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1. EINLEITUNG

Intramammare Infektionen (IMI) stellen die unmittelbare Ursache der Mastitis dar
(WELLNITZ & BRUCKMAIER, 2012) und gehoren weltweit zu den wichtigsten
Gesundheitsproblemen in  der Milchviehhaltung (RUEGG, 2017). Sie
beeintrachtigen nicht nur die Tiergesundheit, sondern verursachen auch erhebliche
wirtschaftliche Verluste (MORALES-UBALDO et al., 2023).

Wahrend zahlreiche internationale Untersuchungen die Bedeutung einzelner
Mastitiserreger und deren Risikofaktoren dokumentieren, ist wenig daruber
bekannt, in welchem Ausmal} diese Erkenntnisse auf die bayerische
Milchviehhaltung tbertragbar sind (GROH et al., 2023; BECHTOLD et al., 2024).
Bayern weist eine Reihe spezifischer Strukturen auf, darunter ein hoher Anteil an
Fleckvien (BMEL, 2024) und vergleichsweise kleine Herden (TERGAST et al.,
2022), produziert jedoch rund ein Viertel der Deutschen Milchmenge
(MILCHERZEUGERVERBAND, 2024). Diese Besonderheiten, kombiniert mit
den Veranderungen in Haltung (z. B. Anbindehaltung im Vergleich zu
Laufstallhaltung) und Technik (z. B. konventionelles Melken im Vergleich zu
automatischen Melksystemen) infolge des landwirtschaftlichen Strukturwandels,
unterstreichen die Notwendigkeit aktueller und regionaler Daten zu IMI.

Von besonderem Interesse ist dabei nicht nur die Haufigkeit einzelner Erreger,
sondern auch ihre Ausscheidungsintensitdt sowie deren Zusammenhang mit
betriebs- oder saisonbedingten Faktoren. Eine umfassende Analyse erfordert daher
sowohl eine Betrachtung auf Herdenebene zur Identifizierung relevanter
Risikofaktoren als auch eine Untersuchung auf Viertelbasis, um das
Infektionsgeschehen im Euter préazise zu erfassen.

Die vorliegende kumulative Dissertation verfolgt daher in zwei Publikationen zwei
zentrale Ziele:

Zuerst die Erfassung der Pravalenz und Analyse herdenspezifischer Risikofaktoren
fir das Auftreten ausgewahlter Mastitiserreger (Streptococcus uberis,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli sowie Nicht-Aureus-Staphylokokken) in  bayerischen
Milchviehbetrieben. Danach zusatzlich die Untersuchung der quantitativen
Erregerausscheidung der gleichen Erreger auf Viertelbasis, mit besonderem Fokus
auf den Zusammenhang zwischen Ausscheidungsintensitat, Eutergesundheitsstatus

und saisonalen Einflissen.
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Durch die Kombination dieser beiden Ansétze soll ein detailliertes Bild zum
Vorliegen von IMI in Bayern geschaffen werden. Die Ergebnisse sollen nicht nur
bekannte Risikofaktoren bestatigen, sondern auch neue regionalspezifische
Aspekte aufzeigen. Damit leistet die Arbeit einen Beitrag zur Entwicklung
praxisnaher Préventions- und Bekampfungsstrategien, die den besonderen
Bedingungen der bayerischen Milchviehhaltung gerecht werden.
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1. LITERATURUBERSICHT

1. Bedeutung von Mastitis in der Milchviehhaltung

Mastitis gehort zu den weltweit hdufigsten Erkrankungen in der Milchviehhaltung
(MORALES-UBALDO et al.,, 2023). Betroffene Kiihe zeigen Anzeichen von
Schmerz und Unbehagen (BROOM, 2000), eine verringerte Liegezeit
(MEDRANO-GALARZA et al., 2012), eine geringere Futteraufnahme sowie
Wiederkduzeit und Verhaltensanderungen, die auf Schmerzen hindeuten, wie das
Einklemmen des Schwanzes zwischen den Hintergliedmalien (GINGER et al.,
2023). Weiter noch fuhrt die Erkrankung zu gravierenden wirtschaftlichen
EinbuRBen fur Milchviehbetriebe: vor allem durch geringere Milchleistung (BAR et
al., 2007; PFUTZNER & OZSAVRI, 2017; PUERTO et al., 2021), reduzierter
Milchqualitait (PFUTZNER & OZSAVRI, 2017), erhéhten Behandlungskosten
(SEEGERS et al., 2003) und einer gesteigerten Abgangsrate (PUERTO et al.,
2021). Neben den direkten wirtschaftlichen Folgen hat Mastitis auch eine
gesellschaftliche Dimension, da ihre Behandlung in vielen Fallen nach wie vor
durch Einsatz von Antibiotika erfolgt.

Die Minimierung des Antibiotikaverbrauchs stellt ein zentrales Ziel im Rahmen der
Tiergesundheitsstrategien dar. Obwohl der Einsatz in der Tiermedizin in den letzten
Jahren stetig zuriickgegangen ist, wird weiterhin an einer Reduktion gearbeitet
(BVL). In Deutschland wurden im Jahr 2012 insgesamt 1.619 Tonnen
antimikrobiell wirksamer Grundsubstanzen an Tierdrztinnen und Tierdrzte
abgegeben, wovon 13 Tonnen fur die intramammaéare Anwendung vorgesehen
waren (WALLMANN et al., 2020). Ein erheblicher Anteil (75 %) dieser Praparate
wird dabei fiir das antibiotische Trockenstellen der Kiihe verwendet (KROMKER
& LEIMBACH, 2017). Die notwendige Reduktion von Antibiotika-Behandlungen
in der Nutztierhaltung steht im Kontext des One-Health-Ansatzes, der einen
integrierten Ansatz zur Pravention und Kontrolle von Gesundheitsgefahren an der
Schnittstelle zwischen Mensch, Tier und Umwelt verfolgt, um Risiken wie die

Entstehung und Verbreitung antimikrobieller Resistenzen zu reduzieren (WHO).

1.1. Intramammare Infektion und Mastitis — Grundbegriffe
Ein zentrales Anliegen im Bereich der Eutergesundheit ist die begriffliche
Trennung zwischen einer IMI und einer Mastitis. Diese begriffliche Prazision ist

nicht nur fir wissenschaftliche Fragestellungen, sondern auch fir die
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veterindrmedizinische Praxis, fir epidemiologische Untersuchungen und das
betriebliche Management von hoher Relevanz. Die International Dairy Federation
(IDF) hat standardisierte und international anerkannte Definitionen der wichtigsten
Mastitis-bezogenen Begriffe vorgelegt, die im Folgenden herangezogen werden
(IDF, 2011).

Demnach ist eine IMI das Vorhandensein Mastitis-erregender Mikroorganismen im
Eutersekret, welche durch mikrobiologische Untersuchung aseptisch entnommener
Eutersekretproben nachgewiesen werden. International gibt es einheitliche
Untersuchungsablédufe, die den Nachweis von Mastitiserregern erméglichen (IDF,
1981; NMC, 1999). In Deutschland dienen die Leitlinien der Deutschen
Veterindrmedizinischen Gesellschaft (DVG) als VVorlage, welche auf der Grundlage
der Leitlinien der IDF und des National Mastitis Council (NMC) beruhen (DVG,
2018).

Mastitis bezeichnet die entzlindliche Reaktion eines oder mehrerer Euterviertel. Die
Mastitis wird noch weiter differenziert in subklinisch, klinisch und chronisch.
Klinische Mastitiden sind durch sichtbare Entziindungszeichen gekennzeichnet
(Rotungen, Schwellungen am Euter) und/oder eine sichtbare Sekretverdnderung
(zum Beispiel Flocken). Eine zusatzliche Storung des Allgemeinbefindens ist
ebenfalls moglich. Anhand dieser Merkmale wird die klinische Mastitis in drei
Schweregrade eingeteilt: mild (Sekretveranderung und mdglicherweise
geringgradige ~ Anzeichen  einer  Entziindung am  Euter), moderat
(Sekretveranderung und deutliche Anzeichen einer Entzindung am Euter, keine
Storung des Allgemeinbefindens) und schwer (gravierende lokale und systemische
Anzeichen einer Entziindung, gestortes Allgemeinbefinden) (IDF, 2011). Die
subklinische Mastitis ist dadurch gekennzeichnet, dass duerlich keine Anzeichen
einer Entzindung sichtbar sind (IDF, 2011). Sie wird anhand der somatischen
Zellzahl (SZZ) in der Milch definiert, auf Viertelebene ab > 100.000 Zellen/ml
Milch und auf Kuhebene ab >200.000 Zellen/ml Milch (IDF, 2013). Die chronische
Mastitis ist festgelegt als eine Euterentziindung, die sich Uber einen langeren
Zeitraum streckt und sowohl subklinische als auch klinische Erscheinungen zeigen
kann (IDF, 2011) mit einer erh6hten Zellzahl von mindestens drei bis vier Wochen
(BONESTROO et al., 2021).

2. Mastitiserreger — Pathogenprofile und Infektionsdynamik

Atiologisch lassen sich Mastitiserreger in iiberwiegend kontagios (kuhassoziiert)
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und Uberwiegend umweltassoziiert einteilen, wobei immer wieder beschrieben
wird, dass diese Einteilung nicht immer eindeutig ist und eine Differenzierung auf
Stammebene sinnvoller ist (ZADOKS et al., 2011; KLAAS & ZADOKS, 2017).
Zu den Klassischen kontagidsen Keimen zahlen insbesondere Staphylococcus (S.)
aureus und Streptococcus (Strep.) agalactiae (KEEFE, 2012). Umweltassoziierte
Erreger hingegen stammen typischerweise aus der Umgebung der Tiere. Zu den
wichtigsten Vertretern dieser Gruppe zédhlen Strep. uberis und Escherichia (E.) coli
(COBIRKA et al., 2020; MECAJ et al., 2023). Studien, auch aus Bayern, zeigen,
dass kontagitse Erreger wie S. aureus und Strep. agalactiae seltener geworden
sind, wéahrend umweltassoziierte Erreger, insbesondere Strep. uberis, zunehmend
an Bedeutung gewinnen (ZADOKS & FITZPATRICK, 2009; BECHTOLD et al.,
2024).

Einige Erreger weisen sowohl Charaktereigenschaften kontagitser als auch
umweltassoziierter Keime auf. Dazu zéhlen insbesondere Strep. dysgalactiae
(LUNDBERG et al., 2016; WENTE & KROMKER, 2020) sowie die Gruppe der
Nicht-Aureus-Staphylokokken (NAS) (PYORALA & TAPONEN, 2009; DE
BUCK et al., 2021).

Zusétzlich lassen sich Mastitiserreger auf Grundlage ihrer Pathogenitat und
epidemiologischen Relevanz in sogenannte ,,Major Pathogens* und ,,Minor
Pathogens* unterteilen. ,,Major Pathogens* wie S. aureus, Strep. agalactiae, E. coli
oder Strep. uberis flhren in der Regel zu einer ausgepragten zelluldren
Immunantwort im Euter, zu Milchleistungsverlusten sowie haufiger zu klinischen
Krankheitsverlaufen (GRIFFIN et al., 1977).

,»Minor Pathogens“ wie NAS (DE BUCK et al., 2021) und Corynebacterium spp.
gelten demgegenuber als weniger pathogen. Sie 16sen in den meisten Fallen im
Vergleich zu den ,,Major Pathogens“ eine schwachere Immenantwort aus und
persistieren kirzer oder gar nicht in der Milchdrise (SRITHANASUWAN et al.,
2023). Sie werden auch als Kommensalen der Schleimhaut beschrieben (BROOKS
& BARNUM, 1984; DE BUCK et al., 2021).

2.1. Staphylococcus aureus

S. aureus gehort zu den grampositiven Kokken und kann sowohl als Pathogen aber
auch als Haut- und Schleimhautkommensale vorkommen (MATOS et al., 1991;
CAPURRO et al., 2010; CICCONI-HOGAN et al., 2013). Die hervorgerufene
Mastitis verlauft hdufig subklinisch mit erhohten Zellzahlen, kann jedoch auch
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klinisch manifest werden (SEARS et al., 1990; WALKER et al., 2013). Chronische
Verlaufe mit Abszess- und Granulombildung erschweren die Behandlung (SEARS
etal., 1990). Zusétzlich gelten S.-aureus-Infektionen als schwer therapierbar, da die
bakteriologische Heilungsrate nach antibiotischer Behandlung haufig niedrig ist
(BARKEMA et al., 2006). Dies wird unter anderem durch die Bildung von
Biofilmen sowie die F&higkeit zur Persistenz in phagozytierenden Zellen und
innerhalb von Epithelzellen erklart (HENSEN et al., 2000; MULLARKY et al.,
2001).

Klassisch erfolgt die Ubertragung wihrend des Melkens (iber kontaminierte
Melkzeuge oder Hande (KEEFE, 2012), wobei jedoch auch ein
Infektionsgeschehen nachgewiesen wurde, welches sonst eher umweltassoziierten
Erregern zugeschrieben wird (ZADOKS et al., 2001). Fliegen kdnnen als VVektoren
fur S. aureus dienen (CAPURRO et al., 2010). Kuhe mit persistenten Infektionen
dienen als Reservoir, weshalb eine Melkreihenfolge oder Keulung betroffener Tiere
empfohlen wird (PETERSSON-WOLFE et al., 2010).

2.2. Streptococcus agalactiae

Strept. agalactiae gehort ebenfalls zu den grampositiven Kokken und zéhlt zu den
kontagidsen Erregern (KEEFE, 2012), konnte aber auch in der Umwelt, im Kot und
in Trdnken nachgewiesen werden (JORGENSEN et al., 2016). Lange Zeit galt
dieser Erreger als obligater Euterkeim (MCDONALD, 1984). Die hervorgerufene
Mastitis verlauft meist subklinisch mit hohen Zellzahlen (DJABRI et al., 2002) und
kann chronisch werden, bis hin zur Atrophie eines Euterviertels.
Antibiotikatherapien, insbesondere mit Penicillin, sind meist wirksam (HUBER-
SCHLENSTEDT et al., 2017), jedoch missen Kihe mit persistenten Infektionen
konsequent aus der Herde eliminiert werden. Mit der Einfuhrung des Flinf-Punkte
Plans Mitte des 20. Jahrhunderts konnten die Pravalenzen von kontagidsen
Erregern, insbesondere von Strep. agalactiae, deutlich gesenkt werden (DODD et
al., 1969; NEAVE et al., 1969). Der Schwerpunkt des Funf-Punkte Plans lag dabei
auf der Reduktion von IMI mit kontagidsen Erregern und einer Senkung der weit
verbreiteten hohen Zellzahlen (HILLERTON & BOOTH, 2018). Um diese Ziele zu
erreichen, sollten Melkanlagen regelmaRig gewartet werden, Zitzendesinfektion
nach dem Melken durchgefiihrt werden, Kihe mit klinischer Mastitis und
trockenzustellende Kihe einer gezielten Antibiotikatherapie unterzogen werden
und therapieresistente oder nicht behandlungswirdige Kihe konsequent gekeult
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werden (DODD et al., 1969; NEAVE et al., 1969).

2.3. Streptococcus dysgalactiae
Strep. dysgalactiae weist sowohl Charaktereigenschaften kontagioser als auch
umweltassoziierter Natur auf (WENTE & KROMKER, 2020). Innerhalb einer
Herde kénnen mehrere Stamme gleichzeitig vorkommen (WENTE & KROMKER,
2020). Die Infektion verlauft Uberwiegend subklinisch und ist mit Milchverlusten
verbunden (HEIKKILA et al., 2018).

2.4. Streptococcus uberis

Strep. uberis z&hlt ebenfalls zu den grampositiven Kokken und weist die Fahigkeit
der Askulin-Spaltung auf. Das Vorkommen ist dabei ubiquitar, vor allem aber in
der Umgebung der Kihe, darunter in Einstreu, Wartebereichen vor dem Melkstand
(WENTE & KROMKER, 2020) und in Fazes (ZADOKS et al., 2005; BREEN et
al., 2009). Neben der klassischen Umwelttibertragung sind auch direkte Kuh-zu-
Kuh-Infektionen beschrieben (ZADOKS et al., 2003). Eine Infektion kann sowohl
subklinische als auch klinische Mastitis verursachen. Strep. uberis gilt als einer der
wichtigsten Erreger der klinischen Mastitis in Bayern (HUBER-SCHLENSTEDT
etal., 2017; BECHTOLD et al., 2024).

2.5. Escherichia coli

E. coli gehdrt zu den gramnegativen Stabchen, ist physiologisch im Kot vorhanden
und gelangt opportunistisch in das Euter (BURVENICH et al., 2003). Dabei kénnen
schwere Kklinische Mastitiden ausgeldst werden, da sowohl wahrend der
Vermehrung als auch nach dem Tod der Bakterien das Zellwand-Endotoxin
Lipopolysaccharid (LPS) freigesetzt wird. In Folge dessen wird eine
vergleichsweise starke Aktivierung von Komponenten der angeborenen
Immunantwort ausgelost (GUNTHER et al., 2017). Je schneller die Anzahl der
Keime steigt, desto mehr LPS ist vorhanden und umso schneller kann es zu einer
Entziindungsreaktion und einer klinisch manifestierten Erkrankung kommen
(MEHRZAD et al., 2008). In fulminanten Verlaufen kann es zu einem systemisch
inflammatorischen Schocksyndrom mit Multiorganversagen fihren (HAZLETT et
al., 1984).

2.6. Nicht-Aureus-Staphylokokken (NAS)

NAS sind eine heterogene Gruppe und weisen sowohl Charaktereigenschaften von
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umweltassoziierten als auch von kontagiosen Erregern auf (PYORALA &
TAPONEN, 2009; DE BUCK et al., 2021). Die Bezeichnung NAS umfasst alle
Staphylokokkenarten auBer S. aureus und schlief3t auch Koagulase-positive sowie
Koagulase-variable Spezies wie zum Beispiel S. hyicus ein (FOX et al., 1996) ein.
Aufgrund der diagnostischen Unschérfen bei der Koagulasetypisierung wird der
Begriff NAS als praziser angesehen (FOX et al., 1996; AKINEDEN et al., 2011).
In vielen Landern sind NAS die am haufigsten nachgewiesenen Erreger in VGP
(PITKALA et al., 2004; TENHAGEN et al., 2006; SAMPIMON et al., 2009;
GROH et al., 2023). Infektionen mit NAS l6sen vor allem subklinische Mastitiden
aus (PYORALA & TAPONEN, 2009), kénnen aber auch bei klinisch gesunden
Tieren nachgewiesen werden (REYHER et al., 2011; DUFOUR et al., 2012). Die
Prévalenz von NAS ist besonders hoch bei Farsen und in der ersten Laktation (FOX
et al., 1995; PIEPERS et al., 2007).

Die Spezies S. chromogenes wurde in mehreren L&ndern als haufigste NAS-Spezies
nachgewiesen (DE VISSCHER et al., 2016; CONDAS et al., 2017; CONDAS et
al.,, 2017a; JENKINS et al., 2019). Sie ist sowohl in Kklinischen als auch
subklinischen Fallen h&ufig vertreten und mit erhdhten somatischen Zellzahlen
assoziiert (TAPONEN & PYORALA, 2009). Neben S. chromogenes zéhlen S.
epidermidis, S. simulans, S. haemolyticus und S. xylosus zu den am haufigsten
isolierten NAS-Spezies (CONDAS et al., 2017; CONDAS et al., 2017a). In einer
Analyse von ber 5.000 NAS-Isolaten aus kanadischen Milchproben konnten
insgesamt 23 verschiedene Spezies identifiziert werden (CONDAS et al., 2017a).
Die Verteilung einzelner Spezies variiert zwischen Regionen, wobei ein Einfluss
durch das Herdenmanagement vermutet wird (VANDERHAEGHEN et al., 2015).

2.7. Quantitative Erregerausscheidung

Die Menge der ausgeschiedenen Bakterien bei intramammaren Infektionen variiert
in Abhangigkeit vom verursachenden Erreger. S. aureus wird in der Regel in
geringeren Mengen (< 1.000 KbE/ml Milch) ausgeschieden (SEARS et al., 1990).
Allerdings kann S. aureus in Einzelfallen deutlich hthere Werte erreichen, wie bei
natiirlichen Infektionen mit mittleren Koloniezahlen von 2,4 x 10* KbE/mI
beschrieben (WALKER et al., 2011). Unter den in dieser Arbeit betrachteten
Pathogenen wies S. aureus die niedrigste Erregerausscheidung in Studien auf
(HAMEL et al., 2021). Strep. uberis wurde sowohl in experimentellen als auch in

Felduntersuchungen mit hoheren Koloniezahlen nachgewiesen. In einem Versuch
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mit einem wirtsadaptierten Stamm wurden nach experimenteller Infektion
Koloniezahlen von bis zu 7,7 logie KbE/ml gemessen (TASSI et al., 2013). Bei
natiirlichen Infektionen betrug der Mittelwert etwa 4,0 logio KbE/ml, wobei mehr
als ein Drittel der Proben an der oberen Nachweisgrenze lag (HAMEL et al., 2021).
Strep. dysgalactiae wurde ebenfalls mit hohen Ausscheidungsmengen in
Verbindung gebracht. Nach einer experimentellen Infektion wurden bis zu 9,3 logo
KbE/ml erreicht (MAYE et al., 2017). Unter Praxisbedingungen tberschritten in
einer Untersuchung mehr als die Hélfte der Proben die obere Nachweisgrenze von
30.000 KbE/ml Milch (HAMEL et al., 2021). E. coli wird haufig bei akuten
klinischen Mastitiden nachgewiesen und kann in diesen Féllen hohe Koloniezahlen
aufweisen. Eine hohe initiale Koloniezahl wurde mit schwereren klinischen
Verldaufen und einer ausgeprégteren Immunreaktion bei erstlaktierenden Kihen in
Verbindung gebracht (VANGROENWEGHE et al., 2004). Eine hohe Erregerlast
wurde mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit der bakteriellen Heilung, auch nach
Therapie, (ZIESCH & KROMKER, 2016) und ebenfalls mit reduzierten
Heilungsraten bei klinischen (FREDEBEUL-KREIN et al., 2022) und
subklinischen Mastitiden beschrieben (KREBS et al., 2023). Bestimmte Tier- und
Infektions-bezogene Faktoren kdnnen die HOhe der Erregerausscheidung
beeinflussen. Eine hohere Keimausscheidung wurde bei Tieren mit erhohten
somatischen Zellzahlen beobachtet (HAMEL et al., 2021). Eine erhohte
Ausscheidungsmenge ist auBerdem ab der > 2. Laktation zu beobachten (HAMEL
et al, 2021). Nach Stresssituationen, wie beispielsweise  hohen
Umgebungstemperaturen (HAMEL et al., 2021), oder nach einer Klauenpflege
wurden ebenfalls héhere Koloniezahlen festgestellt (KROMKER et al., 2008).
Untersuchungen zur natiirlichen quantitativen Erregerausscheidung liegen bislang
nur in begrenztem Umfang vor. Diese sind jedoch notwendig, um Tierérztinnen und
Tierdrzten  bei  der  Einordnung des  Infektionsgeschehens  und

Therapieentscheidungen zu unterstltzen.

3. Risikofaktoren fiir Mastitis und intramammare
Infektionen

3.1. Tierindividuelle Faktoren
Zu den tierbezogenen Risikofaktoren fir intramammaére Infektionen z&hlt die
Paritat: Kiihe mit hoherer Laktationszahl tragen dabei ein erhohtes Risiko (HERTL
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et al.,, 2011; ELGHAFGHUF et al., 2014). Dahingehend wird auch ein
unvollstandiger Zitzenschluss mit steigendem Alter beschrieben, welcher die
mechanische Barriere gegen das Eindringen von Erregern nachteilig beeinflusst
(KIBEBEW, 2017). AuRerdem konnte festgestellt werden, dass Zitzen mit
Hyperkeratosen an der Spitze zu einem erhohten Risiko fur intramammare
Infektionen mit Strep. uberis oder E.coli fihren (BREEN et al., 2009).

