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I. EINLEITUNG 

Die Mastitis ist eine der häufigsten Krankheiten bei Milchkühen auf der ganzen 

Welt (HALASA et al., 2007; HOGEVEEN et al., 2011; DE VLIEGHER et al., 

2012). Einerseits beeinträchtigt jede Mastitis das Wohlbefinden des betroffenen 

Tieres, andererseits hat ein häufiges Auftreten dieser Erkrankung einen starken 

Einfluss auf die Rentabilität von Milchviehbetrieben (JANZEN, 1970; RUEGG, 

2017). Die hohen finanziellen Verluste für die Milchindustrie werden durch direkte 

und indirekte Auswirkungen auf die Milchqualität und Milchmenge verursacht 

(RUEGG & REINEMANN, 2002). Laut Untersuchungen von BLUDAU et al. 

(2014) sowie HILLERTON und BERRY (2005) zeigen 20-50 % aller laktierenden 

Milchkühe innerhalb eines Jahres in mindestens einem Euterviertel eine Mastitis. 

Aufgrund zunehmender Antibiotikaresistenzen ist die frühzeitige und wirksame 

Mastitisdiagnostik und -behandlung auch in Zukunft für die Gesundheit von 

Menschen und Tieren von wesentlicher Bedeutung (PYÖRÄLÄ, 2002; TREVISI 

et al., 2014). So gilt es, Mastitiden bereits im Frühstadium zu erkennen, damit 

Management und Behandlung angepasst werden können. Derzeit wird in erster 

Linie die erhöhte somatische Zellzahl in der Milch (SCC - somatic cell count) zur 

Erkennung von Mastitiden verwendet. Darüber hinaus wird das 

Differentialmilchzellbild (DMCC – differential milk cell count) als 

vielversprechende Methode zur frühen Erkennung von Mastitiden diskutiert. 

Mittels Durchflusszytometrie werden dabei überwiegend die verschiedenen 

Leukozytenpopulationen in der Milch differenziert. Dieses Vorgehen ermöglicht 

eine frühere und präzisere Analyse von Veränderungen der Zusammensetzung der 

Milchzellpopulationen (FARSCHTSCHI et al., 2022). Die Pathogen-spezifischen 

Veränderungen während einer Mastitis hinsichtlich der Zusammensetzung der 

Milchzellen sowie der Milchleistung und -qualität sind in der Literatur wiederholt 

beschrieben worden (COULON et al., 2002; MARTINS et al., 2020). In diesem 

Kontext wird ebenfalls diskutiert, ob die Empfänglichkeit gegenüber Mastitiden 

genetisch determiniert ist. Ein Hauptaugenmerk muss in dieser Hinsicht auf 

moderne Zuchtmethoden gelegt werden. Genetische Selektion auf höhere 

Milchleistung geht nachweislich mit einer erhöhten Anfälligkeit für Mastitis einher 

(VUKASINOVIC et al., 2017). Daher wurden in den vergangenen zwei 

Jahrzehnten mehrere Forschungsprojekte realisiert, welche die Möglichkeiten 
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genetischer Selektion in Bezug auf Mastitisresistenz genauer verfolgten (RUPP & 

BOICHARD, 2003; KÜHN et al., 2008; COLE et al., 2009). Unter anderem wurden 

dabei mittels markergestützter Methoden divergente Haplotypen mit 

unterschiedlichen Merkmalsausprägungen in einer bestimmten Region des Bos 

taurus Autosom-18 (BTA18) selektiert. Diese Region bildet den funktionellen 

Hintergrund für genetisch verankerte Merkmale zu Produktion, (Euter-) 

Gesundheit, Reproduktion und weiteren körperlichen Merkmalen von Holstein 

Friesian Kühen (BRAND et al., 2009; COLE et al., 2011). Eine genomweite 

Expressionsanalyse zur Identifizierung molekularer Mechanismen ergab, dass 

Mastitisanfälligkeit durch spezifische „Quantitative Trait Loci“ (QTL) für SCC auf 

dem BTA18 beeinflusst wird (MAO et al., 2016). Die damit identifizierten 

divergenten Haplotypen hinsichtlich einer vorteilhaften Veranlagung für SCC (Q) 

und einer unvorteilhaften Veranlagung für SCC (q) (BRAND et al., 2011) bilden 

die Grundlage für die durchgeführten Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit. 

Gefördert von der Bundesanstalt für Landwirtschaft und Ernährung (BLE) und der 

Landwirtschaftlichen Rentenbank wurde ein nationales Forschungsprojekt mit dem 

Titel: „Chron Mast - Entwicklung von Biomarkern für Wirtsdeterminanten akuter 

und chronischer Mastitis beim Rind“ durchgeführt. Kernstück des Projektes war ein 

hochstandardisierter In-vivo-Infektionsversuch. Dafür wurden 36 Holstein Friesian 

Färsen mit divergierenden paternalen Haplotypen selektiert, um Unterschiede 

zwischen den Tieren mit vorteilhaftem (Q, n=18) und unvorteilhaftem (q, n=18) 

Haplotyp zu untersuchen. Diese primiparen Kühe wurden rund um die Geburt 

intensiv überwacht und 36 ± 3 Tage nach der Geburt entweder mit 

Staphylococcus aureus (S. aureus) oder mit Escherichia coli (E. coli) intrazisternal 

infiziert. Unterschiede zwischen den Haplotypen konnten sowohl im peripartalen 

Zeitraum (MEYERHOLZ et al., 2019) als auch während des Infektionsversuches 

festgestellt werden (ROHMEIER et al., 2020). Während des Infektionsversuches 

wurden alle 12 Stunden Viertelgesamtgemelksproben entnommen und auf die 

Zusammensetzung der Zellpopulationen sowie der Bestandteile der Milch 

untersucht. Darüber hinaus wurde mittels intravaginal eingeführter 

Temperaturlogger die Vaginaltemperatur der Tiere alle drei Minuten gemessen. 

Dieser komplexe Datensatz wurde im Zuge der hier vorliegenden Dissertation 

mittels hochmoderner statistischer Methoden analysiert. 
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Das Ziel der vorliegenden Studie war die vergleichende Untersuchung mittels 

Bayesischer Modelle der Dynamik (i) des Milchdifferentialzellbildes (DMCC), (ii) 

der Milchinhaltsstoffe und (iii) der Körpertemperatur von Kühen mit 

divergierenden paternalen Haplotypen (Q vs. q) während einer experimentell 

induzierten Mastitis mit S. aureus oder E. coli. Es lag die Hypothese zugrunde, dass 

das Milchdifferentialzellbild und die Vaginaltemperatur vorteilhaftere Indikatoren 

für die genetisch determinierte frühe Antwort auf Mastitispathogene darstellen. 
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II.  LITERATURÜBERSICHT 

1. Die Mastitis des Rindes: Ätiologie und Pathogenese 

Die Mastitis ist eine der häufigsten Erkrankungen bei Milchkühen weltweit und 

wird als „infektiös bedingte Entzündung der Milchdrüse“ (WATTS, 1988) 

definiert. Die Milchdrüse setzt sich aus dem milchbildenden, milchspeichernden 

und milchleitenden System zusammen (RADOSTITS et al., 2007). Eine Mastitis 

wird größtenteils durch eine intramammäre Infektion mit Bakterien verursacht und 

kann bei allen laktierenden Säugetierarten auftreten (RUEGG, 2017). Diese 

Erkrankung ist trotz intensiver Kontrollprogramme eine der häufigsten und 

wirtschaftlich bedeutendsten Erkrankungen bei Milchkühen (HILLERTON & 

BERRY, 2005). Einer Studie zufolge liegt in Deutschland der jährliche Anteil an 

Mastitiden mit einem Zellgehalt > 100.000/ml bei 47,76 % (PFÜTZNER et al., 

2019). Wirtschaftliche Verluste durch Mastitiden beinhalten direkte Kosten 

(Diagnostik und Therapie) sowie nicht abgelieferte Milch oder Mehrarbeit durch 

die Landwirte (HEIKKILÄ et al., 2018). Als indirekte Kosten gelten 

Milchproduktionsausfall, herabgesetzte Milchqualität, Präventionsmaßnahmen, 

Merzung und vorzeitige Remontierung. Diese Aspekte stellen den größten 

Kostenfaktor in der Milchviehwirtschaft dar (SANTOS et al., 2004; HOGEVEEN 

et al., 2011; PFÜTZNER et al., 2019). Das Auftreten von Mastitiden verringert die 

Nutzungsdauer von erkrankten Tieren, da diese Erkrankung mit einer Abgangsrate 

von 5-17 % die zweithäufigste Abgangsursache darstellt (SEEGERS et al., 2003). 

1.1. Einteilung von Mastitiden  

Mastitiden können je nach Ausprägung in klinische und subklinische Mastitis sowie 

je nach Verlaufsform in akut und chronisch eingeteilt werden. Bei einer 

subklinischen Mastitis liegen keine sichtbaren Veränderungen in der Milch vor, es 

sind keine Entzündungssymptome am Euter wahrnehmbar und auch keine 

Veränderung der Milchinhaltsstoffe vorhanden, allerdings ist der Anteil 

somatischer Zellen in der Milch erhöht (> 100.000/ml) (DVG, 2002). Bei einer 

klinischen Mastitis ist zusätzlich das Milchsekret makroskopisch verändert. Je nach 

Ausprägung sind Entzündungssymptome am Euter (Schwellung, Rötung, 

Schmerzhaftigkeit, Wärme) feststellbar (GRUNERT & AHLERS, 1996). Die 

klinische Mastitis kann weiterhin eingeteilt werden in akute und chronische 
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Krankheitsstadien. Kommt es zur Flockenbildung in der Milch, einer Erhöhung der 

Körpertemperatur und lokalen oder systemischen Entzündungssymptomen, handelt 

es sich um eine akute Mastitis. Das Allgemeinbefinden des betroffenen Tieres ist 

beeinträchtigt, oft ist die Körpertemperatur erhöht und es kann zu Dehydratation 

und Anorexie kommen. Im internationalen Gebrauch hat sich die Einteilung nach 

Schweregraden (I-III: (I) mild, (II) moderat und (III) schwer) durchgesetzt 

(PINZÓN-SÁNCHEZ et al., 2011; OLIVEIRA & RUEGG, 2014). Subakute 

Mastitiden können wiederum ohne deutliche Entzündungssymptome, jedoch mit 

einer Flockenbildung, besonders im Anfangsgemelk einhergehen. Demgegenüber 

sind chronische Mastitiden durch ein langfristiges Krankheitsgeschehen, oft als 

Folge einer unvollständigen Ausheilung, gekennzeichnet. Chronische Mastitiden 

gehen meistens mit anhaltender Flockenbildung in der Milch sowie Verhärtung und 

Atrophie des betroffenen Euterviertels einher (KRÖMKER, 2006). Der klinische 

Verlauf von Mastitiden ist sehr unterschiedlich und abhängig von Faktoren des 

Wirtes, des Erregers und der Umwelt (PARK et al., 2004). Prädisponierende 

Einflussfaktoren für das Entstehen von Mastitiden können unterteilt werden in 

kuhassoziierte und umweltassoziierte Faktoren.  

1.2. Management- & umweltassoziierte Faktoren 

Zu den management- und umweltassoziierten Faktoren zählen hygienische, 

technische und bauliche Parameter. Wesentliche Punkte sind hierbei 

Umwelthygiene und Melkhygiene. Zu den häufigsten umweltassoziierten Erregern 

gehören Enterococcus spp., Streptococcus uberis und koliforme Keime wie 

Escherichia coli (E. coli) und Klebsiella spp. (PINZÓN-SÁNCHEZ & RUEGG, 

2011; DE VLIEGHER et al., 2012). Die Hygiene und Wahl des Einstreumaterials 

in den Liegeboxen sowie die gesamte Stallhygiene (z.B. Liegeboxen und 

Vorwartebereich) haben einen Einfluss auf die Bakterienmenge und somit auf das 

Mastitisrisiko (KRÖMKER et al., 2010; ROBLES et al., 2020). Die Übertragung 

der umweltassoziierten Mastitiserreger aus dem Haltungsumfeld der Tiere findet 

vorwiegend zwischen den Melkzeiten statt. Zusätzlich bringt die Trockenstehzeit 

eine hohe Neuinfektionsrate des Euters durch umweltassoziierte Erreger mit sich, 

was in der Regel nicht während der Trockenstehzeit, sondern nach der Kalbung zu 

klinischen Symptomen führt (PIEPER et al., 2013). 

Auch auf der Körperoberfläche klinisch gesunder Kühe lassen sich Erreger 

nachweisen, sodass der Kontakt mit dem Euter beim Liegen auf den 
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Einstreumaterialien, aber auch Stallfliegen wichtige Infektionswege darstellen 

können (MATOS et al., 1991). 

Unzureichende Desinfektion und Reinigung von Melkanlagen fördert die 

Verschleppung von Keimen, und auch die Zwischendesinfektion der Melkzeuge 

spielt eine wichtige Rolle bei der Reduzierung der Inzidenz klinischer Mastitiden. 

Ebenso dient die Zitzenreinigung und -desinfektion vor dem Melken der Reduktion 

von Umweltkeimen, während das „Dippen“ im Anschluss an den Melkvorgang die 

Verbreitung kuhassoziierter Erreger vermindert (RUEGG, 2017). Ein angepasstes 

Melkmanagement mit systematischen Reinigungs- und Desinfektionsmaßnahmen 

und mehrmaliges Melken der Kühe verbessert die Eutergesundheit (RASMUSSEN 

et al., 2001; PYÖRÄLÄ, 2002). Der Einfluss der Jahreszeit ergab unterschiedliche 

Ergebnisse. Mehrere Autoren berichten über eine höhere Wahrscheinlichkeit zur 

Ausbildung chronischer Mastitiden bei Abkalbungen während der Wintermonate 

(STEENEVELD et al., 2008; GHAVI HOSSEIN-ZADEH & ARDALAN, 2011), 

wohingegen GREEN et al. (2002) einen Trend vermehrt infizierter Euterviertel bei 

Kühen, welche im Sommer abgekalbt haben, beobachteten. Des Weiteren hat 

Hitzestress einen maßgeblichen Einfluss auf die Eutergesundheit und 

möglicherweise auch auf Bakterienwachstum und -verteilung in der 

Stalleinrichtung (HOHMANN et al., 2020; HAMEL et al., 2021) und stellt 

aufgrund der globalen Klimaerwärmung eine immer größer werdende 

Herausforderung dar. 

In weiteren Studien wurde eine längere Dauer klinischer und subklinischer 

Mastitiden in Milchvieh-Herden mit Selen- und Vitamin-E-Unterversorgung 

aufgezeigt (SHARMA et al., 2010; KHAN et al., 2022). Die pathophysiologische 

Konsequenz eines Selenmangels ist eine herabgesetzte Neutrophilen-Aktivität. 

Selen und Vitamin E spielen eine wichtige Rolle in verschiedenen Enzymen wie 

der Glutathion-Peroxidase und anderen Antioxidantien, welche Neutrophile vor der 

Zerstörung durch toxische Moleküle, welche bei der Phagozytose von Pathogenen 

aufgenommen wurden, schützen (HOGAN et al., 1993). Auch die Messung von 

Vitamin A und E sowie dem Spurenelement Zink zeigte signifikant reduzierte 

Konzentrationen im Blut zum Zeitpunkt der Abkalbung, welche ebenso negative 

Konsequenzen für die Immunabwehr der Kühe haben können (MEGLIA et al., 

2001).  
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1.3. Kuhassoziierte Faktoren 

Die häufigsten kuhassoziierten Mastitiserreger sind Staphylococcus aureus 

(S. aureus) und Streptococcus agalactiae und Streptococcus uberis (KROEMKER, 

2012; COBIRKA et al., 2020). Parameter wie Rasse, Morphologie von Euter und 

Zitzen, das Laktationsstadium zum Zeitpunkt der Infektion, aber auch die 

Milchleistung, frühere Erkrankungen oder die Genetik gehören zu den 

kuhassoziierten Einflussfaktoren. In einer Studie von TAPONEN et al. (2017) 

wurde die Rasse Holstein Friesian als empfänglicher für Mastitiden beschrieben als 

beispielsweise die nordische Rotviehrasse. Schon seit längerem bekannt ist auch 

der Einfluss der Euterform und Morphologie von Zitze und Strichkanal 

(SEYKORA & MCDANIEL, 1985; MILES et al., 2019).  

Die höchste Wahrscheinlichkeit einer intramammären Infektion besteht in der 

Trockenstehzeit, die klinische Manifestation der Erkrankung zeigt sich allerdings 

meist erst in der frühen Phase der Laktation (GREEN et al., 2007; NITZ et al., 

2021). Nach der Geburt erfährt der gesamte Organismus eine große Umstellung und 

mit Laktationsbeginn werden den Pathogenen ausreichend Nährstoffe zur 

Verfügung gestellt, um sich im Euter zu vermehren. In den ersten fünf Tagen der 

Laktation wird für primipare Kühe die größte Mastitiswahrscheinlichkeit 

beschrieben, während multipare Kühe ab Tag zehn der Laktation signifikant 

prädisponierter sind (STEENEVELD et al., 2008). Dies deckt sich mit Ergebnissen 

anderer Studien, die über ein höheres Risiko einer klinischen Mastitis für 

erstlaktierende Kühe in den ersten 14 Tagen der Laktation im Vergleich zu älteren 

Tieren berichten (BARKEMA et al., 1998; STEENEVELD et al., 2008). Jedoch 

haben ältere Tiere insgesamt ein höheres Infektionsrisiko als jüngere Tiere 

(BARKEMA et al., 1998) und pluripare Kühe ein höheres Risiko zur Ausbildung 

chronischer Mastitiden (GHAVI HOSSEIN-ZADEH & ARDALAN, 2011). Die 

Euterviertel von Kühen mit mehr als drei Laktationen zeigten auch in anderen 

Studien ein erhöhtes Risiko, eine klinische Mastitis auszubilden. Mastitiden in 

vorangegangenen Laktationen erhöhen wiederum das Risiko für weitere 

Infektionen (VIKOVA et al., 2017). 
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Auch im Hinblick auf subklinische Mastitiden ist zu erwähnen, dass in der 

Trockenstehperiode infizierte Euterviertel in der nächsten Laktation eine geringere 

Milchleistung zeigten und ebenso ein höheres Mastitis-Risiko aufwiesen (GREEN 

et al., 2002). Die Milchverluste sind signifikant höher bei Infektion in der frühen 

Laktation (HAGNESTAM et al., 2007). Auch haben Kühe mit höherer 

Milchleistung generell eine größere Wahrscheinlichkeit, an einer Mastitis zu 

erkranken und eine chronische Mastitis auszubilden, als Kühe mit geringerer 

Milchleistung (DE HAAS et al., 2004; HAGNESTAM et al., 2007). Kühe, welche 

peripartale Komplikationen wie Stoffwechselstörungen oder andere Krankheiten 

hatten, haben aufgrund des geschwächten Immunsystems ebenfalls eine höheres 

Risiko für das Auftreten einer klinischen Mastitis (CURTIS et al., 1985; GHAVI 

HOSSEIN-ZADEH & ARDALAN, 2011).  

