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I. Einleitung

I. EINLEITUNG

Die Mastitis ist eine der hdufigsten Krankheiten bei Milchkiihen auf der ganzen
Welt (HALASA et al., 2007; HOGEVEEN et al., 2011; DE VLIEGHER et al.,
2012). Einerseits beeintrachtigt jede Mastitis das Wohlbefinden des betroffenen
Tieres, andererseits hat ein hdufiges Auftreten dieser Erkrankung einen starken
Einfluss auf die Rentabilitdt von Milchviehbetrieben (JANZEN, 1970; RUEGG,
2017). Die hohen finanziellen Verluste fiir die Milchindustrie werden durch direkte
und indirekte Auswirkungen auf die Milchqualitdt und Milchmenge verursacht
(RUEGG & REINEMANN, 2002). Laut Untersuchungen von BLUDAU et al.
(2014) sowie HILLERTON und BERRY (2005) zeigen 20-50 % aller laktierenden

Milchkiihe innerhalb eines Jahres in mindestens einem Euterviertel eine Mastitis.

Aufgrund zunehmender Antibiotikaresistenzen ist die frithzeitige und wirksame
Mastitisdiagnostik und -behandlung auch in Zukunft fiir die Gesundheit von
Menschen und Tieren von wesentlicher Bedeutung (PYORALA, 2002; TREVISI
et al.,, 2014). So gilt es, Mastitiden bereits im Frithstadium zu erkennen, damit
Management und Behandlung angepasst werden konnen. Derzeit wird in erster
Linie die erhéhte somatische Zellzahl in der Milch (SCC - somatic cell count) zur
Erkennung von Mastitiden verwendet. Dariiber hinaus wird das
Differentialmilchzellbild (DMCC — differential milk cell count) als
vielversprechende Methode zur frithen Erkennung von Mastitiden diskutiert.
Mittels Durchflusszytometrie werden dabei {liberwiegend die verschiedenen
Leukozytenpopulationen in der Milch differenziert. Dieses Vorgehen ermdglicht
eine frithere und prizisere Analyse von Verdnderungen der Zusammensetzung der
Milchzellpopulationen (FARSCHTSCHI et al., 2022). Die Pathogen-spezifischen
Verdnderungen wihrend einer Mastitis hinsichtlich der Zusammensetzung der
Milchzellen sowie der Milchleistung und -qualitét sind in der Literatur wiederholt
beschrieben worden (COULON et al., 2002; MARTINS et al., 2020). In diesem
Kontext wird ebenfalls diskutiert, ob die Empfanglichkeit gegeniiber Mastitiden
genetisch determiniert ist. Ein Hauptaugenmerk muss in dieser Hinsicht auf
moderne Zuchtmethoden gelegt werden. Genetische Selektion auf hohere
Milchleistung geht nachweislich mit einer erhohten Anfélligkeit fiir Mastitis einher
(VUKASINOVIC et al.,, 2017). Daher wurden in den vergangenen zwei
Jahrzehnten mehrere Forschungsprojekte realisiert, welche die Moglichkeiten
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I. Einleitung

genetischer Selektion in Bezug auf Mastitisresistenz genauer verfolgten (RUPP &
BOICHARD, 2003; KUHN et al., 2008; COLE et al., 2009). Unter anderem wurden
dabei mittels markergestiitzter Methoden divergente Haplotypen mit
unterschiedlichen Merkmalsauspragungen in einer bestimmten Region des Bos
taurus Autosom-18 (BTA18) selektiert. Diese Region bildet den funktionellen
Hintergrund fiir genetisch verankerte Merkmale zu Produktion, (Euter-)
Gesundheit, Reproduktion und weiteren korperlichen Merkmalen von Holstein
Friesian Kithen (BRAND et al., 2009; COLE et al., 2011). Eine genomweite
Expressionsanalyse zur Identifizierung molekularer Mechanismen ergab, dass
Mastitisanfilligkeit durch spezifische ,,Quantitative Trait Loci“ (QTL) fiir SCC auf
dem BTAI18 beeinflusst wird (MAO et al., 2016). Die damit identifizierten
divergenten Haplotypen hinsichtlich einer vorteilhaften Veranlagung fiir SCC (Q)
und einer unvorteilhaften Veranlagung fiir SCC (q) (BRAND et al., 2011) bilden
die Grundlage fiir die durchgefiihrten Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit.
Gefordert von der Bundesanstalt fiir Landwirtschaft und Erndhrung (BLE) und der
Landwirtschaftlichen Rentenbank wurde ein nationales Forschungsprojekt mit dem
Titel: ,,Chron Mast - Entwicklung von Biomarkern fiir Wirtsdeterminanten akuter
und chronischer Mastitis beim Rind* durchgefiihrt. Kernstiick des Projektes war ein
hochstandardisierter /n-vivo-Infektionsversuch. Dafiir wurden 36 Holstein Friesian
Féarsen 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 Kiithe wurden rund um die Geburt
intensiv  iberwacht 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 wéhrend des Infektionsversuches
festgestellt werden (ROHMEIER et al., 2020). Wihrend des Infektionsversuches
wurden alle 12 Stunden Viertelgesamtgemelksproben entnommen und auf die
Zusammensetzung der Zellpopulationen sowie der Bestandteile der Milch
untersucht. Darliber hinaus wurde mittels intravaginal eingefiihrter
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 Korpertemperatur von Kiihen mit
divergierenden paternalen Haplotypen (Q vs. q) wihrend einer experimentell
induzierten Mastitis mit S. aureus oder E. coli. Es lag die Hypothese zugrunde, dass
das Milchdifferentialzellbild und die Vaginaltemperatur vorteilhaftere Indikatoren

fiir die genetisch determinierte frithe Antwort auf Mastitispathogene darstellen.



II. Literaturiibersicht

11. LITERATURUBERSICHT

1. Die Mastitis des Rindes: Atiologie und Pathogenese

Die Mastitis ist eine der hdufigsten Erkrankungen bei Milchkiihen weltweit und
wird als ,infektios bedingte Entziindung der Milchdriise” (WATTS, 1988)
definiert. Die Milchdriise setzt sich aus dem milchbildenden, milchspeichernden
und milchleitenden System zusammen (RADOSTITS et al., 2007). Eine Mastitis
wird groftenteils durch eine intramammaére Infektion mit Bakterien verursacht und
kann bei allen laktierenden Saugetierarten auftreten (RUEGG, 2017). Diese
Erkrankung ist trotz intensiver Kontrollprogramme eine der hiufigsten und
wirtschaftlich bedeutendsten Erkrankungen bei Milchkithen (HILLERTON &
BERRY, 2005). Einer Studie zufolge liegt in Deutschland der jéhrliche Anteil an
Mastitiden mit einem Zellgehalt > 100.000/ml bei 47,76 % (PFUTZNER et al.,
2019). Wirtschaftliche Verluste durch Mastitiden beinhalten direkte Kosten
(Diagnostik und Therapie) sowie nicht abgelieferte Milch oder Mehrarbeit durch
die Landwirte (HEIKKILA et al., 2018). Als indirekte Kosten gelten
Milchproduktionsausfall, herabgesetzte Milchqualitdt, Priventionsmafnahmen,
Merzung und vorzeitige Remontierung. Diese Aspekte stellen den groften
Kostenfaktor in der Milchviehwirtschaft dar (SANTOS et al., 2004; HOGEVEEN
etal., 2011; PFUTZNER et al., 2019). Das Auftreten von Mastitiden verringert die
Nutzungsdauer von erkrankten Tieren, da diese Erkrankung mit einer Abgangsrate

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

1.1. Einteilung von Mastitiden

Mastitiden konnen je nach Auspriagung in klinische und subklinische Mastitis sowie
je nach Verlaufsform in akut und chronisch eingeteilt werden. Bei einer
subklinischen Mastitis liegen keine sichtbaren Verdnderungen in der Milch vor, es
sind keine Entziindungssymptome am FEuter wahrnehmbar und auch keine
Verdnderung der Milchinhaltsstoffe vorhanden, allerdings ist der Anteil
somatischer Zellen in der Milch erhoht (> 100.000/ml) (DVG, 2002). Bei einer
klinischen Mastitis ist zusdtzlich das Milchsekret makroskopisch verdndert. Je nach
Ausprigung sind Entziindungssymptome am Euter (Schwellung, Rotung,
Schmerzhaftigkeit, Wérme) 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 Erh6hung der
Korpertemperatur und lokalen oder systemischen Entziindungssymptomen, handelt
es sich um eine akute Mastitis. Das Allgemeinbefinden des betroffenen Tieres ist
beeintrichtigt, oft ist die Korpertemperatur erhéht 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
(PINZON-SANCHEZ et al., 2011; OLIVEIRA & RUEGG, 2014). Subakute
Mastitiden konnen wiederum ohne deutliche Entziindungssymptome, jedoch mit
einer Flockenbildung, besonders im Anfangsgemelk einhergehen. Demgegeniiber
sind chronische Mastitiden durch ein langfristiges Krankheitsgeschehen, oft als
Folge einer unvollstindigen Ausheilung, gekennzeichnet. Chronische Mastitiden
gehen meistens mit anhaltender Flockenbildung in der Milch sowie Verhdrtung und
Atrophie des betroffenen Euterviertels einher (KROMKER, 2006). Der klinische
Verlauf von Mastitiden ist sehr unterschiedlich und abhédngig von Faktoren des
Wirtes, des Erregers und der Umwelt (PARK et al., 2004). Pridisponierende
Einflussfaktoren fiir das Entstehen von Mastitiden konnen unterteilt werden in

kuhassoziierte und umweltassoziierte Faktoren.

1.2. Management- & umweltassoziierte Faktoren

Zu den management- und umweltassoziierten Faktoren zdhlen hygienische,
technische und bauliche Parameter. Wesentliche Punkte sind hierbei
Umwelthygiene und Melkhygiene. Zu den hiufigsten umweltassoziierten Erregern
gehoren Enterococcus spp., Streptococcus uberis und koliforme Keime wie
Escherichia coli (E. coli) und Klebsiella spp. (PINZON-SANCHEZ & 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 (KROMKER et al., 2010; ROBLES et al., 2020). Die Ubertragung
der umweltassoziierten Mastitiserreger aus dem Haltungsumfeld der Tiere findet
vorwiegend zwischen den Melkzeiten statt. Zusdtzlich bringt die Trockenstehzeit
eine hohe Neuinfektionsrate des Euters durch umweltassoziierte Erreger mit sich,
was in der Regel nicht wihrend der Trockenstehzeit, sondern nach der Kalbung zu

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

Auch auf der Korperoberfliche klinisch gesunder Kiihe lassen sich Erreger

nachweisen, sodass der Kontakt mit dem Euter beim Liegen auf den
5
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Einstreumaterialien, aber auch Stallfliegen wichtige Infektionswege darstellen

konnen (MATOS et al., 1991).

Unzureichende Desinfektion und Reinigung von Melkanlagen fordert 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, wéihrend das ,,.Dippen* im Anschluss an den Melkvorgang die
Verbreitung kuhassoziierter Erreger vermindert (RUEGG, 2017). Ein angepasstes
Melkmanagement mit systematischen Reinigungs- und Desinfektionsmafinahmen
und mehrmaliges Melken der Kiihe verbessert die Eutergesundheit (RASMUSSEN
etal., 2001; PYORALA, 2002). Der Einfluss der Jahreszeit ergab unterschiedliche
Ergebnisse. Mehrere Autoren berichten iiber eine hohere Wahrscheinlichkeit zur
Ausbildung chronischer Mastitiden bei Abkalbungen wihrend der Wintermonate
(STEENEVELD et al., 2008; GHAVI HOSSEIN-ZADEH & ARDALAN, 2011),
wohingegen GREEN et al. (2002) einen Trend vermehrt infizierter Euterviertel bei
Kiihen, welche im Sommer abgekalbt haben, beobachteten. Des Weiteren hat
Hitzestress einen maligeblichen Einfluss auf die Eutergesundheit und
moglicherweise auch auf Bakterienwachstum und -verteilung in der
Stalleinrichtung (HOHMANN et al., 2020; HAMEL et al., 2021) und stellt
aufgrund der globalen Klimaerwdrmung eine immer groBer werdende

Herausforderung dar.

In weiteren Studien wurde eine ldngere 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-Aktivitit.
Selen und Vitamin E spielen eine wichtige Rolle in verschiedenen Enzymen wie
der Glutathion-Peroxidase und anderen Antioxidantien, welche Neutrophile vor der
Zerstorung durch toxische Molekiile, welche bei der Phagozytose von Pathogenen
aufgenommen wurden, schiitzen (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 fiir die Immunabwehr der Kiihe haben konnen (MEGLIA et al.,

2001).
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1.3. Kuhassoziierte Faktoren

Die hédufigsten 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, frithere Erkrankungen oder die Genetik gehdren zu den
kuhassoziierten Einflussfaktoren. In einer Studie von TAPONEN et al. (2017)
wurde die Rasse Holstein Friesian als empfanglicher fiir Mastitiden beschrieben als
beispielsweise die nordische Rotviehrasse. Schon seit ldngerem bekannt ist auch
der Einfluss der Euterform und Morphologie von Zitze und Strichkanal

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

Die hochste Wahrscheinlichkeit einer intramamméren Infektion besteht in der
Trockenstehzeit, die klinische Manifestation der Erkrankung zeigt sich allerdings
meist erst in der frithen Phase der Laktation (GREEN et al., 2007; NITZ et al.,
2021). Nach der Geburt erfahrt der gesamte Organismus eine grole Umstellung und
mit Laktationsbeginn werden den Pathogenen ausreichend Néhrstoffe zur
Verfiigung gestellt, um sich im Euter zu vermehren. In den ersten fiinf Tagen der
Laktation wird fiir primipare Kiihe die groffte Mastitiswahrscheinlichkeit
beschrieben, wihrend multipare Kiihe ab Tag zehn der Laktation signifikant
pradisponierter sind (STEENEVELD et al., 2008). Dies deckt sich mit Ergebnissen
anderer Studien, die iber ein hoheres Risiko einer klinischen Mastitis fiir
erstlaktierende Kiihe in den ersten 14 Tagen der Laktation im Vergleich zu dlteren
Tieren berichten (BARKEMA et al., 1998; STEENEVELD et al., 2008). Jedoch
haben éltere Tiere insgesamt ein hoheres Infektionsrisiko als jiingere Tiere
(BARKEMA et al., 1998) und pluripare Kiihe ein hoheres Risiko zur Ausbildung
chronischer Mastitiden (GHAVI HOSSEIN-ZADEH & ARDALAN, 2011). Die
Euterviertel von Kiithen mit mehr als drei Laktationen zeigten auch in anderen
Studien ein erhohtes Risiko, eine klinische Mastitis auszubilden. Mastitiden in
vorangegangenen Laktationen erhdhen wiederum das Risiko fiir weitere

Infektionen (VIKOVA et al., 2017).
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Auch im Hinblick auf subklinische Mastitiden ist zu erwidhnen, dass in der
Trockenstehperiode infizierte Euterviertel in der ndchsten Laktation eine geringere
Milchleistung zeigten und ebenso ein hoheres Mastitis-Risiko aufwiesen (GREEN
et al., 2002). Die Milchverluste sind signifikant hoher bei Infektion in der frithen
Laktation (HAGNESTAM et al., 2007). Auch haben Kiihe mit hoéherer
Milchleistung generell eine groBere Wahrscheinlichkeit, an einer Mastitis zu
erkranken und eine chronische Mastitis auszubilden, als Kiihe mit geringerer
Milchleistung (DE HAAS et al., 2004; HAGNESTAM et al., 2007). Kiihe, welche
peripartale Komplikationen wie Stoffwechselstéorungen oder andere Krankheiten
hatten, haben aufgrund des geschwéchten Immunsystems ebenfalls eine hoheres
Risiko fiir das Auftreten einer klinischen Mastitis (CURTIS et al., 1985; GHAVI
HOSSEIN-ZADEH & ARDALAN, 2011).

2. Mastitis-Erreger

Als auslosendes Agens einer Mastitis wurde eine Vielzahl an Mikroorganismen
identifiziert. Hierzu gehdren 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 tiber 95 % der Fille liegen bakterielle Infektionen vor (SCHUKKEN et
al., 2011).

Zwei hiufig auftretende Erreger der bovinen Mastitis sind S. aureus und E. coli.
Allerdings fiihren diese beiden Bakterien nach intramammaéren Infektionen zu
gegensitzlichen Krankheitsverldufen. 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
ausschlieBlich mit S. aureus und E. coli durchgefiihrt wurden, wird im Weiteren nur

auf diese beiden Mastitis-Erreger ndher eingegangen.