Eine hohe Milchleistung wurde ebenfalls als Risikofaktor beschrieben (JAMALI et
al., 2018). Driuber hinaus kann die genetische Veranlagung die Resistenz oder
Empféanglichkeit gegentiber IMI beeinflussen, wobei Hochleistungsrassen wie
Holstein-Friesian haufiger betroffen sind als Rassen mit moderater Milchleistung
(CURONE et al., 2018).

3.2 Einstreu und Liegeflachen

Die Einstreu und die Liegeflachen stellen einen weiteren wesentlichen Faktor dar,
der das Risiko fir IMI beeinflusst. Materialien wie Stroh kénnen als Reservoir fur
Krankheitserreger dienen, insbesondere fir Umweltkeime wie Strep. uberis
(HOGAN et al., 1989; ERICSSON UNNERSTAD et al., 2009; PATEL et al., 2019;
SHERWIN et al., 2021). Die Sauberkeit der Haltungsumgebung, welche auch
mafgeblichen Einfluss auf die Sauberkeit der Kihe hat (DEVRIES et al., 2012),
und der regelméaiige Wechsel der Einstreu sind daher essenziell, um die bakterielle
Belastung zu minimieren und die Ubertragung von Erregern zwischen den Tieren
zu reduzieren (ABEBE et al., 2016; PATEL et al., 2019). Verschmutze Kuhe haben
zusatzlich ein hoheres Risiko fur eine E.-coli-Infektion (BREEN et al., 2009).
Fehlende Einstreu oder die Nutzung ungeeigneter Liegeflachen, wie Gummimatten,
kdnnen die Pravalenz von S. aureus (ABEBE et al., 2016) und Strep. dysgalactiae
erhéhen (Groh et al., 2022). Ein weiterer wichtiger Faktor stellt die Hygiene im
Abkalbestall dar. Die HygienemaBnahmen sollten in diesem Bereich besonders
grindlich eingehalten werden, weil hier potenziell ein groRes Risiko fir eine
Neuinfektion herrscht (BARKEMA et al., 1999).

3.3. Fltterung

Auch die Futterung beeinflusst das Mastitisrisiko indirekt durch die Beeinflussung
der Immunkompetenz der Kihe. Eine ausgewogene Erndhrung fordert das
Immunsystem, wahrend Né&hrstoffmangel oder ungiinstige Futterbestandteile das
Infektionsrisiko erhdhen konnen (O'ROURKE, 2009). Zusatzlich kann
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schmackhaftes Futter, welches direkt nach dem Melken angeboten wird, dabei
helfen, Standzeiten nach dem Melken zu verlédngern, wahrend sich der
Zitzenschluss vollzient und somit das Eindringen von Erregern (im Liegen)
verhindert wird (DUFOUR et al., 2011).

3.4. Klima

Das Klima, insbesondere Temperatur und Luftfeuchtigkeit, stellt einen
bedeutenden Risikofaktor fur das Auftreten von Mastitis dar. Hitzestress infolge
erhdhter Umgebungstemperaturen kann die Immunkompetenz von Milchkiihen
beeintrachtigen und somit die Infektanfalligkeit erhéhen (HAMEL et al., 2021;
Z1GO et al.,, 2021). Gleichzeitig beeinflussen Temperatur und Luftfeuchtigkeit das
Umweltmilieu und foérdern unter bestimmten Bedingungen die Vermehrung
Mastitis-relevanter Umweltkeime, wie zum Beispiel E. coli und Strep. uberis
(VITALI et al., 2020). Ein erhohter Keimdruck in Stall- und Liegebereichen wird
dabei insbesondere durch feuchte und ungeniigend beliiftete Flachen beginstigt
(DLG-MERKBLATT 450, 2021).

Zahlreiche Studien berichten von einem Zusammenhang zwischen steigender
Umgebungstemperatur bzw. Temperature Humidity Index (THI) und der
somatischen Zellzahl sowie der Inzidenz klinischer Mastitis (BOURAOQUI et al.,
2002; SMITH et al., 2013; BERTOCCHI et al., 2014; HAMEL et al., 2021). Vitali
et al. (2020) zeigten anhand des Heat Load Index (HLI), dass ein akkumulierter
Hitzeeintrag in den Tagen vor der Erkrankung mit einem erhdhten Mastitisrisiko
assoziiert ist. EinflussgroRen wie Milchleistung, Laktationsstadium und Paritat
verstarken diesen Effekt zusatzlich.

Daruber hinaus belegen Untersuchungen von Chen et al. (2022), dass die
Abmilderung von Hitzestress durch  Verdunstungskiihlung nicht nur
leistungsbezogene Parameter wie Milchmenge und Futteraufnahme positiv
beeinflusst, sondern auch die Immunantwort im Euter moduliert. Nach einer
experimentellen intramammaren Infektion wiesen nicht geklhlte Tiere hohere
Konzentrationen inflammatorischer Marker in der Milch sowie eine erhohte
somatische Zellzahl auf (CHEN et al., 2023).

Neben Temperatur und Luftfeuchtigkeit ist auch die Jahreszeit von Bedeutung.
Olde Riekerink et al. (2007) berichteten Uber einen saisonalen Anstieg der
somatischen Zellzahl in den Sommermonaten sowie (ber eine erhohte

Mastitisinzidenz im Winter. Dabei wurden pathogenabhéngige Unterschiede
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festgestellt: Strep. uberis trat verstarkt im Sommer auf, insbesondere im
Zusammenhang mit Weidehaltung, wéhrend E. coli gehduft in den
Sommermonaten in Laufstdllen nachgewiesen wurde (OLDE RIEKERINK et al.,
2007).

3.5. Melkarbeit und Melkhygiene

Im Bereich der Melkarbeit und Melkhygiene beeinflussen verschiedene Faktoren
die Mastitisinzidenz maRgeblich. Schlechte Melkhygiene, defekte Melkmaschinen
und unzureichende Zitzenreinigung erhohen die Infektionsgefahr deutlich
(HOGAN et al., 1989; BREEN et al., 2009). Das Eintauchen der Zitzen in
Desinfektionslésungen nach dem Melken und das Tragen von Einweghandschuhen
stellen dagegen wichtige Schutzfaktoren dar (BARKEMA et al., 1999; DUFOUR
et al., 2011). Die Einhaltung einer Melkreihenfolge verhindert vor allem die
Ubertragung kontagioser Erreger wie S. aureus (ABEBE et al., 2016) und Strep.
agalactiae. Melkanlagen, die nicht regelmaRig Uberpruft werden und Maéngel
aufweisen, stellen ebenfalls ein erhohtes Risiko dar (NOORLANDER, 1977). In
manchen Fallen ist ein hérbares Schliirfen (,,Liner slips®) wahrzunehmen, welches
als ein Risikofaktor fiir Umweltmastitiden (NMC, 1997) qilt.

3.6. Trockenstellen

Das Trockenstellen ist eine zentrale Manahme im Herdenmanagement und dient
der Regeneration des Eutergewebes nach der Laktation (CAPUCO & AKERS,
1999). Wéhrend dieser 45- bis 60-tdgigen Phase durchlauft die Milchdruse drei
Phasen: aktive Involution, stabile Involution mit hoher Infektionsresistenz und
Neolaktogenese (DLG-MERKBLATT 400, 2019). Diese Phase ist entscheidend fr
die langfristige Eutergesundheit und Leistungsféhigkeit in der Folgelaktation
(LEITFADEN EUTERGESUNDHEIT, 2018).

Das Trockenstellen ermdglicht die Ausheilung wéhrend der Laktation erworbener
intramammarer Infektionen, birgt jedoch insbesondere um den Kalbezeitpunkt ein
hohes Risiko flir Neuinfektionen — bis zu 90 % treten in dieser Zeit auf (NITZ et
al., 2021). Ursachen sind ein noch offener Strichkanal und Milchreste im Euter, die
pathogenen Keimen Nahrung bieten (BURVENICH et al., 2003; DLG-
MERKBLATT 400, 2019).

Die antibiotische Langzeitbehandlung beim Trockenstellen ist bewahrt zur
Infektionsbek&mpfung und Reduktion von Neuinfektionen (DUFOUR et al., 2011;
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NIEMI et al., 2021). Angesichts antimikrobieller Resistenzen ist ein
verantwortungsvoller Einsatz wichtig, etwa durch selektives Trockenstellen
(SORGE et al., 2023). Dieses wird in nordischen La&ndern wie Finnland und
Dénemark seit Jahren erfolgreich praktiziert. Studien zeigen, dass selektives
Trockenstellen bei Verwendung eines internen Zitzenversieglers keine oder nur
geringe Auswirkungen auf Zellzahl und Milchleistung hat (NIEMI et al., 2020;
KABERA et al., 2021), wobei eine herdenspezifische Anpassung entscheidend ist
(NIEMI et al., 2020; RAJALA-SCHULTZ et al., 2021).

Die spontane Heilungsrate wahrend der Trockenstehzeit kann in gut gefiihrten
Betrieben bis zu 75 % betragen (DLG-MERKBLATT 400, 2019). Interne
Zitzenversiegler schutzen besonders in den ersten Tagen nach dem Trockenstellen
wirksam, sofern sie hygienisch korrekt angewendet werden (DLG-MERKBLATT
400, 2019).

Mit dem Inkrafttreten des neuen Tierarzneimittelgesetzes (TAMG, 2021) zum 1.
Januar 2023 wurde die Erfassung des Antibiotikaverbrauchs auf Milchkihe
ausgeweitet, was den pauschalen Antibiotikaeinsatz beim Trockenstellen rechtlich
einschréankt und eine indikationsbezogene Anwendung verlangt.

Nicht jede Kuh benétigt eine antibiotische Behandlung. Entscheidungshilfen wie
der RAST (Reduktion des Antibiotikaeinsatzes beim Milchvieh durch Selektives
Trockenstellen)-Entscheidungsbaum (RAST, 2020) unterstlitzen das selektive
Trockenstellen.  Voraussetzungen sind eine eutergesunde Herde mit
Tankmilchzellzahl unter 200.000 Zellen/ml, unauffallige Mastitishistorie und ein
negativer California Mastitis Test (CMT) am Tag des Trockenstellens. Nach
mikrobiologischer Untersuchung kann auf Antibiotika verzichtet werden
(SCHMON, 2019). Zudem empfiehlt sich eine Bestandsuntersuchung zur
Erfassung kontagioser Erreger, um gezielte MalRnahmen zu ermdglichen
(SCHMON, 2019).

4, Region Bayern — Struktur und Besonderheiten

In Bayern werden rund 1,036 Millionen Milchkiihe gehalten, was einem Anteil von
etwa 29 % am gesamten deutschen Milchkuhbestand entspricht (BMEL, 2024). Der
Beitrag Bayerns zur nationalen Milchproduktion liegt bei 25 %
(MILCHERZEUGERVERBAND, 2024). Die durchschnittliche Herdengrolie
betragt 44 Kihe (BMEL, 2024) und ist damit die niedrigste im bundesweiten
Vergleich. Die vorherrschende Rasse ist Fleckvieh und macht 77 % des bayerischen
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Milchkuhbestands aus (BMEL, 2024). Diese Zweinutzungsrasse wird sowohl fir
die Milch- als auch fiir die Fleischproduktion eingesetzt (MICINSKI et al., 2014).
Sie weist im Vergleich zu Holstein-Friesian-Kihen Unterschiede in der
Milchzusammensetzung, insbesondere hohere Milchfettgehalte sowie eine
geringere Abgangsrate auf (KARSLIOGLU KARA & KOYUNCU, 2018). Zudem
bestehen Unterschiede im Stoffwechsel und in den Futterungsanforderungen
zwischen Fleckvieh und Holstein-Kihen (ZABLOTSKI et al.,, 2022). Die
bayerische Milchviehhaltung ist durch eine groRe strukturelle Heterogenitét
gekennzeichnet. In den sudlichen Regionen, insbesondere in den Alpen- und
Voralpengebieten, dominieren kleinere Familienbetriebe mit Anbindehaltung oder
kleinen Laufstallen. In den ndrdlichen Regionen, vor allem in Franken und der
Oberpfalz, finden sich groRere Betriebe mit Laufstallhaltung. Die Haltungsformen
umfassen sowohl klassische Anbindestélle, Mischformen mit teilweisem
Weidegang als auch groRe Laufstélle mit automatischen Melksystemen (GROH et
al., 2023).
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Simple Summary

This study investigated the prevalence of mastitis pathogens and risk factors at the herd
level in 305 dairy farms in Bavaria, Germany. The most common pathogen in quarter
milk samples from more than 14,000 cows was identified as non-aureus staphylococci,
followed by Streptococcus uberis and Staphylococcus aureus. Risk factors varied by pathogen
and included factors such as herd size, type of bedding, milking system, and hygiene prac-
tices. Known preventive measures such as post-milking teat disinfection and equipment
maintenance were again associated with lower infection rates. These findings highlight
the importance of good management practices in reducing intramammary infections and
improving udder health in dairy herds.

Abstract

This cross-sectional study aimed to (a) determine the apparent prevalence of mastitis
pathogens and (b) to identify risk factors for intramammary infections (IMIs) at the herd
level in dairy herds in Bavaria, Germany. A stratified random sample of 305 herds was
selected based on herd size, administrative district, and season. During the farm visits
between July 2023 and July 2024, management data were recorded, quarter milk samples
(QMSs) from 14,700 lactating cows were collected aseptically and analyzed, and the somatic
cell count (SCC) at the quarter level was determined. Risk factors for the within-herd
prevalence of Staphylococcus (S.) aureus, Streptococcus (Strep.) uberis, Strep. dysgalactiae, and
non-aureus staphylococci (NAS) were analyzed by negative binomial regression, while risk
factors for the presence of Escherichia (E.) coli and Strep. agalactiae IMIs on dairy farms were
identified by logistic regression. The most frequently detected pathogens were NAS, found
in 5.0% of all QMSs (n = 57,251), followed by Strep. uberis (1.9%) and S. aureus (1.8%), Strep.
agalactiae (0.2%), and E. coli (0.1%). At the herd level, NAS, Strep. uberis, S. aureus, and Strep.
dysgalactine were found in 92%, 69%, 67%, and 57% of farms, respectively. Risk factors for
increased within-herd prevalence included automated milking systems (NAS), organic
production (Strep. uberis, S. aureus), straw bedding (Strep. uberis), and lack of bedding or
mattress cubicles (Strep. dysgalactiae). The odds for a herd to be positive were increased
with audible liner slips (E. coli) and the irregular cleaning of water troughs (Strep. agalactiae),
and without a maintenance agreement for milking equipment (Strep. agalactiae). These
results provide valuable insights into options for the targeted prevention of IMI.

Keywords: mastitis pathogens; risk factors; dairy cattle
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1. Introduction

Mastitis is one of the most common diseases in dairy farming globally [1] and has
a profound impact on animal welfare [2]. Affected animals can show clear behavioral
changes, such as shorter lying times [3-5], reduced rumination time and feed intake, and
pinching of the tail between the hind legs, as a sign of discomfort [6].

In addition to the impact on welfare, bovine mastitis has an enormous economic
effect due to milk loss [7-9], lower milk quality [9], treatment costs [10], and increased
involuntary culling [8].

In Germany, dairy farms differ greatly between regions. In Bavaria, dairy farming
has some unique characteristics that highlight the importance of regional studies. The
1,036,089 dairy cows in Bavaria alone make up 29% of all German dairy cows [11] and
produce 25% of Germany’s total milk volume [12]. However, the average herd size of
44 cows is smallest in a nationwide ranking. By comparison, the herds in north-eastern
Germany (Mecklenburg-Western Pomerania) are largest with an average of 244 cows per
herd, and the Holstein—Friesian breed dominates the German dairy industry outside of
Bavaria [13]. By contrast, the dual-purpose breed Simmental [14] is the predominant dairy
breed in Bavaria, representing 77% of the Bavarian dairy cows [11]. Distinguished by
their robustness, higher milk fat production, and lower culling rate, Simmental cows are
growing in importance in Europe [15] and, above all, in Turkey [16]. It has also been shown
that, compared to Holstein—Friesian cows, this breed has different feeding requirements in
different stages of life [17]. Therefore, breed-specific factors may also impact the occurrence
of IMI.

Mastitis is predominantly caused by bacterial intramammary infection (IMI), which
results in local and systemic inflammation [18]. Etiologically, mastitis-causing pathogens
are classified based on their main reservoir and transmission route: environmental and
contagious pathogens [19]. Environmental pathogens such as Streptococcus (Strep.) uberis
and Escherichia (E.) coli originate from the cows’ surroundings and may opportunistically
invade the udder [20,21].

Contagious pathogens are predominantly transmitted from cow to cow and mainly in-
clude Strep. agalactiae and Staphylococcus (S.) aureus [22]. However, this binary classification
does not fully capture the complexity of pathogen behavior; some pathogens, such as Strep.
dysgalactine [23-25] and the heterogeneous group of non-aureus staphylococci (NAS), can
exhibit both environmental and contagious transmission characteristics [26,27].

In the mid-20th century, a five-point plan (tested milking systems, implementation of
teat dipping, antibiotic treatment of clinical mastitis, antibiotic dry cow therapy, and culling
of non-treatable animals) was drawn up to fight mastitis [28,29]. The main focus was
on reducing IMI with contagious pathogens (Strep. agalactiae and S. aureus) and fighting
infections with antibiotic dry cow therapy [30]. High somatic cell counts (SCCs) were
common, and much of the emphasis was placed on reducing subclinical mastitis. The
five-point plan was highly successful [30], but as a result, the prevalence of environmental
pathogens has since increased, which are known to more likely cause clinical mastitis
(CM) [31,32].

In this study, we focus on IMI, defined as the presence of mastitis-causing pathogens
in quarter milk samples, regardless of the presence of inflammatory symptoms. There is a
possibility that IMI may lead to subclinical (SCM) or CM, but it does not always result in
inflammation. Therefore, although we reference studies describing risk factors for mastitis,
our outcome is pathogen-based (IMI) rather than inflammation-based (SCM or CM).

The known risk factors for IMI include age and milk yield [33,34]. Cows with a higher
parity are more prone to mastitis [35-37]. Similarly, high milk yield has been associated
with an increased risk of mastitis [38,39]. Environmental causes and certain management
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practices have also been identified as risk factors for mastitis: Nutrition and heat stress
can impair the immune competence of cows [40-42], while the material and hygiene of
bedding materials influence cow cleanliness, which in turn affects mastitis risk [43-46].
Furthermore, poor milking hygiene and malfunctioning milking machines can increase the
risk for mastitis as well. Previously described sparing factors include teat dipping [47,48], a
clean calving pen [47], and a milking sequence [49]. Well-maintained milking machines [50],
wearing disposable gloves, or providing feed after milking, to allow for teat closure before
cows lie down, can further reduce the risk for IMI [48].

However, risk factors for IMI will vary geographically due to differences in cattle
breeds, production level, and farming style, including housing, and also due to the change
in prevalence since the introduction of the five-point plan.

In 2018, a Bavarian study investigated risk factors for the herd prevalence of mastitis
pathogens [51], and another recent study from Bavaria analyzed the distribution of mastitis
pathogens identified in the largest regional veterinary laboratory between January 2014
and December 2023 [52]. However, a re-evaluation of risk factors for IMI in this dairy
region was needed, as the previous study [51] could not evaluate seasonal risk factors, and
there have been legislative changes regarding antibiotic usage for livestock production
in Germany and the European Union since. Specifically, in 2018, the German Veterinary
Pharmacy Regulation (TAHAV) [53] was revised, introducing an antibiogram requirement
for certain cases (e.g., when changing antibiotic prescription during therapy or when using
fluoroquinolones and 3rd /4th-generation cephalosporines). More recently, the National Vet-
erinary Medicinal Products Act (TAMG) [54] was amended in 2023, extending the national
antibiotic reduction program, thereby tightening monitoring and also reporting obligations
for dairy cattle. Furthermore, the dairy industry has developed towards fewer but larger
dairy farms and the number of farms with robotic milking is steadily increasing [55].

Therefore, the aim of this study was to describe the prevalence of the mastitis
pathogens and to investigate herd-level risk factors associated with the within-herd preva-
lence of the common mastitis pathogens Strep. uberis, Strep. dysgalactiae, Strep. agalactiae,
S. aureus, E. coli, and NAS in Bavarian dairy herds.

2. Materials and Methods

All animal-related procedures complied with institutional and national guidelines for
the ethical care and use of animals. Due to the non-invasive study design, local animal ethics
committee approval was not required. The participating farmers gave written informed
consent for the use of their animals and voluntarily answered any questions regarding
management practices.

2.1. Herd Selection

This cross-sectional study was conducted in Bavaria between July 2023 and July 2024.
A list of all dairy Bavarian farms (N = 20,624) that included milk shipped daily was used
to identify potential participants. Since the herd size was not available, the milk shipped
was used as a surrogate for herd size. Farms with <200 kg of milk shipped daily (n = 2399)
were excluded, as it was assumed that the herd size was fewer than 10 cows. Excluding
these very small herds also increased the statistical robustness of the analysis, as estimates
from very small sample sizes per herd are more prone to random variation. The remaining
farms (n = 18,225) were divided into 4 groups based on the quartiles of daily milk haul
(group 1: 201-479 kg, group 2: 480-869 kg, group 3: 870-1498 kg, group 4: >1499 kg).
Due to logistical and financial constraints, a total of 304 herds could be examined, which
were divided into groups of 76 herds per season (spring, summer, fall, and winter) for
each group (1-4). The seasons were defined by month as follows: spring—March to
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May; summer—]June to August; fall—September to November; and winter—December
to February. For a good representation of the whole state of Bavaria, the herds were also
divided into the six administrative districts on a percentage basis due to geographical
differences in number of farms and farm sizes. Thus, 61 herds were to be studied in
Franconia, 50 in Lower Bavaria, 54 in Swabia, 43 in Upper Palatinate, 52 in Upper Bavaria
East, and 44 in Upper Bavaria West. The resulting farm lists were randomized (in Microsoft
Excel® 2019 MSO (16.101417.20007), function RANDY)) and then contacted by telephone
starting from the top of the list. Each farm was visited once by trained technicians from the
Bavarian Animal Health Service at milking time or, in the case of robotic milking farms, at
one point throughout the day.

During a farm visit, the hygiene score (1-4: 1 = clean cow, manure contamination
up to dewclaws; 2 = light soiling, manure contamination up to hock joint; 3 = manure
contamination above hocks and on flanks; 4 = severe manure contamination including
soiled belly) [56], the hock score (1-3: 1 = no swelling or hair missing; 2 = no swelling,
>1 cm diameter bald area on the hock; 3 = swelling or crust/open lesion of skin) [57], and
the teat score (1-4: 1 = no hyperkeratosis; 2 = ring at teat end; 3 = moderate hyperkeratosis;
4 = extreme hyperkeratosis) [58] of lactating and dry cows were assessed on a cow level (the
highest score was recorded). On farms with conventional milking systems, quarter milk
samples (QMSs) were collected aseptically from all quarters of all lactating cows, prior to
milking, in a sterile container with 0.5% boric acid as a preservative agent for shipment [59].
After pre-cleaning of the teats by the milker, the teat ends were rubbed with an alcohol
swab and the cleanliness of the pre-cleaning was recorded (score 1-4: 1 = clean: no manure,
dirt, or dip; 2 = dip present: no manure or dirt; 3 = small amount of dirt and manure
present; 4 = larger amount of dirt and manure present) [56]. Finally, on conventional
milking farms, the strip yield from all four quarters was manually milked in a measuring
cup for 1 min (up to 10 cows per farm) immediately after cluster removal. On farms with
robotic milking, animals were restrained in head locks, and aseptic QMS collection was
performed independently of milking time. All samples were cooled immediately after
collection and transported to the Bavarian Animal Health Service laboratory for further
analysis on the same or the following day.