2. Mastitis-Erreger 

Als auslösendes Agens einer Mastitis wurde eine Vielzahl an Mikroorganismen 

identifiziert. Hierzu gehören grampositive und gramnegative Bakterien, Pilze und 

Algen (WATTS, 1988). Auch ist eine Beteiligung von Viren wie z.B. Bovines 

Herpesvirus 1 und 4 und dem Parainfluenzavirus 3 bekannt (WELLENBERG et al., 

2002). In über 95 % der Fälle liegen bakterielle Infektionen vor (SCHUKKEN et 

al., 2011).  

Zwei häufig auftretende Erreger der bovinen Mastitis sind S. aureus und E. coli. 

Allerdings führen diese beiden Bakterien nach intramammären Infektionen zu 

gegensätzlichen Krankheitsverläufen. Aufgrund dessen wurden sie im Rahmen von 

Infektionsversuchen oft als Modellpathogene zur Erforschung akuter (klinischer) 

und chronischer (subklinischer) Mastitiden verwendet (BANNERMAN et al., 

2004; PETZL et al., 2008). Da im Rahmen dieser Arbeit die Untersuchungen 

ausschließlich mit S. aureus und E. coli durchgeführt wurden, wird im Weiteren nur 

auf diese beiden Mastitis-Erreger näher eingegangen. 

2.1. S. aureus 

Staphylococcus aureus (S. aureus) ist ein grampositives, fakultativ pathogenes 

Bakterium, das überwiegend chronische Mastitiden mit mildem Verlauf verursacht 

(JENSEN et al., 2013). Das Bakterium lebt als Kommensale auf Haut und 

Schleimhäuten und die Pathogenität ist durch verschiedene Virulenzfaktoren 

bedingt (SUTRA & POUTREL, 1994): Zu diesen gehören u. a. eine Polysaccharid-
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Kapsel mit Lipoteichonsäuren (LTA, engl.: ‚lipoteichoic acid‘) und Protein A, 

welche der Phagozytose durch die Immunzellen entgegenwirken. Außerdem 

produziert S. aureus antiphagozytäre Toxine (z.B. Leukocidine, Zytolysine, 

Sphingomyelinasen) als Virulenzfaktoren zur Immunevasion. Weitere Enzyme 

(Hyaluronidasen, Phosphatasen, Nucleasen, Lipasen, Katalasen, Proteasen) dienen 

der Invasion in Gewebezellen (SUTRA & POUTREL, 1994; HAVERI et al., 2007; 

WHELEHAN et al., 2011). Infektionen mit S. aureus führen meist zu einer 

subklinischen Mastitis, sind oft weniger schwerwiegend, können aber lebenslang 

im Tier persistieren. Dieser chronische Verlauf hat nachweislich langfristige 

Auswirkungen auf die Gesamtmilchleistung, die Milchqualität, die 

Milchzusammensetzung und auf die Produktivität betroffener Tiere z.B. 

hinsichtlich verlängerter Zwischenkalbezeiten, verzögertem Einsetzen des Zyklus 

und Subfertilität (LEITNER et al., 2000b; RUEGG, 2017). Darüber hinaus 

penetriert das Bakterium viele Zellen, überlebt und vermehrt sich in diesen: u.a. in 

Milchdrüsenepithelzellen oder auch in Zellen des Immunsystems (ALMEIDA et 

al., 1996; BARDIAU et al., 2014). So persistiert S. aureus in den meisten Fällen im 

Euter, wird aber nur intermittierend ausgeschieden und ist deshalb schwer zu 

diagnostizieren. Aufgrund der Abkapselung in Granulomen im Euterviertel ist eine 

vollständige Erregereliminierung oftmals schwierig (BARKEMA et al., 2006). 

Betroffene Tiere stellen somit ein ständiges Erregerreservoir dar. Obwohl aus der 

Milch isolierte S.-aureus-Stämme vergleichsweise wenige Resistenzen aufweisen, 

gilt eine antimikrobielle Therapie oftmals als wenig aussichtsreich aufgrund 

schlechter bakteriologischer Heilungsraten (KARELL et al., 2024). 

2.2. E. coli 

Im Gegensatz zu S. aureus ist das gramnegative, säurebildende Bakterium E. coli 

den umweltassoziierten Erregern zuzuordnen (BURVENICH et al., 2003). Eine 

Infektion mit E. coli führt meistens zu einer akuten Mastitis mit mittelschweren bis 

schweren klinischen Symptomen, die im Heilungsfall innerhalb weniger Tage 

überwunden werden kann, jedoch häufig eine tierärztliche Behandlung erfordert 

(MITTERHUEMER et al., 2010). Schwere Verläufe können aufgrund einer 

Endotoxämie zum Tod des betroffenen Tieres führen (SCHUKKEN et al., 2011).  
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Der Schweregrad der E.-coli-Mastitis wird hauptsächlich durch Kuh-individuelle 

Faktoren, wie beispielsweise die Immunkompetenz des betroffenen Tieres, 

bestimmt (BURVENICH et al., 2003; BANNERMAN et al., 2004; 

MITTERHUEMER et al., 2010). Außerdem ist eine positive Korrelation zwischen 

der Schwere der Symptome und der Keimzahl in der Milch beschrieben (HOGAN 

& SMITH, 2003). Eine intramammäre Infektion mit E. coli ist nicht von 

Virulenzfaktoren oder einer Adhärenz an den MEC (engl.: „mammary epithelial 

cells“, Milchdrüsenepithelzellen) gekennzeichnet. Da E. coli jedoch die Fähigkeit 

zur Spaltung von Laktose hat, kann sich das Bakterium in der Milch sehr schnell 

vermehren und auch weitere Milchinhaltsstoffe verstoffwechseln (OPDEBEECK 

et al., 1988).  

Die primäre zelluläre Abwehr der bovinen Milchdrüse gegen koliforme Keime ist 

die Phagozytose der Bakterien durch neutrophile Granulozyten (HOGAN & 

SMITH, 2003). Die Abwehrmechanismen werden im Wesentlichen durch das 

Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS) von E.-coli-Stämmen induziert 

(BURVENICH et al., 2003). Die Freisetzung des LPS aktiviert die 

Toll-like-Rezeptor-Kaskade (TLR-Kaskade; insbesondere TLR-4) in MEC und 

Alveolarmakrophagen und führt so zu einem starken Anstieg immunrelevanter 

Zytokine, Chemokine, Akut-Phase-Proteine und Faktoren des Komplementsystems 

(PAAPE et al., 2003; BANNERMAN et al., 2004; GRIESBECK-ZILCH et al., 

2009; ELAZAR et al., 2010). Eine überschießende Zytokin-Ausschüttung kann 

jedoch zu einer schweren systemisch-inflammatorischen Immunantwort führen, 

wodurch die Kuh schwer erkrankt (BURVENICH et al., 2003). Eine starke primäre 

Belastung durch E. coli oder LPS kann Studien zufolge eine verringerte 

Immunreaktion des Wirts auf nachfolgenden Pathogen-Kontakt bedingen. Dieses 

Phänomen wird als Endotoxintoleranz bezeichnet (PETZL et al., 2012). 
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3. Die Rolle des Immunsystems bei der Infektabwehr im 

Euter 

Das Immunsystem eines Organismus besteht aus dem angeborenen bzw. 

unspezifischen und dem erworbenen bzw. adaptiven Immunsystem. Diese beiden 

Anteile interagieren als komplexe Einheit, um den Körper vor Pathogenen und 

körperfremden Substanzen zu schützen.  

Zum angeborenen Immunsystem zählen anatomische Barrieren wie Epithelzellen 

(z.B. MEC), die zur Erreger-Erkennung oder Phagozytose (z.B. Leukozyten) fähig 

sind und lösliche Faktoren synthetisieren und sezernieren (z.B. 

Adhäsionsmoleküle, Zytokine, Komplementfaktoren, antimikrobielle Peptide) 

(OVIEDO-BOYSO et al., 2007; EZZAT ALNAKIP et al., 2014). Diese 

Komponenten des angeborenen Immunsystems benötigen keinen vorausgehenden 

Erregerkontakt, sondern sind darauf ausgerichtet, eingedrungene Pathogene zu 

eliminieren. Dies geschieht durch die Erkennung spezifischer, konservierter Muster 

des Erregers, den PAMPs (engl.: ‚pathogen associated molecular patterns‘), zu 

welchen Zellwandbestandteile, z.B. das LPS gramnegativer Bakterien, aber auch 

Lipopeptide oder Peptidoglykane grampositiver Bakterien gehören. Durch die 

Erkennung dieser Strukturen durch das Immunsystem können eingedrungene 

Erreger innerhalb von Minuten bis Stunden nach der Invasion eliminiert werden 

(AITKEN et al., 2011). 

Das erworbene Immunsystem wird durch den angeborenen Teil der Immunantwort 

angeregt und ist gekennzeichnet durch die Adaptation an neue und sich verändernde 

Mikroorgansimen. Dieser Teil des Immunsystems beinhaltet neben den 

Antikörpern vor allem T- und B-Lymphozyten, welche spezifische Antigen-

Strukturen der eingedrungenen Pathogene erkennen und bei erneuter Infektion mit 

diesen eine gesteigerte Immunantwort induzieren. Dieses „Gedächtnis“ des 

adaptiven Immunsystems ist somit schneller und effizienter bei der Eliminierung 

von Erregern als das angeborene Immunsystem, benötigt jedoch länger, um 

ausgebildet zu werden (EZZAT ALNAKIP et al., 2014). Nach derzeitigem 

Kenntnisstand spielen klassische Mechanismen des erworbenen Immunsystems bei 

der Infektabwehr im Euter keine nennenswerte Rolle (RAINARD & RIOLLET, 

2006).  
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3.1. Lokale und systemische Wirtsreaktion bei Mastitis  

Das Immunsystem der Milchdrüse besteht aus einer Vielzahl an physikalischen 

(z.B. Konformation der Zitze, Sphinkter, Zitzenkanal mit Keratin und Fettsäuren), 

zellulären (z.B. PMN, Makrophagen) und molekularen (z.B. Zytokine, 

Komplementfaktoren, Laktoferrin) Faktoren, welche zu dem angeborenen 

Immunsystem gehören (OVIEDO-BOYSO et al., 2007). Nach der Invasion von 

Bakterien folgt die Infektion der Milchdrüse, was schließlich in der 

Entzündungsreaktion resultiert. Akute Entzündungsreaktionen in der Milchdrüse 

sind primär eine Manifestation durch das unspezifische Immunsystem. Dies hat den 

Vorteil, dass in jedem Fall einer intramammären Infektion durch verschiedene 

Erreger eine Immunreaktion stattfindet, auch wenn zuvor noch nie eine spezifische 

Erregererkennung stattgefunden hat (RAINARD & RIOLLET, 2003). 

Die Freisetzung inflammatorischer Zytokine durch die MEC und Leukozyten führt 

unter anderem auch zu einer (systemischen) Erhöhung der Körpertemperatur. Dies 

ist eine wichtige Reaktion des betroffenen Tieres zur Bekämpfung der 

eindringenden Krankheitserreger. Viele Studien belegen, dass die MEC besonders 

für die Aktivierung von Immunfunktionen zur Abwehr und Eliminierung von 

Krankheitserregern im Euter der Kuh verantwortlich sind (YANG et al., 2008; 

GÜNTHER et al., 2010; SCHUKKEN et al., 2011). Die wichtigsten 

Schlüsselmediatoren lokaler und systemischer inflammatorischer Reaktionen sind 

die Zytokine Tumornekrosefaktor (TNF)-alpha und Interleukin (IL)-1. Beide 

Zytokine sind Faktoren des angeborenen Immunsystems und wichtige systemische 

Auslöser von Fieber. Dabei sind diese auch wesentliche Signale für die 

Rekrutierung von Neutrophilen an die Infektionsstelle, die 

Aktivierungsmechanismen variieren jedoch je nach Mastitiserreger: Im Gegensatz 

zu S. aureus wurden zu mehreren Zeitpunkten nach einer experimentellen 

E. coli-Infektion hohe Konzentrationen des Komplementfaktors C5a und des 

entzündungshemmenden Zytokins IL-10 nachgewiesen, welche entscheidend für 

die weitere Entwicklung der systemischen Reaktion des Wirtes sind (YANG et al., 

2008; GÜNTHER et al., 2010; SCHUKKEN et al., 2011). PETZL et al. (2016) 

konnten anhand eines In-vivo-Versuches genauer aufzeigen, dass E. coli in den 

ersten Stunden nach der Inokulation eine 25- bis 105-fach gesteigerte Expression 

von Chemokinen und Zytokinen, einschließlich antimikrobieller Peptide, induzierte 

als S. aureus.   
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Im Gegensatz dazu wird bei einer Mastitis mit S. aureus die Signalübertragung von 

spezifischen TLR in MEC nicht aktiviert (PETZL et al., 2008; GÜNTHER et al., 

2017). Somit führen diese Faktoren des angeborenen Immunsystems 

erregerabhängig zur Rekrutierung weiterer Immunzellen, die für die Abwehr von 

in das Euter eindringenden Krankheitserregern unabdingbar sind. 

3.2. Immunzellen in der Milch 

Der zelluläre Anteil des Immunsystems besteht überwiegend aus Leukozyten. 

Innerhalb der Gruppe der Leukozyten unterscheidet man Granulozyten, 

Lymphozyten, natürliche Killerzellen, Monozyten/Makrophagen, Mastzellen und 

dendritische Zellen. Alle genannten Zellarten differenzieren aus pluripotenten 

hämatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks. Über die Blutbahn und 

Migration gelangen diese Zellen in das jeweilige Zielgewebe. Bei einer Mastitis ist 

die Entzündung durch die Rekrutierung von Leukozyten aus dem Blut 

gekennzeichnet. Chemokin-vermittelt werden die Leukozyten dabei in das Lumen 

der Milchdrüse gelockt (ALHUSSIEN et al., 2015). Einen der ersten 

Effektormechanismen gegen eindringende Krankheitserreger im Euter bilden 

hierbei die neutrophilen Granulozyten (PMN, engl.: polymorphnuclear cells) als 

primäre phagozytische Zellen (PAAPE et al., 2002). Neben PMN gehören weitere 

Leukozyten-Populationen (Makrophagen, Lymphozyten) und auch Epithelzellen 

zu den Immunzellen in der Milch.  

3.2.1. Neutrophile Granulozyten (PMN) 

Neutrophile Granulozyten (PMN) haben einen Durchmesser von 9 bis 16 μm und 

bilden einen Anteil von ca. 25 % an der Leukozyten-Population im bovinen Blut 

(PAAPE et al., 2003). Sie sind somit die zweitstärkste Zellfraktion nach den 

Lymphozyten. Bei anderen Lebewesen hingegen stellen PMN mit 50 – 70 % den 

größten Anteil der im Blut zirkulierenden Leukozyten dar (KRAUS & GRUBER, 

2021). Anfänglich besitzen die PMN einen länglichen Zellkern, weshalb sie als 

„stabkernige neutrophile Granulozyten“ bezeichnet werden. Die ausgereiften 

Zellen werden jedoch durch einen mehrfach gelappten Zellkern gekennzeichnet und 

als „segmentkernige neutrophile Granulozyten“ bezeichnet. Daher resultiert der 

Name „polymorphkernige“ neutrophile Granulozyten (KRAUS & GRUBER, 

2021). Gereifte PMN sind im Blut von Kühen allerdings selten zu sehen und 

kommen hauptsächlich im Knochenmark vor (PAAPE et al., 2003).   
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Nach der Auswanderung aus dem Knochenmark zirkulieren die PMN für weniger 

als 24 h in der Blutbahn. Diese kurze Lebensspanne und hohe Produktionsrate an 

PMN bedingt eine ständige Apoptose eines Teils der zirkulierenden PMN, um die 

Homöostase aufrechtzuerhalten (KRAUS & GRUBER, 2021). Der Speicherort ist 

primär das Knochenmark, da die PMN dort anti-apoptotische Signale von 

mesenchymalen Stammzellen und durch IL-6 erhalten (RAFFAGHELLO et al., 

2008). Außerdem werden einige PMN durch Adhäsionsmoleküle am Endothel 

venöser Blutgefäße festgehalten, was eine rasche Rekrutierung ermöglicht. 

Knochenmark, Leber, Niere und auch die Lunge sind Orte dieser Reserven 

(SUMMERS et al., 2010). Neben der raschen Rekrutierung wird die Adhäsion der 

PMN am Endothel auch als Kontrollfunktion diskutiert. So könnten zerstörte 

Gewebe und eingedrungene Mikroorganismen in den genannten Organen schneller 

detektiert werden. Eine enge Kommunikation mit anderen organständigen 

Immunzellen des adaptiven Immunsystems wie bspw. den B-Lymphozyten ist in 

der Literatur beschrieben (PUGA et al., 2012).  

Im Falle des Eindringens von Mikroorganismen in Gewebe und der nachfolgenden 

Schädigung dieser Gewebe kommt es zur Extravasation der PMN vom peripheren 

Blutstrom an die Zielorte (SADIK et al., 2011). Verschiedene 

Entzündungsmediatoren (u.a. Chemokine, Leukotriene, Komplementfaktoren wie 

bspw. C5a) induzieren die Expression von Adhäsionsmolekülen und locken die 

PMN so durch Chemotaxis an den Ort der Läsion und des Infektionsgeschehens 

(VAN WERVEN et al., 1997). Mittels Transmigration durch die Basalmembran der 

Blutgefäße gelangen die PMN entlang eines Konzentrationsgradienten der 

Entzündungsmediatoren in das Zielgewebe. Dort erkennen sie durch spezifische 

Oberflächenmoleküle (PRR, engl.: ‚pattern recognition receptors‘) das Pathogen. 

