tabelle 12 zu entnehmen ein Grofteil (n = 50) der Befunde der Viertel
.negativ’ waren, lag dennoch unter dem Einbezug der Zellzahl der Anteil an Vierteln mit
normaler Sekretion darunter (52,9%). Méglicherweise konnte in den 13 Vierteln mit unspe-
zifischer Mastitis (18,6%) keine Erreger (mehr) nachgewiesen werden oder es kamen an-
dere Grinde fur eine Zellzahlerhéhung in Betracht, wie z.B.: Stress oder Futterumstellung
(siehe Abbildung 14).

Tabelle 12 Detektierte Pathogene aus den Viertelgemelksproben in der 1. und 2. BU am konventionellen Betrieb

n Zahl (%) der isolierten Pathogene

1. BU (21d vor

Pathogen TS) 2.BU (£ 7.LT) Pl NI2
Streptokokkus uberis 2 (2,9%) 2 (2,9%) 0 (0,0%) 2 (100,0%)
KNS 10 (14,3%) 7 (10,0%) 0 (0,0%) 7 (100,0%)
Straphylokokkus aureus 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0(0,0%) 0 (0,0%)
Coliforme 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Corynebacterium bovis 8 (11,4%) 7 (10,0%) 2 (28,6%) 5(71,4%)
Enterokokkus spp. 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Summe positiver Befunde 20 (28,6%) 16 (22,9%) 2 (12,5%) 14 (87,5%)
Negativ 50 (71,4%) 54 (77,1%)

BU, zyto - bakteriologische Untersuchung, TS, Trockenstehperiode, ' Persistierende Infektionen wurden defi-
niert als eine intramammaére Infektion mit der gleichen Erregerart/Gattung in 1.BU und 2.BU 2 Neuinfektionen
wurden definiert als eine intramammare Infektion mit einer anderen Erregerspezies/-gattung bei 1.BU als
2.BU; KNS, Koagulase negative Staphylokokken
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Um einen noch detaillierteren Einblick in die Eutergesundheit der Milchkiihe zu bekommen,
wurde bei einer geringen Stichprobe (n = 8 Kihe) am konventionellen Betrieb zusatzlich
eine 16S rRNA Sequenzierung um den 7.LT durchgeflhrt. Flr die Proben wurden ein Tup-
fer aus dem Strichkanal und eine steril gewonnene Milchprobe aus der Euterzisterne jedes
Viertels entnommen. Die Ergebnisse wurden dann im Kontext zu den zyto - bakteriologi-
schen Milchprobenuntersuchungen, die mittels konventioneller Kultur angezichtet wurden,
und den tierindividuellen Informationen aus dem Euterscoring ausgewertet. Weitere aus-
fuhrliche Informationen sind in der Publikation verfugbar.

Klassifizierung der Eutergesundheit

Im Folgenden sind die Ergebnisse der beiden zyto - bakteriologischen Untersuchungen der
Milchproben nach den DVG Leitlinien anhand ihrer Eutergesundheit klassifiziert worden.
Bei der 1. BU und 2. BU wiesen am konventionellen Betrieb 52,9% (n = 37) von den 70
untersuchten Vierteln eine normale Sekretion auf. Der prozentuale Anteil an Vierteln mit
einer latenten Infektion sank von 17,1% (n = 12) auf 7,1% (n = 5) ab. Wohingegen der pro-
zentuale Anteil an Viertel mit einer unspezifischen Mastitis und einer Mastitis anstiegen
(siehe Abbildung 14), was auf eine Abnahme der Eutergesundheit nach dem Trockenstellen
und in der kritischen peripartalen Phase hindeutete (p = 0,29).
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Abbildung 14 Klassifizierung der untersuchten Euterviertel in die verschiedenen Kategorien der Eutergesundheit
am konventionellen Betrieb
BU, zyto - bakteriologische Untersuchung, TS, Trockenstehperiode; LT, Laktationstag

Am o6kologischen Betrieb wurden 20 Tiere mit insgesamt 80 laktierenden Vierteln zu zwei
Zeitpunkten beprobt. Ein Grofteil der Viertel wurde als negativ befundet (1.BU 93,8%, 2.BU
85,0%). Den zweitgréften Anteil in der 1. BU machten die Viertel mit KNS (n = 3) aus, ge-
folgt von S. aureus (n = 2), der als major pathogen und hoch kontagioéser Keim gilt. Nach
dem Abkalben nahm das Keimspektrum des 6kologischen Betriebes bei der zweiten bak-
teriologischen Untersuchung zu.
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Der Anteil an Vierteln mit major pathogenen Umweltkeimen erweiterte sich um die Keime
Coliforme (n = 1), Enterokokken (n = 1) und Sc. uberis (n = 1), auch wenn sie prozentual
gesehen nur einen kleinen Anteil ausmachten (siehe Tabelle 13).

Tabelle 13 Detektierte Pathogene aus den Viertelgemelksproben in der 1. und 2. BU am 6kologischen Betrieb

n Zahl (%) der isolierten Pathogene

Pathogen (21o1| 'v?)lroS) (12 }E.BLL#) Pr’ NP
Streptokokkus uberis 0 (0,0%) 1(1,3%) 0(0,0%) 1(100,0%)
KNS 3 (3,8%) 3 (3,8%) 0 (0,0%) 3 (100,0%)
Straphylokokkus aureus 2 (2,5%) 2 (2,5%) 1 (50,0%) 1(50,0%)
Coliforme 0 (0,0%) 1(1,3%) 0 (0,0%) 1(100,0%)
Corynebacterium bovis 0 (0,0%) 4 (5,0%) 0 (0,0%) 4 (100,0%)
Enterokokkus spp. 0 (0,0%) 1(1,3%) 0(0,0%) 1(100,0%)
Summe positiver Befunde 5 (6,3%) 12 (15,0%) 1(8,3%) 11 (91,7%)
Negativ 75 (93,8%) 68 (85,0%)

BU, zyto - bakteriologische Untersuchung, TS, Trockenstehperiode, ' Persistierende Infektionen wurden defi-
niert als eine intramammare Infektion mit der gleichen Erregerart/Gattung in 1.BU und 2.BU 2 Neuinfektionen
wurden definiert als eine intramammare Infektion mit einer anderen Erregerspezies/-gattung bei 1.BU als 2.BU;
KNS, Koagulase negative Staphylokokken

In Abbildung 15 sind die Ergebnisse der beiden zyto - bakteriologischen Untersuchungen
der Milchproben nach den DVG Leitlinien anhand ihrer Eutergesundheit klassifiziert wor-
den. Die Klassifizierung der Eutergesundheit zwischen den beiden Untersuchungszeitpunk-
ten weichen am dkologischen Betrieb statistisch signifikant voneinander ab (Exakter Fisher
Test = 23,168; p < 0,01). Wahrend sich die Viertel mit unspezifischer Mastitis wahrend der
Trockenstehzeit deutlich reduzierten, kam es zu einem Anstieg der eutergesunden Viertel
mit normaler Sekretion in der zweiten zyto - bakteriologischen Untersuchung (70,0%). M6g-
licherweise konnten einige Erreger in den Vierteln Uber die Trockenstehphase ausgeheilt
werden und diese zeigten wieder eine normale Sekretion. Im scheinbaren Widerspruch
dazu stand eine Verdoppelung der Anzahl an Mastitis positiven Vierteln (1. BU 3,8%, 2. BU
8,8%). Sie deckte sich jedoch mit der Zunahme an den gefundenen major pathogenen
Mastitiserregern in der zweiten BU, da diese in der Regel eine hoéhere Virulenz als minor
pathogene Erreger besitzen und zu deutlicheren Mastitissymptomen wie Zellzahlerhéhun-
gen flhren konnen (siehe Tabelle 13).
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Abbildung 15 Klassifizierung der untersuchten Euterviertel in die verschiedenen Kategorien der Eutergesundheit
am okologischen Betrieb

Bakteriologische und zytologische Heilung

In Tabelle 14 und Tabelle 15 sind die bakteriologischen und zytologischen Heilungsraten
der zweimalig beprobten Viertel nach Betrieben getrennt und in Abhangigkeit der nachge-
wiesenen Mastitispathogenen aufgeflhrt. Betriebstbergreifend wurde bei allen ausgewer-
teten Tiere Uber die Trockenstehperiode kein Viertel mit antibiotischem Trockensteller
behandelt, aber ein interner Zitzenversiegler verwendet. Dartber hinaus fand zum Zeitpunkt
der 1. BU (21 Tage vor dem Trockenstellen) eine Eingabe mit alternativen Produkten statt
(AHV Extra und Aspi).

Am konventionellen Betrieb wurde bei 15 (75,0%) von 20 infizierten Eutervierteln zwischen
den beiden Untersuchungen eine bakteriologische Heilung beobachtet. Die besten Hei-
lungsraten (100%) hatten dabei Viertel, bei denen KNS in der 1. BU nachgewiesen wurde,
gefolgt von Sc. uberis (50,0%) und C. bovis (50,0%). Viertel mit einem negativen Befund
wurden in dieser Auswertung nicht berticksichtigt, da keine Aussagen Uber eine bakterielle
Beteiligung gemacht werden konnte. Bei 25,0% der infizierten Viertel (n = 5) konnte keine
bakteriologische Heilung festgestellt werden (siehe Tabelle 14).

Eine zytologische Heilung wurde in 13 (61,9%) von insgesamt 21 Vierteln mit erhdhtem
Zellgehalt festgestellt. Der grofite Anteil der zytologischen Heilungsrate war auf eine un-
spezifische Mastitis und einen entsprechenden negativen (n = 7; 53,2%) Erregernachweis
zurlckzufuhren. Insgesamt 2 (20,0%) der infizierten Viertel mit KNS in der 1. BU waren in
der 2. BU zytologisch ausgeheilt. Bei C. bovis betrug der Anteil an zytologisch ausgeheilten
Vierteln 37,5% (n = 3) (siehe Tabelle 14).
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Tabelle 14 Bakteriologische und zytologische Heilungsraten aufgeteilt nach Erreger am konventionellen Betrieb

Bakteriologische Heilung Zytologische Heilung
Pathogen

n %! %?2 n %! %?2
Streptokokkus uberis 1712 50,0 6,7 1/2 50,0 7,7
KNS 10/10 100,0 66,7 2/10 20,0 15,4
Straphylokokkus au- 0/0 0.0 0.0 0/0 0.0 0.0
reus
Coliforme 0/0 0,0 0,0 0/0 0,0 0,0
Corynebacterium bovis 4/8 50,0 26,7 3/8 37,5 23,1
Enterokokkus spp. 0/0 0,0 0,0 0/0 0,0 0,0
Negativ? 7150 14,0 53,8
Gesamt 15/20 75,0 100,0 13/21 61,9 100,0

' Anteil der von der Erregergruppe verursachten Falle an der Gesamtheit der Falle, 2 Anteil der Félle an allen
bakteriologisch/zytologisch geheilten Fallen, 2 Viertel mit den Befunden keimfrei oder ohne besonderen Be-
fund; KNS, Koagulase negative Staphylokokken

Am 6kologischen Betrieb wurde bei 4 (80%) von insgesamt 5 infizierten Eutervierteln zwi-
schen den beiden Untersuchungen eine bakteriologische Heilung beobachtet. Sowohl Vier-
tel, die eine Infektion mit KNS in der 1. BU hatten, als auch Viertel mit einer Infektion mit S.
aureus heilten teilweise bakteriologisch tber den Trockenstehzeitraum aus (siehe Tabelle
15).

Eine zytologische Heilung wurde in 31 (72,1%) von insgesamt 43 Vierteln mit erhéhtem
Zellgehalt festgestellt. Interessanterweise wurde beobachtet, dass nur bei denjenigen Vier-
tel eine zytologische Heilung festgestellt wurde, bei der ein negativer Erregernachweis in
der 1.BU vorliegt (siehe Tabelle 15). Dies ist auf den hohen Anteil (50,0%) an unspezifi-
schen Mastitiden in der 1. BU zurlckzufuhren (siehe Abbildung 15).
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Tabelle 15 Bakteriologische und zytologische Heilungsraten aufgeteilt nach Erreger am dkologischen Betrieb

Bakteriologische Heilung Zytologische Heilung
Pathogen

n %] %?2 n %] %?2
Streptokokkus uberis 0/0 0,0 0,0 0/0 0,0 0,0
KNS 3/3 100,0 75,0 0/0 0,0 0,0
SRS 172 50 25,0 0/0 0,0 0,0
reus
Coliforme 0/0 0,0 0,0 0/0 0,0 0,0
Corynebacterium bovis 0/0 0,0 0,0 0/0 0,0 0,0
Enterokokkus spp. 0/0 0,0 0,0 0/0 0,0 0,0
Negativ? 31/75 41,3 100,0
Gesamt 4/5 80,0 100,0 31/43 72,1 100,0

' Anteil der von der Erregergruppe verursachten Falle an der Gesamtheit der Falle, 2 Anteil der Félle an allen
bakteriologisch/zytologisch geheilten Fallen, 3 Viertel mit den Befunden keimfrei oder ohne besonderen Be-
fund; KNS, Koagulase negative Staphylokokken

Eine statistische Signifikanz in der bakteriologischen (p = 0,54) und zytologischen Heilung
(p = 0,57) zwischen den beiden Haltungsformen konnte nicht nachgewiesen werden.

5.2.2 Entwicklung und Beurteilung der Eutergesundheit in der Laktation

Anteil an eutergesunden, erhohten, deutlich erhhten und chronisch kranken Tieren
sowie die Neuinfektionsrate in der Laktation

Die wichtigsten Kennzahlen zur Beurteilung der Eutergesundheit in der Laktation sind in
Tabelle 16 und Tabelle 17 dargestellt. Dartber hinaus wurde die Differenz zwischen den
beiden Laktationen 2021 und 2022 berechnet.

Wahrend der Laktation zeigten beide Betriebe eine ahnliche Tendenz hinsichtlich der Neu-
infektionsrate (Zunahme; konventionell: p = 0,69; 6kologisch: p = 0,39), dem Anteil euter-
gesunder Tiere (Abnahme) und den Tieren mit deutlich erhéhtem Zellgehalt (Zunahme).
Lediglich in der Differenz der Mastitisinzidenzen in den ersten 100 Laktationstagen bestand
ein deutlicher Unterschied zwischen beiden Betrieben. Beim 6kologischen Betrieb blieb die
Inzidenz fir Mastitis unverandert (p = 1). Wohingegen beim konventionellen Betrieb eine
starke Zunahme erfolgte (p = 0,02). Die Eutergesundheit verschlechterte sich bei beiden
Betrieben in der Friihlaktation, wobei dieser Effekt besonders stark im konventionellen Be-
trieb zu sehen war. Die statistischen Unterschiede in den Signifikanzen belegen zudem die
Unterschiede zwischen den beiden Haltungsformen hinsichtlich dem Auftreten von Mastitis.