Based on standardized questionnaires, we recorded farm management practices,
including farm type (i.e., organic or conventional), dairy and beef animal population on
the farm, milking system, milking system cleaning procedures, milking processes (incl. teat
dipping), milk quality metrics, dry cow management, bedding types, housing, feeding, and
water supply assessments.

2.2. Laboratory Analysis

All QMSs were analyzed according to the guidelines of the German Veterinary Associ-
ation (DVG) [60], which are based on the guidelines of the International Dairy Federation
(IDF) [61] and the National Mastitis Council (NMC) [62]. An esculin agar plate with
5% sheep blood (Thermo Scientific™ OXOID™, Basingstoke, UK) was prepared for each
cow, and an inoculum of 0.01 mL was applied to each quarter using calibrated eyelets. In
the case of clinical mastitis, an additional 0.05 mL was spread on a whole agar plate. In
addition to the esculin agar plate, a Sabouraud dextrose agar plate (Thermo Scientific™
OXOID™, Basingstoke, UK) was prepared for cows that had a history of antibiotic treat-
ment, as yeast and fungi grow more easily on this medium. Plates were incubated at
36 & 1 °C for 36-48 h. The analysis was performed after 36—48 h. An initial classification of
the pathogens was based on colony morphology (size, color, mucus formation, and odor),
hemolysis, and hemotoxin zone [60].
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S. aureus was identified by phenotypic colony morphology and clear hemolysis with
the toxin zone. If the hemolysis zone was equivocal, the clumping factor and coagulase were
also tested. If negative, the colony was considered NAS. Questionable S. aureus colonies
and all identified NASs (e.g., S. epidermidis, S. chromogenes, S. borealis) were examined by
MALDI-TOF (MALDI Biotyper® Sirius, Bruker Daltonic SPR, Hamburg, Germany).

Streptococcal differentiation was based on colony morphology, hemolysis zone, abil-
ity to cleave esculin, the CAMP test (Christie, Atkins, Munch-Petersen), and classifica-
tion into Lancefield groups (B, C, G). The CAMP test with a hemolytic S. aureus strain
was performed on all esculin-negative streptococci, but was mainly used to differenti-
ate between Strep. agalactine (CAMP test-positive) and Strep. dysgalactine (CAMP test-
negative) [60,62]. Hemolytic streptococci, such as Strep. canis, were differentiated using
a commercial Lancefield group test kit (Thermo Scientific™ Streptex™, Nepean, ON,
Canada). Esculin-positive streptococci (Strep. uberis, Enterococcus spp., Lactococcus spp.)
were further differentiated using the selective medium kanamycin-esculin acid (KAA-Agar,
produced in-house [60]) and characteristic zones of inhibition in the agar diffusion test with
penicillin and rifampicin (Thermo Scientific™ OXOID™, Basingstoke, UK) [60]. Colonies
of Enterococcus spp. and Lactococcus spp. were examined by MALDI-TOF to determine the
exact species. If no species could be determined after repeated microbiological examination
and MALDI-TOE, the bacteria were divided into esculin-positive and -negative streptococci
according to their esculin cleavage. Due to logistical and financial constraints, not all
pathogen colonies were examined using MALDI-TOF.

Trueperella (T.) pyogenes was also differentiated based on colony morphology and
hemolysis behavior. When necessary, additional tests were performed on a Loeffler serum
plate (Thermo Scientific™ OXOID™, Basingstoke, UK) (characteristic formation of a
trench) [60] or with MALDI-TOF.

All Gram-negative bacteria (e.g., E. coli, Serratia spp., Klebsiella spp.) were differentiated
with MALDI-TOEF. Differentiation between yeasts, Profotheca spp., and Norcardia spp. was
performed microscopically [60].

To classify the health status of the udder quarters, the somatic cell count (SCC) was
determined for each QMS using flow cytometry (FOSSOMATIC MC, FOSS GmbH, Ham-
burg, Germany). The quarter was classified as healthy if the SCC was <100,000 cells/mL,
quarters with >100,000 cells/mL were recorded as subclinical mastitis [63], and samples
with visible abnormalities in the milk (e.g., flakes) were classified cow-side as clinical
mastitis [19].

2.3. Statistical Analysis

For statistical analysis, the group classification (quartiles) was adjusted based on
actually recorded cow numbers on the day of the visit rather than the initially used milk
shipped daily.

SAS 9.4 software (SAS Institute Inc., Cary, NY, USA) was used for statistical analysis
and alpha was set at 0.05. Descriptive statistics were calculated using PROC MEANS
for continuous and PROC FREQ for categorical variables. For univariable analysis, cate-
gorical predictors were compared across continuous outcomes using Kruskal-Wallis or
Mann-Whitney U-tests via PROC NPARTWAY.

For the multivariate models, the unit of interest was the herd. Two types of outcomes
were considered: For S. aureus, Strep. uberis, Strep. dysgalactine, and NAS, the outcome was
the within-herd prevalence. For E. coli and Strep. agalactiae, the outcome was binary (herd
infected: yes/no) due to the high number of herds without the detection of these pathogens
and little variation in the within-herd prevalence of positive herds.
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Predictors and models were selected as follows: Initially, all potential risk factors
(Table 1) were tested for an association with the prevalence of the pathogens (treated as a
continuous variable) or the presence/absence of E. coli or Strep. agalactise in a herd using
appropriate non-parametric tests, such as the chi-square or Fishers exact test (PROC FREQ),
Mann-Whitney U-test (PROC NPARIWAY), or Spearman correlation (PROC CORR). If
they were associated with the outcome (p < 0.05), they were further assessed for biological
plausibility and data quality (i.e., sufficient data points per category) and collinearity. If the
collinearity of potential predictors had to be assumed (e.g., r > 0.7), the more biologically
plausible and data-rich variable was selected for the multivariate models. For example,
the presence of Strep. dysgalactine was retained instead of bulk tank somatic cell count
(BTSCC), as pathogen occurrence is more likely to drive changes in SCC. Similarly, herd
size was retained instead of average milk yield, as larger herds tend to have higher yields.
In addition, cubicle type (deep bedded cubicles and mattress stall cubicles) was excluded
when strongly correlated with the housing system, since tiestall farms by definition do not
provide cubicles.

Table 1. Evaluated risk factors for the within-herd prevalence of Strep. uberis, S. aureus, Strep.
dysgalactiae, Strep. agalactiae, E. coli, and NAS.

Parameter Variable

. Group 1 = 9-29 cows, Group 2 = 30-47 cows, Group 3 = 48-69 cows,
Herd Size Group 4 = >70 cows
Season Spring, Summer, Fall, Winter

Farm- and herd structure

Farm organization (organic, conventional), breed (Sinmental, Brown Swiss,
Holstein, German Yellow cattle, mixed), DHI ', farm type (dairy farming, young
stock raising, bull fattening, field crop, biodigester, other), open farm ! (biocontrol of
purchased animals 1)

Udder health

Rolling herd average (kg), bulk tank somatic cell count, bulk tank bacteria
count, flaming of the udder hair, trimming of tail tassel, frequency of hoof

care per year, hygiene score ?, teat end score 2, and hock score * of adult cows

Milking (robotic milking, milking parlor, pipe milking system, other ®), liner (rubber,
silicone), maintenance agreement !, system service (regular, only when required),
number of milking units

Hygiene of milking system, hygiene milking clusters, hygiene milk filter,
frequency of milk filter change

Automatic cluster removal !, machine stripping (never, automatic, manual by
pushing the claw down), cluster position !, audible liner slips ', disposable

gloves ! !

, overmilking (never, at start or end of milking, both), milking sequence ',

Milking and milking system pre-stripping (never, with pre-milk cup, without pre-milk cup), restless cows

during milking !, teat cleaning (1ot done, dry, moist, with pre-dip), post-dip !,
dip coverage (<50% of teat, >50% of teat), dip agent category (iodine, lactic acid,
chlorhexidine, chlorine dioxide, other ©), intermediate cluster disinfection (ICD)
(none, automatic, manual), ICD-type (peracetic acid, steam, other 7y

Milking robot: attachment works without problems !, selection pen !, exit
protected !, fetched cows/day (%), manual cleaning of exterior of the robot
(times/day), interior rinse (minutes after last cow), main cleaning cycles
(times/day)

Feeding

Head locks !, clean feeding table !, rough feeding table surface !, fresh food
(n/day), push up of feed (n/day), cattle sort feed !, assessment of feed (110 feed
on feed bunk at visit, insufficient, good)

Total mixed ration (TMR) !, partial TMR L hay 1, fresh cut greens ', minerals
1 wet feedstuffs (none, spent grains, wet pulp, mix), feed stuff analysis
(frequency/year), transit feed ration (yes, no, anionic salts)

1
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Table 1. Cont.

Parameter

Variable

Water

Water source (municipal, tested or untested well), regular cleaning of water
troughs !, hygiene of water trough (clean, slightly soiled, severely soiled),
sufficient number of water throughs (>9 cm/cow) !, adequate water flow
(>15 L/min)

Housing

Housing (freestall, tiestall), mattress or deep bedded cubicles, calving pen (yes,
no, also used as sick pen), pasture-access 1 outdoor pen 1 ventilators !, correctly
lying T unobstructed standing up and lying down 1 robotic manure scraper L
frequency/day of manure scraper, overcrowding 1 bedding (none, lime, straw
with lime, lime-straw mattress, straw or hay, sawdust, recycled manure solids (incl.
biodigester substrate, other 8))

Dry cow management

Type of dry-off (abrupt, intermittent, other %) at dry-off #: CMT, milk samples
for bacteriological determination, antimicrobial treatment during lactation at
the end of lactation, antibiotic dry-off therapy, internal teat sealant,

bolus, homeopathy

1 Yes or no; 2 % of score >3; 3 % of score >2; * Cow/herd; 3 Rotary milking system, bucket milking machine;
® Effective microorganisms, tea tree oil, hydrogen peroxide; 7 Hydrogen peroxide, water; 8 Fermentation substrates
of plant and/or animal origin and manure from other animals; ? Farm-specific dry-off.

For herds infected with E. coli and Strep. agalactiae, logistic regression models were
used to model the likelihood of a positive herd test with PROC GLIMMIX. For S. aureus,
Strep. uberis, Strep. dysgalactine, and NAS, both Poisson and negative binomial regression
models were evaluated using PROC GENMOD. The natural logarithm of the herd size
(i.e.,, number of lactating cows) was included as an offset in these models to normalize
the count data (number of pathogen-positive cows per herd). In all models, the herd
(either positive or negative) or number of positive cows per herd size (offset) was the unit
of interest.

The predictors were selected based on aforementioned criteria, both biological and
statistical, and included in the initial model. Then, backward elimination was used to
achieve a parsimonious final model by stepwise removal of predictors with the highest
p-values. Upon removal, some variables were put back into the smaller model to assess
changes in the coefficients to avoid potential confounding. Model fit was assessed through
residual plots and the evaluation of overdispersion. The final negative binomial model was
selected over the Poisson model, because overdispersion was present and it had a lower
Akaike Information Criterion (AIC).

During residual analysis of the Strep. uberis prevalence model, three herds were
identified as strong outliers based on markedly divergent residual values that distorted
the model fit. These herds were excluded from the final model to improve robustness and
interpretability. As such, results for Strep. uberis apply to herds with similar structure and
pathogen profiles. One herd with only German Yellow cattle had to be reassigned to the
mixed-breed category, because it caused computational problems due to its influence on
the covariate patterns in the model.

Although data were collected at the quarter and cow levels, all statistical analyses
were performed at the herd level to match the study design, which focused on identifying
herd-level risk factors.

3. Results
3.1. Herd Description and Farm Analysis

A total of 648 herds were contacted by telephone. The overall response rate was
47%, though the response rate increased with increasing herd size (group (G) 1 = 35%,
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G2 = 40%, G3 = 64%, and G4 = 75%). The most common reasons for non-participation,
especially in smaller herds, were anticipated farm closure (G1 = 20%, G2 = 15%, G3 = 5%,
and G4 = 4%) and “no interest in studies” (G1 = 8%, G2 = 6%, G3 = 2%, and G4 = 0%).
In the end, 305 farms with a total of 14,700 lactating cows participated in this study. One
additional herd was included beyond the original plan because some farmers’ responses
were delayed, resulting in a total of 305 herds instead of the initially planned 304 herds. The
surveys were carried out fairly evenly across herd sizes, season, and administrative district;
77 herds were surveyed in summer, 76 herds in spring, 75 herds in autumn, and 77 herds in
winter. The average herd size was 48 cows (range: 9 to 250 cows). Table 2 summarizes herd
characteristics and observations across the different groups. The majority of participants
(83%) farmed conventionally and had Simmental cows (78% of herds). The best 25% of
farms had less than 13% of cows with a hygiene score > 3. Additionally, no cows on these
farms had a hock score > 2. However, regardless of herd size or group, on average, almost
half of the cows/farm had a hygiene score > 3 (39%) or had at least hairless areas on their
hocks (score > 2 = 44%). Yet a hock score of 3 was rarely observed (median 0%, IQR: 0-7%).
At dry-off, on an average herd (median), 40% and 0% of cows per herd received antibiotic
drying-off therapy (IQR: 10-100%) or internal teat sealants (IQR: 0-50%), respectively.

The BTSCC in G1 (144,000 cells/mL) was lower than that of the large herds (G3,
166,000 cells/mL, p = 0.04; G4: 184,000 cells/mL, p = 0.01; Table 2). While 95% of the G4
herds were members of the Dairy Herd Improvement Association (DHI), only 74% of small
herds (G1) were. Furthermore, smaller farms used more pasture (G2: 34% vs. G4: 13%, p
=0.01) or tiestalls (G1: 69% vs. G4: 0%, p < 0.01) compared to larger herds, respectively.
Additionally, the rolling herd average was significantly higher in G4 (9067 kg) herds than
in smaller herds of G1 (7226 kg) through G3 (8005 kg, p < 0.01).

3.2. Prevalence of Mastitis Pathogens

A total of 58,108 QMSs were taken, of which 1.5% (n = 857) were contaminated
(more than two pathogen types were present or were overgrown samples). Additionally,
two pathogens were detected in 184 of all 57,251 QMSs. Some samples contained too little
milk to assess the SCC (n = 1732, 3%). Of all QMSs, 88% (n = 50,625) tested pathogen-
negative and 61% (n = 36,370) of samples had an SCC < 100,000 cells/mL and were
therefore classified as “healthy”.

The apparent prevalence is herein referred to as the prevalence. Table 3 shows the
prevalence of mastitis pathogens detected in all 57,251 QMSs. While only 28% of quarters
with subclinical mastitis (1 = 18,338) were pathogen-positive, 3% of the samples classified
as healthy were pathogen-positive, and 68% (1 = 344) of the 504 samples from quarters
with clinical mastitis were pathogen-positive. No clinical mastitis case could be classified
as severe.

The most frequently identified group of pathogens at the quarter level were NAS,
detected in 5% of all samples, followed by Strep. uberis (2%), S. aureus (2%), and Strep.
dysgalactiae (1%). In general, the number of detections of Strep. agalactiae and E. coli was
relatively low compared to that for the other pathogens. Strep. agalactiae and E. coli were
detected in 0.2% (n = 99) and 0.1% (n = 69) of all QMSs, respectively.

In addition, NASs were found in 63% of all healthy pathogen-positive quarters, in
41% of all pathogen-positive QMSs from subclinical mastitis cases (n = 4910), and in 8% of
all pathogen-positive QMSs from clinical mastitis cases. By contrast, Strep. uberis was the
main pathogen (32%) detected in pathogen-positive QMSs with clinical mastitis (n = 344),
followed by S. aureus (14%), E. coli (10%), and Strep. dysgalactiae (9%,).
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Table 2. Description of the herds and farms for 305 Bavarian dairy farms. All scores and husbandry refer to lactating cows.

Parameter Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Overall
N 77 75 76 77 305
Herd size !, n
Total dairy cows 22 (19-25) 35 (32-40) 56 (51-63) 87 (75-125) 48 (29-70)
Dry cows 2(1-3) 4(2-5) 6 (5-9) 10 (7-15) 5(3-8)
mmzsm herd average milk, 7226 (5854-8198) 7728 (6552-8793) 8005 (7085-8955) 9067 (7900-9897) 7974 (6991-9076)
w%_ﬁ\wﬂw bacteria count 13 (9-20) 14 (8-25) 11 (8-20) 14 (9-20) 13 (9-20)
m%wwﬂw somatic cell count 144 (100-207) 168 (111-235) 166 (123-217) 184 (130-220) 168 (117-220)
Organic production, % 13 27 17 12 17
Member dairy r.m.a. . 74 81 91 95 85
improvement association, %
Breed, %
Simmental 86 74 75 78 78
Brown Swiss 7 7 11 5 7
Holstein 0 0 3 4 2
other 2 8 19 12 13 13
Hygiene score = 3 3, % 38 (21-75) 44 (14-77) 40 (14-64) 31 (10-60) 39 (13-70)
Hock score > 24, % 46 (17-95) 35 (10-91) 49 (19-97) 36 (17-96) 44 (15-95)
P H 2
QMQ: cleanliness score > 3, 23 (8-50) 25 (10-66) 36 (10-63) 40 (18-68) 30 (10-60)
Hyperkeratosis score > 3 5, e
Y% cows/herd 0(0-4) 0(0-5) 0(0-6) 0(0-2) 0(0-4)
Milking system, %
Milking parlor 30 51 63 51 49
Pipe milking system 68 36 9 0 28
Robotic milking system 1 12 26 46 21
Other 7 1 1 1 4 2
Housing, %
Freestall 35 67 93 100 74
Tiestall 65 33 7 0 26
Mattress stalls cubicles 18 28 49 40 34
Deep bedded cubicles 13 32 49 61 39
Pasture 26 34 22 13 23
Dry cow management, %
cows/herd
Internal teat sealant 0 (0-0) 0 (0-30) 0 (0-90) 0 (0-100) 0 (0-50)
Antibiotic dry-off 50 (8-100) 30 (0-90) 37 (13-90) 50 (20-100) 40 (10-100)

1 Median (25th-75th percentile); 2 mixed herds with different breeds (G1: n =6, G2: n =15, G3: n = 8, G4: n =10), German Yellow cattle (G3: n = 1) (overall: 7 = 40); * Score according to

Cook and Reinemann; 4 score according to University Cornell; ?

milking machine (G1: #=1,G2:n=1,G3:n=1,G4 n=1).

score according to Cook and Reinemann; © Score according to NMC; # rotary milking system (G4: n = 2) or bucket
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Table 3. Apparent prevalences of mastitis pathogens from all quarter milk samples without contamination (z = 57,251), including no-growth samples (1 = 50,625)
and divided, based on SCC on quarter level, into healthy (100,000 cells/mL, n = 36,370), subclinical mastitis (>100,000 cells/mL, n = 18,338), and clinical mastitis
(1 = 504) samples. SCC could not be assessed in 1732 samples (3%), due to insufficient milk volume.

All Quarter Milk Samples (1 = 57,251) Pathogen-Positive
Overall Healthy Subclinical Clinical
(1 = 6625) (1 = 1269) (1 = 4910) (n = 344)

Pathogen n % % % % %
Non-aureus
Staphylococci (NAS) 2847 5.0 429 62.9 40.6 84
Streptococcus uberis 1062 19 16.0 5.3 19.4 32.3
maﬂriomcmﬁ:m aureus 1020 1.8 15.4 204 13.6 14.0

treptococcus
émmw:nc:.mm 521 0.9 79 2.7 8.9 87
Lactococcus garviae 265 0.5 4.0 21 44 1:7
Enterococcus faecalis 235 0.4 3.5 2.0 4.0 1.2
Streptococcus agalactine 99 0.2 0.7 0.5 1.8 0.3
Serratia spp. 92 0.2 15 0.1 12 6.4
Lactococcus lactis 80 0.2 14 0.8 1.3 0.9
Trueperella pyogenes 78 0.1 1.2 1T 0.8 52
Escherichia coli 69 0.1 1.2 0.1 0.8 10.2
Other ! 44 0.1 1.0 0.2 0.2 2:3
Citrobacter spp. 42 0.1 0.6 0.3 0.7 0.6
Other esculin-pos.
Shreptogoec P 33 0.1 05 03 03 09
Enterococcus spp. 31 0.1 0.5 0.2 0.5 0.3
Klebsiella spp. 26 <0.1 0.4 0.1 0.4 2.0
Mommﬁ 26 <0.1 0.4 0 0.4 2.0

treptococcus
call w@ N 24 <0.1 0.4 03 0.4 03
Other esculin-neg.
Strestocorei 8 14 <0.1 0.2 0.2 0.1 17
Prototheca spp. 8 <0.1 0.1 0.1 0.1 0.6
Streptococcus canis 5 <0.1 0.1 <0.1 <0.1 <0.1

! Streptococcus pluranimalium, Weissella cibaria, coryneform bacteria, Norcadia spp., Streptococcus hyovaginalis, Enterobacteriaceae, Helococcus ovis, Streptococcus lutetiensis, Proteus spp.
Pasteurella multocida, Pscudomonas aeruginosa, Enlerobacter spp., Aerococcus spp.
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Table 4 shows the within-herd prevalence of selected mastitis pathogens and the
number of positive herds (i.e., herds with at least one cow tested positive for the respective
pathogen). Almost all herds (92%) were NAS-positive and had, on average, 13% NAS-
positive cows across all groups (range: 1% to 45%).

Table 4. Within-herd prevalence of the mastitis pathogens by group (median, 25th and 75th
percentiles) as well as percent-positive herds, defined as herds with at least one cow with the
respective pathogen.

Pathogen Within-Herd Prevalence (%) Herd: (I;/oo)sitive
Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 All All
Herd size, range of cows 9-29 30-47 48-69 70-250 9-250
Non-aureus Staphylococci (NAS) 11 (0-19) 13(7-19)  13(8-20) 14(9-24) 13 (7-20) 279 (92)
Staphylococcus aureus 4(0-11) 4 (0-10) 2 (0-6) 1(1-3) 3 (0-8) 211 (69)
Streptococcus uberis 0 (0-6) 3(0-7) 3(0-7) 4 (2-8) 3(0-7) 205 (67)
Streptococcus dysgalactiae 0 (0-5) 2 (0-5) 2 (0-4) 1(0-3) 2 (0-4) 173 (57)
Streptococcus aga7actiae 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 11 (4)
Escherichia coli 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0(0-1) 0 (0-0) 51.(17)

3.3. Risk Factors on a Herd Level

Tables 5-10 show the results of the multivariate risk factor models associated with the
within-herd prevalence (S. aureus, Strep. uberis, Strep. dysgalacatiae, and NAS) or the odds
for a herd to be positive (E. coli and Strep. agalactiae) of the various pathogens.

Table 5. Negative binomial model to assess risk factors associated with Strep. uberis within-herd
prevalence. Model excludes 3 herds that were severe outliers.

Parameter Prevalence 95% CL p-Value
n Ratio Lower Upper

Intercept —4.09 —5.04 —3.12 <0.01

Breed
Brown Swiss 22 3.01 1.12 7.85 0.02
Simmental 238 1.86 0.73 452 0.17
Mix 38 2.05 0.79 5.14 0.13
Holstein 5 Reference

Production system
Organic 52 1.58 147 2.15 <0.01
Conventional 253 Reference

Bedding !
Recycled manure solids 9 0.87 0.41 1.86 0.72
Lime 24 1.04 0.60 1.81 0.88
Lime-straw mattress 44 1.24 0.52 2.00 0.45
Straw with lime 57 1.70 1.06 2.60 0.02
Straw 92 1.41 0.92 2.12 0.12
Sawdust 38 0.69 0.39 1.19 0.17
Mattress cubicle, none 41 Reference

Dispersion 0.52 0.36 0.73

! Recycled manure solids included fermentation substrates (biodigester) of plant and/or animal origin and
manure from other animals. A ‘lime-straw mattress’ refers to a premixed mattress of lime and chopped straw for
cubicles. The term ‘straw and lime’ refers to separately added straw and lime, usually by hand, to the cubicle. The
term ‘straw /hay bedding’ refers to either pure straw, pure hay, or a mixture of both.