2.1. S. aureus

Staphylococcus aureus (S. aureus) ist ein grampositives, fakultativ pathogenes
Bakterium, das tiberwiegend chronische Mastitiden mit mildem Verlauf verursacht
(JENSEN et al.,, 2013). Das Bakterium lebt als Kommensale auf Haut und
Schleimhduten und die Pathogenitdt ist durch verschiedene Virulenzfaktoren

bedingt (SUTRA & POUTREL, 1994): Zu diesen gehoren u. a. eine Polysaccharid-
8
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Kapsel mit Lipoteichonséduren (LTA, engl.: ,lipoteichoic acid‘) und Protein A,
welche der Phagozytose durch die Immunzellen entgegenwirken. Auferdem
produziert S. aureus antiphagozytire 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 fiilhren meist zu einer
subklinischen Mastitis, sind oft weniger schwerwiegend, konnen aber lebenslang
im Tier persistieren. Dieser chronische Verlauf hat nachweislich langfristige
Auswirkungen auf die Gesamtmilchleistung, die Milchqualitit, die
Milchzusammensetzung und auf die Produktivitit betroffener Tiere z.B.
hinsichtlich verldngerter Zwischenkalbezeiten, verzogertem Einsetzen des Zyklus
und Subfertilitdit (LEITNER et al., 2000b; RUEGG, 2017). Dariiber hinaus
penetriert das Bakterium viele Zellen, iiberlebt und vermehrt sich in diesen: u.a. in
Milchdriisenepithelzellen oder auch in Zellen des Immunsystems (ALMEIDA et
al., 1996; BARDIAU et al., 2014). So persistiert S. aureus in den meisten Féllen im
Euter, wird aber nur intermittierend ausgeschieden und ist deshalb schwer zu
diagnostizieren. Aufgrund der Abkapselung in Granulomen im Euterviertel ist eine
vollstdndige Erregereliminierung oftmals schwierig (BARKEMA et al., 2006).
Betroffene Tiere stellen somit ein stindiges Erregerreservoir dar. Obwohl aus der
Milch isolierte S.-aureus-Stimme 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, sdurebildende Bakterium E. coli
den umweltassoziierten Erregern zuzuordnen (BURVENICH et al., 2003). Eine
Infektion mit E. coli fiihrt meistens zu einer akuten Mastitis mit mittelschweren bis
schweren klinischen Symptomen, die im Heilungsfall innerhalb weniger Tage
iiberwunden werden kann, jedoch hdufig eine tierdrztliche Behandlung erfordert
(MITTERHUEMER et al.,, 2010). Schwere Verldufe konnen aufgrund einer
Endotoxédmie zum Tod des betroffenen Tieres fithren (SCHUKKEN et al., 2011).
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Der Schweregrad der E.-coli-Mastitis wird hauptséchlich durch Kuh-individuelle
Faktoren, wie beispielsweise die Immunkompetenz des betroffenen Tieres,
bestimmt (BURVENICH et al, 2003; BANNERMAN et al., 2004,
MITTERHUEMER et al., 2010). Auerdem ist eine positive Korrelation zwischen
der Schwere der Symptome und der Keimzahl in der Milch beschrieben (HOGAN
& SMITH, 2003). Eine intramammaire Infektion mit E. coli ist nicht von
Virulenzfaktoren oder einer Adhérenz an den MEC (engl.: ,,mammary epithelial
cells®, Milchdriisenepithelzellen) gekennzeichnet. Da E. coli jedoch die Fahigkeit
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 primére zelluldire Abwehr der bovinen Milchdriise 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-Stimmen  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 fiihrt 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 iiberschieende Zytokin-Ausschiittung kann
jedoch zu einer schweren systemisch-inflammatorischen Immunantwort fiihren,
wodurch die Kuh schwer erkrankt (BURVENICH et al., 2003). Eine starke primére
Belastung durch E. coli oder LPS kann Studien zufolge eine verringerte
Immunreaktion des Wirts auf nachfolgenden Pathogen-Kontakt bedingen. Dieses

Phinomen 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 Korper vor Pathogenen und

korperfremden Substanzen zu schiitzen.

Zum angeborenen Immunsystem zdhlen anatomische Barrieren wie Epithelzellen
(z.B. MEC), die zur Erreger-Erkennung oder Phagozytose (z.B. Leukozyten) fahig
sind und 16sliche Faktoren synthetisieren und sezernieren (z.B.
Adhésionsmolekiile, Zytokine, Komplementfaktoren, antimikrobielle Peptide)
(OVIEDO-BOYSO et al., 2007, EZZAT ALNAKIP et al., 2014). Diese
Komponenten des angeborenen Immunsystems bendtigen 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 gehoren. Durch die
Erkennung dieser Strukturen durch das Immunsystem konnen 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 verdndernde
Mikroorgansimen. Dieser Teil des Immunsystems beinhaltet neben den
Antikorpern 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 ,,Geddchtnis* des
adaptiven Immunsystems ist somit schneller und effizienter bei der Eliminierung
von Erregern als das angeborene Immunsystem, bendtigt jedoch ldnger, 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,
20006).

11
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3.1. Lokale und systemische Wirtsreaktion bei Mastitis

Das Immunsystem der Milchdriise besteht aus einer Vielzahl an physikalischen
(z.B. Konformation der Zitze, Sphinkter, Zitzenkanal mit Keratin und Fettsduren),
zelluliren (z.B. PMN, Makrophagen) und molekularen (z.B. Zytokine,
Komplementfaktoren, Laktoferrin) Faktoren, welche zu dem angeborenen
Immunsystem gehoren (OVIEDO-BOYSO et al., 2007). Nach der Invasion von
Bakterien folgt die Infektion der Milchdriise, was schlieBlich in der
Entziindungsreaktion resultiert. Akute Entziindungsreaktionen in der Milchdriise
sind primir eine Manifestation durch das unspezifische Immunsystem. Dies hat den
Vorteil, dass in jedem Fall einer intramammairen 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 fiihrt
unter anderem auch zu einer (systemischen) Erhohung der Korpertemperatur. Dies
ist eine wichtige Reaktion des betroffenen Tieres zur Bekdmpfung der
eindringenden Krankheitserreger. Viele Studien belegen, dass die MEC besonders
fiir die Aktivierung von Immunfunktionen zur Abwehr und Eliminierung von
Krankheitserregern im Euter der Kuh verantwortlich sind (YANG et al., 2008;
GUNTHER et al., 2010; SCHUKKEN et al, 2011). Die wichtigsten
Schliisselmediatoren 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
Ausloser von Fieber. Dabei sind diese auch wesentliche Signale fiir 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
entziindungshemmenden Zytokins IL-10 nachgewiesen, welche entscheidend fiir
die weitere Entwicklung der systemischen Reaktion des Wirtes sind (YANG et al.,
2008; GUNTHER 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, einschlieBlich antimikrobieller Peptide, induzierte

als S. aureus.

12
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Im Gegensatz dazu wird bei einer Mastitis mit S. aureus die Signaliibertragung von
spezifischen TLR in MEC nicht aktiviert (PETZL et al., 2008; GUNTHER et al.,
2017). Somit fiihren diese Faktoren des angeborenen Immunsystems
erregerabhéngig zur Rekrutierung weiterer Immunzellen, die fiir die Abwehr von

in das Euter eindringenden Krankheitserregern unabdingbar sind.

3.2. Immunzellen in der Milch

Der zellulire Anteil des Immunsystems besteht iiberwiegend aus Leukozyten.
Innerhalb der Gruppe der Leukozyten unterscheidet man Granulozyten,
Lymphozyten, natiirliche Killerzellen, Monozyten/Makrophagen, Mastzellen und
dendritische Zellen. Alle genannten Zellarten differenzieren aus pluripotenten
himatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks. Uber die Blutbahn und
Migration gelangen diese Zellen in das jeweilige Zielgewebe. Bei einer Mastitis ist
die Entziindung durch die Rekrutierung von Leukozyten aus dem Blut
gekennzeichnet. Chemokin-vermittelt werden die Leukozyten dabei in das Lumen
der Milchdriise gelockt (ALHUSSIEN et al, 2015). Einen der ersten
Effektormechanismen gegen eindringende Krankheitserreger im Euter bilden
hierbei die neutrophilen Granulozyten (PMN, engl.: polymorphnuclear cells) als
primidre phagozytische Zellen (PAAPE et al., 2002). Neben PMN gehoren 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 um und
bilden einen Anteil von ca. 25 % an der Leukozyten-Population im bovinen Blut
(PAAPE et al., 2003). Sie sind somit die zweitstirkste Zellfraktion nach den
Lymphozyten. Bei anderen Lebewesen hingegen stellen PMN mit 50 — 70 % den
grofiten Anteil der im Blut zirkulierenden Leukozyten dar (KRAUS & GRUBER,
2021). Anféinglich besitzen die PMN einen ldnglichen 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 Kiihen allerdings selten zu sehen und
kommen hauptsdchlich im Knochenmark vor (PAAPE et al., 2003).

13
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Nach der Auswanderung aus dem Knochenmark zirkulieren die PMN fiir weniger
als 24 h in der Blutbahn. Diese kurze Lebensspanne und hohe Produktionsrate an
PMN bedingt eine stindige Apoptose eines Teils der zirkulierenden PMN, um die
Homdostase aufrechtzuerhalten (KRAUS & GRUBER, 2021). Der Speicherort ist
primdr das Knochenmark, da die PMN dort anti-apoptotische Signale von
mesenchymalen Stammzellen und durch IL-6 erhalten (RAFFAGHELLO et al.,
2008). AuBerdem werden einige PMN durch Adhésionsmolekiile am Endothel
venodser Blutgefile festgehalten, was eine rasche Rekrutierung ermoglicht.
Knochenmark, Leber, Niere und auch die Lunge sind Orte dieser Reserven
(SUMMERS et al., 2010). Neben der raschen Rekrutierung wird die Adhédsion der
PMN am Endothel auch als Kontrollfunktion diskutiert. So konnten zerstorte
Gewebe und eingedrungene Mikroorganismen in den genannten Organen schneller
detektiert werden. Eine enge Kommunikation mit anderen organstindigen
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
Schadigung dieser Gewebe kommt es zur Extravasation der PMN vom peripheren
Blutstrom an die Zielorte (SADIK et al, 2011). Verschiedene
Entziindungsmediatoren (u.a. Chemokine, Leukotriene, Komplementfaktoren wie
bspw. C5a) induzieren die Expression von Adhdsionsmolekiilen und locken die
PMN so durch Chemotaxis an den Ort der Lésion und des Infektionsgeschehens
(VAN WERVEN et al., 1997). Mittels Transmigration durch die Basalmembran der
BlutgefiBBe gelangen die PMN entlang eines Konzentrationsgradienten der
Entziindungsmediatoren in das Zielgewebe. Dort erkennen sie durch spezifische
Oberflachenmolekiile (PRR, engl.: ,pattern recognition receptors‘) das Pathogen.
Diese PRR der PMN sind hauptséchlich Toll-like-Rezeptoren (TLR). Bindet ein
Pathogenbestandteil an den entsprechenden TLR, werden Gene exprimiert, welche
direkt eine Entziindungsreaktion modulieren. Auflerdem koénnen Antikdrper oder
Komplementfaktoren durch Opsonisierung markierte Erreger den PMN zur
Phagozytose priasentieren. 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 gehoren 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
abgetotet, werden sie durch Makrophagen eliminiert oder durchlaufen eine
Apoptose. Eine lingere Verweildauer der PMN im Milchdriisenepithel kann zur
Gewebsschidigung der Milchdriisen durch die Granulainhalte fiihren (PAAPE et
al., 2003).

Auch die MEC sondern im Falle eingedrungener Mikroorganismen Zytokine und
Chemokine ab, was zur Rekrutierung von PMN ins Euter fiihrt (PAAPE et al.,
2003). In der Milchdriise ist eine effektive und schnelle Immunabwehr maf3geblich
durch den schnellen Einstrom an PMN zur Phagozytose und Abtdtung 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 Aktivitit 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 grofBen Zellkern mit einem schmalen
Zytoplasmasaum und eine Grofle von 8 - 10 um. Ebenso wie die PMN werden
Lymphozyten aus pluripotenten Vorlduferzellen im Knochenmark gebildet. Diese
Immunzellen sind fiir die Antikorperproduktion und die zellvermittelte
Immunantwort verantwortlich. Sie sind die einzigen Zellen des Immunsystems, die
adaptiv Antigenstrukturen durch membranstindige Rezeptoren erkennen und so
eingedrungene Erreger spezifisch bekdmpfen konnen (SORDILLO et al., 1997).
Der Begriff lymphoide Zellen umfasst sowohl Lymphozyten mit spezifischem
Antigenrezeptor als auch Zellen, denen ein spezifischer Antigenrezeptor fehlt, z.B.
Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen). Die Lymphozyten werden weiterhin in B- und
T-Lymphozyten unterteilt.
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B-Lymphozyten produzieren als einzige Leukozyten-Subpopulation Antikorper.
Sie reifen im Mukosa-assoziierten lymphatischen Gewebe und in Lymphknoten
heran und werden auch als ,,Gedéchtniszellen” bezeichnet. So kdnnen spezifische
Immunreaktionen  durch  wiederholte  Exposition  gegeniiber  einem

Krankheitserreger verstiarkt 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 hohere
Prozentsdtze von B-Lymphozyten im Blut als in der Milch, wéhrend
T-Lymphozyten in der Milch und auf Mukosaoberflichen vorherrschen. Somit
spielen T-Lymphozyten eine wichtige Rolle bei der schnellen Immunantwort und
Abwehr von intramamméren 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 intramammaren Infektion in die Milchdriise ein und setzen zusammen mit
dort ansidssigen Zellen Zytokine frei, die die Qualitdit und Intensitit der

Immunantwort regulieren (SORDILLO et al., 1997).

NK-Zellen wurden bei intramammairen 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 voriibergehend reduzieren.

In neueren Verdffentlichungen analysierten RAINARD et al. (2020)
Verteidigungsmechanismen von Thl7-Lymphozyten an epithelialen Grenzen.
Diese Immunzellen exprimieren Gene, welche fiir 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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3.23. Makrophagen

Makrophagen sind die grofite Art von Leukozyten mit einem Durchmesser von ca.
20 pm. Thre Vorlduferzellen, die Monozyten, reifen ebenfalls im Knochenmark und
konnen zu Makrophagen differenzieren (JOHNSTON JR, 1988). Sie konnen in
verschiedene Gewebe einwandern, wo sie jeweils transformiert werden und eine
unterschiedliche Morphologie annehmen koénnen (FUJIIWARA & KOBAYASHI,
2005). Wie die PMN sind Makrophagen zur Phagozytose fahig und konnen
Bakterien, Zelldebris und akkumulierte Milchbestandteile phagozytieren
(SORDILLO et al., 1997). Es gilt jedoch zu beachten, dass Makrophagen dariiber
hinaus auch Milchfett, Kaseine und andere Milchkomponenten aufnehmen konnen,
sodass die Phagozytose bakterieller Bestandteile durch Makrophagen in der
bovinen Milchdriise als weniger effektiv gilt. Ihre Morphologie und GroBe sind sehr
variabel, da diese entsprechend der aufgenommenen Partikel variieren (PAAPE et
al., 1981; KOESS & HAMANN, 2008). Zusatzlich zu ihrer Rolle bei der schnellen,
unspezifischen Verteidigung gegen eingedrungene Erreger spielen Makrophagen
auch eine Schliisselrolle bei der Antigen-Prozessierung und Prasentation. Antigene
von aufgenommenen Bakterien werden in den Makrophagen verarbeitet und
erscheinen auf ihrer Oberfliche in Verbindung mit MHC-II-Molekiilen. Bei diesen
MHC-II-Molekiilen handelt es sich um Strukturen, die von anderen Zellen (z.B. den
Lymphozyten) zur Erkennung fremder Antigene benotigt werden (SORDILLO et
al., 1997). Makrophagen spielen somit als professionelle Antigen-prasentierende

Zellen auch eine wichtige Rolle bei der Entwicklung einer spezifischen Immunitét.

17



II. Literaturiibersicht

4. Mastitisdiagnostik

In der Mastitisdiagnostik stehen eine Vielzahl diagnostischer Methoden fiir die
Messung des Zellgehalts in der Milch zur Verfiigung. Der Schalm- oder California-
Mastitis-Test (CMT) und andere auf dem gleichen Prinzip basierende Tests (z.B.
Eimii Zell-Check©) ermoglichen 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 geschédtzt 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 unberiicksichtigt. 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 Kiihen besteht der SCC zu mehr als
97 % aus Leukozyten und zu weniger als 3 % aus Milchdriisenepithelzellen (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 konnen auch eutergesunde Kiihe
hohere Werte aufweisen und Kiihe mit klinischer Mastitis unter diesem Grenzwert
liegen (RIVAS et al., 2001; SUMON et al., 2020). Der Zusammenhang zwischen
SCC und Milchleistung kann mit einem Riickgang von 0,5 kg Milch pro zweifacher
Erh6éhung des SCC bei tiber 50.000 Zellen/ml angenommen werden (SEEGERS et
al., 2003). Auch ein niedriger SCC kann mit schlechter Milchqualitdt verbunden
sein und der SCC kann je nach Laktationsstatus, Alter, Stress des Tieres und auch
mit der Héufigkeit 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 iiber 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 ermdglicht die Differenzierung der
Leukozyten-Subpopulationen in PMN, Lymphozyten und Makrophagen (WALL et
al., 2018). Die Durchfiihrung 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 Fliissigkeitsstrom
transportiert und passieren hintereinander mit hoher Geschwindigkeit einen
Laserstrahl (ORMEROD, 1990; SHAPIRO, 2005). Das dabei gestreute Licht einer
spezifischen Wellenldnge (hier 448 nm) wird in zwei Raum-Achsen als
sogenanntes Vorwértsstreulicht (Forward Scatter, FSC) und im 90° Winkel dazu
als Seitwirtsstreulicht (Side Scatter, SSC) erfasst. Die Vorwirtsstreuung
charakterisiert dabei die PartikelgroBe und dessen Refraktionsindex, die
Seitwirtsstreuung die Komplexitit (Oberflichenbeschaffenheit und Granularitét)
eines Partikels (MEHNE et al., 2010). Die dabei entstandenen Lichtsignale werden
in elektronische Signale konvertiert und mithilfe eines Computers ausgewertet und
gespeichert. So konnen Zellpopulationen basierend auf ihrer Fluoreszenz und
spezifischen Lichtstreuung analysiert werden (MCKINNON, 2018). Es werden
dabei Fluoreszenz-Licht-Emissionen in drei verschiedenen Wellenldngenbereichen

erfasst:
FL-1 = Griinfluoreszenz der Wellenldnge 515-545nm;
FL-2 = Orangefluoreszenz der Wellenldnge 564-606nm,;

FL-3 = Rotfluoreszenz der Wellenldnge >650nm.
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Somit wird jedes Messereignis durch flinf 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 schlieBlich in Untergruppen als sogenannte ,,Events‘

zusammengefasst.

Zur Beurteilung der Vitalitidt von Zellen werden die Zellsuspensionen mit einer
Acridin-Orange/Propidiumjodid (PJ)-Losung versetzt. Acridin-Orange dringt in die
Zelle ein und interkaliert mit der doppelstringigen DNA. Unter UV-Anregung
erscheint der Zellkern im Durchflusszytometer griin-fluoreszierend (FL-1 Kanal).
Das Propidiumjodid (PJ) kann jedoch nur bei geschéddigter Zellmembran in die
Zellen eindringen und dann ebenso mit der DNA interkalieren, farbt diese jedoch
rot-fluoreszierend und iiberlagert die Griinfluoreszenz des Acridin-Oranges. Diese
Rotfluorsezenz ist wiederum im FL-3 Kanal des Durchflusszytometers erfassbar.
Somit ist eine grundsétzliche Differenzierung zwischen vitalen und nicht-vitalen

Zellen moglich (PFISTER, 2009).