5 Erweiterte Ergebnisse

47

Tabelle 16 Kennzahlen zur Beurteilung der Eutergesundheit in der Laktation 2021 und 2022 fiir den konventio-

nellen Betrieb

Kennzahlen in der Laktation Lak;c'a;ti:r; 5)021 Lak;citi:r; 5)022 252’26/";8; 1
@' Neuinfektionsrate 24,1% (5/21) 33,3% (4/12) +9,2%
Anteil chronisch kranker 0,0% (0) 0,0% (0) 0,0%
@' Anteil Eutergesunder 63,0% (34/54) 40,7% (22/54) -22,3%
@' Anteil mit erh6htem Zellgehalt 22,2% (12/54) 33,3% (18/54) +11,1%
@' Anteil mit dtl. erhéhtem Zellgehalt 14,8% (8/54) 25,9% (14/54) +11,1%
Mastitisinzidenz in den ersten 100 DIM 5,6% (1/18) 44,4% (8/18) + 38,60%

(FETT) = die fett gedruckten Zahlen geben die absoluten Zahlen wieder, ' & aus den Parametern, die aus der
1., 2., und 3. Probemelkung berechnet wurde; DIM, days in milk (Laktationstage)

Weder 2021 noch 2022 hatte der konventionelle Betrieb mit chronisch kranken Tieren zu
kampfen. Im Mittel erhoéhte sich 2021 im Laktationsverlauf der Anteil an eutergesunden Tie-
ren, wahrend dieser Trend 2022 nicht beobachtet werden konnte (siehe Abbildung 16)
(1.PM: p=0,52; 2.PM: p = 0,26; 3.PM: p = 0,48).
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Tiere mit erhdhtem Zellgehalt zwischen 100.000 und 400.000 Z/ml

u Tiere eutergesund < 100.000 Z/ml

22,2%

3. PM 2022

Abbildung 16 Anteil an eutergesunden Tieren und Tieren mit erhdhtem und deutlich erhéhtem Zellgehalt aufge-
teilt nach Probemelkungen am konventionellen Betrieb in der Laktation 2021 und 2022
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Tabelle 17 Kennzahlen zur Beurteilung der Eutergesundheit in der Laktation 2021 und 2022 fir den 6kologi-

schen Betrieb

Laktation 2021

Laktation 2022

Differenz Oko-

Kennzahlen in der Laktation (n = 20) (n = 20) Iogis<233221022/
@' Neuinfektionsrate 5,9% (2/32) 15,5% (4/26) +9,6%
Anteil chronisch kranker 0,0% (0) 0,0% (0) 0,0%
@' Anteil Eutergesunder 81,7% (49/60) 65,0% (39/60) -16,7%
@' Anteil mit erhohtem Zellgehalt 13,3% (8/60) 16,7% (10/60) + 3,4%
@' Anteil mit dtl. erh6htem Zellgehalt 5,0% (3/60) 18,3% (11/60) +13,3%
Mastitisinzidenz in den ersten 100 DIM | 30,0% (6/20) 30,0% (6/20) 0,0%

(FETT) = die fett gedruckten Zahlen geben die absoluten Zahlen wieder, ' & aus den Parametern, die aus der
1., 2., und 3. Probemelkung berechnet wurde; DIM, days in milk (Laktationstage)

Der Anteil an eutergesunden Tieren nahm im Verlauf der Laktation 2021 am 6kologischen
Betrieb zu, wohingegen der Anteil an Tieren mit deutlich erhéhtem Zellgehalt gleichblieb. In

der Laktation 2022 nahm der Anteil an eutergesunden Tieren im Verlauf zu, wohingegen
der Anteil an Tieren mit deutlich erhéhtem Zellgehalt schwankte. Insgesamt hatte der Anteil

an Tieren mit deutlich erhéhtem Zellgehalt im Vergleich zur Laktation 2021 zugenommen
(siehe Abbildung 17) (1.PM: p = 0,63; 2.PM: p = 0,29; 3.PM: p = 0,37). Bei keiner der ersten
drei Probemelkungen in der Laktation 2022 am 6kologischen Betrieb gab es chronisch

kranke Tiere.
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Abbildung 17 Anteil an eutergesunden Tieren und Tieren mit erhdhtem und deutlich erhdhtem Zellgehalt aufge-
teilt nach Probemelkungen am 6kologischen Betrieb in der Laktation 2021 und 2022

Zellzahlverlaufe in der Laktation

Betrachtet man nun die Zellzahlverlaufe wahrend der Laktation, nicht aber Uber die Tro-
ckenstehperiode, so konnten alle 18 Tiere des konventionellen Betriebes abgebildet wer-
den. In der Abbildung 18 wurden daher auch die neun Tiere aus der aktuell zweiten
Laktation, die in Abbildung 12 fehlten, berlicksichtigt. Nahm man folglich am konventionel-
len Betrieb alle Jungkihe mit in die Auswertung der Laktation auf, so hatte dies einen deut-
lichen Effekt auf den Zellzahlverlauf. Die neun Tiere in der 2. Laktation senkten den Median
in der ersten PM 2022 auf 190.000 Z/ml und wiesen eine bessere Eutergesundheit als die
alteren Tiere auf. (vgl. Zellzahlmedian von 401.000 Z/ml in der 1. PM 2022).
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Abbildung 18 Zellzahlverlauf wahrend der Laktation 2021 und 2022 beim konventionellen Betrieb

n, Anzahl Tiere; PM, Probemelkung; TS, Trockenstellen; 2. Produkteingabe, AHV Extra und Aspi. Ende Be-
obachtungszeitraum, 100. Laktationstag, ZZ, Zellzahl

Beim 6kologischen Betrieb unterschritten die Mediane in der Laktation 2021 und 2022 tber
die dritte PM hinaus die Zellzahlgrenze von 100.000 Z/ml deutlich. Der graue Balken mar-
kiert das Ende des Beobachtungszeitraumes der ausgewerteten Tiere (Abbildung 19).
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Abbildung 19 Zellzahlverlauf wahrend der Laktation 2021 und 2022 beim 6kologischen Betrieb

n, Anzahl Tiere; PM, Probemelkung; TS, Trockenstellen; 2. Produkteingabe, AHV Extra und Aspi; Ende Be-
obachtungszeitraum, 100. Laktationstag; ZZ, Zellzahl

Die deskriptiven Analysen zu Abbildung 18 und Abbildung 19 sind in der Tabelle A4 im
Anhang abgebildet.
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Mastitiskennzahlen

In Tabelle 18 wurde ein Uberblick (iber die Anzahl an alternativen Behandlungen im Be-
obachtungszeitraum dargestellt. Von den acht Behandlungen mussten fiinf am konventio-
nellen Betrieb antibiotisch nachbehandelt werden, wahrend beim o6kologischen Betrieb
keine Nachbehandlung notwendig war.

Tabelle 18 Anzahl an Mastitiserstversorgungen und Antibiotikabehandlungen bei Mastitiserkrankungen in der
Laktation 2022

Betrieb _ Betrieb
Konventionell Okologisch
Anzahl an alternativen Behandlungen im Beobachtungs- 8 8
zeitraum (AHV Mastitis - Erstversorgung)
Anzahl an ,Nachbehandlungen® mit Antibiotika 5 0
Anzahl an Wiederholungsbehandlungen mit Antibiotika 1 0

Bei den AHV Mastitiserstversorgungen wurden die Produkte AHV Booster, Aspi, Extra und
Quick verwendet (siehe Abbildung 5).

5.3 Euterscoring

Auswertung des Hygienescores

In der nachfolgenden Tabelle 19 wurden die Tiere anhand ihres Hygienescores, sowie be-
trieblich getrennt dargestellt. Der konventionelle Betrieb wies einen durchschnittlichen Hy-
gienescore von 1,8 und der Okologische Betrieb von 2,6 auf. Wie in der Literatur
beschrieben lassen sich die Scores 1 und 2 als sauber zusammenfassen, Score 3 und 4
als schmutzig. Die Hygienescores beim 6kologischen und konventionellen Betrieb wichen
statistisch signifikant voneinander ab (Exakter Fisher Test: p = 0,04). Es kann von einem
signifikanten Zusammenhang zwischen dem Hygienescore und der Haltungsform ausge-
gangen werden. Folglich standen am konventionellen Betrieb die saubereren Tiere. Somit
waren auf dem &ékologischen Betrieb die verschmutzteren Tiere.

Tabelle 19 Hygienescore der beurteilten Euter einschliellich der Hintergliedmalien, betrieblich getrennt

Score 1 Score 2 Score 3 Score 4
Anteil der Kiihe in % (n = 38) 18,4% (7) 47,4% (18) 26,3% (10) 7,9% (3)
Anzghl der Kilhe am konventionellen 6 Tiere 9 Tiere 3 Tiere 0 Tiere
Betrieb
Anzghl Sl [N £ ehelsg e e 1 Tiere 9 Tiere 7 Tiere 3 Tiere
Betrieb

(FETT) = die so fett gedruckten Zahlen geben die absoluten Zahlen wieder
Score 1, sauber; Score 2, leicht verschmutzt; Score 3, mafig verschmutzt; Score 4, stark verschmutzt;
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Auswertung von tiefhdngenden Eutern in Zusammenhang mit der
Laktationsnummer, des Hygienescores und der Zellzahl

Insgesamt hatten 13 Tiere (34,2%) im Euterscoring ein tiefhdngendes Euter. Neben einem
tiethangenden Euter fielen noch andere Abweichungen wie Baucheuter oder gestuftes Eu-
ter auf. In der folgenden Auswertung wurden aber nur Tiere mit tiefhdngendem Euter im
Vergleich weiter beleuchtet.

Tiere mit einem tiefhdngenden Euter hatten einen Laktationsdurchschnitt von 5,5 Laktatio-
nen, waren schmutziger (p = 0,08) und hatten eine héhere Zellzahl. Dadurch zeigt sich,
dass viele altere Tiere auf Grund ihrer Euterform einem hdheren Risiko unterlagen ver-
schmutzter zu sein, weil der Abstand zwischen Boden und Euter abnahm. Die so bedingte
Verschmutzung des Euters und kann mit einer hdheren Zellzahl einhergehen (siehe Tabelle
20).

Tabelle 20 Tiere mit tiefhdngendem Euter im Zusammenhang mit dem Hygienescore und der Zellzahl auf beiden
Betrieben

Tiefhdngendes Euter Nicht ti(IaEf:ir:gendes
Anzahl der Kihe 13 25
Durchschnittlicher Hygienescore 2,64 1,98
Durchschnittliche Zellzahl in Z/ml 649.585 315.307

Auswertung der Euterodeme im Zusammenhang mit der Zellzahl

In der palpatorischen Untersuchung wurde, neben der Prifung auf Euterédeme, noch an-
dere Auffalligkeiten wie Schwellungen oder Verhartungen gepruft. Meist war das Euter prall
geflllt, da die Tiere im Anschluss an das Scoring gemolken wurden. So waren zwar insge-
samt 13 Tiere (34,2%) in der palpatorischen Prifung auffallig. Ein Euterddem trat dabei bei
insgesamt 11 Tieren (29,0%) auf. Dabei hatten am konventionellen Betrieb deutlich mehr
Tiere ein Euterddem als am 6kologischen Betrieb (siehe Tabelle 21) (p = 0,09).

Tabelle 21 Ubersicht {iber die Ergebnisse aus der palpatorischen Untersuchung betrieblich getrennt

In palpatorischer In palpatorischer davon Tiere mit
Untersuchung Untersuchung ..
- . i~ - Euter6dem
unauffillige Tiere auffallige Tiere
Anteil Tiere am kon-
ventionellen Betrieb 50,0% (9) 50,0% (9) 50,0% (9)
(n=18)
Anteil Tiere am 6kolo-
gischen Betrieb 80,0% (16) 20,0% (4) 10,0% (2)
(n = 20)

(FETT) = die fett gedruckten Zahlen geben die absoluten Zahlen wieder
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Wenn die Tiere ein Euterddem hatten, wiesen sie eher eine Zellzahl > 100.000 Z/ml auf
(p = 0,15). Lediglich 4 Tiere hatten ein Euterddem ohne eine Zellzahlerhéhung. Daraus lief3
sich schlieRen, dass bei diesen 4 Tieren mit niedriger Zellzahl, trotz Euterédem vermutlich
ein Geburtsédem vorlag, da das Scoring immer um den 7. LT durchgefiihrt wurde. Die Zell-
zahl von Tieren mit und ohne Euterédem unterschieden sich dennoch nicht statistisch sig-
nifikant voneinander und es kann somit von einer homogenen Verteilungen ausgegangen
werden (Exakter Fisher Test: p = 0,15) (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20 Zellzahlkategorien von Tieren mit und ohne Euterédem auf beiden Betrieben
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Abstract: Bovine udder health is an important factor for animal wellbeing and the dairy farm
economy. Thus, researchers aim to understand factors causing mastitis. The gold standard for
diagnosing mastitis in cows is the conventional culturing of milk samples. However, during the
last few years, the use of molecular methods has increased. These methods, especially sequencing,

chiscktar provide a deeper insight inte the diversity of the bacterial community. Yet, inconsistent results
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regarding the mammary microbiome have been published. This study aimed to evaluate the udder
health of eight dairy cows at seven days postpartum with the standard methods in veterinary practice.
Additionally, swabs from the teat canal and milk samples were analyzed using 165 rRNA gene
amplicon sequencing. The sensitive low-biomass milk samples displayed only a few contaminations
even though they were sampled in a field environment. In healthy udders, no bacterial communities
were detected by the bacterial culture nor the 165 rRNA gene amplicons. The results from the standard
examination of the cows, the cell count, and the bacteriological examination were comparable with
the results from 165 rRNA gene amplicon sequencing when cows displayed subclinical or latent
mastitis. Besides the pathogen detected in bacterial culturing, a second bacterial strain with low
but significant abundance was detected by sequencing, which might aid in the understanding of
mastitis incidence. In general, molecular biological approaches might lead to promising insights into
pathological events in the udder and might help to understand the pathomechanism and infection
source via epidemiclogical analyscs.

Keywords: mastitis; diagnostics; conventional culturing; 165 rRINA gene amplicon sequencing;
bacterial community; udder health; scoring

1. Introduction

Bovine udder health is an important factor in dairy farms as diseases of the bovine
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udder are detrimental to the cow’s wellbeing [1]. They further influence milk quality [2],

increase the risk of developing antimicrobial resistance [3], and have an economic im-
pact [4]. The dry period is a sensitive phase in which the udder undergoes morphological
changes by involution as the cow moves closer to parturition [5]. During this stage of
non-lactation and especially in the two-week period after cessation of milking and dur-
ing colostrogenesis, the udder is susceptible to intramammary infections [6]. For many
decades, the conventional culturing (CC) of milk samples has been a quick and affordable
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method to identify pathogenic bacteria involved in mastitis and to further identify a fitting
antibiotic to fight the pathogens [7-9]. Nevertheless, there are some limits of CC pertaining
to the sensitivity of the method. In general, only a small fraction of all cow-inhabiting
bacteria is cultivable [10,11], while most known mastitis-causing bacteria are detected by
CC. In contrast, dead bacteria, growth-inhibited bacteria, and other pathogens causing
intramammary infections cannot be detected by CC [12]. Consequently, the result “no
bacterial growth” is frequently observed as a result of CC testing using milk samples. The
proportion of negative results from CC is around 20-30% in milk samples from cows with
clinical mastitis, while that in cases with subclinical mastitis the proportion is slightly
higher [13]. Therefore, during the last decade, several molecular techniques such as PCR
and next-generation sequencing have been introduced to enlarge the spectrum of methods
for mastitis diagnostics. These new approaches provide better sensitivity in detecting
bacteria and especially bacterial DNA in milk in comparison to CC [12,14-16]. Due to
the increase in knowledge and the availability of modern analysis techniques, new per-
spectives have emerged regarding the colonization of microbial communities in various
organs and regions of the body [17]. The so-called “microbiome” has been the focus of
research in recent years. The microbiome is defined as the totality of microorganisms,
their genomes, and the surrounding environmental conditions, which exist in a defined
habitat [18]. This study focuses on one group of the microbiota, the bacterial community, as
most of the previously known mastitis-causing pathogens represent bacteria. Recently, the
mammary gland has been proposed to harbor a diverse microbiome. However, this matter
is discussed controversially [19]. There are both supporters and objectors of the hypothesis
of the presence of a natural community of microbes within the mammary gland [19-22].
Furthermore, the term milk microbiota is not yet clearly defined regarding its origin from
either only the milk or the mammary gland. Nevertheless, to understand the origin of the
microbiome in the cow’s healthy or diseased udder, it is important to differentiate between
the milk, the skin at the teat’s tip, the teat canal, and the glandular body. Three origins of
the microbiota in the udder microbiome have been described: the internal upper part of
the mammary gland (i.e., gland or teat), the extramammary cutsides (i.e., skin), and the
environment (i.e., feces or bedding) [21,23]. The upper part of the mammary gland is the
origin of milk production, and a few studies focused especially around this location (i.e.,
teat or gland cistern) [24-26], whereby reasonable results could only be obtained by direct
sampling from the gland cistern [19]. However, most studies have sampled outside the
mammary gland once the milk has been expressed [17]. The studies by Hiitié et al. [24]
and Metzger et al. [25] are the only studies that sampled via a direct method by pricking
a needle into the gland cistern. Other researchers have sequenced material from the teat
canal, a separate compartment within the mammary gland with possibly different colo-
nization [27-29]. In general, the following milk- and udder-associated microbiota have
been described: Pseudomonas spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Lachnospiraceae,
Corynehacterium spp., Bacteroides spp., and Enterococcus spp. [17]. Many of these bacteria
are common inhabitants of the bovine skin or the environment [19,21,23] and many of the
bacteria, which potentially compose the milk micrebiota of healthy mammary glands, have
the potential to induce mastitis [19]. Apart from arguments supporting the theory of a milk
or udder microbiome, there are convincing arguments opposing this theory. This matter
has been reviewed in great detail by Rainard et al. [19]. Reasons raised against the existence
of a microbiome in the mammary gland are the inability of the innate and adaptive immune
system of the mammary gland to adapt to physiological colonization with bacteria or the
lack of an entero-mammary pathway in ruminants. Furthermore, milk is described as a
nutrient-rich medium that supports the growth of bacteria. Additionally, the lack of a
mucus shield in the epithelium of the mammary gland, which would limit the direct contact
of bacteria with the epithelium, is an argument against the possible colonization of the
udder with microbiota [19]. Further arguments against a bovine udder microbiome have
been discussed elsewhere [20]. One main reason why some studies describe a bovine udder
microbiome might arise from the difficulty in handling low-biomass or sterile samples in
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next-generation sequencing. As these methods are extremely sensitive and low amounts of
DNA can be amplified, contaminations are at great risk to produce false-positive results. A
prime example is the now mostly proven inexistence of a fetal microbiome in utero [30].
Researchers must therefore critically question their data, especially when handling low- or
no-biomass samples, and as such, sterile working and published standards for microbiome
studies should be applied [31].