Table 6. Results of the negative binomial model to identify risk factors associated with the within-herd
prevalence of S. aureus.

Parameter Prevalence 95% CL p-Value
n Ratio Lower Upper
Intercept —3.59 —4.19 —2.98 <0.01
Groqu
77 2.93 1.77 4.82 <0.01

2 75 2.09 1.26 3.45 <0.01
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Table 6. Cont.

Parameter Prevalence 95% CL p-Value
n Ratio Lower Upper

3 76 2.01 1.21 3.30 <0.01
4 774 Reference

Production system
Organic 52 2.05 1.37 3.12 <0.01
Conventional 253 Reference

Hygiene milking system
Visibly clean 199 1.55 1.08 222 0.02
Visibly soiled 105 Reference

Bedding
Recycled manure solids 9 0.62 0.23 1.83 0.36
Lime-only 24 0.64 0.31 1.36 0.23
Lime-straw mattress 44 0.26 0.15 0.54 <0.01
Straw with lime 57 0.48 0.26 0.85 0.01
Straw 92 0.73 043 1:21 0.23
Sawdust 38 0.85 047 1.55 0.60
Mattress cubicle, none 41 Reference

Dispersion 1.01 0.76 1.34

Table 7. Results of the negative binomial model to identify risk factors associated with the within-herd
prevalence of Strep. dysgalactiae.

Parameter Prevalence 95% CL p-Value
n Ratio Lower Upper

Intercept —2.57 —-3.12 —2.03 <0.01

Teat cleaning
Moist 136 1.05 0.79 1.41 0.73
None 19 0.43 0.22 0.86 0.02
Predip ! 28 1.33 0.82 2.16 0.25
Dry 122 Reference

Application of post-dip
No 129 1.36 1.03 1.79 0.03
Yes 176 Reference

Bedding
Recycled manure solids 9 0.84 0.39 1.80 0.65
Lime 24 0.96 0.57 1.62 0.87
Lime-straw mattress 44 0.21 0.11 0.39 <0.01
Straw with lime 57 0.70 0.45 1.07 0.05
Straw 92 0.57 0.38 0.87 0.01
Sawdust 38 0.77 0.46 1.28 0.31
Mattress cubicle, none 41 Reference

Antibiotic dry-off 2 0.99 0.98 0.99 <0.01

Rolling herd average, kg 0.99 0.98 0.99 0.01

Dispersion 0.45 0.27 0.75

! Disinfected wipes; 2 cows/herd.

Table 8. Results of the negative binomial model to identify risk factors associated with the within-herd
prevalence of NAS.

Parameter Prevalence 95% CL p-Value
n Ratio Lower Upper

Intercept —2.36 —2.82 —-1.90 <0.01

Milking system
Robotic milkin

agstem & 65 1.74 1.36 2.14 <0.01
Milking parlor 153 1.12 091 1.37 0.28
Pipe milking system 87 Reference

Dip agent base
Chlorine dioxide 3 0.24 0.10 0.60 <0.01
Chlorhexidine 20 0.98 0.65 1.48 0.94

Iodine 87 0.81 0.58 1.12 0.21
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Table 8. Cont.

Parameter Prevalence 95% CL p-Value
n Ratio Lower Upper

Other 15 0.85 0.61 1.18 0.33
Lactic acid 51 0.96 0.67 1.36 0.80
No post-dip used 129 Reference

Agitated cows during

milking
Yes 42 1.34 1.09 1.66 <0.01
No 257 Reference

Dispersion 0.23 0.17 0.31

Table 9. Results of the logistic regression model to identify risk factors associated with E. coli-positive

herds.
Parameter Odds 95% CL p-Value
n Ratio Lower Upper
Intercept (estimate) 0.59
Groulp
77 0.03 0.003 0.26 <0.01
2 75 0.21 0.06 0.69 0.01
3 76 0.51 0.17 1.45 0.20
4 77 Reference
Audible liner slips
No 202 0.16 0.05 0.45 <0.01
Yes 32 Reference

Table 10. Results of the logistic regression model to identify risk factors associated with Strep.
agalactige-positive herds.

Parameter Odds 95% CL p-Value
n Ratio Lower Upper

Intercept (estimate) —2.67 <0.01

Maintenance

contract, milking

system
No 237 0.28 0.08 0.97 0.04
Yes 67 Reference

Water trough

cleaning
Irregularly 31 4.36 1.04 18.34 0.04
Regularly 274 Reference

Herd size also influenced the within-herd prevalence of certain pathogens. While the
highest within-herd prevalence of S. aureus was found in smaller herds (G1, p = 0.01), Strep.
uberis was more frequently detected in larger herds (G4) compared to smaller herds (G1,
p <0.01), and E. coli was also more frequently detected in larger herds (G4) compared to
smaller herds (G1, p < 0.01), based on binary infection status.

The bedding material was associated with the within-herd prevalence of Strep. uberis,
S. aureus, and Strep. dysgalactiae. For Strep. uberis, bedding with straw content (lime-straw
mattress, straw and lime, straw /hay) was associated with a higher within-herd prevalence
of Strep. uberis than only mattresses with lime conditioner (p = 0.05), no bedding on
rubber mattress stalls (p = 0.02), or sawdust (p < 0.01). By contrast, the highest within-herd
prevalence of S. aureus or Strep. dysgalactine was observed on farms with no bedding, only
lime (both usually mattress stalls), or sawdust. Herds with lime-straw mattress bedding in
loose bedded stalls had the lowest within-herd prevalence of those two pathogens (p < 0.01).
In addition, organic farms had a higher within-herd prevalence of S. aureus (p < 0.01) or
Strep. uberis (p < 0.01) than conventional farms.
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When analyzing the milking system and milking procedure, different parameters
were identified as risk factors for five of the six pathogens studied. A high level (visual
assessment) of milking system hygiene was associated with a higher within-herd prevalence
of S. aureus (p = 0.03) (Table 6). In addition, a maintenance contract with a milking machine
company for regular maintenance of the milking equipment (5 of 11 Strep. agalactiae-positive
herds with the contract) and also only sporadic (‘irregular’) cleaning of the water troughs
(3 of 11 Strep. agalactine-positive herds with irregular cleaning) were both associated with
lower odds of herds being Strep. Agalactine-positive (p = 0.04) (Table 10). Audible liner
slips during milking (9 of 51 E. coli-positive herds) were associated with increased odds for
herds being E. coli-positive (p = 0.01) (Table 9).

The within-herd prevalence of NAS (Table 8) was higher when agitated cow behavior
during milking (defined as kicking or increased movement, yes/no) had been observed
(p < 0.01). In addition, the analysis of the used post-dip components showed that chlorine
dioxide-based products were associated with the lowest within-herd prevalence of NAS
(p < 0.01). In addition, robotic milking systems had a higher within-herd prevalence of NAS
compared to parlor (p < 0.01) or pipeline milking systems (p < 0.01).

The within-herd prevalence of Strep. dysgalactiae of herds was lower when the herd did
not clean teats before milking (p < 0.01), when teat dips were applied post milking (p = 0.03),
or when more cows per herd were treated with antibiotic dry-off therapy (p < 0.01, Table 7).
In addition, the within-herd prevalence of Strep. dysgalactiae decreased by 1% with each
100 kg increase in rolling herd average (p = 0.01).

4. Discussion

This study examined the prevalence of mastitis pathogens and risk factors for IMI
in Bavarian dairy farms at the herd level. A strength of the study was that the sample
population was derived from a stratified random sampling that covered all Bavarian admin-
istrative districts, regardless of the udder health status of the herd or DHIA membership.
Furthermore, an equal number of different herd sizes were visited and the study period de-
liberately covered all four seasons. The average herd size was 48 cows in this study, which
was slightly higher than the average herd size of 44 cows in Bavaria [11]. However, this
was due to the fact that farms with a daily milk yield of less than 200 kg (11.6% of all farms)
were excluded from the study. The study results should therefore only be extrapolated for
herds with more than 10 cows and up to 250 cows. A Bavarian study from 2018 with a
similar study design had an initial list of 28,884 dairy farms in Bavaria and n = 24,011 farms
with more than 200 kg of milk shipped daily, yet ultimately the same average herd size of
48 cows [51]. Therefore, there has been a decrease of 29% in all farms and 32% in small
farms between 2017 and 2023 in Bavaria. This observation highlights the rapid changes in
the Bavarian dairy industry over just a five-year span and an overproportioned loss of the
smallest dairy farms of the region.

While conventional culture methods are widely used and align with current guidelines,
it should be noted that molecular techniques like polymerase chain reaction (PCR) offer
higher sensitivity and may improve pathogen detection, particularly for fastidious or
emerging bacteria [64]. This aspect should be considered when interpreting the results.

In our study, NAS were the most frequently detected pathogens, with an apparent
prevalence of 5% on a QMS level. This finding aligns with previous reports, including stud-
ies from Canada [65]. However, substantially higher NAS prevalences at the quarter level
were reported in other German regions (e.g., 17% in Hesse, 9% in Brandenburg) and across
Europe: Belgium—10% [66] and 33% [67]; Norway—18% [68]; Netherlands—11% [69]; or
Finland—11% [70] and 43% [71]. This can largely be attributed to differences in study
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design, sampling criteria, or diagnostic methods. For instance, the highest values came
from studies that used PCR or repeatedly sampled healthy herds [67,71].

An evaluation of laboratory submissions from Bavaria, conducted by Bechtold et al. (2024),
showed an increase in NAS detection from 25% (2014) to 35% (2023) within pathogen-
positive QMSs [52]. That sample included submissions from individual mastitic cows
and we found NAS most likely in subclinical cases. However, a previous Bavarian study
with a similar unbiased study design reported 4% NAS at the QMS level [51]. Since that
value is numerically lower than our results, this may indicate a slight upward trend in
prevalence. The widespread and increasing detection of NAS across studies may point
to their growing relevance in dairy production. In our study, automatic milking systems
were associated with a higher prevalence of NAS on the herd level. Automatic milking
systems have become increasingly prevalent. NAS occur naturally on the cow’s skin and
teat canal and may infect the udder, if the milking hygiene [26,72] or the milking process is
suboptimal, which puts strain on the teat canal. For instance, agitated cows during milking
were associated with a higher within-herd prevalence in this study. The higher milking
frequency of automatic milking systems compared to the traditional 2x/d milking [73]
might also affect their presence in the teat canal [74]. While beyond the scope of this
cross-sectional study, it is noteworthy that, compared to Groh et al., 2023 [51], a higher
proportion of farms in our dataset already used automatic milking systems (9% vs. 21%),
reflecting the general trend towards increasing technology use in dairy farming. In this
context, future research may explore how precision livestock farming tools could contribute
to earlier detection and improved prevention of mastitis. This aligns with recent findings by
Lavrijsen-Kromwijk et al. (2024) [55], who reported that German dairy farms implementing
more technology benefited from reduced contamination and lower lameness prevalence.

The choice of teat dip was also important for the within-herd prevalence of NAS.
Similar to the reports by Oliver et al. (1989) [75], we demonstrated that chlorine dioxide
was associated with lower NAS prevalence on a herd level. This was not seen with the
other pathogens evaluated under this study. Given the heterogeneous species composition
of “NAS” and variable pathogenic potential [26], it should be noted that NAS are discussed
as a group in this study, and not as individual species, despite the known differences in
pathogenicity between species. Further research is warranted to better understand their
epidemiology and develop targeted control strategies, if NASs become problematic for the
udder health of a herd.

In this study, the most frequently isolated pathogens (after NAS) were Strep. uberis
and S. aureus, with QMS prevalences of 1.9% and 1.8%, respectively. Strep. dysgalactiae,
ranked fourth with a QMS prevalence of 1%, which was comparable to other studies from
Germany [76]. Among these, Strep. uberis showed the strongest association with clinical
mastitis in this study, a finding supported by previous research [46,77]. A very small
proportion of isolates (< 0.1% of all QMSs) could not be definitively identified beyond
esculin-positive or -negative streptococci despite repeated microbiological testing, and are
therefore unlikely to substantially affect the reported prevalence of specific pathogens.

Compared to a previous Bavarian study [51], the prevalence of S. aureus decreased
(from 3% to 2%), while that of Strep. uberis increased (from 1% to 2%) and that of Strep.
dysgalactiae remained the same (1% to 1%) at the QMS level. This shift was also reflected
in a 10-year retrospective analysis of positive QMSs, where S. aureus decreased from
25% (2014) to 16% (2023) and Strep. uberis increased from 17% to 22% [52]. Together,
these findings indicate a gradual transition from contagious to environmental pathogen
dominance. Studies from other regions showed wider variations. In Hesse, Strep. uberis
was more prevalent (9%) than S. aureus (5%) at the QMS level [78], probably due to the
inclusion of herds with known udder health problems. By contrast, the Brandenburg study
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reported a higher S. aureus prevalence (6%) and lower Strep. uberis prevalence (1%) at
the QMS level [76], possibly due to the focus on clinically healthy animals. Similar to
our study, a Dutch study showed a decrease in S. aureus from 6% (1973) to 2% (2003),
while Strep. uberis remained fairly stable (1-2%) [69]. A higher S. aureus quarter-level
prevalence was observed in Norway (21%) and Finland (up to 21%) compared to Strep.
uberis (7-9%) [68,70,71]. Methodological factors, regional antimicrobial policies, breed,
nutrition, or climate differences likely contribute to these differences.

At the herd level, the comparatively high within-herd prevalence of Strep. uberis and
S. aureus on organic compared to conventional farms was noteworthy (p < 0.01). Groh
et al. (2023) [51] was previously unable to find an association between organic farming and
an increased prevalence of either Strep. uberis or S. aureus in the same region. However,
S. aureus had been previously reported as more prevalent in organic farms than in conven-
tional farms [79] in other parts of the world. This might be because organic farmers refrain
from treating cows with subclinical mastitis with antibiotics in order to avoid economic
strain due to the long withdrawal times or even lose the animal to organic production in
accordance with the limits set by their respective organic standards (maximum number
of antibiotic treatments per dairy cow per year to obtain organic certification: three times
in the European Union and none in the United States) [80,81]. Therefore, by preventing
cures, they are increasing the prevalence within their herds. A higher level of dry cow
therapy (the more cows per herd, %) was associated with a lower within-herd prevalence of
Strep. dysgalactiae (p < 0.01), which was also previously reported by Groh et al. (2023) [51].
However, because the analysis was conducted at the herd level, no conclusions can be
drawn about the treatment status of individual infected cows and, therefore, the potential
for an ecological fallacy has to be acknowledged. Nevertheless, the observed association
underlined the importance of effective dry cow protocols.

Housing, especially bedding, was another important factor for these three pathogens.
Several studies have described straw as a reservoir for Strep. uberis [43,44,82,83]. According
to European regulation 2018 /848 for organic farming, bedding is mandatory on organic
farms [80]. While Barth et al. (2010) reported that straw was always a part of the bedding
on German organic farms [84], we did not see this. In our study, straw was a bedding
component on 81% of organic farms (conventional farms: 60%; p < 0.01). However, this
might still drive our observation, where Strep. uberis was more prevalent in organic
compared to conventional farms. Furthermore, we observed that the absence of bedding
(e.g., lime use only) or the use of rubber mats as lying surfaces increased the within-herd
prevalence of S. aureus and Strep. dysgalactiae (p < 0.01). A study from Southern Ethiopia
also found that no litter was associated with an increased detection rate of S. aureus [49]. Ttis
known that S. aureus is not only detectable within the mammary gland, but also on the skin
or in the environment [85,86]. Leaked milk from infected quarters might contain enough
viable S. aureus for some time to infect the next cow that uses that cubicle, as S. aureus
easily survives on these surfaces [87]. Similarly, Strep. dysgalactiae has to be considered
environmental as well as contagious [23]. Therefore, regular changes or adding of fresh
bedding will likely decrease the bacterial load on the lying surface and therefore reduce the
risk of transmission between cows.

Furthermore, in this study, the absence of teat cleaning was associated with a lower
Strep. dysgalactiae within-herd prevalence. One might argue that well-maintained cubicles
resulted in better cow and udder hygiene where farmers may not see the need to clean
teats prior to milking. This assumption is supported by previous findings where the
hygiene of cows and their udders is greatly influenced by the cleanliness of their lying
areas [88]. Comparable to our study, the use of a post-dip has been previously identified
as a protective factor towards Strep. dysgalactine IMI [33,42,51]. Interestingly, the Strep.
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dysgalactiae within-herd prevalence decreased with increasing herd performance in this
study. Again, one could argue that higher milk yields may be accomplished because of
better herd management practices [89].

In addition, a clean milking system was associated with a higher S. aureus within-herd
prevalence (p = 0.03). One might speculate that S. aureus infections were first observed on
the farm and then more emphasis was placed on a clean milking system. This interpre-
tation is consistent with findings from sanitation programs for S. aureus-positive herds,
where enhanced milking hygiene and strict milking routines are key components of con-
trol strategies [90]. While this study identifies associations between various factors and
pathogen prevalence, it is important to note that the cross-sectional design does not allow
for causal interferences. Longitudinal studies are needed to explore causal relationships
more thoroughly.

Furthermore, it is noteworthy that Strep. uberis was detected more frequently in
herds with Brown Swiss cattle. Breed has already been described as a risk factor [91,92].
Brown Swiss cattle have a fundamentally different immune response than Holstein Friesian
animals and should therefore be more resistant to IMI than other breeds [93]. However,
we found the opposite at the herd level and future studies need to further evaluate this.
One possible explanation could be seasonal influences: Brown Swiss cows have been
reported to show autumn low milk yield syndrome, potentially related to summer heat
stress, which was also associated with increased mastitis occurrence [94]. Another aspect
might be breed-specific udder and teat morphology. Brown Swiss cows are characterized
by longer and thicker teats [95], which could potentially influence milking characteristics
and pathogen transmission dynamics. While our cross-sectional design does not allow
conclusions to be made on causality, such breed-related physiological and morphological
traits may partly contribute to the observed associations and should be investigated in
more detail in future studies.

The quarter-level prevalence of E. coli and Strep. agalactine remained very low
(0.1% and 0.2%, respectively), which is consistent with previous findings in the region [51].
Long term data showed a downward trend of Strep. agalactiae prevalence in Bavaria (5% to
3%) [52], Finland (0.12% to 0.02%) [70], or the Netherlands (7% to 0%) at the QMS level [69].
Although both pathogens were so rarely found, and we had to use a different statistical
approach, we were still able to find statistical differences despite a potentially low power.

For instance, Strep. agalactiae was detected in only 11 out of 305 herds, and only
3 of these herds reported irregular cleaning of water troughs. Despite the low number
of Strep. agalactiae-positive herds, we could show that, contrary to the assumption that
Strep. agalactiae is a classical contagious pathogen, the cleaning of water troughs was
associated with a reduced likelihood for a herd to be Strep. agalactiae-positive. Since
a recent Norwegian study found Strep. agalactiae in the environment and especially in
water troughs [96], the environmental component of Strep. agalactiae infections needs to be
acknowledged. At the same time, the contagious nature of this pathogen was confirmed,
as the regular maintenance of milking equipment was a protective factor in this study.
The original five-point plan to combat contagious mastitis pathogens emphasized the
importance of well-set and well-maintained milking equipment. This shows that these
findings are still relevant and that careful maintenance of milking equipment remains
essential to good udder health.

Similarly to Strep. agalactine, the median within-herd prevalence of E. coli was very low
(0%) and the overall herd-level prevalence of E. coli was also low (only 51 positive herds).
Due to the short residence time of E. coli in the udder, the likelihood of a cow in a large
herd testing positive for E. coli is higher compared to a cow in a smaller herd at any given
day, as the total number of animals tested is higher. Therefore, larger herds are more prone
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to test positive for E. coli, and the lower likelihood of smaller herds to be E. coli-positive
should therefore not be overinterpreted. This likely resulted in the higher detection risk of
E. coli in our study compared to Groh et al. (2023) [51], because this study included more
large herds (>100 cows: 22 vs. 2) than the previous one.

The National Mastitis Council previously reported a link between liner slips and
environmental mastitis, but without naming specific pathogens [97]. In this study, we could
show an association between the presence of audible liner slips and the E. coli status of
herds. As E. coli can occur as an environmental pathogen both on liners and on the teat
skin, the sudden influx of air during a liner slip could cause milk particles and pathogens
to return into the udder. The study was therefore able to confirm previously named risk
factors but also identified new risk factors, such as the lack of bedding for S. aureus and
Strep. dysgalactiae. 1t is worth noting that none of the within-herd prevalences or odds
for a positive herd were associated with season in this study. This was surprising as
Bechtold et al. (2024) [52] found more environmental pathogens in quarter-milk samples
during the summer months in the same region, and cows shed Strep. uberis more during
the hot season [40]. However, while the bulk tank SCC also rises during the summer in
Bavaria [98], we were unable to find a seasonal effect on the within-herd prevalence or
odds for positive herds of environmental or other pathogens. Seasonal influences, such
as heat or humidity, often affect individual cows, but they may not result in a measurable
shift in overall within-herd prevalence. Potentially, this is an individual cow problem as
the samples of Bechtold et al. (2024) included approximately 20-30% of individual cow
submissions by farmers or veterinarians. By contrast, this study sampled the entire milking
herd regardless of disease status.

Despite its broad scope, this study had several limitations. The cross-sectional design
did not allow temporal effects to be measured, such as short-term fluctuations in bacterial
shedding or changes over time. In addition, the number of positive herds was relatively
small for some pathogens, such as E. coli and Strep. agalactiae, which limited the statistical
power of their risk factor analysis.