Bei dem in der vorliegenden Arbeit angewendeten Verfahren wurden nach
Durchlaufen des Durchflusszytometers die Proben zuerst im Seitwértsstreulicht
(SSC) im FL-1 Kanal fiir Griinfluoreszenz erfasst, um nicht-kernhaltige Ereignisse
von der Erfassung auszuschlieBen. Somit wurden die Acridin-Orange positiven
Ereignisse in einem ,live-gate erfasst. AnschlieBend 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 abschlieBend in einem
Punktediagramm des FSC/SSC anhand ihrer morphologischen Charakteristika
identifiziert und auch quantifiziert werden (PETZL, 2005). Durch die
softwaregestiitzte 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 konnen und quantitative Informationen zu den einzelnen
Zellpopulationen mit hoher Genauigkeit und Wiederholbarkeit in einer kurzen Zeit

gesammelt werden konnen (FULWYLER, 1981).

4.2.2. Einsatzmoglichkeiten 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
alveoliren Lumen zu mehr als 90 % aus PMN. Damit gelten diese als
Haupteftektorzellen des angeborenen Immunsystems bei einer intramamméren
Infektion (SORDILLO & STREICHER, 2002). Uber die Anzahl zirkulierender
PMN und der damit verbundenen effektiven Adhésion, Migration, Opsonisierung,
Phagozytose und Abtdtung 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 intramammérer Inokulation mit LPS (E. coli) und LTA
(S. aureus) einen Anstieg der Leukozyten in der Milch. RIVAS et al. (2001)
analysierten durchflusszytometrisch den DMCC wihrend eines Infektionsversuchs
mit S. aureus bei 6 laktierenden Kiihen. Hierbei konnten drei Reaktionsarten
herausgearbeitet werden: nicht-entziindliche Reaktion (kein Anstieg von PMN),
frithe Entziindungsreaktion (prozentualer Anstieg der PMN und Abfall der
Lymphozyten am ersten Tag nach der Infektion) und spite Entziindungsreaktion (in
den ersten 8 Tagen nach der Infektion blieben die PMN vorherrschend). Im
Gegensatz zum DMCC ermoglichten 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 Kiithe mit subklinischer Mastitis lediglich eine miBige Rekrutierung von

PMN.
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DEGEN et al. (2015) bewerteten den DMCC aufgrund von Verdnderungen in den
relativen Zellpopulationen zur Unterscheidung zwischen gesunden und
entziindeten Milchdriisen sowie zwischen akuter und chronischer Mastitis als
wirksames Instrument zur fritheren Mastitiserkennung. Im Jahr 2019 wurde die
erste Studie verdffentlicht, 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 fiir eine hohere Mastitisresistenz und einer
fortschreitenden Abnahme der mittleren SCC-Werte die Genauigkeit von SCC als
Marker fiir subklinische Mastitis beeintrachtigt zu sein scheint, wéhrend hingegen
der DMCC mit einer hohen Genauigkeit PMN und Lymphozyten subklinischer
Mastitiden unter Feldbedingungen identifizieren kann. Weitere zuletzt
veroffentlichte Studien diskutieren den DMCC als vielversprechendes
Diagnoseinstrument, welches das Potenzial hat, die Mastitisdiagnostik zu
optimieren und auBerdem als Instrument zur Uberwachung des Krankheitsverlaufs
oder des Behandlungserfolgs verwendet werden konnte (FARSCHTSCHI et al.,
2022).

Zusammenfassend lésst 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 Milchkiihen zu optimieren und
somit die Uberwachung der Herdengesundheit zu verbessern. Diese Analyse ist
genauer als der SCC und liefert zusitzliche Informationen zur Erkennung von
Mastitiden in verschiedenen, insbesondere frithen Stadien der Infektion sowie von

subklinischer Mastitis mit SCC < 100.000 Zellen/ml.

Inwiefern das Milchdifferentialzellbild im Vergleich zu konventionellen
Parametern verbesserte frithzeitige Indikatoren fiir die genetisch determinierte
frithe Antwort auf Mastitispathogene liefert, soll im Rahmen dieser Dissertation
anhand von Daten aus einem hochstandardisierten Infektionsmodell untersucht

werden.
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3. Milchinhaltsstoffe und ihre Dynamik wahrend einer

Mastitis

Die Analyse der Milchinhaltsstoffe gilt seit Jahrzehnten als Standardverfahren zur
Beurteilung der Milchqualitdt und ist ein wichtiges Hilfsmittel fiir Rinderziichter
und Genetiker. Die Analyse auf Inhaltstoffe der Milch umfasst standardmifig die
Milchinhaltsstoffe Fett, Protein, Laktose, Harnstoff und dariiber hinaus kénnen
weitere Parameter wie der pH-Wert bestimmt werden. Diese Daten kdnnen auch
zur Beurteilung von Futterzusammensetzung und Gesundheitsstatus der Milchkiihe

herangezogen werden (HAMANN & KROMKER, 1997).

Die bovine Milchdriise ist eine apokrin und merokrin sezernierende Driise. Die
meisten Milchbestandteile werden kontinuierlich von den MEC synthetisiert und
nur ein geringer Anteil tritt aus dem Blut iiber in die Milchdriise. Die Speicherung
der Milch erfolgt im Hohlraumsystem der Milchdriise (BRADE &
FLACHOWSKY, 2005). Die Gewebsschichten zwischen dem Hohlraumsystem
und dem Blutgefdflsystem des Euters bilden die Blut-Euter-Schranke. Diese
Barriere schiitzt das Euter vor Pathogenen und ihren Toxinen (WELLNITZ &
BRUCKMAIER, 2021). Da das Zusammenspiel zwischen Blutzirkulation und
Milchsekretion sehr intensiv ist (ca. 500 Liter Blut/l1 Liter Milch), kénnen die
Verdnderungen der Milchinhaltsstoffen im Hinblick auf den Stoffwechsel- und
Gesundheitszustand der Kuh und des Euters Aufschliisse geben (BOGIN, 1995).

Die physiologische durchschnittliche Zusammensetzung der Milchinhaltsstoffe ist
bei BRADE and FLACHOWSKY (2005) fiir Holstein Friesian mit einem
Gesamteiweill von 3,0 bis 3,7 %, fiir den Fettgehalt mit 3,1 bis 4,8 % und fiir den
Laktose-Gehalt mit 4,6 bis 4,8 % angegeben.

5.1. Milchinhaltsstoffe

5.1.1.  Fett

Milchfett besteht groftenteils aus Triglyceriden, aber auch aus Phospholipiden,
Cholesterol und freien Fettsduren. Etwa die Hélfte sind kurz- und mittelkettige
Fettsduren (C4-C16). Die Milchfettzusammensetzung ist stark abhingig von der
Fiitterung des jeweiligen Tieres, da die Verdauung von Wiederkduern im Pansen
auf die Umwandlung von Kohlenhydraten aus der Nahrung in fliichtige Fettsduren

ausgelegt ist, welche in den Blutkreislauf aufgenommen werden und als primére
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Energiequelle fiir die Kuh zur Verfiigung stehen (PALMQUIST et al., 1993). Die
fliichtigen Fettsduren sind wiederum Bausteine fiir die De-novo-Synthese des
Milchfetts in der Milchdriise, welche hauptsichlich aus Acetat und
B-Hydroxybutyrat gebildet werden (KENNELLY et al., 2000). Nicht nur die
Fiitterung, sondern auch Laktationsstadium, Rasse und Jahreszeit konnen die
Milchfettzusammensetzung beeinflussen (PALMQUIST et al., 1993). Eine mittlere
bis hohe Heritabilitit wird fiir die Fettsduren in der Milch berichtet (SAMKOVA et
al., 2012).

5.1.2.  Protein

Das Milcheiwei3 besteht aus Aminoséuren, welche hauptsdchlich im Pansen
gebildet werden und iiber das Blut ins Euter gelangen. Kaseine, 3-Laktoglobulin
und a-Laktalbumin werden in der Milchdriise 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 abhéngig von dem

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

5.1.3.  Laktose

Laktose ist ein Disaccharid, das aus den beiden Monosacchariden Glukose und
Galaktose aufgebaut ist. Laktose ist in der Milchdriise osmotisch wirksam und zieht
somit das Wasser aus dem umliegenden Gewebe in das Lumen der Milchdriise
nach. Diese Regulierung ist malBigebend fiir die erzeugte Milchmenge
(BRUCKMAIER & GROSS, 2019). Laktose wird in den Alveolarzellen
hauptsidchlich aus Glukose gebildet, welche {liber 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 Fiitterung, beeinflusst (KENNELLY et al., 2000). Die
Blut-Euter-Schranke ist bei physiologischen Zustdnden in der Milchdriise nahezu
impermeabel fiir Laktose (LINZELL & PEAKER, 1971). Der Anteil der
Milchlaktose ist, abgesehen von einer Reduktion wahrend 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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5.14. pH

Der pH-Wert in Rohmilch liegt bei 6,4 bis 6,8. Er gibt das Verhiltnis zwischen
Sduren und Basen an und liegt somit im leicht sauren Bereich (MAROUF & SARA,
2018). Wahrend einer Mastitis kommt es durch Schiadigung der
Blut-Milch-Schranke zu einem Anstieg des pH-Wertes in der Milch (BAGRI et al.,
2018). Bei starken Entziindungsvorgingen jedoch sinkt der pH infolge reduzierter
Syntheseleistung der MEC und der Zunahme saurer Stoffwechselprodukte
(Ameisensdure, Milchsdure und Essigsdure) wie beispielsweise bei der

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

5.2. Verinderungen der Milchinhaltsstoffe wihrend einer Mastitis

Da die physiologischen Prozesse der Milchbildung eine grofle Komplexitit
aufweisen, kdnnen beim Vorliegen einer Mastitis verschiedene Verdnderungen in
der Milchzusammensetzung auftreten. Durch Entziindungsvorginge im Euter
kommt es zu einer Lockerung der Blut-Euter-Schranke, sodass diese durchlissiger
wird. Im Falle einer klinischen Mastitis sind die ,tight junctions® der MEC
geschiadigt, was zum Austritt von Blutbestandteilen und Komponenten der
extrazelluldren Matrix in das Lumen der Alveolarzellen und somit auch zu einer
verringerten Milchsekretionsrate fiihrt (NGUYEN & NEVILLE, 1998). Die Anzahl
und Aktivitdt der Alveolarzellen bestimmen die Fahigkeit der bovinen Milchdriise,
Milch zu produzieren und zu sezernieren. Daher konnen die Milchmenge sowie die
Konzentrationen von Protein, Laktose und Fett in der Milch durch das Ausmal} von
Entziindungen nach intramammairer Infektion beeinflusst werden (WAHYU

HARJANTI & SAMBODHO, 2020).

Im Allgemeinen sind der Fettanteil und die Fettsdurezusammensetzung von
Milchfett am anfiélligsten fiir Verdnderungen, gefolgt vom Milcheiwei3gehalt. Dem
gegeniiber ist der Parameter Laktose am wenigsten anfillig fiir Verdnderungen
(KENNELLY etal., 2000). In einer Studie von HAGNESTAM et al. (2007) wurden
Verinderungen der Milchinhaltsstoffe iiber einen Zeitraum von 16,5 Jahren
wochentlich analysiert: bei chronischen Mastitiden primiparer Kiihe wurde eine
Reduktion des Fettgehalts von 0 — 8 %, sowie eine Reduktion des Proteingehalts
von 0 — 9 % tiber den Zeitraum einer Laktation hinweg beobachtet. Bei multiparen
Kiihen lagen allerdings der Riickgang des Fettgehalts bei 0—12 % und der
Riickgang des Proteingehalts bei 0 — 11 %.
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Eine Abnahme der Fettkonzentration in der Milch wihrend einer Mastitis kann auf
eine reduzierte Synthese- und Sekretionsleistung der Alveolarzellen zuriickgefiihrt

werden (WAHYU HARJANTI & SAMBODHO, 2020).

Subklinische = Mastitiden  filhrten zu einer hdoheren  Aktivitdt  der
Laktatdehydrogenase (LDH) und einer hoheren Immunglobulinkonzentration in
der Milch, zeitgleich lag der pH-Wert deutlich hoher als in der Milch gesunder
Kithe (BATAVANI et al., 2007). Da beim Vorliegen einer Mastitis die
Durchléssigkeit der Blut-Milch-Schranke verdndert 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 (CI") und Proteinen aus dem Blutkreislauf in die Milch (MARTINS
et al., 2020). Der Verlust von Milchlaktose bei Mastitiden kann auch durch die
geschadigten ,tight junctions® der MEC erklart werden (STELWAGEN et al.,
1997). Bei Mastitiden kann es ebenfalls zu Anderungen des Anteils an Laktose in
der Milch kommen, da einige Bakterien die Fahigkeit zur Laktosespaltung haben.
Da laktosespaltende Bakterien bei diesem Prozess Milchséure 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 Schéidigung der Blut-Euter-
Schranke kann es zu Konzentrationséinderungen und Ubertritt verschiedener Stoffe
in beide Richtungen kommen (HAMANN & KROMKER, 1997). Der
Milch-pH-Wert hat somit nur eine eingeschrinkte 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 stirker sinkt die Milchproduktion und Synthese von
Milchinhaltsstoffen (WAHYU HARJANTI & SAMBODHO, 2020). Weiterhin
treten diese Verdnderungen in Abhdngigkeit 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 hohere
Proteinkonzentration in infizierten im Vergleich zu nicht-infizierten Vierteln
derselben Kuh gemessen. Hierbei wurde bei E. coli infizierten Vierteln im
Vergleich zu . aureus infizierten Vierteln ein stirkerer Riickgang der

Milchleistung beobachtet.
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Der Riickgang 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 fithrten 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 beziiglich des reduzierten
Laktosegehaltes stimmen mit den Erkenntnissen von KAYANO et al. (2018)
iiberein, die mehrere Mastitis-Pathogene untersuchten (einschlieflich S. aureus und
E. coli): alle Pathogene fiihrten zu einem signifikanten Anstieg des Fett- und
Proteingehaltes in der Milch erkrankter Kiihe, im Gegensatz zu sinkenden
Laktosekonzentrationen, insbesondere bei mit S. aureus infizierten Tieren. Auch
eine experimentelle intramammaire Inokulation mit LPS fiihrte zu signifikant
reduzierten Laktose-Konzentrationen und war am niedrigsten 9h nach

Versuchsbeginn (WAGNER et al., 2023).

6. Dynamik der Korpertemperatur wahrend einer Mastitis

Ein zentraler Bestandteil der klinischen Untersuchung ist die Messung der inneren
Korpertemperatur. Die physiologische Korpertemperatur eines Rindes liegt
zwischen 38,0 und 39,2 °C und wird gewohnlich rektal mittels Fieberthermometer

gemessen (ARRUDA et al., 2013).

In einer klinischen Studie fiihrte die intramammaire Infektion mit S. aureus
innerhalb der ersten 12 Stunden nach der Inokulation nicht zu einem Anstieg der
Korpertemperatur. Im Gegensatz dazu entwickelten in der gleichen Studie alle
Kithe nach intramammérer Inokulation mit FE. coli Fieber. Die maximale
Korpertemperatur 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 Korpertemperatur 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 Korpertemperatur, 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 kénnen (BURFEIND et al., 2010; FISCHER-TENHAGEN &
ARLT, 2020). Fieber beim Rind wird ab einer inneren Kd&rpertemperatur iiber
39,5°C definiert (FISCHER-TENHAGEN & ARLT, 2020). Da die
Modernisierung der Landwirtschaft auch mit der Anwendung neuer Methoden zur
Uberwachung des Tiergesundheitsstatus einhergeht, wurden verschiedene neue
Verfahren zur Erfassung der inneren Korpertemperatur entwickelt. Dazu gehdren
bspw. Pansenlogger, Vaginallogger, die Erfassung der Korperoberflichen-
temperatur mittels Infrarotthermographie oder auch die Milchtemperaturmessung.
Im Rahmen des ,,Precision Livestock® Farming sollen diese Monitoringsysteme
helfen, friihzeitig Erkrankungen wie bspw. Mastitiden zu erkennen und zur
Verbesserung des  Tierwohls  beitragen. Da die  Messung  der
Korperoberflichentemperatur mittels Infrarotthermographie um 1,0 bis 3,0 °C
niedriger als die innere Korpertemperatur (rektal und vaginal gemessen) ist und von
sehr vielen dufleren 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 Korpertemperatur {iber 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 zukiinftig groBes Potential zur Weiterentwicklung und
Integration in automatische Erfassungssysteme (POHL et al., 2014).

In einer weiteren Studie verkniipften die Autoren die Vaginaltemperaturen mit den
Rektaltemperaturen bei Kiithen 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 Verdnderungen der Korpertemperatur zu erfassen

(VICKERS et al., 2010).

Eine weniger invasive und in der Praxis bereits hdufiger verwendete Methode zur
kontinuierlichen Erfassung der Korpertemperatur sind die Pansenlogger, welche
oral eingegeben werden. Die gemessene Temperatur ist jedoch um ca. 0,5 °C hoher
als die Rektaltemperatur. Ein grofer Nachteil ergibt sich daraus, dass die
Wasseraufnahme des Tieres die im Pansen gemessene Temperatur je nach

Wassertemperatur fiir 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 Kdrpertemperatur
iiber einen begrenzten Zeitraum kontinuierlich erfasst werden kann, und eignet sich
daher fiir 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 Herausdriicken zu rechnen (FISCHER-TENHAGEN &
ARLT, 2020).

7. Genetische Selektion auf reduzierte Empfinglichkeit

gegeniiber Mastitiserregern

Heutzutage werden zur Beurteilung des Zuchtwertes von Milchkithen neben
Auswabhlkriterien auf Basis phénotypischer Merkmale wie dem SCC und
Milchqualitdtsanalysen auch genotypische Merkmale herangezogen.