The present study aimed to investigate various udder health parameters in combina-
tion with next-generation sequencing of 165 rRNA gene amplicons. Thereby, standards
for microbiome studies have been applied [31] such as the inclusion of various negative
controls of the farm environment, all fluids used during sampling and DNA extraction,
and a mock community. In a small group of lactating Simmental cows (1 = 8), the condition
of the udder health in the first week postpartum was examined. At the time of dry-off,
the cows had received neither intramammary nor systemically applied antimicrobials, but
rather an internal teat sealant. The internal teat sealant consisting of alkaline bismuth
nitrate was applied through the teat canal with an injector after the last milking. To com-
prehend the state of the udder’s health, various parameters were recorded. The objective
of this pilot study was to evaluate the benefit of sequencing as a new investigation method
in comparison with the current gold standard under the highest possible and practicable
levels of decontamination in a field environment.

2. Materials and Methods
2.1. Ethical Commiittee Approval

The presented study was approved by the Ethical Committee of the Faculty of Veteri-
nary Medicine of LMU Munich (reference number 309-16-05-2022).

2.2. Animals and Farm Conditions

For this study, eight Simmental dairy cows from a farm located in Upper Bavaria were
chosen. The cows were kept in a cubicle stall consisting of four individual pens according to
their health and lactation status. The bedding material provided was either a straw mattress
in the calving and sick pen or deep-bedded cubicles with straw in the pen for lactating cows
and dried-off cows. The cows received a total mixed ration depending on their production
level and were milked two times a day. The dairy farm consisted of 94 lactating cows with
an average annual milk production of 9336 kg per cow and an average somatic cell count
(5CC) of 211,000 cells per mL according to the Landeskuratorium der Erzeugerringe fiir
tierische Veredelung in Bayern e.V. (LKV) data analysis in 2022. The average lactation
number of the herd was 4.3. The animals were selected based on having the following
criteria: pluriparity, dry-off phases without antibiotics but with an internal teat sealant, a
calving event in the timeframe of the experiment, and no complications during birth. The
selected animals calved during the test period and were investigated on the seventh day in
milk {DIM). The investigation took place during the nermal morning milking in the milking
parlor of the farm, which is constructed as a double-six herringbone. The investigation
included the following steps: scoring, sample collection for the CC, and thereafter sampling
for 165 rRNA gene amplicon sequencing.

2.3. Scoring

The scoring was conducted as a combination of a general examination and a further
examination of the udder including a sensory examination of the milk secretion. With the
collected information, the udder health status of the cows was determined. Table 1 provides
an overview of the examinations conducted for the scoring, the examination methods, and
the evaluation key according to the sources used.

In the general examination, the body temperature was measured rectally using the
veterinary thermometer SC 12 (Scala Electronic GmbH, Stahnsdorf, Germany). The respira-
tory movements at the costal arch and flank were counted and the rumen score, modified
according to Donat et al., was determined [33,36,37].
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Table 1. Overview of the scoring of the cows including general examination, further examination of
the udder, and sensory examination of the milk secretion.

Subject of Examination Examination Method Evaluation Key Source

General examination

Rectal temperature

Rectal thermometer [*C] [32]
Counting respiratory movements at

Breathing rate the costal arch and flank Breaths per minute [32]
Rumen filling Rumen filling score 13855 [33]
Further examination of the udder
Hygiene of the udder skin Hygiene score 14 [7,34,35]
Abnormalities in texture, condition, temperature Palpation Yes/No [32]
Functionality of each udder quarter Palpation Intact/Blind [32]
Sensory secretion examination
Consistency of the milk secretion Visual evaluation NAD, a—f 132]

Rumen filling score, 1—low, 3—moderate, 3—well; hygiene score, 1—free of dirt, 2—slightly dirty, 3—maoderately
covered with dirt, 4—covered with caked-on dirt; consistency of the secretion, NAD—no abnormality detected,
a—retained milk character, watery consistency, without flocs, b—retained milk character, watery consistency,
small flocs, c—retained milk character, a few large flocs, d—retained milk character with many Iarge flocs, e—milk
character mostly lost, predominantly flocs, f—milk character completely reversed, instead: purulence, blood,
serum, fibrin Hocs, mucus.

The rumen scoring system is a modified three-stage score to visually evaluate the
rumen filling of the animals and as a result, the associated dry matter intake. The evaluation
took place before milking in the morning with the examiner standing in a distro-lateral
position to the cow. The used grading scheme is provided in Supplementary Table 51.

An udder examination was carried out for each animal [32]. Thereby, all udder
quarters were visually examined and palpated, and a sensory examination of the quarter
milk samples was conducted. During the visual examination, the hygiene of the udder and
the lower leg was assessed by standing behind the cow using an udder hygiene scoring
chart with a four-stage scoring scheme [7,34,35] presented in Supplementary Table 52. This
tool allows macroscopic assessment regarding the degree of manure contamination of the
examined cows. Animals with an udder hygiene score of “1” or “2” are considered “clean”
and cows with a score of “3” or “4” are considered “dirty” [7]. The palpation consisted of an
examination of the udder skin and the glandular body including the glandular cistern and
the teats. First, each udder quarter was palpated superficially with both hands. Thereafter,
each udder quarter was palpated deeply to assess the texture, condition, and temperature.
For the macroscopic sensory examination of the milk, the first milk streams were milked
into a pre-milking cup whereby the functionality of each quarter was checked. Qualitative
variations such as color, smell, consistency, and additions in the quarter milk samples were
examined. The classification was made according to the scheme in Supplementary Table 53.

2.4, Udder and Milk Sample Collection

Before the first milking in the morning, all samples from the udder and milk were
collected. The order of sampling was chosen according to the sensitivity of the method:
conventional quarter milk samples (CMS), swabs of the teat canal (MS), and milk from
the gland cistern (MS). Before CMS were collected, teats were thoroughly cleaned and
disinfected with 70% ethanol swipes. The first streams of milk were discarded. Thereafter,
CMS were collected by manual milking into prepared tubes, which were set up by the
company bovicare (bovicare GmbIH, Bernau, Germany) according to the guidelines of the
German Society of Veterinary Medicine (DVG) [9]. Afterward, the samples for 165 rRNA
gene amplicon sequencing were collected. Tubes used for the collection were placed as far
as possible from the milking stand to reduce contamination of the collection material. One
person exclusively handled the sterile transfer of swab samples into tubes prefilled with
600 pL DNA Stool Stabilizer (Invitek Molecular GmbH, Berlin, Germany) and milk samples
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into 50 mL Flacon Tubes (Sarstedt AG und Co. KG, Numbrecht, Germany). To minimize
contamination, gloves were disinfected with 70% ethanol after each step, and DNA Away
was used (Molecular BioProducts Inc., San Diego, CA, USA). Another person collected the
samples from the udder, whereby gloves were changed after every teat and disinfected with
70% ethanol before sample collection. First, the teat tips were again thoroughly cleaned
with 70% ethanol swipes; thereafter, a sterile swab (2.3 mm x 150 mm; CLS Medizintechnik
und Vertrieb, Krebeck, Germany) was used to collect the teat canal sample (TCS). The swab
was moistened using a sterile 0.9% sodium chloride solution (B. Braun SE, Melsungen,
Germany), and the tip was carefully inserted around 5 mm into the distal end of the teat
canal and gently moved to sample the teat canal mucosa before removal. The swab was
immediately placed in tubes (Eppendorf SE, Hamburg, Germany) prefilled with 600 pL
DNA Stool Stabilizer (Invitek Molecular GmbH). Teat tips were again thoroughly cleaned
with 70% ethanol and an atraumatic plastic milking tube (3.3 mm x 63 mm; Bovivet WDT
eG, Garbsen, Germany) was inserted into each teat canal. By adapting a sterile 20 mL
syringe via the Luer lock system to the milking tube, and 45 mL of milk was obtained from
the gland cistern. The milk samples (MS) were thereafter transferred into sterile 50 mL
Falcon tubes and flash-frozen on dry ice. All samples obtained for the 165 rRNA gene
amplicon sequencing (i.e., TCS and MS) were stored on dry ice for transportation to the
Chair of Bacteriology and Mycology of LMU Munich and stored at —20 °C until further
sample processing. After sampling, the animals were routinely milked, and teats were
dipped before leaving the milking parlor.

2.5. Conventional Bacteriological Culturing and Somatic Cell Count

The CMS were sent to a laboratory (bovicare GmbH) for bacteriological examination
according to the guidelines of the DVG and for SCC determination. In short, milk samples
were cultured on blood agar at 37 °C for 24-48 h as well as on a selective culture medium.
The differentiation of the various mastitis pathogens was based on the morphelogy of the
colonies, Gram staining, and the formation of hemolysis zones [9]. The SCC was counted
using a fluorometric method with the Fossomatic 5000 (Foss GmbH, Hamburg, Germany).
Based on the results of the bacteriological examination, “no abnormality detected (NAD)”
and “aseptic” were summarized as “negative”.

2.6. Evaluation of the Condition of the Udder Health

Based on the results of the bacterial culturing and the SCC of the quarter CMS, the
quarters were categorized according to the scheme in Table 2 [38].

Table 2. Evaluation of cytological and bacteriological results as part of mastitis categorization on the
quarter level according to Fehlings et al. [38].

Bacteriological Examination

Quarter Level
Negative Positive
& < 100,000 cells /mL normal secretion latent infection
% > 100,000 cells/mL unspecific mastitis mastitis

SCC, somatic cell count.

Based on all the results collected, the animals were classified based on the previous
cytological and bacteriological evaluation on the quarter level and their clinical signs.
The classification resulted in their allocation as either healthy, displaying latent infection,
subclinical mastitis, or acute clinical mastitis [38]:

o Healthy animals in terms of the udder displaying normal secretion. The udder quarters
display no external pathological changes; the milk is free of pathogenic microorgan-
isms ("negative”) and has a normal average cell count (< 100,000 cells/mL).

e Inlatent infection, pathogens are detected without an increase in the somatic cell count
(< 100,000 cells/mL).
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e  Subclinical mastitis is described as an inflammation of the udder without exter-
nally visible clinical signs. However, the average SCC of the milk is increased
(> 100,000 cells/mL) and mastitis pathogens can be detected.

*  Animals with acute clinical mastitis display inflammation on the udder, such as
increased temperature and swelling. The milk is macroscopically altered, and the
animals often show fever. Mastitis pathogens and an increased SCC are detectable
{> 100,000 cells/mL).

2.7. Data Analysis Scoring and CMS

The collection and processing of the raw data were performed using Microsoft Ex-
cel (Microsoft Office Professional Plus 2016, Microsoft Corporation, Redmond, Washing-
ton). Further analyses such as the calculation of averages and medians were carried out
using descriptive analyses in IBM SPSS Statistics Version 26 (IBM Deutschland GmbH,
Ehningen, Germany).

2.8. DNA Extraction—Teat Canal Sample

The 2.0 mL tubes containing TCS and 600 puL of DNA Stool Stabilizer (Invitek Molec-
ular GmbH, Berlin, Germany) stored at —20 “C were thawed at 4 *C. Tubes were then
vortexed, and TCS swabs were transferred into a new 2.0 mL tube (Eppendorf SE, Hamburg,
Germany). This tube containing only the TCS swab was then centrifuged at 10,000 ¢ for
10 5, and any fluid available thereafter was transferred to the tube containing the DNA Stool
Stabilizer (Invitek Molecular GmbH). The sample was then mixed, and 100 uL of each TCS
was transferred in a new 2.0 mL tube {Eppendorf SE) where all TCS samples from the four
udder quarters (four udder quarter suspension, FUQS) of a single cow were poeled. This
FUQS of the TCS was then transferred into 2.0 mL lysing matrix tube E (MP Biomedicals,
Eschwege, Germany) and homogenized using the FastPrep-24'¥ device (MP Biomedicals)
with three cycles of 6.5 m/s for 40 s, adding dry ice for every cycle. Afterward, 300 pL of
Incubation Buffer (D920B-C, Promega GmbH, Walldorf, Germany}, 200 iL of Lysis Buffer
(included in A51290, Promega GmbH), and 30 pL of Proteinase K (included in A51290,
Promega GmbH) were added. The tubes were then vortexed and centrifuged for 10 s at
10,000 g. Next, samples were incubated at 56 °C and 350 rpm for a minimum of two hours
on the shaker. After two hours, 5 uL of 10 mg/mL RNase A (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA) was added, and the samples were incubated for another 20 min at
37 °C and 350 rpm on a shaker. Thereafter, 300 pL of Lysis Buffer (Promega GmbH} was
added to each sample, and the vortexing and centrifugation for 10 s at 10,000 x ¢ were
repeated. Similar to the TCS negative controls of the DNA stool stabilizer, (1.9% sodium
chloride used to wet the swabs, 75 uL ZymoBIOMICS Microbial Community Standard
(Zymo Research Europe GmBH, Freiburg, Germany) as a mock community {MC), and
negative controls testing the reagents and cartridge of MaxWell 16 MDx (Promega GmbH)})
were extracted starting with the homogenization step in the FastPrep-24™ device (MP
Biomedicals, Eschwege, Germany). A total of 700 pL of TCS and the negative controls
were transferred to the MaxWell 16 LEV Blood DNA Kit cartridges (included in AS1290,
Promega GmbH), and the automatized DNA purification was conducted using the Maxwell
16 MDx (Promega GmbH). The samples were eluted in 60 pL Elution Buffer {(included in
AS1290, Promega GmbH)}). Purified DNA content was measured using the BioPhotometer
(D30, Eppendorf SE) and afterward stored at —30 °C. As measurements of milk and swab
samples with the BioPhotometer displayed low DNA amounts, the DINA content was
reevaluated using gel electrophoresis. Therefore, 5 uL of DNA from the samples was mixed
with 2 uL of loading dye (Thermo Fisher Scientific Inc.). This mixture was then pipetted
into the well of a 2% agarose gel. Five microliters of a 1 kB DNA Ladder (New England
BioLabs GmbH, Frankfurt am Main, Germany) was used as a control. An Owl Horizontal
Electrophoresis System (Thermo Fisher Scientific Inc.) was used to perform agarose gel
electrophoresis of nucleic acid (Thermo Fisher Scientific Inc.). The chamber was filled
with 1X TAE buffer (pH: 8.5; AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany). PowerPac Power
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Supply (BioRad, Hercules, CA, USA) was applied to the chamber and run with 7.5 V/cm.
Thereafter, a DNA gel electrophoresis image was taken using UVT GelStudio (Analytik
Jena GmbH, Jena, Germany) with the UV light switched on. Finally, a total of 20 pL of
extracted DNA was shipped to Eurofins Genomics (Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg,
Germany) where the sequencing of the 165 rRNA gene amplicons was conducted.

2.9. DNA Extraction—Cisternal Milk Samples

Cisternal MS with a content of 45 mL stored at —80 “C were thawed overnight at
4 °C, Samples were then prepared according to the protocol provided by Siebert et al, [39].
First, 3.0 mL 0.5 M EDTA and 2.0 mL TBE buffer were added to the CMS, which were
mixed carefully. Thereafter, samples were centrifuged at 13,000x g at 4 °C for 20 min
to divide the skim milk and milk fat fraction. The milk fat fraction was removed, and
the skim milk was reduced to 1 mL by removing the supernatant and carefully mixed to
resuspend the pellet. This suspension was then transferred into a 2.0 mL tube (Eppendorf
SE, Hamburg, Germany) and centrifuged at 16,000 g for one minute at room temperature.
The supernatant was discarded until only 400 uL remained. A total of 100 puL was removed
and transferred to a new 2.0 mL tube (Eppendorf SE). All udder quarters of one cow were
then pooled to a volume of 400 uL. This FUQS was then transferred into a 2.0 mL lysing
matrix tube E (MP Biomedicals) and homogenized using the FastPrep-24™ device (MP
Biomedicals) as described for TCS. All further steps were conducted according to the TCS
described above.

2.10. Bacterial 165 YRNA Gene Sequencing

Both samples (i.e., TCS and MS) were sequenced by Eurofins Genomics (Eurofins
Genomics GmbH)}) by targeting the hypervariable V3/V4 region of the 165 rRNA gene
(primers: 5-CCT-ACG-GGN-GGC-WGC-AG-3" and 785R: 5'-GAC-TAC-HVG-GGT-ATC-
TAA-TCC-3' [40]). The DNA concentration was reevaluated using a fluorometric method
and a fragment analyzer at Eurofins Genomics GmbH. The final pool was sequenced on
the Illumina MiSeq platform in paired-end mode (2 x 300 bp), using the MiSeq Reagent
Kit v3 {Illumina Inc., San Diego, CA, USA).

2.11. Data Analysis Microbiome Data

The 165 rRNA gene amplicon sequencing data were analyzed as described previ-
ously [41]. In short, the “Integrated Microbial Next-Generation Sequencing” (IMNGS})
platform [42] based on UPARSE [43] was used to obtain both operational taxonomic
units (OTUs) and denoised zero-radius operational taxonomic units (zOTUs}) for different
parts of the analysis. Both the OTU and zOTU tables are provided in Supplementary
Tables 54 and S5. The taxonomy was refined using SILVA SSU 138.1 [44], EzBiocloud
2021.07.07 [45], and LPSN ([46] accessed on the 16.01.2023) according to the nomenclature
provided by Oren and Garrity [47]. The sequences were realigned and phylogenetic trees
were censtructed anew using the neighbor-joining method available on the software MEGA
11.0.13 [48]. All downstream analyses were carried cut using Rhea [4%], a modular pipeline
for the microbial profiling of 165 rRNA gene amplicon sequencing data, in an R program-
ming environment (R 3.6.3, R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) as
already described [41]. Data were visualized using Illustrator C56 version 16.0.0 (Adobe
Inc., San José, CA, USA) and Prism (Graphpad Software [nc., Version 5, Boston, MA, USA).