5. Conclusions

This study provides a comprehensive overview of IMI in Bavarian dairy herds and
identifies key management factors at the herd level associated with their occurrence. By sys-
tematically sampling all lactating cows from randomly selected herds, the study provides
an unbiased view of the presence of relevant mastitis pathogens on small- to mid-sized
farms. Frequent pathogens, such as S. aureus, Strep. uberis, and Strep. dysgalactine, were
analyzed based on their within-herd prevalence. Less frequent pathogens, such as E. coli
and Strep. agalactine, were evaluated based on their herd-level presence. The results un-
derscore the importance of adequate bedding, dry-off treatment, and milking hygiene in
minimizing pathogen presence. These findings provide a basis for developing pathogen-
specific prevention strategies that are feasible and relevant for small- and medium-sized
dairy herds.
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Abbreviations

The following abbreviations are used in this manuscript:

AIC Akaike Information Criterion

BTSCC  Bulk Tank Somatic Cell Count

M Clinical Mastitis

CMT California Mastitis Test

DHI Dairy Herd Improvement Association
DVG German Veterinary Association

E. Escherichia

G. Group

ICD Intermediate Cluster Disinfection
IDF International Dairy Federation

IQR Inter-Quartile Range

NAS Non-Aureus Staphylococci
NMC National Mastitis Council
PCR Polymerase Chain Reaction
QMS Quarter Milk Sample

T Trueperella

TMR Total Mixed Ration

SCM Subclinical Mastitis

S. Staphylococcus

Strep. Streptococcus
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Schliisselworter

Mastitis, intramammare Infektion, Ausscheidung, mikrobiologische Diagnostik
Zusammenfassung

Gegenstand und Ziel:

Ziel dieser bayernweiten Querschnittsstudie war es, das Ausmaf der quantitativen bakteriellen
Erregerausscheidung in Viertelgemelksproben laktierender Milchkihe unter
Praxisbedingungen zu beschreiben. Besonderes Augenmerk lag auf dem Zusammenhang

zwischen Erregerausscheidung, Eutergesundheit und saisonalen Einflissen.
Material und Methoden:

Es wurden 305 =zufdllig ausgewahlte Milchviehbetriebe aus allen bayerischen
Regierungsbezirken  im  Jahresverlauf  besucht.  Insgesamt  wurden  58.108
Viertelgemelksproben von 14.700 Kiihen enthommen und mikrobiologisch untersucht. Die
Erregerausscheidung wurde semiquantitativ (1-10 KbE/0,01ml bis > 200 KbE/0,01ml)
bestimmt und gemeinsam mit dem somatischen Zellgehalt auf Viertelebene analysiert. Flr die

statistische Auswertung wurden die finf Ausscheidungsklassen in drei Kategorien verdichtet.
Ergebnisse:

Die Hohe der bakteriellen Erregerausscheidung variierte deutlich in Abhangigkeit vom
Gesundheitsstatus des Euterviertels. Gesunde Viertel zeigten signifikant haufiger niedrige
oder mittlere Erregerausscheidung als subklinisch oder klinisch betroffene Viertel. Fur
Staphylococcus aureus war die Wahrscheinlichkeit, eine niedrige Erregerausscheidung (1-10
KbE/0,01 ml) zu zeigen, bei gesunden Vierteln mehr als zwolfmal héher als bei klinisch
auffalligen. Auch Streptococcus uberis und Streptococcus dysgalactiae wurden in gesunden
Vierteln Gberwiegend in mittleren Konzentrationen ausgeschieden. Fir Staphylococcus aureus
zeigte sich zusatzlich ein saisonaler Effekt, wo im Sommer seltener eine geringe
Erregerausscheidung als im Winter beobachtet wurde. Fur Escherichia coli und Streptococcus
agalactiae konnten aufgrund nur weniger Nachweise keine belastbaren Aussagen getroffen

werden.
Schlussfolgerungen:

Die Studie zeigt, dass auch klinisch unaufféllige Tiere relevante Mengen pathogener Keime
ausscheiden kénnen. Eine ausschlief3liche Betrachtung der Zellzahl reicht zur Einschatzung

der Eutergesundheit nicht aus.
Klinische Relevanz:

Gezielte mikrobiologische Herdenuntersuchungen sind eine sinnvolle Ergédnzung zur

somatischen Zellzahl in der Milch als Eutergesundheitsparameter. Sie ermdglichen es, klinisch
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inapparente aber infizierte Kiihe in der Herde zu erkennen und tragen durch Friiherkennung

zur Optimierung der Eutergesundheit bei.

Key words

Mastitis, intramammary infection, shedding, microbiological diagnostics
Abstract

Subject and objective:

The objective of this Bavaria-wide cross-sectional field study was to describe the extent of
selected quantitative bacterial pathogen shedding in quarter milk samples from lactating dairy
cows. The association between pathogen shedding, udder health, and seasonal influences

was evaluated.
Materials and methods:

Randomly selected dairy farms (N = 305) from all Bavarian administrative districts were visited
once over the course of a year. A total of 58,108 quarter milk samples were taken from 14,700
cows and examined microbiologically. Pathogen shedding was determined semi-quantitatively
(1-10 cfu/0.01ml to > 200 cfu/0.01ml) per quarter. For the statistical analysis the five shedding

classes were summarized into three categories.
Results:

The level of bacterial pathogen shedding varied depending on the health status of the udder
quarter. Healthy quarters were more likely to show low or medium bacterial counts than
subclinically or clinically affected quarters. For Staphylococcus aureus, the probability of low
shedding (1-10 cfu/0.01 ml) was more than twelve times higher in healthy quarters than in
clinically affected quarters. Streptococcus uberis and Streptococcus dysgalactiae were also
predominantly shedded in medium concentrations in healthy quarters. For Staphylococcus
aureus, there was also a seasonal effect with low pathogen shedding being observed less
frequently in summer than in winter. For Escherichia coli and Streptococcus agalactiae, no

reliable conclusions could be drawn due to overall low detection rates.
Conclusions:

The study showed that even clinically inapparent animals can shed relevant amounts of
pathogenic bacteria. This confirms that milk somatic cell count alone is insufficient to fully

assess udder health or infection status.

Clinical relevance:
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Targeted microbiological herd testing is a necessary supplement to somatic cell count analysis.
It enables the detection of hidden infection sources and may help in preventing spreading and

new infections.
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Einleitung

Die Mastitis zahlt zu den wirtschaftlich und tiergesundheitlich relevantesten Erkrankungen in
der Milchviehhaltung. Sie beeintrachtigt das Tierwohl erheblich (1) und verursacht hohe direkte
wie indirekte Kosten fur Milchviehbetriebe (2, 3). In der Uberwiegenden Zahl der Falle liegt eine
bakterielle Ursache vor, wobei insbesondere Streptokokken, Staphylokokken und coliforme
Keime eine zentrale Rolle einnehmen (4).

Die verschiedenen Mastitiserreger unterscheiden sich deutlich hinsichtlich ihrer
Infektionsdynamik, Pathogenitat und Ubertragungswege. So werden Staphylococcus (S.)
aureus und Streptococcus (Strep.) agalactiae als kontagitése Erreger eingeordnet (5). Die
Ubertragung erfolgt primar wahrend des Melkvorgangs, beispielsweise durch kontaminiertes
Melkzeug, unzureichende Zwischenmelkhygiene oder (ber kontaminierte Hande
beziehungsweise Tlcher (4). Dabei kann es sowohl zu einer direkten Kontamination der
Zitzenkuppe als auch zu einem anschlieRenden Eindringen der Erreger in das Eutergewebe
kommen (5). Umwelterreger gelten in der Regel als opportunistisch und finden sich in der
Umgebung der Tiere. Zu ihnen zahlen unter anderem Strep. uberis und Escherichia (E.) coli
(6). Beide Merkmale weist Strep. dysgalactiae auf, sowohl kontagios als auch umweltassoziiert
(7).

Bekannt ist, dass die Hohe der bakteriellen Ausscheidung (KbE/ml) bei Mastitiden stark variiert
und wird in der Literatur entweder in koloniebildenden Einheiten pro Milliliter (KbE/ml) oder als
logarithmischer Wert (logs, KbE/ml) angegeben. Zur besseren Vergleichbarkeit werden im
Folgenden beide Darstellungsformen entsprechend der Originalquellen verwendet. Wahrend
S. aureus in der Regel in eher geringen Mengen ausgeschieden wird, haufig < 1.000 KbE/ml
(8), wurden in natlrlichen Infektionen vereinzelt auch Mittelwerte von 2,4 x 10* KbE/ml
gemessen (9). Insgesamt weist S. aureus jedoch die niedrigste Erregerausscheidung unter
den hier untersuchten Pathogenen auf (10). Deutlich héhere Konzentrationen treten hingegen
bei Strep. uberis auf. Bei einem Wirts-adaptieren Stamm wurden nach experimenteller
Infektion bakterielle Konzentrationen von bis zu 7,7 log;, KbE/ml beobachtet (11). In
nattrlichen Infektionen lag der Mittelwert bei ca. 4,0 log:o KbE/ml, wobei mehr als ein Drittel
der Proben an der oberen Nachweisgrenze von 30.000 KbE/ml lag (10).

Auch Strep. dysgalactiae konnte mit hohen Ausscheidungsmengen in Verbindung gebracht
werden. In einer experimentellen Studie erreichten die bakterielle Ausscheidung nach Infektion
bis zu 9,3 log:, KbE/ml (12). In einer Feldstudie Uberschritten mehr als die Halfte der Proben
die obere Nachweisgrenze von 30.000 KbE/ml (10). Diese Ergebnisse unterstreichen das
hohe Ausscheidungspotenzial dieses Pathogens.

Darlber hinaus, kdnnen sowohl infektionsbedingte als auch tierindividuelle Faktoren die
Keimausscheidung beeinflussen. Flr E. coli konnte gezeigt werden, dass eine hohe initiale

Keimzahl mit schwereren klinischen Verlaufen sowie einer intensiveren Immunantwort bei
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Farsen assoziiert ist (13). Hohe Erregerlast wirkt sich negativ auf den Therapieerfolg aus und
ist mit reduzierten Heilungsraten verbunden (14-16). Zudem wurde beschrieben, dass die
Erregerausscheidung bei Tieren mit erhdhten Zellzahlen, in friihen Laktationen (< 2. Laktation)
sowie unter klimatischem Stress (z.B. Hitzebelastung) verstarkt auftritt (10).

Trotz der klinischen und epidemiologischen Relevanz liegen bislang nur wenige Arbeiten zur
quantitativen Erregerausscheidung vor. Diese Studien basieren zumeist auf experimentellen
Ansatzen oder konzentrieren sich auf klinisch auffallige Tiere (8, 12, 16). Daten aus der
Feldpraxis sind bislang kaum vorhanden (9, 10, 17) und fehlen fir die spezifischen
Bedingungen des bayerischen Milchviehsektors ganz.

Bayern stellt mit einem Anteil von rund einem Drittel der deutschen Milchkiihe eine zentrale
Region der nationalen Milchproduktion dar. Charakteristisch fir die Region sind die
vorherrschende Haltung der Rasse Fleckvieh (77 %) sowie eine im Bundesvergleich geringe
durchschnittliche HerdengroRe (18). Vor diesem Hintergrund verfolgte die vorliegende
Beobachtungsstudie das Ziel, die naturliche quantitative Erregerausscheidung ausgewahlter
Mastitiserreger (S. aureus, Strep. uberis, Strep. dysgalactiae, Strep. agalactiae, E. coli) auf
Viertelbasis in bayerischen Milchviehbetrieben zu analysieren. Besonderes Augenmerk lag
dabei auf dem Zusammenhang zwischen Erregerausscheidung und dem Gesundheitsstatus

des Euterviertels sowie moglichen saisonalen Effekten.
Material und Methoden

In dieser Studie wurden die nationalen Vorschriften fiir die Behandlung und Verwendung von
Tieren eingehalten. Eine Genehmigung der Ethikkommission war nicht erforderlich, da die
Entnahme von Viertelgemelksproben als nicht invasiv gilt. Der Zugang zu den Tieren wurde
durch schriftliche Einwilligung der Landwirte gewahrleistet und alle Informationen wurden ohne

Einwande zur Verflgung gestellt.
Auswahl der Kiihe

Zwischen Juli 2023 und Juli 2024 wurde in Bayern eine Querschnittsstudie auf bayerischen
Milchviehbetrieben durchgefihrt. Die Herden wurden mittels geschichteter Zufallsstichproben
ausgewahlt. Zu diesem Zweck wurde eine Liste aller bayerischen Milchviehbetriebe (N =
20.624) mit Angaben zur taglich gelieferten Milchmenge nach den folgenden Kriterien
unterteilt. Betriebe mit einer taglichen Milchleistung von weniger als 200 kg (n = 2.399) wurden
aus der Studie ausgeschlossen, da davon ausgegangen wurde, dass sie weniger als zehn
Kuhe in der Herde hatten. Die verbleibenden Betriebe (n = 18.225) wurden dann anhand der
Quartile der taglich gelieferten Milchmenge in vier Gruppen (G1 bis G4) eingeteilt (G1: 201-
479 kg, G2: 480-869 kg, G3: 870-1498 kg, G4: = 1499 kg). Darliber hinaus wurde die Liste
nach den bayerischen Regierungsbezirken unterteilt. Fir die Analyse wurden einige Bezirke

zusatzlich feiner differenziert oder zusammengefasst (z.B. Oberbayern in West und Ost, Ober-
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, Unter- und Mittelfranken zu Franken), und die Betriebslisten wurden entsprechend
angepasst, sodass in jedem der so gebildeten Teilbezirke der gleiche Prozentsatz an Herden
analysiert wurde (50 Betriebe in Niederbayern, 61 in Franken (Ober-, Unter- und
Mittelfranken), 54 in Schwaben, 44 in Oberbayern West, 43 in der Oberpfalz und 52 in
Oberbayern Ost). Die daraus resultierenden Herdenlisten wurden mit Microsoft Excel® (2019
MSO 16.101417.20007) randomisiert und in dieser Reihenfolge telefonisch kontaktiert.
Aufgrund finanzieller und logistischer Einschrankungen wurde ein Studienziel von 76 Herden
pro Gruppe und Saison festgelegt (Fruhjahr: Marz - Mai, Sommer: Juni - August, Herbst:
September - November, Winter: Dezember - Februar).

Die Betriebe wurden einmalig von qualifizierten Technikern des Tiergesundheitsdienst Bayern
e. V. besucht. Neben weiteren Untersuchungen wurde wahrend einer Melkzeit oder bei
Betrieben mit Melkrobotern an einem Tag im Fressgitter, das Aussehen des Vorgemelks
beurteilt und aseptische Viertelgemelksproben (VGP) von allen laktierenden Kihen

entnommen.
Laboranalyse

Nach der Entnahme wurden die VGP gekuhlt zum Milchlabor des Bayerischen
Tiergesundheitsdienstes transportiert und am selben oder am folgenden Tag gemafl den
Leitlinien der Deutschen Veterindrmedizinischen Gesellschaft (19) untersucht.

Hierzu wurde eine Askulin-Agarplatte mit 5 % Schafblut (Thermo Scientific™ OXOID™)
geviertelt und fiir jeweils eine Kuh verwendet. Mit kalibrierten Osen wurde ein Inokulum von
0,01 ml auf jedes Viertel aufgetragen. Bei Proben von Vierteln mit klinischer Mastitis wurden
zusatzlich 0,05 ml auf eine ganze Agarplatte aufgetragen. War ein Viertel kurz vor der
Untersuchung einer intramammaren Antibiotikabehandlung unterzogen worden, wurde
zusatzlich auf Sabouraud-Dextrose-Agarplatte (Thermo Scientific™ OXOID™) ausgestrichen.
Die Agarplatten wurden 36 bis 48 Stunden bei einer Temperatur von 36 + 1 °C inkubiert. Eine
vorlaufige Erregereinordnung fand anhand der Koloniemorphologie (GréRe, Farbe,
Schleimbildung und Geruch) sowie anhand der Hamolyse- und Hamotoxinzonen statt. Die
phanotypische Koloniemorphologie und die deutliche Hamolyse mit Toxinzone ermdglichten
die Identifizierung von S. aureus. Bei nicht eindeutigen Hamolysezonen wurden zusatzlich der
Clumping-Faktor und die Koagulase uberprift. Bei einem negativen Ergebnis wurde die
Kolonie als Nicht-Aureus Staphylokokken (NAS) klassifiziert. Zur Untersuchung und
Unterscheidung von fraglichen S. aureus-Kolonien sowie allen identifizierten NAS wurde
MALDI-TOF-MS (Matrix-Assisted Laser Desorption lonisation Time-of-Flight Mass
Spectrometry) verwendet (MALDI Biotyper® Sirius, Bruker Daltonik GmbH, Hamburg,
Deutschland).

Streptokokken wurden anhand ihrer Koloniemorphologie, Hamolysezone, Fahigkeit zur
Spaltung von Askulin, des CAMP-Tests (Christie, Atkins, Munch-Petersen) und ihrer
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Lancefield-Gruppe klassifiziert. Bei allen Askulin-negativen Streptokokken wurde der CAMP-
Test mit einem hamolytischen S. aureus-Stamm durchgefihrt. Dieser wurde hauptséachlich zur
Unterscheidung zwischen Strep. agalactiae (CAMP-Test positiv) und Strep. dysgalactiae
(CAMP-Test negativ) eingesetzt. Askulin-positive Streptokokken (Strep. uberis, Enterococcus
spp., Lactococcus spp.) wurden mittels Agardiffusionstest mit Penicillin und Rifampicin
(Thermo Scientific™ OXOID™) sowie dem selektiven Medium Kanamycin-Askulin-Azid (KAA-
Agar, Eigenproduktion) weiter differenziert. Wenn nach wiederholter mikrobiologischer
Untersuchung und MALDI-TOF keine Speziesbestimmung madglich war, wurden die Bakterien
entsprechend ihrer Askulin-Spaltung in Askulin-positive und Askulin-negative Streptokokken
unterteilt.

Gramnegative Erreger (z. B. E. coli, Klebsiella spp., Serratia spp.) wurden zunachst nach
Grolde, Farbe, Schleimbildung und Geruch klassifiziert und anschlieRend mittels MALDI-TOF
differenziert.

Die semiquantitative Keimzahlbestimmung erfolgte auf der Grundlage von 0,01 ml
Probenmaterial, welches auf den Viertelplatten verteilt wurde. Dabei wurden die
koloniebildenden Einheiten in fiinf Klassen eingeteilt: 1-3 KbE/0,01 ml, 4-10 KbE/0,01 ml, 11-
50 KbE/0,01 ml, 51-200 KbE/0,01 ml und > 200 KbE/0,01 ml (Rasenwachstum bzw. nicht mehr
zahlbar).

Im Anschluss an die bakterielle Untersuchung der VGP wurde eine somatische
Zellzahlbestimmung mittels Durchflusszytometrie durchgefiihrt (FOSS GmbH, Hamburg,
Deutschland). Die Einordnung in Gesundheitszustande der Viertel erfolgte wie folgt: Gesund:
VGP mit somatischer Zellzahl (SZZ) < 100.000 Zellen/ml und keine erkennbaren
Veranderungen am Euter oder im Sekret, subklinische Mastitis = VGP mit SZZ > 100.000
Zellen/ml, keine Veranderungen im Sekret oder am Euter, klinische Mastitis = VGP mit
makroskopischen Sekretveranderungen (z. B. Flocken) und / oder Entziindungs-Symptome

am Euter (z. B. Schwellungen), die bei der Probenahme im Stall notiert wurden.
Statistische Auswertung

Die statistische Analyse wurde mit SAS 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NY, USA) durchgefiihrt.
Die Eingabe und Vorverarbeitung der Daten erfolgten zunachst in Microsoft Excel,
anschlieBend wurden die Datensatze in SAS importiert, bereinigt und aufbereitet.
Unvollstandige oder fehlerhafte Eintrdge wurden bei der Analyse automatisch durch das
Programm ausgeschlossen.

Zur deskriptiven Auswertung der Erregerverteilung wurden die Ausscheidungsmengen laut
Labor verwendet. Da die niedrigste (1-3 KbE/0,01 ml) sowie héchste Kategorie (> 200
KbE/0,01 ml) nur vereinzelt vorkamen, wurden diese bei der weiteren Auswertung der

Ausscheidungsintensitat mit der ndchst hdheren bzw. niedrigeren Gruppe in drei Kategorien
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zusammengefasst (niedrig: 1-10KbE/0,01 ml; mittel: 11-50KbE/0,01 ml; hoch: > 50 KbE/0,01
ml).

Fir die Analyse potenzieller Assoziationen zwischen dem Nachweis (ja/nein) sowie dem
Ausscheidungsverhalten von Erregern und kategorialen Einflussfaktoren wie Jahreszeit
(Fruhling, Sommer, Herbst, Winter) oder Gesundheitsstatus (gesund, subklinisch, klinisch)
wurde der Chisquare-Test (PROC FREQ) durchgefihrt. Als Signifikanzniveau wurde P<0,05
festgelegt.

Bei signifikanten Ergebnissen wurden weiterfihrende paarweise Vergleiche einzelner
Auspragungen, z.B. gesunde vs. klinische Viertel bei mittlerer vs. hoher Ausscheidung in
Vierfeldertafeln (2x2) durchgefiihrt. Zur Berechnung der Zusammenhangsstarke wurde die
Odds Ratio (OR) mit 95 %-Konfidenzintervall (95 %-KI) herangezogen. Fiir diese paarweisen
Analysen wurde der Fisher's Exact Test verwendet, insbesondere dann, wenn kleine
Fallzahlen oder ungleiche Gruppengréfen vorlagen. Bei den Erregern E. coli und Strep.
agalactiae wurde grundsatzlich der Fisher's Exact Test eingesetzt, da hier die Fallzahlen

insgesamt zu gering fur eine valide Anwendung des Chisquare-Tests waren.
Ergebnisse

Insgesamt wurden 648 Herden telefonisch kontaktiert, von denen 47 % einer Teilnahme
zustimmten. Die Teilnahmequote stieg mit zunehmender HerdengréRe an: Bei den kleinsten
Herden (G1) lag die Teilnahme bei 35 %, in G2 bei 40 %, in G3 bei 64 % und in G4 bei 75 %.
Haufigste Grinde fur eine Nichtteilnahme waren insbesondere bei kleineren Herden die
Betriebsaufgabe (G1: 20 %, G2: 15 %, G3: 5 %, G4: 4 %) und ein generelles Desinteresse an
Studien (G1: 8 %, G2: 6 %, G3: 2 %, G4: 0 %).

Letztlich nahmen 305 Herden mit insgesamt 14.700 laktierenden Kiihen an der Studie teil.
Urspringlich war die Einbeziehung von 304 Herden vorgesehen. Aufgrund der praktischen
Gegebenheiten wahrend der Rekrutierungsphase und der begrenzten Planbarkeit des
Ruickmeldeverhaltens konnte eine exakte Zahl nicht gewahrleistet werden, sodass eine Herde
mehr als geplant in die Studie aufgenommen wurde. Die Untersuchungen verteilten sich
annahernd gleichmafig tber die Jahreszeiten: 77 Herden wurden im Sommer, 76 im Friihjahr,
75 im Herbst und 77 im Winter beprobt. Auch die Verteilung tber die Regierungsbezirke wurde
gleichmaRig gestaltet. Die durchschnittliche HerdengréfRe betrug 48 Kihe, die kleinste
untersuchte Herde hielt 9 Kiihe und die gréfite untersuchte Herde 250 Kihe.

Insgesamt wurden 58.108 VGP entnommen, von denen 1,5 % (n = 857) aufgrund von
mikrobiologischer Kontamination ausgeschlossen wurden. In 184 VGP wurden zwei
unterschiedliche Mastitiserreger-Spezies identifiziert.

Aufgrund von zu geringem Probenmaterial konnte die SZZ in 3 % der VGP (n = 1.732) nicht
im Labor bestimmt werden (S. aureus: 42 VGP, Strep. uberis: 29 VGP, Strep. dysgalactiae: 18
VGP, E. coli: 5 VGP, Strep. agalactiae: 4 VGP). Bei 88 % der analysierten Proben (n = 50.625)
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konnte kein Erreger nachgewiesen werden. Auf Basis der SZZ wurden 61 % aller Proben als
~gesund” eingestuft (SZZ <100.000 Zellen/ml, keine Sekretveranderung oder Veranderungen
am Euter). Wahrend in lediglich 3 % der als gesund eingestuften VGP ein Erreger
nachgewiesen werden konnte, zeigte sich bei den Proben von subklinischen Mastitiden (n =
18.332) ein deutlich héherer Anteil von erregerpositiven Befunden (28 %). Bei den VGP mit
klinisch betroffenen Vierteln fiel der Anteil mit 67 % (n= 338) von 504 VGP mit klinischer
Mastitis am hdchsten aus. Alle klinischen Mastitiden wurden als mild oder moderat eingestuft.
In der vorliegenden Studie zeigten sich Unterschiede in der Hohe der Erregerausscheidung in
Abhéangigkeit vom Gesundheitsstatus des betroffenen Euterviertels sowie von saisonalen
Einflissen. Die Haufigkeit und Verteilung der Erregerausscheidung tber alle VGP hinweg ist
in Tabelle 1 dargestellt. Dabei zeigte sich insbesondere bei Strep. uberis, Strep. dysgalactiae
und Strep. agalactiae ein deutlicher Schwerpunkt in den mittleren Ausscheidungsklassen (11-
50 KbE/0,01 ml), wahrend die Erregerausscheidung von S. aureus deutlich heterogener
verteilt war (Tabelle 1).