Die genetische Selektion hinsichtlich reduzierter Anfilligkeit gegeniiber
intramammarer Infektionen wurde schon vor einigen Jahrzehnten postuliert
(LEGATES & GRINNELLS, 1952) und stellt nach wie vor eine wichtige
Moglichkeit fiir 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, Fertilitdt und somit auch auf die Gesundheit und Langlebigkeit
der Milchkiihe haben (KUHN et al., 2003; COLE et al., 2009; BRAND et al., 2010).
In routinemiBigen Zuchtbewertungen wird hingegen hauptsichlich der SCC als
Indikator fiir die Eutergesundheit eingesetzt, da dieser stark mit dem Auftreten
klinischer Mastitiden korreliert (RUPP & BOICHARD, 2003; KUHN et al., 2008).
Die Moglichkeiten zur genetischen Selektion haben in den letzten Jahrzehnten
enorm zugenommen. Genomweite Analysen groBer Gendatenbanken
identifizierten spezifische Kandidatengene und Chromosomenregionen, wobei

verschiedene Bos taurus Autosome (BTA) untersucht wurden.
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Dabei wurden auf mehreren Autosomen Zusammenhidnge zu Kalbeverlauf,
verschiedenen Exterieurmerkmalen, der Langlebigkeit und der Gesamtleistung bei
Holstein Friesian Kiihen 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 (KUHN et al., 2003;
KUHN et al., 2008). In weiteren Studien wurden ,,Quantitative Trait Loci (QTL)
dieser Regionen identifiziert, um mehr Informationen iiber genetisch bedingte
molekulare Mechanismen der Mastitisresistenz in Milchdriisenepithelzellen von
Kithen zu erlangen (RUPP & BOICHARD, 2003; BRAND et al., 2009;
GRIESBECK-ZILCH et al., 2009). Diese Ergebnisse lieferten Grundlagen fiir die
Anwendung von Informationen iiber diese QTL als erfolgreiches Instrument zur
Selektion von Kiihen hinsichtlich Mastitisresistenz. In einem weiteren Versuch von
BRAND et al. (2010) wurden drei Bullen aus der deutschen Holsteinpopulation
mittels linearer Zuchtwertschdtzung ausgewihlt, die eine Diskrepanz der
markergestiitzten Zuchtwerte fiir SCC in der telomerischen Region des BTA18 fiir
alternative Haplotypen hatten. Es konnten so selektierte primipare Tochter dieser
Bullen fiir einen Infektionsversuch verwendet werden, unterteilt in 6 Farsen mit
dem vorteilhaften Haplotypen (Q) und 5 Féarsen des unvorteilhaften Haplotypen (q).
BRAND et al. (2011) fiihrten 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
Pradisposition, die bakterielle Stimulation und auf die MEC selbst zuriickzufiihren
sind. Es zeigte sich eine schnellere und stirkere 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 erhohte mRNA-Expression von Genen der angeborenen Immunantwort
wie TLR2 und TNF-a. Nach der bakteriellen Stimulation zeigten MEC von
Q-Kiihen eine erhohte Genexpression mehrerer Interleukine (IL), was zu einer
insgesamt weniger ausgeprigten und verzogerten Reaktion auf die Stimulation
fihrte. 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 héher

in den MEC des vorteilhaften Haplotypen (Q).
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Die am stirksten verdnderten Signalwege in den MEC von Kiihen des
unvorteilhaften Haplotypen (q) hingegen betrafen die Kommunikation zwischen
dem angeborenen und erworbenen Immunsystem sowie die Akute-Phase-Antwort:
Bei den MEC von Kiihen des vorteilhaften Haplotypen (Q) wurde {iberwiegend die
Reifung dendritischer Zellen beeinflusst, was durch die signifikant hohere
Genexpression von Molekiilen, 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 Kiihen mit divergierenden Haplotypen auch in vivo
manifestieren wiirden. Gefordert von der Bundesanstalt fiir Landwirtschaft und
Erndhrung (BLE) und der Landwirtschaftlichen Rentenbank wurde ein nationales
Forschungsprojekt mit dem Titel: ,,Chron Mast - Entwicklung von Biomarkern fiir
Wirtsdeterminanten akuter und chronischer Mastitis beim Rind* implementiert. Im
Rahmen dieses Kooperationsprojektes wurden Unterschiede zwischen Kiihen des
vorteilhaften (Q) und unvorteilhaften (q) Haplotypen in der peripartalen Periode
(MEYERHOLZ et al, 2019), wihrend eines kontrollierten intramammaéren
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-Kiihen im Vergleich zu g-Kiihen. Es wurden jedoch
keine Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich Nachgeburtsverhaltung,
Uterusinvolution oder dem Einsetzen der Zyklizitit post partum festgestellt. Auch
wurden verschiedene metabolische Faktoren untersucht, unter anderen die
Serumkonzentrationen von Beta-Hydroxybutyrat und Plasmakonzentrationen des
insulindhnlichen Wachstumsfaktors (insulin-like growth factor 1, IGF-I), als
Parameter fiir ein erhdhtes Risiko von Stoffwechselstorungen. Die Blutanalysen
zeigten eine weniger stark ausgepréigte Entkopplung der somatotropen Achse bei
primiparen Kiihen vom vorteilhaften Haplotypen (Q) im Vergleich zu primiparen
Kiithen vom unvorteilhaften Haplotypen (q) (MEYERHOLZ et al., 2019). Im
Weiteren zeigten primipare Kithe 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-Kiihen

(ROHMEIER et al., 2020).
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Im Langzeitmodell wurden 6 Kiihe (Q: n=3, q: n=3) iiber zwei Laktationen
beobachtet. HEIMES et al. (2019) konnten zeigen, dass die g-Kiihe eine deutlich
hohere 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 gegeniiber eindringenden Krankheitserregern
einhergeht. Demgegeniiber hatten die g-Kiihe im Laufe der ersten Laktation jedoch
einen insgesamt hoheren SCC, was eine erhohte Anfélligkeit fiir das Eindringen
von Keimen ins Euter im Verlauf der Laktation vermuten 14sst.

Zusammenfassend ldsst sich {iiber die bereits publizierten Ergebnisse des
ChronMast Projektes sagen, dass der Vergleich von Kiihen mit divergierenden
paternalen BTA18 Haplotypen zeigte, dass Kiihe 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 g-Kiihen hinsichtlich der
Zusammensetzung der  Milchzellpopulationen, der  Entwicklung der
Korpertemperatur sowie der Milchinhaltsstoffe in einem intramamméren

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 Verfiigbarkeit von statistischen
Programmen zuriickzufiihren (LOPES & WEST, 2004). Bayesische Modelle sind
multivariate Faktorenmodelle, welche methodische und rechnerische Fragen der
Modellspezifikation und Modellanpassung kombinieren. Diese Faktorenanalysen
sind eine der leistungsstirksten und flexibelsten statistischen Verfahren zur
Bewertung multivariater Abhidngigkeiten und Co-Abhédngigkeiten. Durch
Bayesische Modelle kdnnen verschiedene Arten von Datenbeziehungen zwischen
den untersuchten Variablen iiberpriift und wiederlegt werden (LOPES & WEST,
2004). Diese Modelle eignen sich daher fiir komplexe Fragestellungen, da sie eine
fast beliebige Anzahl an Einflussfaktoren in die Analyse miteinbeziehen konnen.
Bayesische Modelle unterscheiden sich von anderen statistischen Verfahren

dadurch, dass auch Vorwissen iiber die Datenauswertung integriert werden kann.
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Diese Modelle konnen so die wahrscheinlichste Hypothese aus einer Reihe
konkurrierender Hypothesen iiber die Mechanismen der beobachteten Daten

bestimmen (STEPHAN et al., 2009).

RAFTERY (1995) argumentierte, dass p-Werte und die zugehdrigen statistischen
Tests insbesondere bei groBen Stichproben unbefriedigende Ergebnisse liefern. Er
zeigte auf, dass bei Verwendung anderer statistischer Verfahren, wie beispielsweise
der Regressionsanalyse, wenn es viele unabhidngige Kandidatenvariablen gibt,
Standardverfahren zur Variablenauswahl zu sehr irrefithrenden Ergebnissen fiihren
konnen. Zusétzlich wird durch die Auswahl eines einzelnen Modells die
Modellunsicherheit unterschitzt. Die Bayesischen Modelle iiberwinden diese
Problematik, in dem sie mehr Vorhersagen unter Einbeziehung komplexer

Zusammenhidnge ermoglichen, was einen grof3en Vorteil darstellt.

Dariiber hinaus wurde festgestellt, dass der hierarchische Ansatz der Bayesischen
Modelle bei Vorhandensein von Ausreiern erheblich robuster ist als andere
Methoden, die zufillige Effekte inkludieren (random effects) (STEPHAN et al.,
2009).
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Abstract

Background In dairy cattle, mastitis causes high financial losses and impairs animal well-being. Genetic selection

is used to breed cows with reduced mastitis susceptibility. Techniques such as milk cell flow cytometry may improve
early mastitis diagnosis. In a highly standardized in vivo infection model, 36 half-sib cows were selected for divergent
paternal Bos taurus chromosome 18 haplotypes (Q vs. g) and challenged with Escherichia coli for 24 h or Staphylococ-
cus aureus for 96 h, after which the samples were analyzed at 12 h intervals. Vaginal temperature (VT) was recorded
every three minutes. The objective of this study was to compare the differential milk cell count (DMCC), milk param-
eters (fat %, protein %, lactose %, pH) and VT between favorable (Q) and unfavorable (q) haplotype cows using Bayes-
ian models to evaluate their potential as improved early indicators of differential susceptibility to mastitis.

Results After S. aureus challenge, compared to the Q half-sibship cows, the milk of the g cows exhibited higher PMN
levels according to the DMCC (24 h, p<0.001), a higher SCC (24 h, p<0.01 and 36 h, p<0.05), large cells (24 h, p <0.05)
and more dead (36 h, p<0.001) and live cells (24 h, p<0.01). The protein % was greater in Q milk than in g milkat 0 h
(p=0.025). In the S. aureus group, Q cows had a greater protein % (60 h, p=0.048) and fat % (84 h, p=0.022) than q
cows. Initially, the greater VT of S. aureus-challenged g cows (0 and 12-24 h, p <0.05) reversed to a lower VT in g cows
than in Q cows (48-60 h, p <0.05).

Additionally, the following findings emphasized the validity of the model: in the S. aureus group all DMCC subpopu-
lations (24 h-96 h, p<0.001) and in the E. coli group nearly all DMCC subpopulations (12 h-24 h, p <0.001) were
higher in challenged quarters than in unchallenged quarters. The lactose % was lower in the milk samples of E. coli-
challenged quarters than in those of S. aureus-challenged quarters (24 h, p<0.001). Between 12 and 18 h, the VT
was greater in cows challenged with E. coli than in those challenged with S. aureus (3-h interval approach, p <0.001).
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Conclusion This in vivo infection model confirmed specific differences between Q and g cows with respect
to the DMCC, milk component analysis results and VT results after S. aureus inoculation but not after £. coli challenge.
However, compared with conventional milk cell analysis monitoring, e.g., the global SCC, the DMCC analysis did

not provide refined phenotyping of the pathogen response.

Keywords Cattle, Intramammary infection model, Milk parameters, Vaginal temperature, Mastitis, S. aureus, E. coli,

Bayesian model

Background

Bovine mastitis is one of the most common diseases in
dairy cows worldwide [1-3]. In addition to detrimen-
tally affecting animal well-being, it strongly influences
dairy farm profitability by direct and indirect effects on
milk yield and quality [4, 5]. Intramammary infection
(IMI) occurs in 20-50% of all lactating cows [3, 6]. Due
to increasing antibiotic resistance, measures to reduce
the use of antibiotics to treat mastitis are needed. This
includes prevention strategies, including milking hygiene
procedures, early mastitis diagnosis and mastitis treat-
ment, supportive treatment of clinical cases, separation
of infected cows and culling to reduce IMI at the herd
level [1].

In addition, breeding for increased mastitis resistance
is essential. Parameters based on phenotypic characteris-
tics such as the somatic cell count (SCC) and milk qual-
ity analysis are often used to assess the genetic value of
mastitis resistance in dairy cows. In addition to the use
of surrogate parameters, new tools for genetic selec-
tion, including genomic information, have become
state-of-the-art. In earlier studies [7, 8], quantitative
trait loci (QTLs) were identified to provide more infor-
mation about genetically determined molecular mecha-
nisms of mastitis resistance in mammary epithelial cells
from cows harboring alternative QTL alleles [9]. These
observations were based on previous studies reporting
a QTL on Bos taurus chromosome 18 (BTA18), which
was related to the SCC [10, 11]. Several follow-up stud-
ies have confirmed that this major locus segregates in
the Holstein dairy cattle population and has a substantial
effect on longevity [7, 8]. However, to date, no distinction
has been made between the different pathogenetic and
pathophysiological backgrounds of mastitis when select-
ing for mastitis resistance.

Staphylococcus aureus (S. aureus) and Escherichia coli
(E. coli) are two of the most important mastitis patho-
gens with different clinical disease courses [12, 13]. IMI
caused by S. aureus usually results in subclinical masti-
tis, which is often less severe but can persist for a life-
time. This chronic course has long-term effects on total
milk yield, milk quality, milk composition and overall
productivity [4, 14]. Due to the persistence and intermit-
tent shedding of S. aureus, detection is difficult [1, 15]. In

contrast, E. coli causes acute mastitis with moderate to
severe clinical signs that can be overcome within a few
days but often require veterinary treatment. Severe dis-
ease may gravely affect the animal [16]. Because of their
opposite clinical outcomes, S. aureus and E. coli have
widely been used in experimental studies for subclini-
cal and clinical mastitis, and these studies have revealed
the different underlying mastitis pathophysiologies of
S. aureus and E. coli mastitis [12, 14, 17].

In general, the somatic cell count (SCC) in milk is>97%
leukocytes and <3% mammary epithelial cells (MECs)
[18, 19]. The innate immune response during IMI leads to
enhanced recruitment of immune cells, which are impor-
tant for defense against invading pathogens. The iden-
tification of subclinical mastitis is widely based on SCC
values>100,000 cells / ml. However, healthy cows may
display higher values [20, 21]. Moreover, inflammation
of the mammary gland has even been observed in cows
with SCC values below 100,000 cells / ml [22]. Further-
more, the SCC varies with lactation status, age, stress,
milking frequency and season [23, 24].

For mastitis control programs, a large variety of diag-
nostic methods are available for milk sample analy-
sis, including the SCC and the California Mastitis Test
(CMT) [25]. The SCC is a widespread tool used to esti-
mate cell quantities for mastitis detection but does not
determine the distribution of different cell types.

To further distinguish between cell types in milk, the
differential milk cell count (DMCC) has gained increas-
ing attention in recent years [18]. Twenty-five years
ago, the DMCC was described to allow the detection of
mastitis in its initial phase via the analysis of different
immune cell populations in milk [26]. This technique
allows for the differentiation of polymorphonuclear
neutrophils (PMNs), lymphocytes and macrophages
[27] by either microscopic or flow cytometric analysis
[19, 20, 22, 28-30].

PMNs constitute more than 90% of the chemokine-
attracted migrating leukocyte populations in the alveo-
lar lumen [31]. Alongside resident mammary epithelial
cells, these phagocytes serve as one of the first lines of
defense against invading pathogens. PMNs are recruited
by chemokines secreted from MECs [32]. The maximum
PMN influx (3122 +458 PMN /uL) in quarters that were
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inoculated with E. coli occurred 6-24 h after challenge
[33]. In contrast, in cases of chronic mastitis, PMN
fractions may vary from very high values, as observed
in acute mastitis (~56 — 73% of the SCC), to very low
percentages, as observed in uninfected quarters (~28%).
The predominant cell population in the milk of healthy
cows is reported to be lymphocytes (~47% of the SCC).
Their fraction and number seem to be genetically deter-
mined [14, 22]. Dosogne et al. reported that lymphocytes
and monocytes were more abundant in early lactation
than in mid- and late lactation, whereas macrophages
and PMNs remained considerably less abundant [34].

Degen et al. assessed the effectiveness of the DMCC
as a tool for early mastitis detection based on changes in
the relative cell populations for differentiation between
healthy and inflamed quarters as well as between acute
and chronic mastitis [35]. In summary, the DMCC is
advantageous because it can be used to investigate the
proportions of different somatic cell populations in milk
samples to optimize mastitis diagnosis and to assess the
general health of dairy cows. The DMCC is more accu-
rate than the SCC and provides additional information
for detecting mastitis in different and early stages as well
as for detecting subclinical mastitis in patients with an
SCC 0f<100,000 cells / ml. The accuracy of the DMCC
for detecting subclinical mastitis under field conditions
has been evaluated [36], and the DMCC has been sug-
gested as a tool for monitoring disease progression or
treatment success [18]. Thus, the DMCC can serve as a
tool for preventive health management in dairy cows,
allowing early and accurate detection of mastitis.

The aim of the present study was to explore whether
cows with similar overall genetic backgrounds (pater-
nal half-sibs) but divergent BTA18 paternal haplotypes
show differential early responses to mastitis patho-
gen challenge in acute or chronic mastitis models. In
particular, we hypothesized that compared with con-
ventional parameters, the differential milk cell count
(DMCC), milk parameters and vaginal temperature
would be better early indicators of a genetically driven
differential early response to mastitis pathogen chal-
lenge in an acute or chronic mastitis model.

Results

Differences in the DMCC

Differences in the DMCC between challenged quarters

and unchallenged quarters

The DMCC of untreated quarters and quarters treated
with saline solution (0.9%) differed significantly in both
pathogen groups. In the E. coli group at timepoint 24 h
post inoculation (p. i.) numbers of cells in all leukocyte sub-
populations (p<0.001) were higher in the untreated quar-
ters compared to the quarters treated with saline solution.
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In the S. aureus group from timepoint 24 p. i. until the
end of the experiment PMN:S, live cells and SCC were sig-
nificantly lower in untreated quarters compared to quar-
ters treated with saline solution (p < 0.05, except for 72
h: PMNs p = 0.06, live cells: p = 0.07 and SCC: p = 0.08).
Furthermore, from timepoint 36 h p. i. until the end of
the experiment, lymphoid cells, large cells and dead cells
were significantly lower in untreated quarters compared to
quarters treated with saline solution in the S. aureus group
(p < 0.05, except for 72 h: lymphoid cells and large cells p =
n.s.,and 72 h and 96 h dead cells: p = n.s.).

No significant differences in the DMCC were found
between challenged quarters and untreated or saline
solution treated quarters at timepoint 0 h for cows chal-
lenged with E. coli and at timepoint 0 h and 12 h for cows
challenged with S. aureus, irrespective of the haplotype
(Additional Fig. 1).

At timepoint 12 h and 24 h p. i. significantly higher cell
counts of all cell populations were detected in the E. coli-
challenged quarters compared to untreated or saline
solution treated quarters (p<0.01,). Similarly, S. aureus-
challenged quarters showed significantly higher numbers
of cells in all cell populations starting 24 h p. i. until the
end of the experiment (p <0.001) compared to untreated
or saline solution treated quarters (Additional Fig. 1).