3. Results
3.1. Reproduction and Production Parameters of the Cows

The average lactation number of the participating animals was 2.8 years. Their
average amount of milk was 8928 kg/vear, with an average SCC at the dry period of
139,600 cells/mL. Three of the eight cows started their dry period with a SCC above
100,000 cells/mL (Table 3). The eight cows were dried off with a teat sealant rather than an
antibiotic dry-off.
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Table 3. Overview of all data collected in the scoring and the cytological and bacteriological examination including the evaluation.

Cow-1D C1 C2 C3 C4 C5 Ce C7 C8 Average Median
Reproduction and production parameters of the cows
Number of lactation instances 2 2 3 4 2 5 2 2 28 2
Dry period in days 64 51 55 52 59 60 62 64 58.4 59.5
Average amount of milk from previous lactations in kg 9708 9978 8436 7975 9116 10,783 9943 5483 8928 9412
Results of the general examination
Rectal temperature in °C 384 38.6 38.8 38.5 38.5 38.0 38.5 38.4 38.5 385
Breathing rate in breaths per minute 22 32 22 24 36 24 24 40 28 24
Rumen filling (17, “3”, or “5") 3 3 3 1 3 1 3 3 3 3
Results of the further examination of the udder and the sensory secretion examination
Hygiene of the udder skin (“17-"4") 1 2 2 2 1 2 2 1 2 2
Abnormalities in texture, condition, temperature i No No No No No No No
{Edema)
Consistency of the secretion NAD NAD NAD NAD NAD NAD NAD NAD
Cytological and bacteriological results with an evaluation of the udder health

SCC before drying off {in 1000 cells per mL) 125 16 57 43 34 611 69 162 139.6 63.0
SCC average on seven DIM (in 1000 cells per mL) 54 20 11 50 101 26 29 22 39.0 274

£ L BC neg neg neg neg neg neg neg CNS

= £ ) sCcC 9 14 11 131 36 10 26 6

= T: b FR BC neg neg neg neg neg neg neg neg

£e0 sCC 32 21 13 10 237 15 38 30

s 3 5 RR BC S. uberis neg neg neg neg neg neg -

£t g SCC 149 19 12 8 46 27 26 -

é £ RL BC neg neg neg - CNS C. bovis neg neg

55 j SCC 27 24 9 - 84 30 27 29
. .. . . . - subclinical,
Condition of the udder health {i.e., mastitis) * subclinical  healthy healthy  subclinical latenit latent healthy latent

Bold letters display unphysiological results during the examination. * Classification according to Fehlings (2012) [38]. C1-C8, cows 1-8; Rumen filling score, 1—low, 3—maoderate,
5—well; hygiene score, 1—free of dirt, 2—slightly dirty, 3—moderately covered with dirt, 4—covered with caked-on dirt; consistency of the secretion, NAD—no abnormality detected.
DIM, days in milk; FL, front-left quarter; ER, front-right quarter; RR, rear-right quarter; RL, rear-left quarter; BC, results from the bacteriological culturing; SCC, somatic cell count; neg,
negative; 5., Streptococeus; CNS, coagulase-negative Siaphylococeus sp.; C., Corysniebacteriune sp. Quarters without results (-) in the cytological and bactericlogical examination were blind.
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3.2. Scoring

The physiological parameters for respiration ranged between 24-36 breaths/min and
the rectal body temperature ranged between 38.0-39.0 “C. In the general examination, no
clinical signs were observed besides a slightly increased breathing rate of 40 breaths/minute
for one cow. Two cows were scored with a rumen filling score of “1” and six cows with a
rumen filling score of “3” (Table 3).

In the further examination, the udder contamination of the eight cows ranged between
“1” and “27; therefore, all animals” udders were classified as clean. Two cows each had
one non-intact udder quarter; therefore, no milk was collected from these quarters for
turther investigation. For one cow, an edema was observed in the palpation of the udder.
Concerning the consistency of the milk secretion, “INAD” was scored for all cows (Table 3).

3.3. Conventional Bacteriological Culturing and Somatic Cell Count

In total, thirty quarters of eight animals were tested, as two quarters were not intact.
Bacteriological results with “aseptic” and “NAD” were declared as negative in 26 of the
30 samples tested (86.7%). Under standard growth conditions, pathogens were detected in
samples from four udder quarters of four cows and were identified as follows: Coagulase-
negative Staphylococcus sp. {CNS; 6.7%), each in one quarter of two cows; Corynebacterium
bovis (C. bovis; 3.3%) in one udder quarter of one cow; and Streptococcus uberis (S. uberis;
3.3%) in the udder quarter of one cow (Table 3). Increased SCCs above 100,000 cells/mL
were detected in three animals, of which one cow displayed a SCC above 200,000 cells/mL
(Table 3). Of the udder quarters with bacteriological positive samples, only one was
associated with an increased SCC in the same quarter. The cytological and bacteriological
results on the udder quarter level are provided in Supplementary Table S6.

3.4. Evaluation of the Condition of the Udder Health

Three cows—C2, C3, and C7—were classified according to the previously formulated
criteria as “healthy” cows with normal secretion. Three cows—C1, C4, and C5—were
diagnosed with subclinical mastitis with an increased SCC of more than 100,000 cells/mL,
lacking clinical signs. Two cows—C4 and C5—displayed unspecific mastitis in one quarter
without the detection of a pathogen. Three cows—C5, C6, and C8—showed signs of a latent
infection due to the detection of mastitis pathogens but without an increase in the somatic
cell count. At the time of investigation, no cow showed any signs of acute clinical mastitis.

3.5, General Results of the 165 rRNA Gene Amplicon Sequencing

The 165 rRNA gene amplicon sequencing provided results for cows C1, C5, C6, and
the mock community (MC). In total, 267,308 sequences with an average of 46,051 sequences
per sample (5D £ 22,411.5) were obtained. The OTU table (operaticnal taxonomic unit,
i.e., molecular species) contained 80 OTUs, and the zOTU table (zero-radius operational
taxonomic units, i.e., molecular strains) contained 81 zOTUs. The raw sequencing reads
and the rarefaction curves are provided in Supplementary Table 57 and Supplementary
Figure S1, respectively. The DNA content in all samples was measured using a fragment
analyzer at Eurofins (Eurofins Genomics GmbH; Table 4), and gel electrophoresis pictures
are provided in Supplementary Figure 52.

The bacterial richness for all MS and TCS was below 100 bacterial species, and the
effective richness displayed even lower amounts for all samples besides the CMS of Cow
5 (Figure 1).

3.5.1. Mock Community

As a mock community, the ZymoBIOMICS Microbial Community Standard (Zymo
Research Europe GmbH} was used, which contained the bacterial species Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Salmoneila enterica, Lactobacilius fermenfum, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, and Bacillus subtilis and the two yeasts Saccha-
romyces cerevisine and Cryptococcus neoformans according to the manufacturer. The DNA
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content of the MC displayed the highest amount of DNA by far compared to all other
samples (Table 4). It was furthermore the only sample that provided some form of a band
on the agarose gels (Figure 52). «-diversity analysis displayed twelve bacterial species
for richness and effective richness; however, several bacterial species were represented by
two or more OTUs (Table 5). Altogether, genera from all bacterial species listed by the man-
ufacturer were detected by 165 rRNA gene amplicon sequencing, while no contamination
was detected (Table 5, Figure 2).

Table 4. DNA content in experimental samples.

Cow ID Sample Type DNA Content (ng/pL)
MS 212
€l TCS 0.44
MS 0.05
2 TCS 0.38
MS 0.04
€2 TCS 0.31
MS 0.10
C4 TCS 0.06
M5 5.35
& TCS 2.22
M5 1.34
ce TCS 3.85
MS 0.24
<7 TCS 0.25
. MS 0.16
c8 TCS (.56
Mock sample .03
DNA stool stabilizer 0.02
Mock community 41.23
NaCl 0.59

C1-8, cow 1-8; M5, milk sample; TCS, teat canal sample.

Table 5. Bacterial species present in the mock community (MC) according to the manufacturer’s
specifications and obtained molecular species (QTU).

Bacterial Species Representing OTUs
Psevudomenas aeruginosa OTu11

Escherichia coli OTU4

Salmonella enterica OTUS

Lactobacilfus fermentum QTUS

Esntferococcus faecalis OoTuY

Staphylococcus aureus OTU2, OTU645, OTU417
Listeria monocylogencs OTUé

Bacillus subtilis QTU3, OTU787, OTU462

3.5.2. Negative Confrols

The negative controls from the NaCl used to wet the swabs for the TCS, the DNA
Stool Stabilizer (Invitek Molecular GmbH) used to stabilize the DNA from TCS, and the
mock sample testing the contamination of sampling in the milking parlor during sampling
all contained only minimal amounts of DNA (Table 4, Figure 52); thus, library preparation
and sequencing were not possible.
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Figure 1. a-diversity shown as effective richness between different sample types and cows. C1, C5,
C6, cows 1, 5, 6; MS, milk sample; TCS, teat canal sample; MC, mock community.

(A) Genus (B) Molecular strain (zOTU)

100 7
s
| SALILI LS I D)
80 1 zOTU3 (439 bp, Bacilliis mojavensis, 100%)
7OTU4 (438 bp, Escherichia coli, 100%)
- 7zOTU5 (438 bp, Salmonclla enterica subsp. enterica, 100%)
Pseudomonas 7OTUG (438 bp, Listeria monocytogenes, 100%)
60 1 Enterocaccus 2OTUS (438 bp, Limosilactobacillus fermentum , 100%)

Limosilactobacillus 2OTUY (438 bp, Staphylococcus aureus subsp, aureis, 100%)
Listeria B zOTU11 (438 bp, Enterococcus faccalis , 100%)

Staphylococeus zOTU13 (438 bp, Pseudomonas acruginosa , 100%)

Salmonella i V4 zOTU18 (438 bp, Escherichia coli, 99.8%)
ELscherichia P 7OTU20 (438 bp, Staphylococcus aurens subsp. aurens, 99.8%)
Bacillus
A -0TU907 (438 bp, Bacillus ssp., 96.1%)
20 { zOTU620 (439 bp, Bacillus carboniphilus, 97.7%
y I zOTU414 (439 bp, Bacillaceae, 96.8%)
zOTU822 (438 bp, Enterococcus faecalis , 97.3%)
o
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2QOTU22 (438 bp, Salmonella enterica subsp. enferica, 99.5%)
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=

40 1

relative abundance (%)

Figure 2. (A) Bacterial genera and (B) molecular strains obtained from 165 rRNA gene amplicon
sequencing of the MC. zOTUs were identified by EzBioCloud [45]; the sequence length, the closest
relative taxon, and the sequence similarity score of zOTUs are shown in the order of appearance. MC,
mock community; zOTU, zero-radius operational taxonomic unit; bp, base pairs.
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3.6. Condition of the Udder—Healthy

For C2, C3, and C8, neither the MS nor the TCS provided DNA amounts sufficient
to produce a library and allow 16S rRNA gene amplicon sequencing (Table 4). This low
amount of DNA agreed with the negative results of the bacterial culture.

3.7. Condition of the Udder—Latent

Cow 5 is represented in both the subclinical and the latent group, and the results from
the microbiome analysis are presented under Section 3.8.

The 165 rRNA gene amplicon sequencing was possible for both the MS and TCS for
Cow 6. The bacterial richness was similar for both MS and TCS with 35 and 31 bacterial
species, respectively. The effective richness was higher in MS (eight effective species) than
in TCS (two effective species; Figure 1). The evenness for both sample types was below
0.1 for Cow 6; consequently, this sample was dominated by one or a few bacterial species.
This becomes obvious when examining the genus and molecular strain composition of this
cow’s M5 and TCS (Figure 3).

(B) Molecular strain (zOTU)

u @ coms
@ ceTCS

.

Romboutsia

Turicibacter
zOTU10
zQTU351
zOTUlZ-I
zOTU14

u

z0TU19

7zQOTUT (419 bp, Corynebacteriim bovis, 100%)

ZzZQOTU10 (438 bp, Staphylococcus petrasii subsp. petrasii, 100%)
7QOTU35 (438 bp, Aerococcus viridans, 100%)

zOTU12 (412 bp, Romboutsia timonensis, 100%)

zOTU14 (438 bp, Staphylococcus raemolytictis, 100%)
zQTU19 (438 bp, Turicibacter spp., 99.5%)

Figure 3. Relative abundance (%) of (A) bacterial species and (B) molecular strains for Cow & for MS
and TCS. zOTUs were identified by EzBieCloud [45]; the sequence length, the clesest relative taxon,
and the sequence similarity score of zZOTUs are shown in the order of appearance. MS, milk samples;
TCS, teat canal samples; zOTU, zero-radius operational taxonomic unit; bp, base pairs.

As detected in the bacterial culture, both the MS and TCS were dominated by the genus
Corynebacterium and the molecular strain zOTUL (Corynebacterium bovis, 100% similarity).
However, the 165 rRNA gene amplicon sequencing detected further molecular strains with
lower abundances (Figure 3A), of which zOTU10 (Staphylococcus petrasii subsp. petrasii,
similarity 100%) displayed abundances of 2.2% in MS and 8.1% in TCS (Figure 3B).

The MS and TCS samples from Cow 8 displayed low DNA amounts of 0.16 ng/uL and
0.56 ng/uL (Table 4), respectively. As described for the samples with low DNA amounts
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above, library preparation and thus sequencing was not successful for the MS and TCS
of Cow 8. However, in the bacterial culture, CNS was detected with a very low SCC of
6000 cells/mL.

3.8. Condition of the Udder—Subclinical

The DNA content of the Cow 1 samples was 2.12 ng/uL for the MS and 0.44 ng/pL for
the TCS (Table 4). Consequently, it was not possible to obtain sequencing results from the
TCS. However, results for MS were available. «-diversity analysis displayed a richness of
eleven bacterial species and an effective richness of two bacterial species (Figure 1). With an
evenness of under 0.1 (i.e., 0.03), this CMS was again dominated by one molecular species
(Figure 4).

(B) Molecular Strain (zOTU)
B 1 ms

zOTU7
zOTU10

Staphylococeus

zOTU7 (438 bp, Sireptococcus porcinus, 100%)
20TU10 (438 bp, Staphylococcus petrasii subsp. petrasii, 100%)

Figure 4. Relative abundance (%) of (A) bacterial species and (B) molecular strains for Cow 1 MS,
20TUs were identified by EzBioCloud [45]; the sequence length, the closest relative taxon, and the
sequence similarity score of zOTUs are shown in the order of appearance. MS, milk sample; zOTU,
zero-radius operational taxonomic unit; bp, base pairs.

According to the results of the bacterial culture, the MS of Cow 1 was dominated
by the genus Streptococciis. However, unlike the results from the bacterial culture (i.e.,
Streptococcus uberis), the molecular strain dominating this sample (i.e., zZOTU7Y) was 100%
similar to Streptococcus porcimus (Strep. porcinus). With a relative abundance of over 1.0%, the
melecular strain zOTU10 (Staphylococcus petrasii subsp. petrasii (Strep. petrasii), similarity
100%) was further detectable by molecular analysis.

In the M5 and TCS from Cow 4, we measured a DNA content of 0.1 ng/pL and
0.06 ng/uL, respectively (Table 4). As described above, library preparation and thus
165 rRNA gene amplicon sequencing were not successful for these samples. This low
amount of DNA agreed with the negative results of the bacterial culture, even if the SCC
was increased.

Both the MS and TCS of Cow 5 contained enough DNA for conducting 165 rRNA gene
amplicon sequencing (Table 4). The bacterial richness in the MS displayed seventy bacterial
species and sixty-five effective species, while the TCS displayed fifty-nine bacterial species
and three effective species (Figure 1). The evenness was 0.59 for the M5 and 0.13 for the
TCS; thus, these samples had a wider distribution of species compared to those of Cow 1
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and Cow 6. The results of the bacterial culture displayed coagulase-negative Staphylococcus
sp. In the MS, we observed, unlike in all other M5, a wide variety of bacterial species
with a relative abundance below 20% (Figure 5A). Interestingly, these molecular strains
are species that are known to inhabit feces. Thus, it is likely that these findings represent
contamination. Fitting to this assumption, the TCS from Cow 5 did not display this wide
variety of species, but rather the culture-detected Staphylococcus genus. In the TCS samples,
the genus Staphylococcus is represented by zOTU2 (Staphyloceccus xylosus, similarity 100%;
Figure 5B). As in all other sequencing results, we additionally found another molecular
strain with a higher abundance, in this case, Corynebacterium bovis (zOTUIL, similarity 100%;
Figure 5B).
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Figure 5. Relative abundance (%) of (A) bacterial species and (B} molecular strains for Cow 6 MS and
TCS. 2OTUs were identified by EzBioCloud [45]; the sequence length, the closest relative taxon, and
the sequence similarity score of zOTUs are shown in the order of appearance. MS, milk samples; TCS,
teat canal samples; zOTU, zero-radius operational taxonomic unit; bp, base pairs.