Diese PRR der PMN sind hauptsächlich Toll-like-Rezeptoren (TLR). Bindet ein 

Pathogenbestandteil an den entsprechenden TLR, werden Gene exprimiert, welche 

direkt eine Entzündungsreaktion modulieren. Außerdem können Antikörper oder 

Komplementfaktoren durch Opsonisierung markierte Erreger den PMN zur 

Phagozytose präsentieren. PMN werden dabei aktiviert und generieren reaktive 

Sauerstoffspezies (ROS, engl.: ‚reactive oxygen species‘) zur Eliminierung der 

durch Phagozytose aufgenommenen Mikroorganismen (LEINO & PAAPE, 1993).  
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Auch die Granula im Zytoplasma der PMN enthalten bakterizide Stoffe zur 

Eliminierung von gramnegativen und grampositiven Bakterien, Viren und Pilzen. 

Dazu gehören verschiedene Proteine und Enzyme wie Hydrolasen, Lysozym, 

Proteinasen, Histaminasen, Myeloperoxidasen, Lactoferrin und Kollagenasen 

(RAUSCH & MOORE, 1975; BAGGIOLINI, 2017).  

Haben die PMN erfolgreich die eingedrungenen Erreger erkannt, phagozytiert und 

abgetötet, werden sie durch Makrophagen eliminiert oder durchlaufen eine 

Apoptose. Eine längere Verweildauer der PMN im Milchdrüsenepithel kann zur 

Gewebsschädigung der Milchdrüsen durch die Granulainhalte führen (PAAPE et 

al., 2003).   

Auch die MEC sondern im Falle eingedrungener Mikroorganismen Zytokine und 

Chemokine ab, was zur Rekrutierung von PMN ins Euter führt (PAAPE et al., 

2003). In der Milchdrüse ist eine effektive und schnelle Immunabwehr maßgeblich 

durch den schnellen Einstrom an PMN zur Phagozytose und Abtötung der 

Bakterien bedingt (PAAPE et al., 2002). Jedoch gelten PMN in der Milch als 

weniger funktionell als im Blut zirkulierende PMN, da es durch die Aufnahme von 

Milchfettglobulinen und Kaseinen zu einem Verlust der zytoplasmatischen Granula 

und somit zu einer reduzierten bakteriziden Aktivität kommt (PAAPE & TUCKER, 

1966; PAAPE et al., 2002). PMN in der Milch sind ebenso weniger effektive 

Phagozyten, da ca. 38 % weniger Energiereserven durch gespeichertes Glykogen 

vorliegen im Vergleich zu PMN in der Blutbahn (NEWBOULD, 1973). 

3.2.2. Lymphoide Zellen 

Lymphoide Zellen haben einen großen Zellkern mit einem schmalen 

Zytoplasmasaum und eine Größe von 8 - 10 μm. Ebenso wie die PMN werden 

Lymphozyten aus pluripotenten Vorläuferzellen im Knochenmark gebildet. Diese 

Immunzellen sind für die Antikörperproduktion und die zellvermittelte 

Immunantwort verantwortlich. Sie sind die einzigen Zellen des Immunsystems, die 

adaptiv Antigenstrukturen durch membranständige Rezeptoren erkennen und so 

eingedrungene Erreger spezifisch bekämpfen können (SORDILLO et al., 1997). 

Der Begriff lymphoide Zellen umfasst sowohl Lymphozyten mit spezifischem 

Antigenrezeptor als auch Zellen, denen ein spezifischer Antigenrezeptor fehlt, z.B. 

Natürliche Killerzellen (NK-Zellen). Die Lymphozyten werden weiterhin in B- und 

T-Lymphozyten unterteilt. 
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B-Lymphozyten produzieren als einzige Leukozyten-Subpopulation Antikörper. 

Sie reifen im Mukosa-assoziierten lymphatischen Gewebe und in Lymphknoten 

heran und werden auch als „Gedächtniszellen“ bezeichnet. So können spezifische 

Immunreaktionen durch wiederholte Exposition gegenüber einem 

Krankheitserreger verstärkt werden (SORDILLO et al., 1997).  

T-Lymphozyten hingegen reifen im Thymus heran und erkennen fremde Zellen 

direkt. Je nach Laktationsstatus und Lokalisation variiert ihre Verteilung in den 

Geweben stark (SORDILLO et al., 1997). HARP et al. (2004) untersuchten die 

prozentuale Verteilung von Lymphozyten und fanden signifikant höhere 

Prozentsätze von B-Lymphozyten im Blut als in der Milch, während 

T-Lymphozyten in der Milch und auf Mukosaoberflächen vorherrschen. Somit 

spielen T-Lymphozyten eine wichtige Rolle bei der schnellen Immunantwort und 

Abwehr von intramammären Infektionen (ALLISON & HAVRAN, 1991). 

T-Lymphozyten produzieren Zytokine als Antwort auf die Antigen-MHC-

Komplexe (engl.: major histocompatibility complex) und aktivieren dadurch B-

Lymphozyten, weitere T-Lymphozyten, Makrophagen und weitere Zellen des 

Immunsystems (INOUE et al., 1993). B- und T-Lymphozyten dringen somit bei 

einer intramammären Infektion in die Milchdrüse ein und setzen zusammen mit 

dort ansässigen Zellen Zytokine frei, die die Qualität und Intensität der 

Immunantwort regulieren (SORDILLO et al., 1997).  

NK-Zellen wurden bei intramammären Infektionsversuchen bislang wenig 

untersucht. In einem Versuch von SIPKA et al. (2016) wurden NK-Zellen im 

Eutergewebe nach einer experimentellen Infektion mit E. coli nachgewiesen. 

Weiterhin konnten aus dem Blut gewonnene NK-Zellen die Anzahl von E. coli in 

vitro vorübergehend reduzieren.  

In neueren Veröffentlichungen analysierten RAINARD et al. (2020) 

Verteidigungsmechanismen von Th17-Lymphozyten an epithelialen Grenzen. 

Diese Immunzellen exprimieren Gene, welche für Interleukin-17A (IL-17A), 

IL-17F und IL-22 kodieren. So stellen diese Zellen eine organisatorische 

Verbindung zwischen dem angeborenen und dem erworbenen Immunsystem, 

zwischen Epithelzellen, neutrophilen Granulozyten und allen weiteren lymphoiden 

Zellen dar.  
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3.2.3. Makrophagen 

Makrophagen sind die größte Art von Leukozyten mit einem Durchmesser von ca. 

20 μm. Ihre Vorläuferzellen, die Monozyten, reifen ebenfalls im Knochenmark und 

können zu Makrophagen differenzieren (JOHNSTON JR, 1988). Sie können in 

verschiedene Gewebe einwandern, wo sie jeweils transformiert werden und eine 

unterschiedliche Morphologie annehmen können (FUJIWARA & KOBAYASHI, 

2005). Wie die PMN sind Makrophagen zur Phagozytose fähig und können 

Bakterien, Zelldebris und akkumulierte Milchbestandteile phagozytieren 

(SORDILLO et al., 1997). Es gilt jedoch zu beachten, dass Makrophagen darüber 

hinaus auch Milchfett, Kaseine und andere Milchkomponenten aufnehmen können, 

sodass die Phagozytose bakterieller Bestandteile durch Makrophagen in der 

bovinen Milchdrüse als weniger effektiv gilt. Ihre Morphologie und Größe sind sehr 

variabel, da diese entsprechend der aufgenommenen Partikel variieren (PAAPE et 

al., 1981; KOESS & HAMANN, 2008). Zusätzlich zu ihrer Rolle bei der schnellen, 

unspezifischen Verteidigung gegen eingedrungene Erreger spielen Makrophagen 

auch eine Schlüsselrolle bei der Antigen-Prozessierung und Präsentation. Antigene 

von aufgenommenen Bakterien werden in den Makrophagen verarbeitet und 

erscheinen auf ihrer Oberfläche in Verbindung mit MHC-II-Molekülen. Bei diesen 

MHC-II-Molekülen handelt es sich um Strukturen, die von anderen Zellen (z.B. den 

Lymphozyten) zur Erkennung fremder Antigene benötigt werden (SORDILLO et 

al., 1997). Makrophagen spielen somit als professionelle Antigen-präsentierende 

Zellen auch eine wichtige Rolle bei der Entwicklung einer spezifischen Immunität. 
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4. Mastitisdiagnostik 

In der Mastitisdiagnostik stehen eine Vielzahl diagnostischer Methoden für die 

Messung des Zellgehalts in der Milch zur Verfügung. Der Schalm- oder California-

Mastitis-Test (CMT) und andere auf dem gleichen Prinzip basierende Tests (z.B. 

Eimü Zell-Check©) ermöglichen eine direkte semiquantitative Erfassung des 

Milchzellgehalts (SCHALM, 1962). Insbesondere die Verwendung der 

somatischen Zellzahl (SCC) ist ein beliebtes und anerkanntes Instrument zur 

Beurteilung der Eutergesundheit auf Herdenebene sowie zur Erkennung von 

Mastitiden beim Einzeltier und wird weltweit vorwiegend eingesetzt (RUEGG, 

2017). Die somatische Zellzahl kann mittels CMT geschätzt oder zytometrisch 

genau bestimmt werden (ADKINS & MIDDLETON, 2018). Da der SCC jedoch 

nur die Gesamtzahl der Zellen in der Milch angibt, bleibt der Anteil verschiedener 

Zelltypen unberücksichtigt. Um die Zellpopulationen in der Milch weiter zu 

differenzieren, wird das Milchdifferentialzellbild (DMCC) verwendet. 

4.1. Somatische Zellzahl (Somatic cell count – SCC)  

Die Gesamtheit aller Zellen in Rohmilch wird als somatische Zellzahl (SCC, engl.: 

‚somatic cell count‘) bezeichnet. Bei gesunden Kühen besteht der SCC zu mehr als 

97 % aus Leukozyten und zu weniger als 3 % aus Milchdrüsenepithelzellen (MEC) 

(KOESS & HAMANN, 2008; FARSCHTSCHI et al., 2022). In den meisten 

gesunden laktierenden Eutervierteln liegt der SCC deutlich unter 100.000 Zellen/ml 

Milch, steigt jedoch mit Fortschreiten der Laktation an (RAINARD & RIOLLET, 

2006). Die Identifizierung einer subklinischen Mastitis basiert weitgehend auf 

SCC-Werten > 100.000 Zellen/ml. Allerdings können auch eutergesunde Kühe 

höhere Werte aufweisen und Kühe mit klinischer Mastitis unter diesem Grenzwert 

liegen (RIVAS et al., 2001; SUMON et al., 2020). Der Zusammenhang zwischen 

SCC und Milchleistung kann mit einem Rückgang von 0,5 kg Milch pro zweifacher 

Erhöhung des SCC bei über 50.000 Zellen/ml angenommen werden (SEEGERS et 

al., 2003). Auch ein niedriger SCC kann mit schlechter Milchqualität verbunden 

sein und der SCC kann je nach Laktationsstatus, Alter, Stress des Tieres und auch 

mit der Häufigkeit des Melkens oder der Jahreszeit variieren (LE ROUX et al., 

2003; SCHWARZ et al., 2011). 
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4.2. Milchdifferentialzellbild (Differential milk cell count – DMCC)  

Bereits vor über zwei Jahrzehnten wurde beschrieben, dass der DMCC die 

Erkennung von Mastitiden in der Anfangsphase durch die Analyse der 

verschiedenen Zellpopulationen des angeborenen Immunsystems erleichtert 

(PILLAI et al., 2001). Diese Technik ermöglicht die Differenzierung der 

Leukozyten-Subpopulationen in PMN, Lymphozyten und Makrophagen (WALL et 

al., 2018). Die Durchführung erfolgt entweder mittels mikroskopischer oder 

zytometrischer Analyse wie der Durchflusszytometrie (PILLA et al., 2013). In 

mehreren Studien wurde die Durchflusszytometrie zur Differenzierung dieser 

Zellpopulationen erfolgreich eingesetzt (PILLAI et al., 2001; KOESS & 

HAMANN, 2008; SCHWARZ et al., 2011; DAMM et al., 2017). 

4.2.1. Durchflusszytometrische Bestimmung des DMCC 

Die Durchflusszytometrie beschreibt ein Verfahren zur Charakterisierung von 

Zellen oder Partikeln aufgrund ihrer spezifischen Beschaffenheit mithilfe von 

Laserstrahlung. Einzelne Zellen werden dabei in einem Flüssigkeitsstrom 

transportiert und passieren hintereinander mit hoher Geschwindigkeit einen 

Laserstrahl (ORMEROD, 1990; SHAPIRO, 2005). Das dabei gestreute Licht einer 

spezifischen Wellenlänge (hier 448 nm) wird in zwei Raum-Achsen als 

sogenanntes Vorwärtsstreulicht (Forward Scatter, FSC) und im 90° Winkel dazu 

als Seitwärtsstreulicht (Side Scatter, SSC) erfasst. Die Vorwärtsstreuung 

charakterisiert dabei die Partikelgröße und dessen Refraktionsindex, die 

Seitwärtsstreuung die Komplexität (Oberflächenbeschaffenheit und Granularität) 

eines Partikels (MEHNE et al., 2010). Die dabei entstandenen Lichtsignale werden 

in elektronische Signale konvertiert und mithilfe eines Computers ausgewertet und 

gespeichert. So können Zellpopulationen basierend auf ihrer Fluoreszenz und 

spezifischen Lichtstreuung analysiert werden (MCKINNON, 2018). Es werden 

dabei Fluoreszenz-Licht-Emissionen in drei verschiedenen Wellenlängenbereichen 

erfasst:  

FL-1 = Grünfluoreszenz der Wellenlänge 515-545nm;  

FL-2 = Orangefluoreszenz der Wellenlänge 564-606nm;  

FL-3 = Rotfluoreszenz der Wellenlänge >650nm. 
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Somit wird jedes Messereignis durch fünf verschiedene Parameter (FSC, SSC, 

FL-1, FL-2, FL-3) charakterisiert. Die Ergebnisse werden mehrparametrisch als 

korrelierte Dichte- oder Punktediagramme dargestellt. Die einzelnen 

Messereignisse werden schließlich in Untergruppen als sogenannte „Events“ 

zusammengefasst.  

Zur Beurteilung der Vitalität von Zellen werden die Zellsuspensionen mit einer 

Acridin-Orange/Propidiumjodid (PJ)-Lösung versetzt. Acridin-Orange dringt in die 

Zelle ein und interkaliert mit der doppelsträngigen DNA. Unter UV-Anregung 

erscheint der Zellkern im Durchflusszytometer grün-fluoreszierend (FL-1 Kanal). 

Das Propidiumjodid (PJ) kann jedoch nur bei geschädigter Zellmembran in die 

Zellen eindringen und dann ebenso mit der DNA interkalieren, färbt diese jedoch 

rot-fluoreszierend und überlagert die Grünfluoreszenz des Acridin-Oranges. Diese 

Rotfluorsezenz ist wiederum im FL-3 Kanal des Durchflusszytometers erfassbar. 

Somit ist eine grundsätzliche Differenzierung zwischen vitalen und nicht-vitalen 

Zellen möglich (PFISTER, 2009). 

Bei dem in der vorliegenden Arbeit angewendeten Verfahren wurden nach 

Durchlaufen des Durchflusszytometers die Proben zuerst im Seitwärtsstreulicht 

(SSC) im FL-1 Kanal für Grünfluoreszenz erfasst, um nicht-kernhaltige Ereignisse 

von der Erfassung auszuschließen. Somit wurden die Acridin-Orange positiven 

Ereignisse in einem „live-gate“ erfasst. Anschließend wurde im 

FL-3/SSC-Punktediagramm ein „Gate“ auf PJ-negative Ereignisse gesetzt. Die in 

diesem Fenster morphologisch als Zellen identifizierbaren Ereignisse wurden in 

einem weiteren Ausschnitt („Gate“) erfasst (MEHNE et al., 2010). 

Die weiteren einzelnen PJ-negativen (vitalen) Zellpopulationen wie PMN, 

lymphoide Zellen, Makrophagen oder Epithelzellen konnten abschließend in einem 

Punktediagramm des FSC/SSC anhand ihrer morphologischen Charakteristika 

identifiziert und auch quantifiziert werden (PETZL, 2005). Durch die 

softwaregestützte Auswertung der Zellen im Durchflusszytometer konnten somit 

folgende Zellpopulationen erfasst und als DMCC zusammengefasst werden: Vitale 

Zellen, Nicht-vitale Zellen, Leukozyten-Subpopulationen (PMN, Lymphozyten 

und „Large Cells/Makrophagen“) in prozentualer Verteilung (DOSOGNE et al., 

2003; MEHNE et al., 2010). Durch das separate Erfassen der somatischen Zellen 

(SCC) in jeder einzelnen Milchprobe konnten die absoluten Zahlen der einzelnen 

Zellsubpopulationen pro ml Milch berechnet werden. Zusammengefasst ist die 
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Durchflusszytometrie ein Verfahren, mit welchem einzelne Zellpopulationen 

differenziert werden können und quantitative Informationen zu den einzelnen 

Zellpopulationen mit hoher Genauigkeit und Wiederholbarkeit in einer kurzen Zeit 

gesammelt werden können (FULWYLER, 1981). 

4.2.2. Einsatzmöglichkeiten des DMCC in der Mastitisdiagnostik 

Das Milchdifferentialzellbild (DMCC) umfasst neben vereinzelten Epithelzellen 

die in der Milch vorkommenden Leukozyten-Subpopulationen. Bei steigendem 

Zellgehalt steigt der prozentuale Anteil an PMN (13 – 92 %) signifikant an und der 

Anteil an Makrophagen (7 – 79 %) sinkt ab (DAMM et al., 2017). Bei einer akuten 

klinischen Mastitis besteht die Population der immigrierenden Leukozyten im 

alveolären Lumen zu mehr als 90 % aus PMN. Damit gelten diese als 

Haupteffektorzellen des angeborenen Immunsystems bei einer intramammären 

Infektion (SORDILLO & STREICHER, 2002). Über die Anzahl zirkulierender 

PMN und der damit verbundenen effektiven Adhäsion, Migration, Opsonisierung, 

Phagozytose und Abtötung der Bakterien wird der Ausgang der Infektion sowie der 

Schweregrad der Erkrankung beeinflusst (PAAPE et al., 2003).  