Differences in the DMCC between cows with haplotypes
qvs.Q

The DMCC of the challenged quarters did not differ signifi-
cantly between the haplotypes q and Q in the first 24 h p. i.
(Bayesian model independent of the inoculated pathogen,
p>0.1, data not shown). Differences between q and Q cows
were detected in the S. aureus-challenged quarters at later
timepoints after inoculation. PMN levels were significantly
higher in the challenged quarters of q cows compared to
challenged quarters of Q cows at 24 h p. i. (p<0.001, Fig. 1).
Similarly, the SCC at timepoints 24 h p. i. (¢<0.01) and 36 h
p. i. (p<0.05), as well as live cell count (p<0.01) and large cell
count (p<0.05) at timepoint 24 h p. i. and dead cell count at
36 h p. i. (p<0.001) were higher in the challenged quarters of
q cows compared to challenged quarters of Q cows (Fig. 1).

Differences in the DMCC between quarters challenged

with E. coli and quarters challenged with S. aureus

within the haplotype groups

There were no significant differences in the DMCC
between the E. coli- and S. aureus-challenged quarters
at timepoint 0 h. Within the Q group, at timepoint 12 h
p. i. numbers of all measured cell populations in E. coli-
challenged quarters were significantly higher than in
S. aureus-challenged quarters (p<0.05). This cannot be
reported for q cows except for PMNS, that were significant
higher at timepoint 12 h p. i. in E. coli-challenged quarters
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Fig. 1 DMCC of milk samples from cows with divergent haplotypes during challenge with E. coli or S. aureus. lllustration of the Bayesian model
including the logarithmized number [cells/ml] of polymorphonuclear neutrophils (PMNs), somatic cell count (SCC), lymphoid cells, large cells,

and live and dead cells in the milk of challenged quarters of primiparous cows with either favorable (Q) or unfavorable (q) haplotypes that were
challenged with Escherichia coli (E. coli) for 24 h or with Staphylococcus aureus (S. aureus) for 96 h. The dataset includes n=35 cows, distributed

as follows: E. coli challenge Q: n=5, q: n=6 and S. aureus challenge Q: n=12,q: n=12. Model predictions are presented as 80% and 95% confidence
intervals of the mean. Differences between Q and g cows are indicated with * if p<0.05 and with ** if p <0.01 and *** if p < 0.001. Significant
differences between the pathogen groups (E. colivs. S. aureus) as well as differences over time relative to challenge are not shown

compared to S. aureus-challenged quarters (p=0.015)
within the q group. Except for PMNs within haplotype
group q (p=0.061), at 24 h p. i, all cell populations were
significantly higher in the E. coli-challenged quarters com-
pared to the S. aureus-challenged quarters, independent of
the cow haplotype (»<0.05) (Fig. 1, only significant differ-
ences between haplotype groups, but not between patho-
gen groups are indicated with asterisks).

Differences in milk component analysis

Differences in milk component analysis between cows

with haplotypes q vs. Q

The overall analysis of all cows and all quarters from
both pathogen groups in one Bayesian model revealed
significant differences in protein % at 0 h, which was
significantly greater in Q than in q cows (»p=0.025; Q:
mean +sd=2.97 +0.24; q: median=2.76, IQR=0.27; data
not shown). Regarding the S. aureus group, there were
significant differences between Q and q cows at later
timepoints: the protein % was significantly greater in Q
cows at 60 h p. i. (p=0.048, Fig. 2), as was the fat % at 84 h
p. i. (p=0.022, Fig. 2). For pH, a trend at 72 h p. i. was
detected to be greater for q than for Q cows (p=0.055).

In both pathogen groups, no significant differences were
found for the lactose % in quarters of cows with different
haplotypes (Fig. 2).

Differences in milk component analysis between cows
challenged with E. coli and cows with S. aureus

Concerning the milk component analysis, few differences
were found between the applied pathogens. The fat %
was significantly greater in S. aureus-challenged cows
than in E. coli-challenged cows at 0 h (p<0.01) and 24 h
(p <0.05) (Fig. 2). Similarly, the lactose % was significantly
lower in E. coli-challenged cows at 24 h p. i. (»p<0.001)
than in S. aureus-challenged cows. No significant differ-
ences in pH or protein % were detected between the two
pathogens (Fig. 2, only significant differences between
haplotype groups, but not between pathogen groups are
indicated with asterisks).

Differences in vaginal temperature

Course of VT during intramammary challenge

The analysis of the vaginal temperature (VT), which was
measured every three minutes, revealed divergent curves
for the two pathogens and between the two different
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Fig. 2 Milk component analysis of milk samples from cows with divergent haplotypes during pathogen challenge. Illustration of the Bayesian
model including fat %, protein %, lactose % and pH in milk of all quarters of primiparous cows with either favorable (Q) or unfavorable (q)
haplotype, challenged with Escherichia coli (E. coli) for 24 h or with Staphylococcus aureus (S. aureus) for 96 h. The dataset includes n=35 cows,
distributed as follows: E. coli challenge Q: n=5, g:n=6 and S. aureus challenge Q: n=12, q: n=12. Model predictions are presented as 80% and 95%
confidence intervals of the mean. Differences between Q and g cows are indicated with * if p<0.05 and with ** if p<0.01 and *** if p<0.001.
Significant differences between the pathogen groups (E. coli vs. S. aureus) as well as differences over time relative to challenge are not shown

haplotypes, as shown in Fig. 3. The VT of E. coli-chal-
lenged cows was greater during the whole experiment in
q than in Q cows. Vice versa, S. aureus-challenged cows
with haplotype q showed an initially greater VT; how-
ever, this reversed after 48 h to a lower VT in q cows
than in Q cows. While E. coli-challenged cows developed
one vaginal temperature peak within the 24 h challenge,

S. aureus-challenged cows showed undulant vaginal tem-
perature during the 96 h challenge. The circadian rhythm of
the physiological body temperature during S. aureus chal-
lenge was affected for at least the first 36 h after infection
(Fig. 3).

These findings revealed the effect of intramammary
challenge on VT. To uncover significant differences
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Fig. 3 Vaginal temperature of divergent haplotype cows during pathogen challenge. Vaginal temperature (in degrees Celsius) of primiparous cows
with either favorable (Q) or unfavorable (g) haplotypes challenged with Escherichia coli (E. coli) for 24 h or with Staphylococcus aureus (S. aureus)

for 96 h.Vaginal temperature was measured every 3 min. The dataset included n=34 cows, distributed as follows: E. coli challenge Q: n=5, q:n=5
and S. aureus challenge Q: n=12, g: n=12.The ggplot2 package [37] with the geom_smooth function, which uses a generalized additive model
(gam), was used for visualization. The gray areas above and below the line represent the 95% confidence intervals, and the intercept is set at 39.5 °C
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between the pathogen and haplotype groups, the data
were further analyzed at 3-h and 12-h intervals.

Three-hour interval approach
With the Bayesian model, when analyzing the vaginal
temperature at 3-h intervals, highly significant differ-
ences between both pathogens were detected at 12-15h
and 15-18 h after the start of the intramammary chal-
lenge. The vaginal temperature was greater in cows
challenged with E. coli than in those challenged with
S. aureus (p<0.001; Fig. 4).

No significant differences were found between the two
haplotypes (Q versus q) in this 3-h interval analysis (Fig. 4).

Twelve-hour interval approach

Using a 12-h interval approach, a comparison between
the haplotypes revealed significant differences between
Q and q cows. The two haplotypes did not differ in
the E. coli-challenged group (p>0.1, Fig. 5), but in the
S. aureus group in the interval 12-24 h p. i. (p=0.029),
the vaginal temperature was significantly greater in q
than in Q cows. Vice versa, in the interval of 48-60 h
p. i. (p=0.011), the vaginal temperature was significantly
lower in q cows than in Q cows (Fig. 5).
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Discussion

The aim of the present study was to compare the differ-
ential milk cell count (DMCC), parameters of milk com-
ponent analysis and vaginal temperature between two
divergent paternal haplotype groups (Q vs. q) during a
controlled intramammary challenge experiment with
either E. coli or S. aureus using Bayesian models. In our
study, we started with the hypothesis that compared to
conventional parameters, the DMCC, milk parameters
and vaginal temperature would be better early indica-
tors of a genetically driven differential early response to a
mastitis pathogen challenge in an acute or a chronic mas-
titis model.

As expected, leukocyte subpopulations differed signifi-
cantly between challenged and unchallenged quarters.
This was the case for SCC, PMNs and live cell counts,
that were significantly greater in the milk of the chal-
lenged quarters than in that of the unchallenged quar-
ters 24 h after inoculation of S. aureus. In contrast, in
the E. coli group all cell populations, except for lymphoid
cells, were significantly higher in challenged compared
to unchallenged quarters already 12 h after inoculation.
This finding is in line with observations reported in sev-
eral other studies [12, 13].

S. aureus - infections
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T

69h 9-12h 12-15h 15-18h 18-21h 21-24h
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Fig. 4 Vaginal temperature of divergent haplotype cows during pathogen challenge illustrated in 3-h intervals. lllustration of the Bayesian model
including the vaginal temperature (in degrees Celsius) of primiparous cows with either favorable (Q) or unfavorable (q) haplotypes challenged
with Escherichia coli (E. coli) for 24 h or with Staphylococcus aureus (S. aureus) for 96 h. Vaginal temperature was measured every 3 min and summed
into 3-h intervals. The dataset included n=34 cows, distributed as follows: £ coli challenge Q: n=5, g: n=5 and S. aureus challenge Q: n=12,

g: n=12. Model predictions are presented as 80% and 95% confidence intervals of the mean. Statistical analysis did not reveal any significant
differences (p < 0.05) between Q and g cows. Significant differences between the pathogen groups (E. colivs. S. aureus) as well as differences

over time relative to challenge are not shown
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Fig. 5 Vaginal temperature of divergent haplotype cows during pathogen challenge illustrated in 12-h intervals. lllustration of the Bayesian model
including the vaginal temperature (in degrees Celsius) of primiparous cows with either favorable (Q) or unfavorable (q) haplotypes challenged
with Escherichia coli (E. coli) for 24 h or with Staphylococcus aureus (S. aureus) for 96 h. The vaginal temperature was measured every 3 min

and summarized into 12-h intervals. The dataset included data for 34 cows, distributed as follows: E. coli challenge Q: n=5, g: n=5 and S. aureus
challenge Q: n=12, g: n=12. Model predictions are presented as 80% and 95% confidence intervals of the mean. Differences between Q and q
cows are indicated with * if p <0.05 and with ** if p<0.01 and *** if p < 0.001. Significant differences between the pathogen groups (E. coli vs.

S. aureus) as well as differences over time relative to challenge are not shown

Although the differences were less pronounced than
expected, we confirmed our hypothesis regarding DMCC
differences between Q and q cows in the S. aureus model:
the DMCC showed significantly more PMN's in the milk
of q cows than in that of Q cows at 24 h, a greater SCC
at 24 and 36 h, an elevated number of live and large cells
(24 h p. i.) as well as dead cells (36 h p. i.) after challenge.
Such differences were not observed in the acute masti-
tis model, as no differences between Q and q cows were
detected after intramammary infection with E. coli. This
might be due to the experimental setup with a shorter
period of observation after inoculation with E. coli (24 h)
than after inoculation with S. aureus (96 h), which is a
limitation of the present study. Another limitation of this
experimental setup of this study involves the compara-
bility of untreated udder quarters und quarters treated
with saline solution. Surprisingly, DMCC in milk sam-
ples of these quarters differed significantly in the E. coli
group (12 h and 24 h) as well as in the S. aureus group
(24 h - 96 h). This was unexpected, as these two treat-
ments were both meant to serve as negative controls. The
observed differences cannot be explained by the fact, that
on one treatment group saline solution was inserted and
in the other treatment group the teat channel and udder
parenchyma was not touched, because both pathogen
groups showed inverse results. In the S. aureus group, the
untreated quarters were lower in cell counts compared
to the saline solution treated quarters (numerically at 0 h
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and 12 h, significantly 24 h - 96 h). But in the E. coli group
it was the other way around: untreated quarters showed
higher numbers of leukocyte subpopulations compared
to quarters treated with saline solution. It can be specu-
lated that these differences originate from the allocation
of the treatment groups, which were different in the two
pathogen groups: In the E. coli group the hind left quarter
was treated with saline solution, and the front right and
front left quarters remained untreated. In the S. aureus
group, the front left quarter was treated with saline solu-
tion, and the front right quarter remained untreated.
These differences in DMCC between untreated quarters
and saline solution were relatively low and had no impact
on clinical parameters as swelling or pain. However,
this aspect must be taken into account in future study
designs.

Overall, the findings concerning the dynamics of the
different cell populations in the milk of challenged quar-
ters are in accordance with a study from Rivas et al.
(2001), who found PMNs to be the predominant sub-
population during an intramammary challenge experi-
ment [20]. In the same study, the authors demonstrated
the possibility of detecting nonmastitic, early inflamma-
tory and late inflammatory reactions within their study
population (inoculated S. aureus in six lactating cows) via
DMCC analysis. They demonstrated an early increase in
the percentage of PMNs and a decrease in lymphocytes
one day after inoculation. At days four to eight, PMNs
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were the predominant subpopulation, but the percentage
of mononuclear cells increased [20]. Using the DMCC,
Wall et al. observed a shift in different cell populations,
predominantly PMNs, even at low SCC levels after
intramammary treatment with LPS [27]. A study from
Damm et al. revealed increasing proportions of PMNs
and decreasing proportions of macrophages as the SCC
increased, whereas the lymphocyte population remained
consistently lower than the other cell populations [30].

The cows included in this study were genetically
selected via SNP genotyping for alternative paternal
chromosome 18 haplotypes associated with favorable
(Q) or unfavorable (q) effects on the health of the mam-
mary gland. During the selection procedure, the somatic
cell score (SCS) served as a surrogate for mastitis inci-
dence [10, 38-40]. Beyond that, strict selection criteria,
for example, only primiparous cows, equal housing con-
ditions, and a highly standardized experimental setup
and data collection, were applied to reach the maximal
scientific output. Furthermore, Bayesian models includ-
ing variable and fixed effects were used as up-to-date and
robust statistical analyses to complete the high-grade
data analysis. The consideration of individual cow effects
was applied in the Bayesian models to achieve the most
accurate predictions.

To date, other in vivo studies that investigate DMCC in
the milk of cows with divergent genetics regarding mas-
titis resistance in general and with respect to the target
region on BTA18 in particular are lacking. Although the
confirmed quantitative trait locus (QTL) on BTA18 has
been associated with important performance traits, such
as calving ease and stillbirth [41-44], several authors
have attempted to identify the exact causal mutation,
which has recently been further investigated by Dachs
etal. [45].

In parallel to the in vivo infection model, a long-term
trial including n=6 selected cows (Q: n=3, q: n=3) for
two lactation periods was performed by our scientific
group at the Research Institute for Farm Animal Biology
in Dummerstorf, Germany. In the long-term trial, it was
shown that the average SCC was significantly greater in q
cows than in Q cows [46], and these individuals had more
subclinical mastitis. This finding is in line with a greater
PMN level and SCC after pathogen challenge in the
q cows in the present study. Additionally, in a previous
publication of this group including the same set of cows
used for the intramammary infection model, quarter milk
yield and bacterial shedding were analyzed. No signifi-
cant differences between the haplotypes regarding quar-
ter milk yield could be detected, but the total milk yield
decrease 12 h and 24 h after the start of the challenge
was minor in Q cows compared to q cows. Concerning
the bacterial shedding in milk, cows with haplotype Q
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showed fewer colony-forming units in milk samples from
challenged quarters 12 h after intramammary inoculation
than did those with haplotype q [38].

In addition to the DMCC analysis, within this study,
the milk parameters protein %, fat %, lactose % and pH
were analyzed at the quarter milk level during the chal-
lenge experiment. These serve as the most important
parameters for describing milk composition and can be
interpreted in the context of important physiological pro-
cesses such as energy balance and changes in the blood—
milk barrier. In the case of IMI, pathogen-dependent
changes in milk yield and quality have been reported [47,
48]. In addition to negative correlations between the SCC
and milk yield, positive correlations between the SCC and
the percentage of fat and protein were also reported [49].
Conversely, negative correlations were found between
IMI and the milk parameters fat, protein and lactose
[50]. Clinical signs of mastitis coincided with lower lac-
tose and higher protein concentrations. In the same clini-
cal trial, greater changes in milk yield were observed for
IMI with E. coli than with S. aureus, but S. aureus IMI
led to slightly reduced lactose concentrations [47]. Simi-
larly, in other studies that included mastitis-causing
pathogens such as S. aureus, reduced lactose was found
in patients with subclinical mastitis, but no difference in
protein or fat content was reported [51]. In the present
study, at 24 h, the lactose % was significantly lower in the
milk of E. coli-challenged cows than in that of S. aureus-
challenged cows, which can be explained by the reduced
synthesis capacity of MECs due to the inflammatory
response. In addition, IMI changes blood-milk barrier
permeability, which leads to a concurrent efflux of lac-
tose and potassium into the bloodstream and a simul-
taneous increase in sodium, chloride and proteins from
the bloodstream into the milk [48]. Because lactose is
exclusively produced in the mammary gland and cannot
pass through an intact epithelial barrier [52], this differ-
ence in lactose may also be explained by leakage through
the impaired tight junctions of the MEC [53]. Concern-
ing the comparison of pathogen-specific effects, we most
likely detected a lower lactose % in the E. coli group, as
inflammation was more vigorous and bacterial shedding
was greater [38], indicating greater metabolism of lac-
tose and, therefore, a lower lactose % in the E. coli group
than in the S. aureus-challenged group. Furthermore, the
severity of clinical signs during mastitis coincides with
lower lactose concentrations in cows with IMI caused by
S. aureus, Streptococcus uberis and E. coli, with the great-
est decrease in E. coli-affected animals [47]. However, as
the setup of the present studies does not allow for mecha-
nistic conclusions, these explanations remain speculative.

Interestingly, the protein % was significantly greater
in milk from Q cows than in milk from q cows at 0 h.
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Regarding the S. aureus group, Q cows had a significantly
greater protein % in milk at 60 h. Although these differ-
ences might be side effects, it is noteworthy that in both
pathogen groups at all other timepoints, the protein %
was also numerically greater in Q cows than in q cows.