4. Discussion

The general analysis and the further examination of the udder have provided informa-
tion on the cows” health conditions. Only a few animals showed minor deviations from the
reference parameters (Table 3), and no cow showed signs of clinical mastitis in the general
and specific udder examinations, which would have excluded them from the study. Thus,
the sampling of CMS as well as MS and TCS for 165 rRNA gene amplicon sequencing
was performed. The results of the cytological and bacteriological examination displayed
subclinical or latent mastitis for cows C1, C4, C5, C6, and C8. As all sampled cows were
in the periparturient period and the immune system can be compromised during this
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time [21], the slight clinical signs in some animals were not surprising. In most animals,
the rumen filling was scored as “3”. The rumen of two animals was less filled with a score
of “1”. A low rumen filling shortly after the calving can indicate typical diseases of the
early puerperium, such as mastitis or metritis [33]. The two cows with a low rumen filling
score (Le., “1") were diagnosed with either subclinical or latent mastitis retrospectively
but displayed no signs of acute clinical mastitis. Consequently, the rumen filling score
might be a useful tool to detect early post-puerperal mastitis, and further examinations
should be initiated before clinical signs occur. However, continuing investigation of this
parameter is necessary in the future. In the further examination of the udder, all eight cows
showed an udder hygiene score between “1” and “27; thus, the udders of the animals could
be described as clean [7]. Dirty udders can lead to a higher SCC and an increased risk of
intramammary infection [50]. The low degree of contamination according to the udder
hygiene scores correlates with the low SCC of the eight examined cows with an average of
39,000 cells/mL on the day of examination. Unfortunately, hygiene scoring of the udder has
not been included in any microbiome study yet. Since the teat skin is a possible pathway
for bacteria to enter the uddet, variations in the composition of the bacterial community on
the skin and teat cistern of dirty and clean udders should be investigated [21].

Hereafter, insights into the bacterial community of the udder using both conventional
bacterial culturing as well as 165 rRNA gene amplicon sequencing are discussed. It is
important to note that the authors did not expect a bacterial community in the udder
of healthy cows according to the reasons discussed by Rainard et al. [19]. Therefore,
methods were used to allow the maximum capture of eventual bacterial organisms in
the udder, and negative controls were provided for every step. One of these methods
was the pooling of the samples on the quarter level to gain enough bacterial DNA, as
sequencing is not always possible and reasonable for samples with low DNA contents.
Negative controls were sampled in several steps to identify possible contaminations. This is
especially important in samples where low biomass is expected, as contaminations during
sampling and DNA extraction provide results that rather describe the microbiome of
contaminants [30]. Unfortunately, this has not been conducted for mest published bovine
milk microbiota studies so far [17]. The most cbvious step to reduce contamination is
rigorous cleaning and disinfection to reduce contamination. In this study, even though
a high effort was made to work cleanly and disinfection, one MS of Cow 5 was most
likely contaminated with fecal organisms. Interestingly, some of these intestine-associated
bacterial species (e.g., Ruminoceccus spp., Bifidobacteriun spp., and Clostridium spp.) found
in the contaminated sample are similar to some major taxa described by Oikonomou
et al. [17] in their review about bovine milk microbiota. This suggests that the composition
of bovine milk microbiota is strongly influenced by feces and probably does not reflect
a natural community inside the mammary gland. As the bovines tend to defecate in the
milking parlor, this sort of contamination cannot be ruled out and should be expected and
presented as such. Nevertheless, besides this one sample, all other samples (n = 16) did
not display any signs of contamination, and the strict hygiene management of this study
allows the use of next-generation sequencing techniques even in a stable environment. As
the low amount of DNA found in many samples might originate from problems during
DNA extraction, a mock community was used to prove the successful extraction of DNA
from bacteria that can be expected in an udder. In this work, we used the ZymoBIOMICS
Microbial Community Standard (Zymo Research Europe GmbI). The extraction of all
bacterial species in the mock community was successful (Figure 2); nonetheless, separation
on the molecular strain level occurred, as described previously [51]. Tn general, it should be
noted that different studies based on 165 rRNA gene amplicon sequencing are comparable
to a limited extent due to the differences in sampling and sample management (e.g.,
DINA extraction or sequencing of different hypervariable regions) [17]. In this study, much
information regarding host, environment, and management practices was provided to avoid
possible misleading conclusions about the microbial origin and for a better comparison
with other studies [20]. It should be further noted that this study was a preliminary test of
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methods to examine if we are able to find bacteria that might be members of a microbiome.
Only eight clinically healthy cows were monitored by general and further specific udder
examination. It would be preferable to obtain a better understanding of the SCC and CM5
bacterial content before 165 rRNA gene amplicon sequencing; however, to the best of our
knowledge, no such examination exists that would allow the simultaneous probing of
bacterial culture and sequencing of the 165 rRNA gene amplicons from only healthy cows.
Thus, it is vital to examine the existence of an udder microbiome in healthy cows using a
larger study population and sampling during different phases of lactation. The planning
and implementation of this study were based on conditions in practice to not only be of
scientific use, but also to examine whether next-generation sequencing is applicable in a
field environment and allows veterinarians a deeper insight into udder health. This study
did not provide hints at the presence of a microbiome in healthy udders, while the results
of CC-positive milk samples correspond to the bacterial genera and species present in the
udders of cows with subclinical and latent mastitis. The cultured bacteria were always
close to the top zOTUs found by sequencing in other studies, as well [52,53]. However, in
addition to the bacteria detected in the culture, an additional bacterium with a lower relative
abundance was discovered by sequencing. Furthermore, almost all mentioned bacteria
found are potential mastitis pathogens with various levels of virulence. Some researchers
believe that the detection of DNA from several types of bacteria is indicative of mastitis
representing a multi-agent disease rather than being caused by a single pathogen [52,54].
Based on the results of this study, this hypothesis is not a sound basis to explain all findings.
In the udders of conspicuous animals, not a multitude of bacteria was found, but mostly
two zOTUs with a relative abundance that marked these bacteria as somewhat significant
in a clinical context. Generally, mastitis-causing agents can be classified according to their
origin. In addition, they can be divided into major and minor pathogens according to
their prevalence and the severity of clinical signs [55]. Staph. petrasii, belonging to the
coagulase-negative staphylococci (CNS), can be categorized as a minor pathogen [56].
However, to our knowledge, this pathogen has not yet been described as a mastitis-causing
pathogen in cows. Before an infection with CNS, predisposing factors affecting the immune
system make the udder susceptible [7]. CNS as well as C. bovis are found on the udder’s
skin, but C. bovis especially has been isolated from the teat canal [7]. C. bovis is a minor
mastitis-causing pathogen and is associated with the mammary gland. The actual origin of
C. bovis (i.e., from milk or the teat canal) is not clear in this study, as the milk passes through
the teat canal during manual sampling, and therefore, “contamination” rather than an
intramammary infection is more likely [57]. According to our results from 165 rRNA gene
amplicon sequencing, the bacterium was isolated in the teat canal as well as in the sample
from the gland cistern, which may be an indication of emerging colonization from the teat
canal. Nevertheless, the results from the MS of Cow 6 should be interpreted with caution
due to the sampling method via milking tube, as a spread of C. bovis from the teat canal
to the gland cistern cannot be excluded. In contrast, 5. uberis is a major mastitis-causing
pathogen originating mostly from the environment [55]. The general opinion about S. uberis
as a causative agent strictly associated with the environment is debatable, and transmissions
between cows can be an optional pathway for spreading [58,59]. 5. uberis was detected in
the bacterial culture from Cow 1. This finding is consistent with the results of the sequencing
of the MS (i.e., 5. porcinus). Both pathogenic species originate from the genus Sfreptococcis
of the family Streptococcaceae and display a close genetic relationship [60]. Therefore, they
hardly differ in terms of pathogenicity [61]. The different results from both investigations
play a minor role regarding the consequences of treatment. Nevertheless, as only the V3/V4
region of the 165 rRNA gene has been sequenced, the molecular strain from 165 rRNA gene
amplicon sequencing is based on the similarity of a small part of the DNA and should thus
be interpreted with caution, and CC might not be able to identify the exact species. As
described above, most pathogens of the genus Streptococcus derive from the environment,
including the animals” habitats, such as in peat or straw used as bedding material [55].
According to Metzger et al. [25], the bedding material affects the milk microbiomes even if
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the milk is collected directly from the gland cistern. The animals in the described study
were kept on straw and showed different OTUs compared to frequently isolated OTUs (i.e.,
Janthinobacterium spp., Entydrobacter spp., and Rhodocyclaceae.) from cows lying on sand,
manure solids, or sawdust [25]. Contrarily, the bedding material and environment did not
result in a bacterial community in the udder of cows in this study. Derakhashani et al. [21]
note a lack and need for knowledge regarding the potential influence of current managerial
practices according to the ten-point mastitis control program on the overall composition of
the udder microbiota. There are only a couple of studies addressing this issue; studies on
antibiotic drying-off and its possible influence on the milk microbiome already exist [29,62].
On the treatment of mastitis with antibiotics, only studies with E. coli as a mastitis pathogen
are available [63,64]. Based on the results of the presented study, it would be interesting
to observe the changes in sequencing results after the antibiotic treatment of the udder
to investigate the elimination of bacteria. Furthermore, most of the animals in our study
did not have a single-pathogen infection, and the behavior of the second pathogen after
the treatment might give interesting insights into mastitis incidence. The pathogens could
either be eliminated by the antibiotic treatment or, if resistant to the used antibiotic agent,
this might even stimulate the growth of the second most abundant pathogen that is only
detectable by sequencing and might lead to chronic mastitis that is seemingly resistant to
its antibiotic therapy. Consequently, the antibiotic treatment would have eliminated one
pathogen but, at the same time, prepare the way for the infection with the other pathogen.

The lack of a bacterial community in the udder of previously declared healthy cows has
already been described [15,17,25]. Therefore, this study supports the assessment that there
is no natural bacterial community in the healthy udder. Samples extracted directly from
the gland cistern via needle incision through the udder skin display low DINA amounts,
which might be associated with the cleanliness of the method [20]. Sampling directly from
the gland cistern by using a needle and vacuum tube is an invasive method that requires
sedation and rigorous cleaning and is therefore not suitable for routine clinical work [20].
A less invasive method using a milking tube was used for this study. This method allows
sampling from the gland cistern and is less prone to contamination from the teat apex and
skin compared to manual milk sampling. The method is similar to that of Friman et al. [26]
or the sampling described by Vangroenweghe et al. [65]. In our work, the extraction of milk
after disinfection using a milking tube resulted in a low amount of contamination while the
cow’s acceptance was high, as most cows are accustomed to milking tubes during mastitis
treatmment and dry-off. In conclusion, this method is fitting for the extraction of cisternal
milk samples, even for veterinary use.

Due to its high sensitivity and decreasing costs, sequencing, is increasingly used in
examining udder health. Furthermore, the inclusion of sequencing techniques in the
remediation of troubled dairy herds would be beneficial. More advanced techniques such
as metagenomic or whole-genome sequencing might allow the exact identification of the
pathogen on the species level and might, in combination with the analysis of comparative
samples from the stable {(e.g., bedding, milking system, or staff), give insight into the
disease incidence and pathogen origin.

5. Conclusions

Considering the results at the cow level, the following general conclusions can be
drawn from this study. No evidence of a microbiome in the healthy udder was found in this
study. This does not refer to the animals, which were conspicuous in the cytological and
bacteriological examination. Here, a “bacterial community” was found, but this community
consisted of only two pathogens with an abundance of higher than 1.0%, which indicates a
mixed infection of the udder. The results from the CC agree mostly with the results from
the molecular examination. Nonetheless, 165 rRNA gene amplicon sequencing was able to
generate even more detailed insight. Consequently, next-generation sequencing might be a
helpful method to understand the complexity of mastitis incidence as well as the origin
of the pathogen and might thus help to eliminate possible infection sources. Additionally,
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this method can be used in a field environment when contamination is avoided and teats
are disinfected rigorously. Researchers and clinicians should keep in mind that sequencing
methods are highly sensitive and negative controls are always needed. Furthermore,
the results should be questioned critically to avoid errors arising from environmental
contaminations and should be interpreted in relation to the clinical parameters and the
conventional culturing technique.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at:
https:/ /www.mdpi.com/article/10.3390/ microorganisms11051311 /51, Table S1: Evaluation of ru-
men filling using a visual three-stage scoring system according to Denat et al. (2020) [33], medified
by Zaajer und Noordhuizen (2003) [37] and Gétze et al. (2019) [36]; Table S2: Udder hygiene scoring
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7 Erweiterte Diskussion

Bei der vorliegenden retrospektiven Auswertung handelte es sich um eine Pilotstudie. Die
dargestellten Ergebnisse kdnnen als Orientierung fiir weitere Studien angesehen werden.
Alle Untersuchungen auf beiden Betrieben wurden ohne Vergleichsgruppe und mit einer
geringen Tierzahl durchgefiihrt. Der Einfluss der Haltungsformen sowie betriebsspezifische
Effekte wurden herausgearbeitet, um mdgliche Auswirkungen auf die Ergebnisse und
Schlussfolgerungen fir die Praxis zu ziehen.

7.1 Methodik

Wie aus der vorliegenden Arbeit ersichtlich wurde, war die Eutergesundheit von vielen ver-
schiedenen Faktoren abhangig. Um daher die Wirksamkeit von Produkten oder Maf3nah-
men im Hinblick auf die Beeinflussung der Eutergesundheit zu Gberprifen, sollten solche
Studien unter standardisierten Bedingungen stattfinden, um betriebliche, umweltbedingte
oder Kuh-assoziierte Einflussfaktoren méglichst auszuschlielen oder gering zu halten. Eine
retrospektive Beobachtungsstudie eignet sich daher nur eingeschrankt, um die Wirksamkeit
von Produkten zu prufen. Dies wurde auch anhand der haufig nicht signifikanten statisti-
schen Ergebnissen deutlich, dennoch lassen sich aber Beobachtungen flir nachfolgende
prospektive Studiendesigns ableiten.

7.2 Milchleistung

Die beobachtete Milchleistungssteigerung im konventionellen Betrieb deckte sich mit den
Beobachtungen der Literatur. Es gab hochsignifikante prozentuale Veranderungen der 100
Tage Leistung zwischen den Laktationsnummern am konventionellen Betrieb mit den be-
deutendsten Auspragungen zwischen der 2. und der 4. bzw. 5. Laktation. Es wurden die
erwartungsgemafen Zunahmen von der ersten auf die zweite und die Abnahmen ab der 5.
Laktation erfullt (Brand et al. 2001; Glatz-Hoppe 2019). Die laktationsabhangige Entwick-
lung der Milchleistung deckte sich mit den Daten aus dem LKV Bericht von 2021 in Bayern
(LKV Bayern 2021). Jedoch konnte tber die Hohe und Auspragung der Zunahmen bzw.
Abnahmen keine Aussage in Bezug auf die unterstitzende Wirkung durch die Produkte
getroffen werden. Es bleibt offen, ob die eingesetzten Produkte oder die starken Zunahmen
der Jungkihe von der 1. auf die 2. Laktation allein fir diesen Effekt verantwortlich waren.

Uberrascht hat das Ausbleiben der Milchleistungssteigerung im ékologischen Betrieb. Die
Tiere am 6kologischen Betrieb waren unabhangig von der Laktationsnummer hinter dem
erwarteten Leistungsniveau geblieben. Insbesondere die eingesetzte AHV Booster Tablet
Uberzeugte nicht. Diese kdnnte aber bei behandelten Tieren einen weiteren Milchleistungs-
abfall verhindert haben. Die wichtigsten Faktoren, die neben der Erkrankung ebenfalls ei-
nen Einfluss auf die Milchleistung nehmen kénnen, sind die Fitterung und die Haltungsform
der Tiere (Kruif et al. 2007).
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7.3 Eutergesundheit

Die Ergebnisse hinsichtlich der Eutergesundheit wurden im Folgenden nach Trockensteh-
periode und Laktation gesondert betrachtet.