Bei Untersuchungen zum DMCC beobachteten WALL et al. (2018) bereits in den 

ersten 5 Stunden nach intramammärer Inokulation mit LPS (E. coli) und LTA 

(S. aureus) einen Anstieg der Leukozyten in der Milch. RIVAS et al. (2001) 

analysierten durchflusszytometrisch den DMCC während eines Infektionsversuchs 

mit S. aureus bei 6 laktierenden Kühen. Hierbei konnten drei Reaktionsarten 

herausgearbeitet werden: nicht-entzündliche Reaktion (kein Anstieg von PMN), 

frühe Entzündungsreaktion (prozentualer Anstieg der PMN und Abfall der 

Lymphozyten am ersten Tag nach der Infektion) und späte Entzündungsreaktion (in 

den ersten 8 Tagen nach der Infektion blieben die PMN vorherrschend). Im 

Gegensatz zum DMCC ermöglichten SCC und bakteriologische Untersuchung 

keine Aussage zu den beschriebenen verschiedenen Reaktionsarten. 

Der maximale PMN-Einstrom in Euterviertel, die mit E. coli inokuliert wurden, trat 

6 – 24 Stunden nach einer experimentellen Infektion auf (MEHRZAD et al., 2004). 

Es konnte gezeigt werden, dass im Falle einer schweren klinischen E.-coli-Mastitis 

eine intensive Rekrutierung von PMN erfolgte. Hingegen zeigten mit S. aureus 

infizierte Kühe mit subklinischer Mastitis lediglich eine mäßige Rekrutierung von 

PMN.   
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DEGEN et al. (2015) bewerteten den DMCC aufgrund von Veränderungen in den 

relativen Zellpopulationen zur Unterscheidung zwischen gesunden und 

entzündeten Milchdrüsen sowie zwischen akuter und chronischer Mastitis als 

wirksames Instrument zur früheren Mastitiserkennung. Im Jahr 2019 wurde die 

erste Studie veröffentlicht, welche die Genauigkeit von DMCC zur Erkennung 

subklinischer Mastitis unter Feldbedingungen mit einem modernen Hochdurchsatz-

Milchanalysator untersuchte: ZECCONI et al. (2019) postulierten, dass aufgrund 

der genetischen Selektion für eine höhere Mastitisresistenz und einer 

fortschreitenden Abnahme der mittleren SCC-Werte die Genauigkeit von SCC als 

Marker für subklinische Mastitis beeinträchtigt zu sein scheint, während hingegen 

der DMCC mit einer hohen Genauigkeit PMN und Lymphozyten subklinischer 

Mastitiden unter Feldbedingungen identifizieren kann. Weitere zuletzt 

veröffentlichte Studien diskutieren den DMCC als vielversprechendes 

Diagnoseinstrument, welches das Potenzial hat, die Mastitisdiagnostik zu 

optimieren und außerdem als Instrument zur Überwachung des Krankheitsverlaufs 

oder des Behandlungserfolgs verwendet werden könnte (FARSCHTSCHI et al., 

2022). 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Messung des DMCC den Vorteil hat, 

die Anteile verschiedener somatischer Zellpopulationen in Milchproben zu 

untersuchen, um die Diagnose von Mastitiden bei Milchkühen zu optimieren und 

somit die Überwachung der Herdengesundheit zu verbessern. Diese Analyse ist 

genauer als der SCC und liefert zusätzliche Informationen zur Erkennung von 

Mastitiden in verschiedenen, insbesondere frühen Stadien der Infektion sowie von 

subklinischer Mastitis mit SCC < 100.000 Zellen/ml. 

Inwiefern das Milchdifferentialzellbild im Vergleich zu konventionellen 

Parametern verbesserte frühzeitige Indikatoren für die genetisch determinierte 

frühe Antwort auf Mastitispathogene liefert, soll im Rahmen dieser Dissertation 

anhand von Daten aus einem hochstandardisierten Infektionsmodell untersucht 

werden. 
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5. Milchinhaltsstoffe und ihre Dynamik während einer 

Mastitis 

Die Analyse der Milchinhaltsstoffe gilt seit Jahrzehnten als Standardverfahren zur 

Beurteilung der Milchqualität und ist ein wichtiges Hilfsmittel für Rinderzüchter 

und Genetiker. Die Analyse auf Inhaltstoffe der Milch umfasst standardmäßig die 

Milchinhaltsstoffe Fett, Protein, Laktose, Harnstoff und darüber hinaus können 

weitere Parameter wie der pH-Wert bestimmt werden. Diese Daten können auch 

zur Beurteilung von Futterzusammensetzung und Gesundheitsstatus der Milchkühe 

herangezogen werden (HAMANN & KRÖMKER, 1997).  

Die bovine Milchdrüse ist eine apokrin und merokrin sezernierende Drüse. Die 

meisten Milchbestandteile werden kontinuierlich von den MEC synthetisiert und 

nur ein geringer Anteil tritt aus dem Blut über in die Milchdrüse. Die Speicherung 

der Milch erfolgt im Hohlraumsystem der Milchdrüse (BRADE & 

FLACHOWSKY, 2005). Die Gewebsschichten zwischen dem Hohlraumsystem 

und dem Blutgefäßsystem des Euters bilden die Blut-Euter-Schranke. Diese 

Barriere schützt das Euter vor Pathogenen und ihren Toxinen (WELLNITZ & 

BRUCKMAIER, 2021). Da das Zusammenspiel zwischen Blutzirkulation und 

Milchsekretion sehr intensiv ist (ca. 500 Liter Blut/1 Liter Milch), können die 

Veränderungen der Milchinhaltsstoffen im Hinblick auf den Stoffwechsel- und 

Gesundheitszustand der Kuh und des Euters Aufschlüsse geben (BOGIN, 1995). 

Die physiologische durchschnittliche Zusammensetzung der Milchinhaltsstoffe ist 

bei BRADE and FLACHOWSKY (2005) für Holstein Friesian mit einem 

Gesamteiweiß von 3,0 bis 3,7 %, für den Fettgehalt mit 3,1 bis 4,8 % und für den 

Laktose-Gehalt mit 4,6 bis 4,8 % angegeben.  

5.1. Milchinhaltsstoffe 

5.1.1. Fett  

Milchfett besteht größtenteils aus Triglyceriden, aber auch aus Phospholipiden, 

Cholesterol und freien Fettsäuren. Etwa die Hälfte sind kurz- und mittelkettige 

Fettsäuren (C4-C16). Die Milchfettzusammensetzung ist stark abhängig von der 

Fütterung des jeweiligen Tieres, da die Verdauung von Wiederkäuern im Pansen 

auf die Umwandlung von Kohlenhydraten aus der Nahrung in flüchtige Fettsäuren 

ausgelegt ist, welche in den Blutkreislauf aufgenommen werden und als primäre 
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Energiequelle für die Kuh zur Verfügung stehen (PALMQUIST et al., 1993). Die 

flüchtigen Fettsäuren sind wiederum Bausteine für die De-novo-Synthese des 

Milchfetts in der Milchdrüse, welche hauptsächlich aus Acetat und 

b-Hydroxybutyrat gebildet werden (KENNELLY et al., 2000). Nicht nur die 

Fütterung, sondern auch Laktationsstadium, Rasse und Jahreszeit können die 

Milchfettzusammensetzung beeinflussen (PALMQUIST et al., 1993). Eine mittlere 

bis hohe Heritabilität wird für die Fettsäuren in der Milch berichtet (SAMKOVÁ et 

al., 2012). 

5.1.2. Protein  

Das Milcheiweiß besteht aus Aminosäuren, welche hauptsächlich im Pansen 

gebildet werden und über das Blut ins Euter gelangen. Kaseine, b-Laktoglobulin 

und a-Laktalbumin werden in der Milchdrüse synthetisiert. Die Immunglobuline 

und das Serumalbumin werden hingegen direkt aus dem Blut in die Milch 

abgegeben (BRADE & FLACHOWSKY, 2005). Der Proteingehalt der Milch steigt 

im Laufe einer Laktation signifikant an und ist ebenfalls linear abhängig von dem 

Energiegehalt in der Futterration (COULON & RÉMOND, 1991). 

5.1.3. Laktose 

Laktose ist ein Disaccharid, das aus den beiden Monosacchariden Glukose und 

Galaktose aufgebaut ist. Laktose ist in der Milchdrüse osmotisch wirksam und zieht 

somit das Wasser aus dem umliegenden Gewebe in das Lumen der Milchdrüse 

nach. Diese Regulierung ist maßgebend für die erzeugte Milchmenge 

(BRUCKMAIER & GROSS, 2019). Laktose wird in den Alveolarzellen 

hauptsächlich aus Glukose gebildet, welche über das Blut ins Euter transportiert 

wird (BRADE & FLACHOWSKY, 2005). Ein kleiner Teil wird aus Propionat 

synthetisiert. Ebenso wie das Milchfett wird die Laktose-Synthese durch viele 

Faktoren, bspw. durch die Fütterung, beeinflusst (KENNELLY et al., 2000). Die 

Blut-Euter-Schranke ist bei physiologischen Zuständen in der Milchdrüse nahezu 

impermeabel für Laktose (LINZELL & PEAKER, 1971). Der Anteil der 

Milchlaktose ist, abgesehen von einer Reduktion während der Kolostralperiode bis 

zu zwei Wochen post partum, weitgehend konstant und bleibt auch von 

kurzfristigen negativen Energiebilanzen unbeeinflusst (BRUCKMAIER & 

GROSS, 2019).  
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5.1.4. pH 

Der pH-Wert in Rohmilch liegt bei 6,4 bis 6,8. Er gibt das Verhältnis zwischen 

Säuren und Basen an und liegt somit im leicht sauren Bereich (MAROUF & SARA, 

2018). Während einer Mastitis kommt es durch Schädigung der 

Blut-Milch-Schranke zu einem Anstieg des pH-Wertes in der Milch (BAGRI et al., 

2018). Bei starken Entzündungsvorgängen jedoch sinkt der pH infolge reduzierter 

Syntheseleistung der MEC und der Zunahme saurer Stoffwechselprodukte 

(Ameisensäure, Milchsäure und Essigsäure) wie beispielsweise bei der 

Fermentation der Laktose durch E. coli (MEHNE, 2010). 

5.2. Veränderungen der Milchinhaltsstoffe während einer Mastitis 

Da die physiologischen Prozesse der Milchbildung eine große Komplexität 

aufweisen, können beim Vorliegen einer Mastitis verschiedene Veränderungen in 

der Milchzusammensetzung auftreten. Durch Entzündungsvorgänge im Euter 

kommt es zu einer Lockerung der Blut-Euter-Schranke, sodass diese durchlässiger 

wird. Im Falle einer klinischen Mastitis sind die ‚tight junctions‘ der MEC 

geschädigt, was zum Austritt von Blutbestandteilen und Komponenten der 

extrazellulären Matrix in das Lumen der Alveolarzellen und somit auch zu einer 

verringerten Milchsekretionsrate führt (NGUYEN & NEVILLE, 1998). Die Anzahl 

und Aktivität der Alveolarzellen bestimmen die Fähigkeit der bovinen Milchdrüse, 

Milch zu produzieren und zu sezernieren. Daher können die Milchmenge sowie die 

Konzentrationen von Protein, Laktose und Fett in der Milch durch das Ausmaß von 

Entzündungen nach intramammärer Infektion beeinflusst werden (WAHYU 

HARJANTI & SAMBODHO, 2020). 

Im Allgemeinen sind der Fettanteil und die Fettsäurezusammensetzung von 

Milchfett am anfälligsten für Veränderungen, gefolgt vom Milcheiweißgehalt. Dem 

gegenüber ist der Parameter Laktose am wenigsten anfällig für Veränderungen 

(KENNELLY et al., 2000). In einer Studie von HAGNESTAM et al. (2007) wurden 

Veränderungen der Milchinhaltsstoffe über einen Zeitraum von 16,5 Jahren 

wöchentlich analysiert: bei chronischen Mastitiden primiparer Kühe wurde eine 

Reduktion des Fettgehalts von 0 – 8 %, sowie eine Reduktion des Proteingehalts 

von 0 – 9 % über den Zeitraum einer Laktation hinweg beobachtet. Bei multiparen 

Kühen lagen allerdings der Rückgang des Fettgehalts bei 0 – 12 % und der 

Rückgang des Proteingehalts bei 0 – 11 %.  
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Eine Abnahme der Fettkonzentration in der Milch während einer Mastitis kann auf 

eine reduzierte Synthese- und Sekretionsleistung der Alveolarzellen zurückgeführt 

werden (WAHYU HARJANTI & SAMBODHO, 2020). 

Subklinische Mastitiden führten zu einer höheren Aktivität der 

Laktatdehydrogenase (LDH) und einer höheren Immunglobulinkonzentration in 

der Milch, zeitgleich lag der pH-Wert deutlich höher als in der Milch gesunder 

Kühe (BATAVANI et al., 2007). Da beim Vorliegen einer Mastitis die 

Durchlässigkeit der Blut-Milch-Schranke verändert ist, kommt es zu einem 

Ausstrom von Laktose und Kaliumionen (K+) von der Milch in den Blutkreislauf, 

gleichzeitig kommt es zu einem Anstieg von Natriumionen (Na+), 

Chloridionen (Cl- ) und Proteinen aus dem Blutkreislauf in die Milch (MARTINS 

et al., 2020). Der Verlust von Milchlaktose bei Mastitiden kann auch durch die 

geschädigten ‚tight junctions‘ der MEC erklärt werden (STELWAGEN et al., 

1997). Bei Mastitiden kann es ebenfalls zu Änderungen des Anteils an Laktose in 

der Milch kommen, da einige Bakterien die Fähigkeit zur Laktosespaltung haben. 

Da laktosespaltende Bakterien bei diesem Prozess Milchsäure produzieren, kann 

sich folglich der pH-Wert in den sauren Bereich verschieben. Bei subklinischen und 

klinischen Mastitiden kann der pH-Wert jedoch auch ansteigen, und verschiebt sich 

dann in den alkalischen Bereich, denn durch die Schädigung der Blut-Euter-

Schranke kann es zu Konzentrationsänderungen und Übertritt verschiedener Stoffe 

in beide Richtungen kommen (HAMANN & KRÖMKER, 1997). Der 

Milch-pH-Wert hat somit nur eine eingeschränkte Aussagekraft in der 

Mastitis-Diagnostik (KANDEEL et al., 2019).  

Zwischen dem Schweregrad einer Mastitis und den Milchinhaltsstoffen Fett, 

Protein und Laktose wurden negative Korrelationen aufgezeigt: Je gravierender die 

Mastitis ist, desto stärker sinkt die Milchproduktion und Synthese von 

Milchinhaltsstoffen (WAHYU HARJANTI & SAMBODHO, 2020). Weiterhin 

treten diese Veränderungen in Abhängigkeit des verursachenden Erregers auf 

(COULON et al., 2002; MARTINS et al., 2020). Bei klinischer Mastitis durch 

S. aureus und E. coli wurden eine geringere Laktosekonzentration und höhere 

Proteinkonzentration in infizierten im Vergleich zu nicht-infizierten Vierteln 

derselben Kuh gemessen. Hierbei wurde bei E. coli infizierten Vierteln im 

Vergleich zu S. aureus infizierten Vierteln ein stärkerer Rückgang der 

Milchleistung beobachtet.   
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Der Rückgang von Laktose, Fett und Protein war bei S. aureus infizierten Tieren 

im Vergleich zu mit E. coli infizierten Tieren deutlich geringer, jedoch nicht 

signifikant unterschiedlich (COULON et al., 2002).  

Durch S. aureus induzierte subklinische Mastitiden führten zu verringerten 

Laktosekonzentrationen in der Milch, jedoch wurde kein Unterschied im Protein- 

und Fettgehalt zwischen infizierten und nicht infizierten Vierteln beobachtet 

(MALEK DOS REIS et al., 2013). Diese Ergebnisse bezüglich des reduzierten 

Laktosegehaltes stimmen mit den Erkenntnissen von KAYANO et al. (2018) 

überein, die mehrere Mastitis-Pathogene untersuchten (einschließlich S. aureus und 

E. coli): alle Pathogene führten zu einem signifikanten Anstieg des Fett- und 

Proteingehaltes in der Milch erkrankter Kühe, im Gegensatz zu sinkenden 

Laktosekonzentrationen, insbesondere bei mit S. aureus infizierten Tieren. Auch 

eine experimentelle intramammäre Inokulation mit LPS führte zu signifikant 

reduzierten Laktose-Konzentrationen und war am niedrigsten 9 h nach 

Versuchsbeginn (WAGNER et al., 2023). 

6. Dynamik der Körpertemperatur während einer Mastitis  

Ein zentraler Bestandteil der klinischen Untersuchung ist die Messung der inneren 

Körpertemperatur. Die physiologische Körpertemperatur eines Rindes liegt 

zwischen 38,0 und 39,2 °C und wird gewöhnlich rektal mittels Fieberthermometer 

gemessen (ARRUDA et al., 2013).  

In einer klinischen Studie führte die intramammäre Infektion mit S. aureus 

innerhalb der ersten 12 Stunden nach der Inokulation nicht zu einem Anstieg der 

Körpertemperatur. Im Gegensatz dazu entwickelten in der gleichen Studie alle 

Kühe nach intramammärer Inokulation mit E. coli Fieber. Die maximale 

Körpertemperatur nach Inokulation mit E. coli wurde zwischen 12 und 18 Stunden 

nach Beginn des Infektionsversuches erreicht (PETZL et al., 2008). Wie in vielen 

anderen Studien war hier die Körpertemperatur rektal ermittelt worden.  

In mehreren Publikationen wurden wissenschaftliche Arbeiten zu neuen 

Messverfahren untersucht und verglichen. Trotz mittlerer bis hoher Korrelationen 

zwischen der vaginal und der rektal gemessenen Körpertemperatur, wurde in 

mehreren Studien aufgezeigt, dass Messungenauigkeiten, Typ des 

Rektalthermometers, die rektale Eindringtiefe bei der Messung und auch der 
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einzelne Untersucher Einfluss auf das Messergebnis bei den verschiedenen 

Methoden haben können (BURFEIND et al., 2010; FISCHER-TENHAGEN & 

ARLT, 2020). Fieber beim Rind wird ab einer inneren Körpertemperatur über 

39,5 °C definiert (FISCHER-TENHAGEN & ARLT, 2020). Da die 

Modernisierung der Landwirtschaft auch mit der Anwendung neuer Methoden zur 

Überwachung des Tiergesundheitsstatus einhergeht, wurden verschiedene neue 

Verfahren zur Erfassung der inneren Körpertemperatur entwickelt. Dazu gehören 

bspw. Pansenlogger, Vaginallogger, die Erfassung der Körperoberflächen-

temperatur mittels Infrarotthermographie oder auch die Milchtemperaturmessung. 