As anticipated, we also showed that the vaginal tem-
perature was significantly greater in E. coli-challenged
cows than in S. aureus-challenged cows between 12 and
18 h p. i. This finding is in line with previous studies dem-
onstrating a greater and faster increase in rectal body
temperature in E. coli-challenged cows [13]. However,
in the present study, we detected small-scale changes
throughout the entire experimental period due to the use
of intravaginal temperature loggers. The measurement
of vaginal temperature with loggers has the advantage of
detecting diurnal and accurate changes in body tempera-
ture compared to measuring rectal body temperature
with thermometers [54]. An increase in body tempera-
ture is an important reaction of the host to fight against
invading pathogens. As reported by several authors,
MECs are more capable of inducing stronger cytokine
and chemokine synthesis after IMI with E. coli than after
IMI with S. aureus and are responsible for the activation
of immune functions to eradicate pathogens [55-57].
This also explains the faster and greater increase in body
temperature in E. coli-inoculated cows, as shown in our
study.

In addition, our study revealed haplotype-depend-
ent differences concerning vaginal temperature. In the
E. coli-challenged group, Q and q cows showed compa-
rable reactions, with a constant increase in vaginal tem-
perature with the onset of inflammation. In contrast, the
initial increase in the vaginal temperature of S. aureus-
challenged q cows at 0 h and 12-24 h reversed to a
decrease in the vaginal temperature in q cows compared
to Q cows at 48—60 h. As previously published, our group
showed that the incidence of metritis after calving was
lower in Q cows than in q cows and that Q cows rarely
developed fever [40, 46]. These findings suggest that Q
cows are less susceptible to infectious diseases than q
cows are. Examining the (patho)physiological mecha-
nisms underlying these differences requires further study.

Taken together, these main findings concerning the
pathogen comparison are consistent with the exist-
ing body of literature and emphasize the validity of this
intramammary challenge model. The use of two patho-
gens, E. coli and S. aureus, to model acute and chronic
mastitis is widely acknowledged, as previously reviewed
by Petzl et al. [17]. However, to the best of our knowl-
edge, this is the first IMI model study to compare two
divergent BTA18 haplotypes (favorable Q vs. unfavora-
ble q) during a controlled intramammary challenge with
either E. coli or S. aureus.
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Conclusion
In conclusion, specific differences in the DMCC, milk
parameters and vaginal temperature could be detected
between diverging haplotype cows after intramammary
infection with S. aureus. However, the potential of the
DMCC for the refined identification of early response
differences to mastitis pathogens could not be confirmed.
Taken together, this study showed that with a highly
standardized intramammary challenge experiment com-
bined with robust statistical analyses, it was possible to
observe differences between primiparous cows inherit-
ing divergent paternal haplotypes. The results suggest
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 informa-
tion about the connection between genetics and immune
functions, leading to mastitis susceptibility.

Methods

In vivo infection model

In total, 36 cows were included in this study, which was
conducted between January and September 2016 at the
Clinic for Cattle at the University of Veterinary Medicine
Hanover (TiHo). The study was approved by the Lower
Saxony Federal State Office for Consumer Protection
and Food Safety (reference number 33.12-42,502-04—
15/2024; approval date: December 15th, 2015). Previ-
ously published results included the observed differences
between the favorable (Q) and unfavorable (q) BTA18
haplotype half-sib cows before and after parturition
[40] as well as the details concerning the in vivo infec-
tion model [38]. In brief, 36 primiparous Holstein Frie-
sian cows were selected based on two divergent paternal
BTA18 haplotypes, with a focus on the SCC as a marker
for udder health and mastitis susceptibility (favorable
haplotype Q n=18, unfavorable haplotype q n=18). The
cows were purchased from German conventional private
dairy farms. From at least four weeks before the expected
calving until the end of the intramammary challenge
experiment, the animals were kept in individual pens on
straw at the Clinic for Cattle, TiHo Hanover. The cows
received component rations adjusted to their lactation/
gestation status and milk yield, and they were intensively
monitored. Details concerning the selection process,
daily management of the cows and clinical examination
have previously been published [40]. On Day 36 + 3 after
calving, the cows received an intramammary challenge
with either E. coli;;,; (Q: n=6, q: n=6) or S. aureus,y,,
(Q: n=12, q: n=12) followed by necropsy after 24 h in
the case of E. coli challenge or after 96 h in the case of
S. aureus challenge (Fig. 6A). We decided to use differ-
ing numbers of animals between the two pathogen groups
because it was an important goal to use the lowest animal
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Fig. 6 Experimental setup (5A) and sample processing (5B) of the in vivo infection model. A lllustration of the experimental setup including n=36
primiparous Holstein Friesian cows with either favorable (Q) or unfavorable (q) BTA haplotypes. After intramammary challenge with Escherichia coli
(E. coli) for 24 h, the hind right (HR) quarter was challenged, the hind left (HL) quarter was treated with saline solution as a control quarter,

and the front right (FR) and front left (FL) quarters remained untreated. After challenge with Staphylococcus aureus (S. aureus) for 96 h, the HR and HL
quarters were challenged, the FL was treated with saline solution, and the FR remained untreated. Cows were milked with a quarter milking system
every 12 h during the challenge to assess full milk samples and milk yield at the quarter level, and vaginal temperature was measured every 3 min

during the challenge. B lllustration of milk sample processing for milk component analysis and differential milk cell count (DMCC). Milk samples
were stored at 4 °C, and one set of samples per cow at each timepoint was analyzed for the milk parameters fat %, protein %, lactose % and pH.
With another set, several washing, skimming and centrifugation steps were performed until the cell suspension was analyzed for the DMCC via flow
cytometry to assess the absolute somatic cell counts (SCCs) and numbers of polymorphonuclear neutrophils (PMNs) and live, dead, lymphoid

and large cells

number possible according to the 3R principle but still
generate robust results and detect differences between
the two haplotypes. The number of animals subjected to
both challenges was allocated via a power analysis that
respected the increase in the SCC after intramammary
challenge with E. coli and S. aureus, which is the key sur-
rogate for mastitis susceptibility during the Q/q haplotype
selection process. As previously published by our group,
the increase in the SCC is greater and more homogenous
in E. coli-challenged cows than in S. gureus-challenged
cows [13]. Therefore, a smaller number of animals is
needed to detect significant differences within the E. coli
group. The rationale behind the two different time courses
was animal welfare. It is known that the course of inflam-
mation after infection with E. coli is acute and associated
with a strong increase in body temperature and severe
clinical signs of inflammation, including swelling and
pain, in the affected udder quarter. In contrast, the course
of inflammation after infection with S. aureus is less
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severe, less homogenous and less chronic. To avoid exces-
sive suffering of the cows included in the study and to stay
within the ranges of cancellation criteria, the duration of
the follow-up period after intramammary challenge was
shorter in the E. coli group than in the S. aureus group.
For E. coli challenge, the right hind quarter was inocu-
lated with the pathogen, whereas the left hind quarter was
inoculated with saline solution, and both front quarters
served as untreated negative control quarters. In the case
of S. aureus challenge, both hindquarters were inoculated
with the pathogen, whereas the left front quarter was
inoculated with saline solution, and the right front quarter
served as the untreated negative control quarter (Fig. 6A).
Intramammary infection was successfully induced in all
cows enrolled in the in vivo infection model. Each cow
developed clinical signs of mastitis, and the respective
pathogen was repeatedly recovered from the milk sam-
ples after the inoculation of every cow. The clinical results
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Fig. 7 Quarter milking system. Photo of the quarter milking system,
which was used every 12 h during the challenge experiment to milk
the cows to assess the milk yield and representative full milk samples
at the quarter level

of the in vivo infection model have previously been pub-
lished [38].

Milk component analysis and the DMCC
During the intramammary challenge experiment, the
cows were milked every twelve hours with a quarter
milking system (Fig. 7) to assess the milk yield, and rep-
resentative samples were collected at the quarter level
at each timepoint (E. coli: 0 h, 12 h, 24 h; S. aureus: 0 h,
12 h, 24 h,36 h,48 h, 60 h, 72 h, 84 h and 96 h) (Fig. 6A).
The SCC, DMCC and milk parameters were analyzed
for each milk sample (Fig. 6B). One full-quarter milk
sample (Volume 50 ml) from each cow at each timepoint
was preserved with bronopol, stored at 4 °C, transported
on dry ice and analyzed via MilkoScanTM FT + (Foss
Analytics, Denmark) at Milchwirtschaftlicher Kontroll-
verband Mittelweser e.V. (Rehburg-Loccum, Germany)
for the fat %, protein %, lactose %, pH and SCC.
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For flow cytometric analysis, 50 ml per quarter was
collected into a centrifuge tube™ (Corning CentriStar,
Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Germany), placed
on ice for transport to the laboratory and stored at 4 °C
until further processing to isolate the milk cells for the
DMCC (Fig. 6B). The first centrifugation step was per-
formed at 1,000 g and 4 °C for 10 min (Universal 32 R,
Hettich, Tuttlingen, Germany), followed by removal
of the cream layer and discarding of the supernatant.
To suspend the cell pellet, 50 ml of phosphate-buff-
ered saline (PBS, Merck KGaA, Darmstadt, Germany)
was added. The second centrifugation was performed
at 400xg and 4 °C for 10 min. The remaining cream
was removed, and the final centrifugation step was
performed at 250x g and 4 °C for 10 min. Then, the
remaining cell pellet was resuspended in 1 ml of PBS by
vortexing (Vortex ZX3, Velp Scientifica, Usmate (MB),
Italy) and labeled for flow cytometry. Next, 50 pl of the
milk cell suspension was transferred to a 1.5 ml Eppen-
dorf tube (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Germany).
Then, 100 pl of diluted propidium iodide (PO, Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, Germany) and 50 pl of diluted
acridine orange (AO, 0.01%, Polysciences Inc., War-
rington, USA) were added. Both AO and PI are DNS-
intercalating dyes, but PI can stain only necrotic cells.
Therefore, the combination of AO and OI was used to
differentiate between live and dead cells.

Flow cytometric analysis of the milk cell suspension
samples was performed with a BD AccuriTM C6 Plus flow
cytometer (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA). For
each sample, 20,000 events were counted and displayed as
dot plots with CFlow Sampler Software (BD Biosciences,
Franklin Lakes, USA). The cells that were labeled PI posi-
tive and AO positive were categorized as dead cells. The
cells that were labeled PI negative and AO positive were
categorized as live cells. According to previous studies [22,
29, 58], characteristics measured via forward scatter (FSC,
size-related) and side scatter area (SSC, complexity- and
granularity-related) allow for the differentiation of live cells
into lymphoid cells, PMNs and large cells. Gating strategy
to determine fractions of leukocytes among milk cells was
performed in four steps: (1) Identification of nucleated
cells in a PI/SSC-Area density plot after staining with AO.
(2) Identification of viable, PI-negative cells in a PI/SSC-
Area density plot. (3) Identification of single AO+ /PI- cells
in an FSC-Area/FSC-Height density plot. (4) Identification
of major cell populations among single AO +/PI- milk cells
in a FSC-A/SSC-A density plot. PMNSs, lymphoid cells, and
large cells were identified according to Mehne et al. (2010)
[58], who used cell type-specific antibodies. The gating
strategy is illustrated in Additional Fig. 2.

It can be assumed that the events recorded as lym-
phoid cells with this technique include B and T cells as
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well as natural killer cells of small size. Events recorded as
PMN:Ss include neutrophilic granulocytes, whereas events
recorded as large cells are macrophages, epithelioid cells,
monocytes and large natural killer cells. The percentages of
live cells, lymphoid cells, PMNs and large cells were calcu-
lated with CFlow Sampler software and transferred to the
central project database until further statistical analysis.
The percentage of dead cells was calculated as ‘100%-per-
centage of live cells! Although the SCC was measured
together with the other milk parameters (fat %, protein %,
lactose % and pH) via MilkoScanTM FT +analysis (see
above), it is mentioned as part of the DMCC in our study
because the SCC built the basis for absolute number cal-
culation of the PMN:S, live, dead, lymphoid and large cell
subgroups. Absolute numbers per ml were calculated by
multiplication of the percentages with the SCC per ml.

Vaginal temperature monitoring

During the whole intramammary challenge experiment, the
vaginal temperature was measured every 3 min. Therefore,
a vaginal data logger (HOBO U12 Stainless Temperature
(4,900 ft.), Onset Computer Corporation, Bourne, Massa-
chusetts/USA) was inserted on a plastic device (EAZI-BEED
CIDR-blank, Zoetis, USA) and placed into the vagina of the
cow (Fig. 6A) as previously described by Smith et al. and
Espejo et al. [59]. The data were recorded on a USB mass
storage device. At the end of the experiment, shortly before
necropsy, the vaginal temperature logger was removed, and
the sample was placed directly into cold water to mark the
extraction timepoint. The data were saved from the USB
device. For each cow, only the data from the start of the
experiment until extraction of the logger were transferred to
the central project database until further statistical analysis.
All values<36.5 °C were excluded because they were non-
physiological. In one cow, missing values occurred because
the logger had to be reinserted multiple times. Hence, a total
of 54.349 data points for S. aureus-challenged cows and
4.728 data points for E. coli-challenged cows were analyzed.
For further analysis, mean values for each cow at 3-h and
12-h intervals were calculated. Both interval approaches
were applied to analyze the differences between the two
pathogen groups (E. coli vs. S. aureus) from 0 h until 24 h
(E. coli-challenge ended) as well as for comparisons between
the two BTA18 haplotype groups (Q vs. q).

Statistical analysis

Concerning the data analysis included in this part of the
project, one cow (haplotype Q, pathogen E. coli) was
excluded. This cow had a congenital defect of the teat chan-
nel in two udder quarters. The two teat channels were not
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consistent, so it was only possible to milk this cow on the
remaining two functional udder quarters. As the cows were
selected for the experiment before their first calving, this
defect was not detected until parturition. The cow reached
an adequate average daily milk yield and was subjected to
E. coli challenge. However, concerning the data presented
here, we decided to exclude this cow and only use animals
with four intact udder quarters. Therefore, the dataset used
for the DMCC and milk component analyses included 35
cows, which were subjected to the following conditions:
E. coli challenge, Q: n=5; q: n=6 for 24 h; and S. aureus
challenge, Q: n=12, q: n=12 for 96 h. Due to a lack of data
transfer, another cow (haplotype q, pathogen E. coli) had to
be excluded from the vaginal temperature analysis. All the
data were refined in Microsoft Excel (Microsoft Corpora-
tion, Microsoft Excel, 2018) and analyzed using R statisti-
cal software [60]. In the case of missing values (< 1%), data
were collected during the analysis in R statistical software
using the ‘missRanger’ package [61].

Data analysis of the DMCC and SCC, milk compo-
nent analysis and vaginal temperature was performed
using Bayesian models with the R package ‘brm’ [62,
63]. The response variable was either a DMCC param-
eter (SCC, PMNs, lymphoid cells, large cells, live cells
or dead cells), a milk parameter (fat %, protein %, lac-
tose % or pH) or the mean vaginal temperature during
a 3-h or 12-h interval. Cow individuality was consid-
ered within the model via random effects on the inter-
cept, and interactions between haplotype and timepoint
(haplotype*timepoint) or between the respective patho-
gen and timepoint (pathogen*timepoint) for repeated
measures were also assessed. These models were used to
determine differences between challenged and unchal-
lenged quarters (“treatment”: challenged vs. untreated vs.
saline solution), differences between the two pathogens
(E. coli vs. S. aureus during the first 24 h p. i.) and differ-
ences between the haplotypes (Q vs. q) during the first
24 hin E. coli-challenged cows and for 96 h in S. aureus-
challenged cows.

The analysis of the DMCC (data log transformed), milk
components and VT with the Bayesian models was per-
formed as as listed in Table 1.

Post hoc pairwise comparisons among groups after
fitting a model were performed using the package
‘emmeans’ [64] for estimated marginal means.

To calculate the p values for the pairwise comparisons
from the Bayesian models, the package ‘bayestestR ‘ was
used [65].

To calculate the differences in protein % between
Q and q cows at 0 h, the data were tested for a normal
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Table 1 Bayesian models for analysis of differential milk cell count (DMCC), milk components and vaginal temperature (VT)

DMCC

Analysis of all cows and all quarters from both pathogen groups in one Bayesian model:

Model = brm (log(‘response variable) ~ haplotype * pathogen* timepoint + (1|cow))

Differences between challenged and untreated or saline solution treated quarters (irrespective of haplotype):

Model(E. coli) = brm(log(‘“response variable’)~ treatment * timepoint + (1|cow))

Model(S. aureus) = brm(log(‘response variable’)~ treatment * timepoint + (1|cow))

Differences between haplotypes were analyzed using the following code (filtered for treatment, only inoculated quarters):
Model(E. coli) = brm (log(‘response variable’) ~ haplotype * timepoint + (1|cow))

Model(S. aureus) = brm (log(‘response variable’) ~ haplotype * timepoint + (1|cow))

Differences between pathogens were analyzed using the following code (filtered for treatment, only inoculated quarters):
Model(Q) = brm (log(‘response variable’) ~ pathogen * timepoint + (1|cow))

Model(q) = brm (log(‘response variable”) ~ pathogen * timepoint + (1|cow))

Milk component analysis

Analysis of all cows and all quarters from both pathogen groups in one Bayesian model:

Model = brm (‘response variable” ~ haplotype * pathogen* timepoint + (1|cow))

Differences between haplotypes were analyzed using the following (not filtered for any treatment, all quarters are modeled together):
Model(E. coli) = brm (‘response variable” ~ haplotype * timepoint + (1|cow))

Model(S. aureus) = brm (“response variable” ~ haplotype * timepoint + (1|cow))

Differences between pathogens were analyzed using the following code (not filtered for any treatment, all quarters are modeled together):
Model(Q) = brm (‘response variable” ~ pathogen * timepoint + (1|cow))

Model(q) = brm (‘response variable” ~ pathogen * timepoint + (1|cow))

Vaginal temperature

Differences between the haplotypes used to analyze the mean vaginal temperature (mean_VT) at both the 3-h and 12-h intervals were analyzed using
the following model:

Model(E. coli) = brm(mean_VT ~ haplotype * time_interval + (1|cow))
Model(S. aureus) = brm(mean_VT ~ haplotype * time_interval + (1|cow))
Model(Q) = brm(mean_VT ~ pathogen * time_interval + (1|cow))
Model(g) = brm(mean_VT ~ pathogen * time_interval + (1|cow))

distribution and are presented as the mean/median and  5CS Somatic Cell Score
standard deviation (SD)/interquartile range (IQR). . Standand deviation
SNP Single nucleotide polymorphism

P values between 0.05 and 0.01 were regarded as University of Veterinary Medicine Hanover
statistically significant (*). P<0.01 was regarded as USB Universal series bus
significant (**), and p<0.001 was regarded as highly VT Vaginal temperature

L uL Microliter
significant (***).
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BTA18 Bos taurus Autosome 18

cMmT California Mastitis Test

DMCC Differential Milk Cell Count Additional file 1: Additional Figure 1. DMCC of quarter milk samples of
E coli Escherichia coli fiiffereptially chgllqued udder quarters. lllustration of the Bayesian model
eq. Exempli gratia including logarithmized number [cells/ml] of polymorphonuclear neu-

h Hours trophils (PMN), somatic cell count (SCC), lymphoid cells, large cells, vital
IMI Intramammary infection gnd non-vital cells in milk of challenged (one/two quarter/s), versus non-
IQR Inter quartile range mfected (or?e quarter), versus control quarters (one quarter, trea_teq wnth
LPS Lipopolysaccharide sallne_SQIutlon 0.9%) of uniparous cows challe_nged with Escherichia coli
MEC Mammary epithelial cells (E. coli) in one udder quarter for 24 hours or with Staphylococcus aureus

ml Milliliter (S. aureus) in two udder quarters for 96 hours. The dataset includes

p.i Post inoculation n =35 cows, distributed as foII_ows: E colichallenge: n =11 and S. aureus
PMNs Polymorphonuclear neutrophils chaIIenge: n = 24. Model predmpons are presented as 80% and 95% con-
QrL Quantitative trait locus ﬁdertnce intervals of the mean. D|ﬁereqces !:)etween non—mf'ectedf control
S.aureus  Staphylococcus aureus and mfej:ted quarters are 1nd|cat_ed with *if p < 0.05 and with **if p < 0.01
Ned Somatic cell count L and *** if p < 0.001. Significant differences between the haplotype groups
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(Q vs. q), pathogen groups (E. colivs. S. aureus) as well as differences over
time relative to challenge are not shown.