Tabelle 1: Darstellung der absoluten Haufigkeiten der Erregerausscheidung Uber alle

untersuchten Erreger-positiven Viertelgemelksproben (n = 6.626), eingeteilt in finf
Ausscheidungsklassen.

Table 1: Presentation of the absolute frequencies of pathogen shedding across all pathogen-
positive quarter milk samples examined (n = 6,626), divided into five shedding classes.

Erregerausscheidung (KbE/0,01ml)

Erreger n 1-3 4-10 11-50 51-200 >200
niedrig mittel hoch
Staphylococcus 1020 196 158 449 211 6
aureus (19 %) (15 %) (44 %) (21 %) (1 %)
Streptococcus uberis 1061 6 66 609 363 18
(1 %) (6 %) (57 %) (34 %) (2 %)
Streptococcus 521 5 42 302 161 11
dysgalactiae (1 %) (8 %) (58 %) (31 %) (2 %)
Streptococcus 99 7 8 55 28 1
agalactiae (7 %) (8 %) (56 %) (28 %) (1 %)
Escherichia coli 69 7 18 40 4 0
(10 %) (26 %) (58 %) (6 %) (0 %)

Die Abbildung 1 veranschaulicht deskriptiv die Erregerausscheidung der urspriinglichen funf
Ausscheidungsklassen in Abhangigkeit vom Gesundheitsstatus. Hierbei zeigte sich, dass
gesunde, aber mikrobiologisch positive Viertel deutlich haufiger niedrige bis mittlere
Ausscheidung aller untersuchten Erreger aufwiesen, wahrend klinisch betroffene Viertel in den
hohen Keimklassen liberreprasentiert waren. Dies war insbesondere bei Strep. uberis, Strep.

dysgalactiae und S. aureus sichtbar (Abbildung 1).
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Abbildung 1 a-e: Deskriptive Darstellung der flnf urspringlich erhobenen
Ausscheidungsklassen (KbE/0,01ml)  der  untersuchten Mastitiserreger  nach
Gesundheitsstatus (gesund, subklinisch, klinisch) des Euterviertels. Angegeben ist der
prozentuale Anteil pro Erreger und Status. Die Fallzahlen (n) weichen von der urspriinglich
untersuchten Anzahl positiver Proben ab, da bei einem Teil der Viertelgemelksproben
aufgrund unzureichenden Probenmaterials keine Zellzahlbestimmung auf Viertelbasis mdglich
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war (S. aureus n = 42, Strep. uberis n = 29, Strep. dysgalactiae n = 18, E. colin = 5, Strep.
agalactiae n = 4).

Figure 1 a-e: Descriptive representation of the five originally recorded shedding classes
(KbE/0.01 ml) of the mastitis pathogens examined according to the health status (healthy,
subclinical, clinical) of the udder quarter. The percentage per pathogen and status is indicated.
The case numbers (n) differ from the number of positive samples originally examined, as it was
not possible to determine the cell count on a quarter basis for some of the quarter milk samples
due to insufficient sample material (S. aureus n = 42, Strep. uberis n = 29, Strep. dysgalactiae
n =18, E. colin = 5, Strep. agalactiae n = 4).

Abbildung 2 zeigt deskriptiv die Erregermengen im Jahreszeitenvergleich. Wahrend sich bei
den meisten Erregern keine deutlichen saisonalen Muster erkennen lieRen, zeigte sich bei S.
aureus eine erhohte Ausscheidung im Sommer. Dieser saisonale Effekt lie3 sich auch
statistisch bestatigen (Tabelle 2). Der deutliche Anstieg bei Strep. agalactiae im Herbst lag an

einem einzigen Strep. agalactiae Nachweis in der Jahreszeit.

s Staphylococcus aureus (n = 1020)

£ 0%
< 0,
= 60% *
S 40% !
<
o 20% l l
S g I 11 J o -
o
1-3 4-10 11-50 51-200 >200
* = saisonaler Unterschied (Sommer vs. Winter; P = 0,049), wobei im Sommer eine niedrige
Erregerausscheidung seltener beobachtet wurde als im Winter.
_ 100%
T b. Streptococcus uberis (n = 1062)
£ 80%
c
< 60%
L)
o 40%
2
13 4-10 11-50 51-200 >200
_ 100% :
T c. Streptococcus dysgalactiae (n = 521)
2 80%
T 0%
o
T 40%
2
i
S 0% o — - - -
o

1-3 4-10 11-50 51-200 >200

100%
20% d. Streptococcus agalactiae (n = 99) I

60%

40% I

20% l
0% = . =a .

1-3 4-10 11-50 51-200 >200

Prozentualer Anteil



58 IV. Verdffentlichungen

100%
e. Escherichia coli (n = 69)

£ 80%
<
. 60% P
Q
S 40% [
£ B
o 20% l ‘ i
g o mm L \ £
1-3 4-10 11-50 51-200 >200
H Frihling ™ Sommer Herbst Winter

Abbildung 2 a-e: Relative Haufigkeit der Ausscheidungsmengen (KbE/0,01 ml) von fiinf
Mastitiserregern im Verlauf der vier Jahreszeiten. Deskriptiv dargestellt ist die prozentuale
Verteilung innerhalb jeder Jahreszeit Uber die urspringlich erhobenen funf
Ausscheidungsklassen (1-3, 4-10, 11-50, 51-200, > 200 KbE/0,01 ml).

Figure 2 a-e: Relative frequency of shedding levels (CFU/0.01 ml) of five mastitis pathogens
over the course of four seasons. The percentage distribution within each season across the
five shedding classes originally surveyed (1-3, 4-10, 11-50, 51-200, > 200 CFU/0.01 ml) is
shown descriptively.

Bei S. aureus wiesen gesunde Viertel in mehreren Vergleichen deutlich hohere

Wahrscheinlichkeiten fur niedrige oder mittlere Erregerausscheidungen auf als klinisch oder
subklinisch betroffene Viertel (Tabelle 2).

Tabelle 2: Ergebnisse des Fisher's Exact Tests: Unterschiede in der Erregerausscheidung in
Abhangigkeit von Gesundheitsstatus und Jahreszeit. Darstellung der Odds Ratios (OR), 95 %-
Konfidenzintervalle (KI) und P-Werte fir die Vergleiche. In Klammern sind jeweils die
verglichenen Ausscheidungskategorien angegeben: (1=niedrige Ausscheidung, 2=mittlere
Ausscheidung, 3=hohe Ausscheidung).

Table 2: Results of Fisher's exact test: Differences in pathogen shedding depending on health
status and season. Presentation of odds ratios (OR), 95 % confidence intervals (Cl), and P-
values for the comparisons. The compared shedding categories are indicated in parentheses:
(1=low shedding, 2=medium shedding, 3=high shedding).

Erreger Vergleich OR 95 %- Ki P-Wert

Jahreszeiten

S. aureus: Sommer vs. Winter (1 vs. 2) 0,6 0,4-1 0,049

Gesundheitsstatus

S. aureus Gesund vs. Klinisch (1 vs. 2) 13 4-42 < 0,01

Gesund vs. Klinisch (2 vs. 3) 4 2-10 < 0,01

Klinisch vs. Subklinisch (2 vs. 3) 0,4 0,2-0,8 0,02
Gesund vs. Subklinisch (1 vs. 3) 5 3-8 < 0,01
Gesund vs. Subklinisch (2 vs. 3) 2 1-3 0,03
Gesund vs. Subklinisch (1 vs. 2) 3 2-4 < 0,01

Strep. uberis Gesund vs. Klinisch (2 vs. 3) 3 1-5 0,01
Klinisch vs. Subklinisch (2 vs. 3) 0,6 0,4-0,9 0,02

Strep. dysgalactiae Gesund vs. Klinisch (2 vs. 3) 8 2-31 < 0,01
Gesund vs. Subklinisch (2 vs. 3) 4 1-10 0,02

So hatten gesunde Viertel im Vergleich zu Klinisch erkrankten eine uUber zwdlfmal hdhere
Wahrscheinlichkeit eine niedrige Erregerausscheidung (1-10 KbE/0,01 ml) zu zeigen (OR =
13; 95 %-KI: 4-42; P < 0,01) als eine mittlere Ausscheidung. Auch die mittlere Ausscheidung
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(11-50 KbE/0,01 ml) trat bei gesunden Vierteln haufiger auf als eine hohe Ausscheidung im
Vergleich zu klinischen Mastitiden (OR = 4; 95 %-Kl: 2-10; P < 0,01). Im direkten Vergleich
zwischen klinisch und subklinisch betroffenen Vierteln zeigte sich, dass klinisch erkrankte
Viertel seltener mittlere statt hohe Erregerausscheidungen aufwiesen (OR = 0,4; 95 %-KI: 0,2-
0,8; P = 0,02). Auch im Vergleich gesunder zu subklinisch betroffenen Vierteln ergaben sich
Unterschiede: Gesunde Viertel zeigten deutlich haufiger eine niedrige Ausscheidung (OR = 5;
95 %-KI: 3-8; P < 0,01) sowie eine mittlere Ausscheidung (OR = 2; 95 %-KI: 1-3; P = 0,03) als
subklinisch betroffene Viertel. Zudem zeigten gesunde Euter eine héhere Wahrscheinlichkeit,
eine niedrige statt mittlerer Erregerausscheidung zu zeigen, verglichen mit subklinisch
betroffenen Vierteln (OR = 3; 95 %-KI: 2-4; P < 0,01).

Bei Strep. uberis zeigte sich ein vergleichbares Muster (Tabelle 2). Gesunde Viertel wiesen
eine hohere Wahrscheinlichkeit einer mittleren statt hohen Erregerausscheidung im Vergleich
zu klinisch erkrankten Viertel auf (OR = 3; 95 %-KI: 1-5; P = 0,01). Umgekehrt zeigten klinisch
erkrankte Viertel im Vergleich zu subklinisch erkrankten seltener mittlere statt hoher
Ausscheidung (OR = 0,6; 95 %-KI: 0,4-0,9; P = 0,02).

Auch bei Strep. dysgalactiae zeigten gesunde Viertel im Vergleich zu klinisch erkrankten eine
deutlich erhohte Wahrscheinlichkeit einer mittleren statt hohen Erregerausscheidung (OR = 8;
95 %-KI: 2-31; P < 0,01) (Tabelle 2). Im Vergleich zu subklinisch betroffenen Vierteln bestand
ebenfalls eine hohere Wahrscheinlichkeit fir gesunde Viertel, eine mittlere
Erregerausscheidung zu zeigen (OR=4; 95 %-KI: 1-10, P = 0,02).

Ein saisonaler Effekt auf die Erregerausscheidung zeigte sich nur bei S. aureus: Die
Wahrscheinlichkeit flr eine niedrige Erregerausscheidung (verglichen mit einer mittleren) war
im Sommer im Vergleich zum Winter um etwa 42 % reduziert (OR = 0,6; 95 %-KI: 0,4-1; P =
0,049). Konkret zeigten im Sommer 31 % der S. aureus-positiven Viertel eine niedrigere und
46 % eine mittlere Erregerausscheidung, wahrend im Winter 43 % der Viertel eine niedrige
und 36 % eine mittlere Ausscheidung aufwiesen. Somit wurden in den Sommermonaten
hdhere Erregermengen von S. aureus ausgeschieden als im Winter (Tabelle 2).

Fir Strep. agalactiae zeigten sich zunachst statistische Zusammenhange mit saisonalen oder
gesundheitlichen Faktoren, die sich jedoch in den differenzierten Vierfeldervergleichen nicht
bestatigten. Fir E. coli konnten im Rahmen dieser Studie keine statistisch signifikanten

Zusammenhange festgestellt werden.
Diskussion

Die vorliegende bayernweite Querschnittstudie bietet einen guten Uberblick iber die
Ausscheidungsmenge ausgewahlter bakterieller Mastitiserreger bei laktierenden Milchkihen
unter Praxisbedingungen. Sie zeichnet sich durch eine systematische, zufallsbasierte
Stichprobenziehung nach Jahreszeit, HerdengréRe und angepassten Regierungsbezirken

aus, ein Studiendesign, das in dieser Form bislang selten realisiert wurde. Anders als
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vergleichbare Arbeiten, die Tiere mit einer erhéhten somatischen Zellzahl untersuchten (10)
oder sich ausschlieBlich auf klinisch auffallige Tiere (16) oder Erreger-spezifische
Vorauswahlen (8, 12, 20) stutzen, wurden hier gezielt gesamte Herden einschlieRlich VGP
eutergesunder Kihe untersucht. Dies ermdglicht eine realititsnahe Erhebung der
Erregerausscheidung unterschiedlich gesunder Milchkiihe Uber den Jahresverlauf und stellt
eine besondere Starke der Arbeit dar. Jedoch stellt die einmalige Beprobung auch eine
Limitierung dar, da Rlckschllsse auf den zeitlichen Verlauf, die Persistenz von Infektionen
oder die Dynamik der Erregerausscheidung damit nicht moglich waren. Eine weitere Limitation
der vorliegenden Untersuchung besteht darin, dass die statistische Auswertung auf
Probenebene erfolgte, ohne die hierarchische Struktur der Daten (Viertelebene, Kuhebene,
Betriebsebene) explizit zu modellieren. Der Einsatz gemischter Modelle mit Betrieb und Kuh
als Zufallseffekt ware prinzipiell geeignet, innerhalbbetrieblichen oder tierindividuellen
Clustereffekten Rechnung zu tragen. Eine solche Modellierung ist jedoch durch die ordinale
Erfassung der Erregerausscheidung (semiquantitative Klassen) schwierig, da keine
kontinuierlichen Rohwerte vorlagen und es in dieser Studie priméar um einen Uberblick auf
Kuh- bzw. Viertelebene ging. Zukinftige Studien mit quantitativ erhobenen Keimzahlen
kénnten diese Aspekte weiterfUhrend untersuchen. Dahingehend besteht auch ein
methodischer Unterschied zu anderen Studien in der Definition und Bewertung der bakteriellen
Ausscheidung. Sears et al. (1990) (8) unterteilten infizierte Viertel in sogenannte ,low
shedders” (<1.000 KbE/ml; = 3,0 log;o KbE/ml) und ,high shedders” (=2.000 KbE/ml; = 3,3
log10 KbE/ml). Eine solche Einteilung wurde in unserer Studie, ebenso wie bei Hamel et al.
(2021) (10), nicht ubernommen. Stattdessen erfolgte eine pragmatische Gruppierung in drei
praxisnahe Klassen (niedrig: 1-10, mittel: 11-50, hoch: > 50 KbE/0,01 ml), die grob mit < 1.000,
1.000-5.000 und > 5.000 KbE/ml korrespondieren. Die direkte Vergleichbarkeit mit Studien wie
der von Sears et al. (1990) (8) ist dadurch eingeschrankt. Hamel et al. (2021) (10) wahlten
keinen festen Grenzwert, sondern berichteten die mittlere Ausscheidung pro Erreger auf Basis
von log,, KbE/mI. Die hochste Erregerlast wurde flir Strep. dysgalactiae beschrieben (bis zu
8,7-9,3 log;, KbE/mI), wahrend S. aureus deutlich geringere Werte aufwies. Ilhre
Untersuchung zeigte auflerdem, dass bei Uber der Halfte der Nachweise von Strep.
dysgalactiae das obere Detektionslimit von 30.000 KbE/ml (4,48 log,) erreicht wurde, ein
Wert, der unsere eigene Klassifikation in ,hohe Ausscheidung” bestatigt.

Ein zentrales Ergebnis dieser Untersuchung war, dass auch scheinbar eutergesunde Viertel
relevante Mengen an Mastitiserregern ausscheiden kénnen. Wahrend 67 % der klinisch
auffalligen Viertel Pathogen-positiv waren, betraf dies immerhin 28 % der subklinisch
auffalligen und 3 % der als gesund klassifizierten Proben. Vor allem bei S. aureus zeigte sich,
dass 12 % der positiven Nachweise lediglich eine einzelne Kolonie enthielten, unabhangig

vom Gesundheitsstatus. GemaR den Leitlinien der DVG gilt bereits der Nachweis einer Kolonie
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als Infektion (19). Allerdings siedelt sich S. aureus zugleich auch auf der Haut an (21), sodass
in diesen Fallen auch Kontamination oder transiente Besiedlung bedacht werden mussen,
wobei 6 % der klinischen Falle auch nur 1-3 KbE/0,01 ml aufwiesen. Zudem war bei Uber
einem Dirittel (37 %) der VGP von klinisch gesunden Vierteln, aber S. aureus-positiven Vierteln,
ein Nachweis von mehr als 10 KbE/0,01 ml S. aureus moglich. All dies unterstreicht die
Notwendigkeit der Beprobung aller Viertel einer Kuh oder eines Bestandes unabhangig vom
Gesundheitszustand. Nur so kénnen, beispielsweise bei einer Sanierung vor Umstellung auf
Melkroboter, alle Kiihe mit S. aureus-Euterinfektionen im Bestand erkannt und ggf. behandelt
werden. Oder im Fall von vereinzelten Kolonien bei gesunden Vierteln braucht es weitere
Diagnostik (z.B. wiederholte Beprobung nach Stressereignis (20), um eine tatsachliche
Infektion zu bestatigen bevor eine Behandlung erwogen wird. Erganzend ist zu
berticksichtigen, dass neuere molekularbiologische Untersuchungen auf der Grundlage von
DNA-Sequenzierungen zeigen, dass Eutersekretproben auch bei klinisch unauffalligen Tieren
genetisches Material von Bakterien tragen kénnen. Studien beschreiben dahingehend das
Eutermikrobiom, dessen Zusammensetzung zwischen Kiihen und zwischen Vierteln derselben
Kuh variiert (22). Porcellato et al. (2020) (22) konnten ein Kernmikrobiom im Euter feststellen,
welches vor allem aus Corynebacterium spp. und Staphylococcus spp. besteht, wahrend
Viertel mit reduzierter Diversitat und Dominanz einzelner Familien als ,dysbiotisch klassifiziert
wurden. Eine weitere Studie zeigte auRerdem, dass die mikrobielle Diversitat wahrend einer
Mastitis deutlich abnimmt und sich nach Genesung wieder erhdht (23). Im Gegensatz zu
diesen DNA basierten Ansatzen beruht die vorliegende Untersuchung auf klassischen
kulturellen Nachweisen lebendiger Bakterien. Da molekularbiologische Verfahren auch nicht
vermehrungsfahiges genetisches Material erfassen, sind die Befunde methodisch nicht direkt
vergleichbar. Dennoch liefern die genannten Studien einen wichtigen Kontext, der verdeutlicht,
dass pathogene Keime in klinisch unauffalligen Vierteln Teil der nattirlichen mikrobiellen Flora
sein kénnen und ein Nachweis daher nicht zwangslaufig eine manifeste Infektion anzeigen
muss.

Ein weiterer kritischer Punkt betrifft die intermittierende Ausscheidung von S. aureus, wie sie
von Sears et al. (1990) (8) und Walker et al. (2011) (9) beschrieben wurde. Das einmalige
Untersuchungsdesign unserer Studie erlaubt keine Aussage Uber die Persistenz oder Dynamik
der Ausscheidung. Dennoch kann der Nachweis selbst geringer Keimmengen in
eutergesunden Vierteln auf die Relevanz latenter Infektionen als Wegbereiter subklinischer
Mastitiden und persistierender Infektionen deuten. Erganzend zeigten Walker et al. (2011) (9),
dass verschiedene S. aureus-Stamme stark divergente Ausscheidungsmuster aufweisen
kénnen. Da keine molekulare Typisierung erfolgte, bleibt unklar, ob bestimmte Stdmme in der
untersuchten Population oder bestimmten Herden dominieren. Aussagen zur Virulenz,

Persistenz oder epidemiologischen Einordnung einzelner Isolate sind deshalb nicht méglich.
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Auch Strep. dysgalactiae verdient besondere Beachtung. Unsere Daten zeigen, dass dieser
Erreger in gesunden Vierteln Gberwiegend in mittlerer statt hoher Ausscheidung nachgewiesen
wurde. Dies unterscheidet sich teils von den Ergebnissen einer irischen Studie, die in einem
experimentellen Infektionsmodell ein Muster von ,Ausscheidungs-Peaks* kurz nach der
Infektion beschreiben, und dann eine moderate Entziindungsantwort bei gleichzeitig maRiger
bakterieller Ausscheidung beobachteten (12). Dort wurden nach gezielter experimenteller
Infektion mit einem bekannten Strep. dysgalactiae-Stamm bei vier Kihen maximale
Ausscheidungswerte von bis zu 9,3 logs, KbE/ml beobachtet. Aufgrund des gezielten
Infektionsmodells und der geringen Tierzahl ist ein direkter Vergleich mit den hier unter
Praxisbedingungen erhobenen Daten jedoch nur eingeschrankt mdglich. Dieses Wissen
verdeutlicht die Bedeutung longitudinaler Studiendesigns zur besseren Charakterisierung von
Infektionsverlaufen.

Bei Strep. uberis gab es in unserer Untersuchung keinen saisonalen Effekt, obwohl in einer
anderen Studie bei natlrlichen Infektionen unter kontrollierten Bedingungen eine erhdhte
Ausscheidung im Sommer beobachtet werden konnte (10). Diese Diskrepanz kdnnte
methodisch begriindet sein: Wahrend Hamel et al. (2021) (10) wiederholt Proben aus
definierten Infektionen nahmen und analysierten, basiert unsere Arbeit auf einer
stichprobenbasierten Bestandsaufnahme unter Praxisbedingungen. Unterschiede im
Stallklima, Melkregime oder Hygienemanagement kdnnten den saisonalen Effekt Gberlagern.
Auch eine andere bayerische Studie berichtete zwar von einer Haufung von Strep. uberis-
Nachweisen im Sommer, machte jedoch keine Angaben zur Erregermenge - was einen
direkten Vergleich einschrankt (24).

In der Praxis verlassen sich viele Landwirte bei der Beurteilung der Eutergesundheit
vornehmlich auf Zellzahlen. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen jedoch erneut, dass dies
nicht immer ausreicht: Auch bei niedriger Zellzahl ist eine relevante bakterielle
Erregerausscheidung méglich, mit potenziellem (spateren) Einfluss auf die Tankmilchzellzahl,
Keimzahl (25) und Infektionsdynamik im Bestand. Dies unterstreicht die Bedeutung gezielter
mikrobiologischer Herdenuntersuchungen, die alle melkenden Tiere einbeziehen und nicht auf

klinisch auffallige Tiere beschrankt bleiben sollten.
Fazit fiir die Praxis

Die Ergebnisse dieser bayernweiten Erhebung zeigen deutlich, dass sich eine alleinige
Bewertung der Eutergesundheit anhand der Zellzahl als unzureichend erweist. Auch VGP von
klinisch unauffalligen Tieren mit niedriger Zellzahl (<100.000 Zellen/ml) wiesen in Einzelfallen
eine relevante Erregerausscheidung auf.