7.3.1 Eutergesundheit wahrend der Trockenstehperiode
Die Kennzahlen und Zellzahlen in der Trockenstehperiode

Das pauschale Weglassen des antibiotischen Trockenstellers hat tendenziell zu einer Ver-
schlechterung der Eutergesundheit auf beiden Betrieben gefiihrt. Die Eingabe der Produkte
vor dem Trockenstellen konnte keine signifikante Verbesserung erzielen. Besonders deut-
lich waren die Auswirkungen beim konventionellen Betrieb mit einer bereits kritischen Eu-
tergesundheit. Sichtbar wurde das unter anderem an der Entwicklung der Kennzahlen zur
Beurteilung der Eutergesundheit wahrend der Trockenstehphase. Auffallig waren die deut-
liche Abnahme der Heilungsrate bei beiden Betrieben (Konv: -33,0%; Oko: -33,4%). Die
Ausheilungsraten beider Betriebe lagen hinter den Vergleichswerten aus dem PraRi Bericht
und den LKV Daten aus dem Jahr 2021. Auch im 6kologischen Vergleich schnitt der 6kolo-
gische Betrieb in der Ausheilung in der Laktation 2022 deutlich schlechter ab. Die genann-
ten Kennzahlen in der Trockenstehperiode am konventionellen Betrieb waren allerdings mit
Vorsicht zu beurteilen, da nur neun Tiere in die Auswertung mitaufgenommen wurden. Die
anderen neun Tiere waren zum Zeitpunkt vor dem Trockenstellen in der Laktation 2021
hochtragende Kalbinnen. Ein Ausbleiben der Heilung Uber die Trockenstehphase hinweg
fuhrt zu dauerhaft infizierten Eutern Uber die Trockenstehperiode. Dadurch kann sich das
Gewebe nur mangelhaft regenerieren und es entsteht eine unglinstige Ausgangssituation
hinsichtlich der Eutergesundheit in der Folgelaktation.

Die zyto - bakteriologischen Milchprobenuntersuchungen

Betrachtete man die Ergebnisse aus beiden zyto - bakteriologischen Milchprobenuntersu-
chungen vor und nach dem TS, so wurden auf beiden Betrieben am haufigsten opportunis-
tische Erreger wie KNS und C. bovis nachgewiesen. Diese Befunde deckten sich mit
anderen Studien, bei denen diese beiden Pathogene vor dem Trockenstellen und in der
Frahlaktation mit am haufigsten vorkamen (Kiesner et al. 2016; Nitz et al. 2021). Betriebs-
individuell wurde zusatzlich am konventionellen Betrieb Sc. uberis in beiden Proben (2,9%)
am dritthdufigsten nachgewiesen. Beim 6kologischen Betrieb hingegen kamen eher Infek-
tionen mit S. aureus vor (2,5%). Die Problematik bei der Bekdmpfung von Kuh-assoziierten
Erregern auf dkologisch wirtschaftenden Betrieben ist bereits von Fehlings et al. (2012)
beschrieben worden und das Vorkommen von S. aureus ist in dieser Haltungsform daher
nicht ungewohnlich. Schloss man die Zellzahl in die Auswertung mit ein und betrachtete
man die Entwicklung der Klassifizierung der Mastitiskategorien so fielen weitere Unter-
schiede zwischen den beiden Betrieben auf. Beim dkologischen Betrieb nahm vor allem der
Anteil an Tieren mit unspezifischer Mastitis ab und mit normaler Sekretion zu. Dies stand
im scheinbaren Widerspruch zu den Ergebnissen aus einer Feldstudie in Bayern, welche
die Entwicklung der Eutergesundheit nach dem Einsatz von antibiotischen Trockenstellern
untersuchten (Fehlings et al. 2012).
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Dort fand eine vergleichbare Verschiebung in der Eutergesundheit von Tieren mit unspezi-
fischer Mastitis zugunsten der Tiere mit normaler Sekretion statt, allerdings nachdem die
Tiere antibiotisch trockengestellt worden waren. Das antibiotische Trockenstellen beein-
flusste in der Feldstudie den Anteil an Tieren mit latenter Infektion und unspezifischer Masti-
tis nicht, diese blieben vor und nach dem Trockenstellen auf einem gleichbleibenden Niveau
(Fehlings et al. 2012). Zudem konnte bei der genannten Feldstudie durch den Einsatz von
antibiotischen Trockenstellern ein gleich hoher Anteil von 50,0% an Tieren mit normaler
Sekretion erreicht werden, wie am konventionellen Betrieb ohne antibiotischen Einsatz.
Méglicherweise wurde in ebenjener Feldstudie ohne Kontrollgruppe dem antibiotischen
Trockenstellern ein zu groRer Effekt zugeschrieben.

Bei genauerer Betrachtung der bakteriologischen Heilung auf Erregerebene zeigte sich,
dass Keime wie Sc. uberis oder C. bovis lediglich eine bakteriologische Heilungsrate von
50,0% hatten. Viertel, die mit diesen Erregern infiziert waren, hatten retrospektiv vermutlich
von einem antibiotischen Trockensteller profitiert, da die Heilung mit Antibiotika bei diesen
gram-positiven Erregern deutlich Gber der Selbstheilungsrate liegt. Durch den Einsatz von
Antibiotika konnten bakteriologische Heilungsraten von rund 94% fur Streptokokken und
98% fur andere gram-positiven Bakterien, wie beispielsweise C. bovis erzielt werden (Muller
et al. 2023). Eine nahere Betrachtung der bakteriologischen Heilung von S. aureus infizier-
ten Vierteln zeigte eine Heilung von 50%. In der Literatur wurden spontane Heilungsraten
in der Trockenstehperiode von 78% angegeben (Miiller et al. 2023). Ob die in dieser Studie
vorliegende teilweisen Ausheilung bei IMI mit S. aureus auf die Eingabe der biofiimhem-
menden Produkte oder zum Teil auf mogliche falsch-negative Proben nach dem Abkalben
aufgrund der intermittierenden Ausscheidung von S. aureus zurtickzufiihren war, kénnte in
zukunftigen Studien untersucht werden (Kromker et al. 2008). Auch KNS profitierte laut den
Erkenntnissen von Muller et al. (2023) nicht von einem antibiotischen Trockensteller, da
sich Selbstheilungsraten (68% bei Miiller et al. (2023) bis 77% bei Vasquez et al. (2018))
und die antibiotische Heilung (78% bei Muller et al. (2023) und 91% bei Vasquez et al.
(2018)) nur gering voneinander unterschieden. Interessanterweise hatte KNS in dieser vor-
liegenden Studie, die hdchste bakteriologische Heilungsrate (100%) auf beiden Betrieben.
Da diese beiden Erreger, KNS und S. aureus, nur bedingt mit Antibiotika therapiert werden
sollten, kdnnten alternative Behandlungsmethoden mit besseren Erfolgsaussichten genutzt
werden.

Des Weiteren handelte es sich bei den Vierteln, die in der zyto-bakteriologischen Untersu-
chung nach dem Abkalben (2. BU) eine IMI aufwiesen, Uberwiegend um Neuinfektionen
(Konv: 87,5% Oko: 91,7%). GleichermaRen hohe Anteile an Neuinfektionen bei infizierten
Vierteln waren auch bei antibiotisch behandelten Tieren zu finden. So handelte es sich bei
88,7% (n = 110) der infizierten Viertel nach dem Abkalben um eine Neuinfektion, die bei
fast allen Erregerarten vorkam (Nitz et al. 2021). Es wurde beschrieben, dass ein Grolteil
der Neuinfektionen Uber die Trockenstehperiode durch Umwelt-assoziierte Erreger verur-
sacht werden, weil das Ubertragen von Kuh-assoziierten Erregern durch das Melken weg-
fallt (Bradley und Green 2004).
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Dies stand nicht ganzlich im Einklang mit den vorliegenden Ergebnissen. Auch wenn es zu
einer Erweiterung des Keimspektrums zugunsten der Umwelterreger nach dem Abkalben,
vor allem am 6kologischen Betrieb kam, so konnten dennoch sowohl Neuinfektionen durch
Kuh-assoziierte als auch durch Umwelt-assoziierte Erreger nachgewiesen werden. Aller-
dings kann die Zunahme der Neuinfektionsrate und die Tatsache, dass es sich bei IMI in
der 2. BU uberwiegend um Neuinfektionen handelte, auf eine mangelnde Hygiene im Abteil
der Trockensteher oder bei der Anwendung des Zitzenversieglers hinweisen (Kruif et al.
2007). Starke Umwelteffekte, die eine Gefahrdung fur die Eutergesundheit darstellen, sind
dementsprechend durch den Einsatz von alternativen Behandlungsmethoden nicht auszu-
gleichen. Der Einsatz von Antibiotika zum Trockenstellen sollte ebenso wie der Einsatz von
alternativen Produkten betriebsspeziell und tierindividuell Gberdacht werden. Eine Diagnos-
tik ist dabei unerlasslich, um behandlungswirdige infizierte Tiere zu detektieren.

Durch die in der Publikation erlauterte 16S rRNA Sequenzierung wurde bei einer geringen
Stichprobe (n = 8 Kiihe) am konventionellen Betrieb festgestellt, dass die Ergebnisse aus
der Sequenzierung groftenteils mit den Ergebnissen aus der zyto - bakteriologischen Un-
tersuchung der Milchproben um den 7.LT Ubereinstimmten. Bei Tieren, die in der zyto -
bakteriologischen Untersuchung auffallig waren, wurde zudem mittels der hochsensitiven
Sequenzierungmethode eine bakterielle Gemeinschaft mit einem weiteren Erreger und ei-
ner Abundanz von mehr als 1,0% identifiziert, was auf eine Mischinfektion im Euter bei
diesen Kuhen hinwies.

Der Einfluss von Mastitishistorie und Laktationsnummer auf die Eutergesundheit

Nicht nur die beteiligten Erreger spielten beim Infektionsgeschehen in der Trockenstehpe-
riode eine Rolle, sondern auch die Mastitishistorie in den vorangegangen Laktationen. Dies
deckte sich mit den Erkenntnissen aus der Literatur, denn durch jede vorangegangene
Mastitis wird Eutergewebe meist irreparabel geschadigt und ist zudem empfanglicher fir
eine neue Infektion (Ruegg 2017; Fehlings et al. 2012; Jamali et al. 2018; Wittek et al.
2018). Diese Erkenntnis wurde auch in den vorliegenden signifikanten Ergebnissen deut-
lich. Je mehr Mastitisbehandlungen die Kuh zum Zeitpunkt des Trockenstellens gehabt
hatte, umso geringer war die Chance bei infizierten Tieren auf eine Ausheilung und bei
eutergesunden Tieren gesund zu bleiben. Es scheint, dass eine potenzielle Wirkung der
eingesetzten Produkt AHV Extra und Aspi zum Trockenstellen mit einer steigenden Anzahl
an Mastitisvorbehandlungen abnimmt. Mdglicherweise beeintrachtigen die vorangegange-
nen Mastitiden das Eutergewebe und die Immunabwehr so stark, dass die negativen Kon-
sequenzen von Euterentziindungen fiir das Tier gegenltber den positiven Effekten der
Produkte Uberwiegen. Zudem schien auch die Laktationsnummer einen Einfluss auf die
Zellzahlen kurz nach der Abkalbung zu haben. So hatten Tiere mit niedrigeren Laktations-
nummern (2. Laktation) im Median deutlich niedrigere Zellzahlen direkt nach dem Abkalben
(1.PM) als Tiere mit mehr als zwei Laktationen. Auch bei Bobbo et al. (2019) hatten die
Tiere in der 2. Laktation die geringsten differenzierten somatischen Zellzahlen.

In der vorliegenden Studie wird deutlich, dass das Trockenstellen ohne Antibiotikum, aber
mit alternativen Produkten und ITS bei Tieren mit wenigen Mastitisfallen in den Vorlaktati-
onen und bei Jungkuhen (2. Laktation) die grofdten Erfolgsaussichten hat.
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Folglich sollte also in Zukunft weder auf den pauschalen Einsatz von Antibiotika noch auf
die ausschlieRliche Verwendung von alternativen Behandlungsmethoden zurlckgegriffen,
sondern viel mehr die Entscheidung auf Einzeltierebene getroffen werden. Dabei sollten die
Mastitishistorie und die Laktationsnummer als Entscheidungskriterien mit aufgenommen
werden. Der korrekte Einsatz eines Zitzenversieglers ist zudem empfehlenswert. Um wei-
tere Aussagen in Bezug auf die Entwicklung der Eutergesundheit wahrend der Trocken-
stehphase zu prufen, braucht es aber eine Kontrollstudie, die die Gruppen antibiotisch,
alternativ und ohne Behandlung zum Trockenstellen miteinander vergleicht.

7.3.2 Eutergesundheit wahrend der Laktation
Die Kennzahlen und Zellzahlen wéhrend der Laktation

Im zeitlichen Verlauf der Probemelkungen fiel auf, dass die Tiere in der 1. PM in der Lakta-
tion 2022 nach dem Abkalben mit die hochsten Zellzahimediane aufzeigten (Konv:
190.000 Z/ml, Oko: 52.000 Z/ml). Zudem wiesen die Daten zu diesem Zeitpunkt die weites-
ten Interquartilsabstande auf, was auf eine deutliche Streuung der Zellzahlen bei den Ein-
zeltieren hindeutet. Auch im zeitlichen Verlauf der Probemelkungen zeigte sich, dass auf
beiden Betrieben in der 1. PM nach dem Abkalben weniger Tiere eutergesund waren. Dass
im peripartalen Zeitraum die Eutergesundheit vor grol3e Herausforderungen gestellt wird,
bemerkten auch Sharma et al. (2011b). Tiere in dieser Phase leiden haufig unter hohem
oxidativem Stress, welcher mit einer Immunsuppression einhergeht. Vor allem bei Milchki-
hen mit hoher Leistung und einer negativen Energiebilanz kurz nach dem Abkalben kann
es zu einem gehauften Auftreten von IMI kommen und das Mastitisrisiko steigt an (Visscher
et al. 2016; Cheng und Han 2020). Hinweise auf eine unterstitzende positive Wirkung auf
das Immunsystem durch den Einsatz der pflanzlichen Produkte konnte bei den besonderen
Herausforderungen in dieser Zeit nicht eindeutig erkannt werden.

Es kam im zeitlichen Verlauf der Probemelkungen zu einer Stabilisierung der Eutergesund-
heit. Nach der 2. PM verbesserten sich die Zellzahlmediane (Laktation, 3. PM 2022, Konv:
87.000 Z/ml) vor allem am konventionellen Betrieb deutlich und der 6kologische Betrieb
konnte die Zellzahimediane (Laktation, 3. PM 2022, Oko: 65.000 Z/ml) auf einem konstant
niedrigen Niveau halten. Ob der Effekt alleinig auf die 2. Eingabe (um den Zeitpunkt der 2.
PM) der Produkte Aspi und Extra zurlckzuflihren war, konnte auf Grund der fehlenden
Kontrollgruppe nicht eindeutig beurteilt werden. Moéglicherweise kann auch der Verdln-
nungseffekt durch das Einsetzens der Gipfelmilchleistung in diesem Zeitraum (Brand et al.
2001) oder die Stabilisierung des Immunsystems nach der peripartalen Phase einen posi-
tiven Einfluss auf die Entwicklung der Zellzahlen und folglich auf die Eutergesundheit neh-
men (Ruegg 2021).
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Die Mastitisinzidenz und die Anzahl der Behandlungen

Ein weiterer Parameter zur Beurteilung der Entwicklung der Eutergesundheit wahrend der
Laktation ist die Mastitisinzidenz in den ersten 100 LT. Hierbei kam es zu erheblichen Un-
terschieden zwischen den beiden Betrieben. So stieg beim konventionellen Betrieb die In-
zidenz stark an (+38,6%), wohingegen beim 6kologischen Betrieb die Inzidenz von 30,0%
gleich hoch blieb. Ein mdglicher prophylaktischer Effekt der verwendeten Produkte schien
auf Grund dieser Entwicklung und der gestiegenen Neuinfektionsrate in der Laktation 2022
eher unwahrscheinlich. Es war davon auszugehen, dass der Erregerdruck vor allem auf
beobachtungswiirdigen Betrieben mit moderater Eutergesundheit hoch war. Uberwiegend
Umwelt-assoziierte Erreger, wie beispielsweise Sc. uberis, kbnnen dabei eine wichtige
Rolle spielen und zu hohen Rezidiv- und Neuinfektionsraten bei Milchkihen fuhren (Cobirka
et al. 2020). Dies hatte sich am konventionellen Betrieb bereits angedeutet, da einige Viertel
in der 2. BU mit Sc. uberis infiziert waren.