Additional file 2: Additional Figure 2. |llustration of gating strategy for
differential cell count in milk samples. Gating strategy to determine frac-
tions of leukocytes among milk cells. A) Identification of nucleated cells in
a PI/SSC-A density plot after staining with acridine orange (AO). B) Identifi-
cation of viable, propidium iodide (Pl)-negative cells in a PI/SSC-A density
plot. C) Identification of single AO+/PI- cells in a FSC-area/FSC-height den-
sity plot. D) Identification of major cell populations among single AO+/
PI- milk cells in a FSC-A/SSC-A density plot. PMN (polymorphonuclear
leukocytes), lymphoid cells, and large cells were identified according to
Mehne et al. (2010) [58], who used cell type-specific antibodies to identify
polymorphonuclear neutrophils (PMN), lymphoid cell subpopulations,
monocytes, and macrophages. FSC, forward scatter; SSC, side scatter.
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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 Kiihen zweier divergenter Haplotypen (Q vs. q) wéihrend
einer intramammiren experimentellen Infektion. Als Modellpathogene wurden
E. coli fiir akute und S. aureus fir chronische Mastitis verwendet. Den Analysen
lag folgende Hypothese zu Grunde: im Vergleich zu konventionellen Parametern
stellen das Milchdifferentialzellbild, die Milchinhaltsstoffe und die
Vaginaltemperatur verbesserte frithzeitige Indikatoren fiir die genetisch
determinierte friihe Antwort auf Mastitispathogene im akuten oder chronischen
intramammaren Infektionsmodell dar. Nach unserem Kenntnisstand handelt es sich
bei dieser Studie um die erste /n-vivo-Studie zum Vergleich des DMCCs und der
Milchinhaltsstoffe sowie der Vaginaltemperatur zwischen Q- und g-Kiihen nach

einer experimentellen IMIL.

Im Rahmen eines hochstandardisierten /n-vivo-Infektionsmodells wurden naive
erstlaktierende Kiihe 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 beriicksichtigte viele
Einflussfaktoren in einem Modell. Die Datenanalyse in der vorliegenden Arbeit
erfolgte unter Verwendung Bayesischer Modelle. Diese Form der statistischen
Datenauswertung ist besonders geeignet fiir komplexe Datensdtze 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 kénnen. Dariiber

hinaus wurden mit dieser Analyse kuhindividuelle Effekte beriicksichtigt.

Die 36 Kiihe wurden von der Klinik fiir Rinder der TiHo Hannover zwischen Januar
und September 2016 angekauft und dem Infektionsversuch zugefiihrt. Da der
Zeitpunkt der experimentellen Infektion am Tag 36 +/- 3 Tage der Laktation
erfolgte und die Tiere im genannten Zeitraum sukzessive abkalbten

(MEYERHOLZ etal.,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-Anfilligkeit (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 mdglicher jahreszeitlicher Effekt vernachlissigt

wurde. Dies sollte in zukiinftigen Untersuchungen berticksichtigt werden.

Weitere Limitationen der vorliegenden Studie betreffen die Unterschiede beziiglich
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 tiber
lediglich 24 Stunden beprobt, in der S.-aureus-Gruppe hingegen n=24 Tiere iiber
96 Stunden. Die gewéhlte unterschiedliche Anzahl an Tieren in den beiden Gruppen
basierte auf Erkenntnissen fritherer Untersuchungen: der Anstieg des SCC bei mit
E. coli infizierten Kiihen ist stdrker und homogener als bei Kiihen, die mit S. aureus
infiziert wurden. Klinische Studien zeigten, dass eine IMI mit E. coli innerhalb von
24h zu einer akuten klinischen Mastitis mit schwerwiegenden klinischen
Symptomen flihrt, widhrend eine IMI mit S. aureus zu einer weniger
schwerwiegenden, heterogenen Auspragung einer Mastitis mit chronischem
Charakter fiihrt (BANNERMAN et al.,, 2004; PETZL et al., 2008). Ziel des
Studiendesigns war es, so wenige Tiere wie moglich zu verwenden und trotzdem
robuste Datensétze zu erzeugen. Gemédfl 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 aullerdem so gewihlt, dass die Tiere in den beiden Pathogen-Gruppen auf
unterschiedlichen Eutervierteln behandelt wurden (MULLER-LANGHANS et al.,
2024, S. 10, Figure 6). Dadurch, dass alle Kiihe mindestens ein unbehandeltes und
ein Kontrollviertel iiber die gesamte Versuchsdauer hatten, konnte der Einfluss der
Manipulation auf das Euter, unabhingig 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) konnten in

der S.-aureus-Gruppe mit einer lokalen Reaktion des Immunsystems auf die
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Manipulation erkldrt 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 (MULLER-LANGHANS et al., 2024, Additional file 1, siche Anhang).
Eine weitere Erkldarung fiir 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 iiber einen lédngeren Zeitraum iiberhaupt 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
zuriickzufiihren sind. Die vorliegenden Beobachtungen bestitigen die Relevanz der
Lokalisation der Viertel und die Notwendigkeit der Verwendung von verschiedenen
Kontrollen. Auch in zukiinftigen Studien sollten diese Aspekte Beriicksichtigung

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 Kiihen 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 hoher bei g-Kiithen im Vergleich zu
Q-Kiihen. 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 beriicksichtigt werden, dass wie
bereits oben erwéhnt, 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
iiberlagerte. Die Q-Kiihe zeigten bereits zum Zeitpunkt 12 h nach der Infektion mit
E. coli signifikant hohere 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 stirkere 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 hoher waren, zeigt die zeitlich spétere Reaktion auf das
Pathogen S. aureus das chronischere Ausmaf}, 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 bet ROHMEIER et al. (2020) in
vivo bestitigt werden. Dabei konnte die in der S.-aureus-Gruppe detektierte,
signifikant hohere Bakterienausscheidung in der Milch von g-Kiihen zum Zeitpunkt
12 h im Vergleich zu den Q-Kiithen (ROHMEIER et al., 2020) eine zentrale Rolle
spielen und einen Erkldrungsansatz fiir den signifikant hoheren SCC bei g-Kiihen
im Vergleich zu Q-Kiihen zu den Zeitpunkten 24 h und 36 h darstellen. Eine hohere
Keimausscheidung ist nachweislich mit einer stark positiven Korrelation zum
SCC-Anstieg und vermutlich einer nachteiligen Aktivierungsdynamik des

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

Bei der Betrachtung der Haplotypen-Unterschiede im S. aureus-Versuch fillt auf,
dass die Divergenzen lediglich in der ersten Hilfte 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 Anndherung der DMCC-Werte beider Haplotypen, und unter

Verwendung der Bayesischen Modelle wurden keine weiteren signifikanten
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Unterschiede detektiert (MULLER-LANGHANS et al., 2024, Seite 4, F igure 1).
Uber den weiteren Verlauf der klinischen und durchflusszytometrischen Parameter
nach Ablauf der 96-stiindigen Versuchsdauer, konnen im Kontext des vorliegenden
Datensatzes keine Aussagen getroffen werden. Allerdings wurde eine mittelfristig
reduzierte Mastitisempfanglichkeit durch Selektion auf BTA18-Haplotypen im
parallel durchgefiihrten Langzeitversuch mit n=6 Tieren am FBN in Dummerstorf
untersucht. Uber den Zeitraum von zwei Laktationen wurden Daten zu
Milchleistung und zum SCC erhoben und zwischen den Haplotypen verglichen. Die
Ergebnisse dieser Studie zeigten auch iiber einen ldngeren Versuchszeitraum
hinweg insgesamt hohere SCC-Werte bei q-Kiihen, weshalb eine insgesamt erhohte
Anfilligkeit fiir 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: Kiihe vom
vorteilhaften Haplotypen Q zeigten signifikant geringere Inzidenzen zur
Entwicklung von Metritis und hatten seltener Fieber im peripartalen Zeitraum.
Weiterhin zeigten Kiithe vom vorteilhaften Haplotypen Q post partum eine weniger
stark ausgeprdgte Entkopplung der somatotropen Achse im Vergleich zum

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

Zusammenfassend lésst sich iiber die Ergebnisse des ChronMast Projektes sagen,
dass der [Inm-vivo-Vergleich von Kithen mit divergierenden paternalen
BTA18-Haplotypen zeigte, dass Kiihe 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, duBlern sich somit primér in einem
besseren Stoffwechsel sowie sekunddr in einer besseren Immunabwehr des
Haplotypen Q und haben damit indirekt Auswirkung auf eine verringerte

Krankheitsanfilligkeit.
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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, wahrend Tiere, die mit S. aureus
experimentell infiziert wurden eine vergleichsweise geringere Wirtsantwort zeigten
(ROHMEIER). Hierdurch wurden Erkenntnisse fritherer Infektionsstudien bestétigt
(PETZL et al., 2016).

Die signifikant hoheren Werte des DMCC nach Pathogenkontakt mit E. coli
gegeniiber S. aureus beim vorteilhaften Haplotypen Q (Zeitpunkt 12 h) und dariiber
hinaus unabhingig vom Haplotypen (Zeitpunkt 24 h) lassen somit folgende
Schlussfolgerung zu: der schnelleren und hdéheren Pathogenvermehrung nach
experimenteller Infektion mit £. coli folgte eine frithere und stirkere Ausschiittung
inflammatorischer Zytokine und Chemokine gegeniiber einer Exposition mit
S. aureus. Dies spiegelt sich in vivo als stirkere klinische Reaktion des Wirts wider,
um die eingedrungenen und sich vermehrenden Pathogene zu eliminieren

(RIOLLET et al., 2000).

Da die Versuchstiere jedoch mit einer verhdltnisméBig hohen Infektionsdosis
inokuliert wurden, ist die Verschiebung der Milchzellpopulation in Richtung PMN
moglicherweise bei diesem kontrollierten Infektionsversuch noch offensichtlicher
als bei IMI unter Feldbedingungen mit natiirlicher Keimbelastung und chronischem

Charakter der Infektion.

Zusammengefasst stimmen die Hauptergebnisse der Pathogen-spezifischen
Wirtsantwort mit der vorhandenen Literatur iiberein und unterstreichen die
Validitét dieses experimentellen Infektionsmodells. Bisher gibt es keine weiteren
In-vivo-Studien mit einer experimentellen intramammaéren Infektion bei Kiihen 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 Milchdriise (PAAPE et al., 2002;
PETZL et al., 2008). Bereits vor iiber 20 Jahren wurde vorgeschlagen, den
PMN-Anteil an den Milchzellen als Indikator fiir Euterentziindungen zu verwenden
(HAMANN & KROMKER, 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 erhohte. Des
Weiteren konstatierten die Autoren eine stark positive Korrelation zwischen den
PMN und dem SCC. Auch in einer groBen Feldstudie von DAMM et al. (2017)
wurden unter Verwendung routinemdfig gesammelter Milchproben signifikant
steigende Anteile an PMN (13 — 92 %) und abnehmende Anteile an Makrophagen
(7—"179 %) 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 iiber 86 % bzw. 90 % bei akuten
Mastitiden. Insgesamt lédsst sich aus der Studienlage schlussfolgern, dass sowohl
der SCC aber auch der Anteil an PMN in der Milch sehr frithe, 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 fiir den
vorteilhaften Haplotypen Q, jedoch nur einen geringen Anstieg der Lymphozyten
aufzeigen, kann diese Aussage gestiitzt werden (MULLER-LANGHANS et al.,
2024, Seite 4, Figure 1).

RIVAS et al. (2001) haben in ihrer Studie auch die Verdnderungen im SCC
untersucht und mit dem DMCC verglichen: sie postulierten, dass die Sensitivitat
von SCC und DMCC (92 % und 100 %) gleich hoch war, jedoch die Spezifitit des
SCC (45 %) deutlich unter der des DMCC (83 %) lag. Die Ergebnisse der

vorliegenden Studie zeigten ebenfalls zum Zeitpunkt 12h und 24 h einen
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hochstsignifikanten Anstieg des SCC beim vorteilhaften Haplotypen Q, sowie
einen hochsignifikanten Anstieg bei dem unvorteilhaften Haplotypen q wahrend
der experimentellen Infektion mit E. coli im Vergleich zur Infektion mit S. aureus.
Dariiber 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 (MULLER-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
(dhnlich dem Parameter SCC) hochsignifikante Unterschiede nach einer
experimentellen intramammaéren Infektion zeigt. Dem Grofteil der préisentierten
Studien ist jedoch gemein, dass es gleichzeitig zum Anstieg der PMN ebenso zu
einem starken Anstieg des SCC kommt. Dies ldsst somit den Schluss zu, dass nach
bisherigem Kenntnisstand die Ermittlung der PMN gegeniiber dem SCC wenige
praktische Vorteile hat. Unter Anwender-bezogenen Gesichtspunkten sind
allerdings einfache, semiquantitative Moglichkeiten zur Mastitis-Fritherkennung
moglicherweise 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
frithen Laktation: Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass der CMT nach wie vor
die beste und praktikabelste Moglichkeit fiir den Praktiker auf dem Betrieb ist, um
eine Mastitis frithestmdglich zu erkennen. Zudem sei er schnell, preiswert, sensitiv,
spezifisch und bei einer physiologischen Milchtemperatur (ca. 37 °C) direkt
durchfiihrbar. Somit sei keine Probenbearbeitung wie z.B. Kiihlung 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 Frithphase einer
Mastitis unter kontrollierten Bedingungen nicht frither durch das
Milchdifferentialbild (DMCC) detektiert werden als mittels SCC, wenn ein
12-stlindiges Probenintervall verwendet wird. Der DMCC bietet somit keinen

Vorteil gegentiiber anderen hiufig verwendeten Tests wie SCC und CMT.

58



IV. Diskussion

4. Pathogen- und Haplotyp-spezifischer Effekt auf die

Korpertemperatur

Die Erhohung der Korpertemperatur ist eine wichtige Wirts-Reaktion zur
Pathogen-Bekdmpfung. Wesentlich beteiligt an dieser Immunreaktion ist die
Pathogen-spezifische Zytokin-Freisetzung durch Milchdriisenepithelzellen im
Euter (YANG et al., 2008; GUNTHER et al., 2010; SCHUKKEN et al., 2011). Die
im vorliegenden Versuch verwendete Methodik zur Erfassung der
Korpertemperatur 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 Kiihen {iber 24 h (E. coli)
bzw. 96 h (S. aureus) fiihrte zu einem umfangreichen Datensatz und ermoglichte
die Darstellung eines genauen Verlaufs der inneren Korpertemperatur iiber die
gesamte Versuchsdauer hinweg (MULLER-LANGHANS et al., 2024, Seite 5,
Figure 3). Lediglich in Einzelfdllen kam es zum kurzfristigen Verlust der
Vaginallogger und somit zu liickenhaften Temperaturaufzeichnungen (< 1 %), was
im Rahmen der statistischen Auswertungen aufgrund der groBlen 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 Kiihe zeigten eine vergleichbare Reaktion mit einem konstanten
Anstieg der Vaginaltemperatur zu Beginn der Entziindung, einem Fieberpeak
zwischen 12 und 18 h nach Versuchsbeginn, gefolgt von einem Temperaturabfall
(MULLER-LANGHANS et al., 2024, Seite 6, Figure 4). Dies ldsst sich, wie bereits
diskutiert, mdglicherweise durch eine Uberlagerung der Haplotypen-Effekte durch
die vergleichsweise starke Reaktion ;gegeniiber einer experimentellen Mastitis mit
E. coli erkldren. Auch die auf 24 h beschrinkte Versuchsdauer konnte hier

mogliche Haplotypen-Effekte unentdeckt lassen.

Im Kontrast dazu stehen die Ergebnisse der S.-aureus-Gruppe: Die anfanglich
signifikant hohere Vaginaltemperatur der mit S. aureus infizierten q-Kithe zum
Zeitpunkt O h und in den Intervallen 12 bis 24 h kehrte sich in den Intervallen 48

bis 60 h in eine niedrigere Vaginaltemperatur von g- im Vergleich zu Q-Kiithen um
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(MULLER-LANGHANS et al., 2024, Seite 7, Figure 5). Initial reagierten die Kiihe
des unvorteilhaften Haplotypen q also stirker 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 g-Kiihe zeigten eine initial hhere Pathogenauscheidung
nach der S.-aureus-Infektion (ROHMEIER et al., 2020), was ebenfalls den Anstieg
der Korpertemperatur erkldren konnte. Moglicherweise reagierten die q-Kiihe
initial mit einer ausgeprigteren Immunreaktion als die Q-Kiihe, was zu einer
starkeren Gegenregulation des Korpers fithrte und somit zu einem schnelleren

Absenken der Korpertemperatur.