Im Rahmen des „Precision Livestock“ Farming sollen diese Monitoringsysteme 

helfen, frühzeitig Erkrankungen wie bspw. Mastitiden zu erkennen und zur 

Verbesserung des Tierwohls beitragen. Da die Messung der 

Körperoberflächentemperatur mittels Infrarotthermographie um 1,0 bis 3,0 °C 

niedriger als die innere Körpertemperatur (rektal und vaginal gemessen) ist und von 

sehr vielen äußeren Faktoren (nasses Fell, Witterung, etc.) beeinflusst wird, gilt 

diese bislang nicht als validierte Messmethode (HOFFMANN et al., 2013; 

FISCHER-TENHAGEN & ARLT, 2020).  

Die indirekte Erfassung der Körpertemperatur über die Milch ergab eine mittlere 

Korrelation mit der vaginal gemessenen Temperatur. Da die Messung der 

Milchtemperatur einfach in automatische Melksysteme integriert werden kann, 

bietet diese Methodik zukünftig großes Potential zur Weiterentwicklung und 

Integration in automatische Erfassungssysteme (POHL et al., 2014).  

In einer weiteren Studie verknüpften die Autoren die Vaginaltemperaturen mit den 

Rektaltemperaturen bei Kühen post partum und in der Hochlaktation. Hier wurden 

mittlere bis hohe positive Korrelationen zwischen den beiden Messverfahren 

aufgezeigt. Die Autoren beschrieben, dass der Einsatz vaginaler Temperaturlogger 

den Vorteil hat, genauere Veränderungen der Körpertemperatur zu erfassen 

(VICKERS et al., 2010).  

Eine weniger invasive und in der Praxis bereits häufiger verwendete Methode zur 

kontinuierlichen Erfassung der Körpertemperatur sind die Pansenlogger, welche 

oral eingegeben werden. Die gemessene Temperatur ist jedoch um ca. 0,5 °C höher 

als die Rektaltemperatur. Ein großer Nachteil ergibt sich daraus, dass die 

Wasseraufnahme des Tieres die im Pansen gemessene Temperatur je nach 

Wassertemperatur für eine Zeit von bis zu 3,5 h deutlich absenken kann.  
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 Jedoch wird eine gute Korrelation zwischen der Rektaltemperatur und den 

Pansenloggern angegeben (BEWLEY et al., 2008). Neuere Studien konnten jedoch 

mittels Algorithmus die Absenkung der von den Pansenloggern gemessenen 

Temperatur nach einer oralen Wasseraufnahme herausrechnen (KIM et al., 2019). 

Die Anwendung von Vaginalloggern hat den Vorteil, dass die Körpertemperatur 

über einen begrenzten Zeitraum kontinuierlich erfasst werden kann, und eignet sich 

daher für wissenschaftliche Zwecke sehr gut. In der Praxis besteht jedoch die 

Gefahr, dass es zur Vaginitis kommt und es ist mit einer hohen Verlustrate der 

Vaginallogger durch Herausdrücken zu rechnen (FISCHER-TENHAGEN & 

ARLT, 2020). 

7. Genetische Selektion auf reduzierte Empfänglichkeit 

gegenüber Mastitiserregern 

Heutzutage werden zur Beurteilung des Zuchtwertes von Milchkühen neben 

Auswahlkriterien auf Basis phänotypischer Merkmale wie dem SCC und 

Milchqualitätsanalysen auch genotypische Merkmale herangezogen. 

Die genetische Selektion hinsichtlich reduzierter Anfälligkeit gegenüber 

intramammärer Infektionen wurde schon vor einigen Jahrzehnten postuliert 

(LEGATES & GRINNELLS, 1952) und stellt nach wie vor eine wichtige 

Möglichkeit für die moderne Milchviehwirtschaft dar, um die Mastitisinzidenz zu 

verringern und gleichzeitig das Tierwohl zu steigern. In verschiedenen Studien 

wurden bereits mehrere chromosomale Regionen, Gene und Polymorphismen in 

der deutschen Holstein Friesian Population identifiziert, welche Einfluss auf 

Eutergesundheit, Fertilität und somit auch auf die Gesundheit und Langlebigkeit 

der Milchkühe haben (KÜHN et al., 2003; COLE et al., 2009; BRAND et al., 2010). 

In routinemäßigen Zuchtbewertungen wird hingegen hauptsächlich der SCC als 

Indikator für die Eutergesundheit eingesetzt, da dieser stark mit dem Auftreten 

klinischer Mastitiden korreliert (RUPP & BOICHARD, 2003; KÜHN et al., 2008). 

Die Möglichkeiten zur genetischen Selektion haben in den letzten Jahrzehnten 

enorm zugenommen. Genomweite Analysen großer Gendatenbanken 

identifizierten spezifische Kandidatengene und Chromosomenregionen, wobei 

verschiedene Bos taurus Autosome (BTA) untersucht wurden.  
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Dabei wurden auf mehreren Autosomen Zusammenhänge zu Kalbeverlauf, 

verschiedenen Exterieurmerkmalen, der Langlebigkeit und der Gesamtleistung bei 

Holstein Friesian Kühen vorgefunden (COLE et al., 2011). Weitere Studien 

konnten mehrere Regionen (Megabasen 43 – 48 und Megabasen 53 – 59) auf dem 

BTA18 identifizieren, die den SCC in der Milch beeinflussen (KÜHN et al., 2003; 

KÜHN et al., 2008). In weiteren Studien wurden „Quantitative Trait Loci“ (QTL) 

dieser Regionen identifiziert, um mehr Informationen über genetisch bedingte 

molekulare Mechanismen der Mastitisresistenz in Milchdrüsenepithelzellen von 

Kühen zu erlangen (RUPP & BOICHARD, 2003; BRAND et al., 2009; 

GRIESBECK-ZILCH et al., 2009). Diese Ergebnisse lieferten Grundlagen für die 

Anwendung von Informationen über diese QTL als erfolgreiches Instrument zur 

Selektion von Kühen hinsichtlich Mastitisresistenz. In einem weiteren Versuch von 

BRAND et al. (2010) wurden drei Bullen aus der deutschen Holsteinpopulation 

mittels linearer Zuchtwertschätzung ausgewählt, die eine Diskrepanz der 

markergestützten Zuchtwerte für SCC in der telomerischen Region des BTA18 für 

alternative Haplotypen hatten. Es konnten so selektierte primipare Töchter dieser 

Bullen für einen Infektionsversuch verwendet werden, unterteilt in 6 Färsen mit 

dem vorteilhaften Haplotypen (Q) und 5 Färsen des unvorteilhaften Haplotypen (q). 

BRAND et al. (2011) führten einen In-vitro-Versuch mit kultivierten MEC der 

beiden divergenten Haplotypen anhand einer Stimulation mit durch 

hitzeinaktivierten E.-coli- und S- aureus-Isolaten durch. Nach 1, 6 und 24 h wurden 

diese Zellen „geerntet“ und mit einer Microarray-Expressionschip Technologie 

analysiert, um mRNA-Expressionsprofile zu identifizieren, die auf die genetische 

Prädisposition, die bakterielle Stimulation und auf die MEC selbst zurückzuführen 

sind. Es zeigte sich eine schnellere und stärkere Reaktion nach einer Stimulation 

der MEC, die von dem vorteilhaften Haplotypen (Q) hinsichtlich der somatischen 

Zellzahl stammten: Diese Tiere des vorteilhaften Haplotypen Q, zeigten eine 

deutlich erhöhte mRNA-Expression von Genen der angeborenen Immunantwort 

wie TLR2 und TNF-α. Nach der bakteriellen Stimulation zeigten MEC von 

Q-Kühen eine erhöhte Genexpression mehrerer Interleukine (IL), was zu einer 

insgesamt weniger ausgeprägten und verzögerten Reaktion auf die Stimulation 

führte. Die Hochregulierung der Gene der Akuten-Phase-Antwort, der 

Leukozytenmigration (in den ersten 6 h), sowie die Hochregulation von Genen 

verschiedener Zytokine (in den ersten 24 h) erfolgte signifikant schneller und höher 

in den MEC des vorteilhaften Haplotypen (Q).   
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Die am stärksten veränderten Signalwege in den MEC von Kühen des 

unvorteilhaften Haplotypen (q) hingegen betrafen die Kommunikation zwischen 

dem angeborenen und erworbenen Immunsystem sowie die Akute-Phase-Antwort: 

Bei den MEC von Kühen des vorteilhaften Haplotypen (Q) wurde überwiegend die 

Reifung dendritischer Zellen beeinflusst, was durch die signifikant höhere 

Genexpression von Molekülen, welche an den MHC-II beteiligt sind, aufgezeigt 

werden konnte (BRAND et al., 2011). 

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die Hypothese aufgestellt, dass sich 

Unterschiede zwischen Kühen mit divergierenden Haplotypen auch in vivo 

manifestieren würden. Gefördert von der Bundesanstalt für Landwirtschaft und 

Ernährung (BLE) und der Landwirtschaftlichen Rentenbank wurde ein nationales 

Forschungsprojekt mit dem Titel: „Chron Mast - Entwicklung von Biomarkern für 

Wirtsdeterminanten akuter und chronischer Mastitis beim Rind“ implementiert. Im 

Rahmen dieses Kooperationsprojektes wurden Unterschiede zwischen Kühen des 

vorteilhaften (Q) und unvorteilhaften (q) Haplotypen in der peripartalen Periode 

(MEYERHOLZ et al., 2019), während eines kontrollierten intramammären 

Infektionsmodells (ROHMEIER et al., 2020) sowie im Verlauf von zwei 

Laktationen (Langzeitmodell) (HEIMES et al., 2019) detektiert. MEYERHOLZ et 

al. (2019) fanden signifikant geringere Inzidenzen von Metritis und eine seltenere 

Entwicklung von Fieber bei Q-Kühen im Vergleich zu q-Kühen. Es wurden jedoch 

keine Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich Nachgeburtsverhaltung, 

Uterusinvolution oder dem Einsetzen der Zyklizität post partum festgestellt. Auch 

wurden verschiedene metabolische Faktoren untersucht, unter anderen die 

Serumkonzentrationen von Beta-Hydroxybutyrat und Plasmakonzentrationen des 

insulinähnlichen Wachstumsfaktors (insulin-like growth factor 1, IGF-I), als 

Parameter für ein erhöhtes Risiko von Stoffwechselstörungen. Die Blutanalysen 

zeigten eine weniger stark ausgeprägte Entkopplung der somatotropen Achse bei 

primiparen Kühen vom vorteilhaften Haplotypen (Q) im Vergleich zu primiparen 

Kühen vom unvorteilhaften Haplotypen (q) (MEYERHOLZ et al., 2019). Im 

Weiteren zeigten primipare Kühe vom vorteilhaften Haplotypen (Q) 24 und 36 

Stunden nach Beginn des Infektionsversuchs mit S. aureus einen signifikant 

geringeren SCC sowie bereits 12 Stunden nach der Challenge eine geringere 

Bakterienausscheidung in der Milch im Vergleich zu den primiparen q-Kühen 

(ROHMEIER et al., 2020). 
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Im Langzeitmodell wurden 6 Kühe (Q: n=3, q: n=3) über zwei Laktationen 

beobachtet. HEIMES et al. (2019) konnten zeigen, dass die q-Kühe eine deutlich 

höhere Anzahl an Eutervierteln mit einem sehr geringen SCC (< 10.000 Zellen/ml) 

in den ersten Laktationswochen aufwiesen. Postuliert wurde, dass dies mit einer 

geringeren Immunabwehr der MEC gegenüber eindringenden Krankheitserregern 

einhergeht. Demgegenüber hatten die q-Kühe im Laufe der ersten Laktation jedoch 

einen insgesamt höheren SCC, was eine erhöhte Anfälligkeit für das Eindringen 

von Keimen ins Euter im Verlauf der Laktation vermuten lässt. 

Zusammenfassend lässt sich über die bereits publizierten Ergebnisse des 

ChronMast Projektes sagen, dass der Vergleich von Kühen mit divergierenden 

paternalen BTA18 Haplotypen zeigte, dass Kühe vom vorteilhaften Haplotypen Q 

neben einer geringeren Inzidenz postpartaler reproduktiver und metabolischer 

Erkrankungen auch eine geringere somatische Zellzahl im Verlauf der Laktation 

aufwiesen.  

Die Analyse potenzieller Unterschiede zwischen Q- und q-Kühen hinsichtlich der 

Zusammensetzung der Milchzellpopulationen, der Entwicklung der 

Körpertemperatur sowie der Milchinhaltsstoffe in einem intramammären 

Infektionsmodell ist Gegenstand der vorliegenden Dissertation. 

 

8. Bayesische Modelle 

Die Verwendung von Bayesischen Modellen ist noch nicht weit verbreitet, hat 

jedoch in den letzten Jahren stark zugenommen. Diese Zunahme ist vermutlich auf 

die fortgeschrittene rechnerische Leistung und Verfügbarkeit von statistischen 

Programmen zurückzuführen (LOPES & WEST, 2004). Bayesische Modelle sind 

multivariate Faktorenmodelle, welche methodische und rechnerische Fragen der 

Modellspezifikation und Modellanpassung kombinieren. Diese Faktorenanalysen 

sind eine der leistungsstärksten und flexibelsten statistischen Verfahren zur 

Bewertung multivariater Abhängigkeiten und Co-Abhängigkeiten. Durch 

Bayesische Modelle können verschiedene Arten von Datenbeziehungen zwischen 

den untersuchten Variablen überprüft und wiederlegt werden (LOPES & WEST, 

2004). Diese Modelle eignen sich daher für komplexe Fragestellungen, da sie eine 

fast beliebige Anzahl an Einflussfaktoren in die Analyse miteinbeziehen können. 

Bayesische Modelle unterscheiden sich von anderen statistischen Verfahren 

dadurch, dass auch Vorwissen über die Datenauswertung integriert werden kann. 
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Diese Modelle können so die wahrscheinlichste Hypothese aus einer Reihe 

konkurrierender Hypothesen über die Mechanismen der beobachteten Daten 

bestimmen (STEPHAN et al., 2009).  

RAFTERY (1995) argumentierte, dass p-Werte und die zugehörigen statistischen 

Tests insbesondere bei großen Stichproben unbefriedigende Ergebnisse liefern. Er 

zeigte auf, dass bei Verwendung anderer statistischer Verfahren, wie beispielsweise 

der Regressionsanalyse, wenn es viele unabhängige Kandidatenvariablen gibt, 

Standardverfahren zur Variablenauswahl zu sehr irreführenden Ergebnissen führen 

können. Zusätzlich wird durch die Auswahl eines einzelnen Modells die 

Modellunsicherheit unterschätzt. Die Bayesischen Modelle überwinden diese 

Problematik, in dem sie mehr Vorhersagen unter Einbeziehung komplexer 

Zusammenhänge ermöglichen, was einen großen Vorteil darstellt. 

Darüber hinaus wurde festgestellt, dass der hierarchische Ansatz der Bayesischen 

Modelle bei Vorhandensein von Ausreißern erheblich robuster ist als andere 

Methoden, die zufällige Effekte inkludieren (random effects) (STEPHAN et al., 

2009). 
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IV. DISKUSSION 

Das Ziel der vorliegenden Studie war der Vergleich des Milchdifferentialzellbildes 

(DMCC), der Milchparameter Fett, Protein, Laktose und pH sowie der 

Vaginaltemperatur von Kühen zweier divergenter Haplotypen (Q vs. q) während 

einer intramammären experimentellen Infektion. Als Modellpathogene wurden 

E. coli für akute und S. aureus für chronische Mastitis verwendet. Den Analysen 

lag folgende Hypothese zu Grunde: im Vergleich zu konventionellen Parametern 

stellen das Milchdifferentialzellbild, die Milchinhaltsstoffe und die 

Vaginaltemperatur verbesserte frühzeitige Indikatoren für die genetisch 

determinierte frühe Antwort auf Mastitispathogene im akuten oder chronischen 

intramammären Infektionsmodell dar. Nach unserem Kenntnisstand handelt es sich 

bei dieser Studie um die erste In-vivo-Studie zum Vergleich des DMCCs und der 

Milchinhaltsstoffe sowie der Vaginaltemperatur zwischen Q- und q-Kühen nach 

einer experimentellen IMI.  

Im Rahmen eines hochstandardisierten In-vivo-Infektionsmodells wurden naive 

erstlaktierende Kühe verwendet. Der hohe wissenschaftliche Standard der 

vorliegenden Studie ist unter anderem durch die detaillierte Datenerhebung 

gekennzeichnet: alle 12 Stunden wurden Milchproben von Viertelgesamtgemelken 

genommen, die vaginale Temperatur wurde in kurzen Intervallen von 3 Minuten 

mittels Datenloggern erfasst und die statistische Auswertung berücksichtigte viele 

Einflussfaktoren in einem Modell. Die Datenanalyse in der vorliegenden Arbeit 

erfolgte unter Verwendung Bayesischer Modelle. Diese Form der statistischen 

Datenauswertung ist besonders geeignet für komplexe Datensätze und wird als 

hochmoderne statistische Methode eingeordnet (STEPHAN et al., 2009). 

Bayesische Modelle beinhalten variable und fixe Effekte, sodass verschiedene 

Parameter gleichzeitig in die Auswertung miteinbezogen werden können. Darüber 

hinaus wurden mit dieser Analyse kuhindividuelle Effekte berücksichtigt.  

Die 36 Kühe wurden von der Klinik für Rinder der TiHo Hannover zwischen Januar 

und September 2016 angekauft und dem Infektionsversuch zugeführt. Da der 

Zeitpunkt der experimentellen Infektion am Tag 36 +/- 3 Tage der Laktation 

erfolgte und die Tiere im genannten Zeitraum sukzessive abkalbten 

(MEYERHOLZ et al., 2018; MEYERHOLZ et al., 2019; ROHMEIER et al., 2020), 
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konnten jahreszeitliche Schwankungen nicht beeinflusst werden. Die in der 

Literatur beschriebenen jahreszeitlichen Unterschiede, z. B. zur 

Mastitis-Anfälligkeit (GHAVI HOSSEIN-ZADEH & ARDALAN, 2011), oder die 

negativen Auswirkungen durch Hitzestress auf IMI (HAMEL et al., 2021) beziehen 

sich nicht auf experimentell induzierte Mastitiden. Somit bleibt nur zu vermuten, 

dass in der vorliegenden Studie ein möglicher jahreszeitlicher Effekt vernachlässigt 

wurde. Dies sollte in zukünftigen Untersuchungen berücksichtigt werden. 