Neben der Inzidenz fiur Mastitis in den ersten 100 LT wurde auch der Parameter ,Anzahl an
Behandlungen® sowohl fir die Mastitiserstversorgung mit den AHV Produkten Quick, Extra,
Aspi und Booster als auch fur folgende antibiotische Behandlungen in der Laktation 2022
erhoben. Auch hier zeigten sich erneut erhebliche Unterschiede zwischen den beiden Hal-
tungsformen. Am &kologischen Betrieb funktionierte die Mastitiserstversorgung mit den
pflanzlichen Alternativen besser, hier war kein antibiotischer Einsatz erforderlich. Am kon-
ventionellen Betrieb hingegen mussten funf der acht Behandlungen antibiotisch versorgt
werden, wegen mangelnder Verbesserung der Mastitissymptome. Ein méglicher Grund fir
die Unterschiede zwischen den beiden Haltungsformen kénnte in der frihzeitigen Erken-
nung der Erkrankung liegen. Der konventionelle Betrieb verbachte zwar insgesamt mehr
Stunden mit der Stallarbeit, diese und vor allem das Melken wurden aber von wechselnden
Fremdarbeitskraften durchgefihrt, welche zudem wahrend des Melkens immer wieder den
Melkprozess unbeaufsichtigt lieRen. Dies kann, wie auch von Barnouin et al. (2004) und
Volling et al. (2011) beschrieben wurde, zu einer Verschlechterung der Eutergesundheit
fuhren, da moglicherweise frih erkrankte Tiere nicht eindeutig und vor allem nicht frihzeitig
identifiziert wurden. Es konnte von einer geringeren Sensitivitat als die von Hillerton (2000)
beschriebenen 80% flr die Erkennung von IMI durch das Melkpersonal ausgegangen wer-
den. Der 6kologische Betrieb hingegen schien Tiere friihzeitiger zu erkennen, indem er die
durch das AMS eingesparte Zeit in die Tierbeobachtung investierte. So konnten schwere
Verlaufe, die ein Antibiotikum verlangen, méglicherweise vermieden werden (Jong et al.
2023a). Darlber hinaus ist davon auszugehen, dass der 6kologische Betrieb gelbter im
Umgang mit antibiotikafreien Behandlungsalternativen sowie in der Prophylaxe von Krank-
heiten war (Duval et al. 2020). Fur eine bessere Vergleichbarkeit zwischen den unterschied-
lichen Behandlungsoptionen ist es in kommenden Studien empfehlenswert die Art und den
Schweregrad der Mastitis veterinarmedizinisch zu diagnostizieren sowie die Art des Erre-
gers und den Verlauf der bakteriologischen und zytologischen Heilung durch zyto - bakte-
riologische Milchprobenuntersuchungen festzustellen.
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Damit kann die Aussagekraft hinsichtlich der Wirksamkeit der Produkte und des Verlaufs
der Erkrankung verbessert werden. Der erfasste Parameter ,Anzahl an Behandlungen® war,
wie auch von Duval et al. (2020) beschrieben, zu ungenau und maéglicherweise irrefiihrend.

Es Iasst sich festhalten, dass sich die Eutergesundheit wahrend der Laktation auf dem kon-
ventionellen Betrieb mit einer beobachtungswirdigen Eutergesundheit noch weiter ver-
schlechtert hat. Am 6kologischen Betrieb konnte die sehr gute Ausgangssituation nicht
ganzlich gehalten werden, dennoch blieb der Betrieb ohne antibiotische Anwendungen im
Euterbereich und mit dem Einsatz von pflanzlichen Behandlungsalternativen auf einem gu-
ten Niveau.

7.4 Tiergesundheitsmonitoring
Die Tierbeobachtung und der Betreuungsschliissel

Bei der 6kologischen Gegenlberstellung mit den Ergebnissen von Hansmann et al. (2019)
zeigte sich, dass der Betrieb eine fir diese Haltungsform auerordentlich gute Euterge-
sundheit aufwies. Wobei der Vergleich mit dieser Studie nicht ohne Vorbehalt gezogen wer-
den kann, da die analysierten Betriebe Uberwiegend in Norddeutschland lokalisiert waren
und groRtenteils Kilhe der Rasse HF ausgewertet wurden. Somit konnen geographische
und rassespezifische Unterschiede nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Dennoch ist
festzuhalten, dass diese Bewirtschaftungsform generell mit einigen Vorgaben einhergeht,
die die Eutergesundheit negativ beeinflussen kénnen. Das Management am 6kologischen
Betrieb in der vorliegenden Studie bewirkte aber den entscheidenden Unterschied. Insbe-
sondere der Betreuungsschlissel und die Tierbeobachtung stehen dabei im Vordergrund.
So beschrieben auch Versen et al. (2021) und Volling (2011), dass ein gutes Betreuungs-
verhaltnis bei rund 38 Milchkiihen pro Arbeitskraft liegt und Betriebe mit einer niedrigen
Herdensammelmilchzellzahl im Durchschnitt 41 Milchkihe hielten. Dass allerdings der Be-
treuungsschlissel nicht allein fir eine gute Eutergesundheit verantwortlich war, zeigte sich
anhand des ahnlich engen Betreuungsverhaltnisses am konventionellen Betrieb mit einer
moderaten Eutergesundheit. Ein weiterer entscheidender Faktor schien neben der zu be-
treuenden Anzahl an Tieren auch die Art und die Dauer, die fir die Tierbeobachtung am
Betrieb investiert wurde. Trotz des Einsatzes eines AMS-Systems mit geringerer Sensitivi-
tat, schien eine haufige und lange Tierbeobachtung im Bereich der Eutergesundheit einem
Betrieb mit wechselnden Fremdarbeitskraften und teilweise unbeobachteten Melkprozes-
sen Uberlegen zu sein. Der erfolgreiche Einsatz von alternativen Behandlungsmethoden
erfordert daher betriebliche Managementstrategien, die vor allem eine gute Tierbeobach-
tung voraussetzen.

Das Euterscoring

Das Euterscoring wurde durchgefihrt, um den Gesundheitszustand der Tiere noch detail-
lierter beurteilen zu kénnen. Ahnliche Scorings wurden in aktuellen Arbeiten fiir unter-
schiedliche Fragestellungen im Euterbereich ebenfalls angewandt (Kollmann et al. 2021;
Nitz et al. 2021).
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Ein Parameter, der im Scoring erhoben wurde, waren die Verschmutzungen am Euter und
an den Hintergliedmalen. Dieser Hygienescore erlaubt Riickschlisse auf eine fakale Kon-
tamination in diesem Bereich. Die Tiere am konventionellen Betrieb mit einem durchschnitt-
lichen Hygienescore von 1,8 waren groRtenteils sauber. Mangel in der Liegeboxenpflege
oder der Laufflachenreinigung, die laut Hohmann et al. (2020) und DeVries et al. (2012) in
Verbindung mit der Bakterienbelastung und damit auch der Sauberkeit der Tiere stehen,
schienen daher nicht der ausschlaggebende Grund fir die kritische Eutergesundheit am
Betrieb zu sein. Im dkologischen Betrieb hingegen mit gescorten Tieren von durchschnitt-
lich 2,6 schien die Sauberkeit der Tiere moderat zu sein. Es ware mdglich, dass die Ver-
schmutzung wegen der in der Literatur beschriebenen dreckigeren Lauf- und Triebwegen
mit den schlechten Witterungsverhaltnissen zusammenhing (Kelly et al. 2009; Volling et al.
2011). Denn das Scoring fand bei den Tieren Uberwiegend in den nassen Monaten von
Dezember bis April statt. Allerdings gingen die Verschmutzungen am 6kologischen Betrieb
anders als bei Barnouin et al. (2004) nicht mit einem deutlichen Zellzahlanstieg einher.
Méglicherweise konnten aber die fakalen Verschmutzungen mancher Tiere auch die Ursa-
che fur die Zunahme an Umwelt-assoziierten Erregern bei der 2. BU am 6kologischen Be-
trieb sein. Bekanntlich stellt die Fazes der Rinder ein wichtiges Reservoir fir Umwelt-
assoziierte Mastitispathogene dar (Munoz et al. 2006; Zadoks et al. 2005). Verschmutzter
waren vor allem Kiihe mit einem tiefhangenden Euter, da hier der Abstand zwischen Boden
und Zitze kleiner ist. Diese Kiihe hatten am Tag des Scorings auch héhere Zellzahlen (ca.
650.000 Z/ml) als Kuhe mit nicht tiefhangendem Euter (ca. 315.000 Z/ml). Zu gleichen
Schlussfolgerungen kamen beispielsweise auch Sharma et al. (2017). Sie konnten feststel-
len, dass Tiere mit Pendeleuter im Durchschnitt eine Zellzahl von 306.000 Z/ml im Vergleich
zu Tieren ohne Pendeleuter mit einer durchschnittlichen Zellzahl von 132.000 Z/ml aufwie-
sen. Meist findet diese altersbedingte Lockerung des Aufhangeapparates mit zunehmender
Laktationsnummer statt, dennoch wird in den meisten Studien Uber die Verschmutzungen
am Euter die Laktationsnummer der gescorten Tiere nicht angegeben. In der vorliegenden
Arbeit hatten Tiere mit tiefhangendem Euter eine durchschnittliche Laktationsnummer von
5,5 Laktationen. Somit kdnnten erhdhte Zellzahlen bei tiefhdngenden Eutern nicht allein
durch die Verschmutzung ausgeldst werden, sondern moglicherweise auch den erhdhten
Infektionsraten bei alteren Tieren geschuldet sein.
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8 Fazit

Der Einsatz der AHV Produkte, insbesondere der Booster Tablet hatte keinen deutlich po-
sitiven Einfluss auf die Milchleistung der ausgewerteten Tiere, die Uber die zu erwarteten
Zunahmen hinausging. Der Einfluss der verwendeten AHV Produkte auf die Leistung der
Tiere ist zudem wegen der geringen Tierzahl und das Fehlen der Kontrollgruppe nicht ab-
schliellend zu beurteilen.

Der Fokus der Arbeit lag auf der Eutergesundheit. Hier lassen sich folgende Kernaussagen
zusammenfassen. Bei den ausgewerteten Tieren konnte keine Verbesserung durch den
Verzicht von antibiotischen Trockenstellern erreicht werden. In der Trockenstehperiode
stieg die Neuinfektionsrate deutlich an, wohingegen die Ausheilungsrate stark abfiel. Vor
allem in der peripartalen Phase, die oft mit einer Immunsuppression einhergeht, stieg die
Zellzahl an. Anhand der bakteriologischen Untersuchung zum TS, zeigte sich, dass Uber-
wiegend gram-positive Keime in den Vierteln nachgewiesen wurden. Demnach hatten diese
in der BU auffélligen Tiere retrospektiv von einem antibiotischen Trockensteller profitiert.
Der Einsatz der AHV Produkte Extra und Aspi zum Trockenstellen konnten keine deutliche
Verbesserung erzielen, die Uber die Selbstheilungsrate der Euterviertel wahrend des Tro-
ckenstellens hinausging. Zudem sollte der Einsatz von alternativen Produkten auf Einzel-
tierebene entschieden werden. Folgende Faktoren spielten dabei eine Rolle: Kihe mit zwei
Laktationen zeigten niedrigere Zellzahlen in der 1. PM 2022 als altere Tiere zu diesem Zeit-
punkt und verflgten folglich Uber eine bessere Eutergesundheit. Einen weiteren Einfluss-
faktor schienen die Mastitisbehandlungen in der Vorlaktation zu spielen. So hatten Tiere
mit drei oder mehr Mastitisbehandlungen eine geringe Chance Uber die Trockenstehperi-
ode eutergesund zu bleiben oder auszuheilen. Unter diesen Voraussetzungen kdénnen teil-
weise Einsparungen von Antibiotika zum Trockenstellen erzielt werden, dabei ist eine
Diagnostik zur Pathogenbestimmung in Milchproben unabdingbar. Bei der Erstversorgung
von Mastitiden machte das Management den entscheidenden Unterschied. Damit spielen
die Art und Dauer der Tierbeobachtung durch den Betriebsleiter und das friihzeitige Erken-
nen von Problemtieren beim erfolgreichen Einsatz von pflanzlichen Alternativen eine ent-
scheidende Rolle. Folglich kdnnen bei einem Betrieb mit einer guten Ausgangssituation im
Euterbereich und einem guten Management Einsparungen beim Einsatz von Antibiotika
vorgenommen werden. Der Umgang mit den Produkten erfordert aber eine gewisse Rou-
tine, wie sie Betriebsleiter von 6kologischen Betrieben haufiger dank der Erfahrung mit war-
tezeitfreien Alternativen mit sich bringen.

In zuklnftigen Studien sollte zunachst eine unabhangige standardisierte Untersuchung, die
eine randomisierte Kontrollgruppe und Placebo Produkte beinhaltet, durchgefiihrt werden,
um klare Aussagen in Bezug auf die Wirksamkeit der Produkte treffen zu konnen. In weite-
ren Studien kann im Anschluss die bakteriologische Heilung von Erregern, die nur bedingt
mit Antibiotika behandelbar sind wie S. aureus und KNS noch genauer untersucht werden.
Médglicherweise kdnnten alternative Therapiemdglichkeiten zu besseren Erfolgsaussichten
fUhren.
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Abschlielend Iasst sich im Bereich des Tiergesundheitsmonitorings feststellen, dass der
Einsatz von alternativen Produkten der Firma AHV ein gutes betriebliches Management mit
einer sorgfaltigen Tierbeobachtung voraussetzt. Erhebliche betriebliche Mangel in Fltte-
rung oder Haltung konnten durch die alternativen Produkte nicht ausgeglichen werden.

Die Next-Generation-Sequenzierung kann eine hilfreiche Methode in der Praxis und Wis-
senschaft sein, wenn Kontaminationen vermieden und Zitzen sorgfaltig desinfiziert werden,
um die Komplexitat des Mastitisgeschehens sowie den Ursprung des Erregers zu verstehen
und somit mogliche Infektionsquellen zu eliminieren. Allerdings sind Sequenzierungsme-
thoden sehr empfindlich und erfordern immer Negativkontrollen. Deshalb sollten die Ergeb-
nisse kritisch hinterfragt und immer im Zusammenhang mit den klinischen Parametern und
der konventionellen Kultur (CC) beurteilt werden, um mogliche Fehlinterpretationen bedingt
durch Umweltkontaminationen zu vermeiden.



9 Zusammenfassung 87

9 Zusammenfassung

Die Reduktion von Antibiotika im Rinderbereich ist in den letzten Jahren zunehmend wich-
tiger geworden. Ein groRes Einsparungspotenzial von Antibiotika, durch alternative Be-
handlungs- und Prophylaxemdglichkeiten ohne Wartezeit fur laktierende Milchkihe, gibt es
im Bereich der Eutergesundheit. In der vorliegenden retrospektiven Pilotstudie soll der Ein-
fluss von Animal Health Vision (AHV) Produkten auf die Eutergesundheit von insgesamt 38
bayerischen Fleckviehkihen auf einem konventionellen und 6kologischen Betrieb beleuch-
tet werden. Die verwendeten antibiotikafreien Produkte enthalten phytotherapeutische
Stoffe sowie thiosulfurhaltige Zusammensetzungen, die auf Grund ihres Wirkprinzips die
Bakterien nicht abtéten, sondern ,entwaffnen® sollen. Die Betriebe haben auf eine soweit
vertretbare antibiotikafreie Therapie und Prophylaxe von intramammaren Infektionen Uber
die Trockenstehphase und innerhalb den ersten 100 Laktationstagen umgestellt und Pro-
dukte der Firma AHV verwendet. Unabhangig vom Eutergesundheitszustand der ausge-
werteten Tiere wurden alle Kiihe 2022 mit einem internem Zitzenversiegler und ohne
Antibiotika trockengestellt. Es wurden dabei sowohl die Ergebnisse aus den Probemelkun-
gen der Tiere als auch von zwei zyto - bakteriologischen Milchprobenuntersuchungen (21
Tage vor dem Trockenstellen; £ 7 Tage p.p.) und einem Euterscoring (£ 7 Tage p.p.) aus-
gewertet. Insbesondere wurden Einflisse durch das betriebsspezifische Management und
die Unterschiede zwischen dkologischer und konventioneller Haltung herausgearbeitet. Ei-
nen tieferen Einblick in die Eutergesundheit von acht Tieren des konventionellen Betriebs
wurde in der Publikation durch die zusatzliche kulturelle Anzucht von Milchproben in Kom-
bination mit der 16S rRNA Sequenzierung von sterilen Milchproben aus der Euterzisterne
und Tupfer aus dem Strichkanal gewonnen.

Milchleistung

Am konventionellen Betrieb wurden die groRten prozentualen Zunahmen der 100 Tage
Leistung im Vergleich zur Vorlaktation erwartungsgemaf bei Tieren in der 2. und 3. Lakta-
tion beobachtet. Am 6kologischen Betrieb gab es vor allem bei den Tieren in der 3. und 4.
Laktation keine Steigerung der 100 Tage Leistung. Der Einsatz der AHV Produkte, insbe-
sondere der Booster Tablet hatte somit keinen eindeutigen positiven Einfluss auf die
Milchleistung der ausgewerteten Tiere, die Uber die zu erwarteten Zunahmen hinausging.