Wie bereits veroffentlicht, konnte aufgezeigt werden, dass die Metritis-Inzidenz
nach der Kalbung bei Q-Kiihen im Vergleich zu g-Kiihen ebenfalls geringer war
und dass Q-Kiihe seltener Fieber entwickelten als gq-Kiihe (HEIMES et al., 2019;
MEYERHOLZ et al., 2019). Die hier dargestellte initiale Reaktion ist somit
kongruent zu diesen Ergebnissen und konnte auch darauf hindeuten, dass Q-Kiihe
im Vergleich zu g-Kiihen weniger anfillig gegeniiber IMI und eingedrungenen

Erregern sind.

Die hohe Anzahl an Datenpunkten zur Korpertemperatur-Dynamik ermdglichte uns
verschiedene Ansédtze der Datenanalyse zu priifen: Zunédchst wurden bei der
Auswertung in einer 3-Stunden-Intervall-Analyse keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Haplotypen (Q vs. q) gefunden. Erst durch die Biindelung der
Daten unter Verwendung eines 12-Stunden-Intervalls lieBen sich signifikante
Unterschiede zwischen Q und q herausarbeiten. Die Rechnung des Bayesischen
Modells mit deutlich mehr Daten in einem Mittel {iber 12 Stunden im Vergleich zu
3 Stunden zeigt somit auf, dass Unterschiede bestehen, jedoch eine gréBere
Datenmenge benétigt wird, um diese aufzuzeigen, auch wenn in beiden
Analysewegen jeweils die Wiederholungen innerhalb der Individuen beriicksichtigt

wurden.

Wie erwartet konnten wir mit dem in der vorliegenden Studie verwendeten
In-vivo-Infektionsmodell auch eindrucksvoll zeigen, dass die vaginal gemessene
Korpertemperatur bei den mit E. coli infizierten Kithen im Vergleich zu mit
S. aureus infizierten Kiithen 12 bis 18 h nach Inokulation signifikant hoher war
(MULLER-LANGHANS et al., 2024, Seite 6, Figure 4). Bereits vor einigen Jahren
haben PETZL et al. (2008) gezeigt, dass eine experimentelle intramammaére

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 Korpertemperatur noch zu
Verdnderungen der Blutleukozytenzahl fiihrte (rektale Messung der
Korpertemperatur alle 12 Stunden). Dahingegen entwickelten alle mit E. coli
infizierten Kiihe in den ersten 12 Stunden des Versuches Fieber und die maximale
Korpertemperatur (40,4 °C) wurde zwischen 12 und 18 Stunden nach Beginn des
Infektionsversuches erreicht. Diese Beobachtung lie3 sich im Rahmen dieser Studie

reproduzieren.

Beziiglich der Auswertung der VT war es iiberraschend, dass die hier verwendeten
beiden Ansdtze (3-Stunden vs. 12-Stunden Intervall) zu unterschiedlichen
Ergebnissen fiihrten: mit dem Bayesischen Modell, das die Vaginaltemperatur in
3-Stunden-Intervallen beriicksichtigte, wurden zwischen 12-15 und 15-18
Stunden nach Beginn der experimentellen Infektion hochsignifikante Unterschiede
zwischen beiden verwendeten Pathogenen festgestellt. Die VT war bei Kiihen, die
mit E. coli infiziert waren, hochsignifikant hoher als bei Kiihen in der

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

Bei der Betrachtung des Verlaufes der VT fiel folgendes auf: Wahrend mit E. coli
infizierte Kiihe innerhalb der 24 Stunden des Versuches lediglich eine einzelne
Fieberzacke entwickelten, zeigten die mit S. aureus infizierten Kithe wihrend der
96 Stunden-Exposition einen schwankenden Temperaturverlauf. Dabei war initial
eine Aufhebung der zirkadianen Rhythmik wéhrend der ersten 36 Stunden nach
Versuchsbeginn zu beobachten, die danach jedoch wieder zum physiologischen
Tagesverlauf der Korpertemperatur zuriickkehrte (MULLER-LANGHANS et al.,
2024, Seite 5, Figure 3). Der schnellere und hohere Anstieg der VT bei E. coli
infizierten Kiihe kann durch die stidrkere Ausschiittung inflammatorischer Zytokine
(TNFa,; IL1B) erklirt werden (GUNTHER et al., 2011; SCHUKKEN et al., 2011;
GUNTHER et al., 2017). Zusammenfassend ldsst sich somit sagen, dass wie
erwartet, die Auswertungen im Bayesischen Modell eine signifikant hohere
Korpertemperatur 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 Kiihe vom
unvorteilhaften Haplotyp q eine signifikant hohere Korpertemperatur als Kiithe 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 routineméBig z.B. im
Rahmen der Milchleistungspriifung durchgefiihrt. 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 durchgefiihrte 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-abhidngige 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 BT A 18-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 hohere Werte in Q-Kiihen als in
q-Kiithen gemessen werden (MULLER-LANGHANS et al., 2024, Seite 5, Figure
2). Da die Milchzusammensetzung stark mit dem Metabolismus verkniipft ist, wird
angenommen, dass der Energiehaushalt der Kuh einen grofen Einfluss auf den
Milchfettanteil hat. Aufgrund eines geringeren de novo synthetisierten Gehaltes an
Fettsduren miissen Kiithe mit einer hohen Milchleistung in der frithen Laktation
schneller Fettreserven mobilisieren konnen, um das vorliegende Energiedefizit
auszugleichen (BASTIN et al., 2011). Schon lidnger ist bekannt, dass signifikante
Verdnderungen in Hohe und Zusammensetzung des Milchfetts durch die
betriebsindividuelle Fiitterung erreicht werden kénnen (GRUMMER, 1991). Im
vorliegenden Fall wurden zwar alle Versuchstiere entsprechend gleich gefiittert,
allerdings ist nicht auszuschlieen, dass neben bereits beschriebenen metabolischen
Unterschieden der beiden Haplotypen (MEYERHOLZ et al., 2019) auch die
individuelle Futteraufnahme wihrend des Versuches ein Erkldrungsansatz fiir den
unterschiedlichen Milchfettgehalt sein konnte. 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 Schliisselgene, welche am Stoffwechsel von (kurzkettigen)

Fettsduren 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 O h und 24 h nach Versuchsbeginn aufgezeigt werden (MULLER-
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 erkliren konnte.

Auch auf den Milchproteingehalt hat die Fiitterung einen groen Einfluss, da die
Aminosduren hauptsidchlich im Pansen gebildet werden und iiber 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
g-Kiihen bereits zum Zeitpunkt 0 h signifikant héher. In der S.-aureus-Gruppe
hatten Q-Kiihe im Vergleich zu g-Kiihen zum Zeitpunkt 60 h einen signifikant
hoheren Proteinanteil (MULLER-LANGHANS et al., 2024, Seite 5, Figure 2).
Obwohl diese punktuellen Unterschiede Nebenergebnisse sein kdnnten, ist es
bemerkenswert, dass in beiden Versuchsgruppen numerisch betrachtet zu allen
anderen Zeitpunkten der Proteinprozentsatz bei Q- im Vergleich zu g-Kiihen
zahlenmdBig hoher war und daher vermutlich genetisch bedingt ist. Eine Erhchung
des Proteingehaltes wird in der Literatur dariiber hinaus in Zusammenhang mit
einer Schiadigung 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 (MULLER-LANGHANS et al., 2024, S. 4). Eine verminderte
Produktion und Ausschiittung von Laktose ist ein bereits bekanntes Phinomen und
kann durch mehrere Aspekte erklart werden: in anderen Studien wurde aufgezeigt,
dass eine subklinische Mastitis zu einer hoheren Laktatdehydrogenase
(LDH)-Aktivitét in der Milch fiihrt und der pH-Wert ebenfalls deutlich hoher war
als in der Milch gesunder Kithe (BATAVANI et al., 2007). Dariiber hinaus
verandern IMI die Durchldssigkeit 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 fiihrt (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
Entziindung stirker ausgefallen, durch die vergleichsweise starke Vermehrung von
E. coli kam es vermutlich zu einer stirkeren Metabolisierung der vorhandenen
Laktose, was wiederum zu einem niedrigeren Laktoseanteil fiihrte. Diese
Ergebnisse stimmen auch mit einer Studie von COULON et al. (2002) {iberein. Die
Autoren zeigten, dass klinische Anzeichen einer Mastitis bei Kiithen mit IMI,
verursacht durch S. aureus, Strep. uberis und E. coli, mit niedrigeren
Laktosekonzentrationen einhergingen, wobei der Riickgang bei den mit E. coli
infizierten Tieren am stdrksten war. Auch die Lockerung der ,tight junctions® bei
einer IMI und der dadurch folgende Verlust an Laktose als Ursache fiir 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 g-Kiihen hoher war als in der Milch von Q-Kiihen. Zwischen den
Pathogengruppen zeigten sich allerdings keine signifikanten Unterschiede im
pH-Wert. Bei genauerem Betrachten fdllt jedoch ein numerischer Abfall des
pH-Wertes in der E.-coli-Gruppe zum Zeitpunkt 24 h nach Versuchsbeginn auf
(MULLER-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 Ameisensdure, Milchsdure und Essigsdure, 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

zurlickfithrte (MEHNE, 2010).

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Analyse der
Milchinhaltsstoffe zeigte punktuelle Haplotyp- und Pathogen-spezifische
Unterschiede auf. Die beobachteten signifikanten Verdnderungen im DMCC und
SCC traten allerdings friiher auf als bei den Milchinhaltsstoffen, was deren Eignung

zur Mastitis-Fritherkennung schmilert.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Mastitiden verursachen in der Milchwirtschaft hohe finanzielle Verluste und
beeintrachtigen das Wohlbefinden der betroffenen Tiere. Mithilfe moderner
molekular-genetischer Verfahren kdnnen Kiihe mit geringerer Mastitisanfélligkeit
selektiert werden, und Diagnostikverfahren wie die Durchflusszytometrie konnen
die Fritherkennung von Mastitiden verbessern. Das Milchdifferentialzellbild gilt
hierbei als ein vielversprechender Kandidat, entziindliche Verédnderungen im Euter

moglichst frithzeitig zu erkennen.

Im Rahmen dieser Studie wurden Milchproben aus einem hochstandardisierten
In-vivo-Infektionsmodell mit 36 Kiihen untersucht, welche auf divergente paternale
BTA18-Haplotypen (Q vs. q) selektiert worden waren. Diese primiparen Kiihe
wurden entweder auf einem Euterviertel mit E. coli oder auf zwei Eutervierteln mit
S. aureus  inokuliert ~und  anschlieBend  wurden alle 12 Stunden
Viertelgesamtgemelksproben genommen. Die Versuchsdauer betrug 24 Stunden
fiir die E.-coli-Gruppe und 96 Stunden fiir 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 groB3e Zellen)
mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die Milchparameter (Fett %, Protein %,
Laktose %, pH) wurden mittels MilkoScanTM FT+ analysiert. Wahrend des
gesamten Experimentes wurde auBlerdem alle drei Minuten die Vaginaltemperatur
(VT) mittels Vaginalloggern aufgezeichnet. Ziel der Studie war es, das
Milchdifferentialzellbild, die Milchinhaltsstoffe und die Vaginaltemperatur
zwischen Kiihen mit vorteilhaftem (Q) und unvorteilhaftem (q) Haplotypen unter
Anwendung von Bayesischen Modellen zu vergleichen, um das Potential dieser
Parameter als frithe Indikatoren fiir eine unterschiedliche Mastitisanfélligkeit zu

evaluieren.

In der Milch aus infizierten Vierteln wurden im Vergleich zu nicht infizierten
Vierteln, signifikant hohere Werte fiir 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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Beziiglich der Haplotypen zeigte der DMCC in der Milch von q im Vergleich zu Q
hohere PMN-Werte (24 h, p < 0,001), einen héheren SCC (24 h, p <0,01; 36 h, p
< 0,05), eine hohere Anzahl groBer 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 hoher war als in der Milch von q (0h, p=0,025). In der
S.-aureus-Gruppe hatten Q-Kiihe einen héheren Proteinanteil (60 h, p = 0,048) und
Fettanteil (84 h, p = 0,022) als g-Kiihe. Die initial beobachtete héhere VT von
S. aureus infizierten g-Kiithen (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 hp=0,011) um.

Es wurden hochsignifikante Unterschiede zwischen den beiden Pathogengruppen
(E. colivs. S. aureus) in Bezug auf DMCC, Milchinhaltsstoffe und VT festgestellt:
zum Zeitpunkt 12 h waren die mit E. coli infizierten Viertel von Q-Kiihen in allen
DMCC-Subpopulationen signifikant hoher als die mit S. aureus infizierten Viertel
(p < 0,05; exkl. g-Kiihen nur PMN p < 0,05 zum Zeitpunkt 12 h). Zum Zeitpunkt
24 h waren alle Zellpopulationen in den mit E. coli infizierten Vierteln signifikant
hoher (p < 0,05; exkl. PMN bei g-Kiithen: p = 0,061) als in den mit S. aureus
infizierten Vierteln, unabhéngig 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 Kiihen, die mit E. coli infiziert wurden, signifikant hoher als bei Kiihen, die mit
S. aureus infiziert wurden (3-Stunden-Intervalle, p <0,001). Diese Ergebnisse
belegen die Validitit des hochstandardisierten Pathogen-spezifischen In-vivo-
Infektionsmodells, das bereits in vorangegangenen Arbeiten beschrieben wurde

und die Grundlage fiir die vorliegende Arbeit bildet.

Zusammenfassend konnte mit der vorliegenden Studie gezeigt werden, dass es mit
einem hochstandardisierten intramammairen Infektionsmodell in Kombination mit
modernen und robusten statistischen Analysen moglich war, Unterschiede
zwischen primiparen Kiithen mit unterschiedlichen véterlichen Haplotypen
beziiglich  Mastitisempfanglichkeit =~ aufzuzeigen. Im  Rahmen  des
In-vivo-Infektionsmodells konnten punktuelle Unterschiede zwischen Q- und

g-Kiithen in Bezug auf DMCC, Milchparameter und Vaginaltemperatur nach
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S. aureus-Inokulation aufgedeckt werden. Uberraschenderweise wurden keine
Unterschiede zwischen den Haplotypen fiir mit E. coli infizierte Kiihe festgestellt.
Solche Unterschiede zwischen den Haplotypen konnten im akuten Mastitis-Modell
von der hochgradigen Immunreaktion gegeniiber E. coli iiberlagert worden sein
oder konnten aufgrund des Versuchsaufbaus mit einer sehr begrenzten

Versuchsdauer nicht aufgezeigt werden.

Der hypothetisierte Nutzen von DMCC fiir die exaktere Identifizierung frither
Unterschiede in der Wirtsreaktion gegeniiber Mastitiserregern konnte im Rahmen
der hier durchgefiihrten Untersuchungen nicht bestétigt werden. Die erzielten
Ergebnisse zeigen jedoch auf, dass die frilhe Immunantwort divergenter
Haplotypen fiir Mastitisresistenz sich im Tiermodell auch z.B. anhand der
Milchzelldifferenzierung untersuchen lassen. Diese Erkenntnisse sind von
wissenschaftlicher Relevanz fiir das Fachgebiet, da sie weitere Informationen iiber
den Zusammenhang zwischen Genetik und Immunfunktionen im Hinblick auf

Mastitisanfilligkeit 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
69



VI. Summary

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 g-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

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, 1me4, LlmerTest, 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 + (1lcow), data=d_imputet,
iter = 10000)

## 2. Differences between infected and non-infected quarters:
##H# 2.1 E.coli
##HH# 2.1.1 pmn_abs_perml (same with the other cell populations)

m = brm(pmn_abs_perml ~ treatment * timepoint + (llcow), data =d_e_coli,
iter = 20000)

### 2.2 S. aureus
#i#HHE 2.2.1 pmn_abs_perml (same with the other cell populations)

m = brm(pmn_abs_perml ~ treatment * timepoint + (1lcow), 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)
##H# 3.1 pmn_abs_perml (same with the other cell populations)

m = brm(pmn_abs_perml ~ haplotype*pathogene*timepoint + (1llcow), 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 + (llcow), data
=dada_e_coli, iter = 20000)

##H# 1.5 fat_in_percent: Difference between haplotypes
#only S.aureus

m = brm(fett_in_percent ~ haplotype * timepoint + (llcow), data
=dada_s_aureus, iter = 20000)
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2.3. Vaginal temperature

HHEEHBEHER3h interval approach #H#HHHEHEHE
## 1. Difference between GQ and kq (Haplotype*Timepoint)
#i# mean_VT

m = brm(mean ~ haplotype * zeit_new + (1lcow), data=data_all, iter = 10000)

## 2. Differences between GQ and kq, seperated for the two pathogens
##H# 2.1 E.coli
##H mean VT 3-hour Intervall

m = brm(mean ~ haplotype * zeit_new + (llcow), data =data_e_coli, iter
20000)

HH#t 2.2 S. aureus
HHH# mean VT 3-Stunden Intervall

m = brm(mean ~ haplotype * zeit_new + (1lcow), data =data_s_aureus, iter
20000)

### 3. Differences between the pathogens (pathogen*timepoint)
##HH# 3.1 GQ: S.aureus vs E.coli

m = brm(mean ~ pathogene * zeit_new + (1llcow), data =data_GQ, iter = 20000)
##HH# 3.2 kq: E.coli vs S.aureus
m = brm(mean ~ pathogene * zeit_new + (1llcow), 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)

#Hi# 4.1 only GQ:
#iDifference between the pathogens in the first 24h

m = brm(mean ~ pathogene*zeit_new, data =data_24h_GQ, iter = 20000)

#i#t 4.2 only kq:
##Difference between the pathogens in the first 24h (pathogen*timepoint)

m = brm(mean ~ pathogene*zeit_new, data =data_24h_kqg, iter = 20000)
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### 4.4 only E.coli:
##Difference between the haplotypes C(haplotype*timepoint)

m = brm(mean ~ haplotype*zeit_new, data =data_24h_E.coli, iter = 20000)

###4.5 only S.aureus:
##Difference between the haplotypes C(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 (fiir 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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