Weitere Limitationen der vorliegenden Studie betreffen die Unterschiede bezüglich 

der Anzahl an Tieren, der Versuchsdauer sowie Anzahl infizierter Viertel und 

Lokalisation von Kontrollvierteln (mit NaCl) und unbehandelten Eutervierteln 

zwischen den Versuchs-Gruppen. In der E.-coli-Gruppe wurden n=12 Tiere über 

lediglich 24 Stunden beprobt, in der S.-aureus-Gruppe hingegen n=24 Tiere über 

96 Stunden. Die gewählte unterschiedliche Anzahl an Tieren in den beiden Gruppen 

basierte auf Erkenntnissen früherer Untersuchungen: der Anstieg des SCC bei mit 

E. coli infizierten Kühen ist stärker und homogener als bei Kühen, die mit S. aureus 

infiziert wurden. Klinische Studien zeigten, dass eine IMI mit E. coli innerhalb von 

24 h zu einer akuten klinischen Mastitis mit schwerwiegenden klinischen 

Symptomen führt, während eine IMI mit S. aureus zu einer weniger 

schwerwiegenden, heterogenen Ausprägung einer Mastitis mit chronischem 

Charakter führt (BANNERMAN et al., 2004; PETZL et al., 2008). Ziel des 

Studiendesigns war es, so wenige Tiere wie möglich zu verwenden und trotzdem 

robuste Datensätze zu erzeugen. Gemäß dem 3-R Prinzip (Reduction, Replacement, 

Refinement) wissenschaftlicher Tierversuche wurden somit die Versuchsdauer und 

die Anzahl an Tieren angepasst. Auch wurde eine unterschiedliche Anzahl an 

Vierteln inokuliert (E. coli: 1 Viertel vs. S. aureus: 2 Viertel). Der Versuchsaufbau 

wurde außerdem so gewählt, dass die Tiere in den beiden Pathogen-Gruppen auf 

unterschiedlichen Eutervierteln behandelt wurden (MÜLLER-LANGHANS et al., 

2024, S. 10, Figure 6). Dadurch, dass alle Kühe mindestens ein unbehandeltes und 

ein Kontrollviertel über die gesamte Versuchsdauer hatten, konnte der Einfluss der 

Manipulation auf das Euter, unabhängig von der experimentellen Infektion, 

beurteilt werden. Die signifikanten Unterschiede zwischen den NaCl-Vierteln und 

unbehandelten Kontroll-Vierteln (bei E. coli ab 24 h: Kontroll-Viertel > NaCl-

Viertel; bei S. aureus ab 24 bzw. 36 h: NaCl-Viertel > Kontroll-Viertel) könnten in 

der S.-aureus-Gruppe mit einer lokalen Reaktion des Immunsystems auf die 
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Manipulation erklärt werden. Auch zwischen den Zeitpunkten 0 h und 12 h sind 

numerische Unterschiede in der S.-aureus-Gruppe zwischen den NaCl-Vierteln und 

unbehandelten Kontroll-Vierteln zu erkennen. Die Ergebnisse des 

E.-coli-Versuches sprechen jedoch dagegen, dass es sich um einen Effekt durch die 

Gabe von NaCl handelt, da sich die Unterschiede in dieser Gruppe genau umgekehrt 

verhalten (MÜLLER-LANGHANS et al., 2024, Additional file 1, siehe Anhang). 

Eine weitere Erklärung für die vorliegenden Unterschiede zwischen den 

NaCl-Vierteln und unbehandelten Kontroll-Vierteln stellt der sogenannte 

„Cross-Talk“ zwischen benachbarten Eutervierteln dar. Damit wird beschrieben, 

dass in einem Euterviertel, welches sich neben einem Viertel mit IMI befindet, 

ebenfalls die Zellzahl ansteigt. Solche Reaktionen konnten bereits in anderen 

Studien aufgezeigt werden (BANSAL et al., 2005; JENSEN et al., 2013; PETZL et 

al., 2018). Es stellt sich somit die Frage, ob die benachbarten Euterviertel bei einer 

experimentellen Infektion über einen längeren Zeitraum überhaupt als 

Kontrollgruppe im Sinne eines „Placebo-Effektes“ geeignet sind und ob die hier 

gezeigten Unterschiede zwischen den Pathogengruppen auf die unterschiedliche 

Lokalisation der Kontrollviertel mit NaCl und unbehandeltem Viertel 

zurückzuführen sind. Die vorliegenden Beobachtungen bestätigen die Relevanz der 

Lokalisation der Viertel und die Notwendigkeit der Verwendung von verschiedenen 

Kontrollen. Auch in zukünftigen Studien sollten diese Aspekte Berücksichtigung 

finden. 

1. Haplotyp-spezifischer Effekt auf den DMCC  

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation lag das Hauptaugenmerk der 

Datenanalyse auf der vergleichenden Auswertung des Milchdifferentialzellbildes 

(DMCC) und der Dynamik der Milchzellpopulationen zwischen den beiden 

divergenten Haplotypen. Unerwarteterweise wurden nur punktuelle Unterschiede 

im DMCC von Kühen mit dem vorteilhaften (Q) und dem unvorteilhaften 

Haplotypen (q) festgestellt. Zusammenfassend betrachtet waren nach 

S.-aureus-Exposition alle untersuchten Zellpopulationen zum Zeitpunkt 24 h oder 

36 h nach Versuchsbeginn signifikant höher bei q-Kühen im Vergleich zu 

Q-Kühen. Dabei stellten die PMN diejenige Subpopulation dar, die am schnellsten 

anstieg und hochsignifikante (p < 0,001) Unterschiede zwischen den 

BTA18-Haplotypen aufwies (q > Q).  
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Im Gegensatz zu der S.-aureus-Gruppe konnten in der E.-coli-Gruppe keine 

signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Haplotypen hinsichtlich des 

DMCC detektiert werden. An dieser Stelle muss berücksichtigt werden, dass wie 

bereits oben erwähnt, die Versuchsdauer der E.-coli-Gruppe lediglich 24 Stunden 

betrug. Es ist denkbar, dass die starke Immunreaktion auf die IMI mit E. coli 

vorhandene Unterschiede zwischen den Haplotypen im untersuchten Zeitraum 

überlagerte. Die Q-Kühe zeigten bereits zum Zeitpunkt 12 h nach der Infektion mit 

E. coli signifikant höhere DMCC-Subpopulationen im Vergleich zum 

unvorteilhaften Haplotypen q zum gleichen Zeitpunkt. Diese Ergebnisse 

untermauern die Studie von BRAND et al. (2011), welche in Bezug auf die beiden 

Haplotypen ebenfalls eine schnellere und stärkere Reaktion in den MEC des 

vorteilhaften Haplotypen (Q) hinsichtlich des SCC in vitro zeigten. Da zum 

Zeitpunkt 24 h bei beiden Haplotypen alle DMCC-Subpopulationen in der 

E.-coli-Gruppe signifikant höher waren, zeigt die zeitlich spätere Reaktion auf das 

Pathogen S. aureus das chronischere Ausmaß, welches dieser Erreger hervorrufen 

kann (BARKEMA et al., 2006).  

Eine bessere initiale Immunabwehr des vorteilhaften Haplotypen Q nach 

experimenteller Infektion mit E. coli und S. aureus wurde bereits im 

In-vitro-Versuch von BRAND et al. (2011) anhand der unterschiedlichen 

Reaktionen der MEC aufgezeigt und konnte auch bei ROHMEIER et al. (2020) in 

vivo bestätigt werden. Dabei könnte die in der S.-aureus-Gruppe detektierte, 

signifikant höhere Bakterienausscheidung in der Milch von q-Kühen zum Zeitpunkt 

12 h im Vergleich zu den Q-Kühen (ROHMEIER et al., 2020) eine zentrale Rolle 

spielen und einen Erklärungsansatz für den signifikant höheren SCC bei q-Kühen 

im Vergleich zu Q-Kühen zu den Zeitpunkten 24 h und 36 h darstellen. Eine höhere 

Keimausscheidung ist nachweislich mit einer stark positiven Korrelation zum 

SCC-Anstieg und vermutlich einer nachteiligen Aktivierungsdynamik des 

angeborenen Immunsystems assoziiert (LOPES JÚNIOR et al., 2012).  

Bei der Betrachtung der Haplotypen-Unterschiede im S. aureus-Versuch fällt auf, 

dass die Divergenzen lediglich in der ersten Hälfte der Versuchsdauer aufgetreten 

sind: alle signifikanten Unterschiede der Zellpopulationen liegen bei den 

Zeitpunkten 24 h und 36 h nach Versuchsbeginn. Im weiteren Verlauf kam es 

wieder zu einer Annäherung der DMCC-Werte beider Haplotypen, und unter 

Verwendung der Bayesischen Modelle wurden keine weiteren signifikanten 
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Unterschiede detektiert (MÜLLER-LANGHANS et al., 2024, Seite 4, Figure 1). 

Über den weiteren Verlauf der klinischen und durchflusszytometrischen Parameter 

nach Ablauf der 96-stündigen Versuchsdauer, können im Kontext des vorliegenden 

Datensatzes keine Aussagen getroffen werden. Allerdings wurde eine mittelfristig 

reduzierte Mastitisempfänglichkeit durch Selektion auf BTA18-Haplotypen im 

parallel durchgeführten Langzeitversuch mit n=6 Tieren am FBN in Dummerstorf 

untersucht. Über den Zeitraum von zwei Laktationen wurden Daten zu 

Milchleistung und zum SCC erhoben und zwischen den Haplotypen verglichen. Die 

Ergebnisse dieser Studie zeigten auch über einen längeren Versuchszeitraum 

hinweg insgesamt höhere SCC-Werte bei q-Kühen, weshalb eine insgesamt erhöhte 

Anfälligkeit für IMI bei dem unvorteilhaften Haplotypen q postuliert wurde 

(HEIMES et al., 2019).  

In vorangegangenen Auswertungen unserer Arbeitsgruppe konnten weitere 

Unterschiede zwischen den Haplotypen herausgearbeitet werden: Kühe vom 

vorteilhaften Haplotypen Q zeigten signifikant geringere Inzidenzen zur 

Entwicklung von Metritis und hatten seltener Fieber im peripartalen Zeitraum. 

Weiterhin zeigten Kühe vom vorteilhaften Haplotypen Q post partum eine weniger 

stark ausgeprägte Entkopplung der somatotropen Achse im Vergleich zum 

unvorteilhaften Haplotypen q (MEYERHOLZ et al., 2019).  

Zusammenfassend lässt sich über die Ergebnisse des ChronMast Projektes sagen, 

dass der In-vivo-Vergleich von Kühen mit divergierenden paternalen 

BTA18-Haplotypen zeigte, dass Kühe vom vorteilhaften Haplotypen Q neben einer 

geringeren Inzidenz postpartaler reproduktiver und metabolischer Erkrankungen 

auch eine geringere somatische Zellzahl in der Milch aufwiesen. Genetische 

Unterschiede, verankert auf dem BTA18, äußern sich somit primär in einem 

besseren Stoffwechsel sowie sekundär in einer besseren Immunabwehr des 

Haplotypen Q und haben damit indirekt Auswirkung auf eine verringerte 

Krankheitsanfälligkeit. 
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2. Pathogen-spezifischer Effekt auf den DMCC  

Wie erwartet konnte durch eine experimentelle Infektion mit E. coli invariant eine 

akute klinische Mastitis induziert werden, während Tiere, die mit S. aureus 

experimentell infiziert wurden eine vergleichsweise geringere Wirtsantwort zeigten 

(ROHMEIER). Hierdurch wurden Erkenntnisse früherer Infektionsstudien bestätigt 

(PETZL et al., 2016). 

Die signifikant höheren Werte des DMCC nach Pathogenkontakt mit E. coli 

gegenüber S. aureus beim vorteilhaften Haplotypen Q (Zeitpunkt 12 h) und darüber 

hinaus unabhängig vom Haplotypen (Zeitpunkt 24 h) lassen somit folgende 

Schlussfolgerung zu: der schnelleren und höheren Pathogenvermehrung nach 

experimenteller Infektion mit E. coli folgte eine frühere und stärkere Ausschüttung 

inflammatorischer Zytokine und Chemokine gegenüber einer Exposition mit 

S. aureus. Dies spiegelt sich in vivo als stärkere klinische Reaktion des Wirts wider, 

um die eingedrungenen und sich vermehrenden Pathogene zu eliminieren 

(RIOLLET et al., 2000).  

Da die Versuchstiere jedoch mit einer verhältnismäßig hohen Infektionsdosis 

inokuliert wurden, ist die Verschiebung der Milchzellpopulation in Richtung PMN 

möglicherweise bei diesem kontrollierten Infektionsversuch noch offensichtlicher 

als bei IMI unter Feldbedingungen mit natürlicher Keimbelastung und chronischem 

Charakter der Infektion.  

 

Zusammengefasst stimmen die Hauptergebnisse der Pathogen-spezifischen 

Wirtsantwort mit der vorhandenen Literatur überein und unterstreichen die 

Validität dieses experimentellen Infektionsmodells. Bisher gibt es keine weiteren 

In-vivo-Studien mit einer experimentellen intramammären Infektion bei Kühen der 

beiden divergenten BTA18-Haplotypen.  
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3. PMN und SCC als Mastitis-Indikatoren 

Die PMN gelten als Immunzellen der ersten Verteidigungslinie und migrieren im 

Falle einer IMI in hoher Zahl in das Lumen der Milchdrüse (PAAPE et al., 2002; 

PETZL et al., 2008). Bereits vor über 20 Jahren wurde vorgeschlagen, den 

PMN-Anteil an den Milchzellen als Indikator für Euterentzündungen zu verwenden 

(HAMANN & KRÖMKER, 1997). In einer Feldstudie von PILLA et al. (2012) 

wurden Vorgemelke auf Viertelebene zytobakteriologisch untersucht und parallel 

der DMCC mikroskopisch bestimmt. Die Autoren konnten aufzeigen, dass der 

durchschnittliche prozentuale PMN-Gehalt in nicht-infizierten Vierteln signifikant 

niedriger war als in Vierteln mit einer unspezifischen, latenten oder akuten Mastitis. 

Auch MEHNE et al. (2010) konnten zeigen, dass sich der Anteil an PMN nach 

experimenteller Infektion mit E. coli oder S. aureus von durchschnittlich 40 % in 

der Milch gesunder Viertel auf > 90 % nach Einsetzen einer Mastitis erhöhte. Des 

Weiteren konstatierten die Autoren eine stark positive Korrelation zwischen den 

PMN und dem SCC. Auch in einer großen Feldstudie von DAMM et al. (2017) 

wurden unter Verwendung routinemäßig gesammelter Milchproben signifikant 

steigende Anteile an PMN (13 – 92 %) und abnehmende Anteile an Makrophagen 

(7 – 79 %) aufgezeigt, sobald der SCC zunahm. Die Lymphozyten blieben jedoch 

konstant niedriger (0 – 19 %). LEITNER et al. (2000a) und RIOLLET et al. (2000) 

zeigten ebenfalls einen Anstieg der PMN auf über 86 % bzw. 90 % bei akuten 

Mastitiden. Insgesamt lässt sich aus der Studienlage schlussfolgern, dass sowohl 

der SCC aber auch der Anteil an PMN in der Milch sehr frühe, geeignete Mastitis-

Indikatoren sind. 

Da auch die hier analysierten Daten einen schnellen und hochsignifikanten Anstieg 

der PMN, sogar schon in den ersten 12 h nach experimenteller Infektion für den 

vorteilhaften Haplotypen Q, jedoch nur einen geringen Anstieg der Lymphozyten 

aufzeigen, kann diese Aussage gestützt werden (MÜLLER-LANGHANS et al., 

2024, Seite 4, Figure 1).  

RIVAS et al. (2001) haben in ihrer Studie auch die Veränderungen im SCC 

untersucht und mit dem DMCC verglichen: sie postulierten, dass die Sensitivität 

von SCC und DMCC (92 % und 100 %) gleich hoch war, jedoch die Spezifität des 

SCC (45 %) deutlich unter der des DMCC (83 %) lag. Die Ergebnisse der 

vorliegenden Studie zeigten ebenfalls zum Zeitpunkt 12 h und 24 h einen 
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höchstsignifikanten Anstieg des SCC beim vorteilhaften Haplotypen Q, sowie 

einen hochsignifikanten Anstieg bei dem unvorteilhaften Haplotypen q während 

der experimentellen Infektion mit E. coli im Vergleich zur Infektion mit S. aureus. 

Darüber hinaus zeigte sich bei Infektion mit S. aureus, dass im weiteren 

Versuchsverlauf die Subpopulationen bis zum Ende des Versuches auf dem 

erreichten Niveau konstant nachweisbar blieben (MÜLLER-LANGHANS et al., 

2024, Seite 4, Figure 1). Durch die vorliegende Datenanalyse wurde somit erneut 

aufgezeigt, dass die PMN die vorrangige DMCC-Subpopulation darstellen, welche 

(ähnlich dem Parameter SCC) hochsignifikante Unterschiede nach einer 

experimentellen intramammären Infektion zeigt. Dem Großteil der präsentierten 

Studien ist jedoch gemein, dass es gleichzeitig zum Anstieg der PMN ebenso zu 

einem starken Anstieg des SCC kommt. Dies lässt somit den Schluss zu, dass nach 

bisherigem Kenntnisstand die Ermittlung der PMN gegenüber dem SCC wenige 

praktische Vorteile hat. Unter Anwender-bezogenen Gesichtspunkten sind 

allerdings einfache, semiquantitative Möglichkeiten zur Mastitis-Früherkennung 

möglicherweise nach wie vor die praktikabelste Alternative: KANDEEL et al. 

(2018) verglichen beispielsweise verschiedene kuhbasierte Methoden (CMT, SCC 

und DMCC) zur Mastitisdetektion zu Beginn der Trockenstehperiode und in der 

frühen Laktation: Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass der CMT nach wie vor 

die beste und praktikabelste Möglichkeit für den Praktiker auf dem Betrieb ist, um 

eine Mastitis frühestmöglich zu erkennen. Zudem sei er schnell, preiswert, sensitiv, 

spezifisch und bei einer physiologischen Milchtemperatur (ca. 37 °C) direkt 

durchführbar. Somit sei keine Probenbearbeitung wie z.B. Kühlung der Milchprobe 

(auf ca. 4 °C) notwendig, was einen Vorteil dieses Verfahrens darstelle. 