Dies unterstreicht die Notwendigkeit mikrobiologischer Herdenuntersuchungen, die alle
laktierenden Tiere einbeziehen bzw. eine reprasentative Stichprobe dieser darstellen,

insbesondere bei anhaltenden Problemen mit zu hoher Tankmilchzellzahl oder Keimzahl, aber
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auch im Rahmen von Monitoring- und Sanierungsstrategien. Eine gezielte bakteriologische
Diagnostik hilft, stille Infektionsherde friihzeitig zu identifizieren und tragt so zur Verbesserung
der Eutergesundheit, zur Reduktion von Neuinfektionen sowie zur nachhaltigen

Antibiotikaminimierung bei.
Abkiirzungen

DVG = Deutsche Veterindrmedizinische Gesellschaft, E. = Escherichia, KbE = koloniebildene
Einheit, NAS = Nicht-Aureus-Staphylokokken, S. = Staphylococcus, SZZ = somatische
Zellzahl, Strep. = Streptococcus, VGP = Viertelgemelksproben
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V. DISKUSSION

Die vorliegende kumulative Dissertation umfasst zwei eigenstdndige, aber
thematisch eng verknipfte Veroffentlichungen zur Préavalenz,
Ausscheidungsmenge und zu Risikofaktoren wichtiger Mastitiserreger in
bayerischen Milchviehbetrieben. Beide Arbeiten basieren auf einer grof3
angelegten, reprasentativen Querschnittsuntersuchung. Unter Berticksichtigung der
bayerischen Regierungsbezirke, der HerdengrdRe und der Jahreszeiten wurde eine
geschichtete Zufallsstichprobe generiert. Die Regierungsbezirke wurden dabei
aufgrund der unterschiedlichen Betriebsanzahlen teilweise zusammengelegt oder
geteilt. So wurden Ober-, Unter- und Mittelfranken als ,,Frankenland“
zusammengefasst und Oberbayern in ,,Oberbayern West* und ,,Oberbayern Ost*
geteilt. Die HerdengroRe wurde anhand der Tagesmilchmenge in vier Gruppen
eingeteilt (Gruppe 1: 201-479 kg, Gruppe 2: 480-869 kg, Gruppe 3: 870-1.498 kg,
Gruppe 4: > 1.499 kg), dabei wurden Herden mit einer Tagesmilchmenge von <
200kg ausgeschlossen, da angenommen wurde, dass sich in diesen Betrieben < 10
laktierende Kiihe befinden. Besonderes Merkmal der Studie ist, dass die Entnahme
der VGP unabhangig vom Klinischen Eutergesundheitsstatus erfolgte und somit
subklinisch sowie latent infizierte und auch gesunde Tiere in die Erhebung
eingeschlossen wurden. Ebenso fand die Untersuchung unabhéngig von einer
Mitgliedschaft im Landeskontrollverband (LKV) statt, wodurch auch Herden
beprobt wurden, in denen mdglicherweise keine tierindividuellen Daten in Bezug

auf die Eutergesundheit vorlagen.

1. Limitationen der Studie

Trotz der umfangreichen Datenerhebung in 305 Milchviehherden mit 14.700
laktierenden Kiihen gibt es mehrere Einschrankungen, die bei der Interpretation der
Ergebnisse beriicksichtigt werden mussen. Erstens basiert die Erhebung auf
einmaligen Probennahmen, wodurch keine Rickschlusse auf die Dynamik oder
Persistenz der Infektionen moglich sind. Langfristige oder wiederholte
Beprobungen kénnten weiteren Aufschluss tber die Erregerausscheidungen oder
saisonale Schwankungen geben. Zudem kamen trotz der Stichprobengrofe einige
Erreger relativ selten vor und die Gewichtung der Ergebnisse sollte dies
beriicksichtigen.

Weiter handelt es sich bei den Analysen in Veroffentlichung 1 um Assoziationen,



66 V. Diskussion

die durch das querschnittliche Studiendesign bedingt sind. Daraus lassen sich keine
Kausalzusammenhénge ableiten. Die Darstellung der Ergebnisse beziiglich der
Risikofaktoren bewegt sich ausschlieBlich auf Herdenebene, individuelle
Ereignisse der Kilhe wurden dabei nicht erfasst.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Methodik der Erregerdiagnostik. Im
Milchlabor des Tiergesundheitsdienst Bayern e.V. wird nach den Leitlinien der
DVG gearbeitet, welche vornehmlich auf dem Anlegen einer Kultur beruhen
(DVG, 2018). Molekulare Methoden wie PCR oder Sequenzierung wurden nicht
genutzt, wodurch moglicherweise niedrige Keimzahlen oder schwer kultivierbare
Erreger (wie zum Beispiel Mycoplasmopsis spp.) (HOLSTEG, 2021) untererfasst
bleiben kdonnten (NYMAN et al., 2016). Ebenso wurden keine Informationen Gber
die verschiedenen Spezies der Isolate berlicksichtigt. Diese Einschrankung ist
insbesondere relevant, wenn es um die Bewertung von Spezies innerhalb der NAS-
Gruppe geht, da unterschiedliche Spezies unterschiedliche Pathogenitétsprofile
aufweisen konnen.

AuRerdem wurden nur bestimmte Risikofaktoren erfasst, andere potenziell
relevante  Faktoren wie Umweltbedingungen oder Stallklima mussten
unberiicksichtigt bleiben. Eine weitere Einschrankung besteht darin, dass Herden
mit einer Tagesmilchmenge unter 200 kg nicht in die Studie eingeschlossen
wurden. Dadurch sind sehr kleine Betriebe in unserer Analyse nicht représentiert,
obwohl gerade diese in Bayern noch in relevanter Zahl vorkommen (in unserem
Studienzeitraum 11,6 %). Entsprechend lassen sich die Ergebnisse nicht
uneingeschrankt auf alle Betriebsstrukturen (ibertragen, sondern gelten primar fir
mittelkleine bis grof’e Milchviehbetriebe.

SchlieBlich ist die Studie in erster Linie stichprobenbasiert und auf Bayern
fokussiert, weshalb die Ergebnisse nur bedingt auf andere Regionen Deutschlands
oder Europas Ubertragbar sind. Unterschiede in Haltungssystemen, Betriebsgré3en
und Managementpraktiken miissen bei der Ubertragung der Erkenntnisse

berucksichtigt werden.

2. Strukturwandel

Im Vergleich zu der von Groh et al. (2023) durchgefiihrten Untersuchung liefert
diese Studie wertvolle Rickschlisse auf die Entwicklung der bayerischen
Milchviehbetriebe innerhalb von finf Jahren. Wie bereits im Milchreport

angedeutet ist die Zahl der milchproduzierenden Betriebe weiterhin rucklaufig
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(MILCHREPORT BAYERN, 2023). Auf Grundlage der Listen des Milchprufrings
(MPR) Bayern konnte ein Rickgang von 29 % aller Milchviehbetriebe
dokumentiert werden (von 28.884 auf 20.508 Betriebe). Besonders ausgepragt ist
dieser Ruckgang bei kleineren Betrieben mit einer Tagesmilchmenge von < 200 kg,
deren Zahl um 32 % abnahm. Dies ist eine weitere Beobachtung hinsichtlich des
strukturellen Wandels insbesondere zulasten kleiner Milchviehbetriebe und das
innerhalb eines Zeitraums von 5 Jahren (2018 — 2023). Im Vergleich zu Groh et al.
(2023) zeigte sich, dass bestimmte Daten relativ stabil geblieben sind: die
durchschnittliche Herdengrolie (48 Kihe, in beiden Studien ohne Herden mit einer
Tagesmilchmenge < 200kg), der Anteil an Fleckviehherden (76 % im Vergleich zu
eigene Daten 78 %), die Herdenleistung (7.906 kg im Vergleich zu 7.974 kg) sowie
der Anteil der LKV-Betriebe (86 % im Vergleich zu 85 %). Unterschiede ergaben
sich hingegen bei der Bewirtschaftungsform und den Haltungsbedingungen:
Wahrend der Anteil konventionell wirtschaftender Betriebe um 5 % zurlickging (88
% im Vergleich zu 83 %), nahm die Zahl der Laufstalle deutlich zu (59 % im
Vergleich zu 74 %), sodass die Anbindehaltung weiter ricklaufig ist. Besonders
hervorzuheben ist zudem der deutliche Zuwachs an automatischen Melksystemen
(AMS), deren Anteil sich von 9 % bei Groh et al. (2023) auf 21 % in der eigenen

Untersuchung mehr als verdoppelte.

3. Pravalenzen

Bezuglich der scheinbaren Prévalenzen (im Folgenden als Pravalenzen bezeichnet)
einzelner Mastitiserreger innerhalb Bayerns lassen sich sowohl Parallelen als auch
Unterschiede zur Studie von Groh et al. (2023) erkennen. So stellte sich heraus,
dass NAS nach wie vor die am haufigsten nachgewiesene Erregergruppe darstellen
(von 4,4 %, auf 5,0 %) - tendenziell sogar steigend. Dass NAS hier am haufigsten
in  VGP nachgewiesen wurden, entspricht den Ergebnissen anderer
deutschlandweiter (TENHAGEN et al., 2006; DVG, 2024) und europaweiter
Studien (SAMPIMON et al., 2009; VAKKAMAK I et al., 2017; WUYTACK et al.,
2020; SMISTAD et al., 2023).

Die Préavalenzen von Strep. agalactiae (jeweils 0,2 %), E. coli (0,1 %) und Strep.
dysgalactiae (0,9 %) blieben seit der Studie von Groh et al. (2023) weitgehend
konstant. Auffallig ist hingegen ein Riickgang von S. aureus um 1,1 % (von 2,9 %
auf 1,8 %) sowie ein deutlicher Anstieg von Strep. uberis von 0,9 % auf 1,9 %. In
der 10-Jahresanalyse von Bechtold et al. (2024) wurde dieser Trend ebenfalls
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beschrieben. Damit zeigt sich auch explizit in Bayern eine klare Verschiebung von
kontagidsen hin zu umweltassoziierten Mastitiserregern.

Groh et al. (2023) konnten auf Herdenebene den Risikofaktor ,,Laufstallhaltung*
flr Strep. uberis identifizieren und wir konnten im Vergleich zu Groh et al. (2023)
einen deutlichen Anstieg der Laufstallhaltung feststellen. Zu dieser Beobachtung
geht mit einher, dass die Anzahl von Strep. uberis-positiven Herden ebenfalls stark
angestiegen ist (54 % im Vergleich zu 67 %). Auch wenn die Bekampfung von
kontagidsen Mastitiserregern durchaus als erfolgreich betrachtet werden kann
(BECHTOLD et al., 2024), ist bei Betrachtung der Anzahl positiver Herden
aufgefallen (definiert als Nachweis mindestens einer Kolonie innerhalb der Herde),
dass die Anzahl von S. aureus-positiven Herden nahezu konstant blieb (70,4 % im
Vergleich zu 69 %) (GROH et al., 2023). Die Anzahl Strep. agalactiae-positiver
Herden nahm sogar leicht zu (3,3 % im Vergleich zu 4,0 %). Mdgliche Hypothesen
hierflir sind unter anderem das Unterlassen einer Milchprobenuntersuchung vor
dem Zukauf neuer Tiere, die geringe Bereitschaft zur Merzung infizierter Kiihe
(zum Beispiel bei S. aureus), unzureichend konsequente Sanierung sowie ein
fehlender Uberblick tber die im Betrieb vorherrschenden Erreger. Ein weiterer
moglicher  Grund  konnte darin  liegen, dass im Rahmen des
Antibiotikaminimierungskonzepts vermehrt auf ein antibiotisches Trockenstellen
verzichtet wurde. Dies konnte in betroffenen Betrieben die Ausheilung von IMI mit
kontagiosen Erregern wéhrend der Trockenstehphase negativ beeinflusst haben.

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um diesen Hypothesen nachzugehen.

4. Einstreu

Eine weitere zentrale Beobachtung betraf die Rolle des Einstreumaterials als
Risikofaktor fiir IMI. In der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden,
dass samtliche Einstreumaterialien mit Strohkomponente mit einer erhohten
Prévalenz von Strep. uberis assoziiert waren. Damit wurde erneut beschrieben, dass
organisches Einstreumaterial als Reservoir fur Umweltkeime fungieren kann. Dies
ist ein Zusammenhang, der bereits in zahlreichen internationalen Studien
beschrieben wurde (HOGAN et al., 1989; ERICSSON UNNERSTAD et al., 2009;
PATEL et al., 2019; SHERWIN et al., 2021), bei Groh et al. (2023) aber nicht fiir
Bayern nachgewiesen wurde. Besonders interessant erscheint, dass Materialien, die
eine gewisse Saugféhigkeit bzw. Durchlassigkeit aufweisen, insbesondere die

Kalk-Stroh-Matratze, mit einer niedrigeren Herdenprdvalenz von S. aureus
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assoziiert waren und somit einen gewissen Schutzfaktor darstellen kdnnten, dies
konnte auch in einer siidathiopischen Studie beobachtet werden (ABEBE et al.,
2016). Ahnliche Ergebnisse zeigten sich fiir Strep. dysgalactiae, wobei Groh et al.
(2023) zu vergleichbaren Schlussfolgerungen gelangte. Bemerkenswert ist, dass in
dieser Studie 13 % der Betriebe keine Einstreu oder lediglich Gummimatten
verwendeten und sich damit beispielsweise das Risiko flr eine intramammare
Infektion mit S. aureus erhohte. Diese Beobachtung sollte allerdings nicht
ausschliellich im Kontext der Kontrolle kontagioser Mastitiserreger betrachtet
werden, sondern ebenso im Rahmen von Managementstrategien, die den
Kuhkomfort verbessern, Stress reduzieren und damit indirekt zur Eutergesundheit
beitragen kénnen.

Letztendlich konnten im Zusammenhang mit der Einstreu also durchaus
gegensétzliche Erkenntnisse im Hinblick auf die Risikofaktoren ausgemacht
werden. Dies verdeutlicht die komplexen Zusammenhange zwischen Haltung,
Hygiene und Préavalenz. Gleichwohl ist hervorzuheben, dass eine einzelne Studie
oder eine Pravalenzstudie nicht ausreichen, um definitive Empfehlungen
abzuleiten, da Infektionsgeschehen stets multifaktoriell bedingt sind und im

temporéaren Ablauf betrachtet werden sollten.

5. Saisonalitat

In zahlreichen Studien wird berichtet, dass hohere Temperaturen oder die
Sommermonate mit einem Anstieg von Umweltkeimen, insbesondere Strep. uberis
und E. coli, assoziiert sein konnen (OLDE RIEKERINK et al., 2007; HAMEL et
al., 2021; BECHTOLD et al., 2024). In unserer 1. Veroffentlichung konnte jedoch
der Faktor ,Jahreszeit“ nicht als Risiko ausgemacht werden. In der 2.
Veroffentlichung konnte lediglich bei S. aureus eine geringfugige Erhéhung der
Ausscheidung im Sommer im Vergleich zum Winter gezeigt werden. Diese
Beobachtung unterstreicht eine wesentliche Limitation unserer Studie, da eine
einmalige Beprobung lediglich eine Momentaufnahme des Bestandes
erlaubt. Gleichzeitig prasentiert die Untersuchung aber auch wertvolle
Informationen (ber die Erregerausscheidung aus unvoreingenommen untersuchten
Eutervierteln in Bayern, ohne dass vorherige Einstufungen hinsichtlich

Eutergesundheit oder klinischem Status vorgenommen worden waren.
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6. Melken

In unserer Studie zeigte sich, dass Herden mit Melkrobotern eine héhere Pravalenz
von NAS aufwiesen. Die Frage bleibt offen, ob dies darauf zurlickzufiihren ist, dass
die Beprobung von Kihen bei Melkroboter Herden unabhdngig vom Melken
gezogen wurden und der Zeitpunkt bzw. Euterfullgrad hier ggf. einen Einfluss hatte
(z.B. Anfangsgemelk im Vergleich zu Endgemelk). Zudem kann auch bedeutend
sein, dass das haufigere Melken im Vergleich zu konventionellen Systemen
(GYGAX et al., 2007) die Beanspruchung der Strichkanale erhoht (MAHMMOD
et al., 2018). Es ist bekannt, dass NAS auf der Haut und im Strichkanal der Kuh als
Kommensalen vorkommen und das Euter infizieren kodnnen, wenn der
Melkvorgang nicht optimal gestaltet ist (TRAVERSARI et al., 2019; DE BUCK et
al., 2021). Es sollte berticksichtigt werden, dass nicht alle nachgewiesenen IMI
durch NAS als problematisch einzustufen sind. NAS werden generell als ,,Minor
Pathogens* eingeordnet und in unserer Studie wurden von den Nachweisen 63 %
den ,,gesunden* Vierteln zugeordnet (SZZ < 100.000 Zellen/ml) ohne Anzeichen
Klinischer oder subklinischer Mastitis. Eine ahnliche Beobachtung wurde auch
schon auf kanadischen Milchviehbetrieben gemacht (REYHER et al., 2011), wobei
hier nur beschrieben wurde, dass NAS die am h&ufigsten nachgewiesene Gruppe
bei klinisch unauffalligen Tieren war.

Bei positiven Erregernachweisen im Zusammenhang mit subklinischen Mastitiden
machten in unserer Studie NAS 41 % der Nachweise aus, bei klinischen Mastitiden
8 %. Dies verdeutlicht, dass es zunehmend schwieriger wird, NAS als homogene
Gruppe zu betrachten, da unterschiedliche Spezies sehr unterschiedliche
Eigenschaften aufweisen. Insbesondere, da auch (ber eine mdgliche
Schutzfunktion von NAS diskutiert wird, die das Euter vor einer Infektion mit
S. aureus schitzen (MATTHEWS et al., 1990). Allerding gibt es auch eine Studie,
die beschreibt, dass Viertel nach einer NAS-Infektion anfélliger fiir eine S.-aureus-
Infektion sind (DUFOUR et al., 2012a). Weitere Studien sind daher notwendig, um
NAS auch in Bayern differenziert zu analysieren. Zusétzlich bestatigte unsere
Untersuchung erneut die Bedeutung der Anwendung eines Zitzendips nach dem
Melken als Faktor fur geringere Prévalenzen von NAS und Strep. dysagalactiae
innerhalb der Herden. Dartiber hinaus zeigt die Analyse, dass die regelmaRige
Wartung der Melkanlage weiterhin von zentraler Bedeutung fir die

Eutergesundheit ist, auch wenn der klassische Flnf-Punkte-Plan zur Bekdmpfung
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kontagidser Mastitiserreger schon tiber 50 Jahre alt ist (DODD et al., 1969; NEAVE
etal., 1969).

7. Erregerausscheidung

Trotz der Limitationen hinsichtlich Pathogendynamiken und Persistenz konnte
Veroffentlichung 2 verdeutlichen, dass auch gesunde Viertel relevante Mengen an
Mastitiserregern ausscheiden konnen. So wiesen 37 % der VGP gesunder Viertel
>10 KbE/0,01 ml S. aureus auf und dirfen folglich nicht als mégliche Quelle des
Erregerdruckes innerhalb einer Herde ignoriert werden. Gesunde Viertel hatten
zwar eine hohere Wahrscheinlichkeit fur niedrige bis mittlere Ausscheidungen aller
untersuchten Erreger im Vergleich zu klinisch erkrankten Vierteln (z. B. OR =13
flr niedrige S.-aureus-Ausscheidung im Vergleich zu klinisch; P < 0,01). Diese
Ergebnisse unterstreichen jedoch die Notwendigkeit einer kompletten
Herdenuntersuchung, insbesondere bei Sanierungsmalinahmen S. aureus-positiver
Herden oder vor der Umstellung auf einen Melkroboter, und dass nicht allein die
SZZ in der Milch immer ein verl&sslicher Indikator zum Ausschluss intramammérer

Infektionen bei einzelnen Kiihen sein muss.

8. Geringe Fallzahlen von E. coli und Strep. agalactiae

Obwohl die Nachweisraten vergleichsweise niedrig waren (E. coli: n = 69; Strep.
agalactiae: n = 99), konnten dennoch relevante Assoziationen hergestellt werden.
So zeigte sich, dass die regelmaRige Wartung der Melkanlagen, wie bereits oben
unter dem Punkt ,,Melken* erwihnt, mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit einer
Strep. agalactiae-positiven Herde verbunden war (P = 0,04), wéhrend unzureichend
gereinigte Wassertranken ein erhodhtes Risiko darstellten.

Zudem konnte erstmals in Bayern ein Zusammenhang zwischen horbaren ,,Liner
slips“ (schliirfendes Gerdusch durch Lufteintritt z.B. bei schlechtsitzenden
Melkzeugen) wéhrend des Melkens und dem positiven Nachweis von E. coli auf
Herdenebene beschrieben werden. Da dies trotz geringer Fallzahlen gezeigt werden
konnte, unterstreicht diese Beobachtung die Relevanz optimal eingestellter und
regelmélig gewarteter Melkanlagen sowie einer guten Melkroutine fiir die

Eutergesundheit.

0. Fazit fur die Praxis

Die beiden Veroffentlichungen liefern gemeinsam ein umfassendes Bild der
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Mastitisepidemiologie in Bayern und zeigen, dass eine Vielzahl von Faktoren wie
Strukturwandel, Einstreu, Melkmanagement, mdglicherweise saisonale Einflusse
sowie der Gesundheitsstatus einzelner Euterviertel fir die Prdavention und das
Management von Mastitis entscheidend sind.

Bereits bekannte Risikofaktoren, wie etwa die erhdhte Herdenprévalenz von Strep.
uberis bei bestimmten Einstreumaterialien oder die Bedeutung einer gut gewarteten
Melkanlage, konnten bestatigt werden. Gleichzeitig konnten die Untersuchungen
spezifische Erkenntnisse fur Bayern liefern, darunter die zunehmende Nutzung von
AMS, ein gleichbleibendes Niveau von S. aureus-positiven Herden bei sinkender
VGP-Prévalenz sowie die Zunahme positiver Herden fur Strep. uberis bei
steigender Pravalenz auf Viertelebene, was auf eine Verschiebung hin zu
umweltassoziierten Erregern hinweist. Die quantitative Erregerausscheidung auf
Viertelebene zeigt darliber hinaus, dass auch eutergesunde Viertel relevante
Mengen an Pathogenen ausscheiden kodnnen, was die Notwendigkeit einer
bestandsspezifischen Untersuchung unterstreicht.

Die Studien liefern praxisrelevante Implikationen fir die bayerische
Milchwirtschaft. So sollten Milchprobenuntersuchungen vor Zukauf oder
Herdenerweiterungen konsequent durchgefiihrt werden, um das Eintragen von
Erregern zu vermeiden. Optimierungen im Melkmanagement, wie die konsequente
Nutzung von Zitzendips und die regelmaRige Wartung der Melkanlagen, bleiben
zentrale MalRnahmen. Auch die Wahl des Einstreumaterials kann die Prévalenz von
Mastitiserregern beeinflussen. Dabei wird deutlich, dass kein einzelner Faktor
allein ausschlaggebend ist und die Wirkung betriebsabhéngig variieren kann. Eine
differenzierte, individuelle Beratung ist daher unerlasslich, um Maltnahmen an die
jeweiligen betrieblichen Gegebenheiten anzupassen.

Insgesamt verdeutlichen die beiden Verdffentlichungen, dass Mastitis in Bayern
weiterhin ein multifaktorielles Problem darstellt, dessen Lésung eine Kombination
aus Herdmanagement, HygienemaBnahmen und gezielter Uberwachung erfordert.
Gleichzeitig eroffnen die Ergebnisse Perspektiven fir zukunftige Forschung,
insbesondere bei der Differenzierung von NAS-Spezies und zur langfristigen
Beobachtung von Infektionsverlaufen.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Intramammare Infektionen (IMI) stellen eine der zentralen Herausforderungen in
der Milchviehhaltung dar, da sie mit erheblichen Einbul3en in Milchleistung und -
qualitat, erhdhten Behandlungskosten sowie Einschrankungen der Tiergesundheit
und des Tierwohls verbunden sind. Trotz einer Vielzahl internationaler Studien ist
die Datenlage zu IMI in Bayern, einer Region mit charakteristischen Strukturen,
wie vergleichsweise kleinen Herden, einem hohen Anteil an Fleckvieh und einer
zunehmenden Verbreitung von Automatisierung der Betriebe, bislang begrenzt.
Ziel der vorliegenden Dissertation war es daher, die Pravalenz von Mastitiserregern
auf Viertelebene sowie die quantitative Erregerausscheidung auf Viertelebene und
Risikofaktoren auf Herdenebene ausgewahlter Mastitiserreger in bayerischen
Milchviehbetrieben systematisch zu untersuchen.