Eutergesundheit

Der pauschale Einsatz der AHV Produkte und der Verzicht von antibiotischen Trockenstel-
lern fihrte zu keiner Verbesserung der Eutergesundheit bei den ausgewerteten Tieren. Am
konventionellen Betrieb stieg die Zellzahl in der 1.PM im Median von 63.000 Z/ml in der
Laktation 2021 auf 190.000 Z/ml in 2022. Auch auf dem 6kologischen Betrieb stieg die Zell-
zahl in der 1.PM im Median von 31.000 Z/ml 2021 auf 52.000 Z/ml 2022. Der generelle
Verzicht auf antibiotischen Trockensteller und der Einsatz von alternativen Produkten soll-
ten daher auf Einzeltierebene entschieden werden. Kriterien bei dieser Entscheidungsfin-
dung sollten die Laktationsnummer der Kuh, die Anzahl an Mastitisbehandlungen in den
Vorlaktationen sowie das Ergebnis einer bakteriologischen Untersuchung der Milch vor dem
Trockenstellen sein.
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Unterschiede zwischen den Laktationen 2021 und 2022 zeigten sich unter anderem in der
Mastitisinzidenz in den ersten 100 Laktationstagen. So hatten am konventionellen Betrieb
2022 von 18 ausgewerteten Tieren acht Tiere eine Mastitis, wahrend es 2021 nur ein Tier
war. Am Okologischen Betrieb waren es 2021 und 2022 jeweils sechs von 20 Tieren. Ein
maoglicher prophylaktischer Effekt der AHV Produkte zeigte sich nicht. Allerdings musste
auf dem 6kologischen Betrieb bei acht Behandlungen mit akuter Mastitis kein Tier antibio-
tisch versorgt werden. Dies lag vor allem am Management des 6kologischen Betriebs, der
Mastitiden friher erkannte und mit der Erstversorgung mit AHV Produkten erfolgreich be-
handelte. Die Art und Dauer der Tierbeobachtung durch den Betriebsleiter und das friihzei-
tige Erkennen von Problemtieren spielten beim erfolgreichen Einsatz von pflanzlichen
Alternativen eine entscheidende Rolle und sind zusammen mit einer guten betrieblichen
Ausgangssituation in der Eutergesundheit Voraussetzung fur das Einsparen von Antibiotika
bei Euterbehandlungen.

Weitere Untersuchungen zur Beurteilung der Tiergesundheit

Das Euterscoring ergab einige Unterschiede zwischen dem konventionellen und dem 6ko-
logischen Betrieb. Am konventionellen Betrieb standen zwar die saubereren Tiere, jedoch
traten haufiger Geburtsédeme auf. Auf beiden Betrieben konnte festgellt werden, dass Tiere
mit tiefhdngenden Eutern verschmutzter waren, was mit einer erhdhten Zellzahl und damit
zugleich mit einem héheren Risiko flir intramammare Infektionen einherging. Grundsatzlich
eignet sich der Zeitpunkt (+ 7. LT) des Scorings gut, um in der kritischen Transitperiode
kranke Tiere friihzeitig zu erkennen.

Konkrete Aussagen in Bezug auf die Wirksamkeit der verwendeten Produkte waren dabei
auf Grund des Studiendesigns nur eingeschrankt mdglich, stattdessen konnten aus den
Ergebnissen mdgliche Schlussfolgerungen fiir den Einsatz in der gangigen Praxis und fir
weitere Studien gezogen werden.

Ergebnisse der 16S rRNA Sequenzierung aus der Publikation

In der Publikation wurden keine Hinweise auf ein Mikrobiom im gesunden Euter gefunden.
Bei Tieren, die in der zytologischen und bakteriologischen Untersuchung auffallig waren,
wurde zwar eine bakterielle Gemeinschaft gefunden, diese bestand aber nur aus zwei Er-
regern mit einer Abundanz von mehr als 1,0%, was auf eine Mischinfektion des Euters
hinweist. Die Ergebnisse der konventionellen Kultur (CC) stimmen weitgehend mit den Er-
gebnissen der molekularen Untersuchung Uberein. Dennoch konnte die 16S rRNA-Genam-
plikonsequenzierung einen noch detaillierteren Einblick geben. Folglich kénnte die Next-
Generation-Sequenzierung eine zusatzliche hilfreiche Methode sein, um die Komplexitat
des Mastitisgeschehens sowie den Ursprung des Erregers zu verstehen und somit zukunf-
tig mdgliche Infektionsquellen eliminieren.
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The impact of AHV products on the udder health of Bavarian Simmental cows -
A retrospective evaluation of the animal health

The reduction of antibiotics in the dairy sector has become increasingly important in the
recent years. A large potential for antibiotic reduction by alternative treatment and preven-
tion options without waiting time for lactating dairy cows can be found in the udder health
sector. In this retrospective pilot study the influence of Animal Health Vision (AHV) products
on the udder health of 38 Bavarian Simmental cows on a conventional and organic farm will
be investigated. The products used, which are free of antibiotics, contain phytotherapeutic
substances as well as thiosulfur containing compositions. They are not supposed to kill the
bacteria, but to disarm them. The farms have changed to an antibiotic-free therapy and
prophylaxis of intramammary infections over the dry period and within the first 100 lactation
days as far as justifiable and used products of the company AHV. Regardless of the udder
health status of the evaluated animals, all cows were dried off in 2022 with an internal teat
sealant and without antibiotics. The results of the milk production parameters of the animals
as well as two cytomicrobiological examinations (21 days before drying off; £ 7 days p.p.)
and an udder scoring (£ 7 days p.p.) were evaluated. In particular, influences of farm-spe-
cific management and differences between organic and conventional farming were elabo-
rated. A deeper insight into the udder health of eight animals of the conventional farm was
provided in the publication by the additional conventional culture (CC) of milk samples in
combination with 16S rRNA sequencing of sterile milk samples from the udder cistern and
swabs from the teat canal.

Milk yield

As expected, at the conventional farm, the largest percentage increases in 100 day perfor-
mance compared to previous lactation were observed in animals in the 2nd and 3rd lacta-
tion. At the organic farm, there was no increase in 100 day performance, especially among
animals in the 3rd and 4th lactations. Thus, the use of the AHV products, in particular the
booster tablet, did not have a clear positive influence on the milk yield of the evaluated
animals, which exceeded the expected increases.

Udder health

The blanket use of AHV products and the avoidance of antibiotic drying off agents did not
lead to any improvement in udder health in the evaluated animals. At the conventional farm,
the median cell count in the 1st PM increased from 63,000 Z/ml in the 2021 lactation to
190,000 Z/ml in 2022. At the organic farm, the median cell count in the 1st PM also in-
creased from 31,000 Z/ml in 2021 to 52,000 Z/ml in 2022. Therefore, the general avoidance
of antibiotic drying off agents and the use of alternative products should be decided at the
individual cow level. Criteria for this decision should be the lactation number of the cow, the
number of mastitis treatments in the previous lactations and the result of a bacteriological
examination of the milk before drying off.
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Differences between the lactations 2021 and 2022 were shown in the incidence of mastitis
in the first 100 days of lactation. Thus, at the conventional farm in 2022, out of 18 animals
observed, eight animals had mastitis, while in 2021 it was only one cow. At the organic farm,
six of 20 animals had mastitis in both 2021 and 2022. A possible prophylactic effect of the
AHV products was not found. However, at the organic farm, no animal had to be supplied
with antibiotics out of eight treatments with acute mastitis. This was mainly due to the man-
agement of the organic farm, which recognized mastitis earlier and treated it successfully
with the first treatment with AHV products. The method and duration of animal monitoring
by the farm manager and the early detection of sick animals played a key role in the suc-
cessful use of plant-based alternatives. Together with a good initial situation in udder health
at the farm, these factors are essential for saving antibiotics in udder treatments.

Further investigations for the evaluation of animal health

The udder scoring showed some differences between the conventional and the organic
farm. At the conventional farm, the animals were cleaner, but birth edema was more fre-
quent. On both farms, animals with lower pendulous udders were found to be dirtier, which
was associated with an increased cell count and thus a higher risk of intramammary infec-
tions. In general, the time of scoring (£ 7. LT) is well suited to detect sick animals early in
the critical transit period.

Concrete conclusions regarding the efficacy of the products used were only possible to a
limited extent due to the study design. Instead, possible conclusions for use in common
practice and for further studies could be drawn from the results.

Results of 16S rRNA sequencing from the publication.

In this study, no evidence of a microbiome was found in the healthy udder. However, this is
not the case for the animals, which showed abnormalities in the cytological and bacterio-
logical examination. Here, a bacterial community was found, but it only consisted of two
pathogens with an abundance of more than 1.0%, indicating a mixed infection of the udder.
The results of the conventional culture (CC) were largely in agreement with the results of
the molecular examination. Nevertheless, 16S rRNA gene amplicon sequencing could pro-
vide an even more detailed insight. Consequently, next-generation sequencing could be a
additional helpful method to understand the complexity of the mastitis process as well as
the origin of the pathogen and thus eliminate possible sources of infection.
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12 Anhang

12.1 100 Tage Leistungen der Tiere am konventionellen und
okologischen Betrieb

In Tabelle A1 ist ein Uberblick Uber die Entwicklung der 100 Tage Leistung der Kilhe am
konventionellen Betrieb gegeben.

Tabelle A1 100 Tage Leistung der ausgewerteten Kiihe am konventionellen Betrieb sortiert nach der aktuellen
Laktationsnummer

aktuelle ?OO Ta_ge ?OO Ta_ge . . Behandlungen
Laktations- L_elstung [ L_e|stung [ lefere_nz [l Differenz in % | im Versuchs-
nummer in _der Lakta- | in _der Lakta- Milch seitraum
tion 2021 tion 2022
213093 3653 560 18% |ja
23278 3583 305 9% |ja
22957 3379 422 14% |ja
212630 3581 950 36% |ja
213098 4296 1197 39% | nein
22011 2665 654 33% | nein
22436 4218 1782 73% | nein
213969 4126 157 4% | nein
211997 2958 961 48% | nein
3|3718 4604 886 24% |ja
3|4447 4688 241 5% |ja
3|3624 3696 72 2% | nein
414331 4211 -120 -3% |ja
414273 3447 -826 -19% |ja
514482 4435 -46 -1% |ja
63788 3657 -131 -3% | nein
7|3767 3700 -67 -2% | ja
812343 2014 -330 -14% | nein
i
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In Tabelle A2 ist ein Uberblick Uber die Entwicklung der 100 Tage Leistung der Kilhe am
Okologischen Betrieb gegeben.

Tabelle A2 100 Tage Leistung der ausgewerteten Kilhe am 6kologischen Betrieb sortiert nach der aktuellen
Laktationsnummer

100 Tage 100 Tage
aktuelle ; ; ; ; . . Behandlungen
Laktations- L_elstung I I__e|stung I le'fere_nz [ Differenz in % | im Versuchs-
nummer in der Lakta- | in der Lakta- Milch seitraum
tion 2021 tion 2022
314439 4065 -374 -8% | ja
3(2981 2657 -325 -11% | ja
313436 2988 -448 -13% | ja
312895 2863 -32 -1% | nein
4 (3541 3275 -266 -8% |ja
42861 2740 -121 -4% | nein
43169 2581 -588 -19% | nein
43967 3456 -511 -13% | nein
43424 3301 -123 -4% | nein
513748 3281 -467 -12% | ja
5|3377 3369 -9 0% |ja
5|3333 2680 -653 -20% | ja
5|3418 3717 299 9% | ja
513549 3053 -496 -14% | nein
5|2752 2764 11 0% [ nein
63176 2714 -462 -15% | ja
63351 3560 209 6% | nein
713573 2954 -619 -17% | nein
713871 3161 -710 -18% | nein
812626 2658 32 1% |ja
& prozentuale a0
Entwicklung e
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12.2 Deskriptive Analyse der Zellzahlverlaufe um die
Trockenstehperiode

In der Tabelle A3 ist die zu Abbildung 12 und Abbildung 13 zugehorige deskriptive Statistik
aufgefuhrt. Bei neun Tieren des konventionellen Betriebes gab es keine letzte PM vor dem
TS 2021, da diese Tiere zu dem genannten Zeitpunkt hochtragende Kalbinnen waren. Dem-
entsprechend hatten diese neun Tiere in ihrem Leben erst eine Trockenstehperiode, die
sich zwischen ihrer 1. und 2. Laktation erstreckte. Daher konnten sie bei der Auswertung
des Infektionsgeschehens Uber die Trockenstehperiode nicht berticksichtigt werden.

Tabelle A3 Deskriptive Analyse zu den Zellzahlen in 1000/ml in der Probemelkung vor dem Trockenstellen und

in den ersten drei Probemelkungen in der Folgelaktation in den Laktationen 2021 und 2022 fiir beide Betriebe
getrennt

Konventioneller Betrieb

2021 2022
"et:f;_PM 1.PM | 2.PM | 3.PM Let:f;_PM 1.PM | 2.PM | 3.PM
n 9 9 9 9 9 9 9 9
Mean |122 572 157 296 237 564 435 153
Q25% |41 54 23 16 49 154 111 65
Median | 107 114 91 38 151 401 124 80
Q75% |131 662 106 59 413 692 308 215

Okologischer Betrieb

2021 2022
Letzte PM| 4 py | 2.pm | 3.pm |LeZePMI 4 by | 2pm | 3.PM
a.p. a.p.
n 20 20 20 20 20 20 20 20
Mean | 131 89 72 43 156 225 313 203
Q25% |68 17 19 16 74 17 16 22
Median | 119 31 27 20 88 52 42 65
Q75% |164 90 42 33 218 177 243 116

PM, Probemelkung; a.p., ante partum (vor der Geburt); Q 25%, Quartil 25, Q 75%, Quartil 75
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12.3 Deskriptive Analyse der Zellzahlen wahrend der Laktation
In der Tabelle A4 ist die zu Abbildung 18 und Abbildung 19 zugehdrige deskriptive Statistik
aufgefluhrt.

Tabelle A4 Deskriptive Analyse zu den Zellzahlen in 1000/ml in der Probemelkung in den ersten fiinf Probemel-
kungen in der Laktationen 2021 und 2022 flr beide Betriebe getrennt

Konventioneller Betrieb

2021 2022

1.PM | 22PM | 3.PM | 4PM | 5.PM | 1.PM | 2.PM | 3.PM | 4.PM | 5.PM

2021 2021 2021 2021 2021 2022 2022 2022 2022 2022
n 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18
Mean 340 185 191 515 267 470 324 230 354 459
Q 25% 35 25 29 25 37 94 73 55 54 64
Median 63 39 40 59 71 190 131 87 87 127
Q 75% 59 171 101 153 189 602 280 229 214 552

Okologischer Betrieb

2021 2022

1.PM | 22PM | 3.PM | 4PM | 5.PM | 1.PM | 2.PM | 3.PM | 4.PM | 5.PM

2021 2021 2021 2021 2021 2022 2022 2022 2022 2022
n 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
Mean 89 72 43 87 52 225 313 293 316 92
Q 25% 17 19 16 11 14 17 16 22 20 24
Median 31 27 20 24 23 52 42 65 32 53
Q75% 90 42 33 52 59 177 243 116 109 108

PM, Probemelkung; Q 25%, Quartil 25, Q 75%, Quartil 75
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12.4 Pravalenz und Inzidenz von Mastitis

Beim konventionellen Betrieb stieg sowohl Inzidenz als auch die Pravalenz von Mastitis in
den ersten 100 Laktationstagen stark an. Beim 6kologischen Betrieb blieben diese Para-
meter in den Laktationen weitestgehend unverandert (siehe Tabelle A5).

Tabelle A5 Inzidenz und Pravalenz von Mastitis in den ersten 100 Laktationstagen in den Laktationen 2021 und
2022

Betrieb . Betrieb
Konventionell Okologisch

Inzidenz von Mastitis in den ersten 100 DIM in der Lakta- o o
tion 2021 5,6% (1) 30,0% (6)
Inzidenz von Mastitis in den ersten 100 DIM in der Lakta-
tion 2022 44,4% (8) 30,0% (6)
Differenz 2022 / 2021 + 38,9% 0,0%
Pravalenz von Mastitis in den ersten 100 DIM in der
Laktation 2021 5.6% (1) 30,0% (6)
Pravalenz von Mastitis in den ersten 100 DIM in der
Laktation 2022 50,0% (9) 35,0% (7)
Differenz 2022 / 2021 +44,4% + 5,0%

(FETT) = die fett gedruckten Zahlen geben die absoluten Zahlen an Tieren wieder; DIM, days in milk
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12.5 Verteilung der Rast- und Gustzeiten am konventionellen und

okologischen Betrieb

Tabelle A6 und Tabelle A7 geben einen Uberblick tiber die wichtigsten Fruchtbarkeitskenn-
zahlen nach Betrieben getrennt.

Tabelle A6 Deskriptive Analyse zur Rastzeit und Gustzeit der ausgewerteten Tiere im konventionellen Betrieb
in den Laktationen 2021 und 2022

Fruchtbarkeits- Rastzeit (d) Gustzeit (d) Rastzeit (d) Gustzeit (d)
kennzahlen 2021 2021 2022 2022
n 12 12 12 12
Mean 68,4 106,9 66,8 112,8
Q 25% 54,8 54,8 46,3 64
Median 67,5 84,5 64 104
Q 75% 80,8 160,5 82,6 153,5

Tabelle A7 Deskriptive Analyse zur Rastzeit und Gustzeit der ausgewerteten Tiere im dkologischen Betrie

bin

den Laktationen 2021 und 2022
Fruchtbarkeits- Rastzeit (d) Giistzeit (d) Rastzeit (d) Giistzeit (d)

kennzahlen 2021 2021 2022 2022

n 17 17 17 17

Mean 61,1 84,2 70,2 79,4

Q 25% 455 58 45 45

Median 56 66 64 65

Q 75% 65 109 93 106
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