Der erwartete Mehrwert der DMCC-Analyse konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht 

nachgewiesen werden. Unseren Ergebnissen zufolge kann die Frühphase einer 

Mastitis unter kontrollierten Bedingungen nicht früher durch das 

Milchdifferentialbild (DMCC) detektiert werden als mittels SCC, wenn ein 

12-stündiges Probenintervall verwendet wird. Der DMCC bietet somit keinen 

Vorteil gegenüber anderen häufig verwendeten Tests wie SCC und CMT. 
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4. Pathogen- und Haplotyp-spezifischer Effekt auf die 

Körpertemperatur  

Die Erhöhung der Körpertemperatur ist eine wichtige Wirts-Reaktion zur 

Pathogen-Bekämpfung. Wesentlich beteiligt an dieser Immunreaktion ist die 

Pathogen-spezifische Zytokin-Freisetzung durch Milchdrüsenepithelzellen im 

Euter (YANG et al., 2008; GÜNTHER et al., 2010; SCHUKKEN et al., 2011). Die 

im vorliegenden Versuch verwendete Methodik zur Erfassung der 

Körpertemperatur mittels Vaginalloggern kann entsprechend der aktuellen 

Literatur als valide, robuste und exakte Methode beurteilt werden (BURFEIND et 

al., 2010; VICKERS et al., 2010; FISCHER-TENHAGEN & ARLT, 2020). Das 

angewandte Messintervall von drei Minuten bei allen 36 Kühen über 24 h (E. coli) 

bzw. 96 h (S. aureus) führte zu einem umfangreichen Datensatz und ermöglichte 

die Darstellung eines genauen Verlaufs der inneren Körpertemperatur über die 

gesamte Versuchsdauer hinweg (MÜLLER-LANGHANS et al., 2024, Seite 5, 

Figure 3). Lediglich in Einzelfällen kam es zum kurzfristigen Verlust der 

Vaginallogger und somit zu lückenhaften Temperaturaufzeichnungen (< 1 %), was 

im Rahmen der statistischen Auswertungen aufgrund der großen Datenmenge 

(insgesamt > 50.500 Datenpunkte) keinen weiteren Einfluss hatte. 

Die getrennte Auswertung der beiden Pathogengruppen zur Analyse des 

Haplotyp-Einflusses zeigte unterschiedliche Ergebnisse: In der mit E. coli 

infizierten Gruppe wurden keine Unterschiede zwischen den beiden Haplotypen 

detektiert. Alle Kühe zeigten eine vergleichbare Reaktion mit einem konstanten 

Anstieg der Vaginaltemperatur zu Beginn der Entzündung, einem Fieberpeak 

zwischen 12 und 18 h nach Versuchsbeginn, gefolgt von einem Temperaturabfall 

(MÜLLER-LANGHANS et al., 2024, Seite 6, Figure 4). Dies lässt sich, wie bereits 

diskutiert, möglicherweise durch eine Überlagerung der Haplotypen-Effekte durch 

die vergleichsweise starke Reaktion gegenüber einer experimentellen Mastitis mit 

E. coli erklären. Auch die auf 24 h beschränkte Versuchsdauer könnte hier 

mögliche Haplotypen-Effekte unentdeckt lassen. 

Im Kontrast dazu stehen die Ergebnisse der S.-aureus-Gruppe: Die anfänglich 

signifikant höhere Vaginaltemperatur der mit S. aureus infizierten q-Kühe zum 

Zeitpunkt 0 h und in den Intervallen 12 bis 24 h kehrte sich in den Intervallen 48 

bis 60 h in eine niedrigere Vaginaltemperatur von q- im Vergleich zu Q-Kühen um 
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(MÜLLER-LANGHANS et al., 2024, Seite 7, Figure 5). Initial reagierten die Kühe 

des unvorteilhaften Haplotypen q also stärker auf die Inokulation mit S. aureus als 

die des vorteilhaften Haplotypen Q, gefolgt von einem inversen Verlauf ab dem 

Intervall 48 bis 60 h. Die q-Kühe zeigten eine initial höhere Pathogenauscheidung 

nach der S.-aureus-Infektion (ROHMEIER et al., 2020), was ebenfalls den Anstieg 

der Körpertemperatur erklären könnte. Möglicherweise reagierten die q-Kühe 

initial mit einer ausgeprägteren Immunreaktion als die Q-Kühe, was zu einer 

stärkeren Gegenregulation des Körpers führte und somit zu einem schnelleren 

Absenken der Körpertemperatur.  

Wie bereits veröffentlicht, konnte aufgezeigt werden, dass die Metritis-Inzidenz 

nach der Kalbung bei Q-Kühen im Vergleich zu q-Kühen ebenfalls geringer war 

und dass Q-Kühe seltener Fieber entwickelten als q-Kühe (HEIMES et al., 2019; 

MEYERHOLZ et al., 2019). Die hier dargestellte initiale Reaktion ist somit 

kongruent zu diesen Ergebnissen und könnte auch darauf hindeuten, dass Q-Kühe 

im Vergleich zu q-Kühen weniger anfällig gegenüber IMI und eingedrungenen 

Erregern sind. 

Die hohe Anzahl an Datenpunkten zur Körpertemperatur-Dynamik ermöglichte uns 

verschiedene Ansätze der Datenanalyse zu prüfen: Zunächst wurden bei der 

Auswertung in einer 3-Stunden-Intervall-Analyse keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den beiden Haplotypen (Q vs. q) gefunden. Erst durch die Bündelung der 

Daten unter Verwendung eines 12-Stunden-Intervalls ließen sich signifikante 

Unterschiede zwischen Q und q herausarbeiten. Die Rechnung des Bayesischen 

Modells mit deutlich mehr Daten in einem Mittel über 12 Stunden im Vergleich zu 

3 Stunden zeigt somit auf, dass Unterschiede bestehen, jedoch eine größere 

Datenmenge benötigt wird, um diese aufzuzeigen, auch wenn in beiden 

Analysewegen jeweils die Wiederholungen innerhalb der Individuen berücksichtigt 

wurden.  

Wie erwartet konnten wir mit dem in der vorliegenden Studie verwendeten 

In-vivo-Infektionsmodell auch eindrucksvoll zeigen, dass die vaginal gemessene 

Körpertemperatur bei den mit E. coli infizierten Kühen im Vergleich zu mit 

S. aureus infizierten Kühen 12 bis 18 h nach Inokulation signifikant höher war 

(MÜLLER-LANGHANS et al., 2024, Seite 6, Figure 4). Bereits vor einigen Jahren 

haben PETZL et al. (2008) gezeigt, dass eine experimentelle intramammäre 

Infektion mit S. aureus im Gegensatz zu E. coli innerhalb der ersten 12 Stunden 
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nach der Inokulation weder zu einem Anstieg der Körpertemperatur noch zu 

Veränderungen der Blutleukozytenzahl führte (rektale Messung der 

Körpertemperatur alle 12 Stunden). Dahingegen entwickelten alle mit E. coli 

infizierten Kühe in den ersten 12 Stunden des Versuches Fieber und die maximale 

Körpertemperatur (40,4 °C) wurde zwischen 12 und 18 Stunden nach Beginn des 

Infektionsversuches erreicht. Diese Beobachtung ließ sich im Rahmen dieser Studie 

reproduzieren. 

Bezüglich der Auswertung der VT war es überraschend, dass die hier verwendeten 

beiden Ansätze (3-Stunden vs. 12-Stunden Intervall) zu unterschiedlichen 

Ergebnissen führten: mit dem Bayesischen Modell, das die Vaginaltemperatur in 

3-Stunden-Intervallen berücksichtigte, wurden zwischen 12 - 15 und 15 - 18 

Stunden nach Beginn der experimentellen Infektion hochsignifikante Unterschiede 

zwischen beiden verwendeten Pathogenen festgestellt. Die VT war bei Kühen, die 

mit E. coli infiziert waren, hochsignifikant höher als bei Kühen in der 

S.-aureus-Gruppe (MÜLLER-LANGHANS et al., 2024, Seite 6, Figure 4). 

Bei der Betrachtung des Verlaufes der VT fiel folgendes auf: Während mit E. coli 

infizierte Kühe innerhalb der 24 Stunden des Versuches lediglich eine einzelne 

Fieberzacke entwickelten, zeigten die mit S. aureus infizierten Kühe während der 

96 Stunden-Exposition einen schwankenden Temperaturverlauf. Dabei war initial 

eine Aufhebung der zirkadianen Rhythmik während der ersten 36 Stunden nach 

Versuchsbeginn zu beobachten, die danach jedoch wieder zum physiologischen 

Tagesverlauf der Körpertemperatur zurückkehrte (MÜLLER-LANGHANS et al., 

2024, Seite 5, Figure 3). Der schnellere und höhere Anstieg der VT bei E. coli 

infizierten Kühe kann durch die stärkere Ausschüttung inflammatorischer Zytokine 

(TNFa; IL1b) erklärt werden (GÜNTHER et al., 2011; SCHUKKEN et al., 2011; 

GÜNTHER et al., 2017). Zusammenfassend lässt sich somit sagen, dass wie 

erwartet, die Auswertungen im Bayesischen Modell eine signifikant höhere 

Körpertemperatur in der E.-coli-Gruppe als in der S.-aureus-Gruppe ergaben. Bei 

einer experimentellen S.-aureus-Mastitis konnten jedoch zum ersten Mal 

signifikante Unterschiede zwischen unterschiedlichen Haplotypen bei der Analyse 

mittels Bayesischer Modelle aufgezeigt werden, wobei initial Kühe vom 

unvorteilhaften Haplotyp q eine signifikant höhere Körpertemperatur als Kühe vom 

vorteilhaften Haplotyp Q aufwiesen, was sich 48 Stunden nach Versuchsbeginn 

signifikant umkehrte.   
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5. Pathogen- und Haplotyp-spezifischer Effekt auf die 

Milchinhaltsstoffe  

Die Analyse der Milchinhaltsstoffe und des pH-Wertes wird routinemäßig z.B. im 

Rahmen der Milchleistungsprüfung durchgeführt. Dabei werden die Parameter Fett, 

Protein, Laktose und pH neben einigen weiteren Parametern wie beispielsweise der 

Keimzahl und der somatischen Zellzahl (SCC) untersucht. Die im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit durchgeführte Analyse der Milchinhaltsstoffe zeigte 

punktuelle Haplotyp- und Pathogen-spezifische Unterschiede auf. In der mit E. coli 

infizierten Gruppe wurden allerdings keine signifikanten Unterschiede zwischen 

den beiden Haplotypen detektiert. Haplotypen-abhängige Unterschiede bei den 

Milchinhaltsstoffen beziehen sich im Folgenden daher nur auf die 

S.-aureus-Gruppe. Bislang liegen keine anderen Studienergebnisse vor, welche 

Unterschiede zwischen den divergierenden BTA18-Haplotypen im Hinblick auf die 

Milchinhaltsstoffe untersuchten. 

Hinsichtlich des Fettanteils in der Milch konnten zum Zeitpunkt 84 h nach 

experimenteller Infektion mit S. aureus signifikant höhere Werte in Q-Kühen als in 

q-Kühen gemessen werden (MÜLLER-LANGHANS et al., 2024, Seite 5, Figure 

2). Da die Milchzusammensetzung stark mit dem Metabolismus verknüpft ist, wird 

angenommen, dass der Energiehaushalt der Kuh einen großen Einfluss auf den 

Milchfettanteil hat. Aufgrund eines geringeren de novo synthetisierten Gehaltes an 

Fettsäuren müssen Kühe mit einer hohen Milchleistung in der frühen Laktation 

schneller Fettreserven mobilisieren können, um das vorliegende Energiedefizit 

auszugleichen (BASTIN et al., 2011). Schon länger ist bekannt, dass signifikante 

Veränderungen in Höhe und Zusammensetzung des Milchfetts durch die 

betriebsindividuelle Fütterung erreicht werden können (GRUMMER, 1991). Im 

vorliegenden Fall wurden zwar alle Versuchstiere entsprechend gleich gefüttert, 

allerdings ist nicht auszuschließen, dass neben bereits beschriebenen metabolischen 

Unterschieden der beiden Haplotypen (MEYERHOLZ et al., 2019) auch die 

individuelle Futteraufnahme während des Versuches ein Erklärungsansatz für den 

unterschiedlichen Milchfettgehalt sein könnte. Mehrere Studien haben gezeigt, dass 

der Milchfettgehalt durch genetische Selektion beeinflusst werden kann (STOOP et 

al., 2008; BASTIN et al., 2013). 
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 Im Hinblick auf die divergenten BTA18-Haplotypen dieser Studie wurden bei 

vorangegangenen Arbeiten jedoch keine signifikanten Unterschiede in der 

Expression der Schlüsselgene, welche am Stoffwechsel von (kurzkettigen) 

Fettsäuren beteiligt sind, gefunden (HEIMES et al., 2020). 

Es konnte allerdings ein signifikant niedrigerer Fettanteil in der Milch von mit 

E. coli infizierten Vierteln im Vergleich zu mit S. aureus infizierten Vierteln zum 

Zeitpunkt 0 h und 24 h nach Versuchsbeginn aufgezeigt werden (MÜLLER-

LANGHANS et al., 2024, Seite 4). Auch KAYANO et al. (2018) fanden einen 

signifikanten Anstieg der prozentualen Anteile von Fett und Protein bei mit 

S. aureus infizierten Tieren. Der signifikante Unterschied beider Versuchsgruppen 

zum Zeitpunkt 0 h kann jedoch nicht als Pathogen-spezifisch bewertet werden, da 

die Pathogen-Inokulation erst unmittelbar nach der Entnahme der Milchproben 

stattfand. Allerdings ist ein negativer Zusammenhang zwischen der Replikation von 

S. aureus und E. coli mit dem Milchfettgehalt bekannt (EISENBERG et al., 2016) 

was den Unterschied 24 h nach Versuchsbeginn erklären könnte. 

 

Auch auf den Milchproteingehalt hat die Fütterung einen großen Einfluss, da die 

Aminosäuren hauptsächlich im Pansen gebildet werden und über die Blutbahn ins 

Euter gelangen (BRADE & FLACHOWSKY, 2005). In der Datenanalyse, welche 

alle Parameter in einem Bayesischen Modell beinhaltete (beide Haplotypen und 

beide Pathogene), lag der Proteinanteil in der Milch von Q- im Vergleich zu 

q-Kühen bereits zum Zeitpunkt 0 h signifikant höher. In der S.-aureus-Gruppe 

hatten Q-Kühe im Vergleich zu q-Kühen zum Zeitpunkt 60 h einen signifikant 

höheren Proteinanteil (MÜLLER-LANGHANS et al., 2024, Seite 5, Figure 2). 

Obwohl diese punktuellen Unterschiede Nebenergebnisse sein könnten, ist es 

bemerkenswert, dass in beiden Versuchsgruppen numerisch betrachtet zu allen 

anderen Zeitpunkten der Proteinprozentsatz bei Q- im Vergleich zu q-Kühen 

zahlenmäßig höher war und daher vermutlich genetisch bedingt ist. Eine Erhöhung 

des Proteingehaltes wird in der Literatur darüber hinaus in Zusammenhang mit 

einer Schädigung der Blut-Milch-Schranke bei akuten klinischen Mastitiden 

beschrieben, da es zum Einstrom von Serumalbumin aus dem Blut ins Euter kommt 

(BANNERMAN et al., 2004).  
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Zum Zeitpunkt 24 h nach Versuchsbeginn war der Laktose-Gehalt in der Milch der 

mit E. coli infizierten Viertel im Vergleich zu den mit S. aureus infizierten Vierteln 

signifikant niedriger (MÜLLER-LANGHANS et al., 2024, S. 4). Eine verminderte 

Produktion und Ausschüttung von Laktose ist ein bereits bekanntes Phänomen und 

kann durch mehrere Aspekte erklärt werden: in anderen Studien wurde aufgezeigt, 

dass eine subklinische Mastitis zu einer höheren Laktatdehydrogenase 

(LDH)-Aktivität in der Milch führt und der pH-Wert ebenfalls deutlich höher war 

als in der Milch gesunder Kühe (BATAVANI et al., 2007). Darüber hinaus 

verändern IMI die Durchlässigkeit der Blut-Milch-Schranke, was zu einem 

gleichzeitigen Ausstrom von Laktose und Kalium in den Blutkreislauf und 

zeitgleich zu einem Anstieg von Natrium, Chlorid und Proteinen aus dem 

Blutkreislauf in die Milch führt (MARTINS et al., 2020). Was den Vergleich 

zwischen den beiden Krankheitserregern angeht, stehen die Ergebnisse dieser 

Studie somit im Einklang mit der aktuellen Literatur: in der E.-coli-Gruppe ist die 

Entzündung stärker ausgefallen, durch die vergleichsweise starke Vermehrung von 

E. coli kam es vermutlich zu einer stärkeren Metabolisierung der vorhandenen 

Laktose, was wiederum zu einem niedrigeren Laktoseanteil führte. Diese 

Ergebnisse stimmen auch mit einer Studie von COULON et al. (2002) überein. Die 

Autoren zeigten, dass klinische Anzeichen einer Mastitis bei Kühen mit IMI, 

verursacht durch S. aureus, Strep. uberis und E. coli, mit niedrigeren 

Laktosekonzentrationen einhergingen, wobei der Rückgang bei den mit E. coli 

infizierten Tieren am stärksten war. Auch die Lockerung der ‚tight junctions‘ bei 

einer IMI und der dadurch folgende Verlust an Laktose als Ursache für die 

detektierten Unterschiede kann in diesem Zusammenhang diskutiert werden 

(STELWAGEN et al., 1997). Zwischen den Haplotypen Q und q lagen jedoch keine 

signifikanten Unterschiede hinsichtlich des prozentualen Laktose-Gehaltes vor. 

Zum Zeitpunkt 72 h nach Versuchsbeginn gab es einen Trend, dass der pH-Wert in 

der Milch von q-Kühen höher war als in der Milch von Q-Kühen. Zwischen den 

Pathogengruppen zeigten sich allerdings keine signifikanten Unterschiede im 

pH-Wert. Bei genauerem Betrachten fällt jedoch ein numerischer Abfall des 

pH-Wertes in der E.-coli-Gruppe zum Zeitpunkt 24 h nach Versuchsbeginn auf 

(MÜLLER-LANGHANS et al., 2024, Seite 4 und Figure 2).  
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Bei der Fermentation der Laktose durch E. coli kommt es zur Zunahme saurer 

Stoffwechselprodukte wie Ameisensäure, Milchsäure und Essigsäure, die das 

Absinken des Milch-pH-Wertes bedingen (MEHNE, 2010). In einem 

Mastitis-Infektionsversuch mit E. coli kam es 12 Stunden nach der Inokulation zu 

einem Absinken des pH-Wertes, einer Reduktion im Fett-, Laktose- und auch im 

Harnstoffgehalt, was der Autor v. a. auf die verminderte Syntheseleistung der MEC 

zurückführte (MEHNE, 2010). 