Die Arbeit umfasst zwei Veroffentlichungen, die auf einer groR angelegten
Querschnittsstudie basieren. Zwischen Juli 2023 und Juli 2024 wurden 305 nach
Regierungsbezirk, HerdengroRe und Jahreszeit geschichtete Milchviehbetriebe
zufallig  ausgewdhlt und  untersucht.  Unabhdngig vom  klinischen
Eutergesundheitsstatus wurden VGP von insgesamt 14.700 laktierenden Kihen
entnommen und nach den Leitlinien der DVG mikrobiologisch untersucht.
Zusétzlich erfolgte eine umfassende Untersuchung der Betriebs- und
Managementdaten.

Fur die Analyse wurden verschiedene statistische Verfahren eingesetzt: Mittels
negativer binomialer Regression wurden Risikofaktoren fur die Pravalenz innerhalb
der Herden von Strep. uberis, Strep. dysgalactiae, S. aureus und NAS untersucht.
Fur Strep. agalactiae und E. coli wurden mittels logistischer Regression
Risikofaktoren fiir das VVorliegen positiver Herden bestimmt. Dariiber hinaus wurde
die quantitative Erregerausscheidung fir S. aureus, Strep. uberis, Strep.
dysgalactiae, Strep. agalactiae und E. coli auf Viertelebene analysiert. NAS
wurden hier nicht beriuicksichtigt, da es sich um eine heterogene Gruppe handelt.
Die Ergebnisse verdeutlichen, dass die Pravalenzen intramammarer Infektionen in
Bayern sowohl zwischen Erregern als auch zwischen Betrieben variieren. Wahrend
die Prévalenz von S. aureus auf Viertelebene leicht zuriickging, blieb die Anzahl
positiver Betriebe (mindestens ein Nachweis pro Herde) nahezu unverandert.
Dagegen zeigte Strep. uberis eine deutliche Zunahme sowohl im Anteil positiver

Herden als auch in der Prévalenz. Dies ist eine weitere Bestatigung flr die seit
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mehreren Jahren Dbeobachtete Verschiebung hin zu einer Dominanz
umweltassoziierter Erreger. Etablierte Risikofaktoren wie die regelméRige Wartung
der Melkanlagen, die Beschaffenheit der Liegeflachen, die Produktionsart und
Melkhygiene konnten bestatigt werden. Dariiber hinaus wurde erstmals in Bayern
ein Zusammenhang zwischen horbarem Schliirfen (,,Liner slips®) wéhrend des
Melkens und dem Auftreten von E. coli beschrieben. Die Analyse der quantitativen
Erregerausscheidung ergab, dass auch klinisch unauffallige Viertel relevante
Mengen pathogener Bakterien ausscheiden kénnen und damit potenziell zur
Weiterverbreitung innerhalb der Herde beitragen.

Zusammenfassend liefern die beiden Publikationen ein umfassendes Bild der
Mastitisepidemiologie in Bayern. Sie bestatigen einerseits bereits bekannte
Risikofaktoren, andererseits zeigen sie neue regionalspezifische Aspekte auf. Die
Ergebnisse unterstreichen die multifaktorielle Natur intramammarer Infektionen
und verdeutlichen, dass Praventionsmanahmen grundsatzlich betriebsspezifisch
angepasst werden missen. Gleichzeitig behalten klassische Kontrollmanahmen,
wie sie bereits im Funf-Punkte-Plan etabliert wurden, ihre Relevanz. Perspektivisch
eroffnen die Ergebnisse weitere Forschungsfelder, insbesondere zur differenzierten
Betrachtung einzelner NAS-Spezies und zur longitudinalen Erfassung von

Infektionsdynamiken.
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VIlI. SUMMARY

Intramammary infections (IMI) are one of the key challenges in dairy farming, as
they are associated with significant losses in milk yield and quality, increased
treatment costs, and restrictions on animal health and welfare. Despite a large
number of international studies, data on IMI in Bavaria, a region with characteristic
structures such as comparatively small herds, a high proportion of Simmental cattle,
and increasing automation on farms, has been limited to date. The aim of this
dissertation was therefore to systematically investigate the prevalence of mastitis
pathogens at the quarter level, as well as quantitative pathogen shedding at the
quarter level and risk factors at the herd level for selected mastitis pathogens in
Bavarian dairy farms.

The work comprises two publications based on a large-scale cross-sectional study.
Between July 2023 and July 2024, 305 dairy farms stratified by administrative
district, herd size, and season were randomly selected and examined. Regardless of
clinical udder health status, quarter milk samples were taken from a total of 14,700
lactating cows and microbiologically examined according to the guidelines of the
German Veterinary Association (DVG). In addition, comprehensive farm and
management data were collected.

Various statistical methods were used for the analysis: Negative binomial
regression was used to investigate risk factors for the prevalence of Strep. uberis,
Strep. dysgalactiae, S. aureus, and NAS within the herds. For Strep. agalactiae and
E. coli, logistic regression was used to determine risk factors for the presence of
positive herds. In addition, quantitative pathogen shedding for S. aureus, Strep.
uberis, Strep. dysgalactiae, Strep. agalactiae, and E. coli was analyzed at the
quarter level. NAS were not included here because they are a heterogeneous group.
The results show that the prevalence of intramammary infections in Bavaria varies
both between pathogens and between farms. While the prevalence of S. aureus
declined slightly at the quarter level, the number of positive farms (at least one
detection per herd) remained virtually unchanged. In contrast, Strep. uberis showed
a significant increase in both the proportion of positive herds and prevalence. This
is further confirmation of the shift towards a dominance of environmental
pathogens that has been observed for several years. Established risk factors such as
regular maintenance of milking equipment, the bedding type, the type of production

(organic versus conventional), and milking hygiene were confirmed. In addition, a
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correlation between audible liner slips during milking and the occurrence of E. coli
was described for the first time in Bavaria. Analysis of quantitative pathogen
shedding showed that even clinically unremarkable quarters can shed relevant
amounts of bacteria and thus potentially contribute to further spread within the herd.
In summary, the two publications provide a comprehensive picture of mastitis
epidemiology in Bavaria. On the one hand, they confirm already known risk factors,
and on the other hand, they highlight new region-specific aspects. The results
underline the multifactorial nature of intramammary infections and illustrate that
preventive measures must always be adapted to the specific farm. At the same time,
classic control measures, as already established in the five-point plan, remain
relevant. Looking ahead, the results open up further fields of research, in particular
for the differentiated consideration of individual NAS species and the longitudinal

recording of infection dynamics.
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IX. ANHANG

1. Fragenbogen

1.1. Bestandsanalyse Konventionell
tiAergesundh.eiLAsdienst bayern e.V. ;“!’ﬂi
LEB L L 1 | | | L | | BeSuCh: | | Rindergesundheitsdienst g TgD H

Landwirt Name: und Milchhygiene ‘.‘

Tierbestand (Anzahl)

Milchkuhe (ges) 111 Milchkihe (tr.) .11 | Rinder/Farsen

Kalber L1 1 Mastbullen L1 1 1 Zuchtbullen 0 1
Herdenleistung (gleitender
Mittelwert, LKV-PM) Kg: L 1 1 1 % Fett: L [ | % Eiweiss: | I, L |
Eutergesundheit Aktuell (letzter Test) Monat (geom. Mittel) Vormonat (geom. Mittel)
Zellen (X 1000, MPR) L 1 1 1 L 1 L 1
Keime (X 1000, MPR) 1 I ! I | 1 1 1 1
>200.000 Zellen (%,Lkv-Pm) L [ —
>300.000 Zellen (%), Lakt. 1, Lkv-PM
Mastitis Subklinisch [0  Klinisch O Chronisch O
Laktationsphase Frih (<100 T) O  Mitte (100-200 T) [ Spét (>200 T) O
Problemgruppe Laktation 1 [0 Laktation 22 O  Trockensteher |
Sonstige Beobachtungen: Besaugen O Milchlaufenlassen (Stall) [0  Zitzenverletzungen,>1% [

GliedmaRenscore (L) Zitzenscore (L) GliedmaRenscore (TS)

S S

| S S —

MELKEN (KONVENTIONELLES MELKSYSTEM)

Einmalhandschuh O | zitzenreinigung Keine ZR o |
Anzahl Melker (gesamt, inkl. Teilzeit) L Trocken Feucht Desinf.
Anzahl Melker pro Melkzeit ., |, | Euterlappen (>1Kuh, einerfir alle) 1! 2L 3
Vormelken Keino[l  mit VMB [ ohne VMB: "] | Euterpapier ne s o
*Blindmelken Keino ' Anfang:[" Endez[ beidess | | Text. Eutertuch Il o] ol
Nebenarbeiten O | Holzwolle 10 [] ull 12 ]
Automatische Melkzeugabnahme [ | stroh/Heu 13l 1l | 15
Abnahmeschwellenwert (ml, 99=unbek.) Euterdusche (mitiohne Nachtrocknen) 16 || vl
Nachmelken Generell KEIN Nachmelken [, | 1 Sonstige ZR, Anm:

Automatisch [, Melkzeugzwischendesinf Keine o Autom. [l Manuell [ >

Manuell (z.B. Gewicht an Melkzeuge) [, wenn MZZD: Peressigsaurel 1+ Dampfl » Sonstige:

Melkreihenfolge O | Zitzendip n.d. Melken  Kein ol Sprihen i Tauchenl 2
Lockfutter im Melkstand O | *Ausreichende Zitzenabdeckung (>50%) _] n.beob, [
*Melkzeugposition i.O. O n.beob, ] Dipmittel-Produkt-Nr (s. TGD-Liste) ;

*Schlirfen (Liner slips) hérbar O n.beob,.J | Dipmittel-Produktname

*Unruhige Kiihe (Schlagen etc.) O nbeob,L] | Dipmittel-Hersteller

Milchfilterscore (Durchschnitt / 3MF o. aktueller, 1-3) I
Wasseraufnahme direkt n.d. Melken mogl. [ | Beurteilung der Sauberkeit (1-3) Anlage [—
Ventilator etc. im Melkstand/Vorwartehof O Melkzeuge/Melkzeugaufnahme

Euterstudie 2023 Bestandsanalyse Konventionell 06.07.2023
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TROCKENSTELLEN (TS; %= % Kiihe) EINSTREU L T
Trockenstellen abrupts || Melkzeit auslass.2l  Sonsts| | | Gummimatte O O
Futterveranderung vor Trockenstellen O | Kalk O O
Kein Trockenstellen (Kuhzahl/Jahr) Kalk/Strohmatratze O O
Euterkontrolle zum TS,% . Stroh/Strohmehl o O
Schalmtest zum TS,% Heu O O
Milchprobe zum TS,% Sagespiane O 0O
Nutzung von LKV Daten flir STS [ | Mist (pferd, Kalb etc.) O O
Endlaktationstherapie (Kurzzeit-AB,% Garsubstrat (1=mit Mist, 2=rein pflanzlich) 1
Einsatz AB-Trockensteller,% ., | Sonstige Einstreu O O
Interner Zitzenversiegler,% & Liegeflache uneben O O
Homd&opathie zum TS,% ‘ Einstreumenge (0=keine, 1=wenig, 2=gutes Polster) o
Bolus zum Trockenstellen*, % Sauberkeit der Liegeflache (1-3) L L
ZUSATZL. MASSNAHMEN EUTERGESUNDHEIT | Frequenz frische Einstreu (Anz.wo) PF w7
Euter abflammen/scheren O | Frequenz Kalk Einstreu (Anz.mwo) L
Schwanzquaste schneiden [ | Vermehrt Hautabschirfungen (>10%) O Od
Klauenpflege (durchschn. Anz/Kuh/Jahr) . FOTTERUNG L T
HALTUNG LT | R SRTSECERTIE
Anbindehaltung (sonst ,Laufstall*) O 0O |Voll-TMR O O
Hochbox O 0O | Konventionell O O
Tiefoox O 0O |Heu o O
Fress-Liegebox O O | Grinfutter o O
Tiefstreu (z.B. Tretmist, Kompost) O O | Mineralfutter geftttert O O
Adkalbebuoht (< - kaerbuny x| NSOl e vaersmren,
Weide (1= Weide/Kurzr., 2="Jogging“-Weide) L L, | Transitfitterung  Neino |  Ja1ll  mit Sauren Salzen: "
Laufhof O 0O | Grundfutteranalyse (Frequenz pro Jahr) P
?_{g;g:gge” 0-ahnliches'gegen O O | Fressgitter vorhanden O 0O
Korrekt liegend O 0O | Futtertisch raue Oberfliche O 0O
Aufstehen/hinlegen unauffallig O 0O | Futtertisch sauber/trocken o O
Tiere stehen in Liegebox (>10%) [0 O | Frequenz frisches Futter (pro Tag) o
Nutzung Spaltenroboter O 0O | Frequenz Anschieben d Futters (x/Tag) T
Frequenz Spaltenschisber o Tag) 'C:Srobsinn?che Beurteilu?g d. Yorlieg_enden
) L1 | Futters (0=kein Futter vorl., 1=ungeniigend, 2=gut) [ I T
Ezgggsgleg“ng (1=Liegepl, 2=Fress, L Sortieren Futter (Tunnel/Lochfrass) O 0O
TRANKEN L T Lrggrni\r/]\;asser (0=Leitung, 1=gepriifter Br., L
ﬁ)u;rf(ﬁ?ende Anzahl Tranken mind. [ [ RegelmaRige Reinigung der Tranken O O
Zufluss ausreichend (ca. 20L/min) O O | Sauberkeit der Tranken (1-3) [ Y

Anzahl L....... T e

Fressplatze . ——

1 Keiner

Liegeplatze 1 Wer macht formelle Rationsberechnungen?
[ Landwirt [l Futterberater [1 Sonstige:
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1.2. Bestandsanalyse AMS

tiergesundheitsdienst bayern e.V. ’.,’
LEB L | L L L L | L L | Besuch' L L | Rindergesundheitsdienst {“‘.. z

Landwirt Name:

| ©

und Milchhygiene

Tierbestand (Anzahl)

Kalber

Herdenleistung (gleitender
Mittelwert, LKV-PM)

L1 1 Mastbullen

Kg: L 1 1 |

Milchkihe (ges) L—1—— 11 Milchkuhe (tr.) -——L 1 Rinder/Farsen.—L 1|

L+t 1 Zuchtbullen 1 &+

I % Fett: 1,1 % Eiweiss: L 1,1

Eutergesundheit

Aktuell (letzter Test)

Monat (geom. Mittel) Vormonat (geom. Mittel)

Zellen (x 1000, mpr)
Keime (x 1000, mpr)

>200.000 Zellen (%, kv-Pm)

S IS N —

| IS E— | IS E—
>300.000 Zellen (%), Lakt. 1, LKv-PM
Mastitis Subklinisch O Kilinisch O Chronisch O
Laktationsphase Frih (<100 T) O  Mitte (100-200 T) d Spét (>200 T) O
Problemgruppe Laktation 1 [ Laktation =2 O  Trockensteher O
Sonstige Beobachtungen: Besaugen O  Milchlaufenlassen (Stall) [0  Zitzenverletzungen,>1% [
Gliedmafienscore (L) Zitzenscore (L) Gliedmafenscore (TS)
MELKEN (AMS)

Tierverkehr Freidl  Gelenkt; | Selekt. gelenkt,|  Feed Firsts | | MZ-Zwischendesinf. Keineo = Peressigséures Dampfal
AMS (berall sichtbar im Stall [ | Abnahmeschwellenwert (gs=variabel, 99=unbek)
<2 kg KF/Besuch als Lockfutter am AMS [ | Unproblematisches Ansetzen d. Zitzenbecher O
Zugang ebenerding [ | Laser/Kamera nicht sauber O
Wartebereich fur 4-6 Kiihe O | Unruhige Kihe im AMS (Melkzeugabtreten etc.) O
Selektionsbucht vorhanden [ | Zitzenspray nach dem Melken Od
Ausgang eine Kuhlange geschutzt [ | Ausreichende Zitzenabdeckung (>50%) O
AMS beleuchtet / nachts Notbeleuchtung [ | Dipmittel-Produkt-Nr. (s. TGD-Liste)
Ventilator am Roboter [ | Dipmittel-Produktname:
Wasseraufnahme direkt n. d. Melken magl O | Dipmittel-Hersteller:
Zwischenmelkzeit (mind. 6 Std) O
Nachtreiben  Neino! = Einzeltierer | Gruppez | Milchfilterscore (Durchschnitt / 3MF o. aktueller, 1-3) I

ggf. Nachtreiben zu versch. Zeiten O | Beurteilung der Sauberkeit (1-3) Anlage [
Nachgetriebene Kuhe (durchschn. %/Tag) g0 Melkzeuge & Melkzeugaufnahme
Misslungene Melkungen (durchschn. %/Tag)

Euterstudie 2023 Bestandsanalyse AMS 06.07.2023
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TROCKENSTELLEN (TS; %= % Kiihe) EINSTREU L T
Trockenstellen abrupts || Melkzeit auslass.2l  Sonsts| | | Gummimatte O O
Futterveranderung vor Trockenstellen O | Kalk o 0O
Kein Trockenstellen (Kuhzahl/Jahr) Kalk/Strohmatratze O O
Euterkontrolle zum TS,% . Stroh/Strohmehl o O
Schalmtest zum TS,% Heu O O
Milchprobe zum TS,% Sagespiane O 0O
Nutzung von LKV Daten fiir STS [ | Mist (pferd, Kalb etc.) o O
Endlaktationstherapie (Kurzzeit-AB,% Garsubstrat (1=mit Mist, 2=rein pflanzlich) _
Einsatz AB-Trockensteller,% .| Sonstige Einstreu O 0O
Interner Zitzenversiegler,% & Liegeflache uneben O O
Homdopathie zum TS, % ‘ Einstreumenge (0=keine, 1=wenig, 2=gutes Polster) 1
Bolus zum Trockenstellen*, % Sauberkeit der Liegeflache (1-3) L
ZUSATZL. MASSNAHMEN EUTERGESUNDHEIT | Frequenz frische Einstreu (Anz.wo) PF w7
Euter abflammen/scheren O | Frequenz Kalk Einstreu (Anz.mwo) L
Schwanzquaste schneiden [ | Vermehrt Hautabschirfungen (>10%) O Od
Klauenpflege (durchschn. Anz/Kuh/Jahr) . FOTTERUNG L T
HALTUNG L 7 | et e s
Anbindehaltung (sonst ,Laufstall*) O 0O |Voll-TMR O O
Hochbox O O | Konventionell o Od
Tiefbox O 0O |Heu O 0O
Fress-Liegebox O O | Grinfutter o O
Tiefstreu (z.B. Tretmist, Kompost) O O | Mineralfutter geftttert O O
Aokalbebuoht (- - kerbury x| NSOl e vaersmrrer,
Weide (1= Weide/Kurzr., 2="Jogging“-Weide) L L | Transitfitterung  Neino 1 Jar mit Sauren Salzen,z
Laufhof O 0O | Grundfutteranalyse (Frequenz pro Jahr) P
?_{g;g:gge” 0:ehokchios gegen O O | Fressgitter vorhanden o O
Korrekt liegend O 0O | Futtertisch raue Oberfliche O 0O
Aufstehen/hinlegen unauffallig O 0O | Futtertisch sauber/trocken O Od
Tiere stehen in Liegebox (>10%) [0 O | Frequenz frisches Futter (pro Tag) o
Nutzung Spaltenroboter O 0O | Frequenz Anschieben d Futters (x/Tag) T
Frequenz Spaltenschisber o Tag) Grobsinnliche Beurteilung d. Yorliegenden
L1 | Futters (0=kein Futter vorl., 1=ungentigend, 2=gut) L
Uberbelegung(1=Liegepl, 2=Fress, 3=beides) ..., | Sortieren Futter (TunneliLochfrass) O 0O
TRANKEN L T I:rl;a;grlfrz\ri]\;asser (0=Leitung, 1=gepriifter Br., L
ﬁ)u;r/?(i:;‘r)\ende Anzahl Tranken mind. [ [ | RegelmaRige Reinigung der Trénken O Od
Zufluss ausreichend (ca. 20L/min) O O | Sauberkeit der Tranken (1-3) (I

Anzahl L Liegeplatze 111

Fressplatzet 1.1

Wer macht formelle Rationsberechnungen?
I Keiner

[ Landwirt 11 Futterberater 1 Sonstige:
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1.3. Betriebserhebungsprotokoll
tiergesundheitsdienst bayern e.V. 5"”
LEB ! L I I 1 L L I Rindergesundheitsdienst {1ip:
F; L ,-Euter dheitsdi ‘ ‘
Landwirt: ... Besuch | und Milchhygiene [
BETRIEBSFORM / MANAGEMENT
Betriebsorganisation Konventionells0 BlIO2[0 Kuhgebund. Aufzucht [] Heumilch O LKV O
Betriebsart MilchviehhaltungO Jungtieraufzucht O Bullenmast O
. Sonstiges (z.B. Urlaub
Marktfruchtbau O Biogas [ auf Bauernhof) [
Tierzukauf (letzte 24 Mon., inkl. Kalber & Mastbullen) O , gof. Zukaufskontrolle: jaid neinol]
Tierbestand Fleckvieh:O Braunvieh; O Gemischtz 0
Holstein/Rotbunts [ Gelbviehs[J Sonstiges ]
MELKSYSTEM*

Hersteller Boumatici0 Delaval,d Flacos 0O
GEA40 HappelsO Lelysd Lem-FW-0O
eltec/Mieles Gemischtsll  Handm. 10 Sonst.11 [
Melkstandart Eimermelkanlage;O Karussells O
Rohrmelkanlage> O Swing-overs[

Melkstands 00 Roboters O
Inbetriebnahme (Jahr)

Umbaumalnahmen (Jahr)

Abnahme durch den TGD O
Anzahl Melkeinheiten (inkl. bei AMS)

Anlage geprift (ggf. s. Protokoll)

Wartungsvereinbarung

Anlagenservice bei Bedarfi O

Letzter Kundendienst (MM.JJ)

Zitzengummi

Zitzengummiwechsel:

Zitzengummiwechsel (nach x Monaten)

]

]
21x/Jahrz O
..... e

Gummiq O Silikon; O
Nach Bedarf, 0O

RegelmaRig/nach Herstellerangabe: O

avs: Unters. nach MaRnahmenkatalog vor Umzug O

REINIGUNG DER MELKANLAGE*

Reinigung:  Temperatursturzs 0  Zirkulations O
Kochendwasser. 1  Hande g
Uberwiegend alkalische Reinigungsd
Wechselreinigungs O

Reinigungsmittel  flissig: O Pulver, O

Dosierung automatischs 0 manuell. O

Temperatur im Riicklauf (-40°c)

Frequenz Milchfilterwechsel pro Tag (anzahi)

Nur bei AMS:

Generalreinigungen/Tag (Anzahl, Soll >2)

AuBenreinigung AMS (anz/T)

Spulung nach ............

min. Ruhezeit

Ziel der EGD Beratung: Sonstiges X Anm. Euterstudie 23/24

Wie viele Personen (auch Teilzeit) arbeiten auf dem Betrieb?

Wie viele Personen sind davon externe Mitarbeiter?
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Welche Sensorsysteme nutzen Sie auf Ihrem Betrieb, um die Tiergesundheit bzw. das Tierverhalten
zu liberwachen?  Hier werden NICHT die Probemelkdaten abgefragt sondern Sensoren vor Ort
Mégliche Beispiele fiir Sensortechnologien, die auf Betrieben eingesetzt werden.

Messung

Sensorsystem (Name)

Herstellername

Aktivitat

Wiederkauen

Futteraufnahme

Wasseraufnahme

Tierortung

Koérpertemperatur

Zellzahlen

Leitfahigkeit

Milchzusammensetzung

Body Condition Scoring

Gewicht

Progesteronmessung

Sonstige

Welche Apps benutzen Sie auf Ilhrem Handy fiir die tagliche Arbeit (Bsp. Wetter, LKV, MPR, AMS etc.)?

Euterstudie Betriebserhebungsprotokoll 30.06.2023
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