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführte Analyse der 

Milchinhaltsstoffe zeigte punktuelle Haplotyp- und Pathogen-spezifische 

Unterschiede auf. Die beobachteten signifikanten Veränderungen im DMCC und 

SCC traten allerdings früher auf als bei den Milchinhaltsstoffen, was deren Eignung 

zur Mastitis-Früherkennung schmälert. 
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V.  ZUSAMMENFASSUNG 

Mastitiden verursachen in der Milchwirtschaft hohe finanzielle Verluste und 

beeinträchtigen das Wohlbefinden der betroffenen Tiere. Mithilfe moderner 

molekular-genetischer Verfahren können Kühe mit geringerer Mastitisanfälligkeit 

selektiert werden, und Diagnostikverfahren wie die Durchflusszytometrie können 

die Früherkennung von Mastitiden verbessern. Das Milchdifferentialzellbild gilt 

hierbei als ein vielversprechender Kandidat, entzündliche Veränderungen im Euter 

möglichst frühzeitig zu erkennen.  

Im Rahmen dieser Studie wurden Milchproben aus einem hochstandardisierten 

In-vivo-Infektionsmodell mit 36 Kühen untersucht, welche auf divergente paternale 

BTA18-Haplotypen (Q vs. q) selektiert worden waren. Diese primiparen Kühe 

wurden entweder auf einem Euterviertel mit E. coli oder auf zwei Eutervierteln mit 

S. aureus inokuliert und anschließend wurden alle 12 Stunden 

Viertelgesamtgemelksproben genommen. Die Versuchsdauer betrug 24 Stunden 

für die E.-coli-Gruppe und 96 Stunden für die S.-aureus-Gruppe. Neben dem 

Gehalt somatischer Zellen in der Milch (SCC) wurde das Milchdifferentialzellbild 

(DMCC; vitale und nicht-vitale Zellen, PMN, lymphoide Zellen und große Zellen) 

mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die Milchparameter (Fett %, Protein %, 

Laktose %, pH) wurden mittels MilkoScanTM FT+ analysiert. Während des 

gesamten Experimentes wurde außerdem alle drei Minuten die Vaginaltemperatur 

(VT) mittels Vaginalloggern aufgezeichnet. Ziel der Studie war es, das 

Milchdifferentialzellbild, die Milchinhaltsstoffe und die Vaginaltemperatur 

zwischen Kühen mit vorteilhaftem (Q) und unvorteilhaftem (q) Haplotypen unter 

Anwendung von Bayesischen Modellen zu vergleichen, um das Potential dieser 

Parameter als frühe Indikatoren für eine unterschiedliche Mastitisanfälligkeit zu 

evaluieren. 

In der Milch aus infizierten Vierteln wurden im Vergleich zu nicht infizierten 

Vierteln, signifikant höhere Werte für alle Zellpopulationen ab dem Zeitpunkt 12 h 

nach experimenteller Infektion mit E. coli (p < 0,01; Ausnahme lymphoide Zellen 

erst zum Zeitpunkt 24 h) und ab dem Zeitpunkt 24 h nach experimenteller Infektion 

mit S. aureus beobachtet (p < 0,001). 
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Bezüglich der Haplotypen zeigte der DMCC in der Milch von q im Vergleich zu Q 

höhere PMN-Werte (24 h, p < 0,001), einen höheren SCC (24 h, p < 0,01; 36 h, p 

< 0,05), eine höhere Anzahl großer Zellen (24 h, p < 0,05) sowie vitaler 

(24 h, p < 0,01) und nicht-vitaler Zellen (36 h, p < 0,001) nach experimenteller 

S.-aureus-Infektion. Die Analyse der Milchinhaltsstoffe ergab, dass der 

Proteinanteil in der Milch von Q bereits vor Beginn des Infektionsversuches 

signifikant höher war als in der Milch von q (0 h, p = 0,025). In der 

S.-aureus-Gruppe hatten Q-Kühe einen höheren Proteinanteil (60 h, p = 0,048) und 

Fettanteil (84 h, p = 0,022) als q-Kühe. Die initial beobachtete höhere VT von 

S. aureus infizierten q-Kühen (0 h und 12-24 h, p = 0,013 und p = 0,029) kehrte 

sich in eine niedrigere VT von q als Q (48–60 h p = 0,011) um. 

Es wurden hochsignifikante Unterschiede zwischen den beiden Pathogengruppen 

(E. coli vs. S. aureus) in Bezug auf DMCC, Milchinhaltsstoffe und VT festgestellt: 

zum Zeitpunkt 12 h waren die mit E. coli infizierten Viertel von Q-Kühen in allen 

DMCC-Subpopulationen signifikant höher als die mit S. aureus infizierten Viertel 

(p < 0,05; exkl. q-Kühen nur PMN p < 0,05 zum Zeitpunkt 12 h). Zum Zeitpunkt 

24 h waren alle Zellpopulationen in den mit E. coli infizierten Vierteln signifikant 

höher (p < 0,05; exkl. PMN bei q-Kühen: p = 0,061) als in den mit S. aureus 

infizierten Vierteln, unabhängig vom Haplotypen der Kuh. Der Laktoseanteil war 

in der Milch aus E. coli infizierten Vierteln im Vergleich zu S. aureus infizierten 

Vierteln signifikant niedriger (24 h, p < 0,001), ebenso der Fettanteil (0 h, p < 0,01 

und 24 h, p < 0,5). Zwischen 12 und 18 Stunden nach Versuchsbeginn war die VT 

bei Kühen, die mit E. coli infiziert wurden, signifikant höher als bei Kühen, die mit 

S. aureus infiziert wurden (3-Stunden-Intervalle, p < 0,001). Diese Ergebnisse 

belegen die Validität des hochstandardisierten Pathogen-spezifischen In-vivo-

Infektionsmodells, das bereits in vorangegangenen Arbeiten beschrieben wurde 

und die Grundlage für die vorliegende Arbeit bildet. 

Zusammenfassend konnte mit der vorliegenden Studie gezeigt werden, dass es mit 

einem hochstandardisierten intramammären Infektionsmodell in Kombination mit 

modernen und robusten statistischen Analysen möglich war, Unterschiede 

zwischen primiparen Kühen mit unterschiedlichen väterlichen Haplotypen 

bezüglich Mastitisempfänglichkeit aufzuzeigen. Im Rahmen des 

In-vivo-Infektionsmodells konnten punktuelle Unterschiede zwischen Q- und 

q-Kühen in Bezug auf DMCC, Milchparameter und Vaginaltemperatur nach 



V. Zusammenfassung 

 68 

S. aureus-Inokulation aufgedeckt werden. Überraschenderweise wurden keine 

Unterschiede zwischen den Haplotypen für mit E. coli infizierte Kühe festgestellt. 

Solche Unterschiede zwischen den Haplotypen könnten im akuten Mastitis-Modell 

von der hochgradigen Immunreaktion gegenüber E. coli überlagert worden sein 

oder konnten aufgrund des Versuchsaufbaus mit einer sehr begrenzten 

Versuchsdauer nicht aufgezeigt werden. 

Der hypothetisierte Nutzen von DMCC für die exaktere Identifizierung früher 

Unterschiede in der Wirtsreaktion gegenüber Mastitiserregern konnte im Rahmen 

der hier durchgeführten Untersuchungen nicht bestätigt werden. Die erzielten 

Ergebnisse zeigen jedoch auf, dass die frühe Immunantwort divergenter 

Haplotypen für Mastitisresistenz sich im Tiermodell auch z.B. anhand der 

Milchzelldifferenzierung untersuchen lassen. Diese Erkenntnisse sind von 

wissenschaftlicher Relevanz für das Fachgebiet, da sie weitere Informationen über 

den Zusammenhang zwischen Genetik und Immunfunktionen im Hinblick auf 

Mastitisanfälligkeit liefern. 
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VI. SUMMARY 

In the dairy industry, mastitis causes high financial losses and impairs animal 

wellbeing. Modern genetic procedures can be used to select cows with reduced 

mastitis susceptibility and modern diagnostic tools like flow cytometry may 

improve early mastitis diagnostics. With regard to mastitis detection, it is of high 

interest to detect changes in the milk as early as possible, to allow for early and 

effective treatment strategies.  

In this study, full quarter milk samples from a highly standardized in vivo infection 

model with 36 cows selected for two divergent bos taurus autosome 18 (BTA18) 

haplotypes (Q vs. q, n= 18 in each group) were analyzed. These primiparous cows 

had been inoculated with either E. coli in one udder quarter or S. aureus in two 

udder quarters and full quarter milk samples of every quarter were collected every 

12 hours. The duration of the experiment was 24 hours for the E. coli group and 96 

hours for the S. aureus group. The differential milk cell count (DMCC; SCC, vital 

and non-vital cells, PMN, lymphoid cells and large cells) was analyzed using flow 

cytometry and the milk components (fat%, protein%, lactose%, pH) were analyzed 

via MilkoScanTM FT+. Vaginal temperature (VT) was recorded every 

three minutes throughout the challenge trial using vaginal logger. The objective of 

the study was to compare DMCC, milk components and VT between the favorable 

(Q) and unfavorable (q) haplotype cows using Bayesian models to evaluate their 

potential as improved early indicators of differential susceptibility of mastitis. 

In the milk from infected quarters, compared to non-infected quarters, significantly 

higher values were found for all cell populations beginning at timepoint 12 h during 

the E. coli challenge (p < 0.01; with the exception of lymphoid cells only at the 

timepoint 24h) and from the timepoint 24 h during the S. aureus challenge 

(p < 0.001). 

Concerning the two haplotypes, DMCC showed higher numbers of PMN in milk of 

q compared to Q (24 h, p < 0.001), greater SCC (24 h, p < 0.01; 36 h, p < 0.05), 

greater numbers of large cells (24 h, p < 0.05), vital (24 h, p < 0.01) and non-vital 

cells (36 h, p < 0.001) after S. aureus-challenge. Milk component analysis revealed 

that protein % was already significantly greater in milk from Q compared to q 

before the challenge (0 h, p = 0.025). In the S. aureus group, Q cows had greater 
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protein % (60 h, p = 0.048) and fat % (84 h, p = 0.022) than q. Initially higher VT 

of S. aureus challenged q cows (0 and 12-24 h, p = 0,013 and p = 0.029) reversed 

into lower VT of q than Q (48-60 h, p = 0.011). 

Highly significant differences were detected between the two pathogen groups 

concerning DMCC, milk components and VT: at timepoint 12 h milk from E. coli 

challenged quarters from Q-cows showed significantly greater values for all 

DMCC-subpopulations than milk from S. aureus challenged quarters (p < 0.05), 

but in q-cows this can only be reported for PMN (p < 0.05). At timepoint 24 h, all 

cell populations were significantly greater in milk from E. coli challenged quarters 

(p < 0.05; except PMNs between haplotypes q: p = 0.061) than in milk from 

S. aureus challenged quarters, independent of the cow haplotype. Lactose % was 

significantly lower in milk of E. coli challenged quarters compared to S. aureus 

challenged quarters (24 h, p < 0.001), as well as fat % (0 h, p < 0.01 and 24 h, 

p < 0.5). Between 12 and 18 h after start of the challenge, VT was significantly 

higher in cows challenged with E. coli compared to cows challenged with S. aureus 

(3 h interval approach, p < 0.001). These findings emphasize the validity of the 

highly-defined in vivo infection model, that has been described in earlier studies 

before and builds the basis for the present study. 

Taken together, this study showed, that with a highly standardized intramammary 

challenge experiment combined with modern and robust statistical analyses it was 

possible to display differences between primiparous cows inheriting divergent 

paternal haplotypes. The in vivo infection model revealed punctual differences 

between Q and q cows in DMCC, milk components and vaginal temperature after 

S. aureus inoculation. Surprisingly, no differences were detected between the 

haplotypes for E. coli challenged cows. Such differences might have been 

superimposed in the acute mastitis model or could not be shown due to the 

experimental setup with a limited period of observation for E. coli challenged cows. 

Yet, the expected merit of DMCC for refined identification of early response 

differences to mastitis pathogens could not be confirmed. The results implicate, that 

haplotype selection for mastitis susceptibility works, but is far more complex than 

expected. These findings are relevant to the field, as they provide more information 

about the connection between genetics and immune functions, leading to mastitis 

susceptibility.  
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VIII.   ANHANG 

1. Additional Figure 1 
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Additional Figure 1: Illustration of the Bayesian model including logarithmized number 

[cells/ml] of polymorphonuclear neutrophils (PMN), somatic cell count (SCC), lymphoid 

cells, large cells, vital and non-vital cells in milk of challenged (one/two quarter/s), versus 

non-infected (one quarter), versus control quarters (one quarter, treated with saline solution 

0.9%) of uniparous cows challenged with Escherichia coli (E. coli) in one udder quarter 

for 24 hours or with Staphylococcus aureus (S. aureus) in two udder quarters for 96 hours. 

The dataset includes n = 35 cows, distributed as follows: E. coli challenge: n = 11 and 

S. aureus challenge: n = 24. Model predictions are presented as 80% and 95% confidence 

intervals of the mean.  
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2. R-Skripte 

2.1. DMCC 
# Used packages 

Tidyverse, ggstatsplot, knitr, broom, readxl, DataExplorer, janitor, 
performance, sjPlot, effects, dlookr, lme4, lmerTest, emmeans, effects, 
robustlmm, missRanger, magrittr, dplyr, purr, forcats, tidyr, modelr, 
ggdist, tidybayes, ggplot2, cowplot, rstan, brms, ggrepel, RColorBrewer, 
gganimate, posterior, bayestestR, PerformanceAnalytics 

 

## 1. Differences between GQ and kq (Haplotype*Timepoint) 

### pmn_abs_perml (same with the other cell populations) 

m = brm(pmn_abs_perml ~ haplotype * timepoint + (1|cow), data=d_imputet, 
iter = 10000) 

 

## 2. Differences between infected and non-infected quarters:  

### 2.1 E.coli  

#### 2.1.1 pmn_abs_perml (same with the other cell populations) 

m = brm(pmn_abs_perml ~ treatment * timepoint + (1|cow), data =d_e_coli, 
iter = 20000) 

 

### 2.2 S. aureus  

#### 2.2.1 pmn_abs_perml (same with the other cell populations) 

m = brm(pmn_abs_perml ~ treatment * timepoint + (1|cow), data =d_s_aureus, 
iter = 20000) 

 

## 3. Differences between GQ and kq: E.coli vs. S.aureus in first 24h 

##haplotype*pathogene*timepoint (Only "infected" quarters) 

#### 3.1 pmn_abs_perml (same with the other cell populations) 

m = brm(pmn_abs_perml ~ haplotype*pathogene*timepoint + (1|cow), data 
=infected, iter = 20000) 
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2.2. Milk parameters 
 

## 1. fat_in_percent: Difference between haplotypes (Haplotype*Timepoint) 

# 1.1 all quarters, all timepoints 

m = brm(fett_in_percent ~ haplotype*timepoint, data =dada, iter = 20000) 

 

## 1.2 fat_in_percent: Difference between haplotypes 

#only infected quarters  

m = brm(fett_in_percent ~ haplotype*timepoint, data =dada_infected, iter = 
20000) 

 

## 1.3 fat_in_percent: Difference between pathogens 

#first 24h, all quarters 

m = brm(fett_in_percent ~ pathogene*timepoint, data =dada_24h, iter = 
20000) 

 

### 1.4 fat_in_percent: Difference between Haplotypes 

#only E.coli (prepare new data for only E. coli and only first 3 timepoints) 

m = brm(fett_in_percent ~ haplotype * timepoint + (1|cow), data 
=dada_e_coli, iter = 20000) 

 

### 1.5 fat_in_percent: Difference between haplotypes 

#only S.aureus 

m = brm(fett_in_percent ~ haplotype * timepoint + (1|cow), data 
=dada_s_aureus, iter = 20000) 
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2.3. Vaginal temperature 
 

##########3h interval approach ########## 

## 1. Difference between GQ and kq (Haplotype*Timepoint) 

### mean_VT 

m = brm(mean ~ haplotype * zeit_new + (1|cow), data=data_all, iter = 10000) 

 

## 2. Differences between GQ and kq, seperated for the two pathogens 

### 2.1 E.coli  

#### mean VT 3-hour Intervall  

m = brm(mean ~ haplotype * zeit_new + (1|cow), data =data_e_coli, iter = 
20000) 

 

### 2.2 S. aureus 

#### mean VT 3-Stunden Intervall  

m = brm(mean ~ haplotype * zeit_new + (1|cow), data =data_s_aureus, iter = 
20000) 

 

### 3. Differences between the pathogens (pathogen*timepoint) 

#### 3.1 GQ: S.aureus vs E.coli 

m = brm(mean ~ pathogene * zeit_new + (1|cow), data =data_GQ, iter = 20000) 

 

#### 3.2 kq: E.coli vs S.aureus 

m = brm(mean ~ pathogene * zeit_new + (1|cow), data =data_kq, iter = 20000) 

 

### 4. Differences between the pathogens and haplypes for only first 24h 
(haplotype*pathogene*timepoint) 

##-> same procedure, but filtered for first 24h 

m = brm(mean ~ haplotype*pathogene*zeit_new, data =data_24h, iter = 20000) 

 

### 4.1 only GQ:  

##Difference between the pathogens in the first 24h 

m = brm(mean ~ pathogene*zeit_new, data =data_24h_GQ, iter = 20000) 

 

### 4.2 only kq:  

##Difference between the pathogens in the first 24h (pathogen*timepoint) 

m = brm(mean ~ pathogene*zeit_new, data =data_24h_kq, iter = 20000) 
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### 4.4 only E.coli:  

##Difference between the haplotypes (haplotype*timepoint)  

m = brm(mean ~ haplotype*zeit_new, data =data_24h_E.coli, iter = 20000) 

 

###4.5 only S.aureus:  

##Difference between the haplotypes (haplotype*timepoint) 

m = brm(mean ~ haplotype*zeit_new, data =data_24h_S.aureus, iter = 20000) 

 

#-> exact the same codes were used for analysis of the 12hour intervalls 
(different excel table)! 

 

### 5. Unterschiede zwischen den Pathogenen und den Haplotypen (für die 
ersten 24h) 

m = brm(vt_mean ~ haplotype*pathogene*timepoint) 

m = brm(vt_mean ~ pathogene*timepoint) 

m = brm(vt_mean ~ haplotype*timepoint) 

(Codes siehe oben)